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INTRODUCTION

De 1'hypothése de PALADE et SIEKEVITZ & l1'hypo-
-thése du "signal" de BLOBEL, vingt années de
recherches sur la structure et la fonction du
réticulum endoplasmique se sont écoulées... La
synthése des protéines d'excrétion ne représen-
~te trés probablement gu'un aspect du rble du
réticulum endoplasmique dans les cellules euca-~
~-ryotes.



—

La fonction majeure de l'association des ribosomes aux membranes

Deux populations ribosomales ont pu étre reconnues morphologi-
-quement dans le cytoplasme des cellules parenchymateuses de foie de Rat
dés 1955 ~ 56 (1-2) : l'une, libre dans le cytoplasme, et L'autre associée
d un abondant systéme de membranes lipoprotéiques que t'on nomma réticulum

endoplasmique,

L'existence d'une corrélation entre l'abondance du réticulum
endoplasmique et le .degré d'activité secrétrice d'un type cellulaire donné
(PALADE, 1958) (3), conduisit PALADE et SIEKEVITZ & émettre, en 1960,
L'hypothése selon laquelle les ribosomes Liés aux membranes intracellu-
-laires synthétiseraient les exoprotéines, tandis que les ribosomes libres
seraient responsables de la synthése des protéines retenues dans la
cellule (&), Cette théorie était séduisante, et un grand nombre de travaux
établirent de maniére définitive le réle du réticulum endoplasmique dans
les processus de secrétion, Cependant, il existe du réticulum endoplasmi-
-que dans les cellules eucaryotes possédant peu ou pas d'activité secré-
—~frice comme les cellules nerveuses par exemple, En outre, la croissance
et le développement cellulaire s'accompagnent généralement d'une prolifé-

~-ration active du systéme membranaire.

On congeit donc mieux que l'existence de polysomes Liés
puisse avoir un avantage majeur pour la physiologie de la cellule si les
chatnes protéiques synthétisées au niveau du réticulum endoplasmique
peuvent, et doivent, étre transportées ailleurs, dans la cellule ou en
dehors de la cellule ; les espaces intermembranaires ~ encore appelés
cisternae - assurant alors les communications entre les différents compar-—

~timents cellulaires ainsi qu'avec l'extérieur,



A ce sujet, PALADE suggérait plus récemment que dans les cel-
~-lules non secréfrices, les chalnes néosynthétisées par les ribosomes Lliés
au réticulum endoplasmique puissent migrer vers des vésicules intracellu-
-laires, notamment les lysosomes, et étre ainsi retenues dans la cellule
(5). Le transfert des chafnes protéiques naissantes au travers des feuil-
-lets lipidiques deviendrait alors la fonction majeure de l'association des
ribosomes aux membranes, mais les données expérimentales sont encore insuf-
~fisantes & L'heure actuelle pour étayer complétement cetfe hypothése. En
effet, si quelques études ont montré que, dans L'hépatocyte de Rat, cer-
~taines protéines mitochondriales (glutamate deshydrogénase (6), malate
deshydrogénase (7), cytochrome ¢ (8, 9, 10)) ou peroxysomales (catalase)
(11) sont synthétisées par le réticulum endoplasmique granulaire, il s'agit
cependant de prouver que le mécanisme de transfert de ces protéines est

similaire & celui des proféines secrétées,

"Relations fonctionnelles ou de biogénése entre les deux caté-

-gories de pblysomes

De méme que de nombreux travaux eurent pour but d'attribuer &
chaque type de polysomes la synthése de cerfaines classes de protéines,
d'autres tentérent de mettre en évidence d'éventuelles différences struc-
-turales ou métaboliques entre les composants des deux systémes de biosyn-
-thése qui auraient pu expliquer tout ou partie des mécanismes de sélection
des mRNAs,

La majorité de ces études ont envisagé la possibilité d'échange
des sous-unités ribocsomales entre les deux fractions. Les expériences
basées sur l'analyse de cinétiques de marquage in vivo ont apporté, dans
leurs détails, des résultats souvent contradictoires (11-16), Dans aucun
cas cependant, on ne peut trouver de données en accord avec l'existence de
deux populations "cloisonnées" de ribosomes. Le méme type de conclusion
s'impose au vu des nombreuses expériences de reconstitution in vitro
(17-22) ou des analyses structurales du rRNA (23). Dans plusieurs cas,
L'électrophorése des protéines ribosomales a montré que la sous-unité 60S
des polysomes libres posséde une protéine supplémentaire (17, 24), mais
deux autres études concluent & une similitude totale (25, 26). BLOBEL,
enfin, montre qu'un facteur protéique présent dans le cytosol, les mono-
-somes et polysomes Llibres, est capable de provoquer le détachement des

monoméres liés aux membranes, mais pas celui des polysomes liés (27).



N

Ceci suggére qu'aprés la terminaison de la synthése de la chafne peptidique,
les ribosomes Lliés peuvent étre détachés des membranes par un facteur de
dissociation pour rejoindre ('ensemble des ribosomes Llibres dans le cyto-

~plasme.

Un certain nombre de travaux ont également étudié, de fagon
directe ou indirecte, la possibilité d'échange d'autres composants des deux
systémes. Ainsi, les plus anciens comparérent les différences d'efficacité
in vitro des deux catégories de polysomes et aboutirent a des conclusions
trés opposées, traduisant essentiellement l'imperfection des techniques
employées pour isoler les polysomes (28-34), D'autres comparérent les proprié-
-tés in vitro des deux systémes (35), et notamment leur sensibilité aux anti-
-biotiques (36, 37). Deux travaux enfin, indiquent que polysomes libres et
Liés n'utilisent pas les mémes leucyl-tRNA (38) ou la méme réserve d'amino-
acides (39).

Il semble donc que les mémes sous-unités ribosomales puissent
traduire indifféremment toutes les catégories de mRNAs, Toufefois, la pos-
-sibilité que d'autres composants soient spécifiques de chaque type de
polysomes ne peut étre exclue. L'ensemble des fravaux mentionnés ci-dessus
n'apportait aucun éclaircissement sur les mécanismes de sélection des
mRNAs, avant qu'il ne soit proposé qu'une séquence conterue dans le mRNA

Lui-méme provoque indirectement l'association des ribosomes aux membranes.
L'hypothese du "signal"

Au moins dans le cas des protéines secréiées, les bases molé-
-culaires du passage des polypeptides au travers des couches lipidiques
du réticulum endoplasmique peuvent maintenant s'expliquer de fagon plus
rationnelle dans L'hypothése du "signal" de BLOBEL et al (40, &1). Une
séquence additionnelle hydrophobe, située & U'extrémité Neterminale (le
"signal') permet L'introduction de la chaine peptidique dans les membranes
et sa décharge vectorielle dans les cisternae. Celle-ci est apparemment

hydrolysée avant que le processus d'allongement de la chaine soit terminé,

Cette hypothése peut également expliquer comment un mRNA par-
—-ticulier peut &tre "choisi" pour étre traduit par les ribosomes Liés. Le
mécanisme d'induction de la traduction serait idehfique pour fous les
mRNAs, qu'ils possédent ou non la séquence "signal". Le ribosome inducteur,

libre dans le cytoplasme, pourrait s'associer aux membranes dés que la



chalne naissante, porteuse de sa séquence hydrophobe, émerge suffisamment
du ribosome. Si la séquence additionnelle est absente, l'attachement du
ribosome & la membrane ne se produit pas. Toutefois, la présence de la
séquence "signal", bien que nécessaire, n'est pas obligatoirement suf-
~-fisante pour assurer i('association du ribosome & la membrane. Quand le
nombre de sites récepteurs présents sur les membranes devient un facteur
Limitant, la traduction des mRNAs contenant la séquence "signal" peut

s'effectuer par des ribosomes libres.
Les spécificités de synthese

Dans un certain nombre de situations déterminées, l'ensemble
des propositions rassemblées dans L'hypothése du "signal' permet de mieux
interpréter les différences fonctionnelles mises en évidence entre poly-
~somes libres et liés. Ainsi, on peut observer fréquemment qu'une protéine
donnée n'est pas exclusivement synthétisée par les polysomes liés, mais
qu'une partie de la synthése (5 & 25%) est effectuée par les polysomes
Libres., Si la nature d'un mRNA donné n'implique pas obligatoirement sa
traduction par les ribosomes asscciés aux membranes, la mise en évidence
d'un certain taux de synthése de la protéine éfudiée par les polysomes
Libres peut, hormis certaines raisons qui seront discutées plus loin,

avoir des causes physiologiques,

Cependant, on peut également constater que certaines protéines
du cytosol sont synthétisées dans une proportion relativement &élevée par
les ribosomes Liés. Tel est le cas de l'arginase (42) ou de la ferritine
(43-44) dont pratiquement la moitié de la synthése s'effectue sur le ré-
~ticulum endoplasmique, des protéines ribosomales de levure (23) ou de
la tubuline du cervelet de Rat (45). Tel est encore le cas de la sérine
dehydratase, enzyme hépatique soluble dont on peut induire la synthése
chez le Rat et qui est préférentiellement synthétisée par les polysomes
Liés (46), Il conviendrait, sans aucun doute, de préciser Ll'importance
de différents facteurs méthodologiques pour faciliter l'interprétation
de ces résultats. Mais il demeure que ces derniers pourraient traduire

l'existence de mécenismes encore mal connus,

Les données acquises sur la biosynthése des protéines membra-
-naires sont également trés fragmentaires., L'étude du métabolisme des

protéines constitutives des membranes du réticulum endoplasmique chez le



Rat supporte L'idée que la composition enzymatique de la membrane est dans
un état de renouvellement constant, et que des protéines peuvent étre
fixées et détachées de la membrane préexistante (47, 48). Quelques iravaux
semblent indiquer d'autre part que les polysomes Liés pourraient jouer un
réle imporfant dans la formation des membranes du réticulum endoplasmique
(49-51). On peut toutefois remarquer que les protéines membranaires peuvent,
trés schématiquement, étre "classées" en trois groupes, selon leur loca-
—-lisation par rapport aux couches lipidiques. On peut ainsi distinguer des
protéines "intrinséques", insérées de maniére transverse ou & une profon-
~deur variable dans les membranes, des protéines situées a la face interne
des vésicules, et des protéines de surface, exposées vers le cytoplasme,

Il n'est pas inconcevable que les protéines périphériques puissent étre
synthétisées par les polysomes libres, et s'associer ensuite aux membranes.
Un fravail de LODISH et SMALL montre qu'un tel processus peut exister dans
les réticulocytes (52). Et, comme l'indiquait BLOBEL en tentant d'élargir
la signification biologique de L'hypothése du "signal" (53), le mécanisme
de décharge vectorielle des chatnes néosynthétisées au niveau du réticu-
~lum endoplasmique pourrait étre, d'autre part, responsable de L'insertion
de la plupart des protéines qualifiées d'"intrinséques" ainsi que des

protéines localisées sur la face interne des membranes.

It n'est pas interdit de penser que la synthése de certaines
protéines membranaires pourrait, par voie de conséquence, introduire un
degré d'hétérogénéité dans la nature des interactions des polysomes aux
membranes, Cette idée demeure purement spéculative, mais alors méme que
semble se préciser notre connaissance des associations des polysomes aux

membranes, aucune donnée expérimentale ne peut encore l'exclure,
Les liaisons des polysomes aux membranes

Dans le modéle d'association des polysomes aux membranes qui
est présenté dans la figure 1, pour les cellules secrétrices, et en par-
—ticulier pour l'hépatocyte de Rat, la structure polysomale interagit
avec la membrane par L'intermédiaire des grandes sous-unités ribosomales,
et des chafnes peptidiques naissantes en progression vers le lumen. Ces
derniéres renforcent la liaison du ribosome avec la membrane au fur et &
mesure de leur croissance, en provoguant un ancrage de plus en plus résis-
~tant,
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FIGURE 1 : Représentation des modéles ayant été proposés pour
décrire différents types d'associations des polyso-

-mes aux membranes dans les cellules eucaryotes

Le modele 1, représente un type d'asscciation & fonction secrétrice. Le schéma 1p a été proposé par
MECHLER et VASSALI (55) pour interpréter les résultats obtenus pour les cellules myelomateuses de Souris.
Le schéma 1o présente 1'enssmble des interactions ribosomes-membranes qui pourraient résulter de la bio-
-synthese d'une protéine intrinséque orientée transversalement (53). La figure l4 pourrait correspondre
4 1'association polysomes-menbranes dans les cellules non secrétrices (59). Dans les modéles 1 et 1,

la chaine naissante est - comme en lg - supposée s'introduire dans la membrane par l'intermédiaire d'une
séquence signal, qui est hydrolyséde avant que la lecture du mRNA ne soit terminée, mais ces étapes ne
sont pas figurées sur le schéma.



Les ribosomes dont la chaine naissante ne posséde pas une lon-
-gueur suffisante peuvent ne pas interagir directement avec la membrane,
Ils ne sont alors reliés & celle-ci que par Ll'intermédiaire du mRNA et des
ribosomes déja ancrés sur la membrane. Cette situation (Fig.lp) a été
décrite pour les cellules de myelome de Souris par MECHLER et VASSALI
(54, 55) : les ribosomes détachables par L'action ménagée de la RNase
portent des chatnes protéiques naissantes d'une longueur 2 & 3 fois in-
~férieure & celles des ribosomes restant liés. Le schéma 1, dérive essen-
~-tiellement des travaux réalisés par SABATINI et son équipe sur des pré-
—-parations dans lesquelles l'intégrité du mRNA n'était pas respectée (56),
Il tient compte également du fait que les sous-unités 60S peuvent se fixer
din vitro sur des membranes dégranulées. Ces données sont insuffisantes
pour exclure la possibilité qde dans l'hépatocyte de Rat, 1 ou 2 ribosomes
situés du c6té 5' du mRNA soient, comme dans le cas des cellules de my-

-elome, liés de fagoh indirecte (voir ref.57, 58).

D'une maniére identique, et comme nous Ll‘avons mentionné plus
haut, il n'esf‘pas inconcevable que d'aufres types d'interactions des
polysomes aux membranes puissent résulter de la synthése de protéines
particuliéres, BLOBEL proposait notamment le schéma 1. comme modéle de
biosynthése d'une protéine membranaire "intrinséque" orientée transversa-
-lement. Alors que les ribosomes situés du co6té 5' sont liés aux membranes
comme dans les modéles précédents, les ribosomes terminant la lecture du
mRNA ne sont plus reliés & la membrane que par L'intermédiaire de la chaine
peptidique et du RNA messager. Ceci implique évidemment L'existence d'un
mécanisme de blocage de la chaine peptidique et de rupture de l'association

sous-unité 60S - membrane.

La figure 14 a été proposée par TATA (59) pour expliquer cer-
-tains résultats obtenus pour des tissus non secréteurs. La structure
polysomale n'est lide aux membranes que par l'intermédiaire des grandes
sous-unités, et les chafnes naissantes sont supposées croftre sur la mem-—
-brane sans s'y associer forTemenT,bavanf d'étre déchargées vers le cyto-

-plasme, L'existence d'un tel modéle demeure trés difficile & prouver

expérimentalement.

La possibilité d'une association de l'extrémité 3'OH du mRNA
3 la membrane a été envisagée, sans recevoir de confirmation expérimentale
définitive, L'action de la verrucarine, un inhibiteur de l'induction de la

biosynthése protéique, sur des fibroblastes conduit & une dégranulation des



membranes, mais une quantité importante du RNA rapidement marqué demeure
associée aux membranes (60), Cependant, dans la majorité des systémes
étudiés, une grande proportion du mRNA poly A* est détachée des membranes
dans les conditions ioniques permettant la dissociation de la structure
polysomale (61, 62), Le RNA poly A" restant semble associé aux membranes,
mais ceci n'est souvent qu'une interprétation. L'étude effectuée par HARRISON
sur des cellules de myelome, montre que Lle mRNA des Immunogltobulines (carac-
-térisé par son produit) est détaché des membranes aprés fraitement par le
KCL et la puromycine (63). En toute hypothése, le fait que les deux caté-
~-gories de polysomes possédent des RNA messagers poly A' suggére que le seg-
-ment nucléase - résistant n'est pas seul responsable de l'association mRNA -

membrane, si elle existe,

Le réle exact de la membrane dans les associations polysomes-—
membranes demeure assez obscur., L'existence, sur les membranes du réticulum
endoplasmique, de sites récepteurs pour les ribosomes est depuis Longfémps
posfu[ée,.ef des expériences de reconstitution in vitro ont montré que les
membranes granulaires pouvaient fixer des ribosomes aprés détachement des
ribosomes préexistants, et avec une meilleure efficacité que des membranes
agranulaires traitées de maniére identique (22). Les tentatives les plus
récentes de caractérisation de la (des) protéine (s) pouvant étre impli-
~quée (s) dans le site récepteur émanent du groupe de SABATINI (é4, 65).
Deux protéines, appelées ribophorines I et II (P,M, 65 000 et 63 000)
présentes dans le réticulum granulaire, mais absentes dans le réticulum
lisse, peuvent étre pontées au ribosome par la glutaraldéhyde ou le
methyl 4-mercapto butyrimidate. D'autres travaux ont également envisagé la
possibilité que plusieurs molécules de cytochrome P450 pourraient consti-
~tuer le site récepteur de certains ribosomes (66, 67), sans obtenir foute-

-fois de démonstration définitive,
Compartimentation cellulaire de la biosynthése protéique

L'ensemble des questions relatives & la signification biologi-
-que du réticulum endoplasmique, peut &tre abordé sous l'angle de la com-
-partimentation cellulaire de la biosynthése protéique. Ainsi, on peut
considérer que le réle du réticulum endcplasmique est de compartimenter les
protéines destinées & &tre secrétées, en les concentrant & t'intérieur des
vésicules intermembranaires. Ce concept peut étre étendu aux protéines

devant subir des modifications post-traductionnelles de toute nature



(protéolyse, glycosylation, formation de ponts disulfure, etc...). Ceci ne
pourrait &tre qu'une question de mots, s'il ne s'agissait également de con-
~sidérer que la synthése d'une protéine donnée, ou d'une classe de proté-
-ines donnée, n'est pas distribuée de fagon uniforme dans la cellule. Les
différents aspects du réle du réticulum endoplasmique dans la compartimen-—
-tation cellulaire ont été discutés en détail dans une revue générale de
SHORE et TATA (68), reprenant en partie la suggestion antérieure que L'une
des fonctions des associations polysomes-membranes serait de permettre une
distribution topographique de différentes populations de polysomes synthé-
~tisant différentes classes de protéines (59). A l'heure actuelle, ('une
des indications les plus tangibles de l'existence d'une felle compartimen-
-tation cellulaire est due & ces mémes auteurs (69), La synthése des pro-
~téines mitochondriales est répartfie de fagon différente dans deux frac-
-tions de réticulum endoplasmique isolées du foie de Rat. Nous présenterons
dans ce mémoire d'autres données expérimentales concernant la biosynthése

de l'a~L fucosidase pouvant conduire & la méme conclusion (voir p,93)



CHAPITRE I

LE RETICULUM ENDOPLASMIQUE GRANULAIRE
DE L'HEPATOCYTE DE RAT :
PROBLEMES D' ISOLEMENT ET DE PURIFICATION
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PLANCHE T
hépatique

: Observation en microscopie électronique du tissu
(observation de J. F. DUBREMETZ)

A : Vue d'ensemble de 1'hépatocyte ; B et C : empilements de réticulum en-

-doplasmigue



[N

De L'ensemble des données exposées dans le chapitre précédent,
il ressort que l'étude du réticulum endoplasmique en tant qu'organite multi-
—~fonctionnel ne saurait éfre menée & bien en choisissant comme modéte un
type cellulaire dont L'activité de biosynthése protéique est essentiellement
orientée vers la secrétion. De méme, L'étude d'une cellule non secrétrice
tendrait trés probablement & montrer une autre image, également restreinte,
du rdle du réticulum endoplasmique. Dé&s lors, une cellule & potentialités
multiples semble étre un matériel plus adapté. L'hépatocyte représente le
cas typique d'une cellule dont l'activité métabolique intense assure les
fonctions les plus diverses, Mais, en contre partie, l'étude d'une cellule
complexe ou la majorité des organites cellulaires sont représentés pose des

problémes méthodologiques accrus.

A- ISOLEMENT DU RETICULUM ENDOPLASMIQUE

Dans le cas particulier de L'hépatocyte de Rat, l'isolement
d'un échantillon représentatif de réficulum granulaire purifié se révéle
étre une difficulté apparemment insurmontable, lorsqu'il s'agit d'étudier
L'appareil de biosynthése protéique associé aux membranes. D'un point de
vue purement théorique, une méthode de préparation idéale des polysomes
libres et liés au réticulum endoplasmique devrait en effet répondre aux

exigences suivantes :

a) Isolement guantitatif des membranes du réticulum endoplas-
~-migque sans changements notables de structure, ni d'acti-
-vité,

b) Obtention guantitative des ribosomes et polysomes libres et
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FIGURE 2 : Facteurs influencant le rendement en réticulum granu-

-laire et son intégrité lors d'un fractionnement cel-

-lulaire.

Les fléches interrompues traduisent des relations dépendantes
du temps.

Une préparation de réticulum endoplasmique destinde & 1'¢tude de la fonction des assoclations polysomes-
membrancs peut étre jugée selon quatre critéres principaux : rendevent en membranes granulaires, inté-
-grité du mRNA, des associations polysomes-membranes, taux de contamination réciproque entre les diffé-
-rentes catégories de polysomes. Les forces de cisaillement, provoquant la fragmentation du réticulum,
favorisent son isolement, meis peuvent aussi, en rompant d'autres organites, libérer des activités

¥ ol - . . . . ¢ . ¢ ) . . .
’,vf nucléasiques nuisant & 1'intégrité du mRNA, donc des acsccliaticns polysomes-membranes. En présence des
( Bh ions nécessaires & la préservaticn de la structure polysomale, les interactions existant entre les orga-
! . . 3 * rn) : s 2 - s - . .
\Ji}*- -nites - qui tendent & réduire le rendement en réticulum granulaire purifié - se trouvent favorisées.

Les forces de centrifugation utilisées peuvent dégalement, dans certains cas, produire une agrégation des
organites et/ou nuire & 1'intégrité des associations ribosomes-membranes, par elles-mémes, ou par la
pression hydrostatique (70) gu'elles engendrent.
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liés, sans dégradation du mRNA, sans contaminations croisées.

¢) Ni rupture, ni perturbation de la (des) liaison (s) des

polysomes aux membranes,

Ces différents critéres sont loin d'étre satisfaits simultanément & l'heure
actuelle, et la figure 2 fente d'en expliquer, de maniére schémafique, les

raisons principales.

Dés 1950-55, les travaux concernant le fractionnement cellu~-
-laire de l'hépatocyte de Rat par centrifugation différentielle rejetaient
la possibilité d'introduire des ions dans le milieu d'homogénéisation, car
ceux-ci, "agglutinant'" les organites, rendaient vaine, ou défavorisaient
beaucoup, toute tentative de séparation (voir ref,71). Ceci explique (en
partie®®) pourquoi des solutions de saccharose exemptes d'ions, ou trés
Légérement tamponnées, sont utilisées dans la plupart des fravaux néces-
-sitant un fractionnement cellulaire, L'addition d'agents chélateurs est
d'ailleurs trés fréquemment pratiquée lorsqu'il s'agit de préparer des

fractions mitochondriales.

L'hétérogénéité en taille des fragments de réticulum endoplas-
-mique présents dans ! 'homogénat consfifue'égalemenf un obstacle & leur
obtention quantitative par centfrifugation différentielle, Ainsi, dans le
fractionnement classique de DE DUVE (1955) (72), encore utilisé & L'heure
actuelle (voir AMAR-COSTESEC et al, ref.73), la quantité de réticulum
endoplasmique isolé dépend beaucoup de L'intensité des forces de cisail-
-lement appliquées au matériel cellulaire, car celles-ci doivent provoquer
une fragmentation suffisante du réficulum endoplasmique pour qu'il soit
séparable des autres organites (noyaux, mifochondries, lysosomes, peroxy-
-somes). D'un point de vue enzymatique, la pureté des membranes isolées
dépendra également ( hormis les conditions exactes de centrifugation) de
L'intensité des homogénéisations répétées, car il faut se garder autant
que possible de provoquer la rupture d'autres organites ; et, si l'on con-
-sidére que les procédés d'homogénéisation manquent de bases théoriques,

Lla subjectivité de ce genre de manipulation apparait évidente,

*%* La présence d'ions est également scuvent considérée comme génante lors

de la déterminaticn des activités d'enzymes "margueurs".
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TABLEAU 1

Comparaison des rendements en réticulum endoplasmique
obtenus en absence d'ions par ADELMAN et al (75) (A) et
AMAR-COSTESEC et al (73) (B)

Dans la méthode d'ADELMAN et al, (A) le SPM est fractionné par centrifugation sur gradient discontinu de "
saccharose pour oblenir les fractions de membranes lisses, granulaires, et de polysomes libres. Nous avons
additionné les valeurs correspondant aux membranes granulsires & celles obtenues pour les membranes agra-
-nulaires (celles-ci représentent 5% du RNA total) pour que la comparaison des rendements des deux métho-

-des soit plus aisée. Il demeure ecependant que la fraction “microsomale" obtenue par centrifugation dif-
~férentielle par AMAR-COSTESEC et al (B) contient une partie des polysomes libres, le reste étant retrouvé

dans le surnageant. Dans le cas de la référence 75 (A),. les donndes sont calculées en % de la somue des

valeurs trouvées dans les différentes fracticns, tandis qufen B, les pourcentages sont exprimés par rap-

-pert & la somme des 2 premigres fractions (Noyaux et surnageant post-nucléaire). La cytochrome oxydase

est un enzyme "marqueur" de la membrane interne des mitochondries.

Cytochrome | Cytochrome
FRACTION RNA oxydase RNA oxydase

(% %) (%) (%)

Noyaux 7,7 4,0 19,0+4,8 20,2+5,8 )
Mitochondries 20,4 85,4 4,4+2,1 66,1+6,1
Membranes'granglaires 33,9 0;3
et agranulaires -
Ribosomes libres 17,8 0,05
Microsomes 54,948,3 4y2+2

Surnageant 19,8 0,81 23,6+9,8



Dans un fractionnement de ce type, les critéres d'intégrité du
mRNA, donc des associations polysomes-membranes (peut &tre méme de certaines
associaffons ribosomes-membranes), et d'activité biologique (c'est & dire
capacité pour les ribosomes & traduire un pelynucliéotide naturel ou synthé-
-tique in vitro) sont peu satisfaits. La nécessité d'introduire des cations
mono ef divalents dans le milieu d'homogénéisation pour préserver la struc-
~-ture et l'activité biologique des polysomes est une contrainte supplémen-
-taire qui vient restreindre encore La possibilité d'isoler une proportion
satisfaisante de réticulum endoplasmique. Ainsi, dés 1967, BLOBEL et
POTTER avaient montré qu'en présence des ions nécessaires 3 la préservation
de la structure des polysomes, la quantité maximale de réticulum endoplas-
-mique granulaire gque l'on peut fragmenter par homogénéisation (sans se
soucier de L'intégrité des autres organites) et isoler dans un surnageanrt

post-mitochondrial, n'excéde pas 50% (74).

Attribuant initialement U'impossibilité d'obtenir de fagon
~quantitative le réticulum endoplasmique & la présence des ions, d'une part,
et & une cosédimentaticn de l'ergastoplasme avec les noyaux d'autre part,
ADELMAN et al ont étudié d'autres possibilités d'isoler le réticulum granu-
-laire, choisissant de sacrifier L'activifé biologique au profit du rende-
-ment (75). Le schéma de fractionnement proposé consiste & préparer, en
absence d'ions et en saccharose 1,6M, un surnageant post-nucléaire qui est
ensuife dilué pour permettre La sédimentation des mitochondries, La quanti-
-té de RNA Lié aux membranes du surnageant post-mitfochondrial demeure
cependant voisine de celle isolée par La méthode classique des centrifuga-
-tions différentielles successives (voir Tableau 1), Ces auteurs expliquent
cet échec partiel par l'existence d'interactions trés fortes entre le réti-
-culum endoplasmique et Les mitochondries., Une contfamination des membranes
par des peroxysomes, et L'éclatement d'une proportion notable de lysoscmes
(consécutif au choc hypotonique) constituent deux défauts majeurs de cette
méthode., Les riboscomes isolés possédent en outre une faible activité bio-
-logique in vitro, et L'intégrité du mRNA n'est pas respectée. Toutefois,
le principal intérét de cette méthode est qu'elle permet de fractionner une
quantité assez importante de tissu. L'essentiel des connaissances acquises
sur la nature des associations ribosomes-membranes dans L 'hépatocyte de Rat

dérive d'ailleurs des travaux effectués sur des préparaticons de ce type.

L'ensemble de ces considérations expligue pourquoi la majorité

N

des travaux se rapportant & la fonction des interactions polysomes-



PLANCHE II : Différents aspects de la proximité

du réticulum endoplasmique et des mitochondries

1'hépatocyte intact (observation de J. F. DUBREMETZ)

topographique

observés dans
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membranes ont concerné la fraction mineure de réticulum endoplasmique

(5 & 25% du RNA cellulaire, soit en moyenne 1/5 du réticulum granulaire)
obtenue dans un surnageant post-mitochondrial préparé en présence d'ions,
La possibilité qu'une telle fraction ne constitue pas un échantillon sta-
~tistiquement représentatif du réticulum de la cellule (c'est & dire ne
résulte pas uniquement d'une fragmentation "au hasard" du réticulum) a été
quelquefois évoquée dans la Littérature, mais assez rarement prise en con-
-sidération jusqu'd ces derniéres années lors de l'interprétation de
résultats concernant la synthése préférentietlle par un type de polysomes
d'une protéine donnée, Cette incertitude, mais aussi des considérations
purement pratiques (faibles quantités de réticulum isolées) sont & l'ori-
-gine des méthodes dans lesquelles L'homogénat est délibérément centrifugé
a haute vitesse, conduisant & la sédimentation de la presque tofalité du
réticulum endoplasmique avec les organites de taille importante, tandis que
le surnageant constitue la source de polysomes libres (24, 34, 76, 77).
Sans évoquer ici le probléme des taux réels de contamination réciproque des
deux fractions polysomales isolées, ni celui de L'intégrité des mRNAs des
deux fractions, on peut remarquer que le traitement par des détergents de
fractions de réticulum endoptasmique.confaminées par d'autres organites,
en permettant L'isolement des polysomes liés, constitue un moyen de résou-
~dre en partie les difficultés rencontrées pour fractionner L‘hépafocyfe,"
car une étude plus rigoureuse des spécificités de synthése par différents

types de polysomes de classes de protéines données devient alors possible.

