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PI- -"I.Î .."..̂ IY<-XI-_- -.-- 44 

B - ACTIOH DES LJLCALIS - - -  --.- ----- -- 45 

C - DIGESTIONS ENZUMATTQUi3 - ---- ----- -------- - - -- . _ "  

1 - LA RIBONUCLEASE (~INas2, --- 

2 - LA DEOXYRIBONUCLEASE DNase I r --- 

3 - Lh PAONBSE 

il - DENATUIUTIOI.J C!J ÇOEJPL%E P M  LA CHALEUR ET Pm LA F O T 6 W D E  46 - 
E - DETERMLNATIOEJ DE LA h 9 I O A C T I V I T E  ---- -- --- - --. 4 6 

V I  - - -  SEPlcF;ATION ELECTROI'EiORETIQUE l__l._.- - DES RIBOMUCLEOTIDES -.---- U - i - -  

I - 1 D ~ i d i . Z ~  CLLTION DES COWLEXES DNR-ANA W S  LES 
7 - 7 - 2 2  .=--- 

NOYAUX L ~ S  HEPATOC'JLTES DE LUT - .-- - -LI 48 

A - ISOLENENT DE FRACTIO\S CONTENANT LE DNA ET LE P ? A  
y.--- ----- 

=---1-_1̂ . -__1_ 

B - MISE EN EVIDENCE DE ;'ASSOCIATION DNA-KNA 
--.--1-----..----_I1_--. -.---,. 49 

1 - ACTION DE LA "TASSE ,T Dg LA RIBONUCLEASE -- "-- - 

2 - ACTION DE LA D N a s e  1 ---- 

3 - DETACHEMENT DU RNA P:?. DENf,TUUTION THERMIQUE --- .- - - ---. 



II - ETUDE PHYSICO-CHIHIQUE DES COPIPLUES DNA-RNA 

DANS LES CELLULES D ' EUCLAYOTES 6 3 

A - COE'OSITION NUCLEOTIDIQUE DU IUJL1 LaSSOCIE, AU DtJk 63 

1 - Recherche de compos6s de type  pppNp bans l e s  hydro lysa ts  

a l c a l i n s  du conplexe s x t r i i i t  des  noysux d1ii6patocytes de i(at 66 

2 - Etude d e  11ex t r émi t6  5'  des XNL: des  conplexes e x t r a i t s  des  

c e l l u l e s  Hela e t  KB 68 

3 - Conclusions 68 

C - STAIBILITE DU COMPLEXE DNA-RNA 

1 - Complexe e x t r a i t  pur l e  mélange ~DS/chloroforme/alcool  î soa-  

ny l ique  7 3 

2 - U t i l i s a t i o n  du i:illange sercoe inaf  e d e  sodium/pronzse 7 3 

3 - Conclusions 7 8 

DISCUSSION a 



L 'o r ig ine  n u c l é a i r e  de  l a  presque t o t a l i t é  des RNA cy- 

toplasmiques e s t  actuel lement  déf in i t ivement  démontrée. L 'é tude  par  

l e s  précurseurs  r a d i o a c t i f s  de 1.a synthèse  des Ku'B dans l e s  c e l l u l e s  

d e  mamnifères, a r é v é l é  que l a  rad ioac t iv i r .6  appe ra r t  en p r e n i e r  

l i e u  dans l e  noyau, p u i s  dans Le cytoplasrce (DERKP ( 1 ) ;  PERRY (2 ) ;  

SRINIVASAN e t  c o l l .  ( 3 )  i . 
La d i s p a r i t i o n  du marquage des RNA cytoplasmnpues après  

énuc léa t ion ,  consol ide  l a  t h è s e  se lon  l a q u e l l e  l a  synthèse  des RNA 

e s t  normalement absente  danz l e  cytoplasme (GOLDSTEIN ( 4 ) ;  PRESCOTT 

(5)). La synthèse  des RNA dans l e s  c e l l u l e s  de mammifères a  l i e u  

dans l e  nuc léo le  pour l e s  RNA ribosomiques (~RNA).  Ce processus 

implique l a  t r a n s c r i p t i o n  des  gènes de  rRNA produisant  un précur-  

s eu r  de h a u t  poids molécula i re  : l e  RNA 45 S dont l a  t ransformation,  

p a r  l ' i n t e r m é d i a i r e  des  rRIIIA 35 S e t  18 S, f o u r n i t  l e s  rRNA 28 S e t  

18 S. 

Les RNA messagers r écep teu r s  e t  t r anspor t eu r s  de l ' i n -  

formation génét ique  du DNA v e r s  l e  l i e u  de l a  synthese  des  p ro t é ines  

s p é c i f i q u e s ,  sont  s y n t h é t i s é s  s u r  l a  chromatine ~ > x t r a n u c l é o l a i r e  e t  

a r r i v e n t  dans Ic  s y t o ~ l e s m e  sous l a  forme de p a r t i c u l e s  ribonucléo- 

p ro t é iques  (HENsHAW e t  co11. ) ( 6 3 .  

Quels  sont  l e s  mécanismes in t imes  de l a  b iosynthèse  des 

polyr ibonucléo t ides  ? 

En 1959, WEISS e t  GLADSTONE i s o l e n t  une p répa ra t ion  enzy- 

matique des  noyaux de f o i e  Ce K ô t  ayant l a  p r o p r i é t é  de  c a t a l y s e r  

i n  v i t r o  l ' i n c o r p o r a t i o n  des nucléoside-5'-monophosphates a p a r t i r  

des  nuc léos ide-5 ' - t r iphosphates  dans l e s  molécules de  RNA. C e t t e  incor-  

po ra t ion  e s t  i n h i b f e  y a r  l a  DNase (WEISS)(7). Depuis, des  prépara t ions  

enzymatiques ayant des  p r o p r i é t 6 s  ndentîques ont  é t é  i s o l é e s  de  noyaux 

d e  thymus, de  c e l l u l e s  de HeLa ,  de  b a c t é r i e s .  L'enzyme responsable  de 

l a  po lymér isa t ion  des r ibonucléo t i d e s  e s t  appelée RNA-polymérase, son 

a c t i v i t é  dépend é t ro i tement  d~ l a  présence des q u a t r e  r ibonucléos ide  
u tt. 

-5 ' - t r iphosphates ,  du DNC e t  de  c a t i o n s  d iva l en t s  (Mn e t  Mg ). 

HUANG e t  BONNER (8) dxmontrent que l 'enzyme de n a t u r e  p r o t i d i q u e  



e s t  f i x é e  fortement s u r  l e  DNA formant a i n s i  un complexe b inai re .  

Le produi t  de l n  r eac t ion  e s t  un polyribonucléotndc dont l a  se- 

quenre e s t  entièrement d & t e n i n é c  p a r  moulage sur  l e  DNA, mettant  

cn jeu l a  c01~pl&ïientarlt6 des bases (GEIDUSCHEK e t  c o l i .  ) ( 9 ) .  

Parallèlement au complexe b ina r re  DNA-RNA polymérase, 

il e x i s t e  un comp13xc t e r n a i r e  comportant l e  D M ,  l a  RNA polymérase 

e t  l e  polyribonucléotide na i s san t .  Le groupe de MILLER (10) e t  

DAVIS e t  a l . ( l l )  sont  parvenus à observer ces complexes t e r n a i r e s  

au microscope électronique (vo i r  £18. 1, p .  3 g f i g .  2,  p. 4 ; 

fig. 3 ,  p .  5 ) .  Ca sont  l ' e x t r a c t i o n  e t  l ' é t u d e  i n  vivo de  c e t t e  

t o u t c  première étape d e  l a  t rruiscrrpt ion du DNA par  l a  RNA polymé- 

r a s e  qu i  on t  f a i t  l ' o b j e t  de n o t r e  t r a v a l l .  

Nos e f f o r t s  on t  p lus  part icul ièrement p o r t é s  su r  l ' é t u -  

de  des p ropr ié t é s  physico-chimiques des complexes n a t u r e l s  DNA-RNA 

e x t r a i t s  des c e l l u l e s  de mammifères, cec i  en é t r o i t e  col labora t ion  

avec A. BERBERT e t  sous l a  d i r e c t i o n  de V. KKSklANOVIC. 



Figure no 1 : Observation au microscope Clectronique des 

RNA en cours de synthèse, in vivo, dans les ovocytes d'amphibiens 

 r ri tu rus v i r i d e s c e n s ) ( ~ ~ L L ~ ~  et a1.)(12). 



a - Ghnes des r-RNA (complexe DNA-RNA polymérase-r-RNA) 

b - Genes structuraux (complexe DNA-RNA polymérase-m RNA-ribosomes) 

Figure no 2 : Observation au microscope Clectronique de 

gènes dlE. coli en cours de transcription (MILLER et al.) (13). 
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Figure no 3 : 0bservat ion .a~  microscope électronique de 

l a  transcription du DNA du p h a g e ' ~ 7  (DAVIS e t  HYMAN)(14). 
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I 
MECL;NISME ET KEGUL$iTION DI., LA TFWTSCKIPTION 

DU 13% PAR L k  RNA POLYKS4ASE 

I 

Il e s t  b ien  Grübli aujourd 'hui  que l a  synthkse des ENA 

dans Pa c c l l u l c  vivarite e s t  ca ta lysce  par  i a  &UA polymérase. Lrs 

exp6riences que l ' o n  ~f fêc tuc  i n  v i t r o  civec c e t t e  enzyme en pré- 

sence du DMA, des q u a t r e  ribonucléoside-5'-triphosphates e t  des 
u- -+t 

ions b iva len t s  (Mg e t  Mn ) permettent  d ' i d e n t i f i e r  l a  nalssance 

de golyrPbonucléotides dont l a  synthèse e s t  présentée  par  l e  schéma 

suivant (BREMER e t  c o i l . i ( l 5 ) .  

La  biosynthEse des iU:;, s e  f a i t  en p lus ieurs  é tapes  : 

1 - Fixat ion  dê l a  RNC polynérase su r  l c  DNA c t  forma- 

t i o n  d 'un complexe DNA-RNA p o l ~ p 0 r a s e .  

2 - I n i t i a t i o n  de l a  syntkêse des chafnes de  RNA. 

3 - Déplacmcnc de l'enzyme l e  long du DNA e t  fornat ion  

d'un complexe DNA-RNA poljmérase - R N A  naissant .  

4 - Grret dé l a  poly26risatLon e t  l i b é r a t i o n  de l'enzyme 

e t  du WA nouveller.~ent synthGtLsé. 

Après avoi r  rCsumé l ' b t a t  e t  l e s  proprï6t6s physico- 

chimiques de  l a  RNA polynérase, nous parlerons des d i f f é r e n t e s  6- 

tapes de l a  biosynthèse d e s  RHA et  de s a  ~ B g u l a t i o n .  



A - PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES DE LA mA POLYMEUSE -- - 

L a  ENA p o l ~ p E r a ç c   nuc clé os id^-triphosphate ; P\NL nu- 

c l 6 o t î d y l  t r ans f@rase ,  EC 2 .7 .7 .6 . )  e s t  l'enzyme q u i  assure  l a  

polyr.i&ri;iatlon des rLbur iuc l to t îd~s  en catclysanr l a  réac t ion  suî -  

vante  : 

n NTP i , (NMPIn f n P P  
1 

Ce t t c  r éac t ion  nécess i t e ,  en out ré ,  l a  présence des 
i-+ 

q u a t r e  nucléoside-S'-triphosphates, des ions magnêsium (Mg ) e t  
4-k 

manganèse (Mn ) e t  de l ' A D N  "modèle". 

L a  RNA polyrnérasc e x t r a i t e  dlE.  c o l i  e s t  c e l l e  q u i  a 

é t é  e t  e s t  encore l a  p lus  é tudiée .  Toutefofs, des travaux r6cents  

o n t  apport6 quelques informations s u r  1 a polym6rase des ce l lu -  

les d'Eucaryotes. 

1 - LA RNA POLYMEKhSZ D ' E .  COLI 

a - Observation au microscope é lec t ronique  

La s t r u c t u r e  d e  Cc, RNA polyrnéras~ c ;  l a  géométrie de sa  

conjugaison ou DMA ont étC obser.-r&es au tnicroscope électronique par 

p l u s i e u r s  épulpes (FUCHS e t  a l .  (16) ; CRAWFOE)J> e t  a l .  (17) j 

SLAYTER e t  a l .  (18 1). 
Ccs chercheurs o n t  reprodui t  l e s  photos montrant lès 

s i x  sous-unitCs lP@es en t re  e l l e s  sous l a  forae d 'un cy l indre  de 
O O O 

95A de hauteur,  de  125 A d e  dlamstre externe e t  de 40 A de diamètre 

in te rne .  

L'étude de 1.1 REah polyrnérase 22 S dc  E. c o l i  (KITANO e t  

KAMEYANA>(~~) montre que l'enzyme c s t  fornec de 22 à 24 subunit6s 
O 

sph6roYdês smpîlCes en f o m e  de  cy l indre  creux de 135 A de diamètre 
O 

e t  de 155 LA de hauteur (f ie.  4 ,  p. 9 ) .  L a  f ~ x a t i o n  de 1 'enzyme su r  

l e  DNA modific s a  structure ( f i s .  5 ,  p .  1 0 d . L ~ r s  dc l a  t r ansc r ip -  

t ion ,  l e  b r i n  dc DNL p a s s e r a i t  au t r ave r s  du trou c e n t r a l  ( f i g .  6 ,  

p. 11) .  



a - Microscopie electronique de l a  polymCrase 22 S d'E. c o l i .  

b - Modèles ar t i f i c i e l s  de polymCrase 22 S d'E. c o l i .  

Figure no 4 : Etude au microscope Qlectronique de 

l a  RNA polymérase 22 S d'E. co l i  (KITANO et KAMEYAMA)(ZO). 



Figure no 5 : Photographie de l'observation au microscope 

électronique de l a  RNA polymérase 22 S d 'E .  c o l i  f ixée  au DNA. 



Fi l . .  5. S I . ~ I C , I I I : I I I ~ ,  I I ~ ~ ~ I ~ ~ \ < ~ I ! ~ : I I I I I I I  0 1  225  l< \ \ 
polyi~lt.rav. ~ M , I I I I ( I  I I I  1 ) S . l .  

Lpprr: ' l . l i t ,  l iq t~rc ,  \ I I . \ \ c , I ~  I ' I . O I I I  1 1 1 1 .  a \ i \  01 l)S.\  
Iiric. 

1 .owrr : l ' l i t .  fiqiirt. \ .i<.\\~.<l I'rorii rliv * I < I I .  i i i  p.r-  

peridiciilar to tlir asis O C  LIS.! i t l i , . .  

Figure no 6 : Représentation schématique de la RNA 

polymésase d'E. coli fixée au DNA. 



St ruc tu re  q u a t e r n d r e  

Ce sont  principalerilent l e s  travaux dc BURGESS (211, 

BURGESS e t  L I .  ' '1)  ct ZILLIC e t  a l .  (23)  qu i  ou t  permis de d6 ta i l -  

l e r  l a  s t r u c t u r e  qua te rna i re  de l'enzyme. 

P a r  c ~ ~ r a n d t o g r a p h i e  sur  colonne de phospho-cellulose, 

BURGESS e t  a l .  ( 24 )  ont  pu s t i ~ , r e r  l'enzync, s n  deux f rec t lons  : l e  

f ac teur  sigma et  l'enzysiie nirii~iiuif ( q u ' i l s  ont  appelce "cors 

enzymeff ) . 
Dans l ' u r é s  6 M, à pH 9,  l'cnzyfae se a i s s o c i e  en d i f -  

f6rentesçous-unit& qu l  peuvent ê t r e  sGpar6cs par  électrophorèse 

en g e l  de polyacrylümide en presence de dodécylsulfonate de sodium, 

ou s u r  acé ta te  de ce l lu lose .  Dans l e s  deux cas ,  qua t rc  sous-unit& 

sont  mises en évidence : 

La sous-unité 12:- , masse moléculaire = 90.000 

La sous-unité f3 , masse moléculaire = 150.000 

La sous-unité j3' , masse mol6culaire = 155.000 

e t  deux sous-unités a ,  chacune d'une masse moléculaire de 45.000, 

La formule stoechiométrique de l'enzyme complète ou " 
fgholoenzyme" s e r a i t  (a2,  B ,  B I  ) , ce  qu i  s e r a i t  en accord avec 

une masse moléculaire de 480.000 environ. 

Ces resc i l ta ts  ont  é t 6  confirmés par  des expériences 

récentes  de  LILL e t  KARTMAIIN (25) e t  de ZILLIG e t  a l .  (26). I l s  ont  

pu recons t i tue r ,  à p a r t i r  des sous-unités, l 'enzy~ne complète e t  

fonct ionnel le .  I l  convient de noter  que l e s  sous-unités< e t  Cd, 

primitivement d s c r i t e s ,  ne sont  pas r t t rouvCrs constaument dans 

l e s  prél;arations ee s e m b l ~ n t  ê t r c  considérées comie des a r t é f a c t s .  

Les inernes auteurs,  grâce aux expériences de reconst i-  

tu t ion  de l'enzyr,ie, sont  parvenus à préc i se r  l e s  fonctions p lus  

p a r t i c u l i è r e s  de cd r t a ines  sous-unités : 

- L a  p a r t i c u l e  P '  p résente  une grande a f f i n i t e  pour 11h6parine 

(polyanion ,naloguê s t r u c t u r a l  du DNA6c.t s e r a i t  p lus  p a r t i c u l i è r e -  

ment responsable de Ea f l x a t i o n  de l ' s n z y r ~ ~  su r  l e  DEA (zILLIG 

e t  a1.)(27>.  

- La p a r t i c u l e  B possède un s i te  de f i x a t i o n  pour l e  fac teur  



mais e s t  aussi  sens ib le  à l ' a c t i o n  de l a  s t r ep to lyd ig inc  ( inhibi -  

t e y r  sp6cif iquc de l la l longei ient  de l a  chaîne de RNA!. E l l e  s e r a i t  

à l a  f o i s  inpliqu@e dans l e  processus de dCcienchement par  son in-  

te rvent ion  dans l a  f ixn t ion  du f a c t e u r T c t  dans l e  processus de 

propagation de 1 ü  synthese par  son r ô l e  dcnç l e  déplacement de 

l'enzyme su r  l c  DNk (HEIL e t  ZILLIG)(28). 

- Enfin, nous verrons p lus  l o i n  l a  fonction a t  l 'importrince du fac teur  

(3- l o r s  de l a  f i x a t i o n  de,l'enzyme sur  l e  DNA, prcmièrè étape du pro- 

cessus de l a  t r ansc r ip t ion .  

