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Les polysomes de cellules de mammifère peuvent être distingués 
morphologiquement e t  biochimiquement sous deux formes. Une classe de ribosomes 

existe apparemment 1 i bre dans l e  cytopl asme, tandis que 1 ' autre es t  associ ée 
étroitement au reticulum endoplasmique (1). Le nom de reticulum endoplasmique 

granulaire ou encore d'ergastoplasme fut  donné aux membranes portant des 
ribosomes . 

Le taux de polysomes l iés  varie énormément d'une cellule à une 
autre. Cette proportion es t  en étroite relation avec l 'act ivi té  sécrétrice 
de la cellule envisagée ( 2  - 3 ) .  Ainsi les cellules acini du pancréas (qui 
exportent des granules de zymogène) ou encore les plasmocytes ( q u i  sont le 

s i t e  de synthèse des immunoglobulines) ont la majorité de leurs ribosomes 

attachés aux membranes ( 4 ) . A 1 'opposé, les cellules embryonnaires e t  
les ce1 lules tumorales dédifférenciëes qui ne présentent aucune activité 
sécrétrice o n t  u n  taux  de reticulum endoplasmique granulaire très faible. 

La cellule parenchymateuse de foie de r a t  est une cellule intermédiaire avec 

environ 75 % de polysomes l iés  pour 25 % de polysomes libres ( 5 ). 

11 - RULE DES POLYSO,tiES LIES 

Ces observations ont conduit PALADE e t  SIEKEVITZ à émettre l'hy- 
1 
l 
i 

pothèse selon laquelle les polysomes libres seraient responsables de la syn- 
thèse des protéines intracellulaires tandis que les protéines destinées à 

être sécrétées seraient synthétisées au niveau des polysomes l iés  ( 6 ) De 1 
nombreux travaux ont permis pa r  la suite d'étayer cette hypothèse. PETERS fut  ? e  1 

I 

premier à montrer que 1 'al bumine est  synthéti sée au niveau des polysomes liés I 
l 

( 7 ) . C'est également l e  cas des chaînes lourdes e t  légères des imnunoglobul ines 
qui sont des produits de synthèse spécifiques de cette cl asse de polysomes ( 8 ). , 
Les chaînes peptidiques synthétisées seraient alors transportées à l ' intérieur 

. - 



des membranes - au niveau des cisternae - vers l 'extérieur de la cellule. 
Cec-i a pu ê t re  montré, dans l e  cas de l a  production de l'albumine, par 

PETERS ( 7 ) puSs par SARGENT e t  CAMP BEL^ ( 9 ) . 

Lors d'une stimulation de l a  croissance d'une cellule, on peut 
observer, en réponse à la  demande accrue de synthèse de protéines, une aug- 

mentation du reticulum endoplasmique. D ' u n  autre côté, dans les  cellules à 

act iv i té  sécrétrice, la quantité de protéines de sécrétion e s t  seulement 

légèrement modifiée durant la période de croissance active ( 10 ) . Le problème 
n 'es t  donc pas aussi simple qu'il  y paraissait  au premier abord e t ,  à l 'heure 

actuelle,  le  concept selon lequel les polysomes l i é s  sont impliqués uniquement 
dans la  synthèse de protéines de sécrétion n'est plus tout à f a i t  absolu. 

Ainsi, dans l e  cerveau, organe non sécréteur, une synthèse t rès  active a é té  
démontrée au niveau des polysomes 1 iés aux membranes ( 11 - 1 2 ) .  Chez les  
bactéries, ces derniers seraient responsables dans certains cas de l a  produc- 

tion de protéines intracel lulaires ( 13 ) . Enfin, dans 1 ' hépatocyte, certaines 
protéines membranaires e t  même cytoplasmiques sont synthéti sées par  l a  fraction 

l i ée  des polysomes. C'est l e  cas notamment de la serine deshydratase (14 - 15), 

de protéines microsomales ( 16 ) , d'une isoenzyme de la catalase ( 17 ) , ou 
encore de certaines protéines mi tochondriales insolubles (18 - 19 - 20) - 

La synthèse de protéines de divers organites au niveau des riho- 
somes 1 iés aurait  pour principal avantage de f a c i l i t e r  leur transport au 

niveau de leur l ieu d 'u t i l i sa t ion.  Ce mécanisme se ra i t  donc identique au 
processus de décharge vectoriel 1 e observé pour 1 es  protéines sécrétées. 

I I I  - PRUBLEMES POSES PAR L ' € T m €  DES PULYSUMES LIES 

Pour ê t r e  valable, la  préparation des polysomes 1 iés devrait 
répondre nécessairement aux cri tères suivants : 

- isolement d'une fraction représentative de reticulum endoplasmique, non 

contaminée par l es  polysomes l ibres 
- préservat-ton de l ' in tégr f té  structurale e t  fonctionnelle des polysomes l i é s  

- respect de l a  ( l es )  liaison ( s )  entre polysomes e t  membranes. 



11 e s t  t r è s  d i f f i c i l e  de respecter simultanément ces d i f fé rents  

c r i t è r e s ,  e t  quelle que s o i t  l a  méthode d e  fractionnement ce l lu la i re  u t i l i -  

sée, e l l e  ne répondra jamais complètenent à ces exigences. 

Chaque stade du fractionnement e s t  une étape cruciale dans l a  

préparation des polysomes 1 i és . Ainsi , 1 ' intensi té  e t  1 a durée de 1 'homo- 

généisation doivent f a i r e  l ' o b j e t  d'un in t é rê t  tout par t icu l ie r .  Elles doivent 

ê t r e  suff isantes  pour conduire à 1 'éclatement quanti t a t i f  des ce1 lu les  mais 

e l l e s  ne doivent pas ê t r e  trop fo r t e s  car  e l l e s  provoquent a lors  l ' a l t e r a t i o n  

de cer tains  organites. C 'es t  l e  cas,  notamment, des noyaux e t  des 1ysoson:es 

qui l ibèrent  respectivement de la  chromatine (qui emprisonne une par t ie  des 

polysomes l i é s )  e t  des ribonucléases (qui dégradent profondément l e s  polysomes), 

Des forces de cisaillement trop for tes  peuvent de plus provoquer cer taines  

ruptures du  mRNA.  

L'étape suivante e s t  certainement ce l le  qui pose l e  plus de pro- 

blèmes sur l e  plan quant i ta t i f .  En e f f e t ,  l o r s  de l a  préparation des noyaux:et 

des mitochondries, plus de l a  moitié des polysomes l i é s  se retrouvent au ni-  
1 

veau du culot de centrifugation. Pour récupérer une part ie  de ces polyson~es, 

cer tains  auteurs réa l i sent  deux lavages du culot ,  l e s  nouveaux surnageants 

étant a lors  réunis au premier surnageant (21) .  Les actions mécaniques mises 

en jeu par u n  t e l  procédé conduisent malheureusement à une dégradation assez 

fo r t e  du mRNA des polysomes. De 21 us, on aboutit en général à u n  surnageant 1 
de volume important, ce q u i  constitue u n  handicap pour les  études u l té r ieures .  

Pour diminuer l e s  interactions des me:nbranes entre e l l e s  d'une ?a r t  e t  ce l les  

des membranes e t  des mitochondries d 'autre  par t ,  ADELMAN e t  a l .  réa l i sent  

leur fractionnement dans u n  milieu dépourvu d'ions ( 2 2 ) .  Ce procédé permet 

d 'obtenir  'la majorité d u  RNA ce l lu la i re  dans l e  surnageant mais provoque 

1 'éclatement des lysosomes e t  ne permet donc pl us 1 ' étude des polysomes . I l  

faut  également noter les  travaux de VENKATESAN e t  STEELE (23) puis ceux de 

RAMSEY e t  STEELE (24)  qui isolent  les  polysomes l i é s  à p a r t i r  d'un culo t  de 

centrifugation à grande vi tesse d'un homogénat. Cette technique permet 

de t r a v a i l l e r  sur l a  presque t o t a l i t é  des polysomes l i é s  mais ceux-ci 

ne présentent à leur  maximum d'adsorbance que 10 ribosomes e t  sont contaminés par 

une fract ion non négligeable de polysomes l ib res .  Cette voie d'approche e s t  donc 

à écar te r  e t  i l  e s t  préférable de garder l e  schéma classique de fractionnement 



ce l lu la i re  qui aboutit  au surnageant post-mitochondrial e t  à 13 fract ion 

mitochondriale constituée en par t ie  de mitochondries fortement associ?es 

à du reticulum endoplasmique granulaire,  

Il e s t  peu probable que ce t te  association importznt? sr1tr5 ces 

deux éléments observée in v i t ro  so i t  ar tefactuel le  e t  on enviszge ac"e1lernent 

une s ignif icat ion physiologique à ce t  é t a t  de chose. 

IV - LE COiMPL €XE I11TOCff ON9RT E - R E 7 1  CUL UM E N D O P L A S d 1 i w E  E S T -  1 L 2":' 4XTEFiCT ? 

Le probl èine qui se pose e s t  donc de savoir s i  1 ' a s s o c i s i i ~ î  d u  

reticulurn endoplasmique avec l e s  mitochondries observée in v i f r?  e s t  l e  r e f l e t  

d'une s i tuat ion qui ex i s t e  in vivo. 

L'observation au microscope électronique d'un hé3C13zyt3 i? r a t  

apporte des éléments en faveur de ce t t e  hypothèse. Comnie l e  montrent l e s  pho- 

tographies de l a  P L A N C H E  1 ( p .  5 ) , l a  majorité du re t icul  un i.ndc31 csij~ique 

granulaire se présente sous forme de larges empilements qui çcn: 2 p r ~ x i m i t é  

é t r o i t e  des mitochondries, généralement dans 1 a zone périnucl éaire .  Ce: éléments 

longent l a  membrane externe des mitochondries e t  parfois entourent c~ip lè tement  

ce1 les-ci  (voir  P L A N C H E  I I ,  p .  6 ) ,  La fract ion mitocho~dria?-  i s ~ 1 S s  paf. 

LEWIS e t  TATA présente la  nêine inorpho1og.ie ( 25 ) . Une contini;i:Z ?r,:--e 1 2  
- .  membrane externe des mitochoridries e t  l e  reticulum e n d o p l a s ~ i q x  i- e-2 en outre 

observée chez 1 'oignon e t  l e  fo i e  de r a t  par F R A N K E  e t  KARTE::3SSK ( 25 ) 
e t  FIORRE e t  a l .  ( 27 ) .  

De nombreuses données biochimiques permettent égalerneni de penser 

qu'une t e l  l e  association ex i s t e .  La d i f f i c u l t é  présentée par l a  séparation de 

ces deux éléments e s t  en elle-même,une preuve indirecte .  Les travasx de BLOBEL 

e t  POTTER ( 5 ) e t  ceux de SHORE e t  TATA ( 28 ) ont montré que seuls des 

procédés t r è s  durs, a l t é ran t  profondément l e s  s t ruc tures ,  permettaient d 'obtenir 

l e  reticulum endoplasmique de façon quant i ta t ive,  



RE : ~ t & t i c u l ~  emiuysPuhinique gtiariulctize, G : G u t g i  

G h u ~ c l i c l ~ ~ t n ~ k b t :  5 9 9  ( a ) ,  75 000 ( b )  



PLANCHE I I  : . V é 2 a i b  d'une c&lLee de doie de &UA. 

On no2e lu ppénencc de 4 a n g u  enipi~emcn$n de rneri~b&nneo 

gm~zLLP.ai.he(, et leu& @éque&e ménocicLtion aux ntt2o- 



La mitochondrie e s t  u n  organite assez par t icu l ie r  de la  ce l lu l e ,  

possédant une certaine autonomie. El l e  renferme notamment des inolécules de 

DNA fonctionnel l e s  e t ,  à 1 ' heure actuel l e ,  1 a synthèse indépendante d e  

protéines dans l e s  mitochondries e s t  u n  f a i t  bien établ i  . Néanmoins, l e  con- 

tenu en DNA (0,6 % du DidA c e l lu l a i r e )  e s t  loin d ' ê t r e  suff isant  pour permettre 

l a  production de toutes l e s  protéines mitochondriales ( 2 9  ) .  KADENBACH f u t  l e  

premier, en 1966, à montrer u n  t ransfer t  de protéines synthétisées par l a  

fraction microsomale vers l a  mitochondrie ( 30 ) . Depuis, on a pu montrer 

qu'une par t ie  de l a  cytochrome c oxydase e t  que la glutamate deshydrogénase soni 

synthétisées au niveau des polysomes cytoplasmiques (18 - 2 0 ) .  Il e s t  donc 

incontestable que des relat ions de nature physiologique exis ten t  entre  certaines 

mitochondries e t  l e  reticulum endoplasmique. 

V - AVANTAGES 2UE PUIIRRAZT PRESENTEK UN T E L  COMPLEXE DANS LA CELLULE 

I l  e s t  t r è s  seduisant d'expliquer l a  proximité des mitochondries 

e t  du reticulum endoplasmique par une sorte de symbiose dont chacun des 

éléments t i r e r a i t  p r o f i t .  

