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" est un renvoi au chapitre Matériel e t  Méthodes. 



INTRODUCTION 

De l'hypothèse de PALADE et SIEKEVITZ à lfhypo- 
-thèse du nsignalff de BLOBEL, vingt années de 
recherches sur la structure et la fonction du 
réticulum endoplasmique se sont écoulées.. . La 
synthèse des protéines dfexcrétion ne représen- 
-te très probâblement qu'un aspect du rôle du 
réticulum endoplasmique dans les cellules euca- 
-ryotes. 



La  f o n c t i o n  m a j e u r e  de l ' a s s o c i a t i o n  des  r i b o s o m e s  a u x  membranes 

Deux populat ions ribosomales on t  pu ê t r e  reconnues morphotogi- 

-quement dans l e  cytoplasme des ce l luLes parenchymateuses de f o i e  de Rat 

dès 1955 -- 56 (1.-2) : L'une, 1 i b r e  dans l e  cytoplasme, e t  L 'au t re  associée 

à un abondant système de membranes l ipopro té iqües que t ' o n  nomma ré t icu lum 

endoplasmique. 

L'ex i stence d'une c o r r é l a t  ion  e n t r e  1 'abondance du r é  t i cu  lum 

endoplasmique e t  Le degré d ' a c t i v i t é  s e c r é t r i c e  d'un type c e l l u l a i r e  donné 

(PALADE, 1958)  ( 3 ) ,  condu is i t  PALADE e t  SIEI.(EVIiZ à émettre, en 1960, 

l 'hypothèse selon l a q u e l l e  Les ribosomes l i é s  aux membranes i n t r a c e l l u -  

-1aires syn thé t i se ra ien t  les  exoprotéines, tand is  que Les ribosorr~eç L ibres 

seraient  responsables de La synthèse des pro té ines  retenues dans La 

c e l l u l e  (4 ) .  Cet te l h é o r i e  é t a i t  séduisante, e t  un grand nombre de travaux 

é t a b l i r e n t  de manière d é f i n i t i v e  l e  r ô l e  du ré t icu lum endoplasmique dans 

Les processus de secrét ion.  Cependant, i l  e x i s l e  du ré t i cu lum endoplasmi- 

-que dans l e s  ce1 l u l e s  eucaryotes possédant peu ou pas d ' a c t i v i t é  secré- 

- t r i c e  comme les  c e l l u l e s  nerveuses par exempte. En out re ,  l a  croissance 

e t  Le développement ce t  l u l a i  r e  s'accompagnent généralement d'une pro1 i fé- 

- r a t i o n  a c t i v e  du système membranaire. 

On conço i t  donc mieux que l ' ex i s tence  de polysomes l i é s  

puisse a v o i r  un avantage majeur pour l a  phys io log ie  de l a  c e l l u l e  s i  l es  

chaînes proté iques synthét isées au niveau du ré t icu lum endoplasmique 

peuvent, e t  doivent,  ê t r e  t ransportées a i l l e u r s ,  dans La c e l l u l e  ou en 

dehors de La c e l l u l e  ; les  espaces intermembranaires - encore appelés 

c i s te rnae  - assurant a l o r s  l es  communications e n t r e  l e s  d i f f é r e n t s  compar- 

- t iments c e t l u l a i r e s  a i n s i  qu'avec L 'ex té r ieu r .  



A ce su je t ,  PALADE sugg6rdi t  p l u s  r6cemment que dans !es c e l -  

-1ules non secrétr- ices, l es  chaines néosynthétisêes par  l e s  ribosomes l i 6 s  

au ré t i cu lum endoplasmique puissent  migrer  vers des vésicules i n t r a c e l l u -  

-Laires, notamment l e s  lysosomes, e t  ê t r e  a i n s i  retenues dans l a  c e l l u l e  

( 5 ) .  Le t r a n s f e r t  des chaines proté iques naissantes au t rave rs  Ses f e u i l -  

- l e t s  l i p i d i q u e s  dev iendra i t  a l o r s  La fonc t i on  majeure de l ' a s s o c i a t i o n  des 

ribosomes aux membranes, mais l e s  données expérimentales sont encore i nsu f -  

- f i san tes  à L'heure a c t u e l l e  pour étayer complètement c e t t e  hypothèse. En 

e f f e t ,  s i  quelques études ont  montré que, dans l 'hépatocy te  de Rat, cer-  

-Saines pro té ines  niiPochondriales (glutamate deshydrogénase ( 5 ) ,  maLate 

deshydrogénase (7 )  cytochrome c (8, 9 ,  10)  ou peroxysoma Les (ca ta  lase 

(11)  sont synthét isées par Le ré t i cu lum endoplasmique granu la i re ,  i l  s ' a g i t  

cependant de prouver que l e  mécanisme de t r a n s f e r t  de ces pro té ines  es t  

s i m i l a i r e  à c e l u i  des p ro té ines  secrétées. 

R e l a t i o n s  f o n c t i o n n e l l e s  o u  d e  b i o g é n è s e  e n t r e  l e s  d e u x  cat.é- 

- g o r i e s  d e  p o l y s o m e s  

De même que de nombreux travaux eurent pour but d ' a t t r i b u e r  2 

chaque type de polysomes l a  synthèse de ce r ta ines  c lasses de proté ines,  

d 'au t res  ten tèrent  de me t t re  en évidence d 'éventue l les  différences s t ruc -  

- tu ra ies  ou métaboliques e n t r e  l e s  compossnts des deux systèmes de biosyn- 

-thèse qui  auraient  pu exp l i que r  fou t  ou p a r t i e  des mécanismes de s é ! e c f i o ~  

des mRNAs. 

La m a j o r i t é  de ces études ont  envisagé La poss ib i  L i  t é  d'échançe 

des sous-unités ribosomales e n t r e  Les deux f r a c t i o n s .  Les expériences 

basées sur L'analyse de c iné t i ques  de marquage -- i n  v i v o  ont  apporté, dans 

l e u r s  d é t a i l s ,  des r é s u l t a t s  souvent c o n t r a d i c t o i r e s  (11-16).  Dans aucun 

cas cependant, on ne peut t rouve r  de données en accord avec l lexistei;ce de 

deux populat ions "cloisonnéesi' de ribosomes. Le même type de conclus ion 

s'impose au vu des nombreuses expériences de r e c o n s t i t u t i o n  - i n  -- v i t r o  

(17-22) ou des analyses s t r u c t u r a l e s  du rRNA (23) .  Dans p lus ieu rs  cas, 

l 'é lec t rophorèse des pro té ines  ribosomûLes a montré que l a  sous-unité 60s 

des polysomes Libres possède une p ro té lne  supplémentaire (17 ,  241, mais 

deux aut res  études concluent à uriz s i m i l i t u d e  t o t a l e  (25,  26) .  BIOBEL, 

e n f i n ,  montre qu'un fac teu r  pro te ique présent dans l e  cy toso l ,  Les mono- 

-sofies e t  p o l y s o ~ e ç  l i b r e s ,  e s t  capable de pr-ovoquer l e  détachenient des 

monomGres 1. i és  aux membranes, mais pas c e l u i  des polysomes Liés (271, 



Ceci suggère qu'après l a  terminaison de l a  synthèse de l a  chaîne pepf id ique,  

Les ribosomes Liés pecivent ê t r e  détachés des membranes par un fac teu r  de 

d i s s o c i a i i o n  pour r e j o i n d r e  L'ensemble des ribosomes L ibres  dans l e  cyto-  

-p 1  asme. 

Uri c e r t a i n  nombre de travaux ont  également étudié,  de façon 

d i r e c t e  ou ind i rec te ,  La p o s s i b i l i t é  d'échange d 'au t res  composants des deux 

systèmes. A ins i ,  Ces p l u s  anciens comparèrent l es  d i f f é rences  d ' e f f i c a c i t é  

i n  v i t r o  des deux catégor ies de polysomes e t  about i ren t  à des conclusionç -- 
t r è s  opposées, t radu isant  essent ie l lement  L ' imper fec t ion  des techniques 

employCcç pour i s o l e r  l c s  polysomes (26-34). D 'autres comparèrent l es  p r c p r i 6 -  

- tés  -- i n  v i t r o  des deux systèmes ( 3 5 ) ,  e t  notamment Leur s e n s i b i l i t é  aux â n t l -  

-b io t iques ( 3 6 ,  3 7 ) .  Deux travaux en f in ,  indiquent que po ly~omes l i b r e s  e t  

1  i és  n ' u t  i 1  isent  pas l es  niêmes Leucyl--tRNA ( 3 8 )  ou La même réserve d'arriino-- 

acides ( 3 9 ) .  

I l  semble donc que l e s  mêmes sous-unités ribosomates puissent 

t r a d u i r e  indifféremment toutes l e s  ca tégor ies  de mRNAs. Toutefo is ,  La pos- 

- s i b i l i t é  que d 'au t res  composants so ient  spéc i f iques de chaque i y p e  de 

potysomes ne peut ê t r e  exclue. L'ensemble des travaux mentionnés ci-dessus 

n ' a p p o r t a i t  aucun écLaircissement sur l e s  mécanisnres de s é l e c t i o n  des 

mRNAs, avant q u ' i l  ne s o i t  proposé qu'une séquence cor~tenue dans Le mP,I\lA 

lui-même provoque indirectement L 'assoc ia t ion  des ribosomes aux membranes. 

L ' h y p o t h è s e  du " s i g n a l "  

Au moins dans Le cas des pro té ines  secrétées, Les bases moLé- 

-cuLaires du passage des polypept ides au t rave rs  des couches L ip id iques 

du réticuLum endoplasniique peuvent maintenant s 'exp l i que r  de .façon p lus  

r a t  ionr ie l le  dans 1  'hypothèse du "s igna l "  de BLOBEL -- e t  - a l  (40, 41.). Une 

séquence a d d i t i o n n e l l e  hydrophobe, s i l u é e  à L 'ex t rémi té  N-terniinale (Le 

"s igna l " )  permet l ' i n t r o d u c t i o n  de l a  chaîne pept id ique dans l e s  membranes 

e t  sa décharge v e c t o r i e l i e  dans Les -- cisternae.  Ce l l e -c i  es t  apparemment 

hydrolysée avant que l e  processus d'allongement de l a  chaîne s o i t  terminé. 

Cet te  hypothèse peut également exp l iquer  comment un mRNA par- 

- t i c u L i e r  peut ê i - re  " cho is i "  pour ê t r e  t r a d u i t  par l e s  ribosomes l i é s .  Le 

mécanisme d ' i n d u c t i o n  de l a  t r a d u c t i o n  s e r a i t  ident ique pour tous Les 

mRNAs, qu ' i 1  s  possèdent ou rion La séquence "s i gna 1". Le r i  bosorne i nductnu r , 
L ib re  dans Le cytopl,asme, p o u r r c i t  s 'associer  aux membranes dèç que l a  



chaîne naissante, porteuse de sa séquence hydrophobe, émerge suffisa:nment 

du ribosome. Si La sequence a d d i t i o n n e l l e  es t  absente, l 'at tachement du 

ribosorne à l a  membr-ane ne se p r o d u i t  pas. Toutefo is ,  l a  présence da La 

séquence "s ignal" ,  b ien  que n icessa i re ,  n 'es t  pas ob l iga to i rement  suf- 

- f i s a n t e  pour ossurer i ' a s s o c i a t i o n  du ribosome à t a  membrane. Quand i e  

nombre de s i  t e s  récepteurs présents sur l e s  membranes devient  uri fac teur  

l i m i t a n t ,  l a  t raduc t ion  des mRNHs contenant La séquence "s igna l "  peut 

s ' e f f e c t u e r  par des ribosomes Libres. 

Les s p & c i f i c i t & s  d e  s y n t h è s e  

Dans un c e r t a i n  nombre de s i t u a t i o n s  déterminées, L'ensemble 

des propos i t ions  rassemblées dans L1hypoth&se du "s igna l "  permet de mieux 

i n t e r p r é t e r  l es  d i f f é rences  fonc t i onne l l es  mises en évidence e n t r e  poly-  

-somes L ibres  e t  Liés. A ins i ,  on peut observer fréquemment qu'une p r o t 6 i n e  

donnée n 'es t  pas exclusivement synthét isée par Les polysomes l i é s ,  mais 

qu'une p a r t i e  de La synthèse ( 5  à 25%) e s t  e f fec tuée  par l es  polyson!es 

l i b r e s .  Si  La nature d'un mRNA donné n ' imp l ique pas obl igato i rement  sa 

t r a d u c t i o n  par l es  ribosomes associés aux membranes, l a  rniçe en évidence 

d 'un c e r t a i n  taux de synthèse de La p ro té ine  é tud iée par l es  polysomes 

l i b r e s  peut, hormis ce r ta ines  ra isons qui seront d i s c u ~ ~ é e s  p l u s   loi^, 

a v o i r  des causes physiologiques. 

Cependant, on peut égalemen-! consta ter  que cer ta ines  p ro té ines  

du cy toso l  sont synthét isées dans une p ropor t i on  re lat ivement élevée par 

l e s  ribosomes l i é s .  Te l  e s t  Le cas de l ' a r g i n a s e  (42) ou de La f e r r i f i n e  

(43-44) dont pratiquement La m o i t i é  de l a  synthèse s ' e f f e c t u e  sur l e  ré -  

- t i cu lum endoplasmique, des pro té ines  ribosomales de Levure (23) ou de 

La t u b u l i n e  du ce rve le t  de Rat (45) .  'Tel es t  encore Le cas de l a  sér ine  

dehydratase, enzyme hépatique so lub le  dont on peut i n d u i r e  La synthèse 

chez Le Rat e t  qui es t  p ré fé ren t ie l l emen t  syr i t l ié t isée par Les polyson~es 

Lié, (46) .  I l  conv iendra i t ,  sans aucun doute, de p réc i se r  l ' importance 

de d i f f é r e n t s  fac teurs  méthodologiques pour f a c i l i t e r  l ' i n t e r p r é t a t i o n  

de ces r é s u l t a t s .  Mais i l  demeure que ces de rn ie rs  pour ra ien t  t r a d u i r e  

l ' e x i s t e n c e  de mécanismes encore mal connus. 