Constante de sédimentation 

RICHARDSON ( 2 9 ) ,  COLVILLE e t  a l .  (30) e t  STEVENS et  a l .  

(31) ont  montré que l e  fonctionnement de l'enzyme dépend étroite- 

ment de l a  force ionique. Chez E. c o l i ,  à bassa fo rce  ionique, e l l e  

e x i s t e  sous une forme q u i  sgdiriiente avec une constante  de 21 à 24 S 

dont l a  messe nioléculaire avoisine 900.000. A fo rce  ionique élevée, 

l'enzyme e s t  d issoci6e  réversiblement en deux unitEs dont l e  coef- 

f i c l e n t  de sédimentation égale 13 S  RICHARDS SON)(^^), (PKEUSS e t  

ZILLIG) (33). 

Plus récemment, BERG e t  CHAMBERLIN (34) ont  complCté 

l ' é t u d e  de l ' a c t i o n  de la force  ionique su r  l a  constante de sédi-  

mentation de l a  RNA p o l p L r a s e  d'K. c o l i    train B"). 

- CI haute  force  ionique, 1 ' enzyme "mininun" sedimente avec une cons- 

t a n t e  de 12,6S t and i s  que l'holoenzyme (enzyme "minimum" f fac teur  

"sigma") à un c o e f f i c i e n t  de sGdimentation de 15 S.  

- A basse  force  ionique auss i  bien l'enzyme "ninimum" que "l 'holo-  

enzyme" forment des agrégats .  L'enzyme min1muc.1 forme des agrégats 

ayant un c o a f f i c i e n t  de sédimentation maximum de 44 - 48 S ce  qui  

indique l a  pr6sence d '  agrégats  de con:posi t i o n  v a r i a b l e  : dimères, 

t r i n è r e s  jusqulà hexâ~q&res),  L'holoenzyme dans c c  cas  a un coef- 

f i c i e n t  de  s4dimentation de 23 S ce  qui  indique qu' d l c  ne  dotina. au 

mcurimurn qu ' un dime r e . 

2 - LA RNA POIY"I4ERASE DES EUCk'YQTES 

Dans l e  noyau c e l l u l a i r e ,  l a  RNA polymérase a t o u t  



d'abord é t é  d d c r l t e  corne e x i s ~ a r ~ t  sous deux formes en &qui l ib re  : 

une forme l i é e  au DNk ( t h e  "aggregate RNA polymerasc") e t  une fo r -  

ne  l i b r e  ( the  "soluble  RNA polymera~e")(CHAMBO-~ e t  a l . ) ( 3 5 ) .  Etu- 

d ian t  l e s  noyaux içolés,POGO,et a l .  ( 3 6 )  on t  montre qu ' à  basse 
u 

force  ionique (en présence de Mg ) l a  biosynthèse Cles WA appa- 

r a î t  dans l e  nucléole ,  l e  RNA t r a n s c r i t  é t a n t  de type GC (r-RNA), 
++ 

t and i s  que à haute  fo rce  ionique (en présence de Mg ) l a  t r ansc r ip -  

t ion  s e  f a i t  dans l c  nucléoplasne produisant  un IUJA de type AU ("DNA 

l i k e  RNA"). 

Les r é s u l t a t s  p lus  récents  de nombreux auteurs dénon- 

t r e n t  q u ' i l  e x i s t e  deux types de p o l p é r a s e s  au s e i n  du noyau c e l l u -  

l a i r e  : 

a - La RNA polymérase nuc léo la i rc  ou polymérase 1 ou polynérase A 

dont l ' a c t i v i t é  i n  v i t r o  e s t  optimale à basse  force ionique e t  en 

présence d ' ions  M~". Dans ce  cas l e  RNA syn thé t i sé  e s t  de type 

ribosomique ( r i c h e  en GC). L'enzyme e s t  insens ib le  à l ' a c t i o n  de 

1 'a-ananitine. 

b - La IWR polymérase nucléoplasmique ou polymjrase 11 ou poly- 

mérase B dont l ' a c t i v i t é  i n  v i t r o  e s t  optimele à force  ionique 

f l evée  e t  en présence d ' ions  ~ n *  : dans c e  cas l e  RNA syn thé t i sé  

e s t  de type messager (DNA lilce).  L'cnzyme e s t  s -ns ib le  a l ' a c t i o n  

de l 'a-amanitine. 

D e  t ~ l l c s  enzymes ont  é t é  i s o l & s c h c z  d i f f é r e n t s  aninaux : 

embryon d 'ours in  (ROEDER e t  IIUTTER)(37), f o i e  de Rat (ROEDER e t  

RUTTER)(38),  SEI IF ART)(^^), de Veau (KEDINGER e t  a1.)(40) e t  pla-  

centa  humain (VOIGT e t  a1.)(41j .  Les nasses no lécu la i re s  de ces 

d i f f é r e n t e s  enzymes q u i  peuvent ê t r e  séparées en d i f f é r e n t e s  sous- 

u n i t é s  avoisinent  généralement 400.000 (CHAMBON e t  a l . ) (42) .  

Enfin, il est in té ressan t  de no te r  qu'une iJliA polymérase 

a @te ex t ra ike  des mitochondries de levure  (WINTERSBERGER e t  a l .  (43) 

e t  de Neurospora c r a s s a  (KUNTZEL e t  SC HA FER)(^^). Sa masse moléculai- 

r e ,  beaucoup plus f a i b l e  que c e l l e  de l'enzyme ext ra i tzdu noyau e s t  

d 'environ 65.000. 



B - FIXATION DE L'ENZYME SUR LE DEI- 

1 - FORbiATION DU COMPLEXE DNA-RlJA POLYMXWASE 

a - Attachement de l'enzyme sur  des s6quences spéci f iques  

du Di4A 

Etant  donné que l a  p lupar t  des U i A  synth6tisks i n  v i t r o  

a i n s i  que ceux en cours de syilzhèse i n  vivo contiennent p ré fé ren t i e l -  

lement une purine à l l e x t r é u i t L  5' , l e  groupe de SZYBALSKI s'est de- 

mandé s i  l e s  points  d ' in i r i a t io r i  su r  l e  DNA contiennent des s&uences 

de pyrimidines suffisarmïtent dtendues pour ê t r e  mises en évidence par - 

l e s  méthodes physico-chimiques (SZYBGSKI e t  co11.)(45). Leurs t ra-  

vaux permettent de conclure que dans l e  cas  de d i f f é r e n t s  organisaes 

c e  sont  l e s  séquences r i ches  en pyrimidines ("pyrimidine-rich clus-  

t e r s" )  qui  pourraient ê t r e  l e s  sites d ' i n i t i a t i o n  de l a  t ranscr ip t ion.  

Dans l a  p lupar t  des cas,  il s ' a g i t ,  su ivant  l e s  nênes auteurs,  de sé- 

quences contenant su r tou t  l a  désoxycytidine. 

Se fondant s u r  ces observations,  i ls  proposent un modèle 

dans lequel  chaque s h u e n c e  r i che  en pyriclidines i n t r o d u i t  un élément 

de d i scon t inu i t é  dans l e  DNA, nod l f i an t  s a  s t r u c t u r e  secondaire e t  ser- 

vant a i n s i  comme s i te  sp6cif ique de reconnafssancc pour l a  f i x a t i o n  

i n i t i a l e  de l a  RNA polymérase. A u t r a e n t  d i t ,  ces sites représentera ient  

l e  "promoteur" génetique (JACOB) (46) exprimé en language physico-chini- 

que. 

Ces conclusLons sont en accord avec l e s  travaux de SUMMERS 

e t  SZYBALSKI (47) qui  nontrent  que respectivenent  l ' i n i t i a t i o n  e t  l ' a r -  

r e t  de l a  sy thèse  du RNA sont t r è s  frequents quand l e  poly dG.dC ou l e  

poly dA.dT son t  t r a n s c r i t s  l n  v i t r o .  

Toutefois ,  aucune preuve d i r e c t e  n ' e x i s t e  actuellement qu i  

permette de  d i r e  que l e s  "pyrimidine c l u s t e r s "  sont  l e  s igna l  d ' i n i t i a -  

t i o n  de l a  t r ansc r ip t ion .  Ainsi NAKANO et SAKAGUCHI (48)  ont  i s o l é  l e s  

sites de f i x a t i o n  de l a  RNA polynérase d l E .  cola s u r  l e  DNA du phage h 

en t r a i t a n t  l e  complexe DNA-RNA polymérase par l a  désoxyribonucléase 

pancréatique e t  l a  phosphodiestérase de venin. 11s cn ont  é t a b l i  la  

composition en bases e t  trouvcnt q u ' e l l e  ne  d i f f è r e  pas de c e l l e  du 

DNA l n t a c t  du phage h (Tableau. 1, p. 16) .  

MATSUKAGE e t  c o l l .  (49) ont trouvg que l a  somme de G + C 



Conposition en base du DPJB h total et des s i t e s  de 

fixatPon de la REk polymérase ( N W O  et co11.I (50) 



aux s i t e s  de  f ixa t ion  de  12. RNA polymérese 22 S d ' E .  c o l i  su r  l e  

DNA dlE. c o l i  e s t  de  50 , l  p.100. BLATTNER ~t THONAS (51) ont  obte- 

nu l c s  nênes r é s u l t c t s  avec 12 DEJL de T 5. 

b - Inf luence  des h i s tones  

La f i x a t i o n  dc l a  RNA polyrn6rase su r  l e  DNB b ica tgna i re  

s e  f a i t  dans l e s  régions dénaturées dont une chaîne e s t  rendue acces- 

s i b l e  à l'enzyriic par  des p r o p r i l t é ç  m o l ~ c u l a i r c s  spéci f iques  (BERG 

et  a1.3(52). L'accroissement dc l l a c t i v i t &  de l a  iWA polymérase l o r s  

de l a  d i s soc ia t ion  des désoxynucléohistonss par  l e  polyéthylène sul-  

funate  de sodium (CHAMBON e t  a1 . ) (53) ,  suggkre que ces  régions déna- 

turbes ,  s i t e s  p r é f é r e n t i e l s  de f i x a t i o n  de l'enzyme, peuvent ê t r e  

auss i  d b u n i e s  d 'h is tones .  

c - In te rven t ion  du fac teur  "sigma", 

La polyméraçe peut ,  en prgçence de DNA s e  f i x e r  aux s i t e s  

spéci f iques  de déclenchement de l a  synthèse ou 9'pronoteurs" mais auss i  

s u r  des por t ions  de DNA t o u t  Zt f a i t  GU hasard. Lü f i x a t i o n  spéci- 

f ique  aux s I t e s  "promoteursv s ' a p p e l l e  l a  "p r6 in i t i a t ion"  e t  s e  trouve 

sous l a  dépendance du fac teur  "sigma". C ' e s t  BURGESS e t  a l .  (54) 

que l ' on  d o i t  l a  découverte du fac teur  "signa". SUGIURA, OKAMOTO e t  

TN(ANAMI (55) ont  clontré que l a  polyrnérase dépourvue du fac teur  

"sigma" peut  t r a n s c r i r e  l e  DNA mais e l l e  perd l a  capac i t é  de sélec-  

t ionner  l e s  s i t e s  promoteurs. Dans c c  cas,  lçs deux chafnes du DNA 

son t  t r a n s c r i t e s  mais B un taux p lus  bas qu'en présence de "~3". 

Quand l e  f ac teur  "sigma" e s t  présent ,  l a  s p é c i f i c i t é  e t  l ' asymétr ie  

de l a  t r ansc r ip t ion  son t  r e s t au rées .  Le fac teur  "signa" a g i r a i t  corn- 

me contrô le  "pos i t i f "  de  l a  t r a n s c r i p t i o n ,  à l ' i n v e r s e  du contrô le  

"négatif"  exercé par l e  répresseur .  

Ce fac teur  nc  f e r a i t  pas p a r t i e  in tég ran te  de  l 'enzyne 

mais v i e n d r a i t  s ' y  joindre,  l o r s  de l a  f ixa t ion  su r  l e  DNA, pour l u i  

confdrer l a  s p é c i f i c i t é  voulue. Une f o i s  l a  polym6risation commencée, 

l e  BPJh ayant a t t e i n t  une longueur de 40 nucléotides environ (KRAKOW) 

(56),  il ee s é p a r e r a i t  à nouveau de  l'enzyme et  p o u r r a i t  ê t r e  r é u t i -  

l i s 4  dans une nouvelle opéra t ion  de f i x a t i o n  spéci f ique  de l'enzyme 

(voi r  f i g .  7 ,  p. 18).  
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Figure no 7 : Cycle d ' u t i l i s a t i o n  du fac teur  "sigma" au 

cours de l a  t r a n s c r i p t i o n  (TRAVERS e t  BURGESS)(57). 

Le f a c t e u r  "sigma", associe  à l a  RNA polymérase, in t e r -  

v ien t  dans l a  s é l e c t i o n  des s i t e s  de  déclenchement de l a  t ranscr ip-  

t ion .  La polymérisation commencée, il s e  d i s s o c i é  du complexe DKA- 

enzyme-&VA na i s san t  e t  peut e t r e  u t i l i s é  B nouveau. 



2 - STAEILITE DU COMPLEXE BINAIRE DNA-"JA POLYMXRASE 

a - Inf luence  dc l a  force  ionique 

Bien que l e  complexe DNA-RNA polymérase s o i t  peu d is -  

sociable ,  l a  l i a i s o n  e s t  r éve r s ib le .  FUCHS e t  a1.(58), WALTER 

e t  a l .  (59) ont  proposé une hypothèse selon l aque l l e  l a  f i x a t i o n  

de l'enzyme s ' e f f e c t u e r a i t  en deux étapes : 

- La première s e r a i t  une simple f i x a t i o n  de l a  RNA p o l p é r a s e  

su r  l e  DNA nécess i t an t  une basse fo rce  ionique ; 

- La seconde, p lus  l en te ,  correspondra i t  B une "fusion" loca- 

l i s é e  du DNA e t  s e r a i t  responsable de l a  phase de l a t ence  que l ' o n  

observe quand l a  synthèse du RNA e s t  mesurée B basse température. 

En 1965, CEAMBON e t  a l .  (603 observaient qu'une f o r t e  

augmentation de l a  force  ionique avant l ' a d d i t i o n  des nucléosides 

t r iphosphates  i n h i b a i t  l a  synthèse u l t é r i e u r e  du RNA. Ceci s ' ex-  

p l ique  par  l ' i m p o s s i b i l i t é  de former, dans ces condit ions,  un 

complexe DNA-enzyme c a r  l a  RNA polymérase se d i s soc ie  a l o r s  en 

sous-unités 11 - 1 3  S. 

I l  e x i s t e r a i t  une r e l a t i o n  e n t r e  ces deux phénomènes. 

Bien que 1 ' a s soc ia t ion  DNA-RNA polymérase s o i t  i n s t a b l e  

aux forces ioniques élev6es, il fau t  no te r  que l a  formation d'un 

cour t  o l igonucléot ide  (3  à 4 nucléot ides)  s u f f i t  à s t a b i l i s e r  l 'en-  

semble (NIYOGI e t  a1.)(61), e t  dans c e  cas  une augmentation de l a  

force  ionique permet de détacher l a  RNA polymérase f ixée  non spéci- 

fiquement (SENTENAC e t  co11.)(62). 

b - Inf luence  de l a  température 

L a  formation du complexe b i n a i r e  nécess i t e  i n  v i t r o ,  

une température physiologique. La s t r i c t e  dépendance de l a  tempéra- 

t u r e  indique qu'au niveau de l'enzyme l e  DNA s e r a i t  dénaturé s u r  une 

cour te  longueur (TRAVERS)(~S). 

c - S p é c i f i c i t é  des s i t e s  de  f ixa t ion  

La f i x a t i o n  de l a  RNA polymérase sur  des séquences r iches  



en bases  pyrimidiques, permet de penser que l a  s t a b i l i t é  du com- 

plexe l i é e  à l a  na tu re  des l i a i s o n s  e n t r e  l'enzyme c t  l e  DNA d o i t  

dépendre fortement des séquences nucléot id iquis  du DNA (vo i r  p.15) 

d - S t a b i l i s a t i o n  du complexe par  l e s  nucléoside-5'- 

t r iphosphates 

hau te  force ionique,  en absence de  synthèse, l'enzyme 

s e  détache du DNA. Cependant l a  présence de n ~ c l é o s i d e - 5 ~ - t r i p h o s -  

phatcs empechr! c e t t e  d i s soc ia t ion  (ANTI-IONY e t  GOLDTHWUT) (643. En 

f a i t  GOLDTHWAlT e t  a l .  (65) o n t  montre que deux nucléosides t r iphos-  

phates s u f f i s a i e n t  à s t a b i l i s e r  l e  complexe s i  l ' u n  de ces  nucléo- 

s ides  t r iphosphates  é t a i t  de type purique. Ces r é s u l t a t s  sont  en 

accord avec l e u r s  études de spectroscopie de fluorescence (WU e t  

GOLDTHWAIT)(66) e t  d ' é p i l i b r e  d e  d ia lyse  (WU e t  a1.)(67) qu i  a- 

va ient  m i s  en évidence, sur  l'enzyme, un s i t e  de f i x a t i o n  préfé-  

r e n t i e l  des nucléoside-5' - t r iphosphates puriques. 

DEBUT DE LA POLYMERI SATION DES RIBONUCLEOTIDES - 

1 - NATURE: DU PREMIER NUCLEOTIDE 

La formation de l a  chaf ne  polyribonucléotidique se 

f a i t  p a r  additron de  nucléoçidc-5' - t r iphosphates B 1' e x t r h i t é  3'  

hydroxyle du polyrnére (BREMK e t  a l ,  ) (68i .  La pe r s i s t ance  des phos- 

phoryl a, j3 e t  y à l ' ex t rémi té  5 '  permet de met t re  en évidence l a  

nature du nucleot ide  5' terminal ( f l g .  8 ,  p. 21). Les r é s u l t a t s  

acquis jusqu18 présent  sont raçscmblés dans l e s  tableaux II e t  III 

(pages 22 e t  233. 

D'ores e t  déjà,  il nous e s t  poss ib le  de d i r e  que t a n t ,  

i n  v i t r o  que i n  vivo,  l ' i n i t i a t i o n  d e  l a  t r ansc r ip t ion  s e  f a i t  

exclusivement par  un nucléot ide  purique, c e  nucléot ide  é t a n t  pro- 

bablei-lent pppGp dans l e  nucléole e t  pppAp dans l e  nucléoplasme 

(KRSMOVIC et FJEISSMAN)(G9). 

