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Certains résul ta ts  de ce mémoire ont fa i t  l 'objet  d'un ar t i c l e ,  

à paraztre dans European Journal of Biochemistq : 

"l~opycv~Lc c ~ ~ u g ~ o n  06 &Lee and mmbmne- baud po&q~ m a  

Rat &v art . 

(C. DISSOUS, F. CANER e t  3 .  KRENBEL) (sous presse) 

e t  d'une communication lors du f'Forwn des Jeunes", organisé à Strasbourg 

l e s  12 e t  13 octobre 1973 par la  Société de Chimie Biol~gique. 
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AVANT - PROPOS 

A eZZe seule, Za nature du sujet  t r a i t é  dans ce mémoire v i en t  

restreindre l'étendue des myens de répondre aux exigences de concision e t  

de cZarté. Nous formuZons Zrespoir d'avoir surmonté ce t t e  d i f f i c u l t é  en 

concevant notre exposé de Za mnière décrite ci-dessous. 

découverte de Z'existence de ribosomes associés aux membranes 

du ré t i cuZm endopZasmique a fa i t  naCtre de nombreuses énigmes qui devront 

ê t re  résoZues pour que Ze mécanisme général de Za biosynthese protéique au 

niveau ceZZulaire s o i t  élucidé. Le chapître INTRODUCTION a pour but de Zes 

présenter, pZut6t que dt&tre un historique e t  une revue bibliographique 

compZets. 

Notre travail  compose, ou parfois i l l u s t r e ,  quatre chapctres 

ayant pour mots-c l é s  : PREPARATION, BIOSYNTHESE PROTEIQUE - i n  v i tro,  

METABOLISME e t  STRUCTURE, LIAISON POLYSOMES-MEMBRANES. 

Enfin, Za dernière partie e s t  une synthèse des résuztats  acquis. 

Une teZZe construction permet Ze report, en f in  de mémoire, du 

chapztre méthodologique . Les "PROTOCOLES EXPERIMENTAUX", insérés dans l e  

tex te ,  en i ta l ique ,  ne rassemblent que l e s  dé ta i l s  techniques particuZiers 

à chaque type d'expérience. 





Deux p o p u l a t i o n s  r i b o s o m a l e s  o n t  pu ê t r e  r econnues  morphologique- 
l 

ment dans  l e  cy top lasme  d e s  c e l l u l e s  parenchymateuses  d e  f o i e  d e  Rat d è s  
1 

1955-56 (1-21 : l ' u n e ,  l i b r e  dans  l e  cy top lasme ,  e t  l ' a u t r e  a s s o c i é e  à un 

abondan t  sys tème d e  membranes l i p o p r o t é i q u e s  q u e  l ' o n  nomma réticuZum I 

endopZasmEque. Les deux c a t é g o r i e s  d e  r ibosomes  f u r e n t  e n s u i t e  o b s e r v é e s  en 
1 

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

l ' abondance  d u  r é t i c u l u m  endoplasmique mise en  c o r r é l a t i o n  a v e c  l e  d e g r é  

d ' a c t i v i t é  s e c r é t r i c e  d ' u n  t y p e  c e l l u l a i r e  (PALADE, 19581 (31.  

Ces q u e l q u e s  f a i t s  c o n d u i s e n t  PALADE e t  SIEKEVITZ à é m e t t r e ,  

e n  1960,  l ' h y p o t h è s e  s e l o n  l a q u e l l e  l e s  r ibosomes l i é s  aux membranes 

i n t r a c e l l u l a i r e s  s y n t h é t i s e r a i e n t  l e s  e x o p r o t é i n e s ,  t a n d i s  que  l e s  r ibosomes  

l i b r e s  s e r a i e n t  r e s p o n s a b l e s  de  l a  s y n t h è s e  d e s  p r o t é i n e s  r e t e n u e s  d a n s  l a  

c e l l u l e  (41 .  C e t t e  t h é o r i e  é t a i t  s é d u i s a n t e ,  e t  un g r a n d  nombre de t r a v a u x  

u l t é r i e u r s  e u r e n t  pour  b u t  d ' a c q u é r i r  d e s  f a i t s  expér imentaux s u s c e p t i b l e s  

d e  l ' é t a y e r  ou d e  l ' i n f i r m e r .  

L'a;t;tachemenf: d u  p a l y ~ o r n a  aux mmbhavra cl h a  avankaga paurt la celYuLe 

On c o n ç o i t  a i s é m e n t  que l ' e x i s t e n c e  de  polysomes l i é s  p u i s s e  

a v o i r  un a v a n t a g e  majeur  pour  l a  p h y s i o l o g i e  d e  l a  c e l l u l e  s i  l e s  c h a i n e s  

p r o t é i q u e s  s y n t h é t i s é e s  au n iveau  du r é t i c u l u m  endoplasmique peuven t ,  e t  

d o i v e n t ,  ê t r e  t r a n s p o r t é e s  a i l l e u r s ,  dans  l a  c e l l u l e  ou en d e h o r s  d e  l a  l 
c e l l u l e  ; l e s  e s p a c e s  i n t e r m e m b r a n a i r e s  - e n c o r e  a p p e l é e s  c i s t e m e  - l 
a s s u r a n t  a l o r s  l e s  communications e n t r e  l e s  d i f f é r e n t s  o r g a n i t e s  c e l l u l a i r e s  l 
a i n s i  q u ' a v e c  l ' e x t é r i e u r .  Les p r e m i è r e s  données b ioch imiques  s ' a c c o r d a n t  1 
a v e c  c e t t e  s u p p o s i t i o n  f u r e n t  a p p o r t é e s  p a r  PETERS (19621 ( 5 1 ,  p u i s  p a r  

SARGENT e t  CAMPBELL (19651 (61 : i n  v i v o ,  comme i n  v i t r o ,  l e s  c h a i n e s  -- -- 
n a i s s a n t e s  d ' a l b u m i n e  s o n t  l o c a l i s é e s  à l ' i n t é r i e u r  d e s  v é s i c u l e s  



I i n t e r m e m b r a n a i r e s .  PETERS 171 montre également  que l a  c a t a l a s e  - un composant 1 
l 

d e s  "microbodies"  - e s t  s y n t h é t i s é e  p a r  l e s  polysomes l i é s ,  e t  BREW (19681 ( 8 1  
I 

que l a  s y n t h è s e  d ' a - l a c t a l b u m i n e  au n iveau  du r é t i c u l u m  endoplasmique d e s  
1 

l 

c e l l u l e s  d e  l a  g l a n d e  mammaire c o n t r ô l e  l a  s y n t h è s e  du l a c t o s e .  l 

Ce d e r n i e r  t r a v a i l  nous montre également  qu'un t r a n s p o r t  ou une 

e x c r e t i o n  rendus  p o s s i b l e s  ne s o n t  pas  l e s  s e u l s  a v a n t a g e s  que  peuvent 

p r é s e n t e r  pour l a  c e l l u l e  l a  s y n t h è s e  d e  p r o t é i n e s  a u  n iveau  du r é t i c u l u m  

endoplasmique,  mais qu'un mécanisme de  r é g u l a t i o n  p e u t - ê t r e  a u s s i  basé  sur 

c e t t e  s y n t h è s e .  

Nous c h o i s i r o n s  comme d e r n i e r  exemple c e l u i  d e  l a  b i o s y n t h è s e  

d e s  c h a i n e s  p r o t é i q u e s  " l o u r d e s "  e t  " l é g è r e s "  d e s  immunoglobulines,  é t u d i é  

p a r  WILLIANSON e t  ASKONAS ( 9 1 .  Dans c e  c a s ,  i l  e s t  i n d é n i a b l e  que  l a  s y n t h è s e  

au n i v e a u  du r é t i c u l u m ,  c o n f i n a n t  l e s  c h a i n e s  n a i s s a n t e s  dans  un e s p a c e  

r e s t r e i n t ,  f a v o r i s e  beaucoup l ' a s s o c i a t i o n  d e s  c h a i n e s  e n t r e  e l l e s ,  c ' e s t - à -  

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

Lecl palyhamen "fibtten" aanit-a den ahkéba& ? 

Dans une  c e l l u l e  d o n t  l e  r é t i c u l u m  endoplasmique g r a n u l a i r e  e s t  

t r è s  déve loppé ,  un h é p a t o c y t e  p a r  exemple,  l e s  p r o t é i n e s  n é c e s s a i r e s  à 

" l ' économie  i n t e r n e "  de l a  c e l l u l e  s o n t - e l l e s  s y n t h é t i s é e s  également  p a r  l e s  

polysomes l i é s ,  e t / o u  p a r  d e s  polysomes non a s s o c i é s  au  r é t i c u l u m  ? En d ' a u t r e s  

t e rmes ,  e x i s t e - t - i l  dans  l a  c e l l u l e  de f o i e  d e s  polysomes l i b r e s ,  e t  s i  o u i ,  

s y n t h é t i s e n t - i l s  d e s  p r o t é i n e s  que ne f a b r i q u e n t  p a s  l e s  polysomes l i é s  ? 

C e t t e  q u e s t i o n  nous  a p p a r a i t  c r u c i a l e  pour  comprendre l ' o r g a n i s a t i o n  d e  la  

b i o s y n t h è s e  p r o t é i q u e  d a n s  une c e l l u l e  a n i m a l e  d i f f é r e n c i é e .  E t  s u r  c e  p o i n t ,  

l ' h y p o t h è s e  d e  PALADE e t  SIEKEVITZ nous a p p a r a i t  e n c o r e  s é d u i s a n t e ,  c a r  l e s  

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

d e s  o r g a n i t e s  i n t r a c e l l u l a i r e s  comme l e s  lysosomes pour  ne p a s  ê t r e  e x c r e t é e s .  

Cependant,  l e s  o b s e r v a t i o n s  e n  .mic roscop ie  é l e c t r o n i q u e  nous  

mont ren t  d e s  r ibosomes apparemment l i b r e s  dans  l e  cy top lasme ,  mais  nous  ne 

pouvons ê t r e  s û r s  de  c e t t e  i n t e r p r é t a t i o n .  Il e s t  p o s s i b l e  d ' i s o l e r ,  à p a r t i r  

d 'un  homogénat d e  f o i e  deux c a t é g o r i e s  d e  polysomes,  que  nous nommons, de  façon  

o p é r a t i o n n e l l e ,  l i é s  e t  l i b r e s ,  mais i l  est i m p o s s i b l e  d ' a f f i r m e r  que d e s  

polysomes n 'on t  p a s  é t é  d i s s o c i é s  du r é t i c u l u m  au c o u r s  de  l ' é c l a t e m e n t  d e s  

c e l l u l e s .  Pour a f f i r m e r  q u ' i l  s ' a g i t  b i e n  d e  deux t y p e s  polysomaux d i s t i n c t s ,  

l a  démons t ra taon  que  d e s  p r o t é i n e s  d é t e r m i n é e s  s o n t  s y n t h é t i s é e s  p a r  un t y p e  

de  polysomes ne s u f f i t  p l u s  ; i l  f a u t  p r o u v e r  que d e s  p r o t é i n e s  s y n t h é t i s é e s  



l 
p a r  une c a t é g o r i e  d e  polysomes ne  le  s o n t  p a s  p a r  l ' a u t r e .  

La d i f f i c u l t é  majeure  de  c e t t e  é t u d e  r é s i d e  dans  l e  cho ix  d e s  

p r o t é i n e s  d o n t  il e s t  p o s s i b l e  d ' é t u d i e r  l a  b i o s y n t h è s e .  Le p r i n c i p e  d e  c e t t e  

é t u d e  e s t  d e  s u i v r e  l ' i n c o r p o r a t i o n  d 'un  ou p l u s i e u r s  a c i d e s  aminés r a d i o a c t i f s  

dans  l a  p r o t é i n e  p u r i f i é e  d a n s  d i v e r s e s  c o n d i t i o n s .  L ' o b t e n t i o n  d 'une  p r o t é i n e  

à l ' é t a t  de  p u r e t é  r a d i o c h i m i q u e  s o u l è v e  beaucoup de  problèmes.  

Les t r a v a u x  d e  REDMAN ( 1 0 )  [ p r o t é i n e s  s é r i q u e s  e t  f e r r i t i n e l ,  de  

OGATA -- e t  a l  (sérumalbumine,  c a t a l a s e )  (11-121 u t i l i s a n t  l a  p r é c i p i t a t i o n  d e s  

p r o t é i n e s  n é o s y n t h é t i s é e s  p a r  des  a n t i s é r u m s  s p é c i f i q u e s  o n t  é t é  t r è s  c o n t e s t é s ,  

e t  les t r a v a u x  d e  CAMPBELL (131,  SHREIBER -- e t  a l  I l 4 1  montrent  q u e  l e s  méthodes 

immunologiques s o n t  i n s u f f i s a n t e s  dans  c e  c a s  p r é c i s .  

D i f f é r e n t s  a u t e u r s  cependant  a f f i r m e n t  que l a  f e r r i t i n e  es t  

s y n t h é t i s é e  p a r  l a  f r a c t i o n  d e  polysomes l i b r e s  115-161, t a n d i s  que l a  sérum- 

a lbumine ,  l e s  g l y c o p r o t é i n e s ,  l e s  immunoglobulines,  l e  c o l l a g è n e ,  l e s  enzymes 

p a n c r é a t i q u e s ,  s e r a i e n t  s y n t h é t i s é s  s p é c i f i q u e m e n t  p a r  l e s  polysomes l i é s  

(17-201,  Nais  l a  c o n t r o v e r s e  n ' e s t  p a s  t e r m i n é e  s e m b l e - t - i l ,  p u i s q u ' u n  

t r a v a i l  r é c e n t  c o n c l u t  q u e  l a  s y n t h è s e  de  l a  f e r r i t i n e  s ' e f f e c t u e  d a n s  l e s  

deux f r a c t i o n s  (21)  . La m a j o r i t é  d e s  a u t e u r s ,  c e p e n d a n t ,  s ' a c c o r d e n t  à 

p e n s e r  que l e s  deux f r a c t i o n s  r i b o s o m a l e s  couramment i s o l é e s  c o r r e s p o n d e n t  à 

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

r e n t e s  c l a s s e s  d e  rrRNA. 

Synthëhe d a  pm; téhu  rnembttmaha 

S i  l ' o n  admet que  c e t t e  c o n c e p t i o n  e s t  c o r r e c t e ,  nos  i d é e s  

demeurent o b s c u r e s  en  c e  q u i  concerne  l a  compos i t ion  e x a c t e  d e s  " d i f f é r e n t e s  

c l a s s e s  de  mRNA", e t  e n  p a r t i c u l i e r ,  l e t s )  l i e u I x 1  d e  s y n t h è s e  d e s  p r o t é i n e s  

membranaires.  Une hypo thèse  a  é t é  émise  à c e  s u j e t  (221,  que nous d i s c u t e r o n s  

p l u s  l o i n  d a n s  l e  c h a p i t r e  r e l a t i f  au[x1 modeCs1 d e  l i a i s o n  d e s  polysomes 

a u x  membranes ( v o i r  p. 1 .  A n o t r e  c o n n a i s s a n c e ,  un s e u l  t r a v a i l  a  a b o r d é  c e  

problème. Il  s ' a g i t  d e  l ' é t u d e  de  l a  s y n t h è s e  de  l a  NADPH-cytochrome c 

r é d u c t a s e ,  p a r  d i v e r s e s  p r é p a r a t i o n s  d e  polysomes (RAGNOTTI  -- e t  a l ,  19691 1231 ; 

a p r è s  de  nombreuses p u r i f i c a t i o n s  p a r  f i l t r a t i o n  sur g e l ,  c h r o m a t o g r a p h i e  

d ' échange  d ' i o n s ,  é l e c t r o p h o r è s e s  en  g e l  d e  po lyac ry lamide ,  l a  r a d i o a c t i v i t é  

s p é c i f i q u e  de  l a  p r o t é i n e  s ' a v è r e  ê t r e  i d e n t i q u e  dans  l e s  f r a c t i o n s  d e  

polysomes l i b r e s  e t  l i é s .  



I l  semble  donc,  a u  moins dans  l e  c a s  p a r t i c u l i e r  d e  c e t t e  

p r o t é i n e ,  que l e s  deux c a t é g o r i e s  d e  r ibosomes p u i s s e n t  e f f e c t u e r  l a  s y n t h è s e  

d e  p r o t é i n e s  membranaires.  

CAMPBELL ( 2 4 )  c o n s i d è r e  que c e  d e r n i e r  r é s u l t a t  s ' a c c o r d e  t o u t  à 

f a i t  a v e c  ceux  d e  SCHIMKE (251 e t  de  SIEKEVITZ e t  PALAOE (261 : l ' é t u d e  du 

métabol isme d e s  p r o t é i n e s  c o n s t i t u t i v e s  d e s  membranes du r é t i c u l u m  e n d o p l a s -  

mique c h e z  l e  Rat  s u p p o r t e  l ' i d é e  que l a  compos i t ion  enzymat ique de  l a  

membrane e s t  d a n s  un é t a t  de  renouve l l ement  c o n s t a n t ,  e t  que d e s  p r o t é i n e s  

peuvent  ê t r e  f i x é e s  e t  d é t a c h é e s  d e  l a  membrane p r é e x i s t a n t e .  Pour  CAMPBELL, 

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

s y n t h é t i s é e s  p a r  d e s  polysomes l i b r e s .  

SABATINI pense  que les r é s u l t a t s  d e  SIEKEVITZ e t  PALADE s o n t  

c o m p a t i b l e s  a v e c  l ' i d é e  que l e  détachement  d e  r ibosomes d e s  membranes c o n d u i t  

à l a  f o r m a t i o n  d e  membranes l i s s e s ,  q u i  peuvent  r e d e v e n i r  g r a n u l a i r e s  p a r  

r é a t t a c h e m e n t  f o n c t i o n n e l  de  r ibosomes ( 2 7 ) .  

Ces  deux h y p o t h è s e s ,  b i e n  q u ' a y a n t  à l e u r  b a s e  d e s  p r o p o s i t i o n s  

fondamentalement  opposées  ( c ' e s t  à d i r e  s y n t h è s e  non s p é c i f i q u e  e t  s y n t h è s e  

s p é c i f i q u e  d e s  p r o t é i n e s  membranaires)  ne  s o n t  pas  en f a i t  i n c o m p a t i b l e s .  

E l l e s  i l l u s t r e n t  en t o u s  c a s  combien l e s  r e l a t i o n s  f o n c t i o n n e l l e s  e t  de  b io-  

g é n è s e  e n t r e  polysomes l i b r e s  e t  l i é s  demeurent  p r o b l é m a t i q u e s .  

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

d e s  RNA r ibosomaux (281 ou l e  t a u x  d ' e n t r é e  d e s  r ibosomes  n é o s y n t h é t i s é s  dans  

l e s  polysomes l i b r e s  e t  l i é s  1291 i n d i q u e n t  que l e s  deux c l a s s e s  de  r ibosomes  

o n t  d e s  temps de  t r a n s i t  s i m i l a i r e s  dans  l e  cy top lasme .  La d é m o n s t r a t i o n  que 

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

c y c l i q u e s  d e s  2  s o u s - u n i t é s  r i b o s o m a l e s  (30) s u g g è r e  e n c o r e  l ' e x i s t e n c e ,  à 

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

c e c i  i m p o s e r a i t  un échange r a p i d e  d e s  s o u s - u n i t é s  r i b o s o m a l e s  d e s  deux c l a s s e s .  

Mais d a n s  q u e l l e  mesure l ' a s s o c i a t i o n  d e s  r ibosomes a u x  membranes m o d i f i e - t - e l l e  

l a  "dynamique" d e s  p r o t a g o n i s t e s  de  l a  b i o s y n t h è s e  p r o t é i q u e  t e l l e  que nous 

l a  r e p r é s e n t o n s  a c t u e l l e m e n t  ? 





La f r a c t i o n  microsomale  de  CLAUDE (1941 1 (311 c o n t i e n t  en g r a n d e  

p a r t i e  l e s  d é r i v é s  v é s i c u l é s  du r é t i c u l u m  endoplasmique de  l ' h é p a t o c y t e  

i n t a c t  (321.  L ' é t u d e  d e s  composants  membranaires " l i s s e s "  ou " g r a n u l a i r e s "  

de  l a  f r a c t i o n  microsomale a  f a i t  a v a n c e r  n o t r e  compréhension du r ô l e  du 

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

ribosomes-membranes . 
Depuis  l e  f r a c t i o n n e m e n t  p a r  c e n t r i f u g a t i o n  d i f f é r e n c i e l l e  d e  

CLAUDE, l e s  p r o c é d u r e s  employées pour  i s o l e r  l e  r é t i c u l u m  endoplasmique s e  

s o n t  m u l t i p l i é e s .  DALLNER (19631 e t  R E I D  (19671 o n t  é c r i t  d ' e x c e l l e n t s  

h i s t o r i q u e s  de  c e t t e  q u e s t i o n  (33-341. 

