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ABREVIATIONS UTILISEES 

A 

A 
ADN 

ARlT 

M m  

aRNr 

APG 

ATC A 

ATP 

: Acide adénylique 
-1 O 

: Angstr5rn=10 mètre 

: Acide désoxyribonucléique 

: Acide ribonucléique 

: Acide ribonucléique messager 

: Acide ribonucléique ribosomique 

: Acide phosphoglycérique 

: Acide trichloracétique 

: Adénosine 5'-triphosphate 

: Adénosine 5'-triphosphatase 

: Acide cytidylique 

: coups par minute 

: densité 

d ARN : AIW dont la composition en bases est homologue 
de celle de l'ADN 

DNase : Désoxyribonucléase 

D.O. Densité optique à 260 nm 
260 nm ' 

DOC : Désoxycholate de sodium 

dRNP : Ribonucléoprotéine dont 1lM.N est du dARN 

E. coli : Escherichia coli 

EDTA : Acide éthylène diamine té traacétique 

G : Acide guanylique 

Guanidine : Aminométhanamidine : NII = C ( N B ~ ) ~  

InDP : Inositol diphosphate 

InMP : Inositol monophosphate 

m~ :  IO-^ Curie 
mn : Minute 

nm : Nanomètre = 1 O-' mètre 

Pi : Acide orthophosphorique (phosphore inorganique) 

mase : Ribonucléase pancréatique 

RNP : Ribonucléopro téine 

rRNP : Ribonucléoprotéine dont 1 7 m J  est un ARNr 

S : Constante de sédimentation en unité SVEDBERG (1 O-' seconde) 



SDS : Dodecylsulfonate de sodium 

t/mn : Tours par minute 

Tris : 2-amino-2 (hydroxymé thyl) propane-1 , 3  di01 

U : Acide uridylique 

U.V. : Lumière ultra-violette 

Y u* : Acide pseudo-uridylique 



Nos recherches s'inscrivent dans le cadre général 

des travaux qui sont entrepris à l'Institut de Recherches sur le Cancer de 

Lille sur les relations entre les acides nucléiques et la cancérogénèse. 

On admet généralement, à l'heure actuelle, que la cancérisation est provo- 

quée I o )  soit par l'apparition dans les cellilles d'acides nucléiques ou de 

ribonucléoprotéines anormales, de "monstres moléculaires" d'origine endogène 

( théorie mutationnaire) CU exogène (théorie virale), 2 0 )  soit par un dérègle- 

ment du métabolisme d'acides nucléiques "normaux" (théorie hormonale, par 

exemple). 

Nos travaux ont été plus spécialement orientés vers 

la recherche des mécanismes de la rég~ilation de la biosynthèse des acides 

nucléiques dans le noyau. 

Au cours d'une étude critique des procédés de prépara- 

tion des noyaux cellulaires que nous avions effectuée dès le début de nos 
l recherches, nous avons découvert que certaines solutions dans lesquelles 

les tissus étaient homogénéisés provoquaient une diffusion, à partir des 

noyaux, de composés phosphorylés. Dans une seconde série de travaux, nous 

avons démontré que, parmi ces substances, se trouvaient des acides nucléi- 

ques "DNA-like" (dARN). Une troisième &rie de rechercnes, effectuées en 

collaboration avec J.P. KERCKAEllT, nous a permis de montrer que ces dARN 

diffusibles étaient conjugués à des protéines et nous pensons qu'il s'agit 

de formes de transport dfARN de type messager. 

Avant d'exposer nos travaux personnels, nous consacre- 

rcns un chapitre à la description des particules de HNP cellulaires actuel- 

lemen t connues. 

Les résultats que nous avons obtenus et que nous 

décrivons dans le présent mémoire, ont fait l'objet des publications 

suivantes : 
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G E N E R A L I T E S  

Les FüfP cellulaires chez les Eucaryotes 



Dans les cellules animales et, d'une manière générale, 

chez tous les Eucaryotes, la majorité des ARN sont synthétisés dans le 

noyau. Leur lieu d'activité, par contre, se situe essentiellement dans le 

cytoplasme où s'effectuent les synthèses protéiques. Cette séparation entre 

le lieu de synthèse des A R N  et le lieu de leur activité pose un problème 

qui n'existe pas chez les Bactéries. 

Une seconde différence d'avec ces dernières est liée au 

fait que les ARN de type messager des Eucaryotes, dès leur synthèse, sont 

associés à des protéines qui, en les protégeant des enzymes, permettent 

leur transport du noyau vers le cytoplasme. Ceci peut expliquer l'existence, 

dans la cellule, d'un grand nombre de ribonucléoprotéines (ou RNP) c'est-à- 

dire de complexes ARN-protéines de taille suffisamment grande pour former 

des particules. Selon la nature de l'AH qu'elles contiennent, il existe 

deux catégories de particules de RNP : les r-RNP dont 1'BRN est de type 

ribosomal ( m r )  et les dIWP dont 1'ARN est de type messager (u). 

Nous avons dressé dans un premier chapitre l'inventaire 

de toutes les formes de particules de RNP trouvées jusqu'à présent dans la 

cellule. Nous avons réservé plus spécialement le second chapitre aux dRNP 

cellulaires qui jouent un rôle important dans le transport de l'information 

génétique. 

1 1 Q - LES FBP CELLULAIFES 1 
Nous les avons classées suivant leur localisation dans 

la cellule en RNP nucléaires et en BNP cytoplasmiques. 

1 - LES PARTICULES DE RNP NUCLF$IKES 

A - LES PARTICULES DE: X N P  NUCLEOLAIRES 

1 - IDENTIFICATION MORPHOLOGIQTJE 
a) Morpholopie du nucléole 

Le nucléole de la cellule hépatique que nous avons prise 

pour exemple (I?ig, 1 ; p. 4), se présente comme un organite d'environ 1 t^ 



Nucléole de cellule hépatique de Rat (dl après E. WVION) . Double 
fixation par la glutaraldéhyde et l'acide osmique ; inclusion 
dans llEpon ; coloration B l'acétate dturanyle et au citrate de 
plomb. Chr, chromatine périnucléolaire ; f, réseau fibrillaire ; 
g, granules. x 40 000. 



de diamètre constitué dfune couche périphérique de chromatine peu épaisse 

(la chromatine périnucléalaire) et d'un centre nucléolaire dans lequel deux 

constituants principaux ont été décrits : 

- Une portion filamenteuse de 98 à 180 nm de largeur correspon- 

dant au nucléolonéma décrit en microscopie optique (ESTABLE et sO'~%U) (1 ). 

- Une portion homogène : la pars amorpha incluse dans les 
mailles du réseau constitué par le nucléolonéma. 

En outre, des études cytochimiques ultrastructurales 

ont montré, à l'intérieur du corps nucléolaire, La présence de travées chro- 

matiniennes issues de la chromatine périnucléolaire (GRBNBOULAN et GFUNBOULAN) 

(2) 

b) Particules (le, &NP nu~léolaixes 

Les études cytochimiques ultrastructurales ont montré, 

dfune part, que le nucléolonéma était constitué dfun réseau de fines fibril- 

les réparties en paquets compacts et de granules possédant l'aspect de ribo- 

snmes ( ~ i ~ .  1 ; p. 4) et, d'autre part, que fibrilles et granules sont de 

nature ribonucléoprotéique (WINOZZI) (3). 

1 ) Les fibrilies ont une longueur moyenne de 300 à 
O 

400 A et un diamètre d environ 50 1. 

2) Les m u l e s  ont un diamètre moyen de 150 à 200 1 ; 
ils sont plus ou moins nombreux et répartis uniformément contre les mailles 

du réseau fibrillaire. A fort grossissement et dans certaines conditions de 

coloration, les granules se montrent constitués de fibrilles enroulées iden- 

tiques à celles du réseau. D'ailleurs, des études cinétiques effectuées par 

autoradiographie ultras truc turale, -marquages brefs par des précurseurs 

tritiés de 1' ARN en présence ou non de faibles doses dl actinomycine D- ont 

permis de démontrer que les granules dérivaient des fibrilles (GEUSKENS et 

(4). 

Bien que la preuve n'en soit pas encore bien établie, 

les granules de RNP nucléolaires sont considérés comme des précurseurs des 

ribosomes (BERNEIBRD) (5). 



2 - IDENTIE'IC ATION BIOCHIMIQUE 

De manière à étudier, sur le plan biochimique, les parti- 

cules de RNP précédemment mises en évidence in situ et pour déterminer le 

r61e précis du nucléole dans 1s processus de formation des sous-unités ribo- 

somales, des tentatives d'extraction, à partir de fractions nucléolaires 

isolées, ont été récemment entreprises. 

Essentiellement quatre séries de travaux ont été effec- 

tués : 

1 ) jlARNER et SOEIRO ( 6 )  , en 1967, ont isolé des "particules 
ribosomales naissantes" à partir de nucléoles isolés de cellules HeLa S 3. 

- Les nucléoles furent incubés dans un tampon Tris 
0,01 M, pH 7,4, NaCl 0 , 0 1  M, EDTA 0,01 M contenant du bithiothréitol 0,01 M ; 

les particules extraites du surnageant de diffusion furent analysées par 

centrifugation en gradient de saccharose. 

- L'examen du profil de sédimentation révèle la ?résence 
de deux classes bien distinctes de particules qui sont des RNP 55 S et 80 S. 

Les ARN de ces particules ont été extraits par le 

dodécylsulfonate de sodium (SDS) en présence dlEDTA ; leur analyse par élec- 

trophorèse en gel de polyacrylamide montre que les particules 80 S possèdent 

essentiellement un ARN 45 S et un peu dlARN 32 S, tandis que les particules 

55 S contiennent un ARN 32 S et de llARN 5 S. 

Les protéines des particules 55 S, étudiées également 

sur gel de polyacrylami.de, se révèlent de composition analogue à celle des 

protéines de la particule cytoplasmique 50 S. 

- L'analyse des composants ARN et protéines permet aux 
auteurs de suggérer que la particule RNP 55 S est un précurseur de la parti- 

cule cytoplasmique 50 S, d'autant plus que ces deux types de particules 

contiennent un AXN 5 S. 



Puisque 1'ARN 45 S est un précurseur de 1'ARN 32 S, les 

auteurs suggèrent, en outre, que la particule 80 S, -qui contient 1'ARN 45 S-, 

serait elle-même un précurseur de la particule 55 S, -qui contient 1'ABN 

32 S. 

2) IZAWA et KAWASHIMA (7, 8), en 1968 puis en 1969, ont démontré 

l'existence, dans les nucléoles de cellules de tumeurs d'ascites de Souris, 

de particules présentant quelques ressemblances avec les ribosomes cytoplas- 

miques. 

- Les nucléoles ont été incubés dans le tampon Tris 
HG1 0,02 M, pH 7,5, KC1 0,02 M, MgCl 0,002 M contenant de la désoxyribonu- 

2 
cléase (~~ase) et ensuite lysés par la dcuble action d'un polyanion (poly- 

éthylène sulfonate de sodium à 0,15 p. 100) et d'un détergent anionique 

(désoxycholate de sodium à 1 p. 100). Les particules de RNP du lysat furent 

identifiées par centrifugation en gradient de saccharose. 

- Certaines des propriétés de ces particules ont été 
déterminées, par lesquelles nous pouvons citer : 

(1 ) Le coefficient de sédimentation qui est de 80 S. 

(2) La composition en bases des ARN : les rapports 

+ 

(*) déterminés par spectrophotométrie dans lt ultra-violet d'une part, A + U 
et selon la méthode dlYCAS et VINCENT (9) d'autre part, sont, dans les deux 

cas, égaux à 1,8 et voisins de celui des AilTt ribosomaux qui est de l'ordre 

de 1,7. 

(3) La densité relative en chlorure de césium (CSCI) : 

La zone 80 S se décompose sur gradient de CsCl en trois composants ayant des 

densités différentes et égales à 1,50, 1,45 et 1,41. Dans les mêmes condi- 

tions, les ribosomes ne s'équilibrent qu'à une seule densité égale à 1,56. 

Notons, en outre, que ces particules, contrairement 

aux ribosomes, sont sensibles à de très faibles concentrations de ribonu- 

cléase pancréatique (~~ase) -0,6 g/rnl- et qu' elles contiennent, comme les e 
ribosomes, des protéines basiques. 

(+) G, O, A et U : respectivement, acides guanylique, cytidylique, adénylique 

et uridylique. 



- Les au teurs  suggèrent que l e s  pa r t i cu l e s  de .€NP 

nucléolaires  sont  des intermédiaires de l a  formation des ribosomes e t  qu 'e l les  

f i n i s s e n t  l e u r  évolution dans l a  p a r t i e  extranucléolaire  du noyau ou dans l e  

cytoplasme, par  élimination de quelques protéines. 

3 )  S m ?  NARAJAN e t  BIRNSTIEL (10) en 1969, ont i s o l é  des 

pa r t i cu l e s  de RNP à p a r t i r  de nucléoles i so l é s  de f o i e  de Rat. 

- Le l y s a t  nucléolaire  a é t é  obtenu en deux temps : 

l e s  nucléoles furen t  incubés d'abord dans un tampon Tr i s  0,01 M - pH 7,4, 

NaCl 0,01 PI, EDTA 0,01 M contenant du d i th ioé ry th re i to l  ; puis,  l e  sédiment 

r e c u e i l l i  par centr i fugat ion,  e s t  resuspendu dans l e  même tampon auquel on a 

a jouté  du&soxycholate de sodium (DOC) e t  du B r i j  58, chacun à une concen- 

t r a t i o n  f i n a l e  de 0,5 p. 100. Les par t icu les  de RNP du l y s a t  nucléolaire  ont 

é t é  analysées par centr i fugat ion en gradient  de saccharose. 

- L'analyse du gradient montre que l e s  par t icu les  de 

RNP sédimentent sons forme d'un p ic  é t a l é  dans l a  ZOde comprise en t re  55 e t  

80 S e t  dont l e  maximum s e  s i t u e  à 60 S ( i l  convient de s igna le r  que ces 

va leurs  ont é t é  obtenues en présence ~JEDTA). L'BRN e x t r a i t  de l a  zone 60 S 

possède un coef f ic ien t  de sédimentation 30-32 S. 

- Observée au microscope électronique, l a  zone 60 S 

appa ra î t  const i tuée de pa r t i cu l e s  de forme plus ou moins spherique,  

d 'aspect  poreux e t  apparement composées de f i b r i l l e s .  Leur longueur s e  s i t u e  

en t r e  230 e t  JO0 A e t  l e u r  la rgeur  va r i e  de 150 à 220 1. 

Par l e u r  s t ruc tu re  f i b r i l l a i r e ,  e l l e s  ressemblent aux 

pa r t i cu l e s  50 S cytoplasmiques mais e l l e s  sont plus  grandes que ces dernières.  

Leur morphologie e s t  d ' a i l l e u r s  t r è s  semblable à c e l l e  

des granules observés dans l e  nucléole i n  s i t u .  

- Etant  données l a  valeur du coe f f i c i en t  de sédimen- 

t a t i o n  de l e u r  ARN e t  l e s  s imi l i tudes  morphologiques qu ' e l l e s  présentent vis-  

à-vis des sous-unités cytoplasmiques 60 S d'une pa r t ,  e t  des granules nucléo- 

l a i r e s  i d e n t i f i é s  i n  s i t u  d ' a u t r e  pa r t ,  ces  pa r t i cu l e s  de RNP semblent bien 

ê t r e  des précurseurs des sous-unités ribosomales. 



Le mode de sédimentation de l'ensemble des particules 

sous la forme d'une large bande, peut aussi rendre compte de l'existence 

de différentes classes de particules représentant des stades différents de 

la formation des ribosomes. 

4) Enfin, - LIAU et PERRY (1 1, 12), en 1968 puis récemment en 

1969, ont mis en évidence, à partir de nucléoles isolés de cellules L, 

l'existence de plusieurs types de particules de WP. 

- L'extraction a été effectuée en deux temps : les 
nucléoles furent d'abord resuspendus dans un tampon d'acétate de sodium 

0,01 M - pH 7,6, saccharose 0,25 M, MgC12 2 mM, K C 1  0,01 M contenant du 

polyvinylsulfate de sodium à raison de 40 F l  ; puis, après centrifugation, 

le sédiment gélatideux obtenu fut remis en suspension dans un tampon Tris 

HC1 0,01 M - pH 7,4, KC1 0,01 M, MgCl 0,5 mM contenant du dithiothreitol 
2 

0,02 N. Les RNP extraites de cette manière furent analysées par centrifuga- 

tion en gradient de saccharose et leurs ARN étudiés par électrophorèse en 

gel de polyacrylamide. 

- Les propriétés physico-chimiques de ces particules 
ont été résumées dans le tableau 1 (p. 10). 

Ajoutons que des études cinétiques de marquages 

suivis de "chasses" (*) en présence d'actinomycine D, ont permis de démon- 

trer que les RNP 110 S sont synthétisées en premier, puis les 78 S et enfin 

les 62 S. 

- Les auteurs ont ais ainsi en évidence, dans le 
nucléole, l'existence de trois types de particules de XNP qui dérivent les 

unes des autres dans le sens 110 S -> 78 S .- 62 S ; le composant 

62 S représente donc clairement le stade le plus évolué ; en outre, ses 

(*) Technique qui consiste à ajouter, à la suite d'un précurseur marqué, 
le même précurseur mais "froid" et en plus grande quantité, de manière 
à stopper l'incorporation du marqueur. L1actinomycine D ne sert, dans 
ce cas précis, qu'à bloquer toute nouvelle synthèse au niveau du nucléole. 
Ce procédé permet de suivre l'évolution métabolique d'un composé nouvel- 
lement synthétisé . 





propriétés chimiques sont presque identiques à celles des sous-unités 

ribosomales "natives" 60 S (voir tableau 1 ; p. 10). 

Tout porte à cnoire que les trois types de particules 

de R i  trouvées dans le nucléole représentent des stades successifs de 

précurseurs ribosomaux. 

La synthèse des travaux effectués sur les BIJP 

nucléolaires donne lieu aux commentaires suivants : 

(1 ) Les coefficients de sédimentation des particules 

de RNP, donnés par les différents auteurs, sont finalement très similaires 

puisqulils se situent à l'intérieur d'une zone allant de 62 S à 110 S, soit 

de 55 S à 80 S en présence dlEDTA. 

(2) La composition en bases des AR. révèle un rapport 
- 

+ de type ribosomal. 
A + U  

(3) Les composants en ARN (45 S, 41 S, 36 S, 32 S 

et 28 S) sont essentiellement identiques à ceux des précurseurs ribosomaux 

déterminés par extraction directe dans des études cinétiques de "chasse" 

en présence dlactint)rnydine D (DARNELL (1 4) ; PERRY et al. (1 5)). 

(4) Enfin, le rapport AEW/~rotéines est nettement 

de type ribosomal ; en outre, il augmente de manière continue pendant que 

la taille des particules déaroit ; il semble, par conséquent, que la réduc- 

tion en taille des AFlN s'accompagne d'une perte proportionnellement plus 

élevée en protéines. 

Nous pouvons conclure de l'étude des particules de 

RNP nucléolaires elles-mêmes, que le nucléole est bien le siège de la bio- 

synthèse des précurseurs des sous-unités ribosomales. Les différentes 

particules rencontrées représenteraient des stades différents de la forma- 

tion des précurseurs ribosomaux. Un seul point, dans ces études, reste 

obscur : aucun auteur n'a décelé la présence, dans le nucléole, du précur- 

seur de la petite sous-unité ribosomale contenant ltARN 18 S ; il est fort 

probable que cette particule quitte le nucléole à un stade précoce du pro- 

cessus de formation des ribosomes. Ceci est en accord avec l'apparition 

rapide de particules portant de l ' L I  18 S dans le cytoplasme (PERBY (1 6) ; 

GIRARD, LU=, PENMAN et DARNELL (1 7) ) . 



B - LES PARTICULES DE RNP NUCLEOPLASNIQUES 

1 - JDErJTIF'ICATION "IN SITU" PAR DES METHODES MORPHOLOGIQUES --- 

Trois types de particules ont été identifiées jusqu'à 

présent ; ce sont : 

a - Les mains interchromatiniens (GRANBOULATJ et BERNHARD) (1 8) 

O 
Ce sont des granules d'un diamètre moyen de 200 à 

250 A qui sont répartis en groupes ( ~ i ~ .  2 a et b ; p. 13). Ces granules 

sont reliés par des fibrilles minces et les forts grossissements leur don- 

nent une allure de chahettes à disposition lâche. Cet aspect n'est en rien 

comparable à celui des polysomes cytoplasmiques. Les travaux cytochimiques 

ultrastructuraux ont montré qu'ils sont de nature ribonucléoprotéique et 

très résistants à la digestion par la mase (WATSON) (19). 

IYIONNERON et MOULE (20) ont tenté d'identifier ces 

grains interchromatiniens aux 40 S isolées selon des méthodes 

biochimiques, par MOULE st CHATJVEAU, à partir de noyaux de foie de Rat 

(voir chapitre 20 - Les dRNP cellulaires ; p. 56). Des études morphologiques 
ont été effectuées sur ces particules 40 S et comparées aux études faites 

sur les grains interchromatiniens. Les particules 40 S ont un diamètre de 
O 

200 à 300 A ; elles ne sont pas reliées entre elles par des filaments ; 

néanmoins, comme les grains interchromatiniens, elles résistent à 1 ' action 
de la RNase seule mais elles sont sensibles aux actions successives de la 

pronase et de la RNase. Morphologiquement, cette sensibilité s'exprime par 

une diminution de taille. Ces constatations ont permis aux auteurs de 

suggérer que les particules de IWP 40 S pourraient correspondre aux grains 

interchromatiniens. 

b - Les grains périchromatiniens (WATSON) (21 ) 

Les grains périchromatiniens sont moins nombreux que 

les grains interchromatiniens ( ~ i ~ .  2 a et b ; p. 13). Ils ont un diamètre 
O 

de 400 à 450 A ; ils apparaissent, en coupe, entourés d'une couronne plus 
O 

claire d'environ 250 A d'épaisseur. On les rencontre en périphérie des 

amas chromatiniens. Les études cytochimiques ultrastructurales les montrent 

très résistants à la digestion par la RNase, par la DNase et à la combinai- 

son des deux. Mais l'action combinée de la pronase et de la RNase affaiblit 



Figure 2 

a )  Noyau dfhépatocyte de Rat montrant l a  r épa r t i t i on  de d i f f é r en te s  
pa r t i cu l e s  de RiV'P du nucléoplasme. Fixation à l a  glutaraldéhyde ; 
inclusion dans 1'Epon ; c o l ~ r a t i o n  par l a  méthode à l'EDTA. nu, 
nucléole ; ig ,  g ra ins  i n t e rch romat in i s s  ; + ,g ra ins  périchro- 
matiniens ; +;1' 

f i b r i l l e s  périchromatiniennes ; - - - - 9  

"coiled bodies . x 20 000. 

b) Aspect typique d'un groupe de gra ins  interchromatiniens. Techniques 
de f ixa t ion ,  d ' inclusion e t  de colorat ion identiques à c e l l e s  de a )  
x 47 000. 

c )  "Coiled bodies" (cb) .  Double f i xa t ion  : glutaraldéhyde e t  acide 
osmique ; inclusion dans ltEpon ; double colorafion : acé t a t e  
d'uranyle e t  c i t r a t e  de plomb' x 90 000 

(d'après MONNERON e t  BERNH1LW (22) ) . . 





l e u r  contraste .  L'ensemble de ces constatat ions a permis de l e s  considérer 

comme des ribonucléopro té ines  ( WBEON) (23 ) .  

Jusqulà présent,  aucune cor ré la t ion  n ' a  é t é  f a i t e  

en t re  ces  grains périchromatiniens e t  l e s  par t icu les  de RNP iden t i f i ée s  

biochimiquemen t . 

c - Les f i b r i l l e s  périchromatiniennes e t  l e s  "Coiled Bodiesn 

Ces deux c lasses  de Iù"P ont é t é  décr i tes  récemment 

par MONNERON e t  BERNHARD (24) grâce à l a  mise au point d'une technique 

de colorat ion p ré fé ren t i e l l e  des RNP (BERNHARD) (25). 

(1) Les f i b r i l l e s  périchromatiniennss 

Ce sont  des f i b r i l l e s  s i t uées  contre la  chroma- 
O 

t i ne  e t  dont l e  diarnètre e s t  de l ' o r d r e  de 30 à 50 A ( ~ i ~ .  2 b ; p. 13). 

Ces f i b r i l l e s  peuvent s e  présenter irrégulièrement enroulées. Il e s t  par fo is  

possible de d is t inguer  une cont inui té  s t ruc tu ra l e  en t re  ces f i b r i l l e s  e t  

l e s  gra ins  interchromatiniens. 

(2) Les "Coiled Bodies" 

Toujours au moyen de l a  même technique de colo- 

ra t ion ,  il a é t é  possible de mettre en évidence des agrégats p lus  ou moins 
O 

sphériques const i tués  de fi laments enroulés d'un diamètre de 400 à 600 A 

( ~ i ~ .  2 a e t  c ; p. 13). Ces agrégats sont  t r è s  rarement rencontrés. Leur 

s igni f ica t ion ,  jusqu'à présent,  e s t  totalement inconnue. 

2 - IDENTlIFICATION BIOCHIMIQUE 

Les par t icu les  i d e n t i f i é e s  par  des méthodes biochi- 

miques peuvent s e  subdiviser en deux catégories  selon l a  nature de l e u r  

ARN . 
a - Les par t icu les  de rRNP 

Ce sont essentiellement l e s  par t icu les  précurseurs 

des  sous-unités ribosomales que l ' o n  trouve en t r a n s i t  dans l e  nucléoplasme. 

La quant i té  de sous-unités qui  ex i s t en t  dans l e  

noyau en dehors du nucléole e s t t r è s  p e t i t e  ; il e s t .  donc f o r t  probable 



que lorsque les sous-unités nouvellement formées quittent le nucléole, 

elles ne passent que très peu de temps dans le nucléoplasme (PERHY) (26).  

Néanmoins, VAUGHAN, WARJJER et DARNELL (27) ont montré qu'il était possible 

d'isoler à partir de la fraction "surnageant nucléaire1' de noyaux de cel- 

lules HeLa, une classe spéciale de particules de RNP identiques aux sous- 

unités ribosomales cytoplasmiques. 

- Les noyaux furent fractionnés selon la méthode 
de PENNAI? et al. (28). Ils furent lysés dans un tampon de haute force 

ionique  r ris 0,01 M - pH 7.4, NaCl 0,5 M, MgCIZ 0,05 M) contenant de la 
DITase ; la suspension obtenue fut centrifugée pour donner un sédiment de 

nucléoles ainsi que la fraction "surnageant nucléaire'' contenant les parti- 

cules de RNP. Celles-ci furent identifiées par sédimentation en gradient 

de saccharose, de même que leur BRNI 

- L'analyse des profils de sédimentation révèle, 
d'une part, un composé 50 S contenant un ARN 28 S et, d'autre part, un 

second composé 30 S contenant un ARN 18 S. Les coefficients de sédimentation 

ont été déterminds par rapport à ceux des sous-unités ribosomales cytoplas- 

miques isolées dans les mêmes conditions de force ionique. 

Les ARN 28 S et 18 S de ces particules ont le meme 

contenu élevé en cytosine et guanine que leurs homologues cytoplasmiques. 

Dans des expériences de marquages brefs, on peut 

voir que la presque totalite de la radioactivité est retrouvée dans les 

particules nucléaires et que l'activité spécifique de ces dernières est de 

20 fois supérieure à celles d'origine cytoplasmique. En outre, des études 

cinétiques du marquage à l'uridine 1 4 ~  suivi de llchassesl' prouvent que les 

AFUi des sous-unités nucléaires sont les précurseurs des sous-unités cyto- 

plasmiques. 

- L'ensemble de ces résultats tend à prouver qu'il 

est possible d'isoler à partir de la fraction nucléoplasmique des particules 

de R l P  qui sont les précurseurs des sous-unités cytoplasmiques. 



b - Les par t icu les  de dRNP 

Jusqu'à présent une douzaine de pa r t i cu l e s  de ce type 

ont é t é  ident i f iées .  Certaines d ' en t r e  e l l e s  sont t r è s  connues e t  nous nG 

ferons que l e s  c i t e r  ; é t an t  donnée l e u r  imprtance,  e l l e s  se ront  étudiées 

plus en d é t a i l  dans l e  chapi t re  suivant.  Quant aux au t res ,  nous a l lons  en 

f a i r e  rapidement l ' i nven ta i r e  e t  é tudier ,  pour chacune d ' e l l e s  : 

- Leur mode d 'ex t rac t ion  e t  d'analyse. 

- Leurs propriétés  physico-chimiques que nous pré- 

senterons, pour l e s  mieux connues, sous l a  forme d'un tableau r écap i tu l a t i f  

 a able au II ; p. 22 ) . 
- Leur morphologie, éventuellement. 

- Leur r ô l e  biologique. 

1 ) WANG (29),  en 1963, a obtenu à p a r t i r  de noyaux - 
de thymus, une c lasse  de pa r t i cu l e s  de RNP d i f fé ren te  de c e l l e  qu'on appe- 

l a i t  à l'époque l e s  "ribosomes nucléaires".  

- Il o b t i n t  ces  par t icu les  à p a r t i r  de l a  "fract ion 

protéique résiduel le"  de WiRSKY e t  RIS (30) qui é t a i t  considérée comme 

e s s e n t i e l l e  à l ' i n t é g r i t é  morphblogique des chromosomes. d ' e s t  c e t t e  frac- 

t i on  qui ,  t r a i t é e  par l a  DNase e t  l e  DOC, donne, après  u l t racent r i fuga t ion ,  

un sédiment const i tué essentiellement de RJP . 
- Les précurseurs marqués sont t r è s  rapidement 

incorporés à la  f o i s  dans l e s  ARN e t  l e s  protéines de ces par t icules .  Ces 

dernières  sont relativement ins tab les ,  sur tout  après d iges t ion  à l a  DNase 

e t  semblent ê t r e  constituées par un complexe : l i p ides  - ADN - ARE - protéines.  

- Dispersées dans des solut ions aqueuses e t  exami- 

nées au microscope électronique, e l l e s  apparaissent sous forme de particu- 

l e s  plus ou moins sphériques. 

- Les auteurs  émettent l 'hypothèse que ces  particu- 

l e s  e t  1'AR.N messager, que l ' o n  peut également préparer à p a r t i r  de c e t t e  

même'Praction protéique nucléaire  rés idue l le" ,  puissent ê t r e  étroitement 

associés  physiquement e t  fonctionnellement. 



2) M0RIïMI.A et al, (31 ) , en 1 963, ont isolé une 
substance ribonucléoprotéique, à partir de noyaux de Rats porteurs d'hépa- 

tomes ascitiques (AH 130). 

- Les noyaux ont été détruits par sonnage ; les 
produits obtenus ont été analysés par ultracentrifugation en gradient dis- 

continu de saccharose puis par chromatographie sur D M  cellulose. 

- Un composé dont la radioactivité est très élevée 
et qui possède un maximum d'absorption à 260 nm a été mis en évidence. 

Les auteurs pensent qu'ils ont isolé un ARN et plus probablement une 

nucléoprotéine car l'action du phénol à chaud fournit un ARN dans la couche 

aqueuse et des protéines dans la couche intermédiaire. 

- Les auteurs ont démontré, en outre, qu'il s'agit 
de RNP qui migrent du noyau vers le cytoplasme et qui stimulent ltincorpo- 

ration d'acides aminés dans les systèmes acellulaires de synthèses protéi- 

ques. 

3) SAMARINA et al' (32), en 1965, ont isolé, à 

partir de noyaux de foie de Rat, des particules de RI'JP auxquelles ils ont 

donné par la suite, le nom d'"informnfèresv. Les études effectuées sur ces 

particules sont d'une importance telle qu'elles seront exposées dans le 

chapitre réservé aux dRNP cellulaires (voir p. 47). 

4) MOULE et C H A W  ( 3 3 ) ,  en 1966, ont isolé 

également, à partir de foie de Rat, des particules nucléaires contenant 

un ARN rapidement marqué (voir chapitre : 20 - Les dRNP cellulaires : p. 56). 

5) SADOWSKI et HOWDEN (34), en 1968, ont mis en 

évidence à partir de noyaux de foie de Rat lavés au Triton, une fraction de 
I( 

RNi? contenant à la fois des "polysomes intranucléaires" et des ribosomes 
t\ intranucléaires dont les auteurs pensent qu'ils ne seraient qu'une forme 

dégradée des "polysomes intranucléaires". 

- L'extraction de la fraction de FNP a été obtenue 

par lyse des noyaux en présence de DOC et de la DNase ; du suc cellulaire de 



foie de Rat a été ajouté comme inhibiteur de la RNase. Les particules du lysat 

ont été analysées dans un gradient linéaire de saccharose. 

- Peu de caractères physico-chimiques ont été détermi- 
nés (voir tableau II ; p. 22 ). Les auteurs signalent que ces t'polysomes intra- 

nucléaires" sont distincts des polysomes cytoplasmiques par leur radioactivité 

plus élevée et par une activité moins intense dans les synthèses protéiques 

in vivo. 

- Observés au microscope électronique, les "ribosomes 
O 

intranucléaires" apparaissent sous forme de particules d'environ 200 A de 
O 

diamètre. On observe, en outre, des fibrilles de 40 à 100 A de diamètre qui 

semblent quelquefois saillir des particules. Les tlpolysomes intranucléaires" 

ont aussi été observés sous la forme de chaînes ouvertes ou en grappes. 

- Les auteurs émettent l'hypothèse que ces ttpolysomes 
intranucléairestt pourraient représenter le stade initial d'une population de 

polyribosomes du noyau qui joueraient un rôle dans le transport intracellulai- 

re des AFD. 

.. 
6) KOHUR et ARXJDS (35, 36j, ont mis en évidence, 

à partir de noyaux lavés de cellules KB mis en suspension dans la solution 

de SANAEIDA et al. (37) (*)s des particules de RNP qu'ils identifient par 

centrifugation en gradient de saccharose. 

- Les caractères physico-chimiques de ces particules 
sont résumées dans le tableau II fp. 22). 

- Les auteurs pensent que ces particules de RW 

transportent, du noyau vers le cytoplasme, des ALI rapidement marqués diffé- 

rents des RRN ribosomaux ; elles seraient les précurseurs des particules 45 S 

extraites, par différents auteurs, de la fraction post-microsomale du cyto- 

plasme (voir le paragraphe B - Les particules de dRNP ; p. 28) 

7) PARSONS et Mc CARTY (38), en 1968, ont isolé à partir 

du nucléoplasme de foie de Rat un complexe AIW messager-protéines. 

(*) Tris 901 M - pH 7,8, NaCl 0,14 M, %$12 1 DM* 



- L' extraction fut effectuée de la manière suivante : 
les noyaux purifiés furent soumis à l'action du sonnage ; après élimination, 

par centrifugation différentielle, du résidu nucléaire contenant les nucléo- 

les et les membranes, les particules de BJP du surnageant furent identifiées 

par centrifugation en gradient de saccharose. 

- Les caractères physico-chimiques des particules 
obtenues sont présentées dans le tableau II (p. 22). 

Notons, en outre, que soumises à des concentrations 

salines élevées ( ~ a ~ 1  0,l M, acétate de sodium 10 miq, pH 5,1), les particu- 

les 45 S nucléaires, contrairement aux particules ribosomales cytoplasmiques 

45 S, se dissocient complètement ; leur structure ne ressemble donc pas à 

celle des ribosomes. D'autre part, les protéines de ces WP 45 S nucléaires, 

identifiées par électrophorèse en gel de polyacrylamide, sont nettement 

différentes des protéines ribosomales. 

- Selon les auteurs, les protéines des particules 
45 S joueraient un rôle dans le transport du nosau vers le cytoplasme et, 

éventuellement, exerceraient un rôle de régulation au cours de ce transport. 

8) ISHIKAWA, KURODA et OGATA (79), en 1969, ont 

isolé à partir de noyaux de foies de Rat des particules de RWP contenant 

un ARN rapidement marqué (voir chapitre : 20 - Les dRNP cellulaires g p. 60). 

9) CALITOUZOU, POIREE et LISSITZKY (40), en 1969, ont 

isolé à partir de noyaux purifiés de la glande thyroïde de Mouton, des 

complexes d'AF3T rapidement marqués et de protéines. 

- Les particules nucléaires furent obtenues selon 
la technique de SAMARINA et al. (41), à partir de noyaux purifiés par la 

méthode de CHAUVEAU et al. (42). Trois extractions successives ont été 

effectuées par incubation des noyaux, sous agitation, dans un tampon Tris 

HC1 10 mM, pH 7 ou 8 contenant NaCl 140 mM, MgC12 1 mM et en présence 

d'inhibiteur de la RNase. Les extraits nucléaires furent analysés par cen- 

trifugation en gradient linéaire de saccharose. 



- Les propriétés physico-chimiques des particules de 
RNP ainsi identifiées ont été résumées dans le tableau II (p. 22), 

Ajoutons que ces particules de IiNP sont très sensibles 

au D.O.C. à concentration finale de 1 p. 100 ; les particules sédimentant 

de façon hétérogène sont, en effet, transformées en une classe unique de 

matériel sédimentant à 15 S mais dont la densité en gradient de CsCl reste 

la même. 

Ces particules sont également sensibles à la trypsine 

qui provoque une augmentation de matériel dans les zones de densité plus 

élevée ; de faibles doses de RNaue produisent l'effet inverse. 

- Les particules extraites des noyaux sont très simi- 
laires, par leur richesse relative en protéines, à celles que les auteurs 

 nt extraites, d'autre part, du cytoplasme. En conséquence, llhypo thèse 

fut émise que ces complexes nucléaires contenant du dARN, puissent parti- 

ciper au transport du dARN informationel du noyau vers le cytoplasme. 

10) FAIFERMlLY et al. (43), au début de 1970, ont isolé 

des particules de RNP à partir du nucléoplasme de foie de Rat. 

- Le nucléoplasme est obtenu par rupture de noyaux mis 
à incuber dans le milieu Tris HC1 10 rnM - pH 7 ,6 ,  MgCl 4 mM, sucrose 0,25 M, 

2 
en présence parfois d'inhibiteur de la RNase, puis soumis à la "French 

pressu ; les particules ainsi obtenues (*) ont été analysées par centrifu- 

gation en gradient de densité de saccharose. 

- Les propriétés physico-chimiques des particules de 
RNP 60 S sont reportées dans le tableau II (p. 22). 

- En tenant compte de la composition en bases de leur 
ARN qui est nettement de type daRN et des résultats d'expériences dthybri- 

dations compétitives, les auteurs pensent que leurs particules 60 S pour- 

raient être impliquées dans le transport des ARN messagers du noyau vers 

le cytoplasme. 

(*) Trcis types de particules de RNP ont été obtenues : 60 S, 80 S et 110- 

120 S. Nous ne nous intéresserons ici qu'aux particules 60 S qui, 

seules, semblent être de nature dRNP. 



1 1 ) Très récemment, ST2lF-i e t (i,) ont mis un 

évidence, à partir de noyaux purifiés de cerveau de Rcat, des particules 

80 à 300 S contenant des dARN géants. 

- Les noyaux ont été mis en ~uspension et lysés 
dans une solution de Tris AC1 10 mEI - pH 7,8,  KC1 25 mX, N&12 2,5 mEI, 

NaCl 0,l M, en présence de 0,2 p. 100 de DOC et dtinkibiteur de la Rîîase. - .  - 
Les particules de l'extrait nucléaire ainsi obtenu, oit été analysées par 

ultracentrifugation en gradient de saccharose. 

- Les propriétés physico-chbiques des particules 
sont résumées dans le tableau II Cp. 22); 

Ajoutons quelques données en ce qui concerne l'action 

de la RNase sur les particules préparées alors en l'absence d'inhibiteur 

de la RNase : 

. A force ionique élevée (dans la solution d'extrac- 
tion, sans inhibiteur) il se produit, un léger déplacement des particules 

de RNP vers les zones de sédimentation plus faibles mais le profil reste 
..- 

hétérogène ; quant à 1'AEW des particules ainsi traitées, il est dégradé 

et ne sédimente plus que dans la zone 5 - 9 S. 

. A plus faible force ionique (le N a C l  est su7priné 

de la solution d'extraction et le MgCl est 1 dl), des particules de RLP 
2 

40 à 50 S sont alors obtenues ; elles contiennent également tm ARN sédimen- 

tant à 5 - 9 S. 

- Selon les auteurs, ces particules géantes 8 à 

300 S correspondraient à un assemblage, au niveau des chromosomes, de 

W géant néosynthétisé (W polycistronique) et de protéines. Ces parti- 

cules se transformeraient, par action d' une Ritase spécifique, en monopar- 

ticules avant de passer dans le cytoplasme. 

Cette multitude de particules dRNP isolées du noyau 

et le plus souvent du nucléoplasme de différentes cellules animales 

semblent, à première vue, être différentes les unes des autres. En fait, 

si l'on consulte le tableau récapitulatif d ablea au II ; p. 2 2 ) ,  on constate 

entre elles l'existence de nombreux poiniscommuns ; Citons, pour exemples, 
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(a) inhibiteur cytoplasmique de RNase ; 
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leur activité métabolique intense, la nature de leur ARN qui est de type 

dARN et leurs proportions respectives en ARN et protéines. En conséquence, 

il sera peut-être bientôt possible d'établir des identités et même des liens 

entre ces différentes particules. En effet, si les différences obs!:rvées 

sont dues, pour une grande part, aux modes d'extraction utilisés et 'z des 

dégradations, elles peuvent aussi rendre compte de l'existence de p2~sieurs 

stades dans les formes de transport des ARN messagers. 

II - LES PMTICULES DE RW CYTOPLASMIQUES 

Elles peuvent être groupées en deux catégories selon 

la nature de leur ARN. 

A - LES PARTICULES DE rRNP 

Elles sont essentiellement représentées par les 

ribosomes qu'on a pu mettre en évidence in situ dans le cytoplasme de 

toutes les cellules et également identifier morphologiquement et biochimi- 

quement après leur extraction du cytoplasme. 

1 - ErnES MORPHOLOGIQUES 

a - Le ribosome in situ 
Sur des coupes ultrafines de tissus et de cellules 

entières, les ribosomes apparaissent, au microscope électronique, comme des 
O 

granules arrondis, compacts et mesurant environ 150 à 250 A de diamètre 

( ~ i ~ .  3 ; p. 24). Ils apparaissent parfois isolés dans le cytoplasme mais 

le plus souvent attachés aux membranes du réticulum endoplasmique soit au 

niveau de l'ergastoplasme, soit au niveau du feuillet externe de la membrane 

périnucléaire. 

b - Le ribosome après isolement 

Il est possible d'isoler les ribosomes partir 

du surnageant cytoplasmique post-mitochondrial par l'action de détergents 

qui ont pour effet de lyser les membranes. Le DOC à concentration finale 



F i a r e  3 

Coupe au niveau d'une cellule hdpatique de Rat montrant des ribosomes 
libres ou attachés aux lamelles ergastoplasrniques e t  au feui l let  
externe de 1 enveloppe nucldaire (dl après E. PWION) . Fixation, inclu- 
sion et coloration identiques à celles de la figure 1 (P. 4).  nu, 
nucléole ; ---I espace périnucléaire ; r, ribosomes libres ; er, 
ergastoplasme. x 2û 000 



de 0,5 p. 100 e s t  communément employé ; il permet d 'ob ten i r  l e s  polysomes 

s u r  lesquels on f a i t  a g i r  l a  RNase à ra i son  de 0 , l  dml, à 37" pendant r 
10 m. Dans ces conditions,  l e s  ribosomes sont  l i bé ré s  ; ils peuvent ê t r e  

éventuellement analysés en gradients  de dens i té  de saccharose. 

L'étude au microscope électronique de préparations 

de ribosomes i s o l é s  a permis une détermination plus exacte de l e u r s  forme e t  

t a i l l e .  Notons que, chez l e s  Eucaryotes, ce l les -c i  var ien t  peu d'une espèce 

à l ' a u t r e *  

En apparance générale,  l e  ribosome s e  présente 

comme une e l l i p so ïde  de révolution légèrenent allongée dont l e  rapport  des 

axes e s t  i n f é r i e u r  à 1,5. 

