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INTRODUCTION 



LES DEUX CATEGORIES DE POLYSObES 

Dès 1955 FAWCETT identifia dans la cellule parenchyma- 

-teuse de foie de rat deux populations de polysomes cytoplasmiques 

distinctes morphologiquement : l'une libre dans le cytoplasme et 

l'autre étroitement associée à un réseau important de membranes 

appelé réticulum endoplasmique (1). 

Les travaux de PALADE et SIEKEVITZ (1955-1960) mirent 

en relation l'abondance du réticulum endoplasmique et l'activité 

secrétrice de différents types cellulaires (2). Ces auteurs 

proposèrent alors l'hypothèse selon laquelle les polysomes libres 

synthétiseraient les protéines destinées à rester à l'intérieur 

de la cellule, tandis que les polysomes liés seraient le siège de 

la synthèse des protéines d'excrétion (3). Cette théorie s'est 

vue peu à peu confirmée par de nombreuses études biochirfiiques 

concernant soit la liaison ribosome-membrane (voir p. 5 ) ,  soit 

la nature des protéines synthétisées par les deux catégories de 

polysomes. 

L'existence d'une synthèse préférentielle de la 

sérumalbumine et des immunoglobulines par les polysomes liés fût 

assez rapidement démontrée et admise (4, 5). Cependant les travaux 

relatifs au mécanisme de biosynthèse des protéines non secrétées, 

comme la ferritine par exemple, ont donné des résultats contra- 

-dictoires (6-8). Ceux-ci ont vraisemblablement pour cause la 

difficulté d'obtenir sans contaminatj-on réciproque des fractions 

représentatives de polysomes libres et liés. 

Toutefois, pour de multiples raisons, la fonction des 

polysomes liés au réticulum endoplasrnique ne saurait se liniiter 

à la synthèse des protéines excrétees. En effet il existe du 

réticulum granulaire dans des cellules possédant. peu ou pas 



d'activité secrétrice. En outre, la croissance et le développement 

cellulaires s'accompagnent généralement d'une prolifération active 

du système membranaire. ~ n f  in, dans 1 ' hépatocyte par exemple, la 
quantité de protéines excrétées ne représente qu'une faible pro- 

-portion des protéines synthétisées journellement. 

ISOLEMENT DU RETICULUM ENDOPLASMIQUE 

Difficultés rencontrées 

En 1967 BLOBEL et POTTER ont établi la distribution des 

RNAs dans la cellule de foie de rat : le RNA ribosomal représente 

808 du RNA total, le RNA nucléaire 4 à 5% et le RNA non sédimen- 

-table 15%. 25% des ribosomes sont libres dans le cytoplasme et 

75% sont associés aux membranes (9). 

Ces auteurs ont montré que le rendement en réticulum 

endoplasmique dans le surnageant post-mitochondrial augmente avec 

l'intensité de l'homogénéisation. Cependant les membranes du 

réticulum ne peuvent jamais être obtenues quantitativement 

(30% au maximum) même si d'importantes forces de cisaillement 

sont appliquées au matériel cellulaire. 

Dans les travaux de BLOBEL et POTTER, le milieu 

d'homogénéisation contient les ions nécessaires à la préservation 

de la structure et de l'activité biologique des riboso12es. Gr la 

présence d'ions mobovalents et divalents favorise l'association 

des organites cellulaires entre eux. Toutefois, en absence d'ions, 

seulement 50% du RNA associé aux membranes sont obtenus dans un 

surnageant post-mitochondrial (10). 

La'principale difficulté provient donc du fait qu'une 

fraction importante de réticulum cosédimente avec les nitochon- 

-dries. L'examen microscopique d'un hépatocyte intact révèle la 

présence de grands fragments membranaires bilamellés ; ceux-ci 

peuvent constituer des empilements parfoi-s étroitement associés 

aux mitochondries. LEWIS et TATA ont montré que ces structures 

sédimentent à très basse vitesse en conservant leur aspect 

morphologique (11) . 
A l'heure actuelle, le prcblème que pose l'isolement 

quantita.tif, 5. l'état pur, des membranes du réticulum n'est donc 



pas résolu. Selon le but recherché, différentes stratégies seront 

adoptées mais chacune d'entre elles ne permet d'envisager que de 

façon partielle, l'étude de la structure et de la fonction des 

polysomes liés. 

B) Les différentes stratégies adoptées 

1 ) Ido lement ,  en pnén ence d   ion^, den membhanen 
gnanulninen d ' u n  nunnageanz pon.t-mitochondnial.  

EXudé yualiXa;t ive den l i a i n o n a  polynomea-membnanea . 
La méthode de BLOBEL et POTTER (9) peut être utilisée 

pour fractionner la cellule hépatique après une homogénéisation 

plus ou moins forte du tissu. Les membranes granulaires seront 

isolées en faible quantité (5 à 20% du RNA cellulaire) et la 

séparation des polysomes libres et liés par longue centrifugation 

sur gradient discontinu de saccharose peut susciter de nombreuses 

critiques (voir p. 7). 

De plus, la fraction de réticulum purifié étant non 

représentative, seules certaines études qualitatives des liaisons 

pourront être envisagées. 

2 ) InolemenX, en abd ence d 'ions , d ' un Echank i t lon  p lus  
nepn En enXaXi6 deb menlbhanen ghanulaixed d e  La 
c e l l u l e .  €.tude den l i a i n o n n  niboaomea-me-mbhajzea . 

La méthode dtADELMAN ( 1 2 ) ,  conçue pour isoler en 

proportion plus grande le réticulum endoplasmique de la cellule, 

permettra d'entreprendre l'étude structurale des liaisons 

ribosomes-membranes dans lesquelles le RNA messager n'intervient 

pas. En effet l'intégrité de celui-ci ne peut être respectée car 

une libération importante de RtJase est provoquée par l'éclatement 

des lysosomes. 

3 ) 0 bkenXion,  en pnén eizce d ' i o n b  , den p o l y d o  tnen libh.eh 

ex  L ias  avec  un hendemenX ELevE. EXude dea n p é c i -  
- diciXé6 de a ynXh2n e .  

VENKATESAN et STEELE préparent des fractions de 

polysomes libres et liés avec un trEs bon rendement (90% et 

86% respectivement) (13). La separation des deux catégories Ge 



polysomes est effectuée par simple centrifugation différentielle 

de l'homogénat. Cette méthode, modifiée ensuite par RAMSEY et 

STEELE (14), permet une assez bonne préservation du RNA messager. 

Le principe de la mesure des contaminations croisées 

des deux fractions polysomales peut cependant faire l'objet de 

certaines remarques (voir p . 4 0 ) .  En outre, ces contrôles n'ont 

été réalisés que sur des animaux ayant été soumis à une période 

de jeûne. 

en deux  dnac2iona membkanainea d i sZ incRe6 .  Ekude 

dea np&ci6ici . tEa de synZhèae.  €;tude quaLi2aXive  

des L i a i a  o na polys  omea - membhanea e2 des rceLa.tio na 

biogenèa e-  6onc.tion. 

DISSOUS et ont mis au point au laboratoire une 

nouvelle méthode de fractionnement. La quasi-totalité des 

polysomes liés peut être isolée avec une haute préservation de 

l'intégrité du RNA messager (15). En effet, l'homogénéisation et - 
les manipulations du matériel cellulaire sont réalisées dans des - 

conditions très douces de façon à limiter au maximum l'éclatement 

des lysosomes. 

Deux fractions membranaires, présentant les caractères 

morphologiques observés in vivo, sont alors obtenues. L'une est 

constituée des fragments bilamellés du reticulum endoplasmi.que 

en association avec les mitochondries tandis que l'autre, contenue 

dans le surnageant post-lysosomal, renferme surtout des vésicules 

de taille variable. 

L16tude de ce surnagea.nt post-lysosomal a fait préci- 

-sément l'objet de notre travail. 

LES LIAISONS POLYSOMES-MEMBRANES ET LE PROBLEME DE LA SETAEt-:JION 

DES POLYSOMES LIBZiES ET LIES 

La niajori-té des connaissances actuelles, concernant 

les liaisons ribosomes--membranes dans l'hépatocyte de rat, découle 

des travaux de SABATINI et de son équipe (16). Les ribosomes sont 

liés aux membranes du réticulum endoplasmique par I'inler~nédiaire 



de leur grande sous-unité et la chaîne peptidique naissante, 

s'allongeant à l'intérieur de l'interstice membranaire, peut 

être excrétée facilement. 

Les études dlADELMAN -- et - al en 1973 ont ensuite complété 

ces données. Utilisant la méthode de préparation précéderment 

mentionnée (voir p.3), ces auteurs ont pu montrer que 40% des 

ribosomes sont détachables par une augmentation de la concentra- 

-tion en KCI alors que 90% peuvent être libérés si la haute force 

ionique est associée à l'action de la puromycine (17). 

Ces résultats n'ont toutefois pu exclure l'existence 

d'autres types de liaisons plus labiles et notamment similaires 

à celles mises en évidence dans d'autres cellules. En effet 

ROSBACH et PENMAN (cellules Hela) (18) et FAIFERMAN (cellules 

de KREBS) affirment qu'une liaison des ribosomes aux membranes 

s'effectue par l'intermédiaire du RNA messager. En 1975 DISSOUS 

et KREMBEL ont pu montrer, qu'une action ménagée de la RNase sur 

une fraction membranaire d'hépatocyte préparée dans des condi- 

-tions très dobces, conduit à la libération de riboso~nes liés 

MECHLER et VASSAL1 ont émis l'hypothèse selon laquelle 

les sites d'attachement des ribosomes seraient présents sur les 

membranes en nombre limité, particulièrement dans une cellule 2 

croissance rapide (20) , A 1 ' intérieur dlu.ne même structure 
polysomale i.1 serait donc possible d'identifier des ribosomes 

attachés directement et indirectement au réticulum endoplasmique. 

Ce schéma pourrait être valable pour tous les types 

de cellule : le peptide naissant s'orienterait soit vers 

l'intérieur des membranes en servant d'ancrage au ribosome 

(cellules secrétrices) , soit en direction du cytoplasme (cellul-es 
non secrétrices) (21) 

L'existence de liaisons faibles semblant de plus en 

plus probable, le problème de la séparation des polysomes libres 

et liés revêt une nouvelle importance. Les méthodes de purifica- 

-tion du réticulum endoplasmique, consistant en une centrifugation 

isopycnique très longue des membranes, doivent être révisées. 

Notre travail a ccnsisté.en la mise au point d'autres 

techniques permettant d'isoler, à partir du surnageant 



post-lysosomal, les deux catégories de polysomes en respectant 

l'intégrité du RNA messager et les liaisons polysomes-membranes. 



ETUDE CRITIQUE DES METHODES EXIÇTANTES 

DE SEPARATION DES POLYSOMES LIBRES 

ET L I E S  EN SACCHAROSE 



Dans le chapitre d'introduction, nous avons pu nontrer 

que le problème majeur posé par l'étude des polysomes liés au 

réticulum endoplasmique reste, quelque soit la stratégie adoptée, 

la séparation des polysomes libres et liés. 

IBBETSON et FREEDMAN ont pu montrer que l'application 

de la chromatographie de tamisage moléculaire à cette séparation 

présente peu d'intérêt ( 2 2 ) .  L'ultracentrifugation préparative 

reste à ce jour la seule technique utilisable. 

Différents procédés ont été décrits dans la littéra- 

-ture ; ils font intervenir soit la différence de densité entre 

les polysomes libres et les membranes, soit la différence de 

coefficient de sédimentation entre ces deux éléments. L'isolement 

des deux catégories polysomales sera effectué par centrifugation 

isopycnique ou centrifugation de zone, ou même encore par centri- 

-fugation différentielle. 

1 - CENTRIFUGATION ISOPYCNIQUE DES MEiWRANES SUR GRADIENTS 
DISCONTINUS DE SACCHAROSE 

A) Principe - 
Cette méthode, généralement attribuée a BLOBEL et 

POTTER, a connu une utilisation importante durant ces vingt 

dernières années, en particulier pour la purification des membra- 

-nes granulaires de foie de rat. Le procédé consiste à centrifu- 

-ger un surnageant post-mitochondrial sur un gradient discontinu 

composé de deux couches de saccharose (2M et 1-1,5Mj. Pendant 

la centrifugation, les membranes migrent pour s'immobiliser 

ensuite à l'endroit oa le milieu possède une densité identique à 

la leur. Seuls les polysomes libres peuvent pénétrer la couche 

de saccharose 2M pour former un sédiment (voir fig.lA, p. 8). 

B) - Etude c r i t i ~  

Dans la technique de BLOBEL et FOTTER, ce sont les 

différences de densité entre les polysomes Libres et les membranes 
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pan cenXhiduga-tion nu,% g ? t a d i e ~ k  d i a c a ~ k i n u  de 
sacchahon e .  

8- O b X e ~ ~ t i o n  den polgnomea L i é a .  



F I G U R E  1 P R O T O C O L E  E X P E R I M E N T A L  

'Toutes les solutions de saccharose sont réalisées dans le tampon 

TKM1-DTT et renferment 2mg/ml de RNA de bas poids moléculaire et 
X 

50 pg/ml de protéines de la fraction d'inhibiteur de RNase. 