Les données acquises sur l a  bioçynth&se des pro té ines  nicrnbra- 

-nai res sont également t r è s  fragmentaires. L 'étude du métabolisme des 

pro té ines  cons-iitutives des membranes du ré t i cu lum endcplasmique chez Le 



Rat supporte l ' i d é e  que La composition enzymatique de l a  membrane est dans 

un é ta t  de renouvellement constant, e t  que des protéines peuvent ê t r e  

f ixées e t  détachées de La membrane préexistante (47, 48). Quelques travaux 

semblent indiquer d 'aut re  par t  que Les poLysomes Liés pourraient  jouer un 

r ô l e  important dans La formation des niembranes du ré t icu lum endoplasmique 

(49-51). On peut tou te fo is  remarquer que Les protéines membranaires peuvent, 

t r ès  schématiquement, ê t r e  "classées" en t r o i s  groupes, selon Leur loca- 

-L isat ion par rapport aux couches Lipidiques. On peut a i n s i  d is t inguer  des 

protéines " intr insèques", inserées de manière transverse ou à une profon- 

-deur va r iab le  dans les  membranes, des protéines situées à La face interne 

des vésicules, e t  des protéines de surface, exposées vers Le cytoplasme. 

IL n 'est  pas inconcevable que les  protéines périphériques puissent ê t r e  

synthétisées par les  polysomes Libres, e t  s 'associer ensu i te  aux membranes. 

Un t r a v a i t  de LODISH e t  SMALL montre qu'un t e l  processus peut e x i s t e r  dans 

les  ré t i cu tocy tes  (52). E t ,  comme l ' i n d i q u a i t  BLOBEL en tentant  d ' é l a r g i r  

l a  s i g n i f i c a t i o n  bio logique de L'hypothèse du "s ignal"  ( 5 3 ) ,  Le mécanisme 

de décharge v e c t o r i e l l e  des chaînes néosynthétisées au niveau du ré t i c c -  

-1um endop lasnii que pourrai  t ê t re ,  d 'au t re  par t ,  responsable de L ' i risert ion 

de l a  p lupar t  des protéines qua l i f i ées  d' ' ' intr insèques" a i ns i  que des 

protéines loca l isées sur La face in terne des membranes. 

I l  n 'es t  pas i n t e r d i t  de penser que l a  synthèse de certa ines 

protéines membranaires pourra i t ,  par voie de conséquence, i n t r odu i re  un 

degré d'hétérogénéité dans La nature des in teract ions des polysomes aux 

membranes. Cette idée demeure purement spéculat ive, mais a lo rs  même que 

semble se préc iser  not re  connaissance des associat ions des polysomes aux 

membranes, aucune donnée expérimentale ne peut encore l 'exc lure .  

Les  l i a i s o n s  des po lysomes aux  membranes 

Dans l e  modèle d 'associat ion des polysornes aux membranes qui 

est  présenté dans l a  f i gu re  1, pour les  cel luLes secrétr ices,  e t  en par- 

- t i cuL ie r  pour l 'hépatocyte de Rat, La s t ruc tu re  poLysomaLe i n t e r a g i t  

avec La membrane par l ' i n t e rméd ia i r e  des grandes sous-unités ribosornales, 

e t  des chaînes peptidiques naissantes en progression vers l e  lumen. Ces 

dernieres renforcent La Liaison du ribosome avec l a  membrane au f u r  e t  à 

mesure de Leur croisçance, en provoquant un ancrage de p lus  en p lus  rés is-  

-tant. 



L ~ é c e D t e u r  du  r ibosome 

5'3- 

Sequence 'verrou '' 

F I G U R E  1 : ~ e p r é s e n t a t i o n  des modèles ayant été proposés pour 

décrire différents types d'associations des polyso- 

-mes aux membranes dans les cellules eucaryotes 

Le modble 1, représente  un type d ' asscc ia t ion  à fonc t ion  s ~ c r é t r i c e .  Le sch6ina 11, a  é t é  proposé par 
MECHLER e t  V A Ç Ç A L I  (55) pour i n t e r p r é t e r  l e s  r é s u l t a t s  obtenus pour l e s  c e l l u l e s  myelomat~euses de Souris.  
Le schéma 1, prosente l 'ensemble des i n t e r a c t i o n s  ribosomes-memSranes qui pourraient  r é s u l t e r  de l a  bio- 
-syrithèse d'une protéine in t r insèque  or ien tée  tranbversaleiiient (53). La ficjure l d  pour ra i t  correspondre 
à l ' a s s o c i a t i o n  polysomos-mcfiibraneç daris l e s  c e l l u l e s  ncin s e c r é t r i c e s  (59). Dans l e s  modèles l a  e t  l b ,  
l a  chaine naisçanLe e s t  - cornme en lc - supposée s ' i n t r o d u i r e  dans l a  ntembra~e par l'intermédiaire a 'une 
séquence s i g n a l ,  qui e s t  hyorolysée avant  que l a  l e c t u r e  du rnRI\IA ne s o i t  terminée, mais ces é tapes  ne 
sont pas f igurkes  sur  l e  schéma. 



Les ribosomes dont La chaîne naissante ne possède pas une lon- 

-gueur su f f i san te  peuvent ne pas i n te rag i r  directement avec La membrane. 

ILS ne sont a lo rs  r e l i é s  à ce l l e - c i  que par L ' in termédia i re  du mRNA e t  des 

ribosomes déjà ancrés sur l a  membrane. Cette s i t u a t i o n  (F ig . lb)  a é té  

d é c r i t e  pour Les c e l l u l e s  de myelome de Souris par MECHLER e t  VASSAL1 

(54, 55) : Les ribosonies détachabLes par 1 'ac t ion  ménagée de La RNase 

por tent  des chaines protéiques naissantes d'une longueur 2 à 3 f o i s  in-  

- fé r ieu re  à ce l l es  des ribosomes restant  l i é s .  Le schéma 1, dér ive essen- 

-tieLlement des travaux réa l i sés  par SABATINI e t  son équipe sur des pré- 

-paraf ions dans lesquekles L ' i n t é g r i t é  du mRNA n ' é t a i t  pas respectée ( 5 6 ) .  

IL t i e n t  compte également du f a i t  que les  sous-unités 605 peuvent se f i x e r  

i n  v i t r o  sur des membranes dégranulées. Ces données sont insuf f isantes -- 
pour exc lure  La p o s s i b i l i t é  que dans l 'hépatocyte de Rat, 1 ou 2 ribosomes 

s i tués  du côté 5' du mRNA soient, comme dans l e  cas des celLules de my- 

-etorne, Liés de façon i nd i r ec te  ( v o i r  ref.57, 58). 

D'une manière identique, e t  comme nous L'avons mentionné p lus  

haut, il n'es1 pas inconcevable que d 'autres types d ' in te rôc t ions  des 

polysomes aux membranes puissent r6suLter de La synthèse de protéines 

par t i cu t iè res .  BLOBEL proposait notamment Le schénia 1, comme modèle de 

biosynthèse d'une proté ine membranai re  " intr insèque" or ientée t ransversa- 

-1ement. ALors que Les ribosomes s i tués du côté 5 '  sont Liés aux membranes 

comme dans Les modèles précédents, les  ribosomes terrriinanf- La lec tu re  du 

mRNA ne sont p lus  r e l i é s  à La membrane que par L ' intermédiaire de l a  chaine 

pept id ique e t  du RNA messager. Ceci implique évidemment l 'ex is tence d'un 

mécanisme de blocage de La chaîne pept id ique e t  de rupture de l ' a ssoc ia t i on  

sous-unité 60s - membrane. 

La f i gu re  ld a é t é  proposée par TATA (59)  pour expl iquer ce:- 

- ta ins  résu l t a t s  obtenus pour des t issus non secréteurs. La s t ruc tu re  

polysomale n 'est  l i é e  aux membranes que par L ' intermédiaire des grandes 

sous-unités, e t  l es  chaînes naissantes sont supposées c r o î t r e  sur La mem- 

-brane sans s ' y  associer fortement, avant d ' ê t r e  déchargées vers Le cyto- 

-pLasme. L'existence d'un t e l  modèle demeure t r è s  d i f f i c i l e  à prouver 

expérimentalement. 

La p o s s i b i l i t é  d'une associat ion de l ' e x t r ém i té  3'OH du mRNA 

à La membrane a é té  envisagée, sans recevoir  de conf i rmat ion expérimentale 

d é f i n i t i v e .  L 'ac t ion de La verrucarine, un i nh ib i t eu r  de L ' induct ion de La 

biosynthèse protéique, sur des f ib rob las tes  conduit à une dégrariulation des 



membranes, mais une quant i té  importante du RNA rapidement marqué demeure 

associée aux membranes (60). Cependant, dans l a  ma jo r i t é  des systèmes 

étudiés, une grande proport  ion du mRNA po ly  A+  est  détachée des membranes 

dans les  condi t ions ioniques permettant l a  d issoc ia t ion  de La s t ruc tu re  

potysomale (61, 62). Le RNA po ly  A +  res tan i  semble associé aux membranes, 

mais ceci n 'est  souvent qu'une in te rp re ta t ion .  L'étude ef fectuée par HARRISON 

sur des c e l l u l e s  de myelome, montre que Ce mRNA des immunoglobulines (carac- 

- t é r i s&  par son p rodu i t )  est détaché des membranes après traitement par l e  

K C l  e t  La puromycine (63).  En tou te  hypothèse, Le f a i t  que Les deux caté- 

-gories de polysomes possèdent des RNA messagers po ly  A +  suggere que l e  çey- 

-ment nucléase - rés is fan t  n 'est  pas seul responsable de L 'associat ion mRNA - 

membrane, s i  e l l e  ex is te .  

* Le r ô l e  exact de l a  membrane dans les  associat ions polysomes- 

membranes demeure assez obscur. L 'existence, sur Les membranes du ré1 i CU lum 

endoplasmique, de s i t e s  récepteurs pour les  ribosomes est  depuis l~ngtemps 

postulée, e t  des expériences de recons t i tu t ion  -- i n  v i t r o  ont moritré que Les 

membranes granulai res pouvaient f i x e r  des ribosomes après détachement des 

ribosomes préexistants, e t  avec une mei l leure e f f i c a c i t é  que des membranes 

agranulaires t r a i t ées  de manière identique (22). Les ten ta t i ves  les  p ius  

récentes de carac té r i sa t ion  de l a  (des) p ro té ine  (SI pouvant ê t r e  impl i -  

-quée (SI dans Le s i t e  récepteur émanent du groupe de SABATINI  ( 6 & ,  65). 

Deux protéiries, appelées ribophoriries 1 e t  II (P.M. 65 000 e t  63 000) 

présentes dans Le rét iculum granulaire, mais absentes dans Le ré t icu lum 

l i sse ,  peuvent ê t r e  pontées au ribosome par l a  glutaraldéhyde ou l e  

methyl 4-mercapto butyrini idate. D'autres travaux ont  également envisagé l a  

p o s s i b i l i t é  que p lus ieurs  molécules de cytochrome P450 pourraient  const i -  

- tuer l e  s i t e  récepteur de cer ta ins  ribosomes (66, 67), sans ob ten i r  toute-  

- f o i s  de démonstration d é f i n i t i v e .  - 

C o m p a r t i m e n t a t i o n  c e l l u l a i r e  de  l a  b i o s y n t h è s e  p r o t é i q u e  

L'ensemble des questions r e l a t i v e s  à La s i g n i f i c a t i o n  b io tog i -  

-que du réticu!um endoplasmique, peut ê t r e  abordé sous l ' ang le  de l a  corn- 

-part imentat ion c e l l u l a i r e  de l a  biosynthèse protéique. Ainsi,  on peut 

considérer que Le r ô l e  du ré t icu lum endcplasmique est  de compartimenter Les 

protéines destinées à ê t r e  secrétées, en 1es.concentrant à l ' i n t é r i e u r  des 

vésicules intermembranairss. Ce concept peut ê t r e  étendu aux protéines 

devant subir  des ~ o d i f i c a t i o n s  post- t raduct ionnel les de toute nature 



(protéolyse, g lycosylat ion,  formation de ponts d i su l f u re ,  etc...). Ceci ne 

pou r ra i t  ê t r e  qu'une question de mots, s '  i L ne s 'ag issa i t  &galemen+ de con-- 

-s idérer que La synthèse d'une proté ine donnée, ou d'une classe de proté- 

- ines donnée, n'est pas d is t r ibuée  de façon uniforme dons La c e l l u l e .  Les 

d i f f é r e n t s  aspects du r ô l e  du rét iculum endoplôsmique dans La compartimen- 

- t a t i o n  c e l l u l a i r e  ont  é té  discutés en d é t a i l  dans une revue générale de 

SHORE e t  TATA (68) ,  reprenant en p a r t i e  La suggestion antér ieure que l ' une  

des fonct ions des associat ions polysomes-membranes s e r a i t  de permettre une 

d i s t r i b u t i o n  topographique de d i f f é ren tes  populat ions de polysomes synihé-- 

-t i sant d i  f ferentes classes de protéines ( 5 9 ) .  A 1 'heure actuel  le,  t 'une 

des ind icat ions Les p lus  tangibles de L'existence d'une t e l l e  cornpartimen- 

- t a t i o n  c e l l u l a i r e  es t  due à ces mêmes auteurs (69).  La synthèse des pro- 

- té ines mitochondriales est r é p a r t i e  de façon d i f f é r e n t e  dans deux frac- 

- t ions de rét iculum endoptasmique isolées du f o i e  de Ra+. Nous présenterons 

dans ce mémoire d'autres données expérimentales concernant l a  biosynthèse 

de l'ct-L fucosidase pouvant conduire à La même conclusion ( v o i r  p.93) 



C H A P I T R E  1 

L E  RETILULUM ENDOPLASMIQUE GRAI IULA IRE  

Di L ' H E P A T O C Y T E  D E  RAT : 

PROBLÈMES D' ISOLEMENT ET DE P U R I F I C A T I O N  



P L A N C H E  1 : O b s e r v a t i o n  e n  m i c r o s c o p i e  é l e c t r o n i q u e  du  t i s s u  

h é p a t i q u e  (observa t ion  de 3 .  F. DUBREMETZ) 

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



De L'ensemble des données exposées dans Le chap i t re  précédent, 

i l  ressort  que l ' é tude  du rét iculum endoplasmique en tant  qu'organite m u l t i -  

- fonct ionnel  ne saura i t  ê t r e  menée à b ien en chois issant comme modèle un 

type c e l l u l a i r e  dont L ' a c t i v i t é  de biosynthèse protéique est  essentieLlerne~S 

or ientée vers La secrét ion. De même, L'étude d'une c e l l u l e  non secré t r i ce  

tendra i t  t r ès  probablement à montrer une aut re  image, également res t re in te ,  

du r ô l e  du rét iculum endoplasmique. Dès lors ,  une c e l l u l e  à p o t e n t i a l i t é s  

mu l t ip les  semble ê t r e  un maté r ie l  p lus adapté. L'hépatocyte représente Le 

cas typique d'une c e l l u l e  dont L ' a c t i v i t é  métabolique intense assure Leç 

fonct ions Les p lus  diverses. Maiç, en contre pa r t i e ,  l 'é tude d'une c e l l u l e  

complexe où La ma jo r i té  des organi tes c e l l u l a i r e s  sont représentés pose des 

problèmes méthodologiques accrus. 