L'observation, après f i xa t ion  e t  inclusion de cu lo ts  

de ribosomes obtenus dans notre  labora to i re  ( ~ i ~ .  4 ; p. 26), nous permet 

de décr i re  ceux-ci comme des par t icu les  plus ou moins sphériques d'un diamètre 

moyen de 200 à 250 1 prenant fortement l a  colorat ion aux s e l s  de plomb. Cet te  

technique ne permet pas de dis t inguer  l e u r  s t ruc tu re  f ine .  Dans l e s  prépara- 

t ions  polysomales, l e s  ribosomes apparaissent assemblés plus ou moins irrégu- 

lièrement en courtes  chatnet tes  de 3 à 6 éléments sans q u ' i l  s o i t  possible  

tou tefo is  de d is t inguer  l t A R N  messager. 

Actuellement, on s a i t  que l a  forme d é t a i l l é e  du 

ribosome e s t  en f a i t  plus complexe. En e f f e t ,  des observations approfondies 

au microscope électronique révèlent,  en colorat ion négative, une s o r t e  de 

s i l l o n  qui  d iv i se  l e  ribosome en deux port ions inégales correspondant aux 

deux sous-unités (ODINTSOVA, BRUSKOV e t  GOLUBEVA) (52) ; ces dernières  

peuvent, en out re ,  présenter  des i r r é g u l a r i t é s  de surface e t ,  notamment, 

il a é t é  possible  de déceler  une échancrure au niveau de l a  grande sous- 

un i té  ribosomale (FLORE~JDO e t  FOSTER) (53). 

2 - PROPRIETES PHYSICO-CIIIMIQUES 

Il exis te  à ce s u  j e t  d' excel lentes  revues générales 

(PETERMANN (54) ; SPIRIN e t  GRAVILOVA (55)) ; auss i  ne ferons-nous que résumer 

sous l a  forme d'un tableau, l e s  pr incipales  propriétés  des ribosomes e t  de 

l eu r s  sous-unités (voi r  tableau III ; p. 27). 



Ribosomes isol6s du cytopkrame dth6patocytes de Fiat (d8apr$s F. CANEZ 
et E o  PUPION). Techniques de fixation, dlinclusion e t  de coloration 
identiques B ce l les  de l a  figure 1 (p. 4). x 120 000. 



T A B r n U  III 

Principales  propriétés  physico-chimiques des ribosomes e t  des sous-unités 

ribosomales des ce l lu l e s  animalesr 

P e t i t e  
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Notons seulement que les deux sous-unités ribosoma- 

Les qui constituent le ribosome se dissocient généralement lorsque la concen- 

tration en magnésium dévient inférieure à 0,l - 0,3 mM par mM de phosphate. 

3 - ROLE BIOLOGIQUE 

Le ribosome est le support des systèmes de synthèse 

des protéines. Ce problème est brillaminent traité par SPIiiIRT et GRAVILOVA 

(56) 

B - LES PARTICULES DE dRNP 

1 - LES PARTICULES DE dRNP LIBRES 
Comme dans le cas des particules nucléaises, un 

grand. nombre de particules de ce type ont été identifiées. D'une manière 

générale, elles ont été distinguées des particules cytoplasmiques de nature 

ribosomale par le fait que leurs AH!? peuvent être rapidement marqués. 

Pour chacune d'elles, nous avons étudié : 

- Le mode d'extraction. 
- Les propriétés physico-chimiques résumées le plus 

souvent dans un tableau  a able au IV ; p. 37) 

- Le rôle biologique. 

1 ) Dès 1964, BELITSICCtAet al. (57) trouvent dans 

le cytoplasme d'embryons de Loche, des particules post-ribosomales transpor- 

tant un ARN nouvellement synthétisé auxquelles ils donnent le nom dl"infor- 

rnosame~~~. Etant donnée l'importance de ces particules, nous leur réservons 

une étude spéciale dans le chapitre des dRNP cellulaires (voir P. 39) 

2) JOKLIK et BECKER (58),  en 1965, ont isolé à 

partir du cytoplasme de cellules HeLa infectées par le virus de la vaccine, 

un complexe de RNP 40-45 S. 

- Les cellules ont été homogénéisées dans le tampon 
Tris 0,01 M - pH 7,4, KC1 0,01 M et N&l2 1,5 mM ; les particules de RNP du 

cytoplasme isolé par centrifugation différentielle, ont été identifiées par 

centrifugation en gradient de densité de saccharose. 



- Peu de propriétés chimiques ont été déterminées ; 
elles ont été rassemblées dans le tableau IV (p. 37). Les auteurs ont 

démontré, par des expériences de marquage, que llARH messager synthétisé 

par le virus de la vaccine se retrouvait très rapidement associé avec la 

petite sous-unité ribosomale de la cellule hôte, 11ensein31e sédimentant 

dans la zone 40-45 S. 

- Selon les auteurs, ce complexe ARNm - petite sous-- 
unité ribosomale représenterait la première étape dans la formation des 

polyribosomes. 

3) Mc CONKEY et HOPK-S (59), en 1965, ont isolé à 

partir du cytoplasme de cellules HeLa S 3, des complexes associés L l m  - 
sous-unités ribosomales. 

- Les cellules furent mises en suspension dans un 
tampon Tris 0,01 M - pH 7,4, KC1 0,01 M, MgSO 0,003 M contenant 0,5 p. 100 

4 
de Brij58, puis homogénéisées ; après centrifugation différentielle, le 

surnageant postaiitochondrial fut soum2s à llultracentrifu.gation en gradient 

linéaire de saccharose. 

- L'examen du profil de sédimentation révèle la pré- 
sence dt un composé de coefficient de sédimentation 45 S possédant les parti- 

cularjctés suivantes : 

. Après un marquage relativement court, il est le seul 
composant marqué et possède un ARN sédimentant à 15-16 S, de façon légère- 

ment décalée par rapport à llARN 18 S témoin de la petite sous-mité ribo- 

somale. Lorsqul on augmente les temps de marquage, cet ARN 1 5-1 6 S se rappro- 

che progressivement de 1tAllN 18 S pour, finalement, se confondre avec lui 

(A ce stade, llARN 18 S étant marqué, on ne peut plus distinguer sur le 

gradient les deux catégories ~IARN). LIARN des particules 45 S contient donc 

un ARN hétérogène composé dfARN sédimentant à 15-16 S et dlARJ!J ribosomal 

18 S. 

. LfARN des particules 45 S possède wi degré dlhybri- 

dabilité avec 1'BDN supérieur à celui des autres particules ribosomales. 



Les propriétés physico-chimiques des particules 45 S 

sont succintement présentées dans l e  tableau IV (P. 37 ) . 
- Les auteurs pensent qu ' i l  se  forme un complexe entre 

1'ARN messager e t  l a  pet i te  sous-unité ribosomale. Le complexe a ins i  formé 

pourrait représenter aussi bien l a  première étape dans llassemblement des 

polysomes qu'un mécanisme de transport de l l A R N  messager du noyau vers l e  

cytoplasme. 

4) HENSKBW, REVEL e t  HIIITT (a), en 1965 également, 

ont i so lé  à partir '  du cytoplasme de fo ie  de Rat, l e  même type de particules 

de RN. 45 S. 

- Les foies de Rats furent homogénéisés dans une 

solution de T r i s  0,01 M - pH 7,6, K C 1  0,01 M, saccharose 0,2 M e t  acétate 

de magnésium 0,001 M. La "fraction cyt~plasmique'~ f u t  isolée des autres 

constituants cel lu la i res  par centrifugation di f férent ie l le  e t  analysée par 

centrifugation en gradient continu de saccharose, de même que l e s  ARN. 

- Peu de propriétés physico-chimiques ont é té  déter- 

minées (voir tableau I V  ; p. 37 ) . 
Les auteurs ont surtout cherche à démontrer que l e s  

particules 45 S contenaient de l lARN messager. Ils ont montré d'une part 

que 1'ARN ex t r a i t  des particules 45 S é t a i t  hétérogène ; en e f fe t ,  bien 

que ce t  ARJJ s o i t  18 S, une grande par t ie  se dégrade en matériel sédimentant 

dans l a  zone de 6 à 14 S dans des conditions où 1 'ARN ribosomal 18 S n 'es t  

pas affecté. D'autre part,  i ls ont montré que cet ARN 6 à 14 S possède une 

ac t i v i t é  stimulatrice plus élevée pour l a  synthèse de protéines acellulaires. 

- Sur l a  base de ces résultats ,  l e s  auteurs émettent 

l'hypothèse que l l B R N  messager puisse s lassocier  avec l a  sous-unité riboso- 

male 45 S dans l e  noyau e t  migrer sous cet te  forme dans l e  cytoplasme. 

5) RISTOW e t  (61 ), en 1967, ont démontré que 

toutes l e s  particules cytoplasmiques de cellules KB (aussi bien ribosomes 

que sous-unités ribosomales) sont associées à un ARN présentant un prof i l  

de sédimentation hétérogène e t  possédant l e s  propriétés des ARN messagers. 



- Les ce l lu l e s  K. f i r e n t  homogénéisées dans un tampon 

Tris 0,01 M - pH 7,2, K C 1  0,005 M e t  MgC12 0,003 Pi : l e  surnageant cytoplas- 

mique, obtenu par  cent r i fuga t ion  d i f f é r e n t i e l l e ,  f u t  analysé s u r  gradient  

continu de saccharose. 

- Les r é s u l t a t s  réunis dans l e  tableau N (P.37), 

montrent que toutes  l e s  par t icu les  cytoplasmiques ribosomales, i so lées  zu 

préalable,  contiennent des ARN rapidement marqués d i f f é r en t s  des ARN riboso- 

maux 18 S e t  28 S. En e f f e t ,  l e s  par t icu les  40 S e t  60 S possèdent des AR!3 

r é p a r t i s  de façon hétérogène dans tou t  l e  grad ien t  avec des maxima à 25 S 

e t  e n t r e  4 e t  18 S. Les ribosomes 74 S contiennent également des BRN répar- 

tis dans tou t  l e  gradient  ; on observe toujours, en 

sédimentant dans la zone 4 S. 

Les auteurs  ont  également démontré que l e s  BRN des 

zones plus légères,  -qui ne peuvent donc pas ê t r e  contaminées par l e s  ARN 

ribosomaux-, stimulent l e s  synthèses protéiques i n  v i t ro .  

- Les auteurs  concluent que toutes  l e s  par t icu les  

ribosomales cytoplasmiques (40, 60 e t  74 S) contiennent des ARN à carac tè re  

messager. 

6) PERRY e t  KELLEY (62), en 1968, ont  i s o l é  des 

complexes de RNP à p a r t i r  d ' e x t r a i t s  cytoplasmiques de ce l lu l e s  L. 

- Les ce l lu l e s  furen t  soumises à l ' a c t i o n  d'un tampon 

hypotonique e t  homogénéisées, ou resuspendues, sous ag i t a t i on ,  dans un mil ieu 

isotonique contenant 0,05 p. 100 de Triton X-100. Après addi t ion de chlorure 

dlammonium (*) à une concentration f i n a l e  de 0,15 M, l e s  homogénats fu ren t  

cent r i fugés  pour éliminer l e s  noyaux, l e s  mitochondries e t  l e s  débris  

ce l lu l a i r e s .  Les RNP du surnageant cytoplasmique fu ren t  analysées par cen t r i -  

fugation en gradient  l i n é a i r e  de saccharose e t  par  des mesures de dens i tés  

r e l a t i v e s  en gradient  de chlorure de césium. 

- Les pr incipales  propriétés  physico-chimiques des 

pa r t i cu l e s  de RNP l i b r e s  obtenues sont rassemblées dans l e  tableau IV (P. 37). 
- 

(*) Le chlorure d'ammonium e s t  un inhib i teur  de la  Wase. 



Ajoutons, d'une part, que l'action du chlorure de 

lithium 0,55 M en présence d'ions magnésium 0,01 M sur ces RNP, élimine 

réversiblement les trois quarts de leurs protéines ; dans ces mêmes condi- 

tions, les ribosomes ne perdent que très peu de protéines. D'autre part, 

ces RNP messagères qu'on trouve libres dans le cytoplasme, présentent de 

nombreux pointscommuns avec les particules extraites directement à partir 

des polysomes. 

- Les auteurs émettent, par conséquent, l'hypothèse 
que ces particules de RNP trouvées libres dans le cytoplasme transportent 

lrARN messager nouvellement synthétisé et qu'elles émergent du noyau avant 

d ' être incorporées dans les polysomes . 

7) SXilEC, JACOB et iU&DEL (63, 64), en 1967 puis en 

1968, ont mis en évidence dans la fraction microsomale de cerveau de Rat, 

la présence de particules de RNP légères transportant un ARCJ de type 

m. 

- Les particules de RNP ont été obtenues à partir 

de la fraction microsomale par action du DOC ; elles représentent un 

matériel peu important en comparaison avec les polysomes. L'analyse des 

particules et des A R .  qu'elles contiennent a été effectuée par ultracentri- 

fugation en gradient de densité de saccharose. 

- Les propriétés physico-chimiques de ces particules 
sont rassemblées dans le tableau N 37)* 

- Par leur comportement en ultracentrifugation et par 
leur densité relative dans le chlorure de césium, ces particules sont 

semblables aux complexes dl ARN-infomofè r es décrits par Wlliiil3-A 

et al. (65) dans les noyaux de foie de Rat. Leur présence dans le cytoplasme 

fait suggérer aux auteurs que de telles particules pourraient être impli- 

quées dans le transport de 1'ARN messager du noyau vers le cytoplasme. 

8) KAFATOS (661, en 1968, a isolé à partir de 

l1 épiderme dl Insectes (vers à soie géants au moment de la métamorphose), 

des particules cytoplasmiques transportant -un ARN rapidement marqué. 



- Li, tissu &pidermique a été soumis à un choc osmo- 

tique par l'emploi d'une solution de tampon HEPES-KOH (*) 0,01 M - @ 7? 4, 

E l  0,01 M, MgSO 1 mM sans saccharose et à laquelle furent ajoutés des 
4 

inhibiteurs de RNase. Après homogénéisation et centrifugation différentielle 

le surnageant post-mitochondrial fut prélevé et soumis, après l'addition 

de DOC à concentration finale de 0,S p. 100, à une centrifugation en 

gradient linéaire de saccharose. 

- Les propriétés physico-chimiques des particules 
marquées dans le cytoplasme après un marquage très court sont rassemblées 

dans le tableau IV (p. 37 ) . 
- Elles sont en faveur du modèle "infornosorne" pour 

le transport des ARN messagers. 

en évidence une population hétérogène de particules de RWP "légères" de 

constantes de sédimentation inférieures à 40 S et qui existent à l'état 

libre dans le cytoplasme de foie de Rat. 

- Les foies sont homogénéisés dans un milieu conte- 
nant du saccharose O,? M, MgC12 1,5 mM, KCOF JO mN, K2W0 20 mM, KH2P04 4 
20 mM - pH 7,8 et du polyvinylsulfate de sodium à raison de 40 

Après centrifugation, le surnageant post-microsomique est traité par le 

DOC à une concentration finale de 0,5 p. 100 ; une nouvelle centrifugation 

fournit un sédiment.constitué essentiellement par des particules post- 

microsomiques qui sont analysées par centrifugation en gradient linéaire 

de saccharose. 

- Les caractères physico-chimiques de ces particules 
sont rassemblées dans le tableau ï V  (p. 37). 

- D'après les différents résultats obtenus, les 
auteurs suggèrent que du dARN cytoplasmique indépendant des polysomes est 

associé à des protéines. La présence de telles particules dans le cytoplas- 

me de foie de Rat serait en faveur de l'hypothèse que le transport de 

ltARNm du noyau vers les ribosomes cytoplasmiques s'effectuerait sous la 

forme d' un complexe ARNm-pro téines. 

(*) (voir GOOD et al. ) (65). 



10) CARTOUZOU, P O I W  et LISSITZKY (69), en 1969, ont 

mis en évidence, dans le cytoplasme de cellules de la glande thyrolde de 

Mouton, l'existence de particules de RN? rapidement marquées, non riboso- 

males. 

- Les tranches de tissu thyroïdien furent homogénéisées 
dans un tampon Tris-HC1 10 mM - pH 7,6, KCl 10 mM, acétate de magnésium 
1 mM et sucrose 0,2 M. Le surnageant post-mitochondrial, traité au DOC à 

concentration finale de 1 p. 100, fut analysé par centrifugation en gradie~t 

de saccharose. Des particules à coefficient de sédimentation hétérogène o ~ t  

pu être identifiées dans les régions post-ribosomales puis isolées, par 

ultracentrifugation, à partir de différentes zones du gradient. 

- Les propriétés physico-chimiques des particules sont 
rassemblées dans le tableau IV 37). 

Notons, en outre, que les particules de la zone 30 S 

à 70 S sont très sensibles à la digestion par la trypsine qui a pour effet 

d'augmenter leur densité, sans doute à cause d'une perte en protéines. Le 

chlorure de sodium 2,5 M produit un effet similaire, bien que moins pronon-- 

cé. Par contre la ribonucléase est sans action. 

D'autre part, 1'ARN extrait de ces particules 30 à 

70 S stimule activement les synthèses protéiques in vitxo. 

- Ces particules cytoplasmiques post-ribosomales sont 
identiques quant à leur densité, leur composition en AHN et leur sensibi- 

lité à la digestion par la trypsine et la RNase, à celles que les auteurs 

ont isolées également à partir de noyaux purifiés et de polysomes traités 

par 1'EDTA. Il s'agit dans tous les cas de RNP particulièrement riches en 

protéines. Les auteurs pensent que ces particules jouent d'abord un rôle 

de transport de llARNm du noyau vers le cytoplasme puis, au niveau des 

polysomes, un rôle de régulation des synthèses protéiques. 

1 1  ) HENSHAW et LOEBENSTEIN (70), en 1970, ont mis en 

évidence dans le cytoplasme d'hépatocytes de Rat, un ARN rapidement marqué, 

'bolydispersé: contenu dans des particules de FNP de taille hétérogène. 

- Les foies furent homogénéisés dans une solution 
de triéthanolamine 0,002 M, MgCl 0,001 M, MaCl 0,01 M amenée à pH 7,4 

2 
et contenant du saccharose 0,25 M. La fraction cytoplasmique surnageante 



récupérée après centrifugation di f férent ie l le ,  f u t  analysée par ultracen- 

trifugation en gradient de saccharose. 

- Les principales propriétés physico-chimiques des 

particules cytoplasmiques a ins i  identif iées sont rasseinblées dans l e  

tableau IV (p. 37 ) . 
- Par l a  nature de leur  AKN qui e s t  de type daRN 

e t  leur proportion plus élevée en protéines, ces particules de RNP sont 

totalement différentes des ribosomes e t  de leurs sous-unités. Par leur  

t a i l l e  e t  l eur  densité relat ive en C s C 1 ,  ces particules sont, d'autre 

part, identiques à cel les  que l e s  auteurs avaient auparavant extra i tes  des . . 
polysomes de fo ie  de Rat par action de llEDTA (HENSHAW) (71). Les auteurs 

postulent, par conséquent, que ces complexes ARN-protéines sont du type 

"inform~some~~ de SPIRIN (72) e t  qu'el les transportent llARNm du noyau vers ' ; 
l e  dytoplasme où e l l e s  s'incorporent dans l e s  polysomes. Les part icules - 

. . 
de RNP 45 S que l e s  auteurs avaient identif iées en 1965 auraient a lors  , 

représenté un mélange de sous-unités ribosomales 45 S natives, contamulées * . , 
par une fraction de ces complexes ARNm-protéines sédimentant aussi  dans 

la zone 45 S (revoir HENSHAW, REVEL e t  HIATT ; p. 30). 

12) Récemmefit, KEMPF e t  al. (73, 74) ont confirmé 

1' existence de particules de RNP du type 'linfomosometl dans l e  cytoplasme 

des tumeurs plasmocytaires de l a  Souris. 

- Les tumeurs sont broyées e t  homogénéisées dans , I 

une solution de chlorhydrate de triéthanolamine 0,02 M - pH 7,6, KC1 < .. . '.. , y  

0,05 M, acétate de magnésium 0,005 M e t  saccharose 0,25 PI ; puis deux 
4, 

centrifugations di f férent ie l les  successives conduisent à l 'obtention ' r 

d'un sédiment appelé "fraction XX)ll e t  contenant l e s  microsomes, l e s  poly- ' ,; 
somes "l ibresff ,  l e s  monosomes, une par t ie  des sous-unités rlbosomales . . 

. 
a ins i  que l e s  particules qui sédimentent avec ces structures. Un double ., I 

32 . i marquage par des précurseurs des BRN ( P pendant 24 h e t  uridine t r i t i é e  
1 .  

pendant 5 à 20 mn) permet de di f férent ier  toutes ces structures qui sont 1 . 
analysées par sédimentation en gradient de saccharose e t  surtout par 5 - 
centrifugation isopycnique en gradient de C SC 1. . ,  
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- Les gropriétés physic&himiques de ces particules 

sont rassemblées dans le tableau IV (p. 37). , 

Les auteurs ont démontré, , ea ~utre, que ces particules 

pouvaient exister en association avec des ribosômêk et un constituant 
- - - . . -. 

lipoprotéique non membranaire. 

- L ' aptitude de ce complexe lipo-ribonucléopro téique 
à stimuler les synthèses protéiques in vitro ayant, d'autre part, été 

." --"-- . 
démontrée par KENPI?, FûFûVIC et N~YDEL (75) , les autéurs plaident en 
faveur d'un r8le 'spécifique joué par ces complexes dans la biosynthèse 

.- . 
des pro téines. 

- - . . - . - 
2 - LES PARTICULES DE dRNP DES POLYSOMES 

. . _ Les particules de dBNP libres du cytoplasme se 

retrouvent intégrées dans les polysomes dont elles ont pu, en effet, être 

extraites par l'action de ltEDTA. De nombreux travaux ont été effectués 

à ce gujet, parmi lesquels nous avons déjà mentionné ceux de PERRY (p.  31 ) 

et de HENSHAW (p. 35) (voir éga1.ement CBRTOUZOU, ATTALI et LISSITZKY (76) ; 

SPIRIi? (77) ; OLSNES (78) et SPûHR et al. (79)). Nous n'étudierons pas en 

'détail ces formes dyARNm associées aux polysomes actifs car elles'semblent 

4 tre identiques aux formes libres. No tons qu y elles présentent, en parti- 

culier, la même hétérogénéité de sédimentation en gradient de saccharose 

et la même densité en gradient de chlorure de césium. Très récemment, 

$WnR, GRANBOULBN et ai. (80) ont étudié leur morphologie en comparaison 

avec celle des particules libres ; les deux types de particules paraissent 
. . 

avoir la meme structure (voir description pc 63). Les seules différences 

qu'on peut, a priori, suggérer se trouveraient dans la structure fine des 

protéines, en rapport avec le r81e de ces dernières dans la régulation des 
, 

.A synthèses protéiques au- niveau 'de la traduction. - " v - 

Bien que très nombreuses, les particules de dRNP 

cytoplasmiques présentent de nombreuses analogies. En effet, 1 ' observation 
- .  . 

du tableau récapitulatif  a able au IV ; p. 37) révèle.que ces particules 

possèdent toutes une activité métabolique intense, une composition en 

bases de &UN et une faible densité qui sont dl ailleurs autant de . 
1 
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points communs avec l e s  part icules  de dKNP nucléaires.  Quelques auteurs 

ont ,  en outre, démontré l ' i d e n t i t é  de ces part icules  par rapport à 

c e l l e s  ex t ra i t e s  directement des polysomes ; ils ont également démontré 

qu 'e l les  ac t iva ient  l e s  synthèses protéiques. L'analyse de tous ces f a i t s  

porte à croi re  q u ' i l  s l a g i t  de formes de transport de 1'ARNm du noyau 

vers l e  cytoplasme où e l l e s  sont trouvées l i b r e s  avant d ' ê t r e  incorporées 

dans l e s  polysomes. 

Jusqu'à présent, néanmoins, on peut d iv i se r  l e s  

par t icu les  de dRNP cytoplasmiques en deux catégories : l e s  part icules  

qui  sont des complexes AR.-protéines e t  ce l l e s  qui sont l i é e s  à des par- 

t i cu le s  ribosomales , généralement l a  p e t i t e  sous-unité. L ' hypothèse d'un 

ARNm at taché au ribosome peut sembler probable puisque, chez l e s  Bactéries, 

c e t t e  étape s 'e f fec tue  l o r s  même de l a  synthèse des ARN sur  l e  moule 

ADN (NAONO, ROWIERE e t  GROS (95) ; REVEL e t  GROS (96) ) . Il e s t  d ' a i l l eu r s  

f o r t  possible que, chez l e s  Eucaryotes, l a  forme l i é e  au ribosome corres- 

pande également à l a  première étape des synthèses protéiques puisqu' i l  

e s t  maintenant prouvé que 1'ARNm s e  l i e  d'abord avec l a  p e t i t e  sous-unité 

ribosomale (HEYWOOD (97) ; LEBLEU e t  a l .  (98) ; TERAO e t  OGATA (99) ; 

HOLDEii e t  LINGREL (1 00)) r Les r é s u l t a t s  acquis jusqu'à présent e t  l a  

prudence ne nous permettent pas encore de trancher s u r  ce problème. 

20 - LES dRNP CELLULAIRES 

Dans l e  précédent chapitre,  nous avons déjà effectué 

l ' é tude  d'un grand nombre de part icules  de dRNP iden t i f i ées  jusqu'à pré- 

sent  dans l a  ce l lu le .  Certaines formes n'ont, consciemment, é t é  que 

c i t é e s  ; e l l e s  ont f a i t  l ' o b j e t  de recherches suivies ,  t r è s  approfondies, 

e t  nous avons réservé l eu r  étude à ce présent chapitre.  Ce sont  des 

par t icu les  dont certaines sont universellement connues e t  qui sont : 

- Les infomosomes de SPIRïN. 

- Les infomofères de GEORGIEV. 

- Les par t icu les  de RNP de MOULE e t  d'ISHIKAWA 

découvertes t r è s  récemment. 



1 - LES INFORMOSOMES DE SPIFUN 

A - DECOWERTE DES IJWORMOSOMES 

C'est en 1964, que BELITSINA et al. (101) démontrent, 

pour la première fois, dans les extraits cytoplasmiques de jeunes 

embryons de Loche (Nismrnus fossilis L.), l'existence de particules 

sédimentant moins vite que les ribosomes, appelées particules post-ribo- 

somales et transportant un ARN nouvellement synthétisé. 

Les embryons, pris au stade blastule âgée au gastnrle, 

furent incubés soit en présence d'un précurseur marqué des acides nucléi- 

ques (uridine ' 4~ ou adénine ' 4~), soit avec des acides aminés marqués 
(leucine ' 4~ et lysine ' 4~ ) . Les extraits cytoplasmiques furent analysés 
directement par centrifugation en gradient de saccharose. L'examen des 

courbes de densité optique et de radioactivité obtenues, révèle la pré- 

sence de composants rapidement marqués dans une région du gPadient plus 

légère que celle des ribosomes 75-80 S. Les composants marqués sédimen- 

tent de façon identique si les embryons ont été, au préalable, incubés 

avec des précurseurs marqués des ARN ou s'ils l'ont été en présence 

d'acides aminés marqués. Leurs coefficients de sédimentation s'étalent 

de 20-30 S à 60-70 S. Leur répartition dans le gradient est hétérogène; 

on y révkle, en effet, la présence de plusieurs pics distincts. 

La coïncidence des courbes de radioactivité obtenues 

dans les deux catégories de marquage, a fait suggérer que ces nouvelles 

structures pouvaient être des sortes de complexes dtARi'i nouvellement 

formés et de protéines. 

L'intérêt soulevé par cette découverte fut d'autant 

plus grand qu'il ne pouvait s'agir de nucléoprotéines ribosomales pinisque, 

dans les jeunes embryons de Loche, on n'observe pas de synthèse de ribo- 

somes avant la fin de la gastrulation. 

Pour préciser la nature nucléoprotéique de ces 

structures, SPIRW et al. (1 02) étudièrent leur densité par centrifuga- 

tion en CsC1. A cet effet, les embryons de Loche furent traités comme 

décrit ci-des~us et les particules post-ribosomales obtenues 



furent fixées par la formaldéhyde avant d'être analysées par centrifuga- 

tion à l'équilibre dans un gradient de CsCl (~echni~ue de SPIUN, 

BELITSïNA et LERMAN (103)). Les résultats obtenus de cette manière ont 

permis de démontrer que le matériel radioactif des composants post- 

ribosomaux occupait une région de densité allant de 1,42 à 1,51 et qu'il 

ne s'agissait donc ni dlARN libre (dont la densité dans les mêmes condi- 

tions est égale à 1,9), ni de particules ribosomales (dont la densité est 

égale à 1,55). Les particules pst-ribosomales sont donc moins denses 

et, dans la mesure où ces composés ne contiennent que des ARN et des 

protéines, leur densité révèle un pourcentage en ARN allant de 20 à 

40 p. 100 donc une prédominance considérable des protéines par rapport 

aux f i l .  L'ARN nouvellement synthétisé durant ces stades de développement 

de la Loche n'étant pas de 1'ARN ribosomal, les auteurs l'ont considéré 

comme de llARNm et, en conséquence, les particules marquées comme des 

nucléoprotéines transportant 1'BRNm. 

A ce nouveau type de particules de RNP post-riboso- 

males transportant llARNm et ayant une densité relativement faible, les 

auteurs ont donné le nom d'informosomes (SPIRIN, BELITSIHA et AJTKHOZHIN 

(104)). 

B - PROPRLETES GENERALES DES INFORMOSOMES 

Des études ultérieures effectuées sur les embryons 

de Loche ou encore des embryons d'oursin ont permis de déterminer d'une 

manière plus précise, les différentes propriétés des informosomes. 

ANALYSE PAR CENTRIFUGATION EN GRADENT DE DENSITE DE SACCKllHOSE 

L'analyse d'extraits cytoplasmiques d'embryons de 

Loche a permis d'observer, dans la zone post-ribosomale du gradient de 

saccharose, jusqu'à 7 composants marqués ayant des coefficients de 

sédimentation bien reproductibles d'environ 75 S, 65 S, 55 S, 50 S, 40 S 

30 S et 20 S (voir O V C H ~ T E Q V  et al. (1 05)). Dans une analyse identique 

mais effectuée sur l'oursin (~ytechinus pictus), des résultats analogues 

ont été obtenus par SPIRlllJ et NEMER (106) ; les auteurs ont pu, en 

effet, discerner six classes de particules ayant des coefficients de 



sédimentation d'environ 65 S, 55 S, 50 S, 40 S, 30 S e t  20 S. 

Travai l lant  s u r  l e s  e x t r a i t s  cytoplasmiques d'embryons 

de Loche, SPIRIN (107) a pu, en outre,  démontrer que l a  présence dans l e  

gradient de pa r t i cu l e s  rapidement marquées n ' é t a i t  pas l imi tée  à l a  zone 

pst-ribosomale mais que, en avant des ribosomes 80 S, on pouvait discer- 

ner  des composants de coef f ic ien ts  de sédimentation de 90 S, 100 S e t  

110 S. Les composants pré-ribosomaux ont  pu ê t r e  i d e n t i f i é s  à des informo- 

somes . 
La déprotéinisat ion par  l e  phénol de l a  t o t a l i t é  

des composants pst-ribosomaux -dont ltARN é t a i t  marqué-, su iv i e  d'une 

analyse par  centr i fugat ion en gradient  de saccharose, révèle  l a  présence 

dtARN marqués dont l e s  coef f ic ien ts  de sédimentation ne coïncident pas 

avec ceux des ARN ribosomaux non marqués 28 S e t  18 S. Chez l e s  embryons 

de Loche, l'MN i s o l é  de c e t t e  manière e s t  ca rac t é r i s é  par des coe f f i c i en t s  

de sédimentation de 35 S, 30 S, 26 S, 21 S, 15 S, 10 S, 6 S e t  4 S 

(voi r  OVCHINNIKOV - e t  a l .  (1 08) ) . La va leur  noyenne de c e t  ARP? es t  donc 

d'environ 14 S. Une étude identique effectuée s u r  l e s  composants de la  

région prér ibosomale donne, pour l e s  ARN, une valeur moyenne de 34 S. 

La v i t e s se  de sédimentation des infomosomes semble 

donc ê t r e  en rapport avec l a  t a i l l e  des ARN q u ' i l s  contiennent. D 'a i l leurs ,  

une étude effectuée sur l ' ou r s in  par INFANTE e t  NEMER ( log) ,  démontre 

q u ' i l  e x i s t e  une proport ional i té  t r è s  d t r o i t e  en t re  l e s  coe f f i c i en t s  de 

sédimentation des informosomes i s o l é s  e t  ceux des ARN correspondants. 

2 - ANBLYSE PAR CENTRIFUGATION A L' EQUILIBRE 2N C s C l  

Des études de dens i té  on t  é t é  effectuées selon la  

technique dé jà  c i t é e  précédemment (vo i r  p. 40) : l e s  par t icu les  sont  f i xées  

à l a  formaldéhyde avant d ' ê t r e  soumises à une centr i fugat ion à l ' é q u i l i b r e  

dans un gradient  de CsC1 .  

La  r épa r t i t i on  dans l e  gradient  des composants post- 

ribosomaux d ' e x t r a i t s  cytoplasmiques d'embryons de Loche -dont 1 'ARN é t a i t  

marqué-, montre que l a  principale  f r ac t ion  de rad ioac t iv i té  des pa r t i cu l e s  

50 à 75 S e s t  concentrée dans une bande é t r o i t e  de densi té  1,39. Les par- 

t i cu l e s  pré-ribosomales 90 à 110 S o f f r e n t  exactement l e  même type de 



répar t i t ion .  Par contre, l e s  par t icu les  marquées de f a i b l e  coeff ic ient  

de sédimentation e t  appartenant à l a  zone pst-ribosomale sont  répar t ies  

différemment : par exemple, l e s  par t icu les  40 S s e  retrouvent dans une 

bande majeure dont l a  densité e s t  égale à 1,36 - 1,37 -au l i e u  de 1,39- 

e t  l e s  par t icu les  30 S sédimentent dans une zone de densi té  encore plus 

légère e t  égale à 1,35. Les auteurs  pensent que ces par t icu les  de plus 

f a i b l e  coeff ic ient  de sédimentation peuvent r é su l t e r  d'une dégradation 

pa r t i e l l e ,  par l a  RNase, de par t icu les  plus grandes au cours du processus 

de préparation du suc cytoplasmique. 

Ces r é s u l t a t s  confirment ceux acquis précédemment, 

à savoir  que l a  densité des informosomes ne correspond n i  à c e l l e  des 

ribosomes de Loche -d = 1,55- n i  même à c e l l e  des sous-unités ribosomales 

60 S e t  40 S -respectivement, d = 1 ,6  e t  1,53- (voir  OVCHINNIXOV, BRYSTOVB 

e t  sP~RIN (110)). 

La carac tér i s t ique  commune à tous l e s  infomosomes 

e s t  l eu r  densi té  en C s C l  relativement faible.  La valeur universel le  de l e u r  

densi té  -égale approximativement à 1,4- a i n s i  que l eu r  loca l i sa t ion  dans 

une bande t r è s  é t r o i t e  du gradient,  indiquent un rapport stochiométrique 

ent re  l e s  ARN e t  l e s  protéines. Supposant, en outre, que l e s  informosomes 

ne contenaient pas d 'autres  composants, l e s  auteurs ont imaginé une formule 

empirique donnant l e  pourcentage du contenu en protéines des informosomes 

à p a r t i r  de l a  valeur de l e u r  dens i té  : 

t / Protéines (p. 100) = 
l , 8 5  - d 

O,  006 (SPLRIN (111)) 

La valeur d = 1 , 4  $orrespond à une teneur d'environ 

80 p. 100 en protéines. Cette  valeur  é tant ,  en outre, indépendante du 

coeff ic ient  de sédimentation des informosomes, l e s  auteurs pensent que l a  

protéine accompagne uniformément 1'ARNm s u r  toute s a  longueur. 

3 - EXPERENCES D'HYBRIDATIONS 

L'Am pur i f ié ,  provenant des informosomes e x t r a i t s  

du cytoplasme d'oursin, f u t  analysé par SPIRIN e t  NEPBR (1 1 2) pour s a  

capacité à former des hybrides ADN-Am. 



De l ' A D N  préparé à p a r t i r  du sperme d'Oursin fit 

u t i l i s é  e t  l a  formation d'hybrides de 1'BRN provenant de par t icu les  pst- 

ribosomales de l a  région 20 à 65 S f u t  comparée à c e l l e  de llARN ribosomal. 

La présence d'hybrides avec llA.RN ribosomal n 'a  pu ê t r e  détectée ; par 

contre, une grande proportion (43 p. 100 environ) de llARN provenant des 

part icules  X) à 65 S, f u t  récupérée sous forme d'hybrides ADN-AB?. L1appa- 

rente e f f i c a c i t é  de l a  méthode u t i l i s é e  pour l a  formation d'hybrides é t a n t  

de 52 p. 100, il s ' ensu i t  que 83 p. 100 des ARN marqués, obtenus à p a r t i r  

des composés sédimentant en t re  20 e t  65 S, peuvent ê t r e  considérés comme 

des ARNm. 

Donc, contrairement à 1'ARN ribosomal, l'AB? prove- 

nant des informosomes pst-ribosomaux s 'hybride avec l 'ADN avec un degré 

d ' e f f i cac i t é  6levé correspondant à c e l u i  des BHNm. 

EXPERIENCES D ' AC TIVATION DES SYNTHESES PROTEIQUES 

L'existence dlARNm dans l e s  part icules  post-riboso- 

males 40 à 65 S d'embryons de Loche a également é t é  mise en évidence par 

l e  f a i t  que ces par t icu les  peuvent s t imuler  l e s  synthèses protéiques dans 

un système ace l lu l a i r e  (voi r  SPIRSHb BELITSINA e t  AJTKHOZHïN (1 13)). 

Les propriétés générales des informosomes peuvent s e  

résumer brièvement de la manière suivante : 

(1 ) Ils sédimentent de façon hétérogène dans des régions pré- 

e t  post-ribosomales, en t re  20 S e t  110 S. 

(2) Leur densi té  apparente en gradient de C s C l  e s t  d1envi- 

ron 1,4 ; c e t t e  valeur correspond à un contenu en protéines d1 environ 

80 p. 100 qui donne un rapport  roté roté in es égal  à 1/4. 

(3) Ils s'hybrident avec l ' A D N  avec un degré d ' e f f i c a c i t é  

élevé. 

(4) Ils stimulent l e s  synthèses protéiques. 

(5) Enfin, ajoutons qu ' i l s  sont  sensibles  à l a  RNase pancréa- 

t ique e t  à l a  pronase. 



Il convient de rappeler que ces complexes dlBXNm- 

protéines de type knformosome ont été observés non seulement chez les 

embryons mais dans un grand nombre de cellules animales différentes. De 

tels complexes furent, en effet, identifiés dans le cytoplasme de cellu- 

les L par PERRY et KELLEY (1 14), dt épiderme dt Insecte par KAFBTOS (1 1 5) , 
de glande thyro'ide de Mouton par CARTOUZOU, POIHEE et LISSITZKY (1 1 6), de 

foie de Rat par Ei.FNSHAW et-LOZBEf?S!l?EDT (117) (se -porter dans le chapitre 

préc&ent, au paragraphe : Les particules de dRNP libres : p. 28). 

C - LES FORMES ~MASQUEEStt D'Mm SONT DES INFORMOSOMES 

Dans M certain nombre de cas spéciaux, il apparut 

qu'une période assez longue pouvait s'écouler entre la synthèse de ltBRNm 

et son activité dans les synthèses protéiques. 

Ainsi, de nombreuses expériences dyordre biologique 

(voir revue de SPIRIN (118)) ont démontré l'existence dans les oeufs 

d'Oursin matures, non fertilisés, la présence d'un ARNm inactif. Cet ARN 

d1 origine maternelle, stocké ' dans le cytoplasme des oeufs, fut désigné 

sous le terme dvtARNm masquétt. La fertilisation ou encore le traitement 

par la trypsine conduisent à un "démasquagett de llARNm et à l'apparition 

d'une activité dans les synthèses protéiques (voir MONRûY et al.) (1 19). 

Ces observations ont permis B SPIRIN d'émettre l'hypothèse que 1'"ARNm 

masqué", stocké dans les oeufs, pouvait être un complexe dlARNm et de 

protéines. Un peu plus tard, d'ailleurs, MBNO (1 20)  démontre que l'acti- 

vation de ces sortes dl"informosomes't au cours de la fertilisation, était 

due à 1 ' activité d' une pro téase 'l trypsin-like" . 
Des expériences biologiques effectuées par NEYEAKH 

(1 21) sur des embryons de Loche ont également indiqué qu'il pouvait exis- 

ter un décalage de quelques heures entre l'émission par les noyaux de 

l'information génétique et sa réalisation dans le cytoplasme. Par des 

expériences biochimiques, SPIRIEJ (1 22) a réussi effectivement à démontrer 

que la synthèse protéique, chez les embryons de Loche pris à un stade de 

développement donné, advenait principalement sur un ARNm synthétisé 

antérieurement tandis que 1 ' m  nouvellement synthétisé était localisé 

dans des structures autres que les polyribosomes en fonctionnement. 



P m  des analyses de densi té  en C s C 1 ,  il a réuss i  à démontrer que l a  majorité 

de c e t  ARNm nouvellement synthét isé s e  t rouvait  concentrée dans l a  bande 

carac tér i s t ique  des informosomes l i b r e s  de densité 1,39. Ces r é su l t a t s  l u i  

ont permis d'émettre l'hypothèse que l e s  informosomes l i b r e s  pouvaient 

justement correspondre aux formes dtARNm temporairement bloquées. La protéi- 

ne de 1' informosome ne s e r a i t  donc pas seulement une forme de protection de 

l t A R N m  contre l e s  dégradations mais auss i  une forme concrète de régulation 

des synthèses protéiques au niveau de l a  traduction de l lARNm.  

Toutes ces observations e t  expériences tendent à 

prouver que l e s  formes "dlARNm masqué", rencontrées dans l e s  oeufs matures 

non f e r t i l i s é s  e t  chez l e s  embryons, sont des informosomes temporairement 

non traduc t i b l e s  r 

D - L'~0RMOSOME N'EST PAS UN ARTEFACT 

L'existence dlinformosomes i n  vivo f u t  sérieusement 

mise en doute par l a  découverte que, s u i t e  à l ' add i t ion  de tou t  ABN l i b r e  

à l ' e x t r a i t  cytoplasmique de ce l lu l e s  animales, l ' on  observe l a  formation 

d'un complexe de l l A R N  avec un fac teur  protéinique de l ' e x t r a i t  (voi r  

GIRARD e t  BALTïNORE (1 23) ; OVCHINNlXOV e t  a l .  (1 24) e t  OVCHINNIKOV, 

AVANESOV e t  SPIRIN (125)). Les complexes a i n s i  formés s e  sont révélés ê t r e  

sensibles  à l a  pronase e t  présenter, par analyse en gradient  de CsC1,  une 

densi té  de l ' o r d r e  de 1,4 ; auss i  ont-ils pu ê t r e  considérés comme des 

complexes 'linformosome-like". La protéine de l ' e x t r a i t  cytoplasmique réa- 

g issant  avec l e s  ARN exogènes a même é t é  ident i f iée  par OVCHINNlXOV e t  a l .  

(126) dans l e  cas du f o i e  de Rat ; c ' e s t  une protéine dont l e  coeff ic ient  
+ 

de sédimentation e s t  de 9 - 1 S e t  qui  représente environ 0 ,3  p. 100 de l a  

t o t a l i t é  des protéines solubles de l ' e x t r a i t .  

A l a  lumière de ces r é su l t a t s ,  l e  problème s ' e s t  

donc posé à savoir  si l e s  informosomes préexistent réellement dans l a  cel- 

l u l e  ou s t i ls  ne sont que des a r t e fac t s  formés au cours de la destruction 

c e l l u l a i r e  par in terac t ion  ent re  de 1'ARN endogène l i b r e  e t  c e t t e  classe 

spéciale  de protéines ce l lu la i res .  

