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ABREVIATIONS UTILISEES

A Ampére

; Angstrdm = 10-10 métre

ADN Acide desoxyribonucléique

ARN Acide ribonucléique

ARNr ARN ribosomal

d densité

dARN ARN dont la composition en bases est homologue
de celle de 1'ADN

DNAse Desoxyribonucléase

D.0. Densité optique

dRNP Ribonucléoprotéine dont 1*ARN est du dARN

E.D.T.A. Acide éthyléne diamine tétraacétique

GMA Glycolmethacrylate ou 2-hydroxyethylmethacrylate

M Molaire

mM Millimolaire

mARN ARN messager

mn minute

nm nanométre = 10-9 métre

pg picogramme = 10-12 grammes

RNAss Ribonucléase

RNP Ribonucléoprotéine

rRNP Ribonucléoprotéine dont 1’ARN est ribosomal

S Constente de sédimentation en unité SVEDBERG
[10-13 seconde)

t/mn tour par minute

TRIS 2-amino-2(hydroxyméthyl) propane-1,3 diol

U.v. Lumiére ultra-violette
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Nos recherches s'inscrivent dans 1l'ensemble
des travaux qui sont entrepris a l1'Institut de Recherches
syr le Cancer de Lille sur 1'étude des mé&canismes de
la régulation de la biosynthése des acides nucléiques dans

le noyau.

I1 est maintenant admis que, dans les
conditions normales, les ARN nucléaires des Eucaryotes
gsont toujours associés & un composant protéique. Des
travaux récents (SOEIRO gt al., 1968 a ; SPOHR et al., 1970 ;
GEORGIEV et al., 1871 ; SCHERRER et al., 1871) ont montré
que ce composant joue un réle, non seulement dans la protec-
tion des ARN contre l’action des RNAses cellulaires, mais
aussi dans le transport des ARN du noyau vers le cytoplasme
et dans la régulation des différentes €tapes de l'expression

du génome.

La résolution des problémes de structure et
d'organisation macromocléculaire apparait donc essentislle
& une meilleure compréhension des fonctions métaboliques.
Dans cette perspective, nous avons cherché a mettre au
point une technique de révélation ultrastructurale des
protéines et préférentiellement des protéines basiques que
nous avons ensuite localisées au niveau des structures
nucléeires. La mise en évidence d'une liaison des protéines
basiques & 1'ARN nouvellement synthétisé au niveau du
nucléole peut étre d'une grande importance dans 1'étude de
la régulation du transport vers le cytoplasme des ARN
nucléolaires et de 1'ARN messager, de nombreux travaux
ayant montré que le nucléole pouvait étre le centre des
mécanismes de régulation du transport de tous les ARN du
complexe ribosomal (HARRIS, 1871). Nous avons abordé ce
dernier probléme par l1'étude de la diffusion de ribonucléo-

protéines dans des fractions nucléaires isolées. Bien que



cette diffusion soit provoguée artificiellement, elle se
rapproche plus des conditions physiologiques que l'extrac-
tion obtenue par broyage des noyaux. Nous avons pu, de cette
maniére, caractériser une catégorie de particules gue nous

avons essayé d'identifier aux structures révélées in situ.

Les résultats que nous avons obtenus et
que nous exposans dans ce mémoire, ont fait 1l'objet des

publications suivantes :

1 - E. PUVION, W. DEFERT-KOBUS, J.P. KERCKAERT, F. PUVION,
E. SEGARD et J. MONTREUIL
Etudes sur les acides nucléiques spontanément diffu-
sibles des noyaux de foie de Rat. III - Etude morpho-
laogique.
C.R. Acad. Sci., 1968, 268 D, 278-281

2 - J. MONTREUIL, W. DEFERT-KOBUS, J.P. KERCKAERT,
E. PUVION, E. SEGARD et V. KRSMANOVIC
Etude des ARN spontanément diffusibles des noyaux
isolés de foie Rat.
Communication IX Journées biochimiques latines Monaco,
1968

3 - E. PUVION, W. DEFERT-KOBUS, J.P. KERCKAERT,
V. KRSMANOVIC et J. MONTREUIL
Etude sur les acides nucléiques spontanément diffusi-
bles des ncyaux isolés des hépatocytes de Rat. Nouvelle
étude morphologigue et biochimique des particules
diffusibles.
C.R. Acad. Sci., 1969, 268 D, 1990-1993
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J. MONTREUIL, W. DEFERT-KOBUS, J.P. KERCKAERT,

E. PUVION, M.Ch. TIBERGHIEN et V. KRSMANOVIC

Etude physico-chimigue, métabolique et morphologique des
particules spontanément diffusibles des noyaux isolés

du foie de Rat.

Arch. Intern. Physiocl. Biochim., 1888, 77, 571-573

P. BLANQUET, E. PUVION et J. DRIESSENS

Locaelisation ultrastructurale, avec contrfle micros-
pectrophotométrique, des sialo-glycoconjugués de la
membrane plasmique cellulaire par la méthode fondée
sur la capture de 1’hydroxyde de fer colloidal.
C.R. Acad. Sci., 1870, 271 D, 96-989

E. PUVION et P. BLANQUET

Mise en évidence ultrestructurale des groupements

de point iscionique élevé. Application & 1la révélation
des protéines basigues.

J. Microscopie, 1871, 12 (2] 171-184

Avant d'entreprendre la relation de nos

recherches, il nous a semblé indispensable de retracer

les principales connaissances acquisses sur les ribonucléo-

protéines nucléasires avec le souci constant d'établir des

relations entre les données purement biochimiques d'une

part et la morphologie d’'autre part.



GENERALITES

I - MORPHOLOGIE ET CYTOCHIMIE ULTRASTRUCTURALES DU NUCLEOLE.

A - MORPHOLOGIE

Les premieres observations du nuclécle
dau microscope 8lectronique, effectuées sur des coupes
de matériel fixé & 1l'acide osmique et inclus dans le métha-
crylate (BORYSKD et BANG, 1951 ; BERNHARD et al., 1952 ;
BERNHARD gt al., 1955) ont confirmé l'existence d'une
structure filamenteuse au niveau de cet orgenite, structure
gui avait été décrite quelgue temps auparavant en micros-
copie classique (ESTABLE et SOTELO, 1851) et qui fut retrou-
vée en microscopie & contraste de phase (GONZALEZ-RAMIREZ,
1858}. A 1t'échelle ultrastructurale, le nucléole apperait
en effet constitué d'un peloton filamenteux de largsur
variable (450 ; a 2000 ;], inclus dans une substance plus
ou moins homogéne constituée de trés fins filaments et de
granules. Par analogie avec les observations d'ESTABLE et
SOTELD effectuées en microscopie optigue, le peloton

filamenteux a été appel€ : nucleolonema et la substance

homogeéne : pars amorpha.

La mise au point de nouveaux matériels
d'inclusion ainsi que l'emploci des fixateurs aldéhydigues
associés & des imprégnations des coupes plus variées
{SWIFT, 1958 ; MARINOZZI et GAUTIER, 1962 ; MARINOZZI,
1964 ; ZOBEL et BEER, 1865), ont permis de miesux



détailler 1l'ultrastructure générale du nucléols et de

caractériser gquatre composants :

- Une substance compacte et amorphe
organisée en réseau dans legquelle sont incluses les
fibrilles de 80 ; de diamétre.

[<]
- Des graenules d'un diamétre moyen de 150 A
200 A.

[0

~

"- Un constituant amorphe, ressemblant a
celui gui constitue la matrice du réseau fibrillaire, mais
moins dense et particuliérement net au niveau des nucléoles
de cellules en culture (SCHOEFL, 1864). Cs composant a
parfois été appelé centre fibrillaire, du fait de sa
texture et de sa localisation dans les anses du réseau

fibrillaire.

- Le quatriéme constituant, révélé par la
double fixation aldéhyde-acide osmique, correspond & la
chromatine associés au nucléole, étudiée en microscopie
optigue par CASPERSSON (1850}). Cette chromatine forme une
couronne de plus ou moins grande épaisseur et souvent

discontinue, autour du nucléole.

Les deux constituants perticulaires : gra-
nules et fibrilles, peuvent se répartir différemment
suivant le type cellulaire. Chez les plantes, la partie
centrale du nucléole est généralement fibrillaire alors
que la périphérie est granulaire (RODKIEWICZ, 1959 ;

HYDE et al., 1965}, Une disposition analogue a été décrite
dans les nucléoles de glandes salivaires de chironome

et de drosophile (JACOB et SIRLIN, 1964 ; STEVENS, 1964).



Dans legs nucléoles des cellules de mammiféres, la sépara-
tion des granules et des fibrilles en zones distinctes
n'est pas aussi nette. Par exemple, dans le foie &2t le
pancréas de Rat, les granules se répartissent plus ou
moins uniformément (MARINOZZI, 1864), alors gue dans les
cellules du ganglion spinal, 1ils se groupent en zones

plus ou moins importantes toujours bien délimitées.

L'aspect réticulé typique du nucléole
qui lui est donné par le réseau fibrillairse, n'est pas
toujours net ; le nucléole peut en effet apparaitre
compact et parfois essentiellement granulaire (DAVIES,
1960 ; SMETANA et al., 1966), les zones fibrillaires et
granulaires pouvant prendre des proportions relatives trés
différentes parfois méme au niveau des divers nucléoles

d'un méme noyau. Le nucleoloneama est donc, en fait, un

terme qui ne désigne gu'un aspect de la structure du nuclé-
cle, celui gui lui est donné par le réseau fibrillo-
granulaire et qui apparait plus nettement en microscopie

optique ; il ne correspond pas & une entité morphologique
et chimigue définie (IZARD et BERNHARD, 1962).

B - CYTOCHIMIE ULTRASTRUCTURALE

‘ Aprés la mise en évidence morphologique
des quatre constituants nucléclaires, lss travaux se sont
immédiatement portés sur leur identification chimique. Css
8tudes ont été entreprises au moyen de digestions enzyma-
tiques et d'extractions chimiques effectuées, soit sur
des blocs de tissus préalablement fixés au formol puis
inclus pour 1'observation au microscope électronique
(SWIFT, 1983), soit sur des ultracoupes de matériels inclus
dans des plastiques hydrosolubles (LEDUC et BERNHARD, 1987).



Une digestion & la RNAse fait disparaitre
les granules du nucléole ainsi gque les fibrilles du réseau
bien que celui-ci s6it encore trés contrasté. Lorsgue
l'action de la RNAse est précédée ou suivie d'une digestion
38 la pepsine, seuls la chromatine périnucléolaire et les
amas de chromatine intranucléoleire sont ensorse visibles
{MARINDZZ2I, 1983 ; MARINOZZI et BERNHARD, 18863 ; MARINDZZI.
1964 ; SMETANA et al., 1968).La pepsine éclaircit le nucléole
gt on constate que les fibrilles et les granules apparaissent
plus nettement, en méme temps que le contraste du réseau
diminue. Lorsque le traitement & la pepsine est prolongé,
les fibrilles sont, contrairement aux granules, de moins

ean moins visibles.

L'ARN nucléolaire ss localise donc au
niveau des granules et des fibrilles. Celles-ci sont incluses
dans une substance amorphe de nature protéique, et l'ensemble
des granules, des fibrilles et de la matrice protéigue cons-

titue le réseeu.

A fort grossissement, aprés une imprégnation
au plomb des coupes de tissu fix& par un aldéhyde qui révele
préférentiellement les ribonucléoprotéines, les granules
apparaissent eux-mémes constitués de fibrilles pelotonnéas
d'un diameétre (50 ; a 100 ;J identique & celui des fibrilles
du réseau. Ce résultat est 3 rapprocher de celui obtenu
dans les études cytochimiques effectuées sur des fractions
de nucléoles isclés soumis & des digestions enzymatiques ou
& des extractions chimigues @eau moyen de solutions salines
(SMETANA et BUSCH, 18863 ; SMETANA et BUSCH, 1964 ; HYDE
et al., 1985 ; SHANKARANARAYAN et al., 1966). Dans ces expé-
riences, les grossissements &8levés montrent que les granules
sont constitués d’'une zone périphérigue dense entourant une
région centrale plus claire, comme s8'ils représentaisnt des

coupes transversales de trés fins tubules.



Dans certains cas, des structures tubulaires
ont été observées au niveau des fibrilles du réseau. Ces
constatations rendent probeble l'existence d'une interdépen-
dance des deux structures renfermant 1'ARN nucléolaire ; des
formes de passage de l'une & 1l'autre ont en ocutre été décrites
(MARINOZZI et BERNHARD, 1883).

On sait depuis longtemps gque le nucléole est
associé & des amas plus ou moins importants de chromatine
(VIGIER, 1900). C'est CASPERSSON (1850) gui appela cette
chromatine "Nucleolus Associated Chromatin” ou "hétérochro-
matine” et lui confére un rdédle important dans le métabolisme
cellulaire. En microscopie électroniqus, la chromatine asso-
ciée au nucléole a été révéléegrdce & l'emploi des fixateurs
aldéhydiques et des imprégnations & 1'acétate d'uranyle. La
quantité de chromatine associée est variable suivant les
cellules ; elle est importante dans les cellules glandulaires,
telles que les cellules du pancréas exoccrine, alors qu'telle
est réduite dans certaines souches de cellules cultivées in
vitro (HeLa - KBJ. La présence de chromatine 3 l'intérieur
du corps nucléolaire a été longtemps mise en doute, bien que
certaines observations en microscopie optique en suggéraient
l'existence, notamment au niveau des nucléoles des noyeux deg
glandes salivaires de dipteres (MULNARD, 1956 ; NASH et PLAUT,

1965 ; GHOSH et al., 1968).

Ce sont les technigques de microscopie élec-
tronique qui ont permis d'&tablir, sans doute possible,
l'existence de la chromatine intranucléolaire. Elle a d'abord
été observée sous forme d'amas localisés entre les mailles du
réseau fibrillo-granulaeire, dans les nucléoles d'un grand
nombre de cellules. Gréce & l’application des technigues de
cytochimie ultrastructurale combinées aux techniques
d'autoradiographie & haute résolution, GRANBOULAN N. et

GRANBOULAN P. (18B4) ant révélé l'existence, dans des



cellules de rein de singe cultivées in vitro, de travées

de chromatine issues de la chromatine périnucléolaire et
s'enfongant & l1'intérieur du corps nucléclaire. L'obser-
vation de coupes sériées indique clairement que les travéss
de chromatine intranucléolaire sont des digitations de 1la
chromatine associée et qu'elles forment avec celle-ci un
ensemble unique, doué d’activité de syntheése. L'abondance

de la chromatine intranucléolaire varie d’un type cellulaire
& l'autre et dans une méme populaticn, d'une cellule a

l1'autre.

Ces travées de chromatine intranucléclaire
se localisent entre les meilles du réseau fibrillo-granu-
laire, et non dans 1'axe du réseau comme l'cont prétendu
certains auteurs (LETTRE et SIEBS, 1881 ; GOSH st al., 1868).

Dans les nucléoles isolés, 11 a été possible
de déceler des fibrilles de chromatine ténues et dispersées
au coeur méme du réseau fibrillo-granulaire (SMETANA et
BUSCH, 1964 ; PAWELETZ gt al., 1867 ; UNUMA et al., 1867 ;
RECHER et al., 1870). De plus, au niveau des centres fibril-
laires décrits notamment dans des nucléoles de cellules
cultivées in vitro, certains travaux cytochimiques (RECHER
gt al., 1868) mentionnent 1la présence de fibrilles de 50 ;
de diamétre résistant & la double digestion pepsine-RNAse
et qul, de ce fait, pourraient représenter une forme d’'ADN
intranucléolaire & 1'état dispersé et inclus dans une

matrice protéique.

En conclusion, on peut différencier trois
formes d’'ADN nucléolaire : 1'ADN périnucléolaeire., 1'ADN
intranucléolaire condensé, localisé gntre les mailles
du réseau fibrillo-granulaire et 1'ADN intranucléolaire
dispersé, observé a 1’'état de fibrilles dans le nucleolo-

nema.
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La morphologie ultrastructurale du nucléole
de la cellule hépatique de rat est illustrée par les plan-
ches 1 ef 2. Ce nucléole se caractérise par une répartition
homogene de ses constituants perticulaires et par une faibls
proportion de chromatine intranucléolaire. Nous avons
exceptionnellement réussi & mettre en évidence un réseau ds

chromatine intranucléolaire (Pl. 2, Fig. b et cJ).

IT - ETUDE CHIMIQUE DES RIBONUCLEOPROTEINES NUCLEOLAIRES.

A - SYNTHESE DE L'ARN RIBOSOMAL

L'ARN ribosomal est synthétisé au niveau
du nucléole. Les preuves de cette synthése sont nombrsuses
et regroupent des travaeux bioclogiques et biochimiques
(voir PERRY, 1867 ; GEORGIEV, 1867 ; BUSCH, 18970). Parmi
ces derniers il faut surtout mentionner leg résultats
fournis par 1l'emploi d'actinomycine D comme inhibiteur total
ou sélectif des synthéses d'ARN, les déterminations de la
composition en bases des différents ARN isolés et les
expériences d'hybridation de certaines classes d'ARN avec
les ADN nucléolaires. La mise au point des techniques d’'iso-
lement de nucléoles a en ocutre permis l'identification
biochimigque des ARN nucléclaires st la mise en évidence
d'une synthése d'ARN dans les nucléoles isolés (RO et
BUSCH, 1864).

- L'étude des profils des gradients de
densité de saccharose des ARN extraits des nucléoles isolés
révele trois grandes classes d'ARN ayant des coefficients
de sédimentation respectifs de 28 S, 30 - 35 S et 45 S,
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auxquelles s'ajoute une classe relativement moins importante
dans la zone 4 a 7 S (PERRY, 1955 ; PERRY, 1968 ; MURUMATSU
et BUSCH, 198671}.

Au moyen d'électrophoréses effectuées en
gel d'acrylamide, on a pu obtenir une meilleure définition
gt caractériser des ARN ayant des coefficients de sédimen-
tation intermédiaires : 41 S, 36 S, 24 S et 20 S (WEINBERG
et al., 1987 ; WEINBERG et PENMAN, 1870).

Ainsi, par rapport au compartiment nucléaire
non nucléolaire, le compartiment nucléolaire est plus riche
an ARN 45 S et 35 S et beaucoup moins riche en ARN 18 S
(BUSCH et al., 1866}. La quantité d*ARN nucléoclaires 45 S
et 32 - 35 S compte pour environ 3 p. 100 de la quantité
d'ARN cellulaire totale (HOLTZMAN et al., 1866).

- Les études effsctuées & la fols & partir
de 1'analyse des nucléotides en lumiére ultraviclette et de
1'incorporation du phosphore radicactif ont montré gue les
3 grandes classes d'ARN nucléolaires ont des compositions
en bases trés voisines caractérisées par un plus grand
nombre de bases guanine et cytosine puisque le rapport

A+ U
G + C

oscille autour de 0,55 (MURAMATSU et al., 196B).

- L'actinomycine D sntraine, & falble dose,
une inhibition préférentielle du métabolisme des ARN nucléo-
laires et, & forte dose, le blocage total de la synthése des
acides ribonucléiques. Dans la plupart des travaux, l'action
de l'actinomycine D succeéde & une période de margquage de
10 @ 20 mn ; elle entraine alors le blocage de toute nouvelle
synthése de molécules d'ARN nucléolaire. On constate, en
fonction du temps d'action de l'actinomycine D (SCHERRER
gt al., 1963 ; GIRARD et al., 1864), une baisse de la
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radigactivité et de la densité optigue de la zone 45 S,
puis de la zone 35 S des gradients ;s enfin, aprés 40 mn
environ d’action de 1l'actinomycine D, seule la zone corres-

pondant & 1'ARN 28 S est caractérisable en densité optigue

et en radiocactivité.

L'ensemble de ces résultats ont permis
d'établir gque 1’ARN 28 S dérive de 1'ARN 35 S lequel dérive
de 1'ARN 45 S,

- Les études d'hybridation entre 1'ADN
nucléolaire et les ARN ribosomaux ont montré gue 1'ADN
nucléolaire code & la fois 1'ARN ribosomal 28 S et 1'ARN
ribosomal 18 S. Les deux cistrons responsables chacun de
la synthése d'un des ARN ribosomaux sont trés proches l'un
de 1'autre (BROWN et WEBER, 1968 ; QUAGLIAROTTI et RITOSSA,
4968) et synthétisent 1'ARN 45 S nucléolaire ainsi que,
trés certainement, des molécules plus longues de coeffi-
cients de sédimentation de 65 S, B5 S et 100 S mises en
gvidence récemmant dans des cellules d'hépatomes de

NOVIKOFF (SHARMA et al., 18868).

En conclusion, il est possible de schématiser
le mode de formation des ARN ribosomaux 18 S et 28 S a
partir de I’ARN nucléolaire 45 S de la fagon suivante (STEELE

et BUSCH, 1968 ; BUSCH, 1870)

i
35 § ——> 28 S nucléolairg ——> ARNr 28 S

]

45 S . NUCLEOLE

23 S

|
f-«;> ARNr 18 S
i
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Pour WEINBERG et PENMAN (1970) qui ont caractérisé les ARN
intermédiaires 41 S, 36 S, 32 S, 24 S et 20 S, le schéma

proposé est le suivant :

41 § —————= 32 § ———3 28 5

/ 7S

45 §

20 S 18 S

¥

- L'ARN nucléolaire 4 - 7 S ne représente que
5 & 10 p. 100 de 1'ARN nucléolaire total. Il se caractérise
des autres ARN présents dans le nuclécle, par un taux de
synthése plus lent et par sa composition en bases puisqu'il

est riche en acide urydilique.

lLes électrophoréses en gel de polyacrylamide
ont permis de séparer cette zone d'ARN 4 - 7 S en ARN ayant
des vitesses de migration différentes. La fonction de ces
ARN de faible poids moléculaire est sncore inconnue. BUSCH
(1970} suggere qu'ils ne sont pas destinés & migrer vers le
cytoplasme puisqu’on ne les y retrouve pas, mais qu'ils
peuvent jouer un rdle dans un mécanisme de contrdle des

synthéses au niveau du nucléols.

B - LES RIBONUCLEOPROTEINES NUCLEOLAIRES

Plusieurs travaux ont montré qu'il est possi-
ble d'extraire, & partir de nucléocles isolés, des ribonucléo-
protéines gqgul ont été étudiées du point de vue de leur
contenu en ARN et en protéines. Les différsntes classes d'ARN
nucléolaires ont ainsi été retrouvées au niveau de particules

ribonucléoprotéiques ayant des coefficients de sédimentation
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variables suivant le mode d'sxtractiocn.

L'extraction des ribonucléoprotéines est
réalisée par suspension des sédiments de nucléocles isolés
dans un milieu tamponné (le plus souvent tampon TRIS pH 7,4],
de force ionique variable et contenant ou non un inhibiteur
d'activité nucléasigue : le polyvinylsulfate (PVS), de
1’E.D.T.A. et un agent réducteur des pcnts disulfures
le dithicerythritol.

Les particules de ribonucléoprotéines se
retrouvent, en gradients de saccharcse, dans une zone s'éta-
lant de 50 S & 80 S, présentant un maximum & 60 S (SHANKARA-
NARAYAN et BIRNSTIEL, 18968}, ou se décomposant en plusieurs
zones marquées chacune par un maximum. Ainsi WARNER et
SQ0EIRO (1967) identifient, & partir des nucléoles de cellules
HelLa, deux zones de coefficient de sédimentation 55 S et 80 S
contenant respectivement 1’ARN nucléolaire 32 S et 1'ARN
45 S. A partir des nucléoles de cellules L, LIAU et PERRY
(1969) distinguent 3 zones de coefficients de sédimentation
62 S, 78 S et 110 S gui, en présence d’'E.D.T.A., présentent
respectivemsnt les coefficients de sédimentation 55 S, 65 §
st 80 S. La fraction 55 S contient surtout 1’ARN 32 S, la
fraction 65 S un mélange d'ARN 36 S et 32 S et le fraction
80 S, un mélange de 45 S, 36 S et 32 S.

Dans les expériences de SHANKARANARAYAN
et BIRNSTIEL (1868), la zone 50 S - 80 S, présentant un

maximum & 60 S, contisnt essentiellement 1’ARN 30 - 32 S.

Ainsi, il semble que les ribonucléoprotéines
nucléolaires possédant un coefficient de sédimentation moyen
de 60 S, renferment essentiellement les ARN nucléolaeires 35 S
et 28 S. L'ARN 45 S semble assccié & des particules sédimen-

tant dans la zcne 80 S.
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Les relations existant entre les différentes
particules de ribonucléoprotéines ont été résumées de la
fagon suivante (BUSCH, 1870)

RNP 55 S o RNP 50 S
(ARN 32 S) (ARN 28 S)

RNP 80 S RNP 70 S

(ARN 45 S) = (ARN 41 S - 36 S)

\\\Q RNP 40 S RNP 30 8
(ARN 28 S) > (ARN 18 S)

Les seules observations ultrastructurales
des particules extraites ont été réalisées par SHANKARANA-
RAYAN et BIRNSTIEL (1869) et KOSHIBA et al. (1871) sur les
particules de la zone B0 S, au moyen de cclorations négatives

et positives.

Les particules ont une structure poreuse et
les grossissements élevés les montrent composées de fibrilles.

© (<] (<]
Elles mesurent de 150 A & 220 A de largeur sur environ 230 A

(<]
a 300 A de longueur. Elles apparaissent ainsi plus grandes
gue les sous-unités ribosomales cytoplasmigues 50 S, mais

leur taille et leur structure fine les rapprochent beaucoup

des granules ribonucléoprotéiques du nucléole in situ.

D'une fagon générale, les particules extrai-
tes par les différents auteurs se caractérisent par un
contenu en protéines plus important que celui de la sous-
unité ribosomale 50 S mais qualitativement identique par
électrophoréses comparatives (WARNER et SOEIRO, 18671},
notamment en ce gqui concerne les protéines basiques (IZAWA
gt KAWASHIMA, 1867). Le rapport protéine étant plus élevé,

ARN
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leur densité est plus faible st varie selon les auteurs

de 1,41 &8 1,50, Elles different, en ocutre, des particules
cytoplasmiqgues par lsur plus grande sensibilité & la diges-
tion & la RNAse (IZAWA et KAWASHIMA, 1967) et leur indif-
férence vis & vis des ions Mg++ gt selon certains auteurs,
de 1'E.D.T.A. (SHANKARANARAYAN et BIRNSTIEL, 1968). Tres
récemment, BACHELLERIE et al. (1971) ont extrait des nuclé-
oles de cellules ascitiques de Zajdela, des ribonucléopro-
téines possédant des coefficients de sédimentatiocn de 35 S,
55 S, 75 S et 95 S. Les particules lourdes supérieures & 65 S
renferment sssentiellement 1'ARN 45 S et 1’ARN 32 S. Les

particules plus légéres renferment 1’'ARN 28 S,

Dans le chapitre consacré a l'ultrastructure du
nucléole, nous avons mentionné la présence dans cet organite,
de deux types de ribonuclécprotéines morphologiguement
distinctes : les fibrilles et les granules, asscciés au sein
d'une matrice protéigue pour former le réseau nucléclaire.
Des étudss ont donc &té faites pour essayer de localiser
les différents ARN nucléolaires au niveau de ces deux

composants.,

- Le composant fibrillaire étant marqué en
premier aprés une action courte des précurseurs radicactifs
de 1'ARN, on considére que c'est & son niveau gue se loca-
lise 1'ARN précurseur 45 S (BERNHARD et GRANBOULAN, 13968},
Les expériences de SHANKARANARAYAN et al. (1966) sur des
nucléoles ségrégatifs Aaprés action de l'actinomycine D
associée ou non & l'action de la thiocacétamide et durant
lesquelles la détermination des guantités d'ARN nucléolaires
extraites étaient comparées & des mesures planimétrigques des
zongs fibrillaires et granulaires, ont montré que la zone

fibrillaeirs contenait 1'ARN nucléoclaire 6 S.
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lLes ribonuclécoprotéines fibrillaires compren-
nent donc une population hétérogeéne d’'ARN puisgque en plus
de ceux liés & la production des ARN riboscmaux, elles

comportent 1'ARN nucléolaire 6 S.