Ainsi l e s  polysomes l i é s  pourraient t i r e r  par t i  de cet te  associatioii  

en se trouvant près de l a  source d'énergie de l a  ce l lu le .  En e f f e t ,  l a  

traduction du m R N A  en protéines e s t  u n  mécanisme t r è s  "énergie-dépendant". 

La présence de molécules riches en énergie e s t  indispensable notamment pour 

l a  fixation de 1 'amino-acyl t R N A  ou encore lo r s  de ld translocation. 

La proximité d'une zone active de biosynthèse protéique pourrait  l 
présenter u n  avantage certain pour l e s  mitochondries. 11 e s t ,  en e f f e t ,  r a i -  1 
s o n n a b l e d e p e n s e r q u e l e s p r o t é i n e s m i t o c h o n d r i a l e s d ' o r i g i n e c y t o p l a s n i i q u e  1 
sont produites par ces polysomes l i é s .  Cette association f a c i l i t e r a i t  donc 1 
l e  t r ans fe r t  in vivo de protéines nouvellement synthétisées.  D'éventuels pcn- 1 
tages entre  l e s  membranes e t  l a  mitochondrie pourraient permettre u n  f a c i l e  1 
transport  de ces protéines ( 2 6  - 27 ) Cependant, l e s  travaux de SHORE e t  TATA 1 
tendent à prouver l e  contraire  ( 28) .  Ces auteurs ont montré que les  mitochondries 

qui sont associées au r e t i  culum endoplasmique incorporent environ deux fois  plus de 



protéines cytoplasmiques que ce l les  qui sont entourées de membranes cyto- 1 
plasmiques. 11 r e s t e ,  néaninoins, à montrer que ces deux populations m i  tochon-  1 

l 

l 
dr ia les  proviennent des mêmes hépatocytes: A ce t te  f i n ,  des travaux récents 

faisant  intervenir une séparation des ce l lu les  de fo ie  de r a t  en fonction de 1 
1 

leur densité pourraient s ' avérer  t r è s  u t i l e  (31).  
I 

Quelles que soient les  interactions qui exis tent  entre ces deux 

é1 éments , 1 'étude du complexe ret icul  u m  endoplasmique-mi tochondrie e s t  une 

étape importante à franchir dans la  compréhension d u  métabolisae de l a  

ce l lu le .  Elle in t rodui t ,  en outre ,  une idée nouvelle, ce l le  de la régulation 

par compartimentation de l a  synthèse des protéines. 

Notre t ravai l  a consisté à i so l e r  u n  complexe mitochondrie- 

reticuluni endoplasmique de pureté sa t i s fa i sante ,  en respectant au maximuril 

l a  s t ructure des polysomes l i é s  e t  l a  l ia ison polysome-membrane. Deux méthodes 

de préparation ont é t é  mises au point, l 'une basie sur l a  densité des par t i -  

cules, 1 'autre  sur leur coeff ic ient  de sédiinentation. El les  font in te rveni r ,  1 
des actions mécaniques minimales e t  l imitent  l e  phénomène d'agrégation possible 1 
des organites ce l lu l a i r e s .  i 



METHODOLOG 1 E 



Dans ce chapitre sont regroupées l e s  principales méthodes que 

nous avons u t i l i s ées  lo r s  de nos travaux, Cependant, pour certaines expériences, 

des dé ta i l s  par t icu l ie rs  sont insérés en i ta l ique  dans l e  texte sous forme 

de "PROTOCOLES EXPERIMENTAUX". 

A - SOLUTIONS 

Toutes l e s  solutions sont réa l i sées  avec de l ' e au  déminéralisée 

b id i s t i l l ée .  

Les compositions des solutions principales sont consignées dans 

l e  tableau de l a  page suivante. 

B - PREPARATION D U  COMPLEXE MITOCHONDRIE-RETICULUM ENDOPLASMIQUE 

Des r a t s  mâles de souche SPRAGUE-DAWLEY (IFFA CREDO) sont u t i l i s 6 s  
I 

dans toutes l e s  expériences. Les animaux sont sac r i f i é s  par décapitation e t , ,  

après exsanguination, leur  fo ie  e s t  rapidement prélevé e t  plongé dans l e  j 
mil ieu d'homogénéi sa t i  on préalablement refroidi  à 0°C. Toutes l e s  opérati ans 

ul tér ieures  sont réalisges entre O e t  4OC. 

Après plusieurs rinçages dans l e  mil ileu d'hcniogénéisation, l e s  

fo i e s  sont séchés sur de l a  gaze s t é r i l e  e t  broyés dans l 'apparei l  de Fischer 

(muni d'une yri 1 l e  avec trous de 1 mm?) . 

a )  Homogénat : 

Le broyat, pesé dans u n  bécher contenant u n  poids connu de milieu 

A ,  e s t  homogénéisé dans 1,5 f o i s  son poids de ce milieu à 1 'a ide d'un homo- 1 
généiseur manuel de D O U N C E  de 40 ml par 2 a l lers-retour  avec l e  piston lâche 

( j eu  de 0,15 m m )  suivis  de 5 al lers-retour  avec l e  piston ser ré  (jeu de 0,07 inm). 

L'homogénat a ins i  obtenu e s t  f i l t r é  sur 4 épaisseurs de gaze e t  3 volumes d'une 

solution de saccharose 2,45 M ( d  = 1,31 c~jcm3) r éa l i sé  en tampon TKM5 sont 

a joutés .  

Le mélange e s t  r éa l i sé  par inversion répétée du récipient  e t  a 

une molarité f i n a l e  en saccharose de 1,89 M .  



TABLEAU 1 

C o m p o ~ ~ o n  d a  p&Lncipc&a A uLuALonh 

Solu t ion  Composition U t i l i s a t i o n  

Milieu A 

Tris-HC1 50 m M ,  pH 7 ,6  à 20°C Préparat ion du com- 

KC1 25 m;l plexe pa r  f l o t t a i s o n  
en saccharose 

flg(CH3COO) 2 5 mM con cen t r é  

TKM5 - saccharose 0,25 M Mi 1 ieu d '  honogénéisat i  on 

Tris-HC1 20 mM, pH 7,6 à 20°C Prépara t ion  du conl- j 

KC1 25 mM plexe pa r  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  eq 

Mg(CH3C03) 2 3 mM g r a d i e n t  d i scon t inu  

Milieu B TK:l3 - saccharose 0,25 M Milieu d'homogénéisation 

Te- KY5 

Te- 

Hoirlol ogues du TK:% e t  du TKC.13 

où l a t r i é  thanol amine- H C 1  

remplace l e  Tris-HC1 

Tris-HC1 50 m M ,  pH 7 ,6  à 20°C 

Concentrat ion v a r i a b l e  en 

K+(x) e t  en ~ g + +  ( y  ) 

Ana.1yses des f rac i - ions  
en microscopie 

é l e c t r o n i q u e  

Lavage de l a  f r a c t i o n  
mitochondriale  obtenue 
en saccharose concent ré  



b) Complexe mitochondrie-reticulum endoplasmique : 

15 ml d'homogénat (correspondant à 1,5 g de fo ie)  sont déposés 

au fond d ' u n  tube de r3tor SW 25-1 e t  recoiverts de 8 ml de saccharose 1,8 Id, 

4 ml de saccharose 1,6 M e t  1 ml de saccharose 0,25 M réa l i sés  dans l e  tampon 

TKM5. 

Après centrifugation à 18 000 tours/mn pendant 1 h 30 (46  800 g m a x ) ,  

l e  tube e s t  fractionné par l e  fond. Les premiers 16 ml correspondent à l 'équi-  

valent d'un surnageant post-mitochondrial classique, les  10 ml suivants cons- 

t< tuent  la  f ract ion mi tochondriale, l e s  derniers ml renferment les  hématies 

e t  l e s  débris ce l lu l a i r e s  e t  sont ajoutés au "surnageant post-mitochondrial" 

ainsi  que l e  culot de noyaux pour les  analyses ul tér ieures .  

c )  Lavage de l a  f ract ion mi tochondriale : 

A 3 ml de fract ion mitochondriale sont ajoutés 1 ,8  ml de tampon 

TKxMy (concentration f ina le  en saccharose : 1,08 M ) .  Les mélanges sont ensuite 

centrifugés à 15 000 tours/tnn pendant 10 nin dans l e  rotor S141 50-1. Le 

surnageant e s t  prélevé e t  u n  dosage de RNA e s t  r éa l i sé  sur l e s  différentes  
, 

f rac t ions  ( f rac t ion  mi tochondriale, culot de centrifugation e t  surnageant de 

1 avage) . 

2 )  Pm c~vukL&ugc&ion d ib~QtLe .nCLQRl~  Q M  gnu&~IiLt dinconaXvun : 

a )  Homogénat : 

Le f o i e  e s t  \iomogénéisé dans 3 volumes de milieu 6 e t  f i l t r é  sur 

de l a  gaze suivant l e  protocole décr i t  précédemment. 

b )  Complexe b r u t  mitochondrie-reticulun endoplasmique : NCp : 

Des fract ions aliquotes de 8 ml d'homogénat (correspondant à 2 g 

de f o i e )  sont déposées sur 6 ml de saccharose 0,25 M - 40 % 020 réa l i sés  en 

tampon TKM3. Après 10 mn de centrifugation à 2000 tours/mn dans l e  ro to r  

SM 27-1 (7400 gmax 'mn, taux d'accélération 1 de l a  centrifugeuse L5 65 6 (Beckrnan), 

11 ml de surnageant sont aspirés à l ' a i d e  d'une seringue e t  5 ml de milieu B 

sont ajoutés sur l e  culot.  Les tubes sont a lors  bouchés avec des morceaux de 

parafilm e t  l e s  culots remis en suspension par inversion répétée. 



Après centrifugation à 2000 tours/mn pendant 8 mn, 5 ml de surnageant 
sont prélevés e t  5 ml de milieu B sont ajoutés. Les culots sont remis en 
suspension de 1 a même manière que précédemnent . 4 ml de saccharose 0,25 M - 
40 % 020 sont a lors  poussés à 1 'aide d'une seringue au fond du tube e t  l e s  

tubes sont centrifugés 10 mn à 2000 toursfmn, 9 m l  de surnageant sont pré- 

levés. Les 3 m l  restant dans l e  tube renferment l a  fraction brute mitochondrie- 
reticulum endoplasnique. 

c) Elimination des noyaux e t  des érythrocytes de NCp : 

- mahode 1 : Cette méthode e s t  dérivée de ce1 l e  de HOGEBOOM (32)  e t  s imilaire  
à c e l l e  de LEWIS e t  TATA (25). 

Chaque fraction NCp e s t  mélangée à 5 ml de saccharose 0,3 M ,  

Tris-HC1 5 mM, pH 7,6 à 20°C, e t  Mg(CH3COO)Z 0,5 mM par inversion douce du 

tube de centrifugation. 6 ml de saccharose 0,3 ?i - 40 % D20, Tris-HC1 5 nt4, 

Mg(CH3COO)z 0,5 mM sont poussés au fond du tube à 1 'aide d'une seringue. 
Les tubes sont ensuite centrifugés à 1500 tours/mn pendant 10 mn (5400 gmax-mn, . 

-- - 

rotor  SW 27-1, taux d'accélération 1 de l a  centrifugeuse Lg 65 B). Après 

centrifugation, nous obtenons l e s  noyaux e t  l e s  hématies sous forme de culot 
e t  l e  complexe mitochondrie-reticulum endoplasmique dénommé Cp dans l e  sur- 
nageant. Ce dernier e s t  prélevé à 1 'aide d'une seringue e t  réajusté  en TiC43. 

- mEthode 2 : Elle repose sur l e  schéna général de l a  préparation de noyaux 
en saccharose concentré (33) , 1 égèrement modi f i i e  au 1 aboratoi re pour év i t e r  
au maximum les  phénomènes d'agrégation. 

Chaque NCp e s t  transféré quantitativement dans un  Erlen Weyer 
t a ré  de 25 m l  par rinçage du tube de centrifugation avec 3,3 ml de milieu B 
(poids final : 5,2 g )  e t  a jus té ,  par pesée, en saccharose 1,75 M par addition 
d'une solution de saccharose 2,5 M réa l i sée  en Tris-HC1 50 mM, pH 7,6, KC1 
25 mM, Mg(CH3COO)z 5 mM (qsp 18,3 g)  . 

12 m l  du mélange sont déposés sur : 

e t  recouverts de : 

- ~acchcu~ose 1,6  M en TKM5 : 3 mt 



puis centrifugés dans le  rator SW 27-1 à 25 000 tours/mn pendant 25 mn 
(29.105 gmax-mn). Les hématies, f lo t tant  sur le  saccharose 1,6 14, sont pr5- I 

levées e t  jointes au culot de noyaux, ainsi qu'au coussin de saccharose 2i4 I , 
e t  au matériel se trouvant à 1 'interphase saccharose 2M-dépôt pour l e s  
analyses ultérieures. La fraction intermédiaire renferme l e  complexe m i  tochon- ; 

l 

drie-reticul um endoplasmique (fraction Cp) . I 

C - PROCEDES DE MARQUAGE 

7 ) RNA : 

Par injection intrapéri tonéale d'acide orotique ( 5 - 3 ~ )  

(27  Ci/mMole), à raison de 1 m C i / k g ,  18 heures avant l e  sacrifice nous obtenons 
un marquage uniforme du  RNA. 