A- Le surnageant post-mitochondrial est déposé par fractions de 

15ml sur des gradients discontinus composés de 6ml de saccharose 

2M et 8ml de saccharose 1,38M. 

La centrifugation s'effectue pendant 20h à 113 OOOgav dans le 

rotor 60 Ti, 

B- A la sortie des tubes, les interphases membranaires inférieures 

sont prélevées à la seringue et diluées par un volume de tampon 

TKM1-DTT. Après une nouvelle addition d'inhibiteur de RNase 

(concentration finale : 200 1.1g de protéines par ml), les membra- 

-nes sont pa.rtiellement solubilisées par le TRITOI1 X-100 à la 

concentration finale de 1 p100. 

La suspension est déposée par fractions de 25ml sur 6ml de 

saccharose 2M. Après 5h de centrifugation à 113 OOOgav dans le 

rotor 60 Ti, on obtient un sSdiment de polysomes liés purifiés. 

i : Voir méthodologie p 63. 



qui conditionnent en premier lieu l'efficacité de la séparation. 

On peut considérer que la densité maximale des membra- 

-nes granulaires correspond à celle du saccharose 2M. Les ribo- 

-somes et les polysornes libres possédant une densité comprise 

entre celles du saccharose 2M et 2,2M, un certain degré de 

contamination est donc inévitable. 

a) Sédimentation non quantitative des polysomes libres. 

La figure 2 (p.11) montre le résultat d'une séparation 

sur gradient discontinu des polysomes libres et des membranes. 

Dans cette expérience, la présence de saccharose 2,2M empêche la 

formation d'un sédiment de polysomes libres. 1,'analyse de la 

répartition dans le gradient d'un témoin interne de polysomes 

libres purifiés nous indique que, même après une très longue 

centrifugation (20h ; 157 OOOgav), une quantité appréciable de 

polysomes libres est retrouvée à l'interphase 1,5M-2M et conta- 

-mine les membranes granulaires. 

D'autre part, en absence de saccharose 2,2M et dans 

des conditions identiques de centrifugation, üne partie des 

polysomes libres reste toujours présente dans la couche de 

saccharose 2M. Nous avons analysé cette fraction en gradient 

continu de saccharose et le profil polysomal obtenu montre que 

le maximum d'absorbance correspond à des polysomes de petite 

taille (comparativement aux polysomes sédimentés) (voir fig.3, 

p* 13) 

Pour pallier à la non-sédimentation de cette fraction 

"légère" de polysomes libres, il est possible de réduire la 

taille du coussin de saccharose 2M (12). Celui-ci doit cependant 

rester suffisamment important de manière à éviter une agrégation 

des membranes contre les parois du tube. 

b) Rétention de polysomes libres par les membranes. 

Dans la méthode originale de BLOBEL et POTTER, le 

surnageant post-mitoehondrial est déposé sur un gradient discon- 

-tinu de saccharose 0,5M-2M. La faible molarité en saccharose 

de la couche intermédiaire défavorise la séparation car dans ces 

conditions, l'ensemble des membranes peut rapidement former uce 

barrière et de mauvais rendements en polysomes libres sont alors 



Figuke 2 : Analgse de &a sCpatrntion des polyaorîcs libaea et li.Qo 
en gkccdi.ent diacor~Zinu de /~acchakone. 

L e s  zones hachurées  dans  l e  g r a d i e n t  r e p r é s e n t e n t  les 
membranes v i s i b l e s  à l'oeil nu. 



FIGURE 2 P R O T O C O L E  E X P E R l M E N T A L  

A- Un surnageant post-mitochondrial est préparé à partir du foie 

d'un rat ayant reGu une injection de 0,5mCi d'acide orotique 3~ 

16h avant le sacrifice. 

B- Un sédiment de polysomes libres dont le RNA est marqué à 

l'acide orotique 14c (un rat ; O,2mCi ; 3 jours) est obtenu selon 

la technique décrite dans le chapitre "METHODOLOGIE" (p. 64). 

C- Une fraction aliquote de 3ml du surnageant post-mitochondrial 

3~ est additionnée de 0,3ml' de la suspension de polysornes libres 
6 '*c réalisée dans le tampon TKM1-DTT ( 1 U DO, 10 CPM) . 

D- 3ml du mélange sont déposés sur un gradient discontinu de 

saccharose dans le tampon l'KM1-DTT composé de : 

- lm1 de saccharose 2,2M 

- 3ml de saccharose 2M 

- lm1 de saccharose 1,5M 

- 2ml de saccharose 1,38M 
- 2ml de saccharose 1,15M 

93- Après une centrifugation de 20h à 35 000 tours/mn en rotor 

SW40 Ti, des fractions de 0,2ml sont collectées et. la radioacti- 

-vité est déterminée par filtration et comptage de l'acido- 

insoluble. 



F r a c t i o n s  d e  0,2 m l  

Figuhe 3 : Analyde eiz ghadie.nk l i n & a i t ~ e  d e  sacchahoae des dnac- 
-ki.otta ds 'pulqsomed .Libtres ( L b l ,  L b 2 )  ek l i é s .  

La f l è c h e  ind ique  l a  p o s i t i o n  du monomère. 



F I G U R E  3 P R O T O C O L E  E X P E R I M E N T A L  

A- 2xl5ml de surnageant post-mitochondrial sont centrifugés sur 

gradients discontinus de saccharose (voir fig.lAt p. 8). 

B- Après centrifugation, l'injection de saccharose 2,2M dans le 

fond des tubes permet de récupérer les interphases de membranes 

et les couches de saccharose 2M renfermant les polysomes libres 

légers (Lb 2). Deux culots de polysomes libres (Lb 1) sont alors 

obtenus. 

C- Les fractions de polysomes légers sont rassemblées et diluées 

par un volume de tampon TKM1-DTT. Elles sont ensuite déposées 

sur 3ml de saccharose 2M et centrifugées pendant 3h à 113 OOOgav 

dans le rotor 60 Ti. 

D- Le traitement par le détergent des membranes et la purifica- 

-tion des polysomes liés sont réalisés dans les conditions décri- 

-tes précédemment (voir fig.lg protocole expérimental). 

E- Les sédiments de polysomes libres et liés sont resuspendus 

chacun dans Ot5ml de tampon TKM1-DTT. 0,4ml de suspension sont 

déposés sur gradient linéaire 10-50 pl00 de saccharose et 

centrifugSs dans le rotor SW40 Ti pendant 40mn à 35 000 tours/mn. 



constatés. 

Les résultats de la figure 4 (p. 16)illustrent ce 

phénomène de rétention et montrent par ailleurs que l'ajustement 

d'un surnageant post-mitochondrial en saccharose 1M avant sa 

centrifugation sur saccharose 2M, facilite la sédimentation des 

polysomes libres. 

Il est donc préférable d'augmenter la concentration en 

saccharose de la couche médiane (1M ou supérieure à 1M). L'intro- 

-duction de saccharose 1,38M permet d'obtenir deux bandes 

membranaires distinctes. La plus légère est enrichie en membranes 

agranulaires tandis que les membranes granulaires sont réparties 

dans le saccharose 1,38M et à l'interphase 1,38M-2M. 

La taille de la (des) couche (s) intermédiaire (s) doit 

être choisie de façon à permettre une bonne séparation et limiter 

au maximum l'agrégation des membranes granulaires. Toutefois la 

sédimentation des polysomes libres doit rester possible sans 

qu'il soit nécessaire d'allonger la durée de la centrifugation. 

L'ampleur de la contamination des membranes par les 

polysomes libres peut être variable dans cette méthode (Pour des 

raisons qui seront évoquées plus loin, el-le est d'ailleurs assez 

difficile à déterminer). La proportion de polysomes libres pré-- 

-sente dans l'interphase membranaire augmente en fonction de la 

quantité de surnageant post-mitochondrial (ou de la quantité de 

membranes) fractionnée (23). L'agrégation des membranes, qui peut 

alors se produire durant la centrifugation, est susceptible de 

provoquer la rétention de polysomes libres. De plus, étant donné 

qu'un surnageant post-mitochondrial contient généralement peu 

de membranes granulaires (environ 5 à 10% du RNA cellulaire! le 

degré de contamination de celles-ci par les polysomes libres peut 

facilement atteindre une valeur élevée (20-30%). 

2 ' )  Conkaminakian des polgdomea &ibnes  patr l e a  po tyaame~ 

l i e s .  

Cette contamination ne peut avoir pour origine que le 

détachement de polysomes initialement liés aux membranes. 

Selon BLOBEL et POTTER la liaison des ribosomes aux 



Mo = Monomère 

F r a c t i o n s  

p) LILLE 

.d' 

Figune 4 : REken;tion de polysomes l i b n e s  pan l e s  membnanes 

A-  Cen;thidugation du- SPM ( 0 , 2 5 M  s a c c h a t ~ o n e )  nufi 
s a c c h a h ~ a e  2M e t  U , 5 M .  

8- Cenkniduga;tion du SPM a jud tE  en 6acchahuse  1bi 

6 U h  sacchanose  2M. 



FIGURE 4 PROTOCOLE EXPERIMENTAL 

A- 15ml de  surnageant  pos t -mi tochondr ia l  s o n t  a d d i t i o n n é s  d e  

0,2ml d ' une  suspens ion  d e  polysomes l i b r e s  dont  l e  RNA es t  marqué 

à l ' a c i d e  o r o t i q u e  3~ (1 U DO ; 6 l o 5  CPM) e t  déposés  s u r  un 

g r a d i e n t  d i s c o n t i n u  de saccharose  composé d e  6ml d e  s accha rose  

2M e t  8ml de  saccharose  0,5M. 

B- Une f r a c t i o n  a l i q u o t e  d e  15ml d e  surnageant  pos t -mi tochondr ia l  

est  a j u s t é e  à une c o n c e n t r a t i o n  en saccha rose  de  1 M  p a r  a d d i t i o n  

de  8ml d 'une  s o l u t i o n  d e  saccharose  2,4M. 0,2ml d e  l a  suspens ion  

de  polysomes l i b r e s  3~ s o n t  a j o u t é s  à l a  p r é p a r a t i o n .  Le t o u t  es t  

e n s u i t e  déposé s u r  6ml d e  saccharose  2M. 

C- Les t u b e s  s o n t  c e n t r i f u g é s  dans  l e  r o t o r  60 T i  pendant  20h 

à 113 OOOgav e t  les  sédiments  d e  polysomes l i b r e s  ob tenus  s o n t  

resuspendus dans  0,5ml d e  tampon TKM1-DTT. 0 , 4 m l  d e  chaque sus-  

-pension polysomale s o n t  déposés e t  c e n t r i f u g é s  en g r a d i e n t  

l i n é a i r e  10-50 p l00  de  saccharose  (SW40 T i  ; 40mn ; 35 000 t o u r s / n n ) .  

D- D e s  f r a c t i o n s  de  0,3ml s o n t  c o l l e c t é e s .  Après mesure d e  

l'absorbante à 260nm, les  f r a c t i o n s  s o n t  i n t r o d u i t e s  en f i o l e s  

d e  comptage e t  l a  r a d i o a c t i v i t é  es t  déterminée.  



membranes est résistante à la longue centrifugation. Cependant 

OITOOLE, préparant une fraction membranaire dans des conditions 

douces, montre que 20% des ribosomes sont détachés de cette 

fraction sous l'effet des forces de centrifugation (24). 

D'autre part,.stil est possible d'identifier différents 

modes de liaisons des polysomes aux membranes, ou si le schéma 

proposé par MECHLER et VASSAL1 est valable pour l'hépatocyte de 

rat (voir chapitre INTRODUCTION, p. 5), on peut facilement 

concevoir que des activités RNasiques soient responsables d'une 

libération de ribosomes. 

A l'heure actuelle, il n'existe aucun moyen de contrôle 

précis.pour mesurer une telle contamination. 

3 ) Tn.tégtti.té aitttuc;tu~ale dea polyaomea. 

Lorsqu'on purifie les membranes par longue centrifuga-. 

-tion sur gradient discontinu de saccharose, l'agrégation de 

celles-ci peut être difficilement évitée. 

Des phénomènes, tels que les modifications structurales 

et la dégradation des polysomes qui peuvent déjà se produire lors . 

de la concentration des particules en une mince bande, risqueront 

alors d'être fortement amplifiés lors de la resuspension des 

membranes. 

BLOBEL et POTTER ont montré que le traitement par un 

détergent des membranes s'accompagne de la libération d'une 

activité RNasique. La préservation du RNA messager des polysomes 

liés nécessite l'inhibition de cette activité par un inhibiteur 

de RNase présent dans le cytosol (25). 

La figure 3 (p. 13) présente les résultats de l 'analyse 

en gradient continu de saccharose d'une fraction de polysomes 

liés préparée dans les conditions antérieurement définies par 

DISSOUS (26). On peut trouver au maximum du profil de l'absor- 

-bance de la fraction environ 8 ribosomes par RNA messager. 

Conclusion -- 

La centrifugation isopycnique des membranes sur gradients 



discontinus de saccharose doit être nécessairement très longue 

pour que soient réduites à leur valeur minimale les contaminations 

croisées entre les polysomes libres et liés. Cependant une 

altération structurale des fractions subcellulaires peut avoir 

lieu pendant cette centrifugation : agrégation des membranes, 

. rupture de liaisons faibles et exposition prolongée à la (aux) 

RNase (s) latente (s). 