La p rocédure  d e  PALADE e t  SIEKEVITZ ( 1  956 1 ( 351 f u t  m o d i f i é e  

pour  ê t r e  a p p l i q u é e  à d e s  t i s s u s  t r è s  d i f f é r e n t s  (1966-671 (36-381.  

E l l e  c o n s i s t e  en  une p r e m i è r e  s é p a r a t i o n  d e s  noyaux e t  m i t o c h o n d r i e s  d e  

l ' homogéna t  pa r  une c e n t r i f u g a t i o n  à b a s s e  v i t e s s e ,  s u i v i e  d ' u n e  

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

q u e  s u s c i t a i t  l ' é t ü d e  de l a  b i o s y n t h è s e  p r o t é i q u e  l a  f i t  a d o p t e r  pour  l a  

p r é p a r a t i o n  de  r ibosomes : l e  surnageant -pos t -m i tochondr ia l  ou l a  f r a c t i o n  

microsomale  s o n t  m i s  en p r é s e n c e  d ' u n  e x c è s  de  d é s o x y c h o l a t e  d e  sodium, 

d e  f a ç o n  à l i b é r e r  l e s  r ibosomes  d e s  membranes (391.  

D ' a u t r e s  a u t e u r s  t e n t e n t  d ' i s o l e r  membranes g r a n u l a i r e s  e t  

a g r a n u l a i r e s  (FAWCETT, 19641 (401.  Les deux t y p e s  d e  membranes s o n t  s é p a r é s  

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

c o n c e n t r a t i o n s  en  d é s o x y c h o l a t e  (ERNSTER -- e t  a l ,  19621 (411,  ou d e  l e u r  

d e n s i t é s  d i f f é r e n t e s  (MOULE e t  a l ,  1960 ; CHAUVEAU e t  a l ,  19621 (42-431.  -- -- 
Ee d e r n i e r  c r i t è r e  e s t  e n c o r e  à l a  base  d e  méthodes employant l ' i s o o c t a n e  

( H A L L I N A N  e t  MUNRD, 1965 ; HAWTREY-SCHIRREN, 19621 ou l e  c h l o r u r e  de  cés ium 

(DALLNER e t  a l ,  19661 q u i  s o n t  t r o u v é s  r e n d r e  p l u s  r a p i d e ,  ou a m é l i o r e r  l a  -- 
s é p a r a t i o n  des  deux t y p e s  d e  r é t i c u l u m  endoplasmique 144-461. 



T o u t e s  ces m é t h o d e s  s o n t  i n a d é q u a t e s  p o u r  l ' é t u d e  d u  s y s t è m e  d e  

b i o s y n t h è s e  p r o t é i q u e  a s s o c i é  a u x  membranes .  

BLOEMENDAL e t  a l  (1964, 19671 (47-48)  d é c r i v e n t  l a  p r e m i è r e  méthode  -- 
d e  p r é p a r a t i o n  des p o l y s o m e s  l i b r e s  : l e  s u r n a g e a n t  p o s t - m i t o c h o n d r i a l  es t  

c e n t r i f u g é  à t r a v e r s  un g r a d i e n t  d i s c o n t i n u  d e  s a c c h a r o s e  0,6M-2M. U t i l i s a n t  

u n e  m é t h o d e  s imilaire ,  BLOBEL e t  POTTER i s o l e n t  p o l y s o m e s  l i b r e s  e t  l i é s  a u  

r é t i c u l u m  e n d o p l a s m i q u e  (19661 (491, a i n s i  q u e  TATA 119671 s e l o n  u n e  p r o c é d u r e  

un p e u  d i f f é r e n t e  (501.  

Le b u t  de ce chapiXte n' a k  PUA d' &e une a u d e  miLique 

ays;témdque de koutcu L a  mé:thoda p 4 ~ & & a  d a a  la Li%érta;tuhe cd de Lemcl 

vcürkwtta. 1C s 'agit p.h,tôk d' une nevue buccinte des p o i d  mé;thodologiqua 

h p o m d  eA dcu ptrobLèma que pude encotre la ptrép&on d u  polyhoma fia 
d'hépa2ocyXe. Cm C f  e a  embLe de CU étémen& doLt douvenA &e phin en 

comidhxLion C o u  de L1intmptreta;tion de tré~u&m e x p é ~ e n t a u x .  
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A- CARACTERES D'UNE METHODE DE PREPARATION IDEALE 

I Une méthode d e  p r é p a r a t i o n  i d é a l e  d e s  polysomes l i b r e s  e t  l i é s  a u  

I r é t i c u l u m  endoplasmique d e v r a i t  r é p o n d r e  aux  e x i g e n c e s  s u i v a n t e s  : 

i) extraction quantitative des medranes de réticuZwn 

endopZasnrique sans changements notables de structure n i  d 'ac t iv i té .  

ii) obtention quantitative des ribosomes e t  pozysomes l ibres  

e t  l i é s ,  sans dégradation du mRNA, sans contaminations croisées. 

iii) n i  rupture, n i  perturbation de Za (des)  Ziaisonis) des 

poZysomes aux membranes. 

Les méthodes u t i l i s é e s  à l ' h e u r e  a c t u e l l e  ne  p o s s è d e n t  p a s  e n c o r e  

t o u t e s  c e s  c a r a c t é r i s t i q u e s .  En e f f e t ,  l ' e x t r a c t i o n  q u a n t i t a t i v e  des  

membranes n ' e s t  p a s  e n c o r e  p o s s i b l e ,  pour  l e s  r a i s o n s  que nous  v e r r o n s  p l u s  

l o i n ,  e t  une augmenta t ion  d e s  rendements couramment ob tenus  ne  peu t  s e  f a i r e  

s a n s  d é g r a d a t i o n  de l a  s t r u c t u r e  polysomale  ( v o i r  F i g u r e  1 ,  p .  101.  En o u t r e ,  

aucune  donnée ne  nous permet d ' a f f i r m e r  que l e s  t e c h n i q u e s  a c t u e l l e s  

r e s p e c t e n t  l e  3ème c r i t è r e .  Que lques  uns d e  nos  r é s u l t a t s  ( v o i r  p.55-60 1 

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

L'ensemble d e  c e s  f a i t s  v i e n t  donc,  dans  une c e r t a i n e  mesure ,  

l i m i t e r  q u e l q u e f o i s  l a  v a l i d i t é  de  r é s u l t a t s  expér imentaux ou l a  p o r t é e  de  

l e u r  i n t e r p r é t a t i o n .  

B- LE M I L I E U  D'HOMOGENEISATION 

La compos i t ion  i o n i q u e  d e s  m i l i e u x  d 'homogéné i sa t ion  u t i l i s é s  

pour  p r é p a r e r  l e s  polysomes l i b r e s  e t  l i é s  t e n d  à s ' u n i f o r m i s e r .  On t r o u v e r a ,  

à c e  p ropos ,  d a n s  l a  p a r t i e  méthodologique (p .671 l a  compos i t ion  i o n i q u e  du 

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

fréquemment d a n s  l a  l i t t é r a t u r e .  Cependant ,  i l  nous a p p a r a i t  i m p o r t a n t  d e  

s o u l i g n e r  l e s  f a i t s  s u i v a n t s  : 

I l  est reconnu qu 'une  f o r c e  i o n i q u e  r e l a t i v e m e n t  h a u t e  (G,4-0,61 

a  un e f f e t  s t a b i l i s a n t  s u r  l a  s t r u c t u r e  polysomale .  En o u t r e ,  l o r s q u ' u n  

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



l c o n c e n t r a t i o n s  en po tass ium s u p é r i e u r e s  à 25ri"l s e r o n t  à é v i t e r  l o r s  de  l a  1 
p r é p a r a t i o n  de  membranes g r a n u l a i r e s ,  c a r  d e s  polysomes peuvent  a l o r s  ê t r e  

d é t a c h é s  d e s  membranes [ v o i r  ADELMAN -- e t  a l ,  19733 (511.  

2'- E d d e t  des h m  CC' : 

L ' i n t r o d u c t i o n  d e  c a l c i u m  à f a i b l e  c o n c e n t r a t i o n  [l à 3 M )  

p r é v i e n t  l ' é c l a t e m e n t  p o s s i b l e  de  noyaux l o r s  d e  l ' h o m o g é n é i s a t i o n .  E l l e  e s t  

s o u h a i t a b l e  l o r s q u e  l ' o n  v e u t  p r é p a r e r  l e s  polysomes t o t a u x  d e  l a  c e l l u l e .  

On i n t r o d u i r a  a l o r s  un d é t e r g e n t  non- ionique (0 ,2 -0 ,5  p.1001 d a n s  l e  m i l i e u .  

Cependant ,  e l l e  e s t  c o n t r e - i n d i q u é e  l o r s q u e  l ' o n  d é s i r e  p r é p a r e r  l e s  polysomes 

l i é s ,  c a r  l e s  c a t i o n s  mono e t  s u r t o u t  d i v a l e n t s  f a v o r i s e n t  l ' a g g r é g a t i o n  d e s  

membranes e n t r e  e l l e s ,  e t  notemment l ' a s s o c i a t i o n  du r é t i c u l u m  endoplasmique 

a u x  m i t o c h o n d r i e s ,  (523.  

C e r t a i n s  a u t e u r s  (53) j u g e n t  q u ' i l  f a u t  i n t r o d u i r e  dans l e  m i l i e u  

d 'homogéné i sa t ion  de  1'EOTA à une c o n c e n t r a t i o n  é q u i v a l e n t e  à 5-10% d e  c e l l e  

du magnésium, d e  f a ç o n  à c h é l a t e r  t o u t e s  t r a c e s  é v e n t u e l l e s  d ' i o n s  d i v a l e n t s  
+ + + + + + 

(Zn , Cu , Pb 1. Ces i o n s  s o n t  c a p a b l e s  d e  provoquer  d e s  r u p t u r e s  (non  

enzymat iques )  d e  l i a i s ~ n s  p h o s p h o d i e s t e r .  J u s q u ' à  p r é s e n t  nous n ' avons  pu ,  

t o u t e f o i s ,  m e t t r e  en é v i d e n c e  l e  c a r a c t è r e  i n d i s p e n s a b l e  de  c e t t e  p r é c a u t i o n .  

C -  HOMOGENE ISATION ET SURNAGEANT POST-MITOCHONDRIAL 

1 O -  1' hornugénéha&Lun enX  une pfiucédute au6 jec;tive : 

L ' é c l a t e m e n t  d e s  c e l l u l e s ,  q u i  s e  r é a l i s e  l e  p l u s  souven t  d a n s  un 

homogénéiseur  d e  POTTER demeure une p rocédure  s u b j e c t i v e .  P o u r t a n t ,  c e t t e  

é t a p e  du f r a c t i o n n e m e n t  c e l l u l a i r e  a  une impor tance  majeure  c a r  e l l e  i n f l u e n c e  

l a  q u a l i t é  d e  l a  p r é p a r a t i o n  e t  s u r t o u t  l e  rendement en polysomes l i é s .  

En e f f e t ,  l o r s  d e  l ' h o m o g é n é i s a t i o n ,  l e  r é t i c u l u m  endoplasmique 

est f r a g m e n t é  en morceaux d e  t a i l l e s  t r è s  v a r i a b l e s ,  e t  d ' a u t a n t  p l u s  p e t i t s  

que  l ' h o m o g é n é i s a t i o n  a u r a  é t é  p l u s  poussée .  Lors  d e  l a  c e n t r i f u g a t i o n  

d i f f é r e n t i e l l e ,  de  l a r g e s  f r a g m e n t s  de  r é t i c u l u m  peuvent  donc s é d i m e n t e r  avec  

l e s  noyaux, d é b r i s  c e l l u l a i r e s  e t  m i t o c h o n d r i e s .  I l  e x i s t e  donc des  c o n d i t i o n s  

d ' h o m o g é n é i s a t i o n  e t  de  c e n t r i f u g a t i o n  p e r m e t t a n t  d ' o b t e n i r  un rendement 

optimum en polysomes l i é s  dans  l e  s u r n a g e a n t  p o s t - m i t o c h o n d r i a l .  
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L ' i n f l u e n c e  de  l ' i n t e n s i t é  de  l ' h o m o g é n é i s a t i o n  e t  d e s  

c o n d i t i o n s  de  c e n t r i f u g a t i o n  a  é t é  b i e n  é t u d i é e  p a r  BLOBEL e t  POTTER (19671 

(541,  mais en r é a l i t é ,  l e s  c o n d i t i o n s  o p t i m u m  dépenden t  a u s s i  beaucoup du 

m a t é r i e l  u t i l i s é .  I l  f a u t  également  s e  g a r d e r  d e  p rovoquer  l ' é c l a t e m e n t  d e s  

noyaux . q u i  ne s e  p r o d u i t  p a s  g radue l l ement ,  mais a s s e z  brusquement à p a r t i r  

d ' u n e  c e r t a i n e  d u r é e  de  l ' h o m o g é n é i s a t i o n ,  comme l e  mont ren t  l e s  c h i f f r e s  

du TABLEAU 1, p.12. La c h r o m a t i n e  l i b é r é e  e n t r a i n e r a i t  a l o r s  une q u a n t i t é  

a p p r é c i a b l e  d e  r ibosomes  e t  polysomes l i b r e s .  

I l  demeure que d a n s  l e s  m e i l l e u r e s  c o n d i t i o n s ,  55 à 60% d e s  

r ibosomes  de  l a  c e l l u l e  s é d i m e n t e n t  avec  l e s  noyaux e t  m i t o c h o n d r i e s  

( v o i r  TABLEAU II,  p.131.  C e c i  e s t  dû p r i n c i p a l e m e n t  a u x  i n t e r a c t i o n s  e x i s t a n t  

e n t r e  l e s  membranes du r é t i c u l u m  e t  l e s  m i t o c h o n d r i e s ,  e t  e n t r e  l e s  membranes 

du r é t i c u l u m  elles-même, q u i  s o n t  i m p o r t a n t e s  s u r t o u t  en p r é s e n c e  d ' i o n s  (521.  

Environ 30 à 35% du RNA de  l 'homogénat  ( =  40% d e s  r ibosomes de  l a  c e l l u l e )  

est r é c u p é r a b l e  au c o u r s  de  deux l a v a g e s  s u c c e s s i f s  du c u l o t  obtenu a p r è s  

c e n t r i f u g a t i o n  à b a s s e  v i t e s s e  (TABLEAU II,  p.131. Les nouveaux s u r n a g e a n t s  

peuvent  ê t r e  r é u n i s  au  s u r n a g e a n t  p o s t - m i t o c h o n d r i a l .  Mais c e t t e  p r o c é d u r e  

possède  deux g r a v e s  d é f a u t s .  D'une p a r t ,  l e  l a v a g e  d e s  noyaux e t  m i t o c h o n d r i e s  

n e  p e u t  s e  f a i r e  s a n s  une d é g r a d a t i o n  n o t a b l e  de  l a  s t r u c t u r e  polysomale  

( v o i r  F i g u r e  1 ,  p . lO1.  D ' a u t r e  p a r t ,  l a  d i l u t i o n  du s u r n a g e a n t  g l o b a l  n e  

permet p l u s  l ' o b t e n t i o n  d e  g r o s s e s  q u a n t i t é s  de  m a t é r i e l  r i b o s o m a l ,  compte  

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

Le f a i t  l e  p l u s  d é c e v a n t  e s t  que  l e  r é t i c u l u m  séd imentan t  à b a s s e  

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

c e l l u l e ,  comme l ' a  montré récemment TATA (551 .  Sa l o c a l i s a t i o n  p r i v i l é g i é e  

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

Pour a m é l i o r e r  l e  rendement en r é t i c u l u m  endoplasmique d a n s  l e  

s u r n a g e a n t  p o s t - m i t o c h o n d r i a l ,  ADELMAN -- e t  a l  (19721 [ 5 6 )  p r a t i q u e n t  

l ' h o m o g é n é i s a t i o n  d a n s  une s o l u t i o n  d e  s a c c h a r o s e  dépourvue d ' i o n s .  Mais 

l ' é c l a t e m e n t  d e s  lysosomes e t  d e s  noyaux q u i  en  r é s u l t e  provoque une 

d é g r a d a t i o n  poussée  du rrRNA, s i  b i e n  que l e s  f r a c t i o n s  o b t e n u e s  ne s o n t  

composées que d e  monosomes. 

Dans l e s  t r a v a u x  que nous r a p p o r t o n s  dans  c e  mémoire, nous avons  

c h o i s i  d ' i s o l e r  l e s  polysomes a v e c  l e  minimum de d é g r a d a t i o n  du KRNA. C e c i  

impose que  1 ~ s  a c t i o n s  mécaniques e t  n u c l é a s i q u e s  s o i e n t  l i m i t é e s  l o r s  d e  

l a  p r é p a r a t i o n ,  comme l e  montre  l e  p a r a g r a p h e  s u i v a n t .  



cin&eue.nce de. L' homogénZh&n hm. l1Lntég&é d a  noyaux. 

mg d e  RNA .mg de RNA dans  

l a  f r a c t i o n  
B x l  00 

d a n s  l m 1  %= - 
A 

d'homogénat ( A l  N u c l é a i r e  ( B I  

8 a l l e r s - r e t o u r  1,458 0,151 

d e  p i s t o n  1,402 0,142 

1000 tours/mn 1,470 0,165 

12 a l l e r s - r e t o u r  1,641 O ,063 

d e  p i s t o n  1,375 O, 054 

1000 tours/mn 1,577 0,053 

N.B : Chaque ch i f f r e  e s t  Za moyenne de 3 déterminations du RNA. 

Les s i x  homogénéisations sont indépendantes. 

Les noyaux sont i so lé s  comme décri t  dans "METHODOLOGIE". 



TABLEAU I I  

R é p W a n  du RNA apirèh lu eaed6ugation de Lrhomogénat 

à banae vLte~a e (mg de RNA) . 

Polysomes Po l y s  omes 
s é d i m e n t a n t  Noyaux e t  

r é c u p é r a b l e s  
Homogéna t S.P.M. avec  l e s  noyaux m i t o c h o n d r i e s  

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

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

A- 25g de broyat provenant de 2 foies sont homogénéisés dans 65ml de Milieu A 

(sans RNA de levure ; voir  "METHODOLOGIE': p.67), p a r  8 allers-retour de 

piston (1000 tours/rrm). L'homogénat f i l t r é  sur gaze s t é r i l e  e s t  réparti  dans 

3 pots de m t o r  60 T i  (3+20mZ), e t  centrifugé lOmn à 9000gav. Le surnageant 

post-mitochondrial e s t  décanté. 

B- L ' m  des cu lo ts  obtenus après la  centrifugation à basse v i tesse  e s t  

homogénéisé à nouveau dans 20ml de Milieu A,  à l 'a ide d'un piston de verre 

s'adaptant au tube. Une nouvelle centrifugation de lOmn à 9000gav 

( 9000 tours/mn) conduit à l 'obtention d'un culot  e t  d'un surnageant. La 

me%e procédure e s t  répétée deux fois encore, e t  les surnageants de Zavage 

sont réunis. Le sédiment f inal ,  transféré quantitativement dans un tube 

jaugé, e s t  dispersé dans un volume de 15ml à l 'aide d'un agitateur-vortex 

jusqu'à l 'obtention d'une suspension homogène. 

C- Lu détermination du taux de polysomes sédimentmt avec les  noyaux e t  les  

mitochondries s 'e f fec tue  parallèlement s m  un autre des 3 culots  obtenus 

en A. Le protocole eqérimental e s t  rigoureusement identique à B, à c e c i  

près que les 3 lavages s 'e f fectuent  dans Ze Milieu A contenant du 

TRITON X - I O 0  à la concentration de lpl00 On peut considérer que 

Ze RNA du eu lo t  fina Z provient des mitochondries e t  des noyaux, essent ie  llement. 

D- Les dosages du RNA contenu dans les  di f férentes  fractions sont e f fec tués  

corne i l  e s t  décr i t  dans la partie "METHODOLOGIE" (p.78 ), (Aliquotes : 

homogénat, 3xO,5mZ ; surnageant pos t-mitochondria 1, 3x0, Sm2 ; surnageants 

B e t  C ,  3xlmZ ; culot  C 3xO,5ml). 





D- FRACTIONNEMENT DU SURNAGEANT POST-MITOCHONDRIAL 

I o -  Cornpa/rainon de. q&e p t r o c & d w r ~ ~  : 

Durant  l e s  d i x  d e r n i è r e s  a n n é e s ,  les a u t e u r s  o n t  employé d i v e r s e s  

p r o c é d u r e s  pour  o b t e n i r ,  à p a r t i r  du s u r n a g e a n t  p o s t - m i t o c h o n d r i a l ,  l e s  

polyçomes l i b r e s  e t  l iés .  Nous avons  comparé l e s  c o n t e n u s  e n  polysomes de  

f r a c t i o n s  o b t e n u e s  à p a r t i r  d ' u n  b r o y a t  unique p a r  4  p r o c é d u r e s  d i f f é r e n t e s .  