Le marquage des phospholipides membranaires e s t  obtenu par 
-injection dans la  cavité intrapéritonéale du r a t  de Choline (1-2-14C) . 

(20 mCi/mMole) (0 , l  mCi/kg) 4 heures avant l e  sacrifice. 

D - MESURES DE RADIOACTIVITE 

Des fractions aliquotes sont précipitées par du TCA f roid  
(concentration finale : 5 p .  100). Le précipité acido-insol uble es t  recueil1 i  

sur des disques de papier Whatman GF 83, lavé par du TCA froid à 5 p .  103 

e t  abondamnent par de 1 'eau d i s t i l l é e .  Après séchage, les  f i  1 tres sont intro- 
duits dans des fioles de comptage renfermant 10 XII de toluène contenant du 

Permablend I I  1 (Packard) (5,5 g/ l  i t r e )  , 

La radioactivité e s t  mesurée à l ' a ide  d'un compteur à scint i l la t ion 
liquide SL-31 (Intertechnique). Les corrections pour l e  fond e t  l ' interférence 
du 14C dans 1 '3H sont ensuite effectuées, 

E - METHODES B IOCHIMIQUES D'ANALYSE 

7 )  Do~age du RNA 

La méthode que nous ut i l isons au laboratoire combine une hydrolyse 



préalable du RNA e t  un dosage du ribose des ribonucléotides l ibérés .  

Des fract ions aliquotes contenant moins de 1 mg de RNA sont 

additionnées d'un volume de PCA N s t a b i l i s é  à 0°C. Après centrifugation a 
4°C 10 m n  , à 3000 g, l e s  culots sont lavés deux f o i s  dans l e  PCA 0,s N froid 

. - 
puis dissous dans 2,5 m l  de KOH 0,5 N .  Après 1 h d'hydrolyse à 37'C, 0,5 m l  de 

HC1 4N sont ajoutés e t  1 es tubes sont centrifugés 10 mn à 3003 g . 

Les ribonucléotides ainsi 1 ibérés sont ensuite dosés par le réact i f  

de BIAL selon l a  méthode de MOULÉ (34) .  

2 )  Dosage d u  pko;téina 

Nous u t i  1 isons 1 a méthode de LOWRY e t  a l .  (35) ,  1 a serumal bumine 

bovine nous servant d 'étalon. 

31 Dosage cfu DNA 
.- - 

I l  e s t  réa l i sé  selon l a  méthode de GILLES e t  MYERS en prenant 

comme étalon l e  DNA de thymus de veau (36) .  

Les mesures d ' a c t i v i t é  enzymatique sont réal isées sur des fractions 

fraîchement isolées.  

Dans chaque essa i ,  l ' a l iquo te  de l a  fract ion e s t  choisie de façon 

à se placer dans l a  zone de concentration en enzyme où l a  v i tesse  de réaction 

est i n i t i a l e .  

a) Glucose-6-phosphatase (EC 3.1.3.9) (reticulum endoplasmique) 

Nous u t i l i sons  l a  méthode de BEAUFAY e t  a l .  (37). 

- p&oXocob : L'enzyme e s t  incubée 30 rniÏ-'\ à 37" dans u n  volume f ina l  de  1 rl 

contenant du glucose-6-phosphate 40 m ~ ,  de 1 'histidine-HC1 20 mM, pH 6,5 e t  

de 1 ' EDTA 1 mM. La réaction e s t  a r rê tée  par addition de 5 m l  de TCA 8 p. 190 

s t a b i l i s é  à 0°C e t  l e s  tubes sont centrifugés 10 mn / à  5000 g. 



1 Le phosphate inorganique est  déterminé selon la technique de 
FISKE e t  SUBBAROW (38) de la faç-on suivante : 

à 1 , l  ml de surnageant dllué ou non sont &langés successivement : 

- 0,2 m l  d e  molybdaXe d'ammonium à b , 3  p. 100 
l 

1 
I - O ,  1 m t  de méeange d a & u C ; t w  ( f f C l 0 4 / f f ~ S 0 4 ,  V / V )  1 

- 0,2 m l  d ' u n e  s o t l L t i o n  d t & d o l  à I p. 100 dan, da Na2S03 à 20 p. 1 0 4  

Après stabilisation de l a  coloration 1 h à l'obscurité, 1 'intensité 
l 

de l a  coloration es t  lue à 725 nm contre un  témoin blanc non incubé. 
1 
l 

i - u&& : Les unités d'activité glucose-6-phosphatasique sont exprimées en ~i4oles , 
l 

de Pi libérées par  minute. 1 

b) Monoamine oxydase ( E C  1.4.3.4) (membrane externe de la mitochondrie 

- pkLnc ipe  : Le dosage de cette enzyme es t  réalisé selon la méthode de ÇTAH3 

e t  a l .  (39) e t  f a i t  intervenir la transformation de la benzylamine en 
benzaldéhyde. La quantité de benzaldéhyde formée es t  déterminée par l a  mesure 
de la densité optique à 250 nm. 

- ptro;tacole : A 1 ml de tampon phosphate de potassium 0,2 M ,  pH 7,5 sont 
ajoutés 0,l ml de benzylamine sulfate 0,l M puis, au temps 0, 0,9 ml de 
suspension ce1 1 ulaire. 

Aprës incubation 30 mn à 37°C sous agitation, la réaction es t  
arrêtée par refroidissement dans u n  bain de glace e t  les tubes sont centri- 
fugés 10 mn a 5000 g.  

La lecture se f a i t  à 250 nm contre un témoin blanc dans lequel 
la suspension cellulaire e s t  remplacée par de 1 'eau. La quantité de benzal- 

déhyde formée es t  calculée à 1 'aide d'une gamme étalon (solution de benzal- 
déhyde de 0,02 à 0,2 pMoles dans 2 ml du tampon d'expérience). 

- u m é  : Les résultats sont ramenés en pMoles de benzylamine sulfate hydro- 
lysées par heure. 



c) Cytochrome c oxydase ( E C  1.9.3.1) (membrane m i  tochondriale interne) 

I 

- pkincpe : L'act ivi té  de ce t t e  enzyme e s t  mesurée en suivant 1 'oxydation du 

cytochrome c par l a  mesure de l a  densi te  optique à 550 nrn selon l a  technique 

décri te  par COOPERSTEIN e t  LAZAROW (40). 
l 

- pao;tacole : La réaction e s t  déclenchée par addition de 0 , l  ml de suspension 

ce1 lu la i r e  à 3 ml de cytochrome c 44 PM rédui t  par addition de quelques 

grains de hyposulfite de sodium, tampon phosphate de potassium 30 mM, pH 7,4, 

EDTA 1 mM e t  Triton X-100 0,05 %. 

La lecture de l a  densité optique à 550 nm se f a i t  à interval les  de 

20 secondes pendant 3 minutes contre u n  témoin blanc oü l a  suspension cellu- 

l a i  re  e s t  remplacée par de 1 'eau. 
1 
1 

- expmusion d a  k&uR;tcu% : Cette réaction obéit  à une cinétique du l e r  ordre. 

Le t racé du cologlo de l a  densité optique à 550 nm en fonction du temps donne 

une droi te  dont la  pente e s t  proportionnel l e  à 1 ' a c t i v i t é  enzymatique. 

Unité : A log min-1 x 9,031. 

d) Phosphatase acide ( E C  3.1.3.2) (lysosomes) 

Nous uti  1 isons l a  méthode décri t e  par WATTIAUX e t  DE DUVE (41). 

- pkoXocole : Une fraction aliquote de 0 , l  ml de fraction ce l lu la i re  e s t  

incubée 30 mn à 37°C dans 0,9 ml de milieu contenant du 0 -glycérophosphate 

de sodium 50 mM dans l e  tampon acétate  de sodium 50 mM, pH 5 3 20°C, e t  du 

T r i t o n  X-100 0,07 %. La réaction e s t  arrêtée par addition de 1 m l  de TCA 

10 p. 100. 

Après centrifugation à 5000 g pendant 10 mn, l e  phosphate inorga- 

nique e s t  déterminé sur l e  surnageant comme décr i t  précédemment. Une légère 

modification a été apportée au 1 aboratoire par 1 ' u t i  1 isat ion de dodecyl 

su l fa t e  de sodium (SDS) (0 , l  ml de SDS à 1 % dans l e s  1,l m l  de surnageant 

di lué)  pour éliminer l e  trouble dû à l a  présence du Triton X-100. 



- r m i X é ~  : I l  s ' a g i t ,  conInle pour l a  glucose-6-phosphatase, de pMoles de 

P i  1  i bérées par minute. 

e)  Catal ase ( E C  1.11.1.6) (peroxysomes) 

'L 'act ivi té  de ce t te  enzyme e s t  déterminée selon l a  méthode de 

LEIGHTON e t  a l .  (42). 

- p m X a c o l e  : A 0,2 m l  de fract ion ce1 lu1 a i r e  ( t r a i t é e  au T r i  ton X-100 à 

0,5 p. 100 f i n a l )  sont ajoutés 0,5 ml d'une solution à 0,07 % de tampon 

imidazole-HC1 0,033 M ,  pH 7, contenant de l 'eau oxygénée à 30 %. La 

réaction, réa l i sée  dans u n  bain de glace, e s t  arrêtée,  après un temps 

variant de 1 à 5 minutes, par addition de 4 ml d'une solution de TiOS04 

( réa l i sée  de l a  façon suivante : 27 g de TiOS04 sont ajoutés à 4 l i t r e s  

de HzS04 2N bouillant ; l e  mélange e s t  f i l t r é  sur W42 e t  l e  f i l t r a t  a insi  

obtenu e s t  di1 ué avec 2 1 i t r e s  de H2S04 ZN). 
I 

- e x p f i a b i o n  d a  héb&a,t~ : La quantité de TiOS04 non oxydé restant  e s t  
i 
i 

déterminée par l a  mesure de l a  densité optique à 405 nm, en prenant 

pour référence une gamme étalon obtenue avec l'Hz02 à concentration variable 

Unité : 1 'uni té  d ' ac t iv i t é  e s t  définie comme é tan t  l a  quantité d'enzyme 

qui provoque l a  diminution du log10 de l a  concentration en Hz02 d'une 

unité par minute dans u n  volume de 50 ml. 

f )  Uricase ( E C  1 . 7 . 3 . 3 )  (peroxysomes) 

Nous u t i l i sons  pour ce dosage une méthode décr i te  par REID (43) .  

- p m t a c a C e  : A 1 ml de suspension ce l lu la i r e  sont ajoutés successivement 

1 m l  de tampon phosphate de potassium 5 mM, pH 7,4, Tri ton X-100 0,2 % e t  

1 ml de tampon phosphate de potassium 10 mM, pH 7,4 contenant 86 pg d 'u-  

r a t e  de sodium. 



La var ia t ion  de l a  densi té  optique e s t  su iv ie  à 292 nrn pendant 
5 mn à température ambiante. 

- exphwaion des fi>rebuRRa& : Les r é s u l t a t s  sont  exprimés en Noles d 'acide 
urique hydrolysé par minute. 

F - MICROSCOPIE ELECTRONIQUE * 

1 ) I n d u i o n  dw 5trac25am dam une héaine : 

a )  Traitement des f r ac t i ons  : 

- &ixcdXan : Nous u t i l i s o n s  l a  méthode de double f i xa t i on  à l a  glutaraldéhyde 
e t  à l ' a c i d e  osmique. 

Dans l e  cas des f r ac t i ons  mi tochondriales,  l a  f i xa t i on  se  f a i t  en 
suspension par addit ion d'une solut ion à 5 p. 100 de glutaraldéhyde ( r é a l i s é e  
dans l e  milieu d'homogénéisation) (concentration f i n a l e  : 1 p. 100) pendant 
1 h à+4"C. 

Après cen t r i fuga t ion ,  1 es cu lo t s  sont post-f ixés par  de 1 ' acide 
osmique à 2 p. 100 dans l e  tampon cacodylate de sodium 0 , l  M, pH 7,4, 

saccharose 0,2 M pendant 1 h à température ambiante. 1 

Pour 1 e complexe m i  tochondrie-ret i  cul um endopl asmique obtenu en 
saccharose concentré, nous réa l i sons  dans ce r ta ins  cas une d ia lyse  de l a  
f rac t ion  (1 n u i t  à + 4°C) en t r e  l e s  deux types de f i xa t i on .  

Des p e t i t s  morceaux de f o i e  (1  mm x 1 mm) sont  f i x é s  par de  l a  
glutaraldéhyde à 2 p. 100 dans l e  milieu d'homogénéisation 1 h à + 4°C e t ,  
après plus ieurs  r inçages,  par Os04 à 2 p. 100 dans l e  tampon cocodylate de 

sodium 0 , l  M, pH 7,4, saccharose 0,2 M pendant 2 h à température ambiante. 

