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Ce t r a v a i l  a é t é  r é a l i s é  sous  l e s  

d i r e c t i o n s  c o n j o i n t e s  de Monsieur l e  P r o f e s s e u r  J .  DRIESSENS 

e t  de Monsieur l e  P r o f e s s e u r  J .  M O N T R E U I L ,  dans l e s  S e r v i c e s  

de B i o l o g i e  C e l l u l a i r e  e t  de Biochimie C e l l u l a i r e  de 

l ' I n s t i t u t  de  Recherches sur l e  Cancer de L i l l e .  

I l  a  pu ê t r e  mené à b ien  g r â c e  à l ' a i d e  

f i n a n c i è r e  : 

- du C e n t r e  N a t i o n a l  de l a  Recherche 

S c i e n t i f i q u e ,  

- de l a  D é l é g a t i o n  Généra le  à l a  Recherche 

S c i e n t i f i q u e  e t  Technique (Convent ion  de Recherche 61-FR-219li 

- de l ' I n s t i t u t  N a t i o n a l  de l a  S a n t é  e t  

d e  l a  Recherche  Médicale ,  " A c t i o n s  C o n c e r t é e s "  (Convent ion  

CR-66-2281, 

- de  l a  Ligua N a t i o n a l e  F r a n ç a i s e  de L u t t e  

c o n t r e  l e  Cancer  (Opéra t ion  E s p o i r ) ,  

auxque l s  nous a d r e s s o n s  nos p l u s  v i f s  r emerc iemen t s .  



Monsieur  l e  P r o f e s s e u r  J .  DRIESSENS nous  

a f a i t  l ' h o n n e u r  de nous  a c c u e i l l i r  d a n s  son INSTITUT. I l  

nous  a formé à l a  Reche rche  e t  a  constamment s t i m u l é  nos  

t r a v a u x .  Nous avons  pu t o u j o u r s  b é n é f i c i e r  de  s a  g r a n d e  

Humani té .  

C ' e s t  à L u i  que  nous  devons  d e  p r é s e n t e r  

a u j o u r d ' h u i  n o s  r é s u l t a t s .  

Que c e t t e  t h è s e  q u i  e s t  d é d i é e  à s a  mémoire 

s o i t  l e  t é m o i g n a g e  d e  n o t r e  t r è s  g r a n d e  r e c o n n a i s s a n c e  e t  d e  

l a  p r o f o n d e  a d m i r a t i o n  que nous  p o r t o n s  à son  Oeuv re .  

Mons i eu r  l e  P r o f e s s e u r  J .  M O N T R E U I L  nous  

a  i n t r o d u i t  à l 'INSTITUT de  RECHERCHES s u r  l e  C A N C E R  de 

L I L L E .  Son e n s e i g n e m e n t  c l a i r  e t  v i v a n t ,  son  e n t h o u s i a s m e  

p o u r  l e s  t e c h n i q u e s  l e s  p l u s  mode rnes ,  s a  h a u t e  compétence  

nous  o n t  s a n s  c e s s e  s t i m u l é .  Q u ' i l  v e u i l l e  b i e n  t r o u v e r  d a n s  

c e  mgmoire l ' e x p r e s s i o n  d e  n o t r e  p r o f o n d e  e t  r e s p e c t u e u s e  

r e c o n n a i s s a n c e .  

Mons ieur  l e  D o c t e u r  W .  B E R N H A R D ,  n o t r e  

P a r r a i n  d e  R e c h e r c h e ,  nous  a o u v e r t  l e s  p o r t e s  d e  son  

l a b o r a t o i r e  ; i l  n ' a  c e s s é  d e  nous  p r o d i g u e r  s e s  c o n s e i l s  

d u r a n t  l a  r S a l i s a t i o n  d e  nos  t r a v a u x  e t  l a  r é d a c t i o n  d e  c e  

mémoire.  Nous avons  pu p r o f i t e r  de s a  h a u t e  compétence  

s c i e n t i f i q u e  e t  d e  s e s  g r a n d e s  q u a l i t é s  humaines .  Nous l e  

p r i o n s  d ' a c c e p t e r  l ' e x p r e s s i o n  da  n o t r e  v i v e  g r a t i t u d e  e t  

de n o t r e  p r o f o n d  e t  r e s p e c t u e u x  a t t a c h e m e n t .  



Monsieur l e  P r o f e s s e u r  M .  D U R C H O N  a  b i en  

voulu a c c e p t e r  de  c o r r i g e r  e t  de j u g e r  c e  t r a v a i l .  Nous avons 

t o u j o u r s  b é n é f i c i é  a u p r è s  de l u i  d ' un  e x c e l l e n t  a c c u e i l ,  d e  

c o n s e i l s  a v i s é s  e t  de l a  c h a l e u r  des  c o n t a c t s  humains q u ' i l  

rend  p o s s i b l e  a u t o u r  de l u i .  N o u s  l e  p r i o n s  d ' a c c e p t e r  l e  

témoignage d e  n o t r e  t r è s  v i v e  g r a t i t u d e .  

Monsieur l e  P r o f e s s e u r  E ,  V I V I E R  nous a  

f a i t  l e  grand honnour de s ' i n t É r e s s e r  à n o t r e  t r a v a i l  e t  de 

j u g e r  c e  mémoire. Nous l e  p r i o n s  d ' a c c e p t e r  nos t r è s  v i f s  

r emerc iemen t s .  



Ce mémoire e s t ,  en p a r t i e ,  l e  f r u i t  d ' u n  

t r a v a i l  mené en  é q u i p e .  Nous ad ressons ,  à c e t  éga rd ,  nos  

p l u s  v i f s  r e m e r c i e m e n t s  à Madame W.  DEFERT-KOBUS e t  à 

M e s s i e u r s  J.P. KERCKAERT e t  P. BLANQUET. 

Nous r e m e r c i o n s  v i vemen t  Madame DEGHILAGE, 

Madame MOULIN e t  M o n s i e u r  R.  DHENNIN p o u r  l e u r  p r é c i e u s e  

c o l l a b o r a t i o n  t e c h n i q u e ,  a i n s i  que t o u s  ceux q u i  o n t  

c o n t r i b u é  à l a  r t 5 a l i s a t i o n  de c e  mémoire  e t  en p a r t i c u l i e r  

à M o n s i e u r  A. GILQUIN, Madame e t  M o n s i e u r  GARET, P h o t o g r a -  

phes ; M a d e m o i s e l l e  A. MOSTAERT, S e c r é t a i r e .  
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R i b o n u c l é a s e  

R i b o n u c l é o p r o t é i n e  

R i b ~ n u c l é o p r o t é i n e  d o n t  1 ' A R N  e s t  r i b o s o m a l  

C o n s t s n t e  d e  s é d i m e n t a t i o n  e n  u n i t é  SVEDBERG 

t 1 0 - ' ~  s e c o n d e l  

t o u r  p a r  m i n u t e  

L u m i è r e  u l t r a - v i o l e t t e  



I N T R O D U C T I O N  



Nos r e c h e r c h e s  s ' i n s c r i v e n t  d a n s  l ' e n s e m b l e  

d e s  t r a v a u x  q u i  s o n t  e n t r e p r i s  à l ' I n s t i t u t  d e  R e c h e r c h e s  

s u r  l e  C a n c e r  d e  L i l l e  sur  l ' é t u d e  d e s  m é c a n i s m e s  d e  

l a  r é g u l a t i o n  d e  l a  b i o s y n t h è s e  d e s  a c i d e s  n u c l é i q u e s  d a n s  

l e  n o y a u .  

11 e s t  m a i n t e n a n t  a d m i s  q u e ,  d a n s  l e s  

c o n d i t i o n s  n o r m a l e s ,  l e s  A R N  n u c l é a i r e s  d e s  E u c a r y o t e s  

s o n t  t o u j o u r s  a s s o c i é s  à un c o m p o s a n t  p r o t é i q u e .  D e s  

t r a v a u x  r é c e n t s  (SOEIRO e t  a l . ,  1 9 6 8  a  : SPOHR e t  a l . ,  1 9 7 0  ; 

GEORGIEV e t  a l . ,  1 9 7 1  ; SCHERRER e t  a l . ,  1 9 7 1 )  o n t  m o n t r é  

q u e  c e  c o m p o s a n t  j o u e  un  r ô l e ,  n o n  s e u l e m e n t  d a n s  l a  p r o t e c -  

t i o n  d e s  A R N  c o n t r e  l ' a c t i o n  d e s  RNAses  c e l l u l a i r e s ,  m a i s  

a u s s i  d a n s  l e  t r a n s p o r t  d e s  A R N  d u  n o y a u  v e r s  l e  c y t o p l a s m e  

e t  d a n s  l a  r é g u l a t i o n  d e s  d i f f é r e n t e s  é t a p e s  d e  l ' e x p r e s s i o n  

d u  g é n o m e .  

La r é s o l u t i o n  d e s  p r o b l è m e s  d e  s t r u c t u r e  e t  

d ' o r g a n i s a t i o n  m a c r o m o l é c u l a i r e  a p p a r a i t  d o n c  e s s e n t i e l l e  

à u n e  m e i l l e u r e  c o m p r é h e n s i o n  d e s  f o n c t i o n s  m é t a b o l i q u e s .  

D a n s  c e t t e  p e r s p e c t i v e ,  n o u s  a v o n s  c h e r c h é  à m e t t r e  a u  

p o i n t  u n e  t e c h n i q u e  d e  r é v é l a t i o n  u l t r a s t r u c t u r a l e  d e s  

p r o t é i n e s  e t  p r é f é r e n t i e l l e m e n t  d e s  p r o t é i n e s  b a s i q u e s  q u e  

n o u s  a v o n s  e n s u i t e  l o c a l i s é e s  a u  n i v e a u  d e s  s t r u c t u r e s  

n u c l é a i r e s .  La mise e n  é v i d e n c e  d ' u n e  l i a i s o n  d e s  p r o t é i n e s  

b a s i q u e s  à I ' A R N  n o u v e l l e m e n t  s y n t h é t i s é  au n i v e a u  d u  

n u c l é o l e  p e u t  ê t r e  d ' u n e  g r a n d e  i m p o r t a n c e  d a n s  l ' é t u d e  d e  

l a  r é g u l a t i o n  d u  t r a n s p o r t  v e r s  l e  c y t o p l a s m e  d e s  A R N  

n u c l é o l a i r e s  e t  d e  1 ' A R N  m e s s a g e r ,  d e  n o m b r e u x  t r a v a u x  

a y a n t  m o n t r é  q u e  l e  n u c l e o l e  p o u v a i t  e t r e  l e  c e n t r e  d e s  

m é c a n i s m e s  d e  r é g u l a t i o n  d u  t r a n s p o r t  d e  t o u s  l e s  A R N  d u  

c o m p l e x e  r i b o s o m a l  [HARRIS. 1 9 7 1 ) .  N o u s  a v o n s  a b o r d 6  c e  

d e r n i e r  p r o b l è m e  p a r  l ' é t u d e  d e  l a  d i f f u s i o n  d e  r i b o n u c l é o -  

p r o t é i n e s  d a n s  d e s  f r a c t i o n s  n u c l é a i r e s  i s o l é e s .  B i e n  q u e  



c e t t e  d i f f u s i o n  s o i t  p r o v o q u é e  a r t i f i c i e l l e m e n t ,  e l l e  s e  

r a p p r o c h e  p l u s  d e s  c o n d i t i o n s  p h y s i o l o g i q u e s  q u e  l ' e x t r a c -  

t i o n  o b t e n u e  p a r  b r o y a g e  d e s  n o y a u x .  Nous a v o n s  pu ,de  c e t t e  

man iè re ,  c a r a c t é r i s e r  une  c a t é g o r i e  d e  p a r t i c u l e s  q u e  n o u s  

a v o n s  e s s a y é  d ' i d e n t i f i e r  a u x  s t r u c t u r e s  r é v é l é e s  i n  s i t u .  

L e s  r é s u l t a t s  q u e  n o u s  a v o n s  o b t e n u s  e t  

que  n o u s  e x p o s o n s  d a n s  c e  m é m o i r e ,  o n t  f a i t  l ' o b j e t  d e s  

p u b l i c a t i o n s  s u i v a n t e s  : 

1 - E n  PUVIONj  W .  DEFERT-KOBUSj J .P .  KERCKAERT, Fe PUVIONj  

E. SEGARD e t  J. MONTREUIL 

E t u d e s  s u r  l e s  a c i d e s  n u c l é i q u e s  s p o n t a n é m e n t  d i f f u -  

s i b l e s  d e s  n o y a u x  de  f o i e  d e  R a t .  III - E t u d e  m o r p h o -  

l o g i q u e .  

C.R. Acad. S c i . ,  1 9 6 0 ,  2 6 6  D, 2 7 8 - 2 8 1  

2  - Je MONTREUIL, W .  DEFERT-KOBUS, J . P .  KERCKAERT, 

E.  PUVIONj  E .  SEGARD e t  V .  KRSMANOVIC 

E t u d e  d e s  ARN s p o n t a n é m e n t  d i f f u s i b l e s  d e s  n o y a u x  

i s o l é s  da  f o i e  R a t .  

C o m m u n i c a t i o n  I X  J o u r n é e s  b i o c h i m i q u e s  l a t i n e s  Monaco,  

1 9 6 8  

3 - E. PUVION, W .  DEFERT-KOBUS, J .P.  KERCKAERT, 

V. KRSMANOVIC e t  J .  MONTREUIL 

E t u d e  s u r  l e s  a c i d z s  n u c l é i q u e s  s p o n t a n é m e n t  d i f f u s i -  

b l e s  d e s  n o y a u x  i s o l é s  d e s  h é p a t o c y t e s  de  R a t .  N o u v e l l e  

é t u d e  m o r p h o l o g i q u e  e t  b i o c h i m i q u e  d e s  p a r t i c u l e s  

d i f f u s i b l e s .  

C.R. Acad .  S c i . ,  1969,  268  D, 1 9 9 0 - 1 9 9 3  



4 - J .  MONTREUIL, W .  DEFERT-KOBUSj J .P .  K E R C K A E R T ,  

E .  PUVION, M,Ch. TIBERGHIEN e t  V .  KRSMANOVIC 

E t u d e  p h y s i c o - c h i m i q u e ,  m 6 t a b o l i q u e  e t  m o r p h o l o g i q u e  d e s  

p a r t i c u l e s  s p o n t a n é m e n t  d i f f u s i b l e s  des n o y a u x  i s o l é s  

d u  f o i e  d e  R a t .  

A r c h .  I n t e r n .  P h y s i o l .  B i o c h i m . ,  1 9 6 9 ,  - 7 7 ,  5 7 1 - 5 7 3  

5  - P.  BLANQUET, E. PUVION e t  J .  DRIESSENS 

L o c a l i s a t i o n  u l t r a s t r u c t u r a l e ,  a v e c  c o n t r ô l e  m i c r o s -  

p e c t r o p + o t o m 6 t r i q u e J  d e s  s i a l o - g l y c o c c n j u g u é s  d e  l a  

m e m b r a n e  p l a s m i q u o  c e l l u l a i r e  p a r  l a  m é t h o d e  f o n d é e  

sur  l a  c a p t u r e  d e  l ' h y d r o x y d e  d e  f e r  c o l l o ï d a l .  

C.R. A c a d .  S c i . ,  1 9 7 0 ,  2 7 1  O, 9 6 - 9 9  

6 - E.  PUVION e t  P .  BLANQUET 

Mise e n  é v i d e n c e  ultra structural^ d e s  g r o u p e m e n t s  

d e  p o i n t  i s o i o n i q u e  é l e v é .  A p p l i c a t i o n  3 l a  r é v é l a t i o n  

d e s  p r o t é i n e s  b a s i q u e s .  

J .  M i c r o s c o p i e ,  1 9 7 1 ,  1 2  ( 2 1  1 7 1 - 1 8 4  - 

A v a n t  d ' e n t r e p r e n d r e  l a  r e l a t i o n  d e  n o s  

r e c h e r c h e s ,  i l  n o u s  a  s e m b l é  i n d i s p e n s a b l e  d e  r e t r a c e r  

l e s  p r i n c i p a l e s  c o n n a i s s a n c e s  a c q u i s e s  s u r  l e s  r i b o n u c l é o -  

p r o t é i n e s  n u c l é a i r e s  a v e c  l e  s o u c i  c o n s t a n t  d ' é t a b l i r  d e s  

r e l a t i o n s  e n t r e  l e s  d o n n é e s  p u r e m e n t  b i o c h i m i q u e s  d ' u n e  

p a r t  e t  l a  m o r p h o l o g i e  d ' a u t r e  p a r t .  



G E N E R A L I T E S  

1 - MORPHOLOGIE ET CYTOCHIMIE ULTRASTRUCTURALES DU NUCLEOLE. 

A - MORPHOLOGIE 

L e s  p r e m i è r e s  o b s e r v a t i o n s  du  n u c l é o l e  

a u  m i c r o s c o p e  6 l e c t r o n i q u e ,  e f f e c t u é e s  s u r  d e s  coupes  

d e  m a t é r i e l  f i x é  à l ' a c i d e  o s m i q u e  e t  i n c l u s  d a n s  l e  m é t h a -  

c r y l a t e  (BORYSKO e t  BANG, 1 9 5 1  ; BERNHARD e t  a l . ,  1952  5 

BERNHARD e t  a l . ,  1 9 5 5 1  o n t  c o n f i r m é  l ' e x i s t e n c e  d ' u n e  - 
s t r u c t u r a  f i l a m e n t e u s e  a u  n i v e a u  de  c e t  o r g a n i t e ,  s t r u c t u r e  

q u i  a v a i t  é t é  d é c r i t e  q u e l q u e  temps a u p a r a v a n t  e n  m i c r o s -  

c o p i e  c l a s s i q u e  (ESTABLE e t  SOTELO, 1 9 5 1 1  e t  q u i  f u t  r e t r o u -  

v é e  e n  m i c r o s c o p i e  à c o n t r a s t e  de  p h a s e  (GONZALEZ-RAMIREZ, 

1 9 5 9 1 .  A l ' é c h e l l e  u l t r a s t r u c t u r a l e ,  l e  n u c l é o l e  a p p a r a î t  

en  e f f e t  c o n s t i t u é  d ' u n  p e l o t o n  f i l a m e n t e u x  d o  l a r g e u r  
O O 

v a r i a b l e  ( 4 5 0  A à 2 0 0 0  A l ,  i n c l u s  d a n s  u n e  s u b s t a n c e  p l u s  

o u  m o i n s  homogène c o n s t i t u é e  de t r è s  f i n s  f i l a m e n t s  e t  d e  

g r a n u l e s .  P a r  a n a l o g i e  a v e c  l e s  o b s e r v a t i o n s  d'ESTABLE e t  

SOTELO e f f e c t u é e s  e n  m i c r o s c o p i e  o p t i q u e ,  l e  p e l o t o n  

f i l a m e n t e u x  a  é t é  a p p e l é  : n u c l e o l o n e m a  e t  l a  s u b s t a n c e  

homogène : p a r s  amorphe .  

L a  m i s e  au p o i n t  d o  n o u v e a u x  m a t e r i e l ç  

d ' i n c l u s i o n  a i n s i  q u e  l ' e m p l o i  d e s  f i x a t e u r s  a l d é h y d i q u e s  

a s s o c i 6 s  à d e s  i m p r g g n a t i o n ç  d e s  c o u p e s  p l u s  v a r i é e s  

(SWIFT, 1 9 5 9  i MARINOZZI e t  GAUTIER, 1 9 6 2  s MARINOZZI, 

1 9 6 4  ; ZOBEL e t  BEERS 19651 ,  o n t  p e r m i s  de  m i e u x  



d é t a i l l e r  l ' u l t r a s t r u c t u r e  g é n é r a l e  du n u c l é o l e  e t  de 

c a r a c t 6 r i s e r  q u a t r e  composan t s  : 

- Une s u b s t a n c e  compac te  e t  amorphe 

o r g a n i s é e  en  r é s e a u  d a n s  l a q u e l l e  s o n t  i n c l u s e s  l e s  
O 

f i b r i l l e s  d e  8 0  A d e  d i a m è t r e .  

- Des g r a n u l e s  d ' u n  d i a m è t r e  moyen de 150  A 
O 

" - Un c o n s t i t u a n t  amorphe,  r e s s e m b l a n t  à 

c e l u i  q u i  c o n s t i t u e  l a  m a t r i c e  du r é s e a u  f i b r i l l a i r e ,  ma i s  

moins  d e n s e  e t  p a r t i c u l i è r e m e n t  n e t  au  n i v e a u  d e s  n u c l é o l e s  

d e  c e l l u l e s  en c u l t u r e  [SCHOEFL, 19643 .  Ce composant  a  

p a r f o i s  é t é  a p p e l é  c e n t r e  f i b r i l l a i r e ,  du f a i t  de  s a  

t e x t u r e  e t  d e  s a  l o c a l i s a t i o n  d a n s  l e s  a n s e s  du r é s e a u  

f i b r i l l a i r e .  

- Le q u a t r i è m e  c o n s t i t u a n t ,  r é v 4 1 é  p a r  l a  

d o u b l e  f i x a t i o n  a l d é h y d e - a c i d e  o smiqua ,  c o r r e s p o n d  Ù l a  

c h r o m a t i n e  a s s o c i é e  au n u c l é o l e ,  é t u d i é e  en m i c r o s c o p i e  

o p t i q u e  p a r  CASPERSSON ( 1 9 5 0 ) .  C e t t e  c h r o m a t i n e  forme une 

c o u r o n n e  d e  p l u s  ou moins g r a n d e  é p a i s s e u r  e t  s a u v e n t  

d i s c o n t i n u e ,  a u t o u r  d u  n u c l é o l e .  

Les deux c o n s t i t u a n t s  p a r t i c u l a i r e s  : g r a -  

n u l e s  e t  f i b r i l l e s ,  peuven t  s e  r é p a r t i r  d i f f é r e m m e n t  

s u i v a n t  l e  t y p e  c e l l u l a i r e .  Chez l e s  p l a n t e s ,  l a  p a r t i e  

c e n t r a l e  du n u c l é o l e  e s t  g g n é r a l e m e n t  f i b r i l l a i r e  a l o r s  

que l a  p é r i p h é r i e  e s t  g r a n u l a i r e  ( R O D K I E W I C Z ,  1959  ; 

H Y D E  e t  a l . ,  1 9 6 5 ) .  Une d i s p o s i t i o n  a n a l o g u e  a  é t é  d é c r i t e  

d a n s  l e s  n u c l é o l e s  d e  g l a n d e s  s a l i v a i r e s  de  ch i ronoma 

e t  de  d r o s o p h i l e  [JACOB st  SIRLIN, 1964  ; STEVENS, 1 9 6 4 ) .  



D a n s  l e s  n u c l é o l e s  d e s  c e l l u l e s  d e  m a m m i f è r e s ,  l a  s é p a r a -  

t i o n  d e s  g r a n u l e s  e t  d e s  f i b r i l l e s  e n  z o n e s  d i s t i n c t e s  

n ' e s t  p a s  a u s s i  n e t t e .  P a r  e x e m p l e ,  d a n s  l e  f o i e  e t  l e  

p a n c r é a s  d e  R a t .  l e s  g r a n u l e s  s e  r é p a r t i s s e n t  p l u s  o u  

m o i n s  u n i f o r m é m e n t  ( M A R I N O Z Z I ,  1 9 6 4 1 ,  a l o r s  q u e  d a n s  l e s  

c e l l u l e s  d u  g a n g l i o n  s p i n a l ,  i l s  s e  g r o u p e n t  e n  z o n e s  

p l u s  o u  m o i n s  i m p o r t a n t e s  t o u j o u r s  b i e n  d é l i m i t é e s .  

L ' a s p e c t  r é t i c u l é  t y p i q u e  d u  n u c l é o l e  

q u i  l u i  e s t  d o n n é  p a r  l e  r é s e a u  f i b r i l l a i r e ,  n ' e s t  p a s  

t o u j o u r s  n e t  ; l e  n u c l é o l e  p e u t  e n  e f f e t  a p p a r a î t r e  

c o m p a c t  e t  p a r f o i s  e s s e n t i e l l e m e n t  g r a n u l a i r e  ( D A V I E S ,  

1 9 6 0  ; SMETANA e t  a l . ,  1 9 6 6 1 ,  l e s  z o n e s  f i b r i l l a i r e s  e t  

g r a n u l a i r e s  p o u v a n t  p r ~ n d r e  d e s  p r o p o r t i o n s  r e l a t i v e s  t r è s  

d i f f e r e n t e s  p a r f o i s  même a u  n i v e a u  d e s  d i v e r s  n u c l é o l e s  

d ' u n  même n o y a u .  Lo n u c l u o l o n e m a  e s t  d o n c ,  e n  f a i t ,  un  

t e r m e  q u i  n e  d é s i g n a  q u ' u n  a s p e c t  d e  l a  s t r u c t u r e  d u  n u c l & -  

o l e ,  c e l u i  q u i  l u i  e s t  d o n n é  p a r  l e  r é s e a u  fibrille- 

g r a n u l a i r e  e t  q u i  a p p a r a î t  p l u s  n e t t e m e n t  e n  m i c r o s c o p i s  

o p t i q u e  ; i l  n e  c o r r e s p o n d  p a s  à u n e  e n t i t é  m o r p h o l o g i q u e  

e t  c h i m i q u e  d é f i n i e  ( I Z A R D  e t  BERNHARD, 1 9 6 2 1 .  

B  - CYTOCHIMIE ULTRASTRUCTURALE 

A p r è s  l a  m i s e  e n  e v i d e n c e  m o r p h o l o g i q u e  

d e s  q u a t r e  c o n s t i t u a n t s  n u c l e o l a i r e s ,  l a s  t r a v a u x  s e  s o n t  

i m m E d i a t e m e n t  p o r t é s  s u r  l e u r  i d e n t i f i c a t i o n  c h i m i q u e .  C e s  

é t u d e s  o n t  é t é  e n t r e p r i s e s  a u  moyen d e  d i g e s t i o n s  e n z y m a -  

t i q u e s  ~t d ' e x t r a c t i o n s  c h i m i q u e s  e f f e c t u é e s ,  s o i t  s u r  

d e s  b l o c s  d e  t i s s u s  p r é a l a b l e m e n t  f i x é s  a u  f o r m o l  p u i s  

i n c l u s  p o u r  l ' o b s e r v a t i o n  a u  m i c r o s c o p e  é l e c t r o n i q u e  

( S W I F T ,  1 9 6 3 1 ,  s o i t  s u r  d e s  u l t r a c o u p e s  d e  m a t é r i e l s  i n c l u s  

d a n s  d e s  p l a s t i q u e s  h y d r o s o l u b l e s  (LEDUC e t  BERNHARD, 1 9 6 7 ) .  



Une d i g e s t i o n  à l a  RNAse f a i t  d i s p a r a î t r a  

l e s  g r a n u l e s  d u  n u c l é o l e  a i n s i  q u e  l e s  f i b r i l l e s  d u  r é s e a u  

b i e n  q u e  c e l u i - c i  s a i t  e n c o r e  t r è s  c o n t r a s t e .  L o r s q u e  

l ' a c t i o n  d e  l a  RNAse e s t  p r é c e d é s  o u  s u i v i e  d ' u n e  d i g e s t i o n  

l a  p e p s i n e ,  s e u l s  l a  c h r o m a t i n e  p é r i n u c l a o l a i r e  e t  l e s  

a m a s  d e  c h r o m a t i n e  i n t r a n u c l é o l e i r e  s o n t  e n e o r a  v i s i b l e s  

[MARINOZZI, 1 9 6 3  ; M A R I N O Z Z I  e t  BERNHARD, 1 9 6 3  ; M A R I N O Z Z I ,  

1 9 6 4  ; S M E T A N A  e t  a l , ,  1 9 6 8 1 . L a  p e p s i n e  é c l a i r c i t  l e  n u c l é o l e  

e t  o n  c o n s t a t e  q u e  l e s  f i b r i l l e s  e t  l e s  g r a n u l e s  a p p a r a i s s e n t  

p l u s  n e t t e m e n t ,  e n  mâme t e m p s  q u e  l e  c o n t r a s t e  d u  r 6 s e a u  

d i m i n u e .  L o r s q u e  l e  t r a i t e m e n t  à l a  p e p s i n e  e s t  p r o l o n g é ,  

l e s  f i b r i l l e s  s o n t ,  c o n t r a i r e m e n t  a u x  g r a n u l e s ,  d e  m o i n s  

e n  m o i n s  v i s i b l e s .  

L'ARN n u c l é o l a i r e  s e  l o c a l i s e  d o n c  a u  

n i v e a u  d e s  g r a n u l e s  e t  d e s  f i b r i l l e s .  C e l l e s - c i  s o n t  i n c l u s e s  

d a n s  u n e  s u b s t a n c e  a m o r p h e  d e  n a t u r e  p r o t é i q u e ,  e t  l ' e n s e m b l e  

d e s  g r a n u l e s ,  d e s  f i b r i l l e s  e t  d e  l a  m a t r i c e  p r o t é i q u e  c o n s -  

t i t u e  l e  r é s e a u .  

A f o r t  g r o s s i s s e m e n t ,  a p r è s  u n e  i m p r 6 g n a t i o n  

a u  p l o m b  d e s  c o u p e s  d e  t i s s u  f i x é  p a r  un a l d é h y d e  q u i  r é v è l e  

p r é f é r e n t i e l l e m e n t  l e s  r i b o n u c l é o p r o t 6 i n e s J  l e s  g r a n u l e s  

a p p a r a i s s e n t  e u x - m ê m e s  c o n s t i t u é s  d e  f i b r i l l e s  p e l o t o n n é e s  
O O 

d ' u n  d i a m è t r e  ( 5 0  A à 1 0 0  A l  i d e n t i q u e  à c e l u i  d e s  f i b r i l l e s  

d u  r é s e a u .  Ce r é s u l t a t  e s t  à r a p p r o c h e r  d e  c e l u i  o b t e n u  

d a n s  l e s  é t u d e s  c y t o c h i m i q u e s  e f f e c t u é e s  s u r  d e s  f r a c t i o n s  

d e  n u c l é o l e s  i s o l é s  s o u m i s  à d e s  d i g e s t i c n s  e n z y m a t i q u e s  o u  

à d e s  e x t r a c t i o n s  c h i m i q u e s  a u  moyen  d e  s o l u t i o n s  s a l i n e s  

( S M E T A N A  e t  BUSCH, 1 9 6 3  ; SMETANA e t  BUSCH, 1 9 6 4  ; HYDE 

e t  a l . ,  1 9 6 5  r SHANKARANAHAYAN e t  a l . ,  1 9 6 6 1 .  D a n s  c e s  e x p é -  

r i e n c e s ,  l e s  g r o s s i s s e m c n t s  6 l e v é s  m o n t r e n t  q u e  l e s  g r a n u l e s  

s o n t  c o n s t i t u é s  d ' u n e  z o n e  p S r i p h é r i q u e  d e n s e  e n t o u r a n t  u n e  

r é g i o n  c ~ n t r a l e  p l u s  c l a i r e ,  comme s ' i l s  r e p r é s e n t a i e n t  d e s  

c o u p e s  t r a n s v e r s a l e s  d e  t r è s  f i n s  t u b u l e s .  



D a n s  c e r t a i n s  c a s .  d e s  s t r u c t u r e s  t u b u l a i r e s  

o n t  é t é  o b s e r v é e s  a u  n i v a a u  d e s  f i b r i l l e s  d u  r é s e a u .  C e s  

c o n s t a t a t i o n s  r e n d e n t  p r o b a b l e  l ' e x i s t e n c e  d ' u n e  i n t e r d é p e n -  

d a n c e  d e s  d e u x  s t r u c t u r e s  r e n f e r m a n t  I ' A R N  n u c l é o l a i r e  ; d a s  

f o r m e s  d e  p a s s a g e  d e  l ' u n e  B l ' a u t r o  o n t  e n  o u t r e  é t é  d é c r i t e s  

( M A R I N O Z Z I  e t  BERNHARD, 1 9 6 3 ) .  

On s a i t  d e p u i s  l o n g t e m p s  q u e  l e  n u c l é o l e  e s t  

a s s o c i é  à d e s  a m a s  p l u s  o u  m o i n s  i m p o r t a n t s  d e  c h r o m a t i n e  

( V I G I E R ,  1 9 0 0 ) .  C ' e s t  CASPERSSON ( 1 9 5 0 )  q u i  a p p e l a  c e t t e  

c h r o m a t i n e  " N u c l e o l u s  A s s o c i a t e d  C h r o m a t i n *  o u  " h É t é r o c h r o -  

m a t i n e "  e t  l u i  c o n f é r a  un r ô l e  i m p o r t a n t  d a n s  l e  m é t a b o l i s m e  

c e l l u l a i r e .  En m i c r o s c o p i e  é l e c t r o n i q u e ,  l a  c h r o m a t i n e  a s s o -  

c i 6 e  a u  n u c l é o l e  a é t é  r é v é l é e g r â c e  à l ' e m p l o i  d e s  f i x a t e u r s  

a l d é h y d i q u e s  e t  d e s  i m p r é g n a t i o n s  à l ' a c s t a t e  d ' u r a n y l e ,  La  

q u a n t i t é  d e  c h r o m a t i n e  a s s o c i é e  e s t  v a r i a b l e  s u i v a n t  l e s  

c e l l u l e s  ; e l l e  e s t  i m p o r t a n t e  d a n s  l e s  c e l l u l e s  g l a n d u l a i r e s ,  

t e l l e s  q u e  l e s  c e l l u l e s  d u  p a n c r é a s  exocrine, a l o r s  q u ' e l l e  

e s t  r é d u i t e  d a n s  c e r t a i n e s  s o u c h e s  d e  c e l l u l e s  c u l t i v é e s  i n  
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v i t r o  [HeLa  - KBI. La p r é s e n c ô  d e  c h r o m a t i n e  à l ' i n t é r i s u r  

d u  c o r p s  n u c l é o l a i r e  a  é t é  l o n g t e m p s  mise e n  d o u t e ,  b i e n  q u e  

c e r t a i n e s  o b s e r v a t i o n s  e n  m i c r o s c o p i e  o p t i q u e  e n  s u g g é r a i e n t  

l ' e x i s t e n c e ,  n o t a m m e n t  a u  n i v e a u  d e s  n u c l é o l e s  d e s  n o y a u x  d o  

g l a n d e s  s a l i v a i r e s  d e  d i p t è r e s  (MULNARDJ 1 9 5 6  ; NASH e t  PLAUT, 

1 9 6 5  ; GHOSH e t  a l . ,  1 9 6 9 ) .  

C e  s o n t  l e s  t e c h n i q u e s  d e  m i c r o s c o p i e  é l e c -  

t r o n i q u e  q u i  o n t  p e r m i s  d ' j t a b l i r ,  s a n s  d o u t e  p o s s i b l e ,  

l ' e x i s t e n c e  d e  l a  c h r o m a t i n e  i n t r a n u c l é o l a i r e .  E l l e  a  d ' a b o r d  

é t é  o b s e r v é e  s o u s  f o r m e  d ' a m a s  l o c a l i s é s  e n t r e  l e s  m a i l l e s  d u  

r é s e a u  fibrille-granulaire, d a n s  l e s  n u c l é o l e s  d ' u n  g r a n d  

n o m b r e  d e  c e l l u l e s .  G r â c e  à l ' a p p l i c a t i o n  d e s  t e c h n i q u e s  d e  

c y t o c h i m i e  u l t r a s t r u c t u r a l e  c o m b i n é e s  a u x  t e c h n i q u e s  

d ' a u t o r a d i o g r a p h i e  à h a u t e  r g s o l u t i o n ,  GRANBOULAN N .  e t  

GRANBOULAN P .  ( 1 9 6 4 1  o n t  r é v é l o  l ' e x i s t e n c e ,  d a n s  d e s  



c e l l u l e s  d e  r e i n  d e  s i n g e  c u l t i v é e s  i n  v i t r o ,  d e  t r a v é e s  

d e  c h r o m a t i n e  i s s u e s  d e  l a  c h r o m a t i n e  p S r i n u c l é o l a i r e  e t  

s ' e n f o n ç a n t  à l ' i n t é r i e u r  d u  c o r p s  n u c l 6 o l a i r e .  L ' o b s e r -  

v a t i o n  d e  c o u p e s  s é r i é e s  i n d i q u e  c l a i r e m e n t  q u e  l e s  t r a v é e s  

d e  c h r o m a t i n e  i n t r a n u c l é o l a i r e  s o n t  d e s  d i g i t a t i o n s  d e  l a  

c h r o m a t i n e  a s s o c i é e  e t  q u ' e l l e s  f o r m e n t  a v e c  c e l l e - c i  u n  

e n s e m b l e  u n i q u e ,  d o u é  d ' a c t i v i t é  d e  s y n t h è s e .  L ' a b o n d a n c e  

d e  l a  c h r o m a t i n e  i n t r a n u c l é o l a i r e  v a r i e  d ' u n  t y p e  c e l l u l a i r e  

à l ' a u t r e  e t  d a n s  u n e  même p o p u l a t i o n ,  d ' u n e  c e l l u l e  à 

l ' a u t r e .  

Ces t r a v é e s  d e  c h r o m a t i n e  i n t r a n u c l é o l a i r e  

s e  l o c a l i s e n t  e n t r e  l e s  m a i l l e s  d u  r é s e a u  f i b r i l l o - g r a n u -  

l a i r e ,  e t  n o n  d a n s  l ' a x e  d u  r é s e a u  comme l ' o n t  p r é t e n d u  

c e r t a i n s  a u t e u r s  (LETTRE e t  S I E B S ,  1 9 6 1  ; G O S H  e t  a l . ,  1 9 6 9 ) .  

D a n s  l e s  n u c l i o l e s  i s o l é s ,  i l  a  é t é  p o s s i b l e  

d e  d é c e l e r  d e s  f i b r i l l e s  d e  c h r o m a t i n e  t é n u e s  e t  d i s p e r s é e s  

a u  c o e u r  même d u  r é s e a u  f i b r i l l o - g r a n u l a i r e  (SMETANA e t  

B U S C H ,  1 9 6 4  ; PAWELETZ e t  a l . ,  1 9 6 7  1 U N U M A  ~t a l . ,  1 9 6 7  ; 

RECHER e t  a l . ,  1 9 7 0 1 ,  De p l u s ,  a u  n i v e a u  d e s  c e n t r e s  f i b r i l -  

l a i r e s  d é c r i t s  n o t a m m e n t  d a n s  d o s  n u c l é o l e s  d e  c e l l u l e s  

c u l t i v é e s  i n  v i t r o ,  c e r t a i n s  t r a v a u x  c y t o c h i m i q u e s  (RECHER 
O 

e t  a l . ,  1 9 6 9 )  m e n t i o n n e n t  l a  p r é s e n c e  d e  f i b r i l l e s  d e  50 A 

d e  d i a m è t r e  r é s i s t a n t  à l a  d o u b l e  d i g e s t i o n  p e p s i n e - R N A s e  

e t  q u i ,  d e  c e  f a i t ,  p o u r r a i e n t  r e p r é s e n t e r  u n e  f o r m e  d'ADN 

i n t r a n u c l é o l a i r e  à l ' 6 t a t  d i s p e r s é  e t  i n c l u s  d a n s  u n e  

m a t r i c e  p r o t 6 i q u e .  

En c o n c l u s i o n ,  o n  p e u t  d i f f é r e n c i e r  t r o i s  

f o r m e s  d'ADN n u c l é o l a i r e  : l ' A D N  p é r i n u c l é o l a i r e ,  l ' A D N  

i n t r a n u c l é o l a i r e  c o n d e n s é ,  l o c a l i s é  e n t r e  l e s  m a i l l e s  

d u  r é s e a u  f i b r i l l o - g r a n u l a i r e  e t  l ' A D N  i n t r a n u c l é o l a i r e  

d i s p e r s é ,  o b s e r v é  à l ' g t a t  d e  f i b r i l l e s  d a n s  l e  n u c l e o l o -  

n e m a .  



La m c r p h o l o g i e  u l t r a s t r u c t u r a l e  d u  n u c l é o l e  

d e  l a  c e l l u l e  h é p a t i q u e  d e  r a t  e s t  i l l u s t r h e  F a r  l e s  p l a n -  

c h e s  1  e t  2 .  Ce n u c l é o l e  s e  c a r a c t é r i s e  p a r  u n e  r é p a r t i t i o n  

h o m o g è n e  d e  s e s  c o n s t i t u a n t s  p a r t i c u l a i r e s  e t  p a r  u n e  f a i b l e  

p r o p o r t i o n  d e  c h r o m a t i n e  i n t r a n u c l é o l a i r e .  Nous  a v o n s  

e x c e p t i o n n e l l e m e n t  r é u s s i  à m e t t r e  e n  é v i d e n c e  un  r é s e a u  d e  

c h r o m a t i n e  i n t r a n u c l é o l a i r e  [ P l .  2 ,  F i g .  b  e t  c l .  

I I  - ETUDE C H I M I Q U E  DES RIBONUCLEOPROTEINES NUCLEOLAIRES. 

A - SYNTHESE OE L'ARN RIBOSOMAL 

L'ARN r i b o s o m a l  e s t  s y n t h é t i s é  a u  n i v e a u  

d u  n u c l é o l e .  L e s  p r e u v e s  d e  c e t t e  s y n t h è s e  s o n t  n o m b r e u s e s  

e t  r e g r o u p e n t  d o s  t r a v a u x  b i o l o g i q u e s  e t  b i o c h i m i q u e s  

( v o i r  PERRY, 1 9 6 7  ; GEORGIEV, 1 9 6 7  ; BUSCH, 1 9 7 0 1 .  P a r m i  

c e s  d e r n i e r s  i l  f a u t  s u r t o u t  m e n t i o n n e r  l e s  r é s u l t a t s  

f o u r n i s  p a r  l ' e m p l o i  d ' a c t i n o m y c i n e  D comme i n h i b i t e u r  t o t a l  

o u  s B l e c t i f  d e s  s y n t h è s e s  d 'ARN, l e s  d é t e r m i n û t i o n s  d e  l a  

c o m p o s i t i o n  e n  b a s e s  d e s  d i f f h r e n t s  A R N  i s o l 6 s  e t  l e $  

e x p G r i e n c e s  d ' h y b r i d a t i o n  d e  c e r t a i n e s  c l a s s e s  d 'ARN a v e c  

l e s  A D N  n u c l é o l a i r e s .  La m i s e  a u  p o i n t  d e  t e c h n i q u e s  d ' i s o -  

l e m e n t  d e  n u c l é o l e s  a e n  o u t r e  p e r m i s  l ' i d e n t i f i c a t i o n  

b i o c h i m i q u e  d e s  A R N  n u c l é o l a i r e s  e t  l a  m i s e  e n  é v i d e n c e  

d ' u n e  s y n t h è s e  d'ARN d a n s  l e s  n u c l é o l e s  i s o l é s  ( R D  e t  

BUSCH, 1 9 6 4 1 .  

- L ' é t u d e  d e s  p r o f i l s  d e s  g r a d i e n t s  d e  

d e n s i t é  d e  s a c c h a r o s e  d e s  A R N  e x t r a i t s  d e s  n u c l 6 o l e s  i s o l é s  

r é v è l e  t r o i s  g r a n d e s  c l a s s e s  d'ARN a y a n t  d e s  c o e f f i c i c n t s  

d e  s é d i m e n t a t i o n  r e s p e c t i f s  d e  28 S ,  30  - 35  S  e t  4 5  S ,  



auxquelles s'ajoute une classe relativement moins importante 

dans la zone 4 à 7 S (PERRY, 1 9 5 5  ; PERRY, 1 9 6 6  j MURUMATSU 

et BUSCH, 1 9 6 7 ) .  

Au moyen d'électrophorèses effectuées en 

gel d'acrylamide, on a pu obtenir une meilleure définition 

et caractériser des ARN ayant des coefficients de sédimen- 

tation intermédiaires : 4 1  S, 3 6  S, 2 4  S et 2 0  S (WEINBERG 

et al., 1 9 6 7  ; WEINBERG et PENMAN, 1 9 7 0 1 .  

Ainsi, par rapport au compartiment nucléaire 

non nucléolaire, le compartiment nucléolaire est plus riche 

en ARN 4 5  S et 3 5  S et beaucoup moins riche en ARN 1 8  S 

[BUSCH et al.. 1 9 6 6 1 .  La quantité d S A R N  nucléolaires 4 5  S 

et 3 2  - 35 S compte pour environ 3  p. 1 0 0  de la quantité 

d'ARN cellulaire totale (HOLTZMAN et al., 1 9 6 6 1 .  