Les é t a p e s  de  c e l l e s - c i  s o n t  s c h é m a t i s é e s  dans  l a  F i g u r e  2  (p .181.  

S e l o n  l a  méthode A ,  l ' u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  du s u r n a g e a n t  

p o s t - m i t o c h o n d r i a l  c o n d u i t  à l a  f r a c t i o n  microsomale .  C e l l e - c i ,  r e suspendue  

d a n s  l e  tampon d ' e x t r a c t i o n , , e s t  déposée  s u r  du s a c c h a r o s e  2M, e t  donne,  a p r è s  

une n o u v e l l e  c e n t r i f u g a t i o n ,  une i n t e r p h a s e  d e  membranes ( l i s s e s  e t  g r a n u l a i r e s )  

e t  un séd iment  d e  polysomes l i b r e s .  L ' i n t e r p h a s e ,  p r é l e v é e  e t  t r a i t é e  p a r  un 

d é t e r g e n t ,  e s t  déposée  à nouveau sur s a c c h a r o s e  2M pour  donner  a p r è s  

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

o n t  é t é  u t i l i s é ç  p a r  beaucoup d ' a u t e u r s ,  don t  REDMAN e t  SABATINI notamment (571.  

Dans l a  p r o c é d u r e  B, l e s  membranes l i s s e s  s o n t  s é p a r é e s  du 
1 

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

p o s t - m i t o c h o n d r i a l  sur u n  c o u s s i n  d e  s a c c h a r o s e  1,3M. Le c u l o t  d e  membranes 

e t  d e  polysomes l i b r e s  e s t  resuspendu d a n s  l a  f r a c t i o n  c y t o s o l  ( p r é l e v é e  au  

1/3 s u p é r i e u r  du t u b e )  e t  déposée  sur du s a c c h a r o s e  2M. La s u i t e  du p r o t o c o l e  

est en t o u s  p o i n t s  i d e n t i q u e  à c e l l e  d e  A ,  à c e c i  p r è s  q u ' u n e  n o u v e l l e  

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

l e  d é t e r g e n t .  C e t t e  méthode e s t  couramment employée p a r  TATA (501 .  

La p rocédure  C e s t  e s s e n t i e l l e m e n t  c e l l e  de BLOBEL e t  POTTER (491 .  

Les g r a d i e n t s  d i s c o n t i n u s  s o n t  c e t t e  f o i s  composés de  s a c c h a r o s e  2M e t  1,38M, 

e t  l e s  membranes g r a n u l a i r e s  s e  t r o u v e n t  en f i n  d ' e x t r a c t i o n ,  à l ' i n t e r p h a s e  

i n f é r i e u r e .  La s o l u b i l i s a t i o n  p a r  l e  d é t e r g e n t  a  l i e u  en p r é s e n c e  d e  c y t o s o l ,  

comme e n  B. La p rocédure  o r i g i n e l l e m e n t  d é c r i t e  p a r  BLOBEL e t  POTTER 

c o m p o r t a i t  l ' i n t r o d u c t i o n  d e  s a c c h a r o s e  0,6M, au l i e u  d e  1,38M, dans  l e s  

g r a d i e n t s  d i s c o n t i n u s .  Nous avons  i c i  c h o i s i  d ' i n t r o d u i r e  du s a c c h a r o s e  1,38M 1 
d e  maniè re  à mieux comparer  c e t t e  p rocédure  à l a  p rocédure  D ,  que  nous 

u t i l i s o n s .  

C e l l e - c i  e s t  p l u s  amplement d é c r i t e  d a n s  "METHODOLGGIE" (p .681.  

E l l e  d i f f è r e  e s s e n t i e l l e m e n t  de  l a  p rocédure  C p a r  : 

i) la présence de RNA de levure de bas poids moZécuZaire, e t  

d'une fraction partieZZeme?l,t purifiée d' inhibiteur de RNase 

( vo i r  u ~ ~ ~ ~ O ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ w )  dans l e  m i  l i e u  d 'homogénéisation. 



I ii) l ' introduction de ce t  inhibiteur dans les  solutions composant 

l e s  gradients discontinus. La fraction "cytosol" e s t  remplacée 

par Za fraction d ' inhibi teur de RNase lors du traitement des 

membranes par l e  détergent. 

I La s u b s t i t u t i o n  du s a c c h a r o s e  0,6M p a r  du s a c c h a r o s e  1,3BM a  pour 

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

m i t o c h o n d r i e s  " l é g è r e s "  q u i  p o u r r a i e n t  demeurer dans  l e  s u r n a g e a n t  

p o s t - r n i t o c h o n d r i a l .  

La F i g u r e  3 tp .19)  montre l e s  r é s u l t a t s  d e  l ' a n a l y s e  en g r a d i e n t  

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

c l a i r e m e n t  que l a  p rocédure  A ne permet pas  d ' o b t e n i r  l e s  r ibosomes l i és  à 

l ' é t a t  polysomal .  

La p rocédure  B t i e n t  compte de  l a  p r é s e n c e  d 'une  a c t i v i t é  RNasique 

a s s o c i é e  aux  membranes du r é t i c u l u m  ( 5 0 1 .  Auss i  l ' a d d i t i o n  d e  " c y t o s o l "  ( q u i  

c o n t i e n t  un i n h i b i t e u r  c y t o p l a s m i q u e  de  RNase) v i e n t - e l l e  r e s t r e i n d r e  l a  

d é g r a d a t i o n  du rrRNA. 

On p e u t  a t t r i b u e r  à l ' a c t i o n  mécanique ( r e ç u s p e n s i o n ,  s e u l e  

d i f f é r e n c e  e n t r e  B  e t  C l  p a r  e l l e  même ou p a r  l i b é r a t i o n  de  RNase, l a  

d é g r a d a t i o n  d e s  polysornes en 6 ,  q u i  n ' e s t  pas  obse rvée  en C .  

La p rocédure  C ,  t o u t e f o i s ,  c o n d u i t  à l ' o b t e n t i o n  d e  polysomes 

moins l o u r d s  qu ' en  D.  Au s e u l  vu d e s  g r a p h i q u e s  de  C ,  on p o u r r a i t  c o n c l u r e ,  

comme l ' o n t  d é j à  é c r i t  c e r t a i n s  a u t e u r s  (591,  que l e s  polysomes l i é s  

s y n t h é t i s e n t  d e s  c h a i n e s  p r o t é i q u e s  p l u s  c o u r t e s  que l e s  polysomes l i b r e s .  

La r é p a r t i t i o n  dans  l e  g r a d i e n t  d e s  polysomes l i é s  d e v i e n t  t o u t  

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

p r o c é d u r e  0 .  

Remarque : I l  ex i s t e  un rythme diurnien du taux de RNA e t  de polysomes 

dans Za ce l lu le  hépatique ( 6 0 ) .  Nous avons observé que ces 

variations sont plus accusées dans le cas des polysomes l ibres .  

C'est  en période post-prandiale (3-8h) que les  aggrégats l e s  

plus lourds sont observés, e t  que les  deux types de polysomes 

ont des répartit ions identiques en gradient de saccharose. 
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FIGURES 2 E T  3 PROTOCOLE EXPERIMENTAL 

Le broyat de 4 foies e s t  d iv i sé  en deux parties : 

1- 208 de broyat sont homogénéisés dans lOOmZ de TKM1-DTT * - saccharose 

0,25M, par 8 aZZers-retour de piston (1 000t/mn) e t  consti tuent Z 'homogénat 

des procédures A,  B, e t  C .  

8g de broyat sont homgénéisés de Za même manière dans 40mZ de Milieu A * ,  

en présence de 2 p Z / m Z  d'une fraction d'inhibiteur cytopZasmique de RNase*. 

Une centrifugation des homogénats à 9 OOOgav pendant lOmn conduit aux surna- 

g e a n t ~  post-mitochondriaux 1 e t  2. 
1 

I I -  2 pots en n i t ra te  de ceZZuZose de rotor 40 contenant chacun 11mZ du 

surnageant pos t-mitochondria Z 1 sont centrifugés 1 h à 105 O OOg (Procédure A )  . 
I I I -  Dans 4 pots identiques, 7mZ du même surnageant post-mitochondriaZ sont 

déposés sur 4mZ de saccharose 1,3M, e t  sont centrifugés 2h30 à 105 0009 dès 

Zrarre^t de Za centrifugation en I I  (Procédure B ) .  

IV- 15mZ de surnageant post-mitochondriaZ 1 sont déposés sur 8 m l  de sac- 

charose 1,38M e t  6mZ de saccharose 2M (Procédure C ) .  15mZ du surnageant 

post-mitoehondriuZ 2 sont déposés sur Ze même gradient, à ceci  près que Zes 

coussins de saccharose contiennent 1 ~ Z / m l  d 'une fraction d ' inhibiteur de 

RNase (Procédure D )  . 
Les deux tubes sont centrifugés 20h à 113 OOOgav dans le  rotor 60 T i .  

V- Les cuZots de microsomes obtenus en II  sont lentement dissociés à l 'a ide  

d'une baguette de verre, puis 5mZ de tampon T M  -DTT sont ajoutés dans chaque 1 
tube. Lorsque Zes suspensions sont homogènes, on Zes réunit e t  on a jus te  Zeur 

voZume à 15,5mZ avec Ze tampon. 2 fractions de 7,5mZ sont déposées sur 3,5mZ 

de saccharose 2M (Procédure A ) .  

Les cuZots de membranes granuZaires e t  poZysomes l ibres  obtenus en I I I  sont 

resuspendus dans 2 5,5mZ du "cytosol " pré levé dans Zes 4 tubes. La suspension 

gZobaZe e s t  déposée en 2 fractions de 7,5mZ sur 3,5mZ de saccharose 2M 

(Procédure 8 1 .  Tous ces gradients discontinus sont centrifugés 5h à 105 0009 

dans Ze rotor 40. 

* voir "METHODOLOGIErr 



FIGURES 2 e t  3 PROTOCOLE EXPERIMENTAL ( su i t e )  

V I -  Les interphases de membranes granulaires obtenues selon Zes procédures 

A e t  B sont prélevées dans un voZwne de 6mZ dans Zes 2 cas. Selon Za procédure 

A ,  on ajoute 9mZ de tampon Tml-DTT e t  1,5mZ de DOC à 11 pl00 dans le  tampon. 

Selon la  procédure B, on ajoute 7,5mZ du cytosoZ prézevé à Za moitié supérieure 

des deux tubes, Z,5mZ de tampon, e t  1 ,Sm2 de DO2 à 11 p100. 

Dans Zes 2 cas, des fractions de 8mZ sont déposées sur 3mZ de saccharose 2M 

e t  centrifugées 5h à 105 OOOg dans Ze rotor 40.  

VII- Les interphases de réticuZum granulaire obtenues selon Zes procédures 

C e t  D sont prélevées à Za seringue. EZZes ont toutes deux un voZwne de 8mZ. 

Selon Za procédure C ,  on ajoute 7mZ de cytosoZ préZevé à Za partie supérieure 

du tube, 9,75mZ de tampon T T - D T T  e t  2,75mZ de DoC à 11 plO0.  Selon la  

procédure D ,  on ajoute 60 P Z  de kz fraction d'inhibiteur de RiVase, 26,75mZ 

de tampon, e t  2,75mZ de D E  ù 11 p100. 

Dans Zes 2 cas, 27mZ sont déposés sur 6mZ de saccharose 2M. Dans Ze cas de 

Za procédure D ,  Za fraction d'inhibiteur de RiVase e s t  également introdui te  

à raison de 1 vZ/rnZ dans Ze saccharose 2M. Les tubes sont centrifugés 5h 

à 105 OOOg dans Ze rotor 60 T i .  

V I I I -  Les cuZots de poZysomes resuspendus en tampon !KM1-DTT sont analysés 

en gradients l inéaires de saccharose. 

N.B. : Toutes Zes soiiutions de saccharose composant Zes gradients discontinus 

sont en tampon TM1-DTT. 
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A C T I V I T E  DE BIOSYNTHESE PROTEIQUE - -  I N  V ITRO 

ACTION DES DETERGENTS 



A- ACTIV ITE DE BIOSYNTHESE PROTEIQUE -- I N  VITRO DES POLYSOMES LIBRES ET L I E S  

1 O -  Ra- phaenta d m  ,ta w & a - t r n e  : 

Peu a p r è s  l e s  é t u d e s  morphologiques  e t  l a  p u b l i c a t i o n  d e s  p r e m i è r e s  1 

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

d e s  polysomes l i b r e s  e t  l i é s  f u r e n t  l e  s u j e t  d e  nombreux t r a v a u x .  A i n s i ,  
1 

d è s  1963,  HENSHAW, BOJARSKI e t  H I A T T  comparent l e s  p r o p r i é t é s  d e  b i o s y n t h è s e  
1 

p r o t é i q u e  i n  v i t r o  e t  i n  v i v o  d e s  deux c a t é g o r i e s  de  polysomes,  e t  c o n c l u e n t  i -- -- 
que l e s  polysomes l i é s  s o n t  t r è s  a c t i f s  d a n s  l e s  deux s y s t è m e s ,  a l o r s  que  

l e s  polysomes l i b r e s ,  " i n e r t e s " ,  peuvent  ê t r e  s t i m u l é s  i n  v i t r o  pa r  l e  

i 
-- I 

poly  U (611.  Une é t u d e  semblab le  de  CAMPBELL -- e t  a l  a p p o r t e  d e s  r é s u l t a t s  

i d e n t i q u e s  ( 6 2 1 .  P u i s ,  une s é r i e  de  t r a v a u x  mont ren t  que  l ' a c t i v i t é  de  

i 
l 

b i o s y n t h è s e  p r o t é i q u e  p a r  mg de  R N A  dans  l e s  f r a c t i o n s  microsomale ou d e  l 

r é t i c u l u m  endoplasmique e s t  i n f é r i e u r e  à c e l l e  d e s  polysomes l i b r e s  (63-671.  

E n f i n ,  RAGNOTTI, en 1971 ,  c o n c l u t  que t o u t e s  l e s  f r a c t i o n s  possèden t  l a  même 

a c t i v i t é  i n  v i t r o  ( 6 8 1 .  -- 
C e s  r é s u l t a t s  é t a n t  peu c o h é r e n t s ,  nous a v i o n s  c h o i s i  d ' é t u d i e r  

p l u s  p a r t i c u l i è r e m e n t  c e  p o i n t  l o r s  de  nos p r e m i e r s  t r a v a u x  1691. 

2'- Cornjxvmbon de L ' a d v L t é  de b i o c ~ ~ i d h Q c ~ e  pfio;téique -- in via20 

d a  polyhameA f i b h ~  Q;t fia : 

L ' a c t i v i t é  d e  b i o s y n t h è s e  p r o t é i q u e  i n  v t t r o  d ' u n e  f r a c t i o n  -- 
polysomale  p e u t  ê t r e  c o n s i d é r é e  comme é t a n t  une f o n c t i o n  d e  s o n  i n t é g r i t é  

s t r u c t u r a l e  &/ou d e  son  a c t i v i t é  -- i n  v ivo ,  s i  l ' o n  suppose  t o u t e f o i s  q u e  l e s  

c o n d i t i o n s  optimums d ' a c t i v i t é  -- i n  v i t r o  s o n t  r é u n i e s  dans  l e  sys tème a c e l l u l a i r e .  

Nous avons  donc mené c e t t e  é t u d e  p a r a l l è l e m e n t  à c e l l e  d e s  méthodes d ' o b t e n t i o n  

d e s  deux f r a c t i o n s ,  q u e  nous a v o n s d é c r i t e d a n s  l e  c h a p î t r e  p r é c é d e n t .  

Lorsque l e s  polysomes l i b r e s  e t  l i é s  s o n t  p r é p a r é s  s e l o n  l a  

méthode d é c r i t e  dans  " M E T H O D O L O G I E "  (ou v o i r  p rocédure  O, F i g u r e  2 ,  p .  18)  

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

comme l e  montre l a  F i g u r e  4 (p.241 ; mais i l  é t a i t  cependan t  p o s s i b l e  que  

l ' u n e  d e s  deux f r a c t i o n s  ne p r é s e n t e  pas  l ' a c t i v i t é  à l a q u e l l e  on p o u v a i t  

s ' a t t e n d r e ,  s u r  l a  b a s e  d e  son con tenu  en polysomes.  On p e u t  r emarquer ,  en 

o u t r e ,  que  l a  p l u p a r t  d e s  t r a v a u x  a y a n t  c o n c l u  à une a c t i v i t é  des  polysomes 

l i é s  i n f é r i e u r e  à c e l l e  d e s  polysomes l i b r e s  u t i l i s a i e n t  d e s  p r o c é d u r e s  du 

t y p e  A ,  8 ,  ou C ( v o i r  F i g u r e  2 ,  p.181.  
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FIGURE 4 PROTOCOLE EXPERIMENTAL 

A- Les fractions de poZysomes l ibres  e t  de réticulum endopZasmique sont 

préparées à part ir  de 2 foies. 

L;a fraction "cytosoZ" e s t  extrai te  de deux autre foies.  

B- Le système aceZZulaire e s t  réal isé  dans un volume final de 1,2mZ. Lu frac- 

t i on  de pozysomes Ziés correspond aux interphases membranaires prélevées 

dans Zes gradients discontinus, sans traitement uZtérieur. La suspension de 

poZysomes l ibres ,  après estimation specbrophotométrique e s t  diluée de façon 

à obtenir une concentration de 25 à 30 unités d'absorbante à 260nm/mZ ; 

l es  concentrations finales en RI?A dans l e  système acel lulaire  sont a ins i  

généralement de 150 à 200 pg /ml .  (Dans Ze cas de Z'expérience dont Zes résuZ- 

t a t s  sont présentés dans Za figure 4,  ces concentrations é ta ien t  : polysomes 

Ziés, 284 ug/mZ ; polysomes l ibres ,  192 ug/mZ). 

C- Des fractions aliquotes de 0,lmZ sont prélevées aux temps choisis .  Les 

temps O sont constitués par des témoins non incubés, c ' e s t  à dire préZevés 

à O°C. Les "témoins puromycine" l 0 - ~ 1 4 >  concentration finale sont réal isés  en 

introduisant Z 'antibiotique dans Ze "m'lange d'incubation". 

D- 5 parties aliquotes de 0,2mZ des fractions polysomales introduites dans 

Ze système aceZZuZaire sont u t i l i s é e s  pour Ze dosage du RNA. 
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B- ACTION DES DETERGENTS SUR L A  STRUCTURE POLYSOMALE 

1 O -  ES,je.a2 du DOC eA du TRITON X- 100 am la dennaé appahente d a  

Dans l e  t y p e  d ' e x p é r i e n c e  que nous avons  d é c r i t  d a n s  l e  p a r a g r a p h e  

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

endoplasmique g r a n u l a i r e .  Cependant ,  i l  e s t  souven t  n é c e s s a i r e  de  s o l u b i l i s e r  

p a r t i e l l e m e n t  l e s  membranes p a r  un d é t e r g e n t ,  de  f a ç o n  à l i b é r e r  l e s  polysomes 

pour  l e s  a n a l y s e r  e n s u i t e .  C e r t a i n s  a u t e u r s  u t i l i s e n t  un d é t e r g e n t  i o n i q u e ,  (541 

comme l e  d é s o x y c h o l a t e  de  sodium t a n d i s  que d ' a u t r e s  p r é f è r e n t  u t i l i s e r  u n  

d é t e r g e n t  non i o n i q u e  (701 ou u n  mélange d e s  deux en p r o p o r t i o n s  é g a l e s  (711.  

Nous avons  comparé l e s  e f f e t s  de  c e s  d é t e r g e n t s  sur l a  d e n s i t é  

en  C s C l  d e s  polysomes o b t e n u s .  Des polysomes t o t a u x  ou membranaires,  p r é p a r é s  

e n  u t i l i s a n t  l e  DOC ou l e  TRITON X-100 s o n t  déposés  s u r  d e s  g r a d i e n t s  

l i n é a i r e s  de  s a c c h a r o s e .  Après  c e n t r i f u g a t i o n ,  l e s  f r a c t i o n s  c o r r e s p o n d a n t  

aux zones  hachurées  de  l a  F i g u r e  5  (p .271 s o n t  r a s s e m b l é e s ,  f i x é e s  p a r  l a  

g l u t a r a l d é h y d e ,  e t  déposées  e n  g r a d i e n t s  d e  c h l o r u r e  d e  césium comme i l  e s t  

d é c r i t  d a n s  "METHODOLOGIE" ( p . 7 4 1 .  