En 1973, LEWIS et TATA montrent que le réticulum sédimentant
3 basse vitesse est constitué principalement d'empilements de membranes
granulaires, résistants & l'homogénéisation, se distinguant ainsi du réti-
~culum endoplasmique vésiculisé que l'on peut obtenir dans le surnageant
post-mitochondrial (78), Ces observations sont complétées en 1978 par
SHORE et TATA qui montrent que des conditions trés drastiques (incompati-
-bles avec la préservation de la structure du réticulum endoplasmique)
doivent étre employées pour rompre les associations réticulum-mitochondries
(79). Ces auteurs ont proposé un schéma de fractionnement permettant d'iso-
-ler les polysomes libres et Lliés, dont nous avons eu connaissance alors
que nous terminions la mise au point de quelques unes des techniques que
nous décrirons dans le chapitre III, Nous avons congu le fractionnement
cellulaire d'une maniére un peu différente, aussi entreprendrons—-nous,

chaque fois qu'il sera possible, une comparaison des résultats obtenus.
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B- SEPARATION DES POLYSOMES LIBRES ET LIES DU SURNAGEANT
POST-MITOCHONDRIAL

1°- Centrifugation sur gradient discontinu de

saccharose

Si 'isolement d'un &chantillon représentatif de réticulum
endoplasmique granulaire purifié demeure problématique, la séparation des
polysomes libres et des membranes d'un surnageant post-mitochondrial est
la source d'autres difficultés techniques qui, & nofre sens, n'ont été

résolues que trés partiellement.

Depuis 1964, cette séparation a été effectuée, le plus souvent,
sur des gradients discontinus de saccharose, Cependant, la pureté et L'in-
-tégrité des fractions obtenues peuvent varier, dans une large mesure, en
fonction des conditions exactes ufilisées., Il est sans douie approprié
d'illustrer ce:faif en comparant différentes variantes méthodologiques,

avant d'entreprendre une étude critique succinte,

a- Comparaison de quatre procédés de purification des polysomes

Les étapes successives, caractérisant quatre procédés différents
ayant été utilisés durant les quinze derniéres années, sont schématisées
dans la figure 3, La figure 4 montre les résultats de l'analyse en gradient
Linéaire de saccharose des fractions obtenues, lorsque ces quatre méthodes

sont appliquées & un surnageant post-mitochondrial unique.

Selon la méthode A, l'ultracentrifugation du surnageant post-
mitochondrial conduit & la fraction microsomale, Celle-ci, resuspendue dans
le tampon d'homogénéisation, est déposée sur du saccharose ZM, ef donne,
aprés une nouvelle centrifugation, une interphase de membranes lisses ef
granulaires, et un sédiment de polysomes libres, L'interphase, prélevée et
traitée par un détergent, est déposée & nouveau sur du saccharose 2M, et
centrifugée pour obtenir un sédiment de polysomes liés. Ce protocole expé-
~rimental a éfé utilisé par de nombreux auteurs donit REDMAN et SABATINI

notamment (80).

Dans le procédé B, les membranes lisses sont séparées du réti-
~culum endoplasmique granulaire, au cours d'une centrifugation du surnageant

post-mitochondrial sur un coussin de saccharose 1,3M. Le culot de réticulum
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Toutes les solutions contiennent TggKosiisdy. 28g de broyat sont homogénéisés dans 140m} de 0,255 par

8 allers-retour de piston (1 000t/mn) dans un homogénéiseur de POTTER-ELVEHICM. Une centrifugation de
10mn & 9 000ggy conduil au surnageant post-mitochondrial (SPM). 2x7ml sont centrifugés lh a 105 000gpay
en rotor 40 (A) puis 4x7ml sont déposés sur 4ml de 1,35 et sont centrifugés 2h30mn & 105 000guax dans le
méme rotor (B). 15ml de SPM sont déposés sur 8ml de 1,385 et éml de 25 (C) tandis qu'une autre fraction
aliqunte de méme volume est déposée sur un gradient identique, 2 ceci prés que les coussins de saccha-
-rose contiennent lpl/ml d'une fraction d'inhibiteur de RNase ¥ (D). Les deux tubes sont centrifugés 20h
& 113 000ggyy daens le rotor 60 Ti.les culots de microsomes (A) sont resuspendus dans 15,5ml de tampon.

Les culots de membranes granulaires et de polysomes libres (B) sont resuspendus dans 15,5ml1 du “cytosol"
prélevé dans les 4 tubes j 2x7,5ml de chaque suspension sont déposés sur 3,5ml de 25 et centrifugés 5h

3 105 000gpayx dans le rotor 40, Les interphases de membranes granulairecs obtenues pour A et B sont pré-
-levées dans un volume de éml. En A, on ajoute 9ml de tampon et 1,5ml de DOC & 11 pl00. En B, on ajoute
7,5m1 du cytosol (prélevé 2 la meitié supérieurc des 2 tubes), 1,5ml de tampon et 1,5ml de DOC &

11 pl00. Dans les deux cas, des fractions de 8ml sont déposées sur 3ml de 25 et centrifugées Sh a

105 000gmax dans le rotor 40. Les interphases de réticulum granulaire obtenues pour C et D sont prélevées
dans un volume de 8ml. £n C, on ajoute 7ml de cytosol, 9,75ml de tampon et 2,75ml de DOC & 11 plod. En D,
on ajoute 60 pl de la fraction d'inhibiteur de RNase ™, 16,75ml de tampon et 2,75ml de DGC & 11 plCo,

. Dans les deux cas, 27ml sont déposés sur éml de 25 mais en D, le 25 contient 1 pl/ml diinhibiteur de

. § RNase *, Les tubes sont centrifugés Sh & 105 000gpax dans le rotor 60 Ti. Les culots de polysomes resuse

\}“*E/ ~pendus dans le tampon sont analysés en gradient lindaire 10~-50 pl00 de saccharcss.

s o
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granulaire et de polysomes libres est resuspendu dans la fraction "cytosol"
(prélevée au 1/3 supérieur du tube) et déposé sur du saccharose 2M, La
suite du protocole est en tous points identique a celle de A, & ceci prés
qu'une nouvelle introduction de cytosol est pratiquée lors du traitement

des membranes par le détergent. Cette méthode a été employée par TATA (81).

Dans La méthode C, les gradients discontinus sont cette fois
composés de saccharose 2M et 1,38M, et les membranes granulaires sont pré-
-levées, aprés centrifugation, & L'interphase inférieure. La solubitisation
des membranes par un détergent a lieu en présence de cytosol, comme en B,
Ce procédé, qui a été trés fréquemment utilisé, est une forme modifiée de
celui décrit par BLOBEL et POTTER (74),‘qui comportait, & L'origine,
L'introduction de saccharose 0,5M (au Llieu de 1,38M) dans les gradients
discontinus. Il est égalemen? possible d'ajouter aux coussins de saccharose
une fraction partiellement purifiée de L'inhibiteur de RNase du cytosol,

Cette variante est utilisée en D.

L'analyse en gradient linéaire de saccharose (Fig.4) montre
que le procédé A ne permet pas de préserver L'intégrité du mRNA, Le pro--
-cédé B tient compte de la présence d'une activité RNasique associée aux
membranes du réticulum endoplasmique ; aussi L'addition de cytosol vient-
elle restreindre la dégradation du mRNA (82,83, 84), On peut attribuer 3
la sédimentation des membranes, suivie de leur resUspension, la dégrada-
-tion des polysomes en B qui n'est pas observée en C, Le procédé C,
toutefois, conduit & L'obtention de polysomes moins lourds qu'en D, ol la
répartition dans le gradient des polysomes Liés se rapproche de celle des
polysomes libres. On peut estimer que le maximum du profil d'absorbance

correspond & des polysomes ayant 6-8 ribosomes par mRNA,

On congoit aisément que Ll'étude de préparations dans lesquelles
L'intégrité du mRNA était plus ou moins respectée, ait pu &tre & L'origine
de certaines controverses du ftype de celle née de travaux ayant comparé
L'activité de biosynthése protéique in vitro des deux catégories de poly-
-somes (28-34). Il est sussi trés probable que d'autres résultats contra-
~dictoires soient - au moins en partie - le reflet de taux variables de
contamination réciproque des deux classes de polysomes. Nous analyserons,
dans le paragraphe suivant, les facteurs pouvant influencer la pureté ou

ta sédimentation quantitative des fractions polysomales,
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FIGURE 5 : Influence de la composition du gradient discontinu

de saccharose sur le rendement en polysomes libres

A- Centrifugation du SPM sur 2SS et 0,5S
B- Centrifugation du SPM sur 2S5 et 1,3S

(Mo= monoméere)

5ml de SPH contenant 0,2ml dfune suspension de polysomes libres (1 U Aggp 6x1050pm3H) sont déposés
sur un gradient discontinu de smccharose ¢ naé de 6m) de 25 et 8m) de 0,55 (&) ou énml de 25 et Eml
de 1,35 {B). Aprés unz centrifugation ds 20h & 113 0000ay, les sddiments de polysomes libres obtenus
sont resuspendus dens O,5ml de T5g¥osis et 0,4ml de chague suspension sont dépesds sur gradient liné-
-aire de sacchaross (10-50 pl0G) (SW40 Ti, 40mn, 35 CC0Lt/mn). Des fractions de 0,3ml sont collectsées ;
leur absorbance & 260nm et leur rodic-activité sont mesurées,
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b- Sédimentation non quantitative des polysomes libres

a — Rétention des polysomes libres par les membranes,

Dans la méthode originale de BLOBEL et POTTER (74), le surna-—
~geant post-mitochondrial était deposé sur un gradient discontinu composé
de saccharose 0,5M et 2M, La faible molarité en saccharose de la couche
médiane défavorise la séparation, car dans ces conditions, l'ensemble des
membranes peut rapidement former une barriére génant la sédimentation des
polysomes libres. Les résultats de la figure 5 mettent en évidence ce phé-
~-noméne de rétention et montrent également que l'augmentation de ta con-
-centration en saccharose de la couche médiane facilite la sédimentation
des polysomes libres. Il ne semble pas que ceci soit uniquement la raison
pour laguelle, dans de nombreux fravaux, la concenfrafion'en saccharose de
la couche intermédiaire est supérieure & IM, En effet, L'introduction de
saccharose 1,3M-1,5M permef d'obtenir deux bandes membranaires distinctes,

‘et de purifier les membranes dont la densité est la plus élevée. Cependant,
de longues cenfrifugafions étant nécessaires pour avoir une sédimentation
optimale des polysomes Llibres (voir paragraphe suivant), une agrégation

des membranes est fréquemment observée. L'ampleur de la contamination ré-
-sultant d'une rétention de polysomes libres dans ces agrégats peut &tre
variable, et augmentfe en fonction de la quantité de surnageant post-
mitochondrial fractionnée ou de la concentration en membranes de ce dernier
(85).

B~ Sédimentation non quantitative des polysomes libres de
petite taille,

La figure 6 montre le résultat d'une centrifugation sur gradient
discontinu d'un surnageant post-mitochondrial (RNA 3H) dans lequel un fémoin
interne de polysomes Llibres purifiés (RNA 14¢) a 66 introduit., On peut
constater que méme aprés une trés longue centrifugation (20h, 157 000g,, )

il n'est pas possible d'observer de séparation nette entre les polysomes

libres et les membranes.

La fraction de polysomes libres ne pouvant traverser compléte-
-meni la couche de saccharose 2M a été, dans certaines études, récupérée et
analysée indépendamment des polysomes sédimentés. Mais comme le méme phéno-
-méne existe lorsque la fraction de réticulum granulaire est traitée par un

détergent et centrifugée sur gradient discontinu de saccharose (pour obtenir
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FIGURE 6 : Analyse de la séparation des polysomes libres et des

membranes en gradient discontinu de saccharose

Les zones hachurdes représentent les membranes visibles a
ltoeil nu dans le gradient

Toutes les solutions contiennent T5pK2sMsdy, Un sédiment de polysomes libres dont le RNA a été marqué
par l'acide orotique lig (1 rat 3 0,2mCi 3 3 jours) est obteru aprés centrifugation d'un SPM selen le
procédé D déerit dans la figure 3 (p.18). Un SPM est préparé a partir du feie d'un ret ayant regu une
injection de 0,5mCi d'acide orotique -H, 16h avant le sacrifice. 3nl de SPHM OH sort additionnds de

0,7nml de la suspension de polysomes libres (1 U Azgn lOécpm). 3ml du mélange sont déposés sur un gra~
~dient discontinu corposé de Iml de 2,25, 3ml de 25, lml de 1,55, 2ml de 1,385, 221 de 1,155, Aprés une
centrifuqgation de 20k & 35 D00t/mn en rotor SW40 Ti, des fractions de 0,2m1 sont collectées et la radio-
activité acido-insuluble est détermincde.
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les polysomes qui étaient liés aux membranes), deux fractions de polysomes
Liés ont du étre également considérées (REID et al) (86, 87). De l'ensemble
des travaux ayant adopté cette stratégie, il semble difficile de dégager
une signification fonctionnelle & ces différentes fractions., On peut d'ail-
~-leurs noter que dans l'expérience de la figure 6, la fraction de polyscmes
lLibres 14C qui a sédimenté & travers le saccharose 2M lors de sa prépara-
-tion, n'est plus séparée des membranes lors de sa recentrifugation ; et
lorsqu'on sait que dans les conditions utilisées ici, une dégradation des
polysomes se produit pendant la centrifugation (voir Chapifre III), il
semble difficile d'envisager autrement que de fagon purement opérationnelle
une distinction enire polysomes "légers" et "lourds". Cependant le fait
gu'une plus grande activité RNasique ait été trouvée en association avec la

fraction de polyscmes Llibres "légers"” mérite d'étre menfionné (88).

Pour pallier & lLa sédimentation non quantitative des polysomes
Libres de petite taille, il est possible de réduire la taille du coussin
de saccharose 2M (75) ; ceci favorise cependant L'agrégation des membranes
contre les paréis du tube. Une autre possibilité consiste & substituer au
saccharose 2M du saccharose 1,8M (Fig.7), Mais les sédiments de polysomes
peuvent alors &tre contaminés par des membranes ou par des protéines non

ribosomales (89), surtout si la centrifugation est trés longue,

c- Contamination des polysomes libres par les polysomes liés

Lorsque les gradients discontinus comportent du saccharose ZM,
ce type de contamination ne peut avoir pour origine qu'un détachement de
polysomes initialement liés aux membranes, Il existe peu de données expé-
-rimentales démontrant sans équivoque qu'un tel phénoméne existe dans le
cas d'une longue centrifugation des membranes d'hépatocyte de Rat, Cepen-
-dant, O'TOOLE, préparant une fraction membranaire dans des conditions
douces, montre que 20% des ribosomes peuvent étre détachés de cette frac-
~-tion sous l'effet des forces de centrifugation (90). SARMA a présenté

des résultats analogues pour le foie de Souris (87).

La pression hydrostatique inftense, & laquelle sont soumises
Les membranes pendant la centfrifugation, peut endommager leur structure,
Ainsi, BRONFMAN et BEAUFAY ont montré que certaines protéines peuvent éfre x
détachées des membranes sous l'effet de la pression (70). On peut égale-
-ment supposer que de la méme maniére, un détachement de ribosomes puisse

se produire, D'un point de vue purement mécanique, on peut aussi remarquer
s q
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FIGURE 7 : Sédimentation non quantitative des polysomes libres

"légers" a travers le saccharose 2M

Un SPM (0,255, TsgKostsd } est centrifugé pendant 15mn & 26 500t/mn dans le rotor SW27, La moitié supé-
-rieure du surnagean% ] % prélevée, additionnée de Triton X100 (concentration finale 1 plO0) et déposde
par fractions de 5ml sur des gradients discontinus composés de 3ml de 1,385 et 3ml de 25 (A) ou 1,85 ().
Apr2s une centrifugation de 26h & 45 000t/mn dans le rotor 507i, les sédiments sont resuspendus et ana-

-lysés en gradient isoccinétique de saccharose ¥,

S
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que lors d'une centrifugation sur gradient discontinu, les membranes granu-
-laires s'immobilisent & un endreit ol la densité du milieu est intermé-
—diaire entre celle du ribosome et celle des membranes. Les intferactions
ribosomes-membranes doivent résister & deux forces de directions opposées :

les ribosomes tendent & sédimenter, alors que les membranes tendent & flot-

-ter.

Certains ribosomes pourraient également &itre détachés des mem-
-branes sous l'action de nucléases endogénes. La présence de ribosomes liés
de fagon indirecte & la membrane (par L'intermédiaire du mRNA) a été mon-
-trée dans les cellules de myelome (55}, mais l'existence de ce type d'in-
-teraction dans L'hépatocyte de Rat a été d'abord infirmée (91), puis mise
en évidence en faible proportion (57, 58). En réalité, les problémes métho-
-dologiques que nous avons évoquésdans ce chapitre, génent considérablement
ce genre d'investigation, et aucune concitusion définitive ne peut encore

étre tirée,

29- Autres méthodes de séparation des polysomes

libres et liés

La séparation des polysomes Libres et des membranes granulaires
peut étre effectuée autrement que par longue centrifugation sur gradient
discontinu de saccharose, Les travaux ayant utilisé ces fechniques - ou une
combinaison de celles-ci - ont été énumérés dans la revue générale de
Mc INTOSH et O'TOOLE (92), Nous nous Llimiterons a discuter ici des avan-
-tages et des inconvénients que peuvent présenter L'application de ces

techniques dans le cas de l'hépatocyte de Rat,

a- Centrifugation différentielle

Il est possible de tirer perti des différences de coefficient
de sédimentation entre les membranes et les polysomes libres pour les
séparer par centrifugation différentietle, Plusieurs études, qui ont été
évoquées plus haut (24, 34, 76, 77), ont choisi de préparer, en une seule
étape, deux fractions respectivement enrichies en chacune des deux classes
de polysomes par centrifugation de L'homogénat total. Cependant, comme les
coefficients de sédimentation des deux fypes de particules (membranes et
polysomes libres) se recouvrent, et que d'autre part la sédimentation de

polysomes Libres par "entrainement" semble inévitable, l'emploi d'une telle
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stratégie suppose qu'un certain taux de contamination réciproque puisse
étre toléré, Elle interdit toute étude ultérieure de Lliaisons polysomes-
membranes et en outre, du point de vue de L'intégrité des fractions polyso-
-males obtenues, il apparatt (voir Chapitre III) que la sédimentation des
membranes par centrifugation & haute vitesse, constitue un obstacle & Lla

préservation du RNA messager des polysomes liés.

b- Centrifugation de zone

La centrifugation de vélecité en gradient continu de saccharose,
exploitant également les différences de vitesses de migration entre les
particules, ne peut offrir, dans le cas particulier de L'hépatocyte de Rat,
que des applications analytiques. De plus, celles-ci doivent étre restrein-
~tes aux études dans lesquelles les polysomes libres de la fraction sont

de petite taille (voir ref,69 par exemple),

c—fFlottaison des membranes

Le principe de cette technique consiste & faire migrer dans des
directions opposées.Les polysomes Llibres et les membranes, en utilisant un
milieu dont la densité est intermédiaire entre celles des deux types de
particules, Elle a été rarement employée dans le cas de l'hépatocyte de Rat
(mais voir ref,37). La nécessité d'ajuster la fraction subcellulaire & une
densité élevée limite considérablement la quantité de matériel fractionnée,
compte tenu de la capacité des rotors, Certaines expériences réalisées au
laboratoire ont montré qu'il est trés difficile d'obtenir une flottaison
quantitative des membranes granulaires en saccharose, mais que la méiriza-

-mide permet d'atteindre ce but (voir Chapitre II),



CHAPITRE II

SEPARATION DES POLYSOMES LIBRES ET LIES
EN METRIZANIDE
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La méfrizamide, N - (2 - 4 - 6 - frifodo - 3 = N - methyl -
acetylamino - benzoyl) - glucosamine, est un nouveau milieu utilisé depuis
1973 pour ta centrifugation de particules biologiques a8 cause de son iner-
-tie chimique et de ses propriétés physiques originates, Les applications
possibles de ce milieu sont rassemblées et décrites dans L'ouvrage corres-—
-pendant & la référence (93). Peu de travaux ont étudié le comportement
des partficules ribosomales dans ce milieu. Les sous-unités ribosomales
natives ainsi que celles dérivées des polysomes par l'action de L'EDTA
ont toutes, selon HINTON et al (94), une densité de 1,28g/cm3, mais occa—
~sionnellement un composant mineur de densité 1,359/cm3 est observé, Selon
les mémes auteurs, les particules RNP de fype messager ayant des coeffi-
~cients de sédimentation de 20 & 50S se répartissent en deux pics de den-
-sité 1,139/cm3 et ],28g/cm3 (95). Enfin une particule RNP cy*éptasmique
contenant le mRNA de la myosine a pu éfre isolée par BUCKINGHAM et GROS &
partir de myoblastes en culture (96). Nous avons cherché & résoudre par
L'utilisation de la métrizamide certaines des difficultés techniques ren-
~-contrées dans L'étude de la fonction des interactions polyscmes-membranes.,
Nous avons pu préciser un certain nombre de conditions expérimentales dans
lesquelles Lla métrizamide se révele éfre un outil anatYfique trés utile
complétant avantageusement les milieux de centrifugation préexistants, Les
expériences meftant en évidence ces possibilités nouvelles sont décrites

dans ce chapitre,

A- CENTRIFUGATION ISOPYCNIGUE DES DIFFERENTES RNP POLYSOMALES

Nous avons analysé le comportement & L'équilibre des polysomes

et monosomes ainsi que celul des sous-unités ribosomates et des mRNP obte-
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FIGURE 8 : Centrifugation isopycnique des polysomes libres en

métrizamide

Des polysomes libres dont le TRNA est marqué 7 par 1'acide orotique 4L (-o0-) (2 U Aggn) sont mélanzés
avec une fraction anslogue dont le wRNA est marqué * par l'zcide eorotique SH (~e-) (4 U A26U/ dans un
volume final de 0,3ml. D 2ml sont déposés sur un gradient linéaire 20-60 plOC de métrizamide
(Tesgizsiisdy) et cgn*“;fuoes 7h & 35 000t/wmn en rotor SWS0-1 & 2°C, Des fractions de 0,iml sont collec~
~tées, dont la radio-activité scido-insoluble est déterminée. Quand la suspension polysomale contient

du glycogéne (rats nourcis nermalement), la disbribution de cslui-ci suit exactement celle des polyso-
~MES




-nues aprés dissociation des polysomes,
1°- Polysomes et monosomes

Les polysomes Llibres d'hépatocyte de Rat préparés selon la
technique décrite précédemment (voir Fig,3, D, p.18), ont une densité appa-
-rente de 1,295 & 1,30g/cm3 lorsqu'ils sont centrifugés en gradient préfor-
-m& 20-60 pl100 de méirizamide. La figure 8 monfre que si L'on mélange des
polysomes dont le rRNA est marqué (14C) avec d'autres polysomes dont le
MRNA est marqué (SH), les profils de radic-activité se superposent. Ce
résultat, ainsi qgue le taux de récupération de la radio-activité déposée
(>95%) suggére que le milieu iodé est relativement exempl d'activités
RNasiques et confirme des données préalablement publiées, ayant montré que
la métrizamide ne modifie pas la structure polysomale (94), Il faut égale-~
-ment noter que lorsque le glycogéne est présent dans la suspensicn polyso-
-male (rats normalement nourris) sa distribution suit exactement celle des
polysomes., CepéndanT, le polysaccharide atteint beaucoup plus rapicement sa
position & L'équilibre (moins d'une heure & 150 000g,,). Ainsi, une suspen-
~sion polysomale peut &tre purifiée par une courte centrifugation sur un
coussin de métrizamide a 40 p100 (voir Tableau II), Cette méthode pourrait
se révéler intéressante, en particulier dans le cas de certaines études

structurales.

Des monosomes, obtenus par action ménagée de la RNase pancréa-
~tique sur les polysomes libres, ont été également analysés en gradient
20-60 p100 de métrizamide. Ils ont une densité identique & celle des poly-

~somes (d= 1,295g/cm?).
2°9- Sous-unités et mRNP

Nous avons effectué la sédimentation & U'équilibre des sous-
unités ribosomales et des mRNP obtenues aprés dissociation des polysomes
par L'EDTA, Les sous-unités, purifiées par centrifugation en gradient
Linéaire de saccharose, sont ensuite déposées sur des gradients préformés
de métrizamide, A titre de contréle, l'analyse des sous-unitfés est égale-
-ment réalisée en gradients de CsCl, Leurs densités respectives sont alors
déterminées dans chacun des milieux, La quantité d'EDTA nécessalire d la
Libération des sous~unités ribosomales est fonction de la quantité de poly-~

~somes, Dans ces expériences, une conceniration de 20mM en EDTA est utilisée
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TABLEAU 2

Elimination du glycogéne contaminant une fraction
polysomale par une courte centrifugation sur un coussin

de métrizamide a 40 plO0O

Une fraction de polysomes libres dont le TRNA est marqué par l'acide orotique 3H, est prépesrée comme il
est décrit danms la figure 3 (D). 3ml de suspension polysomale (20 U Apgp/ml Te50m2)xrﬁl) sont déposés
sur lml de métrizamide & 40 plG0 dans le méme tampon. Apres une centrifugation de 30mn & 21 000t /mn

(40 000qay) dens le rotor SWS50-1, le coussin de métrizamide (1ml) et la suspension Qol ysumale (3ml) sorn
collectés séparément, et les sucres sont dosés apres éliminaticn de la métrizamide ™. Les valeurs extri-
-mes d'une série de 5 centrifugations inaé anduntes de la méme suspension polysomale sont présentées.
Les taux de récupération sont de 9815% 96+2% pour le glycogdne et la radio-activilé, Jespectiveﬂent.
11 faut noter cependant, que la pré&ence d‘une trop grande quantité de saccharose dans la suspension
polysomale initiale, peut géner, voire rendre impossible, toute séparation.

FRACTION SUCRES RNA
mg (%) CPM (%)
Coussin de 3,40-3,82 86,4-88,2 6290-6442 25,5-27,0
métrizamide .
Suspension 0,51-0,54 12,0-13,2 17600-15500 73,0-74,6 )

polysomale



peur le traitement d'une suspension polysomale contenant 20 U A260/mt. Une
concentration en Mg** de 2mM est également maintenue pendant la purifica-~
-tion et l'analyse des sous-unités afin d'éviter une déprotéinisation trop

poussée et de maintenir les particules dans une conformation compacte.

Comme le montre la figure 9, la petite sous-unité EDTA a une
densité de 1,_209/cm3 tandis que la grande sous-unité posséde une densité
supérieure (d= 1,23g/cmd). Les densités mesurées en CsCl pour les mémes

particules sont respectivement de 1,54g/cm3 et },59g/cm3.

L'analyse des sous-unités obtenues par dissociation des poly-
-somes en présence de KCl et de puromycine, donne des résultats similaires
(petite sous-unité : d= 1,21g/cm> ; grande sous-unité : d= 1,23g/cm3),
Lorsque des polysomes dissociés sont analysés directement en gradient
20-60 p100 de méirizamide, on observe cependant une séparation incompléte
des deux sous-unités quel que soit le mede de dissociation employé (Fig,10).
Notis avons pu constater que la résolution peut é&tre améliorée si U'on utili-
-se un gradient discontinu (composé de méirizamide & 37 et 41 p100) ou un
gradient linéaire 10-30 p100 réalisé en D50, Cependant la conclusion de ces
expériences est que le saccharose demeure le milieu de choix pour la sépa-—
-ration des sous-unités ribosomales. On peut toutefois noter que lorsque du
glycogéne contamine les particules ribosomales, il peut étre séparé effica-

~cement des sous-unités.

Les expériences réalisées en double marquage, dont les résul-
-tats sont présentés dans la figure 10, montrent également qu'indépendam-
-ment de la méthode utilisée pour obtenir la dissociation des polysomes,
les complexes mRNA-protéines se distribuent de maniére hétérogene dans les
gradients de métrizamide (densité de 1,12 & 1,23g/cm3). Comme L'indiquent
les figures 10 et 11, les mRNP polysomales recouvrent les sous-unités en
métrizamide comme en saccharose. Nous avons pu vérifier que L'analyse des
particules aprés fixation par la formaldéhyde donnait des résultats simi-
-laires, excluant ainsi la possibilité qu'une réassociation artefactuelle
des sous-unités et des mRNP se soitf produite dans le gradient de métriza-
-mide, Il s'avére donc que la centrifugation en gradient de méfrizamide
ne peut résoudre le probléme de l'isolement quantitatif de mRNP polysoma-

-les exemptes de sous-unités,
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FIGURE 9 : Centrifugation isopycnique des sous-unités ribosomales

préparées en présence d'EDTA

Une fraction de polysomes libres dont le rRNA est marqué par l'acide crotique 34 est préparée comme il
est décrit dans la figure 3 (D). Les pclyscmes sont resuspendus dans le tampon TesgKpzg pour obtenir une
concentration de 25 U Apgp/ml. On sjoute ensuite 0,25 volume de TesgKosiypbjpps et des fractions ali-
-quotes de 1lml sont déposdes sur des gradients lindaires 10-30 piGO (p/v% de saccharose (TesglestizErg
[

Z
Aprés la centrifugation (18 000t/mn, léh, roter SW25-1, 4eC), les fractionms correspondant & chacune
sous-unités sont rassemblées, et des parties aliquotes de 0,2Zml sont déposées sur des gradients préfo
-més (20-60 pl0C, volume : 3,8ml) de métrizamide et centrifugdes 1Zh & 33 000t/mn dans le rotor SW50-1,
A titre de contr6le, la densité de chacurie des 2 sous-unités est €galement mesurée en gradient préfor-
-mé de (sCl aprds fixation par la glutaraldénhyde * (voir texte).

) .

4

\
/
@
T



260nm ~0 —

Absorbance at

FIGURE

A
ol h
L4
fe
\ {0
= o~
£ o .
3 2
c E
3 s 2
£ ! A
9 \ z
. 41 \ .
? <
o ! 1, @
1
2
) °
2L oI\ Cqe R
Q \“ \/\t\t’g\/
INRRAAY
. \0
f b, *,
o C0%C00_ O
0 ge 28t { i OOOOC?)O
0] 10 20 30 40
Fraction number
10 :

=]
8t o
-410
€
£E°T
c
: l
& l'\
:’-U \
4t
©
e
- o8 15
i
| L. .
A A
L (A .
¢ R
i e
\‘ o
i ®
Q
[y \
ot © o] 3‘.‘5
0 £o° [ Ooooooo")c o *@3?&‘ o
0] 16} 20 30 40

Fraction number

35

= (counts/min)

L3

107?