- Les experiences de SHANKARANARAYAN et al.,
{1868) relatées plus haut montrent que l1'augmentation de 1la
surface occupée par les zones granulaires, dans les nucléoles
lésés aprés action de 1l'actinomycine D, se traduit par une
augmentation de la guantité d'ARN 28 S et une baisse de 1la
quantité d'ARN 6 S. Dans les cellules traitées a l'actino-
mycine D puis & le thiocoacétamide, le nucléole est entiére-
ment granulaire ; dans ce cas, les extractions ne

fournissent gque 1'ARN nucléolaire 28 S.

Les granules nucléolaires renferment donc
1'ARN nucléolaire 28 S ainsi gue les ARN dérivés de la
transformation de 1'ARN 45 S précurseur comme l'ont montré

les études effectuées sur les particules isoléss.

Cette hétérogénéité du compartiment granuleire
est confirmée par les observations effectuées aprés incube-
tion de cellules cultivées dans un milieu contenant de 1la
toyocamycine (MONNERON et al., 1970). Cet antibiotique
provogque une inhibition compléte de la transformation, en
ARN 28 S et 18 S, de 1'ARN 45 S formé en sa présence. Ce
blocage n'entraine pas, morphologiquement, une augmentation
des zones occupées par les fibrilles, ni une disparition des
granules, ce gui laisse supposer la présence au niveau de
ces derniers, de classes d'ARN de coefficient de sé&dimen-

tetion supérieur & 28 S,
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III - LES RIBONUCLEOPROTEINES NUCLEAIRES EXTRANUCLEOLAIRES

MISES EN EVIDENCE IN SITU (voir Fig. 1J.

A - LES GRAINS INTERCHROMATINIENS

Ils s'observent dans les noyaux de toutes
les cellules animales, ncrmales ou pathologiques, en groupes
uniques ou multiples. A l'intérieur de ces amas, les grains
interchromatiniahs sont souvent associés en chapelets ou en
chainettes (GRANBOULAN et BERNHARD, 1961). La technigue de
coloration préférentielle des ribonucléoprotéines, mise au
point par BERNHARD (18689) fPALEKAR et BERNHARD, 1868} a
permis de montrer que cette disposition des grains s'expligue
par la présence de fibrilles lgs reliant antre eux (MONNERON
et BERNHARD, 13963). La forme des grains est grossidrement
sphérique ou plus ou moins angulaire ; 1ils présentent un
diamétre moyen de 200 ; a 250 R. Le caractére essentiel
des grains interchromatiniens est leur grande résistance a la
digestion a8 la RNAse (MONNERON ot BERNHARD, 1968). Des études
cytochimiques effectuées sur des coupes de culots de noyaux
inclus dans le glycolmethacrylate ont montré gque les granules
sont sensibles & la pronase. En effet, aprés une digestion
de 10 mn per cette enzyme, les grains présentent une struc-
ture hétérogeéne et il devient possible de distinguer & leur
niveau, des particules denses d'un diamétre inférisura 100 R.
Les actions successives de la RNAss et de la pronase he les
font pas disparaitre complétement mais provoguent une diminu-
tion de contraste et 1'apparition d'un contour plus flou
(MONNERON et MOULE, 1968).

Il semble gue les grains interchromatiniens

fassent partie d'un réseau gque l'on peut mettre en évidence
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Figure 1

Noyau de cellule hépatique de Rat coloré par la technique
de révélation préférentielle des RNP (BERNHARD, 1969)
fixation glutaraldehyde.

Gp grains périchromatiniens

Gi grains interchromatiniens

Fp fibrilles périchromatiniennes

Cp corps pelotonné

Nu nucléole
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en extrayent les descxyribonuclécprotéines. En effet, des
solutions salines diluées et concentrées, appliquées & des
noyaux isclés de tumeur de WALKER et de foie de Rat, extraient
snviron 80 p. 100 de 1'ADN et 60 p. 100 de 1'ARN. Lorsqu’'on
applique a8 ces noyaux extraits une coloretion des ribonucléo-
protéines par le bleu de toluidine, on révéle dens le nucléo-
plasme, un réseau coloré s'appuyant sur le nucléole et sur

la membrane nucléaire (SMETANA et al., 18683). Au microscope
électronique, (SHANKARANARAYAN et al., 1887) ce réseau est
constitué de fibres de 60 A & 100 A de diamétre et de
particules de 120 ; & 220 Z gue les auteurs identifient aux
grains interchromatiniens. L& encore les digestions enzy-
matigques révelent la résistance de ces grains a8 la RNAse malis
permettsnt de constater leur disparition aprés les actions

de la pepsine et des la RNAse.

En conclusion, les grains interchromatiniens
sont des ribonucléoprotéines caractérisées par un ARN bien
protégé par une coque protéique. Leur rdle est encore inconnu.
SHANKARANARAYAN et al. {(1867), en se basant sur le fait que
les grains interchromatiniens font partie d'un réseau présen-
tant une continuité avec le nucléols suggérent que la trans-
formation des ARN nucléoclaires 28 S et 23 S, respectivement

en ARN ribosomaux 28 S et 18 S se fait a leur nivead.

B - LES GRAINS PERICHROMATINIENS

Ces grains, rencontrés de maniére constante
dans tous les noyaux {(WATSON, 1862} se distinguent des
précédents par leur localisation, leur taille et leur nombre.
De fgrme sphégique, ils présentent un diamétre moyen de

Iy

400 A & 450 A sur des coupes de matériel fixé aux aldéhydes
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gt & l’acide osmique. Ils sont facilement identifiables
gré8ce 3 la présence d'un halo clair gqui les entoure st les
sépare du nucléoplasme environnant ; ce halo mesure environ
250 R d'épaisseur (MONNERON et BERNHARD, 1868). Les grains
périchromatiniens se localisent en périphérie des amas de
chromatine dense mais néanmoins, aprés coloration régressive
des ribonucléoprotéines selon BERNHARD (1968}, il a été
passible d'en observer au centre de ces amas. Ils sont aussi
fréquemment observés dans les espaces clairs de forme cylin-
drique faisant communiquer les pores nucléaires avec le
nucléoplasme (JEZEQUEL et MARINDZZI, 1963). Les grains péri-
chromatiniens sont moins nombreux gue les grains interchro-
matiniens ; WATSON et ALDRIDGE (1961) en dénombraient de

500 & 2000 par noyau, plus récemment 11 a &té possible d’'en
démontrer environ 2 ?ois plus (MONNERON et BERNHARD, 1869).
Aprés coloration selon BERNHARD (1868), les grains péri-
chromatiniens apparaissent constitués de fibrilles ténues
gnroulées sur elles mémes, d'environ 30 ; de diametre, qui,
dans certains cas, peuvent sortir du grain. Comme les grains
interchromatiniens, les grains périchromatiniens résistent

& la digestion enzymatique & la RNAse et & l'extraction par
l1'acide chlorhydrique froid & 10 p. 100, mais ces deux actions
diminuent leur colorabilité par l'acétate d'uranyle ou par

1'indium.

L'ensemble de ces résultats permet d’affirmer
gue les grains périchromatiniens sont de nature ribonucléo-
protéique bien gque certaines constatations (perte apparente
de contraste aprés digestiocn & la DNAse) (WATSON, 1962) aient

pu suggérer qu'ils renfermaient aussi de 1'ADN.

Les grains périchromatiniens se localisent
fréquemment prés des pores nucléaires ol on a pu constater
(MONNERON, 1967) que leur structure et leur contraste se

modifiaient au fur et & mesure qu'ils s'en rapprochent.
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Leur taille et leur contraste sont d'autant plus réduits
qu’'ils sont plus proches des pores ; il semble mé&me que
certains se désintégrent en fibrilles ténues, alors gue
d’autres s'allongent dans l'axe du pore {MONNERON et
BERNHARD, 1968). Ces aspects, joints au fait quw les granules
périchromatiniens sont constitués de fibrilles semblant
prendre naissance au contact des amas chromatinisns, permet-
tent de leur attribuer un r8le dans le transport de 1'ARN

du noyau vers le cytoplasme (MONNERON et BERNHARD, 1969).

C - LES GRANULES DE BALBIANI

Ils ont été mis B8n évidence dans les noyaux
des cellules de glandes salivaires de diptéeres (STEVENS,
1864) au niveau des "puff” d’ARN. Les granules de Balbiani
mesurent au niveau du "puff®, de 400 R a 500 Z. ils semblent
associés & de courts filaments de 180 R a 220 Z de diamétre
de l'enroulement desguels ils semblent dériver. Les études
cytochimiques confirment la nature ribonucléoprotéigue des
granules de Balbiani. En dehors des "puff”, ces granules
sont répartis au hasard dans le nucléoplasme, mais en plus
grand nombre prés de l'enveloppe nucléaire et frégquemment
au contact de celle-ci, ol méme engagés dans les pores nuclé-
aires ;3 dans ce dernier cas, ils s'allongent pour prendre
la forme de bétonnets pouvant atteindre 1 700 Z de longusur
(STEVENS et SWIFT, 18686).

D - LES FIBRILLES PERICHROMATINIENNES (MONNERON et BERNHARD,
18868) .

[+] [~}
Ce sont des fibrilles de 30 A & 50 A de

o
diameétre, certaines pouvant atteindre 200 A de diamétre,
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localiséss a la périphérie d'un grand nombre de masses
chromatiniennes éclaircies aprés l'application de la tech-
nique de BERNHARD (41968). En général, les fibrilles péri-
chromatiniennes apparaissent enroulées inrréguliérement et
certaines d’entre elles semblent donner naissance & des
granules. Elles présentent parfois une continuité structu-
rale avec les grains interchromatiniens et les grains péri-
chromatiniens. Les études cytochimigques indiquent qu'slles
sont de nature ribonucléoprotéique et qU'elles présentent
une plus grande sensibilité vis 3 vis de la digestion
enzymatique & la RNAse que les grains inter et périchroma-

tiniens.

Du fait méme de leur contact direct avec
les masses chromatiniennes compactes ol semble se localiser
la transcription, ces fibrilles pourraient rsesprésenter
l1'expression morphologique d'un ensemble hétérogeéne de
différentes classes d'ARN associés 3 un manchon de nature

protéique.

E - LES CORPS PELOTONNES

Ce sont des agrégats uniques de 0,3 y a

g,5 y de diamétre, plus ou moins sphériques et constitués
o

-

de filaments enroculés dont le diamétre varie de 400 A &
(-3
600 A.

A fort grossisssement, ces filaments appareis-
sent formés d'un faisceau de fibrilles ténues de 50 R d'épais-
seur, tordues irrégulierement le long de 1'axe du faisceau.
Ces structures se localisent dans les espaces interchroma-
tiniens. Les &tudes cytochimiques ont permis de confirmer
lgur nature ribonucléoprotéique (MONNERON et BERNHARD, 1869).
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IV - LES PARTICULES DE RIBONUCLEOPROTEINES ISOLEES

Les particules identifiées par les méthodes
biochimiques peuvent &tre classées en deux catégories : les
ribonucléoprotéines ribosomales (rRNP) et les ribonucléo-
protéines & ARN de type dARN (dRNP) selon la composition en
bases de leur ARN.

A - LES PARTICULES DE rRNP

Elles ont été identifiées aprés passage de

lysats nucléaires sur gradients de saccharose.

Des particules de coefficient de sédimenta-
tion B0 8 a 80 S ent &té cobtenues & partir des noyeaux de
cellules HelLa, lysés dans un tampon TRIS puils centrifugés
de fagen & éliminer le sédiment nucléaire renfermant notam-
ment les nucléoles. L'analyse des profils de sédimentation
des gradients révéle une zone 60 S & 80 S présentant un
maximum net & 50 S et renfermant un ARN 28 S. Cet ARN a la
méme composition &levée en bases guanine et cytosine qus
son homologue cytoplasmique et les expérisnces de marguages
suivis de "chasses” ont montré gu'il en est le précurseur ;
sa radiocactivité spécifique sst d'ailleurs 20 fols supérieurs
(VAUGHAN et al., 19867).

- Dans la méme expérience, en plus du
composant 50 S, les prefils de sédimentation révélent un
composant 30 § renfermant un ARN 18 S ayant les ceracté-

ristiques de 1'ARN 18 S cytoplasmigue.
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B - LES PARTICULES DE dRNP

Un grand nombre de travaux mentionnent
l'existence dans le noyau, de particules renfermant un ARN
de type dARN. La plupart des études réalisées ont été pure-
ment biochimiques, peu d'entre elles ont analysé les parti-
cules sur le plan morphologique et les ont comparées aux
structures ribonucléoprotéiques de la cellule. Nous avons
rassemblé dans le tableau I, les principales données physi-
cochimiques de la plupart de ces particules de dRNP et nous
nous bornerons a n’étudier en détail gue les travaux les
plus importants effectués sur certaines d'entre elles et
dont la présence dans le noyau a permis d’établir des

hypothéses sur le transport de 1'ARN vers le cytoplasme.

1 - Les ARN-informoféres de GEORGIEV

e e e wm A e m o e e e em o e A e A o me  aw e - w  —— —

Les ARN-informoferes ont été isolés a
partir de noyaux de cellules du carcinome d'Ehrlich et de
noyaux de foie de Rat, extraits a pH 7,8 - 8 dans un miliesu

salin tamponné.

L'analyse des gradients de saccharose
réveéle que la majeure partis du mARN se retrouve dans une
zone présentant un maximum net en position 30 S. L'étude
des densités optigques 3 260 et 280 nanomé&tres, ainsi que
celle de l'incorporation d'acides aminés marqués, montrent
que le pic 30 S renferme aussi des protéines. Le mARN
se retrouve donc associé & des particules protéiques sédi-

mentant dans la zone 30 S des gradients.

. Lorsqu'on ajoute un inhibiteur d'action

de la RNAse dans le milieu d'extraction, (SAMARINA et al.,
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1968) le matériel ribonucléoprotéique obtenu sur gradient
de saccharose est plus hétérogéne. En plus du pic 30 S,

on distingue alors deux ou trois pics supplémentaires dans
les zones 45 S, 60 S et 70 S du gradient, la zone totale de
matériel s'étalant jusqu'a 200 S.

. Lorsque le matériel ribonucléoprotéique
extrait en présence d'inhibiteur de RNAse et sédimentant
dans la zone 30 - 200 S, est traité par la RNAse, il est
presque quantitativement converti en matériel sédimentant
dans la zone 30 S du gradient, Le matériel lourd se comporte
donc comme s'il était constitué de plusieurs unités 30 S

réunies les unes aux autres par un filament d’ARN.

» L'ARN extrait des particules 30 S présentes
un coefficient de sédimentation de 8,5 S. Les ARN provenant
des zones 45 S, 60 S 8t 75 S du gradient ont respectivement
les coefficients de sédimentation 14 S, 17 S et 28 S alors
que les zones plus lourdes renferment un ARN hétérogeéne
présentant un maximum & 32 S. Il existe donec une corrélation
entre la taille des ARN et le nombre des particules mono-
méres 30 S qui y sont liées. Les ARN extraits présentent

C . 0,79, caractéristique du dARN.
A+ U

un rapport des bases

Des observations en microscopie électroniqgue
ont été effectuées apreés ombrages sur des particules prove-

nant des différentes zones du gradient de sédimentation.

Les particules du pic 30 S présentent une
structure compacte de forme discoidale. dont les dimensions
(<]

moyennes sont de 180 x 180 x 80 A.
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lLes zones les plus lourdes du gradient sont
essentiellement constituées d'agrégats ou de chaines de
particules ayant les caractéristigues des particules 30 S.
Les zones 45 S et 60 S contiennent respectivement des asso-
ciations doubles et triples (dim@res et triméres) ; la zone
70 3 75 S, des tétraméres et des pentameéres ; les zones plus
lourdes pouvant présenter des associations de 8 a 12

monomeéres.

L'ensemble des résultats obtenus ont conduit
SAMARINA et al., {(1868) & formuler des hypothéses sur leur

r6le biologique :

- Les informoferes prennent en charge les

dARN dés leur synthése sur le moule ADN.

- Ils assureraient le clivage des dARN
géants venant d'&tre synthétisés, en chalihes plus courtes,
ce qui laisse supposer la présence d’'une endonucléase spéci-

figue au niveau des informoflres.

- Les informoferes représenteraient la
forme de transport du mARN vers le cytoplasme ou au moins

-~

jusqu'a la membrane nucléaire.

ppeip -GG S =l g e g~ - - - - - - — -

Ces particules ont é&té extraites des noyaux
de foie de Rat isolés puis broyés dans un tampon TRIS HC1
50 mM pH 7,4 contenant MgC12 1 mM et HC1l 25 mM, au moyen
de sable ou de 1l'ultraturax. L'ultracentrifugation de la
suspension obtenue donne un sédiment appelé "culot tris”
gui est resuspendu dans la solution d'extraction, contenant

une concentration plus forte en ions Mg2+. puis analysé en
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gradient de densité de saccharcse. L'examen du gradient
révele l'existence d'une population de particules ayant un

coefficient de sédimentation de 40 S.

L'ARN extrait des particules présente un
coefficient de sédimentation de 3,4 S et un rapport des
G + C

bases Z—— voisin de 1 (MOULE et al., 1969). Il se distin-

gue de 1'ARN de transfert par 1'absence de bases méthylées.

L'analysse de la composition en acides
aminés des protéines des particules conduit & un rapport

Acides Aminés Acides
Acides Aminés Basiques

balement, un caractére acide (SARAZIN, 1968).

de 1,39, elles présentent donc glo-

Les particules de ribonucléocprotéines ont
été étudiées en dé&tail & 1l'échelle ultrastructurale et
leurs caractéristiques morphologiques et cytochimiquss
comparées aux structures ribonucléoprotéiques du noyau
in situ (MONNERON et MOULE, 1968).

Aprés inclusion dans 1’Epcon, le culot
de particules 40 S se montre constitué d'une population
homogéne de particules sphérigues de 180 R a 250 R de
diameétre. La mé&me homogénéité se retrouve aprgs coloration
négative sur des suspensions de particules déposées sur
grilles.

Les colorations positives a 1'acétate
d'uranyle permettegt de distinguer des sous-structures

granulaires de 40 A de diamétre au niveau des particules.

Les particules 40 S diminuent de taille et
leur contraste s'affaiblit lorsqu’'elles sont traitées par
les actions combinées de la pronase et de la RNAse, ce qui

confirme leur nature ribonucléoprotéique ; mais elles se
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- -

montrent trés résistantes & la digestion a8 la RNAse ssule.
L'ensemble des résultats fournis par 1les études morpholo-
gigues rapprochent les particules 40 S des grains interchro-

matiniens décrits plus haut.

La signification biologigque des particules
40 S est encore inconnue de méme que celle des grains
interchromatiniens avec lesquels elles présentent de nom-

breuses analogies morphologiques et cytochimiqguss.

L' ARN qu’'elles contiennent est sans action
sur l’incorporation des acides aminés dans un systéms

acellulaire de Escherichia coli et ne semble donc pas avoir

de taraectére informationnel.

pap=iigi i - . P e =

d'ISHIKAWA et al. (1969 et 1870 a-b-c)

Elles ont été déceléss apres incubation

pendant 20 mn & 20°® € de noyaux isclés de foie de Rat dans

un milieu salin tamponné, contenant du saccharose 0,88 M.

Le surnageant cobtenu aprés incubation des
noyaux a été centrifugé sur gradient de sacchaross ; il
contient des particules de coefficient de sédimentation 45 S.
ARN
0,2) et leur

Prot
densité en chlorure de césium est égale & 1,4. Elles sont

Ces particules sont riches en protéines (

tres sensibles & l1l'action de la RNAse.

Aprés extraction, 1'ARN se répartit en
gradient de saccharose, dans une zone s‘'étalant de 6 S & 28 S
et présentant un maximum & 14 ~ 15 S. Le rapport des bases

G + C
A+ U

est égal & 0,85.
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Les protéines ont &été extraites, puis compa-
rées aux protéines ribosomales et aux histones dans lsur
comportemsent électrophorétique en gel de polyacrylamide.
Elles migrsent lentement et sont moins basiques que les

histones et les protéines de structure des ribosomes.

L'ARN de ces particules est capable de stimuler
les synthésss protéiques dans un systéme acellulairs

d'Escherichia coli et peut se lier aux riboscomes pour former

des polysomes actifs. De cette fagon, il présents lss carac-
téristiques d'un ARN messager. Ces particules pourraient donc
représenter une forme de transport du mARN vers le cytoplasme
(ISHIKAWA et al., 1870 c).
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PROBLEMES POSES

Cette revue des principaux travaux effectués
sur les ribonucléoprotéines nucléaires, nous permet d’'établir

~

clairement les probleémes qui restent & résoudre.

Parmi les différentes ribonucléoprotéines carac-
térisées par les techniques morphologigques et cytochimiques
ultrastructurales, seuls les granules et les fibrilles du
nucléole ont été suffisamment étudiés pour que l'on puisse
établir leur liaison métaboligue et comprendre leur signifi-
cation ; par contre on connait peu les grains interchroma-
tiniens, périchromatiniens, les corps pelotonnés et les
fibrilles périchrometiniennes. Mis & part les corps peloton-
nés, des formes de passage semblent exister morphologiquement
entre ces différentes catégories de ribonucléoprotéines. En
ce qui concerne les ribonucléoprotéines nucléolaires, il est
maintenant admis qu’'elles renferment les ARN précurseurs des
ARN ribosomaux. La question qui se pose est de savoir si les
ribosomes sont tout ou en partie édifiés dans le nucléole,
c'est-d-dire si cet organite est le siége de l’assemblage des
protéines ribosomales & 1'ARN ribosomal nouvellement synthé-
tisé. Les facteurs de régulaticn de cet assemblage ARN-proté-
ines et du transport vers le cytoplasme des ribonucléoproté-
ings sont trés peu connus. Sur le plan morphologigque, 1l n’a
encore Jjamails été démontré dans les cellules de mammiféres
de passage de matériel granulaire au niveau des pores de
l*'enveloppe nucléaire ; seule la présence de fibrilles pro-
bablement issues des grains périchromatiniens a €été décrite
(MONNERON et BERNHARD, 1869).
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Parallelement, de nombreuses particules
ribonucléoprotéigues ont é€té extraites par les biochimistes.
Leur étude physico-chimique a permis de définir la nature
de leurs constituants mais leur signification est encore
hypothétique. Elles présentent entre elles certains
caractéres communs qui les distinguent des particules
cytoplasmiques, notamment leur densité (voisine de 1,4)
correspondant & un contenu en protéines d'environ 80 p.

100 ;5 cette richesse en protéines apparalt caractéristique

des particules nucléaires.

Les études morphologiques effectuées sur les
particules extraites par les biochimistes sont rares et
peu poussées, de sorte qu'il n'est pas possible d’établir
de relations précises entra elles 8t les particules carac-
térisées in situ. La mise en évidence de telles relations
apparait pourtant primordiale & une meilleure compréhension

de leur signification fonctionnelle.
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I - MATERIELS et METHODES GENERALES

A - TECHNIQUES MICROSCOPIGUES

1 - Observation des matériels au microscope é€lectronique

- Les fixateurs suivants ont 6té utilisés :
formol 10 p. 100, glutaraldéhyds 1,5 p. 100, tétroxyde
d'osmium 2 p. 100, dans le tampon phosphata de SS6rensen a
pH 7.,4. Les déshydratations ont été effectuées dans 1l'étha-
nol par bains successifs de concentrations croissantes. Les
inclusions ont &té réalisées dans 1'Epon, selon la technique
de LUFT (19813).

- Pour certains matériels : cellules HelLa,
glandes selivaires de larves de chironomes, bactéries,
l'inclusion dans 1'Epon a été précédée d'une inclusion dans
une solution de gélose chaude a 5 p. 100. Cette inclusion
en gélose a par ailleurs facilité la fabrication de coupes

au cryostat utilisées pour les études cytochimiques.

- Les inclusions de protéines pures ont é&té

réalisées par mélange & volume égal des solutions de ces

protéines dans des solutions d'agarcse a 10 p. 100.

- Les fractions nucléaires et nucléolaires
ont été fixées aprés resuspension dans le milieu d*homo-
généisation, par le gluteraldéhyde ou par le formol. Elles
ont été ensuite centrifugées pour constituer un culot qui

a été post-fixé& ou non & l’acide osmique puis inclus.
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2 - Coupes semi-fines

Elles ont été réalisées sur matériel inclus
dans 1’Epon. Les coupes, d’une épaisseur de 0,5 & 1 u, sont
recueillies au moyen d'anneaux en plastique et déposéss sur
des lames d'histologie. Elles sont alors colorées pendant
5 mn & 60° C par un mélange & volume égal de bleu de méthy-
léne (solution & 1 p. 100 dans le borax a 1 p. 100) et de

~

bleu azur II (sclution agueuse & 1 p. 100).

3 - Techniques de cytochimie ultrastructurale

a - Digestions_enzymétigues_des _coupes

ultrafines

Les digestions enzymatiques sont sffectuées
sur des coupes de matériel inclus, aprés fixation au
glutaraldehyde ou au formol pendant des temps variables,
dans le glycol-méthacrylate (GMA) selon la technique de
LEDUC et BERNHARD (1967).

Les digestions se font per flottage des

coupes sur les solutions enzymatiques :

- pepsine : solution & 0,5 p. 100 dans
N
HC1 10
- ribonucléase : sclutiocn & 0,1 p. 100 dans

l1'eau distillée pH 6,8

- desoxyribonucléase : solution - & 0,1 p. 100
dans l'eau distillée pH 6,8

contenant MgCl, 0,003 M.

2

Des coupes témoins subissent, parellélement,
un traitement identique sur les mémes solvants nes renfermant

pas l'snzyme.
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Le matériel est fixé au formol & 10 p. 100.
Aprés ringage pendant une nuit & 4° C dans le tampon phos-
phate de pH 7,4, il est refroidi rapidement & - 20° C, puis
coupé & cetts température au moyen d’'un cryostat de Pearse
(Cryostat Bright). Les coupes de 20 & 40 p d'épaisseur sont
recueillies dans le tampon phosphate pH 7,4 renfermant
10 p. 100 de diméthylsulfoxyds.

Apreés traitement par les solutions enzyma-
tigues, les coupes sont sédimentées par centrifugation en
tubes coniques (4000 t/mn,. centrifugeuse Jouan, pendant
1 mn). Le sédiment est alors lavé, deshydraté et inclus dans

1'Epon.

c - Pour la mise en évidence des ribonucléo-

- e mm e T e e G e e W e e e e e T o e am s e s e e o e e e e e e b ae e

dans les conditions suivantes (inclusion dans 1'Epon)

- Acétate d'uranyle en solution agueuse a
5 p. 100, 2 a8 3 mn,

- Solution aqueuse fraiche d'E.D.T.A. 0,2 M
pH 7, 15 & 20 mn,

- Citrate de plomb, 1 mn.

4 - Technigues de colorations négatives et positives

nous avons employée est celle de SHELTON et KUFF (1868). La
suspension de particules préalablement fixées eu formol,

est déposée sur grilles électrolytiques recouvertes de
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formvar consolidé par une mince couche de carbone. Avant
d'&tre colorées, les grilles sont rincées dans la méme solu-

tion que celle gquili a servi & suspendre les particules mais

ne renfermant pas de saccharose.

Comme colorant nous avons choisi le silico-
tungstate de sodium & 1 p. 100 dans 1l'eau pH 7 ou l'acétate
d'uranyle a 80,5 p. 1080 dans 1’gau.

nous avons utilisée est celle de MILLER et a&l. (1870). La
coloration est obtenue par passages successifs dans 1l'acide
phosphotungstique (solution 3 1 p. 100 dans 1'alccol & 70 °)
st dans l1'acétate d'uranyle (sclution & 41 p. 100 dans 1l’'alcool

& 70°). Les grilles, aprés ringage, sont séchées par immersion

dans l'alcool absolu, puis dans l'acétate d'isocamyls.

5 - Technigques d'étalemsent et d‘ombrage

a - Technigue de KLEINSCHMIDT et_al. (1862).

Nous avons utilisé cette technique dans les conditions

suivantes :

. Hypophase : solutions d‘'acétate d'ammonium
de concentrations faibles (inférieures & 0,05 M) : nous avons

généralement employé une solution & 0,02 M.