Les r é s u l t a t s  de  c e t t e  a n a l y s e  s o n t  p r é s e n t é s  dans  l a  F i g u r e  6 

( p . 2 8 ) .  I l  e s t  p o s s i b l e  de  c o n s t a t e r  que l e s  polysomes t o t a u x  o b t e n u s  a p r è s  

un t r a i t e m e n t  du s u r n a g e a n t  p o s t - m i t o c h o n d r i a l  p a r  l e  DOC o n t  une d e n s i t é  
3 

s u p é r i e u r e  (1,565-1,57g/cm 1 à ceux o b t e n u s  p a r  l e  TRITON X-100. Ces d e r n i e r s  

donnen t ,  d e  f a ç o n  r e p r o d u c t i b l e ,  deux p i c s  d e  d e n s i t é s  1  ,550g/cm3 e t  

1,530-1 ,535ig/cm3. Ces r é s u l t a t s  s u g g è r e n t  que l e  DOC p o u r r a i t  a v o i r  un e f f e t  

" d é p r o t é i n i s a n t "  s u r  l a  s t r u c t u r e  polysomale .  

3  
Les polysomes l i é s  o n t  une d i s t r i b u t i o n  h é t é r o g è n e  1 1 , 5 3  à 1;57g/cm ) 

a p r è s  un t r a i t e m e n t  a u  D O C ,  t a n d i s  qu 'une  mince bande, d e  d e n s i t é  1,535g/cm 
3  

e s t  o b s e r v é e  l o r s q u ' o n  u t i l i s e  l e  T R I T O N  X-100. 

Nous avons  e f f e c t u é  d ' a u t r e s  e x p é r i e n c e s  d a n s  l e s q u e l l e s  d e s  

polysomes l i b r e s  s o n t  t r a i t é s  p a r  l e  DOC ou p a r  l e  TRITON X-100, c e n t r i f u g é s  

à nouveau s u r  g r a d i e n t s  d i s c o n t i n u s  d e  f a ç o n  à é l i m i n e r  l e  d é t e r g e n t ,  d é p o s é s  

s u r  g r a d i e n t s  l i n é a i r e s  de  s a c c h a r o s e  e t  e n f i n  a n a l y s é s  en  c h l o r u r e  de  cés ium.  

Nous avons  également  c o n s t a t é  que l a  d e n s i t é  d e s  p a r t i c u l e s  a u g m e n t a i t  a p r è s  

t r a i t e m e n t  p a r  l e  DOC ( 1  ,57g/cm3 e t  p l u s  ; non t r a i t é s ,  d e n s i t é  moyenne 
3  1,55g/cm 1 a l o r s  qu 'un  t r a i t e m e n t  p a r  l e  T R I T O N  X-100 n ' a v a i t  aucun e f f e t .  

Nous avons  donc d é c i d é  d ' e m p l o y e r  l e  T R I T O N  X-100 s e u l  d a n s  t o u t e s  

l e s  e x p é r i e n c e s  où i l  e s t  i m p o r t a n t  que  l a  s t r u c t u r e  polysomale  n e  s o i t  pas  
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FIGURES 5 e t  6 PROTOCOLE EXPERIMENTAL 

A- 5 r a t s  ayant reçu une in jec t ion  d'acide orotique 3~ IO,SnCi, 24Ci/mMl 16h 

auparavant sont sacr i f iés  e t  un surnageant post-mitochondriaZ, préparé comme 

dans "METHODOLOGIE", e s t  d i v i sé  en t r o i s  parties. 

& 60mZ de ce surnageant servent à préparer Zes poZysomes l i é s ,  tandis que 

deux autres fractions de 30mZ sont u t i l i s é e s  pour préparer des poZysomes 

totaux en u t i l i san t  Ze DOC e t  Ze TRITON X-100, respectivement. 

C- La fraction de rdticuZwn endopZasmique obtenue e s t  divisée en 2 parts 

de 16mZ, qui sont respectivement t ra i tées  par Ze D E  e t  Ze TRITON X-100. 

D- Les fractions 15 d 30 des gradients l inéaires  de saccharose sont rassembZées 

avant f i u t i o n  dans tous l e s  cas. 



a l t é r é e .  Il  f a u t  n o t e r  que  l e  c h o i x  du T R I T O N  X-100 rend également  p o s s i b l e  

- comme nous l e  v e r r o n s  p l u s  l o i n  - l ' i d e n t i f i c a t i o n  e t  une e s t i m a t i o n  d e s  

p r o p o r t i o n s  r e l a t i v e s  d e s  polysomes l i b r e s  e t  l i é s  dans  un  mélange p a r  c e n t r i -  

f u g a t i o n  i s o p y c n i q u e . ~  C e t t e  t e c h n i q u e  p o u r r a i t  donc p r é s e n t e r  que lques  

a v a n t a g e s .  l o r s  d ' é t u d e s  u l t é r i e u r e s .  

2 O -  AcRhon den dE.tmgcnix eA a d v L t &  de  b ioa  ynthQnc pxo;téiy ue 

a -  polysomes t o t a u x  : 

Beaucoup d ' a u t e u r s  c h o i s i s s e n t  un d é t e r g e n t  i o n i q u e  ou non- ion ique  

en f o n c t i o n  d e  l ' a c t i v i t é  i n  v i t r o  d e s  polysomes q u ' i l s  o b t i e n n e n t .  A i n s i ,  -- 
c e r t a i n s  p e n s e n t  que l e  t r a i t e m e n t  p a r  l e  DOC " s t i m u l e "  l ' a c t i v i t é  -- i n  v i t r o  

d e s  f r a c t i o n s  polysomales  ( 7 2 ) .  

Nous avons donc comparé t o u t  d ' a b o r d  l ' a c t i v i t é  en  sys tème 

a c e l l u l a i r e  de  polysomes t o t a u x  o b t e n u s  a p r è s  a d d i t i o n  d e  DOC ou de  TRITON X-100 

a u  s u r n a g e a n t  p o s t - m i t o c h o n d r i a l .  Après p l u s i e u r s  e x p é r i e n c e s  a y a n t  donné d e s  

r é s u l t a t s  du t y p e  de  ceux p r é s e n t é s  d a n s  l a  F i g u r e  7 (p .311,  i l  e s t  p o s s i b l e  

d e  c o n c l u r e  que l e s  deux f r a c t i o n s  i n c o r p o r e n t  l e s  a c i d e s  aminés  I 4 c  e n  

f o n c t i o n  du temps de  f a ç o n  s i m i l a i r e .  

b- polysornes l i b r e s  e t  polysomes l i é s  : 

Il demeure l a  p o s s i b i l i t é  qu 'un e f f e t  " a c t i v a t e u r "  du DOC, s p é c i -  

f i q u e  d ' u n e  c a t é g o r i e  d e  polysomes,  s o i t  d i f f i c i l e m e n t  d é t e c t a b l e  s u r  un 

mélange.  Nous avons  donc é t u d i é  e n  sys tème a c e l l u l a i r e  d e s  f r a c t i o n s  d e  

polysornes l i b r e s ,  l i b r e s  t r a i t é s  p a r  l e  D O C ,  l i é s  [ r é t i c u l u m  endoplasmique 

g r a n u l a i r e ] ,  l i é s  d é t a c h é s  d e s  membranes p a r  l e  D O C ,  e t  t o t a u x ,  r e s p e c t i v e m e n t .  

Les c o u r b e s - t y p e  ob tenues  c o n s t i t u e n t  l a  F i g u r e  8 (p .331 .  Là encore ,  

on p e u t  c o n s t a t e r  que l e s  c i n é t i q u e s  d ' i n c o r p o r a t i o n  s o n t  t r è s  s i m i l a i r e s  

d a n s  t o u s  l e s  c a s .  

c- d i s c u s s i o n  : 

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

R N A  
e s t  p l u s  f a i b l e  que c e l u i  d e  p a r t i c u l e s  non t r a i t é e s ,  mais 

n ' a f f e c t e  pas  l e u r  c a p a c i t é  d ' i n c o r p o r e r  l e s  a c i d e s  aminés I 4 c  -- i n  v i t r o .  Ces 

f a i t s  p o u r r a i e n t  s ' i n t e r p r é t e r  d e  3  f a ç o n s  : 

i l  Zes protéines détachées de La structure poLysomLe par Le 

DOC rn sont pas des protéines nécessaires à Z'act iv i té  -- i n  vivo.  

i i l  ces protéines sont nécessaires à L'activité - i n  vivo, mais 



minutes 

Figue 7 : CinWcjuen de bios yvrkhde phvkéLque -- i u l  v&o jm d u  poLysamen 

;to&wc o b ; t m  p a h  l e  DOC eA Le TRITON X - 1 0 0 .  

Graphiques d 'une expérience-type -"système potassiwnfl- 



F IGURE 7 PROTOCOLE EXPERIMENTAL 

A- Le surnageant post-mitochondrial provenant de 2 foies e s t  divisé  en deux 

parties de 30ml qui seront respectivement t ra i t ées  p a r  Ze DCC e t  le  

TRITON X-1 O0 : 3mZ d'une soZution de détergent à 11 pl00 dans Ze tampon 

Tm1-DTT sont lentement ajoutés sous agi tat ion douce. Après lOm à O°C, des 

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

B- Les volumes f inals chois i s  pour Zes cinétiques d'incorporation sont de 

1,2mZ. 0,lml sont prélevés aux temps chois is .  

C- Dès lu f i n  des incubations, 5 fractions aliquotes de 0,2mZ de chacune des 

suspensions poZysomZes ayant é t é  introdui tes  dans l e  système acel lulaire  

sont u t i l i s é e s  pour Ze dosage du RNA. 



d a  poLysuvna f i b h e h  czt fia. 

o Libres e Libres t r a i t é s  par l e  DOC ( a 

a Liés e Liés t r a i t é s  par Ze D E  ( b 1 



FIGURE 8 PROTOCOLE EXPERIMENTA~ 

A- 2 foies sont u t i l i s é s  pour préparer la fraction f'cytosoZff comme i l  e s t  

décr i t  dans fWETHODOLOGIE ". 
B- 3 foies permettent d'obtenir 60mZ de surnageant post-mitochondriaZ. 14mZ de 

ce surnageant donnent après action du D E ,  un culot de pozysomes totaux. 

3 autres fractions de 15ml permettent d'obtenir 3 culots de polysomes Zibres 

e t  3 interphases de réticulum endoplasmique granulaire. Ces dernières sont 

prélevées dans un volume t o t a l  de 24mZ, e t  Zes 3 pots sont décantés e t  

nettoyés.  

C- Deux sédiments de poZysomes Zibres sont repris  chacun dans 4mZ de tampon 

d 'extraction, e t  Zes suspensions sont transférées dans un erlenmeyer. Ofi d i  lue 

ensuite à 46mZ avec l e  tampon, e t  4,6mZ de DOC à 11 pl00 sont lentement 

ajoutés sous agitation douce. 

D- 22mZ de La suspension de réticulum endopLasmique sont additionnés de 23,9vl 

de tampon e t  de O ,  l m 2  de Za fraction d ' inhibi teur cytopZasmique de Rflase, puis 

de 4,6mZ de DOC à 11 p l  00. 

E- Les soZutions obtenues en C e t  D sont déposées par f~aactions de 25ml sur 

8mZ de saccharose 2?4 &ns t e  tampon TEI!dI-DTT (système amroniml ou T T - D T T  

(système potassium) e t  centrifugées 5h à 45 000 tours/mn dans Ze rotor 60 T i  

(1 43 OOOgavl. 

F- Les cinétiques d fineorpomtion d'acides aminés 1 4 ~  par les  polysomes totaux, 

Zibres, Ziés (réticulum endopZasmique) sont réalGées imédiatement après l e s  

opérations D e t  E ( c ' e s t  à dire sans attendre Za f i n  des 5h de centrifugation 

en E ) .  

G- VoZumes finals des incubations : 1,2mZ - Prélèvements de 0,lmZ. 



pas i n  vi tro.  
7- 

i i i l  eZZes sont nécessaires à Z'activité -- i n  vivo comme - i n  v i t ro ,  

m i s  sont aussi  présentes dans Za fraction "eytosoZ". 

La seconde hypothèse e s t  l a  s e u l e  qui  s o i t  é t ayée  pa r  d ' a u t r e s  

f a i t s  expérimentaux : l e  DOC e s t  capable  de d i s s o c i e r  l e s  complexes RNP (731, 

e t  de  l i b é r e r  des  ribosomes de  l a  s t r u c t u r e  polysomale sans fragmentat ion du 

rnRNA (741 .  Le DOC p o u r r a i t  provoquer l e  détachement de p r o t é i n e s  a s s o c i é e s  

au rrRNA. 

C- CONCLUSION 

La polyhvmen Ribaa e,t fia d'hé@acq.te de Ra;t ont d a  a d v L t C a  

biologiqua iden t iqua  en a ya fème aca-e .  

Le DUC, W é  poun  L i b C h ~ t ~  la polq~omen d u  mwiembnanu, d o ~ n e  

d a  pcuuXcda hé;téhogèna en ceWdugaXivn  hopqcnique. C d  edde.2 n ' u t  

p a  obhmvé avec l e  TRITON X - 7  00; dékmgevLt non-ionique, 

La deux d Q k m g e d  foukedod, ne mudidient p u  1'uc;tivLtE de 

bioaynth&e piro.téique -- i n  v&v den p o l y a ~ r n ~ n .  





METABOLISME DU RNA ET DIFFERENCES STRUCTURALES 

ENTRE POLYSOMES LIBRES E T  LIES 
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A- METABOLISME DU RNA DES POLYSOMES LIBRES ET L I E S  

D e p u i s  1967  e t  1968,  l e s  t r a v a u x  d e  LOEB e t  a l  (281, e t  d e  TALAL -- 
e t  a l  ( 7 5 )  o n t  mon t r é  q u e  l e s  R N A  r i bosomaux  d e s  d e u x  c a t é g o r i e s  d e  po lysomes  -- 
o n t  d e s  s t a b i l i t é s  i d e n t i q u e s .  

3 2"- Incottpottdan d'acide amXique ff dam LU mRNA d a  p a l y b a m a  

f ib t te~  eA fi& en ptt&ence en abbence de daibL~2 doa a 
d'aa5nomycine D : 

L ' i n j e c t i o n  d ' a c t i n o m y c i n e  O s e  t r a d u i t  p a r  une i n h i b i t i o n  d e  l a  

s y n t h è s e  d e s  R N A .  T o u t e f o i s ,  i l  es t  p o s s i b l e  d ' o b t e n i r  un marquage s p é c i f i q u e  

d e s  r rRNA,  l o r s q u e  l ' i n j e c t i o n  du p r é c u r s e u r  r a d i o a c t i f  es t  p r é c é d é e  d e  

l ' a d m i n i s t r a t i o n  d e  l a  d r o g u e  à f a i b l e  d o s e .  

Nous a v o n s  r é u n i  c e s  c o n d i t i o n s  d a n s  une s é r i e  d ' e x p é r i e n c e s ,  e t  

s u i v i  l ' i n c o r p o r a t i o n  d e  l ' a c i d e  o r o t i q u e  3~ d a n s  les polysomes  l i b r e s  e t  l i b s  

e n  f o n c t i o n  du  t emps .  La f i g u r e  9  ( p . 3 8 )  p r é s e n t e  l e s  r é s u l t a t s  o b t e n u s .  On 

c o n s t a t e  que  l a  r a d i o a c t i v i t é  i n c o r p o r é e  e s t  e n v i r o n  4 f o i s  s u p é r i e u r e  dons  

l e  cas d e s  polysomes  l i b r e s .  Ces données ,  s a n s  en  c o n s t i t u e r  une  p r e u v e  

a b s o l u e ,  s u g g è r e n t  que  l a  r é s u l t a n t e  d e s  s t a b i l i t é s  d e s  r r8NA d e s  po lysomes  

l i é s  e s t  p l u s  g r a n d e  que  c e l l e  d e s  polysomes  l i b r e s .  

Ces mêmes f a i t s  p e u v e n t  ê t r e  o b s e r v é s  e n  a b s e n c e  d ' a c t i n o m y c i n e  D 

l o r s q u e  l ' o n  e x t r a i t  l e  R N A  po lysoma l  ( l i b r e  e t  l i é )  p a r  l e  Tris-SDS ( v o i r  

"NETHODOLOGIE") a p r è s  l e s  mêmes temps d e  marquage : l ' a n a l y s e  e n  g r a d i e n t  

l i n é a i r e  de  s a c c h a r o s e  m o n t r e  que  l a  r a d i o a c t i v i t é  t r o u v é e  d a n s  l a  z o n e  4-15s  

es t  beaucoup  p l u s  i m p o r t a n t e  d a n s  l e  c a s  d e s  polysomes  l i b r e s .  

3 - 1rzdLuence du jeûne .clut Le laux de henauv&ement du RNA 

poLy/somal d u  cakégoj~Lu de po&y.cloma : 

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

e t  d u  j e û n e  s u r  l e s  t a u x  d e  RNA c e l l u l a i r e ,  d e  polysomes ,  d e  s o u s - u n i t é s  l i b r e s  

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

mécanismes  d e  r é g u l a t i o n  d e  l a  b i o s y n t h è s e  p r o t é i q u e  ( 6 0 , 7 6 1 .  D i f f é r e n t s  

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

d u r a n t  l e  j e û n e  que  c e l u i  d e s  polysomes  l i é s  177 1 .  

(Ceci pourrait Ztre Z'expression des différences de stabilité des mRTJA, m i s  



VOLUME EN ML 

Figune 9 : ChC5XQue d ' incoi ipodori  d'acide oh0,tiq~e 3~ d a î l  les mRNA de6 

palyaorinnen LLbhe6 et fié6 apèn  inject ion d'une d a i b l e -  done 

dtac;tinmyCne D. 

La f lèche indique Za posi t ion du monomère. 



F IGURE 9 PROTOCOLE EXPERIMENTAL 

A- 6 ra ts ,  pesant tous entre 295 e t  305g reçoivent une in jec t ion  intrapé- 

Ktonéale d'actinomycine D (Solution à lrng/ml dans NaCZ 0,9 pl00 ; dose : 

0,55mg/kgl suivie,  2h30 plus tard d'une in jec t ion  d'acide orotique 3~ 

(0,SmJi dans 0,SrnZ de NaCl 0,9 p1OO). L'heure des inject ions e s t  fixée de 

t e l l e  sorte qu'un sacri f ice  puisse avoir l i e u  toutes l e s  deux minutes, e t  que 

Zes temps de marquage soient  de 1,2 e t  4h (2  rats  pour chaque temps). 

B- Les polysomes l ibres  e t  l i é s  sont ex tra i t s  comme i Z  e s t  décr i t  dans 

"METHODOLOGIE ". Des fractions de 0,3rnZ des suspensi~ns polysom les ,  contenant 

15 m i t é s  d'absorbance à 26Unm sont u t i l i s é e s  pour 2. 'analyse en gradients 

l inéaires de saccharose ; ceux-ci sont fractionnés par 0,2mZ. 

C- La radioactivité e s t  déterminée par précipitation, f i l t r a t i o n  e t  comptage 

de Z 'acide-inso Zuble. 



d'autres donnees doivent Ztre prises en considération, que nous anaZyserons 

plus amplement dans Ze dernier chapctre) . 
Cependan t ,  peu d ' é l é m e n t s  s o n t  e n c o r e  e n  n o t r e  p o s s e s s i o n  e n  c e  

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

polysomes  . 
La v i t e s s e  d e  r e n o u v e l l e m e n t  d u  mRNA é t a n t  p l u s  g r a n d e  q u e  c e l l e  

du rRNA r i b o s o m a l ,  i l  e s t  p o s s i b l e  d ' o b t e n i r  un marquage p r é f é r e n t i e l  du  

MNA s i  l e  p r é c u r s e u r  e s t  i n j e c t é  1 / 2 h  à l h  a v a n t  l e  s a c r i f i c e  s e l o n  l a  d o s e  

a d m i n i s t r é e .  I n v e r s e m e n t ,  un temps  d e  marquage l o n g  ( 2 0 h )  s e  t r a d u i r a  p a r  un 

marquage p r é f é r e n t i e l  d u  r R N A  ( l a  demi -du rée  d e  v i e  e s t  d e  1 1 5  à 120h s e l o n  

WILSON e t  HOAGLAND)  ( 781 .  Nous a v o n s  s u i v i  c e s  p r i n c i p e s  p o u r  é t u d i e r  

l ' i n f l u e n c e  du j e û n e  s u r  l a  v i t e s s e  de  r e n o u v e l l e m e n t  d u  RNA d e s  deux c a t é -  

g o r i e s  d e  po lysomes .  

Deux l o t s  d e  r a t s  ( j e û n e  de  1 8 h J  r é g i m e  n o r m a l )  r e ç o i v e n t  c h a c u n  

d e s  i n j e c t i o n s  s u c c e s s i v e s  d ' a c i d e  o r o t i q u e  3~ (marquage  l o n g .  ZOhI e t  d ' a c i d e  

o r o t i q u e  I 4 c  [marquage  c o u r t ,  I h ) .  Les po lysomes  l i b r e s  e t  l i é s  s o n t  p ~ ~ é p a r é s  

e t  a n a l y s é s  s u r  g r a d i e n t s  l i n é a i r e s  de  s a c c h a r o s e .  La f i g u r e  1 0  ( p . 4 1 1  

mon t r e  q u e  l a  v i t e s s e  d e  r e n o u v e l l e m e n t  d e s  r - e t  mRNA d e s  deux c a t é g o r i e s  de 

po lysomes  es t  p l u s  g r a n d e  d a n s  l e  c a s  d e s  animaux s o u m i s  a u  j e û n e .  