- Les études effectuées à la fois à partir 

de l'analyse des nucléotides en lumière ultraviolette et de 

l'incorporation du phosphore radioactif ont montré que les 

3 grandes classes d'ARN nucléolaires ont des compositions 

en bases très voisines caractérisbos par un plus grand 

nombre de bases guanine et cytosine puisque le rapport 

A * oscille autour de 0 .55  (MURAMATSU et al.. 1 9 6 6 1 .  G + C  

- L'actinomycine D entraîne, à faible dose, 

une inhibition préférentielle du métabolisme des ARN nucléo- 

laires et, à forte dose, le blocage total de la synthèse des 

acides ribonucléiques. Dans la plupart des travaux, l'action 

de l'actinomycine O succède à une période de marquage de 

1 0  à 20 mn r elle entraine alors le blocage de toute nouvelle 

synthèse de molécules d ' A R N  nucléolaire. On constate, en 

fonction du temps d'action de l'actinomycine D (SCHERRER 

et al., 1 9 6 3  ; GIRARD et al., 1 9 6 4 1 ,  une baisse de la 



r a d i o a c t i v i t é  e t  d e  l a  d e n s i t é  o p t i q u a  d e  l a  z o n e  4 5  S ,  

p u i s  d e  l a  z o n e  3 5  S  d e s  g r a d i e n t s  s e n f i n ,  a p r è s  4 0  mn 

e n v i r o n  d ' a c t i o n  d e  l ' a c t i n o m y c i n e  0, s e u l e  l a  z o n e  c o r r e s -  

p o n d a n t  à 1 ' A R N  2 8  S  e s t  c a r a c t e r i s a b l e  e n  d e n s i t é  o p t i q u e  

e t  e n  r a d i o a c t i v i t é .  

L ' e n s e m b l e  d e  c o s  r é s u l t a t s  o n t  p ~ r m i s  

d ' é t a b l i r  q u e  1 ' A R N  2 8  S  d é r i v e  d e  1 ' A R N  3 5  S l e q u e l  d é r i v e  

d e  1 ' A R N  4 5  S .  

- LES é t u d e s  d ' h y b r i d a t i o n  e n t r e  l ' A D N  

n u c l é o l a i r e  e t  l e s  A R N  r i b o s o m a u x  o n t  m o n t r é  q u e  l ' A D N  

n u c l é o l a i r a  c o d e  à l a  f o i s  l t A R N  r i b o s o m a l  2 0  S e t  1 ' A R N  

r i b o s o m a l  1 8  S .  L e s  d e u x  c i s t r o n s  r e s p o n s a b l e s  c h a c u n  d e  

l a  s y n t h è s e  d ' u n  d e s  A R N  r i b o s o m a u x  s o n t  t r è s  p r o c h e s  l ' u n  

d e  l ' a u t r e  (BROWN e t  WEBER, 1 9 6 8  ; QUAGLIAROTTI e t  RITOSSA, 

1 9 6 8 1  e t  s y n t h é t i s e n t  l ' A R N  4 5  S n u c l é o l a i r e  a i n s i  q u e ,  

t r è s  c e r t a i n e m e n t ,  d e s  m o l é c u l e s  p l u s  l o n g u e s  d e  c o e f f i -  

c i e n t s  d e  s é d i m e n t a t i o n  d e  6 5  S ,  8 5  S e t  1 0 0  S  m i s e s  e n  

é v i d e n c e  r é c e m m a n t  d a n s  d e s  c e l l u l e s  d ' h é p a t o m e s  d e  

NOVIKOFF (SHARMA e t  a l . ,  1 9 6 9 ) .  

En c o n c l u s i o n ,  i l  e s t  p o s s i b l e  d e  s c h é m a t i s e r  

lo mode d e  f o r m a t i o n  d e s  A R N  r i b o s o m a u x  1 8  S  e t  2 8  S  à 

p a r t i r  de1 'ARN n u c l é o l a i r e  4 5  S d a  l a  f a ç o n  s u i v a n t e  (STEELE 

e t  BUSCH, 1 9 6 8  ; BUSCH, 1 9 7 0 )  : 

l 35 S 4 2 8  S  n u c l é o l a i r e  + A R N r  2 8  S  i 
j 4 5  s 
I 
t 
l 
\ N U C L E o L E  

2 3  S  -, 

i------ ---l 
1 

1 
t----Ga A R N r 1 6 S  

i i 



P o u r  WEINBERG e t  PENMAN ( 1 9 7 0 )  q u i  o n t  c a r a c t é r i s é  l e s  A R N  

i n t e r m k d i a i r e s  4 1  S ,  3 6  S ,  3 2  S ,  2 4  S  e t  2 0  S ,  l e  s c h é m a  

p r o p o s é  e s t  l e  s u i v a n t  : 

- L ' A R N  n u c l é o l a i r e  4 - 7  S  no r e p r é s e n t e  q u e  

5 à 1 0  p .  1 0 0  d e  1 ' A R N  n u c l é o l a i r e  t o t a l .  I l  s e  c a r a c t é r i s e  

d e s  a u t r e s  A R N  p r é s e n t s  d a n s  l e  n u c l é o l e ,  p a r  un t a u x  d e  

s y n t h è s e  p l u s  l e n t  e t  p a r  s a  c o m p o s i t i o n  en b a s e s  p u i s q u ' i l  

e s t  r i c h e  e n  a c i d e  u r y d i l i q u e .  

L e s  é l e c t r o p h o r è s e s  e n  g e l  d e  p o l y a c r y l a m i d e  

o n t  p e r m i s  d e  s e p a r e r  c e t t e  z o n e  d'ARN 4 - 7  S e n  A R N  a y a n t  

d e s  v i t e s s e s  d e  m i g r a t i o n  d i f f é r e n t e s .  La f o n c t i o n  d e  c e s  

A R N  d e  f a i b l e  p o i d s  m a l é c u l a i r e  e s t  e n c o r e  i n c o n n u e .  BUSCH 

( 1 9 7 0 1  s u g g è r e  q u ' i l s  n e  s o n t  p a s  d e s t i n é s  à m i g r e r  v e r s  l e  

c y t o p l a s m e  p u i s q u ' o n  n e  l e s  y  r e t r o u v e  p a s ,  m a i s  q u ' i l s  

p e u v e n t  j o u e r  un r 6 1 e  d a n s  un m é c a n i s m e  d e  c o n t r ô l e  d e s  

s y n t h è s e s  a u  n i v e a u  d u  n u c l é o l e .  

B - LES RIBONUCLEOPROTEINES NUCLEOLAIRES 

P l u s i e u r s  t r a v a u x  o n t  m o n t r é  q u ' i l  e s t  p o s s i -  

b l e  d ' e x t r a i r e ,  à p a r t i r  d e  n u c l é o l e s  i s o l é s ,  d e s  r i b o n u c l é o -  

p r o t é i n e s  q u i  o n t  é t é  é t u d i é o s  d u  p o i n t  d e  v u e  d e  l e u r  

c o n t e n u  e n  A R N  e t  e n  p r o t é i n e s .  L e s  d i f f é r e n t e s  c l a s s e s  d'ARN 

n u c l é a l a i r a s  o n t  a i n s i  é t é  r e t r o u v é e s  a u  n i v e a u  d e  p a r t i c u l e s  

r i b o n u c l S o p r o t é i q u e s  a y a n t  d e s  c o e f f i c i e n t s  d e  s é d i m e n t a t i o n  



v a r i a b l e s  s u i v a n t  l e  mode d ' e x t r a c t i o n .  

L ' e x t r a c t i o n  d e s  r i b o n u c l é o p r o t é i n e s  e s t  

r é a l i s é e  p a r  s u s p e n s i o n  d e s  s ~ d i m e n t s  d e  n u c l é o l e s  i s o l é s  

d a n s  u n  m i l i e u  tamponné  ( l e  p l u s  s o u v e n t  tampon TRIS pH 7 ,41 ,  

d e  f o r c e  i o n i q u e  v a r i a b l e  e t  c o n t e n a n t  o u  non  u n  i n h i b i t e u r  

d ' a c t i v i t é  n u c l é a s i q u e  : l e  p o l y v i n y l s u l f a t e  (PVSI, de 

1 'E .D.T .A.  e t  u n  a g e n t  r é d u c t e u r  des  p o n t s  d i s u l f u r e s  : 

l e  d i t h i o e r y t h r i t o l .  

L e s  p a r t i c u l e s  de  r i b o n u c l é o p r o t é i n e s  s e  

r e t r o u v e n t ,  e n  g r a d i e n t s  de  s a c c h a r o s e ,  dans  u n e  zone  s ' é t a -  

l a n t  d e  50 S à 80  S , p r é s e n t a n t  u n  maximum à 60  S  (SHANKARA- 

NARAYAN e t  BIRNSTIEL,  19691,  o u  s e  décomposan t  e n  p l u s i e u r s  

z o n e s  marquées  c h a c u n e  p e r  un maximum. A i n s i  WARNER e t  

SOEIRO ( 1 9 6 7 1  identifient, à p a r t i r  d e s  n u c l é o l e s  de  c e l l u l e s  

HeLa, d e u x  z o n e s  d e  c o e f f i c i e n t  de s é d i m e n t a t i o n  55 S  e t  8 0  S 

c o n t e n a n t  r e s p e c t i v e m e n t  1'ARN n u c l é o l a i r e  32 S e t  1 'ARN 

45 S. A p a r t i r  d e s  n u c l é o l e s  d e  c o l l u l e s  L ,  L I A U  e t  PERRY 

( 1 9 6 9 1  d i s t i n g u e n t  3 z o n e s  de  c o e f f i c i ô n t s  de s é d i m e n t a t i o n  

62 S, 78 Ç e t  1 1 0  S q u i ,  en  p r é s e n c o  dlE.D.T.A.,  p r é s e n t e n t  

r e s p e c t i v e m o n t  l e s  c o e f f i c i e n t s  de s é d i m e n t a t 5 o n  55 S, 65  S  

e t  80  S .  La  f r a c t i o n  55 S  c o n t i e n t  s u r t o u t  1 'ARN 32  S, l a  

f r a c t i o n  65 S  u n  m é l a n g e  d'ARN 36  S e t  3 2  S e t  l a  f r a c t i o n  

8 0  S a  u n  m é l a n g e  do  45 S, 36  S  e t  32  S. 

Dans  l e s  e ~ p e r i e n c e s  d e  SHANKARANARAYAN 

e t  B IRNSTIEL 119691,  l a  z o n e  50 S  - 80  S, p r S s e n t a n t  u n  

maximum à 60 S, c o n t i e n t  e s s e n t i e l l e m e n t  1'ARN 30  - 32  S. 

A i n s i ,  il s e m b l e  que  l e s  r i b û n u c l 6 o p r o t é i n e s  

n u c l é o l a i r e s  p c s s é d a n t  un  c o e f f i c i e n t  d e  s é d i m e n t a t i o n  moyen 

d e  60 S, r e n f e r m e n t  e s s e n t i a l l e m e n t  l e s  ARN n u c l é o l a i r e s  3 5  S 

e t  28  S .  L 'ARN 4 5  S  s e m b l e  a s s o c i é  à d e s  p a r t i c u l e s  s é d i m e n -  

t a n t  d a n s  l a  z o n e  8 0  S. 



Les r e l a t i o n s  e x i s t a n t  e n t r e  l e s  d i f f é r e n t e s  

p a r t i c u l e s  d e  r i b o n u c l é o p r o t é i n c s  o n t  é t é  r é sumées  d e  l a  

f a ç o n  s u i v a n t e  (BUSCH, 19701 : 

RNP 55 S  RNP 50 S - 
( A R N  32 SI 

/'= 
( A R N  28 SI 

RNP 80 S  RNP 70  S  

Les s e u l e s  o b s e r v a t i o n s  u l t r a s t r u c t u r a l e s  

d e s  p a r t i c u l e s  e x t r a i t e s  o n t  é t é  r é a l i s é e s  p a r  SHANKARANA- 

R A Y A N  e t  BIRNSTIEL (19691  e t  K O S H I B A  e t  a l .  ( 1 9 7 1 1  s u r  l e s  

p a r t i c u l e s  d e  l a  zone  60 S, au moyen de  c o l o r a t i o n s  n é g a t i v e s  

e t  p o s i t i v e s .  

Les p a r t i c u l e s  o n t  une s t r u c t u r e  p o r e u s o  e t  

l e s  g r o s s i s s e m e n t s  é l e v é s  l e s  m o n t r e n t  compos6es  de  f i b r i l l e s .  
O O O 

E l l e s  m e s u r e n t  de  150  A à 220 A de  l a r g e u r  sur e n v i r o n  230 A 
O 

à 300 A de  l o n g u a u r .  E l l e s  a p p a r a i s s e n t  a i n s i  p l u s  g r a n d e s  

que  l e s  s o u s - u n i t S s  r i b o s o m a l e s  c y t o p l a s m i q u e s  50 S ,  mais  

l e u r  t a i l l e  e t  l e u r  s t r u c t u r e  f i n s  l e s  r a p p r o c h e n t  beaucoup 

d e s  g r a n u l e s  r i b o n u c l é o p r o t é i q u e s  du n u c l é o l e  i n  s i t u .  

D'une f a ç o n  g é n é r a l e ,  l e s  p a r t i c u l e s  e x t r a i -  

t e s  p a r  l e s  d i f f j r e n t s  a u t e u r s  s e  c a r a c t é r i s e n t  p a r  u n  

c o n t e n u  en p r o t é i n e s  p l u s  i m p o r t a n t  que c e l u i  de  l a  s o u s -  

u n i t é  r i b o s o m a l e  50 S m a i s  q u a l i t a t i v e m e n t  i d e n t i q u e  p a r  

é l e c t r o p h o r è s e s  c o m p a r a t i v e s  [WARNER e t  SOEIRO, 19671 ,  

notamment en c e  q u i  c o n c e r n e  l e s  p r o t é i n e s  b a s i q u e s  ( I Z A W A  

e t  KAWASHIMA, 19671 .  Le r a p p o r t  p r o t é i n e  é t a n t  p l u s  é l e v é ,  

A R N  



l e u r  d e n s i t é  e s t  p l u s  f a i b l e  e t  v a r i e  s e l o n  l e s  a u t e u r s  

de  1 , 4 1  à 1 , 5 0 .  E l l e s  d i f f è r e n t ,  en o u t r e ,  d e s  p a r t i c u l e s  

c y t o p l a s m i q u e s  p a r  l e u r  p a u s  g r a n d e  s e n s i b i l i t é  à l a  d i g e s -  

t i o n  à l a  RNAse ( I Z A W A  e t  KAWASHIMA, 1 9 6 7 )  e t  l e u r  i n d i f -  
+ + 

f é r s n c e  v i s  à v i s  d e s  i o n s  Mg ~t s e l o n  c e r t a i n s  a u t e u r s ,  

de  1 ' E . D . T . A .  (SHANKARANARAYAN e t  BIRNSTIEL, 19691 .  T r è s  

récemment ,  B A C H E L L E R I E  e t  a l .  (19711 o n t  e x t r a i t  d e s  n u c l 6 -  

o l e s  d e  c e l l u l e s  a s c i t i q u e s  d e  Z a j d e l a ,  d e s  r i b o n u c l é o p r o -  

t 6 i n e s  p o s s é d a n t  d e s  c o e f f i c i e n t s  de  s é d i m e n t a t i o n  de  35 S ,  

5 5  S ,  75 S  e t  95 S .  Les  p a r t i c u l e s  l o u r d z s  s u p é r i e u r e s  à 6 5  S 

r e n f e r m a n t  e s s e n t i e l l e m e n t  1 ' A R N  4 5  S e t  1 ' A R N  32  S .  Les 

p a r t i c u l e s  p l u s  l é g è r e s  r e n f e r m e n t  1 ' A R N  28 S .  

Dans l e  c h a p i t r e  c o n s a c r é  à l ' u l t r a s t r u c t u r e  du 

n u c l é o l e ,  nous  a v o n s  m e n t i o n n é  l a  p r é s e n c e  d a n s  c e t  o r g a n i t e ,  

de  deux t y p e s  d e  r i b o n u c l é o p r o t é i n e s  morpholog iquement  

d i s t i n c t e s  : l e s  f i b r i l l e s  e t  l e s  g r a n u l e s ,  a s s o c i é s  au s e i n  

d ' u n e  m a t r i c e  p r o t h i q u e  p o u r  f o r m e r  l e  r 6 s e a u  n u c l 6 o l a i r e .  

Des é t u d e s  o n t  donc é t 6  f a i t e s  pou r  e s s a y e r  de  l o c a l i s e r  

l e s  d i f f é r e n t s  A R N  n u c l é o l a i r e s  au n i v e a u  d e  c e s  deux 

c o m p o s a n t s .  

- Lo composan t  f i b r i l l a i r e  é t a n t  marqué en 

p r e m i e r  a p r è s  une a c t i o n  c o u r t e  d e s  p r é c u r s e u r s  r a d i o a c t i f s  

de L ' A R N ,  on c o n s i d é r e  que  c ' e s t  à son  n i v e a u  que  s e  l o c a -  

l i s e  1 ' A R N  p r é c u r s e u r  45  S  [BERNHARD e t  G R A N B O U L A N ,  19681 .  

Les e x p é r i e n c e s  d e  SHANKARANARAYAN e t  a l .  (19661  sur d e s  

n u c l 6 o l e s  s é g r é g a t i f s  a p r è s  a c t i o n  dz l ' a c t i n o m y c i n e  D 

a s s o c i é e  ou non à l ' a c t i o n  de  l a  t h i o a c é t a m i d e  e t  d u r a n t  

l e s q u e l l e s  l a  d e t e r m i n a t i o n  d e s  q u a n t i t é s  dlARN n u c l é o l a i r e s  

e x t r a i t e s  é t a i e n t  compa rée s  à d e s  mesu re s  p l a n i m é t r i q u e s  d e s  

z o n e s  f i b r i l l a i r e s  e t  g r a n u l a i r e s ,  o n t  m a n t r é  que l a  zone  

f i b r i l l a i r e  c o n t e n a i t  1 ' A R N  n u c l é o l a i r e  6 S .  



Les r i b o n u c l é o p r o t é i n e s  f i b r i l l a i r e s  compren-  

n e n t  donc  une p o p u l a t i o n  h é t é r o g è n e  d'ARN p u i s q u e  en p l u s  

de  ceux  l i é s  à l a  p r o d u c t i o n  d e s  A R N  r i bosomaux ,  e l l e s  

c o m p o r t e n t  1 ' A R N  n u c l é o l a i r e  6 S .  

- Les e x p 6 r i e n c e s  d e  SHANKARANARAYAN e t  a l . ,  

( 1 9 6 6 1  r e l a t é e s  p l u s  h a u t  m o n t r e n t  que  l ' a u g m e n t a t i o n  de  l a  

s u r f a c e  occupée  p a r  l e s  z o n e s  g r a n u l a i r e s ,  d a n s  l e s  n u c l é o l e s  

l d s é s  a p r è s  a c t i o n  d e  l ' a c t i n o m y c i n e  O ,  s e  t r a d u i t  p a r  une 

a u g m e n t a t i o n  d e  l a  q u a n t i t é  d'ARN 28 S e t  une b a i s s e  de l a  

q u a n t i t é  d'ARN 6 S .  Dans l e s  c e l l u l e s  t r a i t é e s  à l ' a c t i n o -  

mycine D p u i s  à l a  t h i o a c é t a m i d e ,  l e  n u c l é o l e  e s t  e n t i è r e -  

ment g r a n u l a i r e  ; d a n s  c e  c a s ,  l e s  e x t r a c t i o n s  ne 

f o u r n i s s e n t  que 1 ' A R N  n u c l é o l a i r e  28  S .  

Les  g r a n u l e s  n u c l é o l a i r e s  r e n f e r m e n t  donc 

1 ' A R N  n u c l é o l a i r e  28  S a i n s i  que  l e s  A H N  d e r i v é s  de l a  

t r a n s f o r m a t i o n  d e  I ' A R N  4 5  S  p r é c u r s e u r  comme l ' o n t  mont ré  

l e s  é t u d e s  e f f e c t u é e s  s u r  l e s  p a r t i c u l e s  i s o l é e s .  

C e t t e  h é t 5 r o g é n é i t é  du compar t imen t  g r a n u l a i r e  

e s t  con f i rmEe  p a r  l e s  o b s e r v a t i o n s  e f f e c t u é e s  a p r è s  i n c u b a -  

t i o n  d e  c e l l u l e s  c u l t i v é e s  d a n s  u n  m i l i e u  c o n t e n a n t  d e  l a  

t oyocamyc ine  ( M O N N E R O N  e t  a l . ,  1 9 7 0 1 .  C e t  a n t i b i o t i q u e  

p rovcque  une i n h i b i t i o n  c o m p l è t e  de  l a  t r a n s f o r m a t i o n ,  en 

A R N  28  S e t  1 8  S, d e  1 ' A R N  4 5  S formé en  s a  p r é s e n c e ,  Ce 

b l o c a g e  n ' e n t r a f n e  p a s ,  morpho log iquemen t ,  une a u g m e n t a t i o n  

d e s  z o n e s  o c c u p é e s  p a r  l e s  f i b r i l l e s ,  n i  une d i s p a r i t i o n  d e s  

g r a n u l e s ,  c e  q u i  l a i s s e  s u p p o s e r  l a  p r é s e n c e  au  n i v e a u  de  

c e s  d e r n i e r s ,  d e  c l a s s e s  d'ARN de c o e f f i c i e n t  de  s é d i m e n -  

t a t i o n  s u p 6 r i e u r  à 28 S .  



III - LES RIBONUCLEOPROTEINES NUCLEAIRES EXTRANUCLEOLAIRES 

MISES EN EVIDENCE I N  S ITU ( v o i r  F i g .  1 ) .  

A - LES GRAINS INTERCHROMATINIENS 

I l s  s ' o b s e r v e n t  d a n s  l a s  noyaux  de  t o u t e s  

l e s  c e l l u l e s  a n i m a l e s ,  n o r m a l e s  o u  p a t h o l o g i q u e s ,  o n  g r o u p c s  

u n i q u e s  ou  m u l t i p l e s .  A l ' i n t é r i e u r  d e  c e s  amas, l e s  g r a i n s  

i n t e r c h r a m a t i n i e n s  s o n t  s o u v e n t  a s s o c i é s  en  c h a p e l e t s  o u  e n  

c h a i n e t t e s  (GRANBOULAN e t  BERNHARD, 1 9 6 1 ) .  L a  t e c h n i q u e  d e  

c o l o r a t i o n  p r é f 6 r e n t i e l l e  d e s  r i b o n u c l é o p r o t é i n e s ,  m i s e  au  

p o i n t  p a r  BERNHARD ( 1 9 6 9 1  (PALEKAR e t  BERNHARD, 1 9 6 8 1  a  

p e r m i s  d e  m o n t r e r  q u e  c e t t e  d i s p o s i t i o n  des  g r a i n s  s ' e x p l i q u e  

p a r  l a  p r é s e n c e  de  f i b r i l l e s  l e s  r e l i a n t  e n t r e  e u x  (MONNERON 

e t  BERNHARD, 1 9 6 9 1 .  La  f o r m e  d e s  g r a i n s  e s t  g r o s s i è r e m e n t  

s p h é r i q u e  o u  p l u s  o u  m o i n s  a n g u l a i r e  ; i l s  p r é s e n t e n t  u n  
O O 

d i a m è t r e  moyen d e  200  A à 2 5 0  A .  L e  c a r a c t è r e  e s s e n t i e l  

d e s  g r a i n s  i n t e r c h r o m a t i n i e n s  e s t  l e u r  g r a n d e  r é s i s t a n c e  à l a  

d i g e s t i o n  à l a  RNAse (MONNERON u t  BERNHARD, 1 9 6 9 ) .  Des é t u d e s  

c y t o c h i m i q u e s  e f f e c t u é e s  s u r  d e s  c o u p e s  de  c u l o t s  d e  n o y a u x  

i n c l u s  d a n s  l e  g l y c o l m e t h a c r y l a t e  o n t  m o n t r é  que  l e s  g r a n u l e s  

s o c t  s e n s i b l e s  à l a  p r o n a s e .  En e f f e t ,  a p r è s  u n e  d i g e s t i o n  

de  1 0  mn p a r  c e t t e  enzyme, l e s  g r a i n s  p r é s e n t e n t  une  s t r u c -  

t u r e  h é t é r o g è n e  e t  il d e v i e n t  p o s s i b l e  de  d i s t i n g u e r  à l e u r  
O 

n i v e a u ,  d e s  p a r t i c u l e s  d e n s e s  d ' u n  d i a m è t r e  i n f é r i e u r à  1 0 0  A .  

L e s  a c t i o n s  s u c c e s s i v e s  de  l a  RNAse a t  de  l a  p r o n a s e  h e  l e s  

f o n t  p a s  d i s p a r a î t r e  c o m p l è t e m e n t  m a i s  p r o v o q u s n t  une  d i m i n u -  

t i o n  de  c o n t r a s t e  e t  l ' a p p a r i t i o n  d ' u n  c o n t o u r  p l u s  f l o u  

(MONNERON e t  MOULÉ, 1 9 6 8 ) .  

Il s e m b l e  q u e  l e s  g r a i n s  i n t e r c h r o m a t i n i e n s  

f a s s e n t  p a r t i e  d ' u n  r é s e a u  que  l ' o n  p e u t  m e t t r e  e n  é v i d e n c e  



F i g u r e  1 

N o y a u  d e  c e l l u l e  h é p a t i q u e  d e  R a t  c o l o r é  p a r  l a  t e c h n i q u e  

d e  r é v é l a t i o n  p r é f é r e n t i e l l e  d e s  RNP (BERNHARD, 1 9 6 9 1  

f i x a t i o n  g l u t a r a l d e h y d e .  

Gp g r a i n s  p é r i c h r o m a t i n i e n s  

G i  g r a i n s  i n t e r c h r o m a t i n i e n s  

F p  f i b r i l l e s  p é r i c h r o m a t i n i e n n e s  

Cp c o r p s  p e l o t o n n é  

Nu n u c l é o l e  
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e n  e x t r a y a n t  l e s  d e s o x y r i b o n u c l é o p r o t 6 i n e s .  En e f f e t ,  d e s  

s o l u t i o n s  s a l i n e s  d i l u é e s  e t  c o n c e n t r é e s , a p p l i q u é e s  à d e s  

n o y a u x  i s o l a s  d e  t u m e u r  d e  WALKER e t  d e  f o i e  d a  R a t , e x t r a i e n t  

e n v i r o n  9 0  p. 1 0 0  d e  l ' A D N  e t  6 0  p .  1 0 0  d o  1 ' A R N .  L o r s q u ' o n  

a p p l i q u e  à ces  n o y a u x  e x t r a i t s  u n e  c o l o r a t i o n  d e s  r i b o n u c l é o -  

p r o t é i n e s  p a r  l e  b l e u  d e  t o l u i d i n e ,  o n  r é v è l e  d a n s  1 s  n u c l é o -  

p l a s m e ,  u n  r é s e a u  c o l o r 6  s ' a p p u y a n t  s u r  l e  n u c l é o l e  e t  s u r  

l a  m e m b r a n e  n u c l é a i r e  [SMETANA e t  a l . ,  1 9 6 3 1 .  Au m i c r o s c o p e  

é l e c t r o n i q u e ,  (SHANKARANARAYAN e t  a l . ,  1 9 6 7 1  ce r é s e a u  e s t  
O Q 

c o n s t i t u é  d e  f i b r e s  d e  6 0  A à 1 0 0  A d e  d i a m è t r e  e t  d e  
O O 

p a r t i c u l e s  d e  1 2 0  A. à 2 2 0  A q u e l e s  a u t e u r s  i d e n t i f i e n t  a u x  

g r a i n s  i n t e r c h r o r n a t i n i e n s .  Là e n c o r e  l e s  d i g e s t i o n s  e n z y -  

m a t i q u e s  r é v è l e n t  l a  r é s i s t a n c e  d e  c e s  g r a i n s  à l a  R N H s e  m a i s  

p e r m e t t a n t  d e  c o n s t a t e r  l e u r  d i s p a r i t i o n  a p r è s  l e s  a c t i o n s  

d e  l a  p e p s i n e  e t  d e  l a  RNAse. 

En c o n c l u s i o n ,  l e s  g r a i n s  i n t e r c h r o m a t i n i e n s  

s o n t  d e s  r i b o n u c l é o p r o t é i n e s  c a r a c t 6 r i s é e s  p a r  u n  A R N  b i e n  

p r o t é g 6  p a r  u n e  c o q u e  p r o t é i q u e .  L e u r  r ô l e  e s t  e n c o r e  i n c o n n u .  

SHANKARANARAYAN e t  a l .  ( 1 9 6 7 1 , e n  s e  b a s a n t  s u r  l e  f a i t  q u e  

l e s  g r a i n s  i n t e r c h r o m a t i n i e n s  f o n t  p a r t i e  d ' u n  r é s e a u  p r é s e n -  

t a n t  u n e  c o n t i n u i t e  a v e c  l e  n u c l é o l e ,  s u g g è r e n t  q u a  l a  t r a n s -  

f o r m a t i o n  d e s  A R N  n u c l é o l a i r e s  2 8  S e t  23 S ,  r e s p e c t i v e m e n t  

e n  A R N  r i b o s o m a u x  28 S e t  18  S  s e  f a i t  à l e u r  n i v e a u .  

B - L E S  GRAINS PERSCHROMATINIENS 

Ces g r a i n s ,  r e n c o n t r é s  d e  m a n i è r e  c o n s t a n t e  

d a n s  t o u s  l e s  n o y a u x  (WATSON, 1 9 6 2 )  s e  d i s t i n g u e n t  d e s  

p r é c 6 d e n t s  p a r  l e u r  l o c a l i s a t i o n ,  l e u r  t a i l l e  e t  l e u r  n o m b r e .  

De f o r m e  s ~ h é r i q u e ,  i l s  p r é s e n t e n t  un  d i a m è t r e  moyen  d e  
O O 

4 0 0  A à 4 5 0  A s u r  d e s  c o u p e s  d e  m a t é r i e l  f i x é  a u x  a l d é h y d e s  



e t  à l ' a c i d e  o s m i q u e .  I l s  s o n t  f a c i l e m e n t  i d e n t i f i a b l e s  

g r â c e  à l a  p r é s e n c e  d ' u n  h a l o  c l a i r  q u i  l e s  e n t o u r e  e t  l e s  

s é p a r e  du  n u c l é o p l a s m e  e n v i r o n n a n t  ; c e  h a l o  m e s u r e  e n v i r o n  
O 

250  A d ' é p a i s s e u r  ( M O N N E R O N  e t  B E R N H A R D ,  1 9 6 9 1 .  Les g r a i n s  

p é r i c h r o m a t i n i e n s  s e  l o c a l i s e n t  e n  p é r i p h é r i e  d e s  amas d e  

c h r o m a t i n e  d e n s e  m a i s  n é a n m o i n s ,  a p r è s  c o l o r a t i o n  r é g r e s s i v e  

d e s  r i b o n u c l é o p r o t é i n e s  s e l o n  BERNHARD ( 1 9 6 9 1 ,  i l  a  é t é  

p o s s i b l e  d ' e n  o b s e r v e r  a u  c e n t r e  d e  c e s  a m a s .  I l s  s o n t  a u s s i  

f r é q u e m m e n t  o b s e r v é s  d a n s  l e s  e s p a c e s  c l a i r s  d e  f o r m e  c y l i n -  

d r i q u e  f a i s a n t  c o m m u n i q u e r  l e s  p o r e s  n u c l é a i r e s  a v e c  l e  

n u c l é o p l a s m e  [JEZEQUEL e t  M A R I N O Z Z I ,  1 9 6 3 1 .  L e s  g r a i n s  p é r i -  

c h r o m a t i n i e n s  s o n t  m o i n s  nombreux  q u e  l e s  g r a i n s  i n t e r c h r o -  

m a t i n i e n s  s WATSON e t  ALORIDGE ( 1 9 6 1 1  e n  d é n o m b r a i e n t  d e  

500  à 2 0 0 0  p a r  n o y a u ,  p l u s  r é c e m m e n t  i l  a é t é  p o s s i b l e  d ' e n  

d é m o n t r e r  e n v i r o n  2 f o i s  p l u s  (MONNERON e t  BERNHARD, 1 9 6 9 1 .  

A p r è s  c o l o r a t i o n  s e l o n  BERNHARD ( 1 9 6 9 1 ,  l e s  g r a i n s  p é r i -  

c h r o m a t i n i e n s  a p p a r a i s s e n t  c o n s t i t u é s  d e  f i b r i l l e s  t é n u e s  
O 

e n r o u l é e s  s u r  e l l e s  mêmes, d ' e n v i r o n  3 0  A d e  d i a m è t r e ,  q u i ,  

d a n s  c e r t a i n s  c a s ,  p e u v e n t  s o r t i r  du g r a i n .  Comme l e s  g r a i n s  

i n t e r c h r o m a t i n i e n s ,  l e s  g r a i n s  p é r i c h r o m a t i n i e n s  r é s i s t e n t  

à l a  d i g e ç ' t i o n  e n z y m a t i q u e  à l a  RNAse e t  à l ' e x t r a c t i o n  p a r  

l ' a c i d e  c h l o r h y d r i q u e  f r o i d  à IO p .  1 0 0 ,  m a i s  ces  d e u x  a c t i o n s  

d i m i n u e n t  l e u r  c o l o r a b i l i t é  p a r  l ' a c é t a t e  d ' u r a n y l e  ou p a r  

1 ' i n d i u m .  

L ' e n s e m b l e  d e  c e s  r é s u l t a t s  p e r m e t  d ' a f f i r m e r  

q u e  l e s  g r a i n s  p é r i c h r o m a t i n i e n s  s o n t  d e  n a t u r e  r i b o n u c l é o -  

p r o t é i q u e  b i e n  q u e  c e r t a i n e s  c o n s t a t a t i o n s  ( p e r t e  a p p a r e n t e  

d e  c o n t r a s t e  a p r è s  d i g e s t i o n  à l a  DNAsel (WATSON, 1 9 6 2 1  a i e n t  

pu s u g g é r e r  q u ' i l s  r e n f e r m a i e n t  a u s s i  d e  l ' A D N .  

L e s  g r a i n s  p é r i c h r o m a t i n i e n s  s e  l o c a l i s e n t  

f r é q u e m m e n t  p r è s  d e s  p o r e s  n u c l é a i r e s  où o n  a  pu c o n s t a t e r  

[MONNERON, 1 9 6 7 1  q u e  l e u r  s t r u c t u r e  e t  l e u r  c o n t r a s t e  se  

m o d i f i a i e n t  a u  f u r  e t  à m e s u r e  q u ' i l s  s ' e n  r a p p r o c h e n t .  



L e u r  t a i l l e  e t  l e u r  c o n t r a s t e  s o n t  d ' a u t a n t  p l u s  r é d u i t s  

q u ' i l s  s o n t  p l u s  p r o c h e s  d e s  p o r e s  e i l  s e m b l e  même q u e  

c e r t a i n s  s e  d é s i n t è g r e n t  e n  f i b r i l l e s  t é n u e s ,  a l o r s  q u e  

d ' a u t r e s  s ' a l l o n g e n t  d a n s  l ' a x e  du p o r e  ( M O N N E R O N  e t  

BERNHARD, 1 9 6 9 1 .  Ces a s p e c t s ,  j o i n t s  a u  f a i t  q u 3 l e s  g r a n u l e s  

p é r i c h r o m a t i n i e n s  s o n t  c o n s t i t u é s  d e  f i b r i l l e s  s e m b l a n t  

p r e n d r e  n a i s s a n c e  a u  c o n t a c t  d e s  amas  c h r o m a t i n i e n s ,  p e r m e t -  

t e n t  d e  l e u r  a t t r i b u e r  un r ô l e  d a n s  l e  t r a n s p o r t  d e  1 ' A R N  

du n o y a u  v e r s  l e  c y t o p l a s m e  ( M O N N E R O N  e t  B E R N H A R D ,  1 9 6 9 1 .  

C - LES GRANULES D E  B A L B I A N I  

I l s  o n t  é t é  m i s  e n  é v i d e n c e  d a n s  l e s  n o y a u x  

d e s  c e l l u l e s  d e  g l a n d e s  s a l i v a i r e s  d e  d i p t è r e s  (STEVENS, 

1 9 6 4 1  a u  n i v e a u  d e s  " p u f f "  d'ARN. Les g r a n u l e s  d e  B a l b i a n i  
O O 

m e s u r e n t  a u  n i v e a u  du " p u f f " ,  d e  400  A à 500 A ,  i l s  s e m b l e n t  
O O 

a s s o c i é s  à d e  c o u r t s  f i l a m e n t s  d e  1 8 0  A à 2 2 0  A d e  d i a m è t r e  

d e  l ' e n r o u l e m e n t  d e s q u e l s  i l s  s e m b l e n t  d é r i v e r .  L e s  é t u d e s  

c y t o c h i m i q u e ç  c o n f i r m e n t  l a  n a t u r e  r i b o n u c l é o p P o t é i q u e  d e s  

g r a n u l e s  d e  B a l b i a n i .  En d e h o r s  d e s  " p u f f " ,  c e s  g r a n u l e s  

s o n t  r é p a r t i s  a u  h a s a r d  d a n s  l e  n u c l é o p l a s m e ,  m a i s  e n  p l u s  

g r a n d  nombre  p r è s  d e  l ' e n v e l o p p e  n u c l é a i r e  e t  f r é q u e m m e n t  

a u  c o n t a c t  d e  c e l l e - c i ,  où même e n g a g é s  d a n s  l e s  p o r e s  n u c l é -  

a i r e s  ; d a n s  c e  d e r n i e r  c a s ,  i l s  s ' a l l o n g e n t  p o u r  p r e n d r e  
O 

l a  f o r m e  d e  b â t o n n e t s  p o u v a n t  a t t e i n d r e  1 7 0 0  A d e  l o n g u e u r  

(STEVENS e t  SWIFT, 1 9 6 6 1 .  

D - LES FIBRILLES PERICHROMATINIENNES [MONNERON e t  BERNHARD, 

O O 

Ce s o n t  d e s  f i b r i l l e s  d e  30 A à 50 A d e  
O 

d i a m è t r e ,  c e r t a i n e s  p o u v a n t  a t t e i n d r e  2 0 0  A d e  d i a m è t r e ,  



l o c a l i s é e s  à l a  p é r i p h é r i e  d ' u n  grand nombre de masses 

ch romat in iennes  é c l a i r c i e s  a p r è s  l ' a p p l i c a t i o n  de l a  t e c h -  

n ique  d e  B E R N H A R D  [1969). E n  g é n é r a l ,  l e s  f i b r i l l e s  p é r i -  

ch romat in iennes  a p p a r a i s s e n t  e n r o u l é e s  i n r r é g u l i è r e m e n t  e t  

c e r t a i n e s  d ' e n t r e  e l l e s  semblent  donner  n a i s s a n c e  à des  

g r a n u l e s .  E l l e s  p r é s e n t e n t  p a r f o i s  une c o n t i n u i t é  s t r u c t u -  

r a l e  avec  l e s  g r a i n s  i n t e r c h r o m a t i n i e n s  e t  l e s  g r a i n s  p é r i -  

c h r o m a t i n i e n s .  Les é t u d e s  cy toch imiques  i n d i q u e n t  q u ' e l l e s  

s o n t  de n a t u r e  r i b o n u c l é o p r o t é i q u e  e t  q u ' e l l e s  p r é s e n t e n t  

une p l u s  g rande  s e n s i b i l i t é  v i s  à v i s  de l a  d i g e s t i o n  

enzymatique à l a  RNAse que l e s  g r a i n s  i n t e r  e t  pér ichroma-  

t i n i e n s .  

Du f a i t  même de l e u r  c o n t a c t  d i r e c t  avec 

l e s  masses c h r o m a t i n i e n n e s  compactes où semble s e  l o c a l i s e r  

l a  t r a n s c r i p t i o n ,  c e s  f i b r i l l e s  p o u r r a i e n t  r e p r é s e n t e r  

l ' e x p r e s s i o n  morphologique d 'un ensemble hé té rogène  de 

d i f f é r e n t e s  c l a s s e s  d l A R N  a s s o c i é s  à un manchon de  n a t u r e  

p r o t é i q u e .  

E - LES CORPS PELOTONNES 

Ce s o n t  d e s  a g r é g a t s  u n i q u e s  de 0,3 à 

0,s $,I de  d i a m è t r e ,  p l u s  ou moins s p h é r i q u e s  e t  c o n s t i t u 6 s  
o 

de f i l a m e n t s  e n r o u l é s  dont  l e  d i a m a t r e  v a r i e  de 4 0 0  A à 
O 

600  A .  

A f o r t  g r o s s i s s e m e n t ,  c e s  f i l a m e n t s  a p p a r a i s -  
O 

s e n t  formés d ' u n  f a i s c o a u  de f i b r i l l e s  t é n u e s  de 50  A d ' é p a i s -  

s e u r ,  t o r d u e s  i r r é g u l i è r e m e n t  l e  long d e  l ' a x e  du f a i s c e a u .  

Ces s t r u c t u r e s  s e  l o c a l i s e n t  dans  l e s  e s p a c e s  in te rchroma-  

t i n i e n s .  Les g t u d e s  cy toch imiques  o n t  permis  de c o n f i r m e r  

l e u r  n a t u r e  r i b o n u c l é o p r o t é i q u e  (MONNERON e t  B E R N H A R D ,  1 9 6 9 1 .  



I V  - LES PARTICULES D E  RIBONUCLEOPROTEINES ISOLEES 

Les p a r t i c u l e s  i d e n t i f i é e s  p a r  l e s  m é t h o d e s  

b i o c h i m i q u e s  p e u v e n t  ê t r e  c l a s s é e s  e n  deux c a t é g o r i e s  : l e s  

r i b o n u c l é o p r o t é i n e s  r i b o s o m a l e s  [ rRNP)  e t  l e s  r i b o n u c l é o -  

p r o t é i n e s  à A R N  d e  t y p e  dARN (dRNPI s e l o n  l a  c o m p o s i t i o n  e n  

b a s e s  d e  l e u r  A R N .  

A - LES PARTICULES DE rRNP 

E l l e s  o n t  é t é  i d e n t i f i é e s  a p r è s  p a s s a g e  d e  

l y s a t s  n u c l é a i r e s  s u r  g r a d i e n t s  d e  s a c c h a r o s e .  

Des p a r t i c u l e s  d e  c o e f f i c i e n t  d e  s é d i m e n t a -  

t i o n  60  S  à B O  S  o n t  & t é  o b t e n u e s  à p a r t i r  d e s  n o y a u x  d e  

c e l l u l e s  HeLa, l y s é s  d a n s  un t ampon  TRIS p u i s  c e n t r i f u g é s  

d e  f a ç c n  à é l i m i n e r  l e  s S d i m c n t  n u c l G a i r e  r e n f e r m a n t  n û t a m -  

m e n t  l e s  n u c l e o l e s .  L ' a n a l y s e  d e s  p r o f i l s  d e  s é d i m e n t a t i o n  

d e s  g r a d i e n t s  r é v è l e  u n e  z o n e  6 0  S à B O  S p r é s e n t a n t  u n  

maximum n e t  à 50  S  e t  r e n f e r m a n t  u n  A R N  2 8  S .  Cet  ARN a  l a  

même c o m p o s i t i o n  é l e v E e  e n  b a s e s  g u a n i n e  e t  c y t o s i n e  q u e  

s o n  h o m o l o g u e  c y t o p l a s m i q u e  e t  l e s  e x p é r i e n c e s  d e  m a r q u a g e s  

s u i v i s  d e  " c h a s s e s "  o n t  m o n t r é  q u ' i l  e n  e s t  l e  p r é c u r s e u r  ; 

s a  r a d i o a c t i v i t é  s p é c i f i q u e  a s t  d ' a i l l e u r s  2 0  f o i s  s u p é r i e u r s  

( V A U G H A N  e t  a l . ,  1 9 6 7 ) .  

- D s n s  l a  même e x p é r i e n c e ,  e n  p l u s  du 

c o m p o s a n t  50 S ,  l e s  p r o f i l s  d e  s é d i m e n t a t i o n  r é v a l e n t  u n  

c o m p o s a n t  3 0  S r e n f e r m a n t  un A R N  1 8  S a y a n t  l e s  c s r a c t é -  

r i s t i q u e s  d e  1 ' A R N  1 8  S c y t o p l a s m i q u e .  



