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AVANT - PROPOS

A elle seule, la nature du sujet traité dans ce mémoire vient
restreindre 1'étendue des moyens de répondre aux exigences de concision et
de clarté. Nous formulons l'espoir d'avoir surmonté cette difficulté en

concevant notre exposé de la maniére décrite ci-dessous.

La découverte de 1l'existence de ribosomes associés aux membranes
du réticulum endoplasmiqué a fait nattre de nombreuses énigmes qui devront
&tre résolues pour que le mécanisme général de la biosynthése protéique au
niveau cellulaire soit éluecidé. Le chapitre INTRODUCTION a pour but de les
présenter, plutdt que d'€tre un historique et une revue bibliographique

complets.

Notre travail compose, ou parfois illustre, quatre chapitres
ayant pour mots-clés : PREPARATION, BIOSYNTHESE PROTEIQUE in vitro,
METABOLISME et STRUCTURE, LIAISON POLYSOMES-MEMBRANES.

Enfin, la derniére partie est une synthése des résultats acquis.

Une telle construction permet le report, en fin de mémoire, du
chapltre méthodologique. Les "PROTOCOLES EXPERIMENTAUX", insérés dans le
texte, en italique, ne rassemblent que les détails techniques particuliers

a ehaque type d'expérience.




INTRODUCTION




L' hypothese de PALADE et SIEKEVITZ

Deux populations riboéomales ont pu &tre reconnues morphologique-
ment dans le cytoplasme des cellules parenchymateuses de foie de Rat dés
1955-56 (1-2) : 1'une, libre dans le cytoplasme, et 1'autre associée a un
abondant systéme de membranes lipoprotéiques que 1'on nomma réticulum
endoplasmique. lLes deux catégories de ribosomes furent ensuite observées en
microscopie électronique dans la plupart des cellules eucaryotiques, st
1'abondance du réticulum endoplasmigue mise en corrélation avec le degré

d'activité secrétrice d'un type cellulaire (PALADE, 1958) (3).

Ces quelques faits conduisent PALADE et SIEKEVITZ a émettre,
en 1860, l'hypothésq selon laquelle les ribosomes 1iés aux membranes
intracellulaires synfhétiseraient les exoprotéines, tandis que les ribosomes
libres seraient responsables de la synthése des protéines retenues dans la
cellule (4). Cette théorie était séduisante, et un grand nombre de travaux
ultérieurs'eurent pour but d'acquérir des faits expérimentaux susceptibles

de 1'étayer ou de 1'infirmer.
L'attachement des polysomes aux membranes et ses avantages pour La cellule

On congoit aisément que 1l'existence de polysomes liés puisse
avoir un avantage majeur pour la physiologie de la cellule si les chaines
protéiques synthétisées au niveau du réticulum endoplasmique peuvent, et
doivent, &tre transportées ailleurs, dans la cellule ou en dehors de la
cellule ; les espaces intermembranaires - encore appelées cisternae — »
assurant alors les communications entre les différents organites cellulaires
ainsi qu'avec l'extérieur. Les premiéres données biochimiques s'accordant
avec cette supposition furent apportées par PETERS (1962) (5), puis par
SARGENT et CAMPBELL (1965) (6) : in vivo, comme in vitro, les chaines

naissantes d'albumine sont localisées & 1'intérieur des vésicules




intermembranaires. PETERS (7) montre également que la catalase - un composant
des "microbodies” - est synthétisée par les polysomes liés, et BREW (1968) (8)
que la synthése d'a-lactalbumine au niveau du réticulum endoplasmique des

cellules de la glande mammaire contrdle la synthese du lactose.

Ce dernier travail nous montre également qu'un transport ou une
excretion rendus possibles ne sont pas les seuls avantages que peuvent
_présenter pour la cellule la synthése de protéines au niveau du réticulum
endoplasmique, mais qu'un mécanisme de régulation peut-étre aussi basé sur

cette synthése.

Nous choisirons comme dernier: exemple celui de la biosynthése
des chaines protéigues "lourdes” et "légéres” des immunoglobulines, étudié
par WILLIAMSON et ASKONAS (9). Dans ce cas, 1l est indéniable que la synthése
au niveau du réticulum, confinant les chaines naissantes dans un espace
restreint, favorise beaucoup 1'association des chaines entre elles, c'est-a-

dire la formation des ponts disulfure.
Les polysomes "Libres" sont-iLs des antéfacts ?

Dans une cellule dont le réticulum endoplasmique granulaire est
trés développé, un hépatocyte par exemple, les protéines. nécessaires a
"1'économie interne” de la cellule sont-elles synthétisées également par les
polysomes liés, et/ou par des polysomes non associés au réticulum ? En d’autres
termes, existe-t-il dans la cellule de fole des polysomes libres, et si oui,
synthétisent-ils des protéines que ne fabriquent pas les polysomes liés ?
- Cette questiop nous apparait cruciale pour comprendre 1l'organisation de la
biosynth&se protéique dans une cellule animale différenciée. Et sur ce point,
i}hypothése de PALADE et SIEKEVITZ nous apparait encore séduisante, car les
protéines produites par le réticulum devraient obligatoirement migrer vers

des organites intracellulaires comme les lysosomes pour ne pas E€tre excretées.

Cependant, les observations en microscopie électronique nous
montrent des ribosomes apparemment libres dans le cytoplasme, mais nous ne
pouvons &tre slrs de cette interprétation. Il est possible d'isoler, a partir
d'un homogénat de foie deux catégories de polysomes, que nous nommons, de fagon
opérationnelle, liés et libres, mais il est impossible d'affirmer que des
polysomes n'ont pas été dissociés du réticulum au cours de 1'éclatement des
cellules. Pour affirmer qu'il s'agit bien de,deux types polysomaux distincts,
la démonstration que des protéines déterminées sont synthétisées par un type

de polysomes ne suffit plus ; il faut prouver que des protéines synthétisées




par une catégorie de polysomes ne le sont pas par 1'autre.
L'etude des spécificitis de synthese et ses difficulteés

La difficulté majeure de cette étude réside dans le choix des ‘
protéines dont il est possible d'étudier la biosynthése. Le principe de cette
étude est de suivre 1l'incorporation d'un ou plusieurs acides aminés radioactifs
dans la protéine purifiée dans diverses conditions. L'obtention d’'une protéine

& 1'état de pureté radiochimique souléve beaucoup de problémes.

Les travaux de REDMAN (10) (protéines séfiques et ferritine), de
OGATA et al (sérumalbumine, catalase) (11-12) utilisant la précipitation des
protéines néosynthétisées par des antisérums spécifiques ont été trés contestés,
et les travaux de CAMPBELL (13), SHREIBER EE.E&.(14) montrent que les méthodes

immunologiques sont insuffisantes dans ce cas précis.

Différents auteurs cependant affirment que la ferritine est
synthétisée par la fraction de polysomes libres (15-186), tandis que la sérum-
albumine, les glycoprotéines, les immunoglobulines, le collagéne, les enzymes
pancréatiques, seraient synthétisés spécifiguement par les polysomes 1iés
(17-20), Mais la controverse n'est pas terminée semble-t-il, puisqu'un
travail récent conclut gque la synthése de la ferritine s'’effectue dans les
deux fractions (21]). La majorité des auteurs, cependant, s'accordent a
penser que les deux fractions ribosomales couramment isolées correspondent a
deux populations fonctionnellement spécialisées dans la traduction de diffé-

rentes classes de mRNA,
Synthese des protéines membranainres

Si 1'on admet gue cette conception est correcte, nos idées
demeurent obscures en ce qui concerne la composition exacte des "différentes
classes de mRNA", et en particulier, le(s) lieu(x) de synthése des protéines
membranaires. Une hypothése a été émise & ce sujet (22}, que nous discuterons
plus loin dans le chapitre relatif au(x) mode{s) de liaison des polysomes
aux membranés (voir p. ). A notre connaissance, un seul travail a abordé ce
probléeme. Il s'agit de 1'étude de la synthese de la NADPH-cytochrome c
réductase, par diverses préparations de polysomes (RAGNOTTI et al, 1969) (23) ;
aprés de nombreuses purifications par filtration sur gel, chromstographie
d'échange d’'ions, électrophoréses en gel de polyacrylamide, la radioactivite
spécifique de la protéine s'aveére 8tre identique dans les fractions de

polysomes libres et liés.




I1 semble donc, au moins dans le cas particulier de cette
protéine, que les deux catégories de ribosomes puissent effectuer la synthése

de protéines membranaires.
Relations fonctionnelles et de biogéndse entre polysomes Libres et Lies

CAMPBELL (24) considére que ce dernier résultat s'accorde tout a
fait avec ceux de SCHIMKE (25) et de SIEKEVITZ et PALADE (26) : 1'étude du
métabolisme des pfotéines constitutives des membranes du réticulum endoplas-
mique chez le Rat supporte l'idée gue la composition enzymatique de la
membrane est dans un état de renouvellement constant, et que des protéines
peuvent étre fixées et détachées de la membrane préexistante. Pour CAMPBELL,
cecl implique que le réticulum agranulaire soit capable de fixer des protéines

synthétisées par des polysomes libres.

SABATINI pense que les résultats de SIEKEVITZ et PALADE sont
compatibles avec 1'idée que le détachement de ribosomes des membranes conduit

a la formation de membranes lisses, gui peuvent redevenir granulaires par

réattachement fonctionnel de ribosomes (27).

Ces deux hypothéses, bien qu'ayant a leur base des propositions
fondamentalement opposées (c'est & dire synthese non spécifigue et synthése
spécifique des protéines membranaires) ne sont pas en fait incompatibles.
Elles illustrent en tous cas combien les relations fonctibnnelles et de bio-

génése entre polysomes libres et 1iés demeurent problématiques.

La détermination de parametres comme les stabilités respectives
des RNA ribosomaux (28) ou le taux d'entrée des ribosomes néosynthétisés dans
les polysomes libres et 1iés (29) indiguent que les deux classes de ribosomes
ont des temps de transit similaires dans le cytoplasme. La démonstration que
le mécanisme de traduction implique une dissociation et une réassociation
cycliques des 2 sous-unités ribosomales (30) suggere encore 1l'existence, a
1'intérieur de la cellule, d'un état d'équilibre entre les deux populations ;
ceci imposerait un échange rapide des sous-unités ribosomales des deux classes.
Mais dans quelle mesure 1l'association des ribosomes aux membranes modifie-t-elle
la "dynamique" des protagonistes de la biosynthése protéigue telle gue nous

la représentons actuellement 7




PREPARATION DES POLYSOMES LIBRES ET DES POLYSOMES

LIES AU RETICULUM ENDOPLASMIQUE




INTRODUCTION

La fraction microsomale de CLAUDE (1941} (31) contient en grande
partie les dérivés vésiculés du réticulum endoplasmique de 1'hépatocyte
intact (32). L'étude des composants mempranaires "lisses” ou "granulaires”
de la fraction microsomale a fait avancer notre compréhension du rdle du
réticulum endoplasmigue et de la signification fonctionnelle de 1'interaction

ribosomes-membranes.

Depuis le fractionnement par centrifugation différencielle de
CLAUDE, 1les procédures employées pouf isoler le réticulum endoplasmique se
sont multipliées. DALLNER (1963) et REID (13967) ont écrit d'excellents

historiques de cette guestion (33-34).

La procédure de PALADE et SIEKEVITZ (1856} (35) fut modifiée
pour &tre appliquée & des tissus trés différents (1966-67) (36-38).
Elle consiste en une premiére séparation des noyaux et mitochondries de
1'homogénat par une centrifugation & basse vitesse, suivie d'une
ultracentrifugation du surnageant post-mitochondrial. Mais 1l'intérét croissant
que suscitait 1'étude de la biosynthése protéigue la fit adopter pour la
préparation de ribosomes : le surnageant-post-mitochondrial ou la fraction
microsomale sont mis en présence d'un excés de désoxycholate de sodium,

de fagon & libérer les ribosomes des membranes (39).

D'autres auteurs tentent d’isoler membranes granulaires et
agranulaires (FAWCETT, 1964) (40). Les deux types de membranes sont séparés
en tirant parti de leur "solubilité” différentielle & des faibles
concentrations en désoxycholate (ERNSTER et al, 1862) (41}, ou de leur
densités différentes (MOULE et al, 1860 ; CHAUVEAU et al, 1962) (42-43).
€e dernier critére est encore & la base de méthodes employant 1'isooctane
(HALLINAN et MUNRO, 1965 ; HAWTREY-SCHIRREN, 1862) ou le chlorure de césium
(DALLNER et al, 1866) qui sont trouvés rendre plus rapide, ou améliorer la

séparation des deux types de réticulum endoplasmique (44-46),




Toutes ces méthodes sont inadéquates pour 1'é&tude du systéme de

biosynthese protéique associé aux membranes.