La question f u t  résolue par OVCHINNIKOV, AVANESW 

e t  SPIRIN (1 27). Des expériences d'associations compétitives ent re  l'mT 



, . Y  

endogène ou exogsne (AM ribosomal de E. col i )  e t  l e  facteur protéinique , 
m 

I 

furent effectuées e t  démontrèrent que s ' i l  existe effectivement dans l e  

cytoplasme quelques protéines l ib res  capables de réagir avec des ARN exogènes 

pour former des complexes 'l infomosome-like", l a  présence d1 inf ormosomes 

préformés n'en e s t  pas moins réelle. Des études plus poussées ont démontré, 

en outre, qul il ex is ta i t  une certaine spécif ic i té  dans 1' interaction entre 

AFN e t  protéines. Eh effe t ,  l e s  complexes entre protéines e t  ARN exogène 

semblent 8 t r e  réversibles tandis que ceux contenant un ARNm apparaissent, 

au contraire, i rréversibles (voir OVCHiNNIKOV e t  AVANESOV (1 28) ) . 

E - SIGNIE'ICATION BIOLûGIQUE DES ~ R M O S O I E S  
. .. 
. - ,  

D'une manière générale, l e  rôle a t t r ibué aux infor- , .. 

mosomes dans l e s  cellules animales peut, selon S P I F U N  (129). se  résumer de ,:j 

l a  manière suivante : 

.. 4 . .! 
J 1 - L E S  INFORMOSOMES SONT UNE FORME DE TRANSPORT DE LIARNm du noyau vers l e  _, 

. 8: 

cytoplasme e t  ensuite vers l e s  polysomes. Il nt  e s t  pas exclu, qu'au cours ' f 
de ce transport, il ne se  produise pas de modifications dans l e  composant ' L I . - 
protéique. 

I 

\ ! 

2 - LES INFORMOSOMES SONT UNE FORME D E  PROTECTION DE LtBRNm contre l e s  
' , 

agents enzymatiques à l ' i n té r ieur  de la cellule. La sensibi l i té  des infor- 
' , 

mosomes à l a  ribonucléase pancréatique ne doi t  pas re je te r  la  supposition .- 

formulée ; en effe t ,  il n 'es t  pas du tout prouvé que l e s  infomosomes soient 
h 

" *? sensibles aux ribonucléases endogènes alclrs que l e s  BRN eux-mêmes l e  sont. ; 

Ce r81e de protection, joué par l a  protéine de 

llinformosome e s t  d'autant plus important dans l'oeuf e t  l e  jeune embryon 

où, respectivement l e s  ARN maternels e t  l e s  ARN nouvellement synthétisés, ne 
'p.; 

'I - 

sont pas immédiatement ut i l i sés .  
l 

r * v l  
l 

3 - LES INl?ORMOSOMES SONT UNE FORME DE REGULATION DE LA SYNTI-EESE DES PROTEXNES 

AU NIVEAU DE LA TRADUCTION DE Lr ARNm. O n  ne peut exclure 1 ' hypothèse que 

l a  protéine de llinfonnosome puisse ê t r e  facilement modifiée par certains 

effecteurs e t ,  en conséquence, réprimer ou permettre la  traduction de ltARNm. 



II - LES INFORMOFERES DE GEORGIEV 
A -. DECOWERTE DES INFORMOFERES 

- Au cours d'études où ils essayaient d'obtenir 
des précisions au sujet des structures nucléaires contenant du W, 

SAMARINA, ASRIJAN et GEDRGIEV (1 30) découvrirent que la majorité de llARNm 

nouvellement synthétisé, se retrouvait sous la forme de particules de 

RNP 30 S. 

Ces particules furent obtenues à partir de noyau 

de cellules de carcinome dlEEiLICH ou encore de foie de Rat ayant reçu au 

préalable une injection intrapéritonéale de '*P. Le milieu d'extraction 

contient du NaCl 0,14 M, Tris 0,01 M et MgCl 0,001 M successivement à 
2 

pH 7 et 7,8-8, Les second et troisième extraits obtenus à pH 7,843 et con- 

tenant exclusivement un ARIV "DM-like", furent déposés directement sur un 

gradient de saccharose et centrifugés. Dans ces conditions, la majeure 

partie de 1'BRNm radioactif est retrouvée sous la forme d'un pic en posi- 

tion 30 S. 

La présence de protéines dans ces particules s'est 

révélée évidente d'après un rapport de D.O. 260/280 relativement bas 

(1 ,45-1,5), par une diminution du coefficient de sédimentation après 

déprotéinisation de l'extrait nucléaire par un traitement au phénol-SDS 

et par le fait qu'une incorporation de précurseurs marqués des protéines 

fait apparaitre une radioactivité dans la même zone 30 S. 

Les auteurs en ont conclu que les particules du 

pic 30 S étaient des complexes dlARNm et de protéines. 

D'autres propriétés de ces particules ont été 

déterminées (voir SAMARINA et al. (1 31 , 1 32, 1 33) ) : en plus de la compo- 

sition en bases qui est similaire à celle de llBDM, on peut citer le 

rapport  pro protéines qui est relativement faible et égal à 0,2-0,25 et 

le pouvoir qu'ont ces particules de se combiner avec une quantité supplé- 

mentaire dlARNm libre (cette réaction est spécifique pour l ' m m  mais pas 

pour 1'ARN ribosomal) ; des études morphologiques ont, en outre, montré que 

ces particules se présentent en structures compactes de forme discoidale 

de 180 A de diamètre et de 80 A d'épaisseur. 



L'ensemble de ces observations ont pernris aux auteurs 

de supposer que 1'ARNm nouvellement formé dans le noyau de la cellule se 

retrouvait en majeure partie, sous la forme de particules de RNP spéciales, 

d'un type nouveau, ayant un coefficient de sédimentation de 30 S et char- 

gées de transporter ltARNm des chromosomes aux ribosomes, 

- Des études ultérieures, effectuées par SAMARINA 
et al. (134, 135), ont montré que si les extraits nucléaires de foie de - 
Rat sont préprés comme précédemment mais en présence d'inhibiteur cyto- 

plasmique de la RNase, la répartition du matériel dans la gradient de 

saccharose se présente alors de façon totalement différente : les complexes 

contenant lfBRNrn occupent une large zone comprise entre 30 S et 200 S. Le 

traitement avec de faibles quantités de RNase convertit ces complexes de 

coefficient de sédimentation élevés en particules 30 S. Tout se passe comme 

si les particules 30 S étaient des monomères d'une structure ltpolysome- 

likell plus complexe. 

Ces formations, ou plus précisément leurs particu- 

les protéiques, d'abord désignées par le terme par SBMBRINB, 

LWIDIN et GEORGIEV (1 36), sont maintenant universellement connues sous 

le nom dtwinformofères" (voir SAMaRINB et al. (137)). 

PROPRIETES G E N E U S  DES COMPLEXES dAFtN-INFORMOFERES 

a) Particules 30 S et complexes de structure tlpolysome-like" 

1) Propriétés de sédimentation en  radient de densi- 

té de saccharose (SAMARINA et al. (1 38, 139)). 

Comme nous venons de le signaler, la totalité du 

matériel radioactif des extraits nucléaires obtenus en l'absence d'inhi- 

biteur cytoplasmique de la RNase est constituée essentiellement de parti- 

cules 30 S. En présence dt inhibiteur, ce matériel devient hétémghne et 

s'étale entre 30 S et X X )  S ; généralement, outre le pic 30 S, on peut 

voir 2 ou 3 pics distincts à 45 S, 55 à 60 S et environ 70 S ; les pics 

de coefficients de sédimentation plus élevés ne sont pas reproductiblesl 



La quant i té  de matér iel  récupérée d m s  l e  pic  30 S est f a i b l e  ;_la majeure 

p a r t i e  s e  trouve, en e f f e t ,  l o c ? l i ~ é e  8.w 1- ?on3 63 à 80 S. En f a i t ,  

la r é p a r t i t i o n  de ce matér iel  e s t  sur tout  fonction de l a  qua l i t é  de 

l ' i n h i b i t e u r  de l a  mla~e.  

En présencv de f e i b l e s  qii.antités de RNase, il e s t  

possible  de convert i r  presque quant i t s i i -~enent  l e  matér iel  r a d i o m t i f  

lourd -environ 93 à 95 p. 100- de la  zen$ 70 à 150 S en par t icu les  homo- 

gènes 30 S. Il semble donc f o r t  probeble que l e s  complexes lourds consis- 

t e n t  en un ce r t e in  nombre de pa r t i cu l e s  30 S l i é e s  l e s  unes a u  au t r e s  

par  un filament d ' A , .  

2) Pro~ri.étés_desédimentation en pradient  de CsCl 

(SAMARDA e t  a l .  (140, 141)).  

Les par t icu les  prélevdes de d i f f é r en te s  zones du 

gradient  de saccharose fu ren t  f iv4es à l a  formaldéhyde se lon  l a  technique 

de SPIRï3 e t  al. (142) e t  sédiment6es en gradient  de CrC1. La densi té  des 

par t icu les  polymères des zones 60 S e t  100 S f u t  dÉteminée e t  comparée 

à c e l l e  des par t icu les  monomères 30 S. Dans tous l e s  cas, l a  densi té  e s t  

l a  même e t  égale  à 1,4. En c ~ n s é q ~ e n c c ,  l e  r a p p o ~ t   rotéines ines es dans l e s  

s t ruc tu re s  lourdes e s t  identique à c e l u i  des monomères e t  équivaut à une 

proportion en protéines d'environ 80 p. 100. Ces r é s u l t a t s  confirment, 

d'une par t ,  l a  s t ruc ture  ttpolysome-like" mentiornée précédemment e t ,  

d ' au t r e  par t ,  indiquent qu 'entre  l e s  par t icu les  30 S il n 'y  a pas de 

longues chaînes de dARlP mais que l e s  par t icu les  protéiques sont  p lu tb t  

tassées  l e  long du f i l m e n t  de &Tu'. 

3 )  Action de la R-Tase 

La RNase panc~éat ique  dégrade une quant i té  imoor- 

t an t e  de l l A R N  des monomères 30 S en composants de f a i b l e s  coef f ic ien ts  

de sédimentation d'environ 4 5  ; il n 'en  r é su l t e  pas une destruct ion de l a  

pa r t i cu l e  elle-même. Par consévent ,  l a  s t ruc tu re  de base de l a  par t icu le  

dépend de l a  f r ac t ion  protdique (SAMBRSJ,~ &-a.&. (1 43)). En outre,  des 

études cinét iques de l a  digest ion par l a  PlNase, effectuées s u r  Les par- 

t i c u l e s  en t i è r e s  e t  su r  1'AFX e x t r z i t  des rn r t i cu l e s  donnent des résul-- 

t a t s  ident iques ( S&TJ~~P~~TA e t  al, (1 43)). Cvv r é s u l t a t s  suggèrent que l a  

pa r t i cu l e  elle-même e s t  f o m é e  d'une f r ac t ion  protéique e t  que l e  dBRB 



se  place en surface de ces particules protéiques préformées. 

4)  Action des solutions sal ines concentrées ou de 

l 'urée.  

Sous l 'ac t ion de solutions salines concentrées 

( K C ~  0,7 P4 ou N a C l  2,5 M) ou encore d'urée 4 M, l e s  particules 30 S peu- 

vent ê t re  dissociées réversiblement en ARN e t  protéines. Des indications 

supplémentaires quant à l a  structure des particules ont pu ê t r e  a ins i  

obtenues. 

Les expériences effectuées par SAMARINA e t  al.  (145) 

démontrent, en e f fe t ,  que l e s  particules peuvent se dissocier en leurs 

constituants ARN e t  protéines e t  ensuite se reconstituer par assemblage 

propre, après la disparition de l 'agent de dissociation. L'observation 

au microscope électronique, après coloration à l ' acéta te  d'uranyle ou 

l 'acide phosphotungstique, montre que l e s  particules a ins i  reconstituées 

sont identiques aux particules d'origine. La dissociation sépare l e s  par- 

t icules  en sous-unités protéiques de masse moléculaire relativement fa ible ,  

leur  coefficient de sédimentation étant  de 4 à 6 S. 

La propriété de dissociation des particules a permis 

d'envisager l 'étude de leur  composition protéique (voir plus lo in  ; p. 51). 

b)  Fraction ARN des particules : l e  dARN 

1 )  La composition en bases des ARN ex t ra i t s  en 

présence dy inhibiteur f u t  déterminée par SAMARINB e t  a l .  (1 46). Les résul- 

ta ts ,  déterminés par l a  méthode de spectropho tomé t r i e  dans 1 'ultra-violet 

e t  exprimés en p. 100, donnent des valeurs de G = 23,5, C = 19,1, U = î7,l 

e t  A = 29,3 correspondant à un rapport G + C/A + U égal à 0,79, c' est-à- 

d i re  comparable à celui  de l'ADN de Rat. Des résu l ta t s  équivalents mais 

déterminés selon l a  méthode dtYCAS e t  VINCENT (1 47), ont é t é  obtenus quant 

à la composition de 1 ' ARN nouvellement formé. La  même composition en bases 

avai t  é té  déterminée par SAMARINA e t  a l .  (1 48, 149) pour 1'AFN d1 ex t ra i t s  

nucléaires obtenus sans inhibiteur . 



2) Les propriétés  de sédimentation des kRNm 

e x t r a i t s  des par t icu les  30 S e t  de complexes de d i f férentes  t a i l l e s  

furent  également étudiées par SAMaRINA e t  a l .  (1 50). Les par t icu les  30 S 

donnent un ARN 8,5 S. Les ARN provenant de part icules  col lectées à p a r t i r  

des zones de gradient  45 S, 60 S e t  75 S ont respectivement des coeffi- 

c ients  de sédimentation de 14 S, 17 S e t  21 S ; l e s  part icules  provenant 

de zones plus lourdes a l l a n t  de 120 à 130 S donnent un QRN hétérogène 

présentant un maximum à 32 S. Ces r é s u l t a t s  montrent q u ' i l  ex i s t e  une 

corrélat ion é t r o i t e  entre  l a  t a i l l e  des ARN e t  l e  nombre de monomères 

dans l e s  par t icu les  e t  confirment l a  s t ruc ture  proposée pour l e s  complexes 

dARN-informofères. 

En outre, des évaluations de masse moléculaire 

des dARN ont pu ê t r e  é tabl ies  à p a r t i r  des coeff ic ients  de sédimentation 

selon l a  méthode empirique proposée par SPIRIN (1 51 ) . Il en r é su l t e  que 

l e s  ARNm qui sédimentent à 8,s S, 14 S, 17 S, 21 S e t  32 S possèdent 

respectivement des masses moléculaires de 1,36, 4,96, 5,8, 9,27 e t  22,4S 

(x  IO-^). Ces données suggèrent l ' ex is tence  d'une re la t ion  t r è s  é t r o i t e  

entre  l a  masse moléculaire du daRN e t  l e  nombre de monomères des particu- 

les .  La masse moléculaire du daRN l i é  à un monomère s e r a i t  environ égale 

à 200 000. 

Fraction pro téiaue des par t icu les  : 1' informof ère 

Des analyses de densi té  en C s C l  ont déjà indiqué 

que l a  proportion en protéines dans l e s  par t icu les  é t a i t  de 80 p. 100. 

Des études de dissociat ions réversibles  par l ' u rée  

ont également démontré que l a  protéine de lfinformofère é t a i t  constituée 

de sous-unités protéiques 4 à 6 S. Cette  capacité de dissociat ion a é t é  

mise à p r o f i t  pour effectuer  des études approfondies sur  ces protéines : 

1 ) L'  analyse par électrophorèse en ge l  de polya- 

crylamide effectuée su r  l e s  protéines des part icules  30 S e t  des complexes 

polymères a révélé l 'existence,  dans l e s  deux cas, de t r o i s  bandes princi- 

pales nommées A, B e t  C accompagnées de quelques composants mineurs. Ces 

r é su l t a t s  démontrent que l a  même protéine des formes monomères s e  retrou- 

ve dans l e s  complexes plus lourds e t  confirment, par conséquent, l a  

s t ruc ture  "polysome-like" mentionnée précédemment. Lorsque l e  matériel  



protéique est spécialement purifié, aucun matériel ne migre vers l'anode ; 

dans les conditions électrophorétiques utilisées, ce résultat prouve 

clairement que les protéines de l'informofère ne sont pas très basiques 

et qu'elles diffèrent, en outre, de celles des ribosomes (SAMAKINA et al. 

(152))- 

2) De légères différences ayant été observées par 

MOLNAR - et al. (153) quant à la répartition quantitative du matériel 

protéique dans les 3 bandes principales A, B et C, 1 W H E V W A  et GEOHGIEV 

(1 54) ont réexaminé la question en étudiant 1 ' influence de la réduction 
de ponts disulfures éventuellement présents dans les protéines par 

l'action du mercaptoéthanol. L'ensemble des résultats obtenus par électro- 

phorèse en gel de polyacrylamide, ont démontré en fait l'existence d'une 

seule protéine pouvant passer de la forme réduite (protéine B) à des 

formes oxydées (protéines A ou C selon l'agencement des ponts disulfures). 

3) Des résultats de composition en acides aminés ont 

d'ailleurs confirmé l'existence de 0,8 p. 100 de cystéine dans les parti- 

cules 30 S. Ils ont, en outre, démontré que la composition en acides 

aminés des informofères n'était pas de type basique (KRICH~VSKQJB et 

GEORGIEV ( 1 55 ) . 
4) Des études de mobilité élec trophoré tique, toujours 

effectuées en gel de polyacrylamide, ont permis de dé terminer approximati- 

vement, par application de la technique de SHAPIRO et al. (1 56), la masse 

moléculaire des sous-unités protéiques qui fut estimée à 40 000-45 000. 

Etant donnée la masse moléculaire d'environ 800 000 de la protéine des 

monomères, il s'ensuit qu'un seul informofère consiste de 15 à 20 sous- 

unités protéiques identiques (KRICHEVWA et GZORGIEV (1 57) ) . 

2 - ETUDES MORPHOLOGIQUES 
Une analyse morphologique des particules provenant de 

différentes zones du gradient a été effectuée, suite à une fixation par 

la formaldéhyde et ombrage au platine ou au palladium (SWIXA et al. 

(158))- 



Un examen au microscope électronique du p i c  30 S révèle  

la  présence des par t icu les  hab i tue l l e s  déjà  décr i tes  précédemment (vo i r  

p. 47). Dans l e s  zones plus lourdes,  on observe auss i  quelques pa r t i cu l e s  

simples mais sur tout  des agrégats ou des chaines de par t icu les  30 S. Dans 

l e  cas de chaînes, on peut compter l e  nombre de par t icu les  l i é e s  l e s  unes 

aux autres .  Il a é t é  possible d ' e f f ec tue r  une analyse des pa r t i cu l e s  

co l lec tées  à p a r t i r  de d i f f é r en te s  zones du gradient e t  de montrer que 

l e s  p ics  45 S e t  60 S contiennent respectivement des dimères e t  des tri- 

mères de façon prédominante, l a  zone 70 à 75 S des tétramères e t  des Pen- 

tamères ; l e s  complexes l e s  plus  lourds contiennent de longues chaînes 

comprenant jusqu'à 8 à 1 2  monomères ; on peut observer en out re  que l e s  

monomères s e  trouvent disposés d'une manière assez sér rée  l e s  uns aux 

autres .  Un traitement l imi t é  de l a  RNase conver t i t  tous ces complexes 

polymères en monomères identiques aux par t icu les  30 S d'origine. 

Toutes ces observations permettent d'évoquer une cor- 

r é l a t i on  e n t r e  l e  coef f ic ien t  de sédimentation e t  l e  nombre de pa r t i cu l e s  

e t  de confirmer l 'hypothèse quant à l a  s t ruc tu re  des complexes dARN-infor- 

mofères : l e s  par t icu les  lourdes sont  bien des complexes "polysomes-like" 

où l e s  informofères sont  étroitement l i é s  l e s  uns aux au t r e s  par  un f i l a -  

ment d ' M .  

SAMBRLNA - e t  a l .  (1 59) ont  proposé un schéma hypthétique 

quant à l ' o rganisa t ion  générale des  complexes nucléaires  contenant l e  

dARN ; nous l e  reproduisons dans la f igure  5 (p. 54). 

Les pr incipales  propriétés  des complexes dARN-infomo- 

f è r e s  dont nous pouvons c i t e r  en exemple l e  coef f ic ien t  de sédimentation 

hétérogène en gradient  de saccharose, la f a i b l e  densi té  en C s C l  e t  l a  

composition en bases "DNA-like" des ARN, évoquent de nombreux points  

communs avec d 'au t res  par t icu les  de dRNP rencontrées dans l e  nucléoplasme 

d 'autres  c e l l u l e s  animales. Les formes l e s  plus proches sont  peut-être 

l e s  "polysomes intranucléaires"  de SADOWSKI e t  HOWDEX (1 60) rencontrées 

également dans l e s  noyaux de f o i e  de Rat, ou l e s  complexes 30 S à 90 S 

i d e n t i f i é s  par  CARTOUZOU e t  a l .  (1  61 ) dans l e s  noyaux de l a  glande 

thyroïde de Mouton e t  sur tout  l e s  par t icu les  géantes 80 à 300 S trouvées 

par  STEVENIN e t  al,  (1  62) dans l e s  noyaux de cerveau de Rat ( se  r epo r t e r  

dans l e  premier chapi t re ,  au paragraphe : Les par t icu les  de dRNP ; p. 16). 
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Schéma de la s t ruc ture  des complexes contenant l e  dBRN nucléaire  
(d'après SAMARINA e t  al.. (1  6 3 ) ) .  



C - ROLE BIOLOGIQUE DES INFORMOFERES 
Des considérations surtout hypothétiques sur le rôle 

des informofères, c'est-à-dire des protéines combinées au dARN, peuvent être 

formulées de la manière suivante : 

1 - LES INE'ORMOFERES JOUERAIEI'TT IJN 8OLE ESSENTIEL DANS LE DETACHENIT DU 
dARN A PARTIR DU MOULE ADN 

Des calculs approximatifs ont permis, en effet, de 

démontrer que les complexes W-informofères les plus lourds (ceux compre- 

nant 18 à 20 monomères), pouvaient contenir un ARIJ atteignant une masse 
b 

moléculaire d1 environ 4 x 10 (SAMARINA et al. (1 64) ) ; cette valeur corres- 

pond à celle des dARN de masse moléculaire élevée nouvellement synthétisés 

(SCHERRER et al. (1 0 5 ) ) .  En outre, des déterminations effectuées sur des ARN 

isolés directement à partir de fractions nucléaires, démontrent qu'au moins 

80 à 90 p. 100, sinon la totalité, du dARN nucléaire se trouvent inclus 

dans de tels complexes (GEORGIEV (166)). 

Ces résultats tendent à prouver que, dès leur synthèse 

sur le moule ADN GU juste après, les dARN polycistromiques sont pris en 

charge par les informofères. 

2 - LES Iï'WORP4OFERES ASSURERAIENT LE CLIVAGE SPECIFIQUE DE deR1\J G W T S  EN 
CUINES PLUS COURTES 

Cette hypothèse, formulée par GEORGIEV (167) vient, 

récemment, d' être démontrée par NIESSING et SEKERIS (1 68). Lorsque des ARN 

"DNA-likel' nouvellement synthétisés (50 à 80 s), sont extraits de noyaux de 
foie de Rat et incubés en présence de faibles concentrations en informofères, 

il se produit une conversion presque complète des ARTJ de masse moléculaire 
élevée en matériel sédimentant principalement à 30 S ; cet ARN 30 S consti- 

tue une étape essentielle au cours de la dégradation. Une plus forte concen- 

tration en informofères, dégrade 1'BRN 30 S en ARN 18 S et ultérieurement 

en molécules sédimentant entre 16 et 4 S. Ces résultats indiquent que les 

informofères contiennent une endonucléase spécifique qui serait impliquée, 

in vivo, dans le clivage d'Am "DNA-like" de masse moléculaire élevée. 



3 - LES IN;FORMOFERES At5iW-T Lfi SELECTION ENTRE dARN DESTINES AU CYTD- ' 

PLASME ( m m )  ET dARN DETRUXTS DANS LE NOYAU 

Des expériences d'hybridations compétitives ont montré 

que l e s  deux classes de dARN nucléaires sont combinées avec l e s  informofères ; 

il semble donc probable que ces derniers  soient  impliqués dans l a  sé l ec t ion  

du dsRN destiné à ê t r e  t ransféré  dans l e  cytoplasme (SANARINA e t  al. (1 69)). 

4 - ENFIN, LES ~NFOREJIOFERES TRBNSPORTERBIENT LES mm VE& LE CYMPL$SME 

ou tout  ,au moins Jwqu là  l a  membrane nucléaire (MOLNAR e t  a l .  (1 70) ) . 

Tous ces processus de transformations du àARiV dans 

lesquels  l e s  in f  ormof ères  semblent impliqués, suggèrent qu il s ' a g i t  de 

protéines d'un type spécia l  pouvant jouer un r ô l e  important dans l a  régula- 

t ion  de l 'expression des gênes au niveau du transport  de l lBRNm.  

111 - LES PARTICULES NUCLEgIRES HOMOGENES 40-45 S 

Des part icules  nucléaires spéciales,  au t res  que l e s  

complexes dllIiN-informofères, ont pu ê t r e  i so lées  par extract ion ou incuba- 

t ion  de noyaux ; ce sont  : 

A - LES PAFtTICWS DE RNP 40 $ DE MOULE! ET CHAUVEAU 

1 - MISE EN EtTIDENCE DES PARTICULXX 40 S 

n 

Des par t icu les  de RNP de constante de sédimentation ' - 

40 S e t  contenant un ARN rapidement marqué, ont é t é  i so lées  par HOULE e t  

CHAUVEAU (171), par extract ion de noyaux de f o i e  de Rat. 

I 

Les noyaux de f o i e  de Rat ayant reçu une in jec t ion  

intrapéri tonéale d'acide orotique sont i so lé s  selon l a  technique de C U W E $ U  . 

(172) puis ex t ra i t s ,  par broyage en mortier à 09 C, dans un tampon conte- 

nant du Tr i s -HC1 50 mM à pEi 7,4, MgCl 1 mM e t  K C 1  25 mM, en présence de 
2 

sable de Fontainebleau. Par l a  su i t e ,  l ' ex t r ac t ion  des noyaux n'a plus é t é  

effectuée par broyage en mortier mais à l ' u l t r a - t u m .  Obtenue par l 'une  

ou l ' a u t r e  de ces  méthodes, la suspension e s t  soumise à une agi ta t ion  de 

15 mn puis à l 'u l t racent r i fugat ion  d i f f é ren t i e l l e ,  donnant finalement un 



sédiment appelé llCulot Tris1' ; ce dernier est remis en suspension dans le 

tampon d'extraction mais contenant une concentration plus forte en magnésium 

(MgC12 5 m~), puis analysé en gradient de densité de saccharose. L'examen 

du gradient révèle l'existence d'une population de Grticules marquées dont 

le coefficient de sédimentation est d'environ 40 S. 

2 - PROPRIElCES PRYSICO-CHIMIQUES DES PARTICULES 40 S 
a) Etude des particules (MOULE et CTAUVEhiu (1 73)) 

1 ) Influence du magnésium 

L'obtention des particules est sous la stricte dépen- 
2 + dance de la concentration en Mg du milieu d'extraction : la concentration 

optimale du tampon en Mg2 + est 1 mM. Pour des molarités supérieures, le 

pic diminue régulièrement jusqulà 5 mM ; au delà, il disparaft ; dans ces 

conditions, le phénomène d'extraction n'aurait pas lieu. 

2) Influence du DOC 

Les particules sont très sensibles au DOC à 1 p. 100. 

3) Composition 

Les particules contiennent 11 p. 100 dlARN et 89 p. 

100 de protéines (en poids sec). Le dosage de l7ADIi a été négatif. 

b) Etude de 1'ARN 

1) Coefficient de sédimentation 
I - 

LtARN extrait des particules par le phénol-SaS à 
A 

1 p. 100 sédimente en position 3,4 S, même en présence d'inhibiteur de la 

RNase. Il diffère, par conséquent, de llARN de transfert dont le coefficient 

de sédimentation, dans les mgmes conditions d'ultracentrifugation analyti- 

que, est de 4,2 S (MOULE et CHAWEBU (174)). 

2) Composition en bases 

Déterminée par spectrophotométrie dans l'ultra-violet 

et selon la méthode dtYCAS et VïNCENT (1 75) et KITBZUME et YCAS (1 76), la 

composition en bases de 1'ARN des particules est sensiblement la meme dans 

les deux cas et donne un rapport G + C/A 7 U égal à environ 1 (HOULE- et 

CKBWEBU (1 77)). En outre, la composition en bases déterminée selon la 



seconde technique est constante quelle que soit la dur6e da marquage au '5 
in vivo. Ces résultats suggèrent l'homogénéité métabolique de ltbAN (MO& 

et al. (178)). - 
D'autre part, ltARN des particules ne comporte pas de 

bases méthylées ce qui conforme, d'une part, que ce n'est pas de ltARN de 

transfert et prouve, d'autre part, qu'il ne s'agit pas non plus dlARN de 

faible masse moléculaire décelés récemment dans les noyaux de foie par LARSEN 

et al. (179) et WEINBERG et PENMAN (180). - 
3) Durée de vie 

+ 
La demi-vie de 1 ' ARN , dans le noyau, est de 1 6 h - 2 

4) Influence dl inhibiteurs de synthèse 

- Lfactinomycine D à fortes doses (800 dkg de poids ?- 
d'animal) n'inhibe que très partiellement la synthèse de ltARN des particu- 

les in vivo, En dutre, la composition en bases reste la même dans la frac- 

tion dlARN qui continue à Qtre synthétisée, Ce résultat apporte un argument 

supplémentaire en faveur de l'homogénéité de 1'ARN trouvé dans les particu- 

les (MO& et al. (182)). 

- En présence de p~momycine administrée à une dose 

inhibant la synthbse de l'ensemble des protéines hépatiques à plus de 90 p. 

100, la biosynthèse des particules se poursuit normalement ; pendant ce 

temps, en effet, l'activité spécifique de 11AF3? nouvellement synthétisé des 

particules est identique à celle trouvkchez des animaux témoins. Ces résul- 

tats suggèrent qu'il n'y aurait pas obligatoirement de synchmnisme entre 

la synthèse de ltARN et celle des protéines des particules 40 S, ce qui 
t 

suppose l'existence d'un "pool" de ces protéines dans le noyau (MOULE et al. 

(183)). 

c) Etude des protéines (SAMIN (184)) 

1 ) Electrophorèse en m l  de polyacqlamide 

Dissociées par l'urée 6 M, les protéines des particu- 

les ont été séparées électrophorétiquement en gel de polyacrylamide. Les 

densitogrammes obtenus révèlent essentiellement la présence de trois bandes 



protéiques A, B et C comme c1 est le cas pour les informofères (se reporter 

à la p. SI). 

2) Composition en acides aminés 

L'étude de la composition en acides aminés des protéi- 
acides aminés acides 

nes des particules conduit à un rapport égal à 1,39. 
acides aminés basiques 

Ces particules diffèrent, par conséquent, des ribosomes dont les protéines 

présentent, globalement, un caractère basique. 

3 - ETUDE MORPHOMGIQUE DES PABTICULES 40 S (MONNERON et HOULE (185)) 
L'observation au microscope électronique de particu- 

les 40 S incluses dans ltEpon ou ombrées par l'uranium, révèle la présence 

d'une population très homogène de particules. 

En coloration négative par le silicotungstate de 

soude, ces particules semblent sphériques et mesurent environ 250 de 

diamètre. 

En coloration positive par lturanyle, on peut distin- 

guer, à fort grossissement, des taches plus denses dt environ 40 1 de diamètre, 
arrondies, qui semblent correspondre à des sous-stmctures des particules. 

Des études de digestions enzymatiques ont, en outre, 

démontré que ces particules pouvaient correspondre aux grains interchroma- 

tiniens trouvés dans le noyau in situ (se reporter dans le premier chapitre, 

au paragraphe : les grains interchromatiniens ; p. 12). 

4 - ROLE BIOLOGIQUE DES PARTICULES 40 S 

Le rôle biologique des particules 40 S nta pu être 

déterminé : 

(1) Elles sont nettement différentes des ribosomes à 

la fois par leurs proportions et leurs compositions en ARN et protéines. 

(2) Leur composition en pro téines les rapprocherait 

des particules 30 S de SAMARINA et al. (186). 

(3) Ajouté à un système acellulaire de E. coli incor- 

porant les acides aminés, llARN des particules est sans action sur l1incor- 
1 

poration (MOULE et al. (187)). Il ne peut donc être ccnsidére comme messager, 

le critère de composition en bases étant insuffisant. 



B - LES PARTICULES DE IWP 45 S DIISHXAI?A e t  a l .  

1 - MISE EN EVIDENCE DE L'ELIMIEJATION PAR LES NOYAUX DE IWIIERIEL CONTWT 
DES PARTICULES 45 S 

Très récemment (en 1969), des par t icu les  de RNP 

ayant une constante de sédimentation de 45 S e t  contenant un ARN rapidement 

marqué, ont é t é  mises en évidence par  incubation de noyaux de f o i e  de Rat 

(ISHIKAWA, KURODA e t  OGATA (188)). 

Les noyaux i s o l é s  à p a r t i r  de fo i e  de R a t  marqué 

à l tac?ide orot ique I4c pendant 40 mn, fu ren t  incubés, à 20Q C ,  pendant 

5 ou 20 mn, dans un milieu contenant du saccharose 0,88 M, K C 1  0,025 M, 

MgC12 0,005 M, Tris-HC1 0,05 M, pH 7,6 e t  ATP 0,001 M, en présence df inhi-  

b i t eu r  de l a  IWase. Les noyaux furent  sédimentés par  centr i fugat ion d i f f é -  

r e n t i e l l e  ; l e  surnageant obtenu, contenant l a  t o t a l i t é  des produits élimi- 

nés par  l e s  noyaux, f u t  appelé "released f rac t ion" .  Analysée par  centr i fu-  

gat ion en gradient  de saccharose, c e t t e  f r a c t i o n  révèle la  présence de 

par t icu les  rapidement marquées en posi t ion 45 S. 

2 - ETUDE DE LA RADIOACTNITE ACIDO-INSOLUBLE DE LA TOWITE DU HATERIEL 
ELIMINE PAR LES NOYAUX. INFLUENCE DE DIFFERENTS FACTEURS (ISHIKAWA 
e t  a l ,  (189)) - 

a) Température e t  durée de l1 incubation 

La quant i té  de matér ie l  éliminé par l e s  noyaux e s t  

fonction du temps e t  proportionnelle à l a  température dans des l imi t e s  

comprises e n t r e  10 e t  37". 

b) Concentration en ATP 

LtATP stimule spécifiquement l ' é l imina t ion  par  l e s  

noyaux de produits  radio-actifs acido-insolubles ; l e s  GTP, CTF e t  UTP 

sont  moins e f f i caces  e t  l e s  ADP e t  AMP n 'ont  presque pas d ' e f f e t .  

c )  Concentration en cat ions b iva len ts  

Les cat ions b iva len ts  s'opposent à l ' é l imina t ion  par  

l e s  noyaux de r ad ioac t iv i t é  acido-insoluble, Les métaux alcalino-terreux 
2 + 

t e l s  que Mg , ca2 + e t  sa2 + agissent  en antagonistes de llATP. 



d) Le pH du milieu d'incubation 

L'élimination par l e s  noyaux de radioact iv i té  acido- 

insoluble e s t  proportionnelle au pH dans des l imi t e s  comprises ent re  6 e t  

8. 

3 - PR0PRIEYE.S PKYSICO-CHIMIQUES DES PAEiTICULES 45 S 

a )  Etude des part icules  (ISI~IKAWA e t  a l .  (190)) 

Les par t icu les  du pic 45 S ont  un rapport ~ ~ ~ / P r o t é i -  

nes t r è s  f a ib le  (environ 0,2 ) e t  d ' a i l l eu r s  une densi té  en C s C l  dgaiement 

t r è s  f a ib le  e t  égale à 1,4. 

E l l e s  s e  révèlent t r è s  sensibles  à l ' a c t ion  de l a  

RNase (1 @l) e t  de 1'EDT.A (10 mM). Par contre, e l l e s  of f rent  une résis-  

tance considérable au traitement par l a  DNase (1 g/ml) e t  l e  DOC à 0,2 

p. 100, 
r 

Ajoutons qu'en présence de doses t r è s  élevéas dl inhi-  

b i t eu r  de l a  RNase, l e  composé 45 S diminue considérablement au p ro f i t  d'une 

radioact iv i té  importante qui  apparaî t  dans l a  zone 80 S. 

b) Etude de , l lA.RN (ISHIKBWA e t  a l .  (191, 192)) 

LIARN des part icules  45 S e x t r a i t  selon l a  méthode 

au phénolSDS, à chaud, f u t  analysé par centrifugation en gradient de 

saccharose ; l'examen du gradient  révèle que llARN s e  r é p a r t i t  dans une 

la rge  zone s ' éta lant  de 6 à 28 S e t  possédant un maximum à 14-1 5 SI Ces 

r é s u l t a t s  furent  confirmés par l ' é tude  de l'AIN par électrophorèse en ge l  

de polyacrylamide. 

La composition en bases de 1 ' A R N  déterminée à l a  f o i s  

par spectrophotométrie dans l 'u l t ra -v io le t  e t  par l a  mesure des radioacti- 

v i t é s  des nucléotides après un court  marquage au 3 2 ~ ,  donne un même rapport 

G + C/A + U dont l a  valeur e s t  égale à 0,85. 

c )  Etude des protéines (ISHIXAWA e t  al. (1 93)) 

Les protéines des part icules  de RN? 45 S furent  

e x t m i t e s  par l ' a c t ion  combinée de l ' u rée  4 M e t  du LiCl 2 M. Soumises 

à l 'électrophorèse en ge l  de polyacrylami.de, ces protéines s e  retrouvent 

dans l e s  zones de migration l en te  ; par comparaison, e l l e s  sont moins basi- 

ques que l e s  histones e t  l e s  protéines de s t ruc ture  des ribosomes. L'étude 



de l a  composition en acides aminés confirme ce résul ta t  ; en e f fe t ,  l e  

contenu en acides aminés basiques des protéines des particules 45 S e s t  

environ égal à 60 p, 100 de celui des sous-unités ribosomales. 

En outre, des études métaboliques ont é t é  effectuées ; 

e l les  ont montré que l ' a c t i v i t é  spécifique des protéSnes des particules 

45 S e s t  deux fo i s  plus élevée, après 1 h de marquage i n  vivo, que cel le  

des protéines nucléaires totales. 

Ces résul ta ts  mettent en re l ief  l a  nature t r è s  spé- 

c ia le  des protéines des particules 45 S. 

4 - ROLE BIOLOGIQUE DES PARTICULES 45 S 

Ces particules de RNP 45 S, contenant des protéines 

bien spécifiques assez comparables aux informofères de GEORGIEV (voir 

p. 51 ), représenteraient l a  forme principale sous laquelle lfARNrn apparaft 

durant son transport du noyau vers l e  cytoplasme. Le caractère "messager" 

de l ' U N  contenu dans ces particules a é t é  prouvé par son ac t i v i t é  stimu- 

l a t r i c e  des synthèses protéiques dans un système acellulaire d'E. coli. 

(ISHIKAWA e t  al.  (1 94)). Cet BRN semble, en outre, pouvoir se l i e r  aux 

ribosomes pour former des polysomes a c t i f s  (ISHIKAWA e t  al .  (1 95)). 

L'étude des particules de dRNP rencontrées dans l e  

noyau ou l e  cytoplasme de différentes cellules animales, différenciées ou 

non, démontre indéniablement entre ces particules l 'existence de caractères 

de parent6 prouvant que l e s  différentes formes rencontrées cernent un même 

type de particules. Le t r a i t  commun, universellement rencontré dans ces 

particules, e s t  leur  densité en C s C l  relativement fa ible  e t  égale à 1,4 

correspondant à un contenu en ARN t r è s  fa ib le  e t  égal à environ 20 p. 100. 

Des études approfondies font, néanmoins, apparat t r e  

de légères divergences dans l e s  résul ta ts  observés. Citons, pour exemples : 



( 1 ) Le coef f ic ien t  de sédimentation des part icules .  

Il e s t  hétérogène e t  va r i e  dans des l i m i t e s  généralement comprises en t r e  

20 S e t  300 S ; cec i  e s t  tou t  à f a i t  normal pu i squ ' i l  e s t  fonction de la  

t a i l l e  de l lARNm, lui-même é t an t  fonct ion du type c e l l u l a i r e  étudié.  Néan- 

moins, l e s  formes homogènes, appelées pa r fo i s  "monomères" e t  correspondant 

à un ?egré l i m i t e  de l ' a c t i o n  ménagée par  la  RNase, var ien t  e t  sont  égales 

suivant l e s  cas  à 30 S, 40 S ou 45 Sc 

(2)  La composition en bases de llARN. E l l e  e s t  tou- 

jours à tendance "DNA-likett ; l e  rapport des  bases G + C/A + U va r i e  cepen- 

dant  de 0,7 à 1 .  

(3)  La nature des protéines.  Il s ' a g i t  dans tous 

l e s  cas é tudiés  de protéines spéciales  à tendance acide e t  nettement 

d i f fé ren tes  de c e l l e s  des ribosomes. S i  l ' on  aborde 1' étude f i n e  de l e u r  

s t ruc ture ,  e l l e s  sont  const i tuées l e s  unes de sous-unités ayant un coef- 

f i c i e n t  de sédimentation de 4 à 6 S (cas  de l l informofère)  ou d'environ 

9 S (cas de l a  protéine de l1 informosome). 

(4) La morphologie e t  l ' o rganisa t ion  de la  s t ruc tu re  

générale.  Les études n 'on t  pas é t é  jusqu'à présent t r è s  poussées e t  il e s t  

d f f f i c i l e  de s e  prononcer dans ce domaine. S i  GEORGIEV, s e  basant s u r  des 

observations morphologiques e t  sur tout  des déterminations biochimiques, 

a r éuss i  à donner un schéma hypothétique de l lo rganisa t ion  gbnérale de 

l ' informofère e t  plus  précisément du complexe dARN-informot?ères, aucune 

micrographie électronique de llinformosome n ' a  é t é  fournie par  SPIRIN. 

Ce n ' e s t  que t r è s  récemment que SPOHR, G W B O U L B N  e t  a l ,  (1 96) ont  effec- 

tué l ' é tude  morphologique de par t icu les  de RNP, i so l ées  du cytoplasme de 

ce l lu l e s  HeLa, q u i  semblent appartenir  au type infomosome ; e l l e s  s e  
O 

présentent sous forme de p e t i t e s  par t icu les  rondes de 110 à 200 A de dia- 

mètre e t  qu i  para issent  formées par 1 ' enroulement continu d'une chaine 
O 

à l ' a spec t  p e r l é  de 35 A d'épaisseur. Cet te  cons t i tu t ion  s'oppose to ta le -  

ment à c e l l e  préconisée par  GWRGIEV où l e s  informofères sont  des protéi-  

nes globulaires  comme surajoutées  t a u t  au long du filament de dAJlN ( r evo i r  

f i g .  S ; p. 54). 

Bien que abondamment t r a v a i l l é  depuis ces dernières  

années, l e  problème de la  nature exacte des  pa r t i cu l e s  t ransportant  l f A R N m  

r e s t e ,  cependant, i r réso lu .  Les d i f f i c u l t é s  rencontrées sont inhérentes  



aux systèmes utilisant des cellules animales. On ne peut encore dire si 

les particules de dRNP rencontrées sont absolument identiques entre elles 

in vivo, les divergences perceptibles n'étant alors dues qu'aux modalités 

d'extraction, ou s'il s'agit de particules appartenant à une même famille 

mais étudiées à un degré dl évolution différent ; 1' étude systématique 

de la protéine des particules de RNP, moins sensible aux dégradations que 

les BRN, pourrait apporter des arguments plus probants et révéler si ces 

particules évoluent ou non au cours de leur transport du chromosome au 

ribosome. 



T R A V A U X  P E R S O N N E L S  



l i RADIOAC TIVITE SPEC IFIQUE DES ARN 

Le problème de la détermination de la composition 

molaire en nucléotides des ARN et de leur radioactivité spécifique avait 

déjà été abondamment travaillé vt en grande partie résolu au laboratoire, en 

particulier, grâce aux travaux de BOULANGER, MONTREUIL et DERUMEZ (se 

reporter à la thèse de DERUMEZ (1 97) ) r Néanmoins, au moment où nous avons 

commencé nos travaux, les méthodes existantes ne fournissaient pas des 

résultats rigoureusement reproductibles, fait incompatible avec notre 

hypothèse de travail qui était la recherche d'éventuelles modifications 

chimiques ou biochimiques des AIW de différentes fractions cellulaires. 