K NOM tremmciom M a a i e ~ r  l e  P/ro&aaeun V I  V I E R  de n o u  a v o h  penmib de 
t r é a l h a  l' obaavatlon de noa @.acZiom dam aon .tabotra;tohe aAndi que 

Momieun Jean-Fhançah VEBRUMETZ p a w  .ta prrECeux cam& qu' i l  ILOU a 



- d@.shydnaRa;tion : Elle  e s t  réal isée,  par .étapes progressives, en subs- 
t i t uan t  1 'eau par de 1 'éthanol r e d i s t i l l é  selon l a  méthode de GLAUERT 

e t  a l .  ( 44 ) . La fract ion e s t  placée succ~ssivement dans : 

- ERha~0.t 25 % 2 f o i s  1 5  rnn 

60 % " 15mn 

75 % " 15mn 

95 % " 15rnn 

1 U o  % 3 f o i s  15 rnn 

t e s  fractions sont ensuite passées dans de l'oxyde de propylène 
à 100 % ( 2  bains de 30 m n ) ,  solvant qui permet une meilleure pénétration 
ul tér ieure de l a  résine. 

- LnclunLon : Nous u t i l i sons ,  comme milieu d' inclusion, un mélange d'Araldite 
de composition suivante : 

- 1 volume d'AtraedLte 

- 1 volume de duhct2heuh 
- 12 gouXtu d 'accUé/ra;teut~ poutr 10 m l  de meeaMge 

Les différentes Êtapes de l ' inclusion sont l e s  suivantes : 

- 1 bain de méhnge A4ddi;te/oxgde de paopylène 100 % ( 1 / 1 ) 30 mn 

- 7 bain de mUange Atraedi;te/oxyde de p/ropylène 100 % (311  1 30 mn 

- Andmion pm polyrné4.k&ian à 60°C pendavr;t 60 h dans l e  
m E h g e  d ' W d i , t e  

b) Observation : 

Les coupes sont  obtenues à - l ' a i d e  d'un ultramicrotome HT-1 . 

PORTER-BLUM muni de couteaux de verre e t  .recuei 11 ies sur des g r i l  les  en 
cuivre de 200 trous recouvertes d'une membrane de parlodion. - E l  l e s .  - 
sont ensuite colorées par de 1 'acétate d'uranyle e t  du c i t r a t e  de plomb 

selon l a  méthode de VENABLE e t  a l .  ( 45 ) . 

Un microscope de marque HITACHI modèle H 4 1 1 E  (fonctionnant 

sous un vide de 10-6 cm de Hg e t  à 50 000 V )  a é t é  u t i l i s é  pour les  

observations. 
- ---A- 
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2 )  Cutma.tiun n ~ g a t i v e  : 1 ~ 
i 

Une gout te  de suspension membvanaire e s t  déposée sur une g r i l l e  i 
I de cu ivre  recouverte d'une membrane de par lodion.  Après 20 secondes, l a  l 

g r i l l e  e s t  essorée uniformément e t  séchée. E l l e  e s t  ensui te recouverte par  

une goutte d'une so lu t i on  d'acidephosphotungst ique à 2 % (a justée à pH 7 
avec NaOH) pendant 10 secondes e t  essorée uniformément. 

G - PRODUITS CHIMIQUES UTILISES 

D-gl ucose-o-phosphate , j3- glycérophosphate, cytochrome c 

proviennent de l a  SIGMA chemical Company ( S t  Louis, MISSOURI, U.S.A.). 

La métrizamide e s t  un don de NYEGAARD e t  Cie (Oslo, NORVEGE). 

Les précurseurs r a d i o a c t i f s  sont f ou rn i s  par CEA (Saclay, FRANCE). 



ISOLEMENT D'UNE FRACTION MITOCHONDRIE- 

RETICULUM ENDOPLASMIQUE PAR FLOTTAISON E l  SACCHAROSE CONCENTRE 



Comme nous l'avons souligné dans l e  chapitre "INTRODUCTIONw, 
1 'étude du compl exe formé pa r  les  m i  tochotidries e t  l e  reticul um endoplasmique 
s'avère très intéressante. 

LEWIS e t  TATA furent, en 1973, les  premiers à entreprendre des 
travaux sur une te l l e  fraction. Leur étude reposait essentiellement sur des 
données morphologiques fai  sant ressort ir  1 ' analogie qui existe entre l a  
fraction mi tochondri al e obtenue par centrifugation à faible vitesse d '  un 
homogénat e t  ce q u i  peut ê t r e  observé dans une cellule entière. Elle mettait  
également en évidence l a  haute résistance de ce complexe aux forces de c i sa i l -  

lement. Quelques années plus tard, SHORE e t  TATA réalisèrent une étude plus 
approfondie de cet te  fraction. Ces auteurs montrèrent notamment une diffé-  
rence de métabolisme entre les  mitochondries associées à des fragments de 
membranes e t  celles q u i  ne l e  sont pas. Ceci semble donc confirmer que l ' é t a t  
morphologique particul i e r  observé so i t  bien l e  re f le t  d ' u n  é t a t  physiologique 
différent.  

Cependant, l a  part iculari té  d'une t e l l e  fraction pourrait s'ex- 

primer aussi au niveau du r e t i  cul um endopl asmique associé aux mitochondries 
e t  plus particulièrement au niveau de polysomes q u i  y sont attachés. Nous 
pouvons en e f f e t  envisager des différences entre l e s  polysomes l i é s  de ce 
complexe e t  ceux obtenus à par t i r  d'un surnageant post-mitochondrial- Ces 
différences pourraient s'exprimer so i t  au niveau des produits de synthèse, 
so i t  au niveau du mode d'attachement aux membranes, so i t  encore au niveau de 
la  vitesse de renouvellement de ces polysomes. Un te l  type d'étude implique 
l a  préservation structurale e t  fonctionnelle de ces polysomes. 

Nous avons entrepri s di  i sol e r  u n  complexe m i  tochondrie-reti culum 
endopl asmique présentant une pureté sa t i  sfai  sante en évitant au maximum tout  
procédé entraînant l a  dégradation du mRNA des polysomes. La centrifugation 
différentiel l e  e s t  1 a technique- généralement u t i  1 i sée pour 1 a préparation 
d' une fraction m i  tochondriale mais pose l e  problème de 1 a cosédimentation 

des différents organites cel lulaires.  Nous avons donc mis au point une 
méthode qui repose sur une f lo t t a i  son du complexe dans des solutions concentrées 
de saccharose. On obtient ainsi ,  en une seule étape, une fraction mitochondriale 
exempte de noyaux. 



7 - D E F I N I T I O N  D E S  C O i W 7 T l O N S  OPTIMALES D1ffOi~~cX;EiVE1SAT1ON 

Lors de 1 ' homogénéisation, la ce1 lu1 e est  pl acée dans u n  i n i  1 ieu 
ar t i f ic iel .  Ce dernier d o i t  se rapprocher, l e  plus possible, du milieu 
cellulaire du point de vue des ions, de la pression osmotique e t  du pH. 

La composition du milieu ut i l isé  varie énormément en fonction du type 
d'étude à laquelle on s'intéresse e t  d ' u n  auteur à u n  autre. Mais dans le  

cas de l'analyse des polysomes libres e t  l i é s ,  e l le  tend à s'uniformiser 
e t  le  milieu d'homogénéisation que nous avons uti l isé pour nos travaux est 
celui q u i  es t  employé par la majorité des auteurs. Néanmoins, i l  est  important 
de préciser certains détails : 

a) Ions magnésium : 

Il est reconnu que l'introduction de magnésium dans le milieu 
d '  homogénéi sation est  indispensable pour préserver 1 ' intégrité des polysomes, 

cet ion jouant un  rôle dans la structure du RNA (46).  Sa concentration est 
en général de 2,5 à 10 mM. Une concentration beaucoup plus faible pourrait 
conduire à une désagrégation des polysomes, tandis qu'une concentration 
pl us élevée entraîne la  formation d'agrégats notamment entre les membranes, 
e t  entre les membranes e t  les mitochondries (47). 

b) Choix du pH : 
i ~ 

Bien que les polysomes soient stables dans une zone de pH assez 1 

large, i l s  sont généralement isolés à une valeur de pH de 7,6 car c 'es t  ce l 

pH qu'i 1 s présentent une activité optimale en biosynthèse protéique. Cependant, 
certains auteurs déclarent que l 'uti l isation d'un pH alcalin (28) e s t  indis- 
pensable pour préserver l ' intégrité structurale des polysomes. Nous avons pu 

montrer au laboratoire que cette condition n'est pas nécessaire e t  que des 
polysomes lourds peuvent être obtenus au pH optima1 de 7,6. 

Pour obtenir un homogénat idéal , i 1 faudrait réal i ser un  écl atement 
cellulaire total sans altérer les différents organites de 1 a cellule. 



Cependant, l a  rupture des cellules ne se f a i t  que de façon progressive e t  
l e s  organites libérés en début d'homogénéisation sont soumis aux forces de 
cisai llement nécessaires pour rompre les  ce1 lules encore entiàres. I l  faut 
donc arrêter  1 ' homogénéisation dès que 1 'éclatement ce1 lu1 a i r e  maximal e s t  
obtenu. 

Dans l e  cas du fo ie  du  r a t ,  deux types d'instruments sont u t i l i -  
sés pour rompre ces cel lules : l 'appareil de POTTER-ELVEHJEM ou l'homogénéiseur 
de DOUNCE. Nous avons préféré 1 e "DOUNCE", apparei 1 manuel , à 1 'apparei 1 de 
POTTER-ELVEHJEM où l'éclatement des lysosomes varie d'une fo i s  à l ' au t re  
lorsqu'on essaie d'obtenir un  éclatement cel lulaire aussi complet que possible. 

Pour définir les  conditions optimales d'homogénéisation, nous 
avons procédé à une cinétique faisant  intervenir comme variable l e  nombre 
de coups de piston donnés. Nous avons choisi, pour cr i tère  d'éclatement 
ce1 1 ulaire, l a  proportion de DNA obtenu en préparant les noyaux selon la  
méthode de BLOBEL e t  POTTER (5) e t  pour cr i tère  d'altération des organites 
cel lulaires,  l a  rupture de deux des plus fragiles de la ce l lu le  : l e  lysosome 
e t  l e  peroxysome. Les résultats  obtenus sont représentés par les courbes de 
la  figure 1 ( p .  24).  Comme on peut l e  constater, 1 'éclatement cel lulaire 
maximal e s t  obtenu en donnant 5 coups de piston serré. A ce stade de l'homo- 

généisation, 94 à 96 % de DNA pour 5 % de RNA sont retrouvés dans l e  culot 
de noyaux purs (voir PLANCHE I I I ,  p. 26). Les taux en phosphatase acide 

e t  en catalase libérées sont respectivement de 7 e t  14 %, pourcentages donc 
d'une valeur tout à f a i t  acceptable par rapport aux données de la l i t t é ra tu re  

e t  traduisant une destruction minimale des lysosomes e t  des peroxysomes. Ces 
résultats  sont reproductibles. 

2 2 - PREPARATZON D' UNE FRACTION MZTUCHUNVRIALE PAR FLOTTAISON EN SACCHAROSE 
CONCENTRE 

I l  e s t  basé sur 1 a f l o t t a i  son du complexe mi tochondrie-reticul um 
endopl asmique dans un m i l  ieu concentré en saccharose. Pour réal iser  ce t te  1 
f l o t t a i  son, i 1 faut  donc par t i r  d 'un  homogénat dont l a  molari té en saccharose 1 
s o i t  t e l  l e  que les  mitochondries puissent remonter. Il  faut  également limiter 
1 a f l o t t a i  son des membranes non associées à ces mitochondries. 



Nombre de coups de piston 

Figure 1 : Taux d ' 2cea/tm& c&uR&e et d e  de&mc/tion d' orrganitch e n  
6onct ion d e  L' homogéné&afLon. 

Taux d e  cataease ( &-A ) et d e  pho~pha tase  acide;( - 0 - 0 , )  

dam L a , $ & a c t i o n s o E u b l e ;  VNA ( .-- ) e t R N A  ( O-* 1 /<!-) -- -. dam l a  &uc;t;ian n u d é a h e .  L u  pouhcen;tagu d o n t  exyutüna patt i\3 
m p p o u  à C'homogEMULt. , 



FIGURE 1 - PROTOCOLE EXPERIMENTAL 

3 volunen de rnL&eu A pm 2 &m-ke.towr de phton Gche de C'homagé- 

n a e u h  de DUUNCE et 3 m l  aortt pkélevéa. L u  v a l e m  d a  dosages 

obltenuen p o m  cet;te biiaotion aeiquote d o n t  p& en comme oX.igine. 