2 - IDENTIFICATION DES SITES DE DECLENCHEMENT DE LA POLYMERISATION 

Nous avons vu précédemment que l a  RNA polymQrase s e  f i x e  
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Figure no 8 : Polymérisation de l'extrémité 5' vers 

l'extrémité 3' des ribonucl6oside-5'-triphosphates par la RNA 

polymérase sous la direction du DNA. 



E x r r h i t 6 s  5 ' t e rmina le s  des  RNA synth&cir;4s i n  v i t r o .  
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sur  l e  DNA en des s i t e s  sp6cifipues l i é s  B une séquence donnée. 

Ce t te  séquence, r i che  en bases pyrimidiques, devai t  avoir son 

r e f l e t  dans l e  RNA néosynthj t i sé  possédant  un^ séquence 5 '- ter-  

minale r i c h e  en bases puriques. Cet te  hypothSsc sans S t r e  i n f i r -  

mSe ne peut pas ê t r e  complètement soutenue devant l a  d ive r s i t é  

des séquences 5 ' terminales observées. (voir  l e s  tableaux II e t  

III, p .  22 e t  2 3 ) .  

D - DEPLACEMENT DE L'ENzYPIE LE LONG DU DN. 

1 - FORMATION D'UN COMFLEXE DNA-POLYMERASE- RNA NAISSAï'IT 

Avec l a  progression de l a  RNA polyrnérase l e  long du 

DNA, l a  croissance de l a  chaîne ribonucléo t id ique s ' accompagne 

de l a  formation d'un hyhride DNA-RNA dont l a  s t a b i l i t é  s e r a i t  as- 

surée par l e s  l i a i sons  "pont hydrogène" en t re  une f i b r e  de DNA e t  

l a  chaîne ribonucléotidique naissante  (BREMEK e t  KONRAD). La s ta -  

b i l i t é  de l a  l i a i son  DNA-polymérase e s t  augmentée s i t ô t  l a  fonna- 

t ion  de quelques l i a i sons  phosphodicster. Les travaux de HAYASHI 

e t  a l .  (100), NOVPX e t  DOTY (101) e t  FRASER e t  a l .  (102), montrent 

clairement que i n  v i t r o ,  1 'ARN naissant  impliqué dans l e  complexe 

t e rna i r e  e s t  hyhridé sur une dis tance  d'environ 50 nucléotides a- 

vec l e  DNA e t  donc r é s i s t a n t  à l ' a c t i on  de l a  RNase P. Cet te  zone 

d'appariement e s t  rec  .uverte par l a  polymérase-Mettant à p r o f i t  

c e t t e  p ropr ié té  SENTENAC e t  c o l l .  (103) ont  i s o l é  cet tezoil . .  par 

ac t ion de l a  DNase. 

2 - SEQUENCE 5' TERMINALE DU RNA 

La connaissance de l a  nature de l a  séquence 5'termina- 

l e  a a t t i r é  de nombreux auteurs car  il é t a i t  t en tan t  d'essayer d 'y  

trouver un des codons d ' i n i t i a t i o n  de l a  synthèse des proté ines  

(AUG-GUG). Les r6 su l t a t s  des tableaux II e t  III, p. 22 e t  23, mon- 

t r e n t  une grande d ive r s i t é  dans l a  séquence 5 ' terminale,  avec cepen- 

dant une ce r t a i ne  prédominance des bases puriques. Cet te  remarque 

a d ' a i l l e u r s  é t é  mise à p r o f i t  pour t en te r  de déterminer des s i t e s  

p r iv i l ég i6s  de début de synthèse sur  l e  DNA. Faisant  fonctionner 

i n  v i t r o  l a  RNA polymérase d'E. c o l i  SUGIUU e t  a l .  (104) ont  



t rouvé que t r o i s  espèces d i f f é r e n t e s  de RNA dQbutant par  l e s  

séquences pppApUpG--, pppGpUpA---, pppGpUpU---, sont  synthét is6es 

sous l a  d i r e c t i o n  du DNh de l a  forme r é p l l c a t i v e  du phage fd. En 

absence du f a c t e u r  "sigma", i l s  remarquent une d i v e r s i t é  beaucoup 

p l u s  grande dans l a  séquence 5 ' t e m i n a l e ,  d i v e r s i t é  qu i  s e  r édu i t  

aux t r o i s  espèces précédemment observées s i  l e  fac teur  "sigma" e s t  

réassocié  à l'enzyme. 11 se c o n f i m e  donc bien que c e  f ac teur  em- 

pêche un déclenchement, au hasard de l a  synthèse. 

3 - DEPHOSPHORYLATION DU WCLEOSIDE S'-TRIPHOSPHATE TERMINAL 

Tandis que l e s  miA nouvellement formés possèdent encore 

l e  groupement t r iphosphate  S'-terminal,  l e s  RNA c e l l u l a i r e s  s t ab les  

(r-RNA, t-RNA) possèdent un monophosphate 5 ' - t e m i n a l  (MARISON) (105). 

11 s e  pose donc l a  quest ion du rô lede  c e  nucléotide,  de l a  s igni -  

f i c a t i o n  e t  du mode de s a  d6phosphorylation u l t é r i e u r e .  MAITU e t  a l .  

(106) ont  m i s  en évidence à p a r t i r  d'hornogénats bactér iens ,  deux en- 

zymes capables de l i b é r e r  l e  phosphoryle y des charnes de RNA com- 

mençant par un rés idu  de GTP ou dlATP. 

4 - SENS DE LA POLYMERISATION 

Dans l e  processus de polymérisation des ribonucl4oside- 

5 ' - t r iphosphates,  l a  séquence du RNA est déterminée par  l a  complé- 

men ta r i t é  des bases avec l e  b r i n  de DNA t r a n s c r i t  suivant  l a  con- 

cept ion  de WATSON e t  CRICK (107). 

Les Studes concernant l e  sens chimique de l a  synthèse 

du RNA i n  v i t r o  on t  pu montrer que l a  croissance de l a  chafne ri- 

bonucléotidique s e  f a i t  de l ' ex t rémi té  5' vers  l l e x t r & n i t é  3 ' ,  c ' e s t  

à d i r e  que l a  polymérisation du RNA à p a r t i r  des qua t re  ribonucléo- 

s ide-5 '- t r iphosphates s e  f a i t  pas l ' e s t é r i f i c a t i o n  du groupe hydro- 

xyle-3'-terminal du polyribonucléotide na i s san t  f i x é  su r  l 'ADN par 

l a  fonction 5 '4 -phospha te  du nucléot ide  adjacent ,  avec l a  l ibé ra -  

t i o n  des 5'-@-x-phosphates sous forme de pyrophosphates inorganiques 

(SHIGEURA e t  BOXER)(108) ; (BREMEW e t  KONRSiDi(l09) e t  (EAITRA e t  

HURWITZ)(I~O). 



5 - ASYMETRIE DE Li1 TRANSCRIPTION 

Dans l e  processus de synthèse du M A ,  il senble qu'une 

seu le  c h d n e  de DNA s o i t  coplse ( t r a n s c r i p t i o n  asymétrique). En e f -  

f e t ,  dans l e  cas  du DNA des phages SP 8 e t  SPP1, seu le  l a  chaîne l a  

p lus  r i c h e  en pyrimldinc e s t  cornplbenta i re  du RNA nouvellement fo r -  

m é  (lW7MUR e t  c o l l . ) ( l l l j ;  (RI~A)(1123. D 'aut re  p a r t ,  s i  l e  DNA bac- 

t é r i e n  e s t  hybride, avec un large  excès de RNA, il n ' e s t  pas p o s s i b l e  

d 'ob ten i r  p lus  de  50 p. 100 de DNA hybrid6 (Mc CARTHY e t  BOLTON)(113). 

En p lus ,  tous l e s  RNA c e l l u l a i r e s ,  y compris l e  m-RNA sont  des molé- 

cu les  monocaténaires q u i  ne peuvent pas s 'hylir ider  e n t r e  e l l e s .  Les 

travaux p lus  récents  de COHEN e t  HURWITZ (114) ont  démontré que les 

deux c h a h e s  du DNA du phage h servent  de moule i n  vivo. On en dé- 

d u i t  que l a  synthèse asymétrique du RNA implique l e s  copies des deux 

f i laments du DNA moule, bien que, pour un tronçon donné, une s e u l e  

f i b r e  s o i t  copiée. 

E - ARRET DE LA TRANSCRIPTION 

D e  même que pour l ' i n i t i a t i o n ,  11 e s t  probable que l 'air- 

r&t de l a  t r a n s c r i p t i o n  s o i t  du à une séquence spéci f ique  du DNA* 

SUMMERS e t  SZYBALSKI (115) ont  m n t r &  que l ' a r r e t  de l a  synthèse du 

REJA e s t  t r è s  fréquent quant l e  poly dh.dT e s t  t r a n s c r i t  i n  v i t r o .  

C ' e s t  l e  besoin de comprendre deux di f férences  impor- 

t a n t e s  e n t r e  t r a n s c r i p t i o n  i n  v i t r o  e t  i n  vivo qu i  ont  amené ROBERTS 

(116) à i s o l e r  un fac teur  de terminaison de l a  t r ansc r lp t ion .  En 

e f f e t ,  contrairement à c c  qu i  s e  passe i n  vivo, i n  v i t r o  l e  RNA syn- 

t h é t i s é  n ' e s t  pas détache du DNA à l a  f i n  dc l a  t r ansc r ip t ion  (BREMER 

e t  KONRA.D)(117) e t  l a  t a i l l e  des chafnes de RNA nouvellement formées 

e s t  hétérogène e t  anormalement élevée (CHAMBERLIN e t  BERGl(118); 

(RICHARDSON) (119). Ces deux observations sont  explicables en consi- 

dérabt  1 'enzyme comme incapable dc l i r e  l a  ponctuation d '  a r r ê t  s u r  

l e  DNA. 

En p a r t a n t  de c e t t e  hypothèse, ROBERTS (120) a i s o l é  

d'un e x t r a i t  dlE. c o l i ,  un fac teur  q u i  provoque l ' a r r ê t  de l a  t rans-  

c r i p  t i o n  aux s i t e s  spéci f iques  e t  l e  détachement du ENA t r a n s c r i t .  

Ce fac teur  appelé "Rho" (C ) e s t  une p ro té ine  d'environ 200 000 de 

masse moléculaire. 



Le m6canisne d '  ac t ion  du fac teur  "Rho" n '  e s t  pas encore 

b ien  connu. ROB37RTS (121) note q u ' i l  p o u r r a i t  s e  f i x e r  au DMA au n i -  

veau du s i g n a l  d ' a r r ê t  e t  a i n s i  bloquer l a  progression de l a  polymérase. 

Des travaux récen t s  de RICHARDSON permettent de penser q u ' i l  p o u r r a i t  

a g i r  en formant un complcxe avec 1'ARIJ t r a n s c r i t  provoquant a i n s i  son 

détachanent.  Enfin @i).RLIX st a l .  (122) on t  publ ié  l a  s imi l i tude  d 'ac-  

t i o n  du f a c t e u r 0  e t  du facteur i n  v i t r o  : 

- f i x a t i o n  sur  l a  polynérase l u i  confSrant l a  s p 4 c i f i c i t 6  de t e r -  

minaison, 

- détachement du fac teur  e t  u t i l i s a t i o n  pour un nouvel a r r e t .  e 
Il f a u t  no te r  qu'à c ô t f  des s i t e s  d ' a r r ê t  de l a  t r ansc r ip -  

t i o n  reconnus grâce au fac teur  "Rho" , l ' A D N  p o r t e r a i t  une ponctuat ion 

q u i  provoquerait  l a  l i b é r a t i o n  de l a  polymérase. 

D ' après BERG e t  CHAMBERLIN (1231, 1 ' enzyme minimum l i b é r é  

après  a r r ê t  de  l a  polymérisation du RNA p o u r r a i t  s e  retrouver sous 

deux formes dans l e  noyau : 

1 - l'enzyme minlnwn pour ra i t  s 1  associer avec un fac teur  "sigma" 

pour former un nouvel holoenzyrne fonctionnel (15 S) ,  

2 - l'enzyme minimum pour ra i t  s ' a s s o c i e r  avec d ' au t res  enzymes 

minimum pour former des agrégats  représentant  13 forme de 

stockage (12,6 S B 44-48 SI.  

REGULATION DE LA TRANSCRIPTION 

A - REGULATION CHEZ LES PLLOC,'LiYQTES 

L ' a c t i v i t é  de  l a  RNA-polymérase i n  v i t r o  e s t  de l o i n  i n -  

f é r i e u r e  B c e l l e  q u ' e l l e  possède i n  vivo. L1hypothGse avancée par  

STENT (124) et  par  BR- e t  KONRAD (125) i n t r o d u i t  une p a r t i c i p a t i o n  

des ribosomes dans l a  coordination de l a  synthèse e t  du fonctionne- 

ment du m-RNA. Le groupe de  NYRENBERG (BYRNE e t  co11.)(126) a pu met t r e  

en évidence i n  v i t r o  l a  pr4sence d'un complexe dans lequel  l e  DNA est 

a t t a c h é  aux ribosomes au moyen du m-RNA. P lus  récemment MILLER e t  a l .  

(127) o n t  p u b l i é  l e s  photographies de microscopie électronique de 

complexes DNA-m-RNA -ribosomes chez E. c o l i  ( f i g .  9 ,  p. 28). 



Figure no 9 : Observation au microscope électronique des com- 

plexes DNA-mRNA-ribosomes extraits de cellules d'E. coli lysées par 

choc osmotique (MILLER et a1.)(128) 



SHIN e t  MOLDAVE (1293 e t  MORRIS e t  GOULD (130) ont  montré que 

l ' add i t ion  de ribosomes de E.  c o l i  ou de fo ie  de Rat conduit à l a  f o i s  

à un accroissement de l a  quan t i t é  e t  du poids I .~oléculaire du RNA syn- 

t h é t i s é  i n  vitro,  puisquç; l a  st imulation a l i e u  en absence de l a  syn- 

thèse protéique, l e s  nemes auteurs concluent que l e s  ribosomes contr i -  

buent d'une nanière d i rec te  à l a  l ibé ra t ion  du m-RNA de son moule. Il 

semble auss i  que, i n  vivo, l e s  ribosomes puissent s t i n u l e r  l a  synthèse 

du m-RNA en absence de l a  synthèse protéique. GROS e t  ses  collaborateurs 

(NAONO e t  a l . j ( l 3 1 )  ont  étudi6 l a  r e l a t i on  exis tant  i n  vivo en t re  l e  

nombre de ribosones par c e l l u l e  dfE. c o l i  e t  l e  taux de synthese e t  de 

dégradation du xi-RNA. En diminuant l e  nombre de ribosomes par 1' apau- * 
vrissement du milieu de cu l tu re  en Mg , il a é t é  poss ible  de conclure 

que l a  d i spon ib i l i t é  en ribosomes é t a i t  un facteur l imi tan t  l a  t rans-  

cr ip t ion.  S i  on considère que non seulement l a  t ranscr ipt ion mais aussi  

l a  traduction du m-RNA s e  f a i t  dans l e  sens 5' - 3'  (SALAS e t  colL) 

(132i ;(THACH e t  co11.)(133) il v ien t  à l ' e s p r i t  l a  p o s s i b i l i t é  que l e  

message puisse  ê t r e  t r adu i t  sur  l e  m-m?A naiss2st  (non encore détaché 

du DNh) .  En e f f e t ,  DAS e t  e o l l .  (134) dans l e  cas dVE. c o l i ,  montrent 

que l e s  ribosones s '  attachent au m-RNA naissant .  LEIVE e t  KOLLIN (135) 

suggèrent que l e  message commence à ê t r e  t radu i t  avant l a  transcrip- 

t i on  complète du m-ENA. 

En ce  qui  concerne l e  nécanisne de l a  f ixat ion de l 'ext rémité  

5' du n-RNA avec les ribosornis, on connalt peu de choses. Pourtant, 

c ' e s t  à REVEL e t  GROS (136; qu'appart ient  l e  mérite d 'avoir  décou- 

v e r t  une proté ine  pa r t i cu l i è r e  nomée facteur C ,  associée au DNA e t  

nécessaire à l a  f ixa t ion  du m-RNA sur l a  p e t i t e  sous-unité ribosomi- 

que (30 S ) .  

Selon A. TRAVERS (137) l a  sé lec t ion  des gènes Z i  t r ansc r i r e  dé- 

pendrait  de l a  var ia t ion de l a  RNA polynérase : 

a - modification de cer ta ines  sous-unités de l a  polymérase au 

cours de l a  t ranscr ipt ion 

b - synthèse de  nouvelles polymérases après l e  début de l a  trans- 

c r i p  tion. 

c - synthèse de nouveaux facteurs  "signa" après i n i t i a t i o n  de 

l a  t ranscr ipt ion.  



B - REGULATION CHEZ LES EUCARYOTES -- 
Récemment GEORGIEV (13833 a émis une hypothbse de régulation de 

1s t ranscr ipt ion chez l e s  eucaryotes. Il fourni t  pour ce l a  l e  schéma 

d'organisation s t ruc tu r a l e  de l 'opéron. L'opéron, un i té  élémentaire 

de t ranscr ipt ion comprise entre un s i t e  promoteur e t  un s i t e  de t e m i -  

naison, cornrendrait deux zonés ( f i g .  10, p. 31): 

a  - une zone receptr ice  des protdines de régulation (polymérase, 

répresseurs c t  histones! s i t uée  à proxinl té  du s i t e  prorno- 

t eur  (pa r t i e  proxlnale). 

b - une zone contenant l e s  gènes de s t ruc ture  e t  l e s  gènes ré- 

gulateurs s i t u é e  dans l a  p a r t i e  d i s t a l e  de l'opéron. 

Le produit de l a  t ranscr ipt ion d'un t e l  opCron s e r a i t  un 

D-RNA (ml DNA) ou un r-ïUïA dont l a  p a r t i c  correspondant à l a  zone de 

régulation sur l e  DNA s e r a i t  dégradée dans l e  noyau e t  l e  r e s t e  trans- 

f é r é  dans l e  cytoplasme sous forme de RNP (sPI~~IN e t  co l l .  (139) ; 

SAMARINA e t  c o l l .  (140) ; HENSHAW e t  co l l .  (141) ; Mc CONKEY e t  

HOPKINS (142) ; SPIRIN e t  NEMER (143) ; INFANTE e t  NEMER (1441 ; 

SAMARINA e t  co l l .  (145) ; S&&INA e t  co l l .  (146) ; SAMABINA e t  co l l .  

(147) ; MOULE e t  CHAUVEAU (1481 ; DEFERT-KOBUS e t  a l .  (149) ; ISHIKAWA 

e t  co l l .  (150) ; STEVENIN e t  a l ,  (151) ; CARTOUZOU e t  a l .  (152) ; 

PERRY e t  KELLEY (153)). 