. Solution d'étalement : Les particules
sont suspendues dans 1’'acétate d'ammonium 0,1 M & une concan-
tration moyenne d'environ 0,25 & 0,5 mg/ml (3 & 5 unités de
densité optique mesurée & 260 nm). A cette suspension on
ajoute le cytochrome C & la concentration finaele de 0,01 p.

100.
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. Ombrage : les grilles déposées a la
surface de la zone d'étalement sont séchées a l'air apres
immersion dans 1'éthanol absolu puis dans 1l'acétate d'isoa-
myle. Elles sont alors ombrées en rotation (50 t/mn environl,
au moyen d'une projection d’oxyde d'uranium (environ 30 mg
a 12 cm de l'objet), de platine ou de platine-carbons, sous
un angle d'environ 8°. Ces ombrages ont é€té effectués dans
l'ombreur Edwards sdus un vide d'environ 5 x 10-5 mm de

mercure.

P - P R =i g e -__—m e

Nous avons effectué des dépdts de suspensions
de particules ribonucléoprotéiques, sur grilles électroly-
tiques recouvertes de formvar conscolidé par une mince couche

de carbone.

La suspension ayant une concentration en
acides nucléiques d’'environ 100 3/ml, est fixée par une
solution de formol dans le tampon phosphate de S8rensen &
pH 7.4 de telle fagon gue la concentration finale du fixateur

dans la suspension n'excéde pas 10 p. 100.

La durée de la fixetion est variable, depuis
1 h jusqu'ad 12 h, Le dépdt est sffectué en laissant tomber
une goutte de suspension sur une grille déposée sur papier
filtre.

L*‘ombrage est réalisé sous un angle d'environ

10° par projection de platine-carbone ou de platine.
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B - TECHNIQUES DE MICROSPECTROPHOTOMETRIE

1 - Déterminations quantitatives du contenu en acides

nucléiques

Elles ont été réalisées sur le microspectro-
photométre Zeiss U.M.S.P. 1 au moyen d'un balayage de l'objet
par un faisceau (0,5 u de diamétre) de lumiére de longueur

d’onde donnés.

=y e e im o A o . e

Le matériel (noyaux ou nucléoles isolés) est
fixé pendant une demi-heure dans le formol 10 p. 100 tamponné
4 pH 7,4. Aprés ringage dans le tampon de fixation, des

frottis sont effectués sur lames de guartz et séchés & 1’air.

Des digestions ont été effectuées & la RNAse
par immersion des lames dans la sclution d'enzyme a3 0,1
p. 100 dans 1'eau ajustée & pH 6,8. La digestion dure 2 h a
37° C, slle est suivie d’'un ringage bref dans l'acide trichlo-

racétdque &8 5 p. 100 et & 4° C (SWIFT, 1963).

¢ - Principe des_déterminations

Nous avons employé la méthode de détermina-
tion & deux longusurs d’'ondes tellses qu'elle a été décrite
par SANDRITTER (1968). L'extinction totale de l'objet est
mesurée & 265 nm puis & 280 nm. En outre, la détermination
de 1l'extinction nan spécifique est basée sur la formule de
RAYLEIGH d'apres l’extinction tatale de 1’objet a 313 nm.
Selon la formule de RAYLEIGH, 1l'extinction non spécifique

88t inversement proportionnelle & la 4e puissance de la
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longusur d'onde. En considérant selon SANDRITTER que l'extinc-
tion de 1'objet & 313 nm (E 313) est entiérement non spéci-
figue, les extinctions non spécifiques a 280 nm (E 280) st

4 265 nm (E 265) sont respectivement

313,4

E 280 non spécifique = E 313 x (EEE)

313)4
2865

E 285 non spécifique = E 313 x (
Compte tenu des extinctions non spécifiques st des coeffi-
cients d’'extinctions spécifigues des dcides nucléiques et
des protéines pcur chacunse des longueurs d'onde, la formule
de SANDRITTER s'exprime de la fagon suivante :

g = 0,92 xE 265 - 0,75 xE 280 - 0,25xE BTfJx S
dans lagquelle :

@ représente la quantité d'acides nucléiques
exprimée en pg.

E 265, 1'extinction totals de l'objet a 265 nm

E 280, 1'extinction totale de 1’objet & 280 nm

E 313, 1'extinction totale de l'ocbjet & 313 nm

S, la surface de l'objet en microns carrés.

- e e wm e am e Me e e e e e e e - s o - A - - - -

P i N e - I R

De fagon & différsncier 1'ADN de 1'ARN, nous
avons procédé sur le mé&me objet & une pramiére détermination
de la quantité totale d'acides nucléiques, puls aprés diges-
tion & 1a RNAse, a une deuxieme détermination. Le respérage

des objets est effectué en bloguant la lame porte-objet
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dans une position donnée, et en photographiant le champ au

microscope & contraste ds phase.

2 - Mesure de l'extinction sur une seule ligne

Nous avons enregistré, dans certains cas,
l'absorption d’'un faisceau de lumiére monochromatique traver-
sant un objet sur une ligne dont la direction a été fixée
de fagon & passer aux endroits repérés. Nous avons choisi
pour cela un faisceau de 0,32 4 de diamétre. Dans le cas de
l'enregistrement de 1'absorption due aux acides nucléiques,
la traversée de l'objet a été effectuée aux longueurs dfonds
de 313, 280 et 265 nm.: Apreés conversion logarithmigue et
application de la formule de SANDRITTER, les courbses d'extinc-
tion sont tracées, ainsi que la_courbe des concentrations en

acides nucléigues.

C ~ TECHNIQUE D'ISOLEMENT DES FRACTIONS NUCLEAIRES ET

NUCLEGQLAIRES

1 - Isolement des noyaux

UDe nombreuses technigques d'isolement de
noyaux de foie de Rat ont été mises au point (voipr BUSCH,
1870). Les plus couramment employées dérivent de la techni-
gue originaele de CHAUVEAU et al. (1858), dans laguelle le
foie est homogénéisé dans des solutions de saccharose renfer-
mant 1l'ion C52+. La présencs d'ions divalents est indispen-
sable pesndant l'isolement des noyaux précédant celui des
nucléoles (MURUMATSU et al., 1963). Notre but étant d'obtenir
une fraction treés pure, débarrassée de tout contaminant

membranaire, nous avons appligué une méthode employent le
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détergent non ionique Triton X 100, & une concentration
suffisante (0,5 p. 100) pour enlever la membrane externe
de l'enveloppe nucléaire (BLOBEL et POTTER, 1866) (voir
Fig. 2 5 p. 44).

L'étude de la diffusion des particules ribo-
nucléoprotéiques de fractions nucléaires isoclées a été
réalisée sur des noyaux typs "CHAUVEAU” conservant intacte
leur enveloppe nucléaire ainsi gue sur des noyaux débarrassés
du feuillet externe de cette snveloppe (HYMER et KUFF, 1964).
Ces derniers ont &té obtenus pear resuspension, pendant 15 mn,
des noyaux type "CHAUVEAU"”, dans une solution de saccharose
0,33 M contenant CaCl, 0,0018 M et le Triton X 100 a 1la

2
concentration de 0,5 p. 100.

2 - Isolement des nucléoles

Nous avons utilisé la méthode de sonnage des
noyaux pour rompre l'enveloppe nucléaire (MURAMATSU et al.,
1963). Les temps et les vitesses de centrifugation sont
ceux décrits par SADOWSKI et STEINER (19681},

3 - En cours d'isoclement, l'observation des fractions et les

comptages destinés au calcul du rendement sont effectués
apres coloration des suspensions dans du saccharose 0,25 M
auquel on ajoute (1/1) une solution d'azur C & 0,5 p. 100

dans le saccharose 0,25 M.

4 - Les résultats obtenus par 1l'application de ces techniques

d'isoclement, sont illustrés par les planches 3 et 4.



44

Foles broyés dans le milieu H [(Saccharose 0,25 M)

(MgSo, 0,005 M)

Homogénéisation de 3 minutes dans 4 volumes de milieu H

Filtration sur 3 couches de gaze

Centrifugation 750 g

10 minutes

Sédiment : resuspendu Surnageant

dans 3 volumes de milieu Triton
(saccharose 0,25 M, MgSO 0,005 M - Triton X 100, 0,5 p. 100)
1,5 mM

41
et déposé sur saccharose 0,88 {1 contenant CaCl2

Centrifugation 4000 ¢

8 minutes

Sédiment Surnageant

resuspendu dans le saccharose
2,2 M + CaCl 0,5 mM

2
Centrifugation 80 000 g
1 heure
Sédiment : Noyaux Surnageant
Figure 2

Schéma de la préparation de la fraction nucléeire.
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lLe rendement moyen obtenu a été de 33 p. 100
par rapport a l1'homogénat en ce gui concerne les noyaux et
de 50 p. 100 par rapport au nombre moyen de nuclécles
présents dans la fraction nucléaire en ce qui concerne la
fraction nucléolaire (2,2 nucléoles par noyau en moyennel.
La fraction nucléolaeire est trés pure. Le temps de sonnage
employé (1 mn 10 sec par fraction de 20 ml dans le sonica-
teur Raytheon DF 101 ajusté & un courant de sortie de 1,1 A)
a parmis de conserver une quantité normale d'acides nuclé-
iques dans les nucléocles. En effet, les déterminations
microspectrophotométriques nous ont fourni les résultats

guivants, par nucléole :

AON 0,330 pg «£. 0,340 pg <0,350 pg 33 mesures
ARN 0,331 pg < 0,330 pg «0,336 pg 33 mesures

ARN
ADN
par déterminationschimiques sur des fractions de nucléales

isolés par MURAMATSU et al. (1965) et par DESJARDINS et al.
(1865).

Le rapport moyen = 0,97 est treés voisin de ceux obtenus

D - ISOLEMENT DES RIBONUCLEOPROTEINES NUCLEOLAIRES

Nous avaons repris la technique d'isolement de
SHANKARANARAYAN et BIRNSTIEL (1969) qui nous & permis d'obte-
nir 2 suspensions de ribonucléoprotéines nucléolaires
(surnageants 1 et 2) & partir de fractions de nucléoles
isolés suivant la technique déja décrite (voir Fig. 3 ;

p. 46).

Les surnageants 1 et 2 ont &té rassemblés et
centrifugés pendant 2 heures & 4105 000 g. Ils ont fourni
un sé&diment qui a été resuspendu dans le tampon TRIS, NaCl,
E.BD.T.A. {(pH 7.4) de départ, mais ne renfermaent pas de

dithiothreitol, et déposé sur un gradient de saccharose



46

Nucléoles isclés & partir de 60 g de foie de Rat suspendus
dans 1,5 ml du tempon suivant

TRIS (0,01 M pH 7,4), NaCl (0,01 M) E.D.T.A. (0,01 M)
contenant 0,01 M de dithiothreitol.

t

Centrifugation 25 000 g

pendant 10 minutes

Surnageant Sédiment : resuspendu dans

ribonucléoprotéique n® 1 le tampon précédent addition-

né de deoxycholate et de
BRIJ 58 & la concentration
de 0,5 p. 100 chacun.

Centrifugation
25 000 g

10 minutes

=N

Surnageant n° 2 Résidu

ribonucléoprotéigue nucléclaire

Figure 3

Schéma de l'extraction des granules nucléclaires

a partir de la fraction nucléclaire.
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10 -~ 30 p. 100 dans le méme tampon. Une centrifugation ds
15 heures & 20 000 t/mn a été effectuée dans le rotor sw27
Spinco. Les fractions ont été recueillies. manuellement,
aprés avoir percé le fond du tube, et la densité optique

a été mesurée a 260 nanométres sur des fractions de 1 ml.
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II - RECHERCHES SUR LA MISE EN EVIDENCE

DES RPROTEINES BASIQUES DU NOYAU

I1 n'existe actuellement aucune technigque cyto-
chimique suffisamment spécifique paur révéler a 1'échelle
ultrastructurale les protéines basiques. Les tentatives qui
ont été& faites dans ce domaine coricernent essentiellement
les imprégnations argentiques. MARINOZZI (1963) a montré
qu'une solution de nitrate d’argent colorait préférentielle-
ment les nucléoprotéines aprés fixation dses tissus & l'acro-
leine. Plus récemment, Mac RAE et MEETZ (1970) ont adapté a
l'observation ultrestructurale la techniqus au nitrate
d’'argent ammoniacal de BLACK et ANSLEY (1866); cette technique
comme la précédente révéle les nucléoprotéines. Les mécanismes
chimiques de ces réactions sont inconnus. MARINOZZI (1863)
attribue la coloration des histones de la chromatine & 1la
présence dans ces protéines d’'une guantité importante d'histi-
dine dont le groupe imidazole réagit avec le groupe éthylénique
de l'acroleine. L'argent se dépose aprés réduction par le
groupe aldéhyde resté libre, de l'acroleine. MARINOZZI a
constaté que les fibres de collagéne se coloraient par cette
technique d’'imprégnation argentigque. En outre, 1l'utilisation
de 1l’argent présente un inconvénient : la coloration est donnés
par un dépdt de granules d’environ 200 R de diameétre souvent
groupés en amas de 500 R de diametre. Ces dimensions ne corres-
pondent pas &8 cellss du substrat réactif et les structures

sont souvent complétement masguées.

Nous avons donc cherché & mettre au point une
technique de révélation plus spécifique, en nous basant sur
les principes de coloration par le Fast-green en micrecscopie

optigue.
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La démonstration de la spécificité de notre
technique de coloration a été faite sur un matériel varié
comprenant des fractions nucléolaires isoclées. Les nucléoles
isolés nous ont paru réaliser un matériel ds choix puisque
l1’absence de membrane favorise la pénétretion des solutions

de coloration.

A - MISE AU POINT D'UNE TECHNIQUE DE REVELATION DES GROUPE-

MENTS DE POINT ISOIONIQUE ELEVE A L'ECHELLE ULTRASTRUC-

TURALE. APPLICATION A LA REVELATION PREFERENTIELLE DES

PROTEINES BASIQUES.

1 - Introduction

La présence de groupes latéraux ionisables
CooH et NH2 confére aux protéines leur caractére amphotére.
En effet, ces radicaux peuvent exister sous une forme ionisée
ou non, la proportion entre ces deux formes étant sous 1la
dépendance du pH du milieu. Lorsque celui-ci devient basique,
la quantité des groupes acides ionisés augmente alors gue
celle des groupes basigues diminue ; les protéines tendent
alors & acquérir une charge globale négative. A un pH
suffisamment basique, seules les protéines trés basigues
conservent une électropolarité positive suffisante pour les
rendre encore capables de fixer les colorants acides. C'est
cette propriété qui a été utilisée par ALFERT et GESCHWIND
(1853) pour mettre au point leur technique de coloration des
protéines basiques & pH 8 - 8,1, par le Fast-green FCF.
Inversement un colorant acide utilis 3 pH acide colore 1les

protéines totalss.

En microscopie électronique, 1'’identification

des groupes chimigques peut ss faire par les métaux lourds
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amployés comme cations cu comme micelles (ZOBEL et BEER,
1965). En nous basant sur. le feit que ces cations ou micelles
posseédent une cherge électrique, nous avons envisagé gque leur
liaison aux structures biologigues est de nature électro-
statigue. Les résultats positifs obtenus au moyen de solu-
tions d'un collolde électropositif de fer, dans la révélation
des groupes acides et particuliérement des mucopolysacchari-
des de la surface cellulaire (CURRAN et al., 1865 ; GASIC

et BERWICK, 18863 ; SWIFT et ADAMS, 1862 ; BLANQUET et al.,
1970), nous ont amené & étudier la capture par les protéines,
d'une solution d'un colloide électronégatif & base de fer.
Cette solution colloidale aveit déja été utilisée, dans
certaines conditions de pH par GASIC et al. {(1968) pour
révéler les protéines totales présentes au niveau de la
surface cellulaire de cellules d’'ascites de souris issues

d'un adénocarcinome mammaire.

La mise au point de cette technigue, réaslisée
en collaboration avec BLANQUET P., comportait, d'une part,
la stabilisation de la solution colloidale dans une gamme de
pH suffisamment étendue pour qu'elle puisse &tre adaptée
& la fois & la révélation des protéines tctales (pH ecids)
et des protéines basiques (pH basiguel), et d'autre part.
la vérificaticn de sa spécificité pour les protéines basiques,
par des contrdles cytochimigues et des coloraticns de struc-

ture de nature connue (PUVION E. et BLANQUET P., 1971).

2 - Matériels et méthodes
a - Principe d’obtenticn_du_collolide électro-
négatif.

Nous devons rappeler, d'une maniére schéma-

tique, gquelques propriétés des sols hydrophobes.
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Les sols ou solutions colloidales sont consti-
tués de micelles dispersées dans un sclvant ou liguide
intermicellaire. Le sol étant électriquement neutre, des
charges égales et de signes opposés sont présentes dans le
liquide intermicelleire. Les particules colloidales se meuvent
dans un champ électrique, eslles sont donc chargées. Chaque
particule se trouve en effet entourée d’une double couche
€lectrique : 1la couche la plus interne est riche en charges
provenant du corps constituant le particule, 1a couche la plus
externe, riche en charges de signe opposé a celles de la précé-
dente. Lorsgue la particule est en mouvement sous l'effet d’'un
champ électrique, elle entraine avec elle une partie de la
double couche électrigque qui l'entoure. Le potentiel présant
au niveau de cette couche adhérente est le potentiel de 1la

surface électrocinétique de la particule.

Les ions antagonistes de la partie externe de
la doublse couche électrique présentent une distribution
d'équilibre entre leurs propres mouvements browniens qui tendant
8 les éloigner de la particule et les forces de Coulomb gui
tendent & les en rapprocher. Cela détermine une distance
moyenne entre la surface de la particule et les ions aentago-
nistes. Cette distance moyenne gst trés sensible & la conhcen-
tration et & la valence des électrolytes présents dans le
milieu intermicellaire. Lorsqu’on ajoute un électrolyte dans
ce milieu, le potentiel électrocinétique diminue ce gui
s'explique par un raccourcissement de la double couche
€lectrigue. En méme temps, la stabilité de la solution colloi-
dale baisse. Cette stabilité est la résultante, d'une part,
des forces d'attraction de Van der Wesals des particules entre
elles et, d'autre part, des forces de répulsion. Lorsgue ces
derniéres diminuent (abaissement du potentiel électrociné-

tiquel), la stabilité baisse et tend vers la floculation.
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L'addition d'électrolyte dens le liquide
intermicellaire provogque un échange d'ions au niveau de la
couche électrique externe, cet échange étant en faveur des
ions de plus grande valence. Si l'addition d*%¢lectrolyte est
suffisante, le potentiel électrocinétigue peut passer, dans
certains cas, par la valeur 0 et il peut ensuite apparaitre
un nouveau potentiel de signe opposé. Il y a dans ce cas,

inversion de la cherge du colloide.

En ce qui concerne les soclutions colloidales
de fer, le colloide électrcpositif se forme par hydrolyse du
chlorure ferrigque. Cette hydrolyse donne naissance & des molé-
cules d'hydroxyde ferrique. La particule colloidale est cons-
tituée de nombreuses molécules d'hydroxyde ferrigque réunies

entre elles par départ d'eau aux dépens de leurs groupes OH.

Schématiquemsnt la réaction peut sfécrire :
FeCl3 + SHZD-—é Fe(DH)3 + 3 HCL
[EB(OH] n«% (Fezﬂaln(HZD)n {COLMANT, 1960)

Cette solution colloldale est purifiée par dialyse.

L'obtention du colloide électronégatif s'effec-
tue par addition & la solution du colloide électropositif, d’'un
électrolyte présentant 1'ion négatif ferrocyanhydrique 3 4
valences. HAZEL et AYRES (1831) ont en effet montré que les
solutions colloidales d'oxyde ferrique fixent préférentiel-
lement cet ion. L’addition suffisante de ferrocyanure de

potassium provogue l'inversion du potentiel électrocinétique.

L'addition & cette nouvelle solution colloidale
d’acide faible et de base faible f{acide citrique - phosphate
disodique) & permis de la stabiliser dans une gamme de pH
s'étendant de 4,5 & 12.
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b - Matériel
Nous avons effectué& des essails in vitro
sur des solutions et suspensions de protéines purss, acides

et basiques. Les protéines suivantes ont été utilisées :

- protéines acides : gélatine - collagéne du
tendon - albumine de sérum de boeuf,
- protéines basiques : lysozyme du blanc

d'oeuf, histones totales de thymus de veau.

Le matériel biologique sur lequel nous avons appliqué notre

technique de coloration a été le suivant :

- Foie de rat Wistar,
- Cellules Hela,
- Blandes salivaires de larves de chironomes,

- Escherichia coli,

- Nucléoles de cellules hépatiques, isolés

selon la technigue décrite précédemment.

pueip et e foceglh VPR - et PR ol nerflpen SR B guuci b il - g4

Elle a été préparée en ajoutant une soclution
de chlorure ferrique a8 un volume 10 fois supérieur d'eau
bouillante, de fagon & obtenir une concentration finale de
1,73 g de fer par litre et un pH de 1,8 (50 ml d'une solution
aqueuse de chlorure ferrigue 0,4 M gue 1l’on plonge ensuite
dans 600 ml d'eau bouillante) (SWIFT et ADAMS, 1862 et

BLANQUET et al., 1870).
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Nous avons inversé la charge de 1'hydroxyde
de fer colleidal en lui ajoutant une solution de ferrocyanure
de potassium, comme 1l’ont montré HAZEL et AYRES (1931), puis
nous avans stabilisé cette solution colloidale électronége-
tive, pour une gamme de pH variant de 4,5 a 12. Une solution
concentrée de chlorure ferrique est ajoutée a un volume au
moins 10 fois supérisur d'eau bidistillée bouillante afin
d'obtenir une sclution d'hydroxyde de fer colloidal ayant
une concentration finale de 2,12 g de fer par litre (50 ml
d’une solution aqueuse de chlorure ferrigque 0,5 M sont plongés
dans B00 ml d’eau bidistillée bouillante). Cette solution est
dialysée, pendant 7 jours, contre 10 volumes d'eau distillée

~

(2 changements par jour) puis ajoutée & un volume é&gal
d'acide chlorhydrique 00,0012 N de fagon a amener son pH 3

une valeur de 3,5 environ. (GASIC et al., 1968). La solution
ainsi obtenue est mélangée goutte & goutte, & volume égal,
sous agitation, et & + 4° C, 3 une solution aqueuse de ferro-
cyanure de potassium 8 mM. Acette sclution colloidale de
teinte brun-foncé, on ajoute un volume équivalent de phosphate
M N . ;
35 puis, apres quelques secondes d'agitation, une
quantité d'acide citrique cristallisé suffisante pour abais-

disodique

ser son pH & une valeur de 4,2 ; ce pH ast enfin ramené
rapidement &4 8 avec de la soude 0,5 N. Toutes ces opérations
se font & + 4° C. La solution finale, dont 1'électronégati-
vité a été vérifiée par électrophorése en veine liquide,

est stable et peut &tre stockée plusieurs mois & 4° C. Juste
avant 1'emploi, elle est ajustée au pH désiré par de l'acide

citrique cristallisé ou de la soude 0,1 N.

Le traitement par les solutions colloidalss

ast effectué en agitation constante pendant une nuit & 4° C ;
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il est précédé et suivi d'un lavage dans une solution de

méme pH, effectuée en ajustant avec de la soude 0,1 N le pH

d'une solution de phosphate disodique %E et d'acide citrique
n_
15°

Ce traitement par les solutions colloidales
gst précédé. d'une fixation des matériels dans le formol
pendant 2 h & 4° C. La fixation est suivie d'un ringage

pendant une nuit dans le tampon de fixation.

Les différentes réactions (contrdles cytochi-
miques ~ action des enzymes, DONAse et RNAse - action des
solutions colloidales) sont effectuées sur des coupes de

matériels effectuées au cryostat.

Ces coupes sont ultérieurement incluses dans
1’Epon. En ce gui concerne les nucléoles isolés, les diffé-
rentes réactions ont été effectuées par resuspension des

fractions nucléolaeires, sans coupe au cryostat.

e  mm m es e e o e e e e e e e e o e - - -
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. La gélating a €té utilisée en soclution

aqueuse a 20 p. 100.

-

. Une solution aqueuse d'agarocse & 10 p. 100

@ été dissoute & chaud .dans une sclution

- d'histone &8 5 p. 100 dans HC1 0,1 N,
- d'albumine & 5 p. 100 dans 1'eau,

- de lysozyme &8 5 p. 100 dans 1l'eau.

. Le collagéne a été inclus directement

en gélose a 5 p. 100.
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La spécificité de la technique de révélation
des groupements de point isocionigue élevé a &€té contrdlée
sur des fractions de nucléocles isclés au moyen des réactions

suivantes :

- Action sur les groupements NH2

. Ninhydrine : en solution & 0,5 p. 100
dans l'aelcool absolu.
o 2 h a37°cC.
. Acide nitreux : sclution préparée selon
LILLIE (1858)

~

5 mn & température ordinaire.

- Action sur les groupements acides.
Estérificetion au moyen de la sclution de
FISCHER et LILLIE (1857) pendant 6 h 2
60° C.

3 - Résultats

e ek e et e e o e e e e w m e = peipmtpegp gl il

dissoutes_ou_suspendues_en_gélose (Pl. 5 ; Fig. al.
Apres application de la sclution du colloide

électronégatif de pH 4,5, toutes les suspensions de coupes

acquiérent la teinte rouille de le solution. Aprés applica-

tion de la sclution de colloide électronégatif de pH 10,5,

seules les solutions d'histones et de lysozyme dans la gélose

sont colorées. L'observation au microscope électroniqgue

{P1. 5 ; Fig. b - ¢ - d) confirme ces résultats. Dans 1le

cas de toutes les protéines, sauf le collag@ne, on observe

apreés actionode la solution de pH 4,5, des plages de parti-

cules de 40 A environ. En ce gqui concerne le collagéne, ces
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particules se répartissent sur les fibres pour former des
stries transversales groupées plus ou moins nettement en
bandes alternant avec des bandes plus claires. La distance
séparant les centres de deux bandes colorées est d'environ
650 ; (Pl. 5 ; Fig. bJ.

Apreés application de la solutien du colloide
€lectronégetif de pH 10,5, les plages de particules colloei-
dales ne s'observent gu'au niveau des protéines basigues :

lysozyme et histones.

b - Coloration _des _histones_de_la_chrometine
La coloration des histones est subordonnde
38 une digestion préalable dss structures a la DNAse. En
effet, sur nucléoles isolés, la couronne de chrbmatine péri-
nucléolaire et la chromatine intranucléclaire ne sont colo-
rées que si l'action de la solution du collolde électronéga-
tif est précédée d'une digestion & le DNAse (Pl. 6 ; Fig.
a - b ~ d). De méme, dans le noyau de foie de Rat, les
histones ne sont colorées qu'aprés action de la DONAse (Pl.

10 ; Fig. a et b et Pl. 9 ; Fig. al.

Be la méme maniére, nous avons coloré les
histones des chromosomes de cellules Hela (P1. 11 ; Fig. b)
et les chromosomes géants des noyaux de glandes salivaires
de larves de chironomes (Pl. 12 ; Fig. a et b). Dans ce
dernier cas la coloration intéresse aussi des granules
répartis essentiellement dans le nucléoplasme bordant

1’enveloppe nucléaire.

¢ - Coloration des fractiaons nucléolaires

En dehors d'une coloration des histones des
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chromatines périnucléolaire et intranucléclaire, nous
n'avons pas observé de coloration du réseau méme lorsque
l'action du colloide électronégatif est précédé d'une
double digestion DNAse-RNAse (Pl. 6 ; Fig. fJ.

pNgpeio g gihe ) R U = Jag prgpehegieihuci A fugine DS uieaguiiiny - - e - -

Dans le cytoplasme des différents matériesls
étudiés, on observe un dépdt léger et homogéne de particules
colloidales. Ce dépdt s’'accentue au niveau des ribosomes,
notamment en bordure des lamelles ergastoplasmigues (P1l. 8 ;
Fig. @ et c). Dans le cytoplasme de focie de Rat nous avons .
constaté que cette coloration n'est pas influencée par une

digestion préalable & la RNAse.