L'introduction d'inhibiteur de RNase lors de la prépa- 

-ration est indispensable mais elle ne permet pas toutefois de 

respecter totalement l'intégrité des polysomes. En effet si l'on 

considère qu'un RNA messager de sérumalbumine peut porter 19 ribo- 

-somes ( 2 7 ) ,  il est très probable que les polysomes présents à 

l'origine dans la cellule possèdent, en moyenne, une taille plus 

importante que celle des polysomes obtenus par cette méthode. 

II - FLOTTAISON DES MEMBRANES 

Cette technique, dont le principe est également basé 

sur la différence de densité entre les particules, a été utilisée 

par MECHLER et VASSAL1 pour séparer les polysomes libres et liés, 

présents dans un surnageant post-nucléaire préparé à partir de 

cellules en culture (28) . 
Ce surnageant est additionné d'une solution concentrée 

de saccharose et ajusté à une densité supérieure à celle des 

membranes mais inférieure ou égale à celle des polysomes libres. 

Seule la flottaison des membranes peut s'effectuer sous les forces 

de centrifugation et ces auteurs ont ainsi pu obtenir des frac- 

-tions de polysomes libres et de membranes d'une pureté satis- 

-faisante, ceci en des temps et avec des vitesses de centrifuga- 

-tion relativement faibles. 

En adoptant des conditions identiques, nous n'avons pu 

reproduire une telle séparation à partir d'un surnageant 

post-mitochondrial de foie de rat. Par ailleurs, nous avons pu 

constater qu'une augmentation des forces de centrifugation n'avait 

aucun effet notable. 

Un degré de granulation plus important des membranes 

granulaires est très cer-Lainernent à'l'origine de leur flottaison 

difficile. Cette hypothèse est parfaitement en accord avec la 



présence ,  dans  l ' h é p a t o c y t e  de  r a t ,  d ' une  p ropor t ion  d e  r ibosomes 

l i é s  net tement  s u p é r i e u r e  à c e l l e  observée  dans  une c e l l u l e  en  

c u l t u r e .  

C e t t e  méthode p r é s e n t e  en  o u t r e  un inconvénien t  majeur : 

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 ,  e l l e  l i m i t e  cons idé rab le -  

. -ment l a  q u a n t i t é  de  m a t é r i e l  c e l l u l a i r e  f r a c t i o n n é e .  

III - CENTRIFUGATION DIFFERENTIELLE 

C e t t e  t echnique  f a i t  i n t e r v e n i r  l a  d i f f é r e n c e  d e  coef -  

- f i c i e n t  d e  séd imenta t ion  e n t r e  les  p a r t i c u l e s  e t  f u t  souvent  

u t i l i s é e  a u t r e f o i s  pour s é p a r e r  l es  polysomes l i b r e s  e t  les  

membranes d ' u n e  f r a c t i o n  microsomale. Le sédiment d e  membranes 

d o i t  ê t r e  reçuspendu e t  r e c e n t r i f u g é  p l u s i e u r s  f o i s  s i  l ' o n  v e u t  

r é d u i r e  à sa v a l e u r  minimale l a  contaminat ion p a r  les  polysomes 

l i b r e s ,  D e  p l u s ,  une dég rada t ion  poussée d e s  polysomes se p r o d u i t  

l o r s  des  l a v a g e s  s u c c e s s i f s  ( 2 6 ) .  

Cependant, VENKATESAN e t  STEELE o n t  récemment d é c r i t  

une méthode d e  p r 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  d 'hépa-  

- t o c y t e  d e  r a 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 t i e l l e  d ' un  homogénat 

( 1 3 ) .  La t o t a l i t é  du r é t i cu lum endoplasmique est  sédimentée  avec 

les  noyaux e t  les mi tochondr ies ,  e t  les  polysomes l i é s  s o n t  

i s o l é s  a p r è s  un t r a i t e m e n t  p a r  les d é t e r g e n t s .  Les c o n t m i n a t i o n s  

r éc ip roques  d e s  deux types  de  polysomes s o n t  cons idé rées  corrme 

n é g l i g e a b l e s  p a r  c e s  a u t e u r s  ( 4  à 5 % ) .  T o u t e f o i s ,  c e s  v a l e u r s  

concordent  peu avec les e s s a i s  e f f e c t u é s  au l a b o r a t o i r e .  En o u t r e ,  

l ' a g r é g a t i o n  d e s  membranes, q u i  se p r o d u i t  i név i t ab l emen t  l o r s  

de  l e u r  s éd imen ta t ion ,  i n t e r d i t  t o u t e  é tude  u l t é r i e u r e  d e s  l i a i s o n s  

polysomes-membranes. 

I V  - CENTRIFUGATION DE VELOCITE EN GRADIENT C O N T I N U  DE SACCHAROSE 

L e  p r i n c i p e  d e  c e t t e  méthode e s t  basé  s u r  l a  d i f f é r e n c e  

d e  v i t e s s e  de  R i g r a t i o n  e n t r e  les p a r t i c u l e s ,  c e l l e - c i  é t a n t  

p r inc ipa l emen t  f o n c t i o n  de  l e u r  c o e f f i c i e n t  de  séd imenta t ion .  

ROSBACH e t  P E N I A N  one pu o b t e n i r  un sédiment d e  mem- 

-branes p u r i f i é e s  a p r è s  c e n t r i f u g a t i o n  s u r  un g r a d i e n t  con t inu  

d e  saccharose  (15-30%) d ' u n  surnageant  pos t -nuc l éa i r e  p r é p a r é  



à partir de cellules en culture (18); 

Pour les études concernant l'hépatocyte de rat, cette 

technique présente surtout des applications analytiques, parmi 

lesquelles on peut noter la mise en évidence par DISSOUS et 

KREMBEL de ribosomes détachables par action de la RNase sur une 

fraction membranaire purifiée. Par centrifugation à travers un 

gradient continu de saccharose (1,15-1,38M) ils ont pu séparer 

très nettement les membranes des ribosomes libérés (19). 

V - CONCLUSION 1 

Aucune des techniques existantes ne permet de préparer 

une fraction mernbranaire dépourvue de contamination par les 

polysomes libres et dont l'état structural n'est pas modifié. 

Pour envisager l'étude des spécificités de synthèse des 

polysomes libres et liés et déterminer 1-a nature exacte des 

liaisons ribosomes-membranes dans l'hépatocyte de rat, il était 

donc nécessaire de mettre au point de nouvelles méthodes de 

séparation des deux classes polysomales. 



SEPARATION DES POLYSOMES LIBRES ET LIES 



La métrizamide (NYEGAARD et Co) est un produit de syn- 

-thèse dont l'utilisation comme milieu de centrifugation peut 

s'expliquer par ses propriétés physico-chimiques particulières. 

Nous décrirons donc celles-ci brièvement avant de passer 

en revue les travaux relatifs à ses principales applications. 

L'analyse du surnageant post-lysosomal en gradient de 

metrizamide nous permettra par la suite de dégager l'intérêt de 

ce milieu pour la séparation des polysomes libres et des menbranes. 

1 - PROPRIETES ET UTILISATION DE LA METRIZAMIDE 

A) Propriétés physico-chimiques et intérêts 

La métrizamide est le nom trivial du 2 - (3 - acétamido - 
5 - N - méthyl - acétamido - 2 , : 4 ,  6 - triiodo-benzamido) - 2  - 
desoxy - D glucose. Les propriétés physico-chimiques et la 
stabilité de ce composé dépendent directement de sa structure. 

STRUCTURE MOLECULAIRE DE ,LA METRIZAMIDE 



La métrizamide est un dérivé du glucose très soluble 

dans l'eau et les solutions obtenues sont stables à température 

basse et à l'abri de la lumière (pour éviter une libération 

d ' iode) . 
Les molécules de métrizamide, pouvant former des 

agrégats importants en milieu aqueux, possèdent un degré 

d'hydratation très faible ; les particules sont en conséquence 

fortement hydratées et leur densité apparente diminue considé- 

-rablement. Ce phénomène d'hydratation facilite la centrifugation 

isopycnique qui peut alors être réalisée dans des solutions moins 

denses donc moins visqueuses. 

Grâce à l'absence de groupements ionisés, la nétrizami.de 

présente une propriété avantageuse par rapport au CsC1. En effet, 

si la force ionique élevée des solutions de CsCl rend indispen- 

-sable la fixation du matériel biologique avant la centrifugation, 

un tel traitement des particules n'est pas nécessaire en métri- 

-zamide. De plus aucune interaction (irréversible) ne s'effectue 

entre la métrizamide et les composants cellulaires. 

La présence de trois atomes d'iode, portés par le noyau 

aromatique de la molécule, confère à une solution de métrizmide 

une densité supérieure à celle d'une solution de saccharose de 

même concentration. Les deux solutions possèdent cependant une 

viscosité semblable (voir fig. 5, p. 24) . 
La métrizamide, en milieu aqueux, présente une osmo-- 

-1arit.é inférieure à celle du saccharose ou du CsC1. La faible 

différence de pression osmotique existant entre le milieu de 

centrifugation et le milieu cellula-ire, est favorable à l'étude 

des cellules entières et organites entourés d'une membrane, De 

plus la métrizamide est un soluté non pénétrant. 

Toutes ces propriétés font que la métrizamide peut se 

substituer avantageusement aux milieux de centrifugation préexis- 

-tants. Il est en effet possible de réaliser une centrifugation 

isopÿcnique, souvent difficile en saccharose à cause de la visco- 

-sité élevée des solutions, de particules non fixées contrairement 

au CsCl. La centrifugation en métrizamide permet également d-e 

respecter l'activité biologique des fractions puisqu'elles ne 

subissent ni chocs osmotiques, ni interactions chimiques, 

La met.rizarnide présente cependant quelques inconv411i.entç, 



C O N C E N T R A T I O N  % ( P / V  ) 

Figuhe 5 : Compahaison des counbea de denai.t& ( a ) ,  vibcosi.tZ ( 6 1 ,  

asmoLc~t~i.té ( e )  d'aphE6 R f C K W O O D  ex B l R N l E  ( 2 9 ) .  
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La présence d'un groupement aromatique iodé (hax=242nm) empêche 

l'analyse directe des fractions du gradient par speckrophotomé- 

-trie. Ce soluté provoque aussi un phénomène d'affaiblissement 

lumineux lors des mesures de radioactivité. 

B.) Les applications de la métrizamide 

Dès 1973, la métrizamide a connu de vastes applications 

s'étendant de l'isolement des cellules entières à la séparation 

des protéines libres. 

Les premiers travaux effectués ont consisté à déter- 

-miner la densité des différents composants cellulaires dans ce 

milieu. La majorité des résultats est consignée dans une revue 

générale de RICKWOOD et BIRNIE parue en 1975 (29). 

MUNTHE KAAS et SEGLEN ont pu séparer les cellules 

parenchymateuses des cellules non parenchymateuses d'un foie de 

rat perfusé à la collagénase (30). La métrizamide permet donc la 

préparation d'un lot homogène de cellules. 

La purification des virus peut être réalisée en métri- 

-zamide car la cosédimentation des débris cellulaires avec les 

virus est for tement diminuée. Une fraction de virioiis inta.cts 

(stomatite vésiculaire) a également pu être isolée en métrizamide. 

De nombreux auteurs ont étudié le comportement des 

différents organites cellulaires en métrizamide. f4ATHIAS et 

WYNTER ont utilisé ce milieu de centrifugation pour séparer les 

noyaux de cellules de cerveau suivant leur activité de transcrip- 

-tion, et les noyaux d'hépatocyte de rat en fonction de leur 

degré de ploZdie (31). 

Les lysosomes et les mitochondries cosédimentent de 

fagon générale lors d'une centrifugation différentielle d'un 

homogénat. L1içol.ernent de ces deux types d'organites, impossiSle 

à réaliser en saccharose, peut être effectué par centrifuga-tion 

isopycnique en métrizamide. En effet, les lysosomes possèdent une 

densité en métrizamide plus faible que les mitochondries (32). 

La métrizamide présente par ailleurs un intérêt im- 

-portant pour l'étude des protéines et complexes nucléoprotéini- 

-queS. Le phénomène d'hydratation des particules peut être mis 

en évidence par comparaison des densités d'un DNA natif en CsCl 



3 3 (d= 1,7lOg/cm ) et en métrizamide (d= 1,12g/cm ) .  D'autre part 

la centrifugation isopycnique du RNA, jusqu'alors possible uni- 

-quement en Cs2S04, est maintenant,réalisable facilement en 
3 métrizamide (d= 1,17g/cm ) (33). Les protéines purifiées 

possèdent une densité supérieure à celle des acides nucléiques 
3 (d moyenne : 1,27g/cm ) .  (34). 

Le comportement des RNP va donc dépendre de leur rapport 

RNA/protéines mais il sera également influencé par leur confor- 

-mation. Celle-ci varie d'ailleurs en fonction de la force 

ionique du gradient (35) . 
Dans le but de séparer les polysomes libres et liés 

d'un surnageant post-lysosomal d'hépatocyte de rat, nous avons 

tout d'abord étudié la centrifugation isopycnique des différentes 

RNP polysomales, ceci dans des conditions ioniques respectant 

leur activité biologique. 