La s p é c i f i c i t é  des fPNB t r a n s c r i t s  selon c e t t e  hypothèse 

dépendrait uniquement de  l a  zone rgceptr ice  des protéines de régula- 

t ion.  En e f f e t ,  nous pouvons dist inguer deux cas principaux : 

a - un s i t e  accepteur de régulation e s t  commun à de nombreux opé- 

rons. Dans ce  cas ,  l a  régulation de l a  t ranscr ipt ion de ces 

opérons e s t  contrôlée par une seule protéine e t  l e  RNA syn- 

t h é t i s é  n ' e s t  pas t r è s  spécifique. 

b - La zone de régulation por te  de noinbreux s i t e s  d i f f é r en t s  pour 

un opéron donné. Dans ce  cas,  l a  r fgu la t ion  e s t  t r è s  f i ne  e t  

conduit à l a  synthkse d'un PiNA polycistronique hautement spé- 

c i f i que  comportant une extrémité 5 '  de regulation t r è s  inpor- 

t an te .  



Figure  no 10 : Modèle proposé par  GEORGIEV ( v o i r  p .  j(i 

e t  r é f .  154) de l a  r égu la t ion  d e  l a  t r a n s c r i p t i o n  chez l e s  Euc'àryot.es. 
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i 1 LES COMPI&XIS NATUIiELÇ DXA-LiNA 

L'étude :n vivo des coi;7plexes DNA-&RNA s e  fornant de  façon 

temporaire l o r s  du déplacernent de l a  RNA polymérase l e  long du DNA 

(voir  p. 24), représentê une nani6re in téressante  d ' étudier  au niveau 

moléculaire l e s  d é t a i l s  de l a  polymérisation du RNA contre l e  DNA mo- 

dè l  e. 

De nombeux auteurs ont  consacré l eurs  travaux à ex t r a i r e  

de  t e l l e s  s t ruc tu re  i n  vivo. Après avoir  pa r l é  de l eu r s  expériences, 

nous exposerons brièvement l e s  buts de nos travaux concernant l ' é tude 

de l a  synthèse des RNA i n  vivo. 

PROCARYOTES 

Quand 11 f u t  découvert que l e  DNA e t  l e  RNA de séquence 

nucléotidique conplémentaire pouvaient ê t r e  amenés i n  v i t r o  à former 

des molécules hybrides, il ne sembla pas trop os6 de supposer que de 

l a  même façon l e s  basés puriques e t  pyrimidiques du RNA naissant  res- 

t a i e n t  l i é e s  par des l i a i sons  "pont hydrogêne" à leur  DNA modèle pro- 

duisant  i n  vivo un hybride DNA-RNA t r an s i t o i r e .  

L'isolement d'un t e l  hybride a é t é  s ignalé  en 1961 par 

SPIEGEIMAN, HALL e t  STOU (155). I c i ,  des bactér ies  in fec tées  par des 
3 2 

bactériophages marqués au P furent  exposées brièver.lent à l ' u r i d ine  

t r i t i é e  à un s tade  précoce de l a  croissance i n t r a c e l l u l a i r e  du phage 

e t  furent  lysées  par l e  mélange détergent SDS-chloroforme-alcool isoa- 

mylique. Les auteurs s e  fondêrent sur  l a  cosédimentation d'une p e t i t e  
3 2 

f rac t ion  de DNA narquée à l ' u r i d i n e  3~ e t  au P dans un gradient  de 

dens i t é  au chlorure de  czesîum, pour déduire l a  présence d'un hybride 

na tu re l  DNA-RNA. D'autres expériences révélgrent  que c e t t e  p e t i t e  ban- 

de de DNA é t a i t  un a r t é f a c t  (KONW e t  STENT)(156>. Ces auteurs dé- 

duisent  de l eu r s  expériences que l e  f a l t  de n 'avoir  pu e x t r a i r e  un 

hybride na tu re l  e s t  du au trai tement détergent qui en dénaturant l e s  

proté ines  (polymérases) l i b e r e  l e  RNA naissant  du D I U  iiiodèle. I l s  

suggèrent pue l a  RNA polymérase l i e  l e  RNA au DNA. 



HAYI.SHI e t  HAYASHI(156a1 ont r ep r i s  ces travaux e t  obte- 

nu un complexe DNA-;Wh B p a r t i r  de E .  c o l i  infectCe par l e  phage 6 ~ -  
4 

174, en t r a i t a n t  l e s  bactér ies  infectées par  l e  nélange SDS-pnénol- 

chloroforme. 11 s ' a g i t  l ' u n  hybride en t re  l a  fomè r fp l i c a t i ve  du DNA ..- 
b-174  (KF-DNLI e t  l e  dcNL phagiquo. Cct te  s t ruc ta re  r6s i s tan te  aux 
* 

hautes lorces ioniques (gradient de su l f a t e  de cacsiun) a &té  é tudiée  

en dé t a i l .  E l l e  poss2de toutes l e s  propri6t .G~ Crs riloléculcs bicaté-  

na i res  dont l e s  cha2nes sont associées par des l i a i sons  pont hydro- 

gène. Les chafnes de RNA associéau D N t  sont rds i s tan tes  a l ' a c t l on  de  

l a  RNase P e t  peuvent ê t r e  détachées du DNA par action de l a  chaleur 

à basse force ionique ou de l a  formamide. Dans ce cas e l l e s  sédimentent 

avec une constante de sédimentation de 3 à 3,5 S. C e  complexe n ' e s t  pas 

un a r t e f ac t  puisque l e  RNA rapidement marqué mélangé au DNA du phage 

après 70 heures de centr i fugat ion dans l e  gradient  de su l fa te  de cae- 

sium e s t  quantitativement séparé du p ic  de DNA. 

Se fondant sur l e s  r é su l t a t s  de BRBMEK e t  K O N W  (157) 

e t  SPXEGELMAN e t  a l .  (1581, l e s  auteurs ayant obtenu un hybride DNA- 

RNA après action des détergents émettent l 'hypothèse que l a  RNA-poly- 

m6rase pourra i t  &happer à 1s dkprotéinisation e t  ê t r e  responsable de 

l a  formation du complexe. Toutefois, i l s  n 'ont  pu met t re  en évidence 

l a  présence de proté ine  dans ce complexe. 

A p a r t i r  de bactér ies  non in fec tées  (E. c o l i ,  S.  aureus, 

e t  M. lysodeicticus),  TONGUR e t  co l l .  (159) ont  obtenu des prépara- 

t ions  de DNA i so lées  par  l e  mélange ph6nol-chloroforne contenmt une 

f rac t ion  de RNA r é s i s t a n t  à l ' a c t i on  de l a  KNase. Le RNA peut ê t r e  

d i s soc ié  du complexe par dénaturation themique a basse force ionique 

ou par l a  formamide. Lgrès action de l a  pronase ou de l a  trypsine, l a  

p a r t i e  r é s i s t an t e  à l n  KNase dininue. Ces auteurs suggèrent qu'une 

proté ine  ( l a  polymérase) pa r t i c ipe ra i t  à l a  s t ab i l i s a t i on  du RNA 

sur l e  DNA e t  que seulement l a  moit ié du RNA rds i s tan t  2 l a  RNase 

s e r a i t  f ixée  sur l e  DNC* au moyen de  l i a i sons  "pont hydrogène". 

Récemment ROUVIERE e t  a l .  (160) 2i p a r t i r  d'E. co l i  lysés  

par action du lysozyme ont  i s o l é  une f rac t ion  nenhranaire contenant 

des hybrides DNk-mFiNA-ribosomes associés à l a  membrane. Se fondant 

sur  l e  f a i t  que l a  RNA polymérase in te rv iendra i t  dans l l a s soc i a t i on  

na tu r e l l e  en t r e  l e  naissant  e t  l e  DNA, i l s  ont t en t é  de mettre 

en évidence une a c t i v i t é  polynfrasique dans l eu r  f rac t ion  e t  y sont 

parvenus, 



STONINGTON e t  PETTIJOHN (161) ont  i s o l é  un complexe DNA- 

RNA-protéine à p a r t i r  d'E. c o l i  t r a i t é  par l e  mélange lysozyme/déso- 

xycholate. Ce cor~plexe à une constante de s éd imc~ ta t i on  de  3200 S c e  

qu i  l a i s s e  supposer que tout  l e  génome d'~. c o l i  y e s t  inclus .  Le 

KNA du complexe eist en p a r t i e  du type rRNA e t  en major i té  du type 

mKNA. La proté ine  du complexe a é t é  i so l6e  e t  analysée par l é lec t ro -  

phorèse en ge l  de polyacrylamide. E l l e  e s t  conposée principalement 

par l e s  subunités $, $ '  êr a de l a  polym6rase, sans fac teur  sigma 

c e  qui  e s t  en accord avec l e  f a i t  que l e  fac teur  "signa" e s t  dCra- 

ch6 de l'enzyme unt f o i s  terminée l ' i n i t i a t i o n .  

11 re s so r t  enf in  de l eur  étude que l e  complexe e s t  ins ta -  

b l e  à basse force  ionique (PETTIJOHN e t  a l .  ) (162) (1631 (164). 

Enfin DAVIS e t  HYMAN (165, on t  i s o l é  e t  photographié en 

microscopie électronique des complexes DNA-RNA-protéines formés ---- 
i n  v i t r o  en u t i l i s a n t  un milieu réactionnel  contenant l e  DNA du 

phage T e t  l a  RNA polymérase dfE.  c o l i  ( f i g  11, p. 35). I ls  concluent 
7 

à l a  présence d'une proté ine  en s e  fondant sur  l e  f a i t  que l e  RNA e s t  

détaché du complexe après trai tement par des agents déprotéinisants 

(SDSj ou acylants  des proté ines  t e l  que l e  d ié thy l  pyrocarbonate 

(SUMMERS) (166). 

II - EUCARYOTES 

A p a r t i r  de l a  f rac t ion  microsomale (sédiment 105.000 g)  

de Neurospora Crassa, SCHULMAN e t  BONNER (167) ont  obtenu un complexe 

DNA-RNA par une extract ion effectuée par l e  mélange de désoxycholttte 

e t  de chloroforme-alcool isoamyliquc. En s e  fondant sur l e s  courbes de 

dénaturation thermiques, sur  l a  centr i fugat ion dans l e  gradient  de C s C l  

(diminution de dens i t é  du complexe après ac t ion de l a  m a s e )  e t  sur  l a  

s e n s i b i l i t é  à l a  DNase, l e s  auteurs pensent q u ' i l  s ' a g i t  d'un hybride 

contenant deux br ins  de DNA e t  un b r i n  de RNA. 

Un complexe DNA-RNA a auss i  é t é  i s o l é  par MEXI (168) à l ' a i d e  

d'une méthode semblable à p a r t i r  de Drosophila melanogaster. Le rapport 
- DNA de ce  complexe e s t  de 2 e t  l e  DNA e t  l e  RNA du complexe sont sensibles  
RNA 
à l a  DNase e t  9 l a  RNase, 
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Figure no 11 : Observation au microscope électronique 

du RNA transcrit sur l a  DNA du phage T7 par l a  polymérase dlE.col i  

après 30 mnd'incubation (DAVIS et HïMAN) ( 1 6 9 ) .  
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Dans l e  cas des ce l lu les  de lfh4patmme asci t ique,  MANDEL 

e t  BOUWSKC; (1702 ont u t i l i s é  l e  SDS suivant l e  procédb de KAY (171) 

e t  l e  phénol (BORKOWSKA e t  coX1.)(172j .  I l s  obtiennent par chromato- 

graphie sur  W-X, deux f ract ions  contenant à l a  fo l s  l e  DNA e t  l e  RNA, 

q u ' i l s  dénorment hybrides naturels  e t  qui  ont  des propriétés métaboli- 

ques d i f fé ren tes .  WILKINSOiJ e t  U K B Y  (173) on t ,  semble-t-il, obtenu 

un complexe DNA-ENA B p a r t i r  du foie de Rat e t  de l'hépatome, au noycn 

du 4-amino-salicylate e t  du phénol. Ce complexe e s t  légerement sensi-  

b l e  à l a  LZNase. A l ' a i d e  d'une méthode semblable, WATSON e t  RALPH (174) 

ont  i s o l é  un RNA associ6 GU DNA dans l e  cas de ce l lu les  du Sarcome 

180. L e  RNA r é s i s t e  partiellement à l ' a c t i on  dc l a  RNase P e t  e s t  to- 

ta lenent  sensible  à l ' a c t i o n  des a l c a l i s .  

Dans l e  cas des ce l lu les  de HeLa, par  une méthode f a i s an t  

appel au SDS chloroforme-alcool isoarnylique, LEVIS, KRSIVJVOVI C 

e t  ERRERA (175) ont  pu mettre en évidence un RNA rapidemnt marqué as- 

socié  du DNA. Le RNA d6taché de ce  complexe a une constante de sédimenta- 

t ion  de 4 - 6 S ,  ce  qui  correspond à des chafnes de 80 à 160 nucléotides. 

Enfin, ces auteurs ont démontré que dans l e  cas  des ce l lu les  de HeLa 

l a  t ranscr ipt ion e t  l a  rbpl icat ion s 'excluent mutuellement. 

ROE e t  a l .  ( 176) ont e x t r a i t  des hépatocytes de Rat un com- 

plexe DNA-RNA-protéine, stimulant l ' incorporat ion des amino-acides dans 

un système prot6i  ncsynthétisant ace l lu la l re .  

TOKARSKLYA e t  a l .  (177)  ont  i s o l é  des embryons de graines 

en germination un complexe naturel  DNA-RNA e x t r a i t  par l e  mélange 

SDS-phénol-chloroforme. L e  KNA e s t  détaché du DNA par dénaturation 

thermique. 

ZSEZAK e t  PIHL (278) oa t  observé que environ 0 , l  p. 100 du 

DNA de l a  chromatine de fo i e  de Rat e x i s t a i t  sous fonne d'hybride 

DNA-RNA en u t i l i s a n t  l a  ribonucléase H ,  enzyme qui dégrade spécifique- 

ment l e  RNA des hybrides DNA-RNA. 

III - CONCLUSIONS 

Le problème qui s e  pose après l ' é t ude  de c e t t e  s é r i e  de 

travaux e s t  de savoir  s i  12. présence de l a  polymérase e s t  nécessaire 

pour l e  maintien du complexe DNA.-RNA. En e f f e t  : 



1 - La rés i s tance  B l a  ribonucl8ase de tous l e s  hybrides i s o l é s  

peut ê t r e  due à l'empêchement s té r ique  créé  par l a  présence 

d e  l a  polyrnérase aux s i t e s  de polymérisation des ribonucléo- 

sides. 

2 - L e  f a i t  que tous l e s  hybrides sont e x t r a i t s  par des mélanges 

de détergP,nts e t  de d6protéinisants peut ê t r e  un argument en 

faveur de l a  présence de l a  polynérase en considérant toute- 

fo i s  q u ' e l l e  intervienne réellement dans l a  s t a b i l i t é  du com- 

plexe. 

3 - La dissocia t ion des complexes par l a  chaleur à basse force 

ionique ou par l a  formamide n ' e s t  pas un argument d é f i n i t i f  

en faveur de 1' appariement par "ponts hydrogènes" en t re  l e  

DRA e t  l e  RNA, au niveau des pa r t i c s  rés i s tan tes  à l a  RNase. 

Afin de t en te r  de par t i c iper  à lever  une p a r t i e  de l'ambi- 

gu i t é  des r é su l t a t s  acquis par l e s  d i f fé ren t s  auteurs sur l e s  complexes 

DNA-RNA i so lés  i n  vivo chez l e s  eucaryotes, nous avons fondé nos travaux 

sur l ' isolement d'un hybride à p a r t i r  des noyaux dlhépatocytes de Rat, 

l a  ca rac té r i sa t ion  d'une t e l l e  s t ruc ture  nous permettant d'aborder l ' é t ude  

de l a  s t a b i l i t é  du complexe DNA-RNA e t  en collaboration avec 6. VERBERT 

l e  sens de l a  t ranscr ip t ion  génétique i n  viqo. 



TRAVAUX PERSONNELS 



MATERI EL ET METHODES 

I - MAiZQUAGE METt4J30LIOUE DES ACIDES NUCLEIQUES PAR - 
DES PRECURSEURS UDIOACTIFS 

A - MARQUAGE DES CELLULES EN CULTURE 

Les c e l l u l e s  Hela e t  l e s  c e l l u l e s  KB qui  nous ont s e rv i  de 

n é t é r i e l  ont  étt5 cu l t ivées  à 37OC en couches mooocellulaires, dans des 

boî tes  de ROUX contenant 80 m l  du milieu suivant (milieu O 10) : 

NaCl 

KC 1 

MgS04, 7 H20 

hli2P04 
Rouge phénol 

Hydrolysat de lactalbumine 

Ext ra i t s  de levure 

Glucose 

NaHC03 

CaC12 

Pénic i l l ine  

Strep toraycinc 

Sérum d e  Veau 

Nous avons u t i l i s é  des ce l l u l e s  âgées de 36 heures a f i n  

d'avoir un nombre su f f i s an t  de ce l l u l e s  en phases expcnentiel les de 

croissance. Une bo î t e  de ROUX, dans ces conditions cont ient  en moyen- 
7 

ne 2 à 4 x 10 ce l lu les .  

Le marquage des ce l l u l e s  i n t ac t e s  e s t  ef fectué  en présence 

de : 3 5 pCi d e  H-8-guanine par m l  de milieu de cu l t u r e  
3 

5 pCi de  H-8-adénine par m l  de milieu de cu l tu re  
3 

5 pCi de H-5-uridine par m l  de milieu de cu l t u r e  
3 2 

4 pCi de P-orthophosphate par n l  de  milieu de cul ture ,  



pendant 16 heures dans l e  milieu indiqué ci-dessus, pour l e s  études 

de l a  nature  de 11extr&ni t6  5 ' .  

Dans l e  cas de l ' i t u d e  de l a  s t a b i l i - é  du complexe, l e  

marquage des ce l i u l e s  i n t ac t e s  e s t  effectué en présence de : 

3 50 pC H-5-uridine par m l  de  r d l i e u  de cu l tu re  

50 pC 14c-adrnine par m l  de niilieu de cu l tu re  

AprBs l ' incorporat ion,  l e  matériel  e s t  r e f ro id i  par l e  nb- 

lange glace-eau,le milieu radio-actif  e s t  éliminé puis remplacé par du 

milieu EAGLE (milieu O 10 sans s6rum dc Veau; prealablement maintenu 

à 4OC. Le détachement des ce l lu les  e s t  ef fectué  par ag i ta t ion  de l a  

bo t t e  Be ROUX en présence de b i l l e s  de verre  J e  2 mm de diamètre, 

dans l e  milieu EAGLE. 