BLOEMENDAL et al (1864, 1867) (47-48) décrivent la premiére méthode
de préparation des polysomes libres : le surhageant post-mitochondrial est
centrifugé & travers un gradient discontinu de saccharose 0,6M-2M. Utilisant
une méthode similaire, BLOBEL et POTTER isolent polysomes libres et liés au
réticulum endoplasmique (1966) (48}, ainsi que TATA (1967) selon une procédure

un peu différente (50).

Le but de ce chapitre n'est pas d'étre une étude eritique
systematique de toutes Les méthodes présentées dans La Littérature et de Leurs
variantes, 1L 5'agit plutot d'une nevue succinte des points méthodologiques
- Amportants et des probLemes que pose encore La préparation des polysomes LiEs
d'hépatocyte. Carn L'ensemble de ces ELéments doit souvent étrne pris en
considenation Lons de L'interprétation de résultats expirimentaux.




PLANCHE I : Coupes de s&diments de polysomes Libres (a) et Ligs (b)
obsenvées a un faible grossissement.

Grossissement : 10 260 - Agrandissement :@: 3




A- CARACTERES D'UNE METHODE DE PREPARATION IDEALE

Une méthode de préparation idéale des polysomes libres et liés au

réticulum endoplasmique devrait répondre aux exigences suivantes :

1)  extraction quantitative des membranes de réticulum

endoplasmique sans changements notables de structure ni d'activité.

11) obtention quantitative des ribosomes et polysomes libres

et lids, sans dégradation du mRNA, sans contaminations croisées.

117) ni rupture, ni perturbation de la (des) liailson(s) des

polysomes aux membranes.

Les méthodes utilisées & 1'heure actuelle ne possédent pas encore
toutes ces caractéristiques. En effet, 1'extraction quantitative des
membranes n'est pas encore possible, pour les raisons que nous verrons plus
loin, et une augmentation des rendements couramment obtehus ne peut se faire
sans dégradation de la structure polysomale (voir Figure 1, p. 10). En outre,
aucune donnée ne nous permet d'affirmer que les techniques actuelles
respectent le 3&me critére. Quelques uns de nos résultats (voir p.55-60 )
sembleraient plut6t suggérer le contraire.

L'ensemble de ces faits vient donc, dans une certaine mesure,
limiter quelquefois la validité de résultats expérimentaux ou la portée de

leur interprétation.
B- LE MILIEU D'HOMOGENEISATION

La composition ionique des milieux d'homogénéisation utilisés
pour préparer les polysomes libres et liés tend & s'uniformiser. On trouvera,
& ce propos, dans la partie méthodologique (p.87) la composition ionique du
milieu que nous utilisons, et qui est aussi celle gue 1'on rencontre le plus
fréquemment dans la littérature. Cependant, il nous apparait important de

souligner les faits suivants :
1°- Concentration en potassium :

Il est reconnu gu'une force ionique relativement haute (G,4-0,6)
a un effet stabilisant sur la structure polysomale. En outre, lorsqu'un

détergent est employé son action se trouve facilitée. Pourtant, les




>

concentrations en potassium supérieures & 25mM seront & éviter lors de la
préparation de membranes granulaires, car des polysomes peuvent alors &tre
détachés des membranes (voir ADELMAN et al, 1973) (51).

2°- Effet des ions Ca’’

L'introduction de calcium & faible concentration {1 & 3mM)
prévient 1'éclatement possible de noyaux lors de 1'homogénéisation. Elle est
souhaitable lorsque 1'on veut préparer les polysomes totaux de la cellule.

On introduira alors un détergent non-ionique (0,2-0,5 p.100) dans le milieu.
Cependant, elle est contre-indiquée lorsque l'on désire préparer les polysomes
liés, car les cations mono et surtout divalents favorisent 1'aggrégation des
membranes entre elles, et notemment 1l'association du réticulum endoplasmigue

aux mitochondries, (52).
3°- Traces d'ions métalliques :

Certains auteurs (53) jugent gqu'il faut introduire dans le milieu
d' homogénéisation de 1'EDTA & une concentration équivalente & 5-10% de celle
du magnésium, de fagon & chélater toutes traces éventuelles d'ions divalents
(Zn++, Cu++, Po*"). Ces ions sont capables de provoquer des ruptures (non
enzymatiques) de liaisnns phosphodiester. Jusqu'a présent nous n'avons pu,

toutefois, mettre en évidence le caractére indispensable de cette précaution.
C- HOMOGENEISATION ET SURNAGEANT POST-MITOCHONDRIAL
1°- L'homogénéisation est une procédure subjective :

L'éclatement des cellules, qui se réalise le plus souvent dans un
homogénéiseur de POTTER demeure une procédure subjective. Pourtant, cette
étape du fractionnement cellulaire a une importance majeure car elle influence
- la qualité de la préparation et surtout le rendement en polysomes liés.

En effet, lors de l’homogénéisétion, le réticulum endoplasmigue
est fragmenté en morceaux de tailles trés variables, et d'autant plus petits
que l'homogénéisation aura été plus poussée. Lors de la centrifugation
différentielle, de larges fragments de réticulum peuvent donc sédimenter avec
les noyaux, débris cellulaires et mitochondries. Il existe donc des conditions
d’homogénéisation et de centrifugation permettant d'obtenir un rendement

optimum en polysomes liés dans le surnageant post-mitochondrial.
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Figure 1 : Ultracentrifugation en gradient Lindaire de sacchanrose des
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2°- Amelionen Le nendement en jooly)somus Ligs

L'influence de 1'intensité de 1’'homogénéisation et des
conditions de centrifugation a été bien étudiée par BLOBEL et POTTER (1887)
(54), mais en réalité, les conditions optimums dépendent aussi beaucoup du
matériel utilisé. Il faut également se garder de provoguer 1'éclatement des
noyaux , qui ne se produit pas graduellement, mals assez brusquement & partir
d'une certaine durée de 1'homogénéisation, comme le montrent les chiffres
du TABLEAU I, p.12. La chromatine libérée entrainerait alors une quantité
appréciable de ribosomes et polysomes libres. |

I1 demeure gque dans les meilleures conditions, 55 & B60% des
ribosomes de la cellule sédimentent avec les noyaux et mitochondries
(voir TABLEAU II, p.13). Ceci est di principalement aux interactions existant
entre les membranes du réticulum et les mitochondries, et entre les membranes
du réticulum elles-méme, qui sont importantes surtout en présence d'ions (52).
Environ 30 & 35% du RNA de 1'homogénat (= 40% des ribosomes de la cellule)
est récupérable au cours de deux lavages successifs du culot obtenu apres
centrifugation & basse vitesse (TABLEAU II, p.13). Les nouveaux surnageants
peuvent &tre réunis au surnageant post-mitochondrial. Meis cette procédure
posséde deux graves défauts. D'une part, le lavage des noyaux et mitochondries
ne peut se faire sans une dégradation notable de la structure polysomale
(voir Figure 1, p.10). D'autre part, la dilution du surnageant global ne
permet plus l'obtention de grosses quantités de matériel ribosomal, compte
tenu de la capacité des rotors.

Le fait le plus décevant est gque le réticulum sédimenfant & basse
vitesse est préférenciellement celui qui entoure les mitochondries dans la
cellule, comme 1'a montré récemment TATA (55). Sa localisation privilégiée
pourrait lui conférer des propriétés particulieres.

Pour améliorer le rendement en réticulum endoplasmique dans le
surnageant post-mitochondrial, ADELMAN et al (1872) (56) pratiquent
1'homogénéisation dans une solution de saccharose dépourvue d'ions. Mais
1'écletement des lysosomes et des noyaux qui en résulte provogue une
dégradation poussée du nRNA, si bien que les fractions obtenues ne sont
composées gue de monosomes.

Dans les travaux que nous rapportons dans ce mémoire, nous avons
choisi d’isoler les polysomes avec le minimum de dégradation du mRNA. Ceci
impose que les actions mécaniques et nucléasigques soient limitées lors de

la préparation, comme le montre le paragraphe suivant.




TABLEAU I

Ingluence de L£'homogénéisation swi £'integnite des noyaux.

mg de RNA mg de RNA dans
dans 1ml la fraction %= BXAOD
d'homogénat (A} Nucléaire (B)
8 allers-retour 1,458 0,151 10,35
de piston 1,402 0,142 10,12
1000 tours/mn 1,470 0,165 11,22
12 allers-retour 1,641 0,063 3,8
de piston 1,375 0,054 3,89
1000 tours/mn 1,577 0,053 3,3

N.B : Chaque chiffre est la moyenne de 3 déterminations du RNA.
Les six homogénéisations sont indépendantes.

Les noyaux sont isolés comme décrit dans "METHODOLOGIE".

12
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- TABLEAU 1I

Répantition du RNA apnis La centrifugation de £'homogénat
a basse vitesse (mg de RNA),

Polyscmes Polysomes
sédimentant Noyaux et
Homogénat S.P.M. avec les noyaux mitochondries récuperables
et mitochondries par lavage
97,92 34,61 43,28 20,02 26,21
103,8 36,48 48,25 19,21 38,04
103,6 35,38 49,61 19,11 35,50

N.B : Les 3 expériences sont indépendantes.
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TABLEAU II - PROTOCOLE EXPERIMENTAL

A- 15g de broyat provenant de 2 foies sont homogénéisés dans 65ml de Milieu A
(sans RNA de levure ; voir "METHODOLOGIE", p.67), par 8 allers—retour de
pieton (1000 tours/m). L'homogénat filtré sur gaze stérile est réparti dans
3 pots de rotor 60 Ti (3x20ml), et centrifugé 10mn a 9000gav. Le surnageant

post-mitochondrial est décanté.

B~ L'un des culots obtenus aprés la centrifugation & basse vitesse est

.~

homogénéisé d nouveau dans 20ml de Milieu A, & l'aide d'un piston de verre

s'adaptant au tube. Une nouvelle centrifugation de 10mn a 9000g,, ., |
(9000 tours/mn) conduit a l'obtention d'un culot et d'un surnageant. La |
méme procédure est répétée deux fois encore, et les surnageants de lavage f
sont réunis. Le séd%ment firnal, transféré quantitativement dans un tube 1
Jaugé, est dispersé dans wn volume de 15ml & 1l'aide d'un agitateur-vortex

Jusqu'a l'obtention d'une suspension homogéne.

C- La détermination du taux de polysomes sédimentant avec les noyaux et les
mitochondries s'effectue parallélement sur un autre des 3 culots obtenus

en A. Le protocole expérimental est rigoureusement identique d B, d cect
prés que les 3 lavages s'effectuent dans le Milieu A contenant du

TRITON X-100 & la concentration de 1pl00 (v/v). On peut considérer que

le RNA du culot final provient des mitochondries et des noyaux, essentiellement.

D- Les dosages du RNA contenu dans les différentes fractions sont effectués
comme 11 est décrit dans la partie "METHODOLOGIE" (p.78), (Aliquotes :
homogénat, 3x0,5ml ; surnageant post-mitochondrial, 3x0,5ml ; surnageants
B et C, 3ximl ; culot C 3x0,5ml).




PLANCHE II : Polysomes Libres (a) et £igs (b).

Grossissement : 31 920 - Agrandisseﬁent =3
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D- FRACTIONNEMENT DU SURNAGEANT POST-MITOCHONDRIAL
1°- Comparaison de quatre procédures :

Durant les dix derniéres années, les auteurs ont employé diVerses
procédures pour obtenir, & partir du surnageant post-mitochondrial, les
palysomes libres et liés. Nous avons comparé les contenus en polysomes de
fractions obtenues & partir d'un broyat unique par 4 procédures différentes.
Les étapes de celles-ci sont schématisées dans la Figure 2 (p.18}.

Selon la méthode A, 1'ultraceﬁtrifugation du surnageant
post-mitochondrial conduit & la fraction microsomale. Celle-ci, resuspendue
dans le tampon d'extraction, ,est déposée sur du saccharose 2M, et donne, apres
une nouvelle centrifugation, une interphase de membranes (lisses et granulaires)
et Qn sédiment de polysomes libres. L'interphase, prélevée et traitée par un
détergent, est déposée & nouveau sur saccharose 2M pour donner aprés
centrifugation un culot de polysomes liés. Les principes de cette procédure
ont été utilisés par beaucoup d'auteurs, dont REDMAN et SABATINI notamment (57).

Dans la procédure B, les membranes lisses sont séparées du
réticulum granulaire au cours d'une centrifugation du surnageant
post-mitochondrial sur un coussin de saccharose 1,3M. Le culot de membranes
et de polysomes libres est resuspendu dans la fraction cytosol (prélevée au
1/3 supérieur du tube) et déposée sur du saccharose 2M. La suite du protocole
est en tous points identique & celle de A, & ceci prés qu'une nouvelle
introduction de "cytosol" est pratiquée lors du traitement des membranes par
le détergent. Cette méthode est couramment employée par TATA (50].