Centrifugation isopyenique des polysomes libres dis-

-sociés par 1'EDTA (A) ou le KCl et la puromycine (B)

2 U Apgg de polysomes dont le rRNA est marqué ¥ (acide orotique 14C) (-o-) sont mélangés & 4 U A2gg de
polysomes dont le mRNA est marqué préférentiellement ¥ (acide orotigue»3H) (-e-),
~ciés en sous-unités et mRNP par 1'EDTA ou le KCl et la puromyecine ™,

avant d'étre disso-

.7} \
0.6 3
/\ FIGURE 11 : Analyse en gradient liné-
05k f i 1 -aire de saccharose de
L]
[ o . s 7
f 8 . polysomes dissociés par
04t o te 14
v e - I'action de 1'EDTA
R
(I B
0.3} ® o0 o \ -“3 £
I“’V RN
é o ~
E § \_ ~2‘? Une fraction de polysgmes libres dont le mRNA est marqué
0.2} & S \ g R par’ l'acide orotique “H en présence d'actinomycine D
oL l S L o (0,55mg/Kg) *, est analysée en gradient lingaire de sac-
7 {e \ ‘ ~charose (10-30) pl00) aprds dissociation par 1'EDTA
ol IR \j b ! (7,5 U Aggg). Aprés 3h20mn de centrifugation & 39 000t/mn
s / / W R, dans le rotor SW40 Ti & 4°C, des fractions de 0,2ml sont
e ¢ ° collectées,
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B~ ANALYSE DU SURNAGEANT POST-MITOCHONDRIAL

Nous avons analysé en gradient 20-60 p100 de métrizamide des
surnageants post-mitochondriaux marqués différemment et la répartition de
la radio~activité a permis de déterminer la position des différents compo-

~-sants dans le gradient (voir Fig.12).

La présence de RNA ribosomal et de RNA messager peut &tre
observée dans le pic de densité 1,30g/cm3 correspondant aux polysomes
Libres (Fig.12A) ainsi que dans le milieu du gradient ol les membranes,
formant une zone opaque, sont visibles & L'oeil nu. Celles~ci peuvent é&tre
également identifiées gréce & un marquage des phospholipides (Fig.12C), _Le
marquage des protéines pendant une trés courte durée (Fig,12B) permet éga-
~lement de confirmer la localisation des polysomes Llibres, Le froisiéme
pic, prés de la surface du gradient, coincide avec une bande colorée de
protéines solubles. La présence, dans cette région, de radio-activité 14C-
choline peut éfre attribuée a des lipoprotéines solubles et/ou aux membra-
-nes lisses, mais nous n'avons pas cherché & déterminer exactement la posi-
-tion respective des membranes granulaires et agranulaires. Cependant,
d'aprés les analyses dont les résultats sont présentés dans les figures 12
et 13, il est possible de conclure que pratiguement toutes les membranes
granulaires sont présentes dans le pic central, c'est & dire réparties dans
la zone de densité 1,16-1,24g/cm3, En effet, la bande la plus légére ne
contient presque exclusivement que des RNAs de bas poids moléculaires. La
figure 14 montre d'ailleurs qu'aprés solubilisation des membranes par un
détergent, un pic de polysomes peut étre obtenu, qui s'immobilise dans le

gradient de métrizamide & la densité attendue (1,30g/cm3),

C- APPLICATIONS DE LA CENTRIFUGATION EN METRIZAMIDE

Les données présentées ci-dessus, permettent d'envisager pour
la centrifugation en méirizamide, quelques applications dans L'étude de la
fonction des associations polysomes-membranes. Nous avons montré qu'une
trés bonne séparation des pclysomes libres et des membranes peut étre obte-
~nue. Il s'ensuit que l'analyse du contenu en polysomes libres et Liés
d'une fraction subcellulaire, voire la purification de fractions de réticu-
-lum endeoplasmique, deviennent possibles ; ces deux points seront commentés

dans les paragraphes suivants,
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FIGURE 12 : Analyse du surnageant post-mitochondrial en gradient

de métrizamide

(A) Analyse du mélange (1V/2V) d'un SPM (rCRNA 140) et dtun SPM (mRNA 3H) *, (B) SPM dont le TRNA est
marqué par l'acide orotique e et les chafnes protéiques naissantes par la leucine 3H, (C) £RNA 3H et
marquage court des phospholipides membranaires par la cholire l4g, (- o0-) Radic-activité du TRNA ;

(- ®-) autres marquages. Des fractions aliquotes de 0,2m} sont déposées sur gradients lindaires 20-60
pl00 de métrizamide. Centrifugation de 7-12h & 34 000t/mn dans le rotor SWS0-1 & 4°C. La forme exsacte
des pics varie légerement d'une expérience & l'autre (comparer les profils obtenus pour le TRNA) mais
la séparation en 3 fractions principales est reproductible, 11 faut également noter que dans les con-
~ditions ci-dessus, polysomes libres et mombranes ont atteint leur position d'équilibre mais pas les
protéines solubles. Celles-ci ont des densités variant de 1,25g/cms & 1,50g/cm” en métrizamide.
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FIGURE 13 : Analyse du RNA

-centrifugation

métrizamide

2 SPM, marqués respectivement par 1l'acide
(-e~) sont mélengés (1V/2V) avant d'étre
fractions 13-28, contenant les membranes,
2-12, correspondant aux polysomes libres,
soluble (31-40). Le RNA est extrait et analysé sur des gradients lindaires 5-20 plOC de saccharose *,
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FIGURE

14

orotique 4C (TRNA) (-0 -) et ltacide orotique 3H (mRNA)
centrifugés en métrizamide comme dans la figure 12 (A). Les
sont traitées par un détergent (voir Fig.l4). Les fractions
sont rassemblées ainsi que celles correspondant & la phase

*

Centrifugation isopycnique
des membranes du surnageant
post-mitochondrial apreés so-
-lubilisation par un déter-

-gent

Une fraction membranaire, obtenue par centrifugation en gra-
-dient lindaire de métrizemide du mélange de 2 SPM marqués
différemment (voir Fig,13) est ajustée & une concentration
finale de 1 pl00 en Triton X100. Une partie aliquote de 0,Zml
est analysée en gradiept 20-60 plG0 )
thNA 1600 (-6 -) mRNA OH,

de métrizamide, (~o-)
(~w-) densité des fracticons.
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1°- Application du gradient linéaire de métrizamide
3 la mesure des contaminations croisées entre les

fractions polysomales

Les difficultés rencontrées lors de la séparation des polysomes
Libres et des membranes en saccharose, ainsi que les incertitudes qu'elles
peuvent entratner dans l'interprétation de certains résultats expérimentaux,
ont été évoquées dans le chapitre précédent, et L'on peut remarquer que
rares sont les travaux ayant essayé de préciser l'importance des contamina-
~tions réciproques de fractions polysomales isolées. Si la préparation de
polysomes libres, aprés un marquage court des phospholipides membranaires
in vivo, peut étre un moyen de vérifier L'absence de membranes dans cette
fraction, la présence de polysomes Libres dans les membranes ne peut étre
détectée de maniére aussi directe. L'utilisation d'une seconde méthode de
séparation est nécessaire.

La4cenfrifuga+ion isopycnique en gradient linéaire de métri-

-

-zamide nous apparanf &tre actuellement le meilleur moyen d'estimation des
taux de contaminations réciproques de fractions polysomales isolées, et
surtout de la contamination des membranes par les polysomes libres, Nous
avons utilisé cette technique lors des expériences décrites dans le cha-
-pitre III ; toutefois si l'on considére que la recentrifugation d'une
fraction membranaire purifiée peut évenfuellement provoquer la rupture de
certaines associations polysomes-membranes, il demeure possible que le

taux de contamination effectivement mesuré soit surestimé,
2°- Purification des membranes par flottaison

Nous avons pu vérifier que la purification.des membranes d'un
surnageant post-mitochondrial par flottaison en métrizamide était possible,
en fractionnant le mélange d'un surnageant post-mitochondrial dont Lles
phospholipides ont été marqués par la choline 14C et de polysomes libres
3H. Pour des raisons de clarté, nous présentons ici ces expériences bien
qu'elles n'aient pu étre effectuées qu'aprés la mise au point des techni-
-ques d'isolement guantitatif des polysomes libres que nous décrirons dans

le chapitre suivant.

Une fraction-de polysomes libres brute est préparée comme il

est décrit dans Matériel et Méthodes & partir de rats ayant regu une
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FIGURE 15 : Séparation des polysomes libres et des membranes du

réticulum endoplasmique par flottaison en métriza-
-mide

La fléche indique la direction de la centrifugation

Une fraction de polysomes libres brute est préparée ¥ a partir de 2 rats de 100y ayant regu 0,5nCi d'aci-
-de orotique -H par voie intrapéritonéale 3 jours avant le sacrifice., Une partie aliquote correspondant

3 lg de tissu est ajustée en 1,85 TsaK7ghsdy (RNA de levure 2mg/ml) par addition d'une solution 2,5S.

2 fractions de 22ml sont déposées sur lml de 2,25 TgpKypMlsdy et recouvertes de 12ml de 1,65 et 2ml de
0,255 Tsgkoptsdy. Les tubes sont centrifugés dans le rotor SW27 pendant 3h & 27 000t/mn. Le dép6t est
prélevé et dilué au 1/2 par du tampon et du cytosol pour obtenir une concentration de 2mg/ml de proté-
-ines du cytoscl. Les particules RNP sont sédimentées dans le retor 60 Ti pendant 4h & 60 GOOt/mn puis
resuspendues dans le tampon TggKygMsdy. La suspension oblenue est utilisée comme marqueur interne de
polysomes libres dans la suite de 1'expérience.

Un SPL est préparé a partir d'un rat de 1009 ayant regu une injection de choline 14C &h avant le sacri-
-fice (0,1mCi/Kg) puis ajusté en TggKogtisdy. A Zml de SPL, on ajoute 0,Zm] de la suspension de polysomes
libres 3N purifiés (6 U Aggg/ml 5 9 0 dU(pm}U A2¢0). 1,5ml du mélange sont additionnés de 2,581 de métri-
-zanide & 80 plOD dans le tampon TsgK70Msdl et introduits dans un tube de SW&O Ti, Le dépbt est recou-
-vert de 6ml de métrizamide & 48 plC0, 1,5m1 de 1,3S et 0,5m1 de taﬂpon. Apres
45mn & 35 000t/mn & 2°C, le dépOt est collecté (Fractlon unlque) puis le reste du gradient est fraction-
-né (0,2ml). Les radio- aht1v1tc 3K et 14C sont détermindes dans Chuque fraction aprés filtration de
1'acido-inscluble et solubilisation des filtres dane le Soludne 350 ¥. La fraction de polysomes 1it

(les Sml du fond du tube) contient 95% de la radio~sctivité 3H tetkouvéeo La fraction de membranes ren~
-ferme 94% de la radic-activité 14C rstrouvée.

une centrifugaticn de



41

injection d'acide orotique 3H, trois jours avant le sacrifice. Une telle
fraction contient l'ensemble des RNP cytoplasmiques non associées au réti-
—culum endoplasmique et quelques fragments de membranes lisses (essentiel-
-lement dérivées de l'appareil de Golgi ; voir Chapitre II11), Ces derniéres
sont éliminées lors d'une centrifugation de flottaison en saccharose et la
fraction de partficules RNP obtenue est ensuite diluée pour étre séparée de
la phase soluble par centrifugation différentielle. Les particules RNP
]46)

et le mélange est ajusté & une concentration finale de 50 p100 en méiriza-

purifiées sont additionnées au surnageant post-lysosomal (choline

-mide., La densité du milieu étant intermédiaire entre celles des membranes
et des polysomes libres, les deux types de particules migreront, lors de
lta centrifugation, dans des directions opposées. Les membranes flottent &
travers une couche de métrizamide & 48 pl100 et forment ainsi une inter-
~phase nettement séparée des polysomes Libres; La figure 15 nous montre
les résultats d'une telle expérience. Aprés une heure de centrifugation

la radio-activité choline 14C est refrouvée presqgue quantitativement dans
L'interphase de membranes et la contamination de celles-ci par les polyso-

-mes libres est négligeable.

Les caractéristiques de cette méthode (rapidité, purefé'des
fractions) L'indiquent tout particuliérement pour L'étude des interactions

des polysomes aux membranes,

D- CONCLUSION

Pour des raisons pratiques (colt du produit, absorbance UV),
la centrifugation en métrizamide ne peut frouver que des applications
analytiques ou semi~préparatives, L'utilisation de matériel biologique
radio~actif est obligatoire, & moins que ltes traitements ultérieurs
(extraction du RNA, par exemple) ne permettent d'éliminer efficacement

le milieu iodé,

Polysomes Libres et membranes granulaires peuvent &ire net-
-tement séparés par centrifugation isopycnique en métrizamide, et cette
technique est utilisable pour mesurer les contaminations réciprogues de
fractions polysomales, Il est également possible de purifier trés rapi-
—-dement par flottaison une fraction de réticulum endoplasmique ; ceci
Léve l'un des principaux obstacles rencontrés dans L'étude des associations

des polysomes aux membranes,



CHAPITRE 111

PREPARATION DES DIFFERENTES CLASSES DE
POLYSOMES DE L"HEPATOCYTE DE RAT



Si L'on prend en compte la somme des difficultés méthodologi-
~ques que nous avons évoquées précédemment, les possibilités d'étude de la
fonction des aésociafions polysomes--membranes dans l'hépatocyte de rat ap-
-paraissent excessivement restreintes. On peut concevoir que certaines des
caractéristiques majeures du réticulum endoplasmique aient pu transparaitre
de travaux effecfués sur un petit échantillon de membranes dont U'intégriié
était peu préservée, Mais il semble improbable que des progrés sensibles
soient effecfués, et que L'on puisse entrevoir la diversité structurale et
fonctionnelle du réticulum endoplasmique sans que ces difficultés techni-

~ques soient résolues au moins partiellement,

L'existence d'associations trés fortfes entre le réticulum
endoplasmique et les mitochondries constitfuant le principal obstacle &
L'obtention d'une proportion substantielle de membranes granulaires puri-
-fiées, on pourrait considérer que la recherche de moyens de dissociation
de ces interactions doive faire Ll'objet d'efforts particuliers. Mais, dans
L'hypothése ol les inferactions constatées in vitro traduisent une situa-
~tion existant in vivo, l'isolement d'une fraction de réticulum endoplas-
-mique en association avec les mitochondries, indépendamment de celle que
L'on ped? obtenir dans un surnageant post-mitochondrial, permet d'accéder
a certains éspecfs de ta compartimentation cellulaire, si L'intégrité du
mRNA et des associations polysomes-membranes est respectée, Des conditions
de dissociation non destructive des interactions réticulum-mitochondries
pourraient &tre recherchées ultérieurement s'il s'avérait que L'étude des
Liaisons polysomes-membranes nécessite réellement L'élimination des mito-
~chondries,

L'ensemble des résultats présentés dans ce chapitre, montre
qu'en adoptant cette stratégie, il est possible d'isoler de maniére qu

asi-
quantitative et avec un haut degré d'intégrité, les fractions polysomales
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de différents compartiments cellulaires,

A- FRACTIONNEMENT CELLULAIRE

Nous décrirons tout d'abord les différentes améliorations ap-
-portées au fractionnement de L'hépatocyte de Rat, Celles-ci sont principa-
~-lement basées sur L'observation qu'en présence des ions nécessaires a la
préservation de la structure et de l'activité des polysomes, les lysosomes
conservent en centrifugation différentielle le méme comportement qu'en
absence d'ions. En conséquence, nous avons pu minimiser la contamination
des fractions de réticulum endoplasmique par les lysosomes, facilitant

ainsi U'isolement ultérieur des polysomes.
1°- Conditions d'homogénéisation

a- Choix du milieu

La composition du milieu d'homogéné ieaflon le plus fréouemment
utitisé est 0,255 T50K2fh5‘ De fagon & limiter au maximum Ll'agrégation
possible des organites en présence d'ions, nous avons recherché dans
quelle mesure la force ionique du milieu et en particulier sa'c0ncen1ra-
~tion en Mg++ pouvaient étre réduites, sans qu'il en résulte d'apparenies

modifications du profil polysomal.

Dans l'expérience de la figure 16, on effectue & partir d'
broyat unique de tissu, frois homogénéisations dans des conditions ioni-
~ques différentes. Les surnageants post-mitochondriaux correspondant sont
maintenus 6 heures & 0°C puis traités par un détergent en présence de
T50K25M5 Les polysomes sont isolés et analysés ensuite en gradient iso-
-~cinétique de saccharose, lLes résultats montrent que le profil d'absor-

-bance obtenu pour L 'homogénat 0,255 T,.K, M, ne différe pas de facon si-

207253
~gnificative de celul des polysomes préparés en T5OK2r -. Nous avons donc
adopté le milieu 0,255 T20K25t3 lors des expériences ultérieures,

b~ Homogéndisation du tissu hépatique

On congoit facilement que la maniére d'effectuer L'homogéné-
~isation soit d'une importance primordiale, puisqu'elle conditionne L'in-

-tégrité des organites donc la pureté des fractions, ainsi que la repro-
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FIGURE 17 : Intégrité de différents crganites pendant l'homogéné-

-isation dans un apparecil de DOUNCE

de catalase (- &-), phosphaltase acide (- o-) présentes dans 1s fraction cytosol,
RNA (-e-~) et de DNA (-m-) présentes dans la frection nucléaire, Les valeurs sont exprimées en &
contenu de 1'homogénat. 8y de foie broyé sont d'abord diss s par 2 coups de piston léche dans 2
0,255 TogKeshiz. Un échantillon de 3ml est prélevé ; les valeurs obtenues pour celui-ci sont prises
nogéndisation est poursu:v;n avee un piston serré, el des fractions aliguotes sont

ague éc”untlllor et dilud

-vées apres le pombre de coups de pJqLOM indiqué en abscisse. Ilml de ¢
4 volumes du milieu c¢'homcgénéisation et cen.PJFLgc iverent pendant 1%mn 2 18 000t/mn, puls
45 Q00t/mn (rotor SW5U-1) pour obtenir la fraction cylosocl. tovaux sonk préparés selon la méth

Quantités

€
-

origine. L*h

BLOBEL et POTVER (74). 1,lml d'homogénat sont ﬂélaﬂJCS 2 2, de 2,35 t:whzs.q et 2,5m) de mélang
{ 1h & dans le retor beD-¢.

éposds sur 1wl de 2,35 Tgploshls et centr




~ductibilité de l'ensemble du fractionnement cellulaire.

De nombreux auteurs homogénéisent le tissu préalablement décou-
-pé en morceaux de taille variable, dans un appareil de POTTER-ELVEHJEM

;
le nombre d'allers-retour de piston et la vitesse de rotation de celui-ci
étant standardisés. D'autres obfiennent un éclatement cellulaire gquantita-
-tif en alternant des homogénéisations successives avec des centrifugations
& basse vitesse (71-73). La standardisation de ces opérations n'est que
relative car les résultats obtenus peuvent dépendre de la taille des frag-
-ments de tissu homogénéisés et des forces appliquées pour déplacer le
piston dans L'homogénéiseur. Nous avons dfailleurs pu constater qufil est
difficile d'oblenir, dens L homouénéiseur de POTTER-ELVEHIEM, un éclate-
_ment cellulaire quantitatif sans que moins de 20% de l'activité phospha-

~tasique acide totale soit retrouvée dans la phase soluble,

Nous avons préféré utiliser une presse de tissu - qui permet
de broyer l'organe de facon reproductible et d'éliminer la majeure partie
du tissu conjonctif — et un homogénéiseur de DOUNCE. Bien que l'utilisa-
-tion du piston serré permette d'obtenir plus rapidement une rupture
quantitative des cellules, l'expérience montre que les risques d'éclate-
-ment des lysosomes peuvent &tre Llimités dans ce type d'appareil, parti-
~culiérement lorsqu'on emploie le piston lache. Apparemment plus subjec~
-tif, le procédé d'homogénéisation "manuelle" donne en réalité de meil-
-leurs résultats, surtout si la rupture des cellules est contrblée par
microscopie en contraste de phase. Il est d'ailleurs intéressant de noter
que les auteurs précédemment cités ont récemment abandonné L'homogéné-
-iseur de POTTER-ELVEHIEM pour L'appareil de DOUNCE (voir ref,97),

Les données de la figure 17 ont pour objet de préciser les
conditions d'homogénéisation qui ont été utilisées dans les travaux que
nous décrirons ensuite. Dans cette expérience des échantillons sont pré-
~levés & différents temps de |'homogénéisation pour que L'évolution des
taux de catalase et de phosphatase acide dans la phase soluble, de RNA
et de DNA dans la fraction nucléaire puisse &tre suivie. Les courbes
montrent qu'un éclatement cellulaire guantitatif peut é&tre obtenu sans
trop endommager les lysosomes, L'augmentation progressive de la quantité
de catalase mesurée dans la phase soluble, refléte ta présence d'une iso-
-enzyme cytoplasmique (98), mais aussi une plus grande susceptibilité des
peroxysomes aux forces de cisaillement., L'intéarité de ceux—ci, comme on

-

pourra te voir plus loin, est cependant bien préservée (voir Tableau 4
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TABLEAU 3

Effet des lons sur le cowmportement des organites

en centrifugation différenticlle .
4y de foie sont homogéidisés dans 3 volumes de 8,255 Te ou de 0,255 TeppKogMy. Des fractions ali .
de Bml sont fractionnd par centrifugetion différentislle dans les conditions indigqudes. les o
sont levés ot les su sont T hlés. Dans cf s, les quantités ce RMA, de monoami
oxydase, de phosphatase aeide sont d rminges et expr s ¢n % de la sowme des veleurs obitenues pour
les deux fractions. Dans cette expérience, aucune influence des ions sur 1'aclivits des enzyires mar- -
~Gueurs n'a pu élre constaldée.
s : . . Monocamine Phosphatase
Milieu : Fraction RNA s A
oxyaase acraes
o/ [$74 o/
/0 /0 0
0,255 TGZGKZSM3 Sédiment (5900gxmn) 35,8 69,6 20,0
Surnageant 6652 30,4 80,0
Taux de récupération 89,3 92,1 94,8
0,256 Te, sédiment (5900gxmn) 12,7 23,4 19,0
Surnageant 84,3 7646 81,0
Taux de récupération 94,3 95,0 97,8
0,255 TGZOKZSMB Sédiment (53000gxmn) 45,7 92,0 45,6
Surnageant 54,3 7,1 54,4
Taux de récupération 98,0 93,0 96,3 -

0,255 Te. Sédiment (52000gxmn) 35,9 80,3 48,9 -
Surnageant 6,1 19,7 - 51,1

faux de récupération 98,0 90,6 99,0

o



p. 51). D'une maniére générale, une série de contrbles a montré qu'a la fin
de L'homogénéisation, le cytosol contient 7 & 107 de la phosphatase acide
de ['homogénat et 12 & 15% de la catalase. 94 & 96% du DNA peuvent &tre
retrouvés dans une fraction nucléaire, purifiée en une seule étape par la
méthode de BLOBEL et POTTER (74).

2°- Influence des ions sur le comportement des orga-
-nites en centrifugation différentielle
N o n x
]

Si L'on compare les résultats publiés par AMAR-COSTESEC et al

et

i

(73) & ceux de LEWIS et TATA (78), on constate qu'en absence d'ions, envi-
~ron 20% du RNA cellulaire sédimente & trés basse vitesse, tandis qu'en
présence d'ions cette quantité atteint dans tes mémes conditions une valeur
de 40 & 50%, qui est difficilement réduite par une réhomogénéisation du
sédiment. Ces différences pourraient étre interprétées comme étant la con-
-séquence d'un effet "agglutinant” des ions sur les organites. Les expé-
-riences que nous décrirons dans ce paragraphe sont peu compatibles avec

cette idée.

Des hombgénafs, préparés en absence ou en présence d'ions, sont
soumis & des centrifugations différenticlles, Chaque sédiment est lavé deux
fois suivant le principe adopté dans la méthode classique (71-73), mais en
essayant d'éviter autant que possible la fragmentation du réticulum endo~

-plasmique pendant ces manipulations,

La distribution du RNA el de deux enzymes marqueurs (monoamine
oxydase et phosphatase acide pour les mitochondries et les lysosomes, res-
-pectivement) est déterminée dans les fractions obtenues. Comme le montre
le tableau 3, en présence d'ions, la majeure partie des mitochondries
(environ 70%) et plus de 30% du RNA sédimentent avec les noyaux (5 900gxmn).
Dans les mémes conditions de centrifugation, plus de 75% des mitochondries
sont présentes dans le surnageant lorsque le milieu ne contient pas d'ions.
On peut remarquer toutefois, que le comportement des lysosomes demeure
inchangé. De plus, on peut noter que dans cefte expérience, ol la fragmen-
-tation du réticulum endoplasmique n'a pas &été recherchée, environ 36% du
RNA sédimente en absence d'ions lors d'une centrifugation de 53 000gxmn,

Il apparalt donc improbable, que les modifications du comportement de sédi-
-mentation du réticulum endoplasmique et des mitochondries résultent d'une

t

"agglutination" artefactuelle de ces organites par les ions. Il semble plus
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FIGURE 18 : Représentation schématique du fractionnement cel-
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£ omise, on obtient la




vraisemblable que la présence de cations puisse préserver, voire renforcer,

des interactions existant in vivo enfre les organites., En particulier, ces
ésultats peuvent s'expliquer si L'on suppose que la structure en "empile-

-ments" du réticulum granulaire est moins conservée en absence d'ions, et

que les membranes sont alors plus facilement fragmentées par homogénéisa-

~-tion,
3°- fractionnement par la méthode des gradiecnts
discontinus
Dans unc série dfexpériences préliminaires, nous avons frac-
-tionné L'homogénat ~ préparé en 0,255 T, K. M ~ par centrifugation dif-

20
-férentielle, en choisissant des valeurs de 5 QOOgymn et 225 000gxmn pour
obtenir respectivement un surnageant post-nucléaire, puis un surnageant
post-lysosomal., Cependant, différentes analyses réalisées sur les fractionz
montraient que le sédiment obtenu & basse vitesse pouvait parfois contenir
des polysomes Libres ; d'autre part, la cosédimentation d'une proportion
notable de membranes granulaires avec les lysosomes ne pouvait éire évitée,

Nous avons donc essayé de résoudre ces difficultés en modifiant le procédé

de fractionnement,

a- Principe

La figure 18 résume les étapes successives du fractionnement
que nous avons finalement adopté, et dont on trouvera une description dé-

-taillée dans le chapitre Matériel et Méthodes.

La méthode consiste & centrifuger l'homogénat & basse vitesse
pour obtenir un surnageant post-nucléaire ; une fraction importante des
mitochondries et du réticulum endoplasmique cosédimente alors avec les
noyaux (fraction NCi)ﬁ La recentrifugation du surnageant post-nucléaire a
une vitesse plus élevée conduit 3 la sédimentation d'une seconde fraction
de mitochondries et de réticulum endoplasmique (fraction CII)' L'étape
suivante a pour objet d'éliminer les lysosomes du surnageant post-mitochon—
~drial. Le réticulum endoplasmique et les mitochondries de la fraction-

NCy sont sépar rés des noyaux par une centrifugation en saccharose concentré,
et constituent la fraction CI‘ Nous avons reqroupé, pour l'analyse, les |

deux fractions | 1 CN en une seute fraction, nommée de fagon opération- ..

~nelle "complexe réi rcutum endoplasmique-mitochondries" ou fraction C.
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L'utilisation de gradients discontinus permet un lavage plus

efficace des sédiments et réduit également la quantité de membranes granu-
-laires sédimentant, avec la majeure partie des lyscsomes, entre 33 400gxmn
b ¥

el 225 000gxmn.

b- Répartition de différents constituants dans les fractions

subcellulaires

Les tableaux 4 et 5 présentent la distribution de différents
constituants dans les fractions obtenues lorsque le schéma de La figure 18
est suivi de maniére partielle ou totale,

Le tableau 4 correspond & une série d'expériences dans lesquel-
-les le surnageant post-nucléaire est directement centrifugé a 22 BOOgmaX
pendant 10mn, Le RNA est principalement trouvé dans le premier sédiment
avec la majorité des mitochondries, ainsi que dans le surnageant final.
La fraction intermédiaire est riche en lysosomes et en peroxysomes, et
contient le reste des mitochondries, Cette distribution peut &fre obtenus
avec une reproductibilité satisfaisante, et les principales variations
enregistrées concernent la répartition des mitochondries entre les deux
sédiments. Cependant, la quantité de RNA retrouvée dans la fraction inter-
-médiaire demeure élevée (18%), ce qui justifie l'isolement de la fraction

CII'

Le tableau 5 présente les données analytiques obtenues pour
les fractions subcellulaires lorsque les opérations décrites dans la figure
18 sont effectuées dans leur ensemble, La fraction C contient prés de 60%
de l'activité glucose-6-phosphatasique de L'homogénat, ainsi que 40% du
RNA, La fraction riche en lysosomes renferme 55% de la phosphatase acide
mais seulement 6% du RNA cellutaire. Le surnageant post-lysosomal corres-
~-pond & 45% du RNA cellulaire mais seulement 25% de la glucose-6-phospha-
~tase, Ainsi, le réticulum endoplasmique est isolé principatement avec les

mitochondries.,

c- Répartition des riboscmes dans les fractions subcellulaires

D'autres analyses montrent que la quasi-totalité du RNA non-
sédimentable est présente dans le surnageant post-lysosomal. Celui-ci con-
~tient en moyenne 13% du RNA cellulaire sous forme soluble alors que la

fraction C en renferme moins de 14 (voir Tableau 6),
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La centrifugation en gradient lindaire de méirizamide permet
tgalement de juger des proportions respectives de polysomes Libres et Liés
dans les différentes fractions (voir Tableau 6 et Fig, 19). Dans L'homoyénat,
les polysomes Libres représenfen% 18 3 19% du RNA total, qui sont prescue
exclusivement retrouvés dans le surnageant post-lysosomal., On peut calculer

a partir des résultats obtenus dans les tableaux 5 et 6 qu'environ 15% du

RNA est associé aux membranes dans le surnageant post-lyscsomal.,

d- Observetion au microscope électronique

L'observation de la fraction C monire qu'elle est principale-
-ment composée de fragments de réticulum endoplasmique hétérogénes eon taille
et de mitochondries (Planche IIL), Des membranes bilamellées portant de
nombreux ribosomes apparaissent souvent sous forme d'empilements. Ces carac-
~téristiques morphologiques rbjoignenT tout & fait celles décrites par
LEWIS et TATA (78). On peut également frouver certains fragments de réticu-
~tum granulaire longeant ou entourant la membrane mitochondriale externe,
Comme en témoignent les photographies des planches I et II, ces structures

ressemblent beaucoup a celles existdnt dans L'hépatocyte intact(p, 10 et 167,

De petites vésicules de réticulum rugueux ou lisse sonf égale-
~ment observées dans la fraction C. Lorsque les fractions CI et CII sont
examinées séparément, une grande similitude apparait entre les deux frac-
-tions. Nous n'avons pas entrepris d'analyse morphométrique détaillée, mais
comme le mentre la planche IV, la fraction CII contient une assez grande
proportion de mitochondries dont la membrane externe semble étroitement
associée a un fragment unique de réticulum endoplasmique. On peut encore
trouver des empilements d'ergastoplasme mais leur nombre et leur taille
sont plus réduits et les compartiments intra-vésiculaires sont fréquemment
dilatés.

Le réticulum endoplasmique et les mitochondries prédeminent
également dans la fraction L, mais Lla morphologie des dérivés de Ll'ergas-
~toplasme est assez différente (Planche V, a, b). Des vésicules rugueuses

ou lisses, de taille variable, ayant rarement une association apparente

avec les mi 5, peuvent éfre observées aussi bien & la partie

supérieure qu'a la partie inférieure du sédiment.