- Dans 1les nucléoles in situ, nous avons
constaté dans 30 p. 100 des cas environ, une coloration du
réseau (Pl. 10 ; Fig. b). Dans tous les autres cas, le
réseau n'est pascoloré (Pl. 11 ; Fig. a), gque 1l'’action de
la solution colloidale soit précédée ou non d'une digestion
34 1la RNAse.

- Nous avons pu vérifier sur Escherichia coli

(P1., 12 ; Fig. c) gue les actions successives de la DNAse
et de la sclution colleoidale ne coloraeient que des granules
répartis dans les zones extranucléaires et correspondant

certainement aux riboscmes.

Les actions de ces contrfles sur la colpration
par des solutions de collofde électronégatif de pH 4,5 et
10,5 ont été comparées & leurs actions sur la coloration per
une solution de colloide électropositif. Les résultats sont

schématisés dans le tableau II, p. 59. Ils permettent de
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constater que les particules électronégatives sont retenues
par les groupements basiques NH2 3 inversement les particules
colloidales électropositives sont retenues par les groupe-

ments acides.

4 - Discussion de ces résultats

a - Choix du fixateur

‘Nous avons choisi la fixation au formol qui
est la plus répandue dans les etudes cytochimiques ultrastruc-
turales. Le formol bloque, théorigquement, les groupes amines
des protéines en milisu légérement alcalin, en formant des
réactions d'addition ou des ponts méfhyléniques entre chaines
protéiques voisines [FRENCH et EDSALL, 1945), En fait, ce
blocage ést en grande partie réversible lorsque la fixation
est effectuée & température basse (4° C) et suivie d'un
lavage prolongé (PEARSE, 19601].

gy imop e - aciucglh AR el Mg

Les résultats obtenus sont conformes au
principe de la coloration énoncé dans l1'introduction. Une
spécificité de la coloration envers les protéines basiques
est amenée paer l'emploi d'un pH basique (10,5) légéremeht
inférieur av P.I.de ces protéines qui, dans le cas degs histo-

nes st de 18 lysozyms, est compris entre 10,5 et 11.

En ce qui concerne les fibres de collagéne
natif, nous avons observé 3 pH 4,5, une coloration de stries
transversales groupées pour former des bandes colorées alter-
nant avec des bandes plus cleires. La distance de 650 ;,
séparant. les centres de deux bandes colorées successives,
corrgspond & la période des fibres de collagéne natif qui est
de 640 ; a 700 R, selon leur état d'hydratation. Nos résul-

tats confirment donc l1l'existence de groupements basiques au
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niveau des stries transversalss des fibres de collagéne
(facilement révélées par l'acide phosphotungstiquel). En
effet, les travaux de nombreux auteurs, parmi lesquels
KUHN et al. (1856) ont montré que 1l'acide phosphotungstique
réagit surtout avec les groupements basiques de 1l'arginine

et de la lysine.

La capture des particules colloidales élec-
tronégatives par les histongs de la chromatine nécessite unse
digestion préalable de 1'ADN. En effet celui-ci, lorsqu’il
est présent, entre en compétition avec les perticules collol-
dales de méme signe et les empéche de se fixer sur les
groupes basiques des histones. Ce résultat est tout & fait
comparable & celul obtenu en histologie classique pour 1la
coloration des histones par le Fast-green qui nécessite aussi

une extraction préalable de 1'ADN (ALFERT et GESCHWIND, 1853).

L'extraction enzymatique de 1'ADN favorise
en outre la libération des groupes NH2 des histones, liés,
dans lea proportion de 80 p. 100, aux groupes O-phosphoryle
de la molécule d'ADN (WALKER, 1865 et LEWIN, 1868).

Un raisonnement identique pourrait laisser
supposer que la coloration des protéines basigues de struc-
ture des ribosomes (PETERMANN, 1884 ; SPIRIN, 1969 al) puisse
étre favorisée par une extraction de 1'ARN. Nous n'avons pas
constaté cela aprés digestion & la RNAse. Ce résultat en
apparence contradictoire peut s'expliquer par la petite taille
des ribosomes. En effet., le diameétre moyen relativement élevé
des particules colloidales (40 ;J permet de supposer gquse
les ribosomes ne peuvent présenter qu'une coloration super-
ficielle atteignant vite la saturation, méme en présence
d'un potentiel électropositif faible ; la digestion snzyma-
tique & la RNAse n'auraeit aleors aucune action sur 1l'intensité

de la coloration.



62

- - e w - - afip=ad g

Les résultats obtenus au cours des différents
contr8les confirment 1'intervention des grocupemsnts NH2
dans la capture des particules négatives par les protéines.
En effet, l'effacement de ces groupements par le ninhydrine
cu par l'acide nitreux supprime la fixation des particules
colloldales électronégatives. Par contre, 1'estérificetion,
effectuée & titre de vérification, en supprimant les groupe-
ments acides, n'a aucun effet sur la cepture de ces parti-
cules collolidales. Nous avons constaté que l'action de
1'acide nitreux est trés rapide et empéche toute coloration,
ce qui semble indiguer que les groupements NH2 réactifs
appartiennent essentiellement & la lysine (DEITCH, 1961 et
LILLIE, 1958)}. Le léger affaiblissement de la cocloration pear
la solution de colloide &lectropositif aprés action de 1la
ninhydrine, peut s'expliquer par la perte de radicaux acides
due a8 1'hydrolyse de cegrtaines protéines au cours de cette
action (PUCHTLER et SWEAT, 1862).

e - Coloration des structures cellulaires

Les structures contenant des protéines basi-
ques : chromatine, chromosomes, ribosomes cytoplasmigues,
ont fixé& les particules colloidales. A titre de vérification,

le noyau bactérien, privé d'histones, n'a pas été coloré.

En ce qui concerne la coloration du corps
nucléolaire, on peut s'étonner de 1l'absence de coloration
au niveau du réseau, étant donné les résultats bicchimigues
signalant l'existence de protéines basiques dans cet organite
(BUSCH, 18865 ; GROGAN gt al., 1866 ; MUNDELL, 1968). En effet,
nous n'avons pas observé de coloration du réseau dans les
nucléoles isolés, alors gue seulement 30 p. 100 des nucléoles
in situ présentant cette coloration, La mise &n évidence des
protéines basiques nucléolaires fait l'objet du chapitre

suivant.
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L'ensemble des résultats obtenus sur ces
différents matériels nous permet d'affirmer gque la technique
gue nous avons mise au point réviéle, & 1'échelle ultrastruc-
turale., les protéines totales gt préférentiellement les

protéines basiques, dans certaines conditions :

- Facilitation de la pénétration des particules
colloidales dans lgs tissus par 1l'emploi de coupes au

cryostat.

- Tenir compte de la présence des groupements
acides n'appartenant pas aux protéines et pouvant entrsr

en compétition avec les particules colloidales.

- Choix du pH de la solution colloidals qui,
dans le cas de la révélation des protéines basigues, doit
8tre suffisamment élevé (10,5) et étre le plus proche

possible de leur p.71..

B - MISE EN EVIDENCE DES PROTEINES BASIQUES NUCLEAIRES DE LA

CELLULE HEPATIQUE DE RAT

Dans un premier temps, nous avons cherché 3
révéler les protéines basiques nucléolaires et sxtranucléo-
laires du noyau de la csllule hépatique de rat normal. Dans
un deuxiéme temps, nous avons étudié les protéines basiques
des nucléoles 1lésés par action de l’actinomycine D, dans le
but d'éclaircir certeins problémes de structure lié&s au
métabolisme des ARN nucléolaires.

. L'actinomycine D, en effet, inhibe 1la
synthése de 1'ARN "ADN-dépendant” par 1'intermédiaire d'un
blocage des fonctions de 1'ARN-polymérase. Les études stéréo-

chimiques ont montré que cet antibiotique se lie & 1la
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molécule hélicoldale de 1'ADN, dans le sillon mineur, au
niveau d'une base guanine, provoguant ainsi une obturation
inhibant l1'action de 1'ARN polymérase (REICH et GOLDBERG,
1964). Ce mode d'action de l'actinaomycine D expligue pourguoi
cet antibiotique, lorsqu'll est employé & doses faibles,
inhibe préférentiellement la synthése de 1'ARN ribosomel gui,
riche en bases guanine, se synth&tise sur un ADN homologue

relativement plus vite saturé par 1l'actincmycine D.

Sur le plan morphologique, les études effec-
tuées sur un large éventail de matériels, décrivent les
lésions progressives du nucléole des cellules traitées. Ces
lésions sont typiques et consistent en une séperation et
une redistribution des composants nucléolaires d'ol le nom
de ségrégation nucléoclaire qui leur ont été donné (JEZEQUEL
et BERNHARD, 1964 ; SCHOEFL, 1964 ; STEVENS, 1964 ; SIMARD
et BERNHARD, 1986 ; SVOBODA et HIGGISON, 1968). La signifi-
cation de cette redistribution est inconnue, certains auteurs
y voient la conséquence de modifications de structure au
niveau de 1'ADN intranucléolaire (GOLOBLATT et SULLIVAN,
1970 ; RECHER, 1971 ; GOLDBLATT et al., 1868 ; SIMARD et
BERNHARD, 1866 ; SIMARD, 1968).

1 - Méthode

Ces études ont été réalisées sur des fractions
de nucléoles isolés ainsi gue sur des coupes au cryostat de
foie de Rat, ultérieurement incluses dans 1'Epon. Tous les
matériels ont été fixés au formol. L'acide thiocglycoligue a
été utilisé comme agent réducteur des ponts disulfures dans
les conditions suiventss : solution & 0,2 M ajustée avant
emploi & pH 8 par la soude 0,1 N.(Action de 4 h & 37° C). Ce
traitement est suivi d’'un ringage bref dans 1'acide acéti-

gue a 1 p. 100.

La pepsine a &été utilisée comme enzyme protéc-

lytique dans les conditions suivantes : solution & 0,01 p. 100
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dans HCl 0,1 N - digestion 5 minutes & 37° C.

L'actinomycine D a &té administrée aux rats
par voie intrapéritonéale, & la dose de 1 mg par kg de poids,

en sclution dans du sérum physiologique.

Des sacrifices échslonnés depuis 1/2 h
jusqu’a 3 h aprés l'injection ont permis de suivre 1'évolu-

tion précoce de la lésion nucléoclaire.

Les études cytochimiques ont été réaliseées
sur noyaux et nucléoles isolés selon la technigue déja

décrite ainsi gque sur le noyau in situ.

2 - Résultets

a - Protéines du nucléole normal

- Lorsgu'on fait agir sur des fractions de

-~

nucléoles isolés, non digérés & la DNAse, des solutions de
colloides électronégatifs de pH croissants de 4,5 & 10,5,

on observe une coloration de la couronne périnucléolaire dont
la densité diminue avec les pH croissants. Au deld de pH 8,5,
le dépdt de particules colloldales est presque nul (Pl. 13 :

Fig. @a - b - ¢ - dJ).

- Lorsque la coloration est précédée d'une
digestion & la DNAse, quel que soit le pH de la solution
colloidale, 1'intensité de la coloration reste identique de
méme que sa localisation périnpcléolaire et dans le corps
nucléolaire, en bordure des travées du réssgau (Pl. 14 ; Fig.

al.

- Aprés action de 1l’acide thioglycolique, les

solutions de colloides é&lectronégatifs de pH 4,5 colorent
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tout le corps nucléolaire (Pl. 15 ; Fig. a et b). La réduction
des ponts disulfures influe donc sur la révélation des protéi-

nes nucléolaires totales.

- Apres action de la pepsine seule, le réseau
nucléoclaire se colore par une sclution de colloide électroné-

gatif de pH 10,5. Ce résultat a été acquis aussi bien sur

fractions de nucléoles isolés (Pl. 16 ; Fig. b - c) gue sur
les nucléoles in situ (Pl. 17 ;3 Fig. @a - b - c).

- Si l'action de la solution de cocloration est
précédée d'une double digestion pepsine + DNAse, & la colora-
tion du réseau nucléolaire s'ajoute celle de la chromatine

{Pl1. 16 ; Fig. b ; Pl1. 18 ; Fig. a et b).

- Coloration des RNP nucléolaires

La technique d'extraction gue nous avons
décrite dans les méthodes générales nous a fourni deux surna-
geants d'extraction qui ont été déposés sur un gradient de
saccharose et centrifugés. Le profil de sédimentation ainsi
obtenu révéle l'existence d’une zone large, s'étalant de 45 S
4 80 S environ et présentant un maximum & 60 S. Au dela de
80 S, on retrouve une zone hétérogéne s'étalant jusqu'a

environ 100 S (Fig. 4 ; p. 67).

L'observation ultrastructurale des ribonucléo-
protéines extraites, effectuée sur le sédiment cbtenu par
recentrifugation des deux surnageants d'extraction, révéle .
leur caractére granulaire. Ces granules ont en moyenne 150 A
& 200 ; de diametre ; 1ls peuvent &tre ovoides, ils mesurent
alors 350 ; de long sur 110 Z de large. lLes grossissements
€levés les montrent constitués de 1l'enrculement de fibrilles
de 30 & 45 ; de diamétre environ (Pl. 18 ; Fig. a - b - cl.
Le résidu d'extraction se montre essentiellement fibrillaire
et constitué de fragments de réseau nucléolaire et d'amas

chromatiniens (P1. 19 ; Fig. dJ}.



g
3
AN
S
[
©
0,2 -
100 S 60 S 45 S
4 °\ &N
00 /o o
%1 - hd O\Q'O \0 / \
\ o o\ "
o
\/ o\ \o.«>
o
o
\°'°‘o / \
w.o [o)
“o /° oy
O~
\
1 J 1 1 1 1
5 10 15 20 25 30

Fractions n°

Figure 4
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Aprés action d'une sclution de colloide é&lec-
tronégatif de pH 10,5, les ribonucléoprotéines nucléolaires
extraites se colorent d'une maniére identique, que 1l'action
du colloide ait &té ou non précédée d'une digestion & 1la
RNAse (Pl. 20 ; Fig. a et bJ.

- Nous avons suivi les lésions provoquéss
par une seule injection d'actinomycine 0, depuis une demi-
hsure jusqu'a 3 heures aprés l'injection. Les résultats
obtenus sont conformés & ceux décrits par la plupart des
auteurs. La ségrégation nette des constituants du nucléole
en plages fibrillaires denses, fibrillaires cleires et
granulaires a été obtenue deux heures et trois heures apreés
1'injection. Ceci nous a amené & iscler les noyaux et les
nucléoles des cellules hépatiques des rats traités., 2 h 30
aprés 1'injection d'antibiotique. La morphologie des frac-

tions obtenues est illustrée Pl. 23.

La pureté des fractions est bonne. Les nuclé-
oles isolés conservent la morphologie typique des nucléoles
ségrégatifs ce gui confirme les observations de HARRIS
gt al. (1968). Aprés inclusion dans le glycol-méthacrylate,
nous avons constaté une hétérogénéité des compartiments
granulaires, caractérisée par la juxtaposition d’une zone
granulaire dense et d'une zone granulaire plus claire
(Pl. 24 ; Fig. al.

- Nous avons observé apres action de 1la
pepsine puis de la RNAse une résistance plus ou moins
grande des différents compartiments nucléolaires ségréga-
tifs. Les plaeges fibrillaires sont trés résistantes, les

plages granulaires denses moyennemaent résistantes, les
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plages granulaires claires feiblement résistantes, les
plages fibrillaires claires sont completement digérées
(Pl1. 24 ; Fig. a - bl). Un tel résultat a été obtenu par
plusieurs auteurs (SCHOEFL, 1864 ; JEZEQUEL et BERNHARD,
1864 ; RECHER et al., 1971).

- Aprés action de la solution de colloids

glectronégatif de pH 10,5, gue ce socit sur les fractions

nucléolaires isoclées (Pl. 25 ; Fig. a - b - ¢ - d) ou sur
les nucléoles in situ (Pl. 26 ; Fig. a - b), on cbserve

une colaration hétérogéne du corps nucléolaire caracté-
risée par la présence de plages trés colorées, moyennament

colorées et non colcrées.

Dans 1le noyau in situ, la coloration des
histones de la chromatine est subordonnée & une digestion

préalable & la DNAse (Pl. 26 ; Fig. c - cdJ.

- e em m r am e o = = - = o o em o o - - .

Nous nous sommes intéressé essentiellement aux

protéines basiques non liées & 1'ADN.

Aprés digestion des cellules hépatiques & lea
pepsine et coloration per la solution de collolde électro-
négatif de pH 10,5, naus avons cbservé en plus de la
coloration du réseau nucléolaire décrite plus haut, la
coloration d'une structure sphérique de 0,4 u de diametre.
Cette structure apparait constituée d’'un réseau léche dont
les €léments, d'allure grossiérement cylindrique, présen-
tent un diameétre variable de 200 Z a 400 Z (P1. 21 ; Fig.
b et c ; Pl., 22 3 Fig. bl). Cette structure a toujours &té

rencontrée en un seul exemplaire par coupe de noyau
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et jamais au contact direct du nucléole. La morphologie et
la localisation de ces organitss permsttent de les iden-
tifier aux corps pelotonnés (Pl. 21 ; Fig. a ; Pl. 22 ;
Fig. al.

3 - Discussion

- Révélation des protéines nucléolaires

totales. Action de l’acide thioglycolique.

On sait que le nucléole est riche en protéines.
Celles-ci représentent 70 a8 80 p. 100 du poids sec de l'or~
ganite (BERNHARD et GRANBOULAN, 1868). Du point de vue
biocchimique 1'étude de leur composition a montré gqus la
majorité d'entre elles saont acides (70 p. 100) (GROGAN
gt al., 1966). Or si 1'on traite les nucléoles par une
solution de colloide élsctronégatif de pH 4,5 on n'observe
pas de coloration du corps nucléoclaire. Ce résultat ne peut
s'expliquer que par uns difficulté de pénétration des perti-
cules colloIdales jusqu'aux groupes réactifs. Parmi les
facteurs susceptibles de s'opposer & la migration des parti-

cules colloidales i1 faut citer :

= Le travail des forces de friction s’ocppo-
sant a 1’énergie de diffusion des particules. En fait, si
ce facteur existe, son influence est minime puisgue les
particules colloidales électropositives, de taille sensi-

blement identiqus & celle des particules électronégatives,

pénetrent complétement le corps nuclésclaire.

= L’gxistence de la chromatine périnucléo-
laire, pouvant provoquer la formation dfune barriére de
potentiel. En fait apreés digestion & la DNAse, cette

barriére, représentée par les charges positives des groupes
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basigques des histones, n'empéche pas la pénétration, vers
le centre du nucléole, des particules électropositives de

la solution collocldale d’'hydroxyde de fer.

= L'encombrement stérique des protéines du
résgau fibrillo-granuleire semble &tre, en fait, 1l'obsta-

cle &8 le coloration par la solution coclloidale.

Les résultats positifs gue nous avons obtenus,
aprés réduction des ponts disulfures sont en faveur de
cette derniére hypothése et semblent confirmer la présence
d'une duantité importante de ponts disulfures dans les
protéines nucléolaires comme 1l'ont signalée plusieurs
travaux (SANDRITTER et KRYGIER, 1853 ; ZAGURY, 1857
ALBERTINI, 1959 ; LIAU et PERRY, 18689). Ces protéines
pourraient correspondre aux protéines résiduelles diffi-
cilement extractables. On sait que celles-ci s'associent
trés t8t & 1'ARN nucléolaire nouvellement synthétisé. En
effet, CHOI et al. (1968) ont montré que 1'ARN nucléolaire
nouvellement synthétisé ne se retrouve pés dans les sous-
fractions obtenues apres extraction par des solutions
salines mals reste dens la fraction résiduelle non extrac-

table.

Aprés action de l'acide thioglycolique, les
nucléoles isvulés conservent apparemment intactes leurs
chromaetines péri et intranucléolaires (P1. 14 ; Fig. b -
c). Dans le corps nucléolaire, le réseau fibrillaire est
dense, par contre, les granules nucléolaires sont quanti-
tativement réduits. Cette perte des granules aprés réduc-
tion des ponts disulfures confirme l1'hypothése de LIAU
et PERRY (1969) selon laquelle les granules sont 1iés aux

sous-structures par l'intermédiaire de ces ponts.

- Révélation des histones nucléolaires

Aprés action de la DNAse et incubation dans
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la solution colloidele de pH 10,5, la couroconne périnucléo-
laire est cclorée (Pl. 14 ; Fig, a). Bans le corps nucléo-
laire, il a été possible de colorer des travées correspon-
dant & la chromatine intranucléoclaire (Pl. 6 ; Fig. bl.
Nous avons en outre observé un dépdt de particules moins
important, en bordure du réseau fibrillo-granulaire st
notamment autour des espaces clairs correspondant aux
vacuoles. Ce dépdt, moins dense gqu'au niveau des largss
travéss de chromatine intranucléoleire, peut correspondre
aux histones de la chromatine intranucléolaire éparse mise
en évidence par RECHER et al. (1870) et SHANKARANARAYAN

et al. (1966 b).

L'aspect général de cette coleration psut
évoquer une fixation non spécifique des particules colloi-
dales ; en fait nous ne pouvons retenir cette dventualité
étant donné les résultats obtenus au moyen des réactions
cytecchimiques. En effet, la coloration ne s’observe que
lorsque les nucléoles sont digérés & la DNAse (P1l. 13 ;

Fig. d} et ne se produit pas aprés désaminationh.

- Protéines basiques non 1iées & 1'ADN

Dans le nucléole, aprés une action courte de
la pepsine, les fibrilles et les grenules ribonucléoproté-
1igues du réseau se révélent beeauccup plus nettement (P1l.
15 ; Fig. ¢ ; Pl. 16 ; Fig. a). Cette constatation confirme
les résultats acquis par de nombreux auteurs sur la riches-
se de la matrice du réseau en protéines acides (MARINOZZI
et BERNHARD, 1863 ; MARINOZZI, 1964 ; BERNHARD et
GRANBOULAN, 18968} et sur le plus grande résistance des

o

composants particulaires a8 cette digestion.
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La révélation des protéines basigues du
réseau est subordonnée & une action courte de la pepsine
ce qui s'explique par 1l’abondance des groupements acides
de la matrice gui tendent & repousser les particulss
colloidalss de méme signe. Nous avons en outre constaté
gue la structure des protéines du réseau constituait elle
aussi un facteur limitant la coloraticn. En effet nous
avons obtenu apres action de l'acide thioglycoligue, une

coloration faible par la sclution colloidale de pH 10,5.

La coloration des ribonucléoprotéines nucléo-
laires extraites, ainsi que la ccloration du réseau apres
extraction par la pepsine, nous permettent d'affirmer que
les protéines basigques révélées sont localisées sur les
particules ribonucléoprotéiques et scont donc assocociées 3

1'ARN nucléolaire.

Dans le nucléoplasme, aprés une digestion
courte & la pepsine, la coloraticon par la soclution colloi-
dale de pH 10,5 se caractérise per un dépdt léger et
homogéne de particules colloidales sur tout ls nucléoplasme.
Nous ignorons si ce dép8t correspond a le présence de
protéines basiques ou s'il est non spécifigue ; il semble
gn tout cas moins important au niveau des zones d'hétéro-

chromatine (Pl. 17 ;3 Fig. a - b - ¢},

Les corps pelotonnés révélés par notre
technique apparaissent constitués d’éléments filamenteux
dont 1ls diamétre est un peu inférieur & cselui des corps
pelotonnés révélés par la technique a 1’E.D.T.A. (MONNERON
et BERNHARD, 1869) (Pl1. 21 ; Fig. a ; Pl. 22 : Fig. al.
Cette réduction peut s'expliquer per la disparition sous

l'action de la pepsine, d'un constituant protéique acide.
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Deux constatations doivent étre soulignées

- La répartition des protéines basiques n'est

pas homogéne.

- Contrairement &8 ce quli a été observé au
niveau du nucléocle normal, les nucléoles lésés par l'actino-
mycine D se colorent toujours par la solution de colloide
glectronégatif de pH 10,5. Cette coloration n'est ni
subordonnée & une courte digestion préaleble & la pepsine

ni &@ l1'action de l'acide thioglycoligque.

La premiere constatation est & rapprocher
de l'existence des zones diversement résistantes a le
double digestion pepsine + RNAse. Dans la mesure ol 1la
pepsine digére préférentiellement les protéinss acides, les
compartiments résistants sont plus riches en protéines
basiques. cette hypothése est entiérement confirmég par
notre technigue de révélation de ces derniéres. Nous pouvons
donc affirmer la présence de protéines basiques en concen-
tration plus forte que dans le nucléole normal, au niveau

des compartiments fibrillaires et granulaires denses.

La deuxiéme constatation peut s'expliguer
par une modification des concentrations relatives des zones
nucléolaires en protéines acides et basiques. Lors de la
ségrégation, on constate en effet, une condensation du
nucléole qui se répercute sur la caoncentration des éléments
particulaires. Il est possible, en outre, que la structure
des protéines cde la matrice englobant les éléments parti-
culaires soit modifiée et permette ainsi la pénétration
des particules colloidales jusqgu'aux groupements NH, des

2
protéines basiques.
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IIT - RECHERCHES SUR LA DIFFUSION DE. PARTICULES RIBONUCLEOPRG-

TEIQUES DANS DES FRACTIONS NUCLEAIRES ISOLEES

A partir d'une étude critique des différents
milieux d’homogénéisation utilisés dans le fractionnement des
composants cellulaires, DEFERT-KOBUS et al. (1965) ont montré
que les phosphates utilisés pour tamponner les solutions de
saccharose provoguent une perte des constituants phosphorés
des différentes inclusions cellulaires isolées. Cette perte
est particuliérement nette dans les fractions nucléaires et
mitochondriales et non négligeable dans la fraction micro-

somale.

La perte de composés phosphorés provenant
des noyaux isolés a &té &tudiée en détail par ces auvteurs
(DEFERT-KOBUS 8t al., 1986) qui ont pu montrer qu'elle était
sélective et intéressait une famille d'ARN & vitesse de

renouvellement rapide, comparée & celle des ARN restant

localisés dans les noyaux.

Par ultracentrifugation du milieu d'incu-
bation des noyaux, DEFERT~-KOBUS et al. {(1968) ont isolé deux

fractions sédimentables RN1 et RN, dont les caractéristiques

2
physico-chimiques ant été étudiées. Le schéma d'obtention

des sédiments RN1 et RN2 4 partir de noyaux 1isolés incubés
dans une solution de saccharose phosphaté est illustré par

la figure 5, p. 76.

Nous avons étudié sur le plan morphologigus
et cytochimique toutes les étapes de cette diffusion dont
le mécanisme nous a paru intéressant puisqu’'il permet d'une
maniére artificiells, voisine des caonditions physiclogiques,
d'étudier le transport hors du noyau d'une catégorie d'ARN

nucléaires. Ce mode d'obtention de ribonucléoprotéines
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Noyaux "type CHAUVEAU" resuspendus dans une solution
de saccharose 0,35 M tamponnée & pH 7,8 par du phosphate
bipotassigque & la concentration finale de 0,02 M.

Incubation & 4° C pendant 4 h.

Centrifugation 20 mn

a3 20 000 g
Sédiment Sufhageant ¢t Fraction diffusible

Noyaux abrés diffusion

Centrifugation 60 mn
& 80 000 g

Sédiment RN, \K\\\?Lrnageant

Centrifugation 15 h
4 80 000 ¢

T

Sédiment RN2 Surnageant final

Figure 5

Schéma de la prépaeration des fractions

ribonucléoprotéiques diffusibles,
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nucléaires se distingue eainsi de l'extraction avec rupture
de 1'enveloppe nucléaire utilisée par la plupart des

auteurs.

A - METHODES

1 - Milieux d'incubation des noyaux

Deux milieux d'incubation ont été utilisés

. . . 2+
en fonction de la présence ou non d'ions Mg :

» Milieu 1 : saccharose 0,35 M tamponné & pH 7.8 par du
phosphate bipotassigue & 1la concentration
finale de 0,02 M.

« Milieu 2 : Milieu de ZAMENIK et KELLER (13954) corrigé

en ce qui concerne la concentration en

MgClz.