La procédure C est essentiellement celle de BLOBEL et POTTER (48].
Les gradienfs discontinus sont cette fois composés de saccharose 2M et 1,38M,
et les membranes granulaires se trouvent en fin d'extraction, & 1l'interphase
inférieure. La solubilisation par le détergent a lipu en présence de cytosol,
comme en B. lLa procédure originellement décrite par BLOBEL et POTTER
comportait 1'introduction de saccharose 0,6M, au lieu de 1,38M, dans les
gradients discontinus. Nous avons ici choisi d'introduire du saccharose 1,38M

>

de manieére & mieux comparér cette procédure & la procédure D, que nous
utilisons.
Celle-ci est plus amplement décrite dans "METHODOLGGIE" (p.88).

Elle différe essentiellement de la procédure Cbpar :
1)  la présence de RNA de levure de bas poids moléculaire, et
d'une fraction partiellement purifide d'inhibiteur de RNase
(voir "METHODOLOGIE") dans le milieu d'homogénéisation.
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i11) l'introduction de cet inhibiteur dans les solutions composant
les gradients discontinus. La fraction "cytosol" est remplacée
par la fraction d'inhibiteur de RNase lors du traitement des

membranes par le détergent.

La substitution du saccharose 0,6M paf du saccharose 1,38M & pour
but essentiel d'éviter toute contamination des membranes granulaires par les
mitochondries "légéres” qui pourraient demeurer dans le surnageant

post-mitochondrial.
2°- Intenprétation des résulitats :

» La Figure 3 (p.19) montre les résultats de 1l'analyse en gradient
linéaire de saccharose des différentes fractions obtenues. Il apparait
clairement que la procédure A ne permet pas d'obtenir les ribosomes liés a
1'état polysomal.

La procédure B tient compte de la présence d'une activité RNasigue
associée aux membranes du réticulum (58). Aussi 1'addition de "cytosol” (qui
contient un inhibiteur cytoplasmique de RNase) vient-elle restreindre la
dégradation du mRNA,

On peut attribuer & 1l'action mécanigue (resuspension, seule
différence entre B et C) par elle méme ou par libération de RNase, la
dégradation des polysomes en B, quil n’est pas observée en C.

La procédure C, toutefois, conduit & 1l’obtention de polysomes
moins lourds qu'en D. Au seul vu des graphiques de C, on pourrait conclure,
comme 1l'ont déja écrit certains auteurs (59), que les polysomes liés
synthétisent des chaines protéiques plus courtes que les polysomes libres.

La répartition dans le gradient des polysomes liés devient tout
8 fait similaire & celle des polysomes libres lorsque 1l'on utilise la

procédure D.

Remarque : Il existe un rythme diwrnien du taux de RNA et de polysomes
dans la cellule hépatique (60). Nous avons observé que ces
variations sont plus accusées dans le cas des polysomes libres.
C'est en période post-prandiale (3-8h) que les aggrégats les
plus lourds sont observés, et que les deux types de polysomes

ont des répartitions identiques en gradient de saccharose.
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FIGURES 2 ET 3 PROTOCOLE EXPERIMENTAL

Le broyat de 4 foies est divisé en deux parties : o [

I- 20g de broyat sont homogénéisés dans 100ml de TKMZ—DTT"- saccharose
0,25M, par 8 allers-retour de piston (1 000t/mn) et constituent 1'homogénat

des procédures A, B, et C.

8g de broyat sont homogénéisés de la méme maniére dans 40ml de Milieu 4,
en présence de 2 ul/ml d'une fraction d'inhibiteur cytoplasmique de RNase®. ;
Une centrifugation des homogénats d 9 0009av pendant 10mn conduit aux surna- ‘

geants post-mitochondriaux 1 et 2.

II- 2 pots en nitrate de cellulose de rotor 40 contenant chacun 11ml du

surnageant post-mitochondrial 1 sont centrifugés 1h 4 105 000g (Procédure A).

III- Dans 4 pots identiques, 7ml du méme surnageant post-mitochondrial sont
déposés sur 4ml de saccharose 1,3M, et sont centrifugés 2h30 4 105 000g dés

l'arrét de la centrifugation en II (Procédure B).

IV-  15ml de surnageant post-mitochondrial 1 sont déposés sur 8ml de sac-—
charose 1,38M et 6ml de saccharose 2M (Procédure C). 15ml du surnageant
post-mitochondrial 2 sont déposés sur le méme gradient, d ceci prés que les
coussins de saccharose contiemnent 1 ul/ml d'une fraction d'inhibiteur de
RNase*® (Procédure D).

Les deux tubes sont centrifugés 20h a 113 000gav dang le rotor 60 T<.

V- Les culots de microsomes obtenus en II sont lentement dissociés d l'aide
d'une baguette de verre, puie 5ml de tampon TKMjﬁDTT’ sont ajoutds dans chaque
tube. Lorsque les suspenstions sont homogénes, on les réunit et on ajuste leur
volume 4 15,5ml avec le tampon. 2 fractions de 7,5ml sont déposées sur 3,5ml
de saccharose 2M (Procédure A).

Les culots de membranes granulaires et polysomes libres obtenus en III sont
resuspendus dans 15,5ml du "eytosol" prélevé dans les 4 tubes. La suspension
globale est déposée en 2 fractions de 7,5ml sur 3,5ml de saccharose 2M
(Procédure B). Tous ces gradients discontinus sont centrifugés Sh @ 105 000g

dans Lle rotor 40.

*voir "METHODOLOGIE"
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FIGURES 2 et 3 PROTOCOLE EXPERIMENTAL (suite)

VI- Les interphases de membranes granulaires obtenues selon les procédures

A et B sont prélevées dans wn volume de 6ml dans les 2 cas. Selon la procédure
A, on ajoute 9ml de tampon Z%WQ—DTT et 1,5ml de DOC a 11 pl00 dans le tampon.
Selon la procédure B, on ajoute 7 ,5ml du cytosol prélevé d la moitié supérieure
des deux tubes, 1,5ml de tampon, et 1,5ml de DOC & 11 pl00.

Dans les 2 cas, des fractions de 8ml sont déposées sur 3ml de saccharose &M

et centrifugées 5h a 105 000g dans le rotor 40.

VII- Les interphases de réticulum granulaire obtenues selon les procédures
C et D sont prélevées d la seringue. Elles ont toutes deux un volume de 8mlL.
Selon la procédure C, on ajoute 7ml de cytosol prélevé d la partie supérieure
du tube, 9,75ml de tampon TKszDTT et 2,75ml de DOC & 11 p100. Selon la
procédure D, on ajoute 60 ul de la fraction d'inhibiteur de RNase, 16,76ml
de tampon, et 2,75ml de DOC & 11 pl100.

Dans les 2 cas, 27ml sont déposés sur 6ml de saccharose 2M. Dans le cas de

la procédure D, la fraction d'inhibiteur de RNase est également introduite

a ratson de 1 ul/ml dans le saccharose 2M. Les tubes sont centrifugés Sh

a 106 000g dans le rotor 60 Ti.

VIII- Les culots de polysomes resuspendus en tampon TKMJ—DTT sont analysés

en gradients lindaires de saccharose.

N.B. : Toutes les solutions de saccharose composant les gradients discontinus

sont en tampon TKMZ—DTT.




PLANCHE III

Polysomes Libres (a) et Ligs (b).

On note les morphologies caractéristiques en rosette (r)

ou en filament (f).
Grossissement : 60 420 - Agrandissement : 3
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A- ACTIVITE DE BIOSYNTHESE PROTEIQUE IN VITRO DES POLYSOMES LIBRES ET LIES
1°- Résultats présentis dans La Littérnature :

Peu aprés les études morphologiques et la publication des premigéres
méthodes de fractionnement cellulaire, les activités de biosynthése protéique
des polysomes libres et liés furent le sujet de nombreux travaux. Ainsi,
dés 1963, HENSHAW, BOJARSKI et HIATT comparent les propriétés de biosynthése
protéique in vitro et in vivo des deux catégories de polysomes, et concluent
que les polysomes liés sont trés actifs dans les deux systémes, alors que
les polysomes libres, "inertes”, peuvent &tre stimulés in vitro par le
poly U (B61). Une étude semblable de CAMPBELL et al apporte des résultats
identiques (62). Puis, une série de travaux montrent gue 1l'activité de
biosynthése protéique par mg de RNA dans les fractions microscmale ou de
fétioulum endoplasmique est inférieure & celle des polysomes libres (63-67).

Enfin, RAGNOTTI, en 1971, conclut que toutes les fractions possédent la méme

activité in vitro (B8).

Ces résultats étant peu cohérents, nous avions choisi d'étudier

plus particuliérement ce point lors de nos premiers travaux (69).

2°- Comparaison de L'activité de blosynthese protiique in vitw
des polysomes Libres et Lits :

L'activité de biosyntheése protéique in vitro d'une fraction
polysomale peut &tre considérée comme étant une fonction de son intégriteé
structurale et/ou de son activité iﬂ_!ixg, si 1'on suppose toutefois que les
conditions optimums d'activité in vitro sont réunies dans le systéme acellulaire.

Nous avons donc mené cette étude parallelement & celle des méthodes d'obtention

des deux fractions, gue nous avons décritedans le chapitre précédent.

Lorsque les polysomes libres et 1iés sont préparés selon la
méthode décrite dans "METHODOLOGIE" (ou voir procédure D, Figure 2, p.18]
1'activité de biosynthése protéique in vitro des deux fractions est identigue,
comme le montre la Figure 4 (p.24) ; mais il était cependant possible que
1'une des deux fractions ne présente pas 1'activité & laquelle on pouvait
s’attendre, sur la base de san contenu en polysomes. On peut remarquer, en
outre, gue la plupart des travaux ayant conclu & une activité des polysomes

liés- inférieure & celle des polysomes libres utilisaient des procédures du

type A, B, ou C (voir Figure 2, p.18).
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FIGURE 4 PROTOCOLE EXPERIMENTAL

A~ Les.fractions de polysomes libres et de réticulum endoplasmique sont

préparées d partir de 2 foiles,
La fraction "eytosol'" est extraite de deux autre foies.

B- Le systéme acellulaire est réalisé dans un volume final de 1,2ml. La frac—
tion de polysomes liés correspond aux interphases membranaires prélevédes

dans les gradients discontinus, sans traitement ultérieur. La suspension de
polysomes libres, aprés estimation spectrophotométrique est diluée de fagon

a obtenir une concentration de 25 a 30 unités d'absorbance & 260nm/ml ;

les concentrations finales en RNA dans le systéme acellulaire sont ainsti
généralement de 150 a 200 uwg/ml. (Dans le cas de l'expérience dont les résul-
tats sont présentés dans la figure 4, ces concentrations étaient : polysomes

liés, 184 ug/ml ; polysomes libres, 192 ug/ml).

C- Des fractions aliquotes de 0,Iml sont prélevées aux temps choisis. Les
temps 0 sont constitués par des témoins non incubés, c'est d dire prélevés
a 0°C. Les "témoins puromycine" 10—3M3 concentration findle sont réalisés en

introduisant 1'antibiotique dans le "mélange d'incubation".

D- & parties aliquotes de 0,2ml des fractions polysomales introduites dans

le systéme acellulaire sont utilisées pour le dosage du RNA.
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B- ACTION DES DETERGENTS SUR LA STRUCTURE POLYSOMALE

1°- Effets du DOC et du TRITON X-100 sur La densité apparente des
polysomes en ghadients de chlorure de césium :

Dans le type d'expérience que nous avons décrit dans le paragraphe
précédent, la fraction de polysomes 1liés était une fraction de réticulum
endoplasmique granulaire. Cependant, il est souvent nécessaire de solubiliser
partiellement les membranes par un détergent, de fagon & libérer les polysomes
pour les analyser ensuite. Certains auteurs utilisent un détergent ionique, (54)
comme le désoxycholate de sodium tandis que d'autres préférent utiliser un

détergent non ionique (70) ou un mélange des deux en proportions égales (71).

Nous avons comparé les effets de ces détergents sur la densité
en CsCl des polysomes obtenus. Des polysomes totaux ou membranaires, préparés
en utilisant le DOC ou le TRITON X-100 sont déposés sur des gradients
linéaires de saccharose. Aprés centrifugation, les fractions correspondant
aux zones hachurées de la Figure 5 (p.27) sont rassemblées, fixées par la
glutaraldéhyde, et déposées en gradients de chlorure de césium comme il est

décrit dans "METHODOLOGIE” (p.74).