Aussi avons-nous été amenée à apporter quelques perfectionnements supplémen- 

taires à ces méthodes qui nous ont conduite à l'obtention de résultats 

statistiques très satisfaisants. 

1 1 - - NISES AU POINT TECHNIQUES 1 
1 - PREPARATION DES ARN 

A la suite de nombreuses études critiques, trois 

méthodes avaient été retenues pour la préparation des AIW tissulaires : deux 

d' entre elles, dérivées du procédé de SCHMIDT et !THANNUUSER ne nécessitaient 

pas l'isolement préalable des ARN, contrairement à la troisième qui consis- 

tait à extraire les ARN par le chlorhydrate de guanidine. Afin de pouvoir 

les appliquer avec un maximum dlefficacité, il nous a semblé indispensable, 

d'une part, de déterminer laquelle de ces méthodes donnait le meilleur 

rendement absolu en ARN et, d'autre part, d'examiner la pureté des fractions 

obtenues. 

Les travaux que nous avons entrepris ont été effectués 

en collaboration avec R.P. SINGHAL et J .P .  KERCKAERT. 



A - PROCEDES D ' EXTRACTION DES ARN 
1 - PROCEDE DE SCHMIDT ET THANNHAUSER (1 98) ET BOULANGER ET MONTREUIL (1 99) 

Les organes sont rapidement prélevés et broyés à l'aide 

d'un appareil de FISCHER. La pulpe est recueillie directement dans 10 volumes 

d'une solution aqueuse d'acide trichloracétique à 10 p. 100 (p : v) maintenue 

à 4". La suspension est homogénéisée pendant 2 à 5 mn avec un appareil de 

POTTER et ELVEHJEM, puis centrifugée 10 mn à 1 500 g. Le culot de précipita- 

tion obtenu est lavé deux fois dans la même solution d'acide trichloracétique. 

Le résidu acido-insoluble est ensuite lavé trois fois par l'éthanol absolu à 

4 W ,  puis soumis à trois délipidations à reflux dans un mélange d'éthanol 

et d'éther (v : v). 

2 - PROCEDE DE SCHMIDT ET -USER MODIFIE PAR SINGW (200) 

Il s'agit du même procédé que celui décrit ci-dessus 

mais où les lavages à l'éthanol sont remplacés par des lavages dans l'éther 

pur qui permet une meilleure élimination de l'acide trichloracétique. 

3 - PROCEDE D' EXTRACTION PAR LE ÇHLORWYDRATE, ,DE GUANIDINE 
Ce procédé dérive du protocole décrit par COX et 

ARNSTEIN (201). Il a été mis au point, au laboratoire, par S E V G U  (202). 

Les modifications essentielles ont été d'effectuer une double extraction par 

le chlorhydrate de guanidine (5 M puis 6 M) et d'isoler les BRN par précipi- 

tation alcoolique (au lieu de faire passer sur des colonnes de résines à 

échange de cations). Le protocole expérimental est le suivant : 

a) Extraction des ARN. 5 g de tissu sont broyés dans 3 ml du 

mélange Tris 0,05 M, KC1 0,025 M, MgC12 0,005 M ajusté à pH 6,8 avec de 

l'acide acétique. Le broyat est recueilli dans un bécher refroidi dans un 

bain de glace et d'acétone. On ajoute ensuite 5 volumes d'une solution de 

chlorhydrate de guanidine 5 M contenant 0,033 M dlEDTA (disodique) et ajustée 

à pH 4,5 par de l'acide chlorhydrique. On homogénéise et on laisse en contact 

à OQ C pendant 30 m. Dans le cas où l'on opère sur des fractions cytoplas- 

miques contenant une quantité très faible d'AR., on ajoute, après l1homogé- 

néisation, 0,5 volume d'éthanol absolu que l'on mélange par simple agitation 



manuelle avec une t i g e  de ver re  ; on abandonne, dans ce cas, 60mn à - 50 C. 

Le préc ip i té  formé e s t  ensui te  r e c u e i l l i  par une centrifugation, à Oe C ,  de 

60 mn à 10 000 g (dans l e  cas  de subs t ra t s  pauvres en ARN, on centr i fuge à 

40 000 g pendant 60 mn). Le surnageant e s t  décanté e t  l e  cu lo t  de centr i fu-  

ga t ion  e s t  réhomogénéisé dans une solut ion de chlorhydrate de guanidine 6 M 

a ju s t ée  à pH 7,2, à raison de 1 m l  pour 1 g de t i s s u  de départ. Après un repos 

de 10 mn, on centr i fuge 30 mn à 9 000 g. Puis on lave de nouveau l e  préc ip i té ,  

dans l e s  mêmes conditions, avec l e  tampon EDTA (disodique) 0,2 M, Tr i s  0,01 PI 

a j u s t é  à pH 7 avec de l a  soude, e t  enfin avec de l ' é thanol  absolu amené à 

- 200 C. 

LfARN e s t  ensui te  e x t r a i t  de ce complexe ARN-guanidine 

insoluble par 5 t rai tements  avec l e  mélange T r i s  0,01 M, EDTA 0,002 M a j u s t é  

à pH 7,2, à raison de 1 ,5  à 2 m l  par gramme du t i s s u  de départ. Après chaque 

ex t rac t ion  ( l a  première de 60 an e t  l e s  suivantes de 30 mn), on centr i fuge 

pendant 20 mn, à 20 C ,  à 9 000 g. On r ecue i l l e  l e s  5 surnageants qu i  sont  

conservés à - 200 C avant d ' ê t r e  rassemblés. La so lu t ion  f i n a l e  renferme l e s  

AFN l ibérés .  

b) Pu r i f i ca t ion  de 1 ex t r a i t .  Cet te  so lu t ion  f i n a l e  e s t  addition- 

née de 2 p. 100 d i acé t a t e  de potassium à 100 p. 100 ( p  : v )  . La préc ip i ta t ion  

e s t  effectuée a l o r s  par  addi t ion de 2 volumes d 'é thanol  abeolu à - 209 C e t  

l e  mélange e s t  abandonné 15 heures à c e t t e  température. Le préc ip i té  blanc 

floconneiur: e s t  lavé deux f o i s  par  l ' é thanol  à 75 p, 100 contenant 2 p. 100 

d 'acé ta te  de potassium e t  une f o i s  par l f é t h a n o l  à 75 p. 100. Toutes l e s  

centr i fugat ions sont effectuées à - 200 C pendant 30 mn à 9 000 g. 

Le p réc ip i t é  a i n s i  obtenu e s t  const i tué dtARN macro- 

moléculaire, l i b r e  de protéines.  

B - DETERMINATION DU RENDEMENT ABSOLU EN ARN 

1 - MODE OPERATOIRE 

Les ARN provenant de f o i e s  de Rats de souche SPWGUE 

soumis à un jeûne de 12 h pour réduire  l e  glycogène hépatique, ont é t é  pré- 

parés selon l e s  t r o i s  procédés d é c r i t s  ci-dessus. Les t r o i s  protocoles expé- 

rimentaux ont é t é  menés t r è s  quantitativement à p a r t i r  de t r o i s  l o t s  



contenant un même poids du même broyat de foie .  

Les ARN ont ensui te  é t é  t r a i t é s  en vue du dosage des 

nucléotides selon l e  protocole expérimental d é f i n i t i f  (vo i r  p. 92). Ils ont  

é t é  hydrolysés en présence de soude 0,5 N, à 20Q C,  pendant 24 h.  près 

pur i f i ca t ion  s u r  colonnes de Dowex, l e s  hydrolysats fu ren t  séparés par élec- 

trophorèse s u r  papier e t  l e s  nucléotides dosés par spectrophotométrie dans 

1 ' ul t ra -v io le t  . 
La somme des 4 nucléotides a é t é  calculée de manière 

comparative dans l e s  t r o i s  procédés, donnant a i n s i  l e  rendement absolu en 

ARN. 

2 - RESULTATS 

Les r é s u l t a t s  correspondant à quatre  s é r i e s  d'extrac- 

t ions  sont  rassemblés dans l e  tableau V (?. 70) ; ils peuvent s e  résumer de 

la  manière suivante : 

a )  Les quant i tés  dfAHN t i s s u l a i r e s  dosées après  extract ion par  

l e s  deux méthodes selon SCHMDT e t  THANNHAUSER sont  identiques. 

b )  Au cont ra i re ,  l e s  quant i tés  dlAIW obtenues par  ex t rac t ion  

d i r e c t e  au chlorhydrate de guanidine sont légèrement plus  fa ib les .  E l l e s  

présentent,  en e f f e t ,  un d é f i c i t  moyen de 6 à 7 p. 100 par rapport aux 

méthodes indirectes .  

COI'TCLUSIONS ET DISCUSSION 

Les méthodes que nous avons chois ies  p u r  1' ext rac t ion  

des  ARN de f o i e  de Rat donnent toutes  l e s  t r o i s  des  r é s u l t a t s  presque iden- 

t iques  au point  de vue rendement. E l l e s  pourront, éventuellement, ê t r e  toutes  

appliquées à 1' étude des ARN t i s su l a i r e s .  

Ces r é s u l t a t s  s'opposent à ceux de SINGHAL (203)  qui  

t rouva i t  que la méthode de SCHMIDT e t  THANNHlUSER q u ' i l  a v a i t  personnelle- 

ment modifiée fou rn i s sa i t  un rendement t r è s  supérieur  en ARN à c e l l e  u t i l i -  

s ée  jusqu'alors e t  que c ' é t a i t ,  en outre,  l a  méthode d 'ex t rac t ion  par l e  

chlorhydrate de guanidine qu i  fou rn i s sa i t  l e  rendement optimum. 

C - ETUDE DE LA PURETE DES ARN 

1 - MODE OPERATOIRE 

La pureté  des ARN obtenus selon l a  méthode de SCHMIDT 

e t  ELANNHAUSER modifiée e t  par l e  chlorhydrate de guanidine a é t é  contrôlée. 



TABLEAU v- 

Quanti tés  d'AB3 t i s s u l a i r e s  obtenues en fonction de d i f f - r en t s  procédés d 'extract ion.  

\ 

( 
Extract ion d i r ec t e  par  l e  

( 
chlorhydrate de guanidine : 

Somme des 
Rxtrac t i ons  ind i r ec t e s  : 

( 4 nucléotides : Méthode de Méthode de Néthode de 
( (a )  : COX e t  ARNSTEIN (204) 

j 
: SCBMLDT e t  THANATf15SER : SC-T e t   USER ) 

( modifiée (205) modifiée (b) 
( 
-___--------------- ----L------------------------ ----------------".------------ ---------------------_-_____ 

) 
( Expérience ne 1 : 103,4 121,2 12394 
( 

j 

( Expérience nQ 2 : 145,4 Î 25,4 
) 

12897 
( 

1 
( Expérience ne 3 : 114,4 178,O 129,3 ) 

1 

( 
( Expérience no 4 : 113,6 129,4 -- ) 

) 

-- - - - - - -.-.--- ---- -W.- -.Iy-2 
(a) Quantités obtenues a p a r t i r  d 'un même homogénat de f o i e  de Rat .  

(b)  Au cours des dé l ip ida t ions  1' éthaaol e s t  remplacé par  l ' é ther .  



Les préparations dlARN de foies de Rat marqués in vivo 

par le radiophosphore, pendant 24 h, ont été, comme précédemment, hydrolysées 

et séparées par électrophorèse sur papier. Les électrophorégrammes ont été 

révélés de façon comparative par 1 ' observation en lumière ultra-violette, 
1 autoradiographie, le nitrate d ' argent ammoniacal et la ninhydrine à 0,1 

p. 100 dans l'acétone. 

2 - RESULTATS 
Les résultats obtenus sont représentés dans la 

figure 6 (p. 72). Ils peuvent se résumer de la manière suivante : 

a) Les extraits obtenus selon la méthode de SCHMIDT et TKANNHAUSER 

modifiée révèlent sur les autoradiogrammes, outre les 4 nucléotides C, A, 

G et U et l'acide pseudo-uridylique, la présence de nombreux contaminants 

qui sont : 

1 ) les inositols mono- et di-phosphates : 
2) l'acide glycérophosphorique et des dérivés d'origi- 

ne phospha tidique (phosphocholine, phosphocolamine, phosphosérine) g 

3) des dérivés protidiques (sérine, phosphothréonine 

et phosphopePtides) ; 

4) une fraction dl aligonucléo tides qui migre avec 

l'acide phosphorique. 

Ces différents composés ont été caractérisés par 

S I N G U  (206) par des analyses chromatographiques complémentaires dans les 

systèmes solvants classiques des acides aminés et des peptides. 

b) Les extraits dlARN obtenus par le chlorhydrate de guanidine 

montrent, sur les autoradiogrammes, une absence totale de dérivés phospho- 

rylés non nucléotidiques. 

3 - COELUSIONS ET DISCUSSION 

La présence de composés phosphorylés accompagnant 

les nucléotides de la fraction ARN des tissus traités selon la méthode de 

SCHMIDT et THANNHAUSER avait déjà été signalée par de nombreux auteurs. 

Parmi eux, MONTREUIL et BOULANGER (207) ont caractérisé la présence d'ino- 

sitol phosphate, DOLY et al (208) celle des phosphopeptides ; l'acide 
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Figure 6 

Séparation par électrophorkse (tampon citrate 0,02 M à pH 3,5) de l'hydrolysat alcalin d'un extrait 
de f o i e  de Rat obtenu par les méthodes de SCHMIIiT et THANNHAUSER modifiée (A) et à la guanidine (B) 
(dlaprès SINGHAL). 





phosphoglycérique accompagné d'une faible quantité d'acide pseudo-uridyli- 

que a été mis en évidence par PIIONTmIL, DERUMEZ et BOULANGER (209). Nos 

résultats confirment la présence de tels composés qui se localisent préfé- 

rentiellement dans les zones de migration des acides uridylique et cytidy- 

lique. La plus grande prudence devra donc être observée quant à l1applica- 

tion de cette méthode pour des études métaboliques où le radiophosphore est 

utilisé comme marqueur. 

La méthode d'extraction des ARN tissulaires par le 

chlorhydrate de guanidine offre, par contre, toute garantie sur les causes 

d ' erreur dues à 1 ' interférence de produits phosphorylés . 

L'étude critique concernant la préparation d'AHN 

tissulaires nous permet de conclure que si les méthodes selon SCHMIDT et 

THANNRAUSER donnent le meilleur rendement en BRN, le procédé d'extraction 

par le chlorhydrate de guanidine fournit des préparations dtARR extrêmement 

pures. Compte tenu de ces résultats, nous pouvons en tirer quelques consi- 

dérations di ordre pratique : 

1 ) Les méthodes selon SCKMmT et 'TEU'RUUSER seront de préfé- 

rence utilisées pour des études quantitatives d'Am et dans la détermina- 

tion de la composition molaire en nucléotides par spectrophotométrie dans 

l'ultra-violet. En effet, la présence de substances absorbant la lumière 

ultra-violette, constituées essentiellement d'acides aminés et migrant à 

l'emplacement des spots nucléotidiques, n'existe qu'à l'état de traces et 

ne peut provoquer d'erreurs dans les dosages. 

2) La méthode d'extraction par le chlorhydrate de guanidine sera 

de préférence utilisée dans tous les cas GÙ l'interférence de produits 

phosphorylés risque de fausser les résultats. Son emploi sera conseillé, 

en particulier, dans les déterminations de radioactivités spécifiques et 

pour les études de composition en nucléotides des ARN selon le procédé 

d'YCIIS et VINCENT (210). 



II - HYDROLYSE ALCALINE DES BRN 

Nos recherches ont porté essentiellement sur les 

points suivants : 

A - DETERMINATION DES CONDITIONS D'HYDROLYSE 
La détermination des conditions d'hydrolyse a donné 

lieu à une somme considérable de travaux, Nous avons porté notre choix sur 

les méthodes d'hydrolyse partielle des ARN qui libèrent les nucléotides ; 

d'une part, elles sont plus quantitatives que celles qui libèrent les 

bases, moins longues et délicates que celles qui assurent la libération 

des nucléosides et, d'autre part, ce sont les seules qui permettent à la 

fois des études de composition et des études métaboliques grâce à la pré- 

sence du phosphore nucléotidique. A l'hydrolyse acide, nous avons préféré 

l'hydrolyse alcaline qui, parmi les hydrolyses de nature chimique, est 

spécifique des ARN et permet éventuellement l'hydrolyse directe des mélan- 

ges ADN-ARN. De nombreux agents alcalins ont été étudiés dont l'ammoniaque 

utilisé dès 1918 par LEYENE (21 l), CALVERY et JONES (21 2) puis par BOULANGER 

et MONTREUIL (21 3) ; mais l'hydrolyse étant incomplète, l'utilisation de 

l'ammoniaque a été abandonné9,En effet, le problème à résoudre était d1obte- 

nir une hydrolyse quantitative et sans dégradations des nucléotides. Fina- 

lement, seules les hydrolyses sodique et potassique ont été retenues. 

1 - ACTION DE LA SOUDE DANS DIFFERENTES CONDITIONS D'HYDROLYSE 
Dans ses travaux sur la "quantativité" de l'hydrolyse 

alcaline, DERUMEZ (21 4) a confirmé que l'hydrolyse de liARN commercial de 

Levure par la soude 0,3 N, à 2ûc C, pendant 18 h était quantitative et que 

les effets de ce mode d'hydrolyse étaient identiques à ceux de l'hydrolyse 

par la soude 1 N, à 370 C pendant 18 h. Ces résultats nous ont incitée à 

déterminer de façon systématique la composition centésimale des ARN de foie 

de Rat, extraits par la méthode de SCHMIDT et THANNHAUSER, dans di2férentes 

conditions d'hydrolyse et avec des concentrations de soude comprises entre 

0,3 et 1 N. 



a) Mode opératoire 

Les foies de Rat sont traités selon la méthode de 

SCHNIDT et TBBNNHAUSER. Les culots de centrifugation, après délipidation par 

le mélange dléthancll et d'éther, sont hydrolysés par la soude à des concen- 

trations variables pendant 24 h et à des températures différentes : 

NaOH 0,3 N à 200 C et à 370 C 

NaOH 0,5 N à 2OQ C et à 379 C 

NaOH 1 N à 200 C et à 370 C 

Les hydrolysats sont purifiés sur colonnes de DOWEX 

puis séparés par électrophorèse sur papier d'ARCHES ; les nucléotides sont 

dosés par spec tropho tomé trie dans 1 ' ultra-violet (voir le protocole expéri- 
mental définitif ; p. 91 ) A  

Les résultats obtenus sont rassemblés dans le tableau 

VI (p. 76) ; ils peuvent se résumer de la maniére suivante : 

1 ) Quelle que soit la température, la composition 

centésimale en nucléotides des ARN est identique pour les concentrations de 

soude 0,3 N et 0,5 N ; même avec la soude 1 N à 200 C, les valeurs de dosages 

restent très comparatives. 

2) Seule la soude à concentration 1 N et à 370 C provo- 

que des modifications dans les pourcentages de nucléotides ; on observe, en 

effet, un déficit très net en acide cytidylique tandis que le taux de 

l'acide uridylique est augmenté d'une quantité égale ; il en résulte un 

décroissement du rapport bases puriques/bases pyrimidiques. Ces résultats 

s'expliquent par une désamination de l'acide cytidylique au cours de l'hydro- 

lyse. 

3) Quelles que soient les conditions d'hydrolyse, on 

n'observe pas, swr les électrophorégrammes, la présence de nucléosides. 

c) Conclusions et discussion 

1 ) Les résultats obtenus montrent la possibilité 

d'utiliser indifféremment llhydrolyse par la soude O,? N ou 0,5 N à 209 C 



TABLEAU VI 

Composition centésimale en nucléotides des ARN de foie de Rat extraits par la méthode de SCIiMmT et THMNHAUER 

en fonction des conditions d'hydrolyse. 



ou 37" en vue de déterminer la composition molaire des ARN tissulaires. 

Néanmoins, la soude 0,5 N qui occupe une position moyenne parmi les valeurs 

convenables sera conseillée pour effectuer l'hydrolyse des AIW, d'autant plus 

qu'à cette concentration on évitera davantage de courir le risque d'une 

hydrolyse incomplète. 

2) La désamination de l'acide cytidylique en milieu 

alcalin avait déjà été signalée par de nombreux auteurs et, en particulier, 

par DERUPEZ (215). Comme nous venons de l'observer, cette propriété risque 

d'introduire une double erreur, par défaut dans le dosage de l'acide cytidy- 

lique, par excès dans le dosage de l'acide uridylique ; aussi avons-nous 

jugé indispensable d'étudier d'une manière plus précise la stabilité de 

l'acide cytidylique dans les conditions d'hydrolyse préconisées. 

2 - ACTION DES ALCALIS SUR LES NUCLEOTIDES AlvlINES 
Nous avons étudié la désamination de l'acide cytidyli- 

que au cours de l'hydrolyse par la soude 0,5 N dont nous avons conseillé 

llemploi pour des déterminations de composition molaire des ARN, en comparai- 

son avec l'hydrolyse par la potasse O,? N qui reste très couramment utilisée. 

a) Mode opératoire 

L'acide cytidylique pur du commerce a étd utilisé. 

Nous avons, au préalable, vérifié en effectuant une électrophorèse sur 

papier quiil ne contenait pas de produits de dégradation; puis nous avons 

procédé de la manière suivante t 2 ml de solution aqbeuse diacide cytidyli- 

que (5 &ml) ont été mélangés à 3 ml de soude ou de potasse pour donner 

40 ml de solution finale à la concentration en alcali voulue. Les conditions 

d'hydrolyse ont été les suivantes : 

NaOH 0,5 N à 2 0 9  C pendant 24 h 

NaOH 0,5 N à 370 C pendant 24 h 

KOH 0,3N à 370 C pendant 18 h 

Chaque hydrolyse a, en outre, été effectuée en l'absen- 

ce ou en présence de sérum albumine, pour reproduire soit les conditions 

d'hydrolyse d 'un  AFiN pur isolé, soit celledtARN présents dans des extraits 

tissulaires du type SCHMIDT et THANNHAUSER. La sérum albumine a été ajoutée 



à raison de 2 mg pour 40 m i  d ' a l ca l i .  

Les hydrolysats sodiques ont é t é  ensuite  pur i f iés  

su r  échangeurs d'ions, séparés par électrophorèse su r  papier e t  dosés selon 

l e  protocole expérimental d é f i n i t i f  (vo i r  p. 93) a l a  différence près que 

l e s  dépôts sur  l e s  f e u i l l e s  dlélectrophorèse ont é t é  effectués en longues 

bandes de7m pour que l a  quanti té  de produit éventuellement désaminé s o i t  

bien perceptible en lumière u l t ra -v io le t te  ; l l é l u t i o n  a é t é  réa l i sée  avec 

des volumes d'acide chlorhydrique 0,01 N appropriés (30 m l  pour l 'acide 

cytidylique e t  6 m l  pour l ' a c ide  uridylique provenant de l a  désamination). 

Les hydrolysats potassiques ont  é t é  t r a i t é s  par 
f l ' a c ide  perchlorique pour éliminer directement l e s  ions K sous forme de 

perchlorate de potassium. La solution surnageante, amenée au préalable à 

pH 7, a é t é  lyophil isée puis dosée après électrophorèse su r  papier comme 

dans l e  cas de l'hydrolyse sodique. 

b )  Résultats 

Les r é s u l t a t s  sont  rassemblés dans l e  tableau V I 1  

(p. 79) ; ils peuvent se  résumer de l a  manière suivante : 

1 ) La soude 0,5 N e s t  plus agressive à 37" qu'à 

200 C ; en e f f e t ,  dans ces conditions, l e s  désaminations de l ' a c ide  cytidy- 

l ique en acide uridylique sont  respectivement égales à environ 5 p. 100 e t  

moins de 2 p. 100. 

2)  La potasse 013 N, à 37Q C pendant 18 h ne provoque 

pas de d4samination importante (2 p. 100 environ), 

3) Enfin, dans aucun cas, l a  présence de protéines 

ne diminue, de manière sensible, l e  taux de désamination. 

c )  Conclusions e t  discussion 

Les r é s u l t a t s  obtenus montrent q u ' i l  e s t  préférable 

d 'e f fec tuer  l 'hydrolyse sodique des ARN avec de la soude 0,5 N à 200 C 

p lu tô t  qu'à 370 C ; En e f f e t ,  dans ces conditions, l e  pourcentage de 

désamination e s t  négligeable pu i squ t i l  n ' a t t e i n t  pas 2 p. 100. 
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. . 
La potasse 0,3 N à 379 C pendant 18 h, t e l l e  qu 'e l le  

est courannnent employée, ne provoque pas non plus de désamination importan- 

te. Nos résul ta ts  sont en accord avec ceux de KLEïNSCHMDT e t  MBNTKFY (216) 

qui estiment à 2,4 p. 100 la désamination de l 'acide cytidylique provoquée 

par la potasse 0,3 M agissant à 370 C . Ils sont, par contre, en contra- 

diction avec ceux de DERüMEZ (217) qui trouve, d'une part, que la potasse 

e s t  plus agressive que la  soude e t ,  d'autre part,  que l e s  protéines jouent 

un r81e protecteur vis-à-vis des ARN au cours de leur  hydrolyse par l e s  

alcalis .  

L'ensemble de ces expériences montre que l'hydrolyse 

des ARN doi t  &t re  effectuée par l a  soude 0,5 N, à 2OQ C,  pendant 24 h. Dans 

ces conditions, on obtient une hydrolyse quantitative e t  sans dégradations. 

Cette méthode offre, en outre, l'avantage de pouvoir ê t r e  u t i l i s ée  auss i  

bien pour des ARN préparés sans isolement préalable selon la technique de 

SCHMIDT e t  THANNHAUSER que pour l'hydrolyse d'Am purs isolés  pax l e  chlo- 

rhydrate de guanidine. 

L'hydrolyse par l a  potasse 0,3 N à 37" pendant 18 h 

sera  moins conseillée. El le  ne provoque pas de dégradations mais risque 

d l&t r e  moins quantitative ; en effe t ,  l t ac id i f i ca t ion  par l 'acide perchlo- 
+ rique qui  permet dtéliminer l e s  ions K sous forme d'un précipité de per- 

chlorate provoque un entrafnement irréversible de 3 à 5 p. 100 des nucléo- 

t ides  de l'hydrolysat (voir, en particuliei; COCITO e t  WURON (218)). 

B - PURIFICATION DES HYDROLYSASS 

La purification des hydrolysats sodiques a été 

effectuée sur  des résines échangeuses de cations comme l 'avaient préconisé 

BOULANGER e t  MONTRmTIL (219) e t  selon l e  protocole expérimental mis au 

point par DERüMEZ (220). 

Nous avons seulement étudié la capacité de f ixation 

de soude par l e s  colonnes de DOWEX-50 x 2 ; 25-50 mesh que nous ut i l i sons  

couramment au laboratoire. Nous avons déterminé que des colonnes de résine 



de 2 x 20 cm pouvaient f i x e r  jusqut à 2,4 g de soude. 

III - SEPUTION DES PRODUITS D'HYDROLYSE 

Les solutions d 'élut ion des nucléotides r e c u e i l l i e s  

après passage sur  colonnes de DOWEX sont lyophilisées. Avant de pouvoir ê t r e  

dosés, l e s  résidus secs obtenus doivent ê t r e  redissous dans un solvant 

approprié, puis analysés. S i  l a  séparation des nucléotides n ' a  pas causé 

de d i f f i cu l t é ,  nous avons eu à résoudre l e  problème de l a  dissolut ion 

quanti tat ive des nucléotides. 

A - DISSOLUTION DES NlTCLEOTIDES 

Plusieurs solvants avaient  déjà é té  proposés. Nous avons 1 

tout  d ' abord u t i l i s é  1 ' eau d i s t i l l é e  comme l e  préconisai t  DErmMEZ (221 ) . ! 
4 

I I .  

Dans ces conditions, néanmoins, nous obtenions une grande dispersion dans '3 
/ A  -* 

l e s  r é su l t a t s  de dosages, causée surtout  par un d é f i c i t  i r r égu l i e r  e t  i 

important de l ' a c ide  guanylique. O r ,  il importait  avant tout  que l a  récupé- A 

r a t ion  des nucléotides f a t  t o t a l e  e t  non sélect ive.  L'acide guanylique é t an t  ,,J + 
diff ici lement  soluble dans l 'eau,  nous avons pensé que l ' e r r e u r  devait  1 

provenir de c e t t e  propriété.  Pour nous en assurer j  nous avons comparé l e  
8 - 

pouvoir de dissolut ion des nucléotides dans l ' e au  e t  dans l l s c i d e  chïorhy- c' 

? 
drique 0,1 N où, au contraire ,  l ' ac ide  guanylique e s t  parfaitement soluble. 

-.II 

1 - MODE OPERATOLRE 
;d 

Nous avons passé sur  des colonnes de DOWEX 50, des y 
iY1 

quanti tés  al iquotes d'un mélange des 4 nucléotides purs C ,  A, G e t  U, s o i t .  ... 4 

1,S m l  d'une solution témoin contenant 5 mg/ml de chaque nucléotide, Avant ( .- 
leur passage su r  colonne, l e s  solutions ont é t é  complétées à 100 m l  avec 

de l ' e au  d i s t i l l é e .  Les é lua ts  ont é t é  lyophil isés  puis l e s  résidus secs 

ont  é t é  r ep r i s  s o i t  par 1,5 m l  d'eau d i s t i l l é e ,  s o i t  par 1,5 m i  d'acide 

chlorhydrique 0,l  N. Les suspensions a i n s i  obtenues ont é té  portées à 

l ' é tuve  à 370 C pendant 15 mn puis centrifugées en tube conique. Des quan- 

t i t é s  aliquotes des surnageants (20 1 )  ont é t é  analysées par électrophorèse , "  ? P 

s u r  papier puis dosbspa r  spectrophotométrie dans l t u l t r a c v i o l e t  selon l e  i' 

, $1 



protocole expérimental définitif (voir p. 94). Nous avons dosé, de la même 

manière, les nucléotides de la solution témoin. 

2 - FESULTATS 
Les résultats obtenus ont été rassemblés dans le 

tableau VI11 (p. 83) ; ils peuvent être résumés de la manière suivante : 

a) Lorsque les résidus, après la lyophilisation, sont repris 

par ltHC1 0,1 N, la récupération est totale pour tous les nucléotides. 

b)  Si les résidus sont repris par de 1' eau distillée, on observe 

un déficit de 20 p. 100 pour l'acide guanylique. Des écarts de cet ordre 

avaient été constatés au cours de nos multiples dosages sur les ARN tissu- 

laires. 

3 - CONCLUSION 
La dissolution des résidus provenant de la lyophili- 

sation devra être effectuée par l'acide chlorhydrique 0,l N. On évitera, 

de cette manière, une perte à la fois quantitative et sélective des nucléo- 

tides. 

B - SEPARATION ELKTROPHORETIQUE DES PRODUITS D'HYDROLYSE 

Il existe plusieurs méthodes de séparation des 

nucléotides ; les plus couramment employées, dans les études quantitatives, 

sont la chromatographie sur papier et l'électrophorèse sur papier. Nous 

avons choisi d'opérer par électrophorèse sur papier ; non seulement ce 

procédé est plus rapida et l'identification des nucléotides plus commode 

(simple observation en lumière ultra-violet te) mais il permet dl effectuer 

les dosages de nucléctides à la fois par détermination du phosphore nucléo- 

tidique et par spectrophotométrie dans l'ultra-violet, avantage très appré- 

ciable dans le cas d'études comparatives. D'autre part, nous venons de voir 

que la dissolution des nucléotides, pour être totale, doit être effectuée 

obligatoirement dans l'acide chlorhydrique 0,l N ; oz, à cette concentration, 

l'acide chlorhydrique gêne la chromatographie sur papier. 



Récupération (en p. 100) des nucléotides après lyophilisation, en fonction de dif- 

fdrents procédés de solubilisation, 

: Témoin : Procédés de sclubilisation 

i Récupération : 
: HC1 0,1 N : Récupération 

) 
Eau 

en p. 100 ( : en P. 100 ) 
? 

NOTA : 1) Les résultats sont la moyenne de 12 dosages effectués à partir des éluats - 
de 2 colonnes différentes. 

2) Les rapports molaires des nucléotides ont été calculés pour 10 moles d'acide 

adénylique. 



Nous avons u t i l i s é  l a  méthode employée au  laboratoi- 

r e  : l 'é lectrophorèse e s t  pratiquée dans des cuves en t o i t ,  dans l e  tampon 

c i t r a t e  de DAVIDSON e t  SMELLIE (222) (vo i r  protocole expérimental d é f i n i t i f  ; 

p. 94). La seule  modification que nous ayons apportée, cons is te  à ef fec tuer  

l e s  dépôts de solut ion contenant l e s  nucléotides,  non en points,  mais en 

bandes : l e s  dépôts s e  f o n t  s u r  une l igne  de départ t racée à 1 2  cm du bord 

de l a  f e u i l l e  ; à p a r t i r  de l 'une des extrémités, on dépose une gout te  

d 'acide picr ique dont l a  migration indique l a  posi t ion r e l a t i v e  des nucléo- 

t ides ,  puis un témoin des 4 nucléotides purs C ,  A, G e t  U e t  enfin l e  

produit  à doser s u r  3 bandes de 4 cm équidis tantes  de 3 cm. Dans ces con- 

d i t ions ,  il r e s t e  suffisamment de place du côté opposé de l a  f e u i l l e  Four 

l a  cons t i tu t ion  de 4 témoins papier.  

Cet te  manière de procéder nous a permis, d'une par t ,  

d lob ten i r  une meilleure séparat ion des nucléotides pour une même quant i té  

de produi t  déposé e t ,  d ' au t re  par t ,  d ' e f fec tuer  des dépôts éventuellement 

plus  importants, apportant davantage de précision aux r é s u l t a t s  de dosages. 

La séparat ion des nucléotides par électrophorèse s u r  

papier permet de déterminer à l a  f o i s  la composition en nucléot ides  des ARN 

e t  l e u r  r ad ioac t iv i t é  spécifique. Nous avons essdyé de déterminer quel les  

méthodes de dosages donnaient l e s  meilletirs r é su l t a t s .  

I V  - DOSAGE DES NUCLEOTIDES 

A - COMPWISON DES RESULTATS DE DOSAGES PAR LE PHOSPHORE ET PAR SPECTRO- 

PHOTOMETRIE DANS L'ULTRA-VIOLET 

Deux méthodes jusqu'alors é t a i e n t  u t i l i s é e s  pour la  

détermination de l a  composition molaire des ARN ; e l l e s  é t a i e n t  fondées, 

l 'une  sur l a  détermination du phosphore nucléotidique, l ' a u t r e  sur l a  

spectrophotornétrie en ul t ra-violet .  Nous avons comparé l e s  r é s u l t a t s  des 

dosages donnés par  ces deux procédés s u r  l e  t i s s u  hépatique t o t a l  e t  s u r  

l e s  f r a c t i o n s  c e l l u l a i r e s  classiques pour e f fec tuer  un choix en t r e  ces 

deux méthodes . 



1 - TECHNIQUES 

a )  Dosage du phosphore nucléotidique par l e  procédé d'ALLEN (223)  

Il s ' a g i t  d'un dosage calorimétrique basé s u r  la  

transformation du phosphomolybdate en bleus de molybdène en présence d'un 

réducteur. Pour ce type de dosage, l e s  électrophorèses sont effectuées s u r  

du papier  WHATMAN ne 1 .  

b )  Dosage des nucléotides par spectropho tométrie dans l ' u l t r a -  

v i o l e t  

Quand l e s  nucléotides doivent ê t r e  dosés par spectro- 

photométrie, l 'é lectrophorèse e s t  effectuée s u r  du papier d'ARCHES. Les 

nucléotides sont  i d e n t i f i é s  en lumière u l t ra -v io le t te  e t  dosés selon l e  

protocole expérimental d é f i n i t i f  (vo i r  p. 94). 

2 - RESULTATS 

Les r é s u l t a t s  obtenus ont é t é  rassemblés dans l e  

tableau iX (p. 86). Ils colirespondent aux rapports : 

quant i té  de nucléotides déduite du dosage par spectrophotométrie en 
L_ ul t ra -v io le t  
- 

P quant i té  de nucléotides déduite du dosage de phosphore 

Nous pouvons cons ta te r  que tous l e s  rapports  

P auss i  bien p o u  l e  f o i e  t o t a l  que pour l e s  d i f fé ren tes  f r ac t ions  ce1 ulai-  

r e s  hépatiques sont  uniformément égaux à 1 pour l e s  nucléotides C, A e t  G 

prouvant que l e s  quant i tés  r e l a t i v e s  de nucléotides récupérées par  spectro- 

photométrie en ul t ra-violet  e t  par  l e  dosage du phosphore sont,  pour ces 

t r o i s  nucléotides,  rigoureusement identiques.  Il n'en e s t  pas de même pour 

l ' a c i d e  uridylique où l ' o n  constate,  d'une manière générale, un d é f i c i t  

dans la  valeur  des rapports Fo r t  probablement, l ' a c i d e  ur idyl ique e s t  

s o u i l l é  de t races  de giyoéropkosphate comme ce la  a é t é  démontré s u r  l e s  

autoradiogrammes (vo i r  f igure  6 ; p. 7 2 ) ,  ce qui provoque un excès dans 

l e s  valeurs  de dosages par l e  phosphore e t  une diminution du rapport 4 
P 





3 - CONCLUSION 
Le dosage spectrophotométrique semble préférable 

au dosage par le phosphore, aussi avons-nous complètement abandonné ce 

dernier pour des déterminations de composition molaire des ARN. 

B - DOSAGE SELON LE PROCEDE D'YCAS ET VINCENT : APPLICATION AUX "fQ2.N- - 
GUANIDDE" ET AUX "AliiT-SCHP1IDT ET THlLVNhYUSER: -- 

Nous avons appliqué la méthode selon YCAS et VIXCENT 

(224) et KITAZUME et YCaS (225) (voir le protocole expérimental définitif ; 

p. 95) à la détermination de la composition molaire d'Am nouvellement 

formés, préparés selon le procédé de SCHMIDT et THANNHAUSER et par le 

chlorhydrate de guanidine pour comparer le mérite des deux méthodes. 

1 - MODE OPERATOIRE 
Les BRN préparés selon les deux types d'extraction 

cnt été obtenus à partir diun même homogénat de foies de Rats ayant reçu 

une injection intrapéritonéale de radiophosphore, 30 mn avant leur sacri- 

f ice . 

2 - F8SULTATS 
Les résultats de composition molaire des ARN obtenus 

selon le procédé de YCAS et VINCEUT ont été rassemblés dans le tableau X 

(p. 88) cù ils peuvent être comparés à ceux obtenus, selon les mêmes pro- 

cédés d'extraction, mais par dosage des nucléotides par spectrophotométrie 

dans l'ultra-violet. 

Nous pouvons constater que si les compositions cen- 

tésimales des "ARN-guanidine" et des "AF3T-SCHMIDT et !EUNNHAUXERfl, déter- 

minées par spectrophotométrie sont identiques, au contraire, les composi- 

tions centésimales déterminées selon le procédé dtYCAS sont très diffé- 

rentes. En effet, dans le cas des "AR.73-guanidine", nous nous rapprochons 

de la réalité car la composition en nucléotides est voisine de celle dqs 

ARN messagers qui portent la majeure partie de la radioactivité ; par 

contre, les résultats fournis par les "ARN-SCHMIDT et THNYNHAUSER" sont 

plus dispersés et ce résultat s'explique par la présence de composés phos- 

phorylés non nucléotidiques à radioactivité très élevée qui proviennent des 

phospholipides. 
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3 - CONCLUSIONS 
La détermination de la composition des ARN nouvel- 

lement synthétisés résultant de l'étude des radioactivités des nucléotides 

doit Qtre effectuée sur des hydrolysats d"'ARN-guanidine". 

V - RADIOACTIVITE SPECIFIQUE DES WCmOTIDES : 

A - MODE OPERASOIRE 
La détermination de la radioactivité spécifique 

des nucléotides, effectuée selon le protocole expérimental définitif 

(voir p. 96) ,  a été appliquée à l'étude dl"ARN-SCHMIDT et TUNNHAUSEB'' et 

d"'BRN-guanidinel' provenant de foies de Rat ayant reçu une injection de 

radiophosphates 1 h et 24 h avant leur sacrifice, à raison de 1 mC par 

Rat. 

B - RESULTATS 
Les résultats obtenus sont rassemblés dans le ta- 

bleau XI 90). Pour des incorporations in vivo de 1 h et 24 h, on 

constate que Les radioactivités spécifiques des acides adénylique et 

guanylique sont égales dans les deux méthodes. Par contre, des divergences 

apparaissent pour les acides cytidylique et uridylique par suite de 

l'interférence de composés phosphorylés non nucléotidiques dont les 

vitesses d'incorporation sont très élevées ; en effet, pour l'acide 

cytidylique, la différence est négligeable après 1 heure de marquage, mais 

la radioactivité spécifique augmente de 12 p. 100 après 24 heures dtincor- 

poration dans les cas où les ARN ont été extraits selon la méthode de 

SCHMIDT et THANJEUUSER ; pour l'acide uridylique, l'erreur par excès se 

manifeste dès la première heure de marquage (23 p. 100) et ne cesse de 

croître pour atteindre 35 p. 100 après 24 heures. 

C - COEJCLUSIONS 
Seules les radioactivités déterminées à partir 

dlBRN extraits par la méthode à la guanidine semblent représenter les 



TABLEAU XI 

Radioactivités spécifiques des nucléotides dl"ARN SCHKIDl? et TH.MNUUSERtt et d"'ARN-guanidinew provenant 

de foies de Rats ayant reçu une injection de radiophosphate. - -- 
( 

Radioactivités spécifiques (*) 
--y 

1 
Incorporation : 1 h bcorporation : 24 h 1 'i 

SCHMIDT et S C m T  et 
Guanidine 

TIHANEUUSER : 'I'HANNndUSER. : Guanidine j 1 

( Radioactivité 4 4 4 
( 125.10 115.10 176.10 

totale 
r 56.10~ 

- : /  

(+) Exprimées en coups/mn/mg de P 



valeurs exactes de l'incorporation du 3 2 ~  d-ans les nucléotides. Il sera 

toutefois possible de tenir compte des activités métaboliques d8lLRW prépa- 

rés selon la méthode de SCHMIDT et THANNFAUSER en se basant sur les radio- 

activités spécifiques des acides adénylique ou guanylique qui ne semblent 

pas être contaminés par des composés phosphorylés, comme l'avaient démontré 

les études dl autoradiographie. 

1 
20 - PROTOCOLE EXPERIXEXTAL DEFINITIF 

Sur la base d'expérimentations antérieures et des 

mises au point personnelles décrites dans les différents paragraphes qui 

précèdent, nous nous sommes finalement arrêtée au protocole suivant pour 

les déterminations de la composition molaire et de la radioactivité spéci- 

fique des ARN tissulaires. 

1 - PREPAIIATION DES T'ISSUS 

Les animaux doivent être soumis à un jeûne de 1 5 

à 18 heures pour réduire le glycogène hépatique. Après le sacrifice, les 

organes sont prélevés et broyés à L'aide de l'appareil de FISCHER qui 

débarrasse également le tissu de sa trame conjonctive. Toutes ces opérations 

doivent être effectuées le plus rapidement possible et à 0 2  C pour éviter 

au maximum les dégradations enzymatiques et les phénomènes d'autolyse. 

Les opérations qui suivent diffèrent selon le pro- 

cédé d'extraction utilisé ; nous en avons retenu deux : 

1 ) La méthode de SCHMIDT et THANNHAUSER (226) et de BOULANGER 

et MONTREUIL (227) 

Elle est basée sur l'étude des ARN sans isolement 

préalable. Dans ce cas, le broyat est plongé dans l'acide trichloracétique 

froid à 1 0  p. 1 0 0  qui précipite la fraction mscromoléoulaire, y compris les 

AIW ; cette dernière est lavée, à 40 C, par 1' éthanol ou de 1' éther pur, 



puis dél ipidée par  un mélange d 'é thanol  e t  d ' é ther  à l ' é b u l l i t i o n  e t  à 

re f lux  (voi r  d é t a i l s  techniques p. 67). 

Nous obtenons, de c e t t e  manière, une f r ac t ion  

enrichie  en BRN. 