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

d ' e x p é r i e n c e s  d é c r i t e s  d a n s  l e  c h a p î t r e  s u i v a n t .  

a-  s t a b i l i t é  d e s  m R N A  : 

Un e f f z t  i n h i b i t e u r  d e  l ' a c t i n o m y c i n e  sur l ' a l l o n g e m e n t  d e s  c h a i n e s  

p e p t i d i q u e s  d a n s  l e s  c e l l u l e s  HeLa a  é t é  r a p p o r t é  p a r  PENMAN -- e t  a l  ( 7 9 1 .  

A u s s i ,  t a n t  que  l e s  e f f e t s  d e  l ' a c t i n o m y c i n e  sur l a  b i o s y n t h è s e  p r o t é i q u e  d e n ~  

l ' h é p a t o c y t e  d e  R a t  n ' a u r o n t  p a s  é t é  é t u d i é s ,  l ' i n t e r p r é t a t i o n  d e s  r é s u l t a t s  

o b t e n u s  ( F i g u r e  101  n e  p e u t  ê t r e  q u e  p a r t i e l l e .  

I I l  f a u t  n o t e r ,  c e p e n d a n t ,  que  d a n s  l e s  e x p é r i e n c e s  d e  PENMAN -- e t  31, 

l a  d o s e  d ' a c t i n o m y c i n e  employée  b l o q u e  t o u t e s  l e s  s y n t h è s e s  d e  R N A .  D ' a u t r e  

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

s u g g è r e  é g a l e m e n t  que  l e s  po lysomes  l i é s  o n t  d e s  rrRNA p l u s  s t a b l e s  q u e  c e u x  

d e s  po lysomes  l i b r e s .  En o u t r e ,  c e s  r é s u l t a t s  s ' a c c o r d e n t  a v e c  l e s  t r a v a u x  

d e  WILSON e t  HOAGLAND d é m o n t r a n t  q u e  l e  r&NA c o d a n t  p o u r  l a  s y n t h è s e  d e  l a  

s é ruma lbumine  e s t  t r è s  s t a b l e  ( 7 7 ) .  
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FIGURE 10 PROTOCOLE EXPERIMENTAL 

A- 3 ra t s  sont mis à jeûner 1 8 h  pendant que 3 autres sont normalement nourris. 

Tous reçoivent par voie intmpéri tonéale,  une in jec t ion  de 0,SnCi d'acide 

orotique 3~ e t  une in jec t ion  de 0 , l d i  d'acide orotique 1 4 ~  respectivement 

20h e t  l h  avant l e  sacri f ice .  Les ra t s  soumis au jeûne boivent - ad libitum. 

B. Les polysomes l ibres  e t  l i é s  sont i so lés  par la  procédure C ,  décrite 

C- 20 unités  dtabsorbance à 260nm de chaque suspension polysomle sont 

disposéss sur des gradients l inéaires de sacchrose 10-50 plOO, e t  centri-  

fugées dans l e  rotor SW 25-1. 

D- Les gradients sont fractionnés par 0,7ml.  



b- e f f e t s  du j e û n e  : 

A l o r s  que  nous r é a l i s i o n s  c e s  e x p é r i e n c e s ,  NORDGREN e t  STENRAM 

p u b l i a i e n t  une é t u d e  semblab le  à l a  n ô t r e ,  a p p o r t a n t  l e s  mêmes r é s u l t a t s  ( 8 0 ) .  

D ' a u t r e s  t r a v a u x  s u r  l e s  r e l a t i o n s  e x i s t a n t  e n t r e  l e  métabol isme d e s  n u c l é o t i d e s  

e t  c e l u i  d e s  amino-acides ,  p e r m e t t e n t  d e  p e n s e r  que l a  s t a b i l i t é  d e s  RNA e s t  

d i r e c t e m e n t  en r e l a t i o n  a v e c  l e  t a u x  i n t r a c e l l u l a i r e  d ' a m i n o - a c i d e s  (601.  

Cependant ,  n i  l e  t r a v a i l  que  nous avons d é c r i t ,  n i  c e l u i  d e  

NORDGREN e t  STENRAM ne p e r m e t t e n t  d e  s a v o i r  s i  l e  r enouve l l ement  du mRNA de  

l ' u n e  d e s  deux c a t é g o r i e s  de  polysomes e s t  p l u s  s e n s i b l e  à l ' a c t i o n  du j e û n e  

que c e l u i  d e  l ' a u t r e .  

B- DIFFERENCES STRUCTURALES ENTRE POLYSOMES LIBRES ET LIES 

Nous avons d é j à  évoqué,  d a n s  l e  c h a p i t r e  "INTRODUCTION" [ p .  41 

l e s  arguments  expér imentaux p e r m e t t a n t  d e  s u p p o s e r  l ' e x i s t e n c e  d 'un  é t a t  

d ' é q u i l i b r e  e n t r e  l e s  deux p o p u l a t i o n s  d e  r ibosomes .  Cependant ,  on p e u t  a u s s i  

se  demander s i  d e s  m o d i f i c a t i o n s  s t r u c t u r a l e s  d o i v e n t  i n t e r v e n i r  a v a n t  que 

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

somes l i b r e s .  D ' a u t r e  p a r t ,  l e s  s p é c i f i c i t é s  d e  s y n t h è s e  i m p l i q u e n t - e l l e s  

d e s  d i f f é r e n c e s  s t r u c t u r a l e s  e n t r e  l e s  & N A  d e s  2 c a t é g o r i e s  d e  polysomes ? 

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

l i é s  p e u t  donc ê t r e  une p r e m i è r e  é t a p e  d a n s  l a  compréhension d ' é v e n t u e l l e s  

r e l a t i o n s  f o n c t i o n n e l l e s  e t  de  b iogénèse  q u i  p o u r r a i e n t  e x i s t e r  e n t r e  l e s  

deux s y s t è m e s  de  b i o s y n t h è s e  p r o t é i q u e .  

1 O -  C o m w a A o n  d a  dev~iliCéb appmevtten eiz CdCR den poRy/sarnen 

fitJ/teA e,t fia : 

Comme i l  e s t  d é c r i t  dans  "METHODOLOGIE", l e s  polysomes s o n t  

p r é p a r é s  p a r  une longue c e n t r i f u g a t i o n  du s u r n a g e a n t  p o s t - m i t o c h o n d r i a l  s u r  

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

membranes p a r  l e  T R I T O N  X-100 ( v o i r  c h a p i t r e  p r é c é d e n t ] .  Les deux f r a c t i o n s  

polyçomales  s o n t  déposées  s u r  d e s  g r a d i e n t s  l i n é a i r e s  de  s a c c h a r o s e  ( v o i r  

F i g u r e  1 1 ,  p .44)  e t  l e s  f r a c t i o n s  c o r r e s p o n d a n t  à d e s  polysomes de t a i l l e s  

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

p ré fo rmes  de  C s C 1 .  

La zone C (pentamères-hexam8res l  e s t  c h o i s i e  de  f a ç o n  à e x c l u r e  

t o u t e  c o n t a m i n a t i o n  p a r  d e s  monomères. Au d e l à  d e  l a  zone A Idécamères  e n v i r o n ]  





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

Les r é s u l t a t s  s o n t  p r é s e n t é s  dans  l a  f i g u r e  12 tp .461 .  On p e u t  

n o t e r  que  l a  f r a c t i o n  d é t a c h é e  d e s  membranes semble  ê t r e  homogène, p u i s q u e  

l e  même p i c ,  d e  d e n s i t é  l égè rement  i n f é r i e u r e  à 1 . 5 4 0 ~ / c m  e s t  obtenu d a n s  

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

D ' a u t r e  p a r t ,  l a  f r a c t i o n  l i b r e  p r é s e n t e  une d i s t r i b u t i o n  h é t é r o -  

gène.  Une bande majeure  e s t  p r é s e n t e  d a n s  l e s  t r o i s  r é g i o n s  e x p l o r é e s  

(d- 1,545g/cml. Un second p i c  a p p a r a i t  s o u s l a  forme d 'un  épaulement  d a n s  l e s  
3 

zones  B e t  C .  Il est p l u s  v i s i b l e  en zone A [ d =  1,56Og/cm 1, où l ' o n  o b s e r v e  

également  un t r o i s i è m e  p i c ,  d ' u n e  d e n s i t é  i d e n t i q u e  à c e l l e  o b s e r v é e  pour  
3 

l e s  polysomes membranaires t -  1,535g/crn 1. 

La p r é s e n c e  d e  c e  d e r n i e r  p i c  e s t  s u r p r e n a n t e .  E l l e  p o u r r a i t  

s ' e x p l i q u e r  p a r  l a  l i b é r a t i o n  d e  polysomes l o u r d s  d e s  membranes l o r s  d e  

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

i n c o n n u e s  - e n t r e  l e s  deux c a t é g o r i e s  d e  polysornes. 

Les polysornes d e  d e n s i t é s  1 ,56g/cm3 e t  1 .54Eig/c2 ( q u e  nous avons  

nommés t y p e s  1 e t  II r e s p e c t i v e m e n t )  s o n t  p l u s  r e p r é s e n t a t i f s  d e  l a  f r a c t i o n  

de  polysomes l i b r e s .  p u i s q u ' i l s  s o n t  t r o u v é s  dans  les t r o i s  r é g i o n s  a n a l y s e e s .  

Des e x p é r i e n c e s  u l t é r i e u r e s  e u r e n t  pour  b u t  d e  comprendre l a  s i g n i f i c a t i o n  

d e  l ' h é t e r o g é n é i t é  d e s  polysornes. 

N.B. : L'analyse en gradients de CsCZ des polysornes sédimentant avec l e s  

noyaux e t  l e s  nritochondries donne des résu l ta ts  identiques. Toutefois,  

i Z  faut noter que, pour Zes raisons que nous avons précédemment 

exposées (voir  Figure 1 ,  p. 1 O),  Z 'anaZyse des polysornes "lourds" 

( c f  zone A des gradients de saccharose) qui pourraient 2tre  présents 

dans c e t t e  fraction s'avère di f fzciZe.  

Pour  o b t e n i r  d ' a u t r e s  données  c o n c e r n a n t  l ' o r i g i n e  d e  l ' h é t é r o -  

g é n é i t é  d e s  polysomes e n  C s C 1 ,  nous avons  mesuré l a  d e n s i t é  d e s  monosomes 

o b t e n u s  p a r  a c t i o n  ménagée d e  l a  RNase s u r  l e s  polysomes l i b r e s  e t  l i é s .  

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

a v a n t  d ' ê t r e  déposés  sur g r a d i e n t s  de  cés ium.  La f i g u r e  1 3  (p.471 montre  les 

r é s u l t a t s  o b t e n u s .  Les deux t y p e s  de  r ibosomes  s e  p l a c e n t  dans  une bande  t r è s  
3 f i n e ,  d e  d e n s i t é  1,55Og/cm . Nous avons ob tenu  d e s  r é s u l t a t s  i d e n t i q u e s  

l o r s q u e  l e s  polysomes d e s  zones  A, 8, e t  C s o n t  r e s p e c t i v e m e n t  soumis à 





Figu~e  1 3  : CeWdugaLLon hupycnique den munohomen o b f ~ n w  apfièh action 

m&nag EQ de l a  R N a n  Q hm la  pulybuurich fiêh ( I 1 cd f i b f i u  ( 2 ) . 



FIGURE 13 PROTOCOLE EXPERIMENTAL 

A- Des cu lo t s  de polysomes l ibres  e t  l i é s  sont resuspendus en tampon TeK5-DTT' 

e t  d i l ué s  de façon à obtenir  une concentration de 10 à 15, un i tés  d 'absorbance 

à 260nm/mZ. Une solut ion de ribonuezéase pancréatique: à 10 pg/mZ dans Ze 

0,l S%, pH 5, e s t  additionnée de manière à obtenir une concentration f ina le  

de O ,  1 pg/mZ. 

B- Après IOmn à 3 7 O ~ ,  Zes tubes sont r e f r o i d i s  à O'C e t  l m 2  de chaque suspen- 

s ion ribosomaZe e s t  déposé sur gradient 'linéaire de saccharose 10-30 pl00 en 

TeKM1-DTT , e t  centr i fugé dans l e  rotor SW 25-1. 

C- 0,2ml de chacune des 56 fractions de 0,5ml obtenues sont d i lués  à 0,5ml 

avec Ze tampon TeKM (sans DTT) e t  Z'absorbance à 260nm e s t  lue au spectro- 1 
photomètre ZEISS PJ4Q-II. 

D- Les fractions correspondant au pic de monosomes sont rassemblées e t  f ixées  

par la  gzutaraldéhyde (concentration f inale ,  5 pl 00) .  Des fractions al iquotes  

de 0,2mZ sont ensui te  déposées sur gradients préformés de CsCZ (1,38-1,65g/cm3). 

E- Les gradients sont fractionnés par 0 , I m l .  La rad ioac t iv i t é  e s t  d6terminée 

comme i Z  e s t  d é c r i t  dans 'fMETHODOLOGIE". 

' v o i r  "METlrODOLOGIEf' 



l ' a c t i o n  d e  l a  RNase, l e s  monosornes o b t e n u s  p u r i f i é s ,  e t  a n a l y s é s  e n s u i t e  

e n  g r a d i e n t s  de  C s C 1 .  

L ' h é t é r o g é n é i t é  obse rvée  au  n iveau  d e s  polysomes n ' e s t  donc pas 

l e  r e f l e t  d ' u n e  h é t é r o g é n é i t é  r i b o s o m a l e .  E t ,  s i  l ' o n  prend en c o n s i d é r a t i o n  

l e  f a i t  que  l e  &NA e s t  a s s o c i é  à d e s  p r o t é i n e s  à l ' i n t é r i e u r  même de l a  

s t r u c t u r e  polysomale  ( 81 -821  on p o u r r a i t  p e n s e r  que l e s  d i f f é r e n t e s  d e n s i t é s  

s o n t  d u e s  à des  mRNP d i f f é r e n t e s .  

C- CONCLUSION 

L o i  mRNA de Pa dtradon de poLynoma fiZn nanblei?k &e p l u n  
n;tabLoi q u ~  ceux de lu ~ m c t i o n  de p o l y a o m u  f i b t ~ a .  

Le X m p n  de ~ e n a u v ~ ~ n e v t t  d a  RNA d a  2 ctctégahia de polyhamed 

L o i  potyaoma LLQn, hamagèna en certtW~ugaLion &apqcnLque 

( d =  1 ,535g/cm3) ne di66étiencient d o i  poLyaome, &btioi ,  hé*E,tagènoi ( d =  1,56Og/cm 3 

L o i  manonoma p t r u d u i h  pm aotion rnQnagée de La Wane am &a 
3 p o l y a o m a  L i b t ~ a  eA fia o a t  lu niG?~e den!AtE ( d =  1,55Ug/an ) . Ceci nuggQne 

que d a  mRNP &ddQhen.ta riin;tuzyueil;t la i l o h  . t y p a  pakjaomaux. 



L I A I S O # ( S )  DES POLYSOMES AUX MEMBRANES 

DU RETICULUM ENDOPLASMIQUE 



SABATINI -- e t  a l  appor t a i en t  en 1966 l e s  premières évidences de 

l ' a t tachement  des  ribosomes aux membranes du ré t icu lum endoplasmique par  

l ' i n t e r m é d i a i r e  d e  l a  grande sous-uni té  ( 8 3 ) .  Les t ravaux d e  REDMAN e n s u i t e  

[841, pu is  de  B A G L I O N I  (851, vena ien t  l e s  confirmer.  

La f i g u r e  14 (p .51 )  p ré sen te  l e s  r é s u l t a t s  d 'une expér ience ,  

i n s p i r é e  des  t ravaux de SABATINI, que nous avons r é a l i s é e  pour i l l u s t r e r  c e  

po in t  : l ' a c t i o n  d e  1 ' E D T A  s e  t r a d u i t  par l e  détachement des  membranes du 

RNA 18S, a l o r s  que l e  R N A  28s n ' e s t  pas l i b é r é .  

Cependant, l a  na tu re  exac t e  de  l a  l i a i s o n  de  l a  sous -un i t é  60s 

à l a  membrane n ' e s t  pas connue. 

B- AUTRES MODES DE LIAISON 

L 'ex i s t ence  p o s s i b l e  d ' a u t r e s  modes de l i a i s o n  a  é t é  envisagée .  Les 

t ravaux de REDMAN ( 5 7 ) ,  montrant que l e s  cha ines  pro té iques  néosyn thé t i s ées  

s ' a l l o n g e n t  à l ' i n t é r i e u r  des  v é s i c u l e s  intermembranaires rendent  Également 

concevable " l ' anc rage"  du ribosome s u r  l a  membrane par  l e  pept ide  n a i s s a n t ,  

sans  qu 'une l i a i s o n  d i r e c t e  de l a  grande sous-uni té  s o i t  o b l i g a t o i r e .  Mais 

l ' e x i s t e n c e  d 'une  t e l l e  a s s o c i a t i o n  n '  a  jamais é t é  c la i rement  prouvée. 

En o u t r e ,  une l i a i s o n  des  polysomes aux membranes par  l ' i n t e r -  

médiaire  du rrRNA a  6 th  démontrée daris l e s  c e l l u l e s  HeLa pa r  ROSBAÇH e t  PENMAN 

(861, a i n s i  que dans l e s  c e l l u l e s  de KREBS (FAIFERMAN -- e t  a 1 , 7 3 ) .  

I o -  A d a n  de lu RNane am lu @&an de ~WcLLeu~i endupRcLLSmLque : 

BLOBEL e t  POTTER, des  1967, a f f i rmen t  que ce d e r n i e r  mode d e  

l i a i s o n  n ' e x i s t e  pas dans l lHépa tocy te  de Rat ; cependant,  pour d ' a u t r e s  au- 

t e u r s ,  une c e r t a i n e  propor t ion  d e  ribosomes, dé tachables  des  membranes par  

a c t i o n  ménagée de l a  RNase, s e r a i e n t  responsables  de l a  synthèse  des  p r o t é i n e s  

membranaires. (54,871, 

I l  f a u t  n o t e r  que dans c e s  t r avaux ,  l a  f r a c t i o n  d e  r é t i cu lum 

endoplasmique e s t  obtenue par  longue c e n t r i f u g a t i o n  du surnageant  pos t -  

mi tochondr ia l  s u r  g r a d i e n t  d i scon t inu  de saccharose ,  c e  qui  e s t  l a  méthode 

l a  p l u s  cou ran te ,  e t  que nous u t i l i s o n s .  

La f i g u r e  15  (p.53)  montre l e s  r é s u l t a t s  d 'une  a c t i o n  ménagée de 



Faute 14 : RNA a . i ~ o c i é  aux rnmbhanu avant eA ajnt~Qn a c t i o n  de l lEQTA.  

Témoin 

EDTA 
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F I G U R E  14 PROTOCOLE EXPERIMENTAL 1 I 
1 
I 
I 

A- Un surnageant post-mitochondrial e s t  préparé comme i l  e s t  ddcrit  dans l 
l 

I "METHODOLOGIE", à partir d'un foie.  

B- 1,lmZ de ce surnageant sont additionnés de 96 p l d'une soZution d 'EDTA 

0,OlM ajustée à pH 7 avec de la  potasse 0,5N. Une autre fraction aliquote de 

1,lml e s t  additionnée de 96 p l  d'eau d i s t i l l é e .  

C- lm2 de chaque suspension sont déposés sur gradients Zinéaires de saccharose 

15-30 p200, (gradient t é m i n  en T'KM1-DTT ; gradient ffEDT/Iff en TyI-DIT, 

EDTA 8mM) e t  centrifugés 20mn à 24 000 tours /m  dans l e  rotor SV 25-1. 

On obtient  un culot  de membranes granulaires. 

D- Les tubes sont décantés, nettoyés e t  l e  RNA e s t  e x t r a i t  des f-ractions 

membranaires selon Za méthode de NORDGREN e t  STEARAM (voir  "b!ETHODOLOGIEtf). 
1 

E- Les deux fractions obtenues sont dissoutes dans 0,3mZ de tampon acétate 

de s o d i m  0 , O l M  pH 5 ,  0 , O I M  NaCZ, 0 , O O I M  MgCZ2 e t  déposéos sur gradients 

l inéaires  de saccharose 10-50 pl00 dans l e  m&e tampon. Des fractions de 

0,3ml sont collectées.  



fractions 

Figu/~e 7 5  : A d o n  de Ru R N a e  au/"rne dm-&on de . r : m c u h ~  endophin/:que. 

O bXenue aphiZa longue cenktul;ugatioiz du buhktag caizf: p o a k - i ? ~ o d z a i z d ~ ~  

am gmdielzi d L ~ ~ a n t i n u .  