Le sédiment c e l l u l a i r e  obtenu par une centrifugation de 

5 minutes à 1000 t/mn e s t  ensui te  lavé une f o i s  dans l e  milieu de 

EAGLE puis centrifugé à nouveau, l a  même v i tesse .  

MARQUAGE DES HEPATOCYTES DE RAT 

Des r a t s  mâles âgés de t r o i s  mois l a i s s é s  à jeûn pendant 

4 heures (eau à ùiscrBtion;, reçoivent une in jec t ion  intrapéri tonéa- 

l e  de 2 m C i  de radiophosphate neu t r a l i s é  par une solution de bicarbo- 

nate.  Après une incubation de  i4 heures à jean, l e s  r a t s  sont sacr i -  

f i e s  par décapitat ion e t  l e s  foies  prélevbs. 

ISOLEMENT DES NOYAUX DE FOIE DE U T  
u 

Les fo ies  sont lav6s dans une solut ion 0,25 M en saccha- 

rose à 4"C, broyés finement e t  homogénéisés à 0°C dans 20 volumes 

d'une solut ion 2,2 M en saccharose e t  3 , 3  mE/1 en acé ta te  de calcium 

(CHAUVEAU e t  a l .  ) (179 ) . L'homogbat e s t  centr i fugé dans l e  rotor  21 

de 1 'ul t racentr i fugeuse prép a ra t ive  Bpinco L2-65B à 20.000 t/mn pen- 

dsat  60 mn à 4°C.  Cet te  méthode permet d 'obtenir  un sédiment de no- 

yaux de haute pureté. 



III - EXTRACTION DES ACIDES NUCLEIQUES 

A- EXTRACTION DES COMPLEXES DNA-RNA 

1 - EXTRACTION PAR LE MELANGE SDS/CHLOROFORIV~E /ALCOOL ISOADELIQUE 

Le sédiment contenant 3 à 5 . 1 0 ~  noyau par ml (ou 2 

à 3 . IO 7cellules) est suspendu dans un tampon contenant : 

Tris 0,OI M y  PH 7,4 

NaCl O,? M 

Citrate de Na 0,O-J M 

EM'A 0,001 M,pH 7,4 

Bentonite 1 mg/ml, de force ionique élevée et de pH voisin 

de la neutralité afin de prkserver la structure secondaire du DNA et 

ne pas risquer de détruire les hybrides DNA-RNA, dont la quantité 

situ doit être très faible. Ces conditions de déprotéinisation ne - 
sont pas suffisantes pour détacher les protéines très spécifiques 

 rése entes aux points de transcription (polymérases) et qui sont dif- 

ficilement dissociables. 

Les noyaux sont lysés par addition de dodécyl sulfonate 

de sodiaum (SN) recristallisé (CRESTFIELD et coll.) (180) jusqu'à une 
concentration finale de 1 p. IO0 (salution stock de S N  IO p. IO0 dans 

l'éthanol 50 p. 100). Après une agitation de 15 mn h 4OC, le lysat est 

additionné d'un volume égal du mélange chloroforme/ alcool isomylique 

(35  :IO) (v:v) et l'agitation poursuivie pendant 45 mn & 4OC. Après 

45 mn, le lysat est centrifugé IO mn à 20. 000 g et la phase aqueuse 

est extraite une seconde fois par le mélange chloroforme/alcool iso- 

amylique, sous agitation pendant 15 mn à 4OC (LEVIS et coll.) (181) 
Les fibres contenant le DNA et le RNA sont recueillies à partir de 

la phase aqueuse finale par addition d'un volume égal d'éthanol ab- 

solu et enroulées sur des baguettes de verre. Les acides nucléiques 

peuvent être cansemrés pendant une semaine dans l'éthanol & 67 p. IO0 
et, & - 20°C. 

EXTRACTION PAR LE MELANGE SARCOSINATE DE SODIUM/PRONASE 

Le sédiment nucléaire ou cellulaire est sus~endu dans le 



tampon TEBS(" contenant 1 p. 100 de dodecyl sa rcos ina te  de  sodiua 

e t  90 pg de pronase par  m l .  La lyse  du ixatériel  e t  l a  déprotéini-  

sa t ion  sont  conduites sous a g i t a t i o n  douce penclant 30 nn 8 4°C e t  

90 mn Ci tenperaturc ambiante. 

La so lu t ion  d 'acides nucléiques e s t  finalement souruise 

O une p u r i f i c a t i o n  en gra i izn t  de s u l f a t e  d c  caesiun (voir  III-A). 

B - EXTRACTION DES RNA CYTOPLASMIQUES SELON UA METHODE DS BZRGERON 

ET COLL. 

Deux r a t s  mâles âgés de t r o i s  mois, m i s  à jeQner pen- 

dant 18 heures sont  s a c r i f i é s  par  décapitat ion.  Les fo ies  sont  pré- 

levés e t  homogénéis6s 3 mn dans un apparei l  dc type POTTER-ELVEHJEM 

avec 10 volumes de saccharose à 15.000 g. Le surnageant additionné 

de deux volunes d fQthano l  absolu e s t  abandonné 2 heures à - 20°C. Les 

cu lo t s  obtenus après cen t r i fuga t ion  d e  10 mn B 10.000 g sont  r e p r i s  

pa r  15 m l  de tampon : 

T r i s  0,05 M,  pH 7,4 

SDS 1 p.100 

Hydroxyquinol6lne 0 , l  p.100 

Naphtalène d i su l fona te  d e  sodium 0 , l  p.100 

Les RNA sont e x t r a i t s  par l e  phénol L 0°C 6qui l ibrd  en 

T r i s  e t  en SDS (conposition du mélange : 85 nl de phénol r e d i s t i l l E  

+ 15 nl de  T r i s  0,05 M (pH 7,4) contenant 1 p.100 de  SDS). Trois  ex- 

t r a c t i o n s  successives de 45 m chacune sont f a i t e s  à O°C. Les phases 

aqueuses r e c u e i l l i e s  après cent r i fugat ion sont a jus tees  à 0 , l  M par 

NaCl 3 M e t  p réc ip i t ées  pa r  deux volunes d 'éthanol  absolu à - 20°C 

pendant 2 heures. Les RNA sont  p u r i f i é s  par  Sissolut ion dans l e  tam- 

pon acé ta te  0,01 M (pH 5j-NaC1 0 , 1  M e t  p r é c i p i t é s  pa r  deux volunes 

d'éthanol absolu à - 20°C penclart 2 heures ( 3  p r é c i p i t a t i o n s  succes- 

s ives  ) . 
L'analyse des KNA sur  gradient  de  sucrose de 5 à 20 p.100 

e s t  rassemblée dans l a  f igure  12 :p. 43. 

- 

(x) TEBS : T r i s  0,01 M (pH 7,4! - EDTA IO-% (pH 7,4, - NaCl 0,15 M - 
C i t r a t e  de sodium 0,015 M 





I V  - FRACTIONNEXENT DES ACIDES WCLEIQUES - --- _. --mm1)-- 

A - SEdUmTATION EN G7nADXGMT OE 32NSITE DE SULFME DE CAESIUM 
---Y -----m.. - -- - -. ----". - ---- *. -- 

^_ A " ^ . <  -_*.1---- *--FI---- 

La solu+ion de Cs,SO (densi té  moyenne = 1,535) contenant 
.- 4 

clu Tris/HCl 10 rnM e t  da IiEDTR 1 nM e s t  a jus tée  à pH 7,4 par  KOH 0 ,3  N. 

Les gradients de 3,5 m l  contenant 400 à 300 pg d 'acides nucléiquos 

bruts  sont centrifugas dans l e  rotor  SW 39 (*' 3 33.000 t/mn pendant 

72 heures à 20°C ou à 35.006 t/r-in pendant 60 heures dans l e  rotor  

SW 40. A l a  f i n  de l a  centrifugation,  chaque gradient est: d iv i s é  en 

f rac t ions  égales,  chaque f ract ion é tan t  diluGe à 1 m l .  

Des quanti tés de 300 à 400 pg d'acides nucléiques sont 

dissoutes dans 1 r d  d e  tzri?ori T r i s / ~ Ç l  0,01 M, pH 7,4 NaCl 0 ,3  M- 

EDTA 0,001 M, pH 7 , L c i t r a t e  d e  sodium 0,03 M e t  déposées sur  un 

gradient  l i n e a i r e  de saccharose 5 à 20 p.100 dans l e  m&e tampon. 

Dans l e  cas de f ract tons  provenant des gradients de C s  SO c e l l e s  2 4' 
c i  sont  d'abord dial:-sees 24 heures contre une solution de 2 x SSC 

( c i t r a t e  de sodium 0,03 M-NaCl 0 ,3  M i ,  l a  solution é tan t  renouvelée 

une fo i s .  Quand l e  n a t é r i e l  à lCposer a é t é  dCnat :ré par l a  chaleur 

ou par  l e  forna,.-: , 2 -  ~ - L . : L ~ L ~ L .  l i nga i r e  de sucrose e s t  préparé 

dans l e  tanpon O , i  SSC ( N a C l  0,025 M-citrate de  sodium 0,00015 M). 

Les c e n t r i f u g a t l ~ ~ l n  sor L efiectu6i-s dans l e  rotor SW. 25 de l a  Spinco 

à 24.000 t/mn pendant 16 heures à -I- 4 O C .  Drs f ract ions  de 1 a1 sont 

col lectées  à i a  Gin de cheqke centrkfilgation. 

A - - LECTURE DE Li, DENSITE OPTIqJE 
x--- I_11_ - -.- 

---=---.s_ --- 

La lec ture  de l a  densi t6  optique des f ract ions  de chaque 

gradient  e s t  effectuée à 260 m. 

(XI Spinco L2-65B. 



B - ACTION DES ALCALIS - 

L'hydrolyse par KUd 0,3 N e s t  effectuée à 37'C pendant 

16 heures. La réaction est  arrêtée par refroidissement rapide à O°C. 

1 - LA RIBONUCLEASE @Nase) 

- .  

La ribonucléase pancréatique (polyribonucléotide-Z-oligo- 

.. . . .- riucl6oti.d.o-transférase, EC 2.7.7. U (Sigma)) di s soute  dans le  tampon 
citrate d e  sodium 0,015 M, N a C l  0,15 M, pH 5 (§SC), à raison de Smg/rnL, 

.-, .- 
e s t  chauffée a 80°C pendant 10 m n  pour élininex toute trace de W x y -  

. . 
ribûmcléase, Ainsi préparée, l a  ribonudéase est: utilisée à raison de 

.-' 10 pdml, l a  concentration en acides nucléiques n'excédant pas 40 )rgjml. 
. - 

. . LFhydmlyse e s t  effectuée pendant 45 mn à 27% dans une solution de ci- 
- .  . - t r a t e  de sodium 0,03 M -NaCl 0,3 M (2 x §SC) ajustée à pH 7,4 (force 

ionique 0,481. Dans l e  cas de fractions provenant de gradients de sucrose 

. et de su l f a t e  de caesium, l e s  échantillons sont: ajustés à une force 

--que de O,& par 20 x SSC. La réaction est stoppée par refroidisse- 

ment rapide à 0°C. Quand l a  détermination de l a  radioact ivi té  est £ai te  

sur les échantiblons t r a i t é s  par l a  mase,  l a  réaction est arretée d i -  

rectement par addition d 'ac ide  tr ichloracétique 10 p.100. 

La D N a s e  1 est u t i l i s é e  dans une solution à pH 7,4 de T r i s  

0,01 M, MgC12 0,001 M e t  NaCl 0,3 M, additionnée de  1 mg/nl de bentoni- 

te. L'hydrolyse e s t  effectuée pour 10 pg/nl de DNase, pendant 45 mn B 

37 OC. 

3 - LA PRONASE - 

La pronase dissoute dans une solution de SSC à pH 7,4 à 
- 

raison de 5 ng/ml e s t  chauffée à 37°C pendant 3 heures pour éliminer 

toute t race possible de RNase. Ainsi prGparée, l a  pronase est  utilisée 

à l a  concentration de 50 pg/ml pendant 45 nn à 37OC. 



D - DENATURATION DU COMPLEXE PAR LA CHALEUR ET PAR LA FO-DE 
__II_. -,- 

HI'iYLSHI e t  HAYASHI (18 3 j . 

La denaturat ion thermique s ' ef fectui- par chauf fage 2 95°C 

pendant 10 mn dans  un^ so lu t ion  de 0 , l  ÇSC ( force  ionique 0,02;, l a  

r éac t ion  é t a n t  in tér roapue par  un r e f r o i d l s s m e n t  b r u t a l  à O°C. 

La dénaturat ion par  l a  formai.iide s ' e f f e c t u e  par  une d ia lyse  

de 118chaa t i l lon  con t re  une so lu t ion  aqueuse de fornamide à 80 p.100 

( v : v ~  pendant une n u i t  5 4 O C ,  s u i v i  d'un chauffage de  20 nn à 37OC. 

Dans l e  cas de f r a c t i o n s  provenant des g rad ien t s  de su- 

crose  ou de s u l f a t e  de caesium, 1è rnatériel  e s t  d'abord d ia lysé  pen- 

dant 24 heures con t re  une so lu t ion  de 0 , l  SSC, l a  so lu t ion  é t a n t  re- 

nouvelée une f o i s .  

E - DETERMINATION DE LA RADIOLGTIVITE 

Les ac ides  nucléiques de chaque f rac t ion  sont  p r é c i p i t é s  

par  l ' a c i d e  t r i ch lo racé t ique  10 p .  100 en présence de 100 pg de sperme 

de saumon corne ent ra îneur .  Après 15 mn à O°C, l e  ma té r i e l  p r é c i p i t é  

est c o l l e c t é  e t  l a v é  par 5 m l  d 'ac ide  t r i ch lo racé t ique  (environ 0,03 

p.LOO) pa r  f i l t r a t i o n  sur  des f i l t r e s  de 25 mm (HA 0,45 pl ou su r  des 

f i l t r e s  de  papier  Whatnan GF 83. Les f i l t r e s  sont séchés dans une étu- 

ve à 37OC pendant 60 nn, e t  plac6e dans des f i o l e s  contenant 10 m l  du 

mil ieu s c i n t i l l a n t  su ivant  : 

1 l i t r e  de toluène 

5 g de  PPO (2,5-diphényloxazol) 

0,5 g d e  diméthyl POPOP (1,4-bis 2-(5 phényloxazolyl j benzène). 

Le comptage de l a  r a d i o a c t i v i t é  d '  échant i l lons  l iqu ides  

(0,5 Z i  1 ml) e s t  e f fec tuée  dans 10 nl  de  l a  so lu t ion  cle BRAY (184), dont 

l a  conposi t ion e s t  l a  suivante : 

60 g de naphtalène 

4 g de PPO 

0,2 g de  POPOP 

100 m l  de riiérhaol absolu 

20 m l  d l  éthylène glycol  

dioxane q .s .p .  : i l i t r e  



Les p i l u l i e r s  de comptage subissent un précomptage a f i n  

d'éliminer tout f lacon dont l a  rad ioac t iv l t é  à f ro id  e s t  supérieure . 

à 20 cpm. 

V I  , -  SEPLLUTION ELECTXOPHOKETIQUE DES RIBONUCLEOTZDZS 

Les acides nucléiques dissous dans une solut ion de NaCl 

0 ,3  Yi e t  de c i t r a t e  de sodium 0,03 M (2 x SSC; sont d ia lysés  pendant 

une nu i t  à 4 O C  contre  deux l i t r e s  de tampon orthophosphate disodique 

0,02 M (contenant du NaCl 0 ,3  M e t  du c i t r a t e  de sodium 0,03 ~j . -a jus-  

t é  à pH 7,5 par 1 'ac ide  prthosphasphouique. 

L ' adiaiysat. est précipixé par 1 l acide t r i c h l o r d t i q u e  -. 

10 p.10 pendant..lO mn.2~- 0% et  f i l t r é  sur  -papier- FmatPlan GF 83- .Le 

-.- . - - - - f i l t re  est -lavé abonclamment p a r  1 ' acide t r ichloracét ique dilué (O, 03  - - -- 

p.100) et- placé-dans 1 m l  de KOH 0,3 N à 37OC pendan t  16 heures. 
- .I - 

P g r è s a v a i r  éliminé l'DM par ac id i f i ca t ion  21 f ro id  (acide perchlo- - 

rique 0 ,3  N de concentration f î n a l e ~  l ' e x t r a i t  e s t  amené 21 pH 7 par . 

lLadrt i t ion de KOH. Le p r éc ip i t é  de perchlorate d e  potassium e s t  . é l i -  

miné-par centr i fugat ion e t  l a  surnageant contenant l e s  ribonucléotides 

e s t  concentré par lyophi l isa t ion.  

L 'ex t ra i t  e s t  analysé par Blectrophorèse sur  papier Arches 

304, 55 cm x 55 cm, dans l e  tampon c i t r a t e  de sodium 0,02 M à pH 3,5 

à 800 v o l t s  pendant 7,5 h pour l a  détermination de l a  composition nu- 

c léot idique ou à pH 5,7 à 300 vo l t s  pendant 10,5 heures pour l a  déter- 

mination des n~cléoside-3~-monophosphate~5'-triphosphates (VERBEELT e t  

r i .  i (185i.  - 
Après l a  migration des produits d'hydrolyse e t  l e  séchage 

de l a  f eu i l l e ,  lfélectrophorégramme e s t  découpé en 40 bandes de papier 

(1  x 8 cm;, nunuSmtées de O à 40 de l a  cathode vers  l 'anode. Chaque 

bande est ensuite d6coupée en 10 fragments égaux qui  sont in t rodui ts  

dans l e s  f lacons de comptage contenant le  l iqu ide  s c in t i l l an t .  



Reprenant l e s  ccriditions exp6rimentaies décrites par 

KRSMANOVIC ( i g b j ,  rious =ous scmes attaché à i so ler  des complexes 

naturels DNA-RNA à p a r t i r  des h4patocytes de Rat, répondant aux 

t ro i s  c r i t è re s  suivants : 

1 - Isolement de fractions ne contenant que l e  DNA e t  

l e  RNA associe à celui--ci e t  démonstration de l'absence de RNA l i b r e  

dans ces préparations. 

2 - Sens ib i l i té  p a r t i e l l e  B l a  RNase P e t  s ens ib i l i t é  to- 

t a l e  aux a l ca l i s .  