Le surnageant post-lysosomal contient un ensemble trés hétéro-

fier des vésicules lisses,

P

~géne de membranes dans lequel on peut ident

woms
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FICURE 19 : Analyse de l'homogénat et de différentes fractions

subcellulaires en gradient de métrizamide

RNA SH (-e =), choline 14C (~o-). Des fractions aliquotes currecepondant & 6,5mg de foie (Fraction T cu
13mg (eutres fractions) sont déposées sur gradients linéaires 20-60 pl0D de métrizamide, el centrif g
pendant 8h & 33 000t/mn dans Je rotor SW50-1. Des fractions de O,1ml sont collectées. Les fracticns

correspondsnt aux polysomes libres,
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PLANCHE III : Aspects morphologiques de la fraction C en mi-
-croscopie électronique (observation de C. VERWAERDE)

Les traits horizontaux représentent O,5um en A et B et 0,25um en C et D



Glpo
7 Q:

PLANCHE IV : Observation en microscopie électronique de la frac-

-tion CII (observation de C. VERWAERDE)
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PLANCHE V : Microscopie électronique de la partie supérieure

(A), de la partie inférieure (B) du sédiment riche en lysosomes
(fraction L) et des membranes du surnageant post-lysosomal (C,
D) (observation de C. VERWAERDE)

Les traits horizontaux représentent lum
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des dérivés de 'appareil de Colgi, et des membranes granulaires (Planche V,
M b 4
c, dl.
e~ Diccussion et comclusion
Les donndes expérime 5 montrent
clairement que la composition du mitieu dhom &i peut modifier le

comportement des mitochondries

-gation différenticlle ; cependal compati-

~bles avec la préservation de la structure des polvsomes, le réticulum
endoplasmigue conserve un certain nombre des fraits morphologiques le carac-
-térisant in vivo et la distribution des lysosomes dans les fractions sub-

-cellulaires n'est pas affectde,

En utilisant une méthode amélicrés de fractionnement cellu-.
-~laire nous avons pu isoler quatre fractions principates, L'étude de la
répartition de divers constituants montre que LU sment d'une proportion

importante du réticulum endoplasmigue avec les mitochondries est la carac-—

~téristique principale qui différencie le fractionnement cellulaire adopté
d'un fractionnement classique par centrifugation différentielle en absence

d'ions. Les interactions existant entre le réticulum endoplasmique et les
mitochondries permetfent d'obtenir une grande partie du réticulum endo-
~plasmique sans contamination par les polysomes libres. De plus, le faux

de nucléases des fractions majeures (fraction C, surnageant post-lysosomal)
peut étre réduit en préparant une fraction riche en lysosomes, Le procédé
que nous avons utilisé se distingue essenticllement de ceux de LEWIS ef
TATA (78) et de SHORE et TATA (79) par ces deux aspects

Comme 1l apparaitira dans les paragraphes suivants, L'intégrité
h ¥ Ao

du mRNA est préservée pendant le fractionnement cellulaire, Hormis la
nécessité d'éviter la rupture des lysosomes pendant l'homogénéisation et
tes manipulations suivantes, le choix des conditions de ceﬂfrifugafion
st d'une importence primordiale. Ainsi, une fraction NC, équivalente 3
somme des fractions NCI et CII’ peut &ire préparée directement & partir d

L'homogénat en utilisant les conditions de centrifugation permstiant

il

L'obtention de La fraction C.... Cependant nous avens pu constater qutil en
I i

!

résulte une dégradation assez importante, voire poussée, des polysomes,

Ce fait n'est apparemment pas en relation avec une rupture des organites

des enzymes marqueurs et notammsnt de la

shtenue, En outre, les conditions de centrifu-
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FIGURE 20 : Inhibition des nucléases cellulaires par les hautes

. ++ ,
concentrations en Mg en absence (-o~) ou en présen-,

-ce (~e-) dfune fraction partiellement purifide de

l1tinhibiteur cytoplasmique de RNase

poids moléculaire ®. Chaque tube contient 56.103 cpm de RNA, 0,2ml d'extrait de nucléases, 0 ou 2
i fingl d=2 €

z

1

Un extrait brut, contenant la majorité des nucléases cellulaires, est incubé en prdsence de RNA 34 de bas
1 ce

la fraction partiellement purifide d'inhibiteur cyloplasmique de RNase, dans un volum
Les conditions ioniques sont TggKosMgosp. Aprés une in
et les concentrations en ions et en imhibiteur cytopla
-pan de compensation et 20pl d'eau ou d'inhibiteur cytepl
de 1'HC1 1IN sont alors ajoutds et aprés 1k & 09C, les tubes sont centrifugds pendant 1Smn & 10 000g. Des
parties aliquotes de 0,lml des surnageants sont introduits en filoles de cowmptage contenent 10ml de PCS
(Amersham) :

-



~gation sont également critiques lors de la concentration des membranes
du surnageant post-lysosomal sur gradients discontinus (voir purification
partiellie des membranes du surnageant post-lysosomal, p.121). Ces obser-

-~vations ont quelque analogie avec celles de RAGNOTTI qui avait monitré

dés 1971
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raction microsomale sont moins dégradés

lorsque les membranes sont recueillies sur un coussin de saccharose dense
O

plutdt que (99). Cependsnt, il demeure impossible de préciser

si ces effets ont une cause purement mé

:anigue ou s'ils sont égalemant en

relation avec L'action de nucléases.

B~ ISOLEMENT DES POLYSOMES LIREES ET LIES AU RETICULUM ENDO-
-PLASMIQUE
19~ Effet de hautes concentrations en Mg++ sur
l'activité des nucléases cellulaires

La probabilité de pouvoir isoler & partir des fractions sub-

-cellulaires les différentes classes de polysomes avec un minimum de dégra-
-dation dépend avant fout de la préservation de l'intégrité du mRNA pendant

-

le fractionnement cellulaire, Au commencement du travail que nous décrivons

ici, nous avons supposé que L'infégrifé du mRNA était conservée dans les
fractions isolées. Cependant, dans une série d'expériences préliminaires,
nous n'avons pu constater aucune amélioration du profil d'absorbance des
polysomes en gradient de saccharose lorsque ceux-ci sont isolés & partir
du surnageant posi-lysoscmal aprés fraitement par un détergent selon un
protocole expérimental classique (voir Fig.3, D, p. 18 ), Nous avons in-

- - .

~terprété ce résultat comme suggérant que la (les) nucléase (s) Li

=

o
(D\

.

O

(s)

ée
par le détergent était (aient) insuffisamment inhibée (s)

4

ltors du traitemeni

dans ces conditions,

Dans le but de définir de meilleures conditions d'inhibition des
nucléases, nous avons enfrepris une série d'essais in vitro, dans lesquels
un extrait brut contenant la majeure parfie des nucléases cellulaires est

incubé en présence de RNA radioc-actif et d' connus ou

présumés, De hautes concentrations en Mg
abilisant” les polysomes (100}, nous avons envisagd la possibilité que
1

0y

cet lon puisse Inhiber les nuctéases. La figure 20 montre les résult
4

ude cinétique dans Laquette des concentrations en Mg
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FIGURE 21 : Solubilisation des membranes du surnageant post-

lysosomal en présence de Mg++ 5 ou 50mM. (-o-)

/]
Choline “%C ; (-e-) RNA °H

Un SPL est préparé comme il ecst décrit dans Matériel et [éthodes_h partir de foies dont le BNA et les
phospholipides sont respectivement marqués par 1'acide oroiique 34 et la choline 14C, La frection e
ajustée en Togysilsd]. Des parties aliquotes sont traitées per le Triton X-100 1 pi00 (C, D) ou 2
(E, F) en préserce de Mg (CH3C00), 5wt (C, £) ou 58wt (D, F). B,2ml sont diposés sur des gradients
—-aires 20-60 plO0 de mébriz sporés en Togiaeilsdy (A, C, E) ouen ?; Kpuhspdy (B, D, Fi. Le
-phiques A et D correspondent 3 la fraction non traitée par le Triton X-10

[~
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seules ou en combinaison avec une quantité nstante d une

~ v

fraction partfictlement purifide de ['inhibiteur cytoplasmicue de RNase. Uns

7

inhibition de plus en plus importfante de L'activité de llexirait cellulaire
+

peut é&tre observés pour des concenirations en Mc crotssantes, L'inhibiteur

cytoplasmique de RNsse n'est appa inasctivé dans ces conditions

car une plus forie inhibition de L'hydrolyse du RNA est obienue en sa pré-

oG

~sence

D Z e

Les anfes ont donc eu pour but de déterminer

dans quelle mesure il étald sible d'utiliser ces données lors de L'iso-

~lement des polysomes

2°- Traitement des membranes par un détergent en

, + 4+
presence dec Mg 50mM

tL était indispensable de vérifier tout d'abord qu'en présence
' \ . ot . -
d'une ferte concentration en Mg , il demeure possible de détacher quanti-

~Tativement les polysomes des membranes en solubilisant ¢

@
0N
[N
D
3
{
-~
D
[82]
oy

A

un dérergenf.

Un surnageant post-lysosomal, dont le RNA et les phospholipides
sont radio-actifs, est analysé en gradient de méirizamide avant ou anrés

H z (] + [ )
traitement par le Triton X-100 en présence de Mg 5 ou B0, La compara

i
++

-son des figures 21, A et 21, B indique qu'une forte concentration cn Mg

permet la formation de complexes artéfactuels entre les polysomes libres

et les membranes. Cependant, aucune différence significative n'est consta-
~tée lorsque le surnageant post-lysosomal est traité par le Triton X-100
(Fig.21, Cet 21, D), et dans les deux cas étudiéds (Mg++ 5 ou 50mM) une
concentration de 2% en détergent s'avére nécessaire pour cue la quantité
de phospholipides cosédimentant avec les polysomes devienne négligeshle
(Fig. 21, E et 21, F).

3°- Facteurs influencant Jl'intégrité des polysomes

Nous avons ufilisé une fraction de membranes granulaires
parfieltement purifiée a partir du surnageant DO”*"LySO somal pour éfudier

L'influence des conditions de iraitement des membranes par un défergent,

oA

ainsi que colle de la composition des gradients discontinus de saccharcse

(ST
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FIGURE 22 : Influence de différents facteurs sur l'intégrité des
polysomes

Des parties aliquotes d'une fraction partiellement purifiée de membranes granulaires * obtenue 2
d'un SPL sont traitées par le Triton X-~100 2 pl00 dans différentes conditions et les polysomes so
-figs sur des gradients discontinus composés de 3wl de 1,35 TggKpslsdy et 3ml de 25 TggKoclgdy, C
-sins de saccharose contiennent ou non du RNA de bas poids moléculaire et/ou du cytosol. A & frac
traitée en Tsgipsiisdy en présence de 2mg/ml de RNA de levure purifié. B : fraction traitée en Tggio
en présence de 2mg/ml de RNA de levure. C, D, £, F : fraction traitée en Togiosiisgdy en présence de

de RNA de levure et 2mg/ml de protéines de la fraction cytosol, En A, B et'C, les coussins de saccharcss

a

{
nid

S

ne contiennent pas d'inhibiteur. En D, Zmg/ml ce RNA dsns le 1,35 et lmg/ml de RNA dans le ZS. En E,
2mg/ml de protéines cytoplasmiques dans les deux couches. En F, Zmg/ml de RNA et 2mg/ml de protéines cyto-

-plasmigues dans le 1,35, 2mg/ml de protéines du cytosol dans le 25. Le nombre de ribosomes présent par

molécule de mRANA au sommel du profil dfabsorbance a été déterming par la méthode de MORTON (181). L'
~rience est congue ¢z manidre & ce que la surface déterminde par le tracé soil le reflel direct du rende-
-ment en polysomes dans la suspensicn Tinale,
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La figure 22 montre le résuttat d'une expérience dans laquelle
les polysomes libres sont détachés des membranes en présence de Mg++ 5 ou
50mM, puis purifiés par centrifugation sur des gradients discontinus de
saccharose confenant ou non différents inhibiteurs de RNase. Le fait d'aug-
~-menter la concentration en Mg++ lors de la sclubilisation des membranes
(comparer les Fig.22, A et 22, B) améliore de fagon significative le profil
polysomal, et cet effet pout étre combiné & ceclui de L'inhibiteur cytoplas~

-mique de RNase pour obtenir de trés lourds pelysomes (Fig.22, C).

L'introduction de RNA de bas poids moléculaire dans les solu-
-tjons composant les gradients discontinus apporte peu de modifications,
mais la présence de cytosol dans les coussins de saccharose accroit frés
sensiblement le rendement en polysomes dans la suspension analysée, D'autres
données (nen incluses) indiquent que 1,5 & 2mg/ml de protéines cytoplasmi-
-~ques permettent d'obtenir les meilleurs résultats (voir Fig.22, E et
22, F).

Nous avons également essayé de préciser U'impertance de la
nature et de la concentration du dértergent employé., Une fraction de membra-
-nes granulaires partietlement purifide est solubilisée en présence de
Mg++ 50mM et de cytosol par te Triton X-100 ou le DOC ou par un mélange des
deux déteragents dans des preportions différentes. Les polysomes sont puri-
-fiés sur des gradients discontinus contenant ou non du cytosol. Comme on
peut en juger a l'examen de la figure 23, la présence de cytosol dans les
coussins de saccharose améliore dans tous les cas les résultats obtenus.
L'utilisation de DOC seul ne semble pas favoriser l'isolement de polysomes
lourds, Toutefois, ce détergent peut étre employé en combinaison avec le
Triton X-100 si sa concentration demaure faible ; ainsi le profil 23, F
(Triton X-100 2 p100, DOC 0,5 p100) différe peu de celui de la figure 23, E
(Triton X-100 2 p100).

Il faut également remarquer que dans les expériences des figu-
-res 22 et 23, le milieu d'homogénéisation utilisé pour préparer le sur-
-nageant post-lysosomal contient 2Zmg/ml de RNA de bas poids moléculaire,
Celui-ci permet de limiter la fragmentation du mRNA pendant le fraction-
-nement cellulaire, comme le montre la figure 24, Mals nous avons pu cons-
~tater par ailleurs que l'introduction de cytosol dans le milieu d'hcmo-

~généisation n'a pas d'effet.



67

*3TeTITUT UOTI-
~0Bi) B Op SOWOS04TY 8D %0/ UCITAUS JUDTIU0O GgsATiue LOTIoRIs ©T onb USTG T6 ‘440 OP $ITILOY 48 OUN DBAE SNPUBCELnSIT 939 WG SLBWIPD
§37 "GTQRIUSLTIDHS PITATIOL-0IPEI BT op %GT 9juospidal pauowIpps sed juede,u [oTIgjew o (4 39 3 MHLOQQV o:ﬂaua SUDD BOINDT{ToN 887 UL
*sed swloy se eu 931dTO9Id 23 $50T-¥ UR3TI| op eduasgrd uj *(1 ‘@) @8803TA @sseq g worjrbng-

-111u80 Jed QUTWITS 389 TO-TNT9] *93Tdropad un,p UCTIRWIOS BT B 3TINPUOD Lugs C(0I3EH3) By jueBualUOD UOTINTOS Bun g TNOS J0Q 9P USTITPRT,

‘g ¢ 00Td £°T 200 ‘00TC T DOI~X oYLy =y ‘0 ¢ 00Td ¢
suep thgwwxonh g7 op Twe 30 TpSuseylsy scét sp Tuwg ans uorjebnyrajuso aed s
¥ op Tu/Bwz 8p oucmmmga us Jga o no/38 90T-X uolTIp o7 Ied S99]TEI} JuUos sejonbrie mmﬁguma 88D 18 TpSEZy0sL us oahm:
anbtjo0l0 8proe,p 9feEaUO}TISdBIUT UD
apaedsad 3ss e9TyTINnd ucmsmpam«auma muuﬂmﬂscmpm SeUBIQUSaU @D UOTIOBIY U

18 aInnal @p

789 UDT30BIS BT *(1BI/ToWG Q) @OT4TI0ES ST IUSAE UQZ H
359 11 awwod 48 nNp ITlae

‘sapoyiay

13 TaTIpIel Suep 3TIOPP

nuolgo TewosAfod Trjoad of

(1W) 1WaN}}j4d 40 SWNIOA

0
e
20
€r 1¢0
) H
&
.c
T
T () yusny
El 6 9 £ o
v T H T T
3T or 1o
E)
,.M 3410
i
— WM
r 120
€F < €0
a

R

5721and 3juos sswosAyod 87 *10s50340 Np S

H_ VAN np uorangrIisTp er jusjussazdsz saurod s97

™

ans PCO@Q@HW? Sp SUCST2UTqUOD WOPF®R

Or

39 JO GWNIOA

OF

o«

J4TD op

(Jw) 1usn|}e JO BWNIOA

E
{1Wi) JUBNIS;E JO QWNJOA
6 9 € 0]
) ol T T T ?..1 o
i
[X¢] [} 440
i
[l [Ad . 420
-€0 €r

06 10301 ©
seutpload Sp T/ 51

WuQ9z 1B 82URAI0SAY

15afut sun ndox juede sjel ap Iriaed

Aw « .u‘»u
HOWOH%U np mQCHmuOHQ ap HE\@EN no AQ 3 m <v 2SENY 9D HJOHHD&LCH unone JCOCC@HMEOU 9u 9s0IeydOes Bp SUTSSNOD S397 DDHL \aH
‘9 200 ‘o0td z 00T-X uo3Tay : 4 ‘g ¢ 0old 7 00T-X uo3dtdy t 3 ‘y ‘TL

oD
(@]
=4
[

'r“3

s P 0} (“(\I (s

gt



-

68

A B

£
8 02 0.2 i
~ } {
s 5

i l \ ;i,
8 b - -
§oik opl i,
R N R Lol
3 ! i g ; A}\f‘?!
< TR Y ‘v\f

VW V

O -' . 1 1} 1 O _l 1 i 1
¢} 3 $] 9 O 3 6 9

Volume of effluent (ml)

FIGURE 24 : Effet du RNA de levure purifié dans le milieu d'homo-

-généisation

Un SPL est préparé comme il est décrit dans Matériel et Méthodes en absence (A) ou en présence (8) de

2mg/ml de RNA de bas poids moléculsire. Les membranss granulaires sont partiellement purifiées, et les
polysomes sont isolés comme il est déerit dans la figure 23, L. Ceux-ci sont analysés en gradient iso~
-cinétique de saccharose dans le rotor SW4D Ti & 2°C (50mn & 35 000t/mn)

SRl
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Représentation schématique de la méthode de sépara-
-tion des peclysomes libres et des membranes du sur-

-nageant post-lysosomal

Les mémes tubes sont centrifugés successivement dans un
rotor & godets mobiles (S5W27), puls dans un rotor a angle
Fixe (60 Ti).
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4°- Séparation des polysomes libres et des membranes

Dans une autre série d'expériences, les conditions précédemment
définies pour le fraitement des membranes par le détergent ont é1é appli-~
~quées a des fractions membranaires obtenues selon la méthode classique,
aprés une longue centrifugation sur gradient discontinu (voir Fig.3, D),
sans que L'on puisse observer une amélioration trés sensible du profil
d'absorbance des polysomes Liés, Nous avons donc recherché un moyen de

| '

séparer plus rapidement les deux catégories de polysomes,

lLe procédé adopté (voir schéma de la Fig.25) différe des métho-
~des précédemment publiées (69, 74, 75, 102) par les aspects suivants. La
composition des gradients discontinus est modifiée pour éviter au maximum
L*agrégation des membranes et la rétention de polysomes Libres. Le surna-
—~geant post-lysosomal est déposé sur un gradient discontinu de saccharosze
et centrifugé pcndanf un temps juste suffisant pour obtenir la pénétraticon
de l'ensemble des membranes dans les couches de saccharose. Dans ces con-
-ditions, la majeure partie des polysomes libres "légers", des monosomes
et des sous-unités ribosomales (représentant le contaminant principal des
membranes isolées selon la méthode de BLOBEL et POTTER (74))peut étre
prélevée el remplacée par du tampon, La séparation des membranes et des
polysomes libres de taille plus importante est ensuite effectuée par cen-
-frifugation dans un rotor angulaire. Seule une pénétration quantitative
des polysomes libres dans le saccharose 2M est recherchée et non plus leur

I's

sédimentation, La présence de saccharose 2,2M empéche d'ailleurs la for-
-mation d'un sédiment fout en permettant U'élimination partielle du glyco-
-géne, Une centrifugation de courte durée (3h30mn) suffit 3 obtenir la

la

séparation des polysomes libres et des membranes. Le surnageant de
premiére centrifugation et les coussins de saccharose dense de la seconde
étape sont réunis pour constituer la "fraction de polysomes Libres brute"
gui peut éfre purifiée sur gradient discontinu en méme temps que les poly~

-somes de la fraction membranaire traitée par un détergent.

Le tableau 7 montre comment se distribuent les phospholinides
et le RNA dans tes fractions obtenues aprés séparation des polysomes libres
et Liés du surnageant post-lysosomal, Les quantités de radio-activité -
trouvées dans les différentes fractions scnt en bon accord avec les es??ma%:
-tions précédentes (voir Tableaux 5 et 6,p. 53 eth5), La fraction membra- B

-naire purifiée contient un peu moins de 15% du RNA ”H de L'homogénat,
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TABLEAU 7

Répartition du RNA et des phospholipides

dans les fractions subcellulaires

Un homogénat est fractionné apris marquage du RNA par 1'acide orotique 5H pendant 20h et des phospholi~

~pides par la choline 140 ¥, Pour déterminer 1o quantité de RNA sédimentable, des parties aliquotes de

la fraction de polysomes libres brute et de la fraction membranaire isclée & partir du SPL sont traitées -
par le Triton X-100 & 2 plO0 et centrifugées pendant 20h & 50 000t/mn dans le rotor 50 Ti sur un coussin
de Iml de 1,85 TsgKosts. Dans cette expérience unme estimation de la proportion de glycogéne sédimentant
au travers de la couche de 2,25 lors de la séparation des polyscmes libres et liés du SPL a été effec-
~-tude de la maniere suivante : des parties aliquotes de SPL et de la fraction de polysomes libres brute
sont centrifugées sur 3ml de 25 TgoKoghs et 3ml de 1,385 TggKosMs dans le rotor 50 Ti pendant 20h &

50 000t/mn pour obtenir les pulysomes libres. Les sucres sont ensuite dosés dans les 2 sédiments ainsi
que dans celul de cglvcogene par la technique de TILLMANS et PHILIPPI, aprés lh d'incubation & 37°C dans
KOH 0,5N, précipitation alcoolique et lavages. 40% du glycogéne pouvant sédimenter au travers du 2S5 est
obtenu dans le sédiment de glycogene. 11 faut également noter qu'a la différence de la "fraction de
réticulun endoplasmique sédimentant rapidement® isolée par SHORE et TATA (69), la fraction C isolée dans
ce travail n'est pas contaminée par le glycogéne. Ce dernier est retrouvé exclusivement dans la fraction
L et dans le SPL.

FRACTION RNA Phospholipides
cpm3Hx10-6 % du total cpmlé4ex10-6 % du total

Homogénat 34,87 | 5,42

N 2,36 7,1 0,15 2,7

c 13,76 41,4 3,18 57,2

L 1,70 5,1 0,71 12,7

Polysomes libres "brute"

total 10,57 31,8 0,36 6,5 .

sédimentable 6,38 19,2 - — .
Membranes

total 4,77 14,4 1,16 20,9

sédimentable 4,45 13,4 — —

Sédiment de

glycogéne 0,08 0,2 négligeable —
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FIGURE 26 : Analyse en gradient linéaire de métrizamide de la

"fraction de polysomes libres brute" et de la frac-

-tion de membranes purifides. (-e¢-) RNA 3

Yoo (Lony

H ; Choline

Les deux fractions sont obtenues & partir du SPL selon le procédé schématisé dans la figure 25 et qui est
plus amplement déerit dens le chapitre méthodologique. Dans chague cas, 1l'éguivalent de 20mg de tissu est
déposé sur gradient zu-sd plCh de métrizamice pcharv en .Cgcjstrdl. Le pic correspondant sux fractions
19 & 24 (den”**a moyenne : 1,21g/em”) pourrait correspondre & des particules mRNP {(voir ref.96) mais nous
ntsevons pas cherché & vérifisr cette supposition.
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[72] (D\

polysomes libres et olés du surnageant post-

lysosomal

Polysomes libres et liés sont séparés et purifiés & partic du SPL comme il est décrit dans Matériel et
Méthodes. A : polysomes détachés des membranes ; B ¢ ;1\,. somes libres ; C : la "fraction de polyscres

libres brute® est traitée par le Triton X-100 2 pl0C L le DGC 0,3 pil0 comme la fracticn de we
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alors que les polysomes Libres en représentent 19%. la centrifugation en
gradient de métrizamide des fractions obtenues & partir du surnageant post-
tysosomal (voir Fig.26) indique qu'environ 1% des polysomes libres conta-
-minent la fraction de membranes., La quantité de réticulum endoplasmique
présente dans la "fraction de polysomes Libres brute" peut &tre considérée
comme négligeable, car on ne trouve pratiquement pas de choline 140 dans

la région correspondant aux membranes granulaires dans le gradient de métri-
~zamide (densité : 1,16~1,24g/cm3), De plus, la quantité de polysomes

Libres purifiés n'augmente pas de fagon décelable aprés un traitement de la

fraction par un détergent (voir Fig.27).
P g

L'analyse en gradient isocinétique de saccharose des deux
classes de polysomes isolées & partir du surnageant post-lysosomal montre
que dans les deux fractions, 14 & 15 ribosomes par mRNA sont présents au
maximum des profils d'absorbance (Fig.27). Les principales différences sont
observées a la partie supérieure des gradients, ol le monomére prédomine
dans la fraction liée aux membranes, tandis que le dimére et le frimére
sont trouvés en quantité plus importante dans la fraction de polysomes

libres.
5°- Isolement des polysomes de la fraction C

La technique employée pour solubiliser les membranes du surna-
~geant post-lysosomal n'est pas entiérement satisfaisante lorsqu'il s'agit
d'isoler les polysomes de la fraction C., Nous avons entrepris une série
d'essais pour résoudre ce probléme mais en maintenant constantes les con-
-centrations en protéines de la fraction cytosol (environ 2mg/ml), en RNA

de bas poids moléculaire (2mg/ml), en Mg (CH COO)2 (50mM), ainsi que celle

3
de la fraction C traitée (équivalent de 90mg de tissu /ml de suspension

finale),

Les premiéres expériences ont montré que l'utilisation de deux
détergents (Triton X-100 2 p100, DOC 0,5 pl00}) est préférable 4 celle du-
Triton X-100 seul car elle permet une meilleure préservation du RNA mes-
~sager, De plus, comme le montre la figure 28, le fait d'augmenter la
force ionique au moment du traifement par le défergent accroit de fagon
significative le rendement en polysomes (comparer les Fig.28, A, Bet C), -
Si des résultats similaires pesuvent é&tre obtenus en employant des concen-

~trations de 100mM en KCL ou de 150mM en NH4Cl (Fig.28, B et 28, C), nous
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FIGURE 28 : Analyse en gradient exponentiel isocinétique de sac-

-charose des polysomes de la fraction C

Une fraction C, préparée comme il est décrit dans Hatériel et Msthodes, est traitée par le Triton X-1CD
2 plO0 et le DOC 0,5 plO0 en présence de Mg {(CH3CO0)p 50mi- (A), KC1 100mi1 et Mg (CH3C00), 50mit (B), NH.C
150mM et Mg (CH3C00), 50mM (C), NH,C1 150mi, KC1 100mH et Mg (CH3C00)7 S0mid (D). Dans tous les cas, 2n
de RNA de bas poids moléculazire et 2Zmg/ml de protéines cytoplasmiques sont présents lors du traitement.
En A, B et C, les coussins de saccharose sont composés de Jml de 1,35 TspKpsisdy et Jml de 25 TgpKgpshisdy.
En D, 1,35 TsgkzsNysghisdl et 25 Tsgiosiisdy. Dans tous les cas, les gradients discontinus contiennent )
2mg/ml de RNA de levure dans le 1,35 et Zmg/ml de protéines du cytosol dans le 1,35 et le 25, Lorsgue les
conditions décrites pour D sont utilisées, la quaniité de radic-activité sédimentable retrouvde dans le
sédiment de polysomes est de B0-82% et l'efficacité de resuspension est de 80-85% (3 déterminaticns).
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avons pu constafter que des molarités en KCU supérieures & 150mM induisent
une dissociation de la siructure polysomale (graphiques non inclus) alors
que la présence simultanée de KCL 100mM et NH,CL 150mM ne provoque pas cet
effet. |

Toutefois, quelle que soit la concentration en ions monovalents
au moment du traifement par les détergents (KCL 100mM ou NH4CL 150mi ou
KCL 100mM plus NH4CL 150mM), la quantité de monoribosomes obtenus demeure
appréciable, Cette dégradetion a vraisemblablement pour origine une cosé-
-dimentation de nucléases avec les polysomes car les résulfats peuvent
étre améliorés en augmeniant la force ifonique de la couche de saccharose
1,3M lors de la centrifugation sur gradient discontinu ; cependant, seul

NH,” (et non K') peut étre utilisé.

'
4
La figure 28, D correspond aux pétysomes isolés aprés fraite-
-ment de la fraction C par le Triton X-100 et le DOC (& des concentraticns
respectives de 2 p100 et 0,5 pl100) en présence de Mg (CHBCOO)2 50mM,
KCL 100mM, NH4CL 150mM et purification sur un gradient discontinu dont la
couche supérieure contient du NH4CL & la concentration de 150mM, On peut
constater que 'importance des monoméres est alors beaucoup plus réduite
au profit d'une augmentation de la quantité de polysomes lourds. Comme
pour les polysomes isolés du surnageant post-lysosomal, environ 15 riboso-~
-mes par molécule de mRNA sont présents au sommet de la courbe d'absor-

~bance,

6°- Isclement des polysomes liés a la membrane

I4 .
nucleaire

Les premiéres observations au microscope élecfronique de
L'hépatocyte intact ont permis de mettre en évidence sur la membrane nuclé-
~aire des éléments ultrastructuraux identiques aux grains de PALADE’(103),
L'existence d'une continuité enfre le réticulum endoplasmique et lLa membrane
nucléaire externe a été plusieurs fois observée ultérieurement, el dés 1964,
il est bien établi que le réticulum endoplasmique est une extension de

L'enveloppe nucléaire (voir ref,104),

Les deux types de structures peuvent donc, par voie de consé-
~quence étre considérés comme faisant partie d'un systéme membranaire unique,

mais il demeure que les ribosomes liés & la membrane nucléaire pourralent

représenter le cas Typique d'une population polysomale associant une locali-



~sation topographique déterminée & une spécialisation dans la synthése de
certaines protéines. Nous avons donc isolé cette fraction dans le but de
comparer ses produits de synthése in viiro a ceux des autres catégories de

polysomes (voir Chapitre 1IV),
a- Principe

noyaux sont les organites les plus denses de la cellule hépatique (cas de
L'animal & jeun) pour les isoler avec un haut degré de pureté par centrifu-
-gation en saccharose concentré (2,2M) (105), Plusieurs variantes de cette
méthode, plus commodes d'un point de vue pratique, ont été publiées ulté-

~rieurement (voir par exemple ref,21 et 106),

L'une des caractéristiques des noyaux isolés selon ces dif-
~férents procédés est que leur membrane externe, poriant des ribosomes,
est conservée, Celle-ci peut étre solubilisée par des détergents non-
ioniques, comme le Triton X=100, laissant L'intérieur des noyaux apparem-
-ment intact (ZALTA et al, 107), et cette possibilité a été exploitée
fréquemment pour isoler en saccharose concentré des noyaux sans membrane
externe (108, 109), cu plus simplement pour isoler les polysomes Lliés au
réticulum endoplasmique cosédimentant en saccharose diilué avec les noyaux
(voir ref.13 et 110 par exemple), Une fraction de ribosomes liés & la
membrane nucléaire a é1é isolée par SADOWSKI et HOWDEN (111) aprés trai-

~tement par le Triton X-100 de noyaux préparés en saccharose concentré,

Nous avons adopté le méme principe en le complétant par

les données acquises lors de l'isolement des autres catégories de polysomes.
L'homogénat est préparé comme précédemment et les lysosomes sont éliminés

du sé&diment obtenu & basse vitesse (40 & 50% des lysosomes sont présents
dans le sédiment 7 000gxmn d'un homogénat & 25%). Les noyaux, contaminés
par des mitochondries et du réticulum endoplasmique, sont resuspendus dans
le milieu d'homogénéisation et mélangés & du saccharose 2,5M pour obtenir
une concentration de 1,85M, La suspension est ensuife centrifugée sur un

coussin de saccharose 2,3M.