Les résultats de cette analyse sont présentés dans la Figure B
{p.28}. I1 est possible de constater que les polysomes totaux obtenus aprés
un traitement du surnageant post-mitochondrial par le DOC ont une densité
supérieure (1,565-1,57g/cm3] a4 ceux obtenus par le TRITON X-10800. Ces derniers
donnent, de facon reproductible, deux pics de densités 1,550g/cm3 et
1,530—1,535g/cm3. Ces résultats suggerent que le DOC pourrait avoir un effet

"déprotéinisant” sur la structure polysomale.

Les polysomes liés ont une distribution hétérogene (1,53 a 1;57g/om3)
apres un traitement au DOC, tandis gu'une mince bande, de densité 1,535g/cm

est observée lorsqu'on utilise le TRITON X-100.

Nous avons effectué d'autres expériences dans lesquelles des
polysomes libres sbnt traités par le DOC ou par le TRITON X-100, centrifugés
& nouveau sur gradients discontinus de fagon & éliminer le détergent, déposés
sur gradients linéaires de saccharose et enfin analysés en chlorure de césium.
Nous avons également constaté que la densité des particules augmentait apras
traitement par le DOC [1,57g/cm3 et plus ; non traités, densité moyenne

1,55g/cm3) alors gu'un traitement par le TRITON X-100 n'avait aucun effet.

Nous avons donc décidé d'employer le TRITON X-100 seul dans toutes

les expériences ol il est important que la structure polysomale ne soit pas
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Figure 5 : Polysomes totaux obtenus parn traitement du swinageant
post-mitochondrial par Le DOC (1) et par Le TRITON X-100 (2).

Gradients lindaires de saccharose 10-50 pl00.
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FIGURES 5 et 6 PROTOCOLE EXPERIMENTAL

A- 5 rats ayant regu une injection d'acide orotique o (0,5mC1, 24Ci/mM) 16h
auparavant sont sacrifiés et un surnageant post-mitochondrial, préparé comme

dans "METHODOLOGIE", est divisé en trois parties.

B~ 60ml de ce surnmageant servent 4 préparer les polysomes liés, tandis que
deux autres fractions de 30ml sont utilisées pour préparer des polysomes
totaux en utilisant le DOC et le TRITON X-100, respectivement.

C- La fraction de réticulum endoplasmique obtenue est divisée en 2 parts

de 16ml, qui sont respectivement traitées par le DOC et le TRITON X-100.

D- Les fractions 15 4 30 des gradients linéaires de saccharose sont rassemblées

avant fixation dans tous les cas.
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altérée. Il faut noter gue le choix du TRITON X-100 rend également possible

- comme nous le verrons plus loin - 1l'identification et une estimation des
proportions relatives des polysomes libres et 1iés dans un mélange par centri-
fugation isopycnique.iCette technigue pourrait donc présenter guelques

avantages, lors d'études ultérieures.

2°- Action des détengents et activité de biosynthese protéique

in vitrho

a- polysomes totaux :

Beaucoup d'auteurs choisissent un détergent ionigue ou non-ionique
en fonction de 1l'activité in vitro des polysomes gu’ils obtiennent. Ainsi,
certains pensent que le traitement par le DOC "stimule” l'activité in vitro

des fractions polysomales (72).

Nous avons donc comparé tout d'abord 1'activité en systéme
acellulaire de polysomes totaux obtenus aprés addition de DOC ou de TRITON X-100
au surnageant post-mitochondrial. Aprés plusieurs expériences ayant donné des
résultats du type de ceux présentés dans la Figure 7 (p.31]), il est possible
de conclure que les deux fractions incorporent les acides aminés C en

fonction du temps de fagon similaire.
b- polysomes libres et polysomes 1iés

I1 demeure la possibilité qu'un effet "activateur" du DOC, spéci-
fique d'une catégorie de polysomes, soit difficilement détectable sur un
mélange. Nous avons donc étudié en systéme acellulaire des fractions de
polysomes libres, libres traités par le DOC, liés (réticulum endoplasmigque

granulaire), liés détachés des membranes par le DOC, et totaux, respectivement.

Les courbes-type obtenues constituent la Figure 8 (p.33]). La encore,
on peut constater que les cinétiques d'incorporation sont trés similaires

dans tous les cas.
c- discussian

L'action du DOC se traduit par 1’obtention de particules dont 1le

Protéines
RNA 14
n'affecte pas leur capacité d'’'incorporer les acides aminés C in vitro. Ces

rapport est plus faible que celui de particules non traitées, mais

faits pourraient s'interpréter de 3 fagons

7) les protéines détachées de la structure polysomale par le

DOC ne sont pas des protéines nécessaires & l'activité in vivo.

11) ces protéines sont nécessaires 4 l'activité in vivo, mais
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Figure 7 : Cindtiques de blosynthise protéique in vitho par des polysomes
totaux obtenus par Le DOC et Le TRITON X-100.

Graphiqueé d'une expérience—type -"systéme potassium'-
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FIGURE 7 PROTOCOLE EXPERIMENTAL

A- Le surnageant post-mitochondrial provenant de 2 foies est divisé en deux
parties de 30ml qui seront respectivement traitées par le DOC et le

TRITON X~100 : 3ml d'une solution de détergent 4 11 p100 dans le tampon
TKMZ—DTT sont lentement ajoutés sous agitation douce. Aprés 10m & 0°C, des

fractions de 15ml sont déposées sur des gradients discontinus de saccharose.

B— Les volumes finals choisis pour les cindtiques d'inecorporation sont de

1,2ml. 0,Iml sont prélevés aux temps choisis.

C- Dés la fin des incubations, 5 fractions aliquotes de 0,2ml de chacune des
suspensions polysomiles ayant été introduites dans le systéme acellulaire

sont utilisées pour le dosage du RNA.




<
pa
o
o
£
~
<
'o
-~
X
=
a
O

mMinufes
Figwie § : Effet du DOC sur £'activite de biosynthise protédique An vitro
des polysomes Libres et LiBs.
o Libres e [ibres traités par le DOC (Q)

o Liés e Liés traités par le DOC (b)

e Totauxr (c)

33




34

FIGURE 8 PROTOCOLE EXPERIMENTAL

A- 2 foies sont utilisds pour préparer la fraction "eytosol" comme <l est
décrit dans "METHODOLOGIE",

B~ 3 foies permettent d'obtenir 60ml de surnageant post-mitochondrial. 14ml de
ce surnageant donnent aprés action du DOC, un culot de polysomes totaux.

3 autres fractions de 15ml permettent d'obtenir 3 culots de polysomes libres
et 3 interphases de réticulum endoplasmique granulaire. Ces derniéres sont
prélevées dans un volume total de 24ml, et les 3 pots sont décantés et

nettoyés.

C—- Deux sédiments de polysomes libres sont repris chacun dans 4ml de tampon
d'extraction, et les suspensions sont transférées dans un erlenmeyer. On dilue
ensuitte d 46ml avec le tampon, et 4,6ml de DOC & 11 pl00 sont lentement

ajoutés sous agitation douce.

D
de tampon et de 0,1ml de la fraction d'inhibiteur cytoplasmique de RNase, puis
de 4,6ml de DOC ¢ 11 pl00.

]

22ml de la suspension de réticulum endoplasmique sont additionnés de 23,9ml

E- Les solutions obtenues en C et D sont déposées par fractions de 26ml sur
8ml de saccharose 2M dans le tampon THM -DTT (systéme ammonium) ou TKM ~DIT
(systéme potassium) et centrifugées 5h & 45 000 tours/mn dans le rotor 60 Ti
(143 000g, ).

F- Les cinétiques d'incorporation d'acides aminés ¢ par les polysomes totaux,
libres, 1iés (réticulum endoplasmique) sont réalisées immédiatement aprés les
opérations D et E (c'est d dire sans attendre la fin des 5h de centrifugation
en E).

G- Volumes finals des incubations : 1,2ml — Prélévements de 0,Iml.
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pas in vitro.

~

117) elles sont mécessaires d L'activité fz_vivo conme in vitro,

mais sont aussi présentes dans la fraction "eytosol'.

La seconda hypothése est la seule qui soit étayée par d'autres
faits expérimentaux : le DOC est capable de dissocier les complexes RNP (73],
et de libérer des ribosomes de la structure polysomale sans fragmentation du
mRNA (74). Le DOC pourrait provoquer le détachement de protéines associées

au mRNA,
C- CONCLUSION

Les polysomes Libres et £i&s d'hépatocyte de Rat ont des activitis
bioLoglques Ldentiques en sysiteme acellulaire.

Lle DOC, utilisé pour Libéren Les polysomes des membranes, donne
des particules hétérogines en centrifugation Lsopycnique. Cet effet n'est
pas observé avec Le TRITON X-100, détergent non-Lonique.

Les deux détengents toutefols, ne modiflent pas L'activité de
blosynthese protéique in vitro des polysomes.




PLANCHE IV : Réticulum endoplasmique (a) et polysomes détachis des
membranes par Le TRITON X-100 (b).

Grossissement : 10 260 — Agrandissement : 3




METABOLISME DU RNA ET DIFFERENCES = STRUCTURALES

ENTRE POLYSOMES LIBRES ET LIES
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A- METABOLISME DU RNA DES POLYSOMES LIBRES ET LIES
1°- ARNA :

Depuils 1967 et 1968, les travaux de LOEB EE.El (28), et de TALAL
et al (75) ont montré que les RNA ribosomaux des deux catégories de polysomes

ont des stabilités identiques.

2°- Inconporation d'acide orotique 54 dans Les mRNA des polysomes
Libres et Lies en présence et en absence de faibles doses
d'actinomycine D :

L'injection d'actinomycine D se traduit par une inhibition de 1la
synthése des RNA. Toutefols, il est possible d'obtenir un margquage spécifigue
des mRNA, lorsque l'injection du précurseur radicactif est précédée de

1'administration de la drogue a faible dose.

Nous avons réuni ces conditions dans une série d'expériences, et
suivi l'incorporation de l'acide orotique 3H dans les polysomes libres et liés
en fonction du temps. La figure 9 (p.38) présente les résultats obtenus. On
constate que la radioactivité incorporée est environ 4 fois supérieure dans
le cas des polysomes libres. Ces données, sans en constituer une preuve
absolue, suggérent que la résultanté des stabilités des nRNA des polysomes

liés est plus grande que celle des polysomes libres.

Ces mEmes faits peuvent &tre observés en absence d'actinomycine D
lorsque 1'on extrait le RNA polysomal (libre et 1ié) par le Tris-SDS (voir
"METHODOLOGIE") aprés les m@mes temps de marqguage : 1'analyse en gradient
linéaire de saccharose montre que la radiocactivité trouvée dans la zone 4-158

est beaucoup plus importante dans le cas des polysomes libres.

3°- Influence du jeiine sun Le taux de renouvellement du RNA
polysomal des catigornies de polysomes

Les effets de différents régimes riches en glucides ou en protéines
et du jeﬁne sur les taux de RNA cellulaire, de polysomes, de sous-unités libres
dans le cytoplasme ont &té étudiés dans le but de comprendre guels sont les
mécanismes de régulation de la biosynthése protéigue (B0,78). Différents
travaux concluent que le taux de polysomes libres décroit plus repidement
durant le jelne que celui des polysomes 1iés (77).

(Ceci pourrait Etre l'expression des différences de stabilité des mRNA, mais
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FIGURE 9 PROTOCOLE EXPERIMENTAL

A= 6 rats, pesant tous entre 295 et 305g regoivent une injection intrapé-
ritonéale d'actinomycine D (Solution & Img/ml dans NaCl 0,9 p100 ; dose :
0,55mg/kg) suivie, 2h30 plus tard d'une injection d'acide orotique ZH

(0,5mC% dans 0,5ml de NaCl 0,9 p100). L'heure des injections est fixée de
telle sorte qu'un sacrifice puisse avoir lieu toutes les deux minutes, et que

les temps de marquage soient de 1,2 et 4h (2 rats pour chaque temps).

B~ Les polysomes libres et liés sont extraits comme 1l est décrit dans
"METHODOLOGIE"., Des fractions de 0,3ml des suspensions polysomales, contenant
15 unités d'absorbance a 260nm sont utilisées pour l'analyse en gradients

lindaires de saccharose ; ceux-ci sont fractionnés par 0,2ml.

C- La radioactivité est déterminée par précipitation, filtration et comptage

de l'acido—-insoluble.
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d'autres domndes doivent &tre prises en considération, que nous analyserons

plus amplement dans le dermier chapitre).