Centri fugation iscpycr,ique des mer;branes sur  gradient 1-2b4 de J 



FIGURE 15 PROTOCOLE EXPERIMENTAL 

A- Une fraction de réticulum endoplasmique e s t  préparée comme i l  e s t  d é c r i t  

dans WETHODOLOGIE"" à par t i r  de 2 foies.  Les aninlaux on t  reçu une i n j e c t i o n  

intrapéritonéa l e  de 0,SnCi d 'acide orotique H 20h avant l e  sacri  f i ce .  

B- Une fraction al iquote  de 0,2rnl de la  frnction membranaire e s t  additionnée 

de 0,02ml de tampon TU1 .  Une autre fraction de 0,2ml e s t  additionnée de 

0,160ml de tampon T m l  e t  de O , O 4 r n l  d'zme solut ion de Ruase à 1 ug/rnZ. Les 

2 tubes sont incubés 1Omn à 37OC, puis r e f r o i d i s  à O°C avant d 'g tre  déposés 

sur gradients l inéa ires  de saccharose. 

C- Après 20h de centr i fugat ion à 35 000 tours/mn dans l e  rotor SW 40 T i ,  des 

fractions de 0,2rnZ sont co l l ec t ée s  e t  la  rad ioac t iv i t é  determinée par f i l t r a -  

t i o n  e t  comptage de Z 'acido-inso Zub l e .  

*à cec i  près que l e s  solut ions  de saccharose composant l e s  gradients discon- 

t inus  ne contiennent pas de d i t h io th re i t o l .  



l a  RNase s u r  l a  f r a c t i o n  d e  r é t i c u l u m  endoplasrnique que nous ob tenons .  Les 

membranes s o n t  soumises  à une c e n t r i f u g a t i o n  i s o p y c n i q u e  en g r a d i e n t  1-2M 

de  s a c c h a r o s e  a v a n t  e t  a p r è s  a c t i o n  d e  l a  RNase : l a  r a d i o a c t i v i t é  du R N A  

a s s o c i é  aux membranes demeure inchangée ,  e t  aucun c u l o t  n ' e s t  o b s e r v é .  I l  

e s t  donc p o s s i b l e  de  c o n c l u r e  q u ' i l  n ' e x i s t e  pas  de  polysomes l i é s  p a r  l ' i n -  

t e r m é d i a i r e  du M N A  dans  une t e l l e  f r a c t i o n  d e  r é t i c u l u m  endoplasmique,  c e  

q u i  r e j o i n t  l e s  r é s u l t a t s  de  BLOBEL e t  POTTER ( 8 8 ) .  

Il demeure cependan t  l a  p o s s i b i l i t é  que c e t t e  l l a i s o n  e x i s t e ,  mais 

s o i t  rompue pendant  l a  l o n g u e  c e n t r i f u g a t i o n  s u r  g r a d i e n t  d i s c o n t i n u  de  

s a c c h a r o s e .  En ~ f f e t ,  d a n s  c e  t y p e  de  p u r i f i c a t i o n ,  l a  membrane e s t  i m o b i l i -  

s é e  d a n s  un m i l i e u  de  d e n s i t é  i d e n t i q u e  à l a  s i e n n e ,  t a n d i s  que l e s  polysomes,  

de  d e n s i t é  s u p é r i e u r e ,  s o n t  soumiç pendant  un temps t r è s  long à l a  f o r c e  de 

s é d i m e n t a t i o n .  L ' a s s o c i a t i o n  polysome-membrane d o i t  donc r é s i s t e r  à c e t t e  

c o n t r a i n t e .  

Nous avons  donc a n a l y s é  l e s  f r a c t i o n s  de  polysomeç p r é s e n t e s  au 

n iveau  de  l ' i n t e r p h a s e  d e  membranes g r a n u l a i r e s  e t  a u  fond du t u b e  ( c u l o t  de  

polysomes l i b r e s ]  a p r è s  d e s  temps v a r i a b l e s  d e  c e n t r i f u g a t i o n  ( 3  à 2 D h l .  

Dans chaque c a s ,  l e s  f r a c t i o n s  o b t e n u e s  s o n t  d é p o s é e s  sur g r a d i e n t s  

l i n é a i r e s  d e  s a c c h a r o s e ,  e t  d e s  zones  c o r r e s p o n d a n t  à d e s  polysomes de  t a i l l e s  

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

La f i g u r e  1 6  I p .56 )  p r é s e n t e  l e s  p r o f i l s  e n  g r a d i e n t  l i n é a i r e  de 

s a c c h a r o s e  d e s  f r a c t i o n s  polysomales  o b t e n u e s  a p r è s  5h de  c e n t r i f u g a t i o n  du 

s u r n a g e a n t  p o s t - m i t o c h o n d r i a l  s u r  g r a d i e n t s  d i s c o n t i n u s .  S i  l ' o n  compare c e s  

c o u r b e s  à c e l l e s  de  l a  f i g u r e  11 (p .111 ,  on p e u t  c o n c l u r e  que l e s  polysomes 

l i b r e s  l e s  p l u s  " l é g e r s "  n ' o n t  pas  e n c o r e  é t é  s é d i m e n t é s ,  e t  q u ' e n  c o n s é -  

quence,  l a  c o n t a m i n a t i o n  d e s  polysornes l i é s  p a r  l e s  polysomes l i b r e s  d e v r a i t  

ê t r e  maximale d a n s  l a  z o n e  C du g r a d i e n t  l i n é a i r e  de  s a c c h a r o s e .  

C e c i  e s t  c o n f i r m é  p a r  l ' a n a l y s e  e n  g r a d i e n t s  de  C s C l  ( F i g u r e  1 7 ,  
3 

p.581 : l e s  polysornes d e  l a  r é g i o n  1C o n t  une d e n s i t é  d e  1,549g/cm , q u i  e s t  

l a  v a l e u r  précédemment o b s e r v é e  pour l e s  polysomes l i b r e s  ( v o i r  F i g u r e  1 2 ,  p.46, 

Graphique ICI ,  e t  l e s  polysomes l i é s  ne  s o n t  pas  v i s i b l e s .  Dans l e s  z o n e s  1 A  

e t  I B  ( F i g u r e  1 7 ,  p . 5 8 1 , l e s  polysomes l i é s  s o n t  p r é s e n t s ,  contarilinés p a r  l e s  

deux t y p e s  d e  polysomeç l i b r e s .  
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FQme 16 : FmcaXonh p o Q s m d e s  obtenuen apkVh 5Ci de ceiz*hibug&on du 
dWnog eu& po6.t-wituchoiidhid au& g m d i e n t  rl" continu. 

Matériel s i t u é  à l ' i n terphase  de membmnes gmnulaires  (1 )  e t  

polysomes l i b r e s  ( 2 1 .  
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D ' a u t r e  p a r t ,  s i  nous comparons l e s  r é s u l t a t s  o b t e n u s  a v e c  l e s  

deux f r a c t i o n s  ( F i g u r e  1 7 ,  1 ,  e t  F i g u r e  17 ,  21, nous c o n s t a t o n s  que  l e  t y p e  II 
3 

Id= IJ545g/cm 1 e s t  l e  con taminan t  p r i n c i p a l  d e  l a  f r a c t i o n  d e  polysomes l i é s ,  

mais n ' e s t  qu 'un  c o n s t i t u a n t  mineur de  l a  f r a c t i o n  de  polysomes l i b r e s .  

Inversement ,  l e  t y p e  1 s e  t r o u v e  en f a i b l e s  p r o p o r t i o n s  dans  l a  f r a c t i o n  "mem- 

b r a n a i r e " ,  mais  r e p r é s e n t e  l a  q u a s i - t o t a l i t é  d e s  polysomes l i b r e s .  

A i n s i ,  1 ' a n a l y s e  en  g r a d i e n t s  de  C s C 1  montre  que l e s  polysomes de 
3 

t y p e  1 (d=  1,56g/cm 1 s e  s é p a r e n t  r ap idement  d e s  membranes a l o r s  que 20h de  

c e n t r i f u g a t i o n  s o n t  n é c e s s a i r e s  pour  que l e s  polysomes de  t y p e  II a t t e i g n e n t  

l e  fond  du t u b e  : c e u x - c i  o n t  un comportement q u i  ne dépend p a s  uniquement 

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

Il e s t  i m p o r t a n t  d e  mont re r ,  à c e  p o i n t  de  n o t r e  é t u d e ,  que  

1' h é t é r o g é n é i t é  polysomale  o b s e r v é e  n ' e s t  pas  u n  a r t é f a c t ,  r é s u l t a n t  de  p e r t e s ,  

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

d i f f i c u l t é s  de  c e t  o r d r e  nous a v a i e n t  f a i t  r e j e t e r  l a  méthode de  f i x a t i o n  p a r  

l a  formaldéhyde,  l o r s  d ' é t u d e s  p r é l i m i n a i r e s .  

Dans nos e x p é r i e n c e s ,  l e s  p e r t e s  s o n t  n é g l i g e a b l e s ,  pu i sque  90% 

au minimum d e  l a  r a d i o a c t i v i t é  déposée  s u r  l e s  g r a d i e n t s  s o n t  r e t r o u v é s  dans  

l e s  f r a c t i o n s .  Une h é t k r o g é n é i t é  a r t é f a c t u e l l e  d e s  polysomes p e u t  ê t r e  a u s s i  

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

3'- €ide& de l a  cong Z U o n  e l  dc lu décongQld;t i~n bun Ra hQpa/t-  

;.ti;f;ion d a  3 , typa de polyb0?7e~ : 

Nous avons  c o n s t a t é  q u ' u n e  c o n g é l a t i o n ,  s u i v i e  d ' u n e  d é c o n g é l a -  

t i o n ,  o n t  pour  e f f e t  de  d é c r o i t r e  l ' a c t i v i t é  d e  b i o s y n t h è s e  p r o t é i q u e  -- i n  v i t r o  

d e s  polysomes.  Cec i  peu t  ê t r e  p r i n c i p a l e m e n t  a t t r i b u é  à l a  f r a g m e n t a t i o n  du 

mRNA ( v o i r  F i g u r e  1 8 ,  p.601, c a r  l ' a c t i v i t é  d e  s y n t h g s e  de  p o l y p h e n y l a l a n i n e  

d e  monoribosomes ne d é c r o i t  p a s  de  façon s i g n i f i c a t i v e  a p r è s  un même t r a i t e -  

ment.  

La f i g u r e  19  (p.611 p r é s e n t e  les r é s u l t a t s  de  l ' a n a l y s e  en 

g r a d i e n t s  de  C s C l  d e  f r a c t i o n s  polyçomales  o b t e n u e s  a p r è s  5 h  de  c e n t r i f u g a t i o n  

p r é p a r a t i v e ,  c o n g é l a t i o n  e t  d é c o n g é l a t i o n .  

Les zones  d ' h é t é r o g é n é i t é  maximale s o n t  d é p l a c é e s  v e r s  l a  s u r f a c e  

du g r a d i e n t  l i n é a i r e  de s a c c h a r o s e  ( F i g u r e  1 9 ,  1 ; comparer  à l a  F i g u r e  1 2 ,  1 ,  

p.461.  Les zones  6 e t  C s o n t  devenues  é q u i v a l e n t e s .  Dans l a  zone C (comparée 

à l a  même zone,  F i g u r c  1 2 ,  1 ,  p .46)  l e s  polyoomes rnenibi-anairas s o n t  ma in tenan t  







e 18 : ~ é ~ m & i . - t i o ~  des po&j~eysaes fibne.4 ( 1 )  e* &$A ( 2 )  avant ( O )  

eR: +&A t 1 cortg Wvr et B é c o n g M a ,  





v i s i b l e s .  La zone B a  "perdu" d e s  polysomes d e  t y p e  1, q u i  a p p a r a i s s e n t  en  

p o r t i o n  p l u s  i m p o r t a n t e  en zone C .  

Nous avons  e s s a y é  de  d é t e r m i n e r  également  q u e l l e  p o u v a i t  être 

l ' i n f l u e n c e  d ' u n e  v a r i a t i o n  de  l ' é t a t  p h y s i o l o g i q u e  sur l ' h é t é r o g é n é i t é  d e s  

polysomes.  

U n  l o t  de  r a t s ,  e s t  soumis à u n  j e û n e  d e  1 2 h ,  t a n d i s  qu 'un a u t r e  

e s t  normalement n o u r r i .  Des i n j e c t i o n s  i n t r a p é r i t o n é a l e s  d ' a c i d e  o r o t i q u e  3~ 

e t  I 4 c  r e s p e c t i v e m e n t ,  s o n t  p r a t i q u é e s  16h  avari t  l e  s a c r i f i c e .  

Tous l e s  f o i e s  s o n t  r a s s e m b l é s .  L 'homogénéisa t ion e t  l e  f r a c t i o n -  

nement c e l l u l a i r e  o n t  donc l i e u  d a n s  d e s  c o n d i t i o n s  r igoureusement  i d e n t i q u e s  

pour  l e s  2 g roupes  d ' an imaux .  En o u t r e ,  s e l o n  c e r t a i n s  a u t e u r s  !89-901, l e  

t a u x  d ' i n h i b i t e u r  cy top lasmique  p r é s e n t  d a n s  l a  c e l l u l e  d é c r o î t  pendant l e  

j e û n e .  Les e r r e u r s  q u i  p o u r r a i e n t  r é s u l t e r  d e  d é g r a d a t i o n s  d i f f é r e n t i e l l e s  

d e s  polysomes d e  l ' u n  e t  l ' a u t r e  groupe pendant l e s  m a n i p u l a t i o n s  s o n t  donc  

éga lement  é v i t é e s .  

On p e u t  d ' a i l l e u r s  c o n s t a t e r  que dans  c e s  c o n d i t i o n s ,  l a  r é p a r -  

t i t i o n  d e s  polysomes l i b r e s  e t  l i é s  d a n s  l e s  g r a d j - o n t s  l i n é a i r e s  d e  s a c c h a r o s e  

( F i g u r e  20, p.631 s o n t  s i m i l a i r e s .  Mais l a  d u r é e  du jeûne,  r e l a t i v e m e n t  c o u r t e  

d a n s  c e  t y p e  d ' e x p e r i e n c e ,  p e u t  a u s s i  e x p l i q u e r  c e s  r é s u l t a t s .  

L ' a n a l y s e  en g r a d i e n t s  d e  CsC1 montre  que l e  j eûne  n ' a  a u c u n e  

i n f l u e n c e  sur l a  d e n s i t é  e t  l ' h o m o g é n é i t é  d e s  polysomes l i é s .  D ' a u t r e  p a r t ,  

les r a p p o r t s  3~ / I 4 c  t r a d u i s e n t  l e s  p r o p o r t i o n s  d e s  2 t y p e s  d e  polysornes 

l i b r e s  d a n s  l e s  2 g roupes  d 'animaux*.  On c o n s t a t e  que l e  r a p p o r t  3~ / I 4 c  

' o u / e t  des 1~adioac t iv i t é s  spéci f iques  d i f f é r e n t e s  du RNA des poZysomes de type 1 

e t  II en période de jeûne ( c f  A,  3'-, p .37) .  Toute fois  c e t t e  p o s s i b i l i t é  e s t  

exclue par Ze fa i2  que Za rad ioac t iv i t é  spéci f ique du RPJA des f ract ions  poly- 

sornaZes obtenues après 5h de ceîztri fugation pr&gnrai.ive e s t  ident ique dans 

t o z t e s  l e s  régio~zs  des gradiexts l inéa i res  de saccizarose (a-nirifiux ayant jeuizé 

pendant 12h) . 



Figue 2 0  : E66e . t  du jeune nun los  j3 , to6 iL5  de p o l q h o r n e 6  Ubfz~ ( 1  I et l i é 6  ( 2  1 . I 

Les zones A, E et C sont analysées @ri gradient de  CsCZ. ( v o i r  

Figure 2 1 ) .  3~ : jewle - 1 4 ~  : régime n o m a t .  

Les polysomes sont préparés comne i t  est décr i t  d ~ , ,  " ~ ! E 1 ' H 0 ~ O L ~ O G I E 1 >  
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F i g u e  2 7 : C~i?krLdugcLion dvpycruque den paly,~crnb~ f i 6 4 . a  ( 7 ) e;t fiEa ( 2  ) 
3 

dranoi lw nounLia CU j&ne ( HI au natiindw~ent MOILV& ( I 4 c  i . 
Les rapporis 3~ / 1 4 ~  correspondent aux gradients I A ,  1 B e t  1 

méthode du '%apport dc s tam7a,~&Lsation ez te-me ". 
respectivement. C o r ~ e c t i o n s  de quenching e f f ec tuées  selon Za 



d é c r o f t  pour l e s  polysomes l i b r e s  d e  t y p e  I I ,  dans  l e s  3 r é g i o n s  e x p l o r é e s .  

, Il c r o ï t  légèrement  pour  l e s  polysomes d e  t y p e  1 d a n s  l e s  zones  A e t  C ; l a  

d é v i a t i o n  maximale d e  l a  v a l e u r  moyenne 
t o t a l  d e s  C.P.M. 3~ 

e s t  o b s e r v é e  
t o t a l  d e s  c . P . M . ~ ~ c  

e n  zone C ( v o i r  F i g u r e  21,  p.641. 

3 
Ces r é s u l t a t s  s u g g è r e n t  que l e s  polysomes d e  t y p e  II Id= 'l,545g/cm 1 

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

e s t  f a v o r i s é e ,  e t  que l e s  polysomes de  t y p e  1 s o n t  en q u a n t i t é  p l u s  i m p o r t a n t e  

e n  p é r i o d e  d e  j eûne .  

Les polysornes l i b r e s  d e  t y p e  1 e t  II  o n t  d e s  comporterrients d i f -  

f é r e n t s  pendant  l a  c e n t r i f u g a t i o n  p r é p a r a t i v e .  Ce f a i t  p o u r r a i t  s i g n i f i e r  : 

i) que les polysomes de type II  s'adsorbent préférentiellement 

sur les  membranes du ré t icu  lum endop lasmique. 

ii) qu ' i l  ex i s t e  une association entre les  polysomes de type II  

e t  les  membranes ; cel le-ci  serai t  rompue pendant la longue 

centrifugation. 

I l  e s t  d i f f i c i l e m e n t  concevab le  qu 'un phénomène d ' a d s o r p t i o n  

p u i s s e  ê t r e  " s p é c i f j q u e "  d ' u n e  c a t é g o r i e  d e  polysomes ; c e p e n d a n t ,  c e t t e  

p o s s i b i l i t é  ne peu t  ê t r e  t o t a l e m e n t  e x c l u e  dans  l ' é t a t  a c t u e l  de  nos c o n n a i s -  

s a n c e s .  Dans l e  c a s  de l a  seconde  i n t e r p r é t a t i o n ,  l e  mode de  l i a i s o n  e x a c t  

d e s  polysomes d e  t y p e  II a u x  membranes r e s t e r a i t  à d é t e r i n i n e r .  

C -  CONCLUSION 

L'action i ? ~ E m x g E ~  de la RMane ize fibè.he pan de mon oh orne^ de la 

~ ~ i o i . 2  de h ï 2 i c h n  endaphsinique o b 2 ~ n u ~  upxèn longue c e m % i ~ u g u ~ o n .  

Au corn  de la cer.ztiudugatholz ptrEpah&ve, la p o l y h o m ~ n  de 

.type 2 ae aépatteM;t mj2iclaxent de L ' i n t u p h a e  menbnxnaihe, d o h ~  que 

20h han2  nQccaaaAnu pou& que la poLyhotria de ;type 11 aohenX can:plEXu?evzX 

bédii~qe~.&Bh , . 

L a  polq~an~n de Zype 11 n o n t  p f t E p o ~ d Q h G C ~ ~ 2  lattiique L u  un.inmx 

a a n t  numildanen2 n o w d .  



METHODOLOGIE 



Des r a t s  m â l e s  d e  s o u c h e  WISTAR, p e s a n t  200  à 3 0 0 g  s o n t  u t i l i s é s  

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

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

A- SOLUTIONS 

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

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

l e  t a b l e a u  d e  l a  page s u i v a n t e .  

B- FRACTIONNEMENT CELLULAIRE 

L e s  an imaux s o n t  s a c r i f i é s  p a r  d é c a p i t a t i o n  e t  l e u r  f o i e  r a p i d e -  

ment  p r é l e v é  e s t  p l o n g é  d a n s  l e  M i l i e u  A p r é a l a b l e m e n t  r e f r o i d i  à O°C. T o u t e s  

l e s  o p é r a t i o n s  u l t é r i e u r e s  o n t  l i e u  e n t r e  O e t  2OC. 