Les noyaux purifiés sont traités par le Triton X-100 &
0,2 p100 en présence de cytosol, de RNA de levure et de Mg (CHBCOO)?
50mM pour détacher les polysomes Liés & la membrane externe. Ceux-ci sont

ensuite centrifugds sur gradient discontinu de saccherose conme les frac-
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FIGURE 29 : Analyse des poly-
-somes liés 3 la membrane nu-

-cléaire en gradient isociné-

-tique de saccharose

Les graphiques correspondent a deux
analyses d'une méme suspension ef-
~fectudes a des sensibilités dif-
~férentes de l'enregistreur.

Les noyaux sont préparés comme il est décrit

dans Matériel et Hélhodes a pertir de 40g de
tissu. 1ls sont resuspendus et dilués dans
65ml de tampon TgaKocgils contenant 15ml de
cytosnl. La concentration en Ma*t est ajus-
~tée 2 SOmM et on ajoute 2mg/ml de RNA de
bas poids moldculaire. La suspension est
alors traitée par le Triton X-100 (concen-
~tration finale 0,2 pl00) et les noyaux sont
sédimentés dans le rotor SW27 pendant 10mnv
3 15 000t/mn. Les surnageants sont déposés
sur gradient discontinu de saccharose® aprés
une nouvelle addition de Triten X-100 {(con-
-centration finale 2 pl00) et centrifugés
dans le rotor 60 Ti pendant lgh & 55 COOt/mn.
les polysomes sont analysés en gradient iso-
-cinétique de saccharcse. L'éguivalent de

4g de lissu est déposé sur chaque gradient.
En A, le tracé inférieur correspond a la
ligne de base obtenue par enregistrement de
1'asbsorbance d'un gradient témoin.



~tions de polysomes isolées & partir du surnageant post-lyscsomal,

La figure 29 montre le résultat d'analyses en gradient de
saccharose des polysomes obtenus, lLe profil d'absorbance présente certains
traits caractéristiques parmi lesquels on peut noter L'importance du mono-
-mére (47% de la surface délimitée par le profil, voir Tableau 8) et une
distribution assez uniforme des polysomes dans le gradient comparativement
a celle des polysomes des autres fraciions. L'importance du monomére pour-
-rait fraduire une certaine dégradation des polysomes pendant le fraction—
-nement mais nous n'avons pu, Jjusqu'ad présent, améliorer ces résultats.

On peut noter d'autre part que les expériences de biosynthése protéigue
in vitro (voir Chapitre IV, p.90 ) ne permetfent pas de metire en évidence

une accumulation particuliére de produits de bas poids moléculaire.

C- POLYSOMES TOTAUX DU TISSU HEPATIQUE

MORTON et al ont preposé en 1975 un procédé de purification
des polysomes totaux du foie de Rat consistant a traiter par le DOC L'"ho~
-mogénat préparé en présence d'une haute concentration en Mg+* (100), mais
il nous faut meniionner qu'en appliquant & plusieurs reprises la technique
décrite par ces auteurs, nous n'avons pu - pour des raisons indétermindes -
reproduire leurs résultats., Dans le meilleur des cas en effet, le maximum
de la courbe d'absorbance correspondait & des polysomes formés de 9 ribo-

-somes par molécule de RNA messager.

La méthode précedemment décrite pour isoler les polysomes de
la fraction C s'est avérée permettre également l'isolement en une seule
étape de l'ensemble des polysomes du tissu, & condition toutefois que la
solubilisation des membranes par les détergenis soit effectuée en présence

d'une faible quantité d'héparine (25 Ul/ml).

La figure 30 montre les résultats d'une expérience dans
laquelle les polysomes totaux de L'homogénat ont été préparés selon cetie
jeliné pendant

|
o

méthode & partir de rats normalement nourris (A) ou ayant
h (B, ema > ins le cas des.animaux soumis au jel ne

18h (B). On peut remarquer, dans le cas des. animaux soumis au jelne, une

réduction de la teille des polysomes associée d une augmentation de la

quantité de monomére et de dimére dans La fraciion polysomale. De l'ensem—
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5g de tissu broyé sont homogénéisés dans 15ml de 0,255 T20K75M3dl contonant>2mg/ml de RNA de levure puri-
~fié.. L'homogénat est dilué par un volume de cylosol, les conceiitralions ioniques
K100N15UM50d1 et on ajoute 25 UL/wl d'héparine.
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A~ Rats normalement nourris

B~ Rats ayant jelnd pendant 1&h

~nétique de saccharose.
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sont ajustées a

Aprds traitement par le Triten X-100 & 2 pl00, le ma-
driel nlcldaire est éliminé par centrifugation & basse vitesse, et on ajoute 0,5 pl00 de DOC. Les poly-
-somes sont ensuile purifigs comme dans le cas de la fraction C avant d'éire analysés sur gradient isoci-



~ble des expériences effectuées, nous pouvons conclure que les milieux

b b } 5 . "y ) :" . \'u:’;c
d'homogénéisation 0,255 T50}25M5611 et 0,255 1'2OK7r d] peuvent étre employés
indifféremment pourvu que la concentration en Mg** soit ajustée & 50mM avant

le ftraitement par les défergenfs.

D- DISCUSSION

L'ensemble des résultats présentés dans ce chapitre appelle
un certain nombre de commentaires que Lfon peut ordonner selon deux axes

principaux.

1°- Analyse des polyscmes et criteres d'intégrité
du mRNA

L'ana[yse des polyscomes en gradient de saccharose est le moyen
le plus fréquemment utilisé pour juger de L'intégrité du mRNA dans les frac-
~-tions subcellulaires isolées. La maniére d'exploiter les données acquises
lors de telles analyses est cependaﬁ* peu codifiée, si bien que le mot
"intégrité" peut quelquefois perdre son sens ou ne conserver qu'une signi-

-fication toute relative.

Ainsi par exemple, L'importance de la quantité de monoribo-

-somes tTrouvée dans un profil d'absorbance est scuvent prise comme indice
de la préservation du mRNA ; mais en réalité, aucune conclusion ne peut
&ire tirée tant que la quantité de RNA présente dans la fraction polyso-
-male analysée n'a pas été chiffrée par rapport & la quantité de RNA
sédimentable de la fraction brute. La nature du gradient choisi peut égale-
-ment influencer les résultats. Si certains gradients linéaires de saccha~
—rose - et en particulier le gradient 10-50 pi00 - sont apparemment plus

ésolutifs", en ce sens qu'ils permettent une meilleure visualisation des
polysomes au-deld de l'octamére, le maximum de la courbe d'absorbance ne
correspond pas obligatoirement au type de polysomes existant dans ta sus-
-pension a la plus haute concentration,

-

Les analyses présentées dans ce chapitre ont été effectudes
en utilisant des gradients isocinétiques de saccharose., L'intégrité du
mRNA est définie par la quantité de RNA de la fraction polysomale analysée

(exprimée par rapport & la cuantifé de RNA sédimentable de la fraction
£ ‘



TABLEAU 8

Répartition en gradient isocinétique de saccharose
des polysomes isolés a partir de l'homogénat

et de différentes fractions subcellulaires

Les données présentées dans le tableau ci-dessous cnt été obtenues par
intégration des surfaces détermindes par les profils dfabsorbance sans
tenir compte des recouvrements réciproques entre les différentes zones
considérées, La.ligne de base est obtenue par analyse d'un gradient
témoin centrifugé dans des conditions identiques. Les chiffres corres-—
-pondent & la moyenne des valeurs obtenues pour le nombre d'expériences
indigué.

% de 1'absorbance totale

|
FRACTION Z?mbfe 1/2-2 somes 3-8 somes > 8 somes
exp L4
Homogénat 3 15,9 26,1 58
C 5 15,5 13,4 71,1
Liés aux
membranes du SPL 2 26,4 19,3 54,3

Libres 5 21,3 22,2 56,4

Liés a la
membrane nucléaire 2 47,9 22,6 29,5
externe



brute) ainsi que par la Taille des polysomes présents au maximum de la
courbe d'absorbance, Ces donnédes peuvent étre complétées par des mesures
d'intégration de différentes zones du profil oblenu, comme le montre le
tableau 8. On peut constater que le taux le plus important de polysomes
lourds est trouvé dans la fraction C alors que les fractions de polysomes
Libres et liés aux membranes du surnageant post-lysosomal en contiennent

des proportions voisines de celles obtenues & partir de L'homogénat.
p
2°- Effet de différents inhibiteurs de nucléases

Nous avons pu montrer que, dans certfaines conditions, le
tissu hépatique de Rat peut &ire homogénéisé et fractionné en utilisant un
milieu conventionnel sans qu'il en résulte une dégradation importante des
polysomes, Mais L'isolement de ces derniers & partir des fractions subcel-
~lulaires nécessite une inhibition efficace des nucléases lors du traite-
-ment par les détergents et la centrifugation sur gradient discontinu de
saccharose, }

Les expériences que nous avons effectuées montrent que
L'inhibiteur cytoplasmique de RNase n'est pas systématiquement actif a
toutes les étapes du fractionnement. Ceci n'est pas surprenant si on prend
en compte les fravaux de GAGNON et al (112) concernant la spécificité de
celui~-ci vis a vis de différentes nucléases cellulaires : l'inhibiteur
cytoplasmique de RNase n'a pas d'action sur la 3- phosphodiestérase des
lysosomes, et a peu d'effet sur L'activité RNasique acide, Ainsi, le fait
que l'introduction de cytosol dans le milieu d'homogénéisation ne semble
apporter aucune protection de la structure polysomale alors que le RNA de
bas poids moléculaire permet d'éviter une certaine dégradation du mRNA
pourrait traduire une action préférentielle de ces enzymes lors de la

préparation des fractions subcellulaires.

On pourrait également se rapporter & ce méme fravail pour
tenter d'expliquer tes résultats obtenus lors des essais comparatifs pré-
-sentés dans la figure 31, Dans cette expérience, les polysomes d'uns
fraction C (préparée selon la technique décrite dans Matériel et Méthodes)
sont isolés dans les conditions ioniques et de pH adoptées par SHORE et
TATA (69) (T, Ko Moo, pH 8,5) ou selon la technique précedemment décrite

200750 10
dans ce chapiire. On peut constater que dans les conditions de pH élevé,

1 . ol o S
i i

L'inhibition des nucléases est insuffisanie pour permetire Lle iraitement
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de la fraction par un détergent el la purification des polysomes selon la
méthode classique de longue centrifugetion sur gradient discontinu, Il est
possible que ce résultat scit, au moins en partie, la conséquence du fait
que la RNase mitochondriale posséde, en absence de cytoscl, un maximum

diactivité a pH 8,5 (112},



CHAPITRE IV

FONCTION DES DIFFERENTES CLASSES DE POLYSOMES
ETUDE DE LA BIOSYNTHESE DE

L‘a~L FUCOSIDASE LYSOSOMALE
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Dans le chapitre d'introduction, nous avons évoqué les différen-
-tes questions que suscite l'organisation de la biosynthése protéique dans
- la cellule et en particulier la spécialisation fonctionnelle de différentes
- "catégories" ou "classes" possibles de polysomes. Ainsi, alors que le rble
du réticulum endoplasmique dans les processus de secrétion est maintenant
bien établi, il semble frés probable qu'une meilleure connaissance des méca-
-nismes de synthése des protéines non excrétées, et en particulier celles
constituant les organites cellulaires, permettra de mieux cerner L'unité ou
la diversité des fonctions des interactions polysomes-membranes, Ce chapitre
présente les expériences que nous avons effectuées dans le but de déterminer
le (les) site(s) intracellulaire(s) de synthése de L'a-L fucosidase lysoso-

-male,

A~ TRADUCTION DES mRNAs DES DIFFERENTES FRACTIONS DE POLYSOMES
EN SYSTEME ACELLULAIRE DE RETICULOCYTES

Nous montrerons tout d'abord que t'analyse des produits de syn-
thése in vifro des différentes fractions de polysomes est compatible avec
L'idée que les polysomes libres et Liés aux membranes du RE représentent

deux catégories de polysomes fonctionnellement spécialisées,

1°- Contrdle de l'efficacité du systeme de réticulo-

-cytes traité par la nucléase de Micrococcus

Le systéme de réticulocytes est.connu depuis longtemps comme
L'un des systémes acellulaires les plus actifs pour la traduction de mRNAs

de sources diverses, mais son utilisation n'était pas toujours satisfai-
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TABLEAU 9

Controle de l'efficacité du systeme acellulaire de

réticulocytes traité par la nucléase de Micrococcus

Le lysat de réticulocytes est préparé comme il est décrit dans Matériel et Méthodes et partagé en deux
fractions, dont l'une est traitée par la nucléase de Micrococcus. Les tubes contiennent, dans un volume
final de 115ul, 100pl de lysat (traité ou non traité); O ou 1 U Asgg de RNA, La radic-activité spécifique
de la méthionine utilisée est de 745 Ci/mmole. Aprds lh d'incubation & 30°C, des parties aliquotes de 3ul
sont prélevées et la radio-activité est déterminde *

RNA des Methionine 3SS incorporée en cpmxlO—5
'polysomes Lysat non traité Lysat traité

— 2,173 0,091

libres 2,316 1,753
liés aux

membranes du SPL 2,727 1,647
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FIGURE 32 : Analyse en gel de polyacrylamide-SDS des produits
synthétisés dans un systéme de réticulocytes traité

ou non traité par la nucléase de Micrococcus

A, B, C : lysat non traité ; D, E, F, G, H : lysat traité.
A, D : sans addition de RNA ; B, E, G : RNA des polysomes
1 ,

ibres ; C, F, H : RNA des polysomes liés aux membranes du
SPL.

(s
Des parties aliquotes des échantillons correspondant 3 l'expérience du tableau 9 sont dialysées en puits\\h,:i/
d'acrylamide * contre le tampon Tris-HCl 62,5mM, pH 6,8. La radio-activité acido-précipitable des échan-
-tillons dialysés est déterminée et des parties aliquotes contenant 50 000cpm (A, B, C, E, F) ou

100 000cpm (G, H) sont analysées par électrophor2se en gel de polyacrylamide-SDS (gradient 10-18 pl00).

En D, on dépose 2 fois la quantité de protéines de réticulocytes déposées en A. Les gels sont colorés

par le bleu de Coomassie *, décolorés puis séchés sur papier Whatman 1 et mis en contact avec le papier

RP-Royal-X cmat pendant une semaine & température ambiante. Les fldches indiquent la position présumée
de 1'albumine.



89

-sante, & cause de l'incorporation importante due aux mRNAs endogénes.
PELHAM et JACKSON (113) ont proposé en 1976 de préincuber le systéme en

- . . . . ' ++
présence de nucléase de Micrococcus (active en présence d'ions Ca ) de
fagon & dégrader les mRNAs endogénes, Un excés d'EGTA est ensuite ajouté
pour complexer le Ca*® et inactiver la nucléase pendant la traduction des

mRNAs exogénes.

La figure 32 montre les résultats que nous avons obtenus en
utilisant cette méthode. Le traitement du lysat par la nucléase de Micro-
-coccus permet de supprimer fotalement les produits de synthése propres
au réticulocyte. Elle permet également une traduction plus efficace des
fractions de mRNAs exogénes (voir Figure 32 et Tableau 9). La comparaison
des produits synthétisés par deux catégories de polysomes se trouve faci-
~litée. Ainsi, par exemple, l'existence d'une synthése préférentielle de
L'albumine par la fraction de polysomes Liés au réticulum endoplasmique,
qui n'apparalt pas de facon trés évidente lorsqu'on utilise un lysat non
traité (comparer Figure 32, B, polysomes libres et C, polysomes Liés aux
membranes du sdfnagean? post-lysosomal), est trés fortement suggérée par
L'analyse des produits de synthése dans le cas du lysat préincubé en pré-

~sence de la nucléase (E et F, G et H).

PELHAM et JACKSON, dans leur article mentionné plus haut (113),
notaient que les produits de traduction d'une fraction de mRNAs de foie de
Rat étaient essentiellement de bas poids moléculaire., On peut cependant
remarquer que dans l'expérience de la figure 32, le nombre de produits de
bas poids moléculaire est relativement restreint et que des chaines pro-
-téiques d'un poids moléculaire supérieur & celui de l'albumine ont été
synthétisées. Nous interprétons ce résultat comme étant le reflet de L'inté-
-grité du mRNA des fractions de polysomes préparées selon la méthode décrite

dans le chapitre précédent.

2°- Traduction des mRNAs des différentes fractions

de polysomes

Dans L'expérience de contrdle de la figure 32, ol des fractions
de polysomes Libres d'une part, et liés aux membranes du surnageant post-
lysosomal d'autre part ont été utilisées, il n'apparait, parmi l'ensemble
des polypeptides synthétisés par les deux fractions, qu'un nombre relati-
-vement faible de chafnes protéiques possédant des migrations identiques.

Dans une auire série d'expériences, nous avons analysé en gel de poly-
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FIGURE 33 : Comparaison des pro-
-duits synthétisés in vitro a
partir du RNA isolé de diffé-

-rentes fractions de polysomes

Lb : libres ; Li : liés aux membranes
du SPL ; C : 1liés aux membranes de la
fraction C ; N; et Ny : liés a la
membrane nucléaire.

Des échantillons de RNA isolés a partir de poly-
~somes libres, liés aux membranes du surnageant
post-lysosomal, liés aux membranes de la fraction
C, et liés & la membrane nucléaire (2 préparations
différentes) sont incubés en systeme acellulaire
de réticulocytes ¥, A la fin de 1'incubation, des
parties aliquotes (50 000cpm) sont prélevées, di-
-ludes dans lml d'eau et précipitées par le TCA 2
5 pl00. Apres lavage ¥, les précipités sont solu-
-bilisés dans le tampon d'échantillon et analysés
en gel de polyacrylamide-SDS (gradient 10-18 plCO).
La détection des produits est effectuée par fluo-
-rographie (exposition de 24h a -70°C).
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~acrylamide-5DS les chaines protéiques synthétisées in vitro & partir du
mRNA des différentes fractions de polysomes. La figure 33 présente les ré-
-sultats d'une électrophorése des produits synthétisés par les polysomes
Libres, Lliés aux membranes du surnageant post-lysosomal, liés aux membranes
de la fraction C et Lliés & la membrane nucléaire. Une grande similitude
peut étre observée entre les produits synthétisés par les différentes frac-
-tions de polyscmes liés, tandis que le diagramme obtenu dans le cas des
polysomes libres semble nettement différent. Un fait remarquable est que

Lta fraction de polysomes liés & la membrane nucléaire, bien que présentant
un profil d'abscrbance en gradient de saccharose trés significativement
différent de celui des autres fractions de polysomes liés (voir Figure 29,
p. /8 et Tableau 8, p.82 ) conduit & l'obtention d'une fraction de mRNA

dont les produits de fraduction peuvent étre difficilement distingués de
ceux des autres fractions de polysomes Liés, Une interprétation possible

de ce fait serait que les mRNAs tfraduits sur la membrane nucléaire portent
moins de ribosomes que ceux présents dans les autres fractions de membra-
-nes, si tant est que la distfribution en électrophorése des produits syn-

~thétisés in vitro refléte effectivement le contenu en mRNA des fractions.

On peut constater & 'examen du tableau 10 qgue les mRNAs des
différentes fractions de polysomes ne sont pas traduits in vitro avec la
méme efficacité, Ainsi, alors que le mRNA des polysomes Llibres ou liés
aux membranes du surnageant post-lysosomal permet L'incorporation de mé-
~thionine 355 a des taux similaires, la traduction du mRNA des autres
fractions de polysomes liés est moins importante. Dans le travail que
nous décrivons ici, nous n'avons pas entrepris une recherche sysfémafique'
de conditions de biosynthése protéique in vitro qui permettraient éventuel-
-lement de supprimer tout ou partie des différences observées dans les
données du tableau 10. En conséquence, d'un point de vue purement logicue,
la possibilité demeure que, dans les conditions qui ont é1é utilisées, des
différences qualitatives existant enfre le contenu en mRNA des fractions

de polysomes Lliés ne soient pas mises en évidence.

Les résultats du tableau 10 et de la figure 33 peuvent égale-
-ment s'expliquer en considérant que les différences d'incorporation
observées affectent statistiquement l'ensemble des mRNAs de chaque frac-
-tion ; :les différentes fractions de polysomes liés possé&deraient dans

cette hypothése un grand nombre de mRNAs en commun.

Mais quelle que soit L'interprétation exacte de ces données
5
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TABLEAU 10

Traduction des mRNAs des différentes fractions

de polysomes en systéme acellulaire de réticulocytes

RNA isolé
des polysomes
de 1'homogénat non fractionné
libres
1liés aux membranes du SPL
liés aux membranes de la fraction CI
1liés aux membranes de la fraction C

11

1iés a la membrane nucléaire
préparation 1

préparation 2

Z
. 354 c
Methionine 7S incorporée en

cpmxlD_G/ U A, g de RNA

7,539
9,334
9,219
4,273
4,730

64537
6,255
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on peut envisager que le contenu en mRNAs des fractions de polysomes Lliés
puisse différer, au moins d'un point de vue quantitatif, pour quelques
mRNAs. |l apparait également de facon claire que, pour étre fructueuse,
L'étude des spécificités de synthése de fractions isolées de polysomes doit
8tre abordée dans le cadre de modéles précis. Nous avons choisi d'étudier
la biosynthése d'un enzyme Lysosomal, car & notre connaissance, aucun tra-
-vail n'a jamais tenté d'élucider le mécanisme de biosynthése des protéines

lysosomales,

B- ETUDE DE LA BIOSYNTHESE DE L'a~L FUCOSIDASE

La principale difficulté devant étre surmontée lors de la dé-
-termination des sites infracellulaires de biosynthése de protéines cons-
~tituant les organites cellulaires, réside dans le fait que celles-ci ne
représentent souvent qu'une infime partie de la totalité des protéines
cellulaires, Ceci est particuliérement vrai dans le cas des protéines lyso-
-somales, Ainsi, différentes analyses morphoméfriques ont pu estimer que
le volume cellulaire occupé par les Lysosomes était de L'ordre de quelgues
pl (2,4 3 4)/g de tissu (114, 115) et L'activité spécifique relative des
enzymes Llysosomaux (qui excéde difficilement 5 dans une fraction L préparée
par centrifugation différentielle classique (72, 73) devrait selon BEAUFAY
(116) étre d'environ 150 dans une fraction lysosomale complétement purifiée,
Un travail récent, visant & approcher ce maximum théorique en purifiant la
fraction L de DE DUVE et al (72) par centrifugation isopycnique en métrizamide
conduit & estimer que l'ensemble des protéines lysosomales pourrait repré-

-senter 1 & 1,4% des protéines fotales du tissu (117),

A t'heure actuelle les seules techniques disponibles pour enfre-
-prendre l'étude de la biosynthése de protéines cellulaires données sont
de nature immunologique et leur utilisation s'est accrue dans les derniéres
années. Celles-ci nécessitent évidemment la préparation d'antisérums spé-
~cifiques, c'est & dire, dans la majorité des cas, la purification préa-

-lable de la protéine étudiée.

Peu d'enzymes lysosomaux du foie de Rat peuvent étre obtenus
suffisamment purs pour permetire la préparation d'antisérums monospécifi-
—-ques. Nous avons choisi de prendre comme modéle L'a-L fucosidase qui peut

étre préparée rapidement avec un frés haut degré de pureté par chromato-
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~-graphie d'affinité, Cet enzyme est en oufre important dans le métabolisme
des substances biclogiques contenant le L fucose, comme par exemple les
glycoprotéines, les oligosaccharides et les glycolipides (118). La défi-
—cience héréditaire en cet enzyme, caractérisée par l'accumulation neuro-
-viscérale des composés & fucose, est connue sous le nom de fucosidose
(119),

1°- Purification de 1'a-L fucosidase

Nous avons purifié l'enzyme en utilisant La méthode décritfe par
OPHEIM et TOUSTER (120) qui fait intervenir L'affinité de l'enzyme pour
L'Agarose—e-aminocaproyl fucosylamine. Cette technique posséde L'avantage
d'étre 3 la fois efficace et rapide, minimisant ainsi les effets possibles
des autres hydrolases lysosomales sur L'a-L fucosidase. Le diagramme d'élu-

-tion de l'enzyme du support d'affinité est présenté dans la figure 34,

Les données que nous avons obtenues lors des différentes étapes
de la purification sont rassemblées dans le tableau 11, Celles-ci soni tout
3 fait similaires & celles publiées par OPHEIM et TCUSTER bien gue nous
ayons pris en compte dans le tableau 11 la concentration de l'a-L fucosidase

par centrifugation, étape qui n'avait pas été effectuée par ces auteurs,

La détermination de l'activité enzymatigue de L'homogénat étant
généralement peu précise, nous avons calculé le facteur de purification par
rappcort & la fraction CIIL' Cependant, on peut estimer que celle-ci contient
environ 60% de L'activité totale de l'homogénat, ce qui conduit & un rende-
-ment proche de 16% et un facteur de purification global de L'ordre de
39 000, Ce dernier chiffre est trés révélateur quant & L'efficacité de la
méthode employde ; il est tout & fait compatible avec l'ensemble des ana-
~-lyses de OPHEIM et TOUSTER ayant montré que la préparation d'a-L fucosidase

obtenue était exempte de toute autfre activité glycosidasique,.
2°- Contrdles de pureté

La pureté de l'a-L fucosidase a pu étre contrdlée par électro-
-phorése sur différents supports et dans différentes conditions, L'électro-
-phorése sur acétate de cellulose permet de mettre en évidence une seule
bande protéique (migrant vers l'anode) qui coTncide avec un pic unique

d'activité enzymatique. L'activité a-L fucosidasique étant détruife au-dela
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FIGURE 34 : Isolement de 1l'a-L fucosi-
-dase

A- Chromatographie d'affinité sur Agarose-e-aminocaproyl fuco-
~sylamine

Un extrait soluble de la fraction C.,L est préparé a partir de
500g de foie comme il est décrit dans Matériel et Méthodes. I1
est soumis & une précipitation par (NH4)S04 (63% sat.) et le
précipité est solubilisé dans le tampon BFI *_ La solution est
déposée sur une colonne de Sépharose 4B connectée au support
d'affinité. La suite des opérations est exactement celle décri-
-te dans Matériel et Méthodes. Le graphique présente l'enregis-
~trement de la densité optique et la mesure de l'activité
enzymatique au cours des 3 phases de la préparation : chroma-
-tographie de la solution initiale en tampon HFI et lavage du
support d'affinité ; lavage de ce dernier par le tampon BFI ;
élution de l'a-L fucosidase par le fucose 0,1M dans le tampon
BFI. Des fractions de 0,4ml sont collectées au cours de 1'élu-
-tion.

B- Electrophorese en milieu non dénaturant de l'a-L fucosidase
La solution d'enzyme élué du support d'affinité est ajustée en
EDTA 20mM, pH 6, puis centrifugée dans le rotor 60 Ti *. Le
sédiment est repris par 100ul cde tampon EDTA 2mM, pH 7, MgSO4
0,1mM, B-mercaptoethanol 0,1lmM. 2 parties aliquotes de 10ug
sont analysées par électrophorése en gel de polyacrylamide a

5 pl00 (plaque de 0,5mm d'épaisseur et de 13cm de longueur)
contenant du tampon phosphate 200mM, pH 7,4. Apres 36h de
migration & 20°C (tampon phosphate 10mM, pH 7,4 ; 5mA), une
bande de gel est colorée par le bleu de Coomassie tandis que
1'autre est découpée en tranches de lmm qui sont incubées

dans la solution de substrat * pour détecter l'activité a-L
fucosidasique,
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FIGURE 35 : Electrophorese en gel de polyacrylamide-SDS de

1'a-L fucosidase

A- Les différentes fractions possédant 1'activité enzymatique aprés élution d'une colonne d'Agarose-e-
aminocaproyl fucosylamine sont rassemblées. 2 parties aliquotes de 2ml sont prélevées dont 1l'une est
fixée par la formaldéhyde & 5 plO0 (2). Les deux fractions sont dialysées pendant 72h contre de 1'eau
distillée puis lyophilisées. Dans les deux cas, 15ug de protéines sont analysés en gel de polyacrylamide
-SDS * (gradient 10-18 pl00 ; gel de 15cm de longueur et de lmm d'épaisseur).

B~ Agrandissement de la photographie A}

C- 10 et 3Dug d'a-L fucosidase provenant de la préparation utilisée dans 1'expérience de la figure 34,
B, sont analysés en gel de polyacrylamide-SDS (gradient 10-30 pl0G, gel de 20cm de longueur et 1,5mm
d'épaisseur). L'enzyme purifié, en solution dans le tampon EDTA 2mM, pH 7, MgSO4 O,1mM, g-mercaptoe-
~thanol 0,1mM, est additionné d'un volume de tampon Tris-HCl 125mM, pH 6,8, DTT 0,2M, SDS 4 plOC,
sucrose 20 pl00, puis chauffé pendant 2mn dans un bain-marie bouillant, Aprés 72h de migration (8mA)

le gel est coloré par le bleu de Coomassie. Les flaches indiquent la position dans le gel de différentes
protéines "marqueurs",

Bus

\iifLE
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de pH 8, l'électrophorése en gel de polyacrylamide non dénaturant doit étre
effectuée dans des conditions spécialement adaptées. Toutefois la mobilité
électrophorétique de Ll'enzyme est trés faible & pH 5 (migration vers la
cathode) et & pH 7 (migration vers l'anode) dans les gels de polyacryla-
-mide & 7 ou 5% et les meilleurs résultats sont obtenus & pH 7,4 (gel &

5%, voir figure 34), Dans ces conditions, une seule bande protéique est

observée qui posséde L'activité enzymatique.