Cependant, peu d'éléments sont encore en notre possession en ce
qui concerne la régulation de la biosynthé@se du RNA des deux catégories de

polysomes.,

La vitesse de renouvellement du mRNA étant plus grande gque celle
du rRNA ribosomal, il est possible d'obtenir un marquage préférentiel du
mRNA si le précurseur est injecté 1/2h & 1h avant le sacrifice selon la dose
administrée. Inversement, un temps de marquage long (20h) se traduira par un
marquage préférentiel du rRNA (la demi-durée de vie est de 115 & 120h selon
WILSON et HOAGLAND) (78). Nous avons suivi ces principes pour étudier
1'influence du jelne sur la vitesse de renocuvellement du RNA des deux caté-

gories de polysomes.,

Deux lots de rats (jefine de 18h, régime normal) regoivent chacun
des injections successives d'acide orotigue 3H (marquage long, 20h) et d’acide
orotique 148 (marquage court, 1h). Les polysomes libres et liés sont préparés
et analysés sur gradients linéaires de saccharose. La figure 10 (p.41)
montre que la vitesse de renouvellement des r-et mRNA des deux catégories de

polysomes est plus grande dans le cas des animaux soumis au jelne.

Ces résultats auront leur importance dans l'interprétation

d’expériences décrites dans le chapitre suivant.
4°- Discussion :

a- stabilité des mRNA

Un effet inhibiteur de 1'actinomycine sur 1l'alleongement des chaines
peptidiques dans les cellules Hela a été rapporté par PENMAN et al (793).
Aussi, tant que les effets de 1'actinomycine sur la biosynthése protéique dens
1'hépatocyte de Rat n’auront pas été étudiés, l'interprétation des résultats

obtenus (Figure 10) ne peut &tre que'partielle.

Il faut noter, cependant, gue dans ies expériences de PENMAN et al,
la dose d'actinomycine employée blogue toutes les synthéses de RNA. D'autre
part, 1l'cbservation des cinétigues de marquage en absence d'actinomycine
suggere également gue les polysomes liés ont des mRNA plus stables gue ceux
des polyscmes libres. En outre, ces résultats s'accordent avec les travaux
de WILSON et HOAGLAND démontrant que le mRNA codant pour la synthése de 1la

sérumalbumine est trés stable (77).
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FIGURE 10 PROTOCOLE EXPERIMENTAL

42

A- 3 rats sont mis 4 jetner 18h pendant que 3 autres sont normalement nourrts.

Tous regoivent par voie intrapéritonéale, une injection de 0,5mCi d'actide
orotique %y ot une injeetion de 0,ImC1 d'acide orotique 4p respectivement

20h et 1h avant le sacrifice. Les rats soumis au jeune boivent ad libitum.

B~ Les polysomes libres et liés sont isolés par la procédure C, décrite

C- 20 unités d'absorbance a4 260nm de chaque suspension polysomale sont
disposées sur des gradients linéaires de saccharose 10-50 pl00, et centri-
fugées dans le rotor SW 25-1.

D- Les gradients sont fractionnés par 0,7ml.
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b- effets du jelne :

Alors que nous réalisions ces expériences, NORDGREN et STENRAM
publiaient une étude semblable & la ndtre, apportant les mémes résultats (80J.
D’autres travaux sur les relations existant entre le métabolisme des nucléotides
et celui des amino-acides, permettent de penser que la stabilité des RNA est

directement en relation avec le taux intracellulaire d’amino-acides (80).

Cependant, ni le travail que nous avons décrit, ni celui de
NORDGREN et STENRAM ne permettent de savoir si le renouvellement du pRNA de

1'une des deux catégories de polysomes est plus sensible & 1'action du jelne

gue celui de 1'autre.
B- DIFFERENCES STRUCTURALES ENTRE POLYSOMES LIBRES ET LIES

Nous avons déjé évogué, dans le chapitre "INTRODUCTION" (p. 4)
les arguments expérimentaux permettant de supposer 1l'existence d'un état
d'égquilibre entre’'les deux populations de ribosomes. Cependant, on peut aussi
se demander si des modifications structurales doivent intervenir avant que
les sous-unités de ribosomes liés puissent s'échanger avec celles des ribo-
somes libres. D'autre part, les spécificités de synthese impliduent-elles

des différences structurales entre les mRNA des 2 catégories de polysomes ?

L'étude des différences structurales entre polysomes libres et
liés peut donc &tre une premiére étape dans la compréhension d'éventuelles
relations fonctionnelles et de biogénése qui pourraient exister entre les

deux systémes de biosynthése protéique.

1°- Comparaison des densités apparentes en CsCL des polysomes
Libres et Li8s

Comme il est décrit dans "METHODOLOGIE", les polysomes sont
préparés par une longue centrifugation du surnageant post-mitochondrial sur
gradients discontinus de saccharose. Les polysomes liés sont détachés des

membranes par le TRITON X-100 (voir chapitre précédent]). Les deux fractions

polysomales sont déposées sur des gradients linéaires de saccharose (voir
Figure 11, p.44) et les fractions correspondant & des polysomes de tailles
variables saont fixées par la glutaraldéhyde et déposées sur des gradients

préformés de CsCl.

La zone C {(pentaméres-hexaméres) est choisie de fagon & exclure

toute contamination par des monoméres. Au deld de la zone A (décaméres environ)
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la radioactivité des fractions serait insuffisante pour permettre 1’'analyse.

Les résultats sont présentés dans la figure 12 (p.46). On psut
noter que la fraction détachée des membranes semble €tre homogene, puisque
le méme pic, de densité légeérement inférieure & 1,540g/cm3 est obtenu dans

les trois régions du gradient de saccharose.

D'autre part, la fraction libre présente une distribution hétéro-
géne. Une bande majeure est présente dans les troils régions explorées
(d= 1,545g/cm). Un second pic apparait sous la forme d'un épaulement dans les
zones B et C. Il est plus visible en zone A (d= 1,580g/cm3], oG 1'on observe

également un troisiéme pic, d'une densité identigue & celle cobservée pour

les polysomes membranaires (= 1,535g/cm33.

La présence de ce dernier pic est surprenante. Elle pourrait
s'expliquer par la libération de polysomes lourds des membranes. lors de
1'éclatement des cellules, ou traduire des relations fonctionnelles - encore

inconnues - entre les deux catégories de polysomes.

Les polysomes de densités 1,55g/cm3 et 1,545g/cm3 {que nous avons
nommés types I et II respectivement) sont plus représentatifs de la fraction
de polysomes libres, puisqu'ils sont trouvés dans les trois régions analysées.
Des expériences ultérieures eurent pour but de comprendre la signification

de 1'héterogénéité des polysomes.

N.B. : L'analyse en gradients de CsCl des polysomes sédimentant avec les
noyaux et les mitochondries donne des résultats identiques. Toutefois,
11l faut noter que, pour les raisons que nous avons précédemment
exposées (voir Figure 1, p.10), l'analyse des polysomes "lourds"
(ef zone A des gradients de saccharose) qui pourraient Etre présents

dans cette fraction s'avére difficile.
2°- Densités des mononibosomes :

Pour obtenir d'autres données concernant l'origine de 1'hétéro-
généité des polysomes en CsCl, nous avons mesuré la densité des monosomes

obtenus par action ménagée de la RNase sur les polysomes libres et liés.

Les monosomes sont purifiés sur gradients linéaires de saccharose
avant d'&tre déposés sur gradients de césium. La figure 13 (p.47) montre les
résultats obtenus. Les deux types de ribosomes se placenf dans une bande trés
fine, de densité 1,550g/cm3. Nous avons obtenu des résultats identiques

lorsque les polysomes des zones A, B, et C sont respectivement soumis a
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FIGURE 13 PROTOCOLE EXPERIMENTAL

A- Des culots de polysomes libres et lids sont resuspendus en tampon TeKMJ—DTT*
et dilués de fagon & obtenir une concentration de 10 a 15 unités d'absorbance

d 260nm/ml. Une solution de ribonucléase pancréatique, & 10 wg/ml dans le

0,1 SsC, pHﬁ5, est additionnée de maniére a4 obtenir une concentration finale

de 0,1 ug/mlL.

B- Aprés 10m d 37°C, les tubes sont refroidis a 0°C et 1ml de chaque suspen—
sion ribosomale est déposé sur gradient lindaire de saccharose 10-30 pl00 en
TeKMZ-DTT s et centrifugé dans le rotor SW 26-1.

C- 0,2ml de chacune des 56 fractions de 0,5ml obtenues sont dilués & 0,5ml
avec le tampon TeKMj (sans DIT) et l'absorbance a 260nm est lue au spectro-
photométre ZEISS PMQ-II.

D- Les fractions correspondant au pic de monosomes sont rassemblées et fixédes
par la glutoraldéhyde (concentration finale, & pl00). Des fractions aliquotes

de 0,2ml sont ensuite déposées sur gradients préformés de CsCl (1,38—1,65g/bm5).

E- Les gradients sont fractiomnés par 0,Iml. La radiocactivité est déterminée
comme il est décrit dans "METHODOLOGIE",

*voty "METHODOLOGIE"
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1'action de la RNase, les monosomes obtenus purifiés, et analysés ensuite

en gradients de CsC1.

L*'hétérogénéité observée au niveau des polysomes n'est donc pas
le reflet d'une hétérogénéité ribosomale. Et, si 1l'on prend en considération
le fait que le mRNA est associé & des protéines & l'intérieur méme de la
structure polysomale (81-82) on pourrait penser que les différentes densités

sont dues a des mRNP différentes.
C~ CONCLUSION

Les mRNA de La graction de polysomes Li8s semblent etre plus
stables que ceux de fa fraction de polysomes Libres,

Le zemps de renouvellement des RNA des 2 catigorndies de polysomes
décrnolt Lorsque Les animaux sont soumis au feine.

Les polysomes L£L8s, homogines en centrlfugation Lsopyenique
(d= 1,5359/0913) se diggerencient des polysomes Libres, hétérogenes (d= 1,5609/@013
et I,5459/cm3 appelss types 1 et 11, respectivement).

Les monosomes produits par action ménagée de La RNase sun Les
polysomes Libres et £i8s ont La meme densite (d= 7,5509/mn3). Cecd suggére
que des mRNP differentes distinguent Les trnods types polysomaux.




LIAISON(S) DES POLYSOMES AUX MEMBRANES

DU RETICULUM ENDOPLASMIQUE
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A- LIAISON DE LA GRANDE SOUS-UNITE A LA MEMBRANE

SABATINI et al apportaient en 1866 les premiéres évidences de
1'attachement des ribosomes aux membranes du réticulum endoplasmigue par
l'intermédiaire de la grande sous-unité (83). Les travaux de REDMAN ensuite

(84), puis de BAGLIONI (85), venaient les confirmer.

La figure 14 (p.54) présente les résultats d’'une expérience,
inspirée des travaux de SABATINI, gue nous avons réalisée pour illustrer ce
point : 1’action de 1'EDTA se traduit par le détachement des membranes du

RNA 18S, alors que le RNA 285 n'est pas libéré.

Cependant, la nature exacte de la liaison de la sous-unité B0S

a la membrane n'est pas connue.
B- AUTRES MODES DE LIAISON

L'existence possible d'autres modes de liaison a &té envisagée. lLes
travaux de REDMAN (57), montrant que les chaines protéigues néosynthétisées
s’allongent a 1’intérieur des vésicules intermembranaires rendent également
cancevable "1'ancrage" du ribosome sur 1é membrane par le peptide naissant,
sans qu'une liaison directe de la grande sous-~unité soit obligatoire. Mais

1'existence d'une telle association n'a jamais été clairement prouvée.

En outre, une liaison des polysomes aux membranes par 1l'inter-
médiaire du nRNA a été démontrée dans les cellules Hela par ROSBASH et PENMAN
(86), ainsi que dans les cellules de KREBS (FAIFERMAN et al,73).

1°- Action de La RNase sur La fuaction de #éticubum endoplasmiue :

BLOBEL et POTTER, dés 18687, affirment gue ce dernier mode de
liaison n'existe pas dans 1'Hépatocyte de Rat ; cependant, pour d'autres au-
teurs, une certaine proportion de ribosomes, détachables des membranes par
action ménagée de la RNase, seraient responsables de la synthése des protéines

membranaires. (54,87).

I1 faut noter gue dans ces travaux, la fraction de réticulum
endoplasmique est obtenue par longue centrifugation du surnageant post-
mitochondrial sur gradient discontinu de saccharose, ce qul est la méthode

la plus courante, et que nous utilisons.

La figure 15 (p.53) montre les résultats d'une action ménagée de
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FIGURE 14 PROTOCOLE EXPERIMENTAL

A- Un surmageant post-mitochondrial est préparé comme il est déerit dans
"METHODOLOGIE", 4 partir d'un fotle.

B- 1,1ml de ce surnageant sont additiomnés de 96 ul d'une solution d'EDTA
0,01M ajustée & pH 7 avec de la potasse 0,5N. Une autre fraction aliquote de
1,1ml est additionnée de 96 ul d'eau distillée.