2) La méthode de COX e t  ARNSTEIN (228) modifiée par  SIXGHAL 

(229 ) 
E l l e  e s t  fondée s u r  l ' a c t i o n  dénaturante du chlo- 

rhydrate de guanidine s u r  l e s  protéines.  Dans ce cas, l e  broyat est mélangé 

à un tampon T r i s  - MpC12 - KC1 a j u s t é  à pH 6 ,8 ,  l'ensemble é t a n t  r e f r o i d i  

dans un bain de glace e t  d'acétone. On a joute  une solut ion de chlorhydrate 

de guanidine a jus t ée  à pH 4,5. Dans ces conditions de pH e t  de température, 

l e s  ions guanidium s e  combinent avec l e s  ARN pour former des complexes inso- 

lub les  qu i  s e  séparent aisément des protéines qui  r e s t en t  en solut ion.  

Après d i f f é r en t s  lavages, l e  complexe e s t  d i ssoc ié  en milieu ac ide  à pH 

4,2 - 4,5 e t  lfA.RN e s t  i s o l é  par p réc ip i t a t i on  éthanolique (vo i r  d é t a i l s  

techniques p. 67)r. 

Nous obtenons, de c e t t e  manière, des AEW à l ' é t a t  

pur. 

A plusieurs  repr i ses ,  nous avons pu cons ta te r  que 

la méthode selon SCKMXDT e t  TKANNflsUSER devai t  ê t r e  de préférence u t i l i s é e  

dans l a  détermination des compositions molaires dtARN par  spectrophotométrie 

dans l ' u l t r a -v io l e t  e t  que l 'emploi de l a  méthode par l e  chlorhydrate de 

guanidine é t a i t  indiqué dans la détermination de l a  composition molaire 

selon l a  méthode dtYCAS e t  dans l e s  études de rad ioac t iv i tés  spécifiques.  

11 - HYDROLYSE SODIQUE 

L'étude c r i t i que  de l 'hydrolyse des ARN nous a 

montré que l 'hydrolyse d o i t  ê t r e  e f fec tuée  par  de l a  soude 0,5 N,  à 200 C ,  

pendant 24 h ( v o i r  p. 74). Cet te  méthode convient aus s i  bien à l thydro lyse  

dfARN purs qu'aux ARN préparés sans isolement préalable. 



Nous utilisons approximativement 30 m l  de soude 0,5 N 

pour 5 g de tissu frais. Les hydrolysats sont menés à pH 4-4,5 par addition 

d'acide fornique concentré. Après un repos minimum d'un quart d'heure, le 

précipité constitué par des protéines et l'ADN insoluble en milieu acide est 

éliminé par une centrifugation de 2 500 g pendant 20 m. Le liquide surnageant 

doit être limpide. 

III - PURIFICATION SUR RESINES A ECHANGE DE CATIONS - 

Outre les nucléotides, le liquide surnageant contient 
+ 

encore des ions minéraux ( ~ a  provenant de l1 hydrolyse sodique), des peptides, 

des acides aminés et des composés phosphorés non nucléotidiques. Les ions mi- 

néraux sont gênants pour les séparations électrophorétiques et les micromo- 

lécules organiques, interfèrent dans les dosages, d'où la nécessité de procé- 

der à une nouvelle purification. De nombreux auteurs et, en particulier, 

MONTREUIL et BOULANGER (230) et BOULANGER et MONTREUIL (231 ) ont préconisé 

l'emploi de résines à échanges de cations qui permettent dtéliininer à la fois 
+ 

les ions Na et la majeure partie des peptides et amino-acides. 

Le protocole expérimental concernant la purification 

sur colonnes de résines échangeuses de cations a été mis au point par 

DERU'MlCZ (232). 

Nous utilisons le DOWEX 50 x 2, mesh 25-50, sous sa 

forme acide ; cette dernière est obtenue par le passage, sur la résine, d'une 

solution d'acide chlorhydrique 2,5 N ; 0,5 1 suffisent pour les colonnes 

mesurant 2 x 20 cm que nous utilisons ; la résine est ensuite lavée soigneu- 

sement à l'eau distillée jusqu'à ce que le liquide effluent atteigne un pH 

voisin de 6. 

La solution de nucléotides, diluée au préalable à 100 ml 

avec de l'eau distillée, est passée sur les colonnes ainsi préparées, à rai- 

son de 6 à 8 gouttes par seconde. La résine est ensuite lavée avec 1 l d'eau 

distillée. L'effluent est recueilli sur chloroforme pour éviter la dégrada- 

tion des nucléotides, puis immédiatement lyophilisé. 

Sur des colonnes de 2 x 20 cm, il est possible de 

faire passer jusqu' à 2,4 g de soude, comme nous l'avons précédemment déter- 

miné (voir p. Bo), à condition de ne pas dépasser 4 mg de phosphore total, 



comme l'avait préconisé DERUMEZ (233). 

Avant d'effectuer le passage sur colonne, il est donc 

tout à fait indiqué de doser le phosphore total sur une quantité aliquote 

de la solution de nucléotides ; ce dosage de phosphore, effectué selon la 

méthode dtALUB (234) permet, en outre, de dé terminer approximativement la 

quantité de phosphore nucléotidique et d'éviter par la suite de multiples 

essais de concentration au moment des dépôts sur les électrophorégrammes. 

IV - SEPARATION ELECTROPHORFITIQUE DES NUCLEOTIDES 

Les résidus de lyophilisation sont repris obligatoire- 

ment par une solution d'acide chlorhydrique 0,l N (0,3 à 2 ml suivant la con- 

centration en nucléotides) ; la suspension est portée 15 m à 3 7 W ,  puis 

centrifugée. Ces conditions permettent à la fois la aolubilisation totale de 

l'acide guanylique sans risques de dégradation des autres nucléotides et 

l'élimination d'un résidu protéique, insoluble dans ces conditions de pH. 

Les dépôts sont effectués en bandes sur du papier 

d'ARCHES no 304 (revoir détails techniques p. 82). La quantité optimum de 

produit à déposer pour chaque nucléotide est d'environ 100 g. L1électropho- r 
rèse est effectuée dans une cuve en toit avec le tampon citrate 0,02 M, 

pH 3,5 de DAVIDSON et SMELLIE (235). On dépose la feuille c6 té dép8 t dans le 

godet cathodique de la cuve et on applique une tension de 15  cm pendant 
6 heures. On laisse sécher les électrophorégrammes à l'air libre et on repère 

les nucléotides en lumière ultra-violette avec une lampe de type MIPERALIGHT. 

Les électrophorégrammes obtenus, se prêtent à la fois 

à des déterminations de composition molaire et aux études de radioactivités 

spécifiques des ARN. 

V - DOSAGE DES NüCLEOTIDES 

A - DOSAGE PAR SPEXTROPHOTOMETRIE DANS L'ULTRA-VIOLET 
Ce type de dosage est basé sur la propriété qu'ont 

les nucléotides d'absorber la lumière ultra-violette. Les dosages spectro- 

photométriques sont très sensibles. Ils sont effectués sur les solutions 



d'élution de rectangles de papier dont la surface correspond à l'emplacement 

des nucléotides. Ces rectangles sont découpés en petits morceaux qui sont 

introduits dans des flacons auxquels on ajoute 5 ml d'acide chlorhydrique 

redistillé 0,01 N pour C, A et U et 0,1 N pour G. On laisse reposer 24 h 

à la température du laboratoire. Des rectangles de papier de mêmes diinensions 

sont découpés à côté des nucléotides, dans l'emplacement qui leur a été 

réservé ; ils serviront comme témoins, permettmt d'éliminer l'absorption 

propre du papier et du solvant. Tous les dosages sont effectués en 3 exemplai- 

res en présence de 4 témoins papier (x 2). Les densités optiques des solu- 

tions sont mesurées aux longueurs d'onde 250, 260, 280 et 290 nm ; on en 

déduit les rapports d'absorbance 250/260, 2801260 et 290/260 dont les valeurs 

sent caractéristiques de chaque nucléotide ; de cette manière, il est possi- 

ble de vérifier leur pureté. Les rapports d'absorbance ont été déterminés 

par des dosages statistiques g leurs valeurs sont reportées dans le tableau 

VI11 (voir p. 100). Les quantités de nucléotides sont déduites des densités 

optiques à 260 nm et des coefficients d'extinction molaire donnés par 

BEAVEN et coll. (236) ; ils sont traduits en pourcentage de nucléotides, 

par application de la formule : 

Nucléotide (en p. 100) = A 260 no; 100 
G d 

où d = largeur de la cuve en cm, 

B - DOSAGE SELON LE PROCEDE D'YCAS ET VINCENT (237) 

Ce type de dosage est basé sur la détermination de 

la radioactivité des nucléotides marqués par le 3 2 ~  et peut donner la compo- 

sition d'un ARN défini, nouvellement synthétisé, même s'il est présent en 

très faible quantité au sein d'un mélange d'AB?. Il peut se révéler parfois 

très intéressant de comparer les compositions molaires déterminées par ce 

procédé à celles obtenues par spectropho tométrie dans l'ultra-violet et qui 

correspondent à la totalité des BRN. 

On effectue le dosage, comme par spec tropho tométrie, 

jusqu'à l'élution puis on prélève une quantité égale de chaque éluat de 

nucléotides (0,5 ou 1 ml) qu'on introduit dans des flacons contenant 10 ml 



du mélange scintillant de BRAY (238). Les flacons sont passés, en présence 

de témoins, au compteur à scintillation (type Nuclear Chicago). A partir des 

valeurs de radioactivités totales des nucléotides, on peut calculer directe- 

ment la composition centésimale des A R N  synthétisés pendant le temps de mar- 

quage au 

Cette méthode est valable dans la mesure où le marquage 

des nucléotides dans les A.Rï'$ s'effectue uniformément. 

VI - RADIOACTNITE SPECIFIQUE DES NlJCLEOTIDES 

Les mesures de radioactivités spécifiques sont effec- 

tuées selon le procédé de BOULANGER et MONTMUIL (239). Partant des électro- 

pilorégrammes, on découpe des pastilles, à 1 ' emporte-pièce, à 1 ' emplacement 
des nucléotides et on en mesure la radioactivité au compteur cloche (type 

MESCO). Ces pastilles sont ensuite éluées pendant 24 h à la température du 

laboratoire par 5 ml d'acide chlorhydrique 0,01 N pour C, A et U et 0,l N 

pour G. ; les densités optiques des solutions sont mesurées à 260 nm. La 

radioactivité spécifique est exprimée en coups/mn/mg de phosphore à partir 

de la formule suivante : 

CPM - Témoin fond 

A260 nm 

Le facteur K est calculé à partir des absorptions ;no- 

laires de chaque nucléotide : 

On ramène ensuite au jour de 1' injection pour 1 mC de 

radiophospha te injecté. 



Nous avons appliqué la méthode de détermination de la 

composition molaire des AIW, par spectrophotométrie dans l'ultra-violet, à 

des études de dosages statistiques de nucléotides purs ; ces études nous ont 

permis d'évaluer la précision des résultats que cette méthode est en mesure 

de nous fournir. 

1 - MODE OPERATOIRE 

Nous avons préparé une solution à 0,S p. 100 (p : v) 

de nucléotides purs du commerce (mélange des isomères 2' et 3 ' ) .  Au total, 

38 dosages ont été effectués par 6 personnes différentes selon le protocole 

expérimental décrit précédemment (voir p. 94). La composition molaire en 

nucléotides de la solution est exprimée en p. 100 et nous avons calculé, 

pour chaque nucléotide, la moyenne des valeurs obtenues, 1' écart moyen et 

l'écart type en appliquant les formules suivantes : 

n - (1) Ecart moyen = 1 6 1 x n m x n /  
;" 

- n = nombre de dosages 

-1% - n l  
= différence absolue entre la valeur moyenne des dosages 

i et la valeur donnée par chaque dosage. 

(2) Ecart type = 1 5 (g - x )* 

Ces valeurs ont été calculées pour 38 dosages et pour 

1 à 6 dosages effectués par personne. 

En outre, pour environ chaque série de 3 dosages 

-correspondant au nombre de dosages effectués par électrophorégramme- les 



rapports d'absorbance à différentes longueurs d'onde ont été calculés ; il 

s'agit des rapports D.O. 250/260, 280/260 et 290/260 dont les valeurs sont 

caractéristiques de chaque nucléotide. 

II - RESULTATS ET DISCUSSION 

A - COMPOSITION MOLAIRE CENTESINAL8 EN LWCLEOTIDES 

Les résultats de la composition centésimale en nucléo- 

tides sont réunis dans le tableau XII (p. 99). Leur examen montre que : 

1 - Les moyennes obtenues pour chaque nucléotide dans les cas 
de 2, 3, 4, 5 et 6 dosages par personne sont presque identiques ; la métho- 

de semble, par conséquent, donner des résultats reproductibles. 

2 - Les écarts types obtenus également dans les cas de 2, 3, 
4, 5 et 6 dosages ne sont pas très importants ; d'emblée, ils sont très 

proches -dès que 2 dosages par personne sont effectués- de l'écart type 

obtenu pour 38 dosages, Ces résultats nous montrent qu'il n'est pas néces- 

saire de multiplier les dosages pour obtenir une bonne précision. Nous avons 

choisi d'effectuer 6 dosages pour nos déterminations de la composition 

molaire des Am. 

B - RAPPORTS D'ABSORBAIJCE DES NUCLEOTIDES 

Les résultats correspondant aux rapports d'absorbance 

des nucléotides ont été rassemblés dans le tableau XII1 (p. 100). Le cal- 

cul, pour chaque nucléotide, des moyennes des rapports d'absorbance ainsi 

que des écarts types a permis de comparer les valeurs que nous avons obte- 

nues à celles de CHARGAFE' (240). Nous pouvons constater que, à l'exception 

de 3 valeurs de rapports, les moyennes données par CHARGAFF se situent, 

compte tenu des écarts types, à l'intérieur des valeurs limites de nos 

propres rapports. Ces résultats démontrent que les nucléotides dosés après 

électrophorèse sur papier, par spec tropho tométrie dans 1 'ultra-violet, sont 

purs et que la séparation est bonne. 



TABUAU XII 

Moyenne, é c a r t  moyen e t  éca r t  type calculés  à p a r t i r  des valeurs de nucléotides 

exprimées en p. 100, après  n dosages (n va r i e  de 12 à 38).  

( 
( 

Nombre de dosages effectués : ) 

( par personne (*) Ncmbre t o t a l  : Nucléotides : 
1 

( de dosages (38) ) 

( 
i 2  I J  i 4  j 5  f 6 :  ) 

/ 
- I I _ - -  

) 
' 1 ) Mayenne : 
( Moyenne générale ) 

( C ;30,@3 :30,82 !30,90 130,97 :30,99 30998 ) 1 

u i24938 :24,40 :24,38 j24,23 124,24 f 
--• - -- 24 , 24 ) 

( 2) Ecart  

) 

( Ecartmoyen 
) ,,f+-* 

( ~~ généra l  1 \,A 
( C : op52 : 0947 : 0,44 : 0,46 : 0,45 : 
( 

0,44 ) 

( A : 0934 : 0,32 : 0,33 : 0,37 : 0,36 : 
) 

( 
0936 ) 

( G : 0938 : Op45 : 0,52 : 0,49 : 0,46 : 
) 

( : 
0944 ) 

( U : 0 , 5 5 !  Or51 : 0 , 4 8 :  0 , 5 3 :  0,53 1 

1 
O,52 ) 

Ecar t type 1 
généra l  1 

) 

1 
(*) Les nombres 2, 3, 4, 5 e t  6 correspondent respectivement à 12, 18, 24, 30 e t  

36 dosages. 



TABLEAU XII1 

Noyennes, éca r t s  moyens e t  éca r t s  types, calculés  à p a r t i r  des valeurs de rapports  

dlabsorbance des nucléotides,  après  n déterminations de rapports (n var ie  de 12 à 20). 

' Rapports n Ecar t s  ' Ecarts  : Valeurs de 
: Nucléotides : : Moyennes : 

) 

( dlabsorbance . 
( . (*) . moyens f types : CHARGAFF (241 ) ) ) 
/ 

(*) Nombre de rapports dlabsorbance déterminés. 



A la suite de ces études statistiques, nous pouvons 

conclure que la méthode de dosage des nucléotides par spec tropho tométrie 

dans l'ultra-violet -mise au point au laboratoire- donne des résultats re- 

productibles. En outre, nous sommes assurés de l'absence d'interférences 

entre les nucléotides. Dans la pratique, 6 dosages à partir de 2 électro- 

phorégrammes, seront effectués pour les déterminations de la composition 

des ARN. Le calcul des écarts types, établi après un nombre relativement 

élevé de dosages, nous sera très utile pour détecter les différences signi- 

ficatives de ccimposition en nucléotides entre les ARN provenant de sources 

variées. 

Nous avons appliqué la méthode de détermination de la 

composition molaire par spectrophotométrie dans l'ultra-violet à l'étude 

d'ARN tissulaires et de fractions cellulaires. 

1 - COPIPOSITION DES ARN DE DsFEERENTS TISSUS DE RAT 

Les différents organes (foie, cerveau, coeur, pancréas, 

poumon, rate et rein) ont été rapidement prélevés et plongés immédiatement 

dans un bain d'acétone et de neige carbonique afin d'éviter au maximum les 

dégradations. Ils ont été ensuite traités selon le protocole expérimental 

abcrit p. 91. Il convient de préciser que la préparation des A ,  a été 

ef fec-tuée par la méthode d1 extraction indimc te selon SCHMIDT et WNHAUSER. 

Les résultats que nous avons obtenus sont rassemblés 

dans le tableau XN (p.102). Nous pouvons constater que les ARN totaux des 

différents tissus ont une composition très voisine. Il n'y aurait donc 

pas de spécificité d'organe en ce qui concerne les m. Ces résultats con- 
firment ceux de KLEINSCHMIDT et MANTHEY (242), KIT (243) et DERUMEZ (244). 

L'examen des rapports G + C révèle néanmoins quelques différences signi- 

ficatives ; par exempli '1: rate et surtout le pancréas ont une composition 





de  type GC beaucoup p lus  prononcée ; ces organes é t an t  l e  s iège  de synthéses 

protéiques t r è s  ac t ives  ; il e s t  possible que l e u r  stock de ribosomes s o i t  

relativement plus important . 

II - COMPOSITION DES ARN DE DIFFERENTES FAXACTIONS 

Les f r ac t ions  c e l l u l a i r e s  (noyaux, mitochondries, "micro- 

somes", suc c e l l u l a i r e )  ont  é t é  obtenus par l e  procédé classique de centr i -  

fugat ion d i f f é r e n t i e l l e  e t  ensui te  t r a i t é e s  comme dans l e  cas de t i s s u s  

totaux. 

A - POE DE RAT 

Les r é s u l t a t s  que nous avons obtenus ont  é t é  rassemblés 

dans l e  tableau XV (p. 104). Il nous montrent que l e s  d i f f é r en te s  f r ac t ions  

c e l l u l a i r e s  ont une composition identique à c e l l e  des AR.?? totaux, exception 

f a i t e  pour l e s  noyaux. Ces r é s u l t a t s  sont en accord avec ceux de nombreux 

auteurs ,  indépendamment des  méthodes d'isolement e t  d 'analyse u t i l i s é e s  

( v o i r  MARSHAK (245) ; ELSON e t  CHARGAFF (246) ; HOTTA e t  OSAWA (247) ; K I T  

(248) e t  DERUMEZ (249)). La composition pa r t i cu l i è r e  des ARN nucléaires  dont 

l e  rapport G iC (égal à 1 ,29) s ' éloigne nettement du type GC, e s t  oer ta i -  
A + U  nement due a une proportion plus élevée en BRN de type messager. 

B - aPATOME DE RAT 

Les r é s u l t a t s  que nous avons obtenus ont  é t é  rassemblés 

dans l e  tableau XVI (p. 105). Ils peuvent s e  résumer de la  manière suivante : 

1 - Comme dans l e  cas  du f o i e  normal, on ne constate  pas de 

différence importante -sauf pour l e s  noyaux- dans la  composition molaire en 

ARI? des d i f fé ren tes  f r ac t ions  ce l lu l a i r e s .  

2 - Les compositions molaires des ARN des mitochondries e t  des 

'lmicrosomesll sont  t r è s  vo is ines  de c e l l e s  du f o i e  normal. Ltobservation des 

rapports  G + C révèle,  par  contre,  une différence assez importante dans l a  
A + U  

composition des AR?? des noyaux de f o i e  normal e t  d'hépatome ( l e s  ARN des 

noyaux dlhépatome tendent vers  l e  type AU de façon moins prononcée). 



TABLEAU XV 

Composition centésimale en nucléotides des ARN de différentes fractions cellulaires 

de foie de Rat. 

: Noyaux 
) 

: Mitochondries : "Nicrosomes" : Fraction pH 5 (*) ) 
( ) 
( 

C 28,02 
) 

( 31 29 31 ,O5 29,19 1 
( 
( 

) 

( A 19970 17,91 17961 18,69 
( 
( 

1 
G 32,06 ( 28,39 33,04 32,85 ) 

( 
( 
( U 23 85 18,70 18,26 19,23 ) 

) 

(*) Fraction obtenue, par précipitation, en amenant le surnageant cytoplasmique à pH 5 

avec de l'acide acétique. 



Composition centésimale en nucléotides des ARN de différentes fractions 

cellulaires d ' hépa tome de Rat . 

( 
( Noyaux 

) 
: Mitochondries : ltPliicrosomes" ) 



Cette différence pourrait s'expliquer par la présence de contaminants 

d'origine cytoplasmique dans le cas de noyaux dlhépatome dont on sait que 

la membrane présente des irrégularités de surface et meme des invaginations 

à l'intérieur desquelles on peut observer, au microscope électronique, des 

fragments importants de cytoplasme. On peut encore invoquer le fait que 

dans les cellules en voie de prolifération rapide, la majorité des ARN 

nucléaires se comportent comme des précurseurs des ARN ribosomiques 

(SCHERRER et al, (250)). 

L'ensemble de ces résultats montre que ce n'est ni 

l'étude de la composition molaire en ARN des tissus totaux, ni m8me celle 

des organites cellulaires, qui peut permettre la mise en évidence de diffé- 

rences pathologiques. 

En procédant à quelques mises au point de techniques 

déjà exis tantes, nous sommes parvenue à établir une méthode simple et sur- .. 

tout très homogène pouvant servir de base à différentes déterminations dans .: 
l'étude des ART3 provenant de tissus ou de fractions tissulaires. En effet, 

telle qu'elle est décri 

p. 91), la même méthode 

te dans le protocole expérimental définitif (voir 
i 

-2 

i 

peut servir -jusqutau stade électrophorèse inclus- . .i 
à la fois à des déterminations de composition molaire par spectrophotomé- F n  r 

trie dans l'ultra-violet ou selon le principe dtYCAS et VINCENT et à des >- 

I - , 
déterminations de radioactivités spécifiques. Il suffit d'utiliser le mode 9 

1. 

d'extraction adéquat ; no-as avons vu que la préparation des ARN selon le , ': 
procédé de SCHMIDT et TEMINHAUSER était conseillé pour les études de compo- 

sition molaire par spectrophotométrie et que l'extraction par le chlorhydra- 

te de guanidine était, par contre, préférable dans tous les cas de mesures 

de radioactivités. C'est une méthode qui offre également toutes garanties 

comme en témoignent, d'une part, les résultats de rendement et de pureté 

et, d'autre part, les résultats statistiques que nous avons obtenus. Nous 

l'avons déjà appliquée avec succès à l'étude de la composition dtARN et de . 



fractions cellulaires. Elle nous serviPa, en outre, dans la troisième partie 

de notre travail à déterminer, de manière précise, des différences dans 

les compositions molaires et les radioactivités spécifiques d l m  provenauit 

de différentes fractions nucléaires. 



108 

ETUDE CRITIQUE SYSTEMBTIQUE DES MILIEUX D'HOMOGENEISATION 

GENE-NT UTILISES DANS LF: FRACTIOMNEMENT CELLULSIRE. 
1 

C 

Les méthodes de fractionnement c e l l u l a i r e  par  centr i fu-  

ga t ion  d i f f é r e n t i e l l e  sont  maintenant d'un usage courant. E l l e s  ont é t é  

appliquées, en pa r t i cu l i e r ,  à l ' é tude  biochimique i n  v i t r o  des r e l a t i ons  

métaboliques en t r e  l e s  d i f f é r en te s  f r ac t ions  cytoplasmiques. E l l e s  

devraient,  en out re j  permettre de ca rac t é r i s e r  plus aisément la  présence 

d 'acides nucléiques anormaux dans l e s  ce l lu l e s  cancéreuses. Depuis l e  

t r a v a i l  initial de CLAUDE (251 ), un t r è s  grand nombre de procédés ont é t é  

déc r i t s .  Leur mu l t ip l i c i t é  e t  par fo is  l e u r  complexité démontrent amplement 

que, parmi ceux-ci, bien peu son t  s a t i s f a i san t s .  Les études de l a  composi- 

t i on  chimique e t  du métabolisme des f r ac t ions  cytoplasmiques i so lées  

imposent, en toute  rigueur, 1 ' obtention d '  inclusions pures e t  in tac tes ,  

en ce qui  concerne, à l a  f o i s ,  l e u r  u l t r a s t ruc tu re ,  l e u r  composition chi- 

mique e t  l e u r  a c t i v i t é  métabolique. MONTREUIL e t  a l ,  (252) ont  étudié 

1' i n t é g r i t é  u l t r a s  t ruc tura le ,  au microscope électronique, des  f r ac t ions  

cytoplasmiques obtenues par  l e s  méthodes classiques de fractionnement 

c e l l u l a i r e .  Ces études ont montré que l e s  méthodes d'isolement des noyaux 

par  cent r i fuga t ion  d i f f é r e n t i e l l e  déc r i t e s  par CHAWEAU e t  al. (253), par  

MIRSEXY e t  POLLISTER (254) e t  par  KAY e t  al. (255) é t a i en t  suscept ibles  de 

fourn i r  rapidement des quant i tés  importantes de ces  inclusions. Cependant, 

l 'observat ion au microscope électronique révèle que, seuls ,  l e s  noyaux 

préparés par l a  méthode de CHAWEAU e t  al. conservent l e u r  morphologie. 

Au cont ra i re ,  l e s  noyaux i s o l é s  en milieu c i t r i que  e t  en mil ieu non-aqueux 

présentent de graves a l t é r a t ions .  On observe, en pa r t i cu l i e r ,  une conden- 

s a t ion  importante de l e u r  contenu e t  un épaississement de l e u r  membrane 

qui  devient t r è s  osmiophile e t  présente de nombreuses interrupt ions.  On 

s a i t ,  d 'autre  par t ,  que l e s  mitochondries i so lées  par l e s  procédés clas- 

siques,  comme ceux de HOGEBOON e t  a l .  (256) ,  ont une morphologie profon- 

dément modifiée. E l l e s  sont,  en e f f e t ,  fortement gonflées, optiquement 

vides e t  l eu r s  c r ê t e s  in te rnes  ont  disparu (voir  par  exemple, à ce s u j e t ,  

ROUILLER (257) e t  MONTRElUIL e t  a l .  (258)).  



Pour nos recherches ultérieures sur la chimie et la 

biochimie des inclusions cytoplasmiques, il était indispensable de véri- 

fier si ces altérations morphologiques ne s'accompagnaient pas de la 

perte de certains constituants importants. 

Nous avons abordé ce problème en étudiant la diffusion, 

dans les différents milieux d'homogénéisation classiquement utilisés dans 

les méthodes de fractionnement cellulaire, de composés phosphorylés préa- 

lablement marqués par le phosphore radioactif. Ces travaux nous ont 

permis de mettre en évidence une diffusion importante des inclusions dans 

les milieux phosphatés. 

1 - MODE OPERATOIRE 

Nous avons effectué nos expériences de diffusion, dans 

des milieux d'homogénéisation aqueux et non-aqueux, sur les noyaux, les 

mitochondries et les microsomes isolés du foie de Rat ayant reçu au préa- 

lable une injection de radiophosphate. 

A - PRSPARATION DES PARTICU@S CYTOPLASMIQUES RADIOACTIVES - - 
Les foies de rats Wistar, sacrifiés 16 h après une 

injection intrapéritonéale de 0,5 mC de phosphate radioactif par animal, 

sont homogénéisés avec un appareil de POSTER et ELVEHJEPl, dans le milisu 

classique de HOGEBOOM et coll. (259) : solution de saccharose 0,25 M con- 

tenant du chlorure de calcium (0,0018 M) et ajustée à pH 7,44 Le protocole 

expérimental de fractionnement est schématisé dans la figure 7 (p. 1 10). 

L1hoaogénat est soumis à une centrifugation de 10 mn à 250 g. A partir 

du sédiment obtenu, les noyaux sont isolés par le procédé de CH19WEAU 

al. (260) qui fournit des noyaux morphologiquement intacts (CHAUVEAU - 
(261 ) ; MONTREUIL et al. (262)). Il nt était donc pas déraisonnable de 

penser que l'intégrité morphologique des noyaux ainsi préparés devait 

s'accompagner d'une intégrité biochimique et que ces préparations pou- 

vaient servir de référence dans notre expérimentation. Nous verrons plus 

loin  a able au XVII ; p. 1 1  4) que les résultats que nous avons obtenus 



- Injection aux rats, par voie intrapéritonéale de 0,5 mC de radiophosphate 
- Sacrifice des animaux après 16 h d'incorporation 
- Homogénéisation des foies dans 10 volumes d'une solution 0,25 M en 
saccharose et 0,0018 M en chlorure de calcium, ajustée à pH 7,4 

- Centrifugation de llhomogénat à 250 g pendant 10 m. 

Sédiment Surnageant 

Homogénéisation dans 20 vol. de 
saccharose 2,2 M. Centrifugation 
à 50 000 g pendant 90 m. 

Centrifugation à 5 000 g pendant 10 m. 

Sédiment : Sédiment : Surnageant 
Noyaux Mitochondries 

Centrifugation à 50 000 g 
pendant 90 m. 

Sédiment 
"Fraction microsomale" 

Figure 7 

Schéma de fractionnement des particules cytoplasmiques par centrifugation 

différentielle. 



ont confirmé cette hypothèse ; en effet, nous avons observé que la dif- 

fusion des constituants phosphorylés du noyau était nulle à + 40 C dans 
les solutions de saccharose 2,2 M et négligeable dans les solutions 

0,25 M. Les mitochondries sont isolées, à partir du liquide surnageant, 

par une centrifugation de 10 mn à 5 000 g, puis la fraction microsomale, 

par une centrifugation de 90 mn à 50 000 g. 

B - PROCEDE D'ETUDE DE LA DIFFUSION 

Pour chaque expérience, les sédiments de chacun des 

trois types de particules cytoplasmiques isolées à partir d'un foie de 

Rat sont mis en suspension, par une homogénéisation ménagée, dans 50 ml 

des différents milieux. Ces derniers sont maintenus à 40 C pendant toute 

la durée de 1 ' expérimentation. 

A des temps variant entre O et 24 h, on prélève 5 ml 

de chacune des suspensions et on élimine les noyaux par une centrifuga- 

tion de 10 mn à 20 000 g et les mitochondries ou les microsomes, par une 

centrifugation de 20 rnn à 20 000 g. On mesure ensuite la radioactivité 

de 100 1 des solutions limpides ainsi obtenues. C1 
Nous avons déterminé, de cette manière, la radioacti- 

vité du liquide surnageant au temps zéro de l'expérience (R ) et après 
O 

des temps variables d incubation (X ) . En outre, nous avons mesuré la 
1 

radioactivité totale (R ) de chacune des suspensions de particules. 
T 

Le "coefficient de diffusionu (D) est déterminé en 

appliquant la formule suivante : 

Ce coefficient représente, en pour cent de la radio- 

activité totale des inclusions, la radioactivité "diffusible". 



C - MILIEUX D'HOMOGENEISATION ETUDIES 

Nous avons étudié les milieux suivants : 

1 - Milieux aqueux 

a - Solutions aqueuses de saccharose à diverses concentrations : 0,25 M 

(SCHNEIDER et HOGEBOOM) (263), 0,33 M (HOGEBOOM, SCHXEIDER et STRIEBICH) 

(264), 0,88 Pi (HOGEBOOM, SCHNEIDER et PALADE) (265) et 2,2 M (CHAUVEAU 

et al.) (266). Les trois premières solutions contenaient, en outre, du -- 
chlorure de calcium (0,0018 M) (scHIWIDER et PETEZ~~AN) (267). 

b - Solutions aqueuses d'acide citrique à 0,2 g (*) 1 g (MIRSKY et 

POLLISTER) (267) et 5 g p. 100 ml (MARsHAK) (268). 

c - Solution aqueuse de saccharose 0,25 M, contenant 1 g d'acide citri- 
que p. 100 (ARNESEN et al. ) (269). 

d - Solutions de saccharose, à des concentrations variables, tamponnées 

à pH 798 : 

- Saccharose 0,15 M, MgCl* 10 mM, KC1 25 mM, tampon tris 35 mM (ALLFREX 

et MIRSKY) (270) 

- Saccharose 0,35 M, MgC12 10 mM, PO HK 20 mM, CO HK 35 mM, KG1 25 mM 
4 2 3 

(ZAMENE et KELLER) (271 ) 

- Saccharose 0,35 M + PO HK 20 mM 
4 2 

e - Sérum de Boeuf. Nous avons choisi d'utiliser ce milieu car il nous 

paraissait, a priori, satisfaisant pour effectuer des fractionnements 

dans un milieu "physiologique". 

2 - Milieux non aqueux 
a - Ether de pétrole (KAY et al.) (272) 

b - Hélange de cyclohexane et de tétrachlorure de carbone, de densité 
1,32 (KAY et al.) (273) 

(*) Une solution d'acide citrique à 0,2 g p. 100 est utilisée par MIRXKY 
et POLLISTER (274) pour laver les noyaux obtenus par une première 
centrifugation dlhomogénats effectués dans des solutions d'acide 
citrique à 1 g p. 100 ml. 



II - RESULTATS 
Nous avons rassemblé dans une série de tableaux les 

coefficients de diffusion des composés phosphorylés des différentes 

inclusions cytoplasmiques : noyaux  a able au XVII ; p. 114 et Tableau 

XVIII ; p. 1 1  s), mitochondries  ableau au XIX ; p. 117) et microsornes 

mi able au XX ; p. 1 19) dans divers milieux dl homogénéis?,tion classique- 

ment utilisés dans la centrifugation différentielle. Les résultats que 

nous avons obtenus peuvent être résumés de la manière suimnte : 

A - LA DIFFUSION DES CONSTITUANTS PHOSPilORYLES DES NOYAY,VARIE DANS 

DE LARGES PROPORTIONS SUIVANT LA COMPOSITION DU MILIE.l'ISOLE:MENT 

1 - Dans le cas des solutions de saccharose, le coefficient 
de diffusion est inversement proportionnel à la concentration. 

11 est nul avec la solution 2,2 M, taiîdis qulil atteint 

des valeurs de 0,52 - 1,31 et 2, respectivement, avec les solutions de 
molarité 0,88 - 0,37 et Op25, 

Après 24 heures d' incubation, le coefficient de diffu- 

sion est plus important (de 0,9 à 6,2), quelle que soit la concentration 

en saccharose. 

Nota : Il convient cependant de souligner que ce dernier résultat ne - 
diminue en rien les qualités du procédé de CHAWEAU puisque les opéra- 

tions dlisolement des noyaux sont effectuées généralement en moins de 

4 heures. 

2 - La diffusion des composés phosphorylés du noyau est nul- 
le dans les solutions d'acide citrique à différentes concentrations, 

même au bout de 30 à 60 minutes d'incubation qui représentent le temps 

nécessaire pour effectuer l'isolement des noyaux dam ces milieux de 

fractionnement. Cependant, on évitera de remettre en suspension les 

noyaux, au cours des lavages, par réhomogénéisation. Le Tableau XVIII 

(p. i l  5) montre, en effet, que l'homogénéisation à l'aide d'un appareil 

de POTTEH et ELVEHJEM provoque une diffusion imprirtante des composés 

nucléaires : on voit qu'une réhomogénéisation des noyaux effectuée 



TABLEAU XVII 

Coeff icient  de diffusion (exprimé en p. 100 de l a  rad ioac t iv i té  t o t a l e  de 

l ' inc lus ion) ,  à + 40 C ,  dans d i f f é ren t s  milieux d'homogénéisation des com- 

posés phosphorylés des noyaux. 

Milieux dl isolement ( ' I h  : 0,25 h : 0 , 5 h  -- 

Saccharose ( 0,33 PI 
( 0,88 M 

( -Sacoharose0 ,15M,  MgC12 : 1,05 : 3,SO : 3,68 : 5,86 : 6,54 : 18970 1 
( 10 mM, KC1 25 mbI, tris ) 

i 35mM 
1 
) 

( - Saccharose 0,35 M, MgC12 : 5,02 : 10,74 : - : 13,92 : 19,65 : 35,34 1 
( 10 mM, K2P04H 20 EN, d ) 

( KC03H 35 al, K C 1  25 mM 
( 

1 
1 

( - Saccharose 0,35 M + K ~ P O ~ H  : 4,64 : 7,09 : I I  ,O6 : 17,99 : 26,81 : 37,56 j 
( 0,02M ) 

\ dialysé : 6,07 : 6,44 10,77 : 11,27 f 15,06 : 20,68 1 
( Sérum de Boeuf 
( 

1 
: 8,82 : 9,36 : 15,66 : 16,35 : 21,90 : 30,08 ) 

Milieux non aqueux .- 
( - Ether pétrole  : - : 0,96 : 1,70 : 2,24 : 6,5 : 9,5 ) 
( - ~ ~ c l o h e x a n e / ~ ~ l  de d 1,32 : - 
( 4 

: 2,39 : 4,22 : 9,51 : 13,l : 18,l ) 

(*) Dans ce  cas pa r t i cu l i e r ,  l e s  noyaux i s o l é s  par l a  méthode de CKAWEAU e t  a l .  sorit 
m i s  en suspension dans l e s  solut ions d'acide c i t r ique  par une agi ta t io?  douce. 



TABLEAU XVIII 

Coefficient de diffusion (exprimé en p. 100 de la radioactivité totale de 

l'inclusion), à + 4 9 ,  dans diverses solutions d'acide citrique, des com- 

posés phosphorylés des noyaux (a) soumis ou non à une réhoinogénéisation 

de 3 minutes. 

Bilieux d'isolement : 0,25h:0,50h: 1 h : 2 h  4 h  24h 1 

Acide citrique 0,2 p. 100 
$ ( b )  ' '-'pas d'homogénéisation (c) O : O, 34 ' : 0,39 0,85 j 0,85 3,80 
( - Homogénéisation (d) ,366 : 5,65 , 6,02 : 6,70 : 7,12 : 8,31 i ) 

( Acide citrique 1 p. 100 (e) j 
( 
( - Pas d'homogénéisation (c) : O : O : O : O : O : O j 
( - Homogénéisation (d) : - : 14,75 : 16,20 : 19,76 : 23,3 : 25,9 
$ ' Saccharose 0,25 M + acide 
( citrique (1 p. 100) 
( ) 
( -Pasdthomogénéisation(c): O : O : O : O : O : O ) 
( - Homogénéisation (d) : O  O 1 , 7 0  O 0 )  

(a) Isolés par la méthode de CKAWEAU et al, (275) 
(b) Solution de lavage des noyaux utilisée dans la méthode de MIRSKY et POLLISTER ( 276) 
(c) Dans ce cas, les noyaux sont remis en suspension par une agitation douce 
(d) Effectuée avec un homogénéiseur de POSTER et ELVEHJTIM 
(e) Solution d'homogénéisation des tissus utilisée dans la méthode de MI- et POLLISTER 



pendant 3 mn et suivie d'une incubation de 30 mn à 00 C dans des solu- 

tions dJ acide citrique à 0,2 et 1 g p. 100 provoque la diffusion, res- 

pectivement, de 5,65 et 14,75 p. 100 de la radioactivité initiale. Au 

contraire, la diffusion est nulle à partir de noyaux remis en suspension 

par une agitation douce. 

3 - L'addition d'acide citrique aux solutions de saccharose 
0,25 M exerce un effet bénéfique puisqu'elle empêche la diffusion des 

composés phosphorylés des noyaux  a able au XVII ; p. 1 1  4), même après 

réhomogénéisation de ces derniers avec un appareil de POTTER et ELVEHJEM 

 a able au XVIII ; p. 1 1  5). 

4 - Au contraire, l'addition des sels minéraux, destinés à 

tamponner les solutions de saccharose, accentue le phénomène de diffu- 

sion. Ce dernier est particulièrement important dans le cas de solu- 

tions phosphatées dans lesquelles on retrouve, après 4 heures d'incu- 

bation, 20 à 27 p. 100 de la radioactivité totale des noyaux. 

5 - Les phénomènes de diffusion les plus importants ont été 
observés avec le sérum de Boeuf. 

6 - Les noyaux isolés dans des milieux non aqueux laissent 
diffuser dans ces derniers une proportion importante de leur radio- 

activité. 

B - QUELLE QUE SOIT LA COMPOSITIOl!J ------ DES SOLUTIONS DE FRACT1ONNE;MENTB 

NOUS AVONS UTILISEES, NOUS AVONS OBSERVE UPJE DIFFUSION DES CONS- 

'TITUANTS PHOSPHORYLES DES MITOCHOIWRIES (TABLEAU XIX ; p. 1 17) 

1 - Dans le cas des solutions de saccharose, la diffusion 
est proportionnelle à la concentration en sucre, contrairement à ce 

que l'on observe dans le cas des noyaux. 

2 - L'addition de sels minéraux aux solutions de saccharose 
augmente la diffusion. 

3 - La diffusion est maximale avec le sérum de Boeuf. 



Coefficient de diffusion (exPrhé en p. 100 de la radioactivité totale de 

l'inclusion), à + 40 C, dans différents milieux d'incubation, des composés 

phosphorylés des mitochondries. 
1 

Milieux dl isolement 0,5h: 1 h  : 2 h  
/ 

I ( 0925 1\1 : 0,19j 0,26 0779 1 , 1 9  1,34 1,62 ) 
( Saccharose ( 0,33 M ( 1,62: 2951 : 3,31 . 3,47 . 

) 3978 6906 ) 

( ( 0,88 M 1 1,801 5,OO : 6,65 , 9958 1 : 25975 ) 

' Saccharose 0,15 M, M g C l  1 
( 10 mM, KC1 25 mM tris 2 : 2,27 : 3,54 : 5,09 : 6,65 : 7,39 : 19,38 ) 

35 mM 1 
' Saccharose 0,35 M, MgC12 
( 

1 
IO mM, K2P04H 20 mM, 

( 
) 

: 2,83 : 3769 : 4912 : 4,32 : 4,54 : 10,96 ) 
( KC03H 35 mM, KC1 25 mM 
( 

1 

( 
) 

Saccharose 0,35 M, K PO H ' 1 ! 0.02 M 2 4 4715: 5,34 : 5,98 : 7,04 : 8,63 : 14,23 ) 

( Sérum de Boeuf 



C - XEXPERIMENTATION SUR LES MICAOSOPES PET EN EVIDENCE LA GRANDE 
RESISTANCE DE CES PARTICULES (TABLEAU xx ; p. I 19) 

1 - Aucun composé phosphorylé microsomal ne diffuse dans 
les solutions de saccharose, quelle que soit la concentration de ce 

dernier. 

2 - Au contraire, lladdi tion de sels minéraux aux solutions 
de saccharose provoque une diffusion qui reste faible dans le cas du 

milieu d'ALWREY et al., mais devient beaucoup plus importante dans le 

cas des milieux phosphatés. 

3 - Contrairement à ce que l'on obseme avec les noyaux et 

les mitochondries, le sérum ne provoque pas de diffusion des composés 

microsomaux. 