A- ISOLEMENT DU RETICULUM ENDOPLASMIQUE 

Dans l e  cas p a r t i c u l i e r  de L'hépatocyte de Rat, l ' iso lement 

d'un échan t i l l on  représentat i f  de rét iculum granula i re  p u r i f i é  se révè le  

ê t r e  une d i f f i c u l t é  apparemment insurmontable, l o r s q u ' i l  s ' ag i t  d 'é tud ier  

L 'appare i l  de biosynthèse protéique associé aux membranes. D'un po in t  de 

vue purement théorique, une méthode de préparat ion idéale des polysomes 

l i b r e s  e t  l i é s  au ré t icu lum endoplasmique devra i t  en e f f e t  répondre aux 

exigences suivantes : 

a )  Isolement quanti tat i f  des membranes d u  réticulum endoplas- 

-mique sans cha~lgements notables d e  structure, n i  d 'ac t i -  

-vi té .  

b )  Obtention quantitative des ribosomes e t  po7ysomes l ibres  e t  
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F I G U R E  2 : F a c t e u r s  i n f l u e n ç a n t  l e  r e n d e m e n t  e n  r é t i c u l u m  g r a n u -  

- 1 a i r e  e t  s o n  i n t é g r i t é  l o r s  d ' u n  f r a c t j o n n e m e n t  c e l -  

Les flèches interrompues traduisent des relations dépendantes 
du terlps. 

Une p r é p a r a t i o n  d e  r6ticuliini   ri do plasmique d e s t i n d e  à 146t;iide de  l a  f o n c t i o n  d e s  a s s o c i a t i o r i s  polysornes- 
~ c m b r a n c s  petit ê t r e  juijée s e l o n  q u a t r e  c r i t è r e s  p r inc ipaux  : rendcicent en  nen:branes g r a n u l a i r e s ,  i n t é -  
- q r i t 6  du ERNA, des  a s s o c i a t i o n s  polysonies-nembranrs, t a u x  de contaminat ion  r éc ip roque  e n t r e  l e s  d i f f e -  
- r e n t e s  c a t é g o r i e s  de polyson:es. Les f o r c e s  de c i s a i l l e m e n t ,  provoquant l a  i r aga i en tz t ion  du r é t i c u l c ~ ,  
f a i ~ o r i s e n t  soi] i so l emen t ,  mais peuvent a i i s s i ,  en rompant t l i ô u t r e s  o r y a n i t e s ,  l i b é r e r  d e s  a c t i v i t é s  
nüc l éas iqueç  n u i s a n t  à l ' i n t é g r i t é  du mRSA, doric d e s  a - , soc i a t i c i i s  po1yso:r.e~-membranlç. En présence  d e s  
i o n s  n b c e s s a i r e ç  B l a  p ré se rva l i c r l  de  l a  s t r u c t u z e  polyso:iiale, l e s  i n t e r a c t i o n s  e x i s t a n t  e n t r e  l e s  orga-  
- n i t e s  - q u i  tenderit  à r é d u i r e  1% 1-encirsicnt e n  r é t i cu lum grûii:ilaire p u r i f i 6  - s e  t r o u v e n t  f a v o r i s d r s .  
Les f o r c e s  de centri-rugatioi-i u t i l i s é e s  peuLicnt dgn lenen t ,  dans  c e r t a i n s  c a s ,  p r o d u i r e  m e  a g r é g a t i o n  d e s  
o r g a n i t e s  et/o?r n u i r e  à l ' i n t é g r i t é  d e s  a s s o c i a t i o n s  ribosoniro-mecbranes, p a r  elieç-mêmes, oi! par  l a  
p r e s ç i o n  hydros t a t i q i i z  (70) qu ' e l 1 . s ~  e n p i i d ï e n t .  



liés, sans dégradation du mRNA, sans contaminations croisées, 

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

polysomes aux membranes. 

Ces d i f f é r e n t s  c r i t è r e s  sont l o i n  d 'ê t re  s a t i s f a i t s  simultanément à l ' heure  

actuel le,  e t  l a  f i g u r e  2 tente  d'en expl iquer, de manière schematique, les  

ra iso r~s  pr inc ipa les.  

Dès 1950-55, Les travaux concernant l e  fractionnement ce t l u -  

-1aire de l 'hépatocyte de Rat par cen t r i f uga t i on  d i f f é r e n t i e l l e  r e j e ta i en t  

l a  p o s s i b i l i t é  d ' i n t r odu i re  des ions dans Le m i l i eu  d'homcgénéisation, car 

ceux-ci, "agglut inant"  Les organites, rendaient vaine, ou défavor isaient  

beaucoup, toute  t e n t a t i v e  de séparation ( v o i r  ref.71). Ceci expl ique (en 
part ie:x* 1 pourquoi des so lu t ions de saccharose exemptes d'ions, ou t r è s  

légèrement tamponnées, sont u t i l i s é e s  dans l a  p lupar t  des travaux néces- 

- s i t an t  un fractionnement c e l l u l a i r e .  L 'add i t i on  d'agents chélateurs es: 

d ' a i l l e u r s  t rès  fréquemment prat iquée Lorsqu ' i l  s ' a g i t  de préparer des 

f rac t ions  mitochondriales. 

L'hétérogénéité en t a i l t e  des fragments de réticulurn endoptas- 

-mique présents dans l'homogénat const i tue également un obstacle à Leur 

obtent ion quan t i t a t i ve  par cen t r i fuga t ion  d i f f é r e n t i e l l e .  Ainsi ,  dans l e  

fractionnement c lass i  que de DE DUVE (1955) ( 7 2 ) ,  encore u t  i 1  i çé  à 1  'heure 

ac tue l l e  ( v o i r  AMAR-COSTESEC -- e t  a l ,  ref.731, l a  quant i té  de rét iculum 

endoplasmique i s o l é  djpend beaucoup de l ' i n t e n s i t é  des forces de c i s a i l - -  

-1ement appliquées au matér ie l  c e l l u l a i r e ,  car ce l les -c i  doivent provoquer 

une fragmentation su f f i san te  du rét iculum endoplasmique pour q u ' i l  s o i t  

séparable des autres organi tes  (noyaux, mitochonaries, Lysosomes, peroxy- 

-somes). D'un point  de vue enzymatique, l a  pureté des membranes isolées 

dépendra également ( hormis l es  condi t ions exactes de cen t r i fuga t ion )  de 

l ' i n t e n s i t é  des honog6néiçations répétées, car i l  faut  se garder autant 

que possib!e de provoquer La rupture d 'autres organi tes ; et,  s i  l ' o n  con- 

-s i dère que les  procédés d ' homogénéi sat ion manquent de bases t héor i ques, 

l a  s u b j e c t i v i t é  de ce genre de manipulat ion apparaît évidente. 

**  La présence d'ions est égaTement s~üvent consid6rée corne gênante lors 
de 2a déterminaticn des activités d'enzymes wmarqueursn. 



TABLEAU 1 

C o m p a r a i s o n  d e s  r e n d e m e n t s  e n  r 6 t l c u l u m  e n d o p l a s m i q u e  

o b t e n u s  e n  absence  d ' i o n s  p a r  ADELMAN -. e t  -- a l  ( 7 5 )  ( A )  e t  

AMAR-CGSPEÇEC -- e t  - a l  ( 7 3 )  ( 6 )  

Dsns l a  méthode dfAUELP;HN fi &, ( A )  l e  SPM e s t  f rac t ionné  par cr7riti-iîugation sur  gradient  discontinu de 
:;ac.cii:lrose pour obtenir  l e s  f1,3ctionr: de iniembranes l i s s e s ,  granulaires ,  e t  de polysomes l i b r e s .  Nous avons 
adtlitioiiné l e s  valeurs cnrresliondant aux rnen:branes granulaires 11 c e l l c s  obtenues pour l e s  ir~crnbrônes agra- 
-riulâires (ce l les -c i  rcpr6sc;,tcnf- 5% du R N A  t o t a l )  pour que l a  co!;iparaison dns rendenlents des deux rnétho- 
-des s o i t  plus  a i s & .  I l  demiure cependant que l a  f r a c t i o n  "rnicrosor~isle" obtenue par centrifcigation ciif- 
-îéi-critiel..ie p3r AFiAii-COÇltISEC & 2 (B) cont ien t  une partj.e des polysomes l i b r c s ,  l e  r e s t e  é tan t  retrouvé 
dar,r, l e  sur:?agzaiit. Ûaris l e  cas de l a  référeince 75 ( A )  ,. l e s  dnnri6es sont  c:~lculées en % de l a  ço;nrne des 
vôleurs trriuvées dzns l e s  dif ' fsrentes  f r a c t i c n s ,  t and is  qu'en 0 ,  l e s  pourcentages sorit exprj.ii16s par rap- 
-part  3 l a  somme des 2 preniières f r a c t i o n s  (Noyaux e t  surnageant post-nucleairc).  La cytochrooio oxydase 
e s t  un cnzymc "niarc-,ucurl' de l a  riiembrane i n t e r n e  des mitochondries. 

FRACTION 
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Dans un fractionnement de ce type, Les c r i t è r e s  à ' i n t é g r i t é  du 

mRNA, donc des assoc ia t ions  potysomes-membranes (peut  ê t r e  même de ce r ta ines  

associat ions ribosomes-membrsnss), e t  d ' a c t i v i t é  biokogique ( c ' e s t  à d i r q  

capac i té  pour Les ribosomes à t r a d u i r e  un polynucLéotide n a t u r e i  ou syntné- 

- t i que  -- i n  v i t r o )  sont peu s a t i s f a i t s .  La nécessi té d ' i n t r o d u i r e  des ca t ions  

mono e t  d i v a l e n t s  dans Le m i l i e u  d'homogénéisation pour préserver  l a  s t ruc -  

- t u r e  e t  L ' a c t i v i t é  b io log ique  des poLysomes es t  une c o n t r a i n t e  supplémen- 

- t a i r e  qui v i e n t  r e s t r e i n d r e  encore l a  p o s s i b i l i t é  d ' i s o l e r  une p ropo r t i on  

s a t i s f a i s a n t e  de ré t i cu lum endoplasmique. A ins i ,  dès 1967, BLOBEL e t  

POTTER avaient montré qu'en présence des ions nécessaires à La préserva t ion  

de La s t r u c t u r e  des poLysomes, La q u a n t i t é  maximale de réticuLum endoplas- 

-mique g r a n u l a i r e  que L'on peut fragmenter par homogénéisation (sans se 

soucier de L ' i n t é g r i t é  des autres o rgan i tes )  e t  i s o l e r  dans un surnageant 

post-mitochondriat,  n'excède pas 50% (74) .  

A t t r i b u a n t  i n i t i a l emen t  L1 imposs ib iL i t é  d 'ob ten i r  de façon 

q u a n t i t a t i v e  Le ré t i cu lum endoptasmique à La présence des ions, d'cne p a r t ,  

e t  à une cosédimentat icn de L'ergastoplasme avec Les noyaux d ' a u t r e  pa r t ,  

ADELMAN -- e t  d l  ont  é tud ié  d 'au t res  p o s s i b i l i t é s  d ' i s o l e r  l e  ré t i cu lum granu- 

- l a i r e ,  cho is issant  de s a c r i f i e r  l ' a c t i v i t é  b io log ique au p r o f i t  du rende- 

-ment ( 7 5 ) .  Le schema de fractionnement proposé cons is te  2 préparer,  en 

absence d ' i ons  e t  en saccharose 1,6M, un surnageant post-nucléai re qui es t  

ensu i te  d i l u é  pour permet t re La sédimentat ion des mitochondries. La quant i -  

- t é  de RNA L i é  aux membranes du surnageant post-mitochondrial  demeure 

cependant vo i s ine  de c e t t e  i so lée  par La méthode cLassique des cen t r i f uga -  

- t i ons  d i f f é r e n t i e l l e s  successives ( v o i r  Tableau 1 ) .  Ces auteurs exp l iquent  

ce t  échec p a r t i e l  par L 'ex is tence d ' i n t e r a c t i o n s  t r è s  f o r t e s  e n t r e  l e  r é t i -  

-cuLum endoplasmique e t  l es  mitochondries. Une contaminat ion des membranes 

par des peroxysomes, e t  l 'éc latement  d'une p ropo r t i on  notable de Lysosomes 

(consécut i f  au choc hypotonique) cons t i t uen t  deux défauts majeurs de c e t t e  

méthode. Les ribosomes i so lés  possèdent en o u t r e  une f a i b l e  a c t i v i t é  b io -  

-Logique - i n  -7 v i t r o  e t  L ' i n t é g r i t é  du mRNA n ' e s t  pas respectée. Toutefo is ,  

Le p r i n c i p a l  i n t é r ê t  de c e t t e  méthode e s t  q u ' e l l e  permet de f rac t i onne r  une 

quan t i t é  assez importante de t i s s u .  L ' e s s e n t i e l  des connaissances acquises 

sur La nature des associat ions ribosomes-membranes dans L'hépatocyte de Rat 

dé r i ve  d r a i l l e t i r s  des travaux e f fec tués  sur des p r é p a r a t i c ~ s  d r  ce type. 