OPHEIM et TOUSTER (120) ont pu déterminer par ultracentrifu-
-gation analytique que l'a-L fucosidase posséde un poids molécutaire de
217 000, résultat qu'ils considérent comme compatible avec l'existence
d'un tétramére constitué de sous-unités d'un poids moléculaire de 55 000
(mesuré par électirophorése en gel de polyacrylamide-SDS). Ils n'ont pu

cependant préciser si L'enzyme était formé de sous-unités différentes,

Comme le montre lta figure 35, L'électrophorése en milieu
dénaturant permet de metire en évidence que les sous-unités de Ll'enzyme
ont un poids moléculaire de 51 & 61 500. On peut également constater que
Lorsqu'on prend soin d'éliminer les sels aussi complétement que pessible,
un certain degré d'hétérogénéité peut &tre observé (comparer Figure 35,
A, B et C). Le fait que le résultat de L'ahalyse soit peu affecté aprés
un temps relativement long de dialyse (comparer Figure 35, A] et AZ)
fait apparaftre comme assez improbable L'idée que cette hétérogénéité
soit la conséquence de la présence de traces d'hydrolases dans l'enzyme
purifié, La préparation de fucosidase purifiée est en outre remarquable~
-ment stable puisqu'elle peut &tre conservée pendant plusieurs semaines
a 4°C sans perte notable d'activité, La possibilité demeure cependant,
qu'en dépit de la rapidité de la méthode de purification, la structure

de l'enzyme ait été modifiée pendant la préparation,

Au cours des nombreux coniréles effectués par électrophorése
en gel de polyacrylamide-SDS, nous n'avons pu mettre en évidence la pré-
-sence de contaminants protéiques, méme Llorsque des quantifés assez
importantes (30-501g) d'enzyme ont été analysées, La pureté de l'enzyme
nous a donc semblé satisfaisante pour envisager la production d'anti-

~-sérums chez le lapin.

3°- Anticorps anti-a-lL fucosidase et stratégie
adoptée pour 1'étude de la biosyntheése de

1'a-1. fucosidase
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FIGURE 36 : Anticorps anti-o-L fucosidase

A- Immunodiffusion d'un sérum anti-fucosidase (1) et d'un sérum témoin (2) contre la fraction CriL (3)
5001 d'antisérum ou de sérum témoin (lapins traités de la méme manidre mais l'émulsion injectée ne con-
-tient pas de fucosidase) * sont mis 2 diffuser pendant 48h a 20°C contre 190ul de fraction CyilL (conte-
-nant du Triton X-100 & 1 pl00 et du DOC & 0,1 pl00) dans une plaque de gélose (Indubiose A37 & 1 plO0
dans le tampor phosphate 10mM, pH 7,4, NaCl 150mM, NaN3 3mM, Triton X-100 & 1 plOO, DOC a 0,1 plOO). La
plagque est colorée par le bleu de Coomassie.

B- Immunodiffusion d'un sérumanti-fucosidase (1) et de fractions d'IgG immunes (2) ou non immunes (3)
contre 1'a-L fucosidase purifiée (4)

20ul (lpg) d'enzyme sont mis 2 diffuser contre 20pl d'antisérum, 20ul (150ug) d'IgG immunes ou non im-
-munes, pendant 48h & 20°C, La gélose & 1 pl00 contient du tampon Tris-HC1l 5mM, pH 7,4.

C- Immunoélectrophorése en gélose de 1'a-L fucosidase purifiée

l4pg d'enzyme, en solution dans le tampon EDTA 2mM, pH 7, MgSQ, O,1mM, -mercaptoéthanol 1lmM, sont sou-
-mis & une électrophorése en gélose (Indubiose A37 & 1 pl00 dans le tampon phosphate 200mM, pH 7,4 ;
2,5cmx7,5cm). Le sérum utilisé pour la diffusion a été concentré 5 fois.
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Nous avons appliqué la méthode de VAITUKAITIS et al (121) qui
permet d'obtenir des antisérums en utilisant des faibles doses d'antigénes.
A titre d'ultime précaution, L'enzyme purifié a été soumis & une chroma-
~tographie de tamisage moléculaire sur Sephadex G200 (voir Matériel et

Méthodes) avant d'&tre injecté.

La fucosidase est présente dans l'homogénat en quantité in-
~suffisante pour que les anticorps anti-enzyme puissent étre détectés
par la technique de double immunodiffusion d'OUCHTERLONY, En revanche,
un arc de précipitation est mis en évidence lorsqu'on oppose & L'anti-
-sérum la fraction CIIL (Figure 36, A) ou l'q—L fucosidase purifiée
(Figure 36, B)., Si cette derniére est préalablement soumise & une élec-
-trophorése en gélose, la diffusion des protéines de L'antisérum entraine

également L'apparition d'un seul arc de précipitation (Figure 36, C).

La figure 37 présente de maniére schématique la stratégie
que nous avons adoptée pour étudier la biosynthése de l'enzyme lysosomal,
La majeure par%ie des intferactions non spécifiques existant entre les
molécules d'1gG et les polysomes, pouvant &tre éliminée par L'utilisation
de fragments Fab (122, 123, 124), Mc LAUGHIN et PITOT (125) ont montré
qu'une estimation des proportions relatives des polysomes synthétisant
une protéine donnée, peut éfre effectuée aprés réaction des fragments
Fab marqués par L' 125[ avec les chalnes protéiques naissantes. Nous
avons exploité cette possibilité et mesuré pour les différentes fractions

de polysomes la quantité de Fab 125

| spécifiques fixés sur les chalnes
protéiques naissantes. D'autre part, des données qualitatives peuvent
étre obtenues aprés traduction in vitro des mRNAs des différentes frac-
-tions de polysomes mais la principale difficulté est alors de sélection-
-ner parmi l'ensemble des produits synthétisés, ceux correspondant & la
protéine étudiée. La chromatographie d'affinité nous a permis de résou-

-dre ce probléme.

Nous avons donc isolé les IgG de Ll'antisérum (1gG immunes)
et & partir de celles-ci, purifié les 1gG spécifiques de L'a-L fucosi-
~dase par chromatographie sur colonne de Biogel P300-fucosidase., A partir
des fragments Fab immuns, obtenus aprés digestion par la papaTne de la
fraction d'1gG immunes et purification sur CM-cellulose, on peut préparer

125

les Fab immuns | et, par chromatographie d'affinité, les Fab spécifi-

-ques de l'a-L fucosidase marqués ou non par l'125I.
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FIGURE 38 : Chromatographie de la fraction d'IgG immunes sur
colonne de Biogel P300-fucosidase

500pg de la fraction d'IgG immunes sont chromatogrephiés sur 5ml de Biogel P300-fucosidase stabilisés en
tampon Tris 0,24, pH 8, NaCl 0,5M, NaN3 3mM sans recyclage. La colonne est lavée par le tampon phosphate
10mM, pH 7,4, NaCl 150mM, NaN3z 3mM, puis les anticorps spécifiques de l'a-L fucosidase sont élués par le
tampon glycocolle-HCl 0,24, pH 2,8, NaCl 0,5M. La chrematographie de 200ug d'IgG non immures dans les
mémes conditions ne permet pas de mettre en évidence une éluticn de protéines a la sensibilité maximale
de l'enregistreur. Le protocole décrit dans Matériel et Méthodes (incluant un recyclage de la fraction

3 basse force ionique dvant le lavage 4 haute force ionique) permet d'augmenter légdrement la quantité
d'anticorps fixés, mais a surtout pour but d'assurer une bonne reproductibilité de la chromatographie.
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FIGURE 39 : Electrophorese en gel de polyacrylamide-SDS des
I1gG spécifiques de 1'a-L fucosidase et des frag-

-ments Fab anti-a-L fucosidase

A- Electrophorése en gel de polyacrylamide-SDS de la fraction d'lgG spécifiques de 1l'a-L fucosidase

Des 1gG immunes, obtenues & partir du sérum par relargage au (NHy)2SO, et chromatographie sur DEAE et
CM cellulose, sont purifides par chromatographie d'affinité sur une colenne de Biogel P300- fucosidase®,
La fraction est concentrée contre 1'aquacide II, et dialysée contre le tampon Tris-HCl 62,5mM, pH 6,8,
avant d'étre analysée en gel de polyacrylamide-SDS (gradient 10-18 pl00 ; gel de lmm d'épaisseur et

de 15cm de longueur).

B- Electrophorese en gel de polyacrylamide-S5DS des fragments Fab anti-o-L fucosidase

10pg de Fab immuns, oblenus agrés digestion par la papaine d'une fraction d'IgG anti-fucosidase et
purification sur CM cellulose®, sont dialysés contre le tampon Tris-HC1l 62,5mM, pH 6,8, puis analysés
en gel de polyacrylamide-SDS comme i1 est décrit en A.



La figure 38 présente un exemple de profil d'élution obtenu
lors de la chromatographie d'lgG immunes sur colonne de Biogel P300-
fucesidase, Le diagramme permet une estimation approximative de la propo-
-sition que représentent les 196G spécifiques de l'a-L fucosidase par rap-
-port & Ll'ensemble de la fraction d'lgG (environ 10%). La chromatographie

125

des fragments Fab ou Fab I sur Lle méme support donne des résultats

similaires,

Dans la figure 329, A, Ll'électrophorése en gel de polyacryla-
~-mide-SDS des 196 spécifiques de L'a-L fucosidase permet de visualiser
aprés coloration par le bleu de Coomassie plusieurs bandes réparties en
deux zones qui correspondent aux poids moléculaires attendus pour les
chaines lourdes et légéres des 1gG, Lorsque le méme type d'analyse est
effectué sur des fragments Fab (Figure 39, B), deux bandes protéiques
majeures avant des poids moléculaires de 30 OOO et 25 000 sont mises en
évidence, que l'on peut interpréter comme représentant respectivement les
fragments de chaines lourdes et les chafnes Légéres des 1gG,

4°. Fixation des Fab 127

I spécifiques de l'a-L
fucosidase sur les polysomes isolés de diffé-

-rentes fractions subcellulaires

Des quantités croissantes de ribosomes sont incubées en pré-
-sence d'un excés de fragments Fab 125[ spécifiques de L'a-L fucosidase,
ou de fragmenis Fab ]25I non immuns (voir Matériel et Méthodes). La cen-
-trifugaticn des suspensions sur gradient discontinu de saccharose permet
ensuite de séparer les ribosomes des fragments Fab non fixés. Les résul-
-tats obtenus & partir des différentes fractions de polysomes sont pré-

-sentés dans le tableau 12.

On peut constater que les taux de fixation les plus impor-
~tants sont obtenus pour les fractions CI et Cll’ tandis que les chaines
protéiques naissantes des polysomes libres fixent environ deux fois moins
d'anticorps. Il est également intéressant de noter que les valeurs cor-
~-respondant aux différentes fractions de polysomes liés aux membranes ne
sont pas identiques, et que les polysomes liés aux membranes du surna-
~geant post-lyscsomal fixent moins de Fab gue les polysomes totaux du
tissu, La quantité de RNA sédimentable que représente chaque fraction
peut é&tre utilisée pour calculer des pourcentages de synthése, l'homogé-

-nat servant de référence, Il apparalt alors que la majeure partie de la
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TABLEAU 12

Fixation des Fab spécifiques de 1'a-L fucosidase sur les

polysomes isolés de différentes fractions subcellulaires

La détermination de la quantité de Fab 1251 fixés par les polysomes est effectuée exactement comme il est
décrit dans Matériel et Méthodes. La radic-activité trouvée pour les cinétiques témoins (Fab 1251 non
immuns) est déduite de la radio-activité mesurée dans le cas des Fab 1251 gpécifiques. Les chiffres cor-
-respondent 3 la moyenne de 2 expériences. Les pourcentages de synthdse correspondant & chaque catégorie
de polysomes sont calculés par rapport & 1l'homogénat & partir des donnédes analytiques obterues lors des
expériences présentées déns le chapitre III.

RNA sédimentable

Fraction  cpm 271/mg de RNA en % du RNA % /gimiégﬁgi%
cellulaire

Homogénat 54 180 80,0 100

Libres 32 370 19,0 - 12,7

CI 63 400 28,8 37,8

Crg 68 560 11,7 16,6

Membranes 51 840 13,6 14,6

du SPL
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biosynthése de L'a-L fucosidase est effectude par des polyscmes liés aux

membranes.

De tels résultats sont, de nouveau, compatibles avec l'exis-
~-tence de deux "classes" de polysomes fonctionnellement spécialisées, mais
L'interprétation que L'on peut donner du fait qu'une petite partie de la
synthése de l'enzyme soit frouvée en association avec les polysomes libres
demeure incertaine, surtout si Ll'on se souvient cue la composition exacte
en sous-unités de l'enzyme n'est pas connue, lLes résultats du tableau 12
deivent donc étre complétés par des données d'ordre qualitatif. Les expé-
~riences entreprises dans ce but sont présentées dans le paragraphe sui-

-vant.

5°- Isolement des "précurseurs" supposés des sous-
unités de l'a-L fucosidase, apres traduction
in vitro du RNA des différentes fractions de

polysomes

De nombreux auteurs ont employé L'immunoprécipitation, parfois
en combinaison avec-des techniques fraditionnelles de chromatographie pour
isoler, & partir d'un systéme acellulaire, un produit particulier de fra-
~duction. Cependant, des difficultés sont trés fréquemment rencontrées
peur limiter la quantité de protéines entrainées non spécifiquement dans
les immunoprécipiftés. On congoit aisément que ces difficultés soient
accrues lorsque le produit recherché n'est qu'un composant trés discret

du mélange.

Nous avons effectué une série d'essais ol t'immunoprécipita-
-tion (directe ou indirecte) s'est révélée totalement inadéquate, avant
d'employer la technique décrite dans Matériel el Méthodes. Celle~-ci con-
-siste en un recyclage de l'échantillon sur un immunoadsorbant (Biogel
P300-Fab spécifiques de lU'a-L fucosidase). Celui-ci peut &tre lavé par
une solution tampon de haute force ionique, avant d'éluer de fagon clas-
-sique les produits fixés, L'éluat est ensuite chromatographié sur une

microcolonne de Protéine A-Sepharose-1gG spécifiques, de fagon & concen-

v
hrl
c
5
]

~trer les produits pour l'électrophorése, fout en effectua = seconde
t b3
purification éventuelle, Dans les conditions de préparation des échantil-

~lons pour l'électrophorése en milieu dénaturant, (SDS 4 p100, DTT C, 114,
90°C), les produits sont élués de ce support d'affinité, L'ensemble sup-

-port plus éluat est ensuite dépose sur le gel de pelvacrylamide.
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FIGURE 40 : Enregistrement densitométrique du fluorogramme de
1'électrophorése en gel de polyacrylamide-SDS des
chaines polypeptidiques de 1'a-Lfucosidase synthé-

-tisées in vitro ( densitométre VITATRON )

5 U Azg@ de BNA extrait des polysomes LutGU’ u sont incubées dans 0,5l de lysal de réticulocy

~tes¥,  37,8x1G0cpn sont incor S dang ipiteble. 35%106epn sont chrmmatogxﬂpnlna sUT

immunoadsorbant, et 1'électrophorsse des produ ‘s 150168 est effectude comme i1 est décrit dans Matériel

el Méthodes, La durée d'exposition du fluorogramme est de 11 jours & -70°C,

La Sepharose-protéine A-Iql spéeifiques a été préparde par recyclage des Igl ¢ pLxlflO es de la furvsim
-Gase sur 1@ sport Otub4lxcc en tampon phos ‘nte 1‘mﬁi pit 7,4, NaCl lSOmM, Nonidet P&G 0,5

i Tris O , pit 8, Nall 0,74, Nenidet 0,5 pl00, Nahg Zm-
es sont prépardes.

Na \} 2. r\,}I"'
le tampon 1n1tlal les microcolonr
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FIGURE &1 : Electrophorése en gel de polyacrylamide-SDS des
précurseurs supposés de l'a-L fucosidase isolés

apres traduction in vitro des RNAs de différentes

fractions de polysomes

1UA 0 de RNA extrait 2 partir des polysomes libres (Lb), liés aux membranes du SPL (Li), liés aux
membr%ges de la fraction C; ou de la fraction Cyy est incubée dans un systéme de réticulocytes. L'iso-
-lement des chaines polypeptidiques de 1l'enzyme et l'électrophorése sont effectués exactement comme il
est décrit dans Matériel et Méthodes. Les résultats présentés dans la figure proviennent d'un méme gel
de polyacrylamide et du méme fluorogramme exposé pendant & semaines & -70°C, Un agrandissement de la
photo A est présenté en B, et en C, un enrcgistrement densitométrique de la zone du fluorogramme corres-
—pg?qgnt 3 la photo B, En B, la zone délimitée par les tirets correspond & la migration de 1l'enzyme pu-
-rifié,
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La figure 40 montre que la purification des produits de tra-
~duction des mRNAs de L'ensemble des polysomes du tissu conduit & L'obten-
~tion de trois preduits dont les poids moléculaires sont compris dans
(ou trés proche de) U'intervalle gu'occupent les sous-unités de l'enzyme
actif ( 50700-61 500), En effet, une bande majeure (poids moléculaire
légerement supérieur & 62 000, produit a) se sépare de deux autres bandes
de plus faible intensité (poids moléculaires : 56 000 et 51 000, produits
b et ¢). Un polypeptide de petite taille (24 000) est également observé
de fagon reproductible, qui trés probablement n'est pas un composant de
U'enzyme actif, car aucun polypeptide de cette taille n'est visible aprés
électrophorése de l'enzyme purifié. (voir Figure 35), Lorsque les animaux

sont soumis & un jelne de 24h, on obtient des résultats semblables,

Le fait de pouveir metfre en évidence, dang les preoduits de
traduction in vifro des mRNAs, trois chafnes peptidiques étant "reconnues"
par les anticorps spécifiques de L'a-L fucosidase suggére fortement (mais
n'est pas une preuve absolue, voir discussion) que l'enzyme posséde trois
sous-unités différentes, En tout état de cause, ce résultat conduit a
envisager l'éventualité que différents mRNAs codant pour la fucosidase
ne soient pas uniformément répartis dans les différentes fractions de

polysomes.

Nous avons donc effectué le méme type d'expérience & partir
des produits de traduction in vitro des RNAs provenant des fractions de
polysomes libres, liés aux membranes du SPL, liés aux membranes des
fractions C| et C!I‘ Comme le montre la figure 41, les produits du RNA
des polysomes Llibres contiennent principalement le produit c. Les pro-
-duits a et ¢ sont obtenus a partir de la fraction Cl, tandis que les
trois produits sont observables pour la fraction C%i' Dans le cas de la
fraction de membranes du SPL, on met en évidence a et b, mais le produit
c est pratiquement absent. Deux expériences de ce type ont été effectuées

qui ont donné des résultats similaires.

C- DISCUSSION

L'éTude de la biosynthése d'une protéine donnée par différente
fractions de polyscmes peut é&fre envisagée seleon deux aspects : détermi-
~nation du taux de synithése de la protéine par chague fraction, comparai-

~son des produits de traduction du mRNA considéré avec la protéine authen-—

el



-tique. La majorité des travaux ayant abordé ce genre de probléme ont com-
-paré la migration électrophorétique du {des) produit(s) de traduction im-
-munoprécipitable(s) par un antisérum spécifique & celle de la (des)
protéine(s) mature(s) ; les données quantitatives sont cbtenues par mesure
de la radio-activité des immunoprécipités ou de la bande protéique excisée
de la plaque de gel de polyacrylamide aprés électrophorése, Certaines
difficultés d'infterprétation peuvent toutefois étre rencontrées si des
produits sont entrainés non spécifiquement dans les immunoprécipités, ou
si les différentes fractions de mRNA que L'on compare ne sont pas traduites
ne représente qu'une faible proportion des produits de fraduction, les
donndes quantitatives que L'on peut obtenir n'ont qu'une signification

Limitée.

Ces considérations nous ont conduit & enfreprendre L'étude
de la biosynthése de l'a-L fucosidase selon deux approches différentes :
fixation des fragments Fab 125i spécifiques de l'enzyme sur les chaines
protéiques en voie de synthése des différentes fractions de polysomes
d'une part, étude des produits de synthése iﬂ_gijﬂg’d'aufre part. Celles-
ci ont en commun le fait que leur succés est conditionné avant tout par
la spécificité des anticorps anti-enzyme. A cet égard, toutes les pré-
—cautions ont été prises dans le protocole expérimental que nous avons
suivi. Il faut égatement souligner que l'utilisation de la méthode de
VAITUKAITIS (121) pour obtenir les antisérums réduit fortement les chances
pour que des protéines présentes en trés faible proportion dans la pré-
-paration d'enzyme (éventuels contaminants qui n'auraieni pas été détec~
-tés lors des contrdles par électrophorése en gel de polyacrylamide)
puissent induire la production d'anticorps (126).

N

La méthode consistant & estimer les proportions relatives
de polysomes synthétisant une proiéine donnée par mesure de la fixation

125 s ‘- . ] ,
I sur les chaines protéiques naissantes est encore

de fragments Fab
récente, et n'a pas été appliquée pour un trés grand nombre de protéines.
Bien qu'elle permette d'obtenir des résultats reproductibles, il est
possible que certaines causes d'erreur existent, qui n'aient pas été
décelées jusqu'a présent, En particulier, dans le cas d'une protéine
composée de plusieurs sous-unités non identiques, les pourcentages de
synthése que L'on peut attribuer & chague fraction de polysomes n'ont

de précision réelle que si les différentes sous-unités ont un nombre

similaire de sites antigéniques. Pour exploiter les résultats que nou

4]



obtenons pour Ll'a-L fucosidase (voir Tableau 12), nous devons supposer que
cette condition est satisfaite, D'autre part, il faut se souvenir que la
répartition dans les fractions subcellulaires des chaines naissantes de

la protéine étudiée peut étre différenie de la répartition du (des) mRNA(s)
considéré(s), si une ou plusieurs fractions contiennent une certaine pro-
~portion de mRNA non traduit, ou si un mRNA donné n'est pas traduitin vivoavec

ta méme efficacité dans les différentes fractions,

D'une maniére analogue, l'interprétation des résultats obtenus
tors de L'anaLyse des produits synthéfisés in vitro doit supposer que les
produits identifiés correspondent & des chafnes protéiques complétes. La
terminaison précoce de la synthése de la protéine, par "manque d'activité"
du systéme acellulaire, ol & cause d'une dégradation des mRNAs esf un phé-
—-poméne qu'on peutf parfois rencontrer, Dans les nombreux travaux utitisant
la traduction de mRNAs in vitro, cette incertitude peut &tre généralement
levée, du fait que la protéine étudiée n'est souvent composée que d'une
seule chatne polypeptidique. La comparaison des migrations respectives en
gel de polyacrylamide du produit synthétisé in vitro et de la protéine
isolée permet alors d'établir que le produit de traduction posséde un
poids moléculaire au moins égal & celui de la protéine. Si le méme type
d'argument expérimental peut étre avancé dans ce fravail pour le produit
a, dont le poids moléculaire est légérement supérieur au poids moléculaire
extréme de L'enzyme purifié (62 400 et 61 500, respectivement), la comi-
~-gration des produits b (56 000) et ¢ (50 700) avec l'enzyme purifié
(50 700-61 500) n'est pas suffisante pour exclure la possibilité que b et
c soient des "sous-produits' de a. On peut cependant remarquer que la ré-
-partition des produits dans les différentes fractions subcellulaires
(voir Figure 41) est peu compatible avec L'idée que 1 ou 2 des 3~
chaines protéiques isolées du systéme acellulaire seraient des fragmenis

de la chafne la plus lourde.

Le manque d'informations concernant la composition exacte en
sous-unités de l'a-L fucosidase vient limiter, dans l'immédiat, l'infer-
-prétation du travail que nous avons effectué, puisqu'un certain nombre
de conclusions qui pourraient découler de la comparaison précurseurs-
produits ne peuvent éitre tirées. En contfre-partie, les résultats que ncus
avons acquis ont un caractére double, puisque dans ce contexte, ils ac-
-quiérent également des implications d'ordre structural. Les données
concernant la composition en sous-unités de Lfa-L fucosidase isolée de

sources diverses demeurent contradicteires, et il est trés fréquent que
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U'enzyme isolé d'un matériel biologique déterminé soit successivement
trouvé composé d'un seul type de sous-unités, ou de deux sous-unités non
identiques, par différents auteurs, Ainsi, un iravail récent indique que
L'a~L fucosidase du foie humain ne peut &tre séparée en deux bandes en
gel de polyacrylamide-SDS que lorsque la protéine réduite est S-carboxy-
-methylée avant l'électrophorése, et conclut que l'enzyme est composé de

2 sous-unités non identiques, chacune étant présente en double exemplaire
dans la molécule active (ALHADEFF et ANDREWS-SMITH, 127). On peut cepen-
~-dant noter que l'examen des résultats présentés par ces auteurs ne permet
pas d'éliminer la possibilité que U'enzyme scoit formé de 3 sous-unités
différentes, dont l'une est présente en double exemplaire. Dans le cas

de L'a-L fucosidase du foie de Rat, OPHEIM et TOUSTER n'avaient observé
qu'une bande large, d'un poids moléculaire moyen de 55 OOO((lZO). il est
possible, dans le présent travail, de soupgonner l'existence de sous-
unités différentes au vu des résultats de l'électrophorése en présence de
SDS (voir Figu%eiﬁix mais L'alkylation de la protéine réduite avant

L *électrophordse (résultats non présentés) ne nous a pas permis d'amélio-
-rer la résolution., La chromatographie sur immuncadsorbant des produits
synthétisés in vitro a partir du RNA polyscmal suggére cependani, que la
molécule d'enzyme pourrait &tre formée de 3 sous-unités différentes,

La mesure de la fixation des Fab 1291 spécifiques de L'a-L

fucosidase sur les chafnes protéiques naissantes des différentes frac-
~tions de polysomes indique que la majeure partie (plus de 80%) de la
synthése de l'enzyme s'effectue au niveau des membranes, Dans L'état
actuel de nos connaissances, ceci n'est pas surprenant si L'on considére
gue la fucosidase est une glycoprotéine, et que les chaines naissantes
doivent migrer vers le compartiment intravésiculaire pour subir ce genre
de modifications post-traductionnelles. L'analyse des produits du systéme
acellulaire monire cependant que les polysomes Llibres ne synthétisent en
fait que 1 des 3 produits mis en évidence. Ce résultat pourrait permetfre
de penser que lienzyme posséde au moins une sous-unité non glycosylée,
Toutefois, le méme produit est également trouvé aprés traduction du RNA
des fractions CI et Cli’ Ce résultat peut é&tre interprété de trois fagons
1- Des polysomes Libres dans le cytoplasme, in vivo, sont
retrouvés artéfactuellement associés sur les membranes des

fractions Ci et CI}Q



2- Le mRNA codant pour le produit ¢ est associé aux membranes,
" . i 4% 4 H - : N -
Les chaines polypeptidiques ne croissentpas vers les cisternas,

mais vers le cytoplasme.

3~ La destinée "utile” du produit ¢ est de migrer vers U'inté-
-rieur des vésicules intermembranaires en étant traduii par

des ribosomes tiés au réticulum endoplasmique ; mais, au moins
dans le cas du Rat normalement nourri, une certaine propertion
des polysomes traduisant ce mRNA ne peut s'associer aux mem-

~branes (par exemple & cause d'un nombre Limité de récepteurs,
voir chapifre d'inftroduction) et ta synthése du produit ¢ est,

de ce fait, effectuée également par des polysomes Llibres.

Cette derniére hypothése implique l'existence sur les mem-
-branes, de sites récepteurs spécifiques de certains mRNAs, ou fait in-
~-tervenir la notion d'aptitude d'un mRNA donné & entrer en compétition

avec d'autres pour éire fraduit au niveau des membranes, Dens le ca

n

o]
&)
i

~ticulier de la fucosidase, elle conduirait a la conclusion au'une partie
de la sous-unité ¢ de l'enzyme puisse &tre synthétisée sans atteindre sa

destination finale. Une telle situation, bien qu'elle soit envisagée par-—

1 i

-mi L'ensemble des propositions de la "signal hypothesis" (voir Introduc-

-tion), demeure néanmoins difficile a concevoir pour une cellule diffé-
~-renciée, physiologiquement normale., Cependant, aucun argument expérimen-

~-tal ne nous permet d'éliminer cette possibilité dans L'immédiat

Les deux premicéres hypothéses ont pour conséquence commune
qu'une des chaines protéiques de l'enzyme serait synthétisée par des
polysomes Libres. Dans le cadre général de la biosynthése des protéines
Lysosomales, ceci suppose L'existence d'un mécanisme post-iraductionnel
permettant le passage de protéines au travers des membranes. Un tel mé-
—-canisme, nécessitant l'existence de sites récepteurs spécifigues sur
les membranes, en des points précis de la cellule, a é1é récemment
proposé pour expliquer le passage de la catalase et de l'uricase dans
les peroxyscmes (128).

Il est rés difficile de distinguer, d'un point de vue
opérationnel, une association artéfactuelle de polysomes aux membranes

d'une asscciation faible, ayant une fonction biologique. La répartition

du RNA entre les différentes fractions de polysomes isolées dans (e

out 3 fail en accord avec de nombreux travaux
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antérieurs (voir Chepitre III), Ceci ne permet pas, cependant, d'éliminer
la possrbitlfc que dans les conditions ifonigues classigues (que nous avens
utilisées), des polysomes "libres" in vivo soient frouvés associés aux
membranes, Lors de la mise au point des techniques de fractionnement cel-
~lulaire que nous avons décrit dans le chapitre III, nous avens mesuré

la contamination en polysomes libres des fractions de membranes par cen-
-trifugation de celles~ci en méfrizamide, mais €galement en utilisant un
"marqueur interne" de polysomes libres radio-actifs (résultats non présen-
~-tés)., Cette derniére technique peut donner des résultats variables selon
la maniére dont Ll'expérience est conduite, mais nous avons pu constater
que méme dans les conditions les plus défavorables (radio-activité spéci-
~fique des polysomes introduits peu importante ; introduction de ceux-ci
avant L'homogénéisation), la fraction C[ contient toujours moins de 10%
de la radio-activité initialement ajoutée, tandis que la fraction Cll

en contient moins de 3%, Il est donc peu probable que L'observation du
produit ¢ dans les produits synthétisés & partir du RNA de ces deux frac-

-tions soit le reflet d'une contamination par des polysomes libres,

Un modéle d'association d 25 polysomes aux membranes dans

lequel les chaines peptidiques en cours de synthése croissent & la face
cytoplasmique des membranes a été proposé pour les tissus non secréteurs
(voir Introduction, Figure 1, p. 6). Cependant, eucun argument expéri-~
-mental n'a permis, jusqu'a présent de supposer l'existence d'un tel
modeéle dans L'hépatocyte de Rat, Dans le cas particulier de la proiéine
étudiée dans ce travail, l'association polysome-membrane n'aurait aucune
fonction réelle, ou n'aurait qu'une fonction obscure, si le méme mRNA

était fraduit simuttanément sur les membranes et dans le cytoplasme,

Il nous paratt donc raisonnable de proposer, comme alterna-
-tive & l'hypothése discutée plus haut (hypothése 3), L'hypothése selon
laguelle le mRNA codant pour le produit ¢ est associé transitoirement
aux membranes. Aprés que la synthése de la protéine ait été induite sur

quelgues ribosomas, le polyriboscme deviendrait libre dans le cyloplasme,

Mais quelle que soit l'interprétation exacte de la synthése
du produit ¢ par les fractions de polysomes Llibres et Liés aux membranes
P
des fractions Cl et Cli’ Lfensemble des résultets gue nous avons obtenus
montre que les contenus en mRNA des différentes fraciions de polysomes

que nous avons isolées différent d'un point de vue qualitatif et guanti-

f /\
—

-tatif. La majeure partie de la biosynthése de Lfa~l fucosidase e
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effectuée par les polysomes Liés au réticulum endoplasmique, mais les poly-

N

~somes Llibres participent également & celte synthése,

D- CONCLUSION

L'étude de la biosynthése de L'e-L fucosidase lysoscmale fait
apparaitre clairement que L'échantillon de réticulum endoplasmiq
-siquement isolé d'un surnageant post-mitochondrial n'est pas représente-
~-tif de l'ensemble du réticulum endoplasmique de la cellule. Des méthodas
améliorées de fractionnement cellulaire permettant de considérer la quasi~
totalité du réticulum endoplasmique font entrevoir que le contenu en mRNA
des différentes fractions de réticulum endoplasmique peut différer d'un
point de vue qualitatif et quantitatif. L'étude d'un nombre accru de pro-
-téines données devralt permetire de préciser L'importance de L'hétéro-

~généité fonctionnelle du réticulum endoplasmique.