I 8 - L'homogénm&on ut dom powLUvie à L'aide du p h 0 n  derné. Une l 
b k a d o n  &quote de 3 . m l  U A ;  ptrélevée aptrès la nom6tru de coupa de 

phton Lndiquéa . 
1 

C - 7 m l  de chaque homogénat a& à ptrepmm la drraction ~ o h 6 t e .  Aprrè~ l 

addiaZan de 4 v o h e a  de milieu d'homogénéisation, chaque &aoüon d & o t e  ~ 

D - A 1 , I  m l  de chaque ~éLèvemertt, 2 , 2  m l  d'une soLmXon de s a c c h o d e  2,3 M 
k é d é e  en Tu-HCL 50 miU, pH 7,6 à 2U°C, KCC 25 mitl, 121g(Cff3C00)2 5 mu 

l 
aortt a j o u t a .  2 , 5  m l  de mélange aont dépoaeb awt 7 rd de aacchako4e 2 ,3  M 
trécLeisé dann Ce même tampon et centtr2bugeb I h Lt 33 000 itowra!ntn dans Ce 

/ro;tatr SW 50-7. Le cdoZ obtenu trendme C a  noyaux pwr.4. 

1 



PLANCHE III : Noyaux ob-tenub d a m  t e  c&o;t de ce 



La diff iculté réside dans l e  choix de l a  molarité en saccharose 

de l'homogénat puisque l a  densité des mitochondries e t  ce l le  des membranes 

se chevauchent (d = 1,20 à 1,24 g/cm3 e t  d = 1,14 à 1,26 g/cm3, respectivement). 
Une molarité en saccharose de 1,89 M.[d = 1,24 g/cm3) nous a paru ê t re  l a  
valeur la plus sat isfaisante puisqu'elle e s t  la  valeur limite qui permette 
encore la flottaison des mitochondries. 

Pour obtenir 1 ' homogénat à 1 a mol ari  t é  en saccharose voulue, deux 
possi b i  1 i tés sont envisageabl es : homogénéiser s o i t  directement dans une solution 
tamponnée de saccharose 1,89 M ,  s o i t  dans du saccharose 0,25 M e t  amener 
ensuite l'homogénat à l a  molarité voulue à l ' a ide  d'une solution concentrée. 
Nous avons écarté la première possi bi 1 i t é  car 1 'homogénéisation dans  un  mil ieu 

aussi visqueux s 'avère t r è s  d i f f i c i l e .  Les très for tes  forces de c i sa i l  lernent 

qui en découlent peuvent provoquer de plus u n  échauffement local e t  entrayner 
certaines cassures du mRNA. L'éclatement ce1 1 ulaire total n ' es t  obtenu qu'au 

prix d'une profonde al tération des organites. Enfin, i l  e s t -  t r ès  d i f f i c i l e  
d' obtenir une homogénéisation reproducti bl e car une faible variation de mol a r i  t é  
d'une solution de saccharose concentré se traduit par un changement important 
de l a  viscosité (voir Figure 2, p. 28). 

L'homogéneisation e s t  donc pratiquée dans 2 volumes de milieu A 
dans les  conditions définies auparavant e t  1 ' homogénat es t  amené en saccharose 
1,89 M à 1 'aide d'une solution 2,45 M réalisée dans l e  même tampon. 

3 1 ftracCionneml?vilt : 

Le gradient discontinu de saccharose e s t  réal isé selon l e  schéma 
de l a  figure 3 (p. 29). La flot taison e s t  une technique q u i  f a i t  intervenir 
l a  densité de l a  particule e t  ce l le  du milieu. Cependant deux particules de même 
densi t é  mais non de même t a i l  l e  migreront de facon différente dans le temps. 

On 'pouvait donc penser qu'une vitesse e t  une durée optimales de centrifugation 
pouvaient ê t re  définies, suffisantes pour permettre l a  f lot taison du complexe 
m i  tochondrie-reti cul um endopl asmique mais pas assez grandes pour provoquer 1 a 
remontée totale des pet i t s  morceaux de membranes granulaires. Les conditions 
de centrifugation optimales ont é t é  déterminées à 18 O00 tours/mn pouri une 
durée de 1 h 30 dans l e  rotor SW 25-1 (421.104 gmax-mn). 

- - - -- -- -- 
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Molarité en saccharose 



1 ' 1  Q25M Sac. 
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1 1.8M sac. 
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Après centrifugation, on retrouve à 1 ' interphase des solutions de 

saccharose 1,8 M-1,6 M une bande de couleur jaune-orangé caractéristique de 
la fraction mitochondriale. Elle se présente sous forme d'une "crêpe" légë- 
rement tassée, n'adhérant pas à la paroi du tube e t  qu'on peut remettre faci- 
lement en suspension. La couche de saccharose 1,8 M présente un  aspect lé- 

gèrement trouble e t  jaunâtre. Au niveau de l'interphase saccharose 1,8 112-1,6 M ,  

on retrouve une rnince pellicule rougeâtre d'hématies e t  légèrement en dessous 

une bande très fine de matériel. Ce matériel a été identifié u l t e r i e ~ r ~ r n t  
comme étant composé essentiellement de membranes l isses,  de mitochondries 
légères, de quelques fragments de membranes granulaires. Les noyaux se 
retrouvent dans l e  culot. 

Afin de déteminer 1 es conditions optimales de fractionnement 
du gradient de centrifugation, nous avons effectué un  dosage de protéines 
sur des fractions de 1 ml. Ce dosage nous a conduit au profil présenté p. 29. 

On observe deux minima, 1 ' u n  au niveau de la 16ème fraction, 1 'autre au n i -  
veau de la 26ème. La zone comprise entre ces deux valeurs contient l a  fraction 

mitochondriale que nous avons étudiee. Sa molarité en saccharose est  de 1,74 M .  

11 1 - PONNEES ANALYTl QUES DE CETTE FRACTION MlTOCffONDRlALE 

7 )  Contenu WL RNA, VNA e.t p/toit&es : 

Les valeurs obtenues sont consignées dans l e  TABLEAU I I  ( p .  31;. 
Un pourcentage important de RNA ( 40 %), voisin de celui d'une f r ~ c t i o r ;  

classique obtenue par centrifugation différentielle (48), es t  retrouvé au 
niveau de cette fraction mitochondriale. Ceci implique donc que des frag- 
ments importants de reticulum endoplasmique libres sont remontés avec l e  
complexe lors de la centrifugation. Les valeurs de dosage des proaines sont 
également semblables à celles obtenues pour u n  culot de centrifugation à basse 
vitesse de 1 ' homogénat. 

Le DNA es t  l e  traceur idéal pour caractériser la  présence de noyaux 
dans une fraction donnée. Le pourcentage faible mais constant de D M  observé 
dans la  fraction étudiée doit ê t re  attribué à un entraînement des noyaux par 

1 'édifice important que représente l e  compl exe m i  tochondrie-reticulum endo- 
plasmique plutôt qu'à de la chromatine libérée. La densité de cette dernière 
(d = 1,20 g/cm3) aurait pu,  en effet ,  expliquer sa présence au niveau de 



TABLEAU I I  

V d e w  du RNA, du DNA et d a  pkoltéinu danb llhomogéna;t ct danb 

h & a c t i o n  ntitochonchtde (données o bltey~uu à p W  de 1,s g de 

Nbre 

exp. 

RNA 9 

Protéines 4 

Homogénat 

mg 

Fract ion mitochond+iale 

mg % 
Rendement 



1 'interphase saccharose 1,8 M-1,6 M .  La teneur en DNA de ce t te  fraction 

e s t  d'aillewsnettement inférieure à cel le  obtenue par ADELMAN (22). 

11 faut également noter q u ' u n  faible pourcentage (0,6 % du DNA cel lulaire)  

peut correspondre au DNA mi tochondri al (29) .  

Le dosage d'enzymes spécifiques e s t  un moyen t r è s  précis e t  

rapide pour caractériser les  différents organites ce1 lulai res. En e f f e t ,  

même avec la  technique de f i l t r a t ion  sur disque de BAUDHUIN, 1 'analyse 

quantitative par microscopie électronique reste dé1 icate (49). 

C'est ainsi que la  glucose-6-phosphatase e t  la cytochrome c 

oxydase sont d'excellents marqueurs pour estimer respectivement l a  répart i-  

tion du  reticul um endoplasmique e t  ce1 l e  des mitochondries dans différentes 

fractions (50-51). Le TABLEAU I I I  ( p .  33) nous indique que l a  fraction mito- 

chondriale isolée renferme une proportion élevée de mitochondries (85 à 90 %) 

pour une valeur de 1 'ordre de 47 X de reticul um endopl asmique. Le rapport 

ac t iv i té  cytochrome c oxydasique/activité glucose-6-phosphatasique e s t  lé- 1 
gèrement supérieur à celui trouvé par SHORE e t  TATA (1,87 pour 1,64) l 
traduisant donc u n  taux plus faible de membranes cytoplasmiques dans l a  

fraction étudiée. Ce rapport plus élevé peut ê t re  attribué au phénomène de 

cosédimentation des membranes avec 7 es  mitochondries qui intervient dans 1 eur 

méthode de préparation plutôt qu'à une fragmentation moins importante du 

reticulum endoplasmique. En e f fe t ,  l'homogénéisation pratiquée par ces 

auteurs es t  relativement forte e t  plus élevée que l a  nôtre (10 allers-retour 

de 1 'apparei 1 de POTTER-ELVEHJEM ; rotation : 1100 tours/rnn) e t  ne peut donc 

jus t i f i e r  ce t t e  différence. 

Certains organites ce1 1 ul ai res présentent des densi tés  voi s i  nes de 

ce l le  de l a  mitochondrie. C'est l e  cas notamment des lysosomes e t  des peroxy- 

somes. 11 é t a i t  donc vraisemblable de retrouver ces deux éléments au niveau de 

l a  fraction m i  tochondriale. La mesure de 1 'ac t iv i té  de l a  phosphatase acide, 

localisée dans l es  lysosomes (52) e t  de cel le  de l a  catalase, enzyme marqueur 

des peroxysomes (53), nous a permis de suivre leur comportement lors  du 

fractionnement . Le TABLEAU I I  1 (p. 33) présente 1 es données analytiques obtenues 

pour ces deux enzymes. L'activité phosphatasique acide es t  de 43 % dans l a  

fraction mitochondriale. La présence de ces organites constitue un  problème 

majeur car ce sont de véritables réservoirs de ribonucléases qui se carac- 

tér isent  en outre pa r  leur grande f r ag i l i t é .  11 faut  néanmoins noter que 



TABLEAU I I  1 

Enzyme 

Ac;tivLté d e  d i v . e m  enzymes r n a r r q w .  danb L'homogénat eX 
da>id La (haction &chondhiaRe ( v d w  obtenues il prutin de 1,5 g de doXe) 

! l 1 
I l  
1 '  

1 l 

Nbre 
exp. 

Homogénat Frac t ion  m i  tochondrial e 
' ' Rendcrnent ' 

U/mg prot . U UJmg prot .  % 
( x  102) (X 102) 

Glucose- 
6- 4 25,58 I 0,79 7,29 12,075 2.12 7,08 46,92 * 5,28 100,07f 3,86 

phosphatase 

CytOchrOme c oxydase - - A  5 33.37 t 3,82 9,51 23.36 4,57 17,2 87,92 t 3,46 99,75 6.12 

Phosphatase 3 12,60 t 0.93 3,59 5,38 2 0.58 3,16 43 $06 1,35 98,99 2 1,68 
ac ide  

Catal ase  



cet te  contamination e s t  nettement inférieure à cel le  de l a  fraction mito- 
chondri ale obtenue par 1 a méthode d ' AMAR-CORTESEC e t  al . couramment u t i  1 isée 

où 48 % de phosphatase acide pour seulement 66 % de cytochrome c oxydase sont 

retrouvés ( 21 ) . Contrairement à ces "peti ts  estomacs de l a  ce1 1 ule", l e s  
peroxysomes sont en majorité restés dans l e  dépôt, Ce comportement différent 

provient certainement de leur t a i l  l e  pl us pet i te ,  1 e temps de centrifugation 
u t i  1 i sé  étant insuffisant pour permettre 1 eur remontée. 

3 )  N&e du RNA pkaent dam La @r.auXavz ~ a c h a n ~ ~ e  : 

Nous avons vu plus haut que notre fraction renfermait 4 0  % du 

RNA ce1 lulaire.  BLOBEL e t  POTTER, en 1967, ont déterminé l a  d is t r i  bution du 

RNA de l'hépatocyte de r a t  comme étant pour 80 % de nature ribosomale, 15 % 

de nature non-sédimentable e t  pour 4 à 5 % d'origine nucléaire ( 5 ) Le 
RNA ribosomal se répar t i t ,  quant à 1 ui , en 25 % de polysomes 1 i bres pour 75 % ' 

de polysonies 1 iés ( 5 ) . Pour clore cet te  étude biochimique, nous avons donc 

défini la  participation de chacun de ces types de  RNA dans l a  fraction mito- 
chondriale étudiée. Les résultats  de cet te  analyse sont consignes dans l e  
TABLEAU IV (p. 35 ) . 4 $ des polysomes l ibres e t  3,9 % du RNA soluble sont - - 

retrouvés dans la  fraction mitochondriale. En nous basant sur les pourcentages 

donnés pl us haut pour l es  différents types de RNA ce1 lu la i re ,  ceci représente 
respectivement 2 % e t  1,45 % du RNA de la fraction mitochondriale étudiée. 
Comme dans l e  cas des noyaux, l a  présence des polysomes l ibres  es t  due à un 
phénorriène d'entraînement alors que la  densité élevée de ces polÿsomes 
( d  > 1,25 g/cm3) devrait au contraire entraîner leur sédimentation. Bien que 
n'étant pas t rès  élevée, cet te  contamination n 'es t  pas négligeable e t  rendra 
l'étude-des polysomes l i é s  de cet te  fraction délicate. 