8 - LES PARTICULES DE dRNP 

Un g r a n d  nombre  de t r a v a u x  m e n t i o n n e n t  

l ' e x i s t e n c e  dans l e  noyau,  de  p a r t i c u l e s  r e n f e r m a n t  u n  ARN 

d e  t y p e  dARN. La  p l u p a r t  d e s  é t u d e s  r é a l i s é e s  o n t  é t é  p u r e -  

m e n t  b i o c h i m i q u e s ,  p e u  d ' e n t r e  e l l e s  o n t  a n a l y s é  l e s  p a r t i -  

c u l e s  s u r  l e  p l a n  m o r p h o l o g i q u e  e t  l e s  o n t  comparées a u x  

s t r u c t u r e s  r i b o n u c l é o p r o t é i q u e s  de l a  c e l l u l e .  Nous a v o n s  

r a s s e m b l é  d a n s  l e  t a b l e a u  1, l e s  p r i n c i p a l e s  données  p h y s i -  

c o c h i m i q u e s  de l a  p l u p a r t  de  c e s  p a r t i c u l e s  de  dRNP e t  n o u s  

n o u s  b o r n e r o n s  à n ' é t u d i e r  en  d é t a i l  que l e s  t r a v a u x  l e s  

p l u s  i m p o r t a n t s  e f f e c t u é s  s u r  c e r t a i n e s  d ' e n t r e  e l l e s  e t  

d o n t  l a  p r a s e n c e  d a n s  l e  n o y a u  a  p e r m i s  d ' é t a b l i r  des  

h y p o t h è s e s  s u r  l e  t r a n s p o r t  de  1'ARN v e r s  l e  c y t o p l a s m e .  

L e s  A R N - i n f o r m o f è r e s  o n t  6té i s o l é s  à 

p a r t i r  d e  n o y a u x  de  c e l l u l e s  du  c a r c i n o m e  d ' E h r l i c h  e t  de  

n o y a u x  de  f o i e  de R a t ,  e x t r a i t s  à pH 7,8 - 8  dans  un m i l i e u  

s a l i n  t amponné .  

L ' a n a l y s e  d e s  g r a d i e n t s  de s a c c h a r o s e  

r é v è l e  q u e  l a  m a j e u r e  p a r t i e  d u  mARN s e  r e t r o u v e  d a n s  u n e  

z o n e  p r g s e n t a n t  u n  maximum n e t  en p o s i t i o n  30 S .  L ' é t u d e  

d e s  d e n s i t é s  o p t i q u e s  à 2 6 0  e t  280 nanornè t res ,  a i n s i  que  

c e l l e  de l ' i n c o r p o r a t i o n  d ' a c i d e s  a m i n é s  marques ,  m o n t r e n t  

q u e  l e  p i c  30  S r e n f e r m e  a u s s i  des  p r o t é i n e s .  L e  mARN 

s e  r e t r o u v e  donc a s s o c i é  à d e s  p a r t i c u l e s  p r o t é i q u e s  s é d i -  

m e n t a n t  d a n s  l a  z o n e  30  S d e s  g r a d i e n t s .  

. L o r s q u ' o n  a j o u t e  u n  i n h i b i t e u r  d ' a c t i o n  

d e  l a  RNAse dans l e  m i l i e u  d ' e x t r a c t i o n ,  ISAMARINA e t  a l . ,  





1 9 6 8 )  l e  m a t é r i e l  r i b o n u c l é o p r o t é i q u e  o b t e n u  s u r  g r a d i e n t  

de s a c c h a r o s e  e s t  p l u s  h é t é r o g è n e .  En p l u s  du  p i c  30 S, 

on  d i s t i n g u e  a l o r s  deux  ou  t r o i s  p i c s  s u p p l é m e n t a i r e s  d a n s  

l e s  zones  45 S. 60 S  e t  70 S d u  g r a d i e n t ,  l a  z o n e  t o t a l e  d e  

m a t é r i e l  s ' é t a l a n t  j u s q u ' à  200 S. 

. L o r s q u e  l e  m a t é r i e l  r i b o n u c l é o p r o t é i q u e  

e x t r a i t  en  p r é s e n c e  d ' i n h i b i t e u r  de RNAse e t  s é d i m e n t a n t  

dans  l a  zone  30 - 200 S, e s t  t r a i t é  p a r  l a  RNAsej il e s t  

p r e s q u e  q u a n t i t a t i v e m e n t  c o n v e r t i  en m a t é r i e l  s é d i m e n t a n t  

dans  l a  z o n e  30 S  du  g r a d i e n t ,  L e  m a t é r i e l  l o u r d  s e  c o m p o r t e  

donc comme s ' i l  é t a i t  c o n s t i t u é  de  p l u s i e u r s  u n i t E s  30 S 

r é u n i e s  l e s  u n e s  eux  a u t r e s  p a r  u n  f i l a m e n t  dlARNa 

. L'ARN e x t r a i t  d e s  p a r t i c u l e s  30  S p r é s e n t e  

un  c o e f f i c i e n t  de  s é d i m e n t a t i o n  de  8,5 S. L e s  ARN p r o v e n a n t  

des  zones  45 S, 60 S e t  75 S d u  g r a d i e n t  o n t  r e s p e c t i v e m e n t  

l e s  c o e f f i c i e n t s  da s é d i m e n t a t i o n  1 4  S, 1 7  S e t  28 S a l o r s  

que l ô s  z o n e s  p l u s  l o u r d e s  r e n f e r m e n t  un  ARN h é t é r o g è n e  

p r é s e n t a n t  u n  maximum à 32 S.  Il e x i s t e  donc une c o r r é l a t i o n  

e n t r e  l a  t a i i i e  d e s  ARN e t  l e  nombre  d e s  p a r t i c u l e s  mono- 

mères  30  S  q u i  y s o n t  l i é e s .  L e s  ARN e x t r a i t s  p r é s e n t e n t  

un  r a p p o r t  d e s  b a s e s  - + = 0 . 7 9 ,  c a r a c t é r i s t i q u e  d u  dARN. 
A + U  

Des o b s e r v a t i o n s  e n  m i c r o s c o p i e  é l e c t r o n i q u e  

o n t  é t é  e f f e c t u é e s  a p r è s  ombrages s u r  d e s  p a r t i c u l e s  p r o v e -  

n a n t  des  d i f f é r e n t e s  zones  du  g r a d i e n t  do  s é d i m e n t a t i o n .  

L e s  p a r t i c u l e s  d u  p i c  30  S p r é s e n t e n t  une  

s t r u c t u r e  c o m p a c t e  de  f o r m e  d i s c o i d a l e .  d o n t  l e s  d i m e n s i o n s  
O 

moyennes s o n t  de  1 8 0  x  180 x  80  A. 



Les z o n e s  l e s  p l u s  l o u r d e s  d u  g r a d i e n t  s o n t  

e s s e n t i e l l e m e n t  c o n s t i t u é e s  d ' a g r é g a t s  ou de  c h a î n e s  de  

p a r t i c u l e s  a y a n t  l e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  d e s  p a r t i c u l e s  30 S .  

Les z o n e s  45 S e t  60 S c o n t i e n n e n t  r e s p e c t i v e m e n t  d e s  a s s o -  

c i a t i o n s  d o u b l e s  e t  t r i p l e s  ( d i m & r e s  e t  t r i m è r e s )  ; l a  zone  

70 à 7 5  S. d e s  t é t r a m è r e s  e t  d e s  pen t amère s  ; l e s  zones  p l u s  

l o u r d e s  pouvant  p r é s e n t e r  d e s  a s s o c i a t i o n s  de  8 à 1 2  

monomères. 

L ' ensemble  d e s  r é s u l t a t s  o b t e n u s  o n t  c o n d u i t  

SANARINA e t  a l . ,  1 1 9 6 8 )  à f o r m u l e r  d e s  h y p o t h è s e s  s u r  l e u r  

r ô l e  b i o l o g i q u e  : 

- Les i n f o r m o f è r e s  p r e n n e n t  en c h a r g e  l e s  

dARN d è s  l e u r  s y n t h è s e  s u r  l e  moule A D N .  

- I l s  a s s u r e r a i e n t  l e  c l i v a g e  d e s  d A R N  

g é a n t s  venan t  d ' ê t r e  s y n t h é t i s é s ,  en c h a l h e s  p l u s  c o u r t e s ,  

c e  q u i  l a i s s e  s u p p o s e r  l a  p r é s e n c e  d ' u n e  e n d o n u c l é a s e  s p é c i -  

f i q u e  au  n i v e a u  d e s  i n f o r m o f è r e s .  

- Les i n f o r m o f è r e s  r e p r é s e n t e r a i e n t  l a  

forme d e  t r a n s p o r t  du m A R N  v e r s  l e  c y t o p l a s m e  ou au  moins 

j u s q u ' à  l a  membrane n u c l é a i r e .  

Ces p a r t i c u l e s  o n t  é t 6  e x t r a i t e s  d e s  noyaux 

de f o i e  d e  Rat i s o l é s  p u i s  b r o y é s  d a n s  u n  tampon T R I S  H C 1  

50 mM pH 7.4 c o n t e n a n t  MgCl* 1 mM e t  H C 1  2 5  mM. au  moyen 

de s a b l e  ou de l ' u l t r a t u r a x .  L ' u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  de  l a  

s u s p e n s i o n  o b t e n u e  donne u n  s é d i m e n t  a p p e l é  " c u l o t  t r i s "  

q u i  e s t  r e s u s p e n d u  dans  l a  s o l u t i o n  d ' e x t r a c t i o n ,  c o n t e n a n t  
2 +  une c o n c e n t r a t i o n  p l u s  f o r t e  en i o n s  Mg , p u i s  a n a l y s 6  en 



g r a d i e n t  d e  d e n s i t é  de  s a c c h a r o s e .  L'examen du g r a d i e n t  

r é v è l e  l ' e x i s t e n c e  d ' u n e  p o p u l a t i o n  de p a r t i c u l e s  a y a n t  u n  

c o e f f i c i e n t  de  s é d i m e n t a t i o n  de  4 0  S .  

L ' A R N  e x t r a i t  d e s  p a r t i c u l e s  p r é s e n t e  u n  

c o e f f i c i e n t  de  s é d i m e n t a t i o n  de  3 , 4  S e t  u n  r a p p o r t  d e s  

+ v o i s i n  de  1  ( M O U L ~  e t  a l . .  19691 .  I l  s e  d i s t i n -  b a s e s  A + 
U 

gue  de 1 ' A R N  de  t r a n s f e r t  p a r  l ' a b s e n c e  de  b a s e s  m é t h y l é e s .  

L ' a n a l y s e  d e  l a  c o m p o s i t i o n  en a c i d e s  

aminés  d e s  p r o t é i n e s  d e s  p a r t i c u l e s  c o n d u i t  à u n  r a p p o r t  

A c i d e s  Aminés Ac ides  
Ac ides  Aminés B a s i q u e s  de  1 , 3 9 ,  e l l e s  p r é s e n t e n t  donc g l o -  

b a l e m e n t ,  un c a r a c t è r e  a c i d e  (SARAZIN, 19691 .  

Les p a r t i c u l e s  de  r i b o n u c l é o p r o t é i n a s  o n t  

é t é  é t u d i é e s  en d e t a i l  à l ' é c h e l l e  u l t r a s t r u c t u r a l e  e t  

l e u r s  c a r a c t é r i s t i q u e s  morpho log iques  e t  c y t o c h i m i q u a s  

comparées  aux  s t r u c t u r e s  r i b o n u c l 6 o p r o t é i q u e s  du noyau 

i n  s i t u  [MONNERON e t  M O U L É ,  19681 .  

Après  i n c l u s i o n  d a n s  l ' E p o n ,  l e  c u l o t  

d e  p a r t i c u l e s  4 0  S s e  mon t r e  c o n s t i t u é  d ' u n e  p o p u l a t i o n  
O O 

homogène d e  p a r t i c u l e s  s p h é r i q u e s  de  180 A à 250  A de  

d i a m è t r e .  La même homogéné i t é  s e  r e t r o u v e  a p r è s  c o l o r a t i o n  

n é g a t i v e  s u r  d e s  s u s p e n s i o n s  de  p a r t i c u l e s  d é p o s é e s  sur 

g r i l l e s .  

Les c o l o r a t i o n s  p o s i t i v e s  à l ' a c é t a t e  

d ' u r a n y l e  p e r m e t t e n t  de  d i s t i n g u e r  d e s  s o u s - s t r u c t u r e s  
O 

g r a n u l a i r e s  de  4 0  A de  d i a m è t r e  au n i v e a u  d e s  p a r t i c u l e s .  

Les p a r t i c u l e s  4 0  S  d i m i n u e n t  de  t a i l l e  e t  

l e u r  c o n t r a s t e  s ' a f f a i b l i t  l o r s q u ' e l l e s  s o n t  t r a i t é e s  p a r  

l e s  a c t i o n s  combinées  de  l a  p r o n a s e  e t  de  l a  RNAse, c e  q u i  

c o n f i r m e  l e u r  n a t u r e  r i b o n u c l é o p r o t é i q u e  ; m a i s  e l l e s  s e  



m o n t r a n t  t r a s  r é s i s t a n t e s  à l a  d i g e s t i o n  à l a  R N A s e  s e u l e .  

L ' e n s e m b l e  d e s  r é s u l t a t s  f o u r n i s  p a r  l e s  é t u d e s  m o r p h o l o -  

g i q u e s  r a p p r o c h e n t  l e s  p a r t i c u l e s  4 0  S d e s  g r a i n s  i n t e r c h r o -  

m a t i n i e n s  d b c r i t s  p l u s  h a u t .  

La s i g n i f i c a t i o n  b i o l o g i q u e  d e s  p a r t i c u l e s  

4 0  S e s t  e n c o r e  i n c o n n u e  d e  même q u e  c e l l e  d e s  g r a i n s  

i n t e r c h r o m a t i n i e n s  a v e c  l e s q u e l s  e l l e s  p r é s e n t e n t  d e  nom- 

b r e u s e s  a n a l o g i e s  m o r p h o l o g i q u e s  e t  c y t o c h i m i q u e s .  

L ' A R N  q u ' e l l e s  c o n t i e n n e n t  e s t  s a n s  a c t i o n  

s u r  l ' i n c o r p o r a t i o n  d e s  a c i d e s  a m i n é s  d a n s  un s y s t è m e  

a c e l l u l a i r e  d e  E s c h e r i c h i a  c o l i  e t  n e  s e m b l e  d o n c  p a s  a v o i r  

d e  c a r a c t è r e  i n f o r m a t i o n n e l .  

~ ' I S H I K A W A  e t  a l .  ( 1 9 6 9  e t  1 9 7 0  a - b - c l  - - - - - - - - - - - - - - - - -  
E l t e s  o n t  é t é  d é c e l é e s  a p r è s  i n c u b a t i o n  

p e n d a n t  20 mn à 20'  G d e  n o y a u x  i s o l é s  d e  f o i e  d e  R a t  d a n s  

u n  m i l i e u  s a l i n  t a m p o n n é ,  c o n t e n a n t  d u  s a c c h a r o s e  0 , 8 8  M .  

Le s u r n a g e a n t  o b t e n u  a p r è s  i n c u b a t i o n  d e s  

n o y a u x  a  é t é  c e n t r i f u g é  s u r  g r a d i e n t  d e  s a c c h a r o s e  ; i l  

c o n t i e n t  d e s  p a r t i c u l e s  d e  c o e f f i c i e n t  d e  s é d i m e n t a t i o n  4 5  S .  
A R N  

Ces p a r t i c u l e s  s o n t  r i c h e s  e n  p r o t é i n e s  [Prot = 0 . 2 1  e t  l e u r  

d e n s i t é  e n  c h l o r u r e  d e  c é s i u m  e s t  é g a l e  à 1 , 4 .  E l l e s  s o n t  

t r è s  s e n s i b l e s  à l ' a c t i o n  d e  l a  R N A s e .  

A p r è s  e x t r a c t i o n ,  1 ' A R N  s e  r é p a r t i t  e n  

g r a d i e n t  d e  s a c c h a r o s e ,  d a n s  u n e  z o n e  s ' é t a l a n t  d e  6  S à 2 8  S 

e t  p r é s e n t a n t  un maximum à 1 4  - 1 5  S .  L e  r a p p o r t  d e s  b a s e s  

+ e s t  é g a l  à 0 , 8 5 .  A + U  



Les p r o t g i n e s  o n t  é t é  e x t r a i t e s ,  p u i s  compa-  

rEes a u x  p r o t é i n e s  r i b o s o m a l e s  e t  aux h i s t o n e s  d a n s  l e u r  

c o m p o r t e m e n t  é l e c t r o p h o r 6 t i q u e  e n  g e l  d e  p o l y a c r y l a m i d e .  

E l l e s  m i g r e n t  l e n t e m e n t  e t  s o n t  m o i n s  b a s i q u e s  q u e  l e s  

h i s t o n e s  e t  l e s  p r o t é i n e s  d e  s t r u c t u r e  d e s  r i b o s o m e s .  

L'ARN d e  ces  p a r t i c u l e s  e s t  c a p a b l e  d e  s t i m u l e r  

l ss  s y n t h è s e s  p r o t é i q u e s  d a n s  un s y s t è m e  a c e l l u l a i r e  

d t E s c h e r i c h i a  c o l i  e t  p e u t  s e  l i e r  a u x  r i b o s o m e s  p o u r  f o r m e r  

d e s  p o l y s o m e s  a c t i f s .  De c e t t e  f a ç o n ,  i l  p r é s e n t e  l e s  c a r a c -  

t é r i s t i q u e s  d ' u n  A R N  m e s s a g e r .  Ces p a r t i c u l e s  p o u r r a i e n t  d o n c  

r e p r é s e n t e r  u n e  f o r m e  d e  t r a n s p o r t  d u  m A R N  v e r s  l e  c y t o p l a s m e  

(ISHIKAWA e t  a l . ,  1 9 7 0  c l .  



P R O B L E M E S  P O S E S  

C e t t e  r e v u e  d e s  p r i n c i p a u x  t r a v a u x  e f f e c t u G ç  

s u r  l e s  r i b o n u c l é o p r o t é i n e s  n u c l é a i r e s ,  n o u s  p e r r n e t  d - i - c a b l i r  

c l a i r e m e n t  l e s  p r o b l h m e s  q u i  r e s t e n t  à r é s o u d r e .  

P a r m i  l e s  d i f f é r e n t e s  r i b o n u c l é o p r o t é i n e s  c a r a c -  

t é r i s é e s  p a r  l e s  t e c h n i q u e s  m o r p h o l o g i q u e s  e t  c y t o c h i m i q u e s  

u l t r a s t r u c t u r a l e s ,  s e u l s  l e s  g r a n u l e s  e t  l e s  f i b r i l l e s  d u  

n u c l é o l e  o n t  é t é  s u f f i s a m m e n t  é t u d i é s  p o u r  q u e  l ' o n  p u i s s e  

é t a b l i r  l e u r  l i a i s o n  m é t a b o l i q u s  e t  c o m p r e n d r e  l e u r  s i g n i f i -  

c a t i o n  ; p a r  c o n t r e  o n  c o n n a i t  p e u  l e s  g r a i n s  i n t e r c h r o m a -  

t i n i e n s ,  p é r i c h r o m a t i n i e n s ,  l e s  c o r p s  p e l o t o n n é s  e t  l e s  

f i b r i l l e s  p é r i c h r o m a t i n i e n n e s .  Mis à p a r t  l e s  c o r p s  p e l o t o n -  

n é s ,  d e s  f o r m e s  d e  p a s s a g e  s e m b l e n t  e x i s t e r  m o r p h o l o g i q u e m e n t  

e n t r e  c e s  d i f f é r e n t e s  c a t é g o r i e s  d e  r i b o n u c l é o p r o t é i n e s .  E n  

c e  q u i  c o n c e r n e  l e s  r i b o n u c l é o p r o t é i n e s  n u c l G o l a i r e s ,  i l  e s t  

m a i n t e n a n t  a d m i s  q u ' e l l e s  r e n f e r m e n t  l e s  A R N  p r é c u r s e u r s  d e s  

A R N  r i b o s o m a u x .  La q u e s t i o n  q u i  s e  p o s e  e s t  d e  s a v o i r  s i  l e s  

r i b o s o m e s  s o n t  t o u t  ou e n  p a r t i e  é d i f i é s  d a n s  l e  n u c l é o l e ,  

c ' e s t - à - d i r e  s i  c e t  o r g a n i t e  e s t  l e  s i è g e  d e  l ' a s s e m b l a g e  d o s  

p r o t é i n e s  r i b o s o m a l e s  à 1 ' A R N  r i b o s o m a l  n o u v e l l e m e n t  s y n t h é -  

t i s é .  L e s  f a c t e u r s  d e  r é g u l a t i o n  d e  c e t  a s s e m b l a g e  A R N - p r o t é -  

i n e s  e t  d u  t r a n s p o r t  v e r s  l e  c y t o p l a s m e  d e s  r i b o n u c l é o p r o t é -  

i n e s  s o n t  t r è s  p e u  c o n n u s .  S u r  l e  p l a n  m o r p h o l o g i q u e ,  i l  n ' a  

e n c o r e  j a m a i s  & t é  d é m o n t r é  d a n s  l e s  c e l l u l e s  d e  m a m m i f è r e s  

d e  p a s s a g e  d e  m a t é r i e l  g r a n u l a i r e  a u  n i v e a u  d e s  p o r e s  d e  

l ' e n v e l o p p e  n u c l é a i r e  s s a u l e  l a  p r é s e n c e  d e  f i b r i l l e s  p r o -  

b a b l e m e n t  i s s u e s  d e s  g r a i n s  p é r i c h r o r n n t i n i e n s  a é t %  d é c r i t e  

(MONNERON e t  BERNHARD, 1 9 6 9 1 .  



P a r a l l è l e m e n t ,  d e  n o m b r e u s e s  p a r t i c u l e s  

r i b o n u c l 6 o p r o t é i q u e s  o n t  é t é  e x t r a i t e s  p a r  l e s  b i o c h i m i s t e s .  

L e u r  é t u d e  p h y s i c o - c h i m i q u e  a p e r m i s  d e  d é f i n i r  l a  n a t u r e  

d e  l e u r s  c o n s t i t u a n t s  m a i s  l e u r  s i g n i f i c a t i o n  e s t  e n c o r e  

h y p o t h é t i q u e .  E l l e s  p r é s e n t e n t  e n t r e  e l l e s  c e r t a i n s  

c a r a c t è r e s  c o m m u n s  q u i  l e s  d i s t i n g u e n t  d e s  p a r t i c u l e s  

c y t o p l a s m i q u e s ,  n o t a m m e n t  l e u r  d e n s i t é  ( v o i s i n e  d e  1 , 4 )  

c o r r e s p o n d a n t  à u n  c o n t e n u  e n  p r o t é i n e s  d ' e n v i r o n  80 p .  

1 0 0  ; c e t t e  r i c h e s s e  e n  p r o t é i n e s  a p p a r a î t  c a r a c t é r i s t i q u e  

d e s  p a r t i c u l e s  n u c l é a i r e s .  

L e s  é t u d e s  m o r p h o l o g i q u e s  e f f e c t u é e s  s u r  l e s  

p a r t i c u l e s  e x t r a i t e s  p a r  l e s  b i o c h i m i s t e s  s o n t  r a r e s  e t  

p e u  p o u s s é a s ,  d e  s o r t e  q u ' i l  n ' e s t  p a s  p o s s i b l e  d ' é t a b l i r  

d e  r e l a t i o n s  p r é c i s e s  e n t r e  e l l e s  e t  l e s  p a r t i c u l e s  c a r a c -  

t b r i s é e s  i n  s i t u .  La  mise e n  é v i d e n c e  d e  t e l l e s  r e l a t i o n s  

a p p a r a î t  p o u r t a n t  p r i m o r d i a l e  $ u n e  m e i l l e u r e  c o m p r é h e n s i o n  

d e  l e u r  s i g n i f i c a t i o n  f o n c t i o n n e l l e .  





1 - MATERIELS e t  METHODES GENERALES 

A - TECHNIQUES MICROSCOPIQUES 

- O b s e r v a t i o n  d e s  m a t é r i e l s  a u  m i c r o s c o p e  é l e c t r o n i q u e  

- L e s  f i x a t e u r s  s u i v a n t s  o n t  é t é  u t i l i s é s  : 

f o r m o l  1 0  p .  1 0 0 ,  g l u t a r a l d é h y d e  1 , s  p .  1 0 0 ,  t é t r o x y d e  

d ' o s m i u m  2 p .  1 0 0 ,  d a n s  l e  t a m p o n  p h o s p h a t e  d e  S o r e n s e n  à 

pH 7,4.  L e s  d é s h y d r a t a t i o n s  o n t  é t é  e f f e c t u é e s  d a n s  l ' é t h a -  

n o l  p a r  b a i n s  s u c c e s s i f s  d e  c o n c e n t r a t i o n s  c r o i s s a n t e s .  L e s  

i n c l u s i o n s  o n t  é t é  r é a l i s é e s  d a n s  l l E p o n ,  s e l o n  l a  t e c h n i q u e  

d e  LUFT (19611 .  

- P o u r  c e r t a i n s  m a t é r i e l s  : c e l l u l e s  H e L a ,  

g l a n d e s  s a l i v a i r e s  d e  l a r v e s  d e  c h i r o n o m e s ,  b a c t é r i e s ,  

l ' i n c l u s i o n  d a n s  1 ' E p o n  a  é t é  p r é c é d é e  d ' u n e  i n c l u s i o n  d a n s  

u n e  s o l u t i o n  d e  g é l o s e  c h a u d e  à 5 p .  1 0 0 .  C e t t e  i n c l u s i o n  

e n  g é l o s e  a  p a r  a i l l e u r s  f a c i l i t é  l a  f a b r i c a t i o n  d e  c o u p e s  

a u  c r y o s t a t  u t i l i s é e s  p o u r  l e s  é t u d e s  c y t o c h i m i q u e s .  

- L e s  i n c l u s i o n s  d e  p r o t é i n e s  p u r e s  o n t  é t é  

r 6 a l i s é e s  p a r  m é l a n g e  à v o l u m e  é g a l  d e s  s o l u t i o n s  d e  c e s  

p r o t é i n e s  d a n s  d e s  s o l u t i o n s  d ' a g a r o s e  à 1 0  p .  1 0 0 .  

- L e s  f r a c t i o n s  n u c l B a i r e s  e t  n u c l é o l a i r e s  

o n t  6 t é  f i x é e s  a p r è s  r e s u s p e n s i o n  d a n s  l e  m i l i e u  d ' h o m o -  

g é n é i s a t i o n ,  p a r  l e  g l u t a r a l d é h y d e  o u  p a r  l e  f o r m o l .  E l l e s  

o n t  é t é  e n s u i t e  c e n t r i f u g 0 e s  p o u r  c o n s t i t u e r  un  c u l o t  q u i  

a  é t é  p o s t - f i x é  o u  n o n  à l ' a c i d e  o s m i q u e  p u i s  i n c l u s .  



2 - Coupes semi-fines 

Elles ont été réalisées sur matériel inclus 

dans 1'Epon. Les coupes, d'une épaisseur de 0,s à 1 p ,  sont 

recueillies au moyen d'anneaux en plastique et déposées sur 

des lames d'histologie. Elles sont alors colorées pendant 

5 mn à 60' C par un mélange à volume égal de bleu de méthy- 

lène (solution à 1 p. 100 dans le borax à 1 p. 100) et de 

bleu azur II (solution aqueuse à 1 p. 1001. 

3 - Techniques de cytochimi~ ultrastructurale 

Les digestions enzymatiques sont effectuées 

sur des coupes de matériel inclus, après fixation au 

glutaraldehyde ou au formol pendant des temps variables, 

dans le glycol-méthacrylate lGMAl selon la technique de 

LEDUC et BERNHARD (1967). 

Les digestions se font par flottage des 

coupes sur les solutions enzymatiques : 

- pepsine : solution à 0,5 p. 100 dans 

- ribonucléase : solution à 0,l p .  100 dans 

l'eau distillée pH 6.8 

- desoxyribonuclEase : solution à 0,l p. 100 

dans l'eau distillée pH 6,8 

contenant MgCl* 0,003 M. 

Des coupes t6moins subissent, parallèlement, 

un traitement identique sur les mêmes solvants ne renfermant 

pas l'enzyme. 



Le m a t é r i e l  e s t  f i x é  a u  f o r m o l  à 1 0  p .  1 0 0 .  

A p r è s  r i n ç a g e  p e n d a n t  u n e  n u i t  à 4' C d a n s  l e  t a m p o n  p h o s -  

p h a t e  d e  pH 7 , 4 ,  i l  e s t  r e f r o i d i  r a p i d e m e n t  à - 2 0 '  C ,  p u i s  

c o u p é  à c e t t e  t e m p é r a t u r e  a u  moyen d ' u n  c r y o s t a t  d e  P e a r s a  

( C r y o s t a t  B r i g h t ) .  Les c o u p e s  d e  2 0  à 4 0  ,u d ' é p a i s s e u r  s o n t  

r e c u e i l l i e s  d a n s  l e  t a m p o n  p h o s p h a t e  pH 7 , 4  r e n f e r m a n t  

1 0  p .  1 0 0  d e  d i m é t h y l s u l f o x y d e .  

A p r è s  t r a i t e m e n t  p a r  l e s  s o l u t i o n s  e n z y m a -  

t i . q u e s ,  l e s  c o u p e s  s o n t  s é d i m e n t é e s  p a r  c e n t r i f u g a t i o n  e n  

t u b e s  c o n i q u e s  ( 4 0 0 0  t / m n i ,  c e n t r i f u g e u s e  J o u a n ,  p e n d a n t  

1 mn). Le s é d i m e n t  e s t  a l o r s  l a v é ,  d e s h y d r a t é  e t  i n c l u s  d a n s  

1 ' E p o n .  

c  - P o g r - i a - m i ç e - e e - ~ ~ i d e ! ! c ~ - d e : - r i b o ! ! ~ c 1 g o -  
e r o t é i n e s ,  - - - - - - - -  n o u s  a v o n s  u t i l i s é  l a  t e c h n i q u e  d e  BERNHARD ( 1 9 6 9 )  

d a n s  l e s  c o n d i t i o n s  s u i v a n t e s  ( i n c l u s i o n  d a n s  1 ' E p o n )  : 

- A c é t a t e  d ' u r a n y l e  e n  s o l u t i o n  a q u e u s e  à 

5 p .  1 0 0 ,  2 à 3 mn, 

- S o l u t i o n  a q u e u s e  f r a î c h e  d t E . D . T . A .  0.2 M 

pH 7 ,  1 5  à 20  mn, 

- C i t r a t e  d e  p l o m b ,  1 mn. 

4 - T e c h n i q u e s  d e  c o l o r a t i o n s  n é g a t i v e s  e t  p o s i t i v e s  

a  - L a - t e c h n 2 s ~ e - b e - c ~ i ~ r a t I g n - n e g a t i ! s  q u e  

n o u s  a v o n s  e m p l o y é e  e s t  c e l l e  d e  SHELTON e t  KUFF ( 1 9 6 6 1 .  La 

s u s p e n s i o n  d e  p a r t i c u l e s  p r é a l a b l e m e n t  f i x é e s  e u  f o r m o l ,  

e s t  d é p o s é e  s u r  g r i l l e s  é l e c t r o l y t i q u s s  r e c o u v e r t e s  d e  



f o r m v a r  c o n s o l i d é  p a r  une  m i n c e  c o u c h e  d e  c a r b o n e .  Avan t  

d ' ê t r e  c o l o r é e s ,  l e s  g r i l l e s  s o n t  r i n c é e s  d a n s  l a  même s o l u -  

t i o n  q u e  c e l l e  q u i  a  s e r v i  à s u s p e n d r e  l e s  p a r t i c u l e s  m a i s  

n e  r e n f e r m a n t  p a s  d e  s a c c h a r o s e .  

Comme c o l o r a n t  n o u s  a v o n s  c h o i s i  l e  s i l i c o -  

t u n g s t a t e  d e  s o d i u m  à 1  p .  1 0 0  d a n s  l ' e a u  pH 7  ou  l ' a c é t a t e  

d ' u r a n y l e  à 0.5 p .  1 0 0  d a n s  l ' e a u .  

b  - L a - t e c h n i q g e - b e - c o l o r a t i o n - e o s i t i y ?  q u e  

n o u s  a v o n s  u t i l i s é e  e s t  c e l l e  d e  M I L L E R  e t  a l .  f 1 9 7 0 1 .  La 

c o l o r a t i o n  e s t  o b t e n u e  p a r  p a s s a g e s  s u c c e s s i f s  d a n s  l ' a c i d e  

p h o s p h o t u n g s t i q u e  ( s o l u t i o n  à 1  p .  1 0 0  d a n s  l ' a l c o o l  à 70 '1  

e t  d a n s  l ' a c é t a t e  d ' u r a n y l e  ( s o l u t i o n  A 1  p .  1 0 0  d a n s  l ' a l c o o l  

à 7 0 ° 1 .  L e s  g r i l l e s ,  a p r è s  r i n ç a g e ,  s o n t  s é c h é e s  p a r  i m m a r s i o q  

d a n s  l ' a l c o o l  a b s o l u ,  p u i s  d a n s  l ' a c g t a t e  d ' i s o a m y l e .  

5 - T e c h n i q u e s  d ' é t a l e m e n t  e t  d ' o m b r a g e  

a  - ~ e c h ~ g q g e - b e - ~ L g ; N S c @ M ~ Q ~ - g ~ - a & .  ( 1 9 6 2 1 .  

Nous a v o n s  u t i l i s é  c e t t e  t e c h n i q u e  d a n s  l e s  c o n d i t i o n s  

s u i v a n t e s  : 

. H y p o p h a s e  : s o l u t i o n s  d ' a c é t a t e  d'ammonium 

d e  c o n c e n t r a t i o n s  f a i b l e s  ( i n f é r i e u r e s  à 0 , 0 5  Ml : n o u s  a v o n s  

g é n é r a l e m e n t  e m p l o y é  u n e  s o l u t i o n  à 0 , 0 2  M .  

. S o l u t i o n  d ' é t a l e m e n t  : L e s  p a r t i c u l e s  

s o n t  s u s p e n d u e s  d a n s  l ' a c é t a t e  d'ammonium 0 , l  M à u n e  c o n c e n -  

t r a t i o n  moyenne  d ' e n v i r o n  0 , 2 5  à 0 , s  mg/ml ( 3  à 5 u n i t é s  d e  

d e n s i t é  o p t i q u e  m e s u r é e  à 260 nm) .  A c e t t e  s u s p e n s i o n  on 

a j o u t e  l e  c y t o c h r o m e  C à l a  c o n c e n t r a t i o n  f i n a l e  d e  0 , 0 1  p .  

1 0 0 .  



. Ombrage : l e s  g r i l l e s  d é p o s é e s  B l a  

s u r f a c e  d e  l a  z o n e  d ' é t a l e m e n t  s o n t  s é c h é e s  à l ' a i r  a p r 8 s  

i m m e r s i o n  d a n s  l ' é t h a n o l  a b s o l u  p u i s  d a n s  l ' a c é t a t e  d ' i s o a -  

m y l e .  E l l e s  s o n t  a l o r s  o m b r é e s  e n  r o t a t i o n  ( 5 0  t / m n  e n v i r o n ) ,  

a u  moyen d ' u n e  p r o j e c t i o n  d ' o x y d e  d ' u r a n i u m  ( e n v i r o n  30  mg 

à 1 2  cm d e  l ' o b j e t ) ,  d e  p l a t i n e  ou d e  p l a t i n e - c a r b o n s ,  s o u s  

un a n g l e  d ' e n v i r o n  8 ' .  Ces o m b r a g e s  o n t  B t é  e f f e c t u é s  d a n s  

l ' o m b r e u r  E d w a r d s  s d u s  un v i d e  d ' e n v i r o n  5 x  I O - '  mm d e  

m e r c u r e .  

Nous a v o n s  e f f e c t u g  d e s  d é p ô t s  d e  s u s p e n s i o n s  

d e  p a r t i c u l e s  r i b o n u c l é ~ p r o t é i q u e s ~  s u r  g r i l l e s  é l e c t r o l y -  

t i q u e s  r e c o u v e r t e s  d e  f o r m v a r  c o n s o l i d é  p a r  u n e  mince c o u c h e  

d e  c a r b o n e .  

La s u s p e n s i o n  a y a n t  u n e  c o n c e n t r a t i o n  en 

a c i d e s  n u c l é i q u e s  d ' e n v i r o n  1 0 0  H / m l ,  e s t  f i x é e  p a r  u n e  

s o l u t i o n  d e  f o r m o l  d a n s  l e  t ampon  p h o s p h a t e  d e  S t i r e n s e n  à 

pH 7,4 d e  t e l l e  f a ç o n  q u e  l a  c o n c e n t r a t i o n  f i n a l e  du f i x a t e u r  

d a n s  l a  s u s p e n s i o n  n ' e x c è d e  p a s  1 0  p .  1 0 0 .  

La d u r é e  d e  l a  f i x a t i o n  e s t  v a r i a b l e ,  d e p u i s  

1 h  j u s q u ' à  1 2  h .  Le d é p ô t  e s t  e f f e c t u é  e n  l a i s s a n t  t o m b e r  

u n e  g o u t t e  d e  s u s p e n s i o n  s u r  u n e  g r i l l e  d é p o s é e  s u r  p a p i e r  

f i l t r e .  

L ' o m b r a g e  e s t  r é a l i s é  s o u s  un a n g l e  d ' e n v i r o n  

1 0 ° ' p a r  p r o j e c t i o n  d e  p l s t i n e - c a r b o n e  ou  d e  p l a t i n e .  



6 - TECHNIQUES DE MICROSPECTROPHOTOMETRIE 

- D é t e r m i n a t i o n s  q u a n t i t a t i v e s  d u  c o n t e n u  e n  a c i d e s  

n u c l é i q u e s  

E l l e s  o n t  é t é  r é a l i s é e s  s u r  l e  m i c r o s p e c t r o -  

p h o t o m è t r e  Zeiss  U.M.S.P. 1 a u  moyen d ' u n  b a l a y a g e  d e  l ' o b j e t  

p a r  un f a i s c e a u  ( 0 , 5  ,u d e  d i a m è t r e 1  d e  l u m i è r e  d e  l o n g u e u r  

d ' o n d e  d o n n é e .  

L e  m a t é r i e l  ( n o y a u x  ou n u c l é o l e s  i s o l é s )  e s t  

f i x é  p e n d a n t  u n e  d e m i - h e u r e  d a n s  l e  f o r m o l  1 0  p .  1 0 0  kamponné  

à pH 7 , 4 .  AprGs  r i n ç a g e  d a n s  l e  t ampon  d e  f i x a t i o n ,  d e s  

f r o t t i s  s o n t  e f f e c t u é s  s u r  l a m e s  d e  q u a r t z  e t  s é c h é s  à l ' a i r .  

Des d i g e s t i o n s  o n t  é t é  e f f e c t u é e s  à l a  RNAse 

p a r  i m m e r s i o n  d e s  l a m e s  d a n s  l a  s o l u t i o n  d ' e n z y m e  à 0 , l  

p .  1 0 0  d a n s  l ' e a u  a j u s t é e  à pH 6 , 8 .  La d i g e s t i o n  d u r e  2  h  à 

37' C ,  e l l e  e s t  s u i v i e  d ' u n  r i n ç a g e  b r e f  d a n s  l ' a c i d e  t r i c h l o -  

r a c é t $ q u e  à 5 p .  1 0 0  e t  à 4' C (SWIFT, 1 9 6 3 1 .  

O - P r i n c i p e  d e s  d é t e r m i n a t i o n s  - - - - -  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Nous a v o n s  e m p l o y é  l a  m é t h o d e  d e  d é t e r m i n a -  

t i o n  à d e u x  l o n g u e u r s  d ' o n d e s  t e l l e  q u ' e l l e  a  6 t é  d é c r i t e  

p a r  SANDRITTER t 1 9 6 8 1 .  L ' e x t i n c t i o n  t o t a l e  d e  l ' o b j e t  e s t  

m e s u r é e  à 2 6 5  nm p u i s  à 280  nm. En o u t r e ,  l a  d é t e r m i n a t i o n  

d e  l ' e x t i n c t i o n  non s p é c i f i q u e  e s t  b a s é e  s u r  l a  f o r m u l e  d e  

RAYLEIGH d ' a p r è s  l ' e x t i n c t i o n  t o t a l e  d e  l ' o b j e t  à 313 nm. 

S e l o n  l a  f o r m u l e  d e  R A Y L E I G H ,  l ' e x t i n c t i o n  n o n  s p é c i f i q u e  

e s t  i n v e r s e m e n t  p r o p o r t i o n n e l l e  à l a  4 e  p u i s s a n c e  d e  l a  



l o n g u e u r  d ' o n d e .  E n  c o n s i d é r a n t  s e l o n  SANDRITTER q u e  l ' e x t i n c -  

t i o n  d e  l ' o b j e t  à 3 1 3  nm ( E  3 1 3 3  e s t  e n t i è r e m e n t  non  s p é c i -  

f i q u e ,  l e s  e x t i n c t i o n s  non s p é c i f i q u e s  à 280  nm ( E  2801 e t  

21 2 6 5  nm I E  2 6 5 3  s o n t  r e s p e c t i v e m e n t  : 

3 7 3 ) 4  E 280  non  s p é c i f i q u e  r E 3 1 3  x [280 

3 1 3 ] 4  
E 2 6 5  non  s p é c i f i q u e  = E 3 1 3  x (265 

Compte t e n u  d e s  e x t i n c t i o n s  non  s p é c i f i q u e s  e t  d e s  c o e f f i -  

c i e n t s  d ' e x t i n c t i o n s  s p 6 c i f i q u e s  d e s  a c i d e s  n u c l 6 i q u e s  e t  

d e s  p r o t é i n e s  p o u r  c h a c u n e  d e s  l o n g u e u r s  d ' o n d e ,  l a  f o r m u l e  

d e  SANDRITTER s ' e x p r i m e  d e  l a  f a ç o n  s u i v a n t e  : 

d a n s  l a q u e l l e  : 

Q r e p r é s e n t e  l a  q u a n t i t é  d ' a c i d e s  n u c l é i q u e s  

e x p r i m é e  e n  p g ,  

E 2 6 5 , 1 1 e x t i n c t i o n  t o t a l e  d e  l ' o b j e t  à 265 nrn 

E 2 8 0 , 1 1 e x t i n c t i o n  t o t a l e  d e  l ' o b j e t  à 2 8 0  nm 

E 313, l ' e x t i n c t i o n  t o t a l e  d e  l ' o b j e t  à 313 nm 

S, l a  s u r f a c e  d e  l ' o b j e t  e n  m i c r o n s  c a r r h s .  

De f a ç o n  à d i f f é r e n c i e r  l ' A D N  d e  l l A R N ,  n o u s  

a v o n s  p r o c g d é  s u r  l e  même o b j e t  à u n e  p r o m i a r e  d é t a r r n l n a t i o n  

d e  l a  q u a n t i t é  t o t a l e  d ' a c i d e s  n u c l é i q u e s ,  p u i s  a p r è s  d i g e s -  

t i o n  à l a  R N A s e ,  à u n e  d e u x i è m e  d é t e r m i n a t i o n .  Le r e p é r a g e  

d e s  o b j e t s  e s t  e f f e c t u é  en b l o q u a n t  l a  l a m e  p o r t e - o b j e t  



d a n s  u n e  p o s i t i o n  d o n n h e ,  e t  e n  p h o t o g r a p h i a n t  l e  c h a m p  au 

m i c r o s c o p e  à c o n t r a s t e  d e  p h a s e .  