D'une maniére analogue, il semble souhaitable que l'étude
des liaisons des polysomes aux membranes soit envisagée pcur des mRNAs
déterminés, Ainsi, les données obtenues pour la fucosidase montrent qu'un
mRNA donné peut étre présent & la fois dans les polysomes libres et dans
les polysomes Li€s aux membranes. Des expériences ultérieures devraient
permettre de préciser dans quelle mesure ces résultats traduisent L'exis-

~tence d'une fonction particuliére de l'association polysome-membrane,
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A- GENERALITES

Toutes les solutions sont préparées en utilisant de L'eau bi-
distillée stérile, Pour foutes les expériences dans lesquelles les polysomes
sont isolés, la verrerie est immergée dans la soude alcoolique pendant
3 4 4h, rincée a l'eau désionisée, et stérilisde pendant un minimum de 2h
dans une étuve stabilisée & 200°C. Les insty um@ﬂf métalliques ainsi cue

les tubes en matiére plastique sont nettoyés dans le SDS & 5% et rincés

successivement par du méthanol et de L'eau bi-distillée stérile.

B- INCORPORATION DE RADIOISOTOPES IN VIVO
1°- RNA

Les doses injectées sont généralement de ImCi d'acide oroti-

~que ]4C/Kg (34mCi/mmole) ou de 5mCi d'acide orotfique jH/Kg (27Ci/mmole).
a- Marquage long

L'animal est sacrifié 16-20h aprés avoir regu Ll'injection
intrapéritonéale de l'isotope & moins qu'il ne soit nécessaire d'obtenir
une plus forte radio~activité spécifique des po Lys/n\s (voir légendes des
figures), Dans ce cas, la durée du marquage peut éire prolongée jusqu'a

2 8 3 jours,

b- Marquage préférentiel du rRNA

Aprés 16h de marquage, on injecte une quantité dlacide
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orotique non radio-actif 10 fois supérieure a la dose reque précédemment,

)

Les animaux sont sacrifiés Zh aprés cette injsction.

c- Marquage court el marquage spécifique du mRNA

La durée du marquage peut étre réduite & 10mn (rats de 80g) ou
Z20mn (rats de 120g) pour obtenir un marquage préférentiel des mRNAs. 1L
faut remarquer cependant que dans ces conditions, la radio-activité spé~
~cifique du mRNA des polysomes liés demeure faible. Aussi, dans certaines
expériences (voir légendes des figures) nous avons appliqué la méthode

inhiber, préalablement & l'injection de L'isotope, la syn—

{ur

consistant
~thése des rRNAs (12%9). Une injection intrapéritonéale d'actinomycine D

(trés précisément 0,55mg/Kg)  est suivie 2h20 plus tard par celle de

-

L'isotope (5mCi dfacide orotique 5H/kg)€ L'animal est sacrifié 2 & 4h

aprés la derniére injection,

2°- Protéines

Le marquage des chaines protéiques naissantes est obfenu par

7

o . . . s . . » . 2 .
injection intrapéritonéale de 1mCi/Kg de leucine “H (100Ci/mmole). Le
temps de marquage est de 10mn pour un rat de 100g.

3%~ Phospholipides membranaires

. 14 . Sy s
La choline ~ 'C (20mCi/mmole) est utilisée pour marquer les

phospholipides membranaires, Le sacrifice a Llieu 2 & 4h aprés L'injection

intrapéritonéale de L'isotope (dose : 0, 1mCi/Kg).

o)

C- FRACTIONNEMENT CELLULAIRE
Toutes les opérations sont effectuées & 0--2°C
1°- Techniques ceonventionnelles

a- Isolement d'un surnageant post-mitochondrial (SPM)

Des rats méles de souche Sprague-Dawley, pesant 100 & 120¢,

-t

s
[

.
28

o

ar décapitation et leur foie rapidemen
r



dans le milieu d'homogénéisation (0,255 T50K25M5d1) préalablement refroidi
a 0°C. Les foies sont rincés dans le méme milieu, lavés et séchés sur de
la gaze stérile. Ils sont ensuite broyés dans une presse de tissu ot homo-
~généisés dans 5 volumes de milieu dans un appareil de POTTER~-ELVEHIEM

(

<o

allers-~retour de piston, jeu de 0,15mm & 0°C, 1 000t/mn).

-

L homogénat filfré sur gaze est centrifugé a 9 OOquV pendant

10mn dans le rotor 60 Ti, Le SPM est prélevé & Lfaide d'une seringue,

lon
1

- Polyscmss libres

Le SPM est déposé par fractions de 15ml sur des gradients
discontinus de saccharose composés de 6ml de 25, 8ml de 1,385 et 4ml de
0,55, Toutes ces solutions contiennent T50K25” d1 et 50 pg/ml de protéine
de la fraction d'inhibiteur de RNase, lLes tubes sont centrifugés pendant

20h a 113 OOOgmay dans le rotor 60 Ti.

c~ Fraction d'inhibiteur cytoplasmique de RNase

Un SPM filtré sur laine de verre, est centrifugé & 176 OOOgav
pendant 3h dans le rotor 60 Ti (45 000f/mn). Le surnageant est prélevé,
dilué par 2 volumes de DTT ImM et acidifié a pH 5,1 & 0°C par addition
d'une solution d'acide acétique 0,5M. Aprés une centrifugation & 10 OOOgav
pendant 10mn dans le rotor SW25-2, le surnageant est décanté et ajusté a
pH 7 avec de la potasse M, Il est ensuite soumis & un fractionnement par

le sulfate d'ammonium,

Le précipité contenant l'inhibiteur de RNase (40-60% de satu-
-ration) est dissous dans le tampon TEO va d‘ et déposé sur une colonne
de Sephadex G6-25 fine (35cmxlcm; dépdt 5ml) préalablement équilibrée dans
le tampon. La fraction exclue contient environ 50mg/ml de protéines. Elle
est stockée par fractions de Iml & -20°C aprés addition de 1 volume de

glycérol,
2°- Fractionnement du tissu hépatique

a~ Homogénat

Les foies lavés dans le milieu A (0,255 Te, K .M,) sont séchés
207253
et broyés comme il a été décrit plus haut. La guantité de broyat désirdc
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(généralement 8g), introduite dans un homogénéiseur de DOUNCE est dissociée
a L'aide d'une baguette de verre, puis homogénéisée par 6 & 7 allers-retour

de piston l&che, suivis de 1 & 2 allers—refour de piston serré.

b- Fractionnement par centrifugation différentielle

Des parties aliquotes correspondant & 2g de foie sont intro-
-duites en tubes de rotor SW27-1, Dans le cas des données présentées dans
le tableau 3 (p.47), la centrifugation est de 8nn & 2 0001 /mn (5 QOOgmaX
xmn) ou de 8mn a 6 0001/mn (53 OOOgmayxmn) et les sédiments sont lavés
deux folis de la maniére suivante, Les surnageants sont aspirés avec pré-
-caution et remplacés par le méme volume du milieu d'homogénéisation,
Les tubes sont bouchés par du "Parafilm" et les sédiments sont resuspendus
par inversion répétée du contenu du tube suivie de 2 & 3 secousses. La

suspension est alors centrifugée comme précédemment,

Dans une série d'expériences (voir texte du Chapitre III et
Tableau 4 p.51), les fractions NQI, CIIL et PLS ont eté préparées par
centrifugation différentielle classique en utilisant les valeurs de
5 QOOgmaXxmn (2 000t/mn, 8mn ; 2 lavages du sédiment) et 200 OOOgmaXxmn
€10 5001 /mn, 10mn),

c~- Fractionnement par la méthode des gradients discontinus

% Fractions NCI et CII

Des fractions aliquotes de 8ml de L'homogénat en milieu A
sont déposées sur 6ml de milieu A~D2O (milieu A contenant 40% (V/V) de DZO).
Aprés une centrifugation de 10mn & 2 000t/mn dans le rotor SW27-1
(7 400gmaxxmn) les surnageants sont prélevés (11ml par tube) et le sédi-
-ment est resuspendu comme décrit plus haut dans 5ml de milieu A. Les
tubes sont & nouveau centfrifugés 8mn & 2 000t/mn, les surnageants sont
aspirés et chaque sédiment est resuspendu dans 5ml de milieu A sous
lesquels 4ml de milieu A—DZO sont alors déposés & l'aide d'une seringue.
Aprés une centrifugation de 10mn & 2 000t/mn, la fraction NCI a sédimenté
et les surnageants rassemblés constituent le surnageant post-nucléaire

(SPN).

Ce dernier est déposé par fractions de 13ml sur Iml de

mitieu A»DZO et centrifugé pendant 20mn & 3 000t/mn (33 400gmaxxmn) dans
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le rotor SW27-1, lLe surnageant est décanté et le sédiment est resuspendu
dans 5ml de milieu A, 12mn de cenirifugation & 3 000+/mn (20 OOOg xmn)
conduisent & L'obtention du sédiment CIT et le surnageant trouble ef blan-
-chéire est décanté et joint au précédent. Cette 2tape de lavage permet de
réduire de 50% l'activité phosphatasique acide de la fraction CII en modi-
~fiant 1rés peu son contenu en RNA puisaue moins de 1% du RNA cellulaire
sont présents dans le surnageant. Cependant, lorsqu'un second lavage est
effectué, la quantité de phosphatase acide ne décroit plus de maniére
significative,

Le surnageant obtenu & ce stade est, pour des raisons de
simplification, appelé SPM bien qu'il contienne encore environ 154 des
mitochondries de ('homogénat, La fraction CII est resuspendue dans le
milieu A et mélangée & la fraction CI (voir ci~dessous) pour étre ana-

-lysée

# SPL et fraction L

Des fractions de 28ml de SPH ou de SPM sont déposées sur
éml de milieu B (0,255 Te5) contenant 40% (V/V) de D 0 et centrifugées
pendant 10mn & 11 000%/mn (225 OOOg an) dans le rofor SW27 pour donner
la fraction CllL ou la fraction L of Le SPL. Lorsqgue l'ensemble du frac-
tionnement est effectué, le SPM a une densité équivalente & celle du

saccharose 0,45M environ,

& Fraction N et CI

Chaque sédiment NCI (provenant de 2g de foie) est repris
dans 3,3ml de milieu A et fransféré dans un erlenmeyer taré, Le récipient
est soumis & une ro%aiaoq vigoureuse sur la glace pilée et son contenu est
pesé (5,2g environ) avant d'ajouter 13,1g de 2,55 Te5OK25M5, On mélange &
nouveau par un mouvement rotatif. La suspension finale a un volume de 15ml

et une concentration en saccharose de 1,75M,

Des fractions de 12ml sont déposées sur 1,5ml de 2S5
KoM et ouvertes . S oMo et >
Te5o o5ty et recouvertes de 3ml de 1,6 TC50i7 5 © 0,5mL de milieu A,
Les tubes sont cenfrifugés a 25 000t/mn pendant 25mn dans le rotor SW27-1,
Les hématies (floftant sur le 1,65) sont prélevées puis la fraction Cl est
aspirée, Les noyaux (interphase inférieure, saccharose 2M et sédiment)

sont joints aux hématies pour constituer la fraction N, La fraction C est



définie comme l'ensemble des fractions CI et CII‘
d- Préparation des polysoies

Préparation du cytosol

=)

Celui-ci est préparé & partir de rats miles Sprague-Dawley

-

de 3 mols (200-250qg). Les foies sont broyés et homogénéisés comme il est
¢ Y ge

décrit dans le paragraphe 2_3 dans 2 volumes de mitieu B contenant 1mM de
l®
DTT. L'homogénat est centrifugé pendant 10mn & 16 000t/mn dans le rotor
JA-20 de la centrifugeuse J 21B. Le surnageant filtré sur laine de verre
est centrifugé pendant 2h & 60 000t/mn (ou L'équivalent en gxmn) dans le
rotor 60 Ti., Le surnageant final est aspiré, filtré sur Millipore (taitle
des pores : 0,45um) et ses concentrations foniques sont alors ajustéss a
T KoM d
507255
+ Préparation des fractions subceltiulaires

Etle est effectuée exactement comme il est décrit dans le
paragraphe 20’ a partir de rats miles pesant 100-120g, & ceci prés que
les solutions contiennent 1mM de DTT et 2Zing/ml de RNA de levure purifié
et que la Triéthanolamine est remplacée par le Tris. Lors de L'isolement
de la fraction CI’ les sédiments sont repris dans 3,3ml de cytosol avani

d'ajouter le saccharcse 2,5M.

% Purification partielle des membranes du SPL

Dans une série d'expériences décrites dans le chapitre IiI,
les membranes du SPL ont été partiellement purifides en déposant des frac-
~tions de 27ml de SPL sur des gradients discontinus composés de iml de
1,85, 2ml de 1,65, 2ml de 1,55, iml de 1S et 1ml de 0,55, Toutes ces solu-
-tions sont obtenues par dilution d'une solution mére 2,55 TLOKZPN d et
contiennent 2mg/ml de RNA de bas poids moléculaire.

Les tubes sont centrifugés dans le rotor SW27 (en utilisant
le taux d'accélération maximum de la cenlrifugeuse L5 658) pendan% irés
exacltement Smn dés que la vitesse de 26 5001/mn est atteinte. La centrifu-

~-gation est alors arrétée en utilisant le frein.

N e e
)

Le surnageant est aspiré 3 la seringue, en laissant les
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coussins de saccharose dense (7ml) dans le tube. Ceux-ci sont transférés,
aprés une agitation douce, dans une éprouvetie et les parois du fube sont
rincés par 1 3 2ml de TrOK/thd1 en évitant la resuspension du sédiment de
glycogéne., La fraction de membranes sinsi obtenue contient environ 12¢ de
Uactivité glucose 6-phosphatasique de U'homogénat et 11 & 122 du RNA cel-
-lulaire (données de 2 expériences effectuées en omettant U'introduction
de RNA de levure dans les solutions). 20% du RNA de la fraction sont sédi-
-mentables, L'analyse des fractions en gradient de méirizamide montre que
55 & 60% du confenu en polysomes libres du SPL sont laissés dans le surna-
—geant. L'observation au microscope électronicue indiaue que le surnageant
contient des polysomes libres, du réticulum agranulaire et des dérivés de
L'appareil de Golgi ; quelaues fragmenis de réticulum endoplasmique granu-
cté

~laire de 1trés petite taille sont aussi déte

% Séparation des polysomes libres et Liés du SPL

s

La concentration en KCL du SPL est ajustée & 70mM et des

-

fractions de 15mL sont déposées sur des gradients discontinus composés de
2nl de 2,25, 4ml de 25, 1ml de 1,85, Iml de 1,65, 3ml de 1,385 et 4ml de
15, Ces solutions sont obtenues par dilution d'une solution de 2,55 et
contiennent TBOK/UNbdi’ 2mg/mt de RNA de levure purifié et 2mg/ml de pro-
-téines de la fraction cyfosol. Aprés 30mn de centrifugation & 27 0001/mn
dans le rotor SW27, les 15ml supérieurs (contenant les polysomes libres
de petite taille) sont aspirés et remplacés par un volume identique de
tampon, Les tubes sont alors bouchés, et recentrifugés pendant 3h30 &
45 000t/mn dans le rotor 60 Ti. les 5,7ml inférieurs, contenant les poly~
-somes libres, sont collectés aprés avoir percé le fond du tube, en les
déplagant par un méme volume d'huile de paraffine. Ils sont joints & la
fraction prélevée lors de la premiére centrifugation, Les 10ml suivants,
contenant les membranes purifiées sont traités par un détergent comme il
est décrit plus loin., Les polyscmes libres sont ensuite purifiés par cen-
~trifugation sur 8ml de 1,35 TFOKWIx;d1 (contenant 2mg/ml de RNA de levure
purifié et 2Zmg/ml de protéines de la fraction cytosol) et éml de 25

55

TenK M{d] pendant 15h & 000t/mn dans le rotor 60 Ti.

5025

-

% lraifement des membranes par les détergents

Les membranes partiellement purifiées équivalant 3 2g de

£ 1 .« - 2 N ¥
foie sont ajustées en T50K25u50

]

d1, dans un volume final de 18ml, Elles
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contiennent également 2mg/ml de RNA de bas poids moléculaire et 2mg/ml de
proféines de la fraction cytosol., O, 11 volumes de Triton X-100 & 20 p100

i

sont alors ajoutés et la suspension est clarifiée par inversion répéiée, .

-
O

-
1Y

Par analogie avec le traitement de la fraction C (voir ci-dessous)
p100 de DOC sont ensuite additionnés bien que ceci ne soit pas absolument
nécessaire (voir Chapitre IIL), Des parties aliquotes de 4,5ml sont

-sées sur 3ml de 1,35 TbOK?r [d} contenant 2mg/ml de RNA de bas poids
moléculaire et Zmg/ml de proiéines du cyiosol et 3ml de 25 TSOK?“N
contenant 2mg/mt de protéines du cytosol. les gradients sont centrifugés

ndant 20h § 50 000+/mn dans Le votor 50 Ti,

Les polysomes des fractions de membranes purifiées sont
q

ue la concentration en KCL est de

0]

isolés de la méme maniére, a ceci prés
70mM. Les membranes fraitées par les détergents sont déposées par frac-
-tions de 18ml (équivalent de 1g de tissu) sur 8ml de 1,35 TSOAZFN d1
(2mg/ml de RNA de levure, 2mg/ml de protéines du cylosol) et 6ml de

25 TEOK/rM d] {2m9/m[ de protéines du cytosol), Lés tubes soni centrifu-
-gés pendant 15h & 55 000t/mn dans le rotor 60.Ti. Dans certaines expé-
-riences (voir Chapitre I1I), la fraction brute de polysomes libres a éié

traitée et purifiée de la méme maniére.

¢ Isolement des polysomes de la fraction C

Pour une partie aliquote de 4ml de fraction C (équivalant
a 0,5g de foie), on ajoute 0,5ml de TEOK7FR1BOOM puis 0,2ml de KCL 2M
et la suspension est agitée par inversion, Le processus d'agitation est
ensuite répété aprés chacune des additions suivantes : 0,3ml de Mg
(CHBCOO)2 0,833M, 0,6ml de Triton X-100 & 20 p100, 0,14ml de DOC & 20 plQoO,

Les polysomes sont purifiés sur 3ml de 1,35 TVOKOUI\i UM d1 contenant Zmg/ml

de RNA de levure et 2mg/ml de protéines du cytosol et 3ml de 25 T50K7RM5d]
contenant 2mg/ml de protéines du cytosol. La centrifugation est de 20h 3

50 00Ct/mn dans te rotor 50 Ti,

Polydomﬁs liés & La membrane nucléaire

-

40g de foie broyé sont homogénéisés dans 160ml de milieu A
contenant 2mg/ml de RNA de levure purifié, L'homogénat est centrifugé pen-
-dant 8mn & 1 500t/mn dans le rotor JA-20, lLes sédiments sont remis en

suspension dans te milieu A et lavés 72 fois dans le volume initial, Ils



sont alors réunis dans un volume de 30ml et L'on ajoute 70ml de 2,55
T5OK2‘ rd1. Des fractions de 25ml sont déposées sur i2ml de 2,35 TbOK?B“ d1
et centrifugées pendant 2h & 27 000t/mn dsns le rotor SW27. Les noyaux sont
i nar 65 . 5 v co . 5 i
mis en suspension et dilués 3ar++/ml de 0,255 F5OK?5de] centenant 15ml de
cytosel, La concentration en Mg est ajustée a 50mM et on ajo

..L

e 2mg/ml de
RNA de bas poids moléculaire. La suspension est alors traitée par le

Triton X-100 & 0,2 p100 et les noyaux sont sédimentés dans le rotor SW27
pendant 10mn & 25 0001/mn, Les surnageants sont décantés et les potysomes
sont purifiés comme il a été décrit plus haut pour les fractions isolées a

partir du SPL.

# Polysomes de l'homogénat non fractionné

Ceux-ci sont préparés comme il est décrit dans la légende
de Lla figure 30 (p.80).

D— EXTRACTION DU RNA

Le RNA polysomal est extrait par la méthode de PERRY ¢t al
(130) . Les polysomes sont resuspendus dans le tampon Tris-acétate 10mM,
pH 7,4, NaCl 150mM, EDTA 2mM, SDS 0,5 p100. 10ml de suspension sont
agités pendant 5mn & fempérature ambiante avec 20ml de mélange de phénot
et de chloroforme (V/V) saturé en tampon acétate de sodium 10mM, pH 6,
NaClL 100mM, EDTA ZmM. Aprés une centrifugation de 10mn & 10 000g, la
phase aqueuse est prélevée et le RNA contenu dans la phase phénolique et
U'interphase est extrait & nouveau par 10ml du tampon acétate et 10ml de
chloroforme. Les phases aqueuses sont réunies et agitées & nouveau avec
10ml de mélange phénol-chloroforme. La phase aqueuse est prélevée et le
RNA est précipité par addifion de 2 volumes d'éthanol contenant 4 p100
(V/V) d'acétate de sodium 0,5M pH 6. Aprés 15 & 20h & -20°C, le précipi-
-1é est lavé 2 & 3 fois dans L'éthanol & 75 p100 contenant de l'acétate
de sodium 0,1M, puis séché sous un courant d'azote et solubilisé dans le
tampon acétate 10mM pH 6, NaClL 0, 1M, EDTA 1mM, sarcosinate de sodium
0,1 p100 pour étre analysé sur gradient linéaire de saccharose (5-20 pl00)

préparé dans le méme tampon,

Un protocole identique est suivi lorsque L'ARN est extrait a

partir des polysomes pour &fre traduit dans le systéme de réticulocytes,
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3 ceci prés que l'extraction est effectuée en présence de Tris-acétate
0,1M, pH 9, acétate de sodium 0, 1M, EDTA 2mM, Le précipité éthanolique est
lavé 2 3 3 fois dans l'acétate de sedium 3M pH 6 puis dans L'alcool &

70 p100 contenant de l'acétate de sodium O,1M. Il est séché sous azote et
solubilisé dans le tampon Tris-acétate 5mM pH 7,6 avant d'étre stocké

dans L'azote liquide.

E- PREPARATION DE RNA 3H DE BAS POIDS MOLECULAIRE

Celui-ci est obtenu & partir de cellules KB cultivées pendant
20h.en présence de 0,5mCi d'uridine 3H/Lifre de milieu., Les cellules lLavées
dans le milieu de Eagle sont resuspendues dans 10 volumes de Tris~HCL 10mM,
pH 7,4, NaCl 10mM, MgCL2 ImM, Aprés 10mn & 0°C, les cellules sont rompues
dans un homogénéiseur de DOUNCE, par 10 allers-retour de piston serré. Le
surnageant post-nucléaire (6 400gxmn) est déposé sur les gradients discon-
~-tinus composés de 2ml de 1,85 et Iml de 1S (Tris-HCL 10mM pH 7,4, NaCl
10mM, MgCL2
50 Ti. Le RNA des sédiments de polysomes est extrait par La méthode de

ImM) et centrifugés pendant 2h & 50 000t/mn dans lLe rotfor

PERRY et al (voir paragraphe D). Il est ensuite solubilisé dans le tampon

T, pH 7,4 (20U A de RNA par ml) et hydrolysé par la RNase pancréatique

57 260
(0, 1pg/ml) pendant 10mn & 37°C et exirait une nouvelle fois comme précédem-
-ment.
La radio-activité spécifique du RNA final est de 15x104
cpm/U A26O' Son utilisation dans un systéme du ftype de celui décrit par

SHORTMAN (131) permet de détecter les activités nucléasiques dans des frac-
-tions subcellulaires contenant du RNA et/ou une quantité importante de
composés absorbant L'UV et solubles dans L'éthanol/HCL (voir légende de la
Figure 20), Lorsqu'il est réincubé en présence de 0, lug/ml de RNase pan-
-créatique & 37°C, la radio-activité Llibérée dans le surnageant éthanol/HCL
est une fonction linéaire du temps, et ceci méme pour les temps inférieurs

a 5mn,

F- CENTRIFUGATION EN GRADIENTS DE DENSITE

1°- Centrifugation de zone en gradient de saccharose
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Les polysomes sont analysés en gradient exponentiel convexe
15-26 p100 (p/p) de saccharose (T50K25M5) d'un volume de 12,5ml. Les gra-
~-dients sont obtenus en ufilisant un dispositif du type de celui décrit par
NOLL (132) . Le volume de mélange est de 1Iml, Les tubes sont centrifugés
pendant 45mn & 35 0001/mn & 2°C. Le fractionneur de gradient 1SCO 614 et
L'absorptiométre UAS permettent d'enregisfrer la densité optique & 254rm

en continu,

Dans certaines expériences (voir Chapitre I et II) nous avons
utilisé des gradients linéaires de saccharose, formés dans un appareil du
type de celui décrit par BRITTEN et ROBERTS, Ces gradients sont fraction-
-nés manuellement aprés avoir percé le fond des tubes, Les détails parti-

-culiers & chaque expérience sont donnés dans les Légendes des figures.
2°- Centrifugation isopycnique

a-'CsCI

L'analyse des particules RNP en gradients de CsCl est effectuée
selon la méthode de BALTIMORE et HUANG (133) . Les échantillons & analyser
sont préparés dans des solutions tamponnées par Lla Triéthanolamine-HCL,

Ils sont fixés par la glutaraldéhyde (concentration finale 5 p100) & 0°C

et 0,2ml sont déposés immédiatement sur des gradients linéaires préformés
de CsCl (volume : 3,8ml ; densités exirémes : 1,38—1,639/cm3). Aprés une
centrifugation de 8-12h, des fractions de O, Iml sont collectées et L'indice
de réfraction des fractions est mesuré, ainsi que leur radio-activité

acido-insoluble (voir paragraphe M),

b- Métrizamide

Les analyses sont effectuées sans fixation préalable du maté-
-riel biologique dans les conditions décrites dans les légendes des figu-
-reés, Le gradient 20-60 p100 de méirizamide posséde des densités extrémes
de 1,10 et 1,329/cm3. La mesure de L'indice de réfraction des fractions
permet de déterminer la densité des particules dans le gradient au moyen
de la formule suivante :

p5°C = 3,45317200C ~ 3,601
Lors de certaines expériences, une estimation de la quantité

de glycogéne contenue dans les fractions a été effectuée, L'élimination
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de la métrizamide est alors obtenue de Lla maniére suivante } L'échantillon
& doser est additionné de 9 volumes d'éthanol absolu et les tubes sont
placés & -20°C pendant 2h, Ils sont ensuite centrifugés a basse vitesse

et les sédiments sont lavés 2 & 3 fois par de L'éthanol & 75 p100.

G- METHODES D'ANALYSE ET DE DOSAGE

1°- Dosage du RNA

Des fractions aliquotes contenant au maximum 1mg de RNA sont
additionnées de 1 volume de PCA N stabilisé & 0°C. On centrifuge immédia-
~tement & 4°C pendant 10mn & 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 pen-
-dant 1h & 37°C, la réaction est stoppée par addition de 0,5ml de HCL 4N
et les tubes sont centrifugés dans les mémes conditions que précédemment.
Les sédiments sont conservés pour le dosage du DNA (voir paragraphe sui-

-vant).

Les ribénucléofides présents dans le surnageant sont dosés
par colorimétirie par le réactif de BIAL & L'orcinol chlorhydrique en pré-
~-sence de CuClZ. A 2mlL d'hydrolysat sont ajoutés 2ml de réaetif (500mg

d'orcinol, 7mg de CuCl,, HCL concentré qsp 100ml). Le mélange est porté

2}
a 100°C pendant 20mn puis refroidi sous un courant d'eau froide. La
quantité de RNA est déterminée par mesure de L'absorbance & 665nm, Des

RNAs purifiés de foie de rat servent de référence.
AY
2°- Dosage du DNA

Celui~ci est réalisé selon la méthode de GILLES et MYERS (134)

sur les échantillons ayant subi L'hydrolyse alcaline (voir dosage du RNA),

Les sédiments sont hydrolysés 2 fois par 1ml de PCA 10 p100
pendant 20mn & 70°C (+1°C). 1ml d'hydrolysat est mélangé & 2ml de réactif
a la diphénylamine (DPA) (1g DPA, 40ml d'acide acétique glacial, 1mt
d'H2504 concentré, H20 gsp 50ml), On ajoute O, 1ml d'une solution de paral-
~-déhyde (0, 156ml de paratdéhyde, H2
et aprés 24h a température ambiante, la densité optique est mesurée &

600nm.,

O gsp 100mL), Les tubes sont bouchés
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" Du DNA de thymus de veau (dans lequel Ll'absence de protéines
a été contrélée préalablement par un dosage selon LOWRY et al (135) sert

de référence.
3°~ Dosage des protéines

Celui-ci est effectué selon la méthode de LOWRY et al (135)

en utilisant la sérumalbumine bovine comme référence.

Dans le cas particulier des préparations d'a-L fucosidase, la
quantité de protéines est déterminée par fluoriméirie aprés réaction avec

la fluorescamine,
4°- Mesure de l'activité des enzymes marqueurs

Les dosages sont effectués sur des fractions fraichement iso-
~-lées en prenant soin que l'activité mesurée soit proportionnetle 3 la

concentration en enzyme.