Nous pouvons donc conclure que l a  fraction isolée renferme 35 % 

de RNA sous forme de polysomes 1 i és ,  so i t  plus de l a  moitié de cet te  classe. 

Cette fraction correspond au RNA qui e s t  généralement perdu lors du frac- 
ti onnement ce1 lulaire classique. 



TABLEAU IV 

Taux  de p o Q 4 o m ~  f i b l r u  d de RNA 6oLubte  a!au 

&mctio  n mLto&ond.&dc? 

POLYSOMES LIBRES 

RNA SOLUBLE 

Homogénat 

mg de RNA 

15,31 

Homogéna t 

cpm 

126 800 

Fraction mi tochondriale 

Fraction RNA soluble de la fraction 

mi tochondrial e mi tochondri al e 

mg de RNA mg de RNA % de % dans la fraction 
l'homogénat mitochondriale 



TABLEAU IV - PROTOCOLE EXPERIMENTAL 

1 - Détermination du taux de polysomes libres dans la fraction mitochondriale 

A - Un W, d'anvhon 80 g ,  u Z  aactugié 20 h aptra L'injection i.a&a.pé- 

u o n é d e  de 0,5 m C i  d'acide oha;tique 3H, Le aaie ut hamogénGé dans 3 

vaLuma de milieu A eX L'hamagénat u;t c e W a u g é  10 mn à 22 500 g m a -  

Le smnageant, ptréLevé à L'aide d'une a&ngue, art déposé J~L'L b 11'2 de Aac- 

chmooe 1,38 M eA 6 de ~ a c c h o h e  2 M ( t r Z U é h  en .Campon Tm51 e;t 
cem2i~ugé 15 h à 55 000 Xowt?s/mn dam Le trortotr 60 T i ,  Le Ut ob-nu e d t  

treptLin doucement à L'aide d'une bagume de u r n e  dav~cs O ,  b rd de mi.iXu A. 

La h u p e m h n  ut en?lui;te centrugugée 8 mn à 1000 Itoutrdlmn datu & h a t o ~  
SW 50-1 p o w  éfirninm dréve&& a g h é g d ,  

8 - 0,5 m l  de la supernion polysomde aimi obrtenue h o n t  ajcxitZs de  

llhomagéneinc&ion du soie éItudié apka ~ a g c ?  du phiton Lâche de tlhomogE- 

néhewt de DOUNCE et avant celui  du pAton semé* La su i te  d e i  rn-ULLS 
___ _ ut en tou;t p o i n t  i d w u e  à c&e dé&e d a ~ n  "METHOVOLQGIE"l 

I I I  - Contribution du RNA soluble dans l e  RNA de la fraction mitochondriale 

A - Une daacZion ~ o c h o v z ~ ~ e  en$ pépahée comme d é c a  daw "?+IETHODCLCGIE". 1 
2 vaCumu de m&eu A sont ajouté-4 eA une @~ac;c;ion aX&uote de 7 2  .d ut 1 

l cen-tkidugée 2 h à 30 000 Xom/mn daru Le ho;tah SW 40 T i .  
l 

1 

B - Un dosage du RNA ut f i éa lhé  huh Le d o t  eX Le huhnageant, AWL e(Z 1 
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IV - VONNEES MORPHOLOGIQUES 
1 
1 

1 

L'observation de cet te  fraction mi tochondrial e après di 1 u t i o n  
pour obtenir une concentration en saccharose de 1 M confirme les résultats  
précédemment obtenus à savoir que cet te  fraction e s t  composée principalmsnt 
de mitochondries e t  de membrafies granulaires (voir PLANCHE IV, p. 38). La 
présence de saccharose, à une mol ar i  t é  élevée, entraîne 1 'aspect "imprécisi' 

des mitochondries. En e f fe t ,  les  membranes internes e t  externes, ainsi  que 

1 es crêtes, permettant une faci 1 e reconnaissance de ce type d'organites, 
ne sont pas individualisées. Ce problème a pu ê t re  résolu en partie par 
dialyse contre du milieu A (voir "METHODOLOGIE"). Par ce traitement, l a  

majorité du saccharose e s t  éliminée e t  on retrouve un aspect presque normal 
des mitochondries (voir PLANCHE V ,  p. 39 ) . Les membranes granulaires ont 

conservé l a  configuration bilamellaire observée in vivo. 

V - ETUDE DE L'INTERACTION M7TOCUONDRIE-RETICULUM ENDOPLASMIQUE 

I 
L'association entre l es  mitochondries e t  l e  reticulum endoplas-; 

mique 1 aisse entrevoir des perspectives tout à f a i t  nouvel les,  comme hous - 1  
1 'avons sou1 igné précédemment, dans 1 'organisation de la ce1 lule. Pour notre 
p a r t ,  nous nous intéressons plus particulièrement à l'isolement des membranes 

q u i  entourent les  mitochondries. S ' i l  e s t  possible, en e f fe t ,  d 'atteindre ce 
but, l e  problème de 1 'isolement quanti t a t i f  de: polysomes l i é s  s e r a i t  alors 
résolu e t  surtout une classe de polysomes l i é s  particulière par sa localisation 
dans la ce1 lule se ra i t  isolée. 

La f rag i l i t é  des polysomes e t  ce1 l e  de l a  liaison polysome- 
membrane ainsi que 1 a présence d '  une fraction importante de lysosomes 1 imitent 

considérablement l es  moyens que nous pouvons envisager pour arriver à ce 

résultat .  Les actions mécaniques devront ê t r e  évitées au maximum pour prévenir 
1 'écl atement des lysosomes e t  1 e déversement des ri bonucl eases q u i  en résul- 
t e r a i t .  Dans ces conditions, nous devons nous limiter à un lavage unique de 
l a  fraction. L'état de cet te  dernière qui e s t ,  comme nous 1 'avons décr i t  
dans un chapitre sous forme de suspension, évite les  actions 
mécaniques mises en jeu pour une fraction obtenue sous forme de culot. 

- t'éclatement des lysosomes par choc osmotique peut ê t r e  également limité en 
maintenant l a  molarité en saccharose au-dessus de 1 M. 



c t i o n  m i i t o c h o n W e  06;tenue pcwi &&2tAon 
en b a c d m o b e  concenthé. 



PLANCHE V : Fkactian mLtochondhide abXenue pax 5eOZtai.bon en 

G&oaaaament : 20 000 fa), 23 000 ( b )  n 



~ 
Afin d'apprécier l ' inf luence de l a  composition du milieu de lavage 1 1 

sur l a  dissociation du complexe, nous avons choisi comme témoin l e  lavage 

de l a  f ract ion mitochondriale dans u n  milieu de même composition ionique que 

l e  milieu d'homogénéisation. Les r é su l t a t s  obtenus sont consignés dans l e  

TABLEAU V (p. 41). Dans ces conditions, seuls 16 % du RNA de l a  f ract ion sont 

retrouvés dans l e  surnageant de lavage, s o i t  environ 5 % du RNA ce l lu l a i r e .  

On peut également observer des r é su l t a t s  assez variables d'une expérience à 

l ' a u t r e  qui peuvent ê t r e  dus en part ie  à u n  é t a t  physiologique d i f fé rent  des 

r a t s .  Le RNA détachable par ce type de lavage provient dans sa majeure par t ie  

de morceaux de membrane peu ou pas attachés aux mitochondries. En e f f e t ,  

1 'observation, après coloration négative, des membranes ainsi  séparées, nous 1 
indique qu ' i l  s ' a g i t  de pe t i t s  fragments de reticulum endoplasmique, de t a i l l e  , 
nettement inférieure à c e l l e  des membranes longeant l e s  mitochondries (voir 

PLANCHE VI, p .  42). Une part ie  de ce RNA provient, en outre,  des polysomes 

l ib res  contaminant l a  f ract ion mitochondriale. l 
L'importance des ions, s o i t  dans l 'associat ion des membranes en t re  j 

e l l e s ,  s o i t  dans ce l l e  des membranes aux mitochondries, nous a ensuite condujt 
i 

à étudier  l ' e f f e t  de leur  concentration. Notre étude s ' e s t  l imitée à l ' e f f e t  

du potassium, du magnésium e t  du calcium. Aucune modification sensible n 'es t  

apportée par une diminution de l ' i o n  K+ comme l ' indiquent  l e s  données du 

TABLEAU V (p. 41). Les valeurs de dosage de RNA du surnageant de lavage sont 

exprimées en pourcentage de l a  valeur en RNA de l a  fraction mitochondriale 

i n i t i a l e  e t  par rapport au lavage témoin, compte-tenu des variations observées 

d'une expérience à l ' a u t r e .  La diminution de l a  concentration en magnésium a ,  

par contre,  u n  e f f e t  spectaculaire sur l a  dissociation du complexe. La courbe 

donnant l e  taux de RNA retrouvé dans l e  surnageant de lavage en fonction de l a  

diminution de l a  concentration en magnésium e s t  de type exponentiel (vo i r  

Figure 4, p. 43). Ainsi, lorsque l a  concentration f ina le  en c e t  ion dans l a  

solution de lavage n ' e s t  que de 0,6 mM, 36 % de RNA en plus de celui du témoin 

sont détachés. Cependant, Qne concentration de 1 mM e s t  une valeur l imi t e  à 

u t i l i s e r  pour conserver 1 ' i n t ég r i t é  s t ruc tura le  des polysomes e t  ceci pendant 

un temps t r è s  court. I l  f au t ,  en e f f e t ,  pour préserver ce t t e  s t ructure,  réajuster  

dès son obtention l e  surnageant de lavage à une concentration en magnésium p l u s  

élevée (minimum 2-3 mM). 



TABLEAU ,;Y 

Zn~tuence de la c o n c e ~ o n  en potanbium buh l a  C h 6 0 ~ 0 n  

du camp&xe mi*tochondrrxe-tr~cutum endophmique 

Composition ionique Numé ro 

du milieu de lavage d 'expérience 

6 

moyenne 

moyenne 

% de RNA dans 1.e surnageant de lavage 

** PowrcevLtagu e x p h a  pm trappoa à la t(mc;tion mi/tochondhid~_ 

en prrenant p o u  témoin t e  lavage dam un milXeu TKMs 



PLANCHE V I  : Coi?ulrnti.on tGgativc du mcttétL& ytr65etr.t d m  t e  

Gzo~bhcserricnt : 25 O00 ( a ) ,  37 000 ( b )  
LILLE Ag rn~t&s!,~mc~z t : 2 

i/ 
li 11 



Figure 4 : Taux de RNA dam l e  srnagea& de lavage de la @.action rni-todton- 

dn ide  en donotion de La concenthaClon en rnagnhim. 

Les hé61Letats dont exphunéd. en phenant pouk témoin l e  lavage dam 
une ~ o U o n  héalhée en .tampon TKM5. 



Jusqu ' i c i  nous avons modif ié, en quelque sorte, l 'environnement 

du complexe ; mais dans l a  structure-mGme de ce dernier ,  des ions autres que 

l ' i o n  Mg* e t  l ' i o n  K+ in terv iennent .  C'est  l e  cas notamment du calc ium qu i  a 

un pouvoir  agrégeant important. Dans l a  préparat ion des mitochondries, on f a i t  en 

général, i n t e r v e n i r  un agent chélateur spécif ique du calcium, I'EGTA 

(éthylène g lyco l  ?bis- (amino é thy l  éther) N, iJ' -tetra-acétique acide) (54) .  

Par c e t t e  méthode, on o b t i e n t  des mitochondries assez pures comme l e  montrent 

l es  photographies de l a  PLANCHE V I 1  (p. 45). L ' e f f e t  de l ' a d d i t i o n  d'EGTA à 

une concentrat ion de 1 mM dans l a  f r a c t i o n  mitochondriale se t r a d u i t  par  une 

l i b é r a t i o n  de 18 % de RNA par  rappor t  à un témoin sans EGTA mais cec i  seule- 

ment dans l e  cas où l a  concentrat ion en magnésium e s t  de 1 mM. Pour des con- 

cent ra t ions p lus  élevées en Mg++ (5  mM par ex.), l ' a d d i t i o n  d'EGTA e s t  sans 

e f f e t .  Tout se passe donc comme s i  1 ' i o n  Plg++ pouvai t  compenser en p a r t i e  

l e  d é f i c i t  en i o n  Ca++ en se su6st i tuant  à ce dern ier .  Il e s t  évident que ce 

couplage Mg++ 1 mM-EGTA ne peut ê t r e  u t i l i s é  car il ne pe rme t t r a i t  p l us  l a  

préservat ion des polysomes mais d o i t  p l u t ô t  ê t r e  considéré comme l a  démonstra- 

t i o n  de l ' importance des ions dans l a  s t ruc tu re 'du  complexe. 