Saccharcse 0,35 M
MgCl, 3 mM
RDH H K2 20 mM
CDSH K 35 mM
KCL : 25 mM

Les temps d'incubation des noyaux dans ces

milieux n'a jamals excédé 4 heures a 4° C.

2 - Technigques de microscopie é&lectroniqus

Les techniques morphologiques employées ont

été détaillées dans lg chapitre II.

En ce qui concerne la cytochimie, certaines

digestions enzymatiques ont été effectuées sur les fractions
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ribonucléoprotéiques obtenues & partir des noyaux, de la

fagon suivante

. DNAse : Digestion de 30 mn & 25° C & la concentration

de 50 ¥/ml sur fractions non fixées.

~ -~

. RNAse : Digestion de 30 mn & 25° C & la concentration

de 50 ®/ml sur fractions non fixées.

Dans le cas des études morphologiques des
composants d’'une zone donnée d'un gradient de sédimentation,
cette zone est collectée et fixée par addition d'un volume
égal de formol & 20 p. 100 (pour inclusion dans le GMA)} ou
de glutaraldehyde & 3 p. 100 (pour inclusion dans 1'Epon]
dans le milisu qui a servi a dissoudre le saccharose du
gradient. La fixation est de 1 h & 4° C, elle est suivie

~

d'une centrifugation de 2 h a8 130 000 g de fagen & obtenir

~

un sédiment qui sera ocu non post-fixé & l'acide osmigue.

3 - Extraction des particules ARN-informofeéres de GEORGIEV

Elles ont &té extraites suivant la technique
de SAMARINA et al. (1968) mais en l'absence d'inhibiteurs
de RNAse. Le milieu d’extraction, employé successivement &
pH 7 et pH 8, contient NaCl G,1 M - MgCl2 0,001 M - TRIS
0,01 M. L'analyse des extraits a été réalisée sur gradients
de saccherose 10 - 30 p. 100 ultracentrifugés 15 h a 20 000
t/mn dans le rotor Spinco SW 25-1.

B -~ ETUDE DES NOYAUX AU COURS DELA DIFFUSION

La morphologie des noyaux incubés pendant

des temps variables dans les deux milieux d’'incubation a
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€té comparée & celle des noyaux témoins incubés pendant
des temps identigues dans des milieux de méme composition

mais ne renfermant pas de phosphatss.

1 - Noyaux témoins

La pureté de la fracticn nucléaire "type

CHAUVEAU" est bonne ; on observe cependant le présence

d’un peu de réticulum sndoplasmique restant accroché & la
membrane externe de l'enveloppe nucléairs et de trés rares
mitochondries, (Pl. 27 ; Fig. @ -~ b - c). Ces noyaux ont un
nucléoplasme homogéne. Les nucléoles sont denses. La membra-
ne externe de l'enveloppe nucléaire se décolle en certains
endroits de la surface nucléaire ; on observe & son niveau

de nombreux ribosomes (Pl. 28 ; Fig. al.

La pureté de la fraction nucléaire "type
HYMER-KUFF". est meilleure que celle de lea précédente (Pl.
28 ; Fig. b - ¢ - d). Les contaminants cytoplasmiques ont
disparu en mé&me temps que la membrane externe des ncyaux.
Le nucléopasme présente une morphologie plus proche de
celle du noyau in situ, la condensation de la chromeatine
marginale et périnucléolaire est en effet plus marguée.
Cette différence déja signalée par MONNERON et MOULé (1968)
et DAUTA—MENTRé {1964) est certainement due & la préssnce
de calcium dans le milieu de resuspension des noyaux soumis
4 1l'action du Triton. Les noyaux type "CHAUVEAU" ont été
an effet centrifugés dans du saccharose 2,2 M ne renfermant

pas d'ions divalents.

2 - Noyvaux incubés dans les milieux phosphatés (Pl. 29 ;
Fig- a - b - c - d]-

Quel que soit le type de noyaux employés,

l'incubation pendant 3 & 4 heures dans 1'un ou l'autre des
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milieux, provoque les mé@mes variations morphologigues. Les
membranses nucléaires ne sont pas rompues et, au microscope

4 contraste de phase, les noyaux restent sphériques. Au
microscope €lectronique, par contre, les noyaux apparaissent
déformés et tassés, probablement & cause ds la centrifuga-
tion nécessaire & la formation du sédiment d'inclusion. Nous
avons estimé grossierement & moins de 5 p. 100 le nombre des
noyaux lésés au niveau de leur snveloppe. Le nuclécplasme,
aprés incubatiaon en présence de phosphates est plus homogéns
gue celuil des noyaux témoins. La lésion morphologique la
plus nette se situe au niveau des nucléoles, qui, en compa-
raison de csux des noyaux témoins, présentent un aspect
dispersé. Les grossissemsnts €levés permettent d'observer
une disparition importants des granules ; par contre, 1ls
compartiment fibrillaire reste dense bien que disposé d’une

maniére plus lache.

Nous avons constaté que cette lésion nucléo-
laire est progressive. Aprés une heure d'incubation, 1les
constituants nucléolaires présentent déjad un aspect disperse,
néanmoins, le réseau fibrillaire est dense et les granules,

réunis en plages, sont nettement visibles.

Le méme aspect est rencontré aprés 2 heures

d'incubation.

Au bout de 3 heures le centre du nucléole
apparait occupé uniquement par le réseau fibrillaire ;5 les

granules sont nettement répartis en périphérie.

Au bout de 4 heures et demies, nous avons
observé les modifications les plus importantes. A la place
du nucléole, il ne subsiste que quelques fragments du
résgau fibrillaira, les granules ayant complétement disparu
(P1. 30 ; Fig. a - b - cJ).
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3 - Déterminations microspectrophotométriques

Elles ont 6té réalisées sur des noyaux
"CHAUVEAU" témoins et incubés 4 h dans le milieu 1. Les
guantités moyennes d’'ADN et d'ARN par noyau ont été
calculées. Les résultats exprimés en picogrammes d'acides
nucléiques sont les suivants, pour un intervalle de con-~
fiance de 5 p. 100

I
' Noyaux Témoins Noyau§ incubés
: : en présence de
: : phosphates
ADN : 8,8 <m «9,3 : 8,8 <m <8,1
ARN : 2,0 <m <2,5 : 1,3<m=<2,04

Les variations des concentrations en acides
nucléiques des compartiments nucléolaires ont €té enregis-
trées par passages d'un faisceau monochromatique de 0,32 u
de diamétre. Le résultat obtenu est illustré par la figure
6, p. 82}.

La concentration en ARN nucléoleire diminue

en moyenne de 50 p. 100 dans les noyaux incubés.

Les photographies effectuées en lumiére
ultra-viclette (Pl. 30 ; Fig. d et Pl. 31 ; Fig. a - b - ¢)
montrent que . la zoneg nucléolaire des noyaux incubés en
présence de phaosphates est difficilement repérable. Nous
avons aussi constaté par ce moyen que l'absence morpholo-

gique d'hétérochromatine périnucléolaire n'est gu'apparente



82

Figure B

Enregistrement des concentrations en acides nucléiques

au niveau du nucléole

et

des noyaux témoins (A)

(Nu)

BJ.

(

és

diffus

ARN + ADN

ARN

L]

ADN

Les fléches positionnent la couronne de chromatine périnu-

cléolaire.
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puisqu’elle est révélée a 260 nm et gqu'elle se traduit

effectivement par un pic d'absocrption.

Les résultats fournis par la détermination
microsbectrophotométrique du contenu des noyaux témoins en
acides nucléiquss sont légérement inférieurs aux détermi-~
nations biochimiques effectuées par MURAMATSU et al. (1983)
sur des noyaux type 'CHAUVEAU, néanmoins, le rapport moyen

%%%- est trés voisin de 0,25, proportion rapportée par ces

auteurs. DBans les noyaux incubés 4 h en présence de phos-

phates, le contenu total en ARN est réduit de 25 p. 100.

C - ETUDE DES FRACTIONS RN1 et RN

2

1 - R

“—1

Des différences apparaissent entre les

sédiments RN1 en fonction du type de noyaux mis en diffusion.

prgpe i gbed A IR T

*HAUVEAU est hétérogéne (Pl. 32 ; Fig. al) st constitué de
granules plus ou moins sphérigues de 150 & 250 ; de diamétre
et de vésicules claires de taille variable. En certains
endroits, des granules sont accrochés a la surface externe

des wvésicules.

- Les ombrages unidirectionnsls (Pl. 32 ;
Fig. b - c¢) aprés dépdt de suspensiocns sur grilles, révelent
la présence de particules de forme irréguliére de 250 ; a
350 R de diamétre et de structurses fibreuses de longueur

variable.

- Les ombrages par rotation (P1. 32 ; Fig.

d s Pl. 33 ; Fig. a), apreés étalement selon la techniqus
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de KLEINSCHMIDT, permettent d'observer la présence de
[+] o
particules sphériques de 300 A & 400 A, isolées ou accro-
chées & des filaments de longueur variable, plus ocu moins
-]

o]
ramifiés. Le diameétre des fibres varie de 100 A & 300 A.

- Les résultats obtenus aprés étalements
de suspensions traitées par les enzymes (Pl. 33 ; Fig. b -
c) sont difficilement interprétables du fait de leur non-
reproductibilité et des difficultés rencontrées au caurs de
l'étalement. Néanmcins, nous avans constaté, apré&s digestion

& la DNAse, une diminution du nombre des fibres.

Dans le cas de grilles mises a flotter,
avant ombrage, sur une goutte de DONAse, 1l nous a semblé,
dans certains cas, que les filaments accrochés aux granules

gtaient partiellement digérés.

Les colorations positives (Pl. 34 ; Fig. a -
b - ¢} révelent 1le constituant fibreux et le constituant
granulaire du sédiment RN1. Au niveau des granules, présen-
tant aprés l'application de cette technique un diametre de
200 a 250 ;, il n'a pas &té possible de déceler de sous-

structures.

En coloration négative, les granules appa-
raissent compacts et présentent une surface réguliere
(P1. 34 ; Fig. dJ.

b - Lg_gégim§g§_8N1 obtenu & partir de 1la
diffusion des noyaux "MYMER et KUFF” est guantitativement
tres réduit. En coupe 11 est essentiellement granulaire et
présente toutes les caractéristigques des sédimaents RN2 gue

nous ellons décrire.
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2 - RN

Aucune différence n'a été observée dans la

morphologie des sédiments RN, obtenus par diffusion de 1’un

2

ou l'autre type de noyaux. Ce sédiment est trés homogéne

(Pl1. 34 ; Fig. e) et constitué entiérement de particules
(4]

de 150 & 250 A. Les vésicules et débris membranaires ont

disparu.

Les ombrages unidirectionnels (Pl. 35 ; Fig.
a) réveélent des granules sphériques d'un diamétre moyen
Q
de 300 A ; par contre, on n'observe plus de structures

fibreussgs.

Apres étalement sur films protéigues,
(P1. 35 ; Fig. b - ¢ - d - el), 1l'aspect est nettement

différent de celui de la fraction RN il est beaucoup

1}
moins fibrilleire. Toutefois, on observe 8 cdté de granules
isolés d'un diamétre de l'ordre de 300 ;, desofilaments de
longueur variable, d'un diametre moyen de 80 A environ,
associés & une ou plusieurs particules sur toute leur
longueur ou par une de leurs extrémités. Certaines assacia-

tions de granules suggérent une structure polysomale.

Nous avons parfois observé la présence de

[+
granules d'un diamétre supérieur (600 A) accrochés a l'une

des extrémités d'un filament (Pl. 35 ; Fig. ¢c).

Apreés coloration négative, les granules
apparaissent, comme ceux du sédiment RN1. peu pénétrés par

l1'agent contrastant et de faorme réguligre.

lLes colorations positives n’'ont pas révélé
de sous-structures, les filaments ne sont pas colorés par

cette technique.
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3 - Discussion

L'enlévement du feuillet externe de l'enve-
loppe nucléaire des noyaux du type "HYMER et KUFF" sntraine
la disparition des vésicules et des membranes des sédiments
RN1. Ceux-ci sont d'ailleurs gquantitativement trés réduits,
par rapport & ceux cbtenus a partir de le diffusion des

noyaux de type "CHAUVEAU".

Cette constatation indigue gque le sédiment
RN1 gst en grande partie constitué de fragments du
feuillet externe de l'enveloppe nucléaire, détachés au cours
de la diffusion, ainsi gue des ribosomes cytoplasmiqgues
encore attachés a ce feuillet. Ceci est confirmé par les
déterminations biochimiques effectuées sur la répartition
et RN,, et

1 2
sur la radioactivité spécifique et la composition en bases

des composés phosphorés dans les fractions RN

des ARN contenus dans les deux fractions sédimentables.

En effet, les fractions RN1 et RN2 obtenues
a partir des noyaux "CHAUVEAU" présentent une différence
importante dans leur contenu en composés phospholipidiques.
Ceux-ci représentent 29 p. 100 du phosphore total dans 1la
fraction RN1 et seulement 5 p. 100 dans la fraction RN2
(PUVION et al., 1868). Cette richesse en composés phospho-

lipigiques de la fraction RN, s'expligue par la présences

1
des membranes vésiculaires.

En ce qui concerne la composition en bases
et la radicactivité spécifique des ARN, des différences

nettes apparaissent entre les deux fractions

- La radioectivité spécifigue des ARN est

3 fois plus €levée dans les RN2.
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G C . . N
U qui est tres
voisin de 1 pour les ARN de la fraction RNZ.est de 1,48
pour ceux de la fraction RN1 (DEFERT-KOBUS et al., 1968)}.

- Le rapport des bases

Ces résultats s'expligquent si la fraction
RN,l est souillée par des ARN ribosomaux.

Sur ls plan morphologigque, a c8té des
particules granulaires, les ombrages unidirectionnels
révélaent des fibres d'un diamétre de 4100 & 300 ; pouvant
8tre d'origine chromatinienne. Ces fibres se retrouvent
apreés é&talement sur films protéigues et leur diamétre est
de l'ordre de celui des fibres de chromatine (KAYE, 198689
et BRAM et RIS, 1871). Une grande partis de ces fibres
disparait d'ailleurs aprés étalement d'une fraction trai-

tée &4 la DBONAse.

Le sédiment RN2 est morphologiguement
homogeéne. Les étalements sur films protéiques le montrent
constitué de granules isolés ou associés & des filaments
dont le diamétre et l'aspect sont ceux des molécules
d'acides nucléiques déroulées. Bien que les tentatives
d'étalements de fractions préaleblement digérées par les
nucléases aient échoué, nous pensons que ces filaments
sont des molécules d'ARN, du fait de 1l’insensibilité de
cette fraction vis & vis de la digestion & la DNAse cons-
tatée lors des études biochimiques effectuées & partir de
centrifugations en gradients de densité (DEFERT-KOBUS,
19711}.

D - ETUDES MORPHOLOGIQUE ET PHYSICOCHIMIQUE DES PARTICULES

DE LA FRACTION RN

2

tes résultats précédents ayant démontré gue

la majeure partie des constituants de la fraction RN1
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ont une origine extranucléaire, nous noup sommes limité &
1'étude de la fraction RN2, obtenue & partir de la mise
en diffusion des noyaux débarrassés de leur membrane

externe.

Les travaux physico-chimigques ont surtout
porté sur la détermination du cosfficient de sédimentation
et de la densité des particuless composant cette fraction.
En gradients de densité saccharose, les particules sédimen-
tent dans des zones différentes du gradient, selon que
1’incubation des noyaux a été réalisée dans le milisu 1
(saccharose 0,35 M, phosphate bipotessique 0,02 M) ou dans
le milieu 2 (milieu de ZAMENIK et KELLER renfermant MgCl

8 la concentration de 3 mM).

2

Dans le premier cas, comparativement aux
constantes de sédimentation des sous-unités ribocscmales,
les particules de la fraction RN, se retrouvent dans une

2
zone présentant un maximum net & 35 S.

Dans le deuxiéme cas, elles se retrouvent
dans une zone dont le maximum atteint 45 S (voir Fig. 7 ;
p. 89).

L'8tude en gradients de chlorure de césium
de la densité cdes particules des pics 35 S et 45 S a permis
de constater gue la diminution du coefficient de sédimen-
tation des particules diffusées en 1'absence de magnésium
était due & une modification de la conformation moléculaire
de celles-ci et ncn @ un changement dans leur composition ;
en effet, les particules des pics 35 S et 45 S présentent
la méme densité de 1,37 (déterminée par centrifugation
& 1'équilibre en chlorure de césium) (DEFERT-KOBUS, 1871).
Nous n'avons d’ailleurs pu déceler de différences morpho-

logigques aprés colorations négaetives.
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Ultracentrifugation en gradient de saccharose de 5 a 25

p. 100 de la fraction RN2 de noyaux de fole de rats isclés

et incubés dans le milieu 1 (saccharose 0,35 M - phosphate

bipotassigque 0,02 M pH 7,8).

Centrifugation en rotor Spinco SW 27 & 20 000 t/mn 14 h &

4° C.
. o D. optigue & 260 nm de sous-unités
ribosomales de foie de rat.
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1 - Le sédiment obtenu par recentrifugation de le znone

45 S des gradients (voir Méthodes) apparait essentiellement
granulaire. Les granules de forme sphérique mesurent de

150 a 220 ; de diamstre. Apreés fixation unique au
glutaraldehyde suivie d'une coloration des coupes au
citrate de plomb, ces granulss sont trés ccntrastés

(PlL. 36 ; Fig. a et bl.

2 - Les colorations négatives des particules (Pl. 3B ;
Fig. ¢ s Pl. 37 ; Fig. a) démontrent 1l'homcgénéité de la
fraction qui apparait par cette technigque, essentiellement
granulaire. Les particules sont sphériques et mesurent

200 a 250 ; de diametre. Certaines apparaissent 1légérement
ovoides, elles mesurent alors le plus fréguemment 170 ;

de largeur sur 270 ; de longueur. Les grossissements
€levés montrent gu'elles sont peu pénétrées par 1'agent
contrastant. Leur surface est quelgque peu irrégulieérs.

Les colorations positives n'ont pas permis de révéler

l'existence de sous-structures & leur niveau [(Pl. 37 ;

Fig. bl.

3 - Aprés étalement selon la technique de KLEINSCHMIDT
(Pr. 37 ;5 Fig. c et d}, les ombragss révelent l'existence,
& cdté de particules libres, de particules réparties

sur de courts filaments de lengusur variable, excédant

rarement 2 microns.

4 - Etude cytochimigque sur coupes aprés inclusion dans le
GMA.

Aprés inclusion dans le glycol-methacrylate
et double coloration & l'acétate d’'uranyle et au citrate
de plomb, les particules apparaissent organisées en réseau
ldche, lsur contour est moins bien défini (Pl. 38 ;

Fig. al.
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lL'action de la pepsine (Pl. 38 ; Fig. c)
entraine une diminution importante du contraste général du
réseau granulaire. Il n'est plus possible de distinguer les
granules. Les graossissements élevés permsettent d'observer a
leur place des grains de 50 & 100 ; de diametre, faiblement

contrastés.

Aprés action de la RNAse, on observe un
p8lissement des granules, leur contour devient plus flou ;

néanmoins ils ne disparaissent pas (Pl. 38 ; Fig. bl.

L'aspect observé aprés double action pepsine
puis RNAse (Pl. 38 ; Fig. d)} est pratiquement identiqus
a celui donné par la pepsine seule. La diminution du contras-
te est trés nette, il n’est plus possible de distinguer les

particules, bien gqu'’elles ne soient pas completement effacées.

5 - Discussion

La morphologie des particules 45 S est
identigue 3 celle des particules du sédiment RN2 3 apreés
étalement sur film protéique monomoléculaire, les aspscts

sont les mémes.

Le résultat des digestions enzymatiques est
en faveur de la nature ribonucléoprotéique des particules.
Celles~-ci sont d'ailleurs trés sensibles & la digestion
4 la pepsine. Aprés digestion & la RNAse, par contre, les
particules bien gque plus floues et moins contrastées, sont
encore présentes. Ces résultats sont en faveur d'une riches-
se importante en protéines, ce qui confirme les détermina-
tions biochimiques quil estiment & seulement 27 p. 100 le
contenu en ARN des particules (BEFERT-KOBUS, 1971). Sur le
plan physico-chimique, les particules se montrent treés

sensibles & l’action de la RNAsse puisque le pic radiocactif
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~

correspondant &4 la zone 45 S s'effondre totalement apreés

une digestion de 20 mn & 37° C (50 ug de RNAse par ml).

E - COMPARAISON ENTRE LES PARTICULES 45 S DIFFUSEES ET

D'AUTRES TYPES DE PARTICULES NUCLEAIRES EXTRAITES

Parmi les particules nucléaires extraites
par de nombreux auteurs et ayant été peu étudiées sur ls
plan morphologigue, les ARN-informoféres (SAMARINA et al.,
1967 ; 1968) présentent des caractérses physicochimiques
voisins de ceux des particules diffusées (voir Généralités)
nous avons pensé que l'étude morphologique comparative de
ces deux types de ribonucléoprotéines permsttrait de mieux
comprendre leur signification fonctiennelle. Dans le but
de diminuer les dégradations éventuelles de 1'ARN au cours
de la diffusion et pour nous rapprocher des conditions
d’'extractions de SAMARINA et al., nous avans étudié 1la
diffusion daens le milieu habituel (milieu d'incubation 2)
auquel nous avons ajouté un inhibiteur cytoplasmique de
RNAse obtenu selon les procédés de ROTH (1958) et de
SIRAKOV gt KOCHAKIAN (1989) (inhibiteur provenant de 1 foie

pour une guantité de noyaux provenant de 1 foie).

Nous avons en outre repris, en coloration
négative, 1'é&tude morphologique des granules nucléolaires
extraits déja décrits dans le chapitre III, de fagon a
vérifier leur présence éventuelle dans le milieu de
diffusion.

1 - Etude des particules ARN-informoféres de GEORGIEV

Le profil du gradient de sédimentation

{Fig. 8 ; p. 93) se caractérise par la présence de 2 zones
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Particules ARN-informoféres de GEORGIEV déposées sur
gradient de saccharose de 10 & 30 p. 100.
Centrifugation 15 h & 20 000 t/mn (Rotor Spinco SW 25/1).
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une zone bien délimitée (Zone I) présentant un maximum
trés net dans la région 30 S du gradient, une zone plus
large et plus hétérogéne (Zone II), dans la partie la plus

lourde du gradient, s'étalant de 45 S a 60 S snviron.

. Aprés inclusion (Pl. 38 ; Fig. a et b),
le sédiment obtenu par recentrifugation du matériel de 1la
zone I se montre homogéne et constitué de particules
sphériques, denses, organisées en un réseau irrégulier. Ces
particules mesurent en moyenne 140 & 200 Z de diametrs.
Les grossissements élevés ne permettent pas de distinguer

de sous-structures a leur niveau.

» Les colorations négatives (Pl. 39 ; Fig.
c et d) confirment 1l'homogénéité de cette zone. Les parti-
cules présentent, par cette technigue, un diamétre moyen
de 220 Z. Les grossissements plus élevés permettent de voir

gqu’elles sont peu pénétrées par l'agent contrastant.

L'aspect général de la zone II (P1l. 40 ;
Fig. a) aprés colorations négatives, est nettement diffé-
rent de celul de la zons I. Alors que précédemment les par-
ticules se répartissaient & peu preés uniformément, sans
qu'il soit possible de distinguer entre elles des associa-
tions nettes, dans le cas de la zone II, on observe des
associations en groupes ou en chainettes de 2, 3 ou 4 parti-

cules d'apperence irrégulieére.

Leur diamétre moyen est comparable & celui
des particules de la zone I, mais leur forme sst souvent
plus allongée, slles mesurent alors en moyenne 380 R syr
190 R.
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Aprés ce type d'extraction, les noyaux sont
tous fragmentés ou complétement détruits (Pl. 41 ; Fig. a)l.
Le résidu se compose d'amas chromatiniens épars, de débris
membranaires st de fragments de noyaux dans lesquels il
est possible de distinguér des nucléoles et des groupes

de grains interchromatiniens.

2 - Aprés coloration négative (Pl. 40 ; Fig. b et c),

les particules nucléolaires extraites apparaissent sphé-
riques et de teille variable, les diamétres s'@chelonnent
de 170 R a 330 R. On distingue fréquemment des associations
de 2 ou 3 particules, ce qui donne & l'ensemble un aspect
tres différent de celui observé avec les particulss de
GEORGIEV et avec lss particules diffusées. A un grossisse-
ment plus &levé, on observe que 1l'agent contrastant péné-
tre profondément les granules nucléolaires et révéle
nettement une structure fibrillaire constituée par l'enrou-
lement en peloton d'un filament de 40 X de diametre environ.
Cetts observation confirme celle sffectuée aprés inclusion
(voir chapitre III).

3 - Diffusion en présence d'inhibiteur de RNAse

Les profils des densités optiques et des
radicactivités diffeérent de ceux obtenus sur la fraction
RN2
diffusion privé d’'inhibitsur de RNAse (témoin) (voir Fig.

S ; p. 96). On remarque en effet par rapport au témoin,

issue d'une incubation des noyaux dans le milieu de

la disparition du matériel présent dans la zone légere
du gradient, ce gui permet de supposer gqu'il provenait
de la dégradation de fractions plus lourdes. En outrs, on
constate l%apparition d'un matériel abscorbant radiocactif

s'étalant de fagon hétérogéne au deld de 45 S.
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Ultracentrifugation en gradients linéaires de saccharose
de 0,3 8 1 M dans le rotocr Spinco SW 25/1 & 25 000 t/mn
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Graphigque A : Fraction RN2 de Noyaux de foies de rats marqués
au 2% (1 mC/rat - 1 h) et incubés dans le milieu n°® 2.
Graphigue B : Le milieu d'incubation a été additionné

d’inhibiteur de RNAse.
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Aprés inclusion (P1l. 41 ; Fig. b et c), le
sédiment obtenu par recentrifugation de la zone lourde du
gradisgnt {(supérieure & 45 S) est homogéne gt granulaire.

Les granules d'un diametre moyen de 240 ; ont, 8@ grossisse-
ments élevés, une forme moins régulidre que ceux constituant
le pic 45 S. Certains semblent en pfrtie constitués ds

fibrilles pelotonnées d'environ 50 A de diamétre.

Les colorations négatives (Pl. 42 ; Fig. a)
confirment 1'irrégularité de structure des particules. Elles
sont mieux pénétrées par 1'agent contrastant que celles
du pic 45 S et semblent &tre de texture fibrillaire. La
répartition des particules n'est plus homog&ne et beaucoup
d'entre elles sont associées en groupes plus ou moins
importants ou en courtes chainettes bien révélées aprés

coloration positive (Pl. 42 ; Fig. b et cl.

F - RECHERCHES SUR L'ORIGINE INTRANUCLEAIRE DES PARTICULES

DIFFUSEES

Nous avons voulu déterminsr & quel type
de ribonucléoprotéines caractérisables in situ appartenaient
les particules diffusées ; nous avons, dans ce but, comparé
les noyaux témoins aux noyaux diffusés aprés coloration
préférentielle des ribonucléoprotéines selon BERNHARD
(19639). Nous avons en outre étudié 1'influence de faibles
doses d'actinomycine D sur la diffusion des particules.
de fagon & révéler une participation éventuelle des ARN
nucléolaires. Les injections d'antibiotigque ont été faites,
par vole dintrapéritonéale, 3 h avant le sacrifice des rats,

~

4 la dose de 0,25 ug par g de poids de 1'animal.
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1 - Noyaux témoins (Pl. 43 ; Fig. a et b)

Les différents types de ribonucléoprotéines
sont révélés. Les ribonucléoprotéines fibrillaeires et
granulaires du nucléole sont treés contrastées. Le nucléo-
plasme est trés chargé et on distingue nettement les groupes
de grains interchromatiniens ainsi que les fibrilles péri-
chrometiniennes en bordure des zcones de faible densité
correspondant & la chromatine. Des grains périchrcmatiniens
sont nettement visibles notamment en bordure de la chroma-

tine périnucléolaire.