2 - M e s u r e  d e  l ' e x t i n c t i o n  s u r  u n e  s e u l e  l i g n e  

Nous a v o n s  e n r e g i s t r é ,  d u n s  c e r t a i n s  c a s ,  

l ' a b s o r p t i o n  d ' u n  f a i s c e a u  d e  l u m i è r e  m o n o c h r o m a t i q u e  t r a v e r -  

s a n t  un  o b j e t  s u r  u n e  l i g n e  d o n t  l a  d i r e c t i o n  a 6 t é  f i x é e  

d e  f a ç o n  à p a s s e r  a u x  e h d r ~ i t s  r e p é r é s .  Nous  a v o n s  c h o i s i  

p o u r  c e l a  u n  f a i s c e a u  d e  0 , 3 P  d e  d i a m è t r e .  D a n s  l e  c a s  d e  

l ' e n r e g i s t r e m c n t  d o  l ' a b s o r p t i o n  d u e  a u x  a c i d e s  n u c l é i q u e s ,  

l a  t r a v e r s E e  d e  l ' o b j e t  a  é t é  e f f e c t u é e  a u x  L o n g u e u r s  d p o n d c  

d e  313, 2 8 0  e t  2 6 5  nm. A p r è s  c o n v e r s i o n  l o g a r i t h m i q u e  e t  

a p p l i c a t i o n  d e  l a  f o r m u l e  d e  SANDRITTER, l e s  c o u r b e s  d 9 e x t i n c  

t i o n  s o n t  t r a c é e s ,  a i n s i  q u e  l a  c o u r b e  d e s  c o n c e n t r a t i o n s  e n  

a c i d e s  n u c l é i q u e s .  

C - TECHNIQUE D'ISOLEMENT DES FRACTIONS N U C L E A I R E S  ET 

NUCLEOLAIRES - 

1  - I s o l e m e n t  d e s  n o y a u x  
"- 

De n o m b r e u s e s  t e c h n i q u e s  d ' i s o l e m e n t  d e  

n o y a u x  d e  f o i e  d e  R a t  o n t  é t é  m i s e s  a u  p o i n t  ( v o i r  BUSCH, 

1 9 7 0 1 .  L e s  p l u s  c o u r a m m e n t  e m p l o y é e s  d é r i v e n t  d o  l a  t e c h n i -  

q u e  o r i g i n a l e  d e  C H A U V E A U  e t  a l .  ( 1 9 5 6 ) .  d a n s  l a q u e l l e  l e  

f o i e  e s t  h o m o g é n é i s é  d a n s  d e s  s o l u t i o n s  d e  s a c c h a r o s e  r e n f e r -  
2 +  

m a n t  l ' i o n  Ca . La p r é s e n c e  d ' i o n s  d i v a l e n t s  e s t  i n d i s p e n -  

s a b l e  p e n d a n t  l ' i s o l e m e n t  d e s  n o y a u x  p r é c é d a n t  c e l u i  d e s  

n u c l e o l e s  (MURUMATSU e t  a l . ,  1 9 6 3 ) .  N o t r e  b u t  é t a n t  d ' o b t e n i r  

u n s  f r a c t i o n  t r è s  p u r e ,  d é b a r r a s s é e  d e  t o u t  c o n t a m i n a n t  

m e m b r a n a i r e ,  n o u s  a v o n s  a p p l i q u é  u n e  m é t h o d e  e m p l o y a n t  l o  



d é t e r g e n t  non  i o n i q u e  T r i t o n  X 1 0 0 ,  à u n e  c o n c e n t r a t i o n  

s u f f i s a n t e  [ 0 , 5  p .  1 0 0 1  p o u r  e n l e v e r  l a  m e m b r a n e  e x t e r n e  

d e  l ' e n v e l o p p e  n u c l é a i r e  (BLOBEL e t  POTTER, 1 9 6 6 )  ( v o i r  

F i g .  2 ; p .  4 4 1 ,  

L ' é t u d e  d e  l a  d i f f u s i o n  d e s  p a r t i c u l e s  r i b o -  

n u c l é o p r o t é i q u e s  d e  f r a c t i o n s  n u c l é a i r e s  i s o l é e s  a  é t é  

r é a l i s é e  sur d o s  n o y a u x  t y p e  "CHAUVEAU" c o n s e r v a n t  i n t a c t e  

l e u r  e n v e l o p p e  n u c l é a i r e  a i n s i  q u e  sur des  n o y a u x  d é b a r r a s s é s  

d u  f e u i l l e t  e x t e r n e  d e  c e t t e  e n v e l o p p e  CHYMER e t  KUFFj 1 9 6 4 1 .  

C e s  d e r n i e r s  o n t  é t é  o b t e n u s  p a r  r e s u s p e n s i o n ,  p e n d a n t  1 5  m n ,  

d e s  n o y a u x  typeWCHAUVEAU", d a n s  u n e  s o l u t i o n  d e  s a c c h a r o s e  

0 , 3 3  M c o n k e n a n t  CaC12 0 , 0 0 1 8  M e t  l e  T r i t o n  X 1 0 0  à l a  

c o n c e n t r a t i o n  d e  0 , 5  p .  1 0 0 .  

2 - I s o l e m e n t  d e s  n u c l é o l e s  

Nous  a v o n s  u t i l i s é  l a  m é t h o d e  d e  s o n n a g e  d e s  

n o y a u x  p o u r  r o m p r e  l ' e n v e l o p p e  n u c l é a i r e  [MURAMATSU e t  a l . ,  

1 9 6 3 1 .  L e s  t e m p s  e t  l e s  v i t e s s e s  d e  c e n t r i f u g a t i o n  s o n t  

c e u x  d é c r i t s  p a r  SADOWSKI e t  STEINER 1 1 9 6 8 1 .  

3 - En c o u r s  d ' i s o l e m e n t ,  l ' o b s e r v a t i o n  d e s  f r a c t i o n s  e t  l e s  

c o m p t a g e s  d ~ s t i n é s  a u  c a l c u l  d u  r e n d e m e n t  s o n t  e f f e c t u u s  

a p r è s  c o l o r a t i o n  d e s  s u s p e n s i o n s  d a n s  d u  s a c c h a r o s e  0 , 2 5  M 

a u q u e l  o n  a j o u t e  ( 1 / 1 1  u n e  s o l u t i o n  d ' a z u r  C 8 0 , 5  p .  1 0 0  

d a n s  l e  s a c c h a r o s e  0 , 2 5  M .  

4 - L e s  r é s u l t a t s  o b t e n u s  p a r  l ' a p p l i c a t i o n  d e  c e s  t e c h n i q u e s  

d ' i s o l e m e n t ,  s o n t  i l l u s t r é s  p a r  l e s  p l a n c h e s  3 e t  4 .  



F o i e s  b r o y é s  d a n s  l e  m i l i e u  H [ S a c c h a r o s e  0 , 2 5  Ml 

H o m o g s n é i s a t i o n  d e  3 m i n u t e s  d a n s  4  v o l u m e s  d e  m i l i e u  H 

F i l t r a t i o n  s u r  3 c o u c h e s  d e  g a z e  

C e n t r i f u g a t i o n  750 g  

1 0  m i n u t e s  

S é d i m e n t  : r e s u s p e n d u  S u r n a g e a n t  

d a n s  3 vo lumes  d e  m i l i e u  T r i t o n  

( s a c c h a r o s e  0 , 2 5  M ,  MgS04, 0 , 0 0 5  M - T r i t o n  X 1 0 0 ,  0 , 5  p .  1 0 0 1  

e t  d é p o s é  s u r  s a c c h a r o s e  0 , 8 8  Pi c o n t e n a n t  CaC12 1 , 5  mM 

C e n t r i f u g a t i o n  4000 g  

l 8 m i n u t e s  

S é d i m e n t  S u r n a g e a n t  

r s s u s p e n d u  d a n s  l e  s a c c h a r o s e  

1 1 h e u r s  

S e d i m e n t  : Noyaux S u r n a g e a n t  

F i g u r e  2 

Schéma d e  l a  p r é p a r a t i o n  d e  l a  f r a c t i o n  n u c l e e i r e .  



Le r e n d e m e n t  moyen o b t e n u  a  é t é  d e  3 3  p. 1 0 0  

p a r  r a p p o r t  à l ' h o m o g é n a t  e n  c e  q u i  c o n c e r n e  l e s  n o y a u x  e t  

d e  5 0  p .  1 0 0  p a r  r a p p o r t  a u  n o m b r e  moyen  d e  n u c l é o l e s  

p r é s e n t s  d a n s  l a  f r a c t i o n  n u c l é a i r e  e n  c e  q u i  c o n c e r n e  l a  

f r a c t i o n  n d c l é o l a i r e  ( 2 , 2  n u c l é o l e s  p a r  n o y a u  e n  m o y e n n e ) .  

La f r a c t i o n  n u c l é o l a i r e  e s t  t r è s  p u r e .  Le t e m p s  d e  s o n n a g e  

e m p l o y é  ( 1  mn 1 0  s e c  p a r  f r a c t i o n  d e  2 0  m l  d a n s  l e  s o n i c a -  

t e u r  R a y t h e o n  OF 1 0 1  a j u s t é  à un c o u r a n t  d e  s o r t i e  d e  1 , l  Al 

a p e r m i s  d e  c o n s e r v e r  u n e  q u a n t i t é  n o r m a l e  d ' a c i d e s  n u c l é -  

i q u e s  d a n s  l e s  n u c l é o l e s .  En e f f e t ,  l e s  d é t e r m i n a t i o n s  

m i c r o s p e c t r o p h o t o m é t r i q u e s  n o u s  o n t  f o u r n i  l e s  r é s u l t a t s  

d u i v a n t s ,  p a r  n u c l é o l e  : 

A D N  0 , 3 3 0  p g  & 0 , 3 4 0  p g  < 0 , 3 5 0  pg 3 2  m e s u r e s  

A R N  0 , 3 3 1  pg < 0 , 3 3 0  pg < 0 , 3 3 6  p g  3 3  m e s u r e s  

A R N  Le r a p p o r t  moyen - = 0 , 9 7  e s t  t r è s  v o i s i n  d e  c e u x  o b t e n u s  
A D N  

p a r  d S t e r m i n a t i o n s c h i m i q u e s  s u r  d e s  f r a c t i o n s  d e  n u c l é o l e s  

i s o l é s  p a r  MURAMATSU e t  a l .  ( 1 9 6 5 )  e t  p e r  DESJARDINS e t  a l .  

1 1 9 6 5 1 .  

D - ISOLEMENT DES RIBONUCLEOPROTEINES NUCLEOLAIRES 

N o u s  a v o n s  r e p r i s  l a  t e c h n i q u e  d ' i s o l e m e n t  d e  

SHANKARANARAYAN e t  BIRNSTIEL ( 1 9 6 9 1  q u i  n o u s  a  p e r m i s  d ' o b t e -  

n i r  2  s u s p e n s i o n s  d e  r i b o n u c l é o p r o t é i n e s  n u c l é o l a i r e s  

[ s u r n a g e a n t s  1 e t  2 1  à p a r t i r  d e  f r a c t i o n s  d e  n u c l é o l e s  

i s o l 6 s  s u i v a n t  l a  t e c h n i q u e  d é j à  d é c r i t e  [ v o i r  F i g .  3 ; 

p .  4 6 1 .  

Les s u r n a g e a n t s  1  e t  2 o n t  é t é  r a s s e m b l é ç  e t  

c e n t r i f u g é s  p e n d a n t  2 h e u r e s  à 1 0 5  0 0 0  g .  I l s  o n t  f o u r n i  

un s é d i m e n t  q u i  a  6 t é  r e s u s p e n d u  d a n s  l e  t a m p o n  T R I S ,  N a C l ,  

E.D.T.A.  (pH 7 , 4 1  d e  d é p a r t ,  m a i s  n e  r e n f e r m a n t  p a s  d e  

d i t h i o t h r e i t o l ,  e t  d é p o s é  s u r  un  g r a d i e n t  d e  s a c c h a r o s e  



N u c l é o l e s  i s o l é s  à p a r t i r  d e  60 g d e  f o i e  d e  R a t  s u s p e n d u s  

d a n s  1 , 5  m l  du  t ampon  s u i v a n t  : 

TRIS [ 0 , 0 1  M pH 7,31, NaCl [ 0 , 0 1  Ml, E . D . T . A .  ( 0 , 0 1  M l  

c o n t e n a n t  0 , 0 1  M d e  d i t h i o t h r e i t o l .  

1 C e n t r i f u g a t i o n  2 5  000  g 

S u r n a g e a n t  

r i b o n u c l é o p r o t é i q u e  n o  

S é d i m e n t  : r e s u s p e n d u  d a n s  

l e  t a m p o n  p r é c é d e n t  a d d i t i o n -  

n é  d e  d e o x y c h o l a t e  e t  d e  

BR13 56 à l a  c o n c e n t r a t i o n  

d e  0 , 5  p .  1 0 0  c h a c u n .  

2 5  000  g 

1 0  m i n u t e s  

R é s i d u  

r i b o n u c l 6 o p r o t é i q u e  n u c l é o l a i r e  

F i g u r e  3 

Schéma d e  l ' e x t r a c t i o n  d e s  g r a n u l e s  n u c l é o l a i r e s  

à p a r t i r  d e  l a  f r a c t i o n  n u c l é o l a i r e .  



10 - 3 0  p. 1 0 0  dans le même tampon. Une centrifugation d e  

15 heures à 20 000 t/mn a été effectuée dans le rotor SWZ7 

Spinco. Les fractions ont &té recueillies. manuellement, 

après avoir percé le fond du tube, et l a  densité optique 

a é t é  mesurée à 260 nanomètres sur des fractions de 1 ml. 



II  - RECHERCHES SUR L A  M I S E  E N  E V I D E N C E  

D E S  PROTEINES BASIQUES D U  N O Y A U  

I l  n ' e x i s t e  a c t u e l l e m e n t  aucune  t e c h n i q u e  c y t o -  

ch imique  s u f f i s a m m e n t  s p é c i f i q u e  p o u r  r é v é l e r  à l ' é c h e l l e  

u l t r a s t r u c t u r a l e  l e s  p r o t é i n e s  b a s i q u e s .  Les t e n t a t i v e s  q u i  

o n t  é t é  f a i t e s  d a n s  c e  domaine c o n c e r n e n t  e s s e n t i e l l e m e n t  

l e s  i m p r é g n a t i o n s  a r g e n t i q u e s .  M A R I N O Z Z I  (19633 a  mont re  

q u ' u n e  s o l u t i o n  d e  n i t r a t e  d ' a r g e n t  c o l o r a i t  p r é f é r e n t i e l l e -  

ment l e s  n u c l é o p r o t é i n e s  a p r è s  f i x a t i o n  d e s  t i s s u s  à l ' a c r o -  

l e i n e .  P l u s  récemment ,  Mac R A E  e t  MEETZ ( 1 9 7 0 1  o n t  a d a p t ë  à 

l ' o b s e r v a t i o n  u l t r a s t r u c t u r a l e  l a  t e c h n i q u e  au  n i t r a t e  

d ' a r g e n t  ammoniacal  de  B L A C K  e t  ANSLEY 1 1 8 6 6 ) :  c e t t e  t e c h n i q u e  

comme l a  p r é c é d e n t e  r é v è l e  l e s  n u c l é o p r o t é i n e s .  Les mécanismes 

c h i m i q u e s  de  c e s  r é a c t i o n s  s o n t  i n c o n n u s .  M A R I N O Z Z I  ( 1 9 6 3 )  

a t t r i b u e  l a  c o l o r a t i o n  d e s  h i s t o n e s  d e  l a  c h r o m a t i n e  à l a  

p r é s e n c e  d a n s  c e s  p r o t é i n e s  d ' u n e  q u a n t i t é  i m p o r t a n t s  d ' h i s t i -  

d i n e  d o n t  l e  g r o u p e  i m i d a z o l e  r é a g i t  a v e c  l e  g r o u p e  é t h y l é n i q u e  

de l ' a c r o l e i n a .  L ' a r g e n t  s e  dEpose a p r è s  r é d u c t i o n  p a r  l e  

g r o u p e  a l d é h y d e  r e s t e  l i b r e ,  de  l ' a c r o l e i n e .  M A R I N O Z Z I  a  

c o n s t a t é  que  l e s  f i b r e s  d e  c o l l a g è n e  s e  c o l o r a i e n t  p a r  c e t t e  

t e c h n i q u e  d ' i m p r é g n a t i o n  a r g e n t i q u e .  E n  o u t r a ,  l ' u t i l i s a t i o n  

de  l ' a r g e n t  p r é s e n t e  u n  i n c o n v é n i e n t  : l a  c o l o r a t i o n  e s t  donnée  
O 

p a r  u n  d é p ô t  d e  g r a n u l e s  d ' e n v i r o n  2 0 0  A d e  d i a m è t r e  s o u v e n t  
O 

g r o u p é s  en amas d e  5 0 0  A d e  d i a m è t r e .  Ces d i m e n s i o n s  ne c o r r e s -  

ponden t  p a s  à c e l l e s  d u  s u b s t r a t  r é a c t i f  e t  l e s  s t r u c t u r e s  

s o n t  s o u v e n t  comp lè t emen t  masquées .  

Nous avons  donc c h e r c h 6  à m e t t r e  au p o i n t  une 

t e c h n i q u e  de  r é v é l a t i o n  p l u s  s p é c i f i q u e ,  en nous b a s a n t  s u r  

l e s  p r i n c i p e s  d e  c o l o r a t i o n  p a r  l e  F a s t - g r e e n  en m i c r o s c o p i e  

o p t i q u e .  



La d é m o n s t r a t i o n  de l a  s p é c i f i c i t é  de n o t r e  

t e c h n i q u e  d e  c o l o r a t i o n  a  é t é  f a i t e  s u r  u n  m a t é r i e l  v a r i é  

comprenan t  d e s  f r a c t i o n s  n u c l g o l a i r e s  i s o l é e s .  Les n u c l é o l e s  

i s o l é s  nous  o n t  p a r u  r é a l i s e r  u n  m a t é r i e l  de c h o i x  p u i s q u e  

l ' a b s e n c e  de  membrane f a v o r i s e  l a  p é n é t r a t i o n  d e s  s o l u t i o n s  

d e  c o l o r a t i o n .  

A - MISE A U  POINT D ' U N E  T E C H N I Q U E  DE R E V E L A T I O N  DES GROUPE- 

MENTS DE POINT ISOIONIQUE E L E V E  A L ' E C H E L L E  ULTRASTRUC- 

T U R A L E .  APPLICATION A L A  R E V E L A T I O N  PREFERENTIELLE D E S  

PROTEINES BASIQUES. 

1 - I n t r o d u c t i o n  

La p r é s e n c e  d e  g r o u p e s  l a t é r a u x  i o n i s a b l e s  

CooH e t  N H 2  c o n f è r e  aux  p r o t é i n e s  l e u r  c a r a c t è r e  a m p h o t è r e .  

E n  e f f e t ,  c e s  r a d i c a u x  peuven t  e x i s t e r  s o u s  une fo rme  i o n i s é e  

ou non ,  l a  p r o p o r t i o n  e n t r e  c e s  deux f o r m e s  é t a n t  s o u s  l a  

dépendance  du p H  du m i l i e u .  Lo r sque  c e l u i - c i  d e v i e n t  b a s i q u e ,  

l a  q u a n t i t é  d e s  g r o u p e s  a c i d e s  i o n i s é s  augmente  a l o r s  q u e  

c e l l e  d e s  g r o u p e s  b a s i q u e s  d iminue  ; l e s  p r o t é i n e s  t c n d e n t  

a l o r s  à a c q u é r i r  une c h a r g e  g l o b a l e  n é g a t i v e .  A u n  pH 

s u f f i s a m m e n t  b a s i q u e ,  s e u l e s  l e s  p r o t é i n e s  t r è s  b a s i q u e s  

c o n s e r v e n t  une é l e c t r o p o l a r i t é  p o s i t i v e  s u f f i s a n t e  pour  l e s  

r e n d r e  e n c o r e  c a p a b l e s  de  f i x e r  l e s  c o l o r a n t s  a c i d e s .  C ' e s t  

c e t t e  p r o p r i é t é  q u i  a  é t é  u t i l i s é e  p a r  A L F E R T  e t  GESCHWINO 

( 1 9 5 3 1  p o u r  m e t t r e  au  p o i n t  l e u r  t e c h n i q u e  d e  c o l o r a t i o n  d e s  

p r o t é i n e s  b a s i q u e s  à pH 8 - 8,1,  p a r  l e  F a s t - g r e e n  F C F .  

I n v e r s e m e n t  u n  c o l o r a n t  a c i d e  u t i l i s i  à pH a c i d e  c o l o r e  l e s  

p r o t é i n e s  t o t a l e s .  

En m i c r o s c o p i e  G l e c t r o n i q u e ,  l ' i d e n t i f i c a t i o n  

d e s  g r o u p e s  c h i m i q u e s  p e u t  s e  f a i r e  p a r  l e s  métaux l o u r d s  



e m p l o y é s  comme c a t i o n s  o u  comme m i c e l l e s  (ZOBEL e t  B E E R ,  

1 9 6 5 1 .  En n o u s  b a s a n t  s u r . l e  f a i t  q u e  c e s  c a t i o n s  o u  m i c e l l e s  

p o s s è d e n t  u n e  c h a r g e  é l e c t r i q u e ,  n o u s  a v o n s  e n v i s a g é  q u e  l e u r  

l i a i s o n  a u x  s t r u c t u r e s  b i o l o g i q u e s  e s t  d e  n a t u r e  é l e c t r o -  

s t a t i q u e .  Lss r é s u l t a t s  p o s i t i f s  o b t e n u s  a u  moyen d e  s o l u -  

t i o n s  d ' u n  c o l l o ï d e  é l e c t r o p o s i t i f  d e  f e r ,  d a n s  l a  r é v é l a t i o n  

d e s  g r o u p e s  a c i d e s  e t  p a r t i c u l i è r e m e n t  d e s  m u c o p o l y s a c c h a r i -  

d e s  d e  l a  s u r f a c e  c e l l u l a i r e  ( C U R R A N  e t  a l . ,  1 9 6 5  ; GASIC 

e t  B E R W I C K ,  1 9 6 3  ; SWIFT e t  A D A M S ,  1 9 6 2  ; BLANQUET e t  a l . ,  

1 9 7 0 1 ,  n o u s  o n t  a m e n é  à é t u d i e r  l a  c a p t u r e  p a r  l e s  p r o t é i n e s ,  

d ' u n e  s o l u t i o n  d ' u n  c o l l o ï d e  é l e c t r o n é g a t i f  à b a s e  d e  f e r .  

C e t t e  s o l u t i o n  c o l l o ï d a l s  a v a i t  d é j à  é t é  u t i l i s é e ,  d a n s  

c e r t a i n e s  c o n d i t i o n s  d e  pH p a r  GASIC e t  a l .  ( 1 9 6 8 1  p o u r  

r é v é l e r  l e s  p r o t é i n e s  t o t a l e s  p r é s e n t e s  a u  n i v e a u  d e  l a  

s u r f a c e  c e l l u l a i r e  d e  c e l l u l e s  d ' a s c i t e s  d e  s o u r i s  i s s u e s  

d ' u n  a d é n o c a r c i n o m e  m a m m a i r e .  

La  mise a u  p o i n t  d e  c e t t e  t e c h n i q u e ,  r é a l i s é e  

e n  c o l l a b o r a t i o n  a v e c  BLANQUET P . ,  c o m p o r t a i t ,  d ' u n e  p a r t ,  

l a  s t a b i l i s a t i o n  d e  l a  s o l u t i o n  c o l l o ï d a l e  d a n s  u n e  gamme d e  

pH s u f f i s a m m e n t  é t e n d u e  p o u r  q u ' e l l e  p u i s s e  ê t r e  a d a p t é e  

à l a  f o i s  à l a  r g v é l a t i o n  d e s  p r o t e i n e s  t o t a l e s  ( p H  z c i d e )  

e t  d a s  p r o t é i n e s  b a s i q u e s  (pH b a s i q u e ) ,  e t  d ' a u t r e  p a r t ,  

1 3  v é r i f i c a t i o n  d e  s a  s p é c i f i c i t s  p o u r  l e s  p r o t g i n e s  b a s i q u e s ,  

p a r  d e s  contrôlas c y t o c h i m i q u e s  e t  d e s  c o l o r a t i c n s  d e  s t r u c -  

t u r e  d e  n a t u r e  c o n n u e  (PUVION E .  e t  BLANQUET P . ,  1 9 7 1 ) .  

M a t é r i e l s  e t  m é t h o d e s  

a - P r i n c i p g - g l o b t e n t i u n  d u  c o l l o ï d e  é l e c t r o -  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

N o u s  d e v o n s  r a p p a l e r ,  d ' u n e  m a n i è r e  s c h é m a -  

t i q u e ,  q u e l q u e s  p r o p r i é t é s  d a s  s o l s  h y d r o p h o b e s .  



Les s o l s  ou s o l u t i o n s  c o l l o ï d a l e s  s o n t  c o n s t i -  

t u é s  d e  m i c e l l e s  d i s p e r s e e s  d a n s  u n  s o l v a n t  ou l i q u i d e  

i n t e r m i c e i l a i r e .  Le s o l  é t a n t  é l e c t r i q u e m e n t  n e u t r e ,  d e s  

c h a r g e s  é g a l e s  e t  de  s i g n e s  o p p o s é s  s o n t  p r é s e n t e s  d a n s  l e  

l i q u i d e  i n t e r m i c e l l a i r e .  Les p a r t i c u l e s  c o l l o l d a l e s  s e  meuvent  

d a n s  u n  champ é l e c t r i q u e ,  e l l e s  s o n t  donc  c h a r g é e s .  Chaque 

p a r t i c u l e  s e  t r o u v e  en e f f e t  e n t o u r é e  d ' u n e  d o u b l e  couche  

é l e c t r i q u e  : l a  couche  l a  p l u s  i n t e r n e  e s t  r i c h e  en c h a r g e s  

p r o v e n a n t  du c o r p s  c o n s t i t u a n t  l a  p a r t i c u l e ,  l a  couche  l a  p l u s  

e x t e r n e ,  r i c h e  en c h a r g e s  de s i g n e  o p p o s é  à c e l l e s  de  l a  p r é c é -  

d e n t e .  Lo r sque  l a  p a r t i c u l e  e s t  en mouvsment s o u s  l ' e f f e t  d ' u n  

champ g l e c t r i q u e ,  e l l e  e n t r a î n e  a v e c  e l l e  une p a r t i e  dc  l a  

d o u b l e  couche  é l e c t r i q u e  q u i  l ' e n t o u r e .  Le p o t e n t i e l  p r é s a n t  

au n i v e a u  de  c e t t e  c o u c h e  a d h é r e n t e  e s t  l e  p o t e n t i e l  de l a  

s u r f a c e  é l e c t r o c i n é t i q u e  de l a  p a r t i c u l e .  

Les  i o n s  a n t a g o n i s t e s  d e  l a  p a r t i e  e x t e r n e  d e  

l a  d o u b l e  c o u c h e  é l e c t r i q u e  p r é s e n t o n t  une d i s t r i b u t i o n  

d ' é q u i l i b r e  e n t r e  l e u r s  p r o p r e s  mouvements b rown iens  q u i t a n d e n t  

à l e s  a l o i g n e r  d e  l a  p a r t i c u l e  e t  l e s  f o r c e s  de  Coulomb q u i  

t e n d e n t  à l e s  en  r a p p r o c h e r .  C e l a  d é t e r m i n e  une d i s t a n c e  

moyenne e n t r e  l a  s u r f a c e  d e  l a  p a r t i c u l e  e t  l e s  i o n s  a n t a g o -  

n i s t e s .  C e t t e  d i s t a n c e  moyenne e s t  t r è s  s e n s i b l e  à l a  c o n c e n -  

t r a t i o n  e t  à l a  v a l e n c e  d e s  é l e c t r o l y t e s  p r é s e n t s  d a n s  l e  

m i l i e u  i n t e r m i c e l l a i r e .  Lo r squ ' on  a j o u t e  u n  é l e c t r o l y t e  d a n s  

c e  m i l i e u ,  l e  p o t e n t i e l  é l e c t r o c i n é t i q u e  d iminue  c e  q u i  

s ' e x p l i q u e  p a r  u n  r a c c o u r c i s s e m e n t  de l a  d o u b l e  couche  

é l e c t r i q u e .  E n  même t emps ,  l a  s t a b i l i t é  d e  l a  s o l u t i o n  c o l l o 2 -  

d a l e  b a i s s e .  C e t t e  s t a b i l i t é  e s t  l a  r é s u l t a n t e ,  d ' u n e  p a r t ,  

d e s  f o r c e s  d ' a t t r a c t i o n  de  Van d e r  Waals d e s  p a r t i c u l e s  e n t r e  

e l l e s  e t ,  d ' a u t r e  p a r t ,  d e s  f o r c e s  de  r é p u l s i o n .  Lo r sque  c e s  

d e r n i è r e s  d i m i n u e n t  ( a b a i s s e m e n t  d u  p o t e n t i e l  é l e c t r o c i n é -  

t i q u e ) ,  l a  s t a b i l i t é  b a i s s e  e t  t e n d  v e r s  l a  f l o c u l a t i o n .  



L ' a d d i t i o n  d ' é l e c t r o l y t e  d a n s  l e  l i q u i d e  

i n t e r m i c e l l a i r e  p r o v o q u e  un é c h a n g e  d ' i o n s  a u  n i v e a u  d e  l a  

c o u c h e  é l e c t r i q u e  e x t e r n e ,  c e t  é c h a n g e  é t a n t  e n  f a v e u r  d e s  

i o n s  d e  p l u s  g r a n d e  v a l e n c e .  S i  l ' a d d i t i o n  d ' é l e c t r o l y t e  e s t  

s u f f i s a n t e ,  l e  p o t e n t i e l  é l e c t r o c i n é t i q u e  p e u t  p a s s e r ,  d a n s  

c e r t a i n s  c a s ,  p a r  l a  v a l e u r  O ~t i l  p e u t  e n s u i t e  a p p a r a î t r e  

un n o u v e a u  p o t e n t i e l  d e  s i g n e  o p p o s é .  Il y  a d a n s  c e  c a s ,  

i n v e r s i o n  d o  l a  c h a r g e  d u  c o l l o ï d e .  

En c e  q u i  c o n c e r n e  l e s  s o l u t i o n s  c o l l o ï d a l e s  

d e  f e r ,  l e  c o l l o ï d e  é l e c t r o p o s i t i f  s e  f o r m e  p a r  h y d r o l y s e  d u  

c h l o r u r e  f e r r i q u e .  C e t t e  h y d r o l y s e  d o n n e  n a i s s a n c e  à d e s  m o l 6 -  

c u l e s  d ' h y d r o x y d e  f e r r i q u e .  La  p a r t i c u l e  c o l l o ï d a l e  e s t  c o n s -  

t i t u é e  d e  n o m b r e u s e s  m o l é c u l e s  d ' h y d r o x y d e  f e r r i q u e  r é u n i e s  

e n t r e  e l l e s  p a r  d é p a r t  d ' e a u  a u x  d é p e n s  d e  l e u r s  g r o u p e s  O H .  

S c h é m a t i q u e m e n t  l a  r é a c t i o n  p e u t  s ' é c r i r e  r 

FeC13  + 3H20-J F e ( O H I 3  + 3 HCL 

[ COLMANT, 

C e t t e  s o l u t i o n  c o l l o ï d a l e  e s t  p u r i f i é e  p a r  d i a l y s a .  

L ' o b t e n t i o n  d u  c o l l o ï d e  é l e c t r o n é g a t i f  s ' c f f e c -  

t u e  p a r  a d d i t i o n  à l a  s o l u t i o n  d u  c o l l o ï d e  é l e c t r o p o s i t i f ,  d ' u n  

é l e c t r o l y t e  p r é s e n t a n t  l ' i o n  n é g a t i f  f e r r o c y a n h y d r i q u e  à 4 

v a l e n c e s .  HAZEL e t  AYRES ( 1 9 3 1 1  o n t  e n  e f f e t  m o n t r é  q u e  l e s  

s o l u t i o n s  c o l l o i d a l e s  d ' o x y d e  f e r r i q u e  f i x e n t  p r é f é r e n t i e l -  

l e m e n t  c e t  io-n .  L ' a d d i t i o n  s u f f i s a n t e  d e  f e r r o c y a n u r e  d e  

p o t a s s i u m  p r o v o q u e  l ' i n v e r s i o n  d u  p o t e n t i e l  é l e c t r o c i n é t i q u e .  

L ' a d d i t i o n  à c e t t e  n o u v e l l e  s o l u t i o n  c o l l o ï d a l e  

d ' a c i d e  f a i b l e  e t  d e  b a s e  f a i b l e  ( a c i d e  c i t r i q u e  - p h o s p h a t e  

d i s o d i q u e )  a  p e r m i s  d e  l a  s t a b i l i s e r  d a n s  u n e  gamme d e  pH 

s ' é t e n d a n t  d e  4 , 5  à 1 2 .  



Nous  a v o n s  e f f e c t u é  d e s  e s s a i s  i n  v i t r o  

s u r  d e s  s o l u t i o n s  e t  s u s p e n s i o n s  d e  p r o t é i n e s  p u r s s ,  a c i d e s  

e t  b a s i q u e s .  L e s  p r o t é i n e s  s u i v a n t e s  o n t  é t é  u t i l i s é e s  : 

- p r o t é i n e s  a c i d e s  : g é l a t i n e  - c o l l a g è n e  d u  

t e n d o n  - a l b u m i n e  d e  s é r u m  d e  b o e u f ,  

- p r o t é i n e s  b a s i q u e s  : l y s o z y m e  d u  b l a n c  

d ' o e u f ,  h i s t o n e s  t o t a l e s  d e  t h y m u s  d e  v e a u .  

Le m a t é r i e l  b i o l o g i q u e  s u r  l e q u e l  n o u s  a v o n s  a p p l i q u é  n o t r e  

t e c h n i q u e  d e  c o l o r a t i o n  a é t é  l e  s u i v a n t  : 

- F o i e  d e  r a t  W i s t a r ,  

- C e l l u l e s  H e L a ,  

- G l a n d e s  s a l i v a i r e s  d e  l a r v e s  d e  c h i r o n o m e s ,  

- E s c h e r i c h i a  c o l i ,  

- N u c l é o l e s  d e  c e l l u l e s  h é p a t i q u e s ,  i s o l é s  

s e l o n  l a  t e c h n i q u e  d é c r i t e  p r é c é d e m m e n t .  

E l l e  a é t é  p r é p a r é e  e n  a j o u t a n t  u n e  s o l u t i o n  

d e  c h l o r u r e  f e r r i q u e  à un v o l u m e  1 0  f o i s  s u p é r i e u r  d ' e a u  

b o u i l l a n t e ,  d e  f a ç o n  à o b t e n i r  u n e  c o n c e n t r a t i o n  f i n a l e  d e  

1,73 g d e  f a r  p a r  l i t r e  e t  un  pH d e  1 , 8  ( 5 0  m l  d ' u n e  s o l u t i o n  

a q u e u s e  d e  c h l o r u r e  f e r r i q u e  0 , 4  M q u e  l ' o n  p l o n g e  e n s u i t e  

d a n s  6 0 0  m l  d ' e a u  b o u i l l a n t e ]  (SWIFT e t  ADAMS, 1 9 6 2  e t  

BLANQUET e t  a l . ,  1 9 7 0 ) .  



d  - P r é e s r a t i o n  d e  l a  s o l u t i o n  c o l l o ï d a l e  - - -  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Nous  a v o n s  i n v e r s é  l a  c h a r g e  d e  l ' h y d r o x y d e  

d e  f e r  c o l l o I d a l  e n  l u i  a j o u t a n t  u n e  s o l u t i o n  d s  f e r r o c y a n u r e  

d e  p o t a s s i u m ,  comme l ' o n t  m o n t r é  H A Z E L  e t  AYRES ( 1 9 3 1 1 ,  p u i s  

n o u s  a v o n s  s t a b i l i s é  c e t t e  s o l u t i o n  c o l l o i d a l e  é l e c t r o n é g a -  

t i v e ,  p o u r  u n e  gamme d e  pH v a r i a n t  d e  4 , 5  à 1 2 .  Une s o l u t i o n  

c o n c e n t r é e  d e  c h l o r u r e  f e r r i q u e  e s t  a j o u t é e  à un vo lume  a u  

m o i n s  IO f o i s  s u p é r i e u r  d ' e a u  b i d i s t i l l é e  b o u i l l a n t e  a f i n  

d ' o b t e n i r  une  s o l u t i o n  d ' h y d r o x y d e  d e  f e r  c o l l o X d a l  a y a n t  

u n e  c o n c e n t r a t i o n  f i n a l e  d e  2 , 1 2  g d e  f e r  p a r  l i t r e  ( 5 0  m l  

d ' u n e  s o l u t i o n  a q u e u s e  d e  c h l o r u r e  f e r r i q u e  0 , 5  M s o n t  p l o n g é s  

d a n s  6 0 0  m l  d ' e a u  b i d i s t i l l é e  b o u i l l a n t e ) .  C e t t e  s o l u t i o n  e s t  

d i a l y s é e ,  p e n d a n t  7 j o u r s ,  c o n t r e  1 0  v o l u m e s  d ' e a u  d i s t i l l é e  

( 2  c h a n g e m e n t s  p a r  j o u r 1  p u i s  a j o u t é e  à un v o l u m e  6 g a l  

d ' a c i d e  c h l o r h y d r i q u e  0 , 0 0 1 2  N d e  f a ç o n  à a m e n e r  s o n  pH à 

u n e  v a l e u r  d e  3 , s  e n v i r o n .  (GASIC e t  a l . ,  1 9 6 8 ) .  La s o l u t i o n  

a i n s i  o b t e n u e  e s t  m é l a n g é e  g o u t t e  à g o u t t e ,  à v o l u m e  é g a l ,  

s o u s  a g i t a t i o n ,  e t  à + 4' C, à u n e  s o l u t i o n  a q u e u s e  d e  f e r r o -  

c y a n u r e  d e  p o t a s s i u m  8  mM.Ascette s o l u t i o n  c o l l o ï d a l e  d e  

t e i n t e  b r u n - f o n c é ,  on  a j o u t e  un vo lume  é q u i v a l e n t  d e  p h o s p h a t e  
M d i s o d i q u e  - 
3 5 '  p u i s .  a p r è s  q u e l q u e s  s e c o n d e s  d ' a g i t a t i o n ,  u n e  

q u a n t i t é  d ' a c i d e  c i t r i q u e  c r i s t a l l i s é  s u f f i s a n t e  p o u r  a b a i s -  

s e r  s o n  pH à u n e  v a l e u r  d e  4 . 2  ; ce pH e s t  e n f i n  r a m e n é  

r a p i d e m e n t  à 9  a v e c  d e  l a  s o u d e  0 , 5  N .  T o u t e s  c e s  o p é r a t i o n s  

s e  f o n t  à + 4' C .  L a  s o l u t i o n  f i n a l e ,  d o n t  l ' é l e c t r o n é g a t i -  

v i t 6  a é t é  v é r i f i é e  p a r  é l e c t r o p h o r è s e  e n  v e i n e  l i q u i d e ,  

e s t  s t a b l e  e t  p e u t  6 t r e  s t o c k é e  p l u s i e u r s  m o i s  à 4' C .  J u s t e  

a v a n t  l ' e m p l o i ,  e l l e  e s t  a j u s t é e  a u  pH d é s i r é  p a r  d e  l ' a c i d e  

c i t r i q u e  c r i s t a l l i s é  ou  d s  l a  s o u d e  0 , l  N. 

L e  t r a i t e m e n t  p a r  l e s  s o l u t i o n s  c o l l o ï d a l e s  

e s t  e f f e c t u é  e n  a g i t a t i o n  c o n s t a n t e  p e n d a n t  u n e  n u i t  à 4' C ; 



i l  e s t  p r d c é d é  e t  s u i v i  d ' u n  l a v a g e  d a n s  u n e  s o l u t i o n  d e  

même pH, e f f e c t u g e  e n  a j u s t a n t  a v e c  d e  l a  s o u d e  0 , l  N l e  pH 

d ' u n e  s o l u t i o n  d e  p h o s p h a t e  d i s o d i q u e  35 e t  d ' a c i d e  c i t r i q u e  

C e  t r a i t e m e n t  p a r  l e s  s o l u t i o n s  c o l l o I d a l e s  

e s t  p r é c é d é  d ' u n e  f i x a t i o n  d e s  m a t é r i e l s  d a n s  l e  f o r m o l  

p e n d a n t  2 h à 4 "  C .  La f i x a t i o n  e s t  s u i v i e  d ' u n  r i n ç a g e  

p e n d a n t  u n e  n u i t  d a n s  l e  t ampon  d e  f i x a t i o n .  

L e s  d i f f é r e n t e s  r é a c t i o n s  [ c o n t r ô l e s  c y t o c h i -  

m i q u e s  - a c t i o n  d e s  e n z y m e s ,  DNAse e t  RNAse - a c t i o n  d e s  

s o l u t i o n s  c o l l o l d a l e s ~  s o n t  e f f e c t u é e s  s u r  d e s  c o u p e s  d e  

m a t é r i e l s  e f f e c t u é e s  a u  c r y o s t a t .  

C e s  c o u p e s  s o n t  u l t é r i e u r e m e n t  i n c l u s e s  d a n s  

1 ' E p o n .  En c e  q u i  c o n c e r n e  l e s  n u c l é o l e s  i s o l é s ,  l e s  d i f f é -  

r e n t e s  r é a c t i o n s  o n t  é t é  e f f e c t u é e s  p a r  r e s u s p e n s i o n  d e s  

f r a c t i o n s  n u c l é o l a i r e s ,  s a n s  c o u p e  a u  c r y o s t a t .  

. La ~ é l a t i n e  a  é t é  u t i l i s é e  e n  s o l u t i o n  

a q u e u s e  à 20  p .  1 0 0 .  

. Une s o l u t i o n  a q u e u s e  d ' a g a r o s e  à IO p .  1 0 0  

a  é t é  d i s s o u t e  à c h a u d  d a n s  u n e  s o l u t i o n  : 

- d ' h i s t o n e  à 5 p .  1 0 0  d a n s  H C 1  0 , l  N ,  

- d ' a l b u m i n e  à 5 p .  1 0 0  d a n s  l ' e a u ,  

- d e  l y s o z y m e  à 5 p .  1 0 0  d a n s  l ' e a u .  

. Le c o l l a g è n e  a é t 6  i n c l u s  d i r e c t e m e n t  

e n  g é l o s e  à 5 p .  1 0 0 .  



La  s p é c i f i c i t é  d e  l a  t e c h n i q u e  d e  r é v é l a t i o n  

d e s  g r o u p e m e n t s  d e  p o i n t  i s o i o n i q u e  é l e v é  a 6 t h  c o n t r ô l é e  

s u r  d e s  f r a c t i o n s  d e  n u c l é o l e s  i s o l é s  a u  moyen d e s  r é a c t i o n s  

s u i v a n t e s  : 

- A c t i o n  s u r  l e s  g r o u p e m e n t s  N H  
2 

, N i n h y d r i n e  : e n  s o l u t i o n  à 0 , 5  p .  1 0 0  

d a n s  1' a l c o o l  a b s o l u .  

1 ,  ' 2 h à 3 7 O  C. 

. A c i d e  n i t r e u x  : s o l u t i o n  p r é p a r é e  s e l o n  

L I L L I E  ( 1 9 5 8 1  

5 mn à t e m p é r a t u r e  o r d i n a i r e .  

- A c t i o n  su r  l e s  g r o u p e m e n t s  a c i d e s .  

E s t é r i f i c a t i o n  a u  moyen d e  l a  s o l u t i o n  d e  

FISCHER e t  L I L L I E  ( 1 9 5 7 )  p e n d a n t  6 h  à 

60 '  C .  

3 - R é s u l t a t s  

a  - R é s u l t ~ ~ t s - o b t e n u s  - - - - - -  s u r  l e s  ~ r o t é i n g s  - - - - - - - - - - - - - - -  - - - - - -  

~ & ~ : g y t g : , o y _ 2 y s e g p d g g : - g ~ - g $ i ~ ~ g  ( P l .  5 ; F i g .  a l .  