1 
1 

Nous avons également essayé comme procédé de lavage une nouvel le  

f l o t t a i s o n  du complexe en saccharose concentré selon l e  même schéma que c e l u i  

r é a l i s é  à p a r t i r  de 1 ' homogénat ( c f .  chapi t re  117 3, p. 27). Nous pensions a i n s i  

é v i t e r  l e  phénomène de cosédimentation des mitochondries e t  du re t i cu lum en- 

doplasmique inhérent  à l a  technique de cen t r i f uga t i on  d i f f é r e n t i e l l e .  Cette 

méthode, comparativement à ce1 l e  employée auparavant, permet d ' é l  im ine r  en- 

v i r o n  14 % du RNA de l a  f r a c t i o n  mitochondriale. E l l e  présente cependant 

1 ' inconvénient  d 'en t ra îner  l a  contamination par des mitochondries de l a  

f r ac t i on  membranaire récupérée e t  de mainten i r  l e s  mitochondries dans des 

so lu t ions  de saccharose concentré. 

V I  - CONCLUSION 

Nos r é s u l t a t s  ind iquent  q u ' i l  e s t  impossible de séparer de façon 

quan t i t a t i ve  l e  re t i cu lum endoplasmique de mitochondries par des méthodes 

douces. En e f f e t ,  dans l e s  mei l  leures condi t ions,  seuls 50 % du RNA du complexe 

peuvent ê t r e  récupérés. 



PLANCHE VI 1 : J ~ ~ u c I z u I z ~ . L L ~ ~ J  U ~ ~ C I I U C ~  5 p a , ~ t i  7 d'uri : ; c ! 1 : ~ 2 5 i x t  2 1 ;  

pkéclebtce d' EGTA 7 ttiBf.  



Pour étudier les polysomes l iés  de cette fraction, la seule 

possibilité qui nous reste es t  donc de t r a i t e r  la  fraction brute mitochon- 
drie-reticulum endoplasmique avec u n  détergent. Ceci n'est pas envisageable 

dans l e  cas présent : ce traitement conduirait à la  libération de ribo- 

nucléases lysosomales en quantité trop importante pour ê t re  inactivées par 
des inhibiteurs. 

Il é t a i t  donc indispensable, dans u n  deuxième temps, de mettre 
au point une méthode de préparation éliminant l e  plus rapidement possible 
les lysosomes. 



COMPLEXE MITOCHONDRI E-RETI CULUM ENDOPLASMIQUE 

OBTENU PAR CENTRIFUGATION D 1 FFEREMTI ELLE EN GRAD 1 EKT DISCONTINU 



7 - INFLUENCE D E S  IONS S U R  LE COiZ1PORTEMENT D E S  ORGANITES EN C E N T R I F W T I O N  
DIFFERENTTELLE 

Les mitochondries e t  l e s  lysosomes présentent des proprietés 
de sédimentation t r è s  semblables compte-tenu de leur t a i l  l e  e t  de leür  
densité voisines. Leur comportement en centrifugation dépend, n6annoins, 

de 1 'environnement dans lequel on les  place. 

Le TABLEAU VI présente l e s  résu l ta t s  d'une expérience dans 
l laquel le  des homogénats ont é t é  préparés en présence ou en absence d'ions 
1 e t  soumis à des conditions de centrifugation différentes  ( i - e .  : 59CO gmax-rnn 

e t  53 000 gmax-mn). Le contenu en RNA,  en monoamine oxydase (IcxalisGe dans l a  
membrane externe de l a  mitochondrie) e t  en phosphatase acide (enzyme marqueur 
des lysosomes) a é t é  déterminé sur chaque fract ion s u b c e l l u l a i r ~  obtenue 
après 2 lavages successifs des culots  (complexe) r éa l i sé s  dans des 

conditions t r è s  douces (voir  PROTOCOLE EXPERIMENTAL, p. 49). 

--- . -- - 
Selon ces r é su l t a t s ,  l e  comportement des mitochondries est 

profondément affecté  par la  présence des ions. Ainsi, dans l e  tmpon TKM3, 

70 % des mitochondries e t  35 % du RNA sédimentent à une vi tesse q u i  e s t  
suff isante  pour conduire à l a  complète sédimentation des noyaux. Par contre, 
lorsque l'homogénat e s t  préparé dans u n  milieu tamponné sans K+ ni Mg*, une 

l centrifugation environ 10 f o i s  plus fo r t e  e s t  nécessaire pour ostenir  des 
valeurs identiques en R N A  e t  en mitochondries dans l e  sédine3t CE c ~ q t r i f u -  

gation. A l'opposé des riiitochondries, l e s  lysosomes présenterni 3s: ;poprietés  

de sédimentation identiques en présence ou en absence d' ions.  

Nous avons donc t i ré  part i  de c e t t e  observation pour prëparer 
un  complexe mitochondrie-reticulum endoplasmique ne présentant plus  qu'une' 
f a i b l e  contamination par l e s  lysosomes. 

II - PREPARATTON DU COMPLEXE RETlCULUM ENDOPLASMIQUE-MlTOCtiO~t~lE 

Le fractionnement u t i l i s é  e s t  représenté schématiquement par l a  
f igure  5 (p. 50). Une modification a été apportée par 1 'introduction de 

coussins de densité légèrement plus élevée que c e l l e  du milieu d'honogé- 1 
néisation. Ceux-ci sont u t i l i s é s  principalement pour év i t e r  l a  contaaination i 

l 
du cu lo t  par des organites q u i  ne sédimentent pas dans ces conditions de 

I 



TABLEAU VI i '  

Centrifugation RNA Monoami ne Phosphatase 

oxydase acide 

W u  T M 3  

culot 

surnageant 

rendement 

millieu T 

culot 

surnageant 

rendement 

culot 45,7 92 ,O 45,6 

surnageant 54,3 7 SI 54,4 

rendement 98 ,O 93 ,O 96,3 

culot 35,9 80,3 48,9 

surnageant 64,l 19,7 

rendement 98 ,O 90,6 



TABLEAU V I  - PROTOCOLE EXPERIMENTAL 

4 g de doie dont homogénudn daru 3 vaLumes b o a  de W e u  TKMj (bac- 

c h a e  0,25 M rréalAé dam Le tampon TKM3 ) , aoLt de m X e u  T (haccha- 

koae 0,25 M, Tah-HCL 5 mrM, pH 7,6 à 2U°C). 

( 5  fl pm tube)  dont paéleva dé&caternen;t ii L'aide d'une b d n g u e  e;t 

5 mt de W e u  d'homogénéhation (contenant d u  iond ou pan,  a d o n  Ce 
C U )  d o n t  ajou;téA. L u  t u b u  dont 6oucizéb pm du pahadd?m e.t tes cuto-tb 

aant k W  en dunpemion pm i n v m i o n  douce rrdpétée. Ap&& une centhi- 
dug&on de 8 mn dam RU m Z m a  conciCtionn que paécédmrnent, Le p a o c ~ b ~  
de Lavage u X  rrépEtE uue dod encone & Rea amnageanfi dont aaaenibth 
p o u  LU andydeA. 

3' 
r L-- 

8 - SUA chaque swtnageant cd swt chaque cdo;t,  un dodage de RNA, 
i @ I de monaamLne oxydane e.t de phosphcctae acide ut eddec;tué. 1 

Chaque v a l e m  obtenue e s t  erphUnée en pouncentage de -ei borne des deux ( 
~ i u i o t i o ~ .  Les hendements dont expkimé6 p a i  mppoht aux v d e u m  obtenuen 1 

1 



HOMOGENAT 

40% DP- 

0.25 M Sac. 

10 min ,7409 
> 

I + MILIEU B I 

8 min - 740 g 
> 

+ MILIEU B 

SURNAGEANT 

POST- MITOCHONDRIAL 

Figure 5 : RepkéseWon ~chhatigue de .ta ppnépmation de la &action NCp. 



centrifugation . Ces coussins correspondent au mi 1 ieu d ' homogénéisation 

contenant 40 X de D20. Ce soluté a été  choisi pour ses propriétés physiques 

e t  chimiques particulières. 11 permet, en e f fe t ,  d'augmenter l a  densité d'une 

solution sans changement d'osmolarité. Tout choc osmotique auquel sont sen- 

sibles notamment les  lysosomes e s t  ainsi évité.  Il  s ' ag i t ,  de plus, d'un 

soluté inerte chimiquement. 

Comme décrit  précédemment, les  conditions de centrifugation sont 
t e l l e s  que l a  resuspension du culot se f a i t  simplement par retournement du 

tube. Les forces de cisaillement mises en jeu étant faibles,  nous pouvons 

réal iser  ensuite deux lavages de la fraction mitochondriale. Ceci permet de 

diminuer la  contamination du complexe par les  polysomes l ibres ,  l e s  pe t i t s  

fragments de membranes e t  des lysosomes qui sont entraînés par l e  complexe. 

111 - ANALYSE BZOCHZMIQUE DE LA FRACTION NCp 

Les données obtenues sont consignées dans l e  TABLEAU V I 1  ( p .  52). 

Nous trouvons 75 1 de cytochrome c oxydase pour 35 % de RNA e t  47 % de'glucoje- 

6-phosphatase dans la fraction isolée. Les 25 % de mitochondries q u i  sont 

restées dans l e  surnageant post-mitochondrial représentent des mitochondries 
1 

so i t  "libres", c'est-à-dire non associées au reticulum endoplasmique, so i t  

complexées à des fragments de membranes moins importants que ceux qui peuvent 

ê t re  observés dans la  fraction NCp (53). Cette fraction NCp ne renferme, 

d 'autre p a r t ,  que 18 X de phosphatase acide, ce qui représente une fa ible  

contamination par les  lysosomes. Nous pouvions donc envisager de neutraliser 

les ef fe ts  des ribonucléases contenues dans cet te  fraction par différents 

inhibiteurs ( i  .e .inh$ibi taur cytoplasmique, haute force ionique, RNA de bas 

poids moléculaire). Ceci a pu ê t re  confirmé puisque des polysomes présentant 

à leur maximum d'absorbance 15 ribosomes, ont pu ê t re  isolés à par t i r  de l a  

fraction Cp (obtenue par purification de NCp, voir chapitre suivant) 

(voir Figure 6, p. 53) (56). 

Le culot NCp renferme en plus l a  majorité des noyaux (97 %) e t  des 

hématies (voir TABLEAU VII, p. 52). Une purification ultérieure s 'avérai t  

donc indispensable. 



TABLEAU VI1 

A n d y ~ e  biochimique de la 6 t ~ a ~ t h n  NCp 

osphatase  

osphatase  
a c i d e  

tochrome 

ri case 
U 

nbre Homogénat 

exp. mg ou U 

F rac t ion  

mg ou U 

Rendement 



Volume de l'effluent (ml) 

Figure 6 : Paodie en gadent  A o c u i w u e  1 5 - Z f , B  % de sacchamse des polysomeo 

obXenus pm XmLtement de La 6aaC;tion Cp au detetrgent. 



IV - ELIE41NATIOIY DES NOYAUX ET DES ERYTHROCYTES DE LA FRACPTON NCp : 

OBTENTION DE LA FRACTlON Cp 

1 ) Parr. cen-tkibuga;tion c i i d &  &evttieUe (Mahade 1 1 

Pour él imi ner ces deux con tami nants (noyaux e t  érythrocytes), 
nous avons u t i l i s é ,  en premier l ieu ,  une méthode voisine de celle de 
HOGEBOOM ( 32 ) e t  de cel le  employée par LEWIS e t  TATA pour purifier leur 
fraction mitochondriale ( 25 ) . Cette mébhode e s t  représentée schématiquement 

par l a  figure 7 (p. 55). 

Chaque culot NCp e s t  repris dans une solution de saccharose 
contenant 5mM Triéthanolamine-HC1 , pH 7,6 à 20°C, e t  0,5 mM Mg(CH3COû)2. 
Cette resuspension doit ê t re  réalisée t rès  délicatement car ,  dans ces 
conditions (1,4 mM Mg(CH3COO)z f i n a l ) ,  les  noyaux ont tendance à gonfler 

e t  risquent d'éclater.  L'uti 1 isation d 'une concentration en magnésium plus 
faible pourrait conduire à une lyse des noyaux, tandis qu'une concentratio 
plus for te  diminue l ' e f f i cac i té  de l a  séparation e t  provoque une agrégatio 
des noyaux ( 46 ). Une solution de même composition, contenant 40 % D20 1 

e s t  alors déposée au fond du tube à 1 'aide d'une seringue e t  celui-ci e s t  
centrifugé à 5400 gmax-mn. 

A la  f in  de la  centrifugation, nous  obtenons deux 'fractions : 
u n  culot assez volumineux (fraction N )  q u i  doit contenir l es  noyaux, c t  

l e  surnageant (fraction Cp).Le dosage de RNA de la  fraction Cp révèle une 

for te  diminution du contenu en RNA pa r  rapport à NCp ce qui permet d'expliquer 
1 'importance du volume du culot q u i  doit  contenir, en plus des noyaux,des 
mitochondries e t  des membranes. En outre, des résultats  t r è s  variables sont 

obtenus d'une expérience à 1 'autre (voir TABLEAU VI.11, p. 56). 