3 - Détachement du RNA du complexe par denaturation ther- 

mique ou par l a  formamide e t  mise en évidence de l a  nature polyribonu- 

cléotidique de c e  RNA. 

Ensuite nous avons entrepris une étude de l ' é t a t c t  des 

propriétés physico-chimiques de ces complexes a f in  de donner une image 

de l a  première étape de l a  transcription génétique. 

1 - I ~ E : ? T I P I C ~ L X I . ~ X  DES COMPLFXES DNA-RNA DmS LES - _ W - - - ~ . ~ ~ ~ . " -  
I<r',YAUX DES HEPAWCYTES EE M T  
-y- -  -= - -- -Y--- -- 

YI---& 

A - ISOLEMENT DE FRACTIONS GCMTENANT LE DNA ET LE !'Y: - -- -- 
-UY_- -----=--_Y_I- 

Les acides nxlé iques  des noya7Jx d e  foie de Rat marqués 

au 3 2 ~  (2 mC/rarj sont ex t ra i t s  par le mélange SDS-chlorofome-alcool 

isoamylique (voir matériel e t  rizéthades, p. 4 9 .  

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

f a t e  de caesium (Cs SO 9 (densité moyenne = 1,5353 permet de distinguer 2 4 
deux populations de P3A radioactif : 1 'une hétérogène s 'équi l ibre  au- 

tour du milieu du gradient (densité = 1,60j dans une région intermé- 

d ia i re  entre  c e l l e  du RNA xibosorüique (densité = 1,67 e t  ce l l e  du DNA 



(densité = 1,4751, l ' au t r e ,  res tant  associée au pic de DNA (fig.13, 

p. 50). Ces observations ont é t é  confirmées par analyse d i r ec t e  des 

acides nucléiques dans un gradient l i néa i r e  de saccharose de 5 à 20 

p.100. Dans ce  cas, aucune radioact ivi té  l i b r e  n'apparaît dans l e s  

zones du gradient correspondant aux RNA ribosomiques "28" e t  ''18 SI' 

( f i g .  14, p. 51). 

S i  l e  pic de DNA obtenu après centrifugation en gradient 

de C s  SO e s t  réexaminé dans un gradient l i néa i r e  de sucrose de 5 à 2 4 
20 p.100, aucune radioact ivi té  notable non associée au DNA n'apparait 

dans l e  gradient ( f i g .  15, p.52; ce qui  démontre l'absence d'ARN l i b r e  

dans ces préparations. 

Ceci nous permet de considérer que nous avons i s o l é  une 

fraction de DNA contenant du RNA e t  dépourvue de dNA l ib re .  

B - MISE EN EVIDENCE DE L'ASSOCIATION DNA-iZNA 

1 - ACTION DE LA POTASSE ET DE LA RIBONUCLEASE 
9i ls  \ 

i1i.I-F 1 C 
La rad ioac t iv i té  de l a  zone hétérogene dans l e  gradient de  

Co SO e s t  totalenent sensible à l ' a c t i on  de l a  potasse e t  de l a  ri- 2 4 
bonucléase pancréatique. Après action des a l ca l i s ,  il apparait  que 

50 à 60 p.100 de l a  radioact ivi té  associée au p ic  de DNA sont dus 

au marquage de celui-c i ,  l e  r e s t e  représentant l e  RNA. Cette f ract ion 

de RNA r é s i s t e  à l ' ac t ion  de l a  RNase à raison de 15 à 20 p.100 (fige 

16, p. 53j(Tableau I V ,  p .  543, L'existence d'un RNA partiellement 

sensible à l a  RNase, associé au pic de DNA apr&s une puri f icat ion 

poussée nous au tor i se  à consid6rer q u r i l  s ' ag i t  d'un complexe DNA-RNA. 

La résistance d'une pa r t i e  du RNA à l ' a c t i on  de l a  RNase l a i s s e  sup- 

poser que l e  RNA associé au pic  de DNA s o i t  apparié partiellement 

au DNA par des l i a i sons  "pont hydrogène" Z i  l ' endro i t  où do i t  se trou- 

ver fixée l a  polpérase. Toutefois, dans nos conditions de déprotéi- 

nisat ion,  r ien  ne nous permet de l 'af f i rmer .  

2 - ACTION DE LA DNase 1 

Après action de l a  DNase 1, toute l a  radioact ivi té  asso- 

c iée  au pic de DNA (gradient de su l f a t e  de caesium; se  retrouve à l a  

surface d'un gradient l inCaire de saccharose associée aux oligodéoxy- 



Fipure no 13 : Centrifugation en gradient de C s  SO 
2 4 

Acides nucléiques de noyaux de f o i e  de Rat marqués au 3 2 ~  ( 2  nC/rae) 

pendant 14 h e t  centrifugés pendant 72 h à 33.000 t/mn dans une solu- 

t ion  de Cs SO dont l a  densité moyenne e s t  de 1,535 2 4 

a-. D.O. 260 NU 

0 -0 Radioactivité 



Figure  n o  14 : Centr i fuga t ion  en g rad ien t  l i nGa i r e  de saccharose de 5 A 20 p.100. 
.s"l 

Mêmes ac ides  nucleiques que l a  f i g u r e  13  (p.431. L a  c e n t r i f u g a t i o n  e s t  e f f ec tuée  dans un r o t o r  Spinco SW 25 
B 22.000 t/mn pendant 16 h a 4°C en presence d ' ac ides  nucléiques cytoplasmiques non marques.---- 

-D'o'260nm M R a d i o a c t i v i t é  

X-Xi<adioactivitG r é s i s t a n t e  au KOH 





Figure no 16 : Mhes acides nucléiques e t  memes conditions 

de centrifugation que dans l a  figure13 ( p 4 3  ,. 

O-ORadioactivité contrôle 
Q L > l  

X-XRadioactivit6 résistante à l'hydrolyse par KOH 



T A B L E A U  IV 

Analyse de l a  radioactivité associée au pic de DNA 

dans l e  gradient de C s  SO 
2 4 

Radioactivité contrôle (C) 
(CO m l  

Radioactivité après RNase (RI  
(cpm> 

Radioactivité après KOH (K; 
(cpmi 

Radioactivité due au RNA = C - K 
( cpm r 

Radioactivité résistante à l a  UJase = R - K 
( cpm 1 

Marquage du DNA 

Marquage du RNA - .  

Fraction de RNA résistante l a  RNase 

Fractions no 

25 + 26 + 27 

640 

415 

37 7 

263 

38 

59 p . 1 0 0  

41 p . 1 0  

15 p.100 



r ibonucléotides l i bé r é s  par hydrolyse enzymatique ( f i g .  17, p. 56). Ce 

r é s u l t a t  appuie l 'hypothèse d'une associat ion na tu r e l l e  DNA-RNA. 

3 - DETACHEMENT DU RRA PAR DENtTURATIOIJ THERMIQUE 

L e  RNA associé au DNA (Pic de DNA dans l e  gradient  de 

C s  SO ; peut ê t r e  détaché par dénaturat ion du complexe par  l a  chaleur 
2 4 

ou par l a  formamide (voir  matér ie l  e t  méthodes, p. 46) (H1'iYASHI e t  

HAYASHI) (186aj e t  separé du DNA par centr i fugat ion dans un gradient  

l i n é a i r e  de sucrose de 5 à 20 p.100. Dans ce  cas, il apparai t  une po- 

pula t ion hétérogsne de RNA dont l a  majeure p a r t i e  sédimente dans l a  

région 4 à 9 S, ce qui  correspond à des chafnes d'environ 80 à 400 nu- 

c léo t ides  ( f i g .  18, p .  57; f ig .  19, p. 58 ; f i g .  20, p. 59 i .  Sachant 

que l a  proportion de RNA r é s i s t a n t  à l ' a c t i o n  de l a  R k s e  e s t  d'environ 

15 p.100, on peut admettre que l e  f rac t ion  RNase r é s i s t a n t e  cont ient  en 

moyenne 30 à 40 nucléotides. Ce t te  hypothèse s e  trouve confirmée par 

l ' é tude  de l a  constante de sédimentation de l a  f rac t ion  r é s i s t a n t e  à c e t  

enzyme. 

Le complexe t r a i t é  par l a  Wase yancréatique e t  dénaturé par 

l a  chaleur ou par l a  fornamide (HAYASHI e t  HAYASHI) (187) e s t  analysé dans 

un gradient  l i n é a i r e  de sucroçe de 5 à 20 p.100. La f rac t ion  de RNA déta- 

chée du complexe e t  séparée du DNA sédimente dans l a  région de 3 S, ce  qui  

correspond à un poids moléculaire de 15.500, c 'est-à-dire à 40 nucléotides 

environ ( f i g .  21, p. 60i .  

L t i n t & g r i t é  nacronoléculaire du WA t o t a l  e t  de l a  p a r t i e  

RNase r é s i s t a n t e ,  ca rac té r i sée  par l eur  constante de sédimentation, 

dépend de l a  durée des experimantations (désintégration du 32~). Lorsque 

l a  f rac t ion  de DNA contenant l e  cor'~plexe i so l ée  par centr i fugat ion en 

gradient  de Cs2S04, e e t  soumise aux traitaegts pesrpettant de détacher 

l e  M A  aeeocié au DNA (dénaturation thermique ou par l a  formamide) e t  

centrifugée à nouveau dans un gradient  de Cs SO l a  f rac t ion  de RNA li- 2 4' 
b6rée s ' équ i l i b r e  dans l a  zone du gradient  de densi té  a l l a n t  de 1,60 à 

1,67. S i  c e t t e  zone e s t  analysée en gradient  continu de sucrose, l e  RNA 

sedimente dans l a  région 2 à 3 S du gradient  ( f i g .  22, p.  61 ; f i g .  23, 

p. 62). Ce t t e  diminution de l a  t a i l l e  des chaînes e s t  vraisemblablement 

due aux cassures provoquées pur l a  dés intégrat ion du 3 2 ~ .  



260nm 

1 

O, 5 

IO FRACTIONS 
Figure no 17 : Centrifugation en gradient linCaire de saccharose de 5 20 p.lOO 

.-- Action de l a  DNase sur l e  complexe DNA-RNA. La centrifugation es t  effectuée dans un 
rotor SV 25 I 24.000 t/m pendant 16 heures I 4.C. 

T L'  

ru-/ 
-D*0*260 mn M R a d i o a c t i v i  t é  



FRACTIONS 
Figure  n o  18 : Cen t r i fuga t ion  en g rad ien t  l i n é a i r e  de saccharose de 5 à 20 p . 1 0 0 .  

D i s soc i a t ion  thermique du RNA à p a r t i r  du complexe DNA-RNA préalablement p u r i f i é  par  un g rad ien t  de 
.-. Cs2S04. L a  c e n t r i f u g a t i o n  est  e f f ec tuée  dans un r o t o r  SW 25 à 22.000  t/mn pendant 14 h  à 'toc. 

0-0 n .  0.260nm 
O-OKacioac ts. 2 
..... :NA cytoplasmique 



FRACTIONS 
F i g u r e  n o  19 : C e n t r i f u g a t i o n  en g r a d i e n t  l i n é a i r e  d e  s a c c h a r o s e  de  5 B 20 p . l O O .  

Le RNA e s t  d i s s o c i é  p a r  l a  formamide 80 p . 1 0 0  3 p a r t i r  du complexe DNA-RNA p rea lab lement  p u r i f i 6  par un t ,- 
\ )  g r a d i e n ~ l i n 6 a i r e d e s a c c h a r o s e . L a c e n t r i E u g u t r o n e s t e f f e c t u é e d a n s u n r a t o r S W C 5 : 2 2 . O C O t , a n ~ e n -  
\d ciant 14 h e u r ê s  2 4OC. 

D . 0 . 2 ~ 0 ~ ~  
0 - O R a d i o a c t i v i t é  
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Figure  n o  23 : Cen t r i fuga t i an  en g rad ien t  l i n é a i r e  de saccharese de 5 à 20 p.100. 

28s .-. . . . . . . . . . . . . 

18s :'. . . . . 
: . . . . . 4s .'-. . . 

: '. 

'. 

L'ARN r é s i s t a n t  à l ' a c t i o n  de  l a  RNase e s t  d i s s o c i é  par  l a  fermamide 80 p.100 du complexe DNA-RNA préalablement  
p u r i f i d  par  g rad ien t  de Cs2S04, sépard du DNA par  c e n t r i f u g a t i o n  en g rad ien t  de C s  SO e t  examiné en g rad ien t  
l i n d a i r e  de saccharose en présence de RNA non marpuds .--- 2 4  
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La c e n t r i f u g a t i o n  e s t  effectuCe dans un r o t o r  SW 25 à 24.000 t/mn pendant 16 h à 4 O C .  
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CONCLUSIONS 

L'enseiible de ces r k s u l t a t s  nous yernet  de conclure que 

nous avons i s ? l é  une f r a c t l o n  d e  DNA contenant un RNA de  na ture  

macromoléculaire associé  au DNh dont une p a r t i e  r é s i s t e  à l ' a c t i o n  

de l a  Wase P.  L'isoiernrnt de t e l l e s  s t r u c t u r e s  r ep résen ta i t  un 

maté r i e l  de  choix nous permettant a ' é t u a i e r  certaines modelités 

de l a  t r ansc r ip t ion .  

11 - ETUDE PHYSICO-CHIMIQUE DES COMPLEXES 

DNA-RNA DANS LES CELLULES D'EUCARYOTES 

A - COMPOSITION NUCLEOTIDIQUE DU RNA ASSOCIE AU DNA (*j 

L'hydrolysat  a l c a l i n  du RNA assoc ié  au DNA (p ic  

d'ADN en gradient  de Cs2S04, e s t  analyse par  6lectrophorèse 

en tampon c i t r a t e  31 pH 3,5 e t  l a  composition centési~l iale  dé- 

terminée par l a  r a d i o a c t i v i t e  (vo l r  Matériel  e t  Méthodes : p.@ ,. 
Le RNA associé au DNA possècîe une composition de type GC e t  l e  

+ 

e s t  proche <?c c e l u i  obtcnu 3 p a r t i r  de3 RNli nu- rappor t  - A, + u 
c l é a i r e s  totaux (Tableau V ,  p .  64 ; f i g .  24,  p. 65, (ELSON e t  a l . )  

(188 P ; (DEFEKT-KOBUS (189 . . , 

B - ETUDE DE L'=TKEMITE 5' DU RNA ASSOCIE AU DMA ( f ,  

I n  v i t r o ,  l a  synthgse du ENA se f a i t  par  addit ion 

de ré s idus  nycl6otidiques s u r  l 'extréiniéé 3'-hydroxyle du poly- 

r ibonucl6otide na i s san t  : 

En e f f e t ,  dans l e  cas du RNA syn thé t i sé  en pr6sence 

du DNA du phage T4 et  de l a  RNA polymérase d'E. c o l i ,  il a é t é  

(* C e  t r a v a i t  a é t é  r é a l i s é  en col labora t ion  avec S. DESREUMAUX e t  A .  VERBERT. 



T A B L E A U  V 

composition en bases du RNA associé au DNA coiaparé aux 

RNA nucléaires dans les noyaux d'hépatocytes de Kat. 

Bases 

Cytosine 

Adénine 

Guanine 

Uracile 

(G + C, 
(A + Ul 

Composition centesimale en p. 100 

RNA associé au DNA 

VERBEBT ( 192 

28 

l8,6 

18 

25,4 

1,27 

- 

RNA nucléaires 

ELSON et a1.(190> 

29,7 

20,2 

26,2 

23,9 

1,27 

DEFERT (191, 

28 

19,7 

28,3 

24 

1,26 



Figure no 24 : Profil de migration des nucléosides mono- 

phosphates libérés par l'hydrolyse alcaline du complexe DNA-RNA nais- 

sant du foie de Rat. 

 naly lyse faite par électrophor&se à pH 3,5 sur papier Arches 3 0 4 ) .  



démontré que l 1 e x t r & a i t é  3'-hydroxyle appar t ient  2 l a  p a r t i e  ré-  

s i s t a n t e  à l a  W a s e  associée au DNA en un cornplexe DNA-RNA. L ' a l -  

lc-lgement de l a  chaCne de .:NA s c  f a i t  donc d,ns l e  sens de 5'- 3'  

(BREXEK e t  lib~\li'I'~D, (19 3,. 2e p lus ,  l ' i n i t i a t i o n  des chaînes de INA 

s e  f a i t  préférenCiellemenL p a r  l e s  nuclé ides  pariques  ableau aux 
II, F. 22 e t  Tableau III, p.  9.3 , . 

Il OtaLt intgi-essant dc v e r i f i e r  l a  na tu re  de l ' e x -  

t r é n i t 6  5 '  Gu IdqA açsoci.6 ali DFJî'; iaris l e  ces du conqlc?xe obtenu 

i n  kzvo. 

1 - Recherche cie coxi~posés de type pppiJp dans l e s  hydrolysats  

a l c a l i n s  du conglexe e x t r a i t  de-çn?yaux d1h6patocytes de  Bat. 

Des traveux e f fec tués  pzr  KiiSPIIANOVIC e t  c o l l .  (194.1 

l a i s s a i e n t  supposer l a  présence de n-~cl5oside-5'-triphosphate-3' 

-mnophosphntes (pppXp; dans l e s  hydrolyoots e l c a l i n s  du RNA asso- 

c i é  au DNA dans l e s  hépatocytes de Xat ( f i g .  25, p. 67) .  Toutefois  

l a  sépara t ion  i n s u f f i s e n t e  e n t r e  l e s  nucl6osides polyphosphates e t  

l e  phosphore inorganique à pH 3,5 e t  l ' absence  d e  témoin tétraphos-  

phate  ne permettaient  pas de t rancher .  

Sachane que l e s  RNA cytoplasmiques s t a b l e s  (rRNA e t  tRNA, 

possèdent un nucl6oside inonophosphate à l ' ex t r6mi té  5 '  (vo i r  page25 1 

e t  que l c  c v t - - - i - - ! . f m  21. -'."A l i t r e s  du m a t é r ~ e l  non p u r i f i é  par  

cen t r i fuga t ion  en gradient  de C- SG e s t  t r è s  f a i b l e ,  nous avons 
2 4 

u t i l i s é  l a  ;:Gi:c . .2CL,2,: en omettant l a  p u r i f i c a t i o n .  Ceci nous a 

permis de raccourc i r  l a  durée d e  11exp6rience de qua t re  jours de 

façon à diminuer l a  dégradation du matér ie l  dû à l a  dés in tégra t ion  

du radlophosphore. 