2 - Noyaux "diffusés” (Pl. 43 ; Fig. ¢ ;3 Pl. 44 ; Fig. a et
b)l

Apres diffusion, 1'aspect générel du nucléo-
plasme est nettement différent. Des amas granulaeires épars
sont colorés ; les grossissements moyens permettent de
constater qu'ils correspondent aux grains interchromatiniens
qui, seuls, ont acguis un contraste analogue & celuil observé

dans lss noyaux témoins.

Les grains périchromatiniens scont moins
contrastés et surtocut plus difficilement repérables du fait
de l'aspect homogeéne du nucléocplasme. Les fibrilles péri-
chromatiniennes ont presque coempleétement disparu. Au niveau
du nucléole, les ribeonucléoprotéines fibrillaires sont
entourées d'une zone claire non colorée. Les granules ont

complétement disparu.

3 - Action ds l'’actinomycine D (Pl. 44 ; Fig. c ; Pl. 45 ;
a-b-c¢c - d}.

Apres diffusion, la morphologie du nucléole

est peu modifiée ; les compartiments fibrillaires et
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granulaires sont toujours présents. La densité des granules
nucléolaires reste inchangée. Aprés application de la tech-
nigque &8 1'E.D.T.A., les constituants ribonucléoprotéiques
du nucléole sont bien colorés, notamment les granules
nucléolaires. L'aspect du nucléoplasme est identique a
celui des noyaux diffusés non traités a l'actinomycine D,
les seuls constituants ribonucléoprotéiques bien colorés

gtant les grains interchromatiniens.

G - DISCUSSION

1 - Aspects nucléolaires constatés dans les noyaux "diffusés”

Nous avons constaté au cours de la diffusion

gue le nuclécle prenait graduellement un aspect diffus (/_\
aus

\ L.’LLE)

.

—

et gu’'il perdait une grands partie de ses granules ribo-
nucléoprotéiques. Cette cbservation ast confirmée par les
études microspectrophotométriques. La composition des
milisux de diffusion peut &tre responsable au moins en
partie de ces aspects. En effet, on sait que le mcrphologie
des noyaux isolés est tres sensible & la présence des ions
divelents dans les miliesux d'homogénéisation ou de resus-
pension. Bien que dans le milieu de diffusion n®°2, les ions
Mg2+ soient en concentration suffisante (3 mM) pour préser-
ver une bonne morphologie du nucléole (MONNERON et MOULE,
1968), il faut compter avec les 20 mM d'ions phosphates gqui

tendent &4 les complexer.

Il est pussible gqu'au cours de la diffusion
se produise une dégradeticn de 1'ARN nucléolaire. CHAKRAVORTY
et BUSCH (1867) ont en effet montré que 1'activité de .la
RNAse nucléolaire est importante et que cette enzyme est
en grande partie libre et non liée & un inhibiteur comme
elle 1'est dans le nucléoplasme ;3 le fait gue les nucléoles

~

de noyaux de foie de rat traités & 1l’actinomycine D
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conservent un compartiment granulaire apparemment intact
aprés la diffusion pourrait alors s'expliquer puisguse
l'activité de la RNAse nucléolaire est alors réduite au

1/3 ocu méme au 1/6 de celle présente dans un nucléole

normal (SIEBERT et al., 1968J)., Les nucléoles résultant de

la ségrégation peuvent aussl présenter une plus grande
résistance envers la composition du milieu d'incubation des
noyaux, du fait d'une liaison plus é&troite entre 1'ARN et
les protéines des particules (DARNELL, 1968) ou du fait d’un

changement structural de la matrice du réseau (Chapitre I1).

Oe toute fagon, il ne semble pes que 1la
participation du nucléole & la diffusion des particules
ribonucléoprotéigues soit directe. En effet, les particules
diffusées présentent une morphologie trés différente de
celle des granules nucléolaires. D'autre part, les résultats
obtenus & partir de la diffusion de noyaux de cellules
hépatiques de rats traités a l'actinomycine D ne sont pas
en faveur d'une telle participation. La dose faible d'anti-
biotique que nous avons injectée proveogue une inhibition
de 50 p. 100 des synthéses d’ARN (GOIDBLATT et al., 1969)
et blogqus totalement la synthése des ARN nucléoclaires
(GEUSKENS et BERNHARD, 1966). Nous avons constaté, sur le
plan biochimique que la composition en bases des ARN diffu-

G+ C 1)} 3 cette population d'ARN

A+ U
est donc homogéne et indépendante des ARN ribosomaux.

sés reste inchangée (

2 - 3tructure des ribonucléoprotéines

Aprés coloration négative, les particules
diffusées présentent des caractéres communs & d’'autres
particules obtenues par extraction et notamment aux

ARN-informoféres.
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Les images d’'associations de granules et
de filaments cbtenues apres Etalement sur films protéiques
monomoléculaires sont difficiles & interpréter. Il est
possible que l1'acétate d’'ammonium contenu dans la scglution
d’'étalement favorise la dissociation, au moins partielle,
des éléments d'une particule sphérique compacte telle
qu'elle est observée aprés ombrage unidirectionnel cu aprés
coloration négetive. Dans ce cas la particule apparaitrait
constituée de l'egnroulement d’une molécule d'acide nucléique,
sur laquelle se répartissent des granules sphériques de
nature protéique. L'observation, sur certaines photographies,
de particules de taille plus impcrtente reliées & 1l'extrémité
d’'un filament pourrait é&tre le résultat d'une dissociation
incomplete de la particule. Il doit &tre noté que SPOHR
et al. (1870) ont observé, dans la fraction cytoplasmique
de cellules Hele, des perticules de 110 R a 200 Z (aprés
coloration négativel] formées par l’enroulement d'un filament
présentant des petits nodules répartis sur sa longueur. Ces

particules représenteraient des complexes mARN-protéine.

Les résultats obtenus aprés digestions enzy-
matiques et notamment la résistance relative des particules
4 l'action de la RNAse sont en faveur d'une telle interpré-
tation, la forme de la particule dépendant surtout de son

composant protéique.

3 - Origine des particules diffusées

La diffusion s'accompasgne d'une perte des
fibrilles périchromatiniennes des noyeux. Css fibrilles
semblent représenter 1l'expression morphologigue de 1'ARN
chromoscmique nouvellement synthétisé. En effet, PETROV
et BERNHARD (1871} ont montré que leur nombre augmente
dens les noyaux des cellules soumises & une stimuletion

des synthéses d'ARN {par la cortisone et la réalimentation
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faisant suite & une période de jelnel). Inversement,
l'injection d' a-amanitine, agent de blocage spécifigue

de 1'ARN polymérase extranucléoclaire, provoque une réduction
importante des fibrilles périchromatiniannes {PETROV, 1971 ;
PETROV et SEKERIS, 18971). Par autoradiogrephiesultrastruc-
turales effectuées sur des cellules de rein de singe de la
lignée BSC1 marquées pendant 2 mn & 1l'uridine tritiée, FAKAN
gt BERNHARD (1871) ont montré que la radiocactivité nucléairs
se localisait, en plus du compartiment fibrilleire nucléop-
laire, en bordure des masses chromatiniennes condensées,
c’'est-a-dire au niveau des fibrilles périchromatiniennes ;
cette constatation renforce encore l'hypothése de la présencs

d ce niveau du dARN.

Les résultats des études physico-chimiquss
réalisées sur 1'ARN des particulss diffuséss sont en faveur
de son appartenance &8 la classe des dARN. Leur composition

nucléotidique est de type AU sans toutefois etteindre 1la
G + C _
A+ U

ADN totaux. De plus, les ARN des particules se marqguent plus

valeur théorigue 0,73 calculée d'aprés celle des
rapidement gue les ARN restant dans les noyaux aprés la dif-
fusion. En effet, la radiocactivité spécifique des ARN diffu-
sibles, déja treés importante au bout d'une demi-hesure,
atteint son maximum en une heure ds marquage par l'acide
radiophosphorique ; alors que les ARN non diffusibles
présentent un maximum de radicactivité spécifique apreés

2 heures deg marquage par le méme précurseur.
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IV - DISCUSSION GENERALE

Les recherches gque nous avons effectuées
sur la locelisation des protéines basiques non liées &
1'ADN du noyau et du nucléole et sur les ribonucléopro-
téines diffusées de fractions nucléaires isolées, s'ins-
crivent dans 1 ensemble des travaux portant sur l'assem-
blage des perticules ribcsomales précurseurs et sa régula-
tion, et sur le transport des ARN du noyeu vers le cyto-

plasme.

-

1 - Protéines basiques nucléaires non liées & 1'ADN

Les expériencses de marquage des protéines au
moyen d'aclides aminés radicactifs ont permis de révéler
l'existence dans le nucléole, d'une partie des protéines
ribosomales. WARNER (1966} a montré qu'aprés un merguage
bref, la radicactivité est retrouvée au niveau des riboso-
mes cytoplesmiques dans un délai de 30 & 120 mn, ce qui
suppocse que l’'assemblage ARN-protéine s'effectue hors du
cytoplasme, dans le nucléole, dés la synthése ge 1'ARN
ribosomal (WARNER et SOEIRO, 1867). Ces protéines riboso-
males intranucléolaires représenteraient 60 p. 100 des

protéinegs ribosomales totales.

En stoppant toute nouvelle synthése proté-
igue par lg cycloheximide, aprés (WARNER et al., 1968)
ou avant (WILLEMS et al., 1968 ; CRAIG et PERRY, 1970} un
marquage bref de 1'ARN par 1’uridine radiocactive, on note
l'apparition dans le cytcplasme, de sous-unités ribosomales

renfermant respectivement les ARN marqués 18 S et 28 S.
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Ces sous-unités sont capables de former des ribosomes
fonctionnels (WARNER et al., 1868). Ainsi en 1'absencs
de synthéses protéiques, les ARN ribosomaux peuvent
s'associer aux protéines ribosomalss ; il existe donc un
pcol de protéines ribosomales libres préformées {MADEN,
1871).

En microscopie optigque, des &tudes histo-
chimiques réalisées au moyen de colorations spécifigues des
protéines basigues ont permis dans certains cas de colorer
les nucléoles (BLOCH et HEW, 1960 ; COWDEN, 1863 ; BOLUND
et RINGERTZ, 1866). Par l'applicaticn de techniques de
microfluorescence, MAISEL et LYTLE (1966) ont montré que
les nucléoles de cellules de rein de singe cultivées in-
vitro réagissent avec une globuline du sérum humein. La
présence obligatoire pour la fixation de cette globuline,
de son composant acide sialique, a amené les auteurs 3
gtablir que le composant nucléclaire fixé est une protéine

basique "histone-like"”.

Certains résultats indigquent gu’au moins
une partie des protéines basigues nucléolaires ainsi mises
en évidence en microscopie optigue sont liées & 1'ARN
nucléolaire. COWDEN (1963) a en effet montré que la colo-
ration par le Fast-green des protéines basiques des nucléo-
les des ovocytes d'Amphioxus est dense dans les stades
précoces caractérisés par une importante synthése d’ARN
nucléolaire, et décroit ensuite parallélement au taux
de synthése de 1'ARN. De méme, SUSKIND (1965) signale que
l'incorporation de lysine tritiée dans les nucléoles de
cellules Hela décroit apres extraction de 1'ARN et est

~

inhibé par un prétraitement des cellules & l'actinomycine D.
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Plus récemment, les études chimigues sur les protéines

du nucléole et des ribosomes ont permis la mise en évidence
cans ces deux structures, de protéines basigues de compor-
tement électrophorétique identique (MUNDELL, 18968 ; IZAWA
et KAWASHIMA, 1969). Pour CHOI st al., (1988), ces protéines
basiques seraient en pertie responsables de la liaison des

granules nucléolaires aux sous-structures.

Nos recherches & 1'échelle ultrastructurale
ont révélé des protéines basiques au niveau des particules
ribonucléoprotéiques du nucléole mais ne nous ont pas permis
de déceler de différences sur le mode d'assocciation de ces
protéines & 1'ARN, au niveau des riboscmes cytoplasmiques
et des granules nucléolaires. En effet, la présence de
groupes phosphates de 1'ARN & la surface des particules
peut influer sur leur coloration per une solution de col-
loide électronégatif. Ces groupes phosphates ne représen-
tent sur le ribosome cytoplasmique gue 20 p. 100 des groupes
accessibles sur 1’ARN libre (SPIRIN, 1868 b) ;ceci explique
en partie l'absence apparente d'action de la RNAse sur 1la
coloration des ribosomes cytoplasmiques. Nous avons pu
vérifier, sur les granules nucléoclaires extraits, que la
RNAse ne renforce pas la coloration par augmentation de le
guantité de particules colloidales retenues sur les granules.
Un travail récent de SMITH et STUART (1971) signale pourtant
l'existence probeble d'arrangements ARN-protéines différents
dans les ribosomes cytoplasmiques et les granules nucléo-
laires apres application d'une imprégnaticon & 1'argent.

En effet, le dépdt de greins d'argent au niveau des granules

nucléolaires ne se produit plus aprés extraction dg

leur ARN, ce qui n'est pas le cas au niveau des riboscmes

cytoplasmiques.
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c - Les_corps_pelotaonnés

L'existence de protéines basigues dans les
corps pelotonnés et dans les nucléoles pose le probléme
de 1l'existence d'une éventuelle relation fonctionnelle

entre ces deux structures.

Nous avons constaté gue les corps pelotonnés
sont fréguemment situés & proximité du nucléole, 1la
distance les séparant du périmétre nucléolaire excedant
rarsment 1 u. Il est possible gue les corps pelotonnés
appartiennent au groupe des corps nucléaires bien que ces
derniers aient une morphologie souvent trés différente
(MONNERON et BERNHARD, 1968). Néanmoins, il est intéressant,
de signaler gue legs corps nucléeires se rencontrent frégquem-
ment dans des cellules présentant une hyperactivité physio-
logique ou provaquée, donc dotées d'un systéme nucléolaire
développé (BOUTEILLE et al. 1887)}. De plus, KIERSZENBAHM
(1869) a décrit l'existence de connections reliant le
nucléole aux corps nucléaires dans des cellules tumorales
de glendes salivaires humeines ; cet auteur en conclut que
les corps nucléaires sont constitués de matériel détaché
du corps nucléolaire. La mise en évidence récente d'un
renouvellement de protéines au niveau des corps nucléaires
(BOUTEILLE, 1971 ; DUPUY-COIN, 1871) suggeéere qu'lls puilssent

8tre 1iés au métabolisme des protéines ribosomales.

Ce probléme est tres difficile & traiter

puisqu’il est 1ié au métabolisme de 1'ARN nucléclaire.
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Il n’'est pas dans notre intention de discuter ici des
mécanismes responsables de la reépression ou de l'expression
des geénes nucléolaires, mais de l'influence des protéines
dans la régulation de la formation des sous-unités riboso-

males.

Il semble exister une coordination entre la
synthése de 1’ARN ribosomal et celle des protéines. L'arrét
des synthéses protéiques par le cycloheximide par exemple,
entraine une modification du métabolisme de 1'ARN riboscmal
(JACKSON et STUDZINSKI, 19868 ; HIGASHI gt al., 1968) pouvant
se traduire par une baisse de la synthése de 1'ARN nucléo-
laire 45 S (CRAIG et PERRY, 1870).

Le mangue de certains acides aminés dans le
milieu de culture de cellules cultivées in vitro peut provo-
quer une perturbation dans 1'équilibre de la formation des
sous-unités ribosomales et dans le métabolisme de 1'ARN
nucléolaire (MADEN et al., 1869), se traduisant par un excés

de l'une ou l'autre des sous-unités ribosomalss.

Les protéines jouant ce rdle de régulation
font certainement partie du pool ultranucléaire ou intra-
nucléolaire des protéines ribosomales. Trés récemment
PEDERSON et KUMAR (1971) ont montré gue 1la régulation de
la formation des ribosomes dans le nucléole s'effectue au
niveau de 1'ARN précurseur 45 S et qu'elle est scus la
dépendance de certaines protéines ribosomales. GRANICK
et GRANICK (1971) ont montré que 1l'absence d'arginine dans
le milieu provoguailt une disscociation de la structure nucléo-
laire. Cette action serait due & un mangque en protéines

basiques devant se lier & 1'ARN nouvellement synthétisé.

L'actinomycine D employéed faibles doses

entraine une baisse du taux de marquage des protéines
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ribosomales nucléocleires, CRAIG et PERRY (13871) ont montré
qu’'il ne s'agissait pas d'une inhibition de leur synthése
mais plutdt d'une dégradation plus rapide de ces protéines
du fait de leur non-stabilisation par 1'ARN nucléclaire.

La révélation, dans les nucléoles de cellules traitées

& l'actinomycine D, d'une répartitiocn différente des
protéines et notamment des protéines basiques est suscepti-
ble d’orienter de nouvelles recherches sur des modeéles
permettant d'établir les relations existant entre la struc-.

ture et 1la foncticn.

2 - Transport de l'information du noyau vers le cytoplasme

a - Comperaison_des _particules_obtenues_par

Comme nous l'avons signalé dans 1'introduc-
ticn, un certain nombre de particules ribcnucléoprotéiques
ont été extraites des noyaux. Certaines d'entre elles ont
fait 1l'ocbjet d'études morphologiques, ce gqui nous permet de
les coumparer aux particules que nous avons obtenuss par
diffusicn de fractions nucléaires isoclées. Cette confronta-
tion facilitera la discussion de leur signification fonc-
tionnelle. Le tableau III p. 109 résume les principales
propriétés physico-chimiques des particules obtenues par

diffusion.

@} - Particules_40 S de_ MOULE (MONNERON et

MOULE, 1868)

Sur le plan morphologique, nos particules

présentent de nombreuses analogies avec les particules de
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1) 0
MOULE. Leur taille, de 150 A & 220 A aprés inclusion dans
1'Epon, est trés voisine de celle des particules 40 S

cbservées dans les mémes conditions (180 A a4 250 AJ

D'autres caracteres les rapprochsent :

- Leur aspect en réseau ldche aprés inclusion
dans le glycol-methacrylate.

- Leur aspect apres coclorations négatives et,
en particulier, leur résistance a la
pénétration du colorent.

- Leur comportement vis & vis des digestions
enzymatiques : affaiblissement net de leur
contraste aprés action de la RNAse et
résistance partielle 3 la double action
pepsine + RNAse.

- Bien que nous n'ayons pu mettre en évidence
& leur niveau, aprés colorations positives,
la présence de sous-structures, la diges-
tion pepsigue provoque la disparition des
granules de 150 A et l'apparition de grains
de 50 A a 1040 A de dlametre, de contraste
faible. MONNERON et MOULE obtiennent un
résultat identigue aprés action de 1la

pronase.

Sur le plan physico-chimigue, les analogies
résident surtout au niveau de 1'ARN des particules. Dans
1'un et 1l'autre cas, 11 s'agit d'un ARN de faible poids
moléculaire (3 & 4 S), ayant une composition en bases se
rapprochant de ceglle des ARN chromosomiques [%—;m% voisin
de 1), et dont la synthése est, au moins en partie, résis-
tante a4 l'action de l'actinomycine D (MDULé gt al., 1869).
L'extraction des particules 40 S de MDULé gst sensible
4 la concentration des ions Mgz+ du milieu et, au-dela de
5 mM, il n'est plus possible de les obtenir ; par contre

nos particules diffusent encore des noyaux en présence



d’'une concentration en ions Mg2+ égale a 10 mM (DBDEFERT-
KOBUS, 1871) ; il faut néanmoins tenir compte, dans notre
cas, de l'action complexante des lons phosphates présents

en concentration relativement élevée.

Les études morphologiques conduites par
MONNERON et MDULé (1968) ont amené ces auteurs & penser
gue leurs particules 40 S dériveraient des grains inter-
chromatiniens. Nos propres expériences sur les particules
45 5 diffuseées tendent & montrer qu'elles dérivent des
fibrilles périchromatinienngs. Ces origines différentes des
2 types de particules pourraient néanmoins expliquer les
analogies morphologiques st physico-chimigues existant
entre elles, dans la mesure ol des relations ont été obser-
vées in situ entre grains interchromatiniens et fibrilles
périchromatiniennes (MONNERON et BERNHARD, 1868). Trés
récemment, FAKAN et BERNHARD (1971) ont montré au moyen
d’autoradiocgraphies ultrastructurales que. lss grains inter-
chromatiniens ne sont certainement pas du méme type que les
particules 40 S de MOULé. En effet, alors que les particu-
les 40 S renferment un ARN rapidement margué, les grains
interchromatiniens des cellules de rein de singe de lea

lignée BSC cultivées in vitro, ne se marquent pas, ou

1
trés peu, aprés une incubation des cellules pendant 1 h
dans un milieu renfermant de l'uridine tritiée, suivie

d'une "chasse” de 3 h.

B) - Particules_ARN-informoféres de_ GEORGIEV

La morphologie des particules 45 S diffusées
est trés comparable & celle des monoméres de GEORGIEV. Dans
les deux gas, l'aspect est identigue aprés inclusion dans
1'Epon. Les particules du pic 45 S ont un diamétre légére-~

ment supérieur aprés colorations négatives, mais elles
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présentent la mé&me morphologie ; celle de particules sphé-
riques peu pénétrées par 1'agent contrastant. Sur le plan
physico-chimique, ces deux types de particules présentent
aussi des similitudes : faible densité en CsCl, spectre

d'absorption identique en lumiére ultraviolette et sensi-

bilité & la digestion & la RNAse.

Les différences lss plus caractéristigues
partent sur le coefficient de sédimentation (30 S pour les
monoméres de GEORGIEV) et sur 1'ARN. Dans le cas des parti-
cules 45 S diffusées, 1’'ARN présente un coefficient de
sédimentation de 4 S alors qu'il est de 8 S dans les mono-
meéres. En plus, 1'ARN des monomeéres est de type ADN plus
prononcé pulsque le rapport des bases %_%*%_ atteint 0,78.

Il est cependant important de noter quse
lorsque la diffusion est effectuée en présence d'inhibiteur
de RNAse, on observe l'apparition d'une zone plus lourde
en gradient de sédimentation. Cette zone renferme des
particules présentant les mémes caractéristigques morpholo-
gigques gue celles des polymeéres de GEORGIEV (assemblages
de plusieurs particules). En outre, 1'étude de la composi-
tion de ces fractions supérieures a 45 S esffsctuée actuel-
lement par Madame DEFERT-KOBUS, révele la présence d’'ARN
de masse moléculaire plus élevée st de composition en bassas
de typs ADN plus marqué (%~%—% = 0,85) (Tableau III ; p.
109).

8} - Avec_les_structures ribonucléoprotéigues

de SADOWSKI (LAWFORD st al., 1867 ;
SADOWSKI et HOWDEN, 1968).

Ces auteurs ont extrait des noyaux de foie

de Rat, une fraction ribonucléoprotéique caractérisée



morphologiquement par 1'association, en grappes ocu en chal-
nettes, de particules de 200 ; de diamétre (LAWFORD et al.,
1867). Des filaments de 40 K a 100 ; de diametre semblent
unir ces particules. Certaines des associations granules-
filaments décrites par ces auteurs, ressemblent aux images
que nous obtenons apres étalement sur film protéique de 1la
fraction RNZ. Les agrégats particulaires en grappes ou en
chainettes sont aussi trés semblables 3 ceux gue naous avaons
décrits aprés coloration positive de le fraction lourde,

obtenue en présence d’'inhibiteur de RNAse.

Peu de caractéres physico-chimiques ayant
été déterminés par les auteurs, il est difficile de savoir
si ces ribonucléoprotéines présentent d'autres points

communs avec les particules 45 S diffusées.

b - Le_dARN

Ce nombreuses expériences ont montré qua
la majorité du dARN, de coefficient de sédimentation hété-
rogéne s'étalant de 20 S a 100 S, &teit métabolisé dans le
noyau et n'étalt pas transféré dans le cytoplasme (WARNER
et al., 1966 b ; SOEIRO et al., 1968 b ; voir DARNELL,
1968). Une grande partie du dARN est donc dégradée dans le
noyau (HARRIS, 1963 a et 1963 b ; SCHERRER et al.,. 1963 ;
SCHERRER et Mc CARTHY, 18967). Les expériences d'hybrida-
tion compétitive de 1'ADN avec le dARN nucléaire et avec
le mARN cytoplasmigue, ont montré que celui-ci n'sest compé-
titif que d'une partie du dARN (GEORGIEV, 1986). Ce
résultat a amené GEORGIEV & poser en hypothése l'existence
de 2 classes de dARN : le dARN1 précurseur du mARN et 1le
dARN2 restant dans le noyau o0 il est dégradé sur place.
Plusieurs hypotheses ont &té formulées pour expliqusr les
relations existant entre le dARN et le mARN (DARNELL,

1968)

- une partie ssulement de chaque molécule
de dARN donnera le mARN,

- une fraction seulement des molécules de



dARN synthétisées est gntigrement, ou en partie, transférés

vers le cytoplasme pour donner le mARN.

¢ - Transfert_du_mARN_du_noyau_vers_le

La mise en évidence dans le cytoplasme de
cellules d'origines diverses, de particules ribonucléopro-
téigues renfefmant un ARN ribosomal associé 3 un ARN de
type dARN ont conduit de nombreux auteurs & penser que le
mARN est transporté dans le cytoplaesme, associé & la petite
sous~unité ribosomale (JOKLIK et BECKER, 1865 ; Mc CONKEY
et HOPKINS, 1865 ; HENSHAW et al., 1865 ; HENSHAW, 1968)
sous la forme de particules 40 - 45 S. Cette hypotheése
pouvait expligquer les travaux de HARRIS (18960 ; 1863 a et
b} et HARRIS et al.,, (1969} sur des hétérocaryons. En failt,
PERRY et KELLEY (1966) ont montré que ces particules 40 -
45 S ont une densité, mesurée en gradients de CsCl, plus

faible que celle de la petite sous-unité ribosomale.

Le mARN migre donc vers le cytoplasme,
soit sous forme d’'un ARN hybride, constitué d'ARN ribosomal
et de mARN (HADJOLOV, 1967) associés & un composant proté-
igue, soit sous forme d’'une particule mARN-protéine. C'est
cette derniére hypothése qui semble la plus vraisemblable
depuis les travaux de SPIRIN et al. (1968 b) et la mise
en évidence des informosomes dans des extraits cytoplas-

migues d’'embryons de poissons.

Dans les cellules de mammiféres, de telles
particules mARN-protéinegs ont été mises en évidence dans
le cytoplasme (SAMEC et al., 1968 ; QUIRIN et MANDEL,
1968 ; CARTOUZOU et al., 1969 ; HENSHAW et LOEBENSTEIN,
1870 ; SPOHR et al., 1870) st dans le noyau (voir

Généralités).
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L'ensemble de nos résultats physico-chimiques

et morphologigues peuvent se résumer de la fagon suivante

- La diffusion des particules se traduit
morphologiguement par une perte importante des fibrilles
périchromatiniennes du noyau et par la disparition d'une

partie des ribonucléoprotéines nucléolairss.

- Ces particules présentent de nombreuses
analogies avec les particules ARN-informoferes de GEDORGIEV
et avec celles de MOULE.

- L'ARN des particules st de type dARN et
présesnte un coefficient de sédimentation de 4 S. Sa compo-
sition en bases raeste inchangée aprés action de l'actinomy-

cine D.

- L'’emploil d'inhibiteur de RNAse dans ls
milieu de diffusion provogue 1l’apparition d'une fraction
ribeonucléoprotéique de coefficient de sédimentation supé-
rieur &4 45 S gt renfermant des ARN de plus grande masse

moléculaire.

Le coefficient de sédimentation‘de 1'ARN
des particules diffusées est inférieur & celui de l'ensemble
des dARN, dont la radicactivité, aprés une heure de marguage
au radiophosphate, se situe dans la zone 25 - 30 S des
gradients. Oes ARN de faible poids moléculaire (voisins de
4 S) ont été identifiés dans les particules de MOULé et
dans le pic ribonucléoprdtéique b de FAIFERMAN et al. (1870]},
obtenu par extraction du nucléoplasme de noyaux de cellules

hépatigues de Rat.