II - ANALYSE DU SURNAGEANT POST-LYSOSOMAL EN GRADIENT DE 
METRIZ AMIDE 

Nous avons analysé séparément le comportement à I-'équi- - 

-libre des polysomes et des monosomes, ainsi que celui. des sous- 

unités ribosoniales et des mRNP obtenues après dissociation des 

polysomes. 

La détermination de la densité de ces particules nous 

a ensuite permis de les localiser à l'intérieur du gradient lors 

de l'analyse du surnageant post-lysosomal. 

A) Centrifugation isopycnique des différentes a-p RNP 

polysomales 

Nous avons rÉalisé la centrifugation isopycnique en 

gradient préformé de métrizamide (20-60 p100) d'une fraction de 

polysomes libres purifiés selon la technique décrite dans le 

chapitre "METHODOLOGIE" . 
Des monosomes, obtenus par action menagée de la RVase 

pancréatique sur ces polysomes, ont été analysés d'une manière 



F R A C T I O N S  



identique. 

Comme le montre la figure 6 ,(p. 27) , les polysonies 
3 forment un pic d'une densité moyenne de 1,30g/cm , également très 

3 proche de celle des monosomes (d= 1,295g/cm ) .  

Nous avons effectué la sédimentation à l'équilibre des 

sous-unités ribosomales et des mRNP obtenues après dissociation 

des polysomes, soit par l'action de l'EDTA, soit par l'action du 

KC1 et de la puromycine. 

a) Dissociation des polysomes par 1'EDTA 

Les polysomes sont dissociés par l'action de 1'EDTA 

et les sous-unités, purifiées par centrifugation en gradient 

linéaire de saccharose, sont ensuite déposées sur des gradients 

préformés de métrizamide. A titre de contrôle, l'analyse des 

sous-unités est également réalisée en gradients de CsC1. Leurs 

densités respectives sont alors déterminées dans chacun des 

milieux. 

La quantité d'EDTA nécessaire à la libération des 

sous-unités ribosomales est fonction de la quantité de polysomes. 

Dans ces expériences, une concentration de 20mM en EDTA est 

utilisée pour le traitement d'une suspension polysomale contenant 

20 U DO/ml. Une concentration en Mg de 2mM doit être éqalement 

maintenue pendant la purification et l'analyse des sous-unités, 

afin d'éviter une déprotéinisation ou encore un changement de 

conformation des particules en absence de Mg (voir profils de la 

figure 7, p. 29; les sous-unités " M ~  O" sont "allégi?es") . 
Les densités obtenues sont respectivement en métriza- 

3 -mide et en CsCl de 1,23 et 1,57g/cm pour la grande sous-unité, 
3 et de 1,20 et 1,54g/cm pour la petite sous-unité (voir fig.8, 

On observe cependant dans la figure gA, une mauvaise 

séparation de la grande et de la petite sous-unité lorsque les 

polysomes dissociés sont analysés directement en métrizamide. 

De plus les mRNP présentent une distribution hétérogène, çompa- 



F i g u ~ e  7 : lndLue.nce de6 i 0 ~ 6  Mg4+  ut^ l e  compan;temerz;t 

dea aaua-uni;tZa EDTA en g ~ a d i e n z  de hacchntra~ e .  



F I G U R E  7 P R O T O C O L E  E X P E R Z M E N T A L  

A- Deux c u l o t s  de  polysomes l i b r e s  s o n t  r i n c é s  p u i s  resuspendus 

dans  l e  tampon TeK (50mM Te pH 7 , 6 ,  25mM K C l )  

B- Une f r a c t i o n  a l i q u o t e  d e  l a  suspens ion  es t  p r é l e v é e  e t  l a  

mesure d e  l'absorbante à 260nm permet e n s u i t e  d ' a j u s t e r  l a  con- 

- c e n t r a t i o n  en  polysomes à 25 U DO/ml .  

C-A0,Sml de  l a  suspension s o n t  a j o u t é s  

- s o i t  0,125ml de  TeKMlO-EDTA (50mM Te pH 7 , 6 ,  25mM KC1,  lOmM 

MgC12, l O O m M  EDTA) de  façon  à o b t e n i r  l e s  c o n d i t i o n s  d e  d i s s o c i a -  

- t i o n  s u i v a n t e s  : ( 2 0  U DO/ml  polysomes, 50mM T e  pH 7,6, 25mM K C 1 ,  

2mM MgC12 , 20mM EDTA) . 
- s o i t  0,125ml de  TeKM5-EDTA d e  manière à o b t e n i r  une concen- 

- t r a t i o n  en ~ g + +  de 1mM. 

- s o i t  0,125ml de  TeK EDTA pour r é a l i s e r  l a  d i s s o c i a t i o n  en 
++ absence d e  Mg . 

D- 0,5ml de  chaque suspens ion  polysomale t r a i t é e  p a r  1 ' E D T A  s o n t  . 

c e n t r i f u g é s  en g r a d i e n t s  10-30 pl00 d e  saccharose  (SW40 T i  ; 

35 000 tours/mn ; 8 h ) .  



F R A C T I O N S  

Figui le  8 : CeriMibugnXiun i a o p y c n i q u e  des  "boua-uni. té6 EDTA"  en 

métk izan ; ide  ( 7 )  ek e n  CaCl ( 2 ) .  

G : gtarzde a o u a -  rilziké P : p e t i z e  a  uua -un iXé  



F I G U R E  8 P R O T O C O L E  E X P E R l M E N T A L  

A- Deux culots de polysomes libres sont préparés à partir des 

foies de deux rats qui ont subi chacun une injection d'acide Oro- 

-tique (0,2mCi) 16h avant leur sacrifice. 

B- La dissociation des polysomes en sous-unités par l'action de 
++ 1'EDTA s'effectue en présence de Mg 2n?M selon un protocole 

identique à celui de l'expérience de la figure 7. 

C- lm1 de la suspension traitée à 1'EDTA est centrifugé en gra- 

-dient linéaire de saccharose 10-30 plOO (rotor SW25-1, 

18 000 tours/mn, 16h). 

D- Après fractionnement (0,5ml) et lecture de la densité optique, 

des fractions aliquotes de 0,lml sont prélevées dans les tubes 

24 à 32 et 37 à 44 puis rassemblées pour former respectivement 

les fractions FI (grandes sous-unités) et FII (petites sous-unités). 

E- 0,2ml de FI et FII sont déposés séparément sur gradients 

20-60 pl00 de métrizamide. 

F- 27 pl de glutaraldéhyde à 50 plOO sont ajoutés à 0,25ml de FI 

et FII (concentration finale 5 p100). 

0,22ml de chaque fraction traitée sont déposés sur gradient de 

G- Les gradients de métrizamide et de CsCl sont ensuite centri- 

-fugés dans le rotor SW50-1 à 33 000 tours/mn pendant 6h (CsC1) 

ou 12h (métrizamide) . 



-rable à celle obtenue en saccharose. La majeure partie des mRNP 

cosédimente avec les sous-unités. (p.34). 

b) Dissociation des polysomes par l'action du KC1 et 

de la puromycine 

Nous avons réalisé la centrifugation isopycnique en 

métrizamide d'une fraction de polysomes soumise à une force ioni- 

-que élevée en présence de puromycine. Les sous-unités obtenues 

après dissociation des polysomes, possèdent des densités sembla- 

-bles à celles des ' sous-unités EnTA (grande : 1, 23g/cm3 ; 

petite : 1,21g/cm3). La figure gB nous montre que les mRNP KC1 

présentent, comme les mRNP EDTA, une hétérogénéité de densité. (p.34). 

Polysomes et monosomes d'hépatocyte de rat ont une 

densité presque identique en métrizamide et comparable à celle 
3 des monosomes .de myoblastes en culture (d= 1,305g/cm ) (35) . 

Nous avons vu précédemment qu'une fraction membranaire, 

préparée par centrifugation isopycnique en gradient discontinu 

de saccharose, est principalement contaminée par les ribosomes 

libres. L'obtention d'un pic unique renfermant polysomes et 

monosomes, semble alors être d'un intérêt important pour la 

séparation des polysomes libres et liés d'un surnageant 

post-lysosomal en métrizamide. 

Nous avons observé par ailleurs une cosédimentation du 

glycogène avec les polysomes. Toutefois le polysaccharide, 

atteignant plus rapidement sa position d'équilibre, peut être 

ensuite éliminé grâce à une courte centrifugation sur un coussin 

de métrizamide à 40 pl00 (voir tableau 1 et fig. 10, p. 36) . 
BUCKINGHAM et GROS ont montré qu'en présence de 

Mg 3mM, la sous-unité 60s libre dans les myoblastes en culture 
3 3 (d= 1,315g/cm ) est plus dense que la sous-unité 40s (d= 1,23g/cm ) 

(35). Bien qu'analysées dans des conditions presque semblables, 

les sous-unités ribosomales, préparées à partir des polysomes de 

foie de rat, sont moins denses et surtout beaucoup moins séparées 

en gradient de métrizamide. Cette variation peut être due à 

l'origine même des particules. On peut en effet penser que des 
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Figuhe 9 : Analyse  en  ghadienX de  m2Xhizamide 2 0 - 6 0  p l 0 0  des 

sous-uniZ2a hhboaamal.e.3 eX mRNP rn 
' LILCL F 

A- abXenues apkè6 a c 2 i a n  de  llEDTA 'LJ' 

B-  ob tenues  apkè-5 acXian d u  KC& e t  de l a  pwtamycine. 



F I G U R E  9 P R O T O C O L E  E X P E R I M E N T A L  

L'expérience est réalisée à partir de deux culots de polysomes 

libres (1) dont le RNA messager est marqué à l'acide orotique 

3~ (0,5 mCi/rat ; marquage spécifique du mRNA sous actinomycine) 

et deux culots de polysomes libres (II) marqués à l'acide orotique 

1 4 ~  dans leurs RNA ribosomaux (0,l mCi/rat ; marquage 2réfé- 

rentiel du rRNA) . 

A - Dissociation des polysomes par l'action de 1'EDTA : un 
culot de polysomes 1 est resuspendu dans 0,5 ml de tampon TK 

(50 mM Tris pH 7,6 ; 25 mM KC1). A 0,3 ml de la suspension 

(20 UDO/ml), on ajoute 33 pl d'une solution d'EDTA 200 mM 

(20 UDO polysomes/20 ml5 EDTA). 

Un sédiment de polysomes II est traité d'une manière identique. 

Les suspensions de polyscmes 1 et II sont mélangées et 0,2 ml 

sont déposés sur gradients 20-60 p 100 de métrizamide. 

B - Dissociation des polysomes par l'action du KC1 et de la 
puromycine : 

Les conditions ioniques de dissociation sont les suivantes : 

(30 UDO/ml polysomes ; 50 mPI Tris pH 7,6 ; 500 nzM KC1 ; 

2 mM MgCl2 ; 1  mM DTT ; 1 mM puromycine).' Les suspensions de 

polysomes 1 et II sont mélangées et incubées à oOC (15 mn) 

puis à 37°C (10 mn). 0,2 ml sont ensuite déposés sur gradients 

20-60 p 100 de métrizamide. 

Les gradients sont centrifugés 12 h à 33 000 tours/mn dans le 

rotor SW50-1. La radioactivité est déterminée dans les fractions 

(0,l ml) par filtration et comptage de l'acido-insoluble. 



Suspension 
polysomale 

Met rizamide 
a 40p100 

30 mn - 
40000 g,, 

Polysomes 

- 
Glycogène 

Figuile 1 0  : E l i m i n a t i o n  du  g lycogène  phésen t  dans une s u s p e n s i o n  
poLys omale. 

TABLEAU 1 

R E P A R T I T I O N  DES GLUCIDES ET DU R N A  

dana Le couaa in  de  wié.tnizain.ide 

à 4 0  p l 0 0  e.t l a  suapenaion polyaomale p u n i d i é e .  

G l u c i d e s .  RNA 

F r a c t i o n  CPM 

C o u s s i n  d e  
m é t r i z a m i d e  3 , 6 1 i 0 , 2 1  8 7 , 4 + 0 , 9  6 3 6 6 2 7 6  - 2 6 , 2 + 0 , 7  - 

S u s p e n s i o n  
p o l y s o m a l e  0 , 5 2 2 0 , 2  1 2 , 6 2 0 , 6  1 8 2 0 0 2 3 0 0  7 3 , 8 + 0 , 8  

L 

Les valeuila onX éXE ob tenues  lorrs d e  c inq  pult~:dicaX.Lona 

indépendanXeo cl& l a  menie a uapenaion p o l g a  omale.  

Les t a u x  de hécupEna;t.ion a0n.t heapec;tiventent de 9 6 + 5 %  - e t  

9 6 + 2 %  - pouh l e a  g l u c i d e s  e;L- l e  R N A . .  



F Z G U R E  7 0  ex T A B L E A U  7 P R O T O C O L E  E X P E R I M E N T A L  

A- Un c u l o t  d e  polysomes l i b r e s  (rFWA 3 ~ )  est  resuspendu dans  4ml 

de  tampon TKM1-DTT. 3ml d e  l a  susperision ( 5  U D O / m l )  s o n t  déposés  

s u r  l m 1  d ' une  s o l u t i o n  d e  métrizamide à 40 pl00 r é a l i s é e  dans  

l e  m ê m e  tampon e t  c e n t r i f u g é s  pendant  30mn à 2 1  000 tours/mn 

dans  l e  r o t o r  SW50-1. 