A p r è s  p l u s i e u r s  r i n ç a g e s  d a n s  l e  M i l i e u  A ,  l e s  f o i e s  s o n t  s é c h é s  

s u r  d e  l a  g a z e  s t é r i l e ,  e t  b r o y é s  d a n s  l ' a p p a r e i l  d e  FISHER. I l s  s o n t  e n s u i t e  

homogéné i sé s  d a n s  5  volumes  de  m i l i e u  A ( c o n t e n a n t  1 0 0  ug/ml d e  p r o t é i n e s  

d e  l a  f r a c t i o n  d ' i n h i b i t e u r  c y t o p l a s m i q u e  d e  RNase, v o i r  p .691  d a n s  un a p p a r e i l  

d e  POTTER-ELVEHJEM p a r  8 a l l e r s - r e t o u r  d e  p i s t o n  ( j e u  du  0,15mr e n v i r o n ,  

1 000  t o u r s / m n )  l o r s q u ' i l  s ' a g i t  d e  p r é p a r e r  l e s  po lysomes  l i b r e s  e t  l i é s .  

2'- Noyaux : 

Les  noyaux s o n t  p r é p a r é s  s e l o n  l a  méthode  de  DLOBEL e t  POTTER ( 5 4 ) .  

l m 1  d ' homogéna t  e s t  mé langé  à 2ml d e  s a c c h a r o s e  2,3M d a n s  l e  tampon 

TKM1-DTT c o n t e n a n t  0.15 p l  00 d e  TRITON X-100. L ' e n s e m b l e  e s t  d é p o s é  s u r  l m 1  

d e  s a c c h a r o s e  2,3M T K M  -DTT, e t  c e n t r i f u g é  I h  à 3 7  000 tou r s /mn  d a n s  l e  
1  

r o t o r  SW 50-1 .  On o b t i e n t  un c u l o t  d e  noyaux p u r s .  

L 'homogénat  f i l t r é  s u r  4  é p a i s s e u r s  ic? g a z e  e s t  c e n t r i f u g é  à 

9 O OOgav p e n d a n t  1  0mn . 
Le s u r n a g e a n t  p o s t - m i t o c h o n d r i a l  es l o r s  p r é l e v é  à l a  s e r i n g u e .  



TABLEAU I I I  

P h i n e p u L a  noLu;tian.l d 2 I ! h Z Q A  

SOLUTION COMPOSITION USAGE 

Tris-HC1 50niM, pH 7 ,6  
P r é p a r a t i o r  

TKM, -DTT KC1 25rnM, MgCl, 5mM . - . . :  
'1 L 

D i t h i o t h r e i t o l  1  mM 

i d e s  f r a c t i o n s  

S U b C e l l U l a l r e s  

TKM1-OTT. s a c c h a r o s e  0.25M 
M i l i e u  A M i l i e u  d ' h o m o g k n é i s a t i o n  R N A  de  l e v u r e  2mg/ml 

- 

Tris-HC1 30mM, pH 6,8 P r é p a r a t i o n  du " c y t o s o l "  

TKM4 -D TT K C ~  70rrû'l, ~ g C 1 ~  3.75rfl 

D i t h i o t h r e i t o l  IrnM 

p o u r  b i o s y n t h è s e  p r o t é i q u e  

i n  v i t r o  " s y s t è m e  p o t a s s i u m "  -- 
M i l i e u  B  TKM 4 -OTT, s a c c h a r o s e  0,25M 

Homologue du  TKM,, où A n a l y s e s  en  g r a d i e n t s  

TeKM1 -DTT l a  t r i e t h a n o l a m i n e - H C 1  d e  c h l o r u r e  d e  césium 

r e m p l a c e  l e  T r i s - t C 1  m i c r o s c o p i e  é l e c t r o n i q u e  

- 

B i o s y n t h è s e  p r o t é i q u e  

i n  v i t r o  " s y s t è m e  - -- 
ammonium" 

M i l i e u  1 T N M  -OTT,  ~ a c - ~ ' " ~ ' "  7 C  
4 



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

douce d ' u n  d ix ième  de  son volume d ' u n e  s o l u t i o n  f r a i c h e m e n t  p r é p a r é e  d e  
v 

d é t e r g e n t  à 11 pl 00 ( @ O C .  P / v l  ( T R I T O N  X-100. d a n s  l e  tampon TKPil-DTT. 

Il  e s t  e n s u i t e  l a i s s é  au  r e p o s  pendant  IOmn à O°C, a v a n t  d ê t r e  

déposé ,  p a r  f r a c t i o n s  de 15m1, s u r  d e s  g r a d i e n t s  d i s c o n t i n u s  d e  s a c c h a r o s e  

dans  l e  TKM1-DTT : 

- Saccharose 2M : 6mZ 

- Saccharose 1,38M : 8mZ 

- Sacchmose 0,5M : 4mZ 

Les t u b e s  s o n t  e n s u i t e  c e n t r i f u g é s  dans  l e  r o t o r  60 T i  pendan t  

5h à 1 1 3  OOOg ( 4 0  000 t o u r s / m n ) .  P u i s  i l s  s o n t  rapiderrient d é c a n t é s ,  e t  
a v  

l e u r s  p a r o i s  s o n t  soigneusement  e s s u y é e s  a v e c  du p a p i e r  f i l t r e .  Les polysomes 

s o n t  e n s u i t e  r e s u s p e n d u s  dans  l e  tampon a d é q u a t .  

Le s u r n a g e a n t  p o s t - m i t o c h o n d r i a l  e s t  déposé  s u r  d e s  g r a d i e n t s  

d i s c o n t i n u s  de  s a c c h a r o s e  en tampon TKM -DTT compcçés d e  l a  manière  
1 

s u i v a n t e  : 

- Saccharose 2M : 8 m Z  

- Saccharose 1,38M : 6mZ 

- Saccharose 0,5M : 4mZ 

p u i s  c e n t r i f u g é  20h à 1 1 3  OOOgav dans  l e  r o t o r  60 T i  

N.B : Toutes Zes soZutions Ze saccharose composant Zes gradients 

d iscont inus  contiennext  50 pg//mZ de protéines de la: fraction dr i îzhibi teur  

de RNase (vo i r  p .  6 9 ) .  

On o b t i e n t  un c u l o t  d e  polysomes l i b r e s .  

Les i n t e r p h a s e s  i n f é r i e u r e s  s o n t  p r g l e v é e s  à l a  s e r i n g u e ,  e t  

d i l u é s s  p a r  un volume de  TKM1-OTT. Après une n o u v e l l e  a d d i t i o n  d ' i n h i b i t e u r  

de  RNase ( c o n c e n t r a t i o n  f i n a l e  : 200 pg de  p r o t e i n e s  p a r  m l ) ,  l e s  ~ e m b r a n e s  

du r é t i c u l u m  endoplasrriique s o n t  p a r t i e l l e m e n t  s o l u b i l i s é e s  pa r  un d é t e r g e n t  

d e  façon  à l i b é r e r  l e s  polyçoiries d e s  membranes (OOC ou T R I T O N  X-100, con-  ,en- 

t r a t i o n  f i n a l e  1  p l  001. 

La s o l u t i o n  r é s u l t a n t e ,  p a r f a i t e m e n t  l i m p i d e  e t  de  c o u l e u r  ambrée,  



est  d é p o s é e  p a r  f r a c t i o n s  d e  25ml s u r  8ml d e  s a c c h a r o s e  2M d a n s  l e  tampon 

TKM -DTT. A p r è s  5h d e  c e n t r i f u g a t i o n  à 1 1 3  OOOgav d a n s  l e  r o t o r  60 T i ,  on  
1  

o b t i e n t  un s é d i m e n t  d e  polysomes  l i é s .  

C- FRACTION D'INHIBITEUR CYTOPLASMIQUE DE RNase 

Un s u r n a g e a n t  p o s t - m i t o c h o n d r i a l ,  f i l t r é  sur l a i n e  d e  v e r r e ,  e s t  

c e n t r i f u g é  à 1 7 6  OOOgav p e n d a n t  3h d a n s  l e  r o t o r  60  T i  ( 4 5  000  t o u r s / m n l .  

Les d e u x  t i e r s  s u p é r i e u r s  du s u r n a g e a n t  o b t e n u  s o n t  p r é l e v é s  à l a  s e r i n g u e ,  

d i l u é s  p a r  d e u x  volumes  d e  DTT ImM, e t  a c i d i f i é s  à pH 5 , l  à D°C, p a r  une  

s o l u t i o n  d ' a c i d e  a c é t i q u e  0,5M. Après  c e n t r i f u g a t i o n  à 1 0  OOOg p e n d a n t  
a  v  

IOmn d a n s  un r o t o r  SW 25-2 ,  l e  s u r n a g e a n t  es t  d é c a n t é ,  e t  a j u s t é  à pH 7 a v e c  

d e  l a  p o t a s s e  1M. I l  e s t  e n s u i t e  soumis  à un f r a c t i o n n e m e n t  a u  s u l f a t e  

d'ammonium. 

Le p r é c i p i t é  c o n t e n a n t  l ' i n h i b i t e u r  d e  RNase ( 4 0 - 6 0  p l 0 0  d e  

s a t u r a t i o n )  e s t  d i s s o u s  d a n s  un volume min ima l  d e  tampon TKM -DTT, e t  Oéposé 
1 

s u r  une  c o l o n n e  d e  Séphadex  G-25 f i n e  ~35cmxlcm1 ,  p r é a l a b l e m e n t  é q u i l i b r é e  

d a n s  l e  même tampon.  La f r a c t i o n  e x c l u e  c o n t i e n t  e n v i r o n  50mg/ml d e  p r o t é i n e s .  

E l l e  es t  s t a b i l i s é e  p a r  a d d i t i o n  d e  Img/ml d e  s é ruma lbumine  a v a n t  d ' ê t r e  

c o n g e l é e  p a r  f r a c t i o n s  d e  l m 1  à -20°C. 

E l l e  n ' e s t  j a m a i s  c o n s e r v é e  p l u s  d e  deux  moi s .  

La f r d c t i o n  d ' i n h i b i t e u r  c y t o p l a s m i q u e  d e  RNase e s t  ç o u m i s c  à 

un c a n t r ô l e  s y s t é m a t i q u e  d ' a c t i v i t é  a p r è s  c h a q u e  p r é p a r a t i o n .  La p e r t e  

d ' a c t i v i t é  d u r a n t  l e  s t o c k a g e  e s t  e n s u i t e  s u i v i e  p a r  d e s  c o n t r ô l e s  p é r i o d i q u e s ,  

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

s u r  c e t t e  b a s e .  

a -  s o l u t i o n s  : 

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

- Tampon Tris-HCZ, 0,1M, pH ?,6, KCZ 0,060M 

- RlVase pancréatique à 1 i~g/mZ dans Ze ISSC, pH 5 

- KPJA de Zeuurs, 5mg/mZ danv 'L'eau 

- EtlzarzoZ à ?6 pl00 dans  HClN 



-Cr-- RNA+RNase 

-0- RNA + RNase+inhibiteur 

-O- RNA seul 



b- m a n i p u l a t i o n  : 

T r o i s  c i n é t i q u e s  d ' h y d r o l y s e  du R N A  s o n t  r é a l i s é e s  d e  l a  m a n i è r e  

d é c r i t e  c i - d e s s o u s .  

On compose, à 0°C : 

- l e r  t u b e  : RNA - R N ~ Q  

- 0,2mZ de  tampon 

- 0,2mZ de RNA 

- 0,2mZ de Rflase 

- 2ème t u b e  : RNA - eau 

- 0,2mZ de tampon 

- 0,2mZ de RNA 

- 0,2mZ d'eau 

- 3ème t u b e  : RNA - i2Vahc - i n h L b . i X ~ ~ h  

- 0,2mZ tampon 

- 0,2rnL de RNase 

- 0,2mZ de RNA 

- 0,001rnl de Za f r a c t i o n  d ' i n h i b i t e u r  

Les t u b e s  s o n t  p o r t é s  à 37OC sous  a g i t a t i o n .  

Aux temp? c h o i s i s ,  d e s  f r a c t i o n s  a l i q u o t e s  de  0 , l m l  s o n t  p r é l e v é e s ,  

e t  a d d i t i o n n é e s  d e  0,2ml du mélange Ethanoz - HCZ. Après 'i5rnn à O°C, l e s  

p ré lèvements  s o n t  c e n t r i f u g é s  dans  une c e n t r i f u g e ~ i s e  JOUAN I l O m n ,  v i t e s s e  

maximum). Les s u r n a g e a n t 5  s o n t  p r é l e v é s  avec  p r é c a u t i o n ,  e t  d i l u é s  5 f o i s  

a v e c  d e  1' eau  b i d i s t i l l é e .  Leur absorbante e s t  e n s u i t e  l u e  a u  s p e c t r o p h o t o n è t r e  

ZEISS PMQ-II à 260nm ( v o i r  F i g u r e  22,p. 701.  

D- SYSTEMES ACELLULAIRES DE BIOSYNTHESE PROTEIQUE 

1 O -  ComponLLiorz d a  W e u x  e/t ptirapcrttcu5.o~ den Qut~CLunh : 

a- " sys tème  ammonium" : 

Nous avons  a d o p t é ,  l o r s  de  nos p r e m i è r e s  é t u d e s  d e  l ' a c t i v i t é  

d e  b i o s y n t h è s e  p r o t é i q u e  -- i n  v i t r o  d e s  polysomes l i b r e s  e t  l i é s ,  un  sys tcnie  

a c e l l u l a i r e  dans  l e q u e l  l ' i o n  ammonium e s t  l ' i o n  monovalent p r i n c i p a l ,  b ien  

que l e s  polysomes a i e n t  é t é  e x t r a i t s  dans  l e  tampon TKM1-DTT. 

Lorsque l ' o n  d é s i r e  u t i l i s e r  ce systèrne,  i l  e s t  donc n é c e s s u i r e  

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



d i a l y s e ,  ou f i l t r a t i o n  s u r  Séphadex s o n t  i n a d é q u a t e s .  c a r  e l l e s  e n t r a i n e n t  

une d é g r a d a t i o n  d e s  f r a c t i o n s  po lysomales .  Nous avons  donc p r é f é r é  l a  p r o -  

c é d u r e  q u i  c o n s i s t e  en une d o u b l e  p u r i f i c a t i o n  sur g r a d i e n t s  d i s c o n t i n u s .  

a- polysomes : 

Les i n t e r p h a s e s  d e  membranes g r a n u l a i r e s  s o n t  o b t e n u e s  comme 

a u  § B, 5'-, p .68 ,  à c e c i  p r è s  que l a  c e n t r i f u g a t i o n  e s t  d e  4h à 176 OOOg 

d a n s  l e  r o t o r  60 T i .  Après p ré lèvement ,  e l l e s  s o n t  r a s s e m b l é e s  e t  d i l u é e s  

d e  m o i t i é  avec  l e  c y t o s o l  p r é l e v é  au t i e r s  s u p é r i e u r  d e s  t u b e s ,  e t  du 

tampon TKM1-OTT. E l l e s  s o n t  déposées  à nouveau sur d e s  c o u s s i n s  d e  s a c c h a r o s e  

e n  tampon TNM1-DTT : 

- Saccharose 2M : 6mZ 

- Saccharose 2,38M : 4ml 

p u i s  c e n t r i f u g é s  à 176 OOOg pendant 3h .  Les n o u v e l l e s  i n t e r p h a s e s ,  r a s s e m b l é e s ,  

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

Les c u l o t s  d e  polysomes l i b r e s ,  o b t e n u s  l o r s  de  l a  p remiè re  c e n t r i -  

f u g a t i o n  s o n t  r i n c é s  deux f o i s  p a r  5ml d e  tampon T N M  -OTT, p u i s  r e s u s p e n a u s  
1  

d a n s  c e  même tampon. Les c u l o t s  ob tenus  l o r s  d e  l a  seconde  c e n t r i f u g a t i o n  

s o n t  r e s u s p e n d u s  e n  tampon TNM -OTT e t  r é u n i s  aux p r e m i e r s .  
1 

8- f r a c t i o n  " su rnagean t  h a u t e  v i t e s s e "  : 

Le s u r n a g e a n t  p o s t - m i t o c h o n d r i a l  p rovenan t  d 'un ou p l u s i e u r s  f o i n s  

b r o y é s  p u i s  homogénéisés dans  2 volumes de  M i l i e u  1 e s t  c e n t r i f u g é  3h à 

176 OOCgav d a n s  un r o t o r  SW 40 T i .  Le " s u r n a g e a n t  h a u t e  v i t e s s e '  e s t  p r g l e v é  

soigneusement  en  é c a r t a n t  l e  t i e r s  i n f é r i e u r  du con tenu  du t u b e  e t  l a  p e l -  

l i c u l e  l i p i d i q u e  de  s u r f a c e .  

Des f r a c t i o n s  a l i q u o t e s  d e  5ml d e  c e  " c y t o s o l "  c o n c e n t r é  s o n t  

d é p o s é s  s u r  d e s  c o l o n n e s  de  Séphadex G-25 f i n e  I35cmxlcm) s t a b i l i s é e s  d a n s  

l e  tarnpon TNM -OTT.  Ce t r a i t e m e n t  a  pour  ef- 'fet d ' é l i m i n e r  l e s  a c i d e s  aminés  
1  

e t  l e s  a u t r e s  composés d e  bas p o i d s  m o l é c u l a i r e .  Une e x p é r i e n c e  p r é l i m i n a i r e ,  

déve loppée  dans  l e  D . E . A .  d e  C .  DUPUY (913 ,  montre  que l ' o n  p e u t  a i n s i  o b t e n i r  

Sm1 de  " c y t o s o l "  p ra t iquement  exempt d ' a c i d e s  aminés  l i b r e s .  

y- compos i t ion  du m i l i e u  : 

Le m i l i e u  s e  r é a l i s e  en m e t t û n t  en  p r é s e n c e  : 

- 1 volume de  s u r n a g e a n t  h a u t e  v i t e s s e  

- 2 volumes d e  s u s p e n s i o n  polysomale  



- 2 volumes  d e  "mélange  d ' i n c u b a t i o n "  

Le "mélange  d ' i n c u b a t i o n "  a p p o r t e  l e  s y s t è m e  é n e r g é t i q u e  e t  l e s  

a c i d e s  a m i n é s  en  s o l u t i o n  d a n s  l e  tampon TNM -OTT. 1 

Cependan t ,  l ' i o n  ammonium i n t e r d i t  c e r t a i n e s  o p é r a t i o n s  u l t e -  

r i e u r e s ,  comme l a  f i x a t i o n  p a r  un a l d é h y d e  p a r  exemple ,  i n d i s p e n s a b l e  p o u r  

1 1 0 b s e r v a t 3 0 n  en  m i c r o s c o p i e  é l e c t r o n i q u e ,  l ' a n a l y s e  e n  g r a d i e n t s  d e  c h l o r u r e  

d e  c é s i u m ,  ou e n c o r e  l o r s q u e  l ' o n  v a u t  s t o p p e r  l a  r é a c t i o n  à un moment p r é c i s  

p o u r  d ' a u t r e s  a n a l y s e s .  Nous a v o n s  donc  r e c h e r c h é  q u e l l e s  é t a i e n t  l e s  

c o n d i t i o n s  o p t i m a  d ' i n c o r p o r a t i o n  d ' a n i n o - a c i d e s  I 4 c  p a r  l e s  po lysomes  d a n s  

un " s y s t è m e  p o t a s s i u m " .  

b- " sys t ème  p o t a s s i u m "  : 

a- polysornes : 

Les c o n d i t i o n s  d é c r i t e s  a u  5 6, p . 6 8 ,  s o n t  à a d o p t e r .  

6- f r a c t i o n  " s u r n a g e a n t  h a u t e  v i t e s s e "  : 

S a  p r é p a r a t i o n  es t  l a  m5ne que  pour  l e  " s y s t è m e  ammonium", à 

ceci p r è s  que  l e  m i l i e u  d ' e x t r a c t i o n  e s t  l e  M i l i e u  B ( p . 6 7 ) .  Les c o l o n n e s  d e  

Séphadex  sont  s t a b i l i s é e s  d a n s  l e  tampon T K M  -DTT - (pH 6 , 8 ) .  
4 

y- c o m p o s i t i o n  du m i l i e u  : 

Les p r o p o r t i o n s  d e s  3 composan t s  s o n t  i n c h a n g é e s .  Le "mélange  

d ' i n c u b a t i o n "  a  l e s  c o n c e n t r a t i o n s  i o n i q u e s  s u i v a n t e s  : 

- Tris-f lC2 10.na4, pH 7,3 

- MqC l2 5, 25m74 

- KCZ 125mK4 

- OTT I d 4  

Le pH f i n a l  du m i l i e u  e s t  de 7,3. 