L'ensemble de ces considérat ions exp l ique pourquoi l a  m a j o r i t é  

des travaux se rapportant  à La fonc t i on  des i n te rac t i ons  polysomes- 



P L A N C H E  I I  : D i f f é r e n t s  a s p e c t s  d e  l a  p r o x i m i t é  t o p o g r a p h i q u e  

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

/i. l l h é p a t o c y t e  i n t a c t  ( o b s e r v a t i o n  d e  3 .  F. DUBREMETZ) 
i 

't, , t  L f f  



membranes ont  concerné La f r a c t i o n  mineure de rét iculum endoptasmique 

(5  à 25% du RNA c e l l u l a i r e ,  s o i t  en moyenne 1/5 du ré t icu lum granula i re)  

obtenue dans un surnageant post-mitochondrial préparé en présence d' ions. 

La possib i  1 i t é  qu'une t e l l e  f r a c t i o n  ne const i tue pas un échant i l l o n  sta- 

-t ist iquement représentat i f  du réticuLum de La c e l l u l e  ( c ' es t  à d i r e  ne 

résu l te  pas uniquement d'une fragmentation "au hasard" du ré t icu lum) a é té  

quelquefois évoquée dans l a  L i t t é ra tu re ,  mais assez rarement p r i s e  en cori- 

-s idérat ion jusqu'à ces dernières années Lors de l ' i n t e r p r é t a t i o n  de 

résu l ta ts  concernant La synthèse p r é f é r e n t i e l l e  par un type de polysomes 

d'une p ro té ine  donnée. Cette incer t i l ude ,  mais aussi des considérat ions 

purement prat iques ( f a i b l e s  quant i tés  de rét iculum iso lées)  sont à l ' o r i -  

-gine des méthodes dans Lesquelles L'homogénat est délibér6ment cen t r i fugé  

à haute v i tesse,  conduisant à La sédimentation de l a  presque t o t a l i t é  du 

rét iculum endoplasmique avec Les organi tes de t a i l l e  importante, tandis que 

l e  surnageant const i tue l a  source de polysomes 1 i bres (24, 34, 7'6, 7 7 ) .  

Sans évoquer i c i  l e  problème des taux rée ls  de contamination réciproque des 

deux f r ac t i ons  polysomales isolées, n i  ce l u i  de L ' in tégr iSé des mRNAs des 

deux f rac t ions ,  on peut remarquer que l e  traitement par des détergents de 

f rac t ions  de rét iculum endoplasmique contaminées par dfauPres organites, 

en permettant L'isolement des polysomes Liés, const i tue un moyen de résou- 

-dre en p a r t i e  les  d i f f i c u l t é s  rencontrées pour f rac t ionner  l 'hépatocyfe, 

car une étude plus rigoureuse des s p é c i f i c i t é s  de synthèse par d i f f é r e n t s  

types de polysomes de classes de protéines données devient a lo rs  possible. 

En 1973, LEWIS e t  TATA montrent que l e  ré t icu lum sédimentsnt 

à basse v i tesse est  cons t i i ué  principalement d'empilements de membranes 

granuLait-es, rés is tan ts  à L'homogénéisation, se dist inguant a i ns i  du r é t i -  

-culum endoplasmique vés icu l isé  que L'on peut obten i r  dans l e  surnageant 

post-mitochondrial (78) .  Ces observations sont complétées en 1978 par 

SHORE e t  TATA qui montrent que des condi t ions t r ès  drast iques (incompati- 

-bLes avec La préservat ion de l a  s t ruc tu re  du rét iculum endoplasmique) 

doivent ê t r e  employées pour rompre les  associat ions réticulum-mitochondries 

( 7 9 ) .  Ces auteurs ont proposé un schéma de fractionnement permettant d ' i so -  

-1er les  polysomes l i b r e s  e t  Liés, dont nous avons eu connaissance a lo rs  

que nous terminions La v ise  au po in t  de quelques unes des techniques que 

nous décr i rons dans Le châpi t re  III. Nous avons conçu l e  fractionnement 

c e l l u l a i r e  d'une manière un peu d i f f é ren ie ,  aussi entreprendrons-nous, 

chaque f o i s  q u ' i l  sera possible, une comparaison des résu l t a t s  obtenus. 
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FIGURE 3 : Diagramme des étapes caractérisant quatre procédés 

ayant été utilisés par d i f f é r e n t s  auteurs pour isoler 

les polysomes libres et l i é s  
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L t L i t  0 AbréUi.ationç : Li' : 1. ip ides  ; N, C ,  M : s6dimerit de  r~oyaux,  d é b r i s  c e l l u l a i r e s  e t  mi tochondr i e s  ; 

Mit : microsornes ; 1.;5 : i.:.riibranes g r a n u l a i r e s  e t  a g r a n u l n i r e s  ; i:b.ii : membranes l i s s e s  ; blb.gï : cc::n- 
-branes  gre:rulairt .s  ; Cyr. : c y t o ç o l  ; L : F r a c t i o n  d l i r l h ib i t e i : î  de  RSase ; F : polysocies e t  ribosoifieû ; 
d : d é t e r g e n t  ; s a c  : saccharose .  



B- SEPARATION DES POLYSOMES LIBRES ET LIES DU SURNAGEANT 
POST-MI TOCHONDR 1 AL 

1°- C e n t r i f u g a t i o n  s u r  g r a d i e n t  d i s c o n t i n u  de  

s a c c h a r o s e  

Si l ' iso lement d'un échan t i l l on  représentat i f  de rét iculum 

endoplasmique granula i re  p u r i f i é  demeure problématique, l a  séparation des 

poLysomes Libres e t  des membranes d'un surnageant pst . -mi tochondr ia l  est  

l a  source d 'autres d i f f i c u l t é s  techniques qui,  à not re  sens, n'ont & té  

résolues que t rès  par t ie l lement ,  

Depuis 1964, c e t t e  séparation a é té  effectuée, Le p lus  souvent, 

sur des gradients d iscont inus de saccharose. Cependant, l a  pureté e t  l ' i n -  

- t é g r i t é  des f rac t ions obtenues peuvent var ier ,  dans une Large mesure, en 

fonct ion des condi t ions exactes u t i l i sées .  I l  es t  sans dou-te approprié 

d ' i l l u s t r e r  ce f a i t  en comparant d i f fé ren tes  var iantes méthodologiques, 

avant d'entreprendre une étude c r i t i q u e  succinte. 

a- Comparaison de quatre procédés de p u r i f i c a t i o n  des poiysomes 

Les étapes successives, caractér isant  quatre procédés d i f f é r e n f s  

ayant é té  u t i l i s é s  durant Les quinze dernières années, sont schématisées 

dans l a  f i gu re  3. La f i g u r e  4 montre les  r ésu l t a t s  de l 'ana lyse en gradient  

l i n é a i r e  de saccharose des f rac t ions  obtenues, Lorsque ces quatre rnéihodes 

sont appliquées à un surnageant post-mitochondriat unique. 

Selon l a  méthode A, L ' u l t r acen t r i f uga t i o r~  du surnageant post- 

mitochondriat conduit à La f r a c t i o n  microsomaLe. Cel le-c i ,  resuspendue dans 

l e  tampon d1homogén6isation, est  dépos6e sur du saccharose 2M, e t  donne, 

après une nouvel le cent r i fugat ion,  une interphase de membranes Lisses e t  

granulai res,  e t  un sédiment de poLysomes Libres. L' interphase, prélevée e t  

t r a i t é e  par un détergent, est  dkposée à nouveau sur du saccharose 2M, e t  

cent r i fugée pour obten i r  un sédiment de polysomes l i é s .  Ce protocole expé- 

-r imental a é t é  u t i l i s é  par de nombreux auteurs dont REOMAN e t  SAUATINI 

notamment (80). 

Dans l e  procédé B, l es  membranes Lisses sont séparées du r é t i -  

-cuLum endoplasmique granulai re,  au cours d'une cen t r i fuga t ion  du surnageant 

post-mitochondrial sur un coussin de saccharose 1,3M. Le cu lo t  de rét icutum 
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F I G U R E  4 : L ' l t r a c e r i t r i f u g a -  

1 1 1 1 - t i o n  e n  g r a d i e n t  l i n é a i r e  
d c  s a c c h a r o s e  d e s  f r a c t i o r i s  

r i h o s o m a l e s  ob t e r i u e s  s e l o n  

l e s  q u a t r e  p r o c é d é s  s c h & m a -  

ftixtom --tisés d a n s  l a  f i g u r e  3 

Toutes  l e s  s o l u t i o n s  con t i ennen t  T50K2jM5dl. 289 de  b roya t  s o n t  homogénéisés dans  140ml de  0 ,255 pa r  
8 a l l e r s - r e t o u r  de p i s t o n  ( 1  000t /~i r i )  dans  un homogénéisciir de  POTTER-ELVEHJCt4. Unc c e n t r i f u g a t i o n  de  
10nin à 9 OOOgâv condu i t  aii si.irnayeant pos t -mi tochor idr ia l  (SPM). 2x7ml s o n t  c c n t r i f u g é s  l h  à 105 03Ggnax 
en  r o t o r  40 (A) p u i s  4x1nl  s o n t  déposés  s u r  4ml de  1 , 3 5  e t  s o n t  c e n t r i f u g é s  2h30rnn à 105 OOOg,,,,, dans  l e  
meme r o t o r  ( B ) ,  15m1 de  ÇPPl son t  déposés  s u r  8ml de  1 ,385 e t  6ml de  25 (C) t a n d i s  qu 'une  a u t r e  f r a c t i o n  
a l i q u o t e  de  m E ~ e  volume e s t  déposée s u r  un g r a d i e n t  i d e n t i q u e ,  à c e c i  p r è s  que l e s  c o u s s i n s  de  saccha-  
- ro se  con t i enqen t  lpL/ril! d1une f r a c t i o n  d ' i n h i b i t e u r  de  RSase * (D). Les deux tubes  s o n t  c e n t r i f u g é s  2Gh 
à 113 OOOcjav dans l e  r o t o r  60 Ti.Les c u l o t s  de microso!ncs ( A )  s o n t  resuspendus  dans  15,5ml de  tampon. 
Les c u l o t s  do membranes g r a n u l a i r e s  e t  de  polysomes l i b r e s  (B) s o n t  rcsuspendus  dans 15,51111 du " ~ y t o k o l ' ~  
p r é l e v é  dans  l e s  4  t u b e s  ; 2x7,5ml d e  chaque suspensiori  s o n t  déposés  s u r  3,5ml de 25 e t  c e n t r i f u g é s  5h 
h 105 000gmaX dans l e  rot.or 40. Les i n t e r p h a s e s  de  membranes g r a n u l a i r e s  ob tenues  pour A e t  H s o n t  p ï é -  
-1eil i .e~ dans  un i.oliime cle 6ml. En A ,  on  a j o u t e  9ml de toinpon e t  1,5inl de  DOC à 11 p100. En B ,  on a j o u t e  
7,5ml du c y t o s o l  (pré le .vé  à l a  n c i t i é  s u p é r i e u r e  d e s  2  t u b e s ) ,  3,51111 di: tampon e t  1,5ml L:? !>OC à 
11 pl00.  Dans l e s  deux c a s ,  d e s  f r a c t i o n s  de  8ml s o n t  dépos6es s u r  3ml d e  25 e t  cen t r i fu -Ées  5h à 
105 000gmax dans l e  r o t o r  40. Les i r i t e rphases  a e  ré t ic i i lum g r a n u l a i r e  ob tenues  pour C e t  D s o n t  p r b l e b 6 e s  
dans  un vo1u.n~ de  Eml. En C, on a j o u t e  7ml de  c y t o s o l  9,75nil de  tainpon e t  2,75rnl de  DOC à 11 p103. En D ,  
on a j o u t e  00 p l  de l a  f r a c t i o n  d ' i n h i b i t e u r  de  RNase ', 16,75ir11 de  tampon e t  2,751n1 de DOC à 11 p103. 3 Dans l c s  d e a x c a s ,  27.1 ;ont deposés  s u r  hm1 d e  25 mais en  D, l e  25 c o n t i e n t  1 pl/ml d i i n i i i b i t e u r  Ce 

,> L .  

f RNass *. !.es t ubas  s o n t  c e n t r i f u g é s  511 à IO5 OOGg,,,x daris l e  r o t o r  60 l i .  Les cul.ots de  po1yson:cs r e s u s -  ! -pendus dans  l e  tariipcn son: ana lysos  eii gradient .  l i n é a i r e  10-50 p l00  d e  saccha rose .  
'.-* d~' '  



granula i re  e t  de polysomes l i b r e s  est  resuspendu dans l a  f r ac t i on  "cytosol" 

(prélevée au 1/3 superieur du tube) e t  déposé sur du saccharose 2M. La 

s u i t e  du protocole est  en tous po in ts  identique à c e l l e  de A, à ceci près 

qu'une nouvel le in t roduct ion de cy toso l  es t  prat iquée l o r s  du traitement 

des membranes par l e  détergent. Cette méthode a é té  employee par TATA (81 ) .  

Dans La méthode C, Les gradients d iscont inus sont c e t t e  f o i s  

corr~posés de saccharose 2M e t  1,38M, e t  l es  membranes granulai res sont pré- 

-Levees, après cent r i fugat ion,  à l ' in terphase in fé r ieu re .  Lâ s o l u b i l i s a t i o n  

des membranes par un détergent a Lieu en présence de cytosol ,  comme en B. 