Le couss in  d e  métr izamide e t  l a  suspens ion  polysomale s o n t  c o l -  

-1ec t é s  séparément. 

B- Les mesures d e  r a d i o a c t i v i t é  e t  l e  dosage du glycogène son t  

e f f e c t u é s  s e l o n  les  techniques  d é c r i t e s  dans  "METHODOLOGIE". 



sous-unités, préalablement engagées puis libérées d'une structure 

polysomale, possèdent une composition en protéines différente de 

celle des sous-unités libres dans le cytoplasme. 

Ces derniers auteurs ont pu isoler de ces mêmes cellules 
3 une fraction de dRNP (d= l,205g/cm ) exempte de matériel ribosomal. 

. La distribu.tion hétérogène des mRNP d'hépatocyte de rat peut 

s'expliquer par la diversité des protéines synthétisées dans 

cette cellule. Des raisons semblables à celles évoquées pour les 

sous-unités sont encore valables pour distinguer les mRNP des 

dRNP. 

B) Analyse du surnageant post-lysosomal 

Nous avons analysé en gradient de métrizamide trois 

surnageants post-lysosomaux marqués différemment et la réparti- 

-tion de la radioactivité a permis, dans chacun des cas, de 

déterminer la position des différents composants dans le gradient 

(voir fig. 11, p. 39). 

La présence de RNA ribosomal et de RNA messager (SPL 1) 

peut être observée dans le pic de densité 1.,30~/cm~ correspondant 

aux polysomes libres, ainsi que dans le milieu du gradient où les 

membranes, formant une zone opaque, sont visibles à l'oeil nu. 

Celles-ci peuvent également être identifiées grâce à un marquage 

des phospholipides (SPL 3) . 
Un troisième pic de densité plus faible renferme une 

proportion importante de choline 14c qui peut être attribuée à 

la présence des lipoprotéines solubles et/ou à celle de membranes 

lisses. Le RNA présent en surface des gradients est exclusivement 

de petite taille (4-6s) (36). Celui-ci acquiert une radioactivité 

spécifique importante même en présence d'actinomycine (SPL l), 

car cet antibiotique n'inhibe pas ou peu sa synthèse (37). 

Enfin l'analyse du SPL 2 confirme la localisation des 

polysomes dans le gradient. Le profil de la radioactivité, 

correspondant à ltincorporati.on de Leucine 3~ dans les chaînes 

protéiques naissantes, suit parfaitement celui du RNA ribosomal. 

Les protéines radioactives libérées ainsi que les tRNA Leu 3~ 

sont alors contenus dans le pic de surface. 



F R A C T I O N S  

Figuhe 1 I  : Analyse  d u  SPL en 9kadien.t  2 0 - 6 0  p l  O0 d e  rnétkizainide 

1 - h R N A  l 4 c  e x  mRNA 3~ 

2 -  h R N A  1 4 c  e x  pho.téineh naibhCLn.te6 3~ 
3 3 -  h R N A  H e x  p h o s p h c l i p i d e s  I d c  



La centrifugation en métrizamide permet d'isoler à 

partir d'un surnageant post-lysosomal trois fractions principales : 

les polysomes libres, les membranes et la "phase soluble". 

Les membranes possèdent une densité variable de 1,16 à 
3 

1,24g/cm , comparable à celle obtenue par AAS pour des membranes 
-3 

microsomales (1,14 - 1 ,26g/cm3) (32) . Elles se distinguent net- 
-tement des polysomes libres. 

III - SEPARATION DES POLYSOMES LIBRES ET LIES EN METRIZAMIDE 

L'analyse du surnageant post-lysosomal nous a montré 

qu'une très bonne séparation des deux catégories polysomales peut 

être réalisée en métrizamide. L'utilisation de ce milieu de cen- 

-trifugation présente donc un intérêt important pour l'étude du 

contenu en polysomes libres et liés d'une fraction subcellulaire 

ainsi que la purification d'une fraction de réticulum endoplas- 

-mique. 

A) Application du gradient linéaire de métrizamide - à 

la mesure des contaminations croisées entre - les 

fractions polyso~aies 

Si l'ampleur de la contamination d'une fraction de 

polysomes libres par les membranes peut être aisément déterminée 

grâce à un marquage des phospholipides, la présence de polysomes 

libres dans les membranes ne peut être détectée d'une manière 

aussi directe. 

La majorité des auteurs utilisent pour mesurer une 

telle contamination un traceur radioactif (polysomes libres 

purifiés) qui est introduit avant que soit réalisée la séparation 

des deux catégories polysomales. 

Cette technique devrait cependant être d'une application 

plus restreinte. En effet, la taille des polysomes libres conta- 

-minants variera selon la méthode utilisée pour isoler les 

membranes : purifiées par longue centrifugation sur gradient 

discontinu de saccharose, les membranes seront surtout contaminées 



par des polysomes libres "légers" (voir p.10) ; obtenues par 

centrifugations de zone répétées ou encore par centrifugation 

différentielle, elles le seront par des polysomes très "lourdst1 

(voir p. 20) . 
Le "marqueur interne" de polysomes libres devrait donc 

en théorie présenter une distribution (en gradient linéaire de 

saccharose) identique à celle des polysomes libres présents dans 

le mélange étudié, et en conséquence avoir été préparé sans 

aucune dégracïation, ce qui est difficilement réalisable. 

La centrifugation analytique en gradient linéaire de 

métrizamide constituera un excellent moyen d'estimation des taux 

de contamination réciproque lorsque ceux-ci pourront être influ- 

-encés par le coefficient de sédimentation des particules. 

L'utilisation d'un "marqueur interne" (polysomes libres 

ou membranes purifiés-) sera limitée à l'étude des séparations 

ne faisant intervenir que la densité des particules et à la 

mesure des contaminations résultant d'associations artefactuelles. 

Purification des membranes par flottaison 

Les données acquises lors des expériences décrites dans 

les paragraphes précédents nous ont permis de réaliser également 

la purification des membranes d'un surnageant post-lysosomal par 

flottaison. 

Le surnageant post-lysosomal est ajusté à une concen- 

-tration finale de 50 plOO en métrizamide. La densité étant 

intermédiaire entre celles des membranes et des polysomes libres, 

ces deux types de particules migrent lors de la centrifugation 

dans des directions opposées. Les membranes flottent à travers 

une couche de métrizamide à 48 plOO et forment ainsi une inter- 

-phase nettement séparée des polysomes libres. 

La figure 12A (p.42) nous montre les résultats d'une 

expérience dans laquelle le surnageant post-lysosomal dont les 

phospholipides sont marqués par la choline 14c est additionné 

d'une très faible quantité de polysomes libres 3~ purifiés. 

Après une heure de centrifugation, la radioactivité 14c 

est retrouvée presque quantitativement dans l'interphase de 



- Direct ion de l a  cen t r i f uga t i on  

Vol ume en m l  

Figur~e  7 2 : SépattaXion dea poLqaame~ Libkea e;t Lié4  en rnéXtrizarîde 

A- FlcrZXaia a rz dea rneurib.tta~zea 

8- P u t ~ i d i c a i t i o n  dea pulq,sanien Libhea 



F I G U R E  7 2  P R O T O C O L E  E X P E R T M E N T A L  

A- Un surnageant  post- lysosomal es t  p r é p a r é  à p a r t i r  d ' u n  r a t  

q u i  a r e ç u  une i n j e c t i o n  d e  c h o l i n e  14c à l a  dose  de  O,lmCi/kg 

4h avan t  l e  s a c r i f i c e  

- A 2ml d e  c e  surnageant  on a j o u t e  0,2ml d ' une  suspens ion  d e  

polysomes l i b r e s  3~ p u r i f i é s  ( 6  U DO/ml ; marquage du r R N A  = 

9 o o o  CPM/DO) . 
- 1,5ml du mélange s o n t  a d d i t i o n n é s  de  2,5ml d ' une  s o l u t i o n  

d e  métrizamide à 80 pl00 ( c o n c e n t r a t i o n  f i n a l e  : 50 p100) e t  

i n t r o d u i t s  au fond d ' u n  tube  d e  SW40 T i .  L e  dépôt  es t  r e c o u v e r t  

d e  6ml d e  métr izamide à 48 p100, 1,5ml de  saccharose  1,3M e t  

0,5ml de  tampon. 

- Après une c e n t r i f u g a t i o n  de  45mn à 35 000 tours/mn à O°C, 

l e  dépôt  es t  c o l l e c t é  ( f r a c t i o n  un ique)  p u i s  l e  reste du g r a d i e n t  

es t  f r a c t i o n n é  (0,2ml) . 
- Les r a d i o a c t i v i t é s  3~ e t  14c s o n t  dé te rminées  dans  chaque 

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

B- .La zone cor respondant  au dépô t  d e  l a  c e n t r i f u g a t i o n  p récéden te  

es t  d i l u é e  d e  façon  à o b t e n i r  une c o n c e n t r a t i o n  en métr izamide 

d e  48 p100. 

- E l l e  es t  redéposée s u r  l m 1  d e  métr izamide à 50 p l00  e t  

c e n t r i f u g é e  pendant 12h à 45 000 tours/mn dans  l e  r o t o r  SW50-1 

à O°C. 

- La r a d i o a c t i v i t é  est  mesurée dans  les 15 premières  f r a c t i o n s  

(0 , lml )  e t  dans  l e  r e s t e  du dépôt .  



membranes . La contamination de celles-ci par les polysomes 
libres est négligeable. Les membranes atteignant beaucoup plus 

rapidement que les polysomes libres, leur position à l'équilibre, 

la centrifugation doit être stoppée après un temps court si l'on 

veut éviter leur agrégation. 

Dans l'expérience de la figure 12B (p.42) les fractions 

correspondant aux polysomes libres ont été rassemblées puis recen- 

-trifugées sur un coussin de métrizamide à 50 p100. La très 

faible quantité de choline 14c retrouvée dans le gradient atteste 

qu'une flottaison quantitative des membranes a pu être obtenue 

lors de la première centrifugation. 

C) Conclusion 

Le gradient 20-60 pl00 de métrizamide est un excellent- 

moyen analytique de détermination du contenu en polysomes libres 

et liés d'une fraction subcellulaire. 

La purification rapide des membranes par flottaison est 

également possible en métrizamide grâce à la viscosité faible et 

à la densité importante des solutions. Cette dernière méthode peut 

être utilisée lorsque le matériel biologique possède une radio- 

-activité spécifique suffisamment importante (voir p . 2 5 ) .  Elle 

semble particulièrement indiquée lorsqu'on veut ensuite extraire 

les RNAs associés aux membranes. 



SEPARATION DES POLYSOMES L I B R E S  ET 

LIES EN SACCHAROSE 



Nous avons souligné dans le premier chapitre les diffi- 

-cultés rencontrées lors de la séparation en saccharose, par les 

méthodes existantes, des polysomes libres et liés. 

Nous reconsidérons à présent ce problème, et nous décri- 

-vons des techniques permettant d'améliorer de façon sensible 

l'intégrité structurale et la pureté des deux catégories polyso- 

-males. 

i 

1 - ISOLEMENT QUANTITATIF DES POLYSOMES LIBRES ET LIES D'UN 
SURNAGEANT POST-LYSOSOMAL 

A) Principe 

Celui-ci est illustré par le schéma de la figure 13 

(p* 46) 

Le surnageant post-lysosomal est déposé sur un gradient 

discontinu de saccharose et centrifugé pendant un temps juste 

suffisant pour obtenir la pénétration de l'ensemble des membranes 

dans les couches de saccharose. 

La majeure partie des polysomes libres légers, des 

monosomes et des sous-unités ribosomales (représentant le conta- 

-minant principal des membranes isolées selon la méthode de BLOREL 

et POTTER (voir p. 10)) peut être prélevée en même temps que la 

phase soluble. 

La séparation des membranes et des polysomes libres de 

taille importante est ensuite effectuée par centrifugation iso- 

-pycnique. La concentration en membranes du surnageant post- 

lysosomal (voir p. 15) ainsi que la composition du gradient dis- 

-continu permettent de réduire la durée de cette dernière 

centrifugation et de limiter l'agrégation des membranes. 

Seule une pénétration quantitative des polysomes libres 

dans le saccharose 2M est recherchée et non plus leur sédimen- 

-tation. La présence de saccharose 2,2M empêche d'ailleurs la 

formation d'un sédiment tout en permettant l'élimination partielle 

du glycogène (environ 5 0 % )  . 
Le surnageant de la première centrifugation et les 

coussins de saccharose dense de la seconde étape sont réunis avant 



SPL 

1 M 
1/38 M 
58 M Saccharose 
2 M 

2,2 M 

Sédiment  de P. l iés Séd iment  de  P. l ib res  

Figunc? 7 3  : Isa.temerzl  de^ poLybomeb Libhcn ex L<&o d'un SPL. 