En p lus ,  nous avons n o d i f i &  l e s  condit ions de sépara- 

t i o n  ~ l e c t r o p h o r é t i q u e  des produxts d'hydrolyse (VERBEKT e t  c01l.r 

(195,. A c e t  e f f e t ,  l e s  hydrolysats  a l c a l i n s  ont  Q t é  soumis à une 

électrophorèse à pK 5,7. 3ens ces condi t ions ,  l ' o r d r e  c ro i s san t  

des v i t e s s e s  de n ig ra t ion  anodique des composés phosphorylés e s t  

l e  suivant  : nucléosides rnonophosphates, r ibose  phosphate, acide 

phosphorique, n u c l ~ ~ s i ~ e s  tr iphosphates,  adénosine tétraphosphate 

( p p p p ~ / ( ~ , .  Ce procédé nous a permis d 'él iminer l ' i n t e r f é r e n c e  de 

3 2 ~  l i b r e  au niveau du p i c  de ppplp. 

(*) L' adénosine tétraphosphate nous a é t é  a i~ablernent  envoyée par  Monsieur 
l e  Professeur LIEBECQ que nous remercions vivement. 





Dans l e s  hydrolysats  a l c a l i n s  nous avons c a r a c t é r i s é  

o u t r e  des nucl4osides monophosphates e t  des t r aces  d 'ac ide  phos- 

phorique un compose qu i  migre un peu en avant de l 'adénosine t é -  

traphosphate ( f i g .  26, p. 4 9 ) .  Nous pouvons en conclure que dans l e  

cas  des hépatocytes de Rat,  l e s  -UA en cours de synthèse contiennent  

un nucléoside-triphosphate en pos l t ion  5'-terminale. 

2 - Etude de l ' e x t r é m i t é  5' Ces ' U A  des complexes e x t r a i t s  des 

c e l l u l e s  HeLa e t  KB 

Les hydrolysats  a l c a l i n s  des complexes DNA-WA e x t r a i t s  

des c e l l u l e s  HeLa e t  KB sans p u r i f i c a t i o n  s u r  gradient  de Co2S04 a- 

p r&s  marquage p a r  l 'adénine e t  l a  guanine t r l t i é e s ,  o n t  été analysés 

par  électrophorèse à pH 5,7 dans l e s  mêmes condit ions que précédem- 

ment. Comme dans l e  cas des hépûtocytes de Rat,  nous avons m i s  en é- 

vldence des composBs de type pppXp dans ces  hydrolysats .  11 s ' a g i r  de 

pppGp e t  pppAp. Une étude p lus  poussée nous a permis de conclure 

q u ' i l  s ' a g i t  principalement de pppGp (Tableau V I ,  p. 70) .  

L' incorpora t ion  des bases pyrimidiques t r i t i é e s  ne  per-  

n e t  pas de d é t e c t e r  l a  présence de composés r a d i o a c t i f s  dans l a  zone 

correspondant aux nucléosides tétraphosphates sur  l e s  électrophoré- 

granmes ( f ig .  27,  p .  71:. 

L 'exis tence  d'un composé de type pppXp à l ' ex t rémi té  

des RNA associés au DNA dans ces c e l l u l e s  Eucaryotiques, nous per- 

met de penser que ces  RNA sont  na i s san t s .  L ' i n i t i a t i o n  par  des nu- 

c l éos ides  t r iphosphates  puriques e t  principalement par  pppG p l a i d e  

en faveur d'une t r a n s c r i p t i o n  de 5 '  ve r s  3 ' (voi r  paragraphe Discus- 

s ions  p. 81:. 

C - STABILITE DU COMPLEXE DNA-RNA 

Le f a i t  que de nombreux auteurs a i e n t  pu e x t r a i r e  un 

complexe na tu re l  DNA-KNA par  1 ' act ion  combinée de déproté in isants  

e t  de détergents  t e l s  que l e  phénol, l e  chloroforme, l e  SDS l a i s -  

s a i t  supposer que l a  RNA polymérase n ' in te rvena i t  pas dans l a  s t a -  



Figure no 26 : Electrophorèse B pH 5,7, tampon c i t r a t e  

de Na 0,02 M .  

Mise en Cvidence d'un compose de type pppNp dans l'hydrolysat a lcal in  

du RNA associt5 au DNA dans l e s  hépatocytes de Rat. 

O-ORadioactivi t é  



T A B L E A U  VI 

Pourcentage de GTP e t  dtATP à l t é x t r h i t 4  5 '  des RNA 

des complexes DNA-RNA apr&s marquage par ltad4nine 3~ 

et l a  guanine 3~ dans l e s  ce l lu les  Hela e t  KB. 

Proportion de P P PG 
chafnes debu- 
tant du c6t6 

5' par PPPA 

Cellules KB 
- 

Exp. 1 

80,. Ioo 

20,. 100 

Cellules Hela 

Lxp .  1 

82,. ioo 

1 8 p .  100 

Exp. II 

8 6 , .  loo 

14,. 100 



caline des RNA des complexes DNA-XNA dans les cellules Eucaryotes. 
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Figure n a  27 : Comparaison du comportement électrophorétique 

a pH 5,7 des différents composés polyphosphates libér6s par hydrolyse al- 



b i l i s a t i o n  des hybrides DNA-RNA. Cependant conme l e  font  renar- 

quer justement HAYGSHI e t  HAYASHI (19 6 ,  l e s  méthodes u t i l i s é e s  

sont  t r è s  douces e t  nc permettent pas de conclure à une bonne dé- 

p ro té in i sz t ion  du matgr ie l  (voi r  n a t é r i e l  e t  méthodes, p. 41 ' ) .  

D'a i l l eu r s  l a  t a i l l e  de  l a  polynérzse ains2 que l z  s p é c i f i c i t é  

de s a  f ixa t ion  su r  l e  DNA i n  vivo sont  t e l l e s  que t o u t  permet de 

penser q u ' e l l e  pu i s se  r é s i s t e r  à l ' a c t i o n  des déproté in isants .  

Le r ô l e  dc  l a  force  ionique dans l a  s t a b i l i t é  du com- 

plexe DM&,-RNA a étt5 pour l e  p ren ie re  f o i s  évoqué par  LEVIS e t  c o l l .  

(197; et  KRSMANOVIC (193) .  En e f f e t  ces ûuteuss notent  que l e  con- 

p lexe  DNA-RNA i s o l é  à p a r t i r  des noyaux de c e l l u l e s  de  Hela incu- 

bés i n  v i t r o  e s t  s t a b l e  à l ' a c t i o n  du SDS à hau te  force  ionique 

(0,348 e t  i n s t a b l e  à l a  n h e  act ion  à basse fo rce  ionique (0,02). 

I l s  ont  en o u t r e  remarqué que l a  s e n s i b i l i t é  aux p r o t é . ~ e s  

ou à l a  haute fo rce  ionique (5 , s )  des complexes DNA-RNA obtenus 

par  c e r t a i n s  auteurs  après ex t rac t ion  par  l e s  dEtergents p o u r r a i t .  

provenir  de l a  l s b i l i s a t i o n  des l i a i s o n s  "pont hydrogène" produi te  

lo r s  du passage à basse  fo rce  ionique du maté r i e l  au cours des t r a i -  

tements biochimiques. Enfin d ' au t res  auteurs on t  obtenu des r é s u l t a t s  

dans l e u r s  études de l a  t r ansc r ip t ion  i n  v i t r o  e t  i n  vivo qui  nous 

ont amené à penser que l a  force  ionique devai t  jouer un r61e impor- 

t an t  dans l a  s t a b i l i t 6  du complexe que nous avons i s o l é .  

Ainsi  NAYASHI e t  HAYASHI (199) t r a i t a n t  par  l a  RNase 

l e  complexe DNA-RNA i n t r a - c e l l u l a i r e  obtenu à p a r t i r  dlE. o o l i  

i n f e c t é  par l e  phage @x-174, obtiennent deux r é s u l t a t s  d i f f é r e n t s  

selon l a  force ionique  employée : l e  conplexe e s t  r é s i s t a n t  à l a  

KNase à 25OC pendant une heure dans l e  2 x SSC ( fo rce  ionique = 

0,481 a l o r s  que dans l e  0 , l  SSC ( force  ionique = 0,024) pendant t r o i s  

heures à 37"C, il e s t  to t a l enen t  sens ib le  & l a  Wase.  

TONGUR e t  c o l l .  (200; t r a i t e n t  l e  complexe ( e x t r a i t  à 

p a r t i r  d'E. c o l i  e t  p u r i f i é  par  ac t ion  dc l a  BNase pancréatique) 

par  l a  pronase dans un tampon ~ r i s / ~ C l  0,02 M, pH 6 ( force  ioni -  

que = 0,021 pendant 8 heures à 37°C. Dans ce cas l e  RNA du complexe 

devient  sens ib le  à l a  W a s e  pour 50 p.100. 

NOVAK e t  D O T ï  (261) on t  démontré l a  r é s i s t a n c e  du com- 

plexe t e r n a i r e  DNA-RNA polymérase-RNA à l ' a c t i o n  de d i f f é r e n t e s  

protéases  pendant l a  t r a n s c r i p t i o n  i n ~ t r o  dans un tampon de force  

ionique 0,3. 



C e s  remarques nous on t  conduit à entreprendre 1 ' étude  

de l ' i n f l u e n c e  de l a  force  ionique,  a i n s i  que s a  cont r ibut ion  à 

l ' a c t i o n  des enzymes prot6olyt iques  (pronase) sur  l a  s t a b i l i t é  du 

complexe DNA-RNA i s o l é  des noyaux d1h6patocytes de Rat.  

1 - Complexe e x t r a i t  pa r  l e  mélange SDS/chloroforme/ a lccol  isoarnylique 

S i  l e s  acides nucleiques e x t r a i t s  par  l a  néthode c i t é e  

p. 41 sont mis à incuber (5 37OC ou à 40°C: en absence de pronase 

dans un tampon c i t r a t e  de sodium-NaC1 de force  ionique de l ' o r d r e  

de 0,024 ( 0 , l  SSC a pH 7,43 e t  analysés en gradient  de Cs2S04, on 

remarque une diminution d 'environ 80 p.100 de l a  q u a n t i t é  de RNA 

associé  au DNA. La f a i b l e  proport ion de ltNA qui r e s t e  associé  au 

DNA dans ces condi t ions  semble ê t r e  a f f e c t é e  en présence de pronase 

(Tableau 3/11, p .  74). 

Par contre,  s i  l e  complexe e s t  incubé Cà 4°C ou à 37OC3 

en présence de pronase dans un tampon c i t r a t e  de sodium-NaC1 de  

force ionique de l ' o r d r e  de 0,483 (2 x SSC à pH 7,4) e t  examiné 

dans un gradient  l i n é a i r e  de  sucrose de 5 à 20 p.100, on observe 

que l a  q u a n t i t é  de RNA associ6 au DNA n ' e s t  pas modifiée (Eig. 28, 

p. 751. 

Le f a i t  qu 'à  haute fo rce  ionique e t  en présence de pro- 

nase l a  q u a n t i t é  de RNA associé  au DNA r e s t e  inchangée nous a encou- 

ragé à u t i l i s e r  une méthode d ' ex t rac t ion  f a i s a n t  in te rven i r  s i n u l t a -  

nénent l a  force  ionique e t  l ' a c t i o n  des enzymes protéolyt iques .  

U t i l i s a t i o n  du mélange sa rcos ina te  de sodium/vronase 

e - Nous avons u t i l i s e  l e s  c e l l u l e s  IIela e t  KB e t  des précurseurs 

p lus  sp6cif iques que l e  radiophosphore a f i n  d ' a t t énuer  l e  marquage 

du DNA e t  l ' c f f e t  de radiolyse.  

& r è s  p u r i f i c a t i o n  par  cen t r i fuga t ion  en gradient  de 

Cs2S04 du maté r i e l  e x t r a i t  par  l e  nglangi- s a r c o s m a t e  de sodium/ 

pronase (voi r  ma té r i e l  e t  méthodes p .  4 2 ) ,  nous obtenons un p r o f i l  

de sédimentation ident ique  à c e l u i  obtenu dans l e  cas  des hépatocytes 

de Rat ( f i g .  29, p. 76). La r a d i o a c t i v i t é  due au DNA e s t  t r è s  f a i b l e  

e t  l ' a c t i o n  de l a  W a s e  P f a i t  appara f t r e  une p a r t i e  du RNA q u i  ré- 

s i s t e  à l ' a c t i o n  de c e t  enzyme {Tableau VZII, p. 77). Nous pouvons 



T A B L E A U  V I X  

Action de l a  force ionique sur l e  complexe DNA-RNA 

i s o l é  par l e  mélange ~~S/chloroforme/alcoo1 isoa- 

mylique après purification en gradient de Cs SO 
2 4' 

( * i  Ramené à l a  force ionique 0,48 considérée comme 100 p.100. 



Figure  no 28 : Cen t r i fuga t ion  en g rad ien t  l i n é a i r e  de 

saccharose de  5 à 20 p.lOO. 

Le p i c  de DNA contenant  l e  complexe DNA-RNA i s o l é  par  p u r i f i c a t i o n  pal 
g rad ien t  de  Cs2S04 e s t  incubé en présence de  pronase e t  à une f o r c e  ic 
nique  de 0,48. 

La c e n t r i f u g a t i o n  e s t  e f f ec tuée  dans un r o t o r  SW 25 à 24.000 t/mn 
pendant 16 heures  à 4°C. 

a-. D . O .  
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0-0 R a d i o a c t i v i t é  
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Figuren0 29 : Centrifugation en gradient de Cs SO 
2 4 

Acides nucléiques de c e l l u l e s  de Hela extrai ts  par l e  mélange sarcosinate de sodium/pronaçe 
(marquage 30' par la% 5-uridine) 

.D.0.260 nm +-+RadioactivitC résistante à l a  RNase 

O-ORadioactivi t é  x-x Radioactivite resistante à lthydl--iyse par ROH 



T A B L E A U  V I I I  

Laalyse de l a  r a d i o a c t i v i t é  associée au p l c  de DNA dans 

l e  gradlent  de Cs SO 
2 4' 

Radioact iv i té  c o n t r ô l e  (Cl 

(cpm; 

Radioact iv i té  apres  DdJase P (R)  
(cpm > 

Radioact iv i té  après  KOII ( K i  
(cpm; 

Radioact iv i té  due au KMA C - K 

Radioact iv i té  r é s i s t a n t e  à l a  RNase = R - K 

Marquage du DNA 

- ~. 

Marquage du RNA 

Fract ion de RNA r é s i s t e n t  à 1s RNase 



d i r e  que naus avons grâce à c e t t e  n6thodr e x t r a i t  un complexe DNA-RNA 

qu l  répond aux c r i t è r e s  que nous avons d é f i n l s  p .  48 . 

b - Afin de déterminer l e  r 6 l e  ùe l a  force  ionique dans l a  s t a b i l i s a -  

t i o n  du conplexe DNA-RNA, nous avons f a i t  v a r i e r  l a  force  ionique , a s  l e  

n i l i e u  d ' ex t rac t ion .  Les r é s u l t a t s  que nous avons obtenu sont  rassem- 

b l é s  dans l e  Tableau I X ,  p .  79. 

I l  r e s s o r t  de ces r é s u l t a t s  que l a  force ionique optimale 

e s t  de 0,48 (TEBS: .:, foïcb lan,,iu, basç: 0,2~;; l a  quant i tS  de  RNA asso- 

c i é  au DNA dininue jusqu12 approchar une valeur n u l l e  pour l e s  forces 

loniques proches d e  0,04 ( f i g .  30, p .  80, .  

Ces r é s u l t a t s  p la ident  en faveur d'une s t a b i l i s a t i o n  du 

complexe r é a l i s é e  principalement par  l e s  l i a i s o n s  ''pont hydrogène" 

ex i s t an t  au niveau des séquences r é s i s t a n t  à l ' a c t i o n  de l a  RNase P. 



Ext rac t ion  du complexe p a r  l e  mClange s a r c s s i i a t e  de sodium/pronase. 

Action de  l a  f o r c e  ion ique  s u r  l a  q u a n t i t é  de RNA assoc ik  au DNA. 

C - K  (*, -y- = 
cpm RNA 
cpm DNA 

RNA a s soc i é  

(w) X = p.100 d e  RNA a s s o c i é  au DNA ramené à l a  f o r c e  ion ique  0,48 (100 p.100, .  .- 
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Figure no 30 : Courbe de dissociation du complexe 

DNA-RNA en fonction de la force ionique. 



K e ~ r e n a n t  l e s  trcvaux ef fec tués  pdr &SfiA~NOVIC (2021 sur  l e s  

c e l l u l e s  de ilela, nous avoils ter-té d e  incttre en évidencq un complexe 

DNA-RNA dans l e s  noyaux des hépatocyteç de Krt ,  e t  nous y sommes parve- 

nu. En e f f e t  : 

1 - Nous avons i s o l 4  par  l a  méthode d ' ex t rac t ion  par  l e  mé- 

lange ~ D ~ / c h l o r o f o r m e / a l c o o l  isoamylique associée à l a  cent r i fugat ion  

en g rad ien t  de s u l f a t e  de caesium, ilne f r ac t ion  de DNA contenant un RNA 

qu i  e s t  par t ie l lement  s e n s i b l e  à l ' a c t i o n  de l a  Wase  e t  qu i  e s t  to ta-  

lement hydrolysable par  l e s  a l c a l i s .  

L ' e x t r a i t  b r u t  des ac ides  nucléiques obtenus par  l ' e x t r a c t i o n  

par  l e  ~ ~ ~ / c h l o r o f o r r n e  con t i en t  peu d'f&N l i b r e  e t  nous avons, en out re ,  

v é r i f i é  que l e  RNA associé  au DNA après p u r i f i c a t i o n  en gradient  de sul -  

f a t e  de caesiun n ' é t a i t  pas dQ B une containination du DNA par  l e s  RNA nu- 

c l é a i r e s .  En e f f e t ,  nous avons analysé,  en gradient  l i n é a i r e  de saccha- 

rose  de 5 à 20 p.100 (vo i r  page 4 9 1 ,  l e  p i c  de DNA obtenu en gradient  de 

s u l f a t e  3e caesium e t  observé q u ' i l  é t a i t  p a r f a i  temmt homogène. 