A p r è s  a p p l i c a t i o n  d e  l a  s o l u t i o n  d u  c o l l o ï d e  

é l e c t r o n a g a t i f  d e  pH 4 , 5 ,  t o u t e s  l e s  s u s p e n s i o n s  d e  c o u p e s  

a c q u i è r e n t  l a  t e i n t e  r o u i l l e  d e  l a  s o l u t i o n .  A p r è s  a p p l i c a -  

t i o n  d e  l a  s o l u t i o n  d e  c o l l o ï d e  é l e c t r o n é g a t i f  d e  pH 10,5, 

s e u l e s  l e s  s o l u t i o n s  d ' h i s t o n e s  e t  d e  l y s o z y m e  d a n s  l a  g é l o s e  

s o n t  c o l o r é e s .  L ' o b s e r v a t i o n  a u  m i c r o s c o p e  é l e c t r o n i q u e  

( P l .  5  i F i g .  b  - c  - d l  c o n f i r m e  ces  r é s u l t a t s .  D a n s  l e  

c a s  d e  t o u t e s  l e s  p r o t é i n e s ,  s a u f  l e  c o l l a g è n e ,  o n  o b s e r v e  

a p r è s  a c t i o n  d e  l a  s o l u t i o n  d e  pH 4 , 5 ,  d o s  p l a g e s  d e  p a r t i -  
O 

c u l e s  d e  4 0  A e n v i r o n .  En c e  q u i  c o n c e r n e  l e  c o l l a g è n e ,  c e s  



p a r t i c u l e s  s e  r é p a r t i s s e n t  s u r  l e s  f i b r e s  p o u r  f o r m e r  d e s  

s t r i e s  t r a n s v e r s a l e s  g r o u p é e s  p l u s  ou m o i n s  n e t t e m e n t  e n  

b a n d e s  a l t e r n a n t  a v e c  d e s  b a n d e s  p l u s  c l a i r e s .  La d i s t a n c e  

s é p a r a n t  l e s  c e n t r e s  d e  d e u x  b a n d e s  c o l o r é e s  e s t  d ' e n v i r o n  
O 

6 5 0  A ( P l .  5 3 F i g .  b l .  

A p r è s  a p p l i c a t i o n  d e  l a  s o l u t i o n  d u  c o l l o ï d e  

é l e c t r o n e g a t i f  d e  pH I O , § ,  l e s  p l a g e s  d e  p a r t i c u l e s  c o l l o ï -  

d a l e s  n e  s ' o b s e r v e n t  q u ' s u  n i v e a u  d e s  p r o t é i n e s  b a s i q u e s  : 

l y s o z y m e  e t  h i s t o n e s .  

La c o l o r a t i o n  d e s  h i s t o n e s  e s t  s u b o r d o n n é e  

à u n e  d i g e s t i o n  p r é a l a b l e  d e s  s t r u c t u r e s  à l a  D N A s e .  En 

e f f e t ,  sur  n u c l é a l o s  i s o l é s ,  l a  c o u r o n n e  d e  c h r o m a t i n e  p @ r i -  

n u c l é o l a i r e  e t  l a  c h r o m a t i n e  i n t r a n u c l E o l a i r e  n e  s o n t  c o l o -  

r é e s  q u e  s i  l ' a c t i o n  d e  l a  s o l u t i o n  d u  c o l l o ï d e  é l e c t r o n é g a -  

t i f  e s t  p r é c é d é e  d ' u n e  d i g ~ s t i o n  à l a  D N A s s  ( P l .  6 ; F i g .  

a - b - d l .  De même, d a n s  l e  n o y a u  d e  f o i e  d e  R a t ,  l e s  

h i s t o n e s  n e  s o n t  c o l o r é e s  q u ' a p r è s  a c t i o n  d e  l a  DNAse ( P l .  

1 0  ; F i g .  a e t  b  e t  P l .  9 9 F i e .  a l .  

De l a  même m a n i è r e ,  n o u s  a v o n s  c o l o r é  l e s  

h i s t o n e s  d e s  c h r o m o s o m e s  d u  c e l l u l e s  HeLa ( P l .  11 ; F i g .  b l  

e t  l e s  c h r o m o s o m e s  g é a n t s  d e s  n o y a u x  d e  g l a n d e s  s a l i v a i r e s  

d e  l a r v e s  d e  c h i r o n o m e s  ( P l .  1 2  ; F i e .  a  e t  b l .  D a n s  c e  

d e r n i e r  c a s  l a  c o l o r a t i o n  i n t é r e s s e  a u s s i  d e s  g r a n u l e s  

r g p a r t i s  e s s e n t i e l l e m e n t  d a n s  l e  n u c l é o p l a s m e  b o r d a n t  

l ' e n v e l o p p e  n u c l é a i r e .  

c  - C o l o r a t i o n  d e s  f r a c t i o n s  n u c l é o l a i r e s  - - - - -  - - - - - - - - - - - - - - -  - - - - - - - - - - - - - -  

I ç ~ & É ? g ç  

En d e h o r s  d ' u n e  c o l o r a t i o n  d e s  h i s t o n e s  d e s  



c h r o m a t i n e s  p é r i n u c l é o l a i r e  e t  i n t r a n u c l é o l a i r e ,  n o u s  

n ' a v o n s  p a s  o b s e r v é  d e  c o l o r a t i o n  d u  r é s e a u  même l o r s q u e  

l ' a c t i o n  d u  c o l l o l d e  é l e c t r o n é g a t i f  e s t  p r é c é d é  d ' u n e  

d o u b l e  d i g e s t i o n  DNAse-RNAse ( P l .  6 s F i g .  f l .  

d - FjiSyQ&at&on - - - - - -  d o s  p r o t é i n e s  - - - - - -  b a s i g g e s - n o n  

1 4 & s - @ - i l A G N  

D a n s  l e  c y t o p l a s m e  d e s  d i f f é r e n t s  m a t é r i e l s  

é t u d i é s ,  o n  o b s e r v e  un d é p ô t  l é g e r  e t  h o m o g è n e  d e  p a r t i c u l e s  

c o l l o l d a l e s .  Ce d é p â t  s ' a c c e n t u e  a u  n i v e a u  d e s  r i b o s o m e s ,  

n o t a m m e n t  e n  b o r d u r e  d e s  l ame l l e s  e r g a s t o p l a s m i q u e s  ( P l .  9 ; 

F i g .  a  e t  c l .  D a n s  l e  c y t o p l a s m e  d e  f o i e  d e  R a t  n o u s  a v o n s  . 

c o n s t a t é  q u e  c e t t e  c o l o r a t i o n  n ' e s t  p a s  i n f l u e n c é e  p a r  u n e  

d i g e s t i o n  p r é a l a b l e  à l a  RNAse. 

- D a n s  l e s  n u c l é o l e s  i n  s i t u ,  n o u s  a v o n s  

c o n s t a t é  d a n s  3 0  p .  1 0 0  d e s  c a s  e n v i r o n ,  u n e  c o l o r a t i o n  d u  

r é s e a u  ( P l .  1 0  ; F i g .  b l .  D a n s  t o u s  l e s  a u t r e s  c a s ,  l e  

r é s e a u  n ' e s t  p a s c o l o r é  ( P l .  11 ; F i g ,  a ) ,  q u e  l ' a c t i o n  d e  

l a  s o l u t i o n  c o l l o l d a l o  s o i t  p r é c é d é e  o u  n o n  d ' u n e  d i g e s t i o n  

à l a  RNAse. 

- N o u s  a v o n s  pu v é r i f i a r  sur  E s c h e r i c h i a  c o l i  

( P l .  1 2  ; F i g .  c l  q u e  l e s  a c t i o n s  s u c c e s s i v e s  d e  l a  DNAse 

e t  d e  l a  s o l u t i o n  c o l l o T d a l o  n e  c o l o r a i e n t  q u e  d e s  g r a n u l e s  

r é p a r t i s  d a n s  l e s  z o n e s  e x t r a n u c l é a i r e s  e t  c o r r e s p o n d a n t  

c e r t a i n e m e n t  a u x  r i b o s o m e s .  

L e s  a c t i o n s  d e  c e s  c o n t r 0 l e s  s u r  l a  c o l o r a t i o n  

p a r  d e s  s o l u t i o n s  d e  c o l l o ï d e  é l e c t r o n é g a t i f  d e  pH 4 , 5  e t  

1 0 , 5  o n t  é t é  c o m p a r é e s  à l e u r s  a c t i o n s  s u r  l a  c o l o r a t i o n  p a r  

u n e  s o l u t i o n  d e  c o l l o ï d e  é l e c t r o p o s i t i f .  L e s  r 6 s u l t a t s  s o n t  

s c h é m a t i s G s  d o n s  l e  t a b l e a u  I I ,  p .  5 9 .  11s p e r m e t t e n t  d e  





c o n s t a t e r  q u e  l e s  p e r t i c u l e s  é l e c t r o n é g a t i v e s  s o n t  r e t e n u e s  

p a r  l e s  g r o u p e m e n t s  b a s i q u e s  N H 2  ; i n v e r s e m e n t  l e s  p a r t i c u l e s  

c o l l o l d a l e s  é l e c t r o p o s i t i v e s  s o n t  r e t e n u e s  p a r  l e s  g r o u p e -  

m e n t s  a c i d e s .  

4 - D i s c u s s i o n  d e  c e s  r é s u l t a t s  

a  - C h o i x  d u  f i x a t e u r  - - - - - - - - - - - - - - - - -  

Nous  a v o n s  c h o i s i  l a  f i x a t i o n  a u  f o r m o l  q u i  

e s t  l a  p l u s  r é p a n d u e  d a n s  l e s  é t u d e s  c y t o c h i m i q u e s  u l t r a s t r u c -  

t u r a l e s .  Le f o r m o l  b l o q u e ,  t h é o r i q u e m e n t ,  l e s  g r o u p e s  a m i n e s  

d e s  p r o t é i n e s  e n  m i l i e u  l é g è r e m e n t  a l c a l i n ,  e n  f o r m a n t  d e s  

r e a c t i o n s  d ' a d d i t i o n  o u  d e s  p o n t s  m é t h y l é n i q u e s  e n t r e  c h a î n e s  

p r o t é i q u e s  v o i s i n e s  [FRENCH e t  EDÇALL,  1 9 4 5 1 .  En f a i t ,  ce  

b l o c a g e  e s t  e n  g r a n d e  p a r t i e  r é v e r s i b l e  l o r s q u e  l a  f i x a t i o n  

e s t  e f f e c t u é e  à t e m p é r a t u r e  b a s s e  ( 4 '  Cl  e t  s u i v i e  d ' u n  

l a v a g e  p r o l o n g é  IPEARSE, 1 9 6 0 1 .  

L B S  r é s u l t a t s  o b t e n u s  s o n t  c o n f o r m e s  a u  

p r i n c i p e  d e  l a  c o l o r a t i o n  é n o n c é  d a n s  l ' i n t r o d u c t i o n .  U n e  

s p é c i f i c i t é  d e  l a  c o l o r a t i o n  e n v e r s  l e s  p r o t g i n e s  b a s i q u e s  

e s t  a m e n é e  p a r  l ' e m p l o i  d ' u n  pH b a s i q u e  ( 1 0 , 5 1  l é g è r e m e n t  

i n f é r i e u r  au P . I . d e  c e s  p r o t é i n e s  q u i ,  d a n s  l e  c a s  d e s  h i s t o -  

n e s  e t  d e  l a  l y s o z y m e ,  e s t  c o m p r i s  e n t r e  10 ,s  e t  11.  

En c e  q u i  c o n c e r n e  l e s  f i b r e s  d e  c o l l a g è n e  

n a t i f ,  n o u s  a v o n s  o b s e r v é  à pH 4 , 5 ,  u n e  c o l o r a t i o n  d e  s t r i e s  

t r a n s v e r s a l e s  g r o u p g e s  p o u r  f o r m e r  d e s  b a n d e s  c o l o r é e s  a l t e r -  
O 

n a n t  a v e c  d e s  b a n d e s  p l u s  c l a i r e s .  La d i s t a n c e  d e  6 5 0  A D  

s é p a r a n t  l e s  c e n t r e s  d e  d e u x  b a n d e s  c o l o r é e s  s u c c o s s i v e s ,  

c o r r s s p o n d  à l a  p s r i o d o  d e s  f i b r e s  d e  c o l l a g è n e  n a t i f  q u i  e s t  
O O 

d e  6 4 0  A à 7 0 0  A ,  s e l o n  l e u r  é t , a t  d ' h y d r a t a t i o n .  Nos  r é s u l -  

t a t s  c o n f i r m e n t  d o n c  l ' e x i s t e n c e  d e  g r o u p e m e n t s  b a s i q u e s  a u  



n i v e a u  d e s  s t r i e s  t r a n s v e r s a l e s  d e s  f i b r e s  d e  c o l l a g è n e  

( f a c i l e m e n t  r é v é l é e s  p a r  l ' a c i d e  p h o s p h o t u n g s t i q u e l .  En 

e f f e t ,  l e s  t r a v a u x  d e  nombreux a u t e u r s ,  p a r m i  l e s q u e l s  

K U H N  e t  a l .  ( 1 9 5 6 )  o n t  m o n t r é  q u e  l ' a c i d e  p h o s p h o t u n g s t i q u ~ ?  

r é a g i t  s u r t o u t  a v e c  l e s  g r o u p e m e n t s  b a s i q u e s  d e  l ' a r g i n i n e  

e t  d e  l a  l y s i n e .  

c - R ô l e  d e s  d i g e s t i o n s  e n z y m a t i q u e s  - - - - - - - - - - -  - - - - - - - - - - -  - - - -  - - -  

La c a p t u r e  d e s  p a r t i c u l e s  c o l l o ï d a l e s  é l e c -  

t r o n é g a t i v e s  p a r  l e s  h i s t o n e s  d e  l a  c h r o m a t i n e  n é c e s s i t e  u n e  

d i g e s t i o n  p r g a l a b l e  d e  l ' A D N .  En e f f s t  c e l u i - c i , l o r s q u ' i l  

e s t  p r é s e n t ,  e n t r e  e n  c o m p é t i t i o n  a v e c  l e s  p a r t i c u l e s  c o l l o 1 -  

d a l e s  d e  même s i g n e  e t  l e s  empêche  d e  s e  f i x e r  s u r  l e s  

g r o u p e s  b a s i q u e s  d e s  h i s t o n e s .  Ce r h s u l t a t  e s t  t o u t  à f a i t  

c o m p a r a b l e  à c e l u i  o b t e n u  e n  h i s t o l o g i e  c l a s s i q u e  p o u r  l a  

c o l o r a t i o n  d e s  h i s t o n e s  p a r  l e  F a s t - g r e e n  q u i  n é c e s s i t e  a u s s i  

u n e  e x t r a c t i o n  p r é a l a b l e  d e  l ' A D N  (ALFERT e t  GESCHWIND, 1 9 5 3 1 .  

L ' e x t r a c t i o n  e n z y m a t i q u e  d e  l ' A D N  f a v o r i s e  

e n  o u t r e  l a  l i b é r a t i o n  d e s  g r o u p e s  N H 2  d e s  h i s t o n e s ,  l i é s ,  

d a n s  l a  p r o p o r t i o n  d e  8 0  p .  1 0 0 ,  a u x  g r o u p e s  O - p h o s p h o r y l e  

d e  l a  m o l é c u l e  d'ADN (WALKER, 1 9 6 5  e t  LEWIN, 1 9 6 9 1 .  

Un r a i s o n n e m e n t  i d e n t i q u e  p o u r r a i t  l a i s s e r  

s u p p o s e r  q u e  l a  c o l o r a t i o n  d e s  p r o t é i n e s  b a s i q u e s  d e  s t r u c -  

t u r e  d e s  r i b o s o m e s  IPETERMANN, 1 9 6 4  ; SPIRIN,  1 9 6 9  a )  p u i s s u  

ê t r e  f a v o r i s é e  p a r  une  e x t r a c t i o n  d e  1 ' A R N .  Nous n ' a v o n s  p a s  

c o n s t a t é  c o l a  a p r è s  d i g e s t i o n  à l a  RNAse. Ce r é s u l t a t  e n  

a p p a r e n c e  c o n t r a d i c t o i r e  p e u t  s ' e x p l i q u e r  p a r  l a  p e t i t e  t a i l l e  

d e s  r i b o s o m e s .  En e f f e t ,  l e  d i a m è t r e  moyen r e l a t i v e m e n t  é l e v é  
O 

d e s  p a r t i c u l e s  c o l l o ï d a l e s  ( 4 0  A )  p e r m a t  d e  s u p p o s e r  q u e  

l e s  r i b o s o m e s  n e  p e u v e n t  p r é s e n t e r  q u ' u n e  c o l o r a t i o n  s u p e r -  

f i c i e l l e  a t t e i g n a n t  v i t e  l a  s a t u r a t i o n ,  même e n  p r é s e n c e  

d ' u n  p o t e n t i e l  6 l e c t r o p o s i t i f  f a i b l e  ; l a  d i g e s t i o n  enzyma-  

t i q u e  à l a  RNAse n ' a u r a i t  a l o r s  a u c u n e  a c t i o n  s u r  l ' i n t e n s i t é  

d e  l a  c o l o r a t i o n .  



L c s  r é s u l t a t s  o b t e n u s  a u  c o u r s  d e s  d i f f é r e n t s  

c o n t r ô l e s  c o n f i r m e n t  l ' i n t e r v e n t i o n  d e s  g r c u p e m e n t s  NH 2  
d a n s  l a  c a p t u r e  d e s  p a r t i c u l e s  n é g a t i v e s  p a r  l e s  p r o t é i n e s .  

En e f f e t ,  l ' e f f a c e m e n t  d e  c o s  g r o u p e m e n t s  p a r  l a  n i n h y d r i n e  

o u  p a r  l ' a c i d e  n i t r e u x  s u p p r i m a  l a  f i x a t i o n  d e s  p a r t i c u l a s  

c o l l o l d a l e s  é l e c t r o n é g a t i v e s .  P a r  c o n t r e ,  l ' e s t é r i f i c a t i o n ,  

e f f e c t u é e  à t i t r e  d e  v é r i f i c a t i o n ,  e n  s u p p r i m a n t  l o s  g r o u p e -  

m e n t s  a c i d e s ,  n ' a  a u c u n  e f f e t  s u r  l a  c a p t u r e  d 2  ces  p a r t i -  

c u l e s  c o l l o I d a l e s .  Nous  a v o n s  c o n s t a t é  q u e  l ' a c t i o n  d e  

l ' a c i d e  n i t r e u x  e s t  t r è s  r a p i d e  e t  e m p ê c h e  t o u t e  c o l o r a t i o n ,  

c e  q u i  s e m b l c  i n d i q u e r  q u e  l e s  g r o u p e m e n t s  N H 2  r é a c t i f s  

a p p a r t i e n n e n t  e s s e n t i e l l e m e n t  à l a  l y s i n e  [DEITCH, 1 9 6 1  e t  

L I L L I E ,  1 9 5 8 ) .  L e  l é g e r  a f f a i b l i s s e m e n t  d e  l a  c o l o r a t i o n  p a r  

l a  s o l u t i o n  d e  c o l l o l d e  é l e c t r o p o s i t i f  a p r è s  a c t i o n  d e  l a  

n i n h y d r i n a ,  p e u t  s ' e x p l i q u e r  p a r  l a  p e r t e  d s  r a d i c a u x  a c i d o s  

d u e  à l ' h y d r o l y s e  d e  c e r t a i n e s  p r o t 6 i n e s  a u  c o u r s  d e  c e t t e  

a c t i o n  [PUCHTLER e t  SWEAT, 1 9 6 2 1 .  

L e s  s t r u c t u r e s  c o n t e n a n t  d s s  p r o t é i n e s  b o s i -  

q u e s  : c h r o m a t i n e ,  c h r o m o s o m e s ,  r i b o s o m e s  c y t o p l a s m i q u e s ,  

o n t  f i x é  l e s  p a r t i c u l e s  c o l l o ï d a l e s .  A t i t r e  d e  v é r i f i c a t i o n ,  

l e  n o y a u  b a c t é r i s n ,  p r i v é  d ' h i s t o n e s ,  n ' a  p a s  é t é  c o l o r é .  

En c e  q u i  c o n c e r n e  l a  c o l o r a t i o n  d u  c o r p s  

n u c l é o l a i r e ,  o n  p e u t  s ' é t o n n e r  d e  l'absence d e  c o l o r a t i o n  

a u  n i v e a u  d u  r é s e a u ,  b t a n t  d o n n C  l e s  r e s u l t a t s  b i o c h i m i q u e s  

s i g n a l a n t  l ' e x i s t e n c e  d e  p r o t é i n e s  b a s i q u e s  d a n s  c e t  o r g a n i t e  

[BUSCH, 1 9 6 5  ; G R O G A N  e t  a l . ,  1 9 6 6  ; MUNDELL, 1 9 6 8 1 .  En e f f e t ,  

n o u s  n ' a v o n s  p a s  o b s e r v é  d e  c o l o r a t i o n  d u  r é s e a u  d a n s  l e s  

n u c l é o l e s  i s o l é s ,  a l o r s  q u e  s e u l e m e n t  3 0  p .  1 0 0  d e s  n u c l é o l e s  

i n  s i t u  p r é s e n t e n t  c e t t e  c o l o r a t i o n ,  La m i s e  e n  é v i d e n c e  d e s  

p r o t é i n e s  b a s i q u e s  n u c l é o l a i r e s  f a i t  l ' o b j e t  d u  c h a p i t r e  

s u i v a n t .  



L ' e n s e m b l e  d e s  r é s u l t a t s  o b t e n u s  su r  c e s  

d i f 7 é r e n t s  m a t é r i e l s  n o u s  p e r m e t  d ' a f f i r m e r  q u e  l a  t e c h n i q u e  

q u e  n o u s  s v o n s  mise a u  p o i n t  r é v è l e ,  à l ' é c h e l l e  u l t r a s t r u c -  

t u r a l e .  l e s  p r o t é i n e s  t o t a l e s  e t  p r é f é r e n t i e l l e m e n t  l e s  

p r o t é i n e s  b a s i q u e s ,  d a n s  c e r t a i n e s  c o n d i t i o n s  : 

- F a c i l i t a t i o n  d e  l a  p é n é t r a t i o n  d e s  p a r t i c u l e s  

c o l l o i d a l e s  d a n s  l e s  t i s sus  p a r  l ' e m p l o i  d e  c o u p e s  a u  

c r y o s t a t  . 
- T e n i r  c o m p t e  d e  l a  p r é s e n c e  d e s  g r o u p e m e n t s  

a c i d e s  n ' a p p a r t e n a n t  p a s  a u x  p r o t é i n e s  e t  p o u v a n t  e n t r e r  

e n  c o m p é t i t i o n  a v e c  l e s  p a r t i c u l e s  c o l l o I d a l e s .  

- C h o i x  du pH d e  l a  s o l u t i o n  c o l l o ï d a l e  q u i ,  

d a n s  l e  c a s  d e  l a  r é v é l a t i o n  d e s  p r o t é i n e s  b a s i q u e s ,  d o i t  

ê t r e  s u f f i s a m m e n t  é l e v é  ( 1 0 , 5 1  e t  ê t r e  l e  p l u s  p r o c h e  

p o s s i b l e  d e  l e u r  p . 1 . .  

B - MISE EN EVIDENCE DES PROTEINES BASIQUES NUCLEAIRES DE L A  

CELLULE HEPATIQUE D E  RAT 

Dans  un p r e m i e r  t e m p s ,  n o u s  a v o n s  c h e r c h é  à 

r é v é l e r  l e s  p r o t é i n e s  b a s i q u e s  n u c l 6 o l a i r e s  e t  e x t r a n u c l é o -  

l a i r e s  d u  noyau  d e  l a  c e l l u l e  h é p a t i q u e  d e  r a t  n o r m a l .  Dans  

un d e u x i è m e  t e m p s ,  n o u s  a v o n s  6 t u d i é  l e s  p r o t é i n e s  b a s i q u e s  

d e s  n u c l é o l e s  l é s é s  p a r  a c t i o n  d e  l ' a c t i n o m y c i n e  0 ,  d a n s  l e  

b u t  d ' é c l a i r c i r  c e r t a i n s  p r o b l è m e s  d e  s t r u c t u r e  l i é s  a u  

m é t a b o l i s m e  d e s  A R N  n u c l é o l a i r a s .  

L ' a c t i n o m y c i n e  D ,  e n  e f f e t ,  i n h i b e  l a  

s y n t h è s e  d e  1 ' A R N  "ADN-dépendan t "  p a r  l ' i n t e r m é d i a i r e  d ' u n  

b l o c a g e  d e s  f o n c t i o n s  d e  1 ' A R N - p o l y m é r a s e .  Les é t u d e s  s t E r 6 o -  

c h i m i q u e s  o n t  m o n t r é  q u e  c e t  a n t i b i o t i q u e  S B  l i e  à l a  



m o l é c u l e  h S l i c o l d a l e  d e  l ' A D N ,  d a n s  l e  s i l l o n  m i n e u r ,  a u  

n i v e a u  d ' u n e  b a s e  g u a n i n e ,  p r o v o q u a n t  a i n s i  u n e  o b t u r a t i o n  

i n h i b a n t  l ' a c t i o n  d e  1 ' A R N  p o l y m é r a s e  (REICH e t  GOLOBERG, 

1 9 6 4 ) .  Ce mode d ' a c t i o n  d e  l ' a c t i n o m y c i n e  O e x p l i q u e  p o u r q u o i  

c e t  a n t i b i o t i q u e ,  l o r s q u ' i l  e s t  e m p l o y é  à d o s e s  f a i b l e s ,  

i n h i b e  p r é f é r e n t i e l l e m e n t  l a  s y n t h S s e  d e  1 ' A R N  r i b o s o m a l  q u i ,  

r i c h e  e n  b a s e s  g u a n i n e ,  s e  s y n t h è t i s e  s u r  un A D N  h o m o l o g u e  

r e l a t i v e m e n t  p l u s  v i t e  s a t u r é  p a r  l ' a c t i n c m y c i n e  D .  

S u r  l e  p l a n  m o r p h o l o g i q u e ,  l e s  é t u d e s  e f f e c -  

t u é e s  sur  un l a r g e  é v e n t a i l  d e  m a t é r i e l s ,  d é c r i v e n t  l e s  

l é s i o n s  p r o g r e s s i v e s  d u  n u c l é o l e  d e s  c e l l u l e s  t r a i t é e s .  C o s  

l é s i o n s  s o n t  t y p i q u e s  e t  c o n s i s t e n t  e n  u n e  s é p a r a t i o n  e t  

u n e  r e d i s t r i b u t i o n  d e s  c o m p o s a n t s  n u c l o o l a i r e s  d ' o ù  l e  nom 

d e  s é g r é g a t i o n  n u c l é o l a i r e  q u i  l e u r  o n t  é t é  d o n n é  (JEZEQUEL 

e t  BERNHARD, 1 9 6 4  ; SCHOEFL, 1 9 6 4  ; STEVENS, 1 9 6 4  i SIMARD 

e t  BERNHARD, 1 9 6 6  ; SVOBODA e t  HIGGISON, 1 9 6 8 ) .  La s i g n i f i -  

c a t i o n  d e  c e t t e  r e d i s t r i b u t i o n  e s t  i n c o n n u e ,  c e r t a i n s  a u t e u r s  

y  v o i e n t  l a  c o n s é q u e n c e  d e  m o d i f i c a t i o n s  d e  s t r u c t u r e  a u  

n i v e a u  d e  l ' A D N  i n t r a n u c l é o l a i r e  (GOLDBLATT e t  SULLIVAN, 

1 9 7 0  i RECHER, 1 9 7 1  ; GOLDBLATT e t  a l . ,  1 9 6 9  ; SIMARD e t  

BERNHARD, 1 9 6 6  E SIMARD, 1 9 6 8 ) .  

1 - M é t h o d e  -- 

C e s  é t u d e s  o n t  é t é  r é a l i s é e s  s u r  d e s  f r a c t i o n s  

d e  n u c l é o l e s  i s o l e s  a i n s i  q u e  s u r  d e s  c o u p e s  a u  c r y o s t a t  d e  

f o i e  d e  R a t ,  u l t é r i e u r e m e n t  i n c l u s e s  d a n s  1 ' E p o n .  T o u s  l e s  

m a t é r i e l s  o n t  é t é  f i x é s  a u  f o r m o l .  L ' a c i d e  t h i o g l y c o l i q u e  a 

é t é  u t i l i s é  comme a g e n t  r é d u c t e u r  d e s  p o n t s  d i s u l f u r e s  d a n s  

l e s  c o n d i t i o n s  s u i v a n t s s  : s o l u t i o n  à 0 , 2  M a j u s t é e  a v a n t  

e m p l o i  à pH 0 p a r  l a  s o u d e  O B I  N . ( A c t i o n  d e  4  h  à 37'  C l .  Ce 

t r a i t e m e n t  e s t  s u i v i  d ' u n  r i n ç a g e  b r e f  d a n s  l ' a c i d e  a c 6 t i -  

q u e  à 1 p .  1 0 0 .  

La p e p s i n e  a  é t é  u t i l i s é a  comme e n z y m e  p r o t é o -  

l y t i q u e  d a n s  l e s  c o n d i t i o n s  s u i v a n t e s  : s o l u t i o n  à 0 ,01  p .  1 0 0  



d a n s  H C 1  0 , l  N - d i g e s t i o n  5  m i n u t e s  à 37' C .  

L ' a c t i n o m y c i n e  D a  é t é  a d m i n i s t r é e  a u x  r a t s  

p a r  v o i e  i n t r a p é r i t o n é a l e ,  à l a  d o s e  d e  1 mg p a r  kg  d e  p o i d s ,  

e n  s o l u t i o n  d a n s  d u  s é r u m  p h y s i o l o g i q u e .  

Des s a c r i f i c e s  é c h e l o n n é s  d e p u i s  1 / 2  h 

j u s q u ' à  3 h a p r è s  l ' i n j e c t i o n  o n t  p e r m i s  d e  s u i v r e  l ' é v o l u -  

t i o n  p r é c o c e  d e  l a  l é s i o n  n u c l é o l a i r e .  

L e s  é t u d e s  c y t o c h i m i q u e s  o n t  é t é  r é a l i s é e s  

s u r  n o y a u x  e t  n u c l é o l e s  i s o l é s  s e l o n  l a  t e c h n i q u e  d é j à  

d é c r i t e  a i n s i  q u e  sur l e  n o y a u  i n  s i t u .  

2 - R é s u l t a t s  

- L o r s q u ' o n  f a i t  a g i r  sur  d e s  f r a c t i o n s  d u  

n u c l é o l e s  i s o l é s ,  n o n  d i g é r é s  à l a  DNAsa,  d e s  s o l u t i o n s  d e  

c o l l o ï d e s  é l e c t r o n E g a t i f s  d e  p H  c r o i s s a n t s  d e  4 , 5  à 10,5 ,  

o n  o b s e r v e  u n e  c o l o r a t i o n  d e  l a  c o u r o n n e  p é r i n u c l é o l a i r e  d o n t  

l a  d e n s i t é  d i m i n u e  a v e c  l e s  p H  c r o i s s a n t s .  Au d e l à  d e  p H  8 , 5 ,  

l e  d é p ô t  d e  p a r t i c u l e s  c o l l o ï d a l e s  e s t  p r e s q u e  n u l  ( P l .  1 3  ; 

F i g .  a  - b - c - d l .  

- L o r s q u e  l a  c o l o r a t i o n  e s t  p r é c é d é e  d ' u n e  

d i g e s t i o n  à l a  D N A s e ,  q u e l  q u e  s o i t  l e  pH d e  l a  s o l u t i o n  

c o l l o ï d a l e ,  l ' i n t e n s i t é  d e  l a  c o l o r a t i o n  r e s t e  i d e n t i q u e  d e  

même q u e  s a  l o c a l i s a t i o n  p é r i n u c l é o l a i r e  e t  d a n s  l e  c c r p s  

n u c l é o l a i r e ,  e n  b o r d u r e  d e s  t r a v é e s  d u  r 6 s e a u  ( P l .  1 4  ; F i e .  

a l .  

- A p r è s  a c t i o n  d e  l ' a c i d e  t h i o g l y c o l i q u e ,  l e s  

s o l u t i o n s  d e  c o l l o ï d e s  é l e c t r o n é g a t i f s  d e  p H  4 , 5  c o l o r e n t  



t o u t  l e  c o r p s  n u c l é o l a i r e  ( P l .  1 5  2 F i g .  a  e t  b ) .  La r é d u c t i o n  

d e s  p o n t s  d i s u l f u r e s  i n f l u e  d o n c  s u r  l a  r é v é l a t i o n  d e s  p r o t é i -  

n e s  n u c l é o l a i r e s  t o t a l e s .  

- A p r è s  a c t i o n  d e  l a  p e p s i n e  s e u l e ,  l e  r é s e a u  

n u c l é o l a i r e  s e  c o l o r e  p a r  u n e  s o l u t i o n  d e  c o l l o ï d e  é l e c t r o n é -  

g a t i f  d e  pH 1 0 , 5 .  Ce r é s u l t a t  a  é t é  a c q u i s  a u s s i  b i e n  su r  

f r a c t i o n s  d e  n u c l é o l e s  i s o l é s  ( P l .  1 6  ; F i g .  b  - c l  q u e  sur  

l e s  n u c l é o l e s  i n  s i t u  ( P l .  1 7  ; F i g .  a  - b  - c l .  

- S i  l ' a c t i o n  d e  l a  s o l u t i o n  d e  c o l o r a t i o n  e s t  

p r é c é d é e  d ' u n e  d o u b l e  d i g e s t i o n  p e p s i n e  + DNAse, à l a  c o l o r a -  

t i o n  d u  r é s e a u  n u c l é o l a i r e  s ' a j o u t o  c e l l e  d e  l a  c h r o m a t i n e  

[ P l .  1 6  .; F i g .  b ; P l ,  1 8  ; F i g .  a  e t  b l .  

- C o l o r a t i o n  d e s  RNP n u c l é o l a i r e s  

La t e c h n i q u e  d ' e x t r a c t i o n  q u e  n o u s  a v o n s  

d é c r i t e  d a n s  l e s  m é t h o d e s  g é n é r a l e s  n o u s  a  f o u r n i  d e u x  s u r n a -  

g e a n t ~  d ' e x t r a c t i o n  q u i  o n t  é t é  d é p o s é s  sur un g r a d i e n t  d e  

s a c c h a r o s e  e t  c e n t r i f u g é s .  Le p r o f i l  d e  s é d i m e n t a t i o n  a i n s i  

o b t e n u  r é v è l e  l ' e x i s t e n c e  d ' u n e  z o n e  l a r g e ,  s ' é t a l a n t  d e  4 5  S 

à 8 0  S e n v i r o n  e t  p r é s e n t a n t  un maximum à 6 0  S .  Au d e l à  d e  

B O  S, o n  r e t r o u v e  u n e  z o n e  h é t é r o g è n e  s ' é t a l a n t  j u s q u ' à  

e n v i r o n  1 0 0  S  ( F i g .  4 ; p .  6 7 1 .  

L ' o b s e r v a t i o n  u l t r a s t r u c t u r a l e  d e s  r i b o n u c l é o -  

p r o t é i n e s  e x t r a i t e s ,  e f f e c t u é e  s u r  l e  s é d i m e n t  o b t e n u  p a r  

r e c e n t r i f u g a t i o n  d e s  d e u x  s u r n a g e a n t s  d ' e x t r a c t i o n ,  r é v è l e  

l e u r  c a r a c t è r e  g r a n u l a i r e .  C e s  g r a n u l e s  o n t  e n  m o y e n n e  1 5 0  A 

à 200  A d e  d i a m è t r e  ; i l s  p e u v e n t  ê t r e  o v o ï d e s ,  i l s  m e s u r e n t  
O O 

a l o r s  3 5 0  A d e  l o n g  s u r  1 1 0  A d e  l a r g e .  L e s  g r o s s i s s e m e n t s  

é l e v é s  l e s  m o n t r e n t  c o n s t i t u é s  d e  l ' e n r o u l e m e n t  d e  f i b r i l l e s  
O 

d e  30 à 4 5  A d e  d i a m è t r e  e n v i r o n  [ P l .  1 9  ; F i g .  a - b - c l e  

Le r é s i d u  d ' e x t r a c t i o n  s e  m o n t r e  e s s e n t i e l l e m e n t  f i b r i l l a i r e  

e t  c o n s t i t u é  d e  f r a g m e n t s  d e  r é s e a u  n u c l é o l a i r e  e t  d ' a m a s  

c h r o m a t i n i e n s  ( P l .  1 9  n F i g .  d l .  



Fractions no 

F i g u r e  4 

G r a n u l e s  n u c l é o l a i r e s  e x t r a i t s  r e s u s p e n d a s  d a n s  l e  t a m c - -  

d ' e x t r a c t i o n  ! T R I S  0 . 0 1  M pH 7 , 4  ; N a C l  0 , 0 1  M ; E . ü . T . b % .  

0 , 0 1  M l  e t  d é p o s é s  s u r  g r a d i e n t  d e  s a c c h a r û s e  d e  1 0  à '5- 

p .  1 0 0 .  U l t r a c e n t r i f u g a t i o n  d e  1 5  h 20 G O G  i i 7 , n  

( S p i n c o  R o t c r  3W 2 7 1 .  



A p r è s  a c t i o n  d ' u n e  s o l u t i o n  d e  c o l l o l d e  é l e c -  

t r o n é g a t i f  d e  pH 10,5 ,  l e s  r i b o n u c l é o p r o t é i n e s  n u c l é o l a i r e ç  

e x t r a i t e s  se  c o l o r e n t  d ' u n e  m o n i è r e  i d e n t i q u e ,  q u e  l ' a c t i o n  

d u  c o l l o l d e  a i t  é t é  ou non  p r é c é d é e  d ' u n e  d i g e s t i o n  à l a  

RNAse ( P l .  2 0  ; F i g .  a  e t  b l .  

b  - P y o t é i n e s  b a s i g u e s  du n u c l é o l e  l é s é  p a r  - - - - - - - - - - - -  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
a c t i o n  - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  d e  l ' a c t i n o m y c i n g - g  

- Nous a v o n s  s u i v i  l e s  l é s i o n s  p r o v o q u É s s  

p a r  u n e  s e u l e  i n j e c t i o n  d ' a c t i n o m y c i n e  0, d e p u i s  une  d e m i -  

h e u r e  j u s q u ' a  3 h e u r e s  a p r è s  l ' i n j e c t i o n .  L e s  r é s u l t a t s  

o b t e n u s  s o n t  c o n f o r m e s  à c e u x  d é c r i t s  p a r  l a  p l u p a r t  d e s  

a u t e u r s .  La s é g r é g a t i o n  n e t t e  d e s  c o n s t i t u a n t s  du n u c l é o l e  

e n  p l a g e s  f i b r i l l a i r e s  d e n s e s ,  f i b r i l l a i r e s  c l e i r e s  e t  

g r a n u l a i r e s  a  é t é  o b t e n u e  d e u x  h e u r e s  e t  t r o i s  h e u r e s  a p r E ç  

l ' i n j e c t i o n .  C e c i  n o u s  a  amené  à t s o l e r  l e s  n o y a u x  e t  l e s  

n u c l é o l e s  d e s  c e l l u l e s  h é p a t i q u e s  d e s  r a t s  t r a i t é s .  2 h  3 0  

a p r è s  l ' i n j e c t i o n  d ' a n t i b i o t i q u e .  La m o r p h o l o g i e  d e s  f r a c -  

t i o n s  o b t e n u e s  e s t  i l l u s t r é e  P l .  2 3 .  

La p u r e t é  d e s  f r a c t i o n s  e s t  b o n n e .  L e s  n u c l é -  

o l e s  i s o l é s  c o n s e r v e n t  l a  m o r p h o l o g i e  t y p i q u e  d e s  n u c l B o l e s  

s é g r é g a t i f s  c e  q u i  c o n f i r m e  l e s  o b s e r v a t i o n s  d e  H A R R I S  

e t  a l .  ( 1 9 6 8 1 .  A p r è s  i n c l u s i o n  d a n s  l e  g l y c o l - m é t h a c r y l a t e ,  

n o u s  a v o n s  c o n s t a t é  u n e  h é t é r o g é n é i t é  d e s  c o m p a r t i m e n t s  

g r a n u l a i r e s , c a r a c t é r i s é e  p a r  l a  j u x t a p o s i t i o n  d ' u n e  z o n e  

g r a n u l a i r e  d e n s e  e t  d ' u n e  z o n e  g r a n u l a i r e  p l u s  c l a i r e  

( P l .  2 4  ; F i g .  a ) .  

- Nous a v o n s  o b s e r v é  a p r è s  a c t i o n  d e  l a  

p e p s i n e  p u i s  d e  l a  R N A s e  u n e  r é s i s t a n c e  p l u s  ou  m o i n s  

g r a n d s  d e s  d i f f é r e n t s  c o m p a r t i m e n t s  n u c l é o l a i r e s  s é g r é g a -  

t i f s .  L e s  p l a g e s  f i b r i l l a i r e s  s o n t  t r è s  r i s i s t a n t e s ,  l e s  

p l a g e s  g r a n u l a i r e s  d e n s e s  moyennement  r é s i s t a n t e s ,  l e s  



p l a g e s  g r a n u l a i r e s  c l a i r e s  f a i b l e m e n t  r é s i s t a n t e s ,  l e s  

p l a g e s  f i b r i l l a i r e s  c l a i r e s  s o n t  c o m p l è t e m e n t  d i g é r é e s  

( P l .  2 4  I F i g .  a  - b l .  U n  t e l  r é s u l t a t  a  é t é  o b t e n u  p a r  

p l u s i e u r s  a u t e u r s  (SCHOEFL, 1 9 6 4  Ê JEZEQUEL e t  BERNHARD, 

1 9 6 4  , RECHER e t  a l . ,  1 9 7 1 1 .  

- A p r è s  a c t i o n  d e  l a  s o l u t i o n  d e  c o l l o ï d e  

é l e c t r o n é g a t i f  d e  pH 1 0 , 5 ,  q u e  c e  s o i t  s u r  l e s  f r a c t i o n s  

n u c l é o l a i r e s  i s o l é e s  [ P l .  2 5  ; F i g .  a  - b  - c  - d l  o u  s u r  

l e s  n u c l é o l e s  i n  s i t u  ( P l .  2 6  r F i g .  a  - b ) ,  o n  o b s e r v e  

u n e  c o l o r a t i o n  h é t é r o g è n e  d u  c o r p s  n u c l e o l a i r e  c a r a c t é -  

r i s é e  p a r  l a  p r é s e n c e  d e  p l a g e s  t r è s  c o l o r é e s ,  m o y e n n a m e n t  

c o l o r é e s  e t  n o n  c o l o r é e s .  

D a n s  l e  n o y a u  i n  s i t u ,  l a  c o l o r a t i o n  d e s  

h i s t o n e s  d c  l a  c h r o m a t i n e  e s t  s u b o r d o n n é e  à u n e  d i g e s t i o n  

p r é a l a b l e  à l a  D N A s e  t ~ 1 ,  2 6  ; F i g .  c  - d l .  

c  - P r o t e ; n e s  - - -  - - - - - - - -  b a s i q u e s  - - - - - - - - -  d u  n u ~ l é o p l a s m e  - - -  - - - - -  
4 

Nous  n o u s  sommes i n t é r e s s é  e s s e n t i e l l e m e n t  a u x  

p r o t é i n e s  b a s i q u e s  n o n  l i é e s  à l ' A D N .  

A p r è s  d i g e s t i o n  d e s  c e l l u l e s  h é p a t i q u e s  à l a  

p e p s i n e  e t  c o l o r a t i o n  p a r  l a  s o l u t i o n  d e  c o l l o ï d e  é l e c t r o -  

n é g a t i f  d e  pH 10,5, naus a v o n s  o b s e r v é  e n  p l u s  d e  l a  

c o l o r a t i o n  d u  r é s e a u  n u c l é o l a i r e  d é c r i t e  p l u s  h a u t ,  l a  

c o l o r a t i o n  d ' u n e  s t r u c t u r e  s p h é r i q u e  d e  O , Ç , u  d e  d i a m è t r e .  

C e t t e  s t r u c t u r e  a p p a r a î t  c o n s t i t u é e  d ' u n  r é s e a u  l â c h e  d o n t  

l e s  é l é m e n t s ,  d ' a l l u r e  g r o s s i è r e m e n t  c y l i n d r i q u e ,  p r é s s n -  
O O 

t e n t  un d i a m & t r e  v a r i a b l e  d e  2 0 0  A à 4 0 0  A ( P l .  21  j F i g .  

b e t  c  ; P l .  2 2  ; F i g .  b ) .  C e t t e  s t r u c t u r e  a  t o u j o u r s  é t é  

r e n c o n t r é e  e n  un s e u l  e x e m p l a i r e  p a r  c o u p e  d e  n o y a u  



e t  j a m a i s  a u  c o n t a c t  d i r e c t  d u  n u c l é o l e .  La m o r p h o l o g i e  e t  

l a  l o c a l i s a t i o n  d e  c e s  o r g a n i t e s  p e r m e t t e n t  d e  l e s  i d e n -  

t i f i e r  a u x  c o r p s  p e l o t o n n é s  ( P l .  2 1  ; F i g .  a  ; P l .  2 2  ; 

F i g .  a ) .  