C- 1ml de chaque suspension sont déposés sur gradients linéaires de saccharose
15-30 p100, (gradient témoin en TKMZ—DTT ; gradient "EDTA" en TKMJ—DTT,
EDTA 8mM) et centrifugds 20mm & 24 000 tours/mn dans le rotor SW 256-1.

On obtient wn culot de membranes granulaires.

D- Les tubes sont décantés, nettoyés et le RNA est extrait des fractions
membranaires selon la méthode de NORDGREN et STENRAM (voir "METHODOLOGIE").

E- Les deux fractions obtenues sont dissoutes dans 0,3ml de tampon acétate
de sodiwm 0,0IM pH &, 0,01M NaCl, 0,001M MgCZ2 et déposées sur gradients
lindaires de saccharose 10-50 pl00 dans le méme tampon. Des fractions de

0,3ml sont collectées.
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FIGURE 15 PROTOCOLE EXPERIMENTAL

A- Une fraction de réticulum endoplasmique est préparée comme il est décrit
dans "METHODOLOGIE"* & partir de 2 foies. Les animaux ont regu une injection

intrapéritonéale de 0,5mC1 d'acide orotique SH 20n avant 1le sacrifice,

B- Une fraction aliquote de 0,2ml de la fraction membranaire est additionnée
de 0,02ml de tampon TEM, .
0,160ml de tampon TKMZ et de 0,04ml d'une solution de RNase & 1 ug/ml. Les

2 tubes sont incubés 10mn & 37°C, puis refroidis & 0°C avant d'étre déposés

Une autre fraction de 0,2ml est additionnée de

sur gradients lindaires de saccharose.

C—- Aprés 20h de centrifugation d 35 000 tours/mn dans le rotor SW 40 Ti, des
fractions de 0,2ml sont collectées et la radioactivité déterminée par filtra-

tion et comptage de l'acido-insoluble.

*d cectl prés que les solutions de saccharose composant les gradients discon—

tinus ne contiemment pas de dithiothreitol.
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la RNase sur la fraction de réticulum endoplasmigue que nous obtenons. Les
membranes sont soumises & une centrifugation isopycnigue en gradient 1-2M
de saccharose avant et apreés action de la RNase : la radiocactivité du RNA
associé aux membranes demeure inchangée, et aucun culot n'est observé. Il
est donc possible de conclure qu'il n'existe pas de polysomes 1liés par 1'in-
termédiaire du mRNA dans une telle fraction de réticulum endoplasmique, ce

qui rejoint les résultats de BLOBEL et POTTER (88).

Il demeure cependant la possibilité gue cette lisison existe, mais
soit rompue pendant la longue centrifugation sur gradient discontinu de
saccharose. En effet, dans ce type de purification, la membrane est immobili-
sée dans un milieu de densité identique & la sienne, tandls que les polysomes,
de densité supérieure, sont soumis pendant un temps trés long & la force de

sédimentation. L'association polysome-membrane doit donc résister & cette

contrainte.

Nous avons donc analysé les fractions de polysomes présentes au
niveau de 1'interphase de membranes granulaires et au fond du tube (culot de

polysomes libres) aprés des temps variables de centrifugation (3 & 20h).

2°- Compontement des polysomes Libres Lons de La purification :

Dans chague cas, les fractions obtenues sont déposées sur gradients

linéaires de saccharose, et des zones correspondant & des polysocmes de tailles
différentes sont fixées par la glutaraldshyde, et analysées en gradient de
CsC1.

La figure 18 (p.56) présente les profils en gradient linéaire de
saccharose des fractions polysomales obtenues aprés 5h de centrifugation du
surnageant post-mitochondrial sur gradients discontinus. Si 1'on compare ces
courbes & celles de la figure 11 (p.11), on peut conclure gue les polysomes
libres les plus "légers” n'ont pas encore été sédimentés, et gu'en consé-
quence, la contamination des polysomes 1iés par les polysomes libres devrait

étre maximale dans la zone C du gradient linéaire de saccharose.

Ceci est confirmé par 1l'analyse en gradients de CsCl (Figure 17,

p.58) : les polysomes de la région 1C ont ure densité de 1,548g/cm3, qui est

la valeur précédemment observée pour les polysomes libres (voir Figure 12, p.46,

Graphique 1C), et les polysomes liés ne sont pas visibles. Dans les zones 1A
et 1B (Figure 17, p.58), les polysomes liés sont présents, contaminés par les

deux types de polysomes libres.
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D'autre part, si nous comparons lss résultats obtenus avec les
deux fractions (Figure 17, 1, et Figure 17, 2), nous constatons que le type II
{d= 1.545g/cm3] est le contaminant principal de la fraction de polysomes liés,
mais n’est qu'un constituant mineur de la fraction de polysomes libres.
Inversement, le type I se trouve en faibles pfoportions dans la fraction "mem-

branaire", mais représente la quasi-totalité des polysomes libres.

Ainsi, l'analyse en gradients de CsCl montre que les polysomes de
type I (d= 1,56g/cm3) se séparent rapidement des membranes alors gque 20h de
centrifugation sont nécessaires pour gue les polysocmes de type II atteignent
le fond du tube : ceux-ci ont un comportement qui ne dépend-pas uniguement

de leur coefficient de sédimentation.

Il est important de montrer, & ce point de notre étude, que
1'hétérogénéité polysomale observée n'est pas un artéfact, résultant de pertes,
ou de l'adsorption de particules sur les parois des tubes., De fréguentes
difficultés de cet ordre nous avaient fait rejeter la méthode de fixation par

la formaldéhyde, lors d’'études préliminaires.

Dans nos expériences, les pertes sont négligeables, puisque 80%
au minimum de la radicactivité déposée sur les gradients sont retrouvés dans
les fractions. Une hétérogénéité artéfactuelle des polysomes peut étre aussi

rejetée par les résultats de 1'expérience décrite ci-dessous.

3°- Effets de La congélation et de La décongélation sur La népar-
tition des 3 types de polysomes

Nous avons constaté qu'une congélation, suivie d'une décongéla-
tion, ont pour effet de décroitre 1'activité de biosynthése protéigque in vitro
des polysomes. Ceci peut €tre principalement attribué a la fragmentatiocn du
mRNA (voir Figure 18, p.60), car 1'activité de synthdse de polyphenylalanine
de monoribosomes ne décroit pas de fagon significative aprés un méme traite-

ment .

La figure 18 (p.B1) présente les résultats de l'analyse en
gradients de CsCl de fractions polysomales obtenues aprés 5h de centrifugation

préparative, congélation et décongélation.

Les zones d'hétérogénéité maximale sont déplacées vers la surface
du gradient linéaire de saccharose (Figure 18, 1 ; comparer a la Figure 12, 1,
p.46). Les zones B et C sont devenues équivalentes. Dans la zone C (comparée

a la méme zone, Figure 12, 1, p.46) 1les polysomes membranairss sont maintenant
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PLANCHE V : Fraction de n@ticulum endoplasmique obtenue apres 5h de
centrifugation a 113 000g, sur gradient discontinu.

Grossissement : 31 920 — Agrandissement : 3
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des differnents types de polysomes.
Fractions obtenues aprés 5h de purification sur gradient discontinu.

Matériel situd & 1'interphase (1) et polysomes libres (2).
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visibles. La zone B a "perdu” des polysomes de type I, qui apparaissent en

portion plus imbortante en zone C.
4°- Effets du jeune :

Nous avons essayé de déterminer également guelle pouvait &tre
1'influence d'une variation de 1'état physiologique sur 1'hétérogénéité des

polysomes.

Un lot de rats, est soumis & un jedne de 12h, tandis qu’'un autre
. . . 3
gst normalement nourri. Des injections intrapéritonéales d'acide orotigue H

et 146 respectivement, sont pratiguéss 16h avant le sacrifice.

Tous les foies sont rassemblés. L'homogénéisation et le fraction-
nement cellulaire ont donc lieu dans des conditions rigoureusement identigques
pour les 2 groupes d'animaux. En outre, selon certains auteurs (89-80), le
taux d'inhibiteur cytoplasmique présent dans la cellule décroft pendant le
jedne. Les erreurs qui pourraient résulter de dégradations différentielles
des polysomes ce 1'un et l'autre groupe pendant les manipulations sont donc

également évitées.

On peut d*ailleurs constater gue dans ces conditions, la répar-
tition des polysomes libres et liés dans les gradients linéaires de saccharose
(Figure 20, p.63) sont similaires. Mais la durée du jedne, relativement courte

dans ce type d'expérience, peut aussi expliquer ces résultats,

Ltanalyse en gradients de CsCl montre que le jelne n'a aucune
influence sur la densité et 1'homogénéité des polysomes liés. D'autre part,
les rapports 3H / 44C traduisent les proportions des 2 types de polysomes

. 3 14
libres dans les 2 groupes d'animaux . On constale que le rapport H / C

*ou/et des radioactivités spécifiques différentes du RNA des polysomes de type I
et II en période de jetine (ef § A, 3°-, p.37). Toutefois cette possibilité est
exclue par le fait que la radioactivité spécifique du RNA des fractions poly-
somales obtenues aprés 5h de centrifugation préparative est identique dans
toutes les régions des gradients lindaires de saccharose (animaux ayant jedné

pendant 12h).
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Les zones A, B et C sont analysées en gradient de CsCl. (voir

Figure 21). 3H :
Les polysomes sont préparés comme 21 est déerit da::

Jetine

14C .
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décroift pour les polysomes libres de type II, dans les 3 régions explorées.

I1 croft légérement pour les polysomes de type I dans les zones A et C ; 1la
total des C.P.M. 3H

est observée
total des C.P.M.14C

déviation maximale de la valeur moyenne

en zone C (voir Figure 21, p.64).

Ces résultats suggérent que les polysomes de type II (d= 1,545g/cm3)
deviennent prépondérants lorsque 1'induction de la formation des polysomes
est favorisée, et que les polysomes de type I sont en quantité plué importante

en période de jedne.
5°- Discussion :

Les polysomes libres de type I et II ont des comportements dif-

férents pendant la centrifﬂgation préparative. Ce fait pourrait signifier :

1) que les polysomes de type II s'adsorbent préférentiellement
sur les membranes du réticulum endoplasmique.

11) qu'il existe une association entre les polysomes de type II
et les membranes ; celle-ci serait rompue pendant la longue

centrifugation.

I1 est difficilement concevable qu'un phénom&ne d'adsorption
puisse €tre "spécifique” d'une catégorie de polysomes ; cependant, cette
possibilité ne peut &tre totalement exclue dans 1'état actuel de nos connais-
sances. Dans le cas de la seconde interprétation, le mode de liaison exact

des polysomes de type II aux membranes resterait a déterminer.

C- CONCLUSION

L'action ménagée de La RNase ne Libere pas de monosomes de La
graction de réticulun endoplasmique obtenmwe apnds Longue centrifugation.

Au couns de La centrifugation préparative, Les polysomes de
Lype 1 se sCparent thes rapidement de L'interphase membranaire, alons que
20h sont nécessaines pour que Les polysomes de type 11 sodent completement
s8dAmentes ., ,

Les polysomes de type 11 sont prépondérants Lorsque Les animaux
sont nommalement nowvids .
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N

Des rats mdles de souche WISTAR, pesant 200 & 300g sont utilisés
pour toutes les expériences. En régle générale, ils ont libre acces a la

nourriture jusqu'a 1l'heure du sacrifice.
A- SOLUTIONS

Toutes les solutions sont préparées avec de l'eau déminéralisée
bidistillée. Les compositions des solutions principales sont consignées dans

le tableau de la page suivante.
B- FRACTIONNEMENT CELLULAIRE

Les animadx sont sacrifiés par décapitation et leur foie rapide-
ment prélevé est plongé dans le Milieu A préalablement refroidi & 0°C. Toutes

les opérations ultérieures ont lieu entre 0 et 2°C.
1°~ Homogénat :

Aprés plusieurs ringages dans le Milieu A, les foies sont séchés
sur de la gaze stérile, et broyés dans l'appareil de FISHER. Ils sont ensuite
homogénéisés dans 5 volumes de milieu A (contenant 100 ug/ml de protéines
de la fraction d'inhibiteur cytoplasmique de RNase, voir p.68) dans un appareil
de POTTER-ELVEHJEM par 8 allers-retour de piston (jeu de 0,15mm environ,

1 000 tours/mn) lorsqu'il s'agit de préparer les polysomes libres et liés.
2°- Noyaux :

Les noyaux sont préparés selon la méthode de BLOBEL et POTTER (54).
iml d'homogénat est mélangé a 2ml de saccharose 2,3M dans le tampon
TKM, -DTT contenant 0,15 p100 de TRITON X-100.. L'ensemble est déposé sur 1ml

1

de sacchsarose 2,3M TKM1~DTT, et centrifugé 1h & 37 000 tours/mn dans le

rotor SW 50-1. On cbtient un culot de noyaux purs.