Ce procédé, qui a é té  t r è s  fréquemment u t i l i s é ,  est  une forme mcdi f iée de 

c e l u i  d é c r i t  par BLOBEL e t  POTTER (74), qui comportait, à l ' o r i g i ne ,  

l ' i n t r o d u c t i o n  de saccharose 0,5M (au l i e u  de 1,38M) dans les  gradients 

discontinus. I l  est également possib le d 'a jouter  aux coussins de saccharose 

une f r a c t i o n  part ie l lement p u r i f i é e  de L ' i nh ib i t eu r  de RNase du cytosol .  

Cette var iânte  est  u t i l i s é e  en D. 

L'analyse en gradient l i n é a i r e  de saccharose (Fig.4) montre 

que l e  procédé A ne permet pas de préserver 1 ' i n t é g r i t é  du mRNA. Le pro- 

-cédé B t i e n t  compte de l a  présence d'une a c t i v i t é  RNasique associée aux 

membranes du rét iculum endoplasmique ; aussi l ' a d d i t i o n  de cy toso l  v ient-  

e l l e  res t re indre  La dégradation du mRNA (82,83, 84) -  On peut a t t r i b u e r  à 

l a  sédimentation des membranes, su i v i e  de leur  reçuspension, La dégrada- 

- t i o n  des polysomes en B qui n 'es t  pas observée en C. Le procédé C, 

toute fo is ,  conduit à l ' ob ten t ion  de polysomes moins lourds qu'en D, où l a  

r é p a r t i t i o n  dans l e  gradient des polysomes l i é s  se rapproche de c e l l e  des 

polysomes l i b res .  On peut est imer que l e  maximum du p r o f i l  d'absorbance 

correspond à des polysomes ayant 6-8 ribosomes par mRNh. 

On conçoit aisément que L'étude de préparations dans lesquel les 

l t i n t 6 g r i t é  du mRNA é t a i t  p lus  ou moins respectée, a i t  pu ê t r e  à L 'or ig ine 

de cer ta ines controverses du type de c e l l e  née de travaux ayant comparé 

L ' a c t i v i t é  de biosynthèse protéique i n  v i t r o  des deux catégories de poly- -- 
-somes (28-34). 11 est aussi trGs probable que d 'autres résu l t a t s  contra- 

- d i c t o i r es  soient - au moins en p a r t i e  - l e  r e f l e t  de taux var iables de 

contamination réciproque des deux classes de polysomes. Nous analyserons, 

dans Le paragraphe suivant, Les facteurs pouvant in f luencer  l a  pureté ou 

l a  sédimentation quan t i ta t i ve  des f rac t ions  polysonales. 



F r a c t i o n s  

F I G U R E  5 : I n f l u e n c e  d e  l a  c o r n p o s i t i o r i  d u  g r a d i e n t  d i s c o n t i n u  

d e  s a c c h a r o s e  s u r  l e  r e n d e i n e r t t  e n  p o l y s o r n e s  l i b r e s  

A -  C e n t r i . f u g a t i o n  du  SPts1 s u r  2s e t  0 , 5 S  

B-  C e n t r i f u g a t i o n  d u  SPI4 s u r  2 s  c t  1 , 3 S  

(Ko= monomère ) 

]:ml. d e  ÇPI.1 conteriaiif- 0,2ml d'crie suspension di? poiyscnes I ibie: :  (1 U A Z ~ I )  ; 6>:1~15r;~rn~t-1) son t  OEposOs 
s u r  e n  gradir i ; t  dis-or~Lii-ii: cc cc?cr:hsrcçc r:o:i;.osd <:? 6,"; dn 2'; c i  :!II_ d e  11,55 (.) oti 6ci; de 25 e t  E - 1  
de 1 ,35  (B ) .  Après u c , ~  cen\rifugzticin c!z 2Clii à 11  3 OUC;_i,,, I.cs sfidi:::ciiCç 6.t pc;lyscr~eç l i b r e s  ~ b t - P L S  
sont r-sljspendgç dcrir, (!,>:fil 6- i.5(;:(25i.:r> c i  O1h';ll. dt: c!l;;:;uî çi!r,pt?!-:sj.cri s s n t  66posCs sur  gradierit  l i a & -  
- a i r e  & sacckiarot:~ (1L!--53 pi(%) (Ç:. ' i iG T i ,  11C:rn, 35 l>i:Ut,'~i:i), Ces f iarl.icin.; Si: 0,3rnl sont  c o l l r c t 6 e s  ; 

abçorbance à 2LCIn::i e t  leu? rc13c-.:ictj.viié :;on: C-.::r~u~&l;. 



b- Sédimentation non quan t i t a t i ve  des polysomes l i b r e s  

a -  Rétention des polysomes Libres par Les membranes. 

Dans l a  methode o r i g i n a i e  de BLOBEL e t  POTTER (74), l e  surna- 

-geant post-mitochondrial é t a i t  deposé sur un gradient d iscont inu composé 

de saccharose 0,5M e t  2M. La f a i b l e  mo la r i té  en saccharose de l a  couche 

médiane défavor ise ta séparation, car dans ces condit ions, l'ensemble des 

membranes peut rapidement former une ba r r i è re  gênant La sédimentation des 

polysomes l i b res .  Les résu l ta ts  de La f i gu re  5 mettent en évidence ce phé- 

-nomene de re tent  ion e t  montrent égaiement que L 'augmentai ion de i a  con- 

-centrat ion en saccharose de l a  couche médiane f a c i l i t e  La sédimentation 

des polysomes l i b res .  I l  ne semble pas que ceci s o i t  uniquement La raison 

pour Laquelle, dans de nombreux travaux, l a  conceri+ration er: saccharose de 

l a  couche intermédiaire est  supérieure 2 1M. En e f f e t ,  l ' i n t r o d u c t i o n  de 

saccharose 1,3M-1,5M permet d 'obtenir  deux bandes membranaires d is t inc tes ,  

e t  de p u r i f i e r  l es  membranes dont La densi té est  La p lus  élevée. Cependant, 

de longues cen t r i fuga t ions  &tant  nécessaires pour avo i r  une sédimentatioii 

opt imale des polysomes l i b r e s  ( v o i r  paragraphe suivant) ,  une agrégation 

des membranes est  fréquemment observée. L'ampleur de l a  contamination ré- 

-sul tant  d'une ré ten t ion  de poLysomes l i b r e s  àans ces agrégats peut ê t r e  

variable, e t  augmente en fonct ion de l a  quant i té  de surnageant post- 

mitochondrial f ract ionnée ou de La ccncentrat ion en membranes de ce dernier  

(851, 

f i -  Sédimentation non quan t i t a t i ve  des polysomes Libres de 

p e t i t e  t a i l l e .  

La f i gu re  6 montre l e  r ésu l t a t  d'une cen t r i fuga t ion  sur gradient 
3 discont inu d'un surnageant post-mitochondrial (RNA H )  dans lequel un témoin 

interne de polysomes l i b r e s  p u r i f i é s  (RNA 14ç) a é1é i n t r odu i t .  On peut 

constater que même après une t r è s  Longue cen t r i fuga t ion  (20h, 157 OOOgav) 

i l  n 'es t  pas possib le d'observer de séparation ne t te  en t re  Les polysomes 

Libres e t  Les membranes. 

La f r a c t i o n  de pcLysomes Libres ne pouvant t raverser  complèie-- 

-mepl l a  couche de saccharose 2M a été, dans certa ines études, récupérée e t  

analysée indépendamment des polysomes sédimentés. Mais comme Le même ph&o=-- 

-mène ex i s te  lorsque l a  f r ac t i on  de rét iculum granula i re  est  t r a i t é e  par un 

détergent e t  centr i fugée sur gradient  d iscont inu de saccharose (pour ob ten i r  



F I G U R E  6 : A n a l y s e  d e  l d  s é p a r a t i o n  d e s  p o l y s o m c s  l i b r e s  e t  d e s  

m e m b r a n e s  e n  g r a d i e n t  d i s c o n t i n u  d e  s a c c h a r o s e  

Les zones Ilachureles représentent l e s  membranes visibles à 
1 'oei l  nu dans  l e  gradient 

Touies  l e s  s o l u t i o n s  con t i ennen t  T50K25M5dl. 'Jn sediment  Oc pc?l.ysnmes l i b r e s  dont  l e  R X A  a 6 t é  marqcé 
par  l ' a c i . de  o r c t i q u i  14!: ( 1  r a t  ; 0,2mCi ; 3 j o u r s )  e s t  obtenu a p r è s  c e n t r i f u g a t i o n  d'lin Sf'Pl s e l c n  l e  
procddé D d é c r i t  dans  l a  fig:.ire 3 (p.18).  Un SPM e s t  prépari:  2 p a r t i r  du  f o i e  d ' un  r a t  ayan t  r eçu  iine 
irijec!.iori de O , > m C i  d 'ae i .de  arot j .que  3%, 1Gh averrt l e  s a c r i f i c e ,  3:nl da SPIi 311 çor:t â d d i t i o n i ~ é s  de 
0,.7mJ. d e  .la susperiçion de polyoo-irs l i b r e s  ( 1  U ; 1C16cym). 3ml du n2lange sont. d(.paués s u r  uri j ra-  
...dient discont_i!;ii coi;poçé 122 l~ i i  6s 2,2S, 3ml. du 25, Ifni  de  l , 5 S ,  2r~1 d s  l , 3 d S l  2i:?l de  1 ,155.  ?:près m e  
c ~ n t r i f c i g : i t i o n  d e  2ûii B 35 OCiOt/rnn eri r o t o r  S\d$Ci T i ,  d e s  f r a c t i o n s  de 0,2inl so i i i  c o l l e c t é e s  e t  l a  rôd2o- 
a c t i v i t é  ac ido- i r içolable  e s t  dé tern! inée .  



Les polysomes qui é ta ien t  Liés aux membranes), deux f rac t ions  de polysornes 

Liés ont du ê t r e  également considérées (REID -- e t  a l )  (86, 87). De L 'ensembie 

des travaux ayant adopté c e t t e  s t ra tég ie ,  i l  semble d i f f i c i l e  de dégager 

une s i g n i f i c a t i o n  fonct ionnel le  à ces d i f f é ren tes  f ract ions.  On peut d ' a i l -  

-Leurs noter que dans l 'expérience de La f i g u r e  6, La f r ac t i on  de polysomes 

L i bres 14c qui a s é d i ~ e n t é  à t ravers  l e  saccharose 2M Lors de sa prépara- 

- t ion,  n'est pLus séparée des membranes l o r s  de sa recen t r i fuga t ion  ; e t  

Lorsqu'on s a i t  que dans les  condi t ions u t i l i s é e s  i c i ,  une dégradation des 

polysomes se produi t  pendant La cen t r i fuga t ion  ( v o i r  Chapitre I I I ) ,  i l  

semble d i f f i c i l e  d'envisaçer autrement que de façon purenent opérat ionnel le  

une d i s t i n c t i o n  en t re  polysornes "Légers" e t  "Lourds". Cependant Le f a i t  

qu'une pLus grande a c t i v i t é  RNasique a i t  é t é  trouvée en associat ion avec Ca 

f r a c t i o n  de polysonies 1 i bres "Légers" méri t e  d ' ê t r e  mentionné (88). 

Pour p a l l i e r  à l a  sédimentation non quan t i ta t i ve  des poLysomes 

Libres de p e t i t e  t a i l l e ,  i l  est  possib le de réau i re  La t a i t l e  du coussin 

de saccharose 2M (75) ; ceci favor ise cependant L'agrégation des membranes 

contre Les parois du tube. Une autre p o s s i b i l i t é  consiste à subst i tuer  au 

saccharose 2M du saccharose 1,8M (Fig.7). Mais les  sédiments de polysomeç 

peuvent a lo rs  ê t r e  contaminés par des membranes ou par des protéines non 

ribosomales (891, surtout  s i  l a  cen t r i f i i ga t ion  est  t r è s  longue. 

c- Contamination des polysomes l i b r e s  par l e s  polysomes l i é s  

Lorsque Les gradients d iscont inus comportent du saccharose 2M, 

ce type de contamination ne peut avo i r  pour o r i g i n e  qu'un détachement de 

polysomes in i t i a lement  Liés aux membranes. I l  ex i s t e  peu de données expé- 

-rimentales démontrant sans équivoque qu'un t e l  phénomène ex i s te  dans Le 

cas d'une longue cen t r i fuga t ion  des membranes a'hepatocyte de Rat. Cepen- 

-dant, OITOOLE, préparant une f r ac t i on  membranaire dans des condi t ions 

douces, montre que 20% des ribosomes peuvent ê t r e  détachés de c e t t e  f rac-  

- t i o n  sous L ' e f f e t  des forces de cen t r i fuga t ion  (90). SARMA a présenté 

des résu t ta ts  analogues pour l e  f o i e  de Souris (87). 

La pression hydrostat ique intense, à l aque l le  sont soumises 

Les membranes pendant l a  cent r i fugat ion,  peut endommager leu r  s t ruc ture .  

A ins i ,  BRCKFMAN e t  BEAUFAY ont montré que certa ines protéines peuvent ê t r e  

détachees aes membranes sous l ' e f f e t  de La pression (70). On peut égale- 

-ment supposer que de La même manière, un détachement de ribosomes puisse 

se produire. D'un po in t  de vue purement mécanique, on peut aussi remarquer 



V o l u m e  e n  m l  

F I G U R E  7 : s é d i m e n t a t i o n  non q u a n t i t a t i v e  d e s  polysomes l i b r e s  

' f l é g e r s "  à t r a v e r s  l e  s a c c h a r o s e  2M 

(n~'5) Un 5PPi (0 ,255,  T K e s t  c e n t r i f u ~ d  pendant  15nn à 26 500t/mn dans  l e  r o t o r  Çi.127. La rnoitit- scipÉ- 

";LE';:: $ 
- r ieur ,  surna~~a~?"~~~'pr61eVd8, a d d i t ,  , ionnée  d e  T r i t o n  X l O O  ( c o n c e n t r a t i o n  f i n a l e  1 p100) e t  dépasée 
p a r  f r a c t i o n s  de  5 n l  s u r  des  g r a d i e n t s  d i s c o n t i n u s  conposés  de  3n1 de  1,385 e t  3ml de  25 ( A )  ou 1,6S (2;. 
Aprés une c e n t r i f u g a t i o n  de 2Gh à 45 OCOt,/rnn d a n s  l e  r o t o r  5 O T i ,  l e s  s éd imen t s  s o n t  resuspendus  e t  ana- 
-1ysés  e n  g r a d i e n t  i s o c i n é t i q u e  d e  saccha rose  ". 



que l o r s  d'une cen t r i fuga t ion  sur gradient discontinu, Les membranes granu- 

-1aires s' immobil isent à un end rc i t  oc La densi té du m i l i e u  est  interné- 

- d i a i r e  en t re  c e t l e  du ribosome e t  c e t t e  des membranes. Les in te rac t ions  

ribosomes-membranes doivent r é s i s t e r  à deux forces de d i r ec t i ons  opposées : 

les  ribosomes tendent à sédimenter, a lo rs  que les  membranes tendent à f l o t -  

- ter .  