2 )  Parr. b.to;ttainon en 4accharto~e concevtftLé (MeRhode 2 )  

Les résultats  décevants présentés par l a  précédente purification 
nous ont conduits à mettre au p o i n t  u n e  nouvelle méthode en nous basant sur 

* - -. l a  densi t é  élevée des noyaux. El l e  f a i t  intervenir, comme pour 1 a préparation 

de noyaux purs à par t i r  d'un homogénat, des solutions concentrées de saccha- 
rose. La figure 8 (p. 57) donne la  représentation schématique de ce t te  





TABLEAU VI11 

Vobage d e  RNA d e  l a  dkac t ion  Cp paépairée b d o n  la méthode 1 

% de RNA de l a  f r a c t i o n  Cp 

/Nc? /homogénat 



FRACTION 

0,25M Sac. ,- 

1,6 M Sac. -, 

en 1,775 M Sac. , 

2M Sac. 

25 min - 116000 g 

- -- - 

Figure 8 : Pwù~ication de .ta hdnnetion NCp . 
w--- - - -- - - - -  -- - -  ---- - - - -  - - 



Après centrifugation, les  hématies f lo t t an t  sur l e  coussin de 

saccharose 1,6 M sont aspirées e t  la  fraction suivante, constituant l a  
fraction Cp, e s t  prélevée à l ' a ide  d'une seringue. Le matériel à l t i n t e r -  
phase dépôt-saccharose 2 M, l e  coussin de saccharose 2 M e t  l e  culot blanc 

de noyaux sont mélangés aux érythrocytes pour l es  analyses ultérieures. 

Les données analytiques obtenues par ce type de séparation sont 

présent&s dans l e  TABLEAU IX (p. 59) .  La fraction noyaux + hématies qui 

représente 95 % du DNA de NCp (soit 93 % de 1 ' homogénat) e s t  très peu conta- 
minée par l es  mitochondries étant donné l a  faible ac t iv i té  cytochrome c 
oxydasique de cet te  fraction. Le contenu en RNA de la  fraction N (7,4 %) 

es t  légèrement plus élevé que celui trouvé pour une fraction de noyaux purs 
( i . e .  4 à 5 %, cf.  réf .  5 ) e t  peut ê t re  attribué à une t rès  faible con- 
tamination par l es  fragments de reticul um endopl asmique, provenant vraisem- 

blablement du matériel présent à l 'interphase dépôt-saccharose 2 M. 

La fraction Cp renferme 28  % du RNA cel lulaire pour une quantité 
importante de mitochondries. , 

V - TENEUR EN POLYSOMES LIBRES ET EN RNA SOLUBLE DE LA FRACTION Cp 

Pour estimer la contamination par des polysomes libres de l a  f ract ic  
Cp, nous n'avons plus u t i l i s é  la  méthode classique qui consiste à ajouter des 
polysomes l ibres marqués par u n  élément radioactif dans leur RNA. Cette 
méthode 1 présente, en e f f e t ,  certains inconvénients. D '  une part, on provoque 

une surcharge en polysomes 1 ibres, ce qui pourrait se traduire par une 
association artefactuel l e  de ces derniers avec l e s  organites, d'autre part 
i l  e s t  évident que les  polysomes ajoutés ont une d i s t r i  bution en ribosomes 

l 

différente de cel le  de l'homogénat étudié. Ces polysomes qui  eraviennent:>de pré- 

parations différentes, ont é t é  soumis à plusieurs étapes de purification e t  
sont donc partiellement dégradés. 

Au laboratoire, nous avons montré qu'un no 

fugation, la  métrizamide ( 2 )  permettait ce genre-de détermination qua1 i t a t ive  l 
e t  quantitative ( 57 ). En e f f e t ,  dans un gradient 20-60 p. 100 de mktkizamide, 



TABLEAU IX 

Dh;DUbuR;ian du RNA, du PNA, de6 pkoXLLnu ( e x p h &  en mg) 
et des a d v x l t é a  de divm@enzyme6 rnatrquew ( e x m é e n  :en 
u d é b )  dan6 tu &.action6 N CA Cp obtenues à p W  d e  tu 

&act ion  NCp df&n la m2thode 2 

I 
F r ac t ion  N 

I 
Fract ion  Cp 

Nbre % de % de 
exp. mg ou U 1 ' homogonat mg ou U 1 'homogénat , 

8 1,20 2 0,17 7,4 + 1,l 4,57 f 0,22 27,9 + 1,3 
DNA 4 3,34 2 0,47 93,l f 1,3 0,18 f 0,01 4,9 f 0,4 

Proté ines  - 5 17,33 f 2,26 4,6 f 0,4 130,28+6,65 33,3?1,5 

Glucose-6- 
4 

phosphatase 

Cytochrome 1 
c oxydase 0,22 ? 0,12 0,4 t 0,2 35,78 f 2,76 74,O f 5.7 



les  polysomes 1 i bres se présentent, à 1 'équil i bre, sous fome d 'un pic de 
densité 1,29-1,30 g/cm3, bien séparé de tout matériel membranaire et  des 

organites cellulaires. Cette méthode exige néanmoins un  narqurge 
radioactif des mol écules, 1 a métrizamide absorbant en U . V .  Les profi2s 

obtenus pour 1 'homogénat'et la  fraction Cp dans ce type de gradient sont 

présentés dans l a  figure 9 ( p .  61). Les fractions 1 à 14 correspondent 
aux polysomes libres. Une valeur en polysomes libres de 19 5 e s t  trouvée 

dans l e  cas de 1 'homogénat, ce qui e s t  en parfait  accord avec de nombreux 
travaux ( 5 ) .  L'analyse de l a  fraction Cp en métrizamide montre que 

0,12 % du RNA cellulaire sont présents dans la région correspondant zux 

polysomes l ibres.  Ceci représente une contamination de la  fraction Cp par 
0,6 % des polysomes libres. Cette contamination e s t  négligeable e t  on peut 

donc admettre que l a  fraction Cp ne renferme que des polysoms sous forme 
l i ée  aux membranes. Le RNA soluble n'intervient,  quant à lu i ,  que pwr 2 % 

du RNA du complexe (estimé selon la  méthode décrite p. 3 6 ) .  

VT - OBSERVATTON AU MICROSCOPE ELECTRONIgUE D E  LA FRACTION Cp 

Les mitochondries e t  l e s  membranes granulaires apparaissent, au 
microscope électronique, comme les  deux composants majeurs d2 la  fraction 
Cp (voir PLANCHE VIII ,  p .  6 3 ) .  Ce matériel membranaire, portznt de nxbreux 
ribosomes, exikte principalement sous forme de 1 arges empi 1 exn - . s  co:)arables 1 
à ceux observés dans une cellule entière (voir PLANCHE IX, p. 64). Les mem- I 
branes bil amel l a i res  sont à proximité t r è s  é t roi te  des mitochondries, longeant 

parfois l a  membrane externe de ces dernières (voir PLANCHE X, P. 65) - certaines 
- - - 

expansions de 1 a membrane m i  tochondrial e externe semblent fusionner au 
reticulum endoplasmique voisin. Les mitochondries ont un aspect n o m l ,  non 
contracté, e t  ont conservé leur membrane externe intacte. Ceci indique, s ' i l  
en é t a i t  besoin, que l e s  diverses manipulations du complexe ne sont gas 1 
destructives. 

--. . 



Fractions Fractions 

Figure 9 : A n d y s e  en gmcüent 20-60 p. 100 de  métzizamCde d e  L'hoinogénat et 

d e  la dtrac&lon Cp. 



FIGURE 9 - PROTOCOLE EXPERIMENTAL 

A - Un bat ayant izeçu une k j e o t i a n  i v & i a p W o n é d e  d'acide osodXque 3tl 

( 1 mC.i/hg) et une i n j e d o n  de choline 1 4 ~  (0,1 mCi/hg) izupec;tivemW 
18 h et 4 h aupmvant u l t  s a k 6 i é  et une  traction Cp u.t pttépcü~Ee 

comme d é m i t  d a m  "METH0D0L0G7E1'. 

T&-HCC 25 mM, pH 7,6, à 20°C, KCC 25 mM et Mg,YCtl3C0012 3 miW. 

pah @&%uXon eit compZage de l'acido-Xmolub-le comme d é d  dam 

"METi-iODOLOGIE", 







PLANCHE X : € & o d e  a n d o c i a t i o n  entne l e s  mLtochonckie.4 et tes  

GrrobdAdement : 25 000 ( a l ,  36 000 (6) 

A g m n d i n a m e n t  : 2 

-- -- - 



VI1 - CONCLUSION 

La méthode que nous avons mise au point permet donc d 'obtenir  
une fraction importante de membranes granulaires, d 'aspect identique à 

celui observé i n  vivo, sans contamination par l e s  polysomes l ibres .  Elle 

l imite  au maximum les  phénomènes d'agrégation des membranes e t  l e s  chocs 

osmotiques e t  élimine l a  majeure part ie  des lysosomes. On peut ainsi  
obtenir,à p a r t i r  de ce t te  fraction,des polysomes l i é s  d o n t  l ' i n t é g r i t é  

s t ructurale  e s t  t r è s  sa t i s fa isante .  



CONCLUS 1 ON 



L'étude des spécificités de synthèse des polysomes 1 i bres 

e t  des polysomes 1 iés, leurs relations de biogénèse e t  de fonction impliquent 
1 'obtention de ces deux types de polysomes de' façon quantitative e t  quali- 
tative. Le problème de leur étude reste, cependant, toujours posé, notamment 

dans l e  cas des polysomes l iés .  En effet ,  jusqu'à présent, aucune méthode 
de fractionnement ne permettait d'obtenir une fraction représentative de 
polysomes l iés  ayant conservé leur intégrité structurale e t  fonctionnelle. 

Le reticulum endoplasmique granulaire se compose d'une part de 
vésicules de t a i l l e  assez petite, retrouvées dans l e  surnageant post- 

mitochondrial, d'autre part de larges fragments bilamellés retrouvés en 
association avec les mitochondries e t  sédimentant à basse vitesse. Les poly- 

somes associés à ces derniers, représentant la majorité des polysomes l iés ,  
ne peuvent être séparés des membranes sans dégradation de leur RNA messager. 
Notre travail a consisté à isoler un  complexe mitochondrie-reticulum 
endoplasmique en respectant au maximum l ' in tégri té  des polysomes. 

La première méthode mise au point, basée sur la densité des 1 
! 
l particules, conduit à la préparation d ' u n  complexe mitochondrie-reticulum , 

endopl asmique avec u n  rendement élevé. El 1 e rend possible 1 'étude de 1 ' in- 
teraction entre les membranes e t  1 es mitochondries ainsi que 1 'étude des 

1 iaisons polysomes-membrane dans 1 esquel 1 es 1 e mRNA n' intervient pas. 
Cependant, el l e  ne permet pas 1 ' isolement, dans u n  é ta t  de préservation 
suffisante, des polysomes contenus dans cette préparation. La présence d'une 
fraction importante de lysosomes en est l a  principale raison. 

La méthode suivante de préparation a é té  conçue pour éliminer 
l e  plus rapidement possible ces organites. Elle met à profit la différence 
de comportement en centrifugation des lysosomes e t  du complexe mitochondrie- 
reticulum endoplasmique dans u n  milieu ionisé. Elle f a i t  intervenir en outre 

des actions mécaniques t rès  faibles, évite les chocs osmotiques e t  1 imite 
l'agrégation des divers organites cellulaires. Nous avons montré au laboratoire 
que des polysomes peuvent être isolés dans u n  é ta t  de préservation t rès  
satisfaisant à partir de cette fraction. 



Grâce à cette préparation, i l  devrait être possible d'élucider 
certaines relations qui existent entre le reticulum endoplasmique et les 

mitochondries dans la cellule, et d'envisager la synthèse des protéines 

sous un angle différent, celui de la régulation par compartimentation. 





Nous avons montré que la  principale d i f f icul té  rencontree 
dans l 'étude des polysomes l i é s  réside dans la  perte importante en aembranes 
granulaires q u i  intervient lors  de la préparation de la fraction mitochon- 

driale. Toute tentative pour récupérer ces polysomes l i é s  se traduit  par 

une dégradation importante de leur mRNA. 

l 

Le b u t  de notre travail a é té  d ' isoler  u n  complexe mitochondrie- 1 
reticul um endopl asmique de façon très douce, afin de préserver 1 a intégri té  l 

I 
des polysomes q u i  y sont présents. Deux méthodes ont é té  mises au point. i 

I 
La première f a i t  intervenir une flottaison des membranes associé.saÿx 

l 

auxième e s t  mitochondries dans des solutions concentrées en saccharose. La d- I 
basée sur une séparation du complexe par centrifugation différentiel l e .  1 

Les deux fractions ainsi obtenues o n t  é té  analysées à 1 'aide de d i v s r s  , 

dosages e t  par la mesure de 1 'ac t iv i té  de plusieurs enzymes marqueurs. 
Un contrôle morpho1 ogique a ,  de plus, é té  réal isé au microscope électronique. 

- -- Les résultats  que nous avons obtenus permettent d6envisager 
1 'analyse de polysomes 1 iés  ayant conservé leur intégri té  s t ructura le  e t  
fonctionnel l e ,  de façon quantitative. 
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