3°- Sunageant post-mitochondnial :

L'homogénat filtré sur 4 épaisseurs :e gaze est centrifugé a

8 DOOgav pendant 10mn.

Le surnageant post-mitochondrial es:t =lors prélevé a la seringue.
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TABLEAU III
Principales solutions utilistes
SOLUTION COMPOSITION USAGE
Tris-HC1 50mM, pH 7,6
TKMq—DTT KC1 25mM, MgClz 5 Préparation des fractions
Dithiothreitol 1mM subcellulaires
TKM1—DTT, saccharose 0,25M
Milieu A RNA de levure 2mg/ml Milieu d'homogénéisation
Tris-HC1 30mM, pH 6,8 Préparation du "cytosocl"”
TKM4—DTT KC1 70mM, MgClZ 3,75mM pour biosynthése protéique
Dithiothreitol 1mM Eg_vitro "systéme potassium”
Milieu B TKM4—DTT, saccharose 0,25M
Homologue du TKM,I ou Analyses en gradients
TeKMq—DTT la triethanolamine-HC1 de chlorure de césium
remplace le Tris-HC1 microscopie électronigue
Tris-HC1 20mM, pH 7,3
\ NH461 150 Biosynthése protéigue
TNM1—DTT MgClz P in vitro systeme
Dithiothreitol 1mM ammon:um
Milieu I TNM -DTT, saccharose 0,25M Préparation du "cytosol”

4

g1t
LILLE
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4°- Polysomes totaux :

Le surnageant post-mitochondrial est additionné socus agitation
douce d'un dixieme de son volume d'une solution fraichement préparée de

détergent a 11 p100 (DOC, p/VJ (TRITON X-100, V/V] dens le tampon TKM, -DTT,

Il est ensuite laissé au repos pendant 10mn & 0°C, avant détre
déposé, par fractions de 15ml, sur des gradients discontinus de saccharose

dans le TKM1-DTT :

- Saccharose 2M : 6ml
- Saccharose 1,38M : 8ml
Saccharose 0,5M : 4ml

Les tubes sont ensuite centrifugés dans le rotor 60 Ti pendant
5h & 113 ODOgaV (40 000 tours/mn). Puis ils sont rapidement décantés, st
leurs parois sont soigneusement essuyées avec du papier filtre. lLes polysomes

sont ensuite resuspendus dans le tampon adéquat.
5° - Polysomes Libres et Polysomes LAEs :

Le surnageant post-mitochondrial est déposé sur des gradients

discontinus de saccharose en tampon TKM,-DTT compesés de la maniére

1
suivante

~ Saccharose 2M : 8ml
Saccharose 1,38M : 6éml

Saccharose 0,5M : 4ml
puis centrifugé 20h & 113 OOOgav dans le rotor 60 Ti

N.B : Toutes les solutions de saccharose composant les gradients
discontinus contiennent 50 ug/ml de protéines de la fraction d'inhibiteur

de RlNase (voir p.69).
On obtient un culot de polysomes libres.

Les interphases inférieures sont prélevées & la seringue, et

diluées par un volume de TKM,-DTT. Aprés une nouvelle addition d'inhibiteur

1
de RNase (concentration finale : 200 ug de proté&ines par ml), les membranes
du réticulum endoplasmique sont partiellement solubilisées par un détergent
de fagon & libérer les polysomes des membranes (DOC ou TRITON X-100, concen-

tration finale 1 p1007}.

La solution résultante, parfaitement limpide et de couleur ambrée,
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est déposée par fractions de 25ml sur 8ml de saccharose 2M dans le tampon
TKMq—DTT. Apreés 5h de centrifugation & 113 UDDgaV dans le rotor 60 Ti, on

obtient un sédiment de polysomes liés.
C- FRACTION D'INHIBITEUR CYTOPLASMIQUE DE RNase
1°- Préparation :

Un surnageant post-mitochondrial, filtré sur laine de verre, est
centrifugé a 176 DDOgaV pendant 3h dans le rotor 60 Ti (45 000 tours/mn).
Les deux tiers supérieurs du surnageant obtenu sont prélevés & la seringue,
dilués par deux volumes de DTT 1mM, et acidifiés & pH 5,1 & 0°C, par une
solution d'acide acétique 0,5M. Aprés centrifugation & 10 OOOgaV pendant
10mn dans un rotor SW 25-2, le surnageant est décanté, et ajusté & pH 7 avec
de la potasse 1M. Il est ensuite soumis & un fractionnement au sulfate

d'ammonium.

Le précipité contenant 1'inhibiteur de RNase (40-60 p100 de
saturation) est dissous dans un volume minimal de tampon TKM1-DTT, et déposé
sur une colonne de Séphadex G-25 fine (35cmxlcm), préalablement égquilibrée
dans le méme tampon. La fraction exclue contient environ 50mg/ml de protéines.
Elle est stabilisée par addition de ‘img/ml de sérumalbumine avant d'&tre

congelée par fractions de 1ml & -20°C.

Elle n'est jamais conservée plus de deux mois.
2°- Contnile d'activite :

La froction d'inhibiteur cytoplasmique de RNase est soumise a
un contrfle systématique d'activité aprés chague préparation. La perte
d'activité durant le stockage est ensuite suivie par des contrdles périodigues,
et les quantités d'inhibiteur introduites lors de la préparation sont corrigées

sur cette base.
a- solutions

Les solutions suivantes sont utilisées
- Tampon Tris-HCl, 0,1M, pH 7,6, KCl 0,060M
Rllase pancréatique d 1 ng/ml dans le 158SC, pH &

- RNA de levure, 5mg/ml dane 1'eau
Ethanol a 76 pl100 dans HCIN
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Figure 22 : Contrdle d'activitd de La fraction d'inhibiteur cytoplasmique

de RNase..
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b- manipulation :

Trois cinétiques d'hydrolyse du RNA sont réalisfes de la maniere

décrite ci-dessous.
On compose, & 0°C :

- fer tube : RNA - RNase
- 0,2ml de tampon
- 0,2ml de RNA
0,2ml de RNase

- 2&me tube : RNA - eau

1

0,2ml de tampon
0,2ml de RNA
0,2ml d'eau

- 3&me tube : RNA ~ RNase - Lnhibiteun

!

0,2ml tampon

- 0,2ml de RNase

0,2ml de RNA

0,001ml de la fraction d'inhibiteur

|

Les tubes sont portés & 37°C sous agitation.

Aux temps choisis, des fractions aliquetes de 0,1ml sont prélevées,
et additionnées de 0,2ml du mélange Ethanol - HCLl. Aprés 15mn a 0°C, les
prélavements sont centrifugés dans une centrifugeuse JOUAN (10mn, vitesse
maximum}. Les surnageants sont prélevés avec précauvtion, et dilués 5 fois
avec de 1'eau bidistillée. Leur absorbance est ensuite lue au spectrophotometre

ZEISS PMQR-II & 260nm (voir Figure 22,p.70j.
D- SYSTEMES ACELLULAIRES DE BIOSYNTHESE PROTEIQUE
1°- Composition des milieux et préparation des gractions

a- "systeéme ammonium”

Nous avons adopté, lors de nos premiéres études de 1l'activite
de biosynthése protéique in vitro des polysomes libres et 1liés, un systeme
acellulaire dans lequel 1'ion ammonium est 1'ion monovalent principal, bien

gue les polysomes aient été extraits dans le tampon TKM1~DTT.

Lorsque 1'on désire utiliser ce systéme, il est donc nécessalre

d'éliminer le potassium des fractions subcellulaires. lLes procédures de




dialyse, ou filtration sur Séphadex sont inadéquates, car elles entrainent
une dégradation des fractions polysomales. Nous avons donc préféré la pro-

cédure gqui consiste en une double purification sur gradients discontinus.

o- polysomes

fes interphases de membranes granulaires sont obtenues comme
au § B, 5°-; p.68, & ceci prés que la centrifugation est de 4h & 176 00C0g
dans le rotor 60 Ti. Aprés préldvement, elles sont rassemblées et diluées
de moitié avec le cytosol prélevé au tiers supérieur des tubes, et du

tampon TKM, -DTT. Elles sont déposées & nouveau sur des coussins de saccharose

1
en tampon TNMq—DTT

- Saccharose 2M : 6ml
- Saccharose 1,38M : 4ml

puis centrifugés & 176 000g pendant 3h. Les nouvelles interphases, rassemblée

constituent la fraction de réticulum granulaire purifié.

Les culots de polysomes libres, obtenus lors de la premiére centr

fugation sont rincés deux fois par 5ml de tampon TNM, -DTT, puls resuspendus

1
dans ce méme tampon. Les culots obtenus lors de la seconde centrifugation

sont resuspendus en tampon TNM,-DTT et réunis aux premiers.

1

B- fraction "surnageant haute vitesse"

Le surnageant post-mitochondrisl provenant d'un ou plusieurs foies

broyés puis homogénéisés dans 2 volumes de Milieu I est centrifugé 3h a
176 ODDgaV dans un rotor SW 40 Ti. Le "surnageant haute vitesse” est prélevé
soigneusement en écartant le tiers inférieur du contenu du tube et la pel-

licule lipidique de surface.

Des fractions aliquotes de 5ml de ce "cytosol” concentré sont
déposés sur des colonnes de Séphadex G-25 fine (35cmx1cm) stabilisées dans

le tampon TNM,-DTT, Ce traitement a pour effet d’éliminer les acides aminés

/]
et les autres composés de bas poids moléculaire. Une expérience préliminaire,

développée dans le D.E.A. de C. DUPUY (94], montre gue 1'on peut ainsi obteni

5ml de "cytosol” pratiquement exempt d’acides aminés libres.

Y- composition du milieu
Le milieu se réalise en mettant en présence

- 1 volume de surnageant haute vitesse

~ 2 volumes de suspension polysomale
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- 2 volumes de "mélange d'incubation”

Le "mélange d'incubation” apporte le systéme énergétique et les

acides aminés en solution dans le tampon TNM1—DTT.

Cependant, 1'ion ammonium interdit certaines opérations ultée-
rieures, comme la fixation par un aldéhyde par exemple, indispensable pour
1'observation en microscopie électronique, l'analyse en gradients de chlorure
de césium, ou encore lorsque l'on veut stopper la réaction & un moment précis
pour d’autres analyses. Nous avons donc recherché quelles étaient les
conditions optima d’incorporation d‘amino—acidesv148 par les polysomes dans

un "systeme potassium”.
b- "systeme potassium"

o- polysomes

~

Les conditions décrites au § B, p.68, sont & adopter.

B- fraction "surnagesnt haute vitesse”

Sa préparation est la m@me gue pour le "systeéeme ammonium”, &
ceci prés que le milieu d’extracticn est le Milieu B (p.B7). Les coclonnes de

Séphadex sont stabilisées dans le tampon TKM4—DTT - (pH 6,8].

Y~ composition du milieu

Les proportions des 3 composants sont inchangées. Le "mélange

d’'incubation” a les concentrations ioniques suivantes

Trig=HCl 10mM, pH 7,3
MgCl, 5, 25mt

KC1 115m4

DIT 1mi4

Le pH final du milieu est de 7,3.

Le tableau de la page suivante présente la composition finale

des deux systémes acellulaires,

2°- Détermination de Lo radioactivite incorporie :

a- arrét de 1'incubaticon

Aux temps désirés, la biosynthése est stoppée par brusque refroi-

dissement & 0°C. Un prélevement de 0,1ml est immédiatement dilué & 1,5ml par

—



TABLEAU IV

Compositions ginales des sysiemes acellulaines

.SYSTEME
AMMDNIUM

Tris-HC1
MgC12
NH4Cl
,KC1
DTY
PEP
PK
ATP
GTP

Acides aminés 148

{sauf Asn, Gln, Try)
Asn, Gln, Try
SHV

RNA Polyscmal

2

2,10 “M (pH 7.,3)

4.10" M

0,15M

10 ug/ml

1073

4.10" "M

0,3.10M

0,3.10 M

5mg de protéines/ml

0,02 - 0,2mg/ml

S

SYSTEME
POTASSIUM

2

3,10 “mM (pH 7,3)

4.85.10 M

10 pg/ml

1073

4,10 M

0.3.10 M

0,3.10"3M

Smg de protéines/ml

0,02 - 0,2mg/ml
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une solution froide d'EDTA 0,015M ajustée & pH 7 avec de la soude 2N, et

contenant également un mélange d'acides aminés non radioactifs (30 pM/ml}.