Certains ribosomes pourraient  égaLem6nt ê t r e  détachés des mem- 

-brsnes sous L 'act  ion de nucL6ases endogènes, La présence de r i  bosomes L iés  

de façon i nd i r ec te  à La membrane (par I f  in termédiai re du mRNA) a  é t é  mon- 

- t rée dans Les ceLLules de myelome ( 5 5 ) ,  mûis l 'ex is tence de ce type d ' in--  

- teract  ion dans L ' hépatocyte de Rat a  é té  d'abord i n f  i rmée (91), pu is  m i  se 

en évidence en f a i b l e  proport ion (57, 58). En réa l i t é ,  Les problèmes metho- 

-dologiques que nous avons évoqu6sdans ce chapi t re,  gênent considérableinent 

ce genre d ' invest igat ion,  e t  aucune conclusion d é f i n i t i v e  ne peut encore 

ê t r e  t i r é e .  

2 O -  A u t r e s  méthodes de  s & p a r a t i o n  des  po l ysomes  

l i b r e s  e t  l i é s  

La séparation des polysomes Libres e t  des mernbranes granutaireç 

peut ê t r e  ef fectuée autrement que par Longue cen l r i f uga t i on  sur gradient 

d iscont inu de saccharose. Les travaux ayant u t i l i s é  ces techniques - ou une 

combinaison de ce l les -c i  - ont é t é  énumérés dans l a  revue générale de 

Mc INTGSH e t  OfTGOLE (92). Nous nous Limiterons à d iscuter  i c i  des avan- 

-tages e t  des inconvénients que peuvent présenter L 'app l ica t ion de ces 

techniques dans Le cas de l 'hépatocyte de Rat. 

a- Centr i fugation d i f f é r e n t i e l l e  

I L  est possib le de t i r e r  p a r t i  des di f férences de c o e f f i c i e n t  

de sédimentation en t re  Les membranes e t  Les polysomes l i b r e s  pour les  

séparer par cen t r i fuga t ion  d i f f é r e n t i e l l e ,  Plusieurs études, qui ont é té  

évoquees p lus  haut (24, 34, 76, 771, ont cho is i  de préparer, en une seule 

étape, deux f rac t ions  respectivement enr ich ies  en chacune des deux classes 

de polysomes par cen t r i fuga t ion  de L'homogénat t o t a l .  Cependant, comme les  

coe f f i c i en t s  de sédiinentation des deux types de pa r t i cu l es  (membranes e t  

poLysomes l i b r e s )  se recouvrent, e t  que d 'aut re  par t  La sédimentation de 

poLysomes Libres par "entrainement" sembla inévi table,  L'emploi d'une te tLv 



s t ra tég ie  suppose qu'un ce r t a i n  taux de contamination réciproque puisse 

ê t r e  to lé ré .  E l l e  i n t e r d i t  toute  étude u l t é r i e u r e  de l i a i sons  polysomes- 

membranes e t  en outre, du po in t  de vue de L ' i n t é g r i t é  des f r ac t i ons  polyso- 

-males obtenues, i l  apparait ( v o i r  Chapi t re 1x1) que La sédimentation des 

membranes par cen t r i fuga t ion  à haute vitesse, const i tue un obstacle à l a  

préservat ion du RNA messager des polysomes Liés. 

b- Cent r i fugat ion de zone 

La cen t r i fuga t ion  de v é l c c i t é  en oradient cont inu de saccharose, 

exp lo i tan t  également Les d i f férences de vitesses de migrat ion en t re  les  

par t icu les ,  ne peut o f f r i r ,  dans Le cas p a r t i c u l i e r  de L'hkpatocyte de Rat, 

que des appl ica t ions analytiques. De plus, ce l les-c i  doivent ê t r e  res t re in -  

-tes aux études dans Lesquelles Les polysomes Libres de La f r a c t i o n  sont 

de p e t i t e  t a i l l e  ( v o i r  ref.69 par exemple). 

c- F l o t t a i s o n  des membranes 

Le p r inc ipe  de c e t t e  technique consiste à f a i r e  migrer dans des 

d i rec t ions  opposées Les polysomes l i b r e s  e t  l es  membranes, en u t i l i s a n t  un 

m i l i eu  dont l a  densi té est intermédiaire en t re  ce l l es  des deux types de 

par t icu les .  E l l e  a  é té  rarement employée dans Le cas de L'hepatocyte de Rat 

(mais v o i r  ref.37). La nécessité d 'a jus te r  l a  f r a c t i o n  subce l lu la i re  à une 

densité élevée L imi te  considérabLement La quant i té  de matér ie l  fract ionnée, 

compte tenu de l a  capacité des rotors.  Certaines expériences réal isées au 

labora to i re  ont  montré q u ' i l  es t  t r è s  d i f f i c i l e  d 'obten i r  une f l o t t a i s o n  

quan t i ta t i ve  des membranes granulai res en saccharose, mais que La métriza- 

-mide permet d 'a t te ind re  ce but ( v o i r  Chapitre II). 



CHAPITRE I I  

SEPARATION DES POLYSOîES L I B R E S  ET L I E S  

EN METRIZAMIBE 



La métrizamide, N - (2 - 4 - 6 - t r i i o d o  - 3 - N - methyl - 
acetylamino - benzoyt) - glucosamine, e s t  un nouveau m i l i e u  u t i l i s é  depuis 

1973 pour La c e n t r i f u g a i i o n  de p a r t i c u l e s  b io log iques à cause de son ine r -  

- t i e  c l i i r r i i q~e  e t  de ses propri4té.ç physiques o r i g i n a l e s .  Les app l i ca t i ons  

possib les de ce m i l i e u  sont rasscmblézs e t  d & c r i l e s  dans L'ouvrage c o r r ~ s - -  

-pendant 2 La référence (93). Peu de travaux ont  é i u d i é  Le comportenier~t 

des p a r t i c u l e s  ribosomales dans ce m i l i e u .  Les sous-unités ribosornales 

na t i ves  a i n s i  que c e l t e s  dér ivées des polysomes par L 'ac t i on  de I ' E D Ï A  

on t  toutes, selon HPNTDN -- e t  a l  (34), une densi t é  de 1,28c~/crn~, rnai s occa- 

-sionnet Lernent un composant m i  neur de densi t é  1 ,35g/crii3 e s t  observé. Selon 

les  mêmes auteurs, !es p ù r t i c u l e s  RNP de type messager ayant des c o c f f i -  

-c ien ts  de sédimentat ion de 20 à 505 se répar t i ssen t  en deux p i c s  de den- 

- s i t é  1,13g/cm3 e t  1,28g/cm3 ( 9 5 ) .  E n f i n  une p s r t i c u l e  RNP cytoplasmique 

contenant l e  mRNA de La myosine a pu ê t r e  i so lee  par RUCI(LNGHAt.1 e t  GROS à 

p a r t i r  de myoblastes en c u l t u r e  ( 9 6 ) .  Nous avons cherché à résoudre par 

l ' u t i l i s a t i o n  de l d  métrizamide ce r ta ines  des d i f f i c u l t é s  techniques ren- 

-contrées dans L ' i t u d e  de La f o n c t i o n  des i n t e r a c t i o n s  polyçomes-rne~7branes. 

Nous avons pu p réc i se r  un c e r t a i n  nombre de cond i t i ons  expérimentales dans 

lesque l les  l a  métrizamide se révè le  ê t r e  un o u t i l  ana ly t ique t r è s  u t i l e  

complétant avantageusement l e s  m i l i e u x  de c e n t r i f u g a t i o n  préex is tan ts .  Les 

expériences mettant en évidence ces p o s s i b i l i t é s  nouvel les sont d é c r i t e s  

dans ce chdp i t re .  

A- CENPR 1 FUGATION 1 SOSYCNIOUE DES B I  FFERENTES RNP P O L Y S O M A L E S  

Nous avons anaLys6 Le comportement à l ' é q u i l i b r e  des p o l y s c ~ c s  

e t  monosornes a i n s i  que cehui des sous-uni iés riboçomaies c i  des rnRidP obtc-- 



F I G U R E  8 : C e n t r i f u g a t i o n  i s o p y c n . i q u e  d e s  p o l y s o n e s  l i b r e s  e n  

. Dos polyi;ozcç l i b r e s  cicnt l e  r R X A  e s t  rnarqü6 " p a r  l i a r idc :  r i r î t i q i i c  l . 4 ~  ( - O - )  ( 2  U A2617) sont n6laii;lç 
, ?\i'.'f ûvc>c ijrrc f-rackir jn r,n:;l.oc_:ue d a n t  1, ;,,RSA e s t  rîinrqii6 '* p e r  l ' a c i d e  ni-otique 3H ( -  0 .-) ( 4  U d z : ? ~  u.1 
\.,-...-* volursz f i r i a l  de  0,3i:;!. 0 , 2 n l  s o n t  Cépc~çci's Si i ï  t~i-I qrûi-liezt 1j .néairt i  20-60 pl00 de  rn2tïizamiar 

(Te501!25F15dl) e t  centri!'~ii;és 7h à 35 OÛCt/ i ; i i i  en r u t o r  Ç!!50-1 B Z°C. Des f r a c t i o n s  de 0,lml sorit co!les- 
-ter.s ,,. , o n t  l a  rûc i io-se t i~ i i . t .6  acido-insolüti1.t: es'; c!dtcrninke.  Ci~and l o  si:spenoic?n po1yso:nale c o n t i e n t  
du glÿi:oc,èna ( r a t s  r i a ~ ï r i ~ ,  no~ninler:,arit), l n  d i s l . r ibu t i t i : i  de  c a l i i i - c i  s u i l :  exact:.rnent c e l l e  d c s  p r l y s a -  
-niCs. 



-nues après d i s ç o c i a t i o n  des polysomes, 

1°- P o l y s o m e s  e t  monosornes 

Les poLysomes 1 i bres d1h6patocyte de R a t  préparés seton La 

technique d é c r i t e  pr6cédemmvnt ( v o i r  Fig.3, Cl, p.181, ont  une dei-isité appa- 

- rente de 1,295 à 1,30g/cm3 Lorsquq i Ls sont c e n t r i  fuges en grad ient  pr&fnr . -  

-[né 29-60 p l00  de in&-lrizamide, [.a f i g u r e  13 rncntre que s i  1 'on mélange des 

poLyso;i?ei; dont Le i-RNA es t  marqük ( I 4 c )  avec d 'aut  r-es poLysomeç dorit Le 

mRNA e s t  marqué (3 ! - ! ) ,  l e s  p r o f i t s  de rad io -ac t i v i t i !  se superpose!!!-, Ce 

r é s u l t a t ,  a i n s i  que Le taux de récupérat ion de l a  r a d i o - a c t i v i t é  d6posée 

0 9 5 % )  suggère que l e  m i l i e u  iodé e s t  rc!ütivement exempt d ' a c t i v i t é s  

RNasiques e t  confit-me des sonnées préaLobLérrient publiées, ayant montré que 

l a  rnétrizarnicie ne mod i f i e  pas La s t r u c t u r e  polysomate (94).  11 f a u t  égale- 

-ment no ter  que lorsque Le glycogène e s t  préserit dans La suspenslcn polyso- 

-maLe ( r a t s  normalenient n o u r r i s )  sa d i s t r i b u t i o n  s u i t  exactement c e l t e  des 

polysomes. Cependant, l e  polysaccharide a t t e i n t  beaucoup pLus rapidement sa 

p o s i t i o n  à l l é q u i L i b r e  (moins d'une heure 2 150 0Q0gaV). A ins i ,  une suspen- 

-s ion poLysomaLe peut ê t r e  p u r i f i é e ' p a r  une cour te  c e n t r i f u g a t i o n  sur un 

coussin de rnétrizarriide à 40 p l00  ( v o i r  Tableau Il), Cet te  méthode p o u r r a i t  

se r é v é l e ï  in téressante,  en p a r t i c u L i e r  dans Le cas de ce r ta ines  études 

s t  ructurates,  

Des monosomes, obtenus par  a c t i o n  m6naç6e de l a  RNase psncréa- 

- t i que  sur Les po1yso:nes l i b r e s ,  on t  é t é  également analysés en grad ient  

20-60 p l06  de métrizamide. I l s  ont  une densi i .6 ident ique à c e l t e  des po ly -  

-somes ( d= 1 ,295c~/crnZ 1 . 