- D i s c u s s i o n  

a  - ~ g y a y - ~ g ~ - c g ~ i g ; g g - h 4 ~ ~ t ~ g ~ ~ s  - - - - - - - - -  n o r m a l e s  

- R é v é l a t i o n  d e s  p r o t é i n e s  n u c l é o l a i r e s  

t o t a l e s .  A c t i o n  d e  l ' a c i d e  t h i o g l y c o l i q u e .  

On s a i t  q u e  l e  n u c l é o l e  e s t  r i c h e  e n  p r o t é i n e s .  

C e l l e s - c i  r e p r é s e n t e n t  7 0  3 9 0  p .  1 0 0  d u  p o i d s  s e c  d e  l ' o r -  

g a n i t e  [BERNHARD e t  GRANBOULAN, 1 9 6 8 1 .  D u  p o i n t  d e  v u e  

b i o c h i m i q u e  l ' é t u d e  d e  l e u r  c o m p o s i t i o n  a  m o n t r é  q u e  l a  

m a j o r i t é  d ' e n t r e  e l l e s  s o n t  a c i d e s  ( 7 0  p .  1 0 0 1  [GROGAN 

e t  a l . ,  1 9 6 6 1 .  O r  s i  l ' o n  t r a i t e  l e s  n u c l É o l e s  p a r  u n e  

s o l u t i o n  d e  c o l l o ï d e  é l e c t r o n é g a t i f  d e  pH 4,s o n  n ' o b s e r v e  

p a s  d e  c o l o r a t i o n  d u  c o r p s  n u c l é o l a i r e .  Ce r é s u l t a t  n e  p e u t  

s ' e x p l i q u e r  q u e  p a r u n e  d i f f i c u l t é  d e  p g n é t r a t i o n  d e s  p a r t i -  

c u l e s  c o l l o ï d a l e s  j u s q u ' a u x  g r o u p e s  r é a c t i f s .  P a r m i  l e s  

f a c t e u r s  s u s c s p t i b l e s  d e  s ' o p p o s e r  à l a  m i g r a t i o n  d e s  p a r t i -  

c u l e s  c o l l o ï d a l e s  i l  f a u t  c i t e r  : 

= Le t r a v a i l  d e s  f o r c e s  d e  f r i c t i o n  s ' o p p o -  

s a n t  à l ' é n e r g i e  d e  d i f f u s i o n  d e s  p a r t i c u l e s .  E n  f a i t ,  s i  

c e  f a c t e u r  e x i s t e ,  s o n  i n f l u e n c e  e s t  m i n i m e  p u i s q u e  l e s  

p a r t i c u l e s  c o l l o l d a l e s  é l e c t r o p o s i t i v e s ,  d e  t a i l l e  s e n s i -  

b l e m e n t  i d e n t i q u e  à c e l l a  d e s  p a r t i c u l e s  é l e c t r o n 6 g a t i v e s ,  

p é n è t r e n t  c o m p l è t e m e n t  l e  c o r p s  n u c l é o l a i r e .  

= L ' e x i s t e n c e  d e  l a  c h r o m a t i n e  p é r i n u c l é o -  

l a i r e ,  p o u v a n t  p r o v o q u e r  l a  f o r m a t i o n  d ' u n e  b a r r i è r e  d e  

p o t e n t i e l .  En f a i t  a p r è s  d i g e s t i o n  à l a  DNAse, c e t t e  

b a r r i è r e ,  r e p r é s e n t é e  p a r  l e s  c h a r g e s  p o s i t i v e s  d a s  g r o u p e s  



b a s i q u e s  d e s  h i s t o n e s ,  n ' e m p ê c h e  p a s  l a  p é n é t r a t i o n ,  v e r s  

l e  c e n t r e  d u  n u c l é o l e ,  d s s  p a r t i c u l e s  é l e c t r o p o s i t i v e s  d e  

l a  s o l u t i o n  c o , l l o I d a l e  d ' h y d r o x y d e  d o  f e r .  

= L ' e n c o m b r e m e n t  s t é r i q u a  d e s  p r o t e i n e s  d u  

r é s e a u  fibrille-granulaire s e v b l e  ê t r e ,  e n  f a i t ,  l ' o b s t a -  

c l e  à 1s c o l o r a t i o n  p a r  l a  s o l u t i o n  c o l l o ï d a l e .  

L a s  r é s u l t a t s  p o s i t i f s  q u e  n o u s  a v o n s  o b t e n u s ,  

a p r è s  r é d u c t i o n  d e s  p o n t s  d i s u l f u r e s  s o n t  e n  f a v e u r  d e  

c e t t e  d e r n i è r e  h y p o t h è s e  e t  s e m b l e n t  c o n f i r m e r  l a  p r e s e n c e  

d ' u n e  q u a n t i t é  i m p o r t a n t e  d e  p o n t s  d i s u l f u r e s  d a n s  l e s  

p r o t é i n e s  n u c l é o l a i r e s  comme l ' o n t  s i g n a l é e  p l u s i e u r s  

t r a v a u x  [SANDRITTER e t  KRYGIER, 1 9 5 3  1 Z A G U R Y ,  1 9 5 7  r 

ALBERTINI,  1 9 5 9  ; L I A U  e t  PERRYj 1 9 6 9 1 .  C e s  p r o t é i n e s  

p o u r r a i e n t  c o r r e s p o n d r e  a u x  p r o t é i n e s  r é s i d u e l l e s  d i f f i -  

c i l e m e n t  e x t r a c t a b l e s .  On s a i t  q u e  c e l l e s - c i  s ' a s s o c i e n t  

t r è s  t ô t  à 1 ' A R N  n u c l é o l a i r e  n o u v e l l e m e n t  s y n t h é t i s é .  E n  

e f f e t ,  C H O 1  e t  a l .  ( 1 9 6 8 )  o n t  m o n t r é  q u e  1 ' A R N  n u c l é o l a i r e  - 
n o u v e l l e m e n t  s y n t h é t i s é  n e  s e  r E t r o u v e  p a s  d a n s  l e s  s o u s -  

f r a c t i o n s  o b t e n u e s  a p r è s  e x t r a c t i o n  p a r  d e s  s o l u t i o n s  

s a l i n e s  mais r e s t e  d a n s  l a  f r a c t i o n  r h s i d u e l l e  n o n  e x t r a c -  

t a b l e .  

A p r è s  a c t i o n  d e  l ' a c i d e  t h i o g l y c o l i q u e ,  l e s  

n u c l é o l e s  i s o l é s  c o n s e r v e n t  a p p a r e m m e n t  i n t a c t e s  l e u r s  

c h r o m a t i n e s  p j r i  e t  i n t r a n u c l é o l a i r s s  ( P l .  1 4  ; F i g .  b  - 
C I .  D a n s  l e  c o r p s  n u c l S o l a i r e ,  l e  r é s e a u  f i b r i l l a i r e  e s t  

d e n s e ,  p a r  c o n t r e ,  l e s  g r a n u l e s  n u c l é o l a i r e s  s o n t  q u a n t i -  

t a t i v e m e n t  r é d u i t s .  C e t t e  p e r t e  d e s  g r a n u l e &  a p r è s  r é d u c -  

t i o n  d e s  p o n t s  d i s u l f u r e s  c o n f i r m e  l ' h y p o t h è s e  d e  L I A U  

e t  PERRY ( 1 9 6 9 1  s e l o n  l a q u e l l e  l e s  g r a n u l e s  s o n t  l i é s  a u x  

s o u s - s t r u c t u r e s  p a r  l ' i n t e r m é d i a i r e  d e  c e s  p o n t s .  

- R é v é l a t i o n  d e s  h i s t o n e s  n u c l é o l a i r e s  

A p r è s  a c t i o n  d e  l a  DNAse e t  i n c u b a t i o n  d a n s  



l a  s o l u t i o n  c o l l o ï d a l e  d e  pH 1 0 , 5 ,  l a  c o u r o n n e  p é r i n u c l é o -  

l a i r e  e s t  c o l o r é e  ( P l .  1 4  s F i g .  a l .  D a n s  l a  c o r p s  n u c l é o -  

l a i r e ,  i l  a  é t é  p o s s i b l e  d e  c o l o r e r  d e s  t r a v é e s  c o r r e s p o n -  

d a n t  à l a  c h r o m a t i n e  i n t r a n u c l é o l a i r e  [ P l .  6 ; F i g .  b ) .  

Nous  a v o n s  e n  o u t r e  o b s e r v e  un d é p ô t  d e  p a r t i c u l e s  m o i n s  

i m p o r t a n t ,  e n  b o r d u r e  d u  r é s e a u  fibrille-granulaire e t  

n o t a m m e n t  a u t o u r  d e s  e s p a c e s  c l a i r s  c o r r e s p o n d a n t  a u x  

v a c u o l e s .  Ce d g p ô t ,  m o i n s  d e n s e  q u ' a u  n i v e a u  d e s  l a r g e s  

t r a v é e s  d e  c h r o m a t i n e  i n t r a n u c l é o l a i r s ,  p e u t  c o r r e s p o n d r e  

a u x  h i s t o n o s  d e  l a  c h r o m a t i n e  i n t r a n u c l & o l a i r e  Q p a r s e  m i s e  

e n  é v i d e n c e  p a r  RECHER e t  a l .  ( 1 9 7 0 1  e t  SHANKARANARAYAN 

e t  a l .  ( 1 9 6 6  b ) .  

L ' a s p e c t  g é n é r a l  d e  c e t t e  c o l o r a t i o n  p e u t  

é v o q u e r  u n e  f i x a t i o n  n o n  s p é c i f i q u e  d e s  p a r t i c u l e s  c o l l o ï -  

d a l e s  : e n  f a i t  n o u s  n e  p o u v o n s  r e t e n i r  c e t t e  a v e n t u a l i t 6  

6 t a n t  d o n n 6  l e s  r é s u l t a t s  o b t e n u s  o u  moyen d e s  r é a c t i o n s  

c y t o c h i m i q u o s .  E n  e f f e t ,  l a  c o l o r a t i o n  n e  s ' o b s e r v e  q u e  

l o r s q u e  l e s  n u c l é o l e s  s o n t  d i g é r é s  à l a  DNAse ( P l .  1 3  

F i g .  d l  e t  n e  s e  p r o d u i t  p a s  a p r è s  d é s a m i n a t i o h .  

- P r o t é i n e s  b a s i q u e s  n o n  l i g e s  à l ' A D N  

D a n s  l e  n u c l é o l e ,  a p r è s  u n e  a c t i o n  c o u r t e  d e  

l a  p e p s i n e ,  l a s  f i b r i l l e s  e t  l e s  g r a n u l e s  r i b o n u c l é o p r o t é -  

iques d u  r 6 s e a u  s e  r é v è l e n t  b e a u c o u p  p l u s  n e t t e m e n t  ( P l .  

1 5  ; F i g .  c  ; P l .  1 6  ; F i g .  a l .  C e t t e  c o n s t a t a t i o n  c o n f i r m e  

l e s  r é s u l t a t s  a c q u i s  p a r  d e  n o m b r e u x  a u t e u r s  s u r  l a  r i c h e s -  

s e  d e  l a  m a t r i c e  d u  r e s e a u  e n  p r o t e i n e s  a c i d e s ( M A R I N O Z Z 1  

e t  BERNHARD, 1 9 6 3  ; M A R I N O Z Z I ,  1 9 6 4  : BERNHARD e t  

GRANBOULAN, 1 9 6 8 )  a t  s u r  l a  p l u s  g r a n d e  r é s i s t a n c e  d e s  

c o m p o s a n t s  p a r t i c u l a i r e s  à c e t t e  d i g e s t i o n .  



La r é v é l a t i o n  d e s  p r o t é i n e s  b a s i q u e s  d u  

r é s e a u  e s t  s u b o r d o n n é e  à u n e  a c t i o n  c o u r t e  d e  l a  p e p s i n e  

c e  q u i  s ' e x p l i q u e  p a r  l ' a b o n d a n c e  d e s  g r o u p e m e n t s  a c i d e s  

d e  l a  m a t r i c e  q u i  t e n d e n t  à r e p o u s s e r  l e s  p a r t i c u l e s  

c o l l o ~ d a l e s  d e  même s i g n e .  Nous  a v o n s  e n  o u t r e  c o n s t a t é  

q u e  l a  s t r u c t u r e  d e s  p r o t é i n e s  d u  r é s e a u  c o n s t i t u a i t  e l l e  

a u s s i  un f a c t e u r  l i m i t a n t  l a  c o l o r a t i c n .  En e f f e t  n o u s  

a v o n s  o b t e n u  a p r è s  a c t i o n  d e  l ' a c i d e  t h i o g l y c o l i q u e ,  u n e  

c o l o r a t i o n  f a i b l e  p a r  l a  s o l u t i o n  c o l l o ï d a l e  d e  pH 1 0 , 5 .  

La c o l o r a t i o n  d e s  r i b o n u c l é o p r o t é i n e s  n u c l é o -  

l a i r e s  e x t r a i t e s ,  a i n s i  q u e  l a  c o l o r a t i o n  d u  r é s e a u  a p r è s  

e x t r a c t i o n  p a r  l a  p e p s i n e ,  n o u s  p e r m e t t e n t  d ' a f f i r m e r  q u e  

l e s  p r o t é i n e s  b a s i q u e s  r é v é l é e s  s o n t  l o c a l i s 6 e s  sur l e s  

p a r t i c u l e s  r i b o n u c l é o p r o t é i q u e s  e t  s o n t  d o n c  a s s o c i é e s  à 

I ' A R N  n u c l é o l a i r e .  

D a n s  l e  n u c l é o p l a s m e ,  a p r è s  u n e  d i g e s t i o n  

c o u r t e  à l a  p e p s i n e ,  l a  c o l o r a t i o n  p a r  l a  s o l u t i o n  c o l l o l -  

d a l e  d e  pH 1 0 , 5  s e  c a r a c t é r i s e  p a r  un d é p ô t  l é g e r  e t  

h o m o g è n e  d e  p a r t i c u l e s  c o l l o ï d a l e s  s u r  t o u t  l e  n u c l é o p l e s m e .  

N o u s  i g n o r o n s  s i  c e  d é p ô t  c o r r e s p o n d  à l a  p r é s e n c e  d e  

p r o t E i n a s  b a s i q u e s  o u  s ' i l  e s t  n o n  s p é c i f i q u e  i i l  s e m b l e  

e n  t o u t  c a s  m o i n s  i m p o r t a n t  a u  n i v e a u  d e s  z o n e s  d ' h é t é r o -  

c h r o m a t i n e  ( P l .  17 ; F i g .  a  - b  - c l .  

L e s  c o r p s  p e l o t o n n é s  r é v é l 6 s  p a r  n o t r e  

t e c h n i q u e  a p p a r a i s s e n t  c o n s t i t u é s  d'éléments f i l a m e n t e u x  

d o n t  l e  d i a m è t r e  e s t  un p e u  i n f é r i e u r  à c a l u i  d e s  c o r p s  

p e l o t o n n é s  r é v é l é s  p a r  l a  t e c h n i q u e  à 1 ' E . D . T . A .  [MONNERON 

e t  BERNHARD, 1 9 6 9 )  ( P l .  2 1  e F i g .  a ; P l .  2 2  : F i g .  a ) .  

C e t t e  r é d u c t i o n  p e u t  s ' e x p l i q u e r  p a r  l a  d i s p a r i t i o n  s o u s  

l ' a c t i o n  d e  l a  p e p s i n e ,  d ' u n  c o n s t i t u a n t  p r o t é i q u e  a c i d e .  



b - R ~ e a r t i t f o n - b e s - e r o t ~ 1 n e _ s - b a s Z q ! e s S d a r l ~  

i e s - n ~ c i S o l e s - d e - c e i i ~ i e s - D g e ~ t f g ~ e s ~ d ~  

r a t s  - - - - - - - - - - -  t r a i t é s - $ - i ; q c ; & ~ g ~ y ~ ; ~ ~ - Q .  

Deux c o n s t a t a t i o n s  d o i v e n t  ê t r e  s o u l i g n é e s  : 

- La r é p a r t i t i o n  d e s  p r o t é i n e s  b a s i q u e s  n ' e s t  

p a s  h o m o g è n e .  

- C o n t r a i r e m e n t  à c e  q u i  a é t é  o b s e r v é  a u  

n i v e a u  d u  n u c l é o l e  n o r m a l ,  l e s  n u c l é o l e s  l é s é s  p a r  l ' a c t i n o -  

m y c i n e  D s e  c o l o r e n t  t o u j o u r s  p a r  l a  s o l u t i o n  d e  c o l l o ï d e  

é l e c t r o n é g a t i f  d e  pH 1 0 , s .  C e t t e  c o l o r a t i o n  n ' e s t  n i  

s u b o r d o n n é e  à u n e  c o u r t e  d i g e s t i o n  p r é a l a b l e  à l a  p e p s i n e  

n i  à l ' a c t i o n  d e  l ' a c i d e  t h i o g l y c o l i q u e .  

La p r e m i è r e  c o n s t a t a t i o n  e s t  à r a p p r o c h e r  

d e  l ' e x i s t e n c e  d e s  z o n e s  d i v e r s e m e n t  r a s i s t a n t e s  à l a  

d o u b l e  d i g e s t i o n  p e p s i n e  + RNAse. D a n s  l a  m e s u r e  où l a  

p e p s i n e  d i g è r e  p r g f é r e n t i e l l e m e n t  l e s  p r o t é i n e s  a c i d e s ,  l e s  

c o m p a r t i m e n t s  r 6 s i s t a n t s  s o n t  p l u s  r i c h e s  e n  p r o t é i n e s  

b a s i q u e s ,  c e t t e  h y p o t h è s e  e s t  e n t i è r e m e n t  c o n f i r m é e  p a r  

n o t r e  t e c h n i q u e  d e  r é v é l a t i o n  d e  c e s  d e r n i è r e s .  Nous  p o u v o n s  

d o n c  o f f i r m e r  l a  p r e s e n c e  d e  p r o t é i n e s  b a s i q u e s  e n  c o n c e n -  

t r a t i o n  p l u s  f o r t e  q u e  d a n s  l e  n u c l é o l e  n o r m a l ,  a u  n i v e a u  

d e s  c o m p a r t i m e n t s  f i b r i l l a i r e s  e t  g r a n u l a i r e s  d e n s e s .  

La d e u x i è m e  c o n s t a t a t i o n  p e u t  s ' e x p l i q u e r  

p a r  u n e  m o d i f i c a t i o n  d e s  c o n c e n t r a t i o n s  r e l a t i v e s  d e s  z o n e s  

n u c l é o l a i r e s  e n  p r o t é i n e s  a c i d e s  e t  b a s i q u e s .  L o r s  d e  l a  

s é g r é g a t i o n ,  o n  c o n s t a t e  e n  e f f e t ,  u n a  c o n d e n s a t i o n  d u  

n u c l é o l e  q u i  s e  r é p e r c u t e  s u r  l a  c o n c e n t r a t i o n  d e s  é l é m e n t s  

p a r t i c u l a i r e s .  I l  e s t  p o s s i b l e ,  e n  o u t r e ,  q u e  l a  s t r u c t u r e  

d e s  p r o t é i n e s  d e  l a  m a t r i c e  e n g l o b a n t  l e s  E l é m e n t s  p a r t i -  

c u l a i r e s  s o i t  m o d i f i é e  e t  p e r m e t t e  a i n s i  l a  p é n é t r a t i o n  

d e s  p a r t i c u l e s  c o l l o ï d a l e s  j u s q u ' a u x  g r o u p e m e n t s  N H  d e s  
2 

p r o t d i n e s  b a s i q u e s .  



I I I  - RECHERCHES SUR L A  DIFFUSION DE. PARTICULES RIBONUCLEOiJRQ- 

TELQUES D A N S  DES FRACTIONS NUCLEAIRES ISOLEES 

A p a r t i r  d ' u n e  é t u d e  c r i t i q u e  d e s  d i f f é r e n t s  

m i l i e u x  d ' h o m o g é n é i s a t i o n  u t i l i s é s  d a n s  l e  f r a c t i o n n e m e n t  d e s  

c o m p o s a n t s  c e l l u l a i r e s ,  DEFERT-KOBUS e t  a l .  ( 1 9 6 5 )  o n t  m o n t r é  

q u e  l e s  p h o s p h a t e s  u t i l i s é s  p o u r  t a m p o n n e r  l e s  s o l u t i o n s  d e  

s a c c h a r o s e  p r o v o q u e n t  u n e  p e r t e  d e s  c o n s t i t u a n t s  p h o s p h o r é s  

d e s  d i f f é r e n t e s  i n c l u s i o n s  c e l l u l a i r e s  i s o l é e s .  C e t t e  p e r t e  

e s t  p a r t i c u l i è r e m e n t  n e t t e  d a n s  l e s  f r a c t i o n s  n u c l é a i r e s  e t  

m i t o c h o n d r i a l e s  e t  n o n  n é g l i g e a b l e  d a n s  l a  f r a c t i o n  m i c r o -  

s o m a l e .  

La p e r t e  d e  c o m p o s é s  p h o s p h o r é s  p r o v e n a n t  

d e s  n o y a u x  i s o l é s  a  é t é  B t u d i é e  en d é t a i l  p a r  c e s  a u t e u r s  

IDEFERT-KOBUS e t  a l . ,  1 9 6 6 1  q u i  o n t  pu  m o n t r e r  q u ' e l l e  é t a i t  

s é l e c t i v e  e t  i n t é r e s s a i t  u n e  f a m i l l e  d'ARN à v i t e s s e  d e  

r e n o u v e l l e m e n t  r a p i d e ,  c o m p a r é e  à c e l l e  d e s  A R N  r e s t a n t  

l o c a l i s é s  d a n s  l e s  n o y a u x .  

P a r  u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  d u  m i l i e u  d ' i n c u -  

b a t i o n  d e s  n o y a u x ,  DEFERT-KODUS e t  a l .  ( 1 9 6 8 1  o n t  i s o l é  d e u x  

f r a c t i o n s  s é d i m e n t a b l e s  R N  e t  R N 2  d o n t  l e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  
1 

p h y s i c o - c h i m i q u e s  o n t  é t é  é t u d i é e s .  Le  s c h é m a  d ' o b t e n t i o n  

d e s  s é d i m e n t s  R N  e t  R N 2  à p a r t i r  d e  n o y a u x  i s o l é s  i n c u b é s  
1 

d a n s  u n e  s o l u t i o n  d e  s a c c h a r o s e  p h o s p h a t é  e s t  i l l u s t r é  p a r  

l a  f i g u r e  5 ,  p .  7 6 .  

Nous  a v o n s  é t u d i é  s u r  l e  p l a n  m o r p h o l o g i q u a  

e t  c y t o c h i m i q u e  t o u t e s  l e s  é t a p e s  d e  c e t t e  d i f f u s i o n  d o n t  

l e  m é c a n i s m e  n o u s  a p a r u  i n t é r e s s a n t  p u i s q u ' i l  p e r m e t  d ' u n e  

m a n i b r e  a r t i f i c i e l l e ,  v o i s i n e  d e s  c o n d i t i o n s  p h y s i o l o g i q u e s ,  

d ' é t u d i e r  l e  t r a n s p o r t  h o r s  d u  n o y a u  d ' u n e  c a t é g o r i e  d'ARN 

n u c l é a i r e s .  C e  mode d ' o b t e n t i o n  d e  r i b o n u c l é o p r o t é i n e s  



Noyaux " t y p e  CHAUVEAU" r e s u s p e n d u s  d a n s  une  s o l u t i o n  

d e  s a c c h s r o s e  0 , 3 5  M t a m p o n n é e  à pH 7 , 8  F a r  du  p h o s p h a t e  

b i p o t a s s i q u e  à l a  c o n c e n t r a t i o n  f i n a l e  d e  0 , 0 2  M. 

I n c u b a t i o n  à 4' C p e n d a n t  4 h .  

C e n t r i f u g a t i o n  2 0  mn 

à 20  000  g 

k, 
S é d i m e n t  : S u r n a g e a n t  : F r a c t i o n  d i f f u s i b l e  

Noyaux a p r è s  d i f f u s i o n  

C e n t r i f u g a t i o n  60  mn 

à 8 0  O00 g  

C e n t r i f u g a t i o n  1 5  h 

à 80 000  g 

S é d i m e n t  RN2 S u r n a g e a n t  f i n a l  

F i g u r e  5 

Schéma d e  l a  p r é p a r a t i o n  d e s  f r a c t i o n s  

r i b o n u c l é o p r o t é i q u e s  d i f f u s i b l e s ,  



n u c l é a i r e s  s e  d i s t i n g u e  a i n s i  d e  l ' e x t r a c t i o n  a v e c  r u p t u r e  

d e  l ' e n v e l o p p e  n u c l é a i r e  u t i l i s g e  p a r  l a  p l u p a r t  d e s  

a u t e u r s .  

1 - M i l i e u x  d ' i n c u b a t i o n  d e s  n o y a u x  

Deux m i l i e u x  d ' i n c u b a t i o n  o n t  é t é  u t i l i s é s  
2 +  e n  f o n c t i o n  d e  l a  p r é s e n c e  o u  n o n  d ' i o n s  Mg ; 

. M i l i e u  1 : s a c c h a r o s e  0 , 3 5  M t a m p o n n é  à pH 7,8 p a r  d u  

p h o s p h a t e  b i p o t a s s i q u e  à l a  c o n c e n t r a t i o n  

f i n a l e  d e  0 , 0 2  M .  

. M i l i e u  2 : M i l i e u  d e  ZAMENIK e t  KELLER ( 1 9 5 4 1  c o r r i g E  

e n  c e  q u i  c o n c e r n e  l a  c o n c e n t r a t i o n  e n  

MgC12. 

S a c c h a r c s e  0 , 3 5  M 

MgC12 3 m M  

k10 
H K 2  

2 0  mM 

K C L  2 5  mM 

L e s  t e m p s  d ' i n c u b a t i o n  d e s  n o y a u x  d a n s  c a s  

m i l i e u x  n ' a  j a m a i s  e x c é d é  4  h e u r e s  à 4 O  C .  

T a c h n i q u s s  d e  m i c r o s c o p i e  é l e c t r o n i q u e  

L e s  t e c h n i q u e s  m o r p h o l o g i q u e s  e m p l o y É e s  o n t  

é t é  d é t a i l l é e s  d a n s  l e  c h a p i t r e  I I .  

E n  c e  q u i  c o n c e r n e  l a  c y t o c h i m i e ,  c e r t a i n e s  

d i g e s t i o n s  e n z y m a t i q u e s  o n t  é t 6  û f f e c t u é e s  sur  l e s  f r a c t i o n s  



r i b o n u c l é o p r o t é i q u e s  o b t e n u e s  à p a r t i r  d e s  n o y a u x ,  d e  l a  

f a ç o n  s u i v a n t e  : 

DNAse : D i g e s t i o n  d e  3 0  mn à 25 '  C à l a  c o n c e n t r a t i o n  

d e  5 0  * / m l  s u r  f r a c t i o n s  n o n  f i x é e s .  

. RNAse : D i g e s t i o n  d e  3 0  mn à 25 '  C à l a  c o n c s n t r a t i o n  

d e  5 0  * / m l  s u r  f r a c t i o n s  n o n  f i x é e s .  

D a n s  l e  c a s  d e s  é t u d e s  m o r p h o l o g i q u e s  d e s  

c o m p o s a n t s  d ' u n e  z o n e  d o n n é e  d ' u n  g r a d i e n t  d e  s é d i m e n t a t i o n ,  

c e t t e  z o n e  e s t  c o l l e c t é e  e t  f i x é e  p a r  a d d i t i o n  d ' u n  v o l u m e  

é g a l  d e  f o r m o l  à 2 0  p .  1 0 0  ( p o u r  i n c l u s i o n  d a n s  l e  G M A )  o u  

d e  g l u t a r a l d e h y d e  à 3  p .  1 0 0  ( p o u r  i n c l u s i o n  d a n s  1 ' E p o n l  

d a n s  l e  m i l i e u  q u i  a s a r v i  à d i s s o u d r a  l e  s a c c h a r o s e  d u  

g r a d i e n t .  La f i x a t i o n  e s t  d e  1 h  à 4' C ,  e l l e  e s t  s u i v i e  

d ' u n e  c e n t r i f u g a t i o n  d e  2 h à 1 3 0  0 0 0  g d e  f a ç o n  à o b t e n i r  

un s é d i m e n t  q u i  s e r a  o u  n o n  p o s t - f i x é  à l ' a c i d e  o s m i q u e .  

3  - - E x t r a c t i o n  d e s  p a r t i c u l e s  A R N - i n f o r m o f è r e s  d e  GEORGIEV 

E l l e s  o n t  é t é  e x t r a i t e s  s u i v a n t  l a  t e c h n i q u e  

d e  SAMARINA e t  a l .  ( 1 9 6 8 1  m a i s  e n  l ' a b s e n c e  d ' i n h i b i t e u r s  

d e  RNAse.  Le m i l i e u  d ' e x t r a c t i o n ,  e m p l o y é  s u c c e s s i v e m e n t  à 

pH 7 e t  pH 8; c o n t i e n t  NaCl 0 , l  M - MgC12 0 ,001  M - T R I S  . 

0 , 0 1  M.  L ' a n a l y s e  d e s  e x t r a i t s  a  é t é  r é a l i s é e  sur  g r a d i e n t s  

d e  s a c c h a r o s e  1 0  - 3 0  p .  1 0 0  u l t r a c e n t r i f u g é s  1 5  h  à 2 0  0 0 0  

t / m n  d a n s  l e  r o t o r  S p i n c o  SW 2 5 - 1 .  

B - ETUDE D E S  N O Y A U X  A U  C O U R S  DELA DIFFUSION 

La m o r p h o l o g i e  d e s  n o y a u x  i n c u b é s  p e n d a n t  

d e s  t e m p s  v a r i a b l e s  d a n s  l e s  d e u x  m i l i e u x  d ' i n c u b a t i o n  a  



é t é  comparée à c e l l e  des  noyaux  t é m o i n s  i n c u b é s  p e n d a n t  

d e s  temps  i d e n t i q u e s  d a n s  d e s  m i l i e u x  de  même c o m p o s i t i o n  

m a i s  ne  r e n f e r m a n t  p a s  de p h o s p h a t e s .  

1 - Noyaux t é m o i n s  

L a  p u r e t é  de  la f r a c t i o n  n u c l é a i r e  " t y p e  

CHAUVEAU" e s t  bonne  ; on  o b s e r v e  c e p e n d a n t  l a  p r é s e n c e  

d ' u n  p e u  de r 6 t i c u l u m  e n d o p l a s m i q u e  r e s t a n t  a c c r o c h é  à l a  

membrane e x t e r n e  de l ' e n v e l o p p e  n u c l é a i r e  e t  de t r è s  r a r e s  

m i t o c h o n d r i e s ,  [ P l .  27 È F i g .  a  - b  - c l .  Ces n o y a u x  o n t  u n  

n u c l é o p l a s m e  homogène.  L e s  n u c l é o l e s  s o n t  d e n s e s .  La  membra- 

n e  e x t e r n e  d e  l ' e n v e l o p p e  n u c l é a i r e  se  d é c o l l e  en c e r t a i n s  

e n d r o i t s  de l a  s u r f a c e  n u c l é a i r e  ; o n  o b s e r v a  à son  n i v e a u  

de nombreux r i b o s o m e s  ( P l .  28 ; F i g .  a l .  

L a  p u r e t é  de  l a  f r a c t i o n  n u c l é a i r e  " t y p e  

HYMER-KUFF" e s t  m e i l l e u r e  que  c e l l e  de l a  p r é c é d e n t e  ( P l .  

28 ; F i g .  b  - c  - d l .  L e s  c o n t a m i n a n t s  c y t o p l a s m i q u e s  o n t  

d i s p a r u  en m8me t e m p s  que l a  membrane e x t e r n e  des  n c y a u x .  

L e  n u c l é o p a s m e  p r é s e n t e  une  m o r p h o l o g i e  p l u s  p r o c h e  d e  

c e l l e  du  n o y a u  i n  s i t u ,  l a  c o n d e n s a t i o n  de l a  c h r o m a t i n e  

m a r g i n a l e  e t  p é r i n u c l é o l a i r e  e s t  en  e f f e t  p l u s  marquée.  
l 

C e t t e  d i f f é r e n c e  d é j à  s i g n a l é e  p a r  MONNERON e t  MOULE ( 1 9 6 8 1  
8 

e t  DAUTA-MENTRE ( 1 9 6 4 )  e s t  c e r t a i n e m e n t  due à l a  p r é s e n c e  

de c a l c i u m  d a n s  l e  m i l i e u  de r e s u s p e n s i o n  d e s  noyaux  s o u m i s  

à l ' a c t i o n  d u  T r i t o n .  L e s  noyaux  t y p e  "CHAUVEAU" o n t  é t é  

en e f f e t  c e n t r i f u g é s  dans  du  s a c c h a r o s e  2,2 M n e  r e n f e r m a n t  

p a s  d ' i o n s  d i v a l e n t s .  

2  - Noyaux i n c u b é s  d a n s  l e s  m i l i e u x  p h o s p h a t é s  ( P l .  2 9  ; 

Fig. a - b  - c  - d l .  

Q u e l  que s o i t  l e  t y p e  de n o y a u x  e m p l o y é s ,  

l ' i n c u b a t i o n  p e n d a n t  3 & 4 h e u r e s  d a n s  l ' u n  o u  l ' a u t r e  d e s  



m i l i e u x ,  p r o v o q u e  l e s  mêmes v ô r i a t i o n s  m o r p h o l o g i q u e s .  L e s  

m e m b r a n e s  n u c l d a i r e s  n e  s o n t  p a s  r o m p u e s  e t ,  a u  m i c r o s c o p e  

à c o n t r a s t e  d e  p h a s e ,  l e s  n o y a u x  r e s t e n t  s p h é r i q u e s .  Au 

m i c r o s c o p e  é l e c t r o n i q u e ,  p a r  c o n t r e ,  l e s  n o y a u x  a p p a r a i s s e n t  

d é f o r m é s  e t  t a s s B s ,  p r o b a b l e m e n t  à c a u s e  d e  l a  c e n t r i f u g a -  

t i o n  n é c e s s a i r e  à l a  f o r m a t i o n  d u  s 6 d i m e n t  d ' i n c l u s i o n .  Nous  

a v o n s  e s t i m é  g r o s s i è r e m e n t  à m o i n s  d e  5 p .  1 0 0  l e  n o m b r e  d e s  

n o y a u x  l é s é s  a u  n i v e a u  d e  l e u r  e n v e l o p p e .  Le n u c l é o p l a s m e ,  

a p r è s  i n c u b a t i o n  e n  p r é s e n c e  d e  p h o s p h a t e s  e s t  p l u s  h o m o g è n e  

q u e  c e l u i  d e s  n o y a u x  t é m o i n s .  La l é s i o n  m o r p h o l o g i q u e  l a  

p l u s  n e t t e  s e  s i t u e  a u  n i v e a u  d e s  n u c l é o l e s ,  q u i ,  e n  c o m p a -  

r a i s o n  d e  c e u x  d e s  n o y a u x  t é m o i n s ,  p r é s e n t e n t  un a s p e c t  

d i s p e r s é .  L e s  g r o s s i s s e m e n t s  E l e v é s  p e r m e t t e n t  d ' o b s e r v e r  

u n e  d i s p a r i t i o n  i m p o r t a n t e  d e s  g r a n u l e s  3 p a r  c o n t r e ,  l e  

c o m p a r t i m e n t  f i b r i l l a i r e  r e s t e  d e n s e  b i e n  q u e  d i s p o s é  d ' u n e  

m a n i è r e  p l u s  l â c h e .  

Nous  a v o n s  c o n s t a t é  q u e  c e t t e  l é s i o n  n u c l é o -  

l a i r e  e s t  p r o g r e s s i v e .  A p r è s  u n e  h e u r e  d ' i n c u b a t i o n ,  l e s  

c o n s t i t u a n t s  n u c l é o l a i r e s  p r é s e n t e n t  d é j à  un a s p e c t  d i s p e r s 6 ,  

n é a n m o i n s ,  l e  r é s e a u  f i b r i l l a i r e  e s t  d e n s e  e t  l e s  g r a n u l e s ,  

r é u n i s  e n  p l a g e s ,  s o n t  n e t t e m e n t  v i s i b l e s .  

Le  même a s p e c t  e s t  r e n c o n t r é  a p r è s  2 h e u r e s  

d ' i n c u b a t i o n .  

Au b o u t  d e  3 h e u r e s  l e  c e n t r e  d u  n u c l é o l e  

a p p a r a I t  o c c u p é  u n i q u e m e n t  p a r  l e  r é s e a u  f i b r i l l a i r e  ; 1 ~ s  

g r a n u l e s  s o n t  n e t t e m e n t  r é p a r t i s  e n  p é r i p h é r i e .  

A u  b o u t  d e  4 h e u r e s  e t  d e m i e s ,  n o u s  a v o n s  

o b s e r v é  l e s  m o d i f i c a t i o n s  l e s  p l u s  i m p o r t a n t e s .  A l a  p l a c e  

d u  n u c l é o l e ,  i l  n e  s u b s i s t e  q u e  q u e l q u e s  f r a g m e n t s  d u  

r é s e a u  f i b r i l l a i r e ,  l e s  g r a n u l e s  a y a n t  c o m p l è t e m e n t  d i s p a r u  

( P l .  3 0  ; F i g .  a  - b  - c l .  



3 - D é t e r m i n a t i o n s  m i c r o s p e c t r o p h o t o m é t r i q u e s  

E l l e s  o n t  é t é  r é a l i s é e s  s u r  d e s  n o y a u x  

"CHAUVEAU" t é m o i n s  e t  i n c u b é s  4 h  d a n s  l e  m i l i e u  1 .  L e s  

q u a n t i t é s  m o y e n n e s  d'ADN e t  d'ARN p a r  n o y a u  o n t  é t é  

c a l c u l é e s .  L e s  r é s u l t a t s  e x p r i m é s  e n  p i c o g r a m m e s  d ' a c i d e s  

n u c l é i q u e s  s o n t  l e s  s u i v a n t s ,  p o u r  un  i n t e r v a l l e  d e  c o n -  

f i a n c e  d e  5 p .  1 0 0  : 

A 

.: 

N o y a u x  T é m o i n s  : N o y a u x  i n c u b é s  
: e n  p r é s e n c e  d e  

p h o s p h a t e s  

A D N  0 , s  cm d 9 , 3  : 8 ,8  q m  <9,1 

A R N  2 , 0  <m <2.5 : 1 . 3  C m  <2,04 

L e s  v a r i a t i o n s  d e s  c o n c e n t r a t i o n s  e n  a c i d e s  

n u c l é i q u e s  d e s  c o m p a r t i m e n t s  n u c l é o l a i r e s  o n t  é t é  e n r e g i s -  

t r é e s  p a r  p a s s a g e s  d ' u n  f a i s c e a u  m o n o c h r o m a t i q u s  d e  0 . 3 2  ,LI 

d e  d i a m è t r e .  L e  r é s u l t a t  o b t e n u  e s t  i l l u s t r é  p a r  l a  f i g u r e  

6 ,  p .  8 2 1 .  

La c o n c e n t r a t i o n  e n  A R N  n u c l é o l a i r e  d i m i n u e  

e n  m o y e n n e  d e  5 0  p .  1 0 0  d a n s  l e s  n o y a u x  i n c u b é s .  

Les p h o t o g r a p h i e s  e f f e c t u é e s  e n  l u m i è r e  

u l t r a - v i o l e t t e  (Pl. 30 ; F i g .  d e t  P l .  31 ; F i g .  a - b  - c l  

m o n t r e n t  q u e  l a  z o n e  n u c l é o l a i r e  d e s  n o y a u x  i n c u b é s  e n  

p r é s e n c e  d e  p h o s p h a t e s  e s t  d i f f i c i l e m e n t  r e p é r a b l e .  Nous  

a v o n s  a u s s i  c o n s t a t é  p a r  c e  moyen  q u e  l ' a b s e n c e  m o r p h o l o -  

g i q u e  d ' h é t é r o c h r o m a t i n e  p é r i n u c l é o l a i r e  n ' e s t  q u ' a p p a r e n t e  



F i g u r e  6 

E n r e g i s t r e m e n t  d e s  c o n c e n t r a t i o n s  en a c i d e s  n u c l é i q u e s  
au  n i v e a u  d u  n u c l é o l e  ( N u l  d e s  noyaux t é m o i n s  [ A l  e t  
d i f f u s é s  [ B I .  

A R N  + A D N  

- - - -  A D N  

Les f l è c h e s  p o s i t i o n n e n t  l a  c o u r o n n e  de  c h r o m a t i n e  p é r i n u -  
c l é o l a i r e .  



p u i s q u ' e l l e  e s t  r e v é l é e  à 2 6 0  nm e t  q u ' e l l e  s e  t r a d u i t  

e f f e c t i v e m e n t  p a r  u n  p i c  d ' a b s o r p t i o n .  

L e s  r é s u l t a t s  f o u r n i s  p a r  l a  d é t e r m i n a t i o n  

microspectrophotomitrique d u  c o n t e n u  d e s  n o y a u x  t o m o i n s  e n  

a c i d e s  n u c l é i q u e s  s o n t  l é g è r e m e n t  i n f é r i e u r s  a u x  d é t e r m i -  

n a t i o n s  b i o c h i m i q u e s  e f f e c t u é e s  p a r  MURAMATSU e t  a l .  (1963) 

sur d e s  n o y a u x  t y p e  'CHAUVEAU: n é a n m o i n s ,  l e  r a p p o l - t  moyen  

A R N  - e s t  t r è s  v o i s i n  d e  0 , 2 5 ,  p r o p o r t i o n  r a p p o r t é e  p a r  c e s  
A D N  
a u t e u r s .  D a n s  l e s  n o y a u x  i n c u b é s  4 h  e n  p r é s e n c e  d e  p h o s -  

p h a t e s ,  l e  c o n t e n u  t o t a l  e n  A R N  e s t  r é d u i t  d e  2 5  p .  1 0 0 .  

C - ETUDE DES FRACTIONS R N ,  e t  R N 7  

D e s  d i f f é r e n c e s  a p p a r a i s s e n t  e n t r e  l e s  

s é d i m e n t s  R N  e n  f o n c t i o n  d u  t y p e  d e  n o y a u x  m i s  e n  d i f f u s i o n .  
1 

a  - L~_s~~irngn$-RN1 p r o v e n a n t  d e s  n o y a u x  

"CHAUVEAUWest h é t é r o g è n e  ( P l .  3 2  F i g .  a l  e t  c o n s t i t u é  d e  
0 

g r a n u l e s  p l u s  o u  m o i n s  s p h é r i q u e s  d e  150  à 250 A d e  d i a m è t r e  

e t  d e  v é s i c u l e s  c l a i r e s  d e  t a i l l e  v a r i a b l e .  En c e r t a i n s  

e n d r o i t s ,  d e s  g r a n u l e s  s o n t  a c c r o c h é s  à l a  s u r f a c e  e x t e r n e  

d e s  v 6 s i c u l e s .  

- L e s  o m b r a g e s  u n i d i r e c t i o n n e l s  ( P l .  3 2  ; 

F i g .  b  - c l  a p r è s  d é p ô t  d e  s u s p e n s i o n s  s u r  g r i l l e s ,  r é v è l e n t  
O 

l a  p r é s e n c e  d e  p a r t i c u l e s  d e  f o r m e  i r r é g u l i è r e  d e  2 5 0  A à 
e 

3 5 0  A d e  d i a m è t r e  e t  d e  s t r u c t u r e s  f i b r e u s e s  d e  l o n g u e u r  

v a r i a b l e .  

- Les o m b r a g e s  p a r  r o t a t i o n  ( P l .  3 2  ; F i g .  

d ; P l .  33  ; F i g .  a l ,  a p r è s  é t a l e m e n t  s e l o n  l a  t e c h n i q u e  



d e  KLEINSCHMIDT, p e r m e t t e n t  d ' o b s e r v e r  l a  p r é s e n c e  d e  
O O 

p a r t i c u l e s  s p h é r i q u e s  d e  3 0 0  A à 4 0 0  A ,  i s o l é e s  o u  a c c r o -  

c h é e s  à d e s  f i l a m e n t s  d e  l o n g u e u r  v a r i a b l e ,  p l u s  o u  m o i n s  
O O 

r a m i f i S s .  Le d i a m è t r e  d e s  f i b r e s  v a r i e  d e  1 0 0  A à 300 t i .  