1186

- Par les nombreux caractéres communs gxis-
tant entre les particules 'diffusées et celles de GEORGIEV,
i1l est possible que les particules diffusées correspondent
aux monoméres décrits par SAMARINA et al. (1868). L'ARN
4 S gu’elles renferment psut représenter des fragments
d’une molécule plus longue les reliant entre elles. Dans ce
cas, nhos conditions de diffusion représenteraient 1l'accen-
tuation d’un phénoméne biologigue se produisant in vivo,
puisque les dARN informoféresvsont supposés &tre les

formes de transport du mARN.

- Il est possible aussi que les particules
diffusées fassent partie de cette classe de dARN non trans-
férésg dans le cytoplasme et restant dans les noyau ol ils

sont dégradés.

Selon GEORGIEV (1969) cette classe d'ARN
représenterait la fracticon non informationnelle du dARN
et proviendrait de la transcription de la zone accepteur
de l'opéron. Les expériences préliminaires, réalisées par
KERCKAERT sur un systéme acellulaire de foie de Rat incor-
porant les acides aminés, semblent confirmer cette derniére
hypothese. En effet, 1'ARN des particules 45 S semble
incapable de stimuler une synthése protéique. Le méme
résultat négatif a été obtenu par MDULé et al. (18989) avec
1'ARN des particules 40 S, aussi bien dans un systéme acel-

lulaire de foie de Rat que de Escherichia coli.

Comme le signalent GECGRGIEV (1986) et
SCHERRER et Mc CARTHY (1967), ces ARN non informationnels
pourraient avoir des fonctions de régulation au niveau
de la transcription et au cours des différentes étapes
gui la suivent si on se référe & 1'hypothése de la régula-
tion en cascade de 1'expression du géncme (SCHERRER 2t al.,

1971). Les modifications du nucléole, observées dans les
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noyaux aprés la diffusion peuvent &tre interprétées comme
l'expression d'un rfle au moins indirect de cet organite
dans le transport des ARN. Bien gue la plupart des auteurs
s'accordent & dire gue le mARN migre vers le cytoplasme
sans association & 1'ARN ribosomal, on ne peut exclure 1la
possibilité gue les sous-unités ribosomales nucléaires ou
1'un de leurs composants ne puissent jouer un réle de
régulation ou d'adaptation au cours d'une des phases de la
chaine s'étendant de la transcription & l'entrée du mARN

dans le cytoplasme (SPOHR et al., 1970 ; HARRIS, 1871]}.
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V - CONCLUSIONS

~

Nos recherches nous ont amené & mettre au point
une technique de révélation des protéines basiques &
1'échelle ultrastructurale dont 1’application nous a permis
de préciser la cytochimie du noyau de la cellule hépatigue
de Rat.

A - La réveélation des protéines basiques au microscope
électronique, fondée sur la mise en évidence des groupements
de point isoionigue élevé par capture & leur niveau d'un
colloide électronégetif de fer, nous a permis, par l'emploi
de digestions & la DNAse, de révéler préférentiellement les
histones. Dans certaines conditions et notamment gpn tenant
compte de l’interférence des groupements acides étrangers,
nous avons révélé les protéines basiques non liées & 1'ADN.
Cette méthode nécessite 1l'emploil de coupes effectuées au
cryostat, sur lesquelles agit le sclution de coloration.

La généralisation des technigques récentes de coupes ultra-
fines & congélation permettra sans doute une meilleure

utilisation de cette techniqgus.

B - Nous avons révélé la présence de prectéines basiques au
niveau des ribonucléoprotéines nucléoleires. Cellss-ci se
colorent, par notre technique, de le méme fagon gue les
ribosomes cytoplasmigues, ce gqui renforce la thése de
l'association, dans le nucléole, des ARN ribosomaux aux
protéines ribosomales. En plus des mécanismes moléculaires
de répression et d'expression des génes de l’organisateur
nucléolaire, le fait gue les protéines et en particulier
les protéines ribosomales puissent Jjouer un r8le de régu-

lation dans le métabolisme des ARN nucléolaires, nous
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parmet de supposer que les protéines basigues, associées

& 1'ARN dés sa syntheése dans le nucléole, participent

aux différentes étapes de cette régulation et notamment

a4 la stabilisation des ribonucléoprotéines et a leur
transport vers le cytoplasme. Ces protéines peuvent en
effet 2tre responsables des forces maintenant les complexes
macromeléculaires fibrillaires et granulaires sn équilibrs
avec la chromatine intranucléolaire dont 1'importance a

¢té signalée & propos de lésions du métabolisme des ARN
nucléolaires. Cette hypothése s’appuie sur 1’'étude cyto-
chimigue des nucléoles 1lésés par action de l'actinomycine

0 au cours de laguelle nous avons observé une modification
des concentratinns en protéines basigues des compartiments
fibrillaires et granulaires ségrégatifs. Cette modification
est liée a l'arrét des synthéses d’ARN, & la rétraction de
la chromatineg intranucléolaire et peut-&tre au retard du
transport vers le cytoplasme des ARN synthétisés avant

action de l'antibiotique.

C - La mise en évidence de protéines basiques au niveau
des corps pelotonnés permet de poser le probléme des
relations éventuglles de ces ribohuclécprotéines avec le

nuclécnle.

0 - Le transport de ribonucléoprotéines nucléaires vers 1o
cytuplasme a été abordé artificiellement dens des fractions
nucléaires isvlées incubées en présance de phosphates.

Cette étude nous a permis de caractériser une catégorie

de dRNP issues des fibrilles périchrometiniennes. Ces
particules pourraient représenter une forme de transport

du dARN informationnel vers le cytoplaesme ou une forme

de ribonucléoprotéiﬁes non informaticnnelles pouvant jousr
un rdle de régulation dans le métaboclisme des ARN nucléaires.

Les expériences effectuées actuellement sur des systéemes
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acellulaires incorporant in vitro les acides aminés
ainsi que 1’smploi de conditions de diffusicn se
rapprechant des conditions physiclogiques, devraient
permettre de résoudre le probleme de la signification

fonctionnelle de ces dRNP.







1

2

3

4

5

B

7

8

122

ALFERT M. et GESCTHWIND T.T., 1853 ='A sglective
staining method for the basic proteins of cell
nuclei. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S., 38, 981-883.

ALBERTINI L., 1858 - Etude cytophotométrigue des proté-
ines- SH nucléolaires de la racine de Jacinthe ;
répartition précise de ces composés au sein
du nucléole. C.R. Acad. Sci., 288, 3876-3978.

BAEHELLERIE, §2Pay MARTEN=RPREVEL EL et ZALTAIGBL 871 =
Cinétique de l1l'incorporation d'uridine (BH] dans
des fractions subnucléolaires de cellules d'hépa-

tome ascitique du Rat. Biochimie, 53, 383-388.

BERNHARD W., 1859 - Ultrastructural aspects of nucleoc-
cytoplasmic relationship. Exptl. Csli Res.,
SUppd ey bl -58

BERNHARD W., 1968 - A new staining procedure for
electron microscopical cytology. J. Ultrastruct.
Res., 27, 250-2B5.

BERNHARD W.,, BAUER A., GROPP A., HAGUENAU F. et
OBERLING C., 1955 - L'ultrastructurs du nucléole
de cellules normales et cancéreuses. Exptl. Cell
Res., 8, 88-100.

BERNHARD W., GRANBOULAN N., 1868 - The nucleolus in
Vertebrate cells, In The Cell Nucleus.
DALTON and HAGUENAU (ed.) Academic Pressg New-Yark
Londaen , B1-149.

BERNHARD W., HAGUENAU F. 8t OBERLING C., -1952 -
L'ultrastructure du nucléole de quelques cellules
animales, révélée par le microscops #lectronique.

Experisntie, 8, 58-58.



10

11

42

13

14

a5

16

123

BLACK M.M. et ANSLEY H.R., 1966 - Histone specificity
revealed by ammoniacal silver staining. J.
Histochem. Cytochem., 14, 177-187.

BLARQUET P., PUMIGN E: &t DRIESSENS J., 19780 - tocall-
sation ultrastructurale, avec contrdle micros-
pectrophotométrique, des sialoglycoconjugués de
la membrane plasmique cellulaire par la méthode
fondée sur la capture del'hydroxyde de fer
colloidal. C.R. Acad., Sci., 271 (D), 96-99.

BEEBEL Gy ‘et PUTTERIWV cRLGTIBE — iNUel el fram Ral 1 Tvepei:
Isclation method that combines purity with high
yield. Sciences, 154, 1662-1665.

BLOCH: BLP. st HEW H.Yi, 1968 - Changes in nuclear
histones during fertilization and early embryonic
development in the pulmonate SNAIL Helix aspersa.
Biophys. Bicchem. Cytol., 8, 68-81.

BOLUND L. et RINGERTZ N.R., 1866 - Intracellular dis-
tribution of histone-like proteins in Tetra-
hymena pyriformis. Exptl. Cell Res., 44, B606-
681/3u

BERYSKO B gty BANG 'F.Buy w1864 = Strucluse "of the
nucleolus as revealed by the electron microscope.

Bull. Johns Hopkins Hosp., 88, 468-471.

BOUTEILLE M., 1871 - Etude quantitative per autoradio-
graphie ultrastructurele de la migration de
protéines dans le noyau. Coclloque Annuel de la
Société Frangeise de Microscopie Electronique

Caen 1871. J. Microscopie, 11.,32.

BOUTETLEE M sl KALTEAT SLRG - ot URELARUES .00 1967 =
Ultrastructural variations of nuclear bodigs in
human diseases. J. Ultrastruct. Res., 18,
474-486.



17

18

]

20

21

22

23

24

25

124

BRAM S. 2t RIS H«, 1871 - On the structure of nucleoc-
histones .« Mol oBilol -, gi. 325 =435,

BROWN D.D. et WEBER C.S., 1968 - Gene linkage by RNA-DNA
hybridization. II - Arrangement of the redundant
gene sequences for 28 S and 18 S ribosomal RNA.
J. Mol. Biol., 34, 681-697.

BUSCH H., 1965 - Histones and other nuclear proteins.
BUSCH (ed.) Academic Press, New-York London.

BUSEH' Wi, DESIARDINS R., GRBGAN B., HIGASHI K., JAEOHB
S T ars  MURAMATSY Miu 5 ROSTCS o iet  STEELE W3, L1866
Composition of nucleoli isolated from Mammalian
cells. J. Natl. Cancer Inst. Monog., 23, 193-212.

BUSEH “Hap  MURAMATSY MW, " ADAMS HaR s S SMETANA VK L SSTEELE
Wedic et BTAL MIC., 1863 « Isolation of puslenlis
Exptl. Cell Res. Suppl. S, 150-163.

BUSCH H. et SMETANA K., 1970 - The nucleolus. Academic

Press (ed.) New-York London.

CARTOUZOU G., PDIREE J.C. Bt LISSITZKY S., 1988 -
Rapidly labelled Ribonucleic Acid-protein
Complexes of the Thyroid Tissue. European.
J. Biochem., 8, 357-369.

CASPERSSON T.D., 1950 - Cell growth and cell function.
A cytochemical study. Norton (ed.), New-York.

CHAKRAVORTY A.K. et BUSCH H., 1967 - Alkaline ribonu-
clease and ribonuclease inhibitor in nuclear
and nucleolar preparations from normal and

neoplastic tissues. Cancer Res., 27, 1890+-7892,



26

27

28

29

30

31

32

33

125

CHAUVEAU J., MDULé Y ilgt  RGUILUERAELL8LEN = FTaolatdlon
of pure and unaltered liver nuclei : morphology
and biochemical composition. Exptl. Cell Res.,
11, 317-321.

CHOT Y Ehw et BUSEBH Hiy, 19848 - Ef fectsiofvactinonyein D
on the oligonucleotide composition of nucleolar
45 S RNA of Novikoff hepatdma ascites cells.
Biochim. Biophys. Acta., 174, 766-768.

EHDT Y.Co, SMETANA K. et BUSCH H., 1868 - Studies on
RNA isolated from nucleolar fractions df Novikoff
hepatoma cells by sequential extractions with
dilute and concentrated salt solutions. Exptl.
Cell Res., 53, 582-6D2,

COLMANT P.; 1960 - Chimie générale et abrégé de chimie

minérale. Masson et Cie (éd.) Paris, 506.

COWDEN R.R., 1963 - Cytochemical studies of oocyte
growth in the lancelet Branchiostoma caribaeum
Z. Zellforsch., 60, 399-408.

CRALIG ‘N.C. et PERRY R.P., 1870 - Aberrant intranucleoclar
maturation of ribosomal precursors in the absence

of protein synthesis. J. Cell Biol., #5., 7554~564 ,

CRAIG &. et PERRY R.P., 1971 - Persistent cytoplasmic
synthesis of ribosomal proteins during the
selective inhibition of ribosomal RNA synthesis.
Nature, 228, 75-80.

CURRAN R.C., CLARK A.E. et LOVELL D., 1865 - Acid
mucopolysaccharides in electronmicroscopya
The use of the colloidal iron method. J. Anat.,
88, 427-435.



34

35

36

37

38

39

1286

DARNELL J.E., 1968 - Ribonuclseic acids from Animal
cells. Bacter. Reviews, 32, 262-280.

DAUTA-MENTRé P., 1864 - Action des ions calcium st
potassium sur 1a morphologie ultrastructurale des
noyaux isolés de rein de Rat. J. Microscopie, 3,
607-626.

DAVIES J.M.G., 1860 - The ultrastructure of Mammalian
Nucleolus, In "The cell Nucleus" Mitchell
leds:) Butterwsrth London, 3=-21.

DEFERT-KOBUS W., 1871 - Isolement et étude physico-
chimique de particules de dRNP cbtenues par
diffusion libre & partir de ncyaux isclés d'hé-
patocytes de Rat. Thése doctorat Sciences
Naturelles. Lille.

DEFERT=KOBUSyWs ;' RERCKAERT J.P., SEGARDUEL ‘et MONTREUITIL
J., 18968 - Etude sur les acides nucléigues
spontanément diffusibles des noyaux isolés d'hé-
patocytes de Rat. Caractérisation de deux types
de particules sédimentables et mise en évidence
de formes conjuguées d'ARN de type messager.
C.R. Acad. Sci., 266, 31-33.

DEFERT-KBBUS W.. SEGARD E. et MONTREUIL J., 1885 -
Etude de la diffusion des composés phosphorylés
des noyaux, des mitochondries et des microsomes
dans diverses solutions utilisées pour le
fractionnement cellulaire. Bull. Scc. Chimie
B e, XEVT EGR2293 2306,



48

41

42

43

44

45

46

127

DEFERT-KOBUS Wey  SEGARD, £. et MONTREUTLL JLAB66 =

st D ETE R

Etude sur les acides ribonucléigques spontané-

ment diffusibles des noyaux isolés des hépatocytes
de Rat. Caractérisation des acides ribonucléiques
messagers et de "ribosomes nucléaires”. C.R. Acad.

Scl., 263, B842-845.

ALBDes 118864 - An dimproved 'Sakaguchi reaction faor
microspectrophotometric use. J. Histochem.

CytOCth-. _9_' 477_4831

= “DESTARDING R«, "SMETFANA" Ki:/ et BUSEH H.," 18650 = A ‘large

scale procedure for isolation of nuclecli from
Rat liver. Exptl. Cell R®es., 40, 127-137.

- DUPUY-COIN A.M., 1971 - Renouvellemsnt des protéines

dans les corps nucléaires ("Nuclear bodies”)
egtudié par autoradiographie ultrastructurale.
Collogue annuel de la Société Frangaise de
Miecroscopie Electronigue Caen 1871. J. Micros-

copie, 11;489.

= SESTABLEB et (SBTELD JuR., 1951 -'ina niteva estructiira

celyglar : el Nucleolonema. Publ:. Inst. Invest.
SCi- BiDl-, 1; 105—1281

- FAIFERMAN I., HAMILTON M.G. et POGO A.0., 1970 -

Nucleoplasmic Ribonucleoprotein particles of
Rat liver. I - Selective degradation by nuclear

nucleases. Biochim. Biophys. Acta, 204, 550-563.

- FAIFERMAN I., HAMILTON M.G. et POGO A.0., 1971 -

Nucleoplasmic Ribonuclecprotein particles of
Rat liver. II - Physical properties and action

of dissociating agents. Biochim. Bicphys. Acta,
232) 885-8950



47

48

48

50

51

52

53

54

128

FAKAN S. et BERNRARD M., "M1871 = Localdisation: ot raplidly
and slowly labelled nuclear RNA as visualized by
high resolution autoradiography. Explt. Cell
Res., 67, 129-141.

FIRKET H. et GRANBOULAN P., 1963 - Electron microscope
autoradiographs of tritiated uridine incorporation.
J. Roy. Microscop. Soc., 81, 227-228.

FISCHER ENR, et LILETESRGD.<, 18572 0= Tihareffoet 6F
methylation on basophilia. J. Histochem. Cytochem..
24 89~87,

FRANKE W.W. et SCHEER U,,; 1870 = The ultrestructure of
the nuclear envelope of amphibian oocytes : a
reinvestigation. II - The immature oocyte and
dynamic aspects. J. Ultrastruct. Res., 30,

S =827

FRENCH B. et EBSALL JdiT., 1945 - The reactions of
formaldehyde with amino-acids and proteins. Adv.

in protein Chemistry, 2, 277-335.

GASIE G, et |BERWICK L., 1863 - Hale staln for sialic
acid containing mucins. Adaptation to electron
microscopy. J. Cell Biol., 18, 223-230.

GASIC BsJ«, BERWICK L. et SORRENTINGO M., 1868 =
Positive and negative colloidal iron as cell

surface electron stain. Laboratory Investigation,
18, 63-71.

GEORGIEV G.P., 1866 - Nuclear ribonucleic acids.
Progress in Nucleic Acid Research and Molecular
Biology, Davidson and Cohn (ed.), Academic Press,
New-York - London, 6, 259-345,



55

56

517

58

59

60

61

129

GEORBIEV G.P., 1968 - On the structural organizstion
of operon and the regulation of RNA synthesis
in Animal cells. J. Theoret. Bicl., 25, 473-480.

CEOGRGIEV G.P., LUKANIDIN E.M. st RYSKOV A.P., 1871 =
On the mechanisms in the bicsynthesis and
transport of messenger RNA in Eukaryotes. Abstr.
Commun. 7th Meet. Biochem. Scc. VARNA 1871,
P

GEUSKENS M. et BERNHARD W., 1966 - Cytochimise ultrastruc-
turale.du nucléole. III - Action de 1l'actinomy-
cine 0 sur le métabolisme du RNA nucléolaire.
Exptl. Cell Res., 44, 578-588.

BHOSH S, LETTRE R at BHESH E.5 #1868 = 0n thd eompasd=
tion of the nucleolus with special reference
to its filamentous structure. Z. Zellforsch.,
101, 254-265.

GIRARD M.; PENMAN S. et DARNELL J.E., 1864 - The effect
of actinomycin on ribosome formation in Hela
cells. Proc. Natl. Acad. Sci., 51, 205-211.

GOLEDBLATT P.Je et SULLIVAN Rede, 18720 - Sequential
morphological alterations in hepatic cell nucleoli

induced by varying doses of actinomycin 0. Cancer
Res., 30, 1348-1356.

GOLDBLATT P.J., SULLIVAN R.J. st FARBER E., 1888 -
Morphologic and metabolic alterations in
hepatic cell nucleoli induced by verying doses

of actinomycin D. Cancer Res., 28, 124-135.



62

63

64

B85

66

67

68

130

GONZALEZ-RAMIREZ J., 1859 - Etudes sur l'ultrastricture
du nucléole. I - Cellules des organes hémato-
poiétiques normaux et pathclogiques. Revue
d'Hématologie, 14, 333-343.

GRANBOULAN N. et BERNHARD W., 1961 - Cytochimie
ultrastructurale. Exploration des structures
nucléaires par digestion enzymatique. C.R. Soc.

Bioldiah, 1155 767 =07 78,

GRANBOULAN N. et GRANBOULAN P., 1864 - Cytochimie ultra-
structurale du nucléocle. I - Mise en évidence de
chromatine I"Tnterdaur dul nucleo ey EXutils

a
Cell Res., 34, 71-87,

GRANBOULAN N. et GRANBOULAN P., 1865 - Cytochimie ultra-
structurale du nucléole. II - Etude des sites

de synthése du RNA dans le nucléole et le noyau.
Exptl. Cell Res., 38, 604-619.

GRANICK S. et GRANICK B., 1871 - Nucleolar necklaces
in Chick embryo mycblasts formed by lack of
arginine. J. Cell Biol., 51, 636-642.

GROGAN D.E.,DESJARDINS R. et BUSCH H., 1966 - Protéines
nucléolaires du foie de Rat et de la tumeur de
Walker. Cancer Res., 2B, 775-779.

HADJIOLOV A.A., 1967 - An endomessenger hypothesigon
the mechanism of information transfer in
Animal cellsy J.: Thearst. Biliol., A8, 228-250.



69

70

74k

72

43

74

75

78

131

HARRISVE o REBDY <J. et SVEBUDA B., 1368 =" "Isolatlion
and ultrastructure of nucleoli altered in vivo.

Exptl. Cell Res., 51, 268-274.

HARRIS H., 1960 - The relationship between the synthesis
of protein and the synthesis of ribonucleic acid
in the connective tissue cell. Biochem. J., 74,
27:8=27 %

HARRIS H., 18963 a - Rapidly labelled ribonucleic acid
in the cell nucleus. Nature, 198, 184-185.

HARRIS H., 1963 b - Nuclear ribonucleic acid. Progress
in Nucleic Acid Research and Molecular Biology,
Davidson and Cohn (ed.), Academic Press, New-York
London, 6, 19-58.

HARRIS H., 1971 - The expression of genetic information
a study with hybrid Animal cells. The Harvey
Lectures 1968-19870. Academic Press, New-York -
London. 4-32.

HARRIS “H. .  SIBEBGTTOM - E. . BRACE B.:Ms et BRAMWEEL M.E.,
1969 ~ The expression of genetic information
a: stugy with hybridd Animal 'cells. J. Cell’ Sci.,
4., 498-325,

HAZEL F. et AYRES B.H:,>1831 = Migration studies with
ferric oxide sols. II - Negative sols. J. Phys.
Chem., 35, 3148.

HENSHAW E.C., 1966 - Messenger RNA in Mammalian Cells.
The cell Nucleus. Metabolism and radiosensitivity.

Taylor and Francis (ed.) Londen, 53-63.



77

78

78

80

81

82

83

122

HENSHAW E.C. et LOEBENSTEIN J., 1870 - Rapidly labeled

polydiesperse RNA in rat liver cytoplasm. Evidence

that it is contained in ribonuclecprotein
particles of heterogeneous size. Biochim.
Blicphys. Acta, 1898, 405-420.

HENSHAWVE S Bhlh RENVELS MG et HIATT Haleu 11965 — A eytor
plasmic particle bearing messenger ribonucledc
acid in Rat liver. J. Mol. Biol., 14, 241-256.

HIGASHI Ki, MATSUHISA 1., KITAGD A. st SAKAMBTO Y., 1968
Selective suppression of nucleclar RNA meta-
bolism in the absence of protein synthesis.
Biochim. Biophys. Acta, 166, 388-383.

HBETZMAN 8 SSMITH LS et PENMAN B A866 = Bl gctcan
microscopic studies of detergent treated HelLa
cell nuclei. J. Mol. Biol., 17, 131-135.

HYDE B.B., SHANKARANARAYAN K. et BIRNSTIEL M.L., 18985 -
Observations on fine structure in pea nuclecoli,
in situ and isolated. J. Ultrastruct. Res., 12,
652-667.

HYMER W.E. et KUFF ‘E.L.; 1964 - Isglation’ of nuclei
from mammalian tissues through the use of
Triton X 100. J. Histochem. Cytochem., 12,
3958363,

ISHIKAWA K., KURODA C. et OGATA K., 1969 - Release
of ribonucleoprotein particles containing
rapidly labeled ribonucleic acid from Rat liver
nuclei. Effect of adenosine 5'-triphosphate
and some properties of the particles.

Biochim. Biophys. Acta, 179, 316-331.



84

85

86

87

88

88

1913

- ISHIKAWA K., KURODA C. et OGATA K., 1870 a - Messenger

ribonucleoprotein complexes released from

rat liver nuclei by ATP. kI = Ghemical ‘and
metabolic properties of the protein moiety of
messenger ribonucleoprotein complexes. Biochim.

Biophyse: ‘Achas 2438, 50s5=5127

= TSHIKAWA K. 30 KURBBA Co,  UEKI M at OBEATA K, 1370 b -

- ISHIKAWA

= B ZARDE 1)

= LI ZAWA ' M

- IZAWA M.

Messenger ribonuclecprotein complexes released
froh Ratiliver nucled by AfP. I - CEharac-
terization of the RNA moiety of messenger
ribonucleoprotein complexes. Biochim. Biophys.
Acta, 213, 495-504.

Kiao HEKT M., ‘NAGAT K. et OBEATAK.; 1870 c =
Incorporation of nuclear rapidly labeled RNA
into polysomes in the reconstructed system of
Rat liver. Biochim. Biophys. Acte, 213,
542-544,

et BERNHARD W., 1962 - Analyse ultrastructurale
de l'grgentophilie du nucléole. J. Microscopie
1., 421-433.

et KAWASHIMA K., 1967 - RNA synthesis in the
nucleoli of Mouse ascites tumor cells in
relation to nucleolar components. Biochim.
Biophys. Acta, 155, 51-8B2.

et KAWASHIMA K., 1869 - Some properties of
ribonucleoprotein particles in the isolated
nucleoli of Mouse Ascites tumor cells.

Biochim. Biophys. Acta, 174, 124-138.



90

31

892

g3

94

85

134

=" JACKSEBN L.G. at STUBZINSKI G.P., 1868 = Autoradiograr-

phic studies of the effects of inhibitors
of protein synthesis on RNA synthesis in
HelLa cells. Exptl. Cell Res., 52, 408-418.

= JALOB 3. st SIRLIN J.L+, 1964 - Eleetron microscope

= TEZERUEL A

- JEZERUEL AL

= JBKLIK W.K.

=L CKAYE  Ji. 855

studies on salivary gland cells. The

nucleus of Smittia parthenogenetica

(chironomidae) with special reference to
the Nucleoclus and the effects of actinomycin
thereon. J. Ultrastruct. Res., 11, 315-328.

M. et BERNHARD W., 1964 - Modifications
ultrastructurales du pancréas exocrine de
Rat sous l'effet de 1l'actinomycine D. J.

Microscopie, 3, 278-2886.

M. et MARINDZZI V.; 1868 - A propos de
certains composants granulaires du noyau
révélés par la fixation aux aldehydes.

J. Microscopie, 2, 34.

et BEEKER Y., 18865 - Studies on the 'genesis
of polyribosomes. I - Origin and signifiance
of the subribosomal particles. J. Mol. Biol.,
13, 486-510.

1868 =~ The ultrastructure eof chromatin in
nuclei of interphase cells and in spermatids.
Handbook of Molecular Cytology. North-

Holland Publishing Company Amsterdam-London,
362



96

897

98

98

100

101

102

135

KEMPF J. et MANDEL P., 1868 - Caractéres des RNA
synthétisés en présence d'actinomycine D
dans le plasmocytome de la souris. Bulletin
Soc. Chimie Biol., 51, 1121-1138.

KESSEL R.G., 1864 - Electron microscopy on oocytes of

an echinoderm, Thyrone briareus, with special

reference to origin and strueture of the
annulate lamellae. J. Ultrastruct. Res.,
10, 488-514.

KESSEL R.G., 1966 - An electron microscope study of
nuclear-cytoplasmic exchange in oocytes of
Ciona intestinalis. J. Ultrastruct. Res.
15. 181-1886.

KIERSZENBAUM A.L., 1869 - Relationship between nucleolus
and nuclear bodies in human mixed salivary
tumors. J. Ultrastruct. Res., 29, 459-4689.

KLEINSCHMIDT A.K., LANG D., JAGHERTS B. et ZAHN R.K.,

1862 - Preparation and length measurement
of the total DNA content of T2 bacteriophage.
Biochim. Biophys. Acta, 61, 857-863.

KOHLER K. st ARENDS S., 1968 - Particles of puclear
origin carrying rapidly labelled RNA.
Eurcpean J. Biochem., 5, 500-5086.