Nous avons e f f e c t u é  l a  sédirncnFation à l f é q u i L i b r e  dos sous- 

u n i i é s  ribosomates e t  des mRNP obtenues après d i s s o c i a i  ion  des polysomes 

par lfEDTA. Les sous-unilés, p u r i f i é e s  par  c e n t r i f u g a f i o n  en g rsd ien t  

L i néai r e  de saccharose, sont ensui t e  dépoc,6es sur  des grad ients  p ré  Forn6s 

de métrizamide, A f i t r e  de coritr6Le7 t ' ana lyse  des sous-unités e s t  égale- 

-ment r6a l i sée  en qrad ients  de CsCL. Leurs densi tés rcspecf ives sont a l o r s  

déterminéas dans chzcun des rn i l icux.  La q u a n t i t é  Q'TDTA nécessaire à l û  

L i béra t ion  des sous-uni t é s  r i  i)osomaLer e s t  f o n - t  ion  de La quant i  i é  de poLy- 

-somes. Dans ces exp&rieiices, Line concen-ir c j t  i on  de 2GnsM en FDTA e s t  u t i  L i ç<z 



E l i r n i n a t i o n  clu g l y c o y è r - i e  c o n t a m i n a r i t  u n e  f r a c t i o n  

p o l y s o m a l e  p a r  u n e  c o u r t e  c e r i t r j . f u g a t j . o n  s u r  u n  c o u s s i n  

d e  m é t r i z a m i d e  à 40 p l 0 0  

IJrle f r a c t i o n  de pol.jsorr,,es l i b r c s  riiiiik l c  rl!b!A e s t  niarqué par  l ' a c i . d e  orot . lque  314, e s t  pr.tlparée cornrile i l  
e s t  d é c r i t  dans l a  f ig i : re  3 ( 0 ) .  3inl de  rii:;2ension polyso:nalc ( 2 0  Li A;lO/cil ; Te50\25f.i5dl) S G I ! ~  dépos6.2 
s u r  l r n l  de  métrizamide h ctO plCiU diiris l e  r!i;mn tanipcn. Après une c e n t r i f u q a t i o r i  de  3O:iin h 21 O U O t / n , r i  
(40 OOOgav) daris l e  r o t o r  SW50-1, l e  coi i ss in  de nir3trizamitie (Inil)  e t  l a  suoperision golyscmnle (3rnl) s o n t  
co l l ec t , é s  s 6 p a r é r ~ e n t ,  e t  l e s  s u c r e s  soritcldnsés c;.près é1imii:atjc~n de l a  mdtrlzûmide . Les v a l e u r s  cxLr ' . -  
-mes d'ui-ic s l r i s  de  5 ce;itrifug;itiûrl:; ir id6pzndüntes de l a  rnEm çtiuperisi.on polysorriale soii t  présentBeç.  
Les t a u x  de  r é c u p é r e t i o n  s o n t  de 9D?5% e t  9622% pour l e  qlyco-;Fn- e t  l a  r a d i o - a c t i v i t é ,  i:espectivement. 
I l  f a u t  n o t e r  czpendant ,  que ].a prÉs?nce d ' une  t r o p  grande q u a n t i t é  de  s accha rose  dans  l a  s u s p e n s i o i ~  
polysomaie b n i t i . s l e ,  p c ~ i t  gener ,  voire r e n d r e  in :poss ib le ,  t o u t e  s é p a r a t i o n .  

F R A C T I O N  

Coussin de 
rnétrizamide 

Suspension 
polyso~nale  

SUCRES 

CPM 

RNA 



pour Le t ra i tement  d'une suspension polysoaiale coritenant 20 U A260/ml. Ilne 

concentra i  i o n  en Mgff de 2mM e s t  également maintenue pendant La p u r i f i c a -  

--lion e t  L'anaLyse des sous-unités a f i n  d ' é v i l e r  une dépro té in i sa t i on  t r o p  

poussée e t  de main ten i r  Les p a r t i c u l e s  dans une conformation compacte. 

Corilme Le montre L d  f i g u r e  9, l a  p e t i i e  sous-unité EDTA a une 

dens i té  de 1 ,2og/crn3 tand is  que La grande sous-unité possède une densi t é  

super i eu re  ( d= 1,23g/cm3 1 Les derts i f 6s n iesuré~s en CsCL pcur l e s  niêmes 

p a r t  i CU Les sont respect i vement de 1,54g/cm3 e t  1, 59g/cm3. 

L'analyse des sous-unit& obienues par d i s s o c i a t i o n  des poly-  

-son!es en présence de KCL e t  de puromycirie, donne des r é s u l t a t s  s i r r i i l a i res  

( p e t i t e  sous-uni lé : d= 1 ,21g/cm3 ; grande sous-uni t é  : d= 1 , ~ 3 ~ / c m 3 ) .  

Lorsque des poLysomes d issoc iés  sont analysés directement en grad ient  

20-60 p l00  de mStrizamide, on observe cependant une séparat ion incompLGie 

des deux sous-unités quel que s o i t  Le mcde de d i s s o c i a t i o n  employé (Fig, iO).  

Nous avons pu constater  que La r é s o l u t i o n  peut ê t r e  améhiorée s i  L'on u t i t i - -  

-se un grad ient  d iscont i r iu  (compos6 de métrizaniide à 37 e t  41 ~ 1 0 0 )  ou un 

grad ient  l i n é a i r e  10-30 p l 0 0  r é a l i s é  en D20. Cependant La conclus ion de ces 

expériences e s t  que Le saccharose demeure Le m i l i e u  de choix pour l a  sépa- 

- r a t i o n  des sous-unités ribosornales. On peut t o u t e f o i s  no ter  que lorsque du 

glycogène contamine l e s  p a r t i c u l e s  ribosomales, i l  peut ê t r e  séparé e f f i c a -  

-cement des sous-unités. 

Les expériences réa l i sées  en double marquage, dont Les résu l -  

- t a t s  sont présentés dans l a  f i g u r e  10, montrent également qu'indépendam- 

-ment de l a  méthode u t i l i s é e  pour o b t e n i r  La d i s s o c i a t i o n  des poLysomes, 

Les complexes mRNA-protéines se d i s t r i b u e n t  de manière hétérogène dans Les 

g r a d i e n t s d e m é t r i z a m i d e  ( d e n s i t é d e  1,122 1,23g/cm3). Comme l ' i n d i q u e n t  
' 

Les f i g u r e s  10 e t  11, Les niKNP poLysomaLes recouvrent Ces sous-unités en 

métrizamide comme en saccharose. Nous avons pu v é r i f i e r  que L'analyse des 

p a r t i c u l e s  après f i x a t i o n  par  La formatdéhyde donnait  des r é s u l t a f s  s imi -  

- t a i res ,  excluant  a i n s i  t a  p o s s i b i l i t é  qu'une r é ~ s s o c i a t i o n  a r t e f a c t u e l l e  

des sous-unités e t  des mRNP se s o i t  p rodu i te  dans l e  grad ient  de métr iza- 

-mide. I l  s 'avère donc que La c e n t r i f u g a t i o n  en grad ient  de métrizamide 

ne peut résoudre l e  probt&me de l ' i so lement  q u a n i i l a t i f  de riiRNP potysoma- 

- l es  exemptes de sous-unités, 



Fraction nuinber 

F I G U R E  9 : C e n t r i f u g a t i o n  i s o p y c n i y u e  d e s  s o u s - u n i t é s  r i b o s o m a l e s  - 
p r é p a r é e s  e n  p r é s e n c e  d t E D T A  

Une f r a c t i o n  de polysornes 1i .bres dont. l e  rRUA e s t  marqué pa r  l ' a c i d e  a r o t i q ~ ~ e  3~ e s t  p reps rde  cornrnr il 
e s t  d 6 c r i . t  dans l a  f i g u r e  3 ( D ) .  Les  pclysoines sor i t  recuspcndus  dans  Ic- tampon Te>~i!25 pour obtcnj.r  urie 
c o n c e n t r a t i o n  de 25 U A 2 6 0 / i ~ i .  On a j o u t e  r;i-iruite O,25 v c j l u ~ e  de Tc;ûK25i.l ~ E l c f i ,  e t  d e s  f r a c t i o n s  a l i -  
-quo ie s  d e  l r i i  son t  d0pos6ea sui d e s  r ; r a d i e r t a  l i n i o i r r ï  iù-30 p i 0 0  (p /v$ do  s acchs rose  (TciG!:iSil:E~~:. 
Après l a  cer: t .r ifcgatioii  ( i  8 COT?t/rnn, 161?, r o t o r  Ç!L'î5-1, bOL' ) ,  le:; f r a c i i o r i s  c o r r e ~ p o n d a i i t  à ctiacune i,eu 
sous-uni t i l s  son t  rassenibli .es,  e t  d a s  p a r L i e s  a l i q u o t e s  de  0,2r;il s o n t  diipos$cs si.ir d e s  g r a 6 i e n t s  p ré fo r - -  
-nés  (20-60 pl.OC, vo l~~ i i i e  : 3,631) d e  rri6ti.izûnido e t  ceii i-r ifug&ç12h à 33 OLiOE/!nn dans l e  r o t o r  Si:5:!--1. 
A t i t r e  d e  cor t t r61e ,  l a  der is i té  de  c r iôc~ i r~e  dos  2 sous -ün i t é s  e s t  Également mesur62 en g r a d i e n t  p r6 fo r -  
-mé de CsCl ap r&s  f ixa t io i - i  pa r  l a  g l u t a r a l d é h y d e  " ( v o i r  t .ex te) .  



Frâct ion nurnber 

F I G U R E  10 : C e n t r i f u g a t i o n  i s o p y c n i q u e  d e s  po ly somes  l i b r e s  d i s -  

- s o c i é s  p a r  l t E D T A  ( A )  ou l e  M C 1  e t  l a  puromycine  ( B )  

2 U A260 de p o l y s o ~ ~ e s  dont l e  rRNA e s t  marqué * (ac ide  orot ique 1 4 ~ j  (-0 -) son t  rnélany6s h 4  U A260 de 
polysomeç dont l e  nRNA e s t  marqué préférent iel lement  * (acide o r o t i  ue 3 ~ )  (-a -), avant d ' 8 t r e  d i sso-  9 -c lés  en sous-unités e t  mRNP par l1ED1A ou l e  KC1 e t  l a  puîomycine . 

F I G U R E  11 : A n a l y s e  en  g r a d i e n t  l i n é -  

- a i r e  d e  s a c c h a r o s e  d e  

po lysomeç  d i s s o c i é s  p a r  

l ' a c t i o n  d e  l f E D T A  

Une f r a c t i o n  de polysomes l i b r c s  dont l e  mRNA e s t  m r q u é  
par '  l ' a c i d e  orot ique 3~ eri présence dtactinornycj.rie D 
(0,55rng/i<g) *, e s t  arialysée en gradient  l i n é a i r e  de s rc -  
-charose (13-30) p100) après  d i ssoc ia t ion  par 1 'EDTA 
( 7 , 5  U A200). Après 3h20mn de cenir i f i igat ion à 39 Cl;Ot/zn 
dans l e  r o t o r  S\i'(iü T i  à & O C ,  des f r a c t i o n s  de 0,2n1l son t  
co?lectdes.  

i 
" L -  
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B- ANALYSE DIJ SURNAGEANT P O S T - M I T O C I i 0 N L ) R I A I  

Nous avons analysé en gradient  20-60 p l00  de métrizamide des 

surnageants post-mitochondriaux rriarqués diff6rerriment e t  La r é p a r t i t i o n  de 

l a  r a d i o - a c t i v i t é  a  permis de déterininer l a  p o s i t i o n  des d i f f é r e n t s  compc- 

-sants dans l e  grad ient  ( v o i r  F ig -12 ) .  

La présence de RNA r i b o r o ~ a l  e t  de RNA messager peut ê t r e  

observée dans Le p i c  de dens i te 1,30~/crn3 corrcspondant aux polysomes 

Libres (Fig.12A) a i n s i  que dans l e  m i l i e u  du grad ient  où l es  membranes, 

formant une zone opaque, sont v i s i b l e s  5 L s o e i i  nu. Ce l les-c i  peuvent ê t r e  

également i d e n t i f i é e s  grâce à un marquage des phosphol ipides (F ig .  12C). Le 

marquage des pro té ines  pendant une t r è s  cou r te  durée (Fig.12B) permet éga- 

-1ement de conf i rmer l a  l o c a l i s a t i o n  des polysorneç l i b r e s ,  Le t ro i s ième 

p i c ,  près de l a  sur face du gradieni-, coTncide avec une bande co lorée de 

pro té ines  solubLes. La présence, dans c e t t e  région, de r a d i o - a c t i v i t é  1 4 ~ -  

c h o l i n e  peut ê t r e  a t t r i b u é e  à des l i pop ro té ines  so lub les  et /ou aux membra- 

-nes l i sses ,  mais nous n'avons pas cherché à d i te rm ine r  exactement La pos i -  

- t i o n  respect ive  des membranes granu la i res  e t  agranula i res.  Cependant, 

d 'après Les analyses dont Les r é s u l t a t s  sont préssntés dans Les f i g u r e s  12 

e t  13, i l  est  poss ib le  de conclure que pratiquement tou tes  les  membranes 

granu la i res  sont présentes dans Le p i c  c e n t r a l ,  c ' e s t  à d i r e  r é p a r t i e s  dans 

La zone de dens i té  1,16-1,24g/cm3. En e f f e t ,  l a  bande l a  p lus  Légère ne 

con t ien t  presque exc lus iverent  que des RNAs de bas poids molécula i res.  La 

f i g u r e  14 montre d ' a i l l e u r s  qu'après s o l u b i l i s a t i o n  des membranes par un 

détergent,  un p i c  de poLysomes peut ê t r e  obtenu, qui s ' immobi l ise dans Le 

grad ient  de m e t  r i zami de à l a  densi t é  attendue ( 1,30g/cm3). 

C- A P P L I C A T I O N S  D E  L A  C E N T R I F U G A T I O N  EN M E T R I Z A M I D E  

Les données présentées ci-dessus, permettent d'envisager pour 

l a  c e n t r i f u g a t i o n  en métrizamide, quelques a p p l i c a t i o n s  dans l ' é t u d e  de La 

fonc t i on  des assoc ia t ions  polysomes-membranes. Nous avons montré qu'une 

t r è s  bonne séparat ion des pclysomes Libres e t  des membranes peut ê t r e  obte- 

-nue. I l  s 'ensu i t  que l ' ana lyse  du contenu en polysomes Libres e t  l i é s  

d'une f r s c t i o n  subceLluLaire, v o i r e  Ca p u r i f i c a P i o n  de f r a c t i o n s  de r é t i c u -  

-1um endcptasrnique, deviennent possib les ; ces deux p o i n t s  seront commentés 

dans l e s  paragraphes suivants.  