- L e s  r é s u l t a t s  o b t e n u s  a p r è s  é t a l e m e n t s  

d e  s u s p e n s i o n s  t r a i t é e s  p a r  l e s  e n z y m e s  ( P l .  3 3  s F i g .  b - 
C I  s o n t  d i f f i c i l e m e n t  i n t e r p r é t s b l e s  d u  f a i t  d e  l e u r  n o n -  

r e p r o d u c t i b i l i t é  e t  d e s  d i f f i c u l t é s  r e n c o n t r é e s  a u  c o u r s  d e  

l ' é t a l e m e n t .  N é a n m o i n s ,  n o u s  a v o n s  c o n s t a t é ,  a p r è s  d i g e s t i o n  

à l a  DNAse, u n e  d i m i n u t i o n  d u  n o m b r e  d e s  f i b r e s .  

D a n s  l e  c a s  d e  g r i l l e s  m i s a s  à f l o t t e r ,  

a v a n t  o m b r a g e ,  s u r  u n e  g o u t t e  d e  DNAse, i l  n o u s  a s e m b l é ,  

d a n s  c e r t a i n s  c a s ,  q u e  l e s  f i l a m e n t s  a c c r o c h e s  a u x  g r a n u l e s  

é t a i e n t  p a r t i e l l e m e n t  d i g é r é s .  

L e s  c o l o r a t i o n s  p o s i t i v e s  [ P l .  3 4  : F i g .  a  - 
b - c l  r é v è l e n t  l e  c o n s t i t u a n t  f i b r e u x  e t  l e  c o n s t i t u a n t  

g r a n u l a i r e  d u  s é d i m e n t  R N , .  Au n i v e a u  d e s  g r a n u l e s ,  p r é s e n -  

t a n t  a p r è s  l ' a p p l i c a t i o n  d e  c e t t e  t e c h n i q u e  un d i a m è t r e  d e  
O 

200  à 2 5 0  A ,  i l  n ' a  p a s  é t é  p o s s i b l e  d e  d é c e l e r  d e  s o u s -  

s t r u c t u r e s .  

En c o l o r a t i o n  n é g a t i v e ,  l e s  g r a n u l e s  a p p a -  

r a i s s e n t  c o m p a c t s  e t  p r é s e n t e n t  u n e  s u r f a c e  r g g u l i è r e  

[ P l .  3 4  ; F i g .  d l .  

b  - i - g - s Q d $ ~ g ~ t - R J , ,  o b t e n u  à p a r t i r  d e  l a  

d i f f u s i o n  d e s  n o y a u x  'HYMER e t  K U F F e s t  q u a n t i t a t i v e m e n t  

t r è s  r é d u i t .  En c o u p e  i l  e s t  e s s e n t i e l l e m e n t  g r a n u l a i r e  e t  

p r é s e n t e  t o u t e s  l e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  d e s  s é d i m e n t s  R N  q u e  
2 

n o u s  a l l o n s  d é c r i r e .  



A u c u n e  d i f f é r e n c e  n ' a  e t 6  o b s e r v é e  d a n s  l a  

m o r p h o l o g i e  d e s  s é d i m e n t s  R N  o b t e n u s  p a r  d i f f u s i o n  d e  l ' u n  
2 

o u  l ' a u t r e  t y p e  d e  n o y a u x .  Ce s é d i m e n t  e s t  t r è s  h o m o g è n e  

( P l .  3 4  r F i g .  e l  e t  c o n s t i t u é  e n t i è r e m e n t  d e  p a r t i c u l e s  
O 

d e  1 5 0  à 2 5 0  A .  L e s  v é s i c u l e s  e t  d é b r i s  m e m b r a n a i r e s  o n t  

d i s p a r u .  

Les o m b r a g e s  u n i d i r e c t i o n n e l s  ( P l .  3 5  ; F i g .  

a )  r é v è l e n t  d e s  g r a n u l e s  s p h é r i q u e s  d ' u n  d i a m è t r e  moyen 
O 

d e  3 0 0  A ; p a r  c o n t r e ,  o n  n ' o b s e r v e  p l u s  d e  s t r u c t u r e s  

f i b r e u s e s .  

A p r è s  é t a l s m e n t  s u r  f i l m s  p r o t 6 i q u e s .  

( P l .  3 5  ; F i g .  b  - c  - d  - e l ,  l ' a s p e c t  e s t  n e t t e m e n t  

d i f f e r e n t  d e  c e l u i  d e  l a  f r a c t i o n  R N I  ; i l  e s t  b e a u c o u p  

m o i n s  f i b r i l l a i r e .  T o u t e f o i s ,  o n  o b s e r v e  à c ô t e  d e  g r a n u l e s  
O 

i s o l é s  d ' u n  d i a m è t r e  d e  l ' o r d r e  d e  3 0 0  A ,  d e s  f i l a m e n t s  d e  
O 

l o n g u e u r  v a r i a b l e ,  d ' u n  d i a m è t r e  moyen d e  8 0  A e n v i r o n ,  

a s s o c i é s  à u n e  o u  p l u s i e u r s  p a r t i c u l e s  s u r  t o u t e  l e u r  

l o n g u e u r  o u  p a r  u n e  d e  l e u r s  e x t r é m i t é s .  C e r t a i n e s  a s s o c i a -  

t i o n s  d e  g r a n u l e s  s u g g è r e n t  u n e  s t r u c t u r e  p o l y s o m a l e .  

N o u s  a v o n s  p a r f o i s  o b s e r v e  l a  p r é s e n c e  d e  
O 

g r a n u l e s  d ' u n  d i a m è t r e  s u p é r i e u r  ( 6 0 0  Al a c c r o c h é s  à l ' u n e  

d e s  e x t r é m i t S s  d ' u n  f i l a m e n t  ( P l .  3 5  ; F i g .  c l .  

A p r è s  c o l o r a t i o n  n é g a t i v e ,  l e s  g r a n u l e s  

a p p a r a i s s e n t ,  comme c e u x  d u  s é d i m e n t  R N , .  p e u  p é n é t r é s  p a r  

l ' a g e n t  c o n t r a s t a n t  e t  d e  f o r m e  r é g u l i è r e .  

L e s  c o l o r a t i o n s  p o s i t i v e s  n ' o n t  p a s  r é v é l é  

d e  s o u s - s t r u c t u r e s ,  l e s  f i l a m e n t s  n e  s o n t  p a s  c o l o r é s  p a r  

c e t t e  t e c h n i q u e .  



3 - D i s c u s s i o n  

L ' e n l è v e m e n t  d u  f e u i l l e t  e x t e r n e  d e  l ' e n v s -  

l o p p e  n u c l é a i r e  d e s  n o y a u x  d u  t y p e  "HYMER e t  K U F F "  e n t r a î n e  

l a  d i s p a r i t i o n  d e s  v é s i c u l e s  e t  d e s  m e m b r a n e s  d e s  s é d i m e n t s  

R N , .  C e u x - c i  s o n t  d ' a i l l e u r s  q u a n t i t a t i v e m e n t  t r è s  r é d u i t s ,  

p a r  r a p p o r t  à c e u x  o b t e n u s  à p a r t i r  d e  l a  d i f f u s i o n  d e s  

n o y a u x  d e  t y p e  "CHAUVEAU".  

C e t t e  c o n s t a t a t i o n  i n d i q u e  q u e  l e  s é d i m e n t  

R N 1  e s t  e n  g r a n d e  p a r t i e  c o n s t i t u é  d e  f r a g m e n t s  d u  

f e u i l l e t  e x t e r n e  d e  l ' s n v e l o p p e  n u c l é a i r e ,  d é t a c h e s  a u  c o u r s  

d e  l a  d i f f u s i o n ,  a i n s i  q u e  d e s  r i b o s o m e s  c y t o p l a s m i q u e s  

e n c o r e  a t t a c h é s  à c e  f e u i l l e t .  C e c i  e s t  c o n f i r m é  p a r  l e s  

d é t e r m i n a t i o n s  b i o c h i m i q u z s  e f f e c t u é e s  s u r  l a  r g p a r t i t i o n  

d e s  c o m p o s é s  p h o s p h o r C s  d a n s  l a s  f r a c t i o n s  R N  e t  R N 2 ,  e t  
1 

s u r  l a  r a d i o a c t i v i t é  s p é c i f i q u e  e t  l a  c o m p o s i t i o n  e n  b a s e s  

d e s  A R N  c o n t e n u s  d a n s  l e s  d e u x  f r a c t i o n s  s é d i m s n t a b l e s .  

En e f f e t ,  l e s  f r a c t i o n s  R N ,  e t  R N 2  o b t e n u e s  

à p a r t i r  d e s  n o y a u x  "CHAUVEAU" p r é s e n t e n t  u n e  d i f f é r e n c e  

i m p o r t a n t e  d a n s  l e u r  c o n t e n u  o n  c o m p o s é s  p h o s p h o l i p i d i q u c s .  

C e u x - c i  r e p r é s e n t e n t  29 p .  1 0 0  d u  p h o s p h o r e  t o t a l  d a n s  l a  

f r a c t i o n  R N 1  e t  s e u l e m e n t  5 p .  1 0 0  d a n s  l a  f r a c t i o n  R N 2  

( P U V I O N  e t  a l . ,  1 9 6 8 ) .  C e t t e  r i c h e s s e  e n  c o m p o s é s  p h o s p h o -  

l i p i d i q u e s  d e  l a  f r a c t i o n  R N  s ' e x p l i q u e  p a r  l a  p r é s e n c e  
1 

d e s  m e m b r a n e s  v 6 s i c u l a i r e s .  

En c e  q u i  c o n c e r n e  l a  c o m p o s i t i o n  e n  b a s e s  

e t  l a  r a d i o a c t i v i t é  s p é c i f i q u e  d e s  A R N ,  d e s  d i f f é r e n c e s  

n e t t e s  a p p a r a i s s e n t  e n t r e  l e s  d e u x  f r a c t i o n s  : 

- L a  r a d i o a c t i v i t é  s p b c i f i q u e  d e s  A R N  e s t  

3 f o i s  p l u s  é l e v é e  d a n s  l e s  R N 2 .  



- Le r a p p o r t  d e s  b a s e s  G + C  
A + U q u i  e s t t r è s  

v o i s i n  d e  1 p o u r  l e s  A R N  d e  l a  f r a c t i o n  R N 2 ,  e s t  d e  1,4,9 

p o u r  c e u x  d e  l a  f r a c t i o n  R N I  [DEFERT-KOBUS e t  a l . .  ' 1 9 6 0 1 .  

C e s  r é s u l t a t s  s ' e x p l i q u e n t  s i  l a  f r a c t i o n  

R N 1  
e s t  s o u i l l b e  p a r  d e s  A R N  r i b o s o m a u x .  

S u r  l e  p l a n  m o r p h o l o g i q u e ,  à c ô t é  d e s  

p a r t i c u l e s  g r a n u l a i r e s ,  l e s  o m b r a g e s  u n i d i r e c t i o n n e l s  
O 

r é v è l e n t  d e s  f i b r e s  d ' u n  d i a m è t r e  d e  1 0 0  à 300 A p o u v a n t  

C t re  d ' o r i g i n e  c h r o m a t i n i e n n e .  C e s  f i b r e s  s e  r e t r o u v e n t  

a p r è s  é t a l e m e n t  s u r  f i l m s  p r o t é i q u e s  e t  l e u r  d i a m è t r e  e s t  

d e  l ' o r d r e  d e  c e l u i  d e s  f i b r e s  d e  c h r o m a t i n e  (KAYE, 1 9 6 9  

e t  BRAM e t  R I S ,  1 9 7 1 1 .  Une g r a n d e  p a r t i e  d e  c e s  f i b r e s  

d i s p a r a î t  d ' a i l l e u r s  a p r è s  é t a l e m e n t  d ' u n e  f r a c t i o n  t r a i -  

t é e  à l a  DNAse. 

Le s e d i m e n t  R N  e s t  m o r p h o l o g i q u e m e n t  
2 

h o m o g è n e .  L e s  é t a l e m e n t s  s u r  f i l m s  p r o t j i q u e s  l e  m o n t r e n t  

c o n s t i t u é  d e  g r a n u l e s  i s o l é s  o u  a s s o c i g s  à d e s  f i l a m e n t s  

d o n t  l e  d i a m è t r e  e t  l ' a s p e c t  s o n t  c e u x  d e s  m o l 6 c u l e s  

d ' a c i d e s  n u c l é i q u e s  d é r o u l é e s .  B i e n  q u e  l e s  t e n t a t i v e s  

d ' é t a l e m e n t s  d e  f r a c t i o n s  p r é a l a b l e m e n t  d i g é r é e s  p a r  l e s  

n u c l é a s e s  a i e n t  é c h o u é ,  n o u s  p e n s o n s  q u e  c e s  f i l a m e n t s  

s o n t  d e s  m o l é c u l e s  d 'ARN, d u  f a i t  d e  l ' i n s e n s i b i l i t é  d e  

c e t t e  f r a c t i o n  v i s  à v i s  d e  l a  d i g e s t i o n  à l a  DNAse c o n s -  

t a t é e  l o r s  d e s  é t u d e s  b i o c h i m i q u e s  e f f e c t u é e s  à p a r t i r  d e  

c e n t r i f u g a t i o n s  e n  g r a d i e n t s  d e  d e n s i t é  (DEFERT-KOBUS, 

1 9 7 1 3 .  

ETUDES MORPHOLOGIQUE ET PHYSICOCHIMIQUE DES PARTICULES 

DE L A  FRACTION R N 2  

L e s  r é s u l t a t s  p r d c é d e n t s  a y a n t  d é m o n t r é  q u e  

l a  m a j e u r e  p a r t i e  d e s  c o n s t i t u a n t s  d e l a  f r a c t i o n  R N 1  



o n t  une o r i g i n a  e x t r a n u c l é a i r e ,  nous  nou& sommes l i m i t é  5 

l ' é t u d e  d e  l a  f r a c t i o n  R N 2 ,  o b t e n u e  à p a r t i r  d e  l a  m i se  

en d i f f u s i o n  d e s  noyaux d é b a r r a s s é s  dc l e u r  membrana 

e x t e r n e .  

Lss t r a v a u x  p h y s i c o - c h i m i q u e s  o n t  s u r t o u t  

p o r t é  sur l a  d é t e r m i n a t i o n  du c o e f f i c i e n t  de  s a d i m a n t a t i o n  

e t  d e  l a  d e n s i t é  d e s  p a r t i c u l e s  composant c e t t e  f r a c t i o n .  

E n  g r a d i e n t s  de d e n s i t é  s a c c h a r o s e ,  l o s  p a r t i c u l e s  s éd imen-  

t e n t  d a n s  d c s  z o n e s  d i f f é r e n t e s  d u  g r a d i e n t ,  s e l o n  que 

l ' i n c u b a t i o n  d e s  noyaux 3 6 t h  r h a l i s é e  dans  l e  m i l i e u  1 

( s a c c h a r o s e  0 , 3 5  M ,  p h o s p h a t e  b i p o t a s s i q u e  0 , 0 2  Ml ou d a n s  

l e  m i l i e u  2 ( m i l i e u  d e  Z A M E N I K  e t  K E L L E R  r e n f e r m a n t  MgC12 

à l a  c o n c e n t r a t i o n  d e  3 m M 1 .  

Oans l e  p r e m i e r  c a s ,  c o m p a r a t i v e m e n t  eux 

c o n s t a n t e s  d e  s é d i m e n t a t i o n  d e s  s o u s - u n i t E s  r i b o s c m a l e s ,  

l e s  p a r t i c u l e s  d e  l a  f r a c t i o n  R N 2  s e  r e t r o u v e n t  d a n s  une  

zone  p r é s e n t a n t  u n  maximum n e t  à 35  S .  

Dans l e  deuxièmc c a s ,  e l l e s  s e  r e t r o u v e n t  

d a n s  une z o n e  don t  l e  maximum a t t e i n t  4 5  S ( v o i r  F i g .  7 ; 

p ,  8 9 1 .  

L ' é t u d e  en g r a d i e n t s  de  c h l o r u r e  d e  cés ium 

de  l a  d e n s i t é  d e s  p a r t i c u l e s  d e s  p i c s  35 S e t  4 5  S  a  p e r m i s  

d e  c o n s t a t e r  que  l a  d i m i n u t i o n  d u  c o e f f i c i e n t  d e  s6d imen-  

t a t i o n  d e s  p a r t i c u l e s  d i f f u s é e s  en l ' a b s e n c e  d e  magnésium 

é t a i t  due  à une m o d i f i c a t i o n  de  l a  c o n f o r m a t i o n  m o l é c u l a i r e  

d e  c e l l e s - c i  e t  non à u n  changement  d a n s  l e u r  c o m p o s i t i o n  ; 

en e f f e t ,  l e s  p a r t i c u l e s  d e s  p i c s  35 S ~t 4 5  S p r é s e n t e n t  

l a  même d e n s i t é  de  1,37 ( d é t e r m i n é e  p a r  c e n t r i f u g a t i o n  

a l ' é q u i l i b r e  en c h l o r u r e  d e  c é s i u m )  IDEFERT-KOBUS, 1 9 7 1 1 .  

Nous n ' a v o n s  d ' a i l l e u r s  pu d é c a l e r  de  d i f f é r e n c e s  morpho- 

l o g i q u e s  a p r è s  c o l o r a t i o n s  n é g a t i v e s .  



FRACTIONS n: 

F i g u r e  7 

U l t r a c e n t r i f u g a t i o n  e n  g r a d i e n t  d e  s a c c h a r o s e  d e  5 à 2 5  

p .  1 0 0  d e  l a  f r a c t i o n  RN2 d e  n o y a u x  d e  f o i e  d e  r a t s  i s o l é s  

e t  i n c u b é s  d a n s  l e  m i l i e u  1 ( s a c c h a r o s e  0 , 3 5  M - p h o s p h a t e  

b i p o t a s s i q u e  0 , 0 2  M pH 7 , 8 1 .  

C e n t r i f u g a t i o n  e n  r o t o r  S p i n c o  SW 2 7  à 2 0  0 0 0  t / m n  1 4  h  à 

0- 
D .  o p t i q u e  à 2 6 0  nm d e  s o u s - u n i t é s  
r i b o s o m a l e s  d e  f o i e  d e  r a t .  

+b- D .  o p t i q u e  à 2 6 0  nrn d e  l a  
f r a c t i o n  R N  

2 ' 



1 - Le s é d i m e n t  o b t e n u  p a r  r e c e n t r i f u g a t i o n  d e  l a  z o n e  

4 5  S d e s  g r a d i e n t s  [ v o i r  M é t h o d e s )  a p p a r a î t  e s s e n t i e l l e m e n t  

g r a n u l a i r e .  L e s  g r a n u l e s  d e  f o r m e  s p h é r i q u e  m e s u r e n t  d e  
O 

1 5 0  il 2 2 0  A d e  d i a m è t r e .  A p r è s  f i x a t i o n  u n i q u e  au 

g l u t a r a l d e h y d e  s u i v i e  d ' u n e  c o l o r a t i o n  d e s  c o u p e s  a u  

c i t r a t e  d e  p l o m b ,  c e s  g r a n u l a s  s o n t  t r è s  c o n t r a s t é s  

( P l .  3 6  ; F i g .  a e t  b l .  

2  - Les c o l o r a t i o n s  n é g a t i v e s  d e s  p a r t i c u l e s  [ P l .  3 6  ; 

F i g .  c ; P l .  3 7  ; F i g .  a )  d é m o n t r e n t  l ' h o m o g é n é i t é  d e  l a  

f r a c t i o n  q u i  a p p a r a î t  p a r  c e t t e  t e c h n i q u e ,  e s s e n t i e l l e m e n t  

g r a n u l a i r e .  L e s  p a r t i c u l e s  s o n t  s p h é r i q u e s  e t  m e s u r e n t  
O 

2 0 0  à 2 5 0  A d e  d i a m è t r e .  C e r t a i n e s  a p p a r a i s s e n t  l é g è r e m e n t  
O 

o v o ï d e s ,  e l l e s  m e s u r e n t  a l o r s  l e  p l u s  f r é q u e m m e n t  1 7 0  A 
O 

d e  l a r g e u r  sur  2 7 0  A d e  l o n g u e u r .  L e s  g r o s s i s s e m e n t s  

é l e v é s  m o n t r e n t  q u ' e l l e s  s o n t  p e u  p é n é t r é e s  p a r  l ' a g e n t  

c o n t r a s t a n t .  L e u r  s u r f a c e  e s t  q u e l q u e  p e u  i r r é g u l i è r e .  

L e s  c o l o r a t i o n s  p o s i t i v e s  n ' o n t  p a s  p e r m i s  d e  r é v é l e r  

l ' e x i s t e n c e  d e  s o u s - s t r u c t u r e s  à l e u r  n i v e a u  ( P l .  3 7  ; 

F i g .  b l .  

3 - A p r è s  é t a l e m e n t  s e l o n  l a  t e c h n i q u e  d e  KLEINSCHMIDT 

( P l .  3 7  ; F i g .  c e t  d l ,  l e s  o m b r a g s s  r é v è l e n t  l ' e x i s t e n c e ,  

à c ô t é  d e  p a r t i c u l e s  l i b r e s ,  d e  p a r t i c u l e s  r é p a r t i e s  

s u r  d e  c o u r t s  f i l a m e n t s  d e  l o n g u e u r  v a r i a b l e ,  e x c é d a n t  

r a r e m e n t  2 m i c r o n s .  

4 - E t u d e  c y t o c h i m i q u e  s u r  c o u p e s  a p r è s  i n c l u s i o n  d a n s  l e  

G M A .  

A p r è s  i n c l u s i o n  d a n s  l e  g l y c o l - m e t h a c r y l a t e  

e t  d o u b l e  c o l o r a t i o n  à l ' a c é t a t e  d ' u r a n y l e  e t  a u  c i t r a t e  

d e  p l o m b ,  l e s  p a r t i c u l e s  a p p a r a i s s e n t  o r g a n i s é - e n  r é s e a u  

l a c h e ,  l e u r  c o n t o u r  e s t  m o i n s  b i e n  d é f i n i  ( P l .  3 8  ; 

F i g .  a l .  



L ' a c t i o n  d e  l a  p e p s i n e  ( P l .  38 : F i g .  c l  

e n t r a i n e  u n e  d i m i n u t i o n  i m p o r t a n t e  du c o n t r a s t e  g é n é r a l  d u  

r é s e a u  g r a n u l a i r e .  I l  n ' e s t  p l u s  p o s s i b l e  d e  d i s t i n g u e r  l e s  

g r a n u l e s .  L e s  g r o s s i s s e m e n t s  & l e v é s  p e r m e t t e n t  d ' o b s e r v e r  
O 

l e u r  p l a c e  d e s  g r a i n s  d e  50 à 1 0 0  A d e  d i a m è t r e ,  f a i b l e m e n t  

c o n t r a s t é s .  

A p r è s  a c t i o n  d e  l a  RNAse,  o n  o b s e r v e  un 

p â l i s s e m e n t  d e s  g r a n u l e s ,  l e u r  c o n t o u r  d e v i e n t  p l u s  f l o u  ; 

n é a n m o i n s  i l s  n e  d i s p a r a i s s e n t  p a s  ( P l .  38 ; F i g .  b l .  

L ' a s p e c t  o b s e r v é  a p r è s  d o u b l e  a c t i o n  p e p s i n e  

p u i s  RNAse ( P l .  38 ; F i g .  d l  e s t  p r a t i q u e m e n t  i d e n t i q u e  

à c e l u i  d o n n é  p a r  l a  p e p s i n e  s e u l e .  La d i m i n u t i o n  d u  c o n t r a s -  

t e  e s t  t r è s  n e t t e ,  i l  n ' e s t  p l u s  p o s s i b l e  d e  d i s t i n g u e r  l a s  . 

p a r t i c u l e s ,  b i e n  q u ' e l l e s  n e  s o i e n t  p a s  c o m p l è t e m e n t  e f f a c é e s .  

5 - O i s c u s s i o n  

La m o r p h o l o g i e  d e s  p a r t i c u l e s  4 5  S e s t  

i d e n t i q u e  à c e l l e  d e s  p a r t i c u l e s  d u  s é d i m e n t  R N 2  J a p r è s  

é t a l e m e n t  s u r  f i l m  p r o t é i q u e  m o n o m o l é c u l a i r e ,  l e s  a s p e c t s  

s o n t  l e s  mêmes.  

L e  r é s u l t a t  d e s  d i g e s t i o n s  e n z y m a t i q u e s  e s t  

e n  f a v e u r  d e  l a  n a t u r e  r i b o n u c l é o p r o t é i q u e  d e s  p a r t i c u l e s .  

C e l l e s - c i  s o n t  d ' a i l l e u r s  t r è s  s e n s i b l e s  à l a  d i g e s t i o n  

à l a  p e p s i n e .  A p r è s  d i g e s t i o n  à l a  RNAse, p a r  c o n t r e ,  l e s  

p a r t i c u l e s  b i e n  q u e  p l u s  f l o u e s  e t  m o i n s  c o n t r a s t é e s ,  s o n t  

e n c o r e  p r é s e n t e s .  Ces r é s u l t a t s  s o n t  e n  f a v e u r  d ' u n e  r i c h e s -  

s e  i m p o r t a n t e  e n  p r o t é i n e s ,  c e  q u i  c o n f i r m e  l e s  d é t e r m i n a -  

t i o n s  b i o c h i m i q u e s  q u i  e s t i m e n t  à s e u l e m e n t  27  p .  1 0 0  l e  

c o n t e n u  e n  A R N  d e s  p a r t i c u l e s  (DEFERT-KOBUS, 1 9 7 1 1 .  S u r  l e  

p l a n  p h y s i c o - c h i m i q u e ,  l e s  p a r t i c u l e s  s e  m o n t r e n t  t r è s  

s e n s i b l e s  à l ' a c t i o n  d e  l a  RNAse p u i s q u e  l e  p i c  r a d i o a c t i f  



c o r r e s p o n d a n t  à l a  z o n e  4 5  S  s ' e f f o n d r e  t o t a l e m e n t  a p r è s  

u n e  d i g e s t i o n  d e  2 0  mn à 37' C ( 5 0 y g  d e  R N A s e  p a r  m l ) .  

E - COMPARAISON ENTRE LES PARTICULES 4 5  S DIFFUSEES E T  

D'AUTRES TYPES D E  PARTICULES NUCLEAIRES EXTRAITES 

P a r m i  l e s  p a r t i c u l e s  n u c l é a i r e s  e x t r a i t e s  

p a r  d e  nombreux  a u t e u r s  e t  a y a n t  é t é  p e u  é t u d i é e s  s u r  l e  

p l a n  m o r p h o l o g i q u e ,  l e s  A R N - i n f o r m o f è r e s  (SANARINA e t  a l . ,  

1 9 6 7  ; 1 9 6 8 1  p r é s e n t e n t  d e s  c a r a c t è r e s  p h y s i c o c h i m i q u e s  

v o i s i n s  d e  c e u x  d e s  p a r t i c u l e s  d i f f u s é e s  [ v o i r  G é n é r a l i t é s )  ; 

n o u s  a v o n s  p e n s é  q u e  l ' é t u d e  m o r p h o l o g i q u e  c o m p a r a t i v e  d e  

c e 9  d e u x  t y p e s  d e  r i b o n u c l é o p r o t é i n e s  p e r m e t t r a i t  d e  m i e u x  

c o m p r e n d r e  l e u r  s i g n i f i c a t i o n  f o n c t i o n n e l l e .  Dans l e  b u t  

d e  d i m i n u e r  l e s  d é g r a d a t i o n s  é v e n t u e l l e s  d e  1 ' A R N  a u  c o u r s  

d e  l a  d i f f u s i o n  e t  p o u r  n o u s  r a p p r o c h e r  d e s  c o n d i t i o n s  

d ' e x t r a c t i o n s  d e  SAMARINA e t  a l . ,  n o u s  a v o n s  é t u d i é  l a  

d i f f u s i o n  d a n s  313 m i l i e u  h a b i t u e l  [ m i l i e u  d ' i n c u b a t i o n  21 

a u q u e l  n o u s  a v o n s  a j o u t é  un i n h i b i t e u r  c y t o p l a s m i q u e  d e  

R N A s e  o b t e n u  s e l o n  l e s  p r o c é d é s  d e  R O T H  ( 1 9 5 8 1  e t  d e  

SIRAKOV e t  K O C H A K I A N  1 1 9 6 9 )  [ i n h i b i t e u r  p r o v e n a n t  d e  1  f o i e  

p o u r  u n e  q u a n t i t é  d e  n o y a u x  p r o v e n a n t  d e  1  f o i e ) .  

Nous a v o n s  e n  o u t r e  r e p r i s ,  e n  c o l o r a t i o n  

n é g a t i v e ,  l ' é t u d e  m o r p h o l o g i q u e  d e s  g r a n u l e s  n u c l é o l a i r e s  

e x t r a i t s  d é j à  d é c r i t s  d a n s  l e  c h a p i t r e  I I I ,  d e  f a ç o n  à 

v é r i f i e r  l e u r  p r é s e n c e  é v e n t u e l l e  d a n s  l e  m i l i e u  d e  . 

d i f f u s i o n .  

1  - E t u d e  d e s  p a r t i c u l e s  A R N - i n f o r m o f è r e s  d e  G E O R G I E V  

L e  p r o f i l  du g r a d i e n t  d e  s é d i m e n t a t i o n  

( F i g .  8  ; p .  931  s e  c a r a c t é r i s e  p a r  l a  p r é s e n c e  d e  2 z o n e s  : 



D.O. 260 nm 

F i g u r e  8 

P a r t i c u l e s  A R N - i n f o r r n o f è r e s  d e  GEORGIEV d é p o s é e s  s u r  

g r a d i e n t  d e  s a c c h a r o s e  d e  1 0  à 3 0  p .  1 0 0 .  

C e n t r i f u g a t i o n  1 5  h à 2 0  0 0 0  t / m n  ( R o t o r  S p i n c o  SW 2 5 / 1 1 .  



u n e  z o n e  b i e n  d é l i m i t é e  [ Z o n e  I l  p r é s e n t a n t  un maximum 

t r è s  n e t  d a n s  l a  r é g i o n  3 0  S du  g r a d i e n t ,  une  z o n e  p l u s  

l a r g e  e t  p l u s  h g t é r o g è n e  ( Z o n e  I I I ,  d a n s  l a  p a r t i e  l a  p l u s  

l o u r d e  du  g r a d i e n t ,  s ' é t a l a n t  d e  45 S à 60 S e n v i r o n .  

. A p r è s  i n c l u s i o n  ( P l .  3 9  ; F i g .  a  e t  b l ,  

l e  s é d i m e n t  o b t e n u  p a r  r e c e n t r i f u g a t i o n  du m a t é r i e l  d e  l a  

z o n e  1 s e  m o n t r e  homogène  e t  c o n s t i t u é  d e  p a r t i c u l e s  

s p h é r i q u e s , d e n s e s , o r g a n i s é e s  e n  un r é s e a u  i r r é g u l i e r .  Ces 
O 

p a r t i c u l e s  m e s u r e n t  e n  moyenne  1 4 0  à 2 0 0  A d e  d i a m è t r e .  

Les g r o s s i s s e m e n t s  é l e v 6 s  n e  p e r m e t t e n t  p a s  d e  d i s t i n g u e r  

d e  s o u s - s t r u c t u r e s  à l e u r  n i v e a u .  

. L e s  c o l o r a t i o n s  n é g a t i v e s  [ P l .  39 t F i g .  

c  e t  d l  c o n f i r m e n t  l ' h o m o g é n é i t é  d e  c e t t e  z o n e .  L e s  p a r t i -  

c u l e s  p r é s e n t e n t ,  p a r  c e t t e  t e c h n i q u e ,  un d i a m è t r e  moyen 
O 

d e  2 2 0  A .  Les g r o s s i s s e m e n t s  p l u s  é l e v é s  p e r m e t t e n t  d e  v o i r  

q u ' e l l e s  s o n t  peu  p é n é t r é e s  p a r  l ' a g e n t  c o n t r a s t a n t .  

L ' a s p e c t  g é n é r a l  d e  l a  z o n e  I I  [ P l .  40  ; 

F i g .  a l  a p r è s  c o l o r a t i o n s  n h g a t i v e s ,  e s t  n e t t e m e n t  d i f f é -  

r e n t  d e  c e l u i  d e  l a  z o n e I .  A l o r s  q u e  p r é c é d e m m e n t  l e s  p a r -  

t i c u l e s  s e  r é p a r t i s s a i e n t  à p e u  p r è s  u n i f o r m é m e n t ,  s a n s  

q u ' i l  s o i t  p o s s i b l e  d e  d i s t i n g u e r  e n t r e  e l l e s  d e s  a s s o c i a -  

t i o n s  n e t t e s ,  d a n s  l e  c a s  d e  l a  z o n e  I I ,  on o b s e r v e  d e s  

a s s o c i a t i o n s  e n  g r o u p e s  o u  e n  c h a î n e t t e s  d e  2 ,  3 ou 4 p a r t i -  

c u l e s  d ' a p p a r e n c e  i r r é g u l i è r e .  

L e u r  d i a m è t r e  moyen e s t  c o m p a r a b l e  à c e l u i  

d e s  p a r t i c u l e s  d e  l a  z o n e  1, m a i s  l e u r  f o r m e  e s t  s o u v e n t  
O 

p l u s  a l l o n g é e ,  e l l e s  m e s u r e n t  a l o r s  e n  moyenne 3 8 0  A s u r  
O 



A p r è s  c e  t y p e  d ' e x t r a c t i o n ,  l e s  n o y a u x  s o n t  

t o u s  f r a g m e n t é s  o u  c o m p l è t e m e n t  d é t r u i t s  ( P l .  41  r F i g .  a ) .  

Le r é s i d u  s e  c o m p o s e  d ' a m a s  c h r o m a t i n i e n s  é p a r s ,  d e  d é b r i s  

m e m b r a n a i r e s  e t  d e  f r a g m e n t s  d e  n o y a u x  d a n s  l e s q u e l s  i l  

e s t  p o s s i b l e  d e  d i s t i n g u e r  d e s  n u c l é o l e s  e t  d z s  g r o u p e s  

d e  g r a i n s  i n t e r c h r o m a t i n i e n s .  

2 - A p r h s  c o l o r a t i o n  n é g a t i v e  ( P l .  40  ; F i g .  b  e t  c l ,  

l e s  p a r t i c u l e s  n u c l é o l a i r e s  e x t r a i t e s  a p p a r a i s s e n t  s p h é -  

r i q u e s  e t  d e  t a i l l e  v a r i a b l e ,  l e s  d i a m è t r e s  s l B s h e l o n n e n t  
O O 

d e  1 7 0  A à 330 A .  O n  d i s t i n g u e  f r é q u e m m e n t  d e s  a s s o c i a t i o n s  

d e  2 o u  3 p a r t i c u l e s ,  c e  q u i  d o n n e  à l ' e n s e m b l e  un a s p e c t  

t r è s  d i f f é r e n t  d e  c e l u i  o b s e r v é  a v e c  l e s  p a r t i c u l e s  d e  

GEORGIEV e t  a v e c  l e s  p a r t i c u l e s  d i f f u s é e s .  A un g r o s s i s s e -  

m e n t  p l u s  6 l e v 6 ,  on  o b s e r v e  q u e  l ' a g a n t  c o n t r a s t a n t  p é n é -  

t r e  p r o f o n d é m e n t  l e s  g r a n u l e s  n u c l é o l a i r e s  e t  r é v è l e  

n e t t e m e n t  une  s t r u c t u r e  f i b r i l l a i r e  c o n s t i t u é e  p a r  l ' e n r o u -  
O 

l e m e n t  e n  p e l o t o n  d ' u n  f i l a m e n t  d e  40  A d e  d i a m è t r e  e n v i r o n .  

C e t t e  o b s e r v a t i o n  c o n f i r m e  c e l l e  e f f e c t u é e  a p r è s  i n c l u s i o n  

( v o i r  c h a p i t r e  III). 

D i f f u s i o n  e n  p r e s e n c e  d ' i n h i b i t e u r  d e  R N A s e  

Les p r o f i l s  d e s  d e n s i t é s  o p t i q u e s  e t  d e s  

r a d i o a c t i v i t é s  d i f f a r e n t  d e  c e u x  o b t e n u s  s u r  l a  f r a c t i o n  

RN2 i s sue  d ' u n e  i n c u b a t i o n  d e s  n o y a u x  d a n s  l e  m i l i e u  d e  

d i f f u s i o n  p r i v é  d ' i n h i b i t e u r  d e  R N A s e  ( t é m o i n 1  ( v o i r  F i g .  

9 ; p .  9 6 ) .  On r e m a r q u e  en e f f e t  p a r  r a p p o r t  a u  t é m o i n ,  

l a  d i s p a r i t i o n  du  m a t é r i e l  p r é s e n t  d a n s  l a  z o n e  l é g è r e  

d u  g r a d i e n t ,  ce q u i  p e r m e t  d e  s u p p o s e r  q u ' i l  p r û v e n a i t  

d e  l a  d é g r a d a t i o n  d e  f r a c t i o n s  p l u s  l o u r d e s .  En o u t r e ,  on  

c o n s t a t e  l ' a p p a r i t i o n  d ' u n  m a t é r i e l  a b s o r b a n t  r a d i o a c t i f  

s ' é t a l a n t  d e  f a ç o n  h é t b r o g è n e  a u  d o l à  d e  4 5  S .  



FRACT. 

F i g u r e  9 

U l t r a c e n t r i f u g a t i o n  e n  g r a d i e n t s  l i n é a i r e s  d e  s a c c h a r o s e  

d e  0 , 3  à 1 M d a n s  l e  r o t o r  S p i n c o  SW 2 5 / 1  à 2 5  0 0 0  t / m n  

3 h  à 4 O  C .  

G r a p h i q u e  A : F r a c t i o n  R N 2  d e  N o y a u x  d e  f o i e s  d e  r a t s  m a r q u é s  

a u  3 Z ~  ( 1  r n C / r a t  - 1 h l  e t  i n c u b é s  d a n s  l e  m i l i e u  n o  2 .  

G r a p h i q u e  B : L e  m i l i e u  d ' i n c u b a t i o n  a  é t é  a d d i t i o n n é  

d ' i n h i b i t e u r  d e  R N A s e .  

* I r R a d i o a c t i v i t é  a c i d o - i n s o l u b l e .  

-n- D e n s i t é  o p t i q u e  à 2 6 0  nm.  

f4 



A p r è s  i n c l u s i o n  ( P l .  41 r F i g .  b  e t  c l ,  l e  

s é d i m e n t  o b t e n u  p a r  r e c e n t r i f u g a t i o n  d e  l a  z o n e  l o u r d e  d u  

g r a d i e n t  ( s u p é r i e u r e  à 45  S I  e s t  h o m o g è n e  e t  g r a n u l a i r e .  
O 

L e s  g r a n u l e s  d ' u n  d i a m è t r e  moyen  d e  2 4 0  A o n t ,  à g r o s s i s s e -  

m e n t s  é l e v é s ,  .une f o r m e  m o i n s  r é g u l i è r e  q u e  c e u x  c o n s t i t u a n t  

l e  p i c  4 5  S .  C e r t a i n s  s e m b l e n t  e n  p a r t i e  c o n s t i t u 6 s  d e  
O 

f i b r i l l e s  p e l o t o n n é e s  d ' e n v i r o n  5 0  A d e  d i a m è t r e .  

L e s  c o l o r a t i o n s  n é g a t i v e s  ( P l .  4 2  ; F i g .  a l  

c o n f i r m e n t  l ' i r r é g u l a r i t é  d e  s t r u c t u r e  d e s  p a r t i c u l e s .  E l l e s  

s o n t  m i e u x  p é n é t r é a s  p a r  l ' a g e n t  c o n t r a s t a n t  q u e  c e l l e s  

d u  p i c  4 5  S  e t  s e m b l e n t  ê t r e  d e  t e x t u r e  f i b r i l l a i r e .  La 

r é p a r t i t i o n  d e s  p a r t i c u l e s  n ' e s t  p l u s  h o m o g è n e  e t  b e a u c o u p  

d ' e n t r e  e l l e s  s o n t  a s s o c i é e s  e n  g r o u p e s  p l u s  o u  m o i n s  

i m p o r t a n t s  o u  e n  c o u r t e s  c h a i n e t t e s  b i e n  r é v é l é e s  a p r è s  

c o l o r a t i o n  p o s i t i v e  ( P l .  4 2  F i g .  b  e t  c l .  

F  - RECHERCHES S U R  L'ORIGINE INTRANUCLEAIRE DES PARTICULES 

DIFFUSEES 

Nous  a v o n s  v o u l u  d é t e r m i n e r  à q u e l  t y p e  

d e  r i b o n u c l é o p r o t é i n e s  c a r a c t é r i s a b l e s  i n  s i t u  a p p a r t e n a i e n t  

l e s  p a r t i c u l e s  d i f f u s é e s  ; n o u s  a v o n s ,  d a n s  c e  b u t ,  c o m p a r é  

l e s  n o y a u x  t é m o i n s  a u x  n o y a u x  d i f f u s é s  a p r è s  c o l o r a t i o n  

p r é f é r e n t i e l l e  d e s  r i b o n u c l é o p r o t é i n e s  s e l o n  BERNHARD 

( 1 9 6 9 1 .  N o u s  a v o n s  e n  o u t r e  é t u d i é  l ' i n f l u e n c e  d e  f a i b l z s  

d o s e s  d ' a c t i n o m y c i n e  D s u r  l a  d i f f u s i o n  d e s  p a r t i c u l e s ,  

d e  f a ç o n  à r é v é l e r  u n e  p a r t i c i p a t i o n  é v e n t u e l l e  d e s  A R N  

n u c l é o l a i r e s .  L e s  i n j e c t i o n s  d ' a n t i b i o t i q u e  o n t  é t é  f a i t e s ,  

p a r  v o i e  i n t r a p é r i t o n é a l e ,  3 h  a v a n t  l e  s a c r i f i c e  d e s  r a t s ,  

à l a  d o s e  d e  0 , 2 5 & g  p a r  g  d e  p o i d s  d e  l ' a n i m a l .  



1 - Noyaux t é m o i n s  ( P l .  4 3  ; F i g .  a e t  b )  

L e s  d i f f é r e n t s  t y p e s  d e  r i b o n u c l é o p r o t é i n e s  

s o n t  r é v é l é s .  L e s  r i b o n u c l é o p r o t é i n e s  f i b r i l l a i r e s  e t  

g r a n u l a i r e s  d u  n u c l o o l e  s o n t  t r è s  c o n t r a s t é e s .  Le  n u c l é o -  

p l a s m e  e s t  t r è s  c h a r g é  e t  o n  d i s t i n g u e  n e t t e m e n t  , l e s  g r o u p e s  

d e  g r a i n s  i n t e r c h r o m a t i n i e n s  a i n s i  q u e  l e s  f i b r i l l e s  p é r i -  

c h r o m a t i n i e n n e s  e n  b o r d u r e  d e s  z o n e s  d s  f a i b l e  d e n s i t é  

c o r r e s p o n d a n t  à l a  c h r o m a t i n e .  D s s  g r a i n s  p é r i c h r o m a t i n i e n s  

s o n t  n e t t e m e n t  v i s i b l e s  n o t a m m e n t  e n  b o r d u r e  d e  l a  c h r o m a -  

t i n e  p é r i n u c l é o l a i r e .  

2 - Noyaux " d i f f u s é s "  [ P l .  4 3  r F i g .  c  v P l .  4 4  e F i e .  a  e t  

b ) .  

A p r è s  d i f f u s i o n ,  l ' a s p e c t  g é n é r a l  d u  n u c l é o -  

p l a s m e  e s t  n e t t e m o n t  d i f f é r e n t .  D e s  a m a s  g r a n u l e i r e s  é p a r s  

s o n t  c o l o r é s  j l e s  g r o s s i s s e m e n t s  m o y e n s  p e r m e t t e n t  d e  

c o n s t a t e r  q u ' i l s  c o r r e s p o n d e n t  a u x  g r a i n s  i n t e r c h r o m a t i n i ~ n s  

q u i ,  s e u l s ,  o n t  a c q u i s  un c o n t r a s t e  a n a l o g u e  à c e l u i  o b s e r v é  

d a n s   ES n o y a u x  t é m o i n s .  