D 'aut re  purt 1,EVIS e t  c o l l .  (203) cra ignant  que l e  complexe 

DNA-.iirJA i s o l é  des cei?cler, Gc S r l a  par l e  procédé que nous avons appli-  

qué n e  s o i t ,  en f u i t ,  qu'une a ç s o c i a t i o ~  a r t i f n c i e l l e  e n t r e  l e  DNA e t  l e  

RNA au cours de l ' e x t r a c t i o n  des acides nucléiques, ont  mèlangé l e s  RNA 
3 

marqués 3. l ' u r i d i n e  H aux c e l l u l e s  de Hela non marqu6es. i?,pr&s extrac-  

t ion  des  ac ides  nucléiques et p u r i f i c a t i o n  en gradient  de s u l f a t e  de cae- 

sium, i l s o n t  observé que l a  r a d i o a c t i v i t é  correspondant aux RNA é t a i t  ne t -  

tement séparée du p ic  de DIU. Nous avons u t i l i s é  cc r é s u l t a t  pour conclure 

que nous avions, nous auss i ,  e x t r a i t  des hgpatocytes de Kat un complexe 

n a t u r e l  DNA-RNA. 

2 - Noue avons cnnfirmé ce  r é s u l t a t  en détachant l e  RNA du 

complexe DNA-RNA par dénaturat ion thermique e t  par  l a  formamide e t  étu- 

d i é  quelques unes de ses  p ropr ié t é s .  Nolis sommes parvenus à l a  conclu- 

s ion que l a  t a i l l e  des molécules d e  SINA associées au DNA v a r i e  e n t r e  80 



e t  400 nuc léo t ides  ( 4  S à 9 S: conme l e  montrent l e s  p r o f i l s  d ' u l -  

t r a c e n t r i f u g a t i o n .  Lp t a i l l e  r é d u i t e  du RHA suggère que l a  méthode 

que nous u t i l i s o n s  e s t  resgonuable de  l a  ca s su re  d'une p a r t i e  des 

chafnes CL ;,"il;let ne nous permet pas  de  me t t r e  en évidence l e s  " F W À  

géants"  râpidemênt marqués q u i  sont  s y n t h é t i s é s  dans l e  noyau ce l -  

l u l a i r e .  D ' au t r e  pa  xt, nous avons u6montrS que l a  dés in t ég ra t ion  du 

3 2 ~  provoque Ces cassures  dans l e s  chaînes t i i  RNA ( v o i r  p, 55 1. Enfin, 

W N O Z  e t  14bAldDEL É 204, on t  démontré qu ' à  basse f o r c e  ion ique  e t  à 37OC 

des  nuc léases ,  probablenient adsorbées su r  l a  po1yr;iérase ou s u r  l a  chro- 

matine,  é t a l e n t  l ibGrQes e t  provoquaient une QEgradation p a r t i e l l e  ties 

RNA en cours: de synthèse. Cependant, l a  prSsence de  nuc léos ides  t é t r a -  

phosphates dans l ' hyd ro lysa t  a l c a l i n  du RNA a s s o c i é  au DNA ( v o i r  p l u s  

l o i n ,  p. 82 i montre qu'une c e r t a i n e  propor t ion  d e  chaînes de  RNA demeu- 

re i n t a c t e .  Ce f a i t  nous permet Je  penser  q u l i l  s e r a  p o s s i b l e  d ' é t u d i e r  

l a  séquence n u c l é o t i l i q u e  au niveau de l l e x t r S n i t é  5 '  des  RNA n a i s s a n t s  

a s soc i é s  au DNA. 

3 - L'examen en g rad ien t  l i n é a i r e  de  saccharose du comple- 

x e  t r a i t é  p a r  l a  KNase e t  déna turé  pa r  l a  fornaraide nous a permis de 

m e t t r e  en évidence une popula t ion  de Wîi s X i r ~ e n t a n t  dans l a  région d e  

3 S, c e  q u i  nous permet de  conclure  que l e  RNA n a i s s a n t  e s t  a s soc i é  au 

DNA pa r  environ 40 nuc léo t ides  ( p a r t i e  r é s i s t a n t e  de  l a  RNasej. Un ré- 

s u l t a t  semblable a é t é  obtenu dans l e  c a s  du complexe DNA-RNA i n t r a c e l -  

l u l a i r e  du phage @ X - 174 (HAYASWI e t  HAYASWI) (2%). 

4 - La a i s e  en évidence de  composés du type pppNp dans 

l ' h y d r o l y s a t  a l c a l i n  du complexe DNA-RNA nous o f f r a i t  l e  moyen d1étu-  

d i e r  l e  sens  de l a  t r a n s c r i p t i o n  génét ique  i n  v ivo .  En cons idérant  que 

l ' i n i t i a t i o n  de l a  t r a n s c r i p t i o n  i n  v i t r o  s l e f f e c t u ê  par  l ' incorpora-  

t i o n  p r é f f r e n t i e l l e  à 'un  s e u l  nucl&oside 5 ' - t r iphosphate ,  deux hypothè- 

ses &a ien t  poss ib l e s  : 

a - Ou b ien  l a  c ro i s sance  de l a  cha îne  polyribonu- 

c l é o t i d i q u e  s e  f a i t  de  5' v e r s  3 ' ,  dans c e  ces  l e  n u c l i o t i d e  i n i t i a -  

t e u r  e s t  en p o s i t i o n  5 '  - t e r n i n a l e  e t  nous devons t rouver ,  dans l e s  

hydro lysa t s  a l c a l i n s  du RNA a s soc i é  au DNA, un s e u l  nuc léos ide  t é t r a -  

phosphate conformément au schéma c i - ap rè s  : 



nucléotide 
inY t i a teur  KOH KOH 

b - Ou bien l a  croissance de l a  chatne polyribonucléo- 

t id ique  se  f a i t  de 3' vers 5 ' .  Dans ce  cas l ' add i t lon  des nucléoside 

-5'-triphosphates sur l ' ex t rémi té  5 '  s e  faisant  au "hasard", nous 

devons trouver dans 1 'hydrolysaé a l ca l i n  du complexe DNA-RNA l e s  

quatre nucléosides tétraphosphates : 

PPP 

5 '  +------- 3' 

KOH 

Dans l 'hydrolysat  a l ca l l n  des KWA naissants  des hépato- 

cytes de Rat nous avons trouvé un nucléoside-5' -triphosphate-3' -no- 

nophosphate ; dzns l e s  cas des ce l l u l e s  Hela e t  KB, ce composé a été 

i d e n t i f i é  comme étant  exclusivenant de type purique e t  pour 80 p.100 

l e  pppGp e t  20 p .  100 l e  pppAp. b l a  lumiSre de r é s u l t a t s  récents 

(voir  Tableau II, p.  22 e t  Tableau III, p. 23 ), il e s t  raisonnable de 

penser que l e  pppGp représente l ' i n i t i a t i o n  nucléolaire e t  l e  yppAp , . 
1 ' i n i t i a t i o n  nucléoplasnique. 

Cela nous permet d e  préciser  que l a  t ranscrfpt ion i n  vivo 

chez l e s  eucaryotes se f a i t  de l t ex t rémi t6  5 '  vers  l ' ext rémité  3 ' .  

Dans c e  cas 11ex t rén i t6  3 '  hydroxyle e s t  appariée au i>NA e t  do i t  ré- 

s i s t e r  à l ' a c t i on  de l a  RNase P. 



5 - Actuellement,  il e s t  admis que l e  mécanisme de  l a  t r ans -  

c r i p t i o n  du g6nonci en RNA SE f a i t  p a r  ouver turc  de  l e  double h é l i c e  de 

DNX suivie  par  un ~ p p a r i e n e n t  e n t r e  12s bases  du b r f n  de  DNA t r a n s c r i t  

et les bases  de I n  c h a f n ~ n  c r o i s s a n t e  d c  RNA. s e lon  l a  concclpcfon de 

WATSON et CILICK 62061. 

Au cours  dcs J t r n i z r e s  ûnnccs, r l u s i c u r s  au t eu r s  ont  conclu 

Zi l a  p a r t i c ~ p r i t i o n  d i r e c t e  d 'un& p r o t é i n e  CrtEJA-polyri~Erasel dans l e  phé- 

non(?ne dc polymérisat ion des  rPbonucléot~di3s ais cours  de  l a  t r a n s c r i p t i o n .  

I l s  s e  son t  fonciés sus l c  f a i t  que l e  aili Su co i~plexk  DNA-iU?B q u ' i l s  a- 

 aient i s o l é  é t s i t  daCtzché 9a-r ac t ion  de I L  ;:ronasL ou du SDS. SPIEGELPlAN 

et c o l l .  (207) e t  BIGMEK e t  KONP\hD (208j n ' o n t  pu ~ n e t t r c  en 6vidence l e  

cornplexe DNR-ï(NA cn ex t r ayan t  l e u r  n a t é r i e l  pa r  l e  SDS dans un tampon de 

f o r c e  ion ique  0,02. 

KRSMANOVIC (209 ) a démontré que l e  complexe DNA-RNA i s o l é  des  

noyaux de c e l l u l e s  d e  Hela incubés i n  v i t r o  s e  G i s s o c i a i t  en présence de  

SDS dans une so lu t îon  de  f o r c e  ion ique  de l ' o r d r e  de  0,02. 

TONGUR e t  c o l l .  (210) o n t  i d e n t i f i e ,  i n  vivo, un complexe 

DNA-RNA dont l ' i n t é g r i t é  e s t  ronpu pa r  ac t ion  de  l a  pronase clans une 

s o l u t i o n  d e  force  ion ique  0,02.  

Dms tous  l e s  ca s ,  l e s  t r a i t emen t s  biochiiaiques o n t  é t é  e f -  

f ec tués  dans un tampon de  basse  f o r c e  ion ique  (0,021.Mous ver rons  p l u s  

l o i n  ( v o i r  p .  8 5 ;  que Si1apr2s nos r é s u l t a t s  c e  f a i t  e s t  très important.  

Nos donnéds expériraentales nous pdnae t tcn t  de  pensei  que c  ' e s t  en najo-  

r i t é  pa r  i n t e r a c t i o n  d i r e c t e  ( l i a i s o n s  "pont hydrogSne''jque s e  f a i t  l a  

t r a n s c r i p t i o n .  

1'; S i  l ' i n t e r a c t i o n  e n t r e  un b r i n  de  DNA e t  l a  cha îne  

c r o i s s a n t e  de  RNA e s t  d i r e c t e  e t  n c  f a i t  donc pas i n t e r v e n i r  l a  p o l p é -  

r a s e ,  l e  complexe b i n a i r e  L'ilL-t4L Uoit r 6 s i s t e r  2 l a  d6pro te in i sa t ion  

e t  à l ' a c t i o n  de l a  RNase. O r ,  nous avoas i s o l é  une t e l l e  s t r u c t u r e  par  

d é p r o t é i n i s a t i o n  avec l e  mélange ~ D ~ / c h l o r o f o r m e / a l c o o l  isoarnylique, par- 

t i e l l e m e n t  r é s i s t a n t e  à l ' a c t i o n  de  l a  RNase. Toutefo is  l e s  agents  Jépro- 

t é i n i s a n t s  u t i l i s é s  é t a n t  doux nous ne pouvions conclure à une p a r f a i t e  

dbpro té in i sa t ion  du m a t é r i e l ,  e t  l a  polymérase pouvai t  encore ê t r e  pré- 

s e n t e  dans nos p répa ra t ions .  Afin d 'é l iminer  c e t t e  ob jec t ion  nous avons 

u t i l i s é  pour l a  s u i t e  de  n o t r e  t r a v a i l  une méthode d ' e x t r a c t i o n  f a i s a n t  

i n t e r v e n i r  l e s  enzymes p ro t éo ly t iques .  



Z O j  On s a i r  que l e  DNL n a t i f  e s t  forri~i! d~ deux chaE- 

nes polynucléotidiques opposées face à. face par  leursbases, epl r e -  

l i é e s  e n t r e  e l l e s  par  des l i a i s o n s  l a b i l e s  "pont hydrogène" sus- 

cep t ib les  d ' e t r e  d é t r u i t e s  par  d i f f é r e n t s  t r a i t e m a t s  (chaleur ; pH g 

force  ionique ; fornariide). Par exemple, l e  DNA e s t  dénczturé B tem- 

pCrature ambiante dans une solu t ion  dont l a  concentrat ion en ions  
-4 e s t  i n f é r i e u r e  à 10 M. 

Nous avons m i s  à p r o f i t  ces p ropr ié t é s  du DNA pour con- 

firmer l 'hypothèse que l a  t r ansc r ip t ion  s e  f a l s a i t  par  i n t é r a c t i o n  

d i r e c t e  e n t r e  l e  DNA e t  l e  i U P i .  En e f f e t ,  l e  complexe DNA-RNA que 

nous avons i o o l é  posséde l e s  mêmes p r o p r i é t é s  que l e  DNA n a t i f  : 

- Nous avons pu détacher l e  RNA du conplexe par  dénatu- 

r a t i o n  thernique e t  par  l a  formamide. 

- Bous avons observé qu'une force  ionique de l ' o r d r e  de 

0,02 provoquait l e  détachement d 'environ 80 p.100 du RNA assoc ié  au 

PlNR dans l e  cas  des hgpatocytes de Rat. 

- En ou t re ,  l e  complexe DNA-RNA e s t  r é s i s t a n t  à l a  pro- 

nase à haute fo rce  ionique (0,48;. 

- Nous avons m i s  à p r o f i t  c e t t e  dernière  observation 

pour e x t r a i r e  l e  complexe DNA-RNA des c e l l u l e s  Hela e t  KB par  l e  

mélange sa rcos ina te  de sodiun/pronase dans ua taïapon de force  i o -  

nique 0,48. Cet hybride e s t  conforme 2ux c r i t è r e s  6noncSs p. 48 , 
cec i  aprBs une d6prot6in lsa t lon  t r è s  poussfe. 

- En f a i s a n t  v a r i e r  l a  fo rcc  ionique du tampon d 'ext rac-  

t i o n  par  l e  mélange sa rcos ina te  de sodiun/pronase nous avons d é m n t r é  

que dans des condi t ions  de force ionique basse (0,05; l a  presque to ta -  

l i t é  du RNA a s soc ié  au DIU é t a i t  détaché. 

- Enfin,  nous avons pu d resse r  une courbe de s t a b i l i t é  

du complexe en fonction de l a  force  ionique. 

D'après nos r é s u l t a t s ,  il e s t  vraisamblable que l ' i n s t a -  

b i l i t é  du coaplexe  YI^-^'&: obtsnu par  c e r t a i n s  auteurs s o i t  due à l a  

l a b i l i s a t i o n  des l i a l s o n s  "pont hydrogSneA produi te  à cause du passa- 

ge à basse force  ionique (0,02) du na tGr ie l  au cours des t ra i tements  

biochiniques . 
D'aut re  p a r t ,  HAYBSHI e t  HAYASHI (211) u t i l i s a n t  l e  3 5 ~  



pour t en t e r  cre inarquer l a  polynlCrnse ou l e s  proté ines  acconpagnant 

l e s  rbgions de t r ansc r ip t ion ,  ne retrouvent pas de radroac t iv i t é  

appréciable au niveau du conp lexe  DNh-RNA. 

6 - Nos r é s u l t a t s  associés à ceux d ' au t res  auteurs 

sont couparibles avec lrhypothPse qui f a i t  in te rven i r  l e s  l i a i -  

sons "pont hydrogene'' corme facteur pr inciycl  du maintien de  l ' i n -  

t é g r i t  é du c o r ~ l e x e  ùNA-RNCL. 

Nous psnsons o r i en t e r  nos travzux vers  : 

a - t e n t a t i v e  d'isolement de complexes par une mkthode 

pernet tant  d 'obtenir  simultanément l e  DNA, l e  RNA e t  l a  RNA poly- 

mérase (voir  STONINGTON e t  PET= JOHN) (212) ; 

b - Studier  l e  complexe i s o l é  du nucléole ; 

c - grâce au complexe nucleolaire,  é tudier  l e s  i2odali- 

t e s  de l a  méthylatlon des r-RNA, e t  l ' a s soc i a t i on  séquenr le l le  des 

p ro  té ines  ribosomiques sur  l e s  chafnes naissantes  des r-RNA conte- 

nues dans ce  complexe ; 

d - Gtudier l e s  polynérases 1 e t  II chez l e s  Eucaryotes. 



CONCLUSIONS = 
1 - L"iden t i f i ca t ion  d 'un  RNA associé  au DNA e S té  

effectuée par  l a  mise en évidence d'un cornpli-xe homogsne DNA-PdA 

dont l a  f r a c t i o n  B?L e s t  partieller.lent sens ib le  3 l a  RMasé e t  to-  

talement hydrolysable par  l a  potasse  dans des p r 6 p ~ r a t i o n s  t r 2 s  

pur i f i ées  e t  dépourvues de RNA l i b r e .  

2 - Dans une seconde s é r i e  d'expériences, nous avons 

détaché l e  RNA du complexe par dénaturat ion thermique e t  par  l a  

£0-marnide e t  obtenu des composés de constante de  sbdimentation va- 

r i a n t . d e  4 S B 9 8. C e s  p ropr ié t é s  correspondent à des c h a h e s  de 

80 à 400 nucléot ides .  

3 - La f r a c t i o n  de l a  macromlécule de RNA r é s i s t a n t e  

A l ' a c t i o n  de l a  RNase possede une constante de sédinentat ion de 

3 S environ e t  s e r a i t  donc formée de 40 nuc u t i d e s  environ q u i  s e  

trouvent dans l a  zone d'apparieinent avec l e  DNA. 

4 - idous avons mis en évidence l e  ribonucl&-~side-S'-tri- 

phosphate-3'-monophosphate terminal ;c l a  chaîne d e  RNA naissant  as- 

soc ié  au DNA dans l e s  noyaux d'hépatocytes de Rat. 

5 - L'induction de l a  t r a n s c r i p t i o n  dans l e  cas des c e l -  

l u l e s  Hela e t  KB s e  f a i t  par  l ' i ncorpora t ion  exclusiae des nuc léo t i -  

des puriques (GTP 80  p.100 e t  ATP 20 p.100jiret vraisemblablement GTP 

dans l e  nucléole  e t  ATP dans l e  nucl&plasne. La t r ansc r ip t ion  chez 

ces  Eucaryotes s e  f a i t  principalement de 5' v e r s  3 l .  

6 - La t r a n s c r i p t i o n  du génomein ;:Ni. ee f c x ~ ~ i c  priiicipale- 

ment par i n t e r a c t i o n  d i r e c t e  e n t r e  l e  b r i n  de DNA t r a n s c r i t  e t  l a  char- 

ne c ro i s san te  de KMA pa r  l 1 i n t e m 6 d i z i r e  de l i a i s o n s  "pont hydrogène" 

e n t r e  l e s  bases du DNt, e t  l e s  basss des  ribonuclEotides selon l a  théo- 

r i e  de WATSON e t  CRICK, s a s  f a i r e  i n t e r v e n i r  d i r e c t w ~ e n t  l a  ;#A-poly- 

rnérose. 
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