Le t a b l e a u  d e  l a  page  s u i v a n t e  p r e s c n t e  l a  c o m p o s i t i o n  f i n a l e  

d e s  d e u x  s y s t k m e s  a c e l l u l a i r e s .  

a -  a r r ê t  d e  l ' i n c u b a t i o n  : 

Aux ternpc-. d i ' 5 i r é s ,  l a  b i o ~ y i i t h C s s  e s t  s t o p p é o  p a r  brusqi ie  r e - f r o i -  

d i s s e r n e n t  à O°C. Un p ré l èvemcr i t  d ~ .  O , l m i  e s t  imrnédiùternent d i l u é  d 1 ,5ml  p a r  



TABLEAU IV 

SY STEME 

AMMONIUM 

SY S TE ME 

POTASSIUM 

DTT 

P EP 

PK 

Acides a m i n é s  I 4 c  
0,3 . I O - ~ M  

( s a u f  A s n ,  G l n ,  T ~ Y )  

SHV 

RNA Fo lyscn ia l  



une s o l u t i o n  f r o i d e  dlEDTA 0,015M a j u s t é e  à pH 7  a v e c  d e  l a  s o u d e  2N, e t  

c o n t e n a n t  é g a l e m e n t  un mélange  d ' a c i d e s  a m i n é s  non r a d i o a c t i f s  ( 3 0  pM/rnl). 

Les p r o t é i n e s  s o n t  a l o r s  p r é c i p i t é e s  p a r  un volume d ' u n e  s u s -  

p e n s i o n  d e  c é l i t e  à 20mg/ml d a n s  l e  TCA 20 p l 0 0  c o n t e n a n t  é g a l e m e n t  d u  t u n g s -  

t a t e  d e  sod ium à 0 , 2 5  p100.  Après  a g i t a t i o n ,  l e s  t u b e s  s o n t  l a i s s é s  a u  r e p o s  

une n u i t  à I0C ,  a f i n  d ' o b t e n i r  une p r é c i p i t a t i o n  t o t a l e .  

b- h y d r o l y s e  : , 

A f i n  d ' h y d r o l y s e r  l e s  a m i n o - a c y l  t R N A ,  l e s  t u b e s  s o n t  a g i t é s  

e t  p o r t é s  a u  b a i n - m a r i e  à 90°C p e n d a n t  20mn. I l s  s o n t  e n s u i t e  r e f r o i d i s  

S O U S  e a u  c o u r a n t e .  

c- f i l t r a t i o n  : ~ 
Les p r é c i p i t é s  d e  p r o t é i n e s  s o n t  c o l l e c t é s  p a r  f i l t r a t i o n  s u r  

d e s  d i s q u e s  d e  p a p i e r  Wnatman GF03, e t  l ' a c i d o - s o l u b l e  e s t  é l i m i n é  p a r  

l a v a g e  du  f i l t r e  : TCA IO p100,  TCH 5  p100,  TCA 0 , l  p100 ,  E t h a n o l - E t h e r  ( 1 / 1 ) ,  

Ethanol-Ether-Chloroforme ( 2 / 2 / 1 ) ,  E t h e r .  

Les d i s q u e s  s o n t  e n s u i t e  s é c h é s  une n u i t  à 37OC. 1 
Le comptage  s ' e f f e c t u e  d e  l a  même f a ç o n  q u e  pour  l e s  f r a c t i o n s  

d e  g r a d i e n t s ,  [ v o i r  5 G ,  p .  7 7 ) .  

E- GRADIENTS LINEAIRES DE SACCHAROSE 

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

a n a l y t i q u e s  ou p r é p a r a t i v e s .  Le t a b l e a u  d e  l a  page  s u i v a n t e  p r é s a n t e  l e s  

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

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

r e s u s p e n d u s  en  tampon TeKM -DTT. Des f r a c t i o n s  a l i q u o t e s  do I m l ,  c o n t e n a n t  
1  

50 u n i t é s  d ' a b s o r b a n c e  à 260nm s o n t  d é p o s é e s  s u r  d e s  g r a d i e n t s  d e  s a c c h a r o s e  

10 -50  p l 0 0  en  TeKM -DTT, e t  c e n t r i f u g é e s  2h à 22 500 tou r s /mn  ( 5 1  500g à 
1  a  v 

1  O C  d a n s  l e  r o t o r  SW 25-1 .  

Des f r a c t i o n s  d e  0,5rnl s o n t  c o l l e c t e e s  à O°C. 0,Zml d e  c h a q u e  

f r a c t i o n  s o n t  d i l u é s  à 0,5ml  a v e c  l e  tampon TeKM - D T T ,  e t  l'absorbante 
1  

à 260nm e s t  mesurhe a u  s p e c t r o p h o t o r n & t r e  ZEISS PM?-II.  

F- CENTRIFUGATION ISOPYCNIQUE 

Les f r a c t i o n s  d e  0,3ml r e s t a n t e s  s c n t  r a s r  ) l é e s  corniiii' il e s t  



Polysornes  

COMPOSITION 
ANALYSE DES GRADIENTS 

DE SACCHAROSE 
EN p l 0 0  

Monosornes 1 0 - 3 0  1 

ROTORS 

SW 4 0  SW 2 5 - 1  SW 2 5 - 2  SM 2 7  

RNA 



i n d i q u é  d a n s  l e s  f i g u r e s ,  e t  f i x é e s  p a r  l a  g l u t a r a l d é h y d e  s e l o n  l a  mé thode  

d e  BALTIMORE e t  HUANG (921 .  Nous a v o n s  v é r i f i é  q u ' u n e  r é g i o n  donnée  d ' u n  

p r o f i l  p o l y s o m a l  c o n s e r v e  a p r è s  f i x a t i o n  l e  même c o e f f i c i e n t  d e  s é d i m e n t a t i o n  

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

d a t i o n  n o t a b l e  d e s  polysomes  en  monosomes s e  p r o d u i s e  p e n d a n t  l e s  rnanipula-  

t i o n s .  

Des é c h a n t i l l o n s  d e  0,Zml s o n t  d é p o s é s  s u r  d e s  g r a d i e n t s  p r é f o r m é s  
3 

de CsC1 (volume 3,8ml,  d e n s i t é s  e x t r ê m e s  1  ,38-1 ,63g/cm 1, e t  c e n t r i f u g é s  

p e n d a n t  6h  a u  minimum à 33 000 tou r s /mn  d a n s  l e  r o t o r  SW 50-1 .  Des f r a c t i o n s  

d e  0 , l m l  ou 0,05ml s o n t  c o l l e c t é e s ,  e t  l es  d e n s i t é s  o b t e n u e s  a p r è s  mesu re  d e s  

i n d i c e s  d e  r é f r a c t i o n ,  

G- MESURES DE RADIOACTIVITE 

Des é c h a n t i l l o n s  d e  0 , l m l  d e s  f r a c t i o n s  d e  g r a d i e n t s  d e  s a c c h a r o s e  

s o n t  i n t r o d u i t s  en  f i o l e s  d e  comptage ,  a v e c  0 ,4ml  d ' e a u  d i s t i l l é e  e t  10ml  d e  

l i q u i d e  d e  BRAY (6Ug n a p h t a l è n e ,  4g PPD, 0,Zg POID?, 100ml rne t t ianol ,  20ml 

é t h y l è n e  g l y c o l ,  d i o x a n e  q s p  1 1 ) .  

Le m a t é r i e l  a c i d o - i n s o l u b l e  d e s  f r a c t i o n s  d e  g r a d i e n t s  d e  CsC1, 

O U  d e  s a c c h a r o s e  da i l s  c e r t a i n s  c a s ,  e s t  p r é c i p i t é  p a r  'du TCA 5 pSGO 2 D°C 

a p r è s  a d d i t i o n  d e  200 ug d e  sérum album in^ ou d e  R N A  d e  l e v u r e  comme e n t r a S n e u r .  

Les p r é c i p i t é s  s o n t  c o l l e c t é s  s u r  d e s  d i s q u e s  d e  p a p i e r  Whatman GF83, e t  l a v e s  
1  p a r  du TCA 5  p100,  D,1 p l 0 0 ,  d e  l 1 E t h a n u l - E t h e r  ( /,,) e t  d e  l ' t t h e r .  AprGs 

s é c h a g e ,  l e s  d i s q u e s  s o n t  i n t r o d u i t s  en  f i o l e s  d e  corriptage c o n t e n a n t  1 0 ~ 1 1  d e  

l i q u i d e  s c i n t i l l a n t  (2g PPO, 0,Zg POPDP, t o l u è n e  qsp  1 1 1 .  

La r a d i o a c t i v i t é  e s t  d é t e r m i n é e  p a r  un compteu r  M A R K - I  (NUCLEAR- 

CHICAGO) . 

H- EXTRACTION DU rRNA 

Un c u l o t  d e  polysomes  e s t  r e s u s p e n d u  en  tampon Tris 5 f l .  pH 7,6, 

SDS 1 ~ 1 0 0 .  AprSs 5mn à t e m p 6 r d t u r e  a rz t i ian te ,  l a  s o l u t i o n  e s t  d é p o s é e  s u r  

g r a d i e n t  d e  s a c c h a r o s e  5-20 p l 0 0  en  tampon Tris 5ml.1, pH 7,6. 



Nous u t i l i s o n s  l a  t e c h n i q u e  d e  NORDGREN e t  STENRAM (801. 

0,5ml d e  f r a c t i o n  s u b c e l l u l a i r e  s o n t  m i s  en p r é s e n c e  de 0,25ml 

de  SDS 1 , 8  pl O0 c o n t e n a n t  également  0  ,O1 5M e n  n a p h t a l è n e  d i s u l f o n a t e  d e  

sodium, 0 ,3  p l 0 0  d e  8 - h y d r o x y q u i n o l é i n e ,  e t  1  pl O0 d e  b e n t o n i t e .  

Après a g i t a t i o n  v i g o u r e u s e  à O°C,  on a j o u t e  0 ,751~11 d e  phénol  

s a t u r é  d ' e a u .  On a g i t e  à nouveau l e s  t u b e s  pendant 7 à Bmn à température 

ambian te .  Après une c e n t r i f u g a t i o n  de  20mn à 4OC ( 3  000g1, l a  phase  aqueuse  
l 

I e s t  p r é l e v é e ,  e t  on y a j o u t e  3  volumes d ' é t h a n o l  f r o i d  à 96 p l 0 0  s a t u r e  en 

1 a c é t a t e  de  sodium. 

Les t u b e s  s o n t  l a i s s é s  e n s u i t e  'ih à -20°C, p u i s  c e n t r i f u g é s  

IOmn à 10 000g.  Le c u l o t  e s t  l a v é  deux f o i s  dans  l ' é t h a n o l  p u i s  i l  e s t  d i s s o u s  

dans  l e  tampon a c é t a t e  0,01M pH 5 ,  0,lM NaCl, ImM MgC12. 

1- D O S A G E  DU RNA 

Le R N A  e s t  d o s é  s e l o n  l a  méthode de  WILSON e t  HOAGLRNO ( 7 0 )  que 

nous avons  l égè rement  m o d i f i é e .  

Des f r a c t i o n s  a l i q u o t e s  c o n t e n a n t  rnoins d e  Img de  RNA s o n t  

a d d i t i o n n é e s  d ' u n  volume de PCA N s t a b i l i s e  à O°C. On c e n t r i f u g e  imnédia lernent ,  

à   OC, pendant  lOmn à 3 000g. Les c u l o t s  s o n t  l a v é s  deux f o i s  dans  l e  

PCA 0,5N f r o i d ,  p u i s  d i s s o u s  dans  2,5rnl d e  KOH 0,5N. 1 
Après I h  d ' h y d r o l y s e  à 37OC, on a j o u t e  0,5ml d e  l I C 1  3N e t  l e s  

t u b e s  s o n t  c e n t r i f u g é s  10mn à 3 000g. Le s u r n a g e a n t  possède  a l o r s  e n c o r e  

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

v a l e u r s  e r r o n é e s  ( p a r  e x c è s ) .  ? m l  d e  s u r n a g e a n t  e s t  deposé s u r  une mic ro -  

c o l o n n e  de  c é l i t e  (2cmx0,4cml . Le f i l t r a t  donnt-, l e s  mêmes v a l e u r s  d '  aosor*bance 

A 260nm s o n t  dc  q u ' u n  surnageant;  c e n t r i f u g é  20mn à 105 000g. Les r a p p o r t s  ----- A 280nrn 

1 ,34  à 1 ,37 ,  c e  q u i  i n d i q u e  un hau t  d e g r é  d e  p u r e t é .  

J- D O S A G E  D E S  P R O T E I N E S  

Les p r o t é i n e s  s o n t  d o s é e s  s e l o n  l a  méthode de LOLdRY -- e t  o I  (93). 



K- MICROSCOPIE ELECTRONIQUE ' 

I Les  c u l o t s  d e  polysomes  ou d e  membranes s o n t  f i x é s  p a r  une 

s o l u t i o n  d e  g l u t a r a l d é h y d e  à 6 , 2 5  p l 0 0  d a n s  l e  tampon TeKM1-OTT. Après  ZOmn 

à O°C, l e s  t u b e s  s o n t  d é c a n t é s  e t  l e s  c u l o t s  s o n t  r i n c é s  3 f o i s  p a r  l e  tampon.  

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

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

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

L- PRODUITS CHIMIQUES ET ENZYMES UTILISES 

ATP, GTP, s e l s  d e  sodium,  R N A  d e  l e v u r e ,  s o n t  d e  marque NBC 

[ C l e a v e l a n d ,  Ohio,  U.S.A. I . 
PEP, P y r u v a t e  K i n a s e  ( a c t i v i t é  s p é c i f i q u e  a p p r o x i m a t i v e  

150  u n i t é s / m g ) ,  D e s o x y c h o l a t e  d e  sodium p r o v i e n n e n t  d e  l a  SIGMA Chemica l  

Compagny I S t  L o u i s ,  M i s s o u r i ,  U.S .A. ) .  

Le TRITON X-100 ( s c i n t i l l a t i o n  g r a d e l  e s t  un p r o d u i t  BOH 

Chernica ls  L t d  [ P o o l e ,  ENGLANDI e t  l e  C s C 1  un p r o d u i t  E .  MERCK [ D a r m s t a d t  1. 

La g l u t a r a l d é h y d e  à 50 p l 0 0  p r o v i e n t  d e  l ' E a s t m a n  O r g a n i c  Chern ica ls  ( R o c h e s t e r ,  

U.S .A. ) ,  e t  l a  R i b o n u c l é a s e  (EC 2 . 7 . 7 . 1 6 ,  du  p a n c r é a s  d e  b o e u f ,  s a n s  
- 1  

p r o t é a s e s ,  40 u n i t é s  K U N I T Z  .mg 1 d e  l a  SOCHIRO S . A . ,  FRAPJCE. 

* Nous remercions Monsiev.29 Frjdéric IIILDEERANDT, de Z r I n s t i t u t  de Rechei~che 

sur Le Cancer de Lille poux Zas ~ h ~ s e r v a t i o n s  cil m ic rc seop i~  6lectr~rlique 

qu 'il a Bimz  oulu lu effectuer sur nos préparo5ions. 



SYNTHESE ET PERSPECTIVES 



Il semble que dans  l e s  c e l l u l e s  e u c a r y o t i q u e s ,  l e  r é t i c u l u m  

endoplasmique ne s o i t  pas uniquement l e  s i t e  d e  s y n t h è s e  d e s  p r o t é i n e s  q u i  

d o i v e n t  ê t r e  t r a n s p o r t é e s .  A i n s i ,  dans  l e s  c e l l u l e s  HeLa e t  d a n s  l e s  a s c i t e s  

d e  KREBS, i l  e s t  a u s s i  l e  l i e u  de  l ' i n d u c t i o n  d e  l a  fo rmat ion  de  polysomes : 

en p r é s e n c e  d ' a c i d e s  aminés,  l e  &NA v i e n t  s e  f i x e r  s u r  l e s  membranes e t  une 

c a t é g o r i e  p a r t i c u l i è r e  de  polysomes p e u t  Ê t r e  mise en  év idence  (73,@61 

( " l o o s e l y - a s s o c i a t e d  polysomeç") .  

L ' e x i s t e n c e  d ' u n e  t e l l e  a s s o c i a t i o n  r e s t e  à démont re r  dans  l e s  

c e l l u l e s  h é p a t i q u e s .  Pour SAWTINI, l a  l i a i s o n  polysornes-membranes s e  f a i t  

uniquement p a r  l ' i n t e r m é d i a i r e  d e s  s o u s - u n i t é s  60S, mais d i f f é r e n t s  d e g r é s  

d ' i n t e r a c t i o n  peuvent  ê t r e  d i s t i n g u é s  l o r s q u e  l ' o n  soumet l a  f r a c t i o n  d e  

r é t i c u l u m  endoplasmique à d e s  c o n c e n t r a t i o n s  en d é t e r g e n t  ou à d e s  f o r c e s  

i o n i q u e s  c r o i s s a n t e s  ( 2 7 ) .  

Nos r é s u l t a t s  s u g g è r e n t  q u ' u n e  c a t é g o r i e  de  polysomes,  l i é s  de  

f a ç o n  l a b i l e  aux membranes du r é t i c u l u m  endoplasmique,  e s t  o b t e n u e  d a n s  l a  

f r a c t i o n  d e  polyçomes l i b r e s  a p r è s  l a  c e n t r i f u g a t i o n  p r é p a r a t i v e .  T l  a p p a r a î t  

q u e  l a  p rocédure  l a  p l u s  couramment u t i l i s é e  ne permet pas l ' o b t e n t i o n  d ' u n e  

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

l i b r e s  q u i  p o u r r a i e n t  con taminer  l a  f r a c t i o n  membranaire d o i t  s ' o p é r e r  dans  

d e s  c o n d i t i o n s  r e s p e c t a n t  l ' i n t é g r i t é  d e s  l i a i s o n s  f a i b l e s  e n t r e  polysomes 

e t  r é t i c u l u m  endoplasmique,  pour  que c e s  d e r n i è r e s  p u i s s e n t  ê t r e  mises  e n  

é v i d e n c e  e t  c a r a c t é r i s é e s .  Eri o u t r e ,  i l  e s t  f o r t  p r o b a b l e  qcie l e s  r é s u l t a t s  

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

d e  s y n t h è s e  s o i e n t  l e  r e f l e t  de  l ' h é t é r o g é n é i t é  des  f r a c t i o n s  po lysomalcs  

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

c y t e  d e  R a t  o n t  d e s  r é p a r t i t i o n s  similaires en  g r a d i e n t  l i n é a i r e  de  s a c c h a r o s e  

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

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

Le d é s o x y c h o l a t e  d e  sodium,  d é t e r g e n t  i o n i q u e  s o u v e n t  u t i l i s é  

p o u r  d é t a c h e r  les  polysomes  d e s  membranes, donne d e s  p a r t i c u l e s  h é t é r o g g n e s  

en  c e n t r i f u g a t i o n  i s o p y c n i q u e .  Cet e f f e t  n ' e s t  p a s  a b s e r v é  a v e c  l e  TRITON X-100. 

Les d e u x  d é t e r g e n t s  t o u t e f o i s ,  ne m o d i f i e n t  p a s  l ' a c t i v i t é  d e  b i o s y n t h & s e  

p r o t é i q u e  i n  v i t r o  d e s  p o l y s o m e s .  -- 
La r é s u l t a n t e  d e s  s t a b i l i t é s  d e s  mRNA d e s  polysornes l i é s  e s t  

i n f é r i e u r e  à c e l l e  d e s  po lysomes  l i b r e s .  

Les po lysomas  l i é s  o n t  u n s  d e n s i t é  a p p a r e n t e  de  1 ,53Fig/cm3 e n  

CsCl a l o r s  que  les  polysomes  l i b r e s  s o n t  composés d e  d e u x  t y p e s  (1 ,56g/cm3 e t  

1 ,545g/cm3. a p p e l é s  1 e t  II r e s p e c t i v e m e n t )  n ' a y a n t  p a s  d e  c a r a c t é r i s t i q u e s  

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

l :@ 
L ' é t u d e  de  c e s  3 t y p e s  d e  polysomes  mon t r e  que  : 

I o -  A p r è s  a c t i o n  ménagée d e  l a  RNasc, l e s  3  t y p e s  d e  po lysomes  
3 

ne d o n n e n t  q u ' u n  seul t y p e  d e s  monoribosomes d e  d e n s i t é  1 ,55g/cm . 
2'- L o r s  de  l a  s é p a r a t i o n  d e s  polysomes  l i b r e s  e t  l i é s  s u r  

g r a d i e n t  d i s c o n t i n u  d e  s a c c h a r o s e ,  l e  t y p e  II e s t  p l u s  l o n g t e x p s  reten:,  3 

1' i n t e r p h a s e  où s e  s i t u e  l e  r é t i c u l u m  g r a n u l a i r e .  

3'- Le j e û n e  f a i t  d é c r o ï t r e  l a  p r o p o r t i o n  d e s  polysomes  d e  

t y p e  II e t  a c c r o î t  c e l l e  d e s  polysomes  d e  t y p e  1. 

Ces  r é s u 1 t a " c s  s u g g è r e n t  l'existence d e  rrRNP d i f f é r * e n t s a  a u  n i v a a u  

d e s  t r o i s  t y p e s  d c  po lysomes .  Les polysornes de  t y p e  II,  p r 6 p o n d é r a n t s  l o r s q u e  

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

l i é s  d e  f a ç o n  t r è s  l a b i l e  a u x  menibranes du  r é t i c u l u m  e n d o p l a s m i q u e .  
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