L e s  g r a i n s  p é r i c h r o m a t i n i e n s  s o n t  m o i n s  

c o n t r a s t é s  e t  s u r t o u t  p l u s  difficilement r e p é r a b l e s  d u  f a i t  

d e  l ' a s p e c t  h o m o g è n e  d u  n u c l é o p l a s m e .  L e s  f i b r i l l e s  p é r i -  

c h r o m a t i n i e n n e s  o n t  p r e s q u e  c a m p l è t o m e n t  d i s p a r u .  Au n i v e a u  

d u  n u c l é o l e ,  l e s  r i b o n u c l é o p r o t é i n e s  f i b r i l l a i r e s  s o n t  

e n t o u r é e s  d ' u n e  z o n e  c l a i r o  n o n  c o l o r é e .  L e s  g r a n u l e s  o n t  

c o m p l è t e m e n t  d i s p a r u .  

3 - - A c t i o n  d e  l ' a c t i n o ~ y c i n e  D ( P l .  4 4  ; F i g .  c  r P l .  4 5  ; 

a - b - c - d l .  

A p r è s  d i f f u s i o n ,  l a  m o r p h o l o g i e  d u  n u c l é o l e  

e s t  p e u  m o d i f i g e  ; l e s  c o m p a r t i m e n t s  f i b r i l l a i r a s  e t  



g r a n u l a i r e s  s o n t  t o u j o u r s  p r é s e n t s .  La d e n s i t é  d e s  g r a n u l e s  

n u c l é o l a i r e s  r e s t e  i n c h a n g é e .  A p r è s  a p p l i c a t i o n  d e  l a  t e c h -  

n i q u e  à l l E . D . T . A . ,  l e s  c o n s t i t u a n t s  r i b o n u c l é o p r o t é i q u e s  

d u  n u c l é o l e  s o n t  b i e n  c o l o r é s ,  n o t a m m e n t  l e s  g r a n u l e s  

n u c l é o l a i r e s .  L ' a s p e c t  d u  n u c l é o p l a s m e  e s t  i d e n t i q u e  à 

c e l u i  d e s  n o y a u x  d i f f u s é s  n o n  t r a i t é s  à l ' a c t i n o m y c i n e  D ,  

l e s  s e u l s  c o n s t i t u a n t s  r i b o n u c l t 5 o p r o t é i q u e s  b i e n  c o l o r 5 s  

é t a n t  l e s  g r a i n s  i n t e r c h r o m a t i n i e n s .  

G - DISCUSSION 

1 - A s p e c t s  n u c l é o l a i r e s  c o n s t a t é s  d a n s  l e s  n o y a u x  " d i f f u s é s "  

Nous  a v o n s  c o n s t a t é  a u  c o u r s  d o  l a  d i f f u s i o n  

q u e  l e  n u c l é o l e  p r e n a i t  g r a d u e l l e m e n t  un a s p e c t  d i f f u s  

e t  q u ' i l  p e r d a i t  u n e  g r a n d a  p a r t i e  d e  s e s  g r a n u l e s  r i b o -  Tl 
n u c l é o p r o t é i q u o s .  C e t t e  o b s e r v a t i o n  e s t  c o n f i r m é e  p a r  lesk-' 

é t u d e s  m i c r o s p e c t r o p h o t o m é t r i q u s ç .  L a  c o m p o s i t i o n  d e s  

m i l i e u x  d e  d i f f u s i o n  p e u t  ê t r e  r e s p o n s a b l e  a u  m o i n s  e n  

p a r t i e  d e  c e s  a s p e c t s .  En e f f e t ,  o n  s a i t  q u e  l e  m c r p h o l o g i e  

d e s  n o y a u x  i s o l e s  e s t  t r è s  s e n s i b l e  à l a  p r é s e n c e  d e s  i o n s  

d i v c l e n t s  d a n s  l e s  m i l i e u x  d ' h o m o g é n é i s a t i o n  o u  d e  r e s u s -  

p e n s i o n .  B i e n  q u a  d a n s  l e  m i l i e u  d e  d i f f u s i o n  n 0 2 ,  l e s  i o n s  
2 +  

Mg s o i e n t  e n  c o n c e n t r a t i o n  s u f f i s a n t e  ( 3  m M 1  p c u r  p r é s e r -  

v e r  u n e  b o n n e  m o r p h o l o g i e  du n u c l é o l e  (MONNERON e t  MOULE, 

1 9 6 8 1 ,  i l  f a u t  c o m p t e r  a v e c  l e s  2 0  mM d ' i o n s  p h o s p h a t e s  q u i  

t e n d e n t  à l e s  c o m p l e x e r .  

I l  e s t  p o s s i b l e  q u ' a u  c o u r s  d e  l a  d i f f u s i o n  

s e  p r o d u i s e  u n e  d é g r a d a t i o n  d e  1 ' A R N  n u c l é o l a i r e .  C H A K R A V O R T Y  

e t  BUSCH [ A 9 6 7 1  o n t  e n  e f f e t  mont r i3  q u e  l ' a c t i v i t é  d e  l a  

RNAse n u c l é o l a i r e  e s t  i m p o r t a n t e  e t  q u e  c e t t e  e n z y m e  e s t  

e n  g r a n d e  p a r t i e  l i b r e  e t  n o n  l i é e  à u n  i n h i b i t e u r  comme 

e l l e  l ' e s t  d a n s  l e  n u c l é o p l a s m e  ; l e  f a i t  q u e  l e s  n u c l é o l e s  

d e  n o y a u x  d e  f o i e  d e  r a t  t r a i t é s  à l ' a c t i n û m y c i n e  D 



c o n s e r v e n t  un c o m p a r t i m e n t  g r a n u l a i r e  a p p a r e m m e n t  i n t a c t  

a p r È s  l a  d i f f u s i o n  p o u r r a i t  a l o r s  s ' e x p l i q u e r  p u i s q u e  

l ' a c t i v i t é  d e  l a  R N A s e  n u c l é o l a i r e  e s t  a l o r s  r é d u i t e  a u  

1 / 3  o u  rnÊme a u  1 / 6  d e  c e l l e  p r é s e n t e  d a n s  un  n u c l é o l e  

n o r m a l  (SIEBERT e t  a l . ,  1 9 6 8 1 .  L e s  n u c l é o l e s  r e s u l t a n t  d e  

l a  s é g r é g a t i o n  p e u v e n t  a u s s i  p r é s e n t e r  u n e  p l u s  g r a n d e  

r é s i s t a n c e  e n v e r s  l a  c o m p o s i t i o n  d u  m i l i e u  d ' i n c u b a t i o n  d e s  

n o y a u x ,  du f a i t  d ' u n e  l i a i s o n  p l u s  é t r o i t e  e n t r e  1 ' A R N  e t  

l e s  p r o t é i n e s  d e s  p a r t i c u l e s  (DARNELL, 1 9 6 8 )  o u  d u  f a i t  d ' u n  

c h a n g e m e n t  s t r u c t u r a l  d e  l a  m a t r i c e  du r é s e a u  ( C h a p i t r e  I I I .  

De t o u t e  f a ç o n ,  i l  ne s e m b l e  p e s  q u e  l a  

p a r t i c i p a t i o n  du n u c l S o l e  à l a  d i f f u s i o n  d e s  p a r t i c u l e s  

r i b o n u c l é o p r o t é i q u e s  s o i t  d i r e c t e .  E n  e f f e t ,  l s s  p a r t i c u l e s  

d i f f u s é e s  p r é s e n t e n t  u n e  m o r p h o l o g i e  t r è s  d i f f é r e n t e  d e  

c e l l e  d e s  g r a n u l e s  n u c l é o l a i r e s .  D ' a u t r ~  p a r t ,  l a s  r é s u l t a t s  

o b t e n u s  à p a r t i r  d e  l a  d i f f u s i o n  d e  n o y a u x  d e  c e l l u l e s  

h é p a t i q u e s  d e  r a t s  t r a i t 6 s  à l ' a c t i n o r n y c i n e  D n e  s o n t  p a s  

e n  f a v e u r  d ' u n e  t e l l e  p a r t i c i p a t i o n .  La d o s e  f a i b l e  d ' a n t i -  

b i o t i q u e  q u e  n o u s  a v o n s  i n j e c t é e  p r o v o q u e  u n e  i n h i b i t i o n  

d e  5 0  p .  1 0 0  d e s  s y n t h è s e s  d'ARN (GOIDEELATT e t  a l . ,  1 9 6 9 )  

e t  b l o q u e  t o t a l e m e n t  l a  s y n t h È s e  d e s  A R N  n u c l é o l a i r e s  

(GEUSKENS e t  BERNHARD, 1 9 6 6 1 .  Nous  a v o n s  c o n s t a t é ,  su r  l e  

p i a n  b i o c h i m i q u e  q u e  l a  c o m p o s i t i o n  e n  b a s e s  d e s  A R N  d i f f u -  
G + C  s é 6  r e s t e  i n c h a n g é e  ( A  + = 1 )  ; c e t t e  p o p u l a t i o n  d'ARN 

e s t  d o n c  h o m o g è n e  e t  i n d é p e n d a n t e  d e s  A R N  r i b o s o m a u x .  

2 - S t r u c t u r e  d e s  r i b o n u c i é o ~ r o t é i n e s  

A p r è s  c o l o r a t i o n  n é g a t i v e ,  l e s  p a r t i c u l e s  

d i f f u s h e s  p r é s e n t e n t  d e s  c a r a c t è r e s  communs à d ' a u t r e s  

p a r t i c u l e s  o b t e n u e s  p a r  e x t r a c t i o n  e t  n o t a m m e n t  a u x  

A R N - i n f o r r n o f è r e s ,  



Les i m a g e s  d ' a s s o c i a t i o n s  d e  g r a n u l e s  e t  

d e  f i l a m e n t s  o b t e n u e s  a p r è s  é t a l e m e n t  sur f i l m s  p r o t é i q u e s  

m o n o m o l é c u l a i r e s  s o n t  d i f f i c i l e s  à i n t e r p r é t e r .  I l  e s t  

p o s s i b l e  q u e  l ' a c é t a t e  d ' a m m o n i u m  c o n t e n u  d a n s  l a  s o l u t i o n  

d ' é t a l e m e n t  f a v o r i s e  l a  d i s s g c i a t i o n ,  a u  m o i n s  p a r t i e l l e ,  

d e s  cléments d ' u n e  p e r t i c u l e  s p h i r i q u e  c o m p a c t e  t e l l e  

q u ' e l l e  e s t  o b s e r v é e  a p r è s  o m b r a g e  u n i d i r e c t i o n n e l  o u  a p r è s  

c o l o r a t i o n  n é g a t i v e .  D a n s  c e  c a s  l a  p a r t i c u l e  a p p a r a î t r a i t  

c o n s t i t u é e  d e  l ' a n r o u l e m e n t  d ' u n e  m o l 6 c u l e  d ' a c i d e  n u c l e i q u e ,  

su r  l a q u e l l e  s e  r é p a r t i s s e n t  d e s  g r a n u l e s  s p h é r i q u e s  d e  

n a t u r e  p r o t é i q u e .  L ' o b s e r v a t i o n ,  sur  c e r t a i n e s  p h o t o g r a p h i e s ,  

d e  p a r t i c u l e s  d e  t a i l l e  p l u s  i m p o r t a n t e  r e l i é e s  à l ' e x t r é m i t é  

d ' u n  f i l a m e n t  p o u r r a i t  ê t r e  l e  r é s u l t a t  d ' u n e  d i s s o c i a t i o n  

i n c o m p l è t e  d e  l a  p ô r t i c u l o .  I l  d o i t  6 t r e  n o t b  q u e  SPOHR 

e t  a l .  1 1 9 7 0 )  o n t  o b s e r v d ,  d u n s  l a  f r a c t i o n  c y t o p l a s m i q u e  
O O 

d e  c e l l u l e s  H e L a ,  d a s  p a r t i c u l e s  d e  1 1 0  A à 2 0 0  A ( a p r è s  

c o l o r a t i o n  n é g a t i v e )  f o r m é e s  p a r  l ' e n r o u l e m e n t  d ' u n  f i l a m e n t  

p r é s e n t a n t  d u s  p e t i t s  n o d u l e s  r g p a r t i s  s u r  s a  l o n g u e u r .  Ces 

p a r t i c u l e s  r e p r é s e n t e r a i e n t  d e s  c o m p l e x e s  m A R N - p r o t s i n e .  

Les r u s u l t a t s  o b t e n u s  a p r è s  d i g e s t i o n s  s n z y -  

m a t i q u e s  e t  n o t a m m e n t  l a  r é s i s t a n c e  r e l e t i v e  d e s  p a r t i c u l e s  

à l ' a c t i o n  d e  l a  RNAse s o n t  E n  f a v e u r  d ' u n o  t e l l e  i n t e r p r 6 -  

t a t i o n ,  l a  f o r m e  d e  l a  p a r t i c u l e  d é p e n d a n t  s u r t o u t  d e  s o n  

c o m p o s a n t  p r o t é i q u e .  

3 - O r i g i n e  d e s  p a r t i c u l e s  d i f f u s s e s  

La d i f f u s i o n  s ' a c c o m p a g n e  d ' u n e  p e r t e  d e s  

f i b r i l l e s  p é r i c h r o m a t i n i e n n e s  d e s  n o y a u x .  Css f i b r i l l e s  

s e m b l e n t  r e p r é s e n t e r  l ' e x p r e s s i o n  m o r p h o l o g i q u e  d e  1 ' A R N  

c h r o m o s o m i q u e  n o u v e l l e m e n t  s y n t h e t i s é .  En e f f e t ,  PETROV 

e t  BERNHARD ( 1 9 7 1 )  o n t  m o n t r é  q u e  l e u r  n o m b r e  a u g m e n t e  

d a n s  l e s  n o y a u x  d e s  c e l l u l e s  s o u m i s e s  à u n e  s t i m u l c t i o n  

d e s  s y n t h è s e s  d'ARN [ p a r  l a  c o r t i s o n e  e t  l a  r e a l i m e n t a t i o n  



f a i s a n t  s u i t e  à u n e  p é r i o d e  d e  j e û n e ) .  I n v e r s e m e n t ,  

l ' i n j e c t i o n  d l  a - a m s n i t i n e ,  a g e n t  d a  b l o c a g e  s p é c i f i q u e  

d e  1 ' A R N  p o l y m é r a s e  e x t r a n u c l é o l a i r e ,  p r o v o q u e  u n e  r e d u c t i o n  

i m p o r t a n t e  d e s  f i b r i l l e s  p é r i c h r o m a t i n i e n n e s  [PETRDV, 1 9 7 1  ; 

PETROV e t  SEKERIS,  1 9 7 1 1 .  P a r  a u t o r a d i o g r a p h i s s u l t r a s t r u c -  

t u r a l e s  e f f e c t u é e s  s u r  d e s  c e l l u l e s  d e  r e i n  ds s i n g e  d e  l a  

l i g n é e  BSC, m â r q u é e s  p e n d a n t  2 mn à l ' u r i d i n e  t r i t i é e ,  FAKAN 

e t  BERNHARD 1 1 9 7 1 1  o n t  mont r i5  q u e  l a  r a d i o a c t i v i t é  n u c l é a i r e  

s e  l o c a l i s a i t ,  e n  p l u s  d u  c o m p a r t i m e n t  f i b r i l l a i r e  n u c l g o -  

l a i r e ,  e n  b o r d u r e  d e s  m a s s e s  c h r o m a t i n i e n n e s  c o n d e n s é e s ,  

c ' e s t - à - d i r e  a u  n i v e a u  d e s  f i b r i l l e s  p é r i c h r o m a t i n i e n n e s  ; 

c e t t e  c o n s t a t a t i o n  r e n f o r c e  e n c o r a  l ' h y p o t h è s e  d e  1s p r é s e n c e  

à c e  n i v e a u  d u  dARN. 

L e s  r é s u l t a t s  d e s  é t u d e s  p h y s i c o - c h i m i q u e s  

r é a l i s e e s  s u r  1 ' A R N  d e s  p a r t i c u l e s  d i f f u s é e s  s o n t  e n  f a v e u r  

d e  s o n  a p p a r t e n a n c o  à l a  c l a s s e  d e s  dARN. L e u r  c o m p o s i t i o n  

n u c l é o t i d i q u e  e s t  d e  t y p e  A U  s a n s  t o u t e f o i s  a t t e i n d r e  l a  

v a l e u r  t h é o r i q u e  A + + = 0,73 c e l c u l é ~  d ' a p r è s  c e l l e  d e s  

A D N  t o t a u x .  De p l u s ,  l e s  A R N  d e s  p a r t i c u l e s  s e  m a r q u e n t  p l u s  

r a p i d e m o n t  q u o  l e s  A R N  r e s t a n t  d a n s  l e s  n o y a u x  a p r è s  l a  d i f -  

f u s i o n .  En e f f e t ,  l a  r a d i o a c t i v i t é  s p t 5 c i f i q u e  d e s  A R N  d i f f u -  

s i b l e s ,  d é j à  t r è s  i m p o r t a n t e  a u  b o u t  d ' u n e  d e m i - h s u r e ,  

a t t e i n t  s o n  maximum e n  u n e  h e u r e  d e  m a r q u a g e  p a r  l ' a c i d e  

r a d i o p h o s p h o r i q u e  i a l o r s  q u e  l o s  A R N  n o n  d i f f u s i b l e s  

p r é s e n t e n t  un  maximum d e  r a d i o a c t i v i t 6  s p é c i f i q u e  a p r è s  

2 h e u r e s  d e  m a r q u a g e  p a r  l e  même p r é c u r s e u r .  



I V  - DISCUSSION GENERALE 

L e s  r e c h e r c h e s  q u e  n o u s  a v o n s  e f f e c t u é e s  

su r  l a  l o c a l i s a t i o n  d e s  p r o t é i n e s  b a s i q u e s  n o n  l i é e s  à 

l ' A D N  d u  n o y a u  e t  d u  n u c l é o l e  e t  s u r  l e s  r i b o n u c l 6 o p r o -  

t é i n c s  d i f f u ~ é ~ ~  d e  f r a c t i o n s  n u c l é a i r e s  i s o l é e s ,  s ' i n s -  

c r i v e n t  d a n s  l'ensemble d e s  t r a v a u x  p o r t a n t  s u r  l ' a s s e m -  

b l a g e  d e s  ; e r t i c u l e s  r i h ~ s o m a l e s  p r é c u r s e u r s  e t  s a  r é g u l a -  

t i o n ,  e t  sur l e  t r a n s p o r t  d e s  A R N  du n o y a u  v e r s  l e  c y t o -  

p l a s m e .  

1 - P r o t b i n e s  b a s i q u e s  n u c l é a i r e s  n o n  l i é e s  à l ' A D N  

a  - E x i s t e n c e  d ' u n  p o o l - i n t r a n u c l é a i r a  d e  - - - - - - - - - - - - - - -  - -  - - - - - - - - - - - - - - - - -  

eroteines-ribosomoleç 

L e s  e x p é r i e n c e s  d e  m a r q u a g e  d e s  p r o t é i n e s  a u  

m o y e n  d ' a c i d e s  a m i n é s  r a d i o a c t i f s  o n t  p e r m i s  d e  r é v é l e r  

l ' e x i s t e n c e  d a n s  l e  n u c l é o l e ,  d ' u n e  p a r t i e  d e s  p r o t é i n e s  

r i b o s o m a l e s .  WARNER ( 1 9 6 6 1  a  m o n t r é  q u ' a p r è s  u n  m a r q u a g e  

b r e f ,  l a  r a d i o a c t i v i t é  e s t  r e t r o u v é e  au  n i v e a u  d e s  r i b o s o -  

m e s  c y t o p l a s m i q u e s  d a n s  u n  d é l a i  d c  3 0  à 1 2 0  mn, c e  Q u i  

s u p p o s e  q u e  l ' a s s e m b l a g e  A R N - p r o t é i n e  s ' e f f e c t u e  h o r s  d u  

c y t o p l a s m e ,  d a n s  l e  n u c l é o l e ,  d è s  l a  s y n t h è s e  d e  1 ' A R N  

r i b o s o m a l  (WARNER e t  SOEIROj 1 9 6 7 ) .  Ces p r o t é i n e s  r i b o s o -  

m a l e s  i n t r a n u c l é o l a i r e s  r e p r é s e n t e r s i o n t  6 0  p .  1 0 0  d e s  

p r o t é i n e s  r i b o s o m a l e s  t o t a l e s .  

E n  s t o p p a n t  t o u t e  n û u v e l l e  s y n t h è s e  p r o t é -  

i q u e  p a r  l e  c y c l o h e x i m i d e ,  a p r è s  (WARNER e t  a l . ,  1 9 6 6 3  . 

o u  a v a n t  (WILLEMS e t  a l . ,  1 9 6 9  ; C R A I G  e t  PERRY, 1 9 7 0 1  u n  

m a r q u a g e  b r e f  d e  1 ' A R N  p a r  l ' u r i d i n e  r a d i o a c t i v ~ ,  o n  n o t e  

l ' a p p a r i t i o n  d a n s  l e  c y t c p l a s m e ,  d a  s o u s - u n i t é s  r i b o s o m a l e s  

r e n f e r m a n t  r e s p e c t i v e m e n t  l e s  A R N  m a r q u é s  1 8  S e t  2 8  S .  



C e s  s o u s - u n i t é s  s o n t  c a p a b l e s  d e  f o r m e r  d e s  r i b o s o m e s  

f o n c t i o n n e l s  ( W A R N E R  e t  a l . ,  1 9 6 6 1 .  A i n s i  e n  l ' a b s e n c e  

d e  s y n t h è s e s  p r o t é i q u e s ,  l e s  A R N  r i b o s o m a u x  p e u v e n t  

s ' a s s o c i e r  a u x  p r o t é i n e s  r i b o s o m a l e s  ; i l  e x i s t e  d o n c  u n  

p o o l  d e  p r o t é i n e s  r i b o s o m a l e s  l i b r e s  p r é f o r m é e s  IMADEN, 

1 9 7 1 ) .  

b  - E x i s t e n c e  - - - - - - - - - - - - -  d e  p r o t g i ~ e s - b a s i g u e s  - - - - -  - -  - - -  l i é e s  

I:6R!-dan:-le_nscl$ole 

En m i c r o s c o p i e  o p t i q u e ,  d e s  5 t u d e s  h i s t o -  

c h i m i q u e s  r é a l i s é e s  a u  moyen  d e  c o l o r a t i o n s  s p é c i f i q u e s  d e s  

p r o t é i n e s  b a s i q u e s  o n t  p e r m i s  d a n s  c e r t a i n s  c a s  d e  c o l o r e r  

l e s  n u c l é o l e s  (BLOCH e t  H E W ,  1 9 6 0  ; COWDEN, 1 9 6 3  ; BOLUND 

e t  RINGERTZ, 1 9 6 6 1 .  P a r  l ' a p p l i c a t i c n  d e  t e c h n i q u e s  d e  

n i c r o f l u o r e s c e n c e ,  MAISEL e t  LYTLE ( 1 9 6 6 )  o n t  m o n t r s  q u e  

l e s  n u c l 6 o l e s  d e  c e l l u l e s  d e  r e i n  d e  s i n g e  c u l t i v é e s  i n -  - 
v i t r o  r é a g i s s e n t  a v e c  u n e  g l o b u l i n e  d u  s é r u m  h u m a i n .  La 

p r é s e n c e  o b l i g a t o i r e  p o u r  l a  f i x e t i o n  d e  c e t t e  g l o b u l i n e ,  

d e  s o n  c o m p o s a n t  a c i d e  s i o l i q u e ,  a  a m e n é  l e s  a u t e u r s  à 

é t a b l i r  q u e  1s c o m p o s a n t  n u c l é o l a i r e  fix6 e s t  u n e  p r o t é i n e  

b a s i q u e  " h i s t o n e - l i k e " ,  

C e r t a i n s  r g s u l t a t s  i n d i q u e n t  q u ' a u  m o i n s  

u n e  ~ s r t i e  d e s  p r o t é i n e s  b a s i q u e s  n u c l é a l a i r e s  a i n s i  m i s e s  

e n  é v i d e n k e  e n  m i c r o s c o p i e  o p t i q u e  s o n t  l i é e s  à 1 ' A R N  

n u c l é o l a i r e .  COWDEN 1 1 9 6 3 1  a e n  e f f e t  m o n t r é  q u e  l a  c o l o -  

r a t i o n  p a r  l e  F a s t - g r e e n  d e s  ~ r o t 6 i n e s  b a s i q u e s  d e s  n u c l é o -  

l e s  d e s  o v o c y t e s  d ' A m p h i o x u s  e s t  d e n s e  d a n s  l e s  s t a d e s  

p r é c o c e s  c a r a c t g r i s é s  p a r  u n e  i m p o r t a n t e  s y n t h è s e  d'ARN 

n u c l é o l a i r e ,  e t  d é c r o i t  e n s u i t e  p a r a l l è l e m e n t  a u  t a u x  

d e  s y n t h è s e  d e  1 ' A R N .  De même, SUSKIND ( 1 9 6 5 1  s i g n a l e  q u e  

l ' i n c o r p o r a t i o n  d e  l y s i n e  t r i t i é s  d a n s  l e s  n u c l 6 o l e s  d e  

c e l l u l e s  HeLa d é c r o i t  a p r è s  e x t r a c t i o n  d e  1 ' A R N  e t  e s t  

i n h i b É e  p a r  un p r é t r a i t e m e n t  d e s  c e l l u l e s  à l ' a c t i n o m y c i n e  0 .  



P l u s  r e c e m m e n t ,  l e s  é t u d e s  c h i m i q u e s  s u r  l e s  p r o t é i n e s  

d u  n u c l é o l e  e t  d e s  r i b o s o m e s  o n t  p e r m i s  l a  m i s e  e n  é v i d e n c e  

t i a n s  c e s  d e u x  s t r u c t u r e s ,  d e  p r o t k i n e s  b a s i q u e s  d e  c o m p o r -  

t e m e n t  é l e c t r o p h o r 6 t i q u e  i d e n t i q u a  (MUNDELL, 1 9 6 8  s I Z A W A  

e t  KAWASHIMA, 1 9 6 9 1 .  P o u r  C H O 1  e t  a l . ,  ( 1 9 6 8 1 ,  c e s  p r o t é i n e s  

b a s i q u e s  s e r a i e n t  e n  p a r t i e  r e s p o n s a b l e s  d e  l a  l i a i s o n  d a s  

g r a n u l e s  n u c l E o l a i r e s  a u x  s o u s - s t r u c t u r e s ,  

Nos r e c h e r c h a s  à l ' é c h e l l e  u l t r a s t r u c t u r a l e  

o n t  r é v é l é  d e s  p r o t é i n e s  b a s i q u e s  a u  n i v e a u  d e s  p a r t i c u l e s  

r i b o n u c l ~ o p r o t E i q u e s  du n u c l é o l e  m a i s  n e  n o u s  o n t  p a s  p e r m i s  

d e  d é c e l e r  d e  d i f f h r e n c e s  s u r  l e  mode d ' a s s o c i a t i o n  d e  c e s  

p r o t é i n e s  à 1 ' A R N J  a u  n i v e a u  d e s  r i b o s o m e s  c y t o p l a s m i q u e s  

e t  d e s  g r a n u l e s  n u c l E o l a i r e s .  En e f f e t ,  l a  p r é s e n c e  d e  

g r o u p e s  p h o s p h a t e s  d e  1 ' A R N  à l a  s u r f a c e  d e s  p a r t i c u l e s  

p e u t  i n f l u e r  sur l e u r  c o l o r a t i o n  p a r  u n e  s o l u t i o n  d e  c o l -  

l o ï d e  B l e c t r o n é g a t i f .  C e s  g r o u p e s  p h o s p h a t e s  n e  r e p r 4 s e n -  

t e n t  s u r  l e  r i b o s o m e  c y t o p l a s m i q u e  q u e  2 0  p .  1 0 0  d e s  g r o u p e s  

a c c e s s i b l e s  s u r  1 ' A R N  l i b r e  [ S P I R I N ,  1 9 6 9  b )  ; c e c i  e x ç l i q u e  

e n  p a r t i e  l ' a b s e n c e  a p p a r e n t e  d ' a c t i o n  d e  l a  RNAse s u r  l a  

c o l o r a t i o n  d e s  r i b o s o m e s  c y t o p l a s r n i q u c s .  N O U S  a v o n s  pu 

v é r i f i e r ,  sur  l e s  g r a n u l e s  n u c l é o l a i r e s  e x t r a i t s ,  q u a  l a  

RNAse n e  r e n f o r c e  p a s  l a  c o l o r a t i o n  p a r  a u g m e n t a t i o n  d e  l a  

q u a n t i t é  d e  p a r t i c u l e s  c o l ~ o ï d a l e s  r e t e n u e s  s u r  l e s  g r a n u l e s .  

Un t r a v a i l  r é c e n t  d e  SMITH e t  STUART ( 1 9 7 1 1  s i g n a l e  p o u r t a n t  

l ' z x i s t e n c o  p r o b a b l e  d ' a r r a n g e m e n t s  A R N - p r o t é i n e s  d i f f é r e n t s  

d a n s  l e s  r i b o s o m e s  c y t o p l a s m i q u e s  e t  l e s  g r a n u l e s  n u c l g o -  

l a i r e s  a p r è s  a p p l i c a t i o n  d ' u n e  i m p r e g n a t i o n  à l ' a r g e n t .  

En e f f e t ,  l e  d é p ô t  d e  g r n i n s  d ' a r g e n t  o u  n i v e a u  d e s  g r a n u l e s  

n u c l u o l a i r e s  n e  s e  p r o d u i t  p l u s  a p r è s  e x t r a c t i o n  d o  

l c u r  AHN, c e  q u i  n ' e s t  p a s  l e  c a s  a u  n i v e a u  d e s  r i b o s o m e s  

c y t o p l a s m i q u e s .  



L ' e x i s t e n c e  d e  p r o t é i n e s  b a s i q u e s  d a n s  l e s  

c o r p s  p e l o t o n n é s  e t  d a n s  l e s  n u c l é o l s ç  p o s e  l e  p rob lème 

de l ' e x i s t e n c e  d ' u n e  é v e n t u e l l a  r e l a t i o n  f o n c t i o n n e l l e  

e n t r e  c e s  doux s t r u c t u r e s .  

Nous avons  c o n s t a t é  quo l e s  c o r p s  p c l o t o n n é s  

s o n t  f réquemment  s i t u é s  à p r o x i m i t é  d u  n u c l é o l e ,  l a  

d i s t a n c e  l e s  s é p a r a n t  d u  p é r i m è t r e  n u c l é o l a i r e  e x c è d a n t  

r a r e m e n t  i p .  I l  e s t  p o s s i b l e  que  l e s  c o r p s  p e l o t o n n é s  

a p p a r t i e n n e n t  au g r o u p e  d e s  c o r p s  n u c l a a i r e s  b i e n  que c e s  

d e r n i e r s  a i e n t  une m o r p h o l o g i e  s o u v e n t  t r è s  d i f f 6 r e n t e  

[MONNERON e t  B E R N H A R D ,  1 9 6 9 1 .  Néanmoins,  i l  e s t  i n t é r e s s c n t  

de s i g n a l e r  que l e s  c o r p s  n u c l é a i r e s  s e  r e n c o n t r e n t  f r équem-  

ment o a n s  d e s  c e l l u l e s  p r é s e n t a n t  une h y p e r c c t i v i t é  p h y s i o -  

l o g i q u e  ou p r o v ~ q u é e ,  donc d o t é e s  d ' u n  sy s t ème  n u c l é o l a i r e  

d é v e l o p p é  ( B O U T E I L L E  e t  a l .  1 9 6 7 1 .  De p l u s ,  KIERSZENBAVM 

( 1 9 6 9 1  a  d é c r i t  l ' e x i s t e n c e  d e  c o n n e c t i o n s  r e l i a n t  l e  

n u c l é o l e  aux c o r p s  n u c l e a i r e s  d a n s  d e s  c a l l u l e s  t u m o r a l e s  

de g l e n d e s  s a l i v a i r e s  humaines  ; c e t  a u t e u r  en c o n c l u t  que  

l e s  c o r p s  n u c l é a i r e s  s o n t  c o n s t i t u é s  d e  m a t é r i e l  d 6 t u c h é  

d u  c o r p s  n u c l é o l a i r e .  La  mise  cn a v i d e n c e  r é c e n t e  d ' u n  

r e n o u v e l l e m e n t  d e  p r o t é i n e s  au n i v e a u  d e s  c o r p s  n u c l é a i r e s  

( B O U T E I L L E ,  1 9 7 1  ; UUPUY-COIN, 1 9 7 1 1  s u g g è r e  q u ' i l s  p u i s s e n t  

ê t r e  l i é s  au m j t a b o l i s m e  d e s  p r o t é i n e s  r i b o s o m a l e s .  

Ce prob lème e s t  t r è s  d i f f i c i l e  à t r a i t e r  

p u i s q u ' i l  e s t  l i é  au m é t a b o l i s m e  de 1 ' A R N  n u c l é o l a i r e .  



I l  n ' e s t  p a s  d a n s  n o t r e  i n t e n t i o n  d e  d i s c u t e r  i c i  d e s  

m é c a n i s m e s  r e s p o n s a b l e s  d e  l a  r é p r e s s i o n  o u  d e  l ' e x p r e s s i o n  

d e s  g è n e s  n u c l é o l a i r e s ,  m a i s  d e  l ' i n f l u e n c e  d e s  p r o t é i n e s  

d a n s  l a  r é g u l a t i o n  d e  l a  f o r m a t i o n  d e s  s o u s - u n i t é s  r i b o s o -  

m a l e s .  

I l  s e m b l e  e x i s t e r  u n e  c o o r d i n a t i o n  e n t r e  l a  

s y n t h è s e  d e  1 ' A R N  r i b o s o m a l  e t  c e l l e  d e s  p r o t é i n e s .  L ' a r r ê t  

d e s  s y n t h è s e s  p r o t é i q u e s  p a r  l e  c y c l o h e x i m i d e  p a r  e x e m p l e ,  

e n t r a î n e  u n e  m o d i f i c a t i o n  d u  m é t a b o l i s m e  d e  1 ' A R N  r i b o s o m a l  

[JACKSON e t  STUDZINSKI, 1 9 6 8  ; HIGASHI e t  a l . ,  1 9 6 8 1  p o u v a n t  

s e  t r a d u i r e  p a r  u n e  b a i s s e  d e  l a  s y n t h è s e  d e  1 ' A R N  n u c l é o -  

l a i r e  4 5  S  [CRAIG e t  PERRY, 1 9 7 0 1 .  

L e  m a n q u e  d e  c e r t a i n s  a c i d e s  a m i n é s  d a n s  l e  

m i l i e u  d e  c u l t u r e  d e  c e l l u l e s  c u l t i v é e s  i n  v i t r o  p e u t  p r o v o -  

q u e r  u n e  p e r t u r b a t i o n  d a n s  l ' é q u i l i b r e  d e  l a  f o r m a t i o n  d e s  

s o u s - u n i t S s  r i b o s o m a l e s  e t  d a n s  l e  m é t a b o l i s m e  d e  1 ' A R N  

n u c l é o l a i r e  (MADEN e t  a l . ,  19691 ,  se  t r a d u i s a n t  p a r  un e x c è s  

d e  l ' u n e  o u  l ' a u t r e  d e s  s o u s - u n i t é s  r i b o s o m a l e s .  

L e s  p r o t é i n e s  j o u a n t  c e  r ô l e  d e  r é g u l a t i o n  

f o n t  c e r t a i n e m e n t  p a r t i e  d u  p o o l  u l t r a n u c l é a i r e  o u  i n t r a -  

n u c l é o l a i r e  d e s  p r o t é i n e s  r i b o s o m a l e s .  T r è s  r e c e m m e n t  

PEDERSON e t  K U M A R  ( 1 9 7 1 1  o n t  m o n t r g  q u e  l e  r é g u l a t i o n  d e  

l a  f o r m a t i o n  d e s  r i b o s o m e s  d a n s  l e  n u c l é o l e  s ' e f f e c t u e  a u  

n i v e a u  d e  1 ' A R N  p r é c u r s e u r  4 5  S e t  q u ' e l l e  e s t  s o u s  l a  

d é p e n d a n c e  d e  c e r t a i n e s  p r o t é i n e s  r i b o s o m a l e s .  G R A N I C K  

e t  G R A N I C K  ( 1 9 7 1 )  o n t  m o n t r é  q u e  l ' a b s e n c e  d ' a r g i n i n e  d a n s  

l e  m i l i e u  p r c v o q u a i t  u n e  d i s s o c i a t i o n  d e  l a  s t r u c t u r e  n u c l é o -  

l a i r e .  C e t t e  a c t i o n  s e r a i t  d u e  à un monque  e n  p r o t é i n e s  

b a s i q u e s  d e v a n t  s e  l i e r  à 1 ' A R N  n o u v e l l e m e n t  s y n t h é t i s é .  

L ' a c t i n o m y c i n e  0 e m p l o y é e à  f a i b l e s  d o s e s  

e n t r a î n e  u n e  b a i s s e  d u  t a u x  d e  m a r q u a g e  d e s  p r o t é i n e s  



r i b o s o m a l e s  n u c l é o l a i r e s ,  C R A I E  e t  PERRY ( 1 9 7 1 1  o n t  m o n t r é  

q u ' i l  n e  s ' a g i s s a i t  p a s  d ' u n e  i n h i b i t i o n  d e  l e u r  s y n t h è s e  

m a i s  p l u t ô t  d ' u n e  d é g r a d a t i o n  p l u s  r a p i d e  d e  c e s  p r o t é i n e s  

d u  f a i t  d e  l e u r  n o n - s t a b i l i s a t i o n  p a r  1 ' A R N  n u c l é o l a i r e .  

La r é v é l a t i o n ,  d a n s  l e s  n u c l é o l e s  d e  c e l l u l e s  t r a i t é e s  

à l ' a c t i n o m y c i n e  D, d ' u n e  r é p a r t i t i o n  d i f f é r e n t e  d e s  

p r o t é i n e s  e t  n o t a m m e n t  d e s  p r o t s i n e s  b a s i q u e s  e s t  s u s c e p t i -  

b l e  d ' o r i e n t e r  d e  n o u v e l l ô s  r e c h e r c h e s  sur d e s  m o d s l e s  

p e r m e t t a n t  d ' é t a b l i r  l e s  r e l a t i o n s  e x i s t a n t  e n t r e  l a  s t r u c -  

t u r e  e t  l a  f o n c t i o n .  

T r a n s p o r t  d e  l ' i n f o r m a t i o n  d u  n o y a u  v e r s  l e  c y t o p l a s m e  

Comme n o u s  l ' a v o n s  s i g n a l é  d a n s  l ' i n t r o d u c -  

t i o n ,  un c e r t a i n  n o m b r e  d o  p a r t i c u l e s  r i b o n u c l é o p r o t é i q u e s  

o n t  é t é  e x t r a i t e s  d e s  n o y a u x .  C e r t a i n e s  d ' e n t r e  e l l e s  o n t  

f a i t  l ' o b j e t  d ' é t u d e s  m o r p h o l o g i q u ~ s , c e  q u i  n o u s  p e r m e t  d o  

l e s  c o m p a r e r  a u x  p a r t i c u l e s  q u e  n o u s  a v o n s  o b t e n u e s  p a r  

d i f f u s i o n  d e  f r a c t i o n s  n u c l é a i r e s  i s o l é e s .  C e t t e  c o n f r o n t a -  

t i ü n  f a c i l i t e r a  l a  d i s c u s s i o n  d e  l e u r  s i g n i f i c a t i o n  f o n c -  

t i o n n e l l e .  Le t a b l e a u  I I I  p .  1 0 9  r é s u m e  l e s  p r i n c i p a l e s  

p r o p r i G t 6 s  p h y s i c o - c h i m i q u e s  d e s  p a r t i c u l e s  o b t e n u e s  p a r  

d i f f u s i o n .  

U l  - P a r t i c ! l g s  - 4 0  - 2 d e  M O U L E  [MONNERON e t  - - -  

MOULE, 1 9 6 8 )  

S u r  l e  p l a n  m o r p h o l o g i q u e ,  n s s  p a r t i c u l e s  

p r é s e n t e n t  d e  n o m b r e u s e s  a n a l o g i e s  a v e c  l e s  p a r t i c u l e s  d a  
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' O O 

MOULE. L e u r  t a i l l e ,  d e  150 A à 2 2 0  A a p r è s  i n c l u s i o n  d a n s  

l ' E p o n ,  e s t  t r è s  v o i s i n e  d e  c e l l e  d e s  p a r t i c u l e s  4 0  S 
O O 

o b s e r v é e s  d a n s  l e s  mêmes c o n d i t i o n s  ( 1 8 0  A à 2 5 0  A l .  

D ' a u t r e s  c a r a c t è r e s  l e s  r a p p r o c h e n t  : 

- L e u r  a s p e c t  e n  r é s e a u  l â c h e  a p r è s  i n c l u s i o n  

d a n s  l e  g l y c o l - r n e t h a c r y l a t e .  

- L e u r  a s p e c t  a p r è s  c o l o r a t i o n s  n é g a t i v e s  e t ,  

e n  p a r t i c u l i e r ,  l e u r  r é s i s t a n c e  à l a  

p é n é t r a t i o n  d u  c o l o r a n t .  

- L e u r  c o m p o r t e m e n t  v i s  à v i s  d e s  d i g e s t i o n s  

e n z y m a t i q u e s  : a f f a i b l i s s e m e n t  n e t  d e  l e u r  

c o n t r a s t e  a p r è s  a c t i o n  d e  l a  R N A s e  e t  

r é s i s t a n c e  p a r t i e l l e  à l a  d o u b l e  a c t i o n  

p e p s i n e  + RNAse. 

- B i e n  q u e  n o u s  n ' a y o n s  pu m e t t r e  e n  é v i d e n c e  

à l e u r  n i v e a u ,  a p r è s  c o l o r a t i o n s  p o s i t i v e s ,  

l a  p r é s e n c e  d e  s o u s - s t r u c t u r e s ,  l a  d i g e s -  

t i o n  p e p s i q u e  p r o v o q u e  l a  d i s p a r i t i o n  d e s  
O 

g r a n u l e s  d e  1 5 0  A e t  l ' a p p a r i t i o n  d e  g r a i n s  
O O 

d e  5 0  A à 1 0 0  A d e  d i a m è t r e ,  d e  c o n t r a s t e  
' 

f a i b l e .  M O N N E R O N  e t  M O U L E  o b t i e n n e n t  un 

r é s u l t a t  i d e n t i q u e  a p r è s  a c t i o n  d e  l a  

p r o n a s e .  

S u r  l e  p l a n  p h y s i c o - c h i m i q u e ,  l e s  a n a l o g i e s  

r é s i d e n t  s u r t o u t  a u  n i v e a u  d e  1 ' A R N  d e s  p a r t i c u l e s .  D a n s  

l ' u n  e t  l ' a u t r e  c a s ,  i l  s ' a g i t  d ' u n  A H N  d e  f a i b l e  p o i d s  

m o l é c u l a i r e  ( 3  à 4 S I ,  a y a n t  u n e  c o m p o s i t i o n  e n  b a s e s  s e  
G + C  

r a p p r o c h a n t  d e  c e l l e  d e s  A R N  c h r o m o s o m i q u e s  I A  + v o i s i n  

d e  I l ,  e t  d o n t  l a  s y n t h è s e  e s t ,  a u  m o i n s  e n  p a r t i e ,  r é s i s -  

t a n t e  à l ' a c t i o n  d e  l ' a c t i n o r n y c i n e  D ( M O U L E  e t  a l . ,  1 9 6 9 1 .  
1 

L ' e x t r a c t i o n  d e s  p a r t i c u l e s  4 0  S  d e  MOULE e s t  s e n s i b l e  

à l a  c o n c e n t r a t i o n  d e s  i o n s  M ~ ~ +  d u  m i l i e u  e t ,  a u - d e l à  d e  

5  m M ,  i l  n ' e s t  p l u s  p o s s i b l e  d e  l e s  o b t e n i r  ; p a r  c o n t r e  

n o s  p a r t i c u l e s  d i f f u s e n t  e n c o r e  d e s  n o y a u x  e n  p r é s e n c e  
























































