FIGURE 13 PROTOCOLE EXPERZMENTAL 

Les solutions de saccharose sont réalisées dans le tampon 

TKM2-DTT (50mV Tris HC1 pH 7,6, 70mM KC1, 5mM Mg (CH3C00) *, 
1mM DTT) et renferment 2mg/ml de RNA de bas poids moléculaire 

et 2mg/ml de protéines de surnageant cytoplasmique. 

A- Des fractions aliquotes de 15ml de surnageant post-lysosomal 

(ajusté à une concentrationsen KC1 de 70mM) sont déposées sur 

des gradients discontinus de saccharose composés de : 

- 2ml de saccharose 2,2M 

- 4ml de saccharose 2M 

- lm1 de saccharose 1,8M 

- lm1 de 'saccharose 1,6M 
- 3ml de saccharose 1,38M 
- 4ml de saccharose 1M 

B- Après une centrifugation de 30mn à 27 000 tours/mn dans le 

rotor SW27, les 15ml supérieurs sont prélevés à la seringue et 

remplacés par un volume identique de tampon. 

C- Les tubes sont centrifugés à nouveau pendant 3h30 à 45 000 

tours/mn dans le rotor 60 Ti. 

Les coussins de saccharose dense (5,7ml inférieurs) sont col- 

-1ectés et additionnés aux surnageants obtenus lors de la pre- 

-mière centrifugation (le tout constitue la fraction "polysomes 

libres"). 

Les lOml suivants renferment les membranes purifiées. 

Le culot de glycogène est éliminé. 

D- Les polysones libres et liés (obtenus après traitement par 

le détergent des membranes) sont purifiés sur des coussins de 

saccharose 2M et 1,38M dans des conditions déterminées par 



de réaliser la purification des poly'somes libres. 

B) Détermination des conditions optimales de la 

première centrifugation 

Nous avons étudié la séparation des polysomes libres 
3 et liés d'un surnageant post-lysosomal.marqué dans les RNA ( H) 

et les phospholipides (14c) . 
Différents essais ont été réalisés dans lesquels nous 

avons fait varier la durée de la première centrifugation de 

15 à 30mn, la seconde étape de purification des membranes demeu- 

-rant identique dans tous les cas. 

7 O )  DisXnibuXian du RNA eA: des  p h o s p h o l i p i d e s  dano l e s  
dhac.tia 11s . 

Les mesures de radioactivité nous indiquent qu'une 

augmentation de la durée de la première centrifugation de 15 à 

30mn a pour effet d'enrichir l'interphase membranaire purifiée 

en RNA et en phospholipides (voir tableau II, p. 49). Les valeurs 

trouvées pour cette fraction correspondent très bien à la répar- 

-tition supposée pour les deux classes de polysomes. Cependant, 

ceci ne peut être vérifié qu'en chiffrant les taux de contami- 

-nations réciproques. 

2 ' )  Analyse  des 6nac.tiono en ghadienA: de  nié.tnizamide. 

Les profils de radioactivité présentés dans la 

figure 14 (p. 50) correspondent à l'analyse en gradient 20-60 pl00 

des fractions de membranes et de polysomes libres obtenues dans 

les 3 expériences. 

Nous pouvons observer que la quantité de polysomes 

libres contaminant les membranes varie peu lorsqu'on prolonge la 

première centrifugation de 15 à 30mn. Celle-ci représente 

toujours moins de 1% du RNA de la cellule soit au maximum 5,5% 

des polysomes libres de l'homogénat. Ces derniers sont retrouvés 

presque quantitativement dans la fraction de polysomes libres 

(17% du RNA cellulaire) (voir tableau ILI, p. 52) . 



TABLEAU II  

-SEPARATlON DES PULYSOMES LIBRES ET LIES D'UN 

SURNAGEANT PUST-LYSUSUMAL : 

Pé.tenmina.tio n d eo C O  n d i i i a  no a p i i m a l e b  de  cen.tniauga;tion. 

D i s t r i b u t i o n  du RNA e t  d e s  phosphol ip ides .  

- RNA Phosphol ip ides  

Durée de  l a  
$ d e  H C P M ~ ~ C  % de 

le c e n t r i f u -  F r a c t i o n  
-ga t ion  x ~ o - ~  x ~ o - ~  

SPL 1 5 / 1 1  46,4 1 ,63 27,4 

15mn 
P. L i b r e s  

Membranes 

Taux d e  
récupé- 
- r a t i o n  

2 Ornn 
P. L i b r e s  

Membranes 

Taux de 
récupé- 
- r a t i o n  

3 0mn 
P. L i b r e s  

Membranes 

Culo t  de  
Glycogène 

Taux de  
récupé- 
- r a t i o n  

Chaque vaLeun connespond à La moyenne d e  3 d é i e k m i n a i i o n s .  
(ff = HomogEnak) 



F r a c t i o n s  

Figuhe 1 4  : AnaLyae en gnadienk d e  ~ Q k h i z a r n i d e  2 0 - 6 0  p l 0 0  dea 
dhackiona de polgaomea Libheb ( L b )  ek de menlbhaned 
( M b )  abkenuea aphea une phemièhe cenkh idugak ian  

de 1 5 ,  2 0  au 30mn. 



Parallèlement, les membranes du réticulum endoplasmique 

granulaire sont obtenues en proportion croissante ; il faut 

cependant remarquer que le pourcentage plus élevé de phospholi- 
9 

-pides dans l'interphase membranaire est également dû à la 

présence de membranes de densité faible. Celles-ci pénètrent 

difficilement les couches de saccharose lorsqu'on réalise des 

centrifugations plus courtes (15  ou 20mn). 

Ces analyses nous montrent d'autre part que la conta- 

-mination des polysomes libres par les membranes est négligeable. 

En effet la majeure partie de la choline '*c contenue dans la 

fraction de polysomes libres, est incorporée dans les lipopro- 

-téines solubles. La radioactivité 3~ détectée au centre du 

gradient correspond vraisemblablement à des complexes mIWA - 
protéines et des sous-unités ribosomales libres. 

Nous pouvons donc conclure, à la vue de ces résultats, 

qu'une durée de 30mn est optimale pour la première centrifugation. 

Intégrité structurale des polysomes 

L"uti1isation de cette technique a permis la séparation 

des polysomes libres et liés en respectant leur intégrité struc- 

-turale. 

En effet ces polysomes, lorsqu'ils sont analysés en 

gradient linéaire de saccharose, présentent un maximum d'absor- 

-bance à 1 5  ribosomes par RNA messàger. 

Les données relatives à ces expériences ne sont pas 

incluses dans ce mémoire car l'obtention de polysomes liés très 

lourds a également nécessité la mise au point de techniques 

d'inhibition des activités RNasiques membranaires lors du trai- 

-tement des membranes par les détergents (voir ref.38). 

Conclusion 

Cette méthode constitue un excellent moyen de sépara-. 
1 -tion des deux classes polysomales. L'utilisation de centrifuga- 

-tions de courte durée permet d'une part de purifier l'ensemble 

des membranes d'un surnageant post-lysosomal sans qu'aucun 

phénomène d'agrégation ne se produise, d'autre part de limiter 



TABLEAU III 

S E P A R A T I O N  D E S  P O L Y S O M E S  L I B R E S  ET L I E S  D'UN 

S U R N A G E A N T  P O S T - L Y S O S O M A L  : REpahkikion des 

paLysomes l i b n e a  dE.tehmin&e pait analyd e en 

gaadienk  d e  mékhizamide.  

Polysomes l i b r e s  
(en  % du RNA c e l -  

- l u l a i r e )  t r o u v é s  
dans  les f r a c t i o n s  d e  : 

Dgrée de  l a  Polysames l ibres  
1 c e n t r i f u -  P. L i b r e s  Membranes dans  les  membranes 

-ga t ion  ( %  1 

% = Somme des n a d i o a c k i v i k é ~  mesukéea dans l e s  
dhac.tions 7 à 7 4  iECLubeb du gtrad.ic?;zk de  méknizamLde/ 

h a d i o a c k i v i k é  .tukaLe du ghadienk  x poukcenkage pah hnppotr-t 

à l 'homogénak de  La h a d i o a c k i v i k é  p n é ~ e n . t e  dans La dhac- 

- L i o n  anaLydée. 



au maximum le détachement possible des polysomes liés de façon 

labile aux membranes (voir p. 18) . 
II - PURIFICATION DES MEMBRANES GRANULAIRES D'UN SURNAGEANT 

POST-LYSOSOMAL 

Dans les travaux que nous avons décrits dans le chapi- 

-tre précédent, nous nous sommes attachés à séparer à partir d'un 

surnageant post-lysosomal, l'ensemble du réticulum endoplasmique 

des polysomes libres. Le traitement de la fraction membranaire 

par les détergents permet ensuite d'isoler la totalité du RNA 

ribosomal associé aux membranes. 

Cependant, les membranes contenues dans un surnageant 

post-lysosomal (ou post-mitochondrial classique) sont très 

hétérogènes. Mise à part la distinction que l'on peut établir 

entre le réticulum agranulaire et granulaire, il demeure possible, 

dans les conditions ioniques préservant l'activité biologique des 

polysomes, d'observer une distribution bimodale en densité des 

membranes rugueuses. Celle-ci fût mise en évidence par TATA 

en 1967 (39) qui démontra que les deux fractions diffèrent par 

leur rapport RNA/phospholipides et leur activité en biosynthèse 

protéique. 

Selon les principes auparavant définis, nous avons 

recherché les conditions nécessaires à l'isolement des membranes 

les plus denses sans contamination par les polysomes libres. 

A) Principe 

La purification des membranes nécessite, comme précé- 

-dernrnent, deux centrifugations successives, mais l'élimination 

des polysomes libres lourds a lieu cette fois avant celle des 

polysomes légers. (Fig. 15, p. 54) . 
L'ensemble des membranes est tout d'abord séparé des 

polysomes libres de coefficient de sédimentation important par 

centrifugation isopycnique sur gradient discontinu de saccharose. 

Le surnageant obtenu ("phase ~oluble'~) renferme la phase soluble 

et quelques sous-unités ribosomales, Les polysomes libres lourds 

sont présents dans la couche de saccharose 2M, 
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Figufie 1 5  : P u f i i b i c a t i o n  de6 membhane6 gnanula iheh  d ' u n  SPL. 



F I G U R E  75 PROTOCOLE EXPERZMENTAL 

A- 15ml du SPL (a - ju s t é  à une c o n c e n t r a t i o n  en KC1  d e  70nM) s o n t  

déposés  s u r  un g r a d i e n t  d i s c o n t i n u  de  saccharose  r é a l i s é  en 

TKM2-DTT e t  composé de  : 

- 2ml d e  saccharose  2,2M 

- 4 m l  de  saccharose  2M 

- l m 1  de  saccharose  1,8M 

- l m 1  de  saccharose  1,6M 

- 3ml d e  sacc.harose 1,38M 

- 3ml de  saccharose  1 M  

B- Après une c e n t r i f u g a t i o n  de  3h à 4 5  000 tours/mn dans  l e  r o t o r  

60 T i ,  on r écupè re  les c o u s s i n s  d e  saccharose  dense (5,7ml) p u i s  

l ' i n t e r p h a s e  de  membranes ( l l m l ) .  Le r e s t e  du g r a d i e n t  renferme 

l a  phase s o l u b l e .  

C- Les membranes s o n t  e n s u i t e  redéposées  s u r  un nouveau g r a d i e n t  

d i s c o n t i n u  de  saccharose  formé d e  

- 2ml de  saccharose  2,2M 

- 4 m l  de  saccharose  1,8M 

- 3ml de  saccharose  1,5M 

- 3ml d e  saccharose  1,38M 

e t  c e n t r i f u g é e s  à 27 000 tours/mn dans  l e  r o t o r  SW27 pendant  30mn, 

D- Les membranes g r a n u l a i r e s  p u r i f i é e s  s o n t  ob tenues  dans  un 

volume de  13ml e t  l e  surnageant  es t  r é u n i  aux c o u s s i n s  d e  saccha-  

- ro se  dense pour c o n s t i t u e r  l a  f r a c t i o n  d e  "polysomes l i b r e s  

b r u t e " .  



L'interphase de membranes est prélevée puis ajustée à 

une concentration en saccharose voisine de 1M. Certains auteurs 

ont montré qu'une dilution, réalisée dans ces conditions, ne 

provoque pas l'altération de la structure des membranes (40). 

La suspension est ensuite recentrifugée sur un nouveau gradient 

discontinu pendant un temps juste suffisant pour permettre aux 

membranes les plus granulées de pénétrer les coussins de saccha- 

-rose. Leur purification est alors facilitée par la viscosité et 

la densité élevée de la suspension qui freinent la migration des 

polysomes libres legers et des membranes moins denses. 

Ces particules, réunies aux polysomes lourds obtenus 

lors de la première étape, constituent la fraction "polysomes 

libres brute". 

B) Etuds analytique des fractions 

1'1 Vétekminn- t ion  du con tenu  en  RNA e x  en p h o i p h o l i p i d e s  

'den d h a c t i o n ~ ,  

L'isolement des membranes a été réalisé à partir de 
3 surnageants post-lysosomaux dont les RNA ( H) et les phospholi- 

-pides (14c) sont radioactifs. 