III - DISCUSSION 

Les résultats que nous avons obtenus à la suite de 

l'étude de la diffusion des constituants phosphosylés des différentes 

particules cytoplasmiques, dans les solutions classiquement utilisées 

pour fractionner ces dernières par centrifugation différentielle, nous 

amènent à formuler les commentaires suivants : 

1 - Les travaux de MOBTREUIL et al. (277) ont démontré la 
nécessité du contrôle systématique au microscope électronique de la 

pureté et de l'intégrité des fractions cellulaires isolées par centri- 

fugation différentielle. Certes, l'observation au microscope électro- 

nique reste le seul procédé capable de renseigner sur l'état de pureté 

des particules cytoplasmiques, mais elle ne peut, en aucun cas, cons- 

tituer un critère absolu de l'intégrité chimique ou biochimique de ces 

dernières. L'application d'un procédé d'isole~ent des inclusions cyto- 

plasmiques doit donc être précédée d'une étude critique systématique 

de l'influence des milieux de fractionnement portant, à la fois, sur 

la morphologie et sur l'intégrité chimique ou métabolique des parti- 

cules. En principe, le choix d'un procédé de fractionnement sera fondé 

sur le respect de ces deux critères. Toutefois, dans certains cas, 



TABLEAU XX 

Coefficient de diffusion (exprimé en p. 100 de l a  radioactivité to ta le  de 

l l inclusion),  à + 49 C ,  dans différents milieux d'incubation, des composés 

phosphorylés des microsornes . 

1 Milieux df isolement 
, 

f 2 4 h  : 4 h  . 
( 0,25 M : O  O O O O : O  1 

( 
Saccharose ( 0,33 M O ' O  O O 1 0  1 

.( 0,88 M 
: Op17 

( O O O * O  . O  O 
) ' Saccharose 0,15 M, M&12 i 1 

( 10 mM, K C 1  25 mM, tris : 0992 1,73 - i 0,8i . : 2,28 i,31 1 
) 

, 1 ' Saccharose 0.35 M, M g C 1 2  j 1 
( 10 mM, K H) H 20 mM, 

2 4 
) 

: ?,O2 : 3,92 : 6,79 : 6,64 : 7,38 : 14,77 ) 

Saccharose 0,35 M, K PO H 
0.2 M 2 4 : O : 1,56 : 1,67 : 4,57 : 6,47 : 9,82 ) 

( S é m  de Boeuf 
i 

: O  O O O O : 9 , 3 9 )  
/ 



l 

l ' un  di en t re  eux seulement sera  déterminant. En e f fe t ,  il ex i s t e  parc 

fo i s ,  en pa r t i cu l i e r  dans des expériences portant su r  l e  métabolisme, 

une r e l a t ion  d i rec te  entre  l ' i n t é g r i t é  morphologique e t  l ' a c t i v i t é  

enzymatique des inclusions cytoplasmiques. Le c r i t è r e  morphologique 

sera  a l o r s  précieux dans l e  choix ou dans l a  mise au point de procédés 

de fractionnement de l a  cel lule .  Par exemple, dans l e  cas des mitochon- 

dries ,  il e s t  démontré depuis longtemps (voir ,  par exemple, l e s  travaux 

de HARMAN e t  FELGELSON (278) de HOGEBOOM e t  SCHNEIDER (279) ou de 

FONNESlJ e t  SEVERI (280) ) que 1 ' a c t i v i t é  respi ra to i re  dépend étroitement 

de l a  morphologie t l e s  oxydations couplées sont  parfois  inhibées 

lorsque l e s  mitochondries sont a l té rées .  Dans d'autres cas, cependant, 

il n ' ex i s t e  pas de re la t ion  ent re  l a  morphologie de l ' inc lus ion  e t  son 

in t ég r i t é  biochimique4 Par exemple, pour ef fec tuer  des recherches por- 

t an t  sur  l a  physico-chimie des const i tuants  phosphorylés des noyaux, 

-des acides nucléiques, en part icul ier- ,  l e s  procédés d'isolement 

u t i l i s a n t  des solut ions d'acide c i t r ique  seront  parfaitement applica- 

bles,  bien que l a  morphologie des noyaux s o i t  profondément a l t é rée ,  

puisque ces derniers  conservent l a  t o t a l i t é  de leurs  composés phospho- 

rylés.  

2 - La composition des milieux d'homogénéisation des t i s s u s  

e t  de fractionnement des part icules  cytoplasmiques e s t  l 'un  des fac teurs  

déterminant dans l e  maintien de l ' i n t é g r i t é  morphologique e t  biochimi- 

que de ces dernières. Nos expériences montrent, par exemple, l e  r ô l e  

néfaste que jouent des concentrations élevées de s e l s  minéraux qui  

perméabilisent l e s  membranes de toutes l e s  inclusions cytoplasmiques 

e t  provoquent une vér i tab le  " fu i ten  de leurs  constituants phosphorylés. 

Les phosphates, dest inés à tamponner les solut ions de saccharose, sont  

particulièrement a c t i f s .  Ils augmentent nettement l a  diffusion des 

composés phosphorylés des noyaux  a able au XVII ; p. 114) e t  l e s  mito- 

chondries  a able au X I X  ; p. 117) e t  provoquent même c e l l e  des consti- 

tuants des microsomes qui  sont, cependant, l e s  plus "stables" des 

inclusions mi able au XX ; p. 1 19). Ces phénomènes auraient parfois  peu 

d'importance s ' i ls " intéressaient  l a  t o t a l i t é  des composés phosphory- 

l é s  des inclusions cytoplasmiques. blheureusement, il semble, au 

contraire,  que l a  diffusion s o i t  sé lec t ive  e t  porte su r  des "populations" 



pa r t i cu l i è r e s  de const i tuants .  Par exemple, SCHOLTISSEK (281 ) a montré 

que l ' add i t i on  de phosphates à une solut ion de saccharose 0,25 M provo- 

qua i t  l a  d i f fus ion  d 'acides ribonucléiques plus r ad ioac t i f s  que l e s  

acides ribonucléiques non d i f fus ib les .  

La s u i t e  de not re  expérimentation nous a permis de 

confirmer ces  r é s u l t a t s  e t  de carac té r i ser  l a  présence d'un ARR diffu-  

s i b l e  qui  présente l e s  carac té r i s t iques  des de type messager (vo i r  

P. 139). 

La recherche de milieux d'isolement plus "physiolo- 

giques" des inclusions cytoplasmiques nous a v a i t  conduite à l 'emploi 

de sérum de Boeuf. Les observations au microscope électronique é t a i en t  

encourageantes puisque l a  morphologie des f rac t ions ,  -cel le  des mitochon- 

dr ies ,  en particulier-,  é t a i t  préservée, L ' u t i l i s a t i o n  de sérums d o i t  

cependant ê t r e  r e j e t é e  c a r  e l l e  provoque une d i f fus ion  importante des 

composés phosphorylés des noyaux  a able au XVII ; p. 114) e t  des mito- 

chondries  a able au X I X  ; p. 117) qui  e s t  probablement due aux s e l s  

minéraux ou à des "perméasestt sériques.  

3 - La préparation rapide de quant i tés  élevées de noyaux 

ne présente pas de d i f f i c u l t é s  s ' i l  s ' a g i t ,  tou tefo is ,  d ' é tudier  l eu r s  

cons t i tuants  phosphorylés. En e f f e t ,  deux s o r t e s  de milieux permettent 

d ' i s o l e r  des noyaux purs sans provoquer l a  d i f fus ion  des composés phos- 

phorylés : l e s  solut ions concentrées de saccharose e t  l e s  solut ions 

d i luées  d '  acide c i t r ique .  

a - Les solut ions de saccharose pur conviennent parfaitement à l ' i so -  

lement des noyaux. E l l e s  respectent,  en e f f e t ,  l e u r  morphologie e t  

l imi t en t  l a  d i f fus ion  des composés phosphorylés au t ravers  de la  mem- 

brane nucléaire.  Cependant, l 'emploi de so lu t ions  concentrées de 

saccharose e s t  plus s a t i s f a i s a n t  puisque l e s  phénomènes de diffusion 

décroissent  avec l a  concentration. En outre,  quand ils s e  produisent, 

ils re s t en t  toujours t r è s  f a i b l e s  e t  l ' o n  peut parfaitement envisager, 

par  exemple, l ' u t i l i s a t i o n  de solut ions de saccharose 0,25 If pour 

e f fec tuer  l'homogénéisation des t i s s u s  : l e  coe f f i c i en t  de diffusion 



n'excède pas, en effet, 0,70 au bout d'une heure d'incubation qui re- 

présente le temps nécessaire pour réaliser l'homogénéisation des tissus 

et l'élimination des noyaux et des cellules intactes, par une centri- 

fugation de 10 mn à 250 g. Nos résultats confiment les observations 

de STEm et MIRSKY (282) et de MIRSKY (283) qui ont montré que les 

noyaux isolés dans des solutions de saccharose 0,25 M ne perdaient 

pas d'acides nucléiques, ni de nucléotides acido-solubles . Ils s ' éloi- 
gnent, au contraire, de ceux de ROODYN (284) qui signalait des pertes 

importantes d'acides ribonucléiques au cours de l'isolement des noyaux 

par le procédé de CHAWEAU et al. (285). Le tableau XVII (P. 114) montre, 

en effet, que le saccharose 2,2 M ne provoque aucune diffusion des 

composés phosphorylés. Ce milieu semble donc convenir parfaitement à 

des études portant sur la physico-chimie des acides nucléiques. Nous 

ne pouvons cependant pas généraliser cette conclusion et l'étendre 

au cas de noyaux isolés en vue de recherches métaboliques. En effet, 

selon ALLE'HEY et al. (286), des concentrations élevées en saccharose 

inhibent les synthèses des protéines et des bases pyrimidiques à partir 

des précurseurs, 

b - Les solutions d' acide citrique représentent, elles aussi, d' excel- 

lents milieux d'isolement des noyaux destinés à l'étude physico-chimi- 

que des constituants phosphorylés car on n'observe aucune diffusion 

de ces derniers : elles offrent, en outre, l'avantage de fournir rapi- 

dement des quantités élevées de noyaux purs. Toutefois, la mcrphologie 

de ces derniers apparait très altérée au microscope électronique et ces 

modifications peuvent expliquer les résultats obtenus par plusieurs 

auteurs concernant la disparition d'activités enzymatiques et des 

pertes de protéides atteignant 10 à 55 p. 100 des protéides totaux 

(voir, en particulier, ALLFREY et al. (287)). SMELLIE et al. (288) et 

KAY et al. (289) ont même observé une diminution de la teneur en acides 

nucléiques de noyaux isolés à l'aide de solutions d'acide citrique. Ce 

dernier résultat est en contradiction avec ceux de ROODYN (290) et les 

nôtres (voir tableau XVII ; p. 1 14). Nous pouvons, toutefois, expliquer 

cette discordance par l'observation que nous avons faite de la grande 

fragilité des noyaux dans les milieux citriques et qui nous amène à la . 

conclusion suivante : les procédés d'isolement des noyaux à l'aide de 



solutions d'acide citrique sont très satisfaisants à la condition de 

ne pas soumettre les noyaux, au cours des opérations de lavage, à une 

nouvelle homogénéisation dans un appareil de POTTER et ELVEHJEM, mais 

de les remettre en suspension par une agitation douce. Le tableau XVIII 

(p. 1 1 5) est, à cet égard, très démonstratif. L'addition de saccharose 

aux solutions citriques permet d'éviter ce grave inconvénient. Ce phé- 

nomène s ' explique peut-être par un "tannage" des membranes nucléaires 
par l'acide citrique qui augmenterait leur fragilité et favoriserait 

leur rupture sous l'action des homogénéiseurs. Le saccharose jouerait 

un effet protecteur, probablement en augmentant la viscosité du milieu. 

Les solutions saccharosées d'acide citrique repré- 

sentent donc les milieux de choix pour isoler des noyaux destinés à des 

recherches "statiques" sur des composés phosphorylés, comme les acides 

nucléiques. L ' association du saccharose et de l'acide ci trique permet 
d'éviter les inconvénients des solutions diluées de saccharose pur 

(diffusion des constituants phosphorylés du noyau) (voir tableau XVII ; 

p. 114) et des solutions d'acide citrique pur (diffusion provoquée 

par des réh~mo~énéisations) (voir tableau XVIII ; p. 1 15). En outre, 

l'inhibition des ribonucléases par l'abaissement du pH préserve llinté- 

grité moléculaire des acides ribonucléiques. 

4 - La préparation des microsomes ne pose pas de problème 
particulier grâce à la grande "stabilité" de ces inclusions dont aucun 

des constituants phosphorylés ne diffuse dans les solutions de saccha- 

rose, quelle qu'en soit la concentration. On évitera, cependant, 

d'ajouter des sels minéraux aux solutions de fractionnement. 

5 - Aucun des milieux que nous avons étudiés ne permet 
d'isoler les mitochondries d'une manière satisfaisante et la prépara- 

tion de ces inclusions soulève un double problème. Le premier est posé 

par l'observation au microscope électronique qui montre que les mito- 

chondries sont toujours souillées d'ergastoplasme et que leur morpho- 

logie est profondément altérée : elles sont, en effet, généralement 

gonflées et optiquement vides. Le second est d'ordre biochimique : 



aucune des solutions de fractionnement que nous avons utilisées ne 

permet d'éviter la diffusion des constituants phosphorylés des mito- 

chondries  a able au XIX ; p. 1 17). Le phénomène est pl.rticulièrement 

important en présence de sels minéraux. Il est plus limité avec les 

solutions de saccharose et, dans ce cas, la diffusion augmente avec 

la concentration. L'emploi de solutions diluées d2 saccharose est donc 

recommandé pour réaliser llisclement des mitochondries. 

6 - Il n' existe pas de méthode générale de préparation des 
diverses inclusions cellulaires et il est nécessaire de combiner 

l'emploi de différents milieux d'isolement. Dans l'état actuel des 

recherches concernant l'intégrité morphologique et biochimique des 

particules cytoplasmiques, d'une part, et dans le cas particulier 

d'études portant sur les constituants phosphorylés, d'autre part, il 

semble que l'emploi de solutions saccharosées soit le plus satisfai- 

sant. L'homogénéisation des tissus sera effectuée dans des solutions 

diluées de saccharose (saccharose 0,25 PI par exemple) dans lesquelles 

la diffusion des composés mitochondriaux est minimale. Le temps néces- 

saire pour effectuer toutes les manipulations de la première centrifu- 

gation (30 mn environ), destinée à débarrasser l'homogénat, des noyaux, 

des débris cellulaires et des cellules intactes, ne provoque, en effet, 

qu'une faible diffusion des constitilants phosphorylés nucléaires. 

Les noyaux sont ensuite purifiés par le procédé 

de CHAWEAU et al. (292 ). L'isolement des mitochondries nécessite 

environ 2 heures au cours desquelles la diffusion des composés phospho- 

rylés reste négligeable dans le saccharose 0,25 M. Toutefois, ces 

inclusions sont souillées d'une proportion importante d'ergastoplasme. 

Quant aux microsomes, leur "stabilité" les met à l'abri de toute dif- 

fusion, quel que soit le temps de contact avec la solution de saccha- 

rose. 



IV - CONCLUSIONS 

1 - L'étude de la diffusion des composés phosphorylés des 
inclusions cytoplasmiques vers les solutions classiquement utilisées 

dans le fractionnement cellulaire nous a permis de montrer que la 

composition de ces milieux jouait un rôle important dans la perméabi- 

lisation des membranes, Sauf dans le cas des mitochondries, les solu- 

tions de saccharose pur n'entraînent pas de perte notable de composés 

phosphorylés ; elles conviennent parfaitement à l'isolement des noyaux 

et de la "fraction microsomale" de CLAUDE. Au contraire, les solutions 

de saccharose tamponnées par des sels minéraux, -en particulier par 

les phosphates-, provoquent, dans les conditions habituelles des 

fractionnements, une diffusion importante des constituants phosphory- 

lés des trois types d'inclusions cytoplasmiques : noyaux, mitochondries 

et "microsomes" . Les solutions destinées au fractionnement cellulaire 
doivent donc être choisies avec la plus grande prudence, car les 

phénomènes de diffusion risquent d'introduire de graves causes d'erreur 

dans l'interprétation des résultats. Il se produit, en effet, un enri- 

chissement de la "fraction ~oluble'~ auxdépends des constituants parti- 

culaires r 

2 - Ces causes d'erreur seront aggravées si la diffusion 
est sélective car les pertes "quantitatives" subies par les particules 

cytoplasmiques s ' accompagneront alors de pertes "quali tatives" . 
C ' est pourquoi, nous avons poursuivi nos travaux 

dans le but d'identifier les produits diffusibles et de préciser 

éventuellement le caractère sélectif de la diffusion des constituants 

d'origine particulaire. 

Dans le chapitre suivant, nous nous sommes limitée 

à l'étude de la diffusion des composés phosphorylés des noyaux isolés 

du foie de Rat dans les solutions phosphatées de saccharose, en posant 

en hypothèse que la diffusion pourrait bien intéresser une famille 

dfARN à marquage rapide selon un mécanisme identique à celui qui a 

lieu in situ dans la cellule vivante. Les résultats que nous avons 

obtenus ont entièrement confirmé cette hypothèse et nous ont conduite 



à i s o l e r  e t  à i den t i f i e r ,  parmi l e s  produits de l a  d i f fus ion  des noyaux 

du f o i e  de Fbt, des dRNP qui pourraient  bien représenter  l a  forme de 

t ransport  des ARN de type messager du noyau vers l e  cytoplasme. 



1 Q - MISE EN EY IDENCE D 'A.lJ DE TYPE iVLESSAGER 

ETUDE DES COMPOSES DIFFUSIBLES DES NOYAUX DE FOIE: DE RAT 
1 

1 - MISE EN EVIDENCE D'UNE DIFFUSION 

. 

DES ARN NUCLEAIRES 

Dans une première série de travaux, nous avons 

cherché à identifier les composés phosphorés diffusibles du noyau, 

Il pouvait s ' agir, en effet, uniquement de phosphates minéraux de 
radioactivité spécifique très élevée dont le passage dans les solu- 

tions de fractionnement aurait alors introduit une cause d'erreur 

négligeable par rapport à la diffusion de composés biochimiquement 

et biologiquement plus importants, comme des acides nucléiques. C'est 

pourquoi, nous nous sommes attachée à l'étude de la diffusion de ces 

derniers et, plus particulièrement, à l'étude des ARN dont la carac- 

térisation parmi les produits diffusibles nous semblait, a priori, 

plus probable que celle des ADIV. Nous avons, en outre, étudié la 

morphologie des noyaux avant et après la diffusion afin de vérifier 

leur pureté et leur intégrité et pour voir également si le phénomène 

de diffusion ne sfaccc;mpagnait pas de modifications détectables & 
situ. - 

A - MODE OPERAMIRE 

1 - EXTRACTION DES COMPOSES NUCLEAIRES DIFFUSLBLES 

Des noyaux de foie de Rats SPRAGUE, isolés par la 

méthode de CHAUVEAU et al, (292) (voir p. 1 1 O), sont resuspendus dans 

une solution de saccharose 0,35 M tamponnée à pH 7,8 par du phosphate 

bipotassique (concentration finale : 0,02 M). Notre choix s'est porté 



sur cette solution car la diffusion des composés phosphorylés des 

noyaux y est maximale (voir tableau XVII ; p. 1 14). La suspension de 

noyaux est maintenue à 40 C pendant 4 heures sous agitations manuel- 

les répétées. Elle est ensuite centrifugée à 20 000 g pendant 20 mi- 

nutes. On obtient ainsi les "noyaux après diffusion1> (N~) et une 
fraction surnageante F qui contient les constituants diffusibles. 

D 

2 - IDENTIE'ICATION DES ACIDES RIBONUCLEIQUES 
Les ARN ont été mis en évidence par l'identifica- 

tion électrophorétique des ribonucléotides libérés par hydrolyse al- 

caline suivant le procédé décrit précédemment (voir p. 91) et dont le 

principe est le suivant : 

La solution des composés diffusibles est addition- 

née d'acide trichloracétique (concentration finale 10 g p. 100 ml). 

Le précipité est délipidé 3 fois par l'éthancl absolu à froid, puis 

3 fois à l'ébullition par un mélange d'éthanol et d'éther (v : v). Le 

résidu est ensuite hydrolysé pendant 24 h à 200 C par la soude 0,5 N. 

La solution obtenue est amenée à pH 4,5 par l'addition d'acide formi- 

que et le précipité qui apparaît est éliminé par centrifugation. La 

solution surnageante est débarrassée des ions sodium et des protides 

par un passage sur une colonne de résine échangeuse de cations 

(~owex 50 x 2 ; mesh 25-50 ; forme acide). Un lavage prolongé à l'eau 

distillée fournit une solution effluente qui contient les ribonucléo- 

tides constituant les Am. Cette solution est lyophilisée. Le résidu 

sec est repris dans une quantité convenable d'acide chlorhydrique 0,l N 

et la solution obtenue est soumise à l'électrophorèse effectuée dans 

des cuves "en toit", sur papier d'ARCHES ne 304, dans le tampon citra- 

te 0,Cô M de pH 3,5 de DAVIDSON et SMELLIE (293), pendant 6 h, sous 

une tension de 15 ~/cm. 

Les électrophorégrammes sont ensuite séchés à la 

température de la pièce. Les ribonucléotides, repérés en lumière 

ultra-violette, sont élués dans des volumes déterminés d'acide chlo- 

rhydrique 0,1 N. Leur identification et leur dosage sont effectués 

par spectrophotométrie dans l'ultra-violet. 



3 - ETUDE MOWHOLOGIQUE DES NOYAUX AVANT ET APRES DIFFUSION 
a - Au microscope à contraskde phase 

L'observation directe des noyaux représente le 

moyen le plus efficace pour vérifier si l'ensemble des noyaux obtenus 

reste intact au cours de la diffusion. 

b - Au microscope électronique 
Les noyaux sont fixés pendant 1,5 h, à 4 0  C, par 

la glutaraldéhyde à 1,6 p. 100 dans le tampon phosphate de SORENSEN 

(294) ajusté à pH 7,4. Cette première fixation est suivie d'une post- 

fixation de 1,5 h dans le O O à 1 p. 100 dans le même tampon. Après 
S 4 

déshydratation à l'alcool, l'inclusion est réalisée dans lfEpon selon 

la méthode classique. Les coupes sont cbservées après imprégnation 

par l'acétate d'uranyle à 5 p. 100, pendant 20 mn, et par le citrate 

de plomb, pendant 5 an, selon la technique de UYNOLDS (295). 

B - RESULTATS 
Les résultats que nous avons obtenus peuvent se 

résumer de la manière suivante : 

1 - Des acides ribonucléiques nucléaires diffusent au travers de la 
membrane des noyaux incubés dans des solutions phosphatées de saccha- 

rose. 

2 - Leur composition centésimale en nucléotides est la suivante : 

Elle est voisine de celle des ARN nucléaires totaux : 

G : 28,3 

C : 28 

A : 1997 

U : 24 



3 - Observés au microscope à contraste  de phase, nos préparations de 

"noyaux CHAUVEAU" apparaissent t r è s  pures (vo i r  f ig. 8 a ; p. 1 31 ) . 
Les noyaux semblent, en outre ,  avoir  conservé l e u r  i n t é g r i t é  morpho- 

logique après l ' incubat ion  ; l eu r  membrane, en pa r t i cu l i e r ,  r e s t e  

i n t ac t e  (vo i r  f i g .  8 b ; p. 131). 

4 - L'observation au microscope électronique confirme ces r é su l t a t s .  

S i  on l e s  compare aux noyaux CHAWEAU "na t i f s"  ( v o i r  f i g .  9 ; p. 132), 

l e s  noyaux après d i f fus ion  gardent, en e f f e t ,  une morphologie i n t a c t e  

(voi r  f i g .  10 ; p. 133). Le nucléoplasme r e s t e  homogène, l a  chromatine 

e s t  sous forme dispersée ; on peut observer l a  présence de gra ins  

interchromatiniens a i n s i  que des granules de plus grande t a i l l e  

(500-600 x) correspondant certainement aux gra ins  périchromatiniens . 
L'enveloppe nucléaire  des noyaux après d i f fus ion  e s t  toujours composée 

de ses  deux f e u i l l e t s  ; on observe rarement une e f f rac t ion  de l 'enve- 

loppe e t  l ' o n  constate  toujours l a  présence de ribosomes à l a  surface 

du f e u i l l e t  externe. La modification morphologique e s sen t i e l l e  r é s ide  

au niveau du nucléole ; on vo i t ,  en e f f e t ,  que l e s  "granu.les nucléo- 

lai?es7' ont en grande p a r t i e  disparu ; par contre,  l e  réseau f i b r i l -  

l a i r e  apparai t  encore t r è s  nettement (vo i r  f i g .  11  ; p. 134 e t  compa- 

r e r  à l a  f i g .  1 ; p. 4). 

C - CONCLUSIONS 

Des macromolécules, comme des acides nucléiques, 

sont parfaitement capables de t raverser  l e s  membranes de noyaux per- 

méabilisées par cer ta ines  solut ions u t i l i s é e s  dans l e  fractionnement 

c e l l u l a i r e  e t  nous avons, en pa r t i cu l i e r ,  démontré que des acides 

ribonucléiques nucléaires  "dialysaient" sous l ' a c t i o n  de solut ions 

phosphatées de saccharose. On imagine aisément l ' importante  cause 

d 'e r reur  que provoque ce phénomène en déterminant, non seulement une 

per te  de matér iel  nucléaire ,  mais en outre ,  un enrichissement, en ce  

matériel ,  de la " f rac t ion  soluble" du cytoplasme. 

L'observation, au microscope électronique, montre 

que l e s  noyaux r e s t e n t  i n t a c t s  après l a  diffusion.  La seule  modifica- 

t ion  d'ordre morphologique e s t  l a  d i spa r i t i on  des granules au niveau 

du nucléole. 



Noyaux dthépatocytes de Rat préparés selon la mdthode de CKBWEBU e t  al. 
Observation au microscope à contraste  de phase. 

a) Noyaux "nat ifsn.  x 480. 
b) Noyaux après incubation dans une solut ion de saccharose 0,35 M tamponnée 

à pH 7,8 par du phosphate bipotassique. x 480. 



Figure 9 

Noyaux dlhépatocytes de Rat préparés selon l e  procédé de CHAWEAU. 
Techniques de f ixa t ion ,  d ' inclusion e t  de coloration identiques 
à c e l l e s  de l a  figu2e 1 (p. 4) .  nu, nucléole* x 16 000. .--/ 



Figure 10 

"Noyaux CHAUVEaUu après incubation dans une solution de saccharose 
0,35 M tanponnée à pH 7,8 par du phosphate bipotassique 0,02 M. 
Techniques de fixation, d'inclusion et de coloration identiques à 
celles de la figure 1 (p. 4). nu, nucléole. x 20 000. 



Figure 11 

Nucléole de '>noyau CHAWEAUtt après incubation dans une solut ion 
phosphatée de saccharose. On v o i t  que l a  d i f fus ion  a f a i t  d i sparaf t re  
sélectivement l e s  "granules nucléolaires" ( g )  en respectant l a  

( ,'f!l; ". 
t t f rac t ion  f i b r i l l a i r e "  ( f )  . Techniques de f ixa t ion ,  dl inclusion e t  i, L , l , . ï l ;  1 
de colorat ion identiques à c e l l e s  de l a  f i gu re  1 (p .  4).  x 80 000. . . 

.--il 



II - MISE EN EVIDENCE D'UNE DIFFUSION SELECTm DES AIW 
WCLEAIRES 

Dans une seconde série de travaux, nous avons étudié 

le métabolisme des acides ribonucléiques diffusibles et non diffusi- 

bles, de manière à vérifier si la diffusion n'intéressait pas une 

classe particulière dtARJ!J. Dans ce cas, en effet, les causes d'erreurs 

dues à ce phénomène s'aggravaient encore par le fait que la perte de 

constituants nucléaires n'était pas seulement de nature "quantitative" 

mais aussi de nature "qualitative". 

Nous avons abordé le problème de la sélectivité 

du phénomène en effectuant une étude comparée de 1 ' incorporation de 
l'acide radiophosphorique dans les fractions diffusibles et non dif- 

fusibles des ARN nucléaires. 

A - MODE OPZRASOIRF: 

Des Rats SPRAGUE, à jeun depuis 24 heures, reçoi- 

vent une injection intrapéritonéale de 1 mC de radiophosphate dans 

1 ml de sérum physiologique. Ils sont sacrifiés à des temps échelonnés 

de 0,25 à 24 h et les noyaux des cellules hépatiques isolés selon le 

procédé de CHAUVEAU et al. (296), sont soumis au mode opératoire que 

nous avons décrit plus haut (voir p. 127 , 1 -1 

Nous avons obtenu, de cette manière, des noyaux 

"dialysésf' (N~) et la fraction diffusible de ces derniers (F ) dont D 
les ARN totaux ont été extraits et traités suivant le protocole 

expérimental que nous avons précisé à la page 1 28(2 -). La radioactivité 

spécifique des ribonucléotides a ensuite été déterminée selon le pro- 

cédé de BOULANGER et MONTEUIL (297) décrit précédemment (voir p. 96 ). 

B - RESULTATS 

Les résultats que nous avons obtenus sont rassem- 

blés dans le tableau XXI (p. 136) et illustrés par la courbe de la 

figure 12 (P. 137). Nous pouvons les résumer de la manière suivante : 



TABrnU XXI 

Evolution, en fonction du temps d'incorporation in vivo de l'acide radiophospho- 

rique, de la radioactivité spécifique de l'acide adénylique constituant les ARN 

nucléaires du foie de Rat lldiffusibles" (fracticn F ) et "non diffusibles" 
D 

(fraction IV ) dans une solution phosphatée de saccharose (*). 
D 

Temps d'incorporation in vivo de l'acide radiophos- 
phorique ( en heures ) i 

) 

' Radioactivités spé- f 
( cifiques (**) : 
( ) 
( ARN "diffusibles" : 917 : 5.394 : 7e821 : 7.564 : 5.457 : - : 2.880 ) 
( ) 
( BRN "non diffusibles": 410 : 2.705 : 3.803 : 4.211 : 4.539 : 2.721 : 2.508 ) 

1 
(*) voir p. 127 (1 -) 

(**) exprimées en cprn H 1 0 - ~ / m ~  de P d'acide adénylique 



* 
4 B 8 lb la la 2& Temps de 

morauage f m  

Evolution, en fonction du temps d'incorporation in vivo de l'acide 
radiophosphorique, de la radioactivité spécifique de l'acide adénylique 
constituant les AM nucléaires du foie de Rat "diffusibles" et "non 
diffusibles" dans une solution phosphatée de saccharose. 
En abscisses : terrips d'incorporation ; en ordonnées : cpni/mg de P 
adénylique, 



1 - Les ARN nucléaires diffusibles possèdent une radioacti- 
vité spécifique nettement supérieure à celle des MN nucléaires non diffu- 

sibles. Elle est double de cette dernière au début de l'incorporation. Elle 

lui est pratiquement égale au bout de quelques heures. 

2 - La radioactivité spécifique des ARN diffusibles est maxi- 

male au bout d'une heure ; celle des ARN non diffusibles l'est plus tardive- 

ment (au bout de 2 heures). 

C - CONCLUSIONS 

Les résultats précédents nous permettent de tirer 

les deux conclusions importantes suivantes : 

1 - La diffusion des AIiN nucléaires au travers de la membrane 

des noyaux sous l'action de solutions phosphatées de saccharose est sélective. 

Elle concerne, en effet, une famille d'Am dont la vitesse de renouvellement 

est plus &levée que celle des ARiV non diffusibles. 

Toutes nos expériences ayant été effectuées dans les 

conditions mêmes d'un fractionnement cellulaire par centrifugation diffé- 

rentielle, on conçoit aisément à quelles graves causes d'erreur peut conduire 

l'utilisation non contrôlée de certaines solutions classiquement utilisées 

dans la centrifugation différentielle des inclusions cytoplasmiques. 

2 - La fraction "diffusiblel' possède certaines caractéristiques 
métaboliques des AEtN de type messager, en particulier une vitesse d'échange 

élevée des restes "phcsphorylés" . 

Cette observation nous a incitée à poursuivre nos 

travaux dans une nouvelle direction. Jusqutà présent, en effet, nos recherches 

concernaient le dépistage de causes d'erreur dans les procédés de fractionne- 

ment cellulaire par centrifugation différentielle. Les résultats que nous 

avons acquis à ce propos nous ont conduite dans un second temps, à poser 

en hypothèse que la fraction diffusible des ARN nucléaires pourrait bien 

renfermer des de type messager dont elle possédait, comme nous venons 

de le voir, certaines caractéristiques. Les recherches que nous avons 

entreprises ont confirmé cette hypothèse. 



III - MISE EN EVIDENCE D'ARN DE TYPE MESSAGER DANS 
LA FRACTION DIFFUSIBLE DES ARN DU FOIE DE U T  

Nous avons poursuivi nos travaux précédents en 

améliorant, dans un premier temps, le procédé de fractionnement des AH!? 

nucléaires par diffusion car les résultats de la cinétique d'échange du 

radical phosphoryle dans les ARN diffusibles étaient en contradiction avec 

ceux de l'étude de la composition centésimale de ces derniers, En effet, 

les AIW diffusibles étaient de type GC (voir p. 1 29), tandis que les ARN 

messagers sont de type AU. 

Nous avons pensé que, dans la "fraction diffusible" 

les ARN messagers pouvaient être accompagnés d'une proportion importante 

dtARN de type GC et de "turnover" relativement faible et nous avons posé en 

hypothèse que ces derniers pouvaient provenir de particules cytoplasmiques, 

comme des ribosomes adsorbés sur les noyaux, ou de "ribosomes d'origine 

nucléairet1 dont 1 ' existence a été suggérée par plusieurs auteurs (voir, par 
exemple, BACH et JOHNSON (298) ; BUTUK et GODSO?J (299) ; GEORGIEV et al. 

(300) ; NOLL (301 ) ; WANG (302)). C 'est pourquoi, nous avons soumis la 

"fraction diffusible" F à l'ultracentrifugation différentielle. 
D 

A - MODE OPEJUTOIRE 

Des Rats SPRAGUE reçoivent, par injection intra- 

péritonéale, 1 mC de radiophnsphate en solution dans 1 ml de sérum physio- 

logique et sont sacrifiés une heure après 1' injection. Les noyaux hépatiques 

sont isolés par le procédé de CHAWEAU et al. (303) (voir p. 110). Une partie 

aliquote de la préparation de noyaux est prélevée et sert de témoin de réfé- 

rence. Le reste est incubé dans une solution phosphatée de saccharose dans 

les conditions que nous avons décrites plus haut (voir p. 127, 1 -). On 

obtient, de cette manière, des noyaux "dialysés" ND et la fraction des cons- 

tituants diffusibles F Cette dernière, soumise à une centrifugation de 1 h D ' 
à 80 000 g (ultracentrifugeuse SPINCO, modèle L), fournit un sédiment $ et 
une solution surnageante S 

D ' 



La composition centésimale et la radioactivité spé- 

cifique des ARN des différentes fractions obtenues : 

- noyaux l'natifsll 
- noyaux après incubation (N ) D 
- fraction sédimentable de la solution d'incubation 

- surnageant de la solution d'incubation (S ) 
D 

ont été déterminées en appliquant les procédés que nous avons décrits plus 

haut (voir p. 127et 135 ). 

B - RESULTATS 
- 

L'application des méthodes précédentes nous a 

apporté les résultats suivants ; 

1 - L'ultracentrifugation de la "fraction nucléaire dif- 
fusible" permet d ' oh tenir une "fraction sédimen table" et un surnageant. 
Tous deux renferment des ARN, 

2 - Nous avons rassemblé dans le tableau XXII (p. 142) 

les résultats concernant la radioactivité spécifique et la composition 

centésimale des ARN des noyaux "natifs", des noyaux après incubation, de la 

fraction sédimentable et du surnageant de la solution d'incuQation. 

On voit que nous avons obtenu, par diffusion, 

trois populations dfARN nucléaires différentes par leur composition molaire 

et par leur radioactivité spécifique. 

a - La fraction sédimentable % possède la radioactivité 
spécifique la plus faible. Les ARN qui la composent sont de type GC. Elle 

possède, au microscope électronique, une morphologie de ribosomes. Il ne 

semble pas toutefois qu'il puisse s'agir de ribosomes cytoplasmiques dont 

les ARN sont de type GC plus accusé et possèdent une radioactivité 20 fois 

moindre . 
b - Les Ai3J restant dans les noyaux après la diffusion 

(noyaux N ) ont une radioactivité spécifique inférieure à celle des AFU D 
totaux des noyaux natifs. Ce résultat confirme la disparition d'ARN à mar- 

quage rapide. En outre, leur compositicn en nucléotides est de type GC plus 

accusé que dans les noyaux natifs. Cette observation est en faveur de 



1' élimination des noyaux dtARN de type AU. 

c - La solution des substances diffusibles S obtenue 
D ' 

par ultracentrifugation de la fraction diffusible F contient des ARN dont D' 
le marquage est le plus rapide. Leur composition centésimale en nucléotides 

(dé terminée par spec tropho tomé trie dans 1' ultraviolet ) tend vers le type AU 

comme le montre la valeur du rapport G + C/A + U qui est égale à 1. 

C - DISCUSSION ET CONCLUSIONS 

1 - L'ultracentrifugation permet, en éliminant une frac- 
tion particulaire sédimentable, de purifier la fraction diffusible des 

noyaux. 

2 - Cependant, la radioactivité spécifique des ARN de la 
solution n'augmente pas toujours sensiblement par rapport à celle des AEtV 

des "noyaux après 1' incubationT1 (noyaux N ) : comme dans l'expérience pré- 
D 

cédente (voir tableau XXII ; p. 142), sa valeur est en effet, seulement le 

double de celle des m\J des noyaux N Ce résultat peut s'expliquer par le D ' 
fait que la fraction sédimentable % possède elle-même une radioactivité 
spécifique élevée mais aussi jar le fait qu'une partie importante de l'MN 

nouvellement synthétisé n'est jamais transférée dans le cytoplasme ; ce 

phénomène, suggéré dès 1 964 par HARRIS (304)) a été confirmé par des nombreux 

auteurs (voir pour exemples, SIU3ARER et Mc CARTEY (305) ; ARION et GEORGIEV 

(306) ; DREWS - et al. (307) ; BILLIXG - et al. (308) SOEIRO et DARTELL (309)) > 

3 - Les ARN constituant la l'fraction diffusible" SD possè- 

dent une composition centésimale dont le rapport G + C/A + U est égal à 1. 

Il est intéressant de comparer ces valeurs avec celles qu'ont obtenu, par 

différents procédés, d'autres auteurs pour des préparations d'Am de type 

messager de foie de Rat (voir tableauXII1 ; p. 144). 

Il est admis actuellement que la composition 

nucléotidique des AFtN messagers se rapproche de celle des ADN sur lesquels 

ils se sont synthétisés. Dans le cas du foie de Rat, cette relation de 

composition a été démontrée jusqu'à présent par l'application de la méthode 

"indirecte" de YCAS et VINCENT (31 0) et de KITAZUME et YCAS (31 1 ) qui 

consiste à calculer la composition centésimale des ARN à partir des radio- 

activités spécifiques des nucléotides provenant du marquage pendant 30 mn 



TABLEAU XXII 

Caractéristiques des ARN des différentes fractions nucléaires et cytoplasmiques. 

i Noyaux : Fraction diffusible F ' ) 

( 
D : .................... ......................... ) 

( 
Après : Fraction ' "Microsomes" ) 

( : Natifs : diffusion : sédimenta- : Surnageant : ) 

( N~ 
ble $ : S~ ) 

) 
f"----"------- ------- ----c------ ----------- ----------- -------------. ' Radioactivité : 

3.810 : 2.500 : 1.530 : 4.710 : ( spécifique (*) : 
( 

78 

' Composition f 
( 
( 

centésimale 

( G : 28,30 
( 
( C : 28 
( 
( A : 19,70 
( 
( U : 24 

- - -- 

(*) En cprn x 1 O - ~ / * ~  de phosphore adénylique. 



à 60 mn des ARN totaux du noyau. Les valeurs  de rapports G + C/A + U 

var ian t ,  dans ce cas, de 0,83 à 1,45, montrant a i n s i  l ' invers ion  de la  

composition nucléotidique de ces AiW qui  s e  rapproche a l o r s  de c e l l e  des  

ADN (*). 

En fract ionnant  l e s  ARN par  divers  procédés, p lus ieurs  

auteurs  sont parvenus à des conclusions identiques.  Par exemple, SIBATANI 

(312) a carac té r i sé  des ARN à marquage rapide dans l a  phase phénolique 

d' e x t r a i t s  t i s su l a i r e s .  KIDSON e t  KIRBY (31 3) on t  obtenu des r é s u l t a t s  

analogues en étudiant  l ' i n t e rphase  phénol-eau, r e c u e i l l i e  par  traitement 

des noyaux dans des mélanges de phénol, de dodécylsulfate de sodium e t  de 

€3-hydroxyquinoline ou de phénol e t  de p.aminosalicylate de sodium. Le 

principe de ces méthodes a é t é  appliqué par GEORGIEV e t  a l .  (31 4) au  f o i e  

de Rat e t  par BEZDEK e t  SKALKA (315) e t  MUNRO e t  KORNER (316) au f o i e  de 

Lapin. Les r é s u l t a t s  obtenus par  d i f f é r en t s  au teurs  sont rassemblés dans 

l e  tableau X X I I I  (p. 144). 

4 - Il e s t  important de souligner que nous obtenons par 

spectrophotométPie une va leur  du rapport G + C/A + U égale à 1 pour l e s  

ARN de l a  f r ac t ion  S Jusqulà présent, en e f f e t ,  c e t t e  valeur  n ' ava i t  D ' 
é t é  a t t e i n t e  par l e s  auteurs  qu'à l ' a i d e  de l a  méthode des r ad ioac t iv i t é s  

spécif iques dlYCAS e t  a l .  (31 7). O r ,  l a  détermination par spectrophoto- 

métrie de l a  composition en nucléotides d'ARP? messagers préparés par  dif- 

f é r en t s  procédés (fractionnement des ART$ c e l l u l a i r e s  par l e  phénol ; 

isolement à p a r t i r  des polysomes) fou rn i t  des va leurs  du rapport G + C/ 
A + U q u i  var ien t  de 1 ,38 à 1 ,50. Ces r é s u l t a t s  s ' expliquent par  l a  pré- 

sence, dans l e s  préparations dtARN messagers, de proportions importantes 

d ' ARN de type GC . Nous pouvons donc admettre que l e s  préparations dlARN 

de type messager que nous obtenons possèdent un taux de pureté t r è s  élevé. 

5 - La f r a c t i o n  sédimentable de l a  f r ac t ion  d i f fus ib l e  % 
F représente une c lasse  pa r t i cu l i è r e  de ribosomes d i f f é r en t s  des riboso- 
D 

mes cytoplasmiques par  l e u r  rad ioac t iv i té  élevée. 

(*) Selon Y&WA e t  SIBATANI (318), l a  ccmposition des ADN du f o i e  de Rat 

e s t  l a  suivante : dG : 20,84,; dC : 21,4 ; dA : 27,9 ; dT : 30,l ; dG + d ~ /  

dA. + dT = 0,73 



Composition centésimale des ARE de type messager du foie de R a t  déterminée par l a  nébhode s'i,ldirzc t,?" d'YCAS ri; VL\LuCZlrjt (319) 

e t  par speztrophotométrie dans l 'u l t raviolet .  

( 
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( PT6thode "indirecte" dlYCAS e t  VIîgCENT Methode upectro,rl;o tomé triq3.e 5 
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Nous proposons de les appeler "ribosomes nucléaires". 

L'origine de ces ribosomes reste pour l'instant une 

énigme. Ils peuvent, en effet, provenir du noyau par passage au travers de 

la membrane nucléaire (qui reste morphologiquement intac te après la dif fu- 

sion), conformément aux hypothèses émises, par exemple, par ROLL (330) ou 

par GEORGIEV et coll. (331 ). On peut encore invoquer un mécanisme de lldésorp- 

tionli au cours de l'incubation de ribosomes adsorbés à la surface des noyaux, 

(visibles au microscope électronique), qui s 1 associeraient en polysomes , 
grâce aux ARN messagers diffusibles, par un mécanisme analogue à celui qui 

a été décrit par BACH et JOHNSON (332). 

Les résultats que nous avons obtenus jusqu'à p~ésent 

ne nous permettent pas de choisir pour l'une ou l'autre de ces hypothèses. 