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

Nous utilisons la méthode de BEAUFAY et al (136) .,

La fraction & doser est incubée dans un volume final de 400ul
en présence d'imidazole-HCL 20mM pH 6,5, d'EDTA 1mM et de glucose-6P 40mM
pendant 30mn & 37°C. La réaction est arréiée par addition de iml de TCA
& 10 p100 stabilisé & 0°C et les tubes sont centrifugés 3 basse vitesse,
Le phosphate inorganique est déterminé selon la technique de FISKE et
SUBBAROW (137). Les unités d'activité glucose-6-phosphatasique sont expri-

-mées en p moles de phosphate inorganique libérées par mn.

b- Phosphatase acide (EC 3.1.3.2) (lysosomes)

L'activité est mesurée selon la méthode de WATTIAUX et DE DUVE
(138). 0,1ml de fraction cellulaire sont incubés pendant 3Cmn & 37°C en
présence de 0,9ml de B-glycercphosphate de sodium 50mM dans le tampon
acétate de sodium 50mM pH 5 contenant 0,07 p100 de Triton X-100. La réac-
-tion est arrétée par addition de Iml de TCA 10 pi00,

Les tubes sont centrifugés & basse vitesse et la quantité de
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phosphate inorganique est déterminée dans le surnageant comme pour Lla
glucose-6-phosphatase. Les unités d'activité sont exprimées en p moles de

phosphate inorganique libérées par mn,

c- Monoamine oxydase (EC 1.4.3.4) (membrane externe des

mitochondries)

Le dosage de cet enzyme est effectué selon la méthode de

STAHN et al (139) et fait intervenir la transformation de la benzylamine

en benzaldéhyde, La quantité de benzaldéhyde formée est déterminée par
mesure de la densité optique & 250nm, 0,2ml de fraction cellulaire sont
incubés en présence de 0,2ml de tampon phosphate de potassium 0,2M, pH 7,5,
et de 0,2ml de benzylamine-HCl O, 1M. Aprés une incubation .de 30mn & 37°C
sous agitation, la réaction est arrétée par refroidissement dans un bain

de glace et addition de 0,2ml de TCA 15 p100, Les tubes sont centrifugés

et la densité optique des surnageants est mesurée. Les résultats d'activité

sont exprimés en n moles de benzylamine hydrolysées par mn.

d- Cytochrome c¢ oxydase (EC 1.9.3.1) (membrane interne des

mitochondries)

Des échantillons de 0,1ml de fractions subcellulaires sont
additionnés & 3ml de cytochrome ¢ 44 p M (réduit par l'hyposulfite de so-
-dium) dans le tampon phosphate 30mM pH 7,4, L'activité est mesurée 3
température ambiante par la perte d'absorbance du cytochrome ¢ & 550nm
et les résultats sont exprimés en p moles de cytochrome c oxydé par mn

en utilisant un coefficient d'extinction de 18,5mM“1 cn|

e~ Catalase (EC 1.11.1.6) (peroxysomes)

Des parties aliquotes des fractions subcellulaires sont diluées
par 4 volumes d'une solution contenant 5 p100 de Triton X-100, 1,65 p100 de
serumalbumine bovine, 10 p100 de NaCl. 100ul de lLa fraction diluée sont
incubés & 0°C avec 0,5ml de la solution de substrat (0,07ml d'imidazole-HCL
33mM, pH 7, 100ul de HZOZ a 110 volumes, HZO qsp 100ml). Aprés Smn la réac-
-tion est arrétée par addition de 2ml d'une solution de TiOSO4 (3,375g de
TiOSO4 sont ajoutés a 500ml d'HZSO4 2N bouilltant ; le mélange est filtré
sur papier Whatman 42 et le filtrat est dilué avec un volume égal d'H?_SO4

Z2N). La quantité de TIOSO4 non oxydé restant est déterminée par mesure de
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la densité optique & 405nm, en prenant pour référence une gamme étalon

obtenue avec L'H202 d concentration variable,

L'unité d'activité est définie comme étant la quantité d'enzyme
qui provoque la diminution d'une unité par mn du Log]O de la concentration
en H202 dans un volume de 50mlL,

f- Uricase (EC 1.7.3.3) (peroxysomes)

L'activité de cet enzyme est dosée par La méthode de REID (140)
A Iml de suspension cellulaire on ajoute successivement Iml de tampon phos-
-phate de potassium 5mM, pH 7,4, contenant 0,2 p100 de Triton X-100, et
iml d'une solution d'urate de sodium (86p§/ml) dans le méme tampon. La
variation de densité optique & 260nm est suivie pendant 5mn & température
ambiante, et les résultats sont exprimés en u moles d'acide urique hydro-

-lysées par mn.
}

H- SYSTEME ACELLULAIRE DE RETICULOCYTES DE LAPIN

Celui-ci est préparé & partir de lapins blancs néozélandais
pesant 2,5kg, anémiés selon la technique décrite dans la référence (141).
Le sang est prélevé par ponction cardiaque, au moyen d'une seringue de
50mL contenant 750 Ul d'héparine, et immédiatement refroidi a 0°C, Aprés
filtration sur gaze, les réticulocytes sont sédimentés (500g ; 10mn ;
2 7,4mM, -

KClL 5mM. La suite du protocole est exactement celle décrite par PELHAM

rotor JA-20) et relavés dans un milieu contenant NaCl 130mM, MgCl

et JACKSON (113), Les cellules sont lysées par addition d'un volume d'eau
stérile et centrifugées pendant 15mn & 15 000t/mn dans le rotor JA-20. Le
lysat est ensuite incubé pendant 15mn & 20°C dans les conditions finales
suivantes : créatine kinase 40ug/ml, héme 20 uM, créatine phosphate 10mM,
chacun des 19 acides aminés (sauf méthionine) 0,05mM, KCL 100mM, Mg
(CH3C00)2 0,5mM, CaCL2 ImM, nucléase de Micrococcus 9ug/ml, L'incubation
est stoppée par refroidissement 3 0°C, et L'on ajoute de L'EGTA O, 1M,

pH 7,4, pour obtenir 2mM final, Le lysat ainsi traité est stocké par frac-
t+ions'de 0,5ml dans l'azote liquide, Au moment de L'emploi, on ajoute a
100ul de lysat 6ul de méthionine -°S ( 1 000Ci/mmole), 4ul de tRNA de
germe de blé a Smg/ml et 10pL de RNA (1 U An

—-corporée est proportionnelle a8 la quantité de RNA jusque 1,5 U A260 pour

). La radio-activité in-
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100pl de lysat. L'incubation est de 1h & 30°C,

I- PURIFICATION DE L'a-L FUCOSIDASE DU FOIE DE RAT

250 & 500g de foie provenant d'un lot de rats de méme sexe sont
homogénéisés dans 3 volumes de milieu A et L'homogénat est dilué pour obte-
-nir une concentration de 16 p100., Une fraction NCI est préparée par cen-
-trifugation dans le rotor JA-14 de la centrifugeuse J-21B, puis une frac-
-tion CIIL dans le rotor JA-10, Celle-ci est lavée une fois dans le milieu
0,255 TeSKZSEZ (éml/g de foie), Elle est réhomogénéisée dans le tampon
maléate 10mM, pH 6, MgSO4 ImM, B-mercaptoéthanol 1mM (1,4ml/g de tissu) par
20 allers-retour de piston serré dans un homogénéiseur de DOUNCE. La suspen-
-sion est centrifugée a 40 OOOgmax pendant 20mn., 85 & 90% de L'activité
enzymatique de la fraction CIIL initiale sont obtenus dans le surnageant.
Les opérations suivantes sont exactement celles décrites par OPHEIM et

TOUSTER (120)

Le surnageant est décanté et soumis & une précipitation par le
sulfate d'ammonium (63% de saturation & pH 6) & 0-2°C. Le sédiment obtenu
est dissous dans le tampon maléate 10mM, MgSO4 ImM, B-mercaptoéthanol
(67ul/g de foie) et déposé sur une colonne de Sepharose-4B (10-15ml de gel ;
seringue de 50ml) conectée & une colonne composée de 3ml de Biogel P10,
recouverts par 6ml d'Agarose-e-aminocaproyl-fucosylamine (seringue de
10ml) ; les 2 colonnes sont stabilisées dans le tampon maléate 10mM, pH 6,
NaClL O, 7M™, MgSO4 ImM, B -mercaptoéthanol 1mM (tampon HFI). La colonne de
Sepharose 4B est lavée par 30mL de cette solution et les 2 colonnes sont
déconnectées. Le support d'affinité est ensuite Lavé par 200ml de tampon
HF1, puis par 40ml de maléate 10mM, pH 6, NaCl 0, 15M, MgSO4 1mM, B-mercap-
~toéthanol 1mM (tampon BF1). L'enzyme est ensuite élué par 20mL de fucose

0, 1M dans le tampon BFI.

Pour Lla mesure de l'activité de l'a-L fucosidase, 0, 1ml de
fraction & doser sont additionnés de 0,4ml de paranifrophenyl-a-L fucopy-
~rannoside 2mM dans le tampon acétate 62,5mM, pH 6, contenant 250pg/ml
de sérumalbumine bovine, Lorsqu'il s'agit de fractions purifiées, la réac-
-tion est arrétée par 0,5ml de tampon alcalin (glycine 0,133M, NaCl 67mM,
Na CO3 83mM, ajusté a pH 10,7 avec NaOH) et la densité optique & 400nm

2
est mesurée contre untimoin non incubé, Dans le cas de fractions brutes,
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La réaction est arrétée par addition de O0,iml de TCA 20 p100 et une partie
aliquote de l'acido-sotuble est ensuite additionnée de 1 volume du réactif

alcalin,

L'enzyme est ensuite chromatographié sur une colonne de Sepha-
~dex G-200 (40cmx2,2cm ; débit : 7ml/h) stabilisée dans le tampon EDTA -
20mM, pH 6, MgSO4 ImM, p-mercaptoéthanol 1mM, Les fractions possédant le
maximum d'activité sont rassemblées et centrifugées dans le rotor 60 Ti
pendant 12h & 60 000t/mn & 2°C,

J- PREPARATION D’ANTICORPS ANTI a-L FUCOSIDASE

1°- Obtention des antisérums

Nous avons utilisé la méthode de VAITUKAITIS et al (121). A
400pg d'enzyme purifié dissous dans 2ml de NaCl O, 15M, on ajoute 10mg de
Bacillus butyricum lyophilisé et 2ml d'adjuvant complet de FREUND, Le

[N

mélange est agité trés vigoureusement jusqu'd l'obtention d'une émulsion

stable,

Des lapins néozélandais de 2,5 & 3Kg dont la fourrure a été
rasée sur toute la région dorsale, regoivent chacun 2ml d'émulsion (soit
200ug d'enzyme) en 40 & 50 injections par voie intradermique, puis Imt de
vaccin anticoquelucheux Perthydral (Instifut Pasteur) par voie sous-
cutanée dans la cuisse, Aprés 3 semaines, des prélévements de sang sont
effectués chaque semaine et la présence d'anticorps est contrélée par la
méthode d'immunodiffusion d'OUCHTERLONY,

2°- Purification des IgG

a- Précipitation par le sulfate d'ammonium

La manipulation est effectuée & 0-2°C., Le sérum est dilué
par 1 volume de tampon phosphate 10mM, pH 7,2, NaCl 15mM (tampon PS). On
ajoute une solution 3,8M de (NH4)2504 pour obtenir une concentration
finale de 1,6M, Le précipité obtenu aprés centrifugation est dissous dans
le tampon PS, le volume final de la solution étant égal & celui du sérum
dilué, Une deuxiéme précipitation est effectuée de la méme maniére que

précédemment. Le précipité est repris dans le tampon PS, le volume final
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de la solution étant égal & La moitié de celui du sérum initial. La solution
est dialysée pendant 24h contre le tampon PS. L'insoluble est éliminé par
centrifugation & basse vitesse et le surnageant est filiré sur Millipore
(0,45um) .

b- Chromatographie sur DEAE et CM cellulose

Des colonnes d'un diamétre de 1,5cm, composées de 10cm de CM
cellulose recouverts de 10cm de DEAE cellulose, sont utilisées. Elles sont
stabilisées en tampon PS. Des parties aliquotes de 30ml sont chromatogra-
-phides et la fraction non retenue est collectée. Celle-ci est ensuite

purifiée par chromatographie d'affinité (voir paragraphe J, 4°).
3°- Préparation des fragments Fab

Nous avons utilisé la méthode décrite par Mc LAUGHIN eftPITOT
(125). La fraction 1gG est introduite dans un boudin de dialyse et concen-
-trée par l'aquacide Ila pour obtenir une concentration de 40mg de proté-
-ines par ml environ., La fraction est ensuite dialysée contre du tampon
phosphate 0,1M, pH 7, contenant de la cystéine 10mM et de L'EDTA 2mM.

A 60mg de la fraction d'lgG purifiées, on ajoute 1,25mg (50ul)
de papaine (Sigma ; 2 x cfisfallisée ; 21 U/mg). Aprés une incubation de
18h & 37°C, la solution est déposée sur une colonne de Sephadex G-25
(35cmx2cm) stabilisée dans le tampon acétate de sodium O, 1M, pH 5,5, a
température ambiante. Les fractions possédant une absorbance & 280nm supé-
-rieure & 0,5 sont rassemblées, et déposées sur une colonne de carboxy-
-methyl cellulose (35cmx2cm) équilibrée en tampon acétate de sodium O, 1M,
pH 5,5. Les protéines sont éluées par le méme tampon en utilisant un
débit de 20ml/h. La densité optique & 280nm de l'effluent est enregistrée
en continu & L'aide d'un spectrophotométre 1SCO, Les fractions correspon-
~-dant au premier pic sont:rassemblées et Le pH est ajusté a 7,2. La solu-
-tion de protéines est alors soumise 3 une précipitation par le sulfate
d'ammonium (65% de saturation), et le précipité obtenu est solubilisé et
dialysé contre du tampon phosphate 50mM (pH 7,6) contenant du NaCl O, 15M.

La concentration finale des Fab est de 2mg/ml.

4°- Purification des IgG et des fragments Fab

spécifiques de l'a-L fucosidase
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Les 196 ainsi que les fragments Fab spécifiques de l'a-L fuco-
~sidase ont été purifiés par chromatographie d'affinité sur colonne de
Biogel P 300-fucosidase. Le Biogel P 300, préalablement gonflé dans l'eau
distillée, est activé par la glutaraldéhyde & 5 p100 dans le tampon phos=-
-phate 50mM, pH 7, pendant 15h & température ambiante. Le gel est lavé sur
verre fritté par 20 volumes de tampon phosphate, puis par 100 volumes d'eau
distillée,

150pg de fucosidase sont agités pendant 24h & 4°C avec 5ml de
gel activé dans un volume final de 10ml en présence de tampon phosphate
50mM, pH 7,4, NaCl 0O,15M, Le gel est ensuite agité pendant 12h dans L'étha-
-nolamine 1M, pH 7, avant d'&tre abondamment lLavé par de l'eau distillée,
Il est ensuite Lavé alternativement par le tampon Tris-HCL 0,2M, pH 8,
NaClL 0,5M et Le tampon glycocolle 0,2M, pH 2,8, NaCl 0,5M (2 & 3 cycles),
Il est enfin stabilisé dans le tampon phosphate 50mM; pH 7,4, NaCl 150mM,

NaNB 3mM.

Les 196G ou Fab (environ 1mg) éonf déposés sur 5ml de Biogel
P 300—fucosidaée (seringue de 10ml). Le montage utilisé comprend un
"recychrome'" LKB, un absorptiométre enregistreur 1SCO et un collecteur de
fractions. L'échantillon est recyclé pendant 3h environ (au minimum
3 cycles). La colonne est alors lavée par 2 volumes du tampon initial,
puis par 20 volumes de tampon Tris-HCL 0,2M, pH 8, NaCl 0,5M, NaN3 3mM,
enfin de nouveau par 5 volumes du tampon phosphate initial, Les anticorps
sont alors élués par le tampon glycocolle-HClL 0,2M, pH 2,8, NaCl O,5M,
Les fractions correspondant au pic d'absorbance sont immédiatement ras-
-semblées et le pH est ajusté a 7,4. Les fractions d'lgG ou de Fab
spécifiques sont ensuite dialysées contre lLe tampon phosphate 50mM,
pH 7,4, NaCl 150mM, Pour Lla préparation du support d'affinité Biogel
P 300-Fab, la fraction de Fab spécifiques de L'a-L fucosidase est concen-
-trée contre l'aquacide lia avant d'étre fixée sur le Biogel activé.lLe
protocole de fixation est en tous points identique & celui décrit plus
haut pour le Biogel P 300-fucosidase,

Avant d'étre réutilisé, le support d'affinité est Lavé par
le tampon phosphate 50mM, pH 7,4, NaCl 150mM puis par une solution fraf-
-chement préparée d'urée 8M,

K- FIXATION DES Fab 12°1 SPECIFIQUES DE L’‘a-L FUCOSIDASE SUR
LES POLYSOMES

125

1°- Marquage de la fraction Fab par 1° I
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Nous avons utilisé le protocole décrit par Mc LAUGHIN et PITOT
(125).

6mg de Fab fotaux en solution dans le tampon phosphate 50mM,
pH 7, NaCl 150mM, sont additionnés de 300pg de lactoperoxydase, de 1,8mCi
de Na '2°1 (80pL) dans un volume final de 2nl. 0,24ml d'H.0, O,1mM sont
alors lentement ajoutés (5mn) & température ambiante sous agitation. Aprés
30mn, 0,908g de (NH4)ZSO4 sont infroduits dans le milieu réactionnel (65%
de saturation en (NH4)ZSO4). Le précipité formé aprés un repos de 30mn
est centrifugé et solubilisé dans Iml de tampon phosphate 50mM, pH 7,6,
NaCl 150mM et déposé sur une colonne de DEAE cellulose (2ml) équilibrée
dans le méme tampon. La colonne est lavée par 3ml de tampon et L'ensemble
de L'effluent est collecté directement dans un boudin de dialyse. La solu-
~tjon est ensuite dialysée pendant 48h (3 changements de tampon) contre le
tampon phosphate 50mM, pH 7,6, NaCl 150mM. La radio-activité spécifique
des Fab iodés obtenus est d'environ 1O8cpm par mg de protéines.

125

2°. Purification des Fab I spécifiques de l'a-L

fucosidase

Les Fab ]251 spécifiques de L'a-L fucosidase sont purifiés par
chromatographie d'affinité sur Biogel P 300-fucosidase selon le protocole
décrit précédemment. Cependant, des solutions préparées stérilement sont
125

|

spécifiques exempte de nucléases., Dans le cas des Fab non immuns, ceux-ci

utilisées de maniére & permettre L'obtention d'une fraction de Fab

sont purifiés par chromatographie d'affinité sur une colonne de Biogel
P :300-1gG de chévre anti 1gG de lapin.

125

3°- Mesure de la quantité de Fab I fixés par les

différentes fractions de polysomes

Les fractions de polysomes sont resuspendues dans le tampon
T50K25M5 et ajustées a une concentration de 20 U A26o/ml. On ajoute O, 1ug
de RNase pancréatique par ml et les suspensions sont incubées pendant
20mn & 0°C, 0,38ml de KCL 2M sont alors ajoutés et le volume final est
ajusté & 10ml avec le tampon T.~K,-M.. Chaque suspension est déposée sur

5025 5°

20ml de 0,45 T50K25M5 et centrifugée pendant 2h30 & 27 000t/mn dans le

rotor SW27, Les tubes sont pincés fortement & leur base, les surnageants

sont décantés et le fond des tubes est découpé & L'aide de ciseaux forts,
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Les sédiments sont repris dans l'eau distillée et la suspension est ajustée

en Tris-acétate 50mM, pH 7,4.

Des quantités de monoribosomes variant de 0 & 20 U A260 sont

incubées dans un volume final de 0,8ml avec 50ul de Fab immuns spécifiques
ou non immuns iodés (5pg, environ 5x105cpm) pendant 18h & 0°C, Les suspen-

50K25N1’50M5 contenant 0,02 p100 de

Triton X-100 et Iml de 15 T50K25M5. Les tubes sont centrifugés pendant 4h

a8 50 000t/mn dans le rotor 50 Ti. Les sédiments sont repris par iml d'eau

-sions sont déposées sur 7ml de 0,255 T

distillée et les suspensions sont centrifugées & basse vitesse, Des frac-
-tions aliquotes sont prélevées pour le dosage du RNA et la détermination
de la radio-activité, '

L- ISOLEMENT DES PRODUITS DE SYNTHESE IN VITIRO. “PRECURSEURS”
SUPPOSES DE L@ -L FUCOSIDASE

Ap;és L'incubation, les échantillons de systéme acellulaire
de réticulocytes sont dilués & 5ml avec le tampon phosphate 50mM, pH 7,4,
NaCl 150mM, Nonidet P 40 0,5 p100, NaNB 3mM contenant de la méthionine
20mM et centrifugés pendant 1h & 45 0CCt/mn dans le rotor SW50-1. Les
surnageants sont alors soumis & une chromatographie d'affinité sur Biogel
P 300-Fab spécifiques, ou Biogel P 300-Fab "site" ou Biogel P 300-Fab
"non site" selon le protocole décrit plus haut pour la préparation des
anticorps spécifiques, a ceci prés que les solutions utilisées contiennent
0,5 p100 de Nonidet P 40. Des cclonnes contenant 1,5ml de gel (diamétre
0,6cm) sont employées. Un volume de 4ml est collecté lors de L'élution.
L'éluat est ajusté & pH 7 avec du Tris 2M et dilué & 10mL avec de l'eau
distillée. Il est ensuite rechromatographié sur une colonne de Sepharose
4B-Protéine A-1gG spécifiques antifucosidase (15-20ul ; pipette capillaire
Corning de 50ul). Le gel est lavé par quelques ml du tampon phosphate puis
par le fampon Tris-HCL 5mM, pH 6,8. Il est transféré quantitativement - &
débit Llibre ~ dans un cathéter chirurgical en polyéthyléne Biotrol de
0,96mm de diamétre éxtérieur, dans lequel un tampon de laine de verre a été
préatablement introduift. |

Pour L'électrophorése, on fait alors passer du tampon Tris-HCL
62,5mM, pH 6,8, SDS 4 p100, btleu de bromophérol 0,02 p100, saccharose
10 p100, DTT O, 1M et le cathéter est fermé & L'aide d'une pince de Mohr

dés que Ll'ensemble du support d'affinité est coloré, Une seconde pince est
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ensuite apposée 5mm au-dessus de la surface du gel de Sepharose. Le cathéter
est coupé 3 ses extrémités, laissant les pinces de Mohr en place, et L'en-
-semble est immergé dans l'eau bouillante pendant 3mn. Aprés refroidissement
le contenu du cathéter est transféré directement dans L'un des puits de la
plaque de gel d'acrylamide au moyen d'un piston de seringue Hamilton, celui-

ci poussant le tampon de laine de verre.

M- ELECTROPHORESE EN GEL DE POLYACRYLAMIDE

L'électrophorése en gel de polyacrylamide-SDS est effectuée
selon la méthode de LAEMMLI (142). Des gels de 1mm d'épaisseur (15cmx15cm -
16 dépdts) sont généralement utilisés. Le gel de séparation est constitué
d'un gradient linéaire 10-18 p100 d'acrylamide et le gel de concentration

contient 5 p100 d'acrylamide.

Lorsque des parties aliquotes de systéme acellulaire sont ana-
-lysées, les sels contenus dans L'échantillon sont éliminés par dialyse
en puits d'acrylamide selon le principe suivant. Une solution d'acrylamide
& 30 p100 (tampon Tris-HCL 62,5mM, pH 6,8) est polymérisée dans une bofte
de péfri, un suppert pour inclusions muni du nombre désiré de gélules
d'araldite formant couvercle, Le gel ainsi formé est démoulé, puis & demi
immergé dans le ftampon Tris-HCL 62,5mM, pH 6,8. Les échantillons (10-20ul)
sont infroduits dans les puits et on ajoute un volume égal de tampon
Tris-HCL & deux ou frois reprises au fur et & mesure que l'échantillon se
concentre, Aprés Zh environ, les échantillons sont prélevés, additionnés
d'un volume de tampon Tris-HCL 62,5mM, pH 6,8, SDS 4 p100, DTT 0,2M, sucro-

-se 20 p100 et chauffés 2mn dans un bain-marie bouillant.

Dans d'autres expériences, les échantillons sont traités selon
le mode opératoire décrit par SHIELDS et BLOBEL (143) & ceci prés que les
précipités de protéines sont lavés dans L'éthanol/éther (V/V) et séchés

sous azote avant d'étre solubilisés dans le tampon d'échantillon.

Aprés 15-20h de migration (5-8mA), le gel est immergé dans le
TCA & 50 p100 (2-3 bains) pendant 1-2h. Il est ensuite coloré sous agita-
~-tion constante par le bleu de Coomassie & 0,2 p100 dans le TCA & 50 p100
(8mn), décoloré par t'acide acétique & 7 p100 et séché sous vide sur papier
Whatman I, ‘

La détection des bandes radio-actives par autoradiographie ou
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fluorographie est effectuée en utilisant le papier Royal-X omat (Kodak).
Dans le cas particulier de la fluorographie, la technique de LASKEY et MILLS
(144) est appliquée, Les gels colorés par le bleu de Coomassie sont traités
successivement par le DMSO (2x30mn), le PPO (2-5 diphényloxazole) & 20 p100
(P/P) dans Le DMSO (3h) et l'eau distillée (1 nuit). Le gel séché sur papier
Whatman | est mis en contact avec le papier Royal-X omat préalablement
exposé a Qn éclair de lumiére orange diffuse (filtre Kodak Wratten 21 plus
papier Whatman 1), L'exposition est effectuée & température ambiante (auto-

-radiographie) ou a -70°C (fluorographie).

L'électrophorése de l'a-L fucosidase en milieu non dénaturant
est effectuée dans les conditions décrites dans la légende de la figure 34
(p.96). '

N- DETERMINATION DE LA RADIO-ACTIVITE

) - - . 5, Pl - - a - »
La radio-activité est déterminée dans un compteur & scintilla-

-tion liquide SL31 (Intertechnique).

Pour les échantillons aqueux, on utilise le PCS (phase combining
system, Amersham) ou l'Aqualuma (Lumac). 0,3ml des fractions de gradients de
saccharose sont infroduits en fioles de comptage, dilués par 0,5ml d'eau
et additionnés de 10ml de PCS. Le taux d'affaiblissement luminéux de la
série d'échantillons peut étre considéré comme constant & condition que le
comptage soit effectué dans les quelques heures qui suivent la préparation.
Lorsque L'Aqualuma est employé, la dilution des fractions n'est pas néces-
-saire et L'on ajoute 5ml de liquide scintillant (fioles de 6ml), Dans ce

cas, l'efficacité de comptage est identique dans toutes les fractions.,

La radio-activité acido-précipitable - fraéfions de gradients
de saccharose (cf légendes des figures), fractions de CsCl cu de métriza-
-mide, fractions subcellulaires - est mesurée aprés filtration des échantil-
-lons acidifiés sur filtre de fibre de verre (Whatman GF83). L'échantillon
est précipité par le TCA & 5 p100, en présence de 50ug de sérumalbumine
bovine si nécessaire (gradients analytiques). La filtration est effectuée
aprés th a 0°C et l'acido-soluble est éliminé par lavage du filtre avec du
TCA & 5 p100 froid (2-4°C) suivi d'un ringage & L'eau distillée,

Aprés séchage les filtres sont solubilisés pendant une nuit 3
37°C dans 0,25ml de Soluéene 350 (Packard) contenant 5 p100 (v/V) d'Hzoz'
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10ml de Permablend 111 (Packard) en solution dans le toluéne (5,5g/l) sont
alors ajoutés. La solubilisation des échantillons n'est omise que lors de

simples marquages lorsque la quantité de matériel précipité est faible.

La radio-activité des produits synthétisés in vitro dans le
systéme de réticulocytes est déterminée de la maniére suivante : des parties
aliquotes de 2ul sont prélevées et introduites dans des tubes contenant 1ml
d'eau. On ajdufe 0,5mlL d'une solution contenant NaOH 1M, H202 0,5M, méthio-
-nine non radio-active & Img/ml. Les tubes sont incubés pendant 15mn &
37°C, et les protéines sont précipitées par Iml de TCA & 25 p100, Les pré-
-cipités sont collectés sur disques de fibre de verre et introduits aprés

séchage dans des fioles contenant 5ml de Lipoluma (Lumac).

0- MICROSCOPIE ELECTRONIQUE

'Leé fractions contenant des organites cellulaires de grande
taille sont fiiées par la g[ufaratdéhyde a 1 pl00 dans le milieu d'homo-
-généisation pendant 1h & 4°C, Les fractions membranaires obtenues & par-
-tir du SPL sont fixées en suspension par la glutaraldéhyde & 2 p100 pen-
-dant 1h & 4°C et centrifugées pendant 1h30 & 105 000g. Les sédiments sont
alors fixés & nouveau par 0504 a 2 p100 dans le tampon cacodytate 0, 1M,
pH 7,4, saccharose 0,1M, Les échantillons sont deshydratés dans des bains
d'éthanol de concentrations croissantes et dans L'oxyde de propyléne, !ls
sont inclus dans L'araldite et des coupes fines sont récupérées sur des
grilles de cuivre, recouvertes d'une membrane de parlodion. Les coupes
sont colorées par l'acétate d'uranyle et le citrate de plomb selon REYNOLDS

(145) et examindes au microscope électronique (Hitachi),

P- PRODUITS UTILISES

Le Tris (Trizma base), la triéthanolamine, le dithiothreitol,
la créatine phosphokinase, la créatine phosphate, la cycloheximide, L'acti-
~nomycine D et le RNA de levure sont des produits SIGMA, Le RNA de levure
est purifié par dialyse contre de L'eau distillée, extfraction phénolique

répétée, précipitation éthanclique et lavages par l'éthanol puis L'éther,

L'éthanolamine, l'acrylamide, le CsClL, le désoxycholate de Na
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et le SDS proviennent de MERCK. Le SDS est purifié par recristallisation

dans L'&thanol.

La glutaraldéhyde, le bis-acrylamide sont des produits de

L'Eastman Organic Chemicals,

Le Triton X-100 est un produit BDH, l'aquacide IIa un produit
CALBIOCHEM,

La nucléase de Micrococcus a été obtenue chez BOEHRINGER et
L'Agarose-e—-aminocaproyl-fucosylamine ainsi que les IgG de chévre anti-1gG
de lapin chez MILES,

Du saccharose ANALAR, repurifié sur charbon actif, a été uti-

~-lisé ainsi que du saccharose exempt de RMase provenant de SERLABO,

Lé ribonucléase (du pancréas de boeuf, sans protéases, 40 U
KUNITZ/mg) est un produit SOCHIBO,

La méfrizamide nous a été gracieusement offerte par la firme
NYEGAARD et Co.’

L'acide orotique 14C et 3H, la choline 14C, la leucine 3H
35 125
S, le Na I

sans entratneur sont des produits du Radiochemical Centre (Amersham,

proviennent du C.E.A. (Saclay, France). La méthionine

England).
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