Les résultats des dosages de RNA (voir tableau I V ,  p.57) 

et les mesures de radioactivité (voir tableau V, p.58) nous 

indiquent que l'interphase de membranes renferme 50 à 55% du RNA 

associé au réticulum endoplasmique et 30% environ de la radio- 

-activité 14c incorporée dans les phospholipides rnembranaires d 'un 

surnageant post-lysosomal. Ces pourcentages ont été estimés à 

partir des valeurs obtenues pour l'ensemble des membranes dans 

les expériences précédentes (voir p.49). 

Dans un second temps l'analyse de la fraction "polysoines 

libres brute" nous a permis de déterminer la quantité de REA 

soluble contenue dans cette fraction. La valeur trouvée (7,1%) 

compense parfaitement le déficit enregistré dans la "phase soluble" 

(voir tableau VI, p.59) (valeur totale du RNA soluble : 14 ' 4 % )  . 
D'autre part, les polysomes libres purifiés représentant 

16 à 17% du RNA de l'homogénat, il est possible d'évaluer dans 

cette fraction; la participation du RNA membranâire dans la 



TABLEAU IV 

D l S T R 7 B U T l U N  D U  R N A  

dans Les Xftois , j h a c 2 i o ~ s  obzenues .Lon6 de La 

pu?tidicaXion des membhanes gitauluLai/tes. 

RNA en mg % moyen de  
F r a c t i o n  Exp. 1 Exp. 2  Exp. 3 RNA p a r  r a p p o r t  

à l'homogénat- 

Homogénat 1 6 , 5  1 7 , 2  1.7,6 1 0 0  

SPL 7 1 4  7 , 9  8,O . 4 5 , 4  

"Polysomes l ibres 
5 1 0  5 1 7  . 5 , 9  3 1 , s  b r u t e "  

Membranes granu- 

- 1 a i r e s  p u r i f i é e s  0  r 9  1 , 2  1 8 4  

Phase s o l u b l e  1 t 3  1 t 2  1 1 3  7 1 3  

Taux de recupé- 

- r a t i o n  en % 
9 7 , 3  1 0 2 , 5  1 0 7 , 5  



TABLEAU V 

DISTRIBUTION DES RADIOACTIVITES 'H ( R N A )  

ET I 4 c  ( p h o s p h o l i p i d e s  ) dans Les @ a c t i o n s  ob tenues  

Lotrs de  La puni&ication des me~brranes ghanulai t tes  . 

RNA Phospholipides 

Fraction C P M ~ H X ~ O - ~  % C P M ~ ~ C X ~ O - ~  % 
de H de H 

Homogénat ( H )  23,64 25,58 

SPL .11,30 47,8 8,91 28,7 

l'Polysomes libres 

brute1' 7,15 30,6 6,Ol 20,3 

Membranes granu- 

-1aires purifiées 1,92 812 

Phase soluble 2,11 9,o O ,61 2 ,O 

Taux de 

récupération ( % )  
98,9 

Chaque vaLeutt e s t  &a mo yenne des dé tehmina t iona  rréalia Ces 



TAELEAU VI 

ANALYSE D E  L A  F R A C T l O N  D E  "POLYSOMES 

L Z B R E S  B R U T E t t  abXenue Loaa de La puhi&lcaXion 
de* rnernbhanea gaanu4aiae.a .' 

RNA en mg % moyen de 

Fraction 

(( 
Polysomes libres 

brute " 

Expérience A 

RNA sédimentable 

RNA soluble 

.RNA par rapport 
Exp. Exp. Exp. 2 l,homogénat 

Sédiment de 
2 1 6  3 1 0  3 1 1  1 6 , 7  Polysomes Libres 

Surnageant 2 1 2  2 1 6  2 1 9  1 4 , 8  

Expéhienc-e 8 : La 6hac;tion e a t  dEpoaée sua lm& de .  nacchat~oae 
7 , d M  ex  cenxkidugée 20h à 3 5  0 0 0  Xouhalmn dana 
Le h o X o k  SU5 0-  7 .  



F r a c t i o n s  

F r a c t i o n s  

SPL, de  l a  dttacXion "po,Lqaomeb l i b t t e s  bttuXe" ( L b )  

e t  des  men~bttanea (Mb) . 
L1équ iva len ; t  de  20mg de  d o i e  ea.t dépoaé sutr chaque 

gttadi.en;t. 



valeur du RNA sédimentable (7 à 8% du RNA cellulaire). 

Le rapport RNA/phospholipides élevé dans l'interphase 

de membranes montre que nous avons isolé préférentiellement le 

réticulum endoplasmique granulaire du surnageant post-lysosomal. 

Ceci a pu être ensuite confirmé par les résultats de l'analyse 

en métrizamide de cette fraction. 

Les membranes isolées par cette technique, se stabili- 

-sent lors de leur centrifugation isopycnique en gradient de 
3 métrizamide, dans une zone étroite de densité moyenne 1,20g/cm . 

Le degré de contamination par les polysomes libres n'excède pes 

1,1% du RNA total de l'homogénat (soit dans cette expérience 6 % 

des polysomes libres totaux) (voir fig.16, p.60). 

La fraction de "polysomes libres brute" renferme des 

fragments de réticulum endoplasmique de densité plus faible 
3 (d= 1,16-1,17g/cm ) dont le rapport RNA/phospholipides est 

beaucoup moins important que celui des membranes purifiées, 

Par cette méthode les membranes du réticulum endoplas- 

-mique contenues dans un surnageant post-lysosomal et qui pos- 

-sèdent un degré de granulation important, peuvent être obtenues 

avec un très faible taux de contamination par les polysomes 

libres. Après traitement par les détergents, les polysomes asso- 

-ciés à ces dernières ont pu être isolés dans le mêne état 

d'intégrité que celui observé pour les polysomes liés à la 

totalite du réticulum endoplasmique (38) . 



METHODOLOGIE 



D e s  r a t s  d e  souche SPRAGUE-DAWLEY ( I f f a  Credo) pesan t  

au  maximum lOOg s o n t  u t i l i s é s .  I l s  s o n t  normalement n o u r r i s  

jusqu 'à  l ' h e u r e  du  s a c r i f i c e .  

A) RNA - 
L a  dose  d ' a c i d e  o r o t i q u e  3~ ou 14c i n j e c t é  v a r i e  s e l o n  

l e  t y p e  d e  marquage r é a l i s é  de  1 à 5mCi/kg.. 

7 ) Mahquage unidohme. 

L'animal  est s a c r i f i é  16h a p r è s  a v o i r  s u b i  l ' i n j e c t i o n  

d e  l ' i s o t o p e .  Dans c e s  c o n d i t i o n s ,  les polysomes s o n t  uniformé- 

-ment marqués. 

2 ' )  Manquage l o n g .  

C e t t e  t e chn ique  e s t  u t i l i s é e  l o r squ 'on  v e u t  p r é p a r e r  

une f r a c t i o n  de  polysomes dont  l e  RNA possède une h a u t e  r ad io -  

- a c t i v i t é  s p é c i f i q u e .  Après une d u r é e  d e  marquage t r è s  longue 

(2 à 3 j ou r s )  l e  RNA r ibosomal es t  for tement  marqué. 

3 ) Makquage pnéddnen;tieX des nRNA. 

Après 16h d e  marquage, on i n j e c t e  une q u a n t i t é  impor- 

- t a n t e  (15 à 20 pg p a r  animal)  d ' a c i d e  o r o t i q u e  f r o i d  (chassage  

du r a d i o i s o t o p e ) .  Les animaux sont s a c r i f i é s  2h a p r è s  c e t t e  

i n j e c t i o n .  

4 ' )  Manquage counx. 

La d u r é e  du marquage es t  r é d u i t e  à 20mn maximum. Le 

mRNA possède a l o r s  l a  p l u s  f o r t e  r a d i o a c t i v i t é  s p é c i f i q u e .  

5 ' )  Manquage s p é c i a i q u e  du mRNA. 

L'act inomycine D a d m i n i s t r é e  à f a i b l e  dose  i n h i b e  l a  



synthèse du RNA ribosomal (41). 

L'injection d'actinomycine D (0,55mg/kg) est suivie 

2h30 plus tard par celle de l'isotope. L'animal est sacrifié 

après 2 à 4h de marquage. 

Le mRNA est marqué spécifiquement. 

B) Protéines 

Nous rendons les chaînes protéiques naissantes radio- 

-actives par injection de Leucine 3 ~ .  La durée du marquage ne 

doit pas dépasser 10mn. 

Cl Phos~holi~ides membranaires 

La choline 14c est incorporée dans les phospholipides 

membranaires. Le sacrifice a lieu 4h après l'injection 

(dose : O, lmCi/kg) . 

II - FRACTIONNEMENT CELLULAIRE 

Toutes les solutions de saccharose sont préparées dans 

le tampon TKM1-DTT (Tris-HC1 50mM, pH 7,6 ; KC1 25mM ; MgC12 5mhi ; 

Dithiothreitol ImM) . 

A) Surnageant post-mitochondriai 

Les animaux sont sacrifiés par décapitation et leur 

foie rapidement prélevé est plongé dans le Milieu A (saccharose 

0,25M) préalablement refroidi à O°C. Toutes les opérations 

ultérieures ont lieu entre O et 2'~. 

Les foies sont rincés dans le Milieu A, séchés sur de 

la gaze stérile puis broyés dans l'appareil de FISCHER. Ils sont 

ensuite homogénéisés dans 5 volumes du même milieu (contenant en 

plus100pg/mlde protéines de la fraction d'inhibiteur cytoplas- 

-mique de RNase (p. 64) et 2nig/ml de RNA de bas poids moléculaire 

purifié) dans un appareil de POTTER et ELVEHJEM (8 allers-retour 

de piston ; jeu de 0,15mm ; 1 000 tours/mn). 



L1homogénat filtré sur 4 épaisseurs de gaze est centri- 

-fugé à 9 OOOgav pendant 10mn. Le surnageant post-mitochondrial 

est prélevé à la seringue. 

B) Surnaqeant post-lysosomal 

Celui-ci constitue une des 4 fractions principales 

obtenues après fractionnement d'un homogénat selon une nouvelle 

méthode récemment mise au point au laboratoire (15). 

C) Polysomes libres purifiés 

Le surnageant post-mitochondrial est déposé sur un 

gradient discontinu de saccharose composé de 

- 8ml de saccharose 2M 

- 6ml de saccharose 1,38M 
- 4ml de saccharose 0,5M 

puis centrifugé 20h à 113 OOOgav dans le rotor 60 Ti. On obtient 

un culot de polysomes libres. 

Remarque : Les solutions de saccharose composant le 

gradient discontinu renferment 50 pg/ml de protéines 

de la fraction d'inhibiteur de RNase. 

III - FRACTION D'INHIBITEUR CYTOPLASMIQUE DE RNase 

Un surnageant post-mitochondrial, filtré sur laine de 

verre, est centrifugé à 176 OOOgav pendant 3h dans le rotor 60 Ti 

(45 000 tours/mn). Les 2/3 supérieurs du surnageant obtenu sont . 

prélevés à la seringue, dilués par deux volumes de DTT Ir11 et 

acidifiés à pH 5,l à O°C par addition d'une solution d'acide 

acétique 0,5M. Après centrifugation à 10 OOOg pendant lOmn av 
dans le rotor SW25-2, le surnageant est décanté et ajusté à p H  7 

avec de la potasse 1M. Il est ensuite soumis à un fractionnement 

au sulfate d'amonium. 

Le précipité contenant l'inhibiteur de RNase (40-60 pl00 

de saturation) est dissout dans un volume minimal de tampon 

TKM -DTT (voir p.63) et déposé sur une colonne de Sephadex G-25 1 
fine (35cmxlcm) préalablement équilibrée dans le tampon. 



La f r a c t i o n  exc lue  c o n t i e n t  env i ron  50mg/ml de  p r o t é i n e s .  E l l e  

est s tockée  p a r  f r a c t i o n s  de l m 1  à -20°C a p r è s  a d d i t i o n  d ' un  

volume d e  g l y c é r o l .  

L a  f r a c t i o n  d ' i n h i b i t e u r  n ' e s t  jamais conservée  p l u s  

d e  deux mois. Un c o n t r ô l e  sys témat ique  d e  son a c t i v i t é  es t  

e f f e c t u é e  a p r è s  sa p r é p a r a t i o n  a i n s i  qu 'avant  chacune de  ses 

u t i l i s a t i o n s  ( c o n d i t i o n s  d é c r i t e s  p a r  DISSOUS ( 2 6 ) ) .  

I V  - TECHNOLOGIE DES GRADIENTS 

C e  paragraphe ne t r a i t e  que de  l ' u t i l i s a t i o n  d e s  

g r a d i e n t s  c o n t i n u s  de  s accha rose ,  d e  C s C l  e t  d e  métr izamide.  

Les s o l u t i o n s  composant les g r a d i e n t s  s o n t  t o u j o u r s  p r é p a r é e s  

dans les c o n d i t i o n s  i on iques  du dépô t .  Les v i t e s s e s  e t  les du rées  

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

aux d i f f é r e n t e s  expé r i ences .  

A) Saccharose  

Nous avons u t i l i s é  d e s  g r a d i e n t s  l i n é a i r e s  d e  saccha- 

- ro se  à d e s  f i n s  a n a l y t i q u e s  e t  p r é p a r a t i v e s .  