20 - MISE EN EVIDENCE DE PARTICULES DE RNP 
TRANSPORTANT LES ARN DE TYPE MESSAGER 

Les travaux effectués dans le chapitre précédent 

nous ont permis d'identifier, parmi les composés diffusibles, deux classes 

dlARN différant à la fois par leur radioactivité spécifique et pas leur 

composition en bases. Nous avons repris l'étude détaillée de ces deux caté- 

gories de fractions qui nous a permis de démontrer que si ces deux dernières, 

en fait, étaient de nature particulaire, seule la fraction correspondant à 

S était originaire du noyau. En conséquence, nous nous sommes limitée D 
ultérieurement à l'étude de cette dernière qui srest révélée être essentiel- 

lement constituée de particules de ribonuclécprotéines 45 S dont nous avons 

étudié, en dé tail, les caractères physico-chimiques et morphologiques. 



I - ETUDE DES FRACTIONS RN, ET 

A - ISOLEMENT 

Dans l e  but de v é r i f i e r  l 'hypothèse que l e  "sumia- 

geant de diffusiofi '  s é t a i t  c o n s t i t u j  dtARN de type messager contaminés D 
par  des composés d 'or igine ribosomale, nous avons ten té  d'éliminer ces  

dern iers  par une nouvelle u l t racent r i fuga t ion  à 80 000 g pendant 15 heu- 

res.  Nous avons en f a i t  obtenu une seconde f r ac t ion  sédimentable conte- 

nant des ARN de type messager que nous avons appelée RN Pour é v i t e r  
2' 

toute  confusion, la  f r ac t ion  sédimentable contenant l e s  "ribosomes 

nucléaires" a été appelée RN (au l i e u  de . 
1 51) 

Le protocole expérimental permettant d 'ob ten i r  l e s  

d i f f é r en te s  f r ac t ions  nucléaires  a é t é  résumé dans la f igure  13 (p. 147). 

B - PROPRIETES 

1 - ANALYSE CHIMIQUE: 

Nous avons dé teminé  l a  composition centésimale en 

phosphore acido-soluble, l ip id ique ,  ARR e t  a lcal i - insoluble  de nos d i f -  

fé ren tes  f rac t ions  nucléaires.  

a - Mode opératoire  

Les ARN des f rac t ions  N (noyaux avant diffusion) ,  

N (noyaux après  d i f fus ion) ,  RN e t  I1N ont  é t é  e x t r a i t s  selon l a  métho- 
D 1 2 

de de SCHMIDT e t  THANNHAUSER déc r i t e  précédemment (vo i r  p, 67). Au cours 

de l ' ex t r ac t ion  (vo i r  l e  schéma de la f igu re  14 ; p. 148), nous avons 

r e c u e i l l i  l e s  surnageants de centr i fugat ion contenant l e s  composés acido- 

solubles  e t  organo-solubles ; l e s  composés alcal i - insolubles  de ces frac-  

t ions,  contenus dans l e  p réc ip i t é  formique, on t  également é t é  r e c u e i l l i s  

à l a  f i n  de l ' ex t r ac t ion .  

Le dosage du phosphore t o t a l  a é t é  effectué selon la  

méthode d' ALLEN (333) . 
b - Résultats  

La r épa r t i t i on  des composés phosphorylés dans l e s  

d i f fé ren tes  f rac t ions  nuc léa i res  e s t  représentée dans l e  tableau 24 ; 

p. 149) ; nous pouvons en t i r e r  l e s  commentaires suivants  : 



- In jec t ion  aux r a t s ,  par voie  in t rapér i tonéa le ,  de 1 mC de radiophos- 
pha t e  

- Sac r i f i ce  des animaux après  1 heure d' incorporation 

- Homogénéisation des fo i e s  dans une solut ion 0,33 M en saccharose e t  
0,0018 M en chlorure de calcium, a jus t ée  à pH 7 ,4  

- Centrifugation de l'homogénat à 250 g pendant 10 mn. 

Sédiment 

- Resuspension dans une solut ion 

Surnageant 
(éliminé) 

de saccharose 2,2 M 

- Centrifugation à 50 000 g pendant 

Sédiment : 
"Noyaux CHAWEAUtl 

- Resuspension dans une so lu t ion  de saccharose 0,35 M 
tamponnée à pH 7,8 par  du phosphate bipotassique 
(concentration f i n a l e  0, 02r M) 

- Incubation à 40 C pendant 4 heures 

- Centrifugation à 20 000 g pendant 20 mn 

Sédiment 
Noyaux après d i f fus ion  

Surnagean t 
Fract ion d i f fus ib l e  

Centrifugation à 80 000 g pendant 60 mn 

L 1 
Sédiment : 

4 
Surnageant : 

Centrifugation à 80 000 g pendant 15 h 

sédiment : 
I 

surnage& t f i n a l  : 1q \-Y-] 
Figure 13 

Schéma de l a  préparation des par t icu les  d i f fus ib les .  



Substrat (fractions N, N RN, et R N ~ )  
D' 

+ 

t 
i \,' 

I 
'4# 

Précipi té Surnageants + P-acido- 

+ soluble 

Ethanol (x 3) 

Précipité Surnageants - 
i 

Ethanol-éther (v : v) (x 3 )  
J/ 
P-lipidique 

Précipi té Surnagean ts 

NaOH 0,5 N 

P-alcali <- Précipité Surnageant + P-ARN 
insoluble 

Figure 14 

Schéma d '  extraction selon la méthode de SCKMIDT et THAWHAUSER 



TABLEAU XXN: 

Répartition des composés phosphorylés dans différentes fractions nucléaires (en 

p. 100 du phosphore total) . 
Fractions diffusi- 1 

"Noyaux CHAUVEAUll 
bles sédimentables ) 

) 

i Avant Après 
: diffusion : diffusion : 

) 
: RN3 

( N 
) 

"D - ) 
(-------------------------:--------------:---------------:-----,---:--------- 
( 

) 

( P. acido-soluble 2,3 
1 

4,9 : 9,4 : 13 ) 
$ ) 
\ -éther : 

i 3,7 2,9 f 1,4 0, 4 ) ( P. lipidique alcool- . 
( 

1 
6,9 6,6 : 27,3 : 5,5 ) 

{ éther 
) 

\ ) 
( P e r n  
( 

18,8 16,2 j 62,9 ) ) 

( 1 
( P. alcali-insoluble j ( 68,3 69,3 : 1599 18,4 1 ) 



1 ) La comparaison de la composition centésimale en composés 

phosphorylés des noyaux avant et après diffusion, révèle une diminution 

en P-lipidique (surtout soluble dans l'éther) ainsi qu'une diminution 

en P-ARN. Cette dernière observation est en faveur de l'élimination dlARN 

par les noyaux ; elle nous apporte donc une preuve supplémentaire quant 

à la nature des produits diffusibles. 

2) Les fractions RN et EW ont sensiblement la même compo- 1 2 
sition en composés phosphorés. Elles diffèrent essentiellement par leur 

teneur en composés P-lipidiques solubles dans le mélange d'alcool et 

d' éther ; en effet, la fraction RN en renferme jusqu'à 27 p. 100 tandis 
1 

que la fraction 9 nt en contient que 5 p. 100. La fraction F33 est donc 
1 

plus hétérogène que la fraction RN et très riche en lipides, 
2 

2 - COMPOSITION EN BASES .ET RADIOACTIVITE SPECIFIQUX DES ARN 

a - Mode opératoii 
La composition centésimale en nucléotides des BRN 

et la radioactivité spécifique de ces derniers ont été déterminées par 

application de méthodes spectrophotométriques dans l'ultra-violet. En 

outre, la recherche d'ART? de type messager a été effectuée en appliquant 

le procédé dfYCAS et VIHCENT (334). 

Ces techniques ont été décrites en détail dans le 

paragraphe intitulé : Protocole expérimental définitif (p. 91 ) . 
b - Résultats 

Les résultats que nous avons obtenus sont rassemblés 

dans le tableau XXV (p.l 51 ) ; ils montrent que : 

1 ) La fraction RN est nettement différente de la fraction 
2 

RN 
1 '  

- par la radioactivité spécifique de ses ARN qui est 

environ trois fois plus élevée. 

- par la composition centésimale en nucléotides, 
déterminée par spectrophotométrie dans l'ultra-violet de ses A.RT!J ; en 

effet, les valeurs des rapports G + C/A + U sont de 1,49 pour la fraction 
FLN et de 1,06 pour la fraction RN 

1 2' 



Radioactivité spécifique et composition centésimale en ARN des différentes frac- 

tions diffusibles des noyaux. 

( 
( 

Fraction diffusible F D 
1 

( :----------------------------------------* 
) 

( 
"Microsomes" 1 

( * P'raction : Fraction : Surnageant 1 

( 
f RN1 final S : 

m2 : 
1 

( 
- 1 

( 
Radioactifivité spé- ' 

: 1530 : 4500 : 4900 : 
1 

( 
cifique (*) 78 1 

( 
) 

( 
Composition des ARN ) 

A 

( a) Spectrophotométrie : 
) 

( dans l'U.V. 
) 

/ ) 

' b) Néthode dtYCAS et 1 
( VINCENT 
( 

) 

( G : 27,60 : 27,66 : 25,70 : 21,43 
1 

( 
) 

( 
C 23,20 i 20,96 : 22,70 : 24,40 ) 

( A : 24,70 : 26,70 : 28,55 : 25,30 
) 
) 

(x) En cpm x 10-~/m~ de phasphore adénylique. 



2) Au contraire, la détermination de la composition des ARLY 

en nucléotides par le procédé dtYCAS et VINCENT conduit, pour les deux 

fractions, à un rapport G + C/A + U voisin de 1. 

3 - ETUDE MOKPHOLOGIQUE 

a - Techniques 

Les fractions sédimentables KN et KN ont été obser- 
1 2 

vées au microscope électronique : 1) Après inclusion dans les conditions 

décrites précédemment (voir p. 129,b) ; 2) Après ombrage : fixées au formol, 

des suspensions de ces deux fractions ont été déposées sur grilles puis 

soumises à un ombrage unidirectionnel au platine sous un angle d'envi- 

ron 80 ; 3) Des colorations positives ont été effectuées par l'acétate 

d'uranyle (solution à 2 g pour 100 ml d'acide chlorhydrique 0,01 N )  de 

manière à pouvoir mesurer les dimensions des particules ; 4) En outre, 

nous avons appliqué à ces dernières la méthode des films protéiques 

selon KLEINSCmIDT et ZAHN (335), lthypophase étant constituée par une 

solution d'acétate d'ammonium 0,05 M ; les étalements recueillies sur 

grille ont subi un ombrage rotatif à l'oxyde d'uranium ou au carbone- 

platine, sous un angle de 8 à 10Q. 

b - Résultats 

Ils peuvent se résumer de la manière suivante o 

1 ) Les fractions sédimentables RN et NT sont particulai- 
1 2 

res . 
Incluse dans l1Epon, la fraction KN ( ~ i ~ .  15 a g 1 

p. 153) se présente essentiellement constituée de particules granulai- 

res très contrastées, dont le diamètre moyen est de 200 k. A côté de 
ces particules, on observe la présence de vésicules qui paraissent 

formées par 1' enroulement de membranes. 

La fraction 2 N  ( ~ i ~ .  15 b ; p. 153) est constituée 
2 

de particules apparemment identiques à celles de la fraction RN mais on 
1 

n'observe pas la présence de vésicules, 

2) Les colorations positives effectuées par l'acétate 

d'uranyle, montrent que les particules des fractions RN et RN ont un 
O 1 2 

diamètre moyen d'environ 200 à 250 A. 



! ::')- ; 
'* P - d 

Fract ions RN e t  RN Techniques de f ixa t ion ,  d ' inclusion e t  de coloration 
1 2' 

identiques à c e l l e s  de l a  f i y r e  1 (p. 4).  
a - Par t icu les  AN On peut observer l a  présence de vésicules  d ' a l l u r e  

membranaire . ' *x 60 000. - - 

b - Par t icu les  RN x 90 000. 2' 



3) Après ombrage unidirect ionnel ,  la  f r ac t ion  RIV ( ~ i g .  1 6 a ; 
1 

p, 155) s e  présente sous forme de par t icu les  de 250 1 à 700 1. Ces par t i -  

cules  apparaissent souvent associées à des filaments. Qilant à :a f r ac t ion  

RN2 ( ~ i g .  16 b ; p. 155), e l l e  s e  révè le  const i tuée de par t icu les  sphé- 

r iques,  à surface i r r égu l i è r e  l e u r  donnant un aspect en nchou-fleurs' g 
O 

l e u r  diamètre va r i e  de 350 A à 500 A. 

La différence de t a i l l e  en t r e  l e s  par t icu les  de l a  

f r ac t ion  RN e t  RN peut s 'expl iquer  par  des différences techniques. En 
1 2 

e f f e t ,  des quant i tés  d i f f é r en te s  de métal vaporisé peuvent en t ra îner  des 

va r i a t i ons  dans l a  t a i l l e  des pa r t i cu l e s ,  On peut encore invoquer l e  f a i t  

qu ' e l l e s  so i en t  d 'origine d i f fé ren te ,  l a  f r ac t ion  RN pouvant ê t r e  conta- 
1 

minée par  des ribosomes provenant du f e u i l l e t  externe de l a  membrane 

nucléaire .  

4)  Après étalement selon l a  technique de KLZIfiTSCKMIDT e t  

ombrage, l e s  f rac t ions  RN e t  RN sont  const i tuées toutes deux de par- 
1 

O 
t i c u l e s  sphériques, d'environ 470 A de diamètre, qu i  e x i s t e n t  l i b r e s  ou 

associées  à des filaments. Toutefois, dans l a  f r ac t ion  RN Les particu- 
1 ' 

l e s  sont  en majori té  conjuguées à des filanients de g r a d e  l o n p e u r  

( jusqulà 3 ) e t  t r è s  ramifiées ( ~ i g .  17 a ; p. r 156). Au contraire ,  dans 

l e  cas  de la  f r ac t ion  RN l a  plupart  des par t icu les  sont  l i b r e s  e t  l e s  
2' 

fi laments,  généralement plus  courts  (environ 1 que ceux de l a  f r ac t ion  r ' 
R Y  , sont  assoc iés  s o i t  avec p lus ieurs  par t icu les  f ixées  s u r  toute  l e u r  

1 
longueur, s o i t  avec une seu le  par t icu le  par l 'une  de l e u r s  extrémités 

( ~ i ~ .  17 b ; p. 156). 

Les études biochimiques e t  morphologiques que nous 

avons effectuées s u r  l e s  f r a c t i o n s  RnT e t  t nous conduisent aux conclu- 
1 2 

s ions  suivantes  : 

1 ) Les deux types de f r ac t ions  sont  pa r t i cu l a i r e s  e t  contien-- 

nent des  ARN à marquage rapide. 

2) E l l e s  d i f f è r en t ,  néanmoins, par l e u r s  carac tè res  de sédi- 

mentation, par l a  composition en nucléotides de l eu r s  A a ?  e t  par  l a  radio- 

a c t i v i t é  spécif ique de ces derniers .  Au point de vue morphologique, s i  

toutes  deux sont  const i tuées de granules e t  de fi laments,  l a  f rac t ion  RN 
2 



Fipure 16 

Fractions RnT z t  RY Ombrage au pla t ins  
1 2' 

a - Particules RN x 60 000. 
b - Particules RN" r 80 000. 

2' 



FiRure 12 
Fractions RN, et RN2 traitées lnlon le pmcéd6 àe KLEINSCEMIDT e t  
ZAHN euivi d'ombrage (voir texte p. 152). 

a - Fraction RN1. Chbrage au oarbone-pïatîne. x 40 000. 
b - R a c t i o ~  RNZ. O m b w  B l'orne d ' d u .  x 40 000. '-- A 



appara î t  plus homogène. 

3) La f r ac t ion  RN semble en e f f e t  hétérogène par  l a  présence, 
1 

à côté des par t icu les ,  de vésicules  ayant l ' a s p e c t  de membranes g ce f a i t  

n ' e s t  pas sans r e l a t i on  avec l a  r ichesse de c e t t e  f r a c t i o n  en  phosphore 

l ip id ique .  La différence observée dans la  valeur des rapports  G + C/A + U 

déterminés, d'une part ,  par  spectrophotométrie dans 1 ' u l t ra -v io le t  e t ,  

d ' au t r e  par t ,  selon l e  procédé d1YCAS e t  VIfJCE?JT l a i s s e  également suppo- 

s e r  que l'ARJ!? de l a  f r a c t i o n  IW, e s t  hétérogène. 

C - ORIGINE 

Nous avons pu constater ,  à maintes repr i ses ,  que la  

f r a c t i o n  RN é t a i t  hétérogène. Nous avons voulu, par  conséquent, v é r i f i e r  
1 

s i  l e s  deux f rac t ions  RN e t  RN avaient  une or ig ine  commune e t ,  en par t i -  
1 2 

cu l i e r ,  s i  e l l e s  provenaient toutes  deux de l ' i n t é r i e u r  du noyau. Pour 

résoudre ce problème, nous avons comparé l a  nature des produits diffusi-  

b l e s  obtenus à p a r t i r  det'noyaux CWWEAU" à ceux provenant de noyaux 

de type HYMER e t  KUFF (336) q u i  sont  débarrassés du f e u i l l e t  externe de 

1' enveloppe nucléaire.  

1 - MODE OPERATOIRE 

Les "noyaux CHAUVEAU" ont é t é  préparés comme d é c r i t  

précédemment (p. 147 ) . 
Les noyaux de type HYJXER e t  KUFF o n t  é t 6  obte- 

nus par  resuspension de "noyaux CHAWEAU" dans l a  so lu t ion  dthomogénéisa- 

t i on  (saccharose 0,33 M, C a C l  0,0018 M)  contenant un détergent  non ioni- 
2 

que, l e  Triton X 100, à concentration f ina l e  de 0,5 p. 100. Les noyaux 

sont  l a i s s é s  en contact avec l e  Tri ton pendant 5 mn, puis centrifugés.  

Enfin, l e  Triton e s t  éliminé par  lavage des noyaux dans l a  solut ion 

d' homogénéisation. 

Les f r ac t ions  d i f fus ib l e s  ont  é té  obtenues selon 

l e  schéma habi tue l  ( revoi r  f i g .  13 ; p. 147) e t  nous avons comparé l e s  

propriétés  de ces f rac t ions  au point de vue composition chimique, radio- 

a c t i v i t é  spécifique e t  morphologique en u t i l i s a n t  l e s  mêmes méthodes que 

c e l l e s  déc r i t e s  pour l ' é tude  des f r ac t ions  RN e t  RN provenant de'hoyaux 
1 2 

CHAUVEAUt' . 



2 - RESULTATS 
Les résultats que nous avons obtenus peuvent se 

résumer de la manière suivante : 

a - Les noyaux décapés par le Triton gardent unc morphologie 

intacte avant et après diffusion. 

1 ) Au microscope à contraste de phase, aucune diffé- 

rence n'est observée en comparaison avec les "noyaux CHATJVBAU". 

2) L'observation, au microscope électronique, de 

noyaux avant la diffusion (I'ig. 18 ; p. 159) montre que le feuillet exter- 

ne de la membrane nucléaire a été enlevé et que les préparations de noyau 

apparaissent plus pures en comparaison de celles de "noyaux C K A . W U t f .  

En outre, les zones de chromatine condensée sont plus nettes et, comme 

dans le noyau in situ, localisées autour du nucléole et en bordurede la 

membrane nucléaire. Les grains périchromatiniens et interchromatiniens 

sont nettement visibles. 

Après la diffusion, les noyaux apparaissent intacts 

( ~ i ~ .  19 ; p. 160). Dans le nucléoplasme, la chromatine a repris l'aspect 

dispersé déjà rencontré dans les "noyaux CHAWEAU" et, comme dans ces 

derniers, le nucléole présente un éclaircissement du composant granulaire. 

b - Si la fraction diffusible RN n'a pas changé d'aspect, 
2 

on observe, par contre, des modifications importantes au niveau de la 

fraction RN : le sédiment de centrifugation obtenu devient insignifiant 
1 

et, après l'inclusion de ce sédiment on n'observe plus, au microscope 

électronique, la présence de vésicules. 

c - La radioactivité spécifique dininue de moitié en ce qui 
concerne la fraction RN ; celle de la fraction RN reste sensiblement 

1 2 
identique. 

d - Enfin, l'étude de la répartition des produits phospho- 
rylés (voir tableau XXVI ; p. 161 ) montre que le pourcentage de phosphore 

lipidique de la fraction RN diminue considérablement dans le cas de 
1 

noyaux de type H m R  et KUFF (1,3 p. 100 au lieu de 28,7 p. 100). 



Hoyaux d'hdpatocytee de Rats pdpada  selon le procédd de HlHER 
et K[IFl (voir texte ; p. 157). 
%&niques de fixation, d'inclusion et de coloration identique8 
B oellee de la figure 1 (P. 4). nu, nucléole ; dm, chranntia6 
d ~ n ~ 6 e e  x 16 000. 



Figure 19 

Noyaux de type HYMER e t  KUFF aprés incubation dans une solut ion 
de saccharose phosphatée. Au niveau du nucléole (nu), on vo i t  que 
la zone granulaire a, en grande par t ie ,  disparu ; seule, pers is te  c-:-* l a  f rac t ion  f i b r i l l a i r e  ( f ) . Techniques de f ixa t ion ,  dl inclusion 

2 j  1 
e t  de coloration identiques à ce l l e s  de la  f igure  1 (P. 4). 
x 16 000. 



Répartition des composés phosphorylés dans les fractions nucléaires RN 
1 

et RN (en p. 100 du phosphore total) en fonction de différents procé- 

d&s d T i  a olement des noyaux. 
-4 1 Procédés d'isolement : CHAWEaUetal. HYMERetKUTF ) 

( (337 ) des noyaux (338 ) 1 
/ 

Nature des 
: RN1 

1 ' fractions diffusibles : RN2 : RN, : ) 
/ 

i P. acido-soluble 
f ' P. lipidique 28,7 i 5,9 i 1 ,s  : 1,5 1 ) ; 

' P. alcali-insoluble ( i 
18,2 : 15,9 . 178 ; 798 ) ) 



3 - CONCLUSIONS ET DISCUSSIOH 
L'ensemble des résultats que nous avons obtenus nous 

ont conduite à penser que la fraction RN des "noyaux CHBWEAU" provenait, 
1 

tout au moins en partie, de la désorption partielle, au cours de la diffu- 

sion, du feuillet externe de la membrane nucléaire. La radioactivité 

spécifique relativement élevée de cette fraction qui est de 20 fois supé- 

rieure à celle des ribosomes cytoplasmiques, peut s'expliquer par la nature 

particulière de ces ribosomes due à leur localisation sur la membrane nu- 

clhaire. On peut les comparer aux "polysomes de la membrane externe" 

isolés par SkDOWSKI et HOW!3N (339) et considérés par ces auteurs comme 

des précurseurs des polysomes cytoplasmiques. 

La fraction IW , présente dans les produits diffusi- 
1 

bles des "noyaux CHAWEAU", se révèle donc comme un contaminant externe 

au noyau. Pour nos expériences ultérieures, nous avons, par conséquent, 

utilisé des noyaux "décapés" au Triton selon le procédé d'KIçI\IER et KUFF 

(340) et nous nous sommes limitée à 1' étude de la fraction RN la seule 
2' 

qui soit dl origine in tranucléaire . 

II - ETUDE DES PARTICVLES DE RPaP DE Lfi FRACTION RN 

Analysée par ultracentrifugation en gradient de 

saccharose+ la fraction Rhl s'est révblée être essentiellement constituée 
2 

de particules de ribonucléoprotéines 45 S (35 S quand ltisolement est 

effectué en l'absence de magnésium). Nous nous sommes proposée de déter- 

miner les propriétés physico-chimiques et morphologiques de ces particu- 

les. 

1 - CENTRDIUGATION DE ZONE EN GRADIENT DE-XACCHAROSE 

La centrifugation de zone permet de séparer physi- 

quement des particules et même des macromolécules caractérisées par des 

coefficients de sédimentation différents . 



a - Matériel  e t  méthodes 

1 ) Préparation du rcatériel  

Les sédiments RH sont  obtenus selon l e  protocole 
2 

expérimental de l a  f igure  13 147) mais à p a r t i r  de noyaux de type 

HYMER e t  KüFF (vo i r  p. 157). Ils sont resuspendus dans un volume minimum 

de m i b u  de d i f fus ion  ne contenant pas de saccharose (on u t i l i s e  généra- 

lement 1 m l  de so lu t ion  pour 1 mg de matér iel)  puis centr i fugés à f a i b l e  

v i t e s s e  (5 mn à 2 000 ,g) pour éliminer l e  matér iel  agrégé. Le surnageant 

e s t  immédiatement déposé à l a  surface du tube contenant l e  gradient  pré- 

formé de saccharose. 

2) Centrifugation en gradient  

a - Formation du gradient  

Ncus avons u t i l i s é  des so lu t ions  de saccharose de 

concentration var iab le  dans l e  tampon d'incubation des noyaux. Suivant l e  

cas,  nous avons u t i l i s é  des solut ions à 5 e t  20 p. 100, 5 e t  25 p. 100 

ou 0,3 M e t  1 M en saccharose. Les deux so lu t ions  de concentrations extrê- 

mes sont  pladées dans deux cuves cylindriques communicantes. Le mélange 

obtenu par écoulement de l a  solut ion légère dans la  cuve contenant l a  

solut ion lourde, munie dl un d i spos i t i f  d1  ag i t a t i on  mécanique, a r r i v e  

lentement dans l e  tube de centrifugation. Il s ' ensu i t  que, au fond du 

tube, l a  concentration e s t  c e l l e  de l a  so lu t ion  lourde ; e l l e  va en 

décroissant vers  l e  sommet du tube où e l l e  a t t e i n t  l a  concentration'de l a  

so lu t ion  légère.  On parvient,  de c e t t e  manière, à obtenir  des gradients  

l i néa i r e s .  

B - Centrifugation 

Dès que l a  solut ion à analyser  e s t  déposée s u r  l e  

gradient ,  on procède à une centr i fugat ion dans des centrifugeuses prépara- 

t i v e s  (SPINCO, modèles L ou L ) à l ' a i d e  de ro to r s  à godets cscillants, 
2 

p e r m e t t ~ n t  une sédimentation horizontale.  

- - Fractionnement e t  analyse du gradient 

Cet te  dernière  étape permet de déterminer l a  pos i t ion  

des composés dans l e  tube de gradient.  Notre technique consis te  à percer 

l e  fond du tube ( n i t r a t e  de ce l lu lose)  e t  à r e c u e i l l i r  goutte à goutte l e  

contenu en f r ac t ions  de volume égal. Sur chacune d ' e l l e s  nous mesurons 



la densité optique à 260 nm (spectrophotomètre de JOBIN et YV0a) et nous 

déterminons la radioacti~~ité acido-insoluble. A cet effet, chaque frac- 

tion est précipitée par 1'ATCA à concentration finale de 10,p. 100 et 

filtrée sur des pastilles de fibre de verre découpées à l'emporte-pièce 

(papier WHATMAN GF 83). La sérumalbumine est utilisée comme entrabeur 

à raison de 0,2 %/ml. Les pastilles sont séchées pendant 2 heures à 

37" puis introduites dans des flacons contenant un mélange scintillant 

(solution à O,? g p. 100 de PPO (*) et 0 , Û S  g p. 100 de POPOP (**) dans 

du toluène redistillé). On mesure la radioactivité à l'aide d'un compteur 

à scintillation de type NUCLEAR CHICAGO. 

Les densités optiques et les radioactivités de toutes 

les fractions sont reportées sur des diagrammes. 

b - Résultats 
1) Isolement en l'absence de magnésium 

L'analyse de la fraction RN obtenue à partir da 
2 

noyaux incubés dans le milieu de diffusion habituel (solution de saccha- 

rose phosphatée) met en évidence une population de particules dont la 

constante de sédimentation, évaluée par rapport à celle des sous unités 

ribosomales cytoplasmiques, est dl  environ 35 S (pig. 20 : p. 165) La 

courbe de radioactivité suit rigoureusement celle de la densité optique 

mesurée à 260 nm ( ~ i ~ .  21 a ; p. 166). Dans les zones légères,du gradient, 

on observe un matériel absorbant la lumière ultra-violette ; il est pro- 

bablement composé de produits de dégradation. 

Un spectre d'absorption, réalisé sur le pic 35 S 

( ~ i ~ .  21 b ; p. 1 66), montre que la valeur du rapport D.O. 260/280 est 

relativement faible (il est égal à environ 1,~). Les particules 35 S 

semblent, par conséquent, être de nature ribonucléoprotéique ; ce résul- 

tat sera confirmé par 1' étude de leur densité (voir le paragraphe inti- 

tule : Centrifugation à l'équilibre en chlorure de césium ; p. 178, c -). 

(*) 2,S-Diphényloxazole 

(**) 1 ,4-bis (2-(5-~hén~loxazol~l) ) benzène 



FRACTIONS 

U l t r a c e r ~ t r i f u g a t i o n  er. g r a d i e n t  de saccharose  de 5 à 25 p. 100. 

F rac t ion  RN de noyaux de f o i e  de Rat i s o l é s  se lon  l e  procédÉ 
2 

de HYMER e t  RCFF et  incubés dans une s o l u t i o n  de sacckarose 
0,35 M tamponnge à pH 7,8 par  du p h o s ~ h a t e  b ipo tass iqüe  0,Oî M. 

La cer i t r i fugat ion a été e f f e c t u é e  d m s  un r o t o r  SPINCC SW 27 à 
20 000 t/mn pendant 1 4 h à 4 Q C  . 
O O---- O D.O. 

260 nm de la  f r a c t i o n  RN 
2 

A -  - -  - - A -  - - . -  -A D.O. 
260 nm de sous-unités ribosomales de 

f o i e  de Rat préparées  à p a r t i r  de polysomes 
d i s s o c i é s  par  ltEDTA 0,O: M 
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FRACTIONS 

a - Ultracentr i fugat ion en gradient  l i n é a i r e  de seccharose de 5 à 20 p. 100 de l a  f r ac t ion  RN préparée dws 
des conditions i d e z t i q ~ e î  à celles de la f i gu re  20 (p. 165), mais à p a r t i r  de Rats ayant repu une in jec t ion  
d e  3 2 ~  (1 rnC/~at). 

La centr i fugat ion a é t é  effectuée dans un r o t o r  SPïNCO SW 25-1 à 22 OOC t/mr. pendart 14 h à 4.9 C o  
o n  D.O. 260 nm 
- - - - -  - . - - -  -0 Radioact ivi té  acido-insoluble 

' b - S p c t r e  dtabsorption en lu r ik re  u 2 . t ~ - v i o l e t t e  de la f r ac t ion  12 de (a). 
'* <-. 



2) Isolement en présence de magnésium 

Quand l a  f r ac t ion  Rif e s t  obtenue à p a r t i r  de noyaux 
2 

incubés dans un milieu c o n t e m t  du magnésium (so lu t ion  de Z.AMP3lX e t  

KELLER (341 ) ; vo i r  p. 11 2) ,  l e  gradient  obtenu e s t  légèrement d i f f é r en t  

( ~ i ~ .  22 ; p. 168). L t  examen des courbes de dens i té  optique e t  de radio- 

a c t i v i t é  révèle toujours l a  présence d'un p i c  symétrique t r è s  ne t  mais 

qui  s e  trouve s i t u é  dans l a  zone 45 S. 

L'emplacement du pic  e s t  indépendant de l a  concen- 

t r a t i o n  en magnésium dans l e s  l imi t e s  étudiées (1, 3 ou 5 mM) (voi r  

f ig .  23 ; p. 1 69). Pour nos études u l té r ieures ,  nous avons chois i  l a  

concentration 3 DM qui représente  une dose moyenne par  rapport à c e l l e s  

q u ' u t i l i s e n t  d i f f é r en t s  auteurs  pour préserver l ' i n t é g r i t é  des RnTP. 

Dtun point  de vue morphologique, il e s t  également connu que l e s  noyaux 

ne gardent l e u r  aspect i n  s i t u  que s i  l a  concentration en magnésium e s t  

supérieure à 1 , 2  mM ( v o i r  en pa r t i cu l i e r ,  MOT\SNERON e t  NOULE (342)). 

Pour v é r i f i e r  que ce nouveau p i c  45 S n ' e s t  pas un 

dimère du précédent, nous avons f a i t  a g i r  la IWase à f a i b l e  dose (1 g/ r- 
ml), à 4" , pendant 1 5 mn, La pos i t ion  du p i c  n t  a pas changé. Les par- 

t i c u l e s  i so l ées  en présence de magnésium possèdent, par conséquent, un 

coe f f i c i en t  de sédimentation plus élevé que c e l l e s  i so l ées  dans un milieu 

ne contenant pas de magnésium. 

3) Isolement en présence d ' i nh ib i t eu r  de l a  R3=ee 

Nous avons préparé un inh ib i t eu r  de l a  RNase à p a r t i r  

du cytoplasme de fo i e  de Rat. La f r ac t ion  contenant l ' i n h i b i t e u r  a é t é  

e x t r a i t e  par  préc ip i ta t ion  au s u l f a t e  d'ammonium -35 à 55 p. 100 de satu- 

rat ion-  selon l e  procédé de ROTH (343). Les opérations fu ren t  effectuées 

en présence de B-mercapto-éthanol e t  l a  f r ac t ion  enr ich ie  en inh ib i teur  

f u t  dissoute  dans un tampon phosphate contenant du glycocolle qu i  assure 

l a  s t a b i l i t é  de 1 inh ib i teur  (SIRAKOV e t  KOCiLAXIAN (344) ) . 
L'addition de c e t  inh ib i teur  de l a  m a s e  à l a  solu- 

t i on  de d i f fus ion  -on u t i l i s e  de l ' i n h i b i t e u r  e x t r a i t  à p a r t i r  de 1 f o i e  

pour une quant i té  de noyaux provenant également de 1 foie-, apporte 

quelques modifications dans l e  p r o f i l  des courbes de dens i té  optique 

e t  de r ad ioac t iv i t é  obtenues après  centr i fugat ion de l a  f r a c t i o n  Fil? 
2 



FRACTIONS 

Figure 22 

Ultracentr i fugat ion en gradien t  l i n é a i r e  de saccharose de 10 à 30 p. 100. 

Fract ion RN préparée comme d é c r i t  dans l a  f i gu re  21 (a), mais à p a r t i r  de 
noyaux i n c u 3 ~  dans l a  so lu t ion  de W N I C K  e t  KELLER contenant du KgC12 3 M. 

La centrifugation a été effectuée dans un ro to r  SPINCO SW 27 à 20 OC0 t/mn 
pendant 16 h à 40 C. 

O -  D.O. 260 nrn de la  f r ac t ion  RN2 
f-a 

<';'s5 i ' l / c  , 
a - . . - - - @ - - - - -  Radioact ivi té  t o t a l e  de la  f rac t ion  RN \\-/ 

2 
6 - - - - 4- - - - - A D.O. 260 nm des sous-unités ribosomales de f o i e  

de Rat. 
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FRACTIONS 

F i w e  22 

Ultracentr i fugat ion en gradients  l i nka i r e s  de saccharose de 5 à 25 p. 100. 
Fraction RN de noyaux de fo i e s  de Rats marqués au 3 2 ~  e t  incubés dans l e  
milieu de 'ZAMENIK e t  KELLER dont l a  concentration en magnésium va r i e  de 
1 R 5 m . M .  
La centr i fugat ion a été effectuée dans un r o t o r  SPINCC SW 27 à 20 000 t/mn 
pendant 24 h à 40 C . y-- 

.----- • - - - - -@ Radioactivité acido-insoluble Lbd 



en gradient de saccharose. Dans cette expérience, le milieu d'incubation 

contient du magnésium. En comparaison avec le témoin (~ig. 24 g p. 171 ) , 
nous observons toujours la présence du pic 45 S mais, dans la zone légère 

du gradient, tout le matériel absorbant la lumière ultra-violette a dispa- 

ru ; celui-ci provenait donc bien, comme nous l'avons supposé précédemment 

de produits de dégradations par la RNase. Au contraire, dans les zones 

lourdes, on observe l'apparition d'un matériel radioactif, absorbant la 

lumière ultra-violette et dont le coefficient de sédimentation semble 

hétérogène. Ce matériel correspond peut-être à des populations de parti- 

cules dont la forme 45 S ne serait qu'une sous-unité, d'autant plus que 

cette zone se révèle sensible à la RNase. L'apparition de ce matériel 

ne semble pas être un artéfact ; observée au microscope électronique, 

après coloration négative selon la technique de SKFILTON et KWF (345), 

cette zone est en effet constituée de particules qui ont un aspect diffé- 

rent de celles préparées en l'absence d'inhibiteur (~ig. 25 : p. 172) : 

on observe des agrégats de particules de formes généralement plus irrégu- 

lières que celles du pic 45 S (voir fig. 36 ; p. 192). 

4) Action de 1 ' ac tinomycine 

L'actinomycine D est un antibiotique qui inhibe la synthèse 

des ARN en se fixant sur les G de l'ADN. Expérimentant sur des Rats, 

GOIBBLATT et al, (346) ont démontré que 1' injection de 0,25 g/g de poids Ĉ  
d'animal provoquait, après un délai de 1 heure, une inhibition de 50 p. 

100 des synthèses diARN au niveau de la cellule hépatique. L'inhibition 

maximale -80 à 90 p, 100- est obtenue avec des doses plus fortes (à partir 

de 1 g/g de poids d'animal). L'action de l'actinomycine dure plusieurs ? 
heures. 

Nous avons injecté ces mêmes doses d'actinomycine à des 

Rats, 2 heures (*) avant 1 ' injection du radiophosphate et nous avons exa- 
miné l'effet produit sur nos particules, en co~paraison avec celles de 

Rats témoins. 
Nous pouvons constater (~ig. 26 ; p. 173) que les Pourcen- 

tages d'inhibition, calculés à partir des radioactivités spécifiques des 

(*) C'est le temps nécessaire pour l'élimination, par les noyaux, des 
AIW métaboliquement actifs (revoir fig. 1 2 ; p. 137 ) . 



FRACTIONS 

Ultracentrifugation er, gradients linéaires de saccharose de 0,3 à 1 M. 

Gm~hiqae de gauche 

Fraction RN de rioyaux de foies de Rats marqués au '*Y et incubés dans le 
milieu de &NE et KELLER (~émoin). 

Z a p h i q ~ e  de droite 

Le milieu d'incubation des noyaux a été ad.ditionnC d'inhibiteur de la Rilase. 

La centrifugation a été effectuée dans un rotor SPINCC SW 25-1 à 25 OC0 t/m 
pendaot 3 h à 40 C. 

f-̂ .. 

---O D.O. 260 nrn / ,! - 5  ' 8  

e- - - - . - - - , - .  Radioactivité acidc-insoluble '. ---..& ' l  



Figure 25 

Particules de coefficient de sédimentation hétérogène obtenues 
après incubation de noyaux de type KYTaR et FIF, en présence 
d'inhibiteur cytoplasmique de RNase. Coloration négative à 
l'acétate dluranyle selon la technique de SWLTON et KUFI? (347) 
x 1 20 000. 



FRACTIONS 

Figure 26 

Ultracentrifugation en gradients l i n é a i r e s  de saccharose de 5 à 20 p. 100. 

\ Fraction RN de noyaux de foies de Rata ayant reçu une injection dlactinomycine D à raison de 0,25 
par g de poi8s d'animal, 2 h avant l'injection di: 3 2 ~ .  Les noyaux ont Bté incïbés dans le milieu de 
E L L F R  (&Clg 3 dl). 

La centrifugation a été effectuée dacs *an rotor SPlNCC SW 25-1 à 22 0C.O t/m pendmt 14 h à 40 C. 

O * ., - O D.O. 250 nm 
@--- - - . - - - -  - Radioactivité ôcido-insoluble 



ARN (nombre de cpm/unité de D .O. 
260 nm 

), s'élèvent à 30 et 50 p. 100 

pour les doses dlactinomycine respectivement égales à 0,25 et 1 @ de 
poids de Rat. 

La synthèse de llARN de nos particules se révèle donc, par 

rapport aux ARN totaux de foie de Rat, partiellement insensible à llac- 

tion de l'actinomycine D. 

2 - CENTRIFUGATION AEALYTIQUE (*) 

L'ultracentrifugation analytique nous a permis de 

déterminer avec précision le coefficient de sédimentation de nos parti- 

cules. 

a - Natériel et méthodes 
1 ) Préparation du matériel 

Les sédiments RN obtenus à partir de noyaux incu- 
2 

bés, d'une part, dans la solution habituelle de saccharose phosphatée 

(absence de magnésium) et, d'autre part, dans la solution de ZBMENIK et 

KELLER ( M ~ c ~ ~  3 rnM) ont été traités comme décrit p. 163 (voir le chapitre 

intitulé : Préparation du matériel), Les surnageants obtenus, au lieu 

d'être déposés sur des gradients de saccharose, sont directement soumis 

à 1 'ultracentrifugation analytique. 

Dans un but de vérification, nous avons également 

centrifugé en analytique des particules séparées préalablement en gra- 

dient de saccharose. Dans ce cas, nous avons opéré sur une fraction pré- 

levée dans la zone du gradient correspondant au maximum d'absorption des 

particules. Comme précédemment, les déterminations ont été effectuées 

sur des particules isolées en présence et en absence de magnésium. 

2) Centrifugation 

Le principe de 1 ' ultracentrifugation ainsi que les 
calculs sont exposés dans l'annexe technique (p. 202). 

La centrifugation a été effectuée avec une ultra- 

centrifugeuse analytique BECKMAN (modèle E ) ,  à la température de 10Q C ,  

à 30 000 t/mn, dans une cellule à simple secteur de 12 mm d'épaisseur et 

à fenêtre de quartz. 

(*) L'étude en ultracentrifugation analytique a été réalisée en collabo- 
ration avec A. VIRBERT dans le Laboratoire de Chimie Biologique de 
la Faculté des Sciences d'ANNAPPES. 



La sédimentation des macromolécules a été suivie 

simultanément par absorption ultra-violette et par la méthode optique 

"SCHLIEREN" qui traduit une différence de concentration par un pic. 

Une fois la vitesse de régime atteinte, les clichés 

ont été pris toutes les 8 minutes (voir fig, 27 ; p. 176). Les coefficients 

de sédimentation sont calculés à partir des mesures faites sur les photo- 

graphies avec un lecteur de profil NIKON qui permet une précision du 

millième de millimètre. 

b - Résultats et conclusions 
Les coefficients de sédimentation cbtenus sont 

ensuite corrigés par rapport à l'eau à 200 C et donnent, dans le cas des 

fractions RN totales, les valeurs suivantes : 
2 

1) Isolement en l'absence de magnésium : 

2) Isolement en présence de magnésium : 

Les coefficients de sédimentation mesurés à partir 

des particules isolées au préalable par centrifugation en gradient de 

saccharose nous ont donné des résultats comparables à ces deux valeurs. 

Les résultats que nous avons obtenus confirment 

donc ceux déterminés par centrifugation en gradient de saccharose. En 

particulier, l'augmentation du coefficient de sédimentaticn des particules 

isolées en présence de magnésium ne semble pas être un artéfact. 

3 - CENTRIFUGATION A L'EQUILIBRE EfJ CHLORURE DE CESIUM 

La centrifugation à 1' équilibre ou "isopycnique" 

permet la séparation des particules suivant leur densité. Nous avons 

appliqué cette technique pour déterminer la densité apparente de nos 

particules. 



Temps (mn) 

Figure 27 

Ultracentrifugation analytique des particules de l a  fraction RN suivia ;par l a  méthode 2 
optique "SCHL-" (sédimentation de l a  gauche vers la droite). 

a )  RX dans l e  tampon phosphate 0,02 M ; pH 7,8 (absence de ïnagnésium) 
2 

b) RN dans l e  milieu de ZAiUXIK e t  KELLEB sans sucrose (présence de magn6siu.m) 
2 



a - Matériel  e t  méthode2 

1 ) Préparation du niat&el* 

Les sédiments RIV sont obtenus à p a r t i r  de noyaux 
2 

de type HYMER e t  KUFF (348) s e l o r  l e  protocole expérimental habi tuel  

( v o i r  p. 147). Ils sont resuspendus dans Le milieu de d i f fcs ion  sans sac- 

charose, auquel on ajoute  du fo-mol à concsntraJ~ion f i n a l e  de 6 p. 100. 

On l a i s s e  d i a lyse r  toute  une n u i t  dans l e  m6ine tampon. L ' adialysable  e s t  

centr i fugé à 2 000 g, pendant 5 mn. Le surnageant obtenu e s t  analysé par  

centr i fugat ion en chlorure de césium ( c s c ~ ) .  