KOPAC M.J. et MATEYKO G.M., 1964 - Nucleolar chromo-
somes : structures, interactions and pers-

pectives. Advan. Cancer. Res., 85 121-188.



103

104

185

106

0.7

108

108

188

KOSHEBA K SHEFANAYKS et nBUSEH KL 8200 =0 ndstimea
ultrastructural cytochemistry of nuclear pores
in Novikoff hepatoma cells. Exptl. Cell Res.,
60, 189-208.

KROSHIBA K., THIRUMALAEHARY C,, BASKAL Y. st BUSEH H.d;
1871 - Ultrastructural and biochemical studies
on pribonucleoprotein particles from isclated
nucleoli of thiocacetamide-treated Rat liver.
Exptl. Cell Res., 6B, 235-2486.

KUHN K., HOFFMAN U. et GRASSMANN W., 1956 - Querstreifung
und Perjodat Silberurotropin Reaction bei

verschiedenen Kaollagenarden. Z. Naturfprsch.
11, 5917538,

KUME F., MARUYAMA S., D'AGASTINO A.N. et CHIGA M.,
1967 - Nucleolar changes produced by mithra-
mycin in Rat hepatic cells. Exptl. Mol.
Pathol., 6, 254-260.

LAWFORD G.R., SADOWSKI P. et SCHAFTER H., 18687 - Use of
a ribonuclease inhibitor from Rat liver
supernatant fraction in the preparation of
polyribosome-like particles from isclated
Rat liver nuclei. J. Mol. Biol., 23, 81-87.

LEBUC E.H. et BERNHARD W., 1967 - Recent modifications
of the glycol-methacrylate embedding proce-
dure. J. Ultrastruct. Res., 19, 186-188,.

1 )
LEFIRE R« et SIEBS W., 1881 = Some studies of the
Aucleclus of cells cultived in vitro.
Pathologie et Biologie, 8, 818-823.



137

110 =  LETTRE R:, SIEBS W. et PAWELETZ N., 1986 ~ Morphological
observations on the nucleolus of cells in tissue
culture, with special regard to its composi-
tion. J. Natl. Cancer Inst. Monog. n°® 23,
107-124.

144 = LEWIN 'S. . 1868 = Ionic dinkages diniproteln interactions’
J. Theoret. Biol., 23, 278-284.

1920 = nE@AUTNLE Y eEL PERRY RGPS 8BS = RiilFosome pracunsern
particles in nucleoli. J. Cell Biol., 42
272-2B35

A= SR THUTE TR < B 11958 = UihetNT sl bide i reactdon of ipeptic
gland zymogen granules : the effect of

methylation and alkalidemethylation.
J. Histochem. Cytochem., 6, 130-132.

114 - LISON L., 1960 - HMistochimie et cytochimie animales.
Principes et méthodes. Gauthier-Villards,
(éd.) Paris (2 volumes).

115 - LUFT J.H., 1961 - Improvements in epoxy resin embedding
methods. J. Biophys. Biochem. Cytol., 8,
408-414.

118 -~ Mg CONKEY E.H. et HOPKINS J.N., 1985 - Subribosomal

particles and the transport of messenger
RNAGAR Helaiealls, d. Moli 'Biol.: 14,
287 =2 705

117 - Mc RAE E.K. et MEETZ G.D., 1970 - Electron microscopy
of the ammoniacal silver reaction for
histones in the erythropoietic cells of

the chick. J. Cell Biol., 45, 235-245.



120

121

122

123

124

138

MABEN B.I.H., 1871 = The structure and formation of
ribosomes in animel cells. Progress in

Biophysics and Molecular Biology, Butler

and Noble (ed.) Pergamon Press Oxford, 22,
N9 -1

MADEN B.I.H., VAUGHAN M.H., WARNER J.R. et DARNELL J.E.,
1868 - Effects of valine deprivation on
ribosome formation in Hela cells. J. Mol.

Biol., 45, 265-275.

MATLSEL VIS EL et BYTEE SRS TG 13660 =0 AT fini v af andmal
cell nucleoli for normal serum. Preliminary
characterization of serum and cell components

J. Cell Biol., 29, 461-473.

MAND Y., 1966 - Role of a Trypsin-like protease in
"informosomes”" in & trigger mechanism of
activation of protein synthagis by terptili-
zation in sea urchin eggs. Bioch. Biophys. Res.
Comm., 25, 216-221.

MARINDZZI V.; 1863 - The role of fikation din electron
staining. J. Roy. Microscop. Society, 81,
141-154.

MARINOZZI V., 1964 - Cytochimie ultrastructurale du
nucléole. RNA et protéines intranucléolaires.

J« Ultrastruct:. Res.i 10, 433-456.

MARINOZZI V. et BERNHARD W., 1863 - Présence dans le
nucléole de deux types de ribonucléoprotéines
morphologiquement distinctes. Exptl. Cell
Res., 32, 595-5898.



138

1257 i = MARTINGEZE Ve st (BAUTTER ‘AL, 18B2 = Fixetions et
colorations. J. Ultrastruct. Res., 7, 936~
951!

4260 = CMILLER Odla, HAMKALD BJois et THOMAS oA, 4870 =

Visualization of becteriasl genss in action.
Saleneel 83, 3823865,

1272 = ' MONNERGBN A., 1887 - Etude des grains périchromatiniens.

J. Microscopie, 6, 71 a.

128 - THNBNNERON A4 et BERNHARD We, 1868 - Fine structural
organization of the interphase nucleus in
some mammalian cells. J. Ultrastruct. Res.,

27, 266-288.

129 .= MONNERON -A., BURBLEN J. et BERNHARD W<, 18708 - ‘Action
of toyocamycin on nucleolar fine structure and
function. J. Ultrastruct. Res., 32, 370-388.

180 =  MONNERGON A. et MDULE Y., 1868 - Etude ultrastructurale
de particules ribonucléoprotéigues nucléaires
isolées & partir du foie de Rat. Exptl. Cell
Res., 51, 531-554.

T MDULé Y., ANDRIEU A. st SARASIN A., 1868, Particules
ribonucléoprotéiques 40 S des noyaux de foie
de Rat. II - Propriétés du RNA de ces parti-
cules. Bull., Soc. Chim. Biol., 51, 1138-1156.

132 - MOULE Y. et CHAUVEAU J., 1968 - Particules ribanucléo-
protéiques 40 S des noyaux de foie de Rat.
J. Mol. Biol., 33, 465-481.



133

134

135

136

137

138

139

140

MULNARD J., 1956 - Présence d'inclusions Feulgen
positives dans les nucléoles larvaires de

quelques diptéres. Arch. Biol., B7, 485-498.

MUNDELL R.D0., 1968 - Studigs on nucleolar and riboso-
mal basic proteins and their relationship to
nucleolar function. Exptl. Cell Res., 53,
385-400.

MURAMATSU M., 1887 = Iselatlon, composition and
function aof nueclecli. of tumors and othar
tissues. Methods in Cancer Research 4, 303-
3540,

MURAMATSU M., HODNETT J.L, et BUSCH H. 1966 -~ Base
composition of fractions of nuclear and
nucleoclar ribonucleic acid obtained by
sedimentation and chromatography. J. Biol.
Eham., 241. 1544-1550.

MURAMATSU M.,  SMETANAL K. et 'BUSEH: HL, "1863 = Quantitative
aspects of isolation of nucleoli of the
Walker carcinosarcoma and liver of the Rat.

Cancer Res., 22, B0=154 8%

NASH D. et PLAUT W., 1965 - On the presence of DNA
in larval salivary nucleoli in Droscphila

melancgaster. J. Cell Biol., 27, 682-666.

OBERLING Ch. et BERNHARD W., 1960 - Le Nuclseole, Dans
"The morphology of the cancer cells”. The cell
J. Brachet st AE Mirsky (ed.} 5, 421-427.



140

141

142

143

144

145

146

147

141

PALEKAR S. et BERNHARD W., 1868 - Coloration préféren-
tielle de structures cellulaires contenant
du RNA. J. Microscopie, 7, 48 a.

PARSONS J.%F. 8¢t Mec CARTY K.S., 1868 = Rapidly labelilsd
messenger ribonucleic acid-protein complex
of Rat liver nuclsei. J. Biol. Chem., Z%3;

53775384

PATRIZT "G et MEDBELKAMP N 18E8 = Tn Wwilve and
in vitro demonstration of nuclear bodiss
in vaccinia infected cells. J, Ultrastruct.
Res., 28, 275-287.

PAWELETZ N, SIEBS W. @t LETTRE Ri, 48672 = lUntgrsuehin-
gen zur argentaffin reaction des nukleolus.

Z, Zellforsch., Mikroskop. Anat., 78, 577-605.

PEARSE A.G.E., 1960 - Histochemistry theoretical and
applieds 2 nd edlt. Ehurehlill, Londen.

PEDERSON T. et KUMAR A., 1971 - Relationship between
protein synthesis and ribosome assembly in
HeLe cells. J. Mol. Biol., B1, 655-668.

PERRY R.P., 1965 - The nucleclus and the synthesis of
ribosomes. J. Natl. Cancer Inst. Monograph.
18, 325-340.

PERRY R.P., 18866 - On ribosome blogenesis. J. Natl.
Cancer Inst. Monograph: 23, 527-545.



148

148

150

151

1-5:2

153

154

142

PERRY R.P., 1867 - The nucleolus and the synthesis of
ribosomes. In Progress in nucleic Acid
research and Molecular biology, Davidson and
Cohn {(ed.). Academic Press Nsw-York.

6, 219-257.

PERRY R.P. et ERRERA M., 1980 - The influence of
nucleolar ribonucleic acid metabolism on
that of the nucleus and cytoplasm in Cell
Nucleus Mitchell fed.)., Butterworths London
24-49.

PERRY R.P., "HELL ‘A= et ERRERA M., 1881 = Thg role af
the nucleolus in ribonucleic acid and protein
synthesis. I - Incorporation of cytidine
into normal and nucleolar inactived Hala
cells. Biochim. Biophys. Acta, 48, 47-57.

PERRY R.P. st KELLEY D.E., 1966 - Buoyant densitias
of cytoplasmic ribonucleoprotein particles
in memmalian cells:distinctive character
of ribosome subunits and the rapidly label-
led components. J. Mol. Biol., 16, 255.

PETERMANN M.L., 1984 - The physical and chemical
properties of ribosomes. Elsevier publishing

Company (ed.) Amstserdam, London) New-York.

PETROV P., 1871 - Action ds l1'¢-amanitine sur le
RNA extranucléolaire. Communication Colloque
Société Frangaise de Microscopie Electronique

Caen. J. Microscopie, 11, 86.

PETROV P. et BERNHARD W., 1971 - Experimentally
induced changes of extranucleclar ribonucleo-
protein components of the interphase nucleus.
J. Ultrastruct. Res., 35, 386-402.



143

185 = PETROV Pt (SERERTISE EWG; 1874 - Earlyigction of
@ -amanitin on extranucleclar ribonucleo-
proteins as revealed by electrcn Microscopic

observation. Exptl. Cell Res., 68, 383-401.

156 = " PUEHTEER He et SWEAT: F.j 1862 '~ Soms comments on tha
ninhydrin-schiff reactien. J. Histochem.
Cytochem., 10, 365.

157 - PUVION E., DEFERT-KOBUS W., KERCKAERT J.P., PUVION-
BUTELELEEYL F., SEGARB EL et MONTREUWETL "d. 18885
Etude sur les acides nucléiques spontanément
diffusibles des noyaux du foie de Rat. Etude
morphologique. C.R. Acad. Sci., 266, 278-281.

158 - | QUAGLIARDTII G. dt RITOSSA F., 1968 - .0n the arrangement
of genes for 28 S and 18 S ribosomal RNAs
in Drosophila melanogaster. J. Mol: Biol.,
36, 57-69.

158 - QUIRIN-STRICKER C. et MANDEL P., 1969 - Particules
ribonucléoprotéiques légeéeres dans le cytoplas-
me de fole de Rat. FEBS Letters, 2, 230-232.

160 ~ RECHER L., BRIGGS L.G. 8t PARRY N.T., 1871 - A reseva-
luation of nuclear and nucleolar changes

induced in vitro by actinomycin D. Cancer
Res., 31, 140-151.

181 ~ RECHER L., WHITESCARVER 3. ot BRIGGS L., 1989 =

The fine structure of a nucleoclar constituent.
Jws Ultrastroct.Ras., 29, 1-14,

162 - RECHER 1,, WHITESCARVER J. et BRIGES L., 1870 - A
cytochemical and radiocsu*ographic study
of human tissue culture cell nucleoli. J.
e B ilendse 45, 478-492,



144

1680 =" REICHTEL /st GOLBBERGSL A4 - Actinemycin 'and
nucleic acid function. Progress in pnucleic
gcid Research and molecular Biology, Davidson
and Cohn (ed.), Academic Press New-Ycrk, 3,
183-230."

184 ~ RO T.5. et BUSCH H., 1864 = In vitro labelling of

RNA of disclated nucleoli with UTP 14C.

Biochem. Biophys. Res. Comm. 14, 148-155.

168 a2 RUDKIEWIECZ B, ~ 1859 =0 The!insecleolusistriucturea in'soma
plant cells. Exptl. Cell Res., 18,
407-410.

Qa6 = REBTH 3 S 19580 =U Ribanuel eassl. MITV - Partidal plrh-

fication and characterization of a ribonu-
clease inhibitor in Rat liver supernatant
fractions Jd:Bloll Cheml, 2301885 =18495

167 '-= SADOWSKT P.D. st HOWDEN J.A.; 1968 - Isclation of
two distinct classes of polyscmes from a
nuclear fraction of Rat diwver. JJ¢ Cell
Biod:: 37 (1) 163-181,

168 = SADOWSKE' P.DJ et STEINER“IW.; 1868 - Electron
microscopic and biochemical characteristics
of nuclei and nucleoli isclated from Rat
liver« J« Cell Biol., 37, 1977161,

168 = SAMARINA O0.P., LUKANIDIN E.M., MOLNAR J. et GEORGIEV
GuPs," 48968 - Structural organization of
nuclear complexes containing DNA-1ike RNA.
Jo Mol. Blol., 33, 251-263.

178 -~  SAMARINA O.Pa; MULNAR E.J., LUKANIDIN E.M.,; BRUSKOV V.I.,
KRIEHEVSKAYA A.AL ot \GEBRGIEV G.P., 1867 =
Reversible dissociation of nuclear ribo-
nucleoproteimparticles containing mRNA
intc RNA and proteins. J. Mol. Biol., 27,
18208160



174

(A

173

174

175

176

177

145

SAMEE J ., JACEB M. et MANBEL P., . 18688 - Occursance
of light particles carrying DNA-1like RNA
in the microsomal fraction of adult rat brain.
Biochim. Biophys. Acta, 161, 377-385.

SANDRITTER W., 1858 - Ultraviclettmikrospectrephoto-

metry. In Handbuch der Histochemie.

Fischer (ed.), Stuttgard. 1, 220-238.

SANDRITTER W. et KRYGIER A., 1853 - Zytophotomstris-
che beétimmungen von proteingebundenen
thiolen in der mitose und interphase von Hela

Zellen. Z,Krebsforsch. gg, 586-610.

SARASIN A., 18968 - Particules ribonucléoprotéiques
40 S des noyaux de foie de Rat. Propriétés
des protéines de ces particules. FEBS Letters
4, 327-330.

SEHEER W., 4870 - The ultrastructure of the nuclear
envelopg of amphibian ococytes : a rein-
vestigation. J. Cell Biol., 45, #445.

SCHERRER K., LATHAM H. et DARNELL J.E., 1983 -
Demonstration of an unstable RNA and of a

precursor to ribosomal RNA cells. Proc.

Natl. Acad. Sci., 48, 240-248.

SCHERRER K4, MOREL IE% . ekl SPAHR ‘G., 1871 -~ The cascada
regulation hypothesis of gene expression in
Eukaryotic cells : a resvaluation in light
of recent evidence on mRNA formation.
Abstr. Commun. 7th Meet. Eur. Biochem.
Soc., Verna, 17.



146

478 - L SEHCEEL Galitsy 1864 = ‘Tha: efftect of actinomyeln B on ' 'the
fine structure of the nucleolus. J.
Ultrastruct. Res., 10, 224-29:3%

179 - SHANKARANARAYAN K. et BIRNSTIEL M.L., 1968 - Biochemical
and' ultrestructural characteristics of ribo:
nuclecoproteins particles isclated from Rat
Yiver cell nuclgoli. Biochem. Biophys. Acta,
1890, 470-485.

180 = SHANKARANAR AYANIKSSE L SITEELE W doriet BUSCHERIS 1866 'a =
Evidence that the granular and fibrillar
glements of nucleoli contain 28 S and 6 S
RNA respectively. Exptl. Cell Res., 43,
483-492.

181 - SHANKARANARAYAN K., MURAMAT SU M., SMETANA K. et BUSCH H..
1966 b - Ultrastructural studies on RNA and
DNA components of isolated nucleocli of Walker
256 carcinosarcoma. Exptl. Cell Res., 41,
81885

182 - SHANKARANARAYAN K., STEELE W.J., SMETANA K.« et BUSCH H.,
1867 - Ultrastructural aspects of ths rTibo-
nucleoprotein network in nuclei of Walker
tumor and Rat liver. Exptl. Cell Res., 46,
B5= 27

183 .~ - SHARMA Q.K., HIDVEGI E.Jd«i MARKS F., PRESTAYKO A.M:,
SMETANA K. et BUSCH H., 1969 - Isolation and
characterization of 80 S and 85 S RNA from
nuclear fractions of Novikoff hepatoma cells.

Physiol. Chem. Physico., 12 185~208,

184 = SHEARER W. &t Mo CARTHY B.l., 1887 ~ Evidence for

ribonucleic acid molecules restricted to the

cell nucleus. Biochemistry, 6, 283-289.



185

186

187

188

188

180

191

182

193

147

SHELTON EL 8t KUEF Eil<s 1868 ~ Substructure and
configuration of ribosomes isclated from
mammalian cells. J. Mol. Biol., 22, 23-31.

STIEBERT G N TEICAL BBHS - J5 RO 845 S TEELE SlWied s
CTNDENMAYER G, PRADANMS TH . et "BUSEH H , 1966 =
Enzymatic studies on isolated nucleoli of Rat
liver. J. Biol. Chem., 241, 71-78.

SIMARD R., 1966 - Specific nuclear and nucleoclar ultra-
structural lesions induced by procflavin and
similarly acting antimetabolites in tissue
culture. Cancer Res., 26, 2316-2328.

SIMARD R., 1988 - Problémes de structure et de fonction

nucléolaire. Thése Sciences Nat., Paris.

SIMARD R. et BERNHARD W., 1886 - Le phéncméne de la
ségrégation nucléolaire : spécificité d'action
de certains antimétabolites. Int. J. Cancer,
1, 463-479.

SIMARD R. et BERNHARD W., 1987 - A heat sensitive cellu-
lar function located in the nucledlus. J.
Eedl Bioli, B4, 178

STMARD R, et DURRAT A.M.s 1869 - Actien de 1llactino-~
mycine D sur les ribonucléoprotéines nucléaires
de cellules d'amphibiens en differenciation.

J. Ultrastruct. Res., 289, 60-75.

SIRAKOV L.M. et KOCHARIAN C.D., 1969 - The stability
of ribonuclease inhibitor from guinea-pig

livers Biochdm. Biophys. Acta, 195, 572-575.

SIRLIN J.L. et JACOB J., 1962 - Function, development
and evolution of the nucleolus. Nature, 195,
144147



184

185

198

187

198

1190

200

201

148

SMETANA K. ot BUSEH H., 1983 = 0On the ulfrastructurs
of the Walker 256 carcinosarcoma. Cancer
Res. 23, 1600-1603.

SMETANA K. et BUSCH H., 1864 - Studles on the ultra-
structure of the nucleoli of the Walker
tumor and Rat liver. Cancer Res., 24,
537557

SMETANA K., LANE M. et BUSCH H., 1988 - Studies en nuclseli

of leukemic agrenulocytes and plasmacytes
in multiple myeloma. Exptl. Mocl. #Pathol.,
5, 236-244,
SMETANA K. et PDTMESIL M., 1868 - Ring-shaped nucleoli
in liver cells of rats after treatment
with actinomycin D. Zeitsch. flr Krebsforsch.,
82, 62-869.

SMETANA K. i8S TEELE Wi+ st VBUSEH Ras | 188381 =""ArRuclear
ribonucleoprotein network. Exptl. Cell Rass.,
_3_1_; 198’202.

SMETANA K, "UNUMAT T+ st BUSCH H., 1988 -“Ultrastructurad
studies on nucleic ecids of granular compo-
nents in Novikoff hepatoma cells. Exptl.

Cell Res., 51, 105-122.

SMI Ry W et STUART 'Red v 48721 = 8lilver stalning af
ribocsomal proteins. J. Cell Sci., 8,
293 -2 084,

SBETROG RO VAUCHANEM R et iBARNELL I CE LS S 86 sg =
The effect of puromycin on intranuclear

steps in ribosome bicsynthesis. J. Cell
Biol., 36, 81-101,



202

203

204

205

206

207

208

208

148

SOEIRD R., VAUGHAN M.H., WARNER J.R. 8t DARNELL J.E.,
1968 b - The turn-over of nuclear DNA-like
RNA in Hele cells. 3i Cell Biol., 38, 112-118.

SPIRIN A.S., 1888 a - Structure of the ribcsome.
Procgress in Biophysics and Molecular Biology,
Butler and Noble (ed.) Pergamon Press Oxford
18, 135-174

SPIRIN A-S., 1968 b - The second sir Hans KREBS lecture.

Informosomes. Europ. J. Biochem., 10, 20-35.

SPOHR G., GRANBOULAN N., MOREL C. st SCHERRER Ku«, 1870 -
Messenger RNA in Hela cells : an investigation
of free and polyribosomeg-bound cytoplasmic
messenger ribonucleoprotein particles by
Kinetic labelling and electron microscopy.
Europ. J. Biochem., 17, 286-318.

STEELE W.J. et BUSCH H., 1888 - Studies on the ribonutleic
acid components of the nucleer ribonucleo-
protein network. Biochim. Biophys. Acta,

128, 854-87.

STENRAM-U. et WILLEN R., 1968 - Effects of proflavine on
ultrastructure and RNA and protein synthegsis
in the liver of Rats. Exptl. Cell Res., 50,
505-514.

STEVENIN J.., MANBEL P. st JACOB M., 1970 - Forme
particulaire du dRNA géant dans les noyaux de
cerveau de Rat. Bull. Soc. Chim. Biol., 52,
703-720.

STEVENS "B J,hG 8B4 ~1"The neffect oh) actinomycin B on
nucleolar and nuclear fine structure in the
salivary gland cell of Chironomus thummi.

J. Ultrastruct. Res., 11, 329-353.




210

211

242

213

214

215

218

217

150

STEVENS B.J. et SWIFT H., 1966 - RNA transport from

nucleus to cytoplasm in Chironomus salivary
glands. J. Cell Biol., 31, 55-77.

SUSKIND R.G., 1865 - Autoradiographic and cytochemical

SVOBODA D.

evidence for synthesis of a lysin cantaining
ribonucleoprotein in nucleoli inhibited by
actinomycin D. J. Cell. Biol., 24, 309-3186.

gt HIGGINSON J., 1968 - A compariscn of
ultrastructural changes in Rat liver due to

chemical carcinogens. Cancer Res., 28,
1703~1733.

SWIFT Ha.Hh 4959 - Studies on nuclcar finag structiure.

Brookhaven Symp. Biol., 12, 139-152.

SWIFT H., 1963 - Cytochemical studies on nuclear

fine structure. Exptl. €ell Res.., suppl. S,
54'67-

SWIFT H. st ADAMS B.J., 1862 - Simpls methods for

TAMADKI T.,

TAMADKI T.

nucleic acid and &cid pieopolysaccharide
localization in electron micrographs.
Proceding of the fifth international

Congress for electron Microscopy.

Bresse (ed.), Academic Press New-York. 2y A=4

1866 - The particulate fraction containing
45 S RNA in L cell nuclei. J. Mol. Biol., 15,
g824.

et MUELLER G.C., 1865 - The effect of
actinomycin D and puromycin on the formation
of ribosomes in Hela cells. Biochim.
Biophys. Acta, 108, 73-80.



154

248 = TANDEER E3J., 18660 = Datectian ang orilginiof ‘huclselar
components : a model for nucleolar RNA
function. J. Natl. Cancer Inst. Monograph.
23, 181-180.

299 - UNUMA T. st BUSEH H., 1887 = Formation of microspherulas
in nucleoli of tumor cells treated with high
doses of actinomycin D. Cancer Res. 27, 1232-
1243.

22000 = A UNUMALGTE S TARENBELL S0 et BUSEH H . A6 = Hiph iea s gt iion
autoradiographic studies of the uptake cof 3H-
5-uridine into condensed and dispersed chro-
matin of nucleil and granular and fibrillar
components of nucleocli of Novikoff hepatoma
ascites cells. Exptl. Cell Res., 52, 428-

438.

221 - UNUMA T., SMETANA K. gt BUSCH H., 1967 - A morphological
study on the chromatin areas associated with
the nucleolus. Exptl. Cell Res., 48, 665~
671.

222 = \CUMNAUBHAN M. HG, SWARNER " J s R ot BARNELYL JVE . 18967 =
Ribosomal precursor particles in the Hela cell
puclalis. J. Mol. Biod., 25, 2357251,

223 - VIGIER P., 1800 - Le nucléole : Morphologie, Physiologie.

Théese Médecine, Paris.

224 - WALKER I.0., 1865 - Electrometric and spectrophotometric
titration of histone and deoxyribonucleo-

histone. J« Mol. Biol., 14, 381-398,



225

226

227

228

228

230

234

232

WARNER

WARNER

WARNER

WATSON

WATSON

a2

J.R., 1866 - The assembly of ribosomes in Hela
cells. J. Mol. Biol., 18, 383-388.

J.R+s 8t SOEIRD R., 18687 = Nascent ribogsomes from
HelLa cells. Proc. Natl. Acad. Sci., 58,
1884-1980.

JeRi i CGIRARD M S EATHAM H o /e B DARNEL LS g SE L =BG
Ribosome formation in Hela cells in the absence
of protein synthesis. J. Mol. Biol., 18,
373-382,

M.L., 1962 - Observations on a granule associated
with chromatin in the nuclei of cells of
Rat and Mouse. J& Cell  Bieol., 1&, TB2= 165

M.L:. 2t ALDRIDGE W,G:; 1881 - Methods for the
use of indium as an electron stain for nucleic
acids. J. Biophys. Biochem. Cytol.., 11,
257-272%

WEINBERG R.A. et PENMAN S., 1870 - Processing of 45 S

nucleolar RNA. J. Mol. Biol., 47, 169-178.

WEINBERG R.A., LOENIG U., WILLEMS M. et PENMAN S.,

18687 - Acrylamide gel electrophoresis of
HelLa cell nucleolarn RNA. Proc. Natl, Acad.
Sci., 58, 1088-10895.

WILLEMS M., PENMAN M. st PENMAN S., 1868 - The

regulation of RNA synthesis and processing in
the nucleolus during inhibiticn of protein
synthesis. J. Cell Biol., 41, 177-187.



153

233 - ' WOODS P.S. et TAYLBR J.H., 1858 = Studies of ribonucleic
acid metabolism with tritium labelled cyti-
dine. Laboratory Investigation, 8, 308-
318'

234 - YOTSUYANAGI Y., 1960 - Mise en évidence au microscope
€lectronigque des chromosomes de la levure
par une cocloration spécifique. C.R4 Soc.
Blol., 250, 1522-1524.

235 - ZABURY DB., 1857 - Existenes d'un complexse liporibho-
nucléoprotéique a groupement sulfhydryle au
sein du nucléole. C.R. Soc. Biol., 242,
1825-1827.

236 -~ L ZAMENIK P.C. gt KELLER E.B., 1854 - Relation bBetwean
phosphate energy donors and incorporation
of labelled amino-acids into proteins.

J. Bicl. Chem., 208, 337-354.

237 .~ SLOBEL: CaRe et BEER!M. ;. 1965 ="ThHe use of heatvy metail
salts as electron stains. Intern. Rev.
Cytel., 18, 363-400.