Les g r a d i e n t s  a n a l y t i q u e s  (10-30 plOO e t  10-50 plOO 

P/V ; Volume : 11,5ml) s o n t  c e n t r i f u g é s  dans l e  r o t o r  SK40 T i  

e t  l e s  g r a d i e n t s  p r é p a r a t i f s  (10-30 pl00 ; 26ml) dans  l e  r o t o r  

SW25-1. 

Après c e n t r i f u g a t i o n ,  les  g r a d i e n t s  a n a l y t i q u e s  s o n t  

c o l l e c t é s  p a r  l e  fond d e s  t ubes  p a r  f r a c t i o n s  de  0 , 2 m l  aux- 

- q u e l l e s  s o n t  a d d i t i o n n é s  0,3ml d ' e a u  b i d i s t i l l é e .  L 'absorbance 

à 260nm e s t  mesurée au spectrophotomètre  ZEISS P M Q - I I .  Lorsque 

d e s  mesures d e  r a d i o a c t i v i t é  d o i v e n t  ê t r e  e f f e c t u é e s ,  l e s  f r a c -  

- t i o n s  d i l u é e s  s o n t  e n s u i t e  i n t r o d u i t e s  en f i o l e s  de  comptage. 

Dans l e  c a s  des  g r a d i e n t s  p r é p a r a t i f s ,  les f r a c t i o n s  

o n t  un volume de  0,5ml. Des p a r t i e s  a l i q u o t e s  de  chacune d ' ' e l l e s  

( 0 , 2 m l )  s o n t  p r é l e v é e s  p u i s  d i l u é e s  p a r  a d d i t i o n  d e  0,3rnl d ' e a u  

b i d i s t i l l é e .  Après mesure de  l a  d e n s i t é  o p t i q u e ,  les  f r a c t i o n s  

cor respondant  aux p i c s  d ' absorbance  s o n t  rassemblées  pour ê t r e  

e n s u i t e  a n a l y s é e s  s o i t  en C s C 1 ,  s o i t  en  métrizamide.  



B) C s C l  

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

dans  des  s o l u t i o n s  tamponnées p a r  l a  t r i e thano lamine  - HC1 car 

l e  m a t é r i e l  déposé d o i t  être f i x é  préa lab lement  pa r  l a  g l u t a r a l -  

-déhyde s e l o n  l a  méthode d e  BALTIMORE e t  HUANG ( 4 2 ) .  

D e s  é c h a n t i l l o n s  d e  0,2ml s o n t  déposés  s u r  g r a d i e n t s  
3  préformés (Volume : 3,8ml ; d e n s i t é s  extrêmes : 1,38 - 1,63g/cm ) .  

La pen te  d e s  g r a d i e n t s  e t  l a  d e n s i t é  d e s  p a r t i c u l e s  

s o n t  dé te rminées  p a r  l a  mesure d e s  i n d i c e s  de  r e f r a c t i o n  d e s  

d i f f é r e n t e s  f r a c t i o n s  ( 0 , l m l ) .  

C)  Métrizamide - 
Le pourcentage d e s  s o l u t i o n s  de  métrizamide exprime, 

comme c e l u i  des  s o l u t i o n s  d e  saccharose ,  l e  r a p p o r t  P/V, s i  P est  

l a  q u a n t i t é  en g  d e  s o l u t é  i n t r o d u i t e  e t  V l e  volume en m l  d e  l a  

s o l u t i o n  f i n a l e .  I l  est n é c e s s a i r e  de  mentionner c e  d é t a i l  c a r  

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

d i s s o l v a n t  progress ivement  une q u a n t i t é  x de  métrizamide dans  

l O O m l  de  tampon pour o b t e n i r  une s o l u t i o n  à x pl00 de  métr izamide.  

La méthode que nous u t i l i s o n s  a  pour p r i n c i p a l  avantage de  pe r -  

-met t re  une t o t a l e  r e p r o d u c t i b i l i t é  d e s  s o l u t i o n s .  

1 ) Analyse  en ghad ien t  phédokmé.  

Nous avons u t i l i s é  d e s  g r a d i e n t s  l i n é a i r e s  de  mé t r i za -  

-mide (20-60 pl00 ; d e n s i t é s  extrêmes : 1 , l O  - 1,32g/cm3 ; 

Volume : 3,8ml) c e n t r i f u g é s  dans  l e  r o t o r  SW50-1 à 33 000 tours/mn. 

Dans t o u s  l es  c a s ,  les  p a r t i c u l e s  ana lysées  s o n t  r a d i o -  

- a c t i v e s .  Les mesures de  r a d i o a c t i v i t é  s o n t  e f f e c t u é e s  p a r  

f i l t r a t i o n  e t  comptage de  l ' a c i d o - i n s o l u b l e  ( v o i r  p . 6 9 )  contenu 

dans  l e s  d i f f é r e n t e s  f r a c t i o n s  ( O  , l m l )  . 
Les mesures d e s  i n d i c e s  d e  r e f r a c t i o n  permet ten t  d e  

dé t e rmine r  l a  d e n s i t é  d e s  p a r t i c u l e s  dans  l e  g r a d i e n t .  La formule  

s u i v a n t e r e l i e  l a  d e n s i t é  p à l l i n d i c e  de  r e f r a c t i o n  9 
e5  OC = 3,453 T200C - 3 ,601  (29 



2') S . t a b i l i t é  de  .ta pen.te de4 gkadien.td pkéOotü-11é~ 

pendant l a  cen.tniduga.tion. 

6 gradients 20-60 pl00 centrifugés dans les mêmes 

. conditions (rotor SW50-1 ; 33 000 tours/mn ; 2h) présentent des 

pentes sensiblement identiques (voir fig.17, p.68). 

Nous pouvons observer que la linéarité du gradient est 

surtout conservée en son milieu. En effet, le gradient s'incurve 

légèrement aux extrémités. 

Ces deformations imposent un contrôle systématique de 

la pente après centrifugation. 

V - DOSAGE DU RNA 

Des fractions aliquotes contenant au maximum lmg de RSA 

sont additionnées dlun.volwne de PCA N stabilisé à O°C. O n  centri- 

-fuge immédiatement à 4OC pendant lOmn à 3 000g. Les sédiments 

sont lavés 2 fois dans le PCA 0,5N puis dissous dans 2,5ml de 

KOH 0,5N. 

Le RNA est hydrolysé pendant lh à 37OC. L a  réaction est - 

stoppée par addition de 0,5ml dlHC1 4N et les tubes sont centri- 

-fugés dans les mêmes conditions que précédemment. 

Les ribonucléotides présents dans le surnageant sont 

dosés par colorimétrie par le réactif de B I A L  à l'orcinol 

chlorhydrique en présence de CuC12 (43). A 2ml d'hydrolysat sont 

ajoutés 2ml de réactif (500mg d'orcinol, 7mg de CuC12, HC1 con- 

-centré qsp 100ml). Le mélange est porté à 100°C pendant 20mn 

puis refroidi sous un courant d'eau froide. 

La quantité de RNA est déterminée par la mesure de 

l'absorbante à 66511x1. Des RNAs purifiés de foie de rat servent 

de référence, 

V I  - E S T I M A T I O N  DU GLYCOGENE 

0,9ml dV$thanol absolu sont ajoutés à 0,lml de fraction 

et les tubes sont placés à -20°C pendant 2h. Ils sont ensuite 

centrifugés lOmn à 3 OOOg et le sédiment obtenu est lavé 2 à 

3 fois par de l'éthanol à 75 p100. 



F R A C 1 1  O H S  

Figunc? 1 7  : Companai~on deb d-iddétren.-te~ penxea a b l t e n u e ~  apnZh 
centniduga.-tio n de gnadientn  ph2 damniin. 



Les sucres sont ensuite dosés selon la méthode de 

TILLMANS et PHILIIPI (réactif à i'orcinoi sulfurique) (44,45). 

VI1 - MESURES DE RADIOACTIVITE 

Les fractions de gradients de saccharose sont intro- 

-duites en fioles de comptage et additionnées de lOml de liquide 

scintillant (PCS - NUCLEAR CHICAGO) 

Le matériel acido-insoluble des fractions de gradients 

de CsCl ou de métrizamide, est précipité par du TCA 5 pl00 à O°C 

en présence d'un entraîneur (50 pg de sérumalbumine ou de RNA de 

levure). Le précipité récupéré sur filtre en fibre de verre 

Whatman GF83, est ensuite lavé par du TCA 5 p100, du TCA 0,l p100, 

de l'éthanol-éther (V/V), et de l'éther. Les filtres séchés sont 

introduits dans des fioles de comptage ren£ermant lOml de liquide 

scintillant (5,5g de Permablend III (Packard), toluène qsp lx), 

VI11 - PRODUITS UTILISES 

La métrizamide nous a été généreusement offerte par 

NYEGAARD et Co A. S. (Oslo, Norway) . 
Le CsCl est un produit E. MERCK (Darmstadt, Germany) 

et le saccharose ultra-pur un produit SERLABO (France). 

Ltactinomycine D et la puromycine proviennent de SIGMA 

Chemicals Compagny (St Louis, Missouri, U.S.A.), la glutaral- 

-déhyde de l'Eastman Organic Chemicals (Rochester, U.S.A.) et 

la ribonucléase (FC 2.7.7.16, du pancréas de boeuf, sans 

protéases, 40 unités KUNITZ mg-') de la SOCHIBO S.A., France. 

Le TRITON X-100 (scintillation grade) un produit BDH Chemicals 

Ltd (Poole, England) . 



CONCLUSION 



L'étude de la structure et de la spécificité de fonction 

des polysomes libres et liés d'hépatocyte de rat nécessite leur 

isolement de façon quantitative en respectant leur intégrité 

structurale et fonctionnelle. 

Une nouvelle méthode de fractionnement de la cellule 

hépatique, mise au point récemment au laboratoire, permet d'ob- 

tenir la quasi-totalité du réticulum endoplasmique avec une 

bonne préservation du RNA messager. Les fragments bilamellés du 

réticulum associés aux mitochondries sédimentent à basse vitesse, 

tandis que les vésicules membranaires de taille variable sont 

contenues dans le surnageant post-lysosomal. L'étude de la 

séparation des polysomes libres et liés de ce surnageant post- 

lysosomal a falt l'objet de notre travail. 

Les méthodes existantes de séparation des deux classes de 

polysomes consistent généralement en une centrifugation isopycnique 

de longue durée des membranes, sur gradient discontinu de saccha- 

rose. Nous avons pu montrer, dans une premisre partie de notre 

travail, que ces techniques ne permettent pas d'obtenir des frac- 

tions membranaires dépourvues de contamination par les polysomes 

libres et dont l'état structural n'est pas modifié. 

L'introduction de la métrizamide, comme milieu de centri- 

fugation, s'est avérée être d'un intérêt important pour ltanal.yse 

du contenu en polysomes libres et liés des fractions subcel-lulaires. 

En effet, les polysomes libres et les membranes possédant des 

densités différentes en métrizamide, il est possible de les sé-arer 

très nettement par centrifugation isopycnique dans ce milieu, La 

purification des membranes par flottaison peut également être 

réalisée rapidement en métrizamide grâce à la viscosité faible et 

à la densité importante des solutions, Ce dernier procédé convient 

particulièrement à la préparation des RNAs associés aux membranes, 

D'autre part, la mise au point de nouvelles techniques de 

séparation des polysomes libres et liés en saccharose a permis 

l'isolement quantitatif des polysomes libres et des membranes 

ainsi que la purification des membranes granulaires du surnâgeant 

post-lysosomal. Le détachement artefactüel des polysomes liés aux 

membranes et l'agrégation de ces 'dernières sont considérablement 



limités par l'utilisation de centrifugationsde courte durée. 

Les fractions membranaires isolées sont pratiquement exemptes 

de contamination par les polysomes libres et l'intégrité du 

RNA messager associé aux membranes peut être préservée. 

Grâce au développement de ces méthodes, il devrait 

être possible d'envisager de façon nouvelle les "aspects dyna- 

miques" de la comparti.mentation cellulaire. 





Nous avons montré lors d'une étude critique que les 

principales difficultés rencontrées dans les travaux concernant 

les relations de biogénèse entre les deux catégories de polysomes 

cellulaires et leur spécificité de synthèse, étaient surtout 

d'ordre méthodologique. En particulier la séparation des polyso- 

-mes libres et liés en respectant l'intégrité du RNA messager 

restait un obstacle important à surmonter. 

Les résultats présentés dans ce mémoire apportent 

plusieurs réponses à ce problème. Par l'utilisation d'un nouveau 

milieu de centrifugation, les deux classes de polysomes peuvent 

être séparées quantitativement à.ltéchelle analytique. La cen- 

-trifugation isopycnique en métrizamide constitue en outre un 

excellent moyen de détermination du taux de contamination croisée 

des fractions polysomales purifiées. 

A l'échelle préparative, le développement de nouvelles 

techniques d'isolement des polysomes libres et des membranes par , 

centrifugation en gradient discontinu de saccharose, nous a 

permis d'obtenir quantitativement et avec un minimum de contami- 

-nation, les deux types de polysomes en préservant leur intégrité 

structurale et fonctionnelle. 
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