Dans ce r t a in s  cas,  l 'analyse a é t é  effectuée direc- 

tement à p a r t i r  de l a  zone 35 S du gradient  de saccharose f i x é e  par l e  

formol e t  dialysée de l a  même manière que ci-dessus. 

2) Centrifugation en gradient  

a - Formation e t  c-entrifugation du pradient 

Contrairement à l a  centr i fugat ion de zone, il 

n ' e s t  pas nécessaire  de préformer l e  gradient. En e f f e t ,  1-orsquf on centr i -  

fuge une so lu t ion  concentrée d'un s e l  lourd -en l foccurence,  du CsZ1- il 

apparaî t ,  en t r e  l e s  deux extrémités de la colonne l iqu ide ,  une var ia t ion  

continue de la concentration du s e l .  Il s e  crée, de c e t t e  manière, un gra- 

d i e n t  de dens i té  qui a t t e i n t  un é t a t  d 'équi l ibre  au bout d'un cer ta in  temps 

de centr i fugat ion génoralement assez long. S i  on mélange ini t ia lement  avec 

l a  sb lu t ion  sa l ine  une p e t i t e  quant i té  de macromolécules dont l a  densi té  

dans c e t t e  so lu t ion  (densi té  apparente) e s t  vois ine de c e l l e  de l a  solu- 

t ion ,  e l l e s  formeront une bande plus ou moins é t r o i t e  à une posi t ion où 

l e u r  densi té  apparente e s t  égale à c e l l e  de l a  so lu t ion .  

Nous avons u t i l i s é  3,5 m l  d'une so lu t ion  de C s C l  

de dens i té  1,420. Cet te  so lu t ion  a é t é  effectuée à p a r t i r  de l ladialysa-  

b l e  -qui cont ient  l e s  par t icules-  auquel on a a jouté  l e  C s C 1  à l a  densi té  

voulue. Lf ensemble a é t é  centr i fugé à 35 000 t/mn, pendant 63 heures, 

dans l e  r o t o r  SW 39 d'une centrifugeuse SPINCO, modè1.e L ou ,L 
2' 

Pour diminuer l e  temps de centr i fugat ion,  nous avons 

par fo is  préformé l e s  gradients .  La technique, dans co cas, e s t  ideatique 

à c e l l e  que nous avons u t i l i s é e  pour l e s  grô,dients de ssccharcse (voi r  

p.l63,a-j.~ous avons effectué nos gradients  5, p a r t i r  de dvux s o l u t i o i ~ s  de 

C s C l  de concentrations extrêmes : 2,5 .ml d'une so lu t ion  de dens i té  1,298. 

e t  2,03 m l  d'une solut ion de dens i té  1,598. 



Comme dans le cas précédent, les solutions ont été effectuées à partir de 

lladialysable. Nous avons centrifugé pendant 18 heures, à 35 000 t/mn 

(rotor sw 39). 

P - Fractionnement et analyse du gradient 
La technique dlélution du gradient est la même 

que pour la centrifugatiorl de zone. Nous avons mesuré la D.O. à 260 nm 

et pour déterminer la radioactivité totale de chaque fraction, des quantités 

aliquotes de 0,5 ml ont été prélevées et additionnées de 10 ml du mélange 

scintillant de BRAY (349) ; les comptages ont été effectués au compteur 

à scintillation. En outre, la densité des différentes zones du gradient 

a été déterminée par mesure de 1' indice de réfraction qui conduit, grâce 

aux tables de VINOGRAD et HEaRST (350), à la valeur précise de la densité. 

b - Résultats 
1 )  Isolement en l'absence de magnésium 

La figure 28 (p. 179) représente le gradient en 

CsCl non préformé de la zone 35 S séparée préalablement en gradient de 

saccharose. La majeare partie de la radioactivité est retrouvée dans une 

bande de densité comprise entre 1,35 et 1,40 avec un maximum à 1,37. 

L'action de la IWase (5 dml, à 200 C, pendant (" 
10 mn) provoque une diminution et un léger déplacement du matériel radio- 

actif vers des zones plus légères du gradient. Ce résultat s'explique par 

une diminution du contenu en ARN des particules. 

2) Isolement en présence de magnésium 

La figure 29 (p. 180) représente le gradient en 

CsCl préformé de la fraction RN obtenue à partir de noyaux diffusés dens 
2 

le milieu de ZAlvlENïK et KELLER (où le magnésium est 3 m ~ )  . La majeure 
partie de la radioactivité se retrouve également dans une bande de densit6 

dont le maximum se situe à environ 1,37. 

c - Conclusions 
Les résultats que nous avons obtenus nous amènent 

à formuler les conclusions suivantes : 

1 ) La densité des particules de la fraction RN 2 
est relativement faible. Ce résultat apporte une preuve supplémentaire 

quant à leur nature nucléoprotéique. Leur densité égale à 1 ,37 révèle 



DENSITE 

( C ~ C  i) 

7,s 

3 4 
8 

11,3 

FRACTIONS 

Ultracentr i fugat ion en gradient  de C s C 1 .  

Par t icu les  35 S de noyaux de f o i e s  de Rats marqués au 7 2 ~  e t  
séparées préalablemerit en gradient de saccharose. 

La centr i fugat ion a é t é  effectuée dans un ro to r  SPINCO SW 39 
à 35 000 t/mn pendant 63 h à 40 C ,  dans une solut ion de C s C l  
dont la dens i té  moyenne e s t  de 1,420. ( &: ; 1 

'L ..-.- 
---------a Ccurbe de r ad ioac t iv i t é  des par t icu les  35 S 
a- - - - - e - - - - -a Courbe de r ad ioac t iv i t é  des par t icu les  35 S 

t r a i t é e s  par la  N a s e  (5  m l ,  à 200 C pendant 
10 mn). @ 



FRACTIONS 

Ul tracentrifuga-tion eri gradient  de CsC1. 

Fract ion RN de noyaux de f o i e s  de Rats marquée au  3 2 ~  e t  incubés 
dans l e  milzeu de ZAMENIK a t KELLER (MgCl* 3 m ~ )  . 
La centr i fugat ion a é t é  effectuée dans un ro to r  SPINCO SW 39 à 
35 000 t / m n  pendant 18 h à 40 C ,  dans un gradient  préformk de 
C s C l  de densi té  1,298 à 1,538. f-'.. 

O CI - O 3.0. 260 nm 
a - - - - - # - - - -  -e Radioactivité t o t a l e  



-par application de la formule de LUTJ et PERRY (351) (*)- une faible 

proportion en ARN (27 p. 100). 

2) Si la présence de magnésium dans le milieu de 

diffusion provoque une augmentation du coefficient de sédimentation, la 

densité, par contre, ne varie pas. Il est donc fort probable que l'absen- 

ce de magnésium n'entraîne qu'une modification dans la conformation molé- 

culaire de nos particules. 

4 - ACTION DE DIFFERENTS FAC TEUS- 

La fraction RN a été traitée comme nous l'avons 
2 

décrit à la page 163, sauf que nous avons fait agir des facteurs variés 

(température, agents de dissociation etc.. & .  ) avant dl effectuer 1' analyse 

par centrifugation en gradient de saccharose. Les résultats que nous avons 

obtenus sont les suivants : 

a - Action de la RNase pancréatique 

1 ) Mode opératoire 

Nous avons fait agir la RNase "DNase-free" 

(WORTHINGTON) à raison de 50 g/ml d'une part, à 40 C pendant 45 mn et, 
Ç" 

d'autre part, à 37" pendant 20 m. Des contrôles à 40 C et à 37" ont 

aussi été effectués. 

Dans ces expériences les noyaux ont été incubés en 

lqabbsnce de magnésium. 

2) Résultats 

Les résultats que nous avons obtenus peuvent se 

résumer de la manière suivante : 

a - Après l'action de la RNase à 40 C, la radio- 

activité du pic 35 S diminue environ des 2/3 (voir fig. 30 ; p. 182). 

P - Après l'action de la RNase à 3 7 W C ,  la zone 

35 S s'effondre totalement. Néanmoins, une partie de cette dégradation 

est due uniquement à l'effet de la température car le témoin à 37" 

(sans RNase) diminue presque de moitié (voir fig. 31 ; p. 183). - 
(*> d (dn - d) 

Protéines (en p. 100) = 100 
d (dn - dp) 

où - d est la densité mesurée 
- d et d les densités des ART7 et des protéines égales respectivement n 

à 1,9 et 1,25 



Figure 30 

Centrifugation en gradients  l i n é a i r e s  de saccharose de 5 à 20 p. 100. 

Action de la RNase (50 Pà4 9 C pendant 45 mn) s u r  lea par t icu les  
de la f r ac t ion  RN i so l ' e  à p a r t i r  de noyaux de f o i e s  de Rats marqués 

2 
au J2p e t  incubés dans l a  so lu t ion  habi tue l le  de saccharose phosphatée. 

La ceritrifugation a é t é  effectuée dans un r o t o r  SPDiCO SW 25-1 à 
22 000 t/mn pecdant 14 h à 40  C. 

a - - - - - * - - - -  - Radîoac t i v i  t é  acido-insoluble 



Fimre 31 

Centrifugation en gradients linéaires de saccharose de 5 20 p. 100. 

Action de la tenipérature ( 3 7 ~  C) et de la XNase (50 ,ug/ml à 372 C pendant 20 mn) sur les particules 
/-- 

! :< L) 
de la fraction RN isolée dacs les m&u.es conditions que celles décrites dans la figure 30. 

l ; r-- 2 
i L-,.,.' - + > ,  La centrifugation a été effectuée dans un rot~r SPINCO SU 25-1 à 22 QG0 t/m pendant 14 h à 4Q C. 

O--?- D.O. 260 nm 
e - - - - -  Q - - - -  -a Radioactivité acido-insoluble 



3 ) Conclusions 

Les résultats obtenus nous amènent à formuler les 

conclusions suivantes : 

a - Les particules de RNP 35 S sont très sensibles 
à l'action de la RITase puisque, même à 49 C, on observe une diminution 

très importante du pic. 

p - Il est à souligner que les particules 35 S sont 

également thermolabiles et qu'il faut éviter d'opérer à 3 7 W ,  comme il 

est souvent mentionné. 

b - Action de la DNase 
1 ) Mode opératoire 

Mous avons fait agir la DNase à 40 C, pendant 45 mn, 

à raison de 50 ug/ml, en présence dt ions magnésium (IO-' M) nécessaires 
( 

à son action. Des contrôles à 40 C avec et sans magnésium ont également 

été effectués. 

Dans ces expériences, les noyaux ont été incubés 

en l'absence de magnésium. 

2) Résultats et conclusions 

L'examen des courbes de densité optique et de ra- 

dioactivité obtenues, montre que les particules 35 S sont totalement 

insensibles à la DNase (i?ig. 32 ; p. 185). On observe seulement, dans 

les zones plus légères du gradient, une très légère diminution de la 

radioactivité. Nous pouvons donc conclure que slil y a quelque contami- 

nant ADN dans la fraction RN les RNP 35 S elles-mêmes en sont totale- 
2' 

ment dépourvues. 

c - Acticn du DOC 
En présence de DOC à 1 p. 100, les particules 45 S 

sont complètement dissociées (Fig. 33; p. 186). 

d - Action de ltEDTA 
Il convient de mentionner que, dans ce cas, les 

fractions RN ont été obtenues en présence de magnésium. L'EDTA 0,03 M 
2 

provoque une diminution du coefficient de sédimentation qui passe de 

45 S à environ 35 S (Fig. 34 ; p. 187). 



FRACTIONS 

Ultracentrifugation en gradients linéaires de saccharose de 5 à 25 p. 100. 

Action de la DNase (50 g/ml à 40  C pendant 45 rnn, en présence de XgCl  IO-^ M) C" 2 s u r  les particules de la fraction REJ isolée selon la méthode classique. Les 
2 noyaux orit été incubés dans la solution habituelle de saccharose phosphatée. 

La centrifugation a été effectuée dans un rotor SW 27 à 20 000 t/mn pendant 
15 h à 4 0  C. 

O n 4 D.0. 260 IIM 

r- - - - - r - - - - -0 Radioactivité acido-inso!uble 



FRACTIONS 

Figure  32 

U l t r a c e n t r i f u g a t i o n  en g r a d i e n t s  l i n é a i r e s  de saccharose de 5 à 20 p. 100, 

Action du DUC à 1 p. 100 s u r  l e s  p a r t i c ~ l e s  de  l a  f r a c t i o n  RN de noyaux 
de f o i e s  de Rats marquCs a u  3 2 ~  e t  incubés dans l e  mi l i eu  de ZAMENIK e t  
KELLER (F4gC12 3 m~). 

La c e n t r i f u g a t i o n  a été e f f e c t u é e  dans un r o t o r  SPINCG SW 27 à 20 OC0 t/mn 
pendant f 3 h à 40 C.  

a n O D.O. 260 nm 

r- - - - - 6 - - - - -O Radioac t iv i t é  ac ido- insoluble  
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FRACTIONS 

Figure 34 - 
Ultracentrifugation en gradient linéaire de saccharose de 5 à 20 p. 100 

La fraction REI a été isolée à partir de noyaux de foies de Rats marqués 
au 3 2 ~  et incu%és dans le milieu de ZRMENIK et KELLER, donc en préser.ce 
de magnésium. Une partie a été resuspendue dans la solution d'incubation 
sans saccharose, selon le procedé habituel et sert de témoin. "autre partie 
a été remise en suspensiori dans la même solution safis magnésium et à laquelle 
on a ajouté de lvEDTA 0,OJ M. 

f-:., La centrifugation a été effectuée dans un rotor SPIPJCO Sk. 27 à 20 OC0 t/mn ( F I  : . 'I 
pendant 13 h à 40 C .  \ L ~ L , . ~  

,. " '.,.kN 

O a D.O. 260 nm 
.- .L a Radioactivité acido-insoluble ) Particules témoin 

& A A D.O. 260 m ) Particules traitees 

- - - ---A - - - - -1, Radioactivi tb acido-insol,.ble ' à ltEDTb 1 



On retrouve donc, comme on pouvait le prévoir 

llEDTA complexant les ions bivalents, le même coefficient de sédimenta- 

tion que celui de nos particules isolées en l'absence de magnésium. La 

configuration de ces dernières semble donc être fonction de ln conpo- 

sition ionique du milieu. 

5 - ETUDE DE L'Am DES PARTICULES 
a - Détermination de la composition en bases 

1 ) gode opératoire 

Nous avons effectué une préparation massive de 

particules, Les zones 35 S de plusieurs gradients ont été collectées, 

additionnées dlATCA à concentration finale de 10 p. 100 et traitées en 

vue de l'extraction des ARIS selon le procédé de SCHMIDT et THAMIHAUSER 

(voir p. 67). La composition centésimale en nucléotides des AR? a été 

déterminée par spectrophotométrie dans l'ultra-violet et selon le pro- 

cédé dtYCAS et VINCENT (voir détails techniques ; p. 94). 

2) Résultats et conclusion 

Les résultats que nous avons obtenus sont résumés 

dans le tableau XXVII (p. 189). Les rapports des bases G + C/A + U, 
déterminés par spectrophotométrie et selon la méthode d' YCAS, sont 

respectivement égaux à l,l7 et 1,06. Nous pouvons en conclure que la 

fraction AIW de nos particules tend vers le type AU sans toutefois 

atteindre la composition en bases de l'ADN. 

b - Détermination du coefficient de sédimentation 
1 ) Mode opératoire 

Nous avons isolé des particules 45 S à partir de 

Rats ayant reçu une injection intrapéritonéale d'acide orotique tritié, 

à raiscn de 250 ~ / ~ a t ,  1 h avant le sacrifice. L'ARIU de la zone 45 S (" 
du gradient a été extrait selon le procédé classique par le phénol-SDS 

à concentration finale de 0,5 p. 100 dans le tampon Tris-HC1 0,05 M 

a justé à pH 7,4. Après précipitation de la phase aqueuse par l'alcool, 

1'ARN a été dissous dans le tampon acétate de sodium 0,01 M et NaCl 

0,1 M ajusté à pH 5 puis analysé en gradient linéaire de saccharase 

dans le même tampon acétate. 



Composition centésimale en nucléotides des AXN des par t icu les  de RNP 35 S 

( Détermination par  : 
( spectrophotomé- : 30,2 : 23,6 : 26,4 : 19,6 : 1,17 
( t r i e  dans l 'U .V.  : 

( 
( 
( Détermination se- : 
( lon l e  procédé * 

3698 , ( d'YCAS e t  VDJCENT : 14,7 a 2997 . : 18,6 j 1,06 

( (352) 

NOTA,- Ces r é s u l t a t s  représentent l a  moyenne de 3 dosages. 



Le surnageant post-mitochondrial froid contenait 

les ribosomes et ltARN de transfert a été traité de manière identique 

pour servir de témoin, 

2) ssultat 

L1 examen du gradient de la figure 35 (p. 191 ) Svèle 

la présence d'un composé radioactif de faible poids moléculairee En effet, 

le coefficient de sédimentation, évalué par rapport à celui de ltL'LR1\T dc 

transfert, est environ égal à 4 S. 

B - ETUDE MORPHOLOGIQEE 

7 - MATERIEL ET XETHODES 
Après ultracentrifugation en gradient de saccharose 

de la fraction RV nous avons collecté les tubes de la zone 45 S et 2' 
recentrifugé pendant 2 heures à 130 000 g. Le sédiment obtenu a été 

traité selon les techniques de morphologie déjà décrites (voir p. 152). 

Nous avons également effectué des digestions enzymatiques du sédiment 

après sa fixaticn par le formol à 10 p. 100, 

1 ) En coupes, après inclusion dans llEpon, ltobservation 

au microscope électronique montre la présence d'une population homogène 

de particules d'allure sphérique de 270 1 à 250 1 de diamètre identiques 
à celles de la fraction RN (revoir fig. 15 b ; p. 153 ). C.es particules 

2 
ne semblent pas présenter de liens entre elles. 

2) En coloration négative (technique de SHELTON et KIFF 

(353)), elles présentent une surface poreuse assez régulière ; leur 

diamètre est de 1' ordre de 200 A ( ~ i ~ .  36 ; p. 1 92). 

3) Les colorations positives ne nous ont pas permis de ré&- 

ler à leur niveau de sous structures. 

4) Des digestions par la pepsine (0,l  p. 100 dans HC1 O, 1 R, 

à 370 C, pendant 1 heure) provoquent une diminution du contraste des 

particules qui apparaissent plus floues. 



FRACTIONS 

~ e r ~ t r i f u g a t i o n  en gradiec t  l i n é a i r e  de saccharose de 5 B 20 p. 100. 

ARN des par t icu les  45 S e x t r a i t  par l e  phénol-SDS à 0,s p. 100. Les par t icu les  
45 S ont  é t é  séparées prgalablement par centr i fugat ion er, gradient  de saccha- 
rose de l a  f r ac t ion  R?? provenant de noyaux de f o i e s  de Rats marqués h l ' a c ide  
orotique 3H (250 c / ~ a $ ) .  L'incubation des noyaux a été effectuee dans l e  
milieu de ZAMENlX!et I(ELLER (NgCl2 3 m~). 

La centrifugatior,  a é t é  effectuée dans un r o t o r  SPINCO SW 27 à 20 000 t/mn 
per~dant 15 h à 4 9  C. 

II O w O Radioactivité de l'Am des par t icu les  45 S. 

a- - - - - - - - - -0 D.O. 260 nm de 1'ARN post-mitochondrial (AI?I'? riboso- 
maux e t  ARN de t r a n s f e r t )  u t i l i s é  comme entraîneur ,  



Figure 36 

Particules de RNP 45 S vues en coloration négative à l'acétate 
dturanyle selon la technique dq SHELTûN et KüFF (354). x 120 000, 



5) L 3  RUase (O ,?  p. 100 et-3;: lle-oii k t rF i  6 . 3 ,  à z7Q , _,en 
d m t  1 heure) n t  a pzs d f  ac t ion  ne t t e .  1 c s  parJ~ii;u!-fv sont  t:~i; ;:.-?s r.06 - 
sentes.  

3 - COKC!L_üXJ!T!TST Di88USSION 

1 ) LJaspect  des par t icu les  de l a  zgce 45 S n'cs-k :?r diCfG- 

r e n t  de c e l l ~ i  des par t icu les  de l a  ,"raction K\r Ceci 'pnd >. ?roi-,$;- ccn 
2 ' 

la  f r ac t ion  FI4 qui  représellte - tout  ;?u m~lcr ;  dans l~ -,as 1c3 I ~ J L L ~ X  
2 

décapés pzr l e  Triton- l a  t o t a l i t é  des p:-odui bs ? i i ' f i~? iF tes ,  c x a i t  

essentiellement const i tuée de ps r t i cu l e s  L 5  S. 

2) Les par t icu les  semblent r8 s i s t cz  5 ILtact7.on de l e  Eese.  

Ce r é s u l t a t  e s t  en contradict ion avec c z ~ x  obtenus en b!.oc;Si.nie (vot r  

p. 181 ). On ne peu.t cependant i n v o q ~ e r  l e  f a i t  que l e s  ya r1 , i c~ le s  s a i e a t  

f i xées  au préalsble  par l e  formg1 pujsqulpn u t i l i s e  33r.s C? CTS 6 ~ "  doses 

? 
/ de RNase 20 f o i s  plus élevées ( 1  000 g/iol r.u l i l u  de 50 y g n l ) .  Rn oo-kre: 

\ 

l e s  opérations 6 tan t  effectuées à 3 7 W ,  i ' c f f e - i  de l a  tenpérature dev ra i t  

s ' a j o u t e r  à l t a c t j o n  de l a  RVase ( r evo i r  f i g .  37 ; p. 183). J e  r é s u l t c t  

peut néanmoins s ' expl iquer  s i  l'Am s e  troure,  conme dans !es parti-cules 

30 S de GEOZGIEV ( revoi r  f i g .  5 ; p. 54), en surfacc de l a  pa r t i e  protéi- 

que des part icules .  Cet te  dernière n '  é tan t  pas dégradée, l a  moryhologie 

des par t icu les  r e s t e  i n t ac t e .  

3) L'aspect des par t icu les  après l ' a c t i o n  d.e l a  pepsine 

correspondrait ,  par contre ,  à un début de dégradation de l a  prot4ine dc 

nos part icules .  

L f  exis tence même de ~ a r t i c u l e s  de ??JP a 1' i n t é r i e u ?  

du noyau e s t  à l ' heure  ac tue l l e  largement déaontrée t3n-L p3r des 1~éth3aes  

morphologiques que des &thodes bio-ph~ysic~. .chirziquen, (i.2~a1.2 l e  cha -p i t~a  

i n t i t u l é  : Les RNP c e l l u l a i r e s  g p. y ) ,  S?, LI y encore i ~ ? c  d i i2 ine  

d'années, on l e s  d&ignai"cou.s la ';t.rtne g&~6rx,; $9 !:riso:s~rfles r:ccl.&iresU 

-voir, en pa r t i cu l i e r ,  TdlJTG (355) 2.Y ALI$REY (356)- 38.: -n-t!ogFs zur: 

ribosomei du cytcplasme, on distiï1gv.c à p:-:;sent. y.c-pelo3o,--h7 <?eu:>: 

grandes catégories  de E L ?  qui  diffèrsn-k w t r e  e l l e s  saler, l a  r?a+tiri. de 



leur A , ,  Ce sont : 1 2 )  les rRW dont 1'BRN (BRN~) est du type ribosomal 

et qui comprennent toute la série des précurseurs ribosomaux et les sous- 

unités ribosomales elles-mêmes et 20) les dRNP dont l'Am ( d m )  a une 

composition en bases qui se rapproche de celle de l'ADN. 

Avant de vouloir leur attribuer un rôle, il est 

intéressant de comparer les propriétés des particules que nous avons 

obtenues à celles des particules appartanant aux classes citées ci-des- 

sus : 

a - Nos particules appartiennent-elles B la catégorie des 
ribosomes ? 

Cette possibilité doit être prise en considération. 

En effet, s'il est exclu que nos particules soient comparables aux 

précurseurs nucléolaires eux-mêmes dont les coefficients de sédimentation 

s'étalent de 60 S à 110 S (voir p. 1 l), elles pourraient, par contre, 

fort bien correspondre à la petite sous-unité ribosomale "native" qui se 

trouve en transit dans le nucléoplasme et dont le coefficient de sédimen- 

tation, dans le cas du foie de Rat, est de 45 S. Il semble toutefois que 

l'analogie entre ces deux types de particules se limite à cette propriété, 

encore que, en l'absence d'ions magnésium ou en présence dlEDTA, nos par- 

ticules sédimentent à 35-36 S alors que les sous-unités ribosomales 

acquièrent un coefficient de sédimentation de 32 S (TASHIRO et SIEKEVITZ 

(357)) ; (revoir également la figure 20 ; p. 1 65). D1 autres différences 

peuvent être mentionnées ; ce sont : 

1 ) Le coefficient de sédimentation de leur ABN : 

après extraction au phénol-SDS, 1 ' M  de nos particules est de 4 S tandis 

que celui de la petite sous-unité ribosomale est de 18 S (revoir fig. 35 ; 

P. 191). 

2) Leurs proportions respectives en ARN et protéines : 

les petites sous-unités ribosomales renferment 47 p. 100 d'AM alors que 

nos particules n'en contiennent qu'environ 27 p. 100. 

3) De cette différence, en dérive une autre, c'est 

celle de leur densité en CsCl : nos particules ont une densité moyenne 

de 1,36-1,37 ; elles sont donc relativement légères par rapport aux 

sous-unités ribosomales 45 S dont la densité est égale à environ 1,S 

(voir tableau 1 ; p. 10). 



4) Le rapport en bases G + C/A + U de leur ARN est nettement 
différent : il est de 1,85 pour la petite sous-unité ribosomale et d'envi- 

ron 1 -donc de type AU- pour nos particules. 

5) L'actinomycine D qui, à faibles doses (0,25 dg de C" 
poids d'animal), inhibe la presque totalité de la synthèse des ARN ribo- 

somaux, ne provoque qu'une diminution de 50 p. 100 de la synthèse des 

ARN de nos particules (revoir fig. 26 ; p. 173 ) . 
6) Enfin, contrairement aux sous-unités ribosomales , nos 

particules sont très sensibles au DOC à 1 p. 100 (revoir fig. 33 ; p. 186). 

L'étude comparée des protéines ribosomales à celles 

de nos particules -actuellement en cours- nous apportera peut-être des 

preuves supplémentaires de leur manque d'analogies. Néanmoins, les cri- 

tères obtenus jusqu'à présent sont suffisants pour qu'on ne puisse assi- 

miler nos particules à la série des ribosomes. 

b - Ncs particules appartiennent-elles à la catégorie des 

r n P  ? - 
D'une manière générale, elles s'en rapprochent par 

leur activité métabolique intense, la nature de leur ARN qui est du bjpe 

dARN et leur faible densité en CsCl qui révèle, en outre, une forte 

proportion en protéines. Il est intéressant de comparer nos particules 

aux formes les plus représentatives isolées par différents auteurs 

(revoir le chapitre intitulé : Les dRNP cellulaires ; p. 38) et qui sont : 

1 ) Les informosomes de SPIXTCJ 

Ce sont des particules de RNP trouvées à l'origine 

dans les extraits cytcplasmiques d ' embryons de Loche ou d ' Oursin. 
Nos particules s'en rapprochent par leur faible 

densité en CsCl ; elles ont, en particulier, la même densité que celle 

des informosomes sédimentant dans la zone 40 S (d = 1,36 - 1,37). Toutes 
deux sont sensibles à la RNase pancréatique et à la pronase. 



* 
El l e s  d i f f è r en t  l 'une  de l ' a u t r e  par l e  f a i t  que les 

infomosomes ont  un coe f f i c i en t  de sédimentation t r è s  hétérogène qui  e s t  

fonct ion de c e l u i  des ARNm. Il f au t  néanmoins rappeler  qu'on a à f a i r e  à 

des ce l lu l e s  embryonnaires donc non différenciées ,  où l e s  ARNm peuvent 

posséder des t a i l l e s  t r è s  var iées .  

2) Les dARN-infomofères de GEORGIEV 

Ce sont  des par t icu les  de RNP i so l ées  de noyaux de 

f o i e  de Rat e t  const i tuées de l'enchaînement de sous-unités 30 S ( r evo i r  

f ig .  5 ; p. 54). 

Nos par t icu les  possèdent avec ces  "monomères" 30 S 

quelques caractérisit iques communes parmi lesquel les  on peut c i t e r  une fai- 

b l e  dens i té  en C s C 1 ,  un spec t re  d'absorption en lumière u l t ra -v io le t te  

identique e t  une grande s e n s i b i l i t é  à la  RNase. 

E l l e s  d i f f è r en t  par  l e  coe f f i c i en t  de sédimentation 

de l e u r  ARN qui  a t t e i n t  8 S (au l i e u  de 4 S) dans l e  cas  des pa r t i cu l e s  
1 

30 S. Cet ARN a t t e i n t  également un type AU p lus  prononcé dans l e  cas des  

par t icu les  30 S (0,79 au l i e u  de 1 ). Etant donnée l a  différence du coef- 

f i c i e n t  de sédimentation, nos par t icu les  45 S devraient ,  en outre ,  corres- 

pondre à un dimkre des pa r t i cu l e s  30 S ; o ~ , d e  f a i b l e s  doses de RNase 

(1 ) sont sans action. Il e s t  par conséquent d i f f i c i l e  d 'effeotuer  

une comparaison exacte en t r e  ces  deux types de part icules .  En présence 

d ' inh ib i teur  de RNase, nous n'avons pas non plus obtenu -tout au moins 

dtune manière aus s i  net te-  l e s  formes "polymères" de GEORGIET. 

3) Les pa r t i cu l e s  40 S de MOULE 

Ces pa r t i cu l e s  ont é té  obtenues par  extract ion de 

noyaux de f o i e  de Rat par l e  Tr i s ,  en présence de magnésium. 

Nos par t icu les ,  comme c e l l e s  de MOULE, sont  t r è s  

sens ib les  au DOC à 1 p. 100. E l l e s  possèdent sur tout ,  toutes  deux, un ARH 

ayant des points communs qui  sont  : 19) s a  composition en bases ( l e  rapport  

G + C/A + U e s t  proche de 1 dans l e s  deux cas) ,  20) son coef f ic ien t  de 

sédimentation égal à environ 4 S, même lorsque l e s  par t icu les  sont  i so l ées  

en présence d ' inh ib i teur  de RNase e t  enf in  39) sa s e n s i b i l i t é  à l l a c t ino -  

mycine D : dans l e s  deux cas, l fARN y e s t  par t ie l lement  r é s i s t a n t  puisqulon 
, 



n'observe qu'une inhibition de 50 p. 100 des synthèses. 

Les deux types de particules réagissent par contre 

différemment aux ions magnésium. Dans le cas des particules MOULE, le pic 

40 S diminue jusqutà une concentration en magnésium égale à 5 mM ; au 

delà, il disparaît. Mous-mêmes obtenons encore des particules avec du ma- 

gnésium 10 mM. 

4) Les particules 45 S dlISHIKAWA 

Ces particules cnt été mises en évidence, très récem- 

ment, par incubation de noyaux de foie de Rat dans un tampon Tris, en 

présence de magnésium et dfATP. 

Elles possèdent un coefficient de sédimentation 

analogue à celui de nos particules ; ce dernier a, en effet, été évalué 

plus exactement à 43 S et celui de nos particules, déterminé par ultra- 

centrifugation analytique est égal à environ 44 S. Dans les deux cas, il 

ne s'agit pas d'un dimère puisque de faibles doses de RNase sont sans 

action. En présence d'inhibiteur cytoplasmique de RNase, le pic 45 S obte- 

nu par ISHXAWA diminue au profit de composants sédimentant dans des 

régions plus lourdes du gradient ; nous observons la même évalution pour 

nos particules. Enfin, les deux types de particules ont une faible densi- 

té en CsCl ; elles sont sensibles 2. la RiTase et, par contre, totalement 

résistantes à l'action de la DNase. 

Les seules différences qu'on puisse détecter se 

trouvent au niveau de 1'AFUJ des particules. Celles dlISHIKAWA possèdent 

un ARN de coefficient de sédimentation hétérogène allant de 6 S à 28 S 

(au lieu de 4 S) et dont la compositicn en bases est davantage de type 

AU (le rapport G + C/A + U est égal à 0,85 au lieu de 1). En outre, ces 

particules semblent, contrairement aux nôtres, insensibles au DOC à 

0,2 p. 100 (au lieu de 1 p. 100) g ces derniers résultats ne sont donc, 

en fait, pas comparables. 

La comparaison de nos particules avec celles obtenues 

par différents auteurs nous a permis de mettre en relief de nombreuses 

analogies mais aussi quelques différences pouvant être dues I o )  au fait 

que nos particules sont isolées à un stade d'évolution différent. Ainsi 

il est possible que les formes polymères généralement extraites directe- 

ment du noyaux soient les précurseurs des nôtres. D'une part, GEORGIEV 



(358) affirme que les informofères transportent les ARNm vers le cytoplas- 

me au moins ,iusqulà la membrane nucléaire. D'autre part, STEVENZN et ald 

(359) émettent l'hypothèse que leurs particules géantes extraites des 

noyaux de cerveau de Rat (voir p. 21) correspondraient à un assemblage 

de dARId géant néosynthétisé et de protéines. Au contact de 1' enveloppe 

nucléaire, sous l'effet d'un changement de force ionique, ces complexes 

se transformeraient en monoparticules 40 à 50 S, avant de passes dans le 

cytoplasme et SC) au fait que leur mode d'extraction, en uutre, est dif- 

férent. C'est sans doute l'une des raisons pour lesquelles nos parti- 

cules sont très proches de celles d'ISHIKAWA qui ont, comme les nôtres, 

été extraites par incubation de noyaux (et non par extraction). Il faut, 

en outre, menticnner que cet auteur utilise 1'ATP pour accélérer le phéno- 

mène de diffusicn, Il est possible que llATP, sous l'action dfATPases 

nucléaires, libère des radicaux phosphates pouvant jouer le même rôle 

d'activateur que les phosphates minéraux contenus dans nos solutions de 

diffusion. 

En conclusion, nous sommes tentée -comme la plupart 

des auteurs- d'attribuer à nos particules un rôle de transport de &VIJ 

du noyau vers le cytoplasme d'autant plus que le phincmène de diffusion 

est sélectif et qu'il se produit également lorsquton incube nos noyaux 

dans du suc cytoplasmique frais de foie de Rat. Il nous est donc permis 

de supposer que le phénomène de diffusion puisse se produire in vivo. 

Nous ne pouvons néanmoins affirmer qu'il s'agisse réellement d'ARN messa- 

gers, les critères de composition en bases et d'activité métabolique in- 

tense étant insuffisants. 



CONCLUS IONS D 
Les conclusions générales que nous pouvons tirer 

de l'ensemble de nos travaux sont les suivantes : 

1 - Nous avons mis au point, au terme d'un travail effectué 
en équipe, une méthode générale permettant à la fois des déterminations 

de composition molaire et de radioactivité spécifique des acides ribo- 

nucléiques. Une étude critique du rendement et de la pureté des ARI'J 

obtenus nous ont donné entière satisfaction, de même que les résultats 

statistiques que nous avons obtenus. Cette méthode nous a servi dans la 

suite de nos travaux à détecter, de manière précise, des différences dans 

la composition et le métabolisme, de différentes classes d'&Y nucléaires. 

II - &'étude critique systématique des différents milieux (:$) - - .. 

d'homogénéisation classiquement utilisés dans 1s fractionnement cellu- 'L, - 

laire nous a permis de montrer que la composition de ces milieux jouait 

un rôle important dans la perméabilité des membranes. Si, d'me manière 

générale, les solutions de saccharose pur conviennent parfaitement à 

l'isolement d'inclusi~ns cytoplasmiques, celles tamponnées par des sels 

minéraux, -en particulier par des phosphates-, provoquent une diffusion 

importante de constituants phosphorylés. La plus grande prudence doit 

donc être observée dans le choix des solutions destinées au fractionnement 

cellulaire. 

III - L'étude de la nature chimique des produits diffusibles 
nous a permis de démontrer que les noyaux d'hépatocytes de Rat, décapés 

par le Triton X 100 et incubés dans des solutions de saccharose tamponnées 

par des phosphates minéraux éliminaient une fraction constituée essen- 

tiellement de particules de nature ribonucléoprotéique dont les princi- 

paux caractères sont les suivants : 

1 ) Elles possèdent un turnover" intense. 



2) Leur coef f ic ien t  de sédimentation e s t  respect i -  

vement égal  à 35 S ou 45 S selon que ces pa r t i cu l e s  sont  i so lées  en 

l 'absence ou en présence d ' ions  magnésium. 

3) Leur dens i té  apparente en gradient  de C s C l  e s t  

relativement f a i b l e  e t  égale à 7,36-1,37 ; e l l e  révèle  une f o r t e  propor- 

t i o n  en prot.:' mines. 

4) La composition en bases de l e u r  ARN tend vers  l e  

type AU. Le rapport des bases G + C/A + U déterminé à l a  f o i s  par spectro- 

photométrie dans l 'U.V. e t  selon l e  procédé dtYCAS e t  VINCENT e s t ,  en 

e f f e t ,  vois in de 1 . 
5) Cet AFDJ possède un coe f f i c i en t  de sédimentation 

d'environ 4 S. 

6) Les par t icu les  sont thermolabiles, t r è s  sens ib les  

à l a  RNase pancréatique ; par contre,  l a  DNase n ' a  pas d'action. 

7)  E l l e s  sont,  contrairement aux ribosomes, complète- 

ment dissociées  par l e  DOC à 1 p. 100. 

8) L'EDTA 30 mM provoque une diminution de l e u r  

coef f ic ien t  de sédimentation en rapport avec un changement de forme 

moléculaire. 

9) Morphologiquement, e l l e s  apparaissent sous l a  
O 

forme de s p h è r e  d'un diamètre moyen de 200 à 250 A. 

L'ensemble de ces propr ié tés  nous ont  permis de 

conclure que l e s  par t icu les  que nous avons i s o l é e s  sont d i f fé ren tes  des 

ribosomes. El les  semblent, par contre,  appar ten i r  à la  catégorie  des 

dR.NP c e l l u l a i r e s  e t  jouer wi r ô l e  dans l e  t ranspor t  des ARI'i de type d A r i  

du noyau vers  l e  cytoplasme. Les r é s u l t a t s  obtenus jusqu'à présent ne 

nous permettent pas, néanmoins, d 'aff i rmer q u ' i l  s ' a g i t  dtARN messagers. 

Vos travaux sont actuellement poursuivis pour t e n t e r  de démontrer l e  

r ô l e  que jouent ces pa r t i cu l e s  dans l ' a c t i v a t i o n  des synthèses protéiques 

dans l e s  systèmes i n  v i t r o .  





ULTRACENTRIFUGATION AlJALYTIQUE 

DETERMINATION DE LA COIUSTLJTE DE SED IMENTATION D ' UNE MACROMOLECULE 
..- ' -  

1 - PRITJC IPE  DE L' ULTRACEIVTRIF'UGATION 

Lorsqu'une macromolécule se trouve en suspension 

dans une phase liquide, la force de gravité qui a tendance à la faire 

sédimenter est contrecarrée par les forces d'agitation thermique corres- 

pondant aux mouvements browniens. 

La sédimentation spontanée n'est donc pas une 

valeur mesurable. 

L'ultracentrifugation introduit une accélération 

artificielle linéaire 2(- (liée à la vitesse angulaire ( x ; ~  et à la distance 

r de la particule à l'axe de rotation) selon la relation : 

Si 1' accélération est suffisamment élevée, la 

particule sédimente avec une vitesse liée à sa forme et à sa masse molécu- 

laire. 

II - THEORIE DE LA SEDIMENTATION 

Soit V le volume de la macromolécule 

m sa masse a 

/-" sa densité 

rs la densité du solvant 
La force à laquelle est soumise la macromolécule sous l'accé- 

2 
lération f" = , r est 

Il faut cependant déduire la poussée d'Archimède (v. Cs). La 

force résultante est donc 
2 

F = (F- f s ) .  Y. Q-J .P 



La résistance à cette force est proportionnelle à la vitesse de sédimen- 

tation, et vaut 

R.T. dr R = - . -  
e N.D. dt 

sachant que R = constante des gaz parfaits 

T = température absolue 

N = nombre d'Avogadro 

D = coefficient de diffusion 

Lorsque l'état d'équilibre est atteint, la force de sédimen- 

tation est égale à la résistance. 

2 R. T dr 
- S .  . = - - N.D. dt 

M Or, le volume de la macromolécule est égal à V =- 

N* F (M étant la masse 

moléculaire de la macromolécule ) . 
Donc nous avons 

R.T. . Pour une macromolécule donnée, le facteur - 1 
D 1 - Ps 

dr 
est constant, et par conséquent, le terme - 1 doit être cons- 

dt w2.r 

tant. Ce rapport entre vitesse et accélération, caractéristique de la 

macromolécule considérée, est appelé constante de sédimentation. Elle 

est exprimée en unités SVEDBERG. 

R T .. . 1 f 
D ; 1 SVEDBERG = 1 O-' seconde 

- P,  ! 



III - OBSERVATION DE LA SEDI1FIENTATION 

L1ul tracentrifugation analytique BECKMAN (modèle 

E) possède deux systèmes optiques différents . 
A - Le système en lumière visiblz 

Ce système permet de visualiser directement le 

déplacement du soluté. Il est fondé sur le fait que tout rayon lumineux 

du visible passant à travers le soluté ou à travers le solvant n'est pas 

dévié, mais qu'au contraire, tout rayon traversant le gradient de concen- 

dc dn tration -, qui forme une frontière - (gradient d'indice), est dévié. 
dr dr 

La déviation, latérale, est rendue verticale par ltanalyseur de Schlieren . 

(fente inclinée), et accentuée par une lentille semi-cylindrique. 
. , 

En mesurant le déplacement du pic à différents 

temps (sur des photographies prises à des intervalles de temps déterminés), :i - 8 

on peut déduire la vitesse de sédimentation du soluté, la vitesse de rota- ..: 

tion du rotor étant fixée. 

B - Le système en lumière ultra-violette 
Ce système permet de travailler sur de plus fai- -1 

bles quantités de substance, à condition évidemment que celle-ci absorbe 

en lumière ultra-violette. 

L'observation ne peut plus être faite directement, 

mais uniquement sur les plaques photographiques. 

I V  - ME'IRODE DE CALCUL 

A - Calcul de la constante de sédimentation 
La valeur de la constante de sédimentation est 

déduite à partir de la pente de la courbe donnant Log r en fonction du 
dr 1 temps. En effet, de la définition même de S = -' , on tire. 
dt a 2,r 

par 1' intégration : 

Log r = w 2. S . t + constante 



La valeur de r est déduite des mesures effectuées directement sur les 

photographies avec une très grande précision. Nous utilisons le lecteur 

de profil bidimensionnel N E O B  qui permet une précision du millième de 

millimètre. 

B - Conversion aux conditions standard 
La vitesse de sédimentation d'une macromolécule 

dépend non seulement de sa taille, mais également de la viscosité (O) 
et de la densité du milieu solvant (voir 1' équation 1 ). Afin d'obtenir 

des valeurs comparables, il convient de se placer dans les conditions 

standard. Habituellement, la centrifugation est réalisée à la température 

de 200 C et dans l'eau; Dans ces conditions, la valeur de la constante 

de sédimentation est appelée S 
20,w' 

Cependant, il n'est pas nécessaire d'effectuer 

la sédimentation dans ces conditions, car on peut corriger une valeur 

déterminée dans diautres conditions par l'équation : 

- le premier terme (a) corrige la variation de la viscosité de l'eau en 
fonction de la température. 

- le deuxième terme (b) corrige la variation de la viscosité du solvant 
en fonction de la viscosité de 1' eau S la même température. 

- le troisième terme (c) apporte une correction due à la poussée d'Archimède 

en fonction de la température et de la nature du solvant. 

Les valeurs de viscosité et de densité du solvant sont données dans des 

tables (~éthode dt ul tracentrifugation analytique, KANS-GEORGELIAS-Edition 

diffusion par BECW). 

La température à laquelle est effectuée 1 'ultracentrifugation doit 8 tre 

maintenue constante tout au long de l'expérience. Le contrôle de la tempé- 

rature est réalisé par le R.T.I.C. (~otor Temperature Indicating and 

Control unit) préalablement étalonné. 
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