Les protéines sont alors précipitées par un volume d'une sus-
pension de célite & 20mg/ml dans le TCA 20 p100 contenant également du tungs-
tate de sodium & 0,25 p100. Aprés agitation, les tubes sont laissés au repos

une nuit & 1°C, afin d'obtenir une précipitation totale.

b- hydrolyse :

Afin d'hydrolyser les amino-acyl tRNA, les tubes sont agités
et portés au bain-marie & 90°C pendant 20mn. Ils sont ensuite refroidis

sous eau courante.

c- filtration

Les précipités de protéines sont collectés par filtration sur
des disques de papier Whatman GF83, et 1’acido-scluble est éliminé par
lavage du filtre : TCA 10 p100, TCA 5 p100, TCA 0,1 p100, Ethanol-Ether (1/1),
Ethanol-Ether-Chloroforme (2/2/1}, Ether.

Les disques sont ensuite séchés une nuit & 37°C.

Le comptage s'effectue de la méme fagon gue pour les fractions

de gradients, (voir § G, p.77).
E- GRADIENTS LINEAIRES DE SACCHAROSE

Des gradients linéaires de saccharose sont utilisés & des fins
analytiques ou préparatives. Le tableau de la page suivante présente les
conditions expérimentales les plus fréquentes. Dans le cas particulier des
analyses en gradients de chlorure de césium, les culots de polysomes sont

resuspendus en tampon TeKM,-DTT. Des fractions aliquofes de 1ml, contenant

1
50 unités d'absorbance & 260nm sont déposées sur des gradients de saccharese
10-50 p100 en TeKM1

1°C dans le rotor SW 25-1.

-DTT, et centrifugées 2h & 22 500 tours/mn (51 500gav) 3

Des fractions de 0,5ml sont collectées & 0°C. 0,2ml de chaque
fraction sont dilués a 0,5ml avec le tampon TeKM1~DTT, et 1'absorbance

a 260om est mesurée au spectrophotomgtre ZEISS PMQ-II.
F- CENTRIFUGATION ISOPYCNIQUE

Les fractions de 0,3ml restantes sont rascco~hlées comme il est
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TABLEAU v

Prineipaux gradients Lindaires de saccharose utilisés
et conditions de centrifugation

COMPOSITICON
ANALYSE DES GRADIENTS
DE SACCHARGSE ROTORS
EN p100 SW 40 SW 25-1 SW 25-2 SW 27
10 - 30 40mn 1h50 1h50 2h
35 000t/mn 22 500t/mn 22 500t/mn 24 000t/mn
Polysomes
10 - 50 40mn Z2h 2h
35 000t/mn 22 500t/mn 22 500t/mn
Monosomes 10 - 30 3h 18h3d
25 000t/mn 16 000t/mn
13h
28 000t/mn
5 - 20 ou
Bh
40 000t/mn
RNA
18h30
34 000t/mn
10 - 50 ou
15h
38 000t/mn
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indiqué dans les figures, et fixées par la glutaraldéhyde selon la méthode

de BALTIMORE et HUANG (82). Nous avons vérifié gqu'une région donnée d'un
profil polysomal conserve aprés fixation le méme coefficient de sédimentation
en gradient linééire de saccharose, ce qui exclut la possibilité qu'une dégra-
dation notable des polyscmes en monosomes se produise pendant les manipula-

tions.

Des échantillons de 0,2ml sont déposés sur des gfadients préformés
de CsC1l (volume 3,8ml, densités extrémes 1,38—1,63g/cm3), et centrifugés
pendant Bh au minimum & 33 000 tours/mn dans le rotor SW 50-1. Des fractions
de 0,1ml ou 0,05m1 sont collectdes, et les densités obtenues apres mesure des

indices de réfraction.
G- MESURES DE RADIOACTIVITE

Des échantillons de 0,1ml des fractions de gradients de saccharose
sont introduits en fioles de comptage, avec 0,4ml d'eau distillée et 10ml de
liquide de BRAY (60g naphtaléne, 4g PPO, 0,2g POPOP, 100ml methanol, 20ml
éthylene glycol, dioxane gsp 11).

Le matériel acido-insoluble des fractions de gradients de CsCl,
ou de saccharose dans certains cas, est précipité par du TCA 5 pi00 & 0°C
aprés addition de 200 pg de sérumalbumine ou de RNA de levure comme entraineur.
Les précipités sont collectés sur des disgues de papler Whatman GF83, et lavés
par du TCA 5 p100, 0,1 p100, de l'Ethanol-Ether (1/13 et de 1'Ether. Aprés
séchage, les disques sont introduits en fioles de comptage contenant 10ml de

liquide scintillant (2g PPO, 0,2g POPOP, toluégne gsp 11).

La radioactivité est déterminée par un compteur MARK-I (NUCLEAR-

CHICAGG).
H- EXTRACTION DU rRNA
1°- A partin de polysomes
Un culot de polysomes est resuspendu en tampon Tris 5mM, pH 7,8,

SDS 1 p100. Aprés 5mn & température ambiante, la solution est déposée sur

gradient de saccharcse 5-20 p100 en tampon Tris SmM, pH 7,6.
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2°- A partin d'un surnageant post-mitochondriol ou d'une graction
‘de neticulum endoplasmique :

Nous utilisons la technigue de NORDGREN et STENRAM (80).

0,5ml de fraction subcellulaire sont mis en présence de 0,25ml
de SDS 1,8 p100 contenant également 0,015M en naphtaléne disulfonate de
sodium, 0;3 p100 de 8-hydroxyguinoléine, et 1 p100 de bentonite.

Aprés agitation vigoureuse & 0°C, on ajoute 0,75ml de phénol
saturé d'eau., On agite a nouveau les tubes pendant 7 & 8mn & température
ambiante. Aprés une centrifugation de 20mn & 4°C (3 000g), la phase aqueuse

est prélevée, et on vy ajoute 3 volumes d'éthanol froid & 896 p100 saturé en

acétate de sodium.

Les tubes sont laissés ensuite 1h & -20°C, puis centrifugés
10mn & 10 000g. Le culot est lavé deux fols dans 1'éthanol puis il est dissous
dans le tampon acétate 0,01M pH 5, 0,1M NaCl, 1mM MgClZ.
I- DOSAGE DU RNA

Le RNA est dosé selon la méthode de WILSON et HOAGLAND [78} gue

nous avons légérement modifige.

Des fractions aliquotes contenant moins de 1mg de RNA sont

~

additionnées d'un volume de PCA N stabilisé & 0°C. On centrifuge immédiatement,

3 4°C, pendant 10mn & 3 000g. Les culots sont lavés deux fois dans le

PCA 0,5N froid, puis dissous dans 2,5ml de KOH 0,5N.

Aprés 1h d'hydrolyse & 37°C, on ajoute 0,5ml de HC1 3N et ies
tubes sont centrifugés 10mn & 3 000g. Le surnageant possede alors encore
une certaine turbidité qui doit &tre éliminée, sous peine d'obtenir des
valeurs erronées (par excé&s). 1ml de surnageant est déposé sur une micro-
colonne de célite (2cmx0,4cm). Le filtrat donne les mémes valeurs d'absorbance
qu'un surnageant centrifugé 20mn & 105 000g. Les rapports %~%§%%% sont de

1,34 & 1,37, ce qui indigue un haut degré de pureté.
J- DOSAGE DES PROTEINES

Les protéines sont dosées selon la méthode de LOWRY et al (83).
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K- MICROSCOPIE ELECTRONIQUE®

Les culots de polysomes ou de membranes sont fixé&s par une
solution de glutaraldéhyde & 6,25 p100 dans le tampon TeKM1—DTT. Apres 20mn
a 0°C, les tubes sont décantés et les culots sont rincés 3 fols par le tampon.
Une nouvelle fixation par de 1l'acétate d'uranyle, suivie d’une

inclusion dans 1'epon, permet la préparation de coupes qui sont cbservées au

microscope é;ectronique.
L- PRODUITS CHIMIQUES ET ENZYMES UTILISES

ATP, GTP, sels de sodium, RNA de levure, scnt de marque NBC

(Cleaveland, Ohio, U.S.A.).

PEP, Pyruvate Kinase (activité spécifique approximative
150 unités/mg); Desoxycholate de sodium proviennent de la SIGMA Chemical

Compagny (St Louis, Missouri, U.S.A.J.

Le TRITON X-100 (scintillation grade) est un produit BOH
Chemicals Ltd (Poole, ENGLAND) et le CsCl un produit E. MERCK (Darmstadt).
La glutaraldéhyde & 50 p100 provient de 1'Eastman Organic Chemicals (Rochester,
U.S,A.), et la Ribonucléase (EC 2.7.7.16, du pancréas de boeuf, sans
protéases, 40 unités KUNITZ .mg-1] de la SOCHIBO S.A., FRANCE.

» Nous remercions Monsieur Frédéric HILDEBRANDT, de l'Institut de Recherche
sur le Cancer de Lille pour les observations en microscopie électronique

qu'il a bien voulu effectuer sur nos préparations.
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I1 semble que dans les cellules eucaryotiques, le réticulum
endoplasmique ne soit pas uniquement le site de synthése des protéines gui
doivent &tre tranmsportées., Ainsi, dans les cellules Hela et dans les ascites
de KREBS, il est aussi le lieu de 1'induction de la Formationvde polysomes
en présence d'acides aminés, le mRNA vient se fixer sur les membranes. et une
catégorie particuligre de polysomes peut €tre mise en évidence (73,86)

("loosely-associated polysomes”).

L'existence d'une telle assoclation reste & démontrer dans les
cellules hépatigues. Pour SABATINI, la liaison polysomes-membranes se fait
uniquement par l'intermédiaire des sous-unités 60S, mais différents degrés
d'interaction peuvent €tre distingués lorsque 1l'on soumet la fraction de
réticulum endoplasmique & des concentrations en détergent ou & des forces

ionigues croissantes (27).

Nos résultats suggeérent qu'une catégorie de polysomes, liés de
fagon labile aux membranes du réticulum endoplasmique, est obtenue dans la
fraction de polysomes libres aprés la centrifugation préparative. Il apparait
que la procédure la plus couramment utilisée ne permet pas 1'obtention d'une
préparation membranaire structuralement intacte. L'élimination des pclysomes
libres qui pourraient contaminer la fraction membranaire doit s'opérer dans
des conditions respectant 1'intégrité des liaisons faibles entre polysomes
et réticulum endoplasmigue, pour que ces derniéres puilssent &tre mises en
évidence et caractérisées. En outre, il est fort probable que les résultats
contradictoires obtenus par différents auteurs dans 1'étude des spécificités
de synthése soient le reflet de 1'hétérogénéité des fractions polysomales

préparées.

Connattrne mieux Les difgernents types d'interaction polysomes-
-membhanes est L'8tape & franchin pour que deviennent possiblLes L'obiention
des divernses catégories de polysomes, L'étude de Leuns spéelflcitis de
synthise, de Lewns nelations de blogénese et de fonction.
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SOMMAIRE

Les polysomes libres et 1iés au réticulum endoplasmique d’hépato-
cyte de Rat ont des répartitions similaires en gradient linéaire de saccharose
et des activités biologiques identiques en systéme acellulaire, lorsque les

actions mécaniques et nucléasigues sont limitées lors de la préparaticn.

Le désoxycholate de sodium, détergent ionique souvent utilisé

pour détacher les polysomes des membranes, donne des particules hétérogenes

en centrifugation isopycnique. Cet effet n'est pas observé avec le TRITON X-100.

Les deux détergents toutefoils, ne modifient pas 1'activité de biosynthese

protéique in vitro des polysomes.

La résultante des stabilités des mRNA des polysomes liés est

inférieure & celle des polysomes libres.

Les polysomes liés ont une densité apparente de 1,535g/cm3 en
CsCl alars que les polysomes libres sont composés de deux types [’I,SBg/cm3 et
1,545g/cm3, appelés I et II respectivement) n'ayant pas de caractéristiques

distinctes en gradient linéaire de saccharose.
,“ L'étude de ces 3 types de polysomes montre que :

1°- Apreés action ménagée de la RNase, les 3 types de polysomes

ne donnent qu'un seul type des monoribosomes de densité 1,55g/cm3.

2°- Lors de la séparation des polysomes libres et liés sur
gradient discontinu de saccharcse, le type IT est plus longtemps retenu a

1'interphase ol se situe le réticulum granulaire.

3°~ Le jeline fait décroftre la proportion des polysomes de

type II et accroit celle des polysomes de type I.

Ces résultats suggeérent 1'existence de nRNP différentes au niveau
des trois types de polysomes. Les polysomes de type II, prépondérants lorsque
1'induction de la formation des polysomes est favorisée, pourraient &tre

liés de facon trés labile aux membranes du réticulum endoplasmique.
%
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