Fraction nurnber Fraction nurnbe: 

F I G U R E  1 2  : A n a l y s e  d u  s u r n a g e a n t  p o s t - m i t o c h o n d r i a l  e n  g r a d i e n t  , 

d e  m é t r i z a m i d e  

( A )  Analyse du rnélancjc (1V/2V) d ' u n  SPi'1 ( rWA 1 4 ~ )  e t  d ' un  SPN (mllNA 3 ~ )  ". ( 0 )  SPM dont  l e  r R N A  e s t  
nûrqué pa r  l ' a c i d e  orot iq i ie  1 4 ~  e t  l e s  c h a î n e s  p r o t é i q u e s  n a i s s a n t e s  p a r  l a  l e u c i n e  3t1. (C) r R U A  3~ e t  
niarquagc c o u r t  d e s  phospho1ipi.dt.s nernbransi.res pa r  l a  cholii-ie 1 4 ~ .  ( - O  -) R a d i o - a c t i v i t é  dii rl?XA ; 
( - e - )  a u t r e s  rnarquürjes. Des f r a c t i o n s  z l i q u o t e s  de 0,Zrnl sorit  déposées  s i i r  g r a d i e n t s  l i n é a i r e s  20-63 
p l00  de  nét , r izani i ie .  Cent ï i f i ic ja t ion  de 7-121) 2 34 OCOt/mn dans  l e  r o t o r  CJ\150-1 à 4 O C .  La forme e x o c t e  
d e s  p i c s  v a r l o  l é g è r a x e n t  d 'uni-  c c p é ï i e n c e  a l ' a u t r e  (cainparar l e s  p r o f i l s  obtenus  poiir l e  rRSA) c a i s  
l a  s k p a r a t i o n  en 3 f ï a c t i o r i s  p r i n c i p a l e s  es t .  r e p r o d u c t i h l e .  I l  f a u t  é g a l e a e n t  n o t e r  que duns l e s  con- 
- d i t i o n s  c i -des sus ,  polysonnas l i b r e s  e tnmobra r i e s  c n t  a t t e i n t  l e u r  p o s i t i o n  d ' é q u i l i b r e  mais  p a s  l e s  
p r o t é i n e s  s o l u b l e s .  Ce l l e s - c i  o n t  d e s  d e n s i t 6 s  var iar i t  de  1 , ~ 5 ~ / c r n j  t 1 , 5 0 ~ / c r n j  en rnétrizamide. 



Fraction number 

F I G U R E  1 3  : A n a l y s e  d u  R N A  e x t r a i t  d e  f r a c t i o n s  o b t e n u e s  a p r è s  

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

Poly.somes Libres ( A ) ,  phase soluble ( B )  

2  ÇPE"1, marqués respect i t [ement  pa r  l ' a c i d e  o r o t i q u e  1 4 ~  (rRNA) ( -  o -) e t  l ' a c i d e  o r o t i q u e  3~  (rnRNA) 
(-a -) s o n t  mélenqés (1V/2V) avan t  d l & t r e  c e n t r i f u g e s  en riiétrizamidc romme dans  l a  f i g u r e  12  (A). Les  
f r a c t i o n s  13-20, con tenan t  l e s  membranes, s o n t  t r a i t é e s  pa r  uii d é t e r g e n t  ( v o i r  Fig.14).  Les f r a c t i o n s  
2-12, co r r e spondan t  aux polysoiries l i b r e s ,  s o n t  r a s s e n b i d e s  a i n s i  que c e l l e s  correspondant  21 l a  phase  
s o l u b l e  (31-40). Le RNA e s t  e x t r a i t  e t  a n a l y s é  s u r  d e s  g r a d i e n t s  l i n é a i r e s  5-20 plOC de  saccha rose  *. 

F I G U R E  1 4  : C e n t r i f u g a t i o n  i s o p y c n i q u e  

d e s  m e m b r a n e s  d u  s u r n a g e a n t  

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

- 1 u b i l i s a t i o n  p a r  u n  d é t e r -  

- g e n t  

Une f r a c t i o n  rnrmbranôire, obtenue par  c e n t r i f u g a t i o i ~  en gra-  
- d i e n t  l i n é a i r e  de rrdtrizamide du mélange de 2 SPM marqués . 
diffcremment ( v o i r  F ig .13)  e s t  u j c s t é e  uns c o n c e n t r a t i o n  
f i n a l e  d e  1 p l00  en T r i t o n  XlO0. Une par t j .e  a l i q u o t e  de 9 , ~ m l '  
e s t  anci]),s6e en gradi.cnt. 20-00 plU3 de  nStrizainide.  ( -  o -) 
rRSA lL Ic ,  ( -  e -1 rcR?<A j g i ,  !- u -) ciensit-i: d e s  f r a c t i c r i s .  



1°- A p p l i c a t i o n  d u  g r a d i e n t  l i n é a i r e  de m é t r i z a m i d e  

à l a  mesure  d e s  c o n t a m i n a t i o n s  c r o i s é e s  e n t r e  l e s  

f r a c t i o n s  p o l y s o m a l e s  

Les d i f f i c u l t é s  rencontrées l o r s  de La séparat ion des polyso,nes 

l i b r e s  e t  des membranes en saccharose, d i n s i  que les  i n c e r t i t u d e s  q u ' e l l e s  

peuvent ent  r a i n e r  dans 1 ' i n te rp rC ta i  ion de c e r t a i  nç r é s u t t a t s  expérimentaux, 

o n t  é t é  évoquées dans Le chap i t re  préckdent, e t  L'on peut remarquer que - 
rat-es sont Les trovaux ayant essayé de p r é c i s e r  L' importance des coritamir~a- 

- t i ons  réciproques de f r a c t i o n s  polyromales isol6eç. S i  l a  p répara t ion  de 

potysomes Libres, après un marquage cour t  des phosphol ipides membranaires 

i n  vivo, peut ê t r e  un moyen de v é r i f i e r  l 'absence de membranes dans c e t t e  -- 
+ f r a c l i o n ,  l a  présence de polysomes Libres dans Les membranes ne peut ê t r e  

détectée de manière aussi d i rec te .  L ' u t i l i s a t i o n  d'une seconde méthode de 

séparat ion e s t  nécessaire. 

La c e n t r i f u g a t i o n  isopycnique en gradient  l i n é a i r e  de mé t r i -  

-zamide nous apparai-i- ê t r e  actuel lement Le m e i l l e u r  moyen d 'es t imat ion  des 

taux de contaminat ions réciproques de f r a c t i o n s  polysomales iso lées ,  e t  

su r tou t  de l a  contaminat ion des membranes par  les  poiysomes l i b r e s .  Nous 

avons u t i l i s é  c e t t e  technique l o r s  des expériences d é c r i t e s  dans l e  cha-- 

- p i t r e  III ; t o u t e f o i s  s i  L'on considère que La r e c e n t r i f u g a t i o n  d'une 

f r a c t i o n  membranaire p u r i f i é e  peut éventuellement provoquer La rup tu re  de 

ce r ta ines  assoc ia t ions  polysomes-membranes, i l  demeure poss ib le  que l e  

taux de contaminat ion effect ivernent mesuré s o i t  surestimé. 

2 O -  P u r i f i c a t i o n  d e s  membranes p a r  f l o t t a i s o n  

Nous avons pu v é r i f i e r  que La p u r i f i c a t i o n  des membranes d'un 
I 

surnageant post-mi tochondr ia l  par f l o t t a i s o n  en métrizamide é t a i t  possib le,  

en f rac t ionnant  Le mélange d'un surnageant post-mitochondrial  dont  les  

phosphol ipides ont  é t é  marqués par  l a  c h o l i n e  14c e t  de polysomes Libres 

3 ~ .  Pour des ra isons de c l a r t é ,  nous présentons i c i  ces expériences b ien  

q u ' e l l e s  n ' a i e n t  pu ê t r e  ef fectuées qu'après l a  mise au po in t  des techni-  

-ques d' isolement q u u n t i i a t i f  des polysomes l i b r e s  que nous décr i rons  dans 

l e  chap i t re  suivant .  

Une f r a c t i o n . d e  polysomes L ibres  b ru te  e s t  preparée comme i l  

e s t  d é c r i t  dans M a t é r i e l  e t  M6thcdes à p a r t i r  de r a t s  ayant reçu une 



V o l u m e  e n  m l  

F I G U R E  1 5  : S é p a r a t i o n  d e s  p o l y s o m e s  l i b r e s  e t  d e s  m e m b r a n e s  d u  

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

La flèche indique la direction d e  l a  centrifugation 

. 
Une f r a c t i o n  de polysomes l i b r e s  b r u t e  e s t  prdparée  * p a r t i r  de  2  r a t s  de 100g ayant  reçu  0,5mCi d ' a c i -  
-de o r o t i q u e  j l i  par \ ,oie i n t r a p é r j t o r i é n l e  3 j ou r s  a v a n t  l e  s a c r i f i c e .  Une p a r t i e  r t l iquote  correspondant  
à l g  dc  t i s s u  r s t  a j n s t é e  cri 1 ,05  T50K70115dl (RNA d e  l c ~ u r e  2ing/nil) par a d d i t i o n  d 'une  so lu t io r l  2,5Ç. 
2  f r a c t i o r i s  de 22ml s o n t  dPpos6cs si ir  l i n 1  de 2,25 T ~ U K ~ O I I ~ ~ ~  e t  recouvert .rs  de 12rnI de 1 , 6 5  e t  2ml de 
0,25S Ty~1(7@!id;. Lcs t u b e s  sont  c c n t r i r u g b s  dans l e  r o t o r  51.127 pcridant 3h 3 27 000t./mn. 1.e dépOt e s t  
p ré l evé  e t  d i l u r  au l / 2  par di1 tampon e t  du c y l o s o l  pour o b t e n i r  u i i ~  concen t r a t ion  de 2rng/rnl de p ro t é -  
- i nes  di1 cytosol .  Les p ? r t i c u l e s  liSP s o n t  sédimciitécs daris l c  r o t o r  60 T i  periclant 411 à 60 G O O t / m r i  p u i s  
resuspetidues dans l e  tam;>on T5111<701~15dl. La suspension obteriue e s t  u t i l i s é e  comme marqueur i n t e r n e  de 
polysonies l i b r e s  dans  1 a s u i t e  d e  1 'expdr ience .  
Un SPI. e s t  préparé à p a ~ t i r  d 'un r a t  c!e l0Og ayant  r e ç u  une i n j c c t i o n  de ct\oli.ne A l i  avant  l e  s a c r i -  
- f i c c  (O,lrnCi/i:g) p u i s  aji içt i :  en T501:;0ii5d . A Zn1 ci= SPL, or1 a j o u t e  0,2ml de l a  suspension de  p o l y s o ~ z s  
l i b r e s  314 p i i r i f i i s  ( 6  U kZiiO/"l ; Y OOUiprn}U Uzio) . l,5rnl du mélange son t  addj t i o n n é s  de 2,5rnl de  c ié t r i -  
-zailiidc à ri0 pl60 daris 1:: tan:pon T5~i<701.;gdl e t  i n t r c ' d u i t s  dans un tube  de SbJ&O T i .  Le dép8t e s t  recou- 
- v e r t  de  6 ~ 1 1  de rnétrizariiide à 48 plCO, 1,5nil de 1 , 3 5  e t  0,5ml de tampon. Après une c e n t r i f u g a t i o n  de 
45mn à 35 000t/mn à 2OC, l e  d410t e s t  c o l l e c t é  ( f r a c t i o n  unique) p u i s  l e  r e s t e  dii g r a d i e n t  c s t  f r a c t i o n -  
-né (0,Zml).  Les r a d i o - a c t i v i t é s  311 e t  1 . 4 ~  son t  dé le ï rn inées  dans chaque f r a c t i o n  a p r h s  f i l t r a t i o n  de 
l ' a c ido - in so lub le  e t  s o l u b i l i s a t i o r i  des  f i l t r e s  dans l e  Çalu$rie 350 ". La f r a c t i o n  de pci1yço;n~s l i b r e s  
( l e s  5.713. du foric! du t cbe)  con t i en t  35% d c  1û r a d i o - a i t i v i t O  jii re t ra i ivée .  La f r n c t i o n  de membranes rcn- 
-ferrite 94% de l a  r a d i o - a c t i v i l É  1 4 ~  re t rouvhe.  



i n j e c t i o n  d 'ac ide o r o l  ique 3t4, t r o i s  jours  avant Le s a c r i f i c e .  Une t e l l e  

f r a c t i o n  con t ien t  l 'cnsernbie des RNP cyioplasrniques non associées au r é t i -  

-culum endoplasmique e t  quelques fragments de membranes Lisses ( e s s e n t i e l -  

-1ernent d6rivées dc L 'appare i i  de Golgi  ; v o i r  Chap i l re  161) .  Ces dern ières  

sont ét i ininées Lors d'une c c n t r f f u g a t i o n  de f l o t t a i s o n  en saccharose e t  l a  

f r a c t i o n  de p a r t i c u l e s  RNP obtenue es t  ensu i te  d i l u é e  pour ê t r e  çkparée de 

La phase so lubte  par c e n t r i f u y a l  ion  di f f6ren-i  i e l l e .  Les p a r t i c u l e s  KNP 

pur  i f i é e s  sorit add i  f iolir16es au surniigennt post- lysosorml ( cho l  i ne 14c) 
e t  l e  m6Lange es t  a j u ç t 6  à une concentrat ion f i n a l e  de 50 p l00  en mc i r i za -  

-mide. La dens i té  du m i l i e u  & tan i  in termédia i re  e n t r e  c e l l e s  des membranes 

e t  des polysomes l i b r e s ,  Les deux types de p ü r t i c u l e s  migreront,  l o r s  de 

La cen t r i f uga t ion ,  dans des d i r e c t i o n s  opposées. Les membranes f l o t f e n t  à 

t r a v e r s  une couche de rnétrizamide à 48 p l00  e t  formeni- a i n s i  une i n t e r -  

-phase neitemznt s6parke des polysomes Libres. La f i g u r e  15 nous montre 

l e s  r é s u l t a t s  d'une i e l l e  expérience. Après une heure de c e n t r i f u g a t i o n  

La rad io-act i v i té ch01 i ne I 4 C  e s t  r e i  rovvée presque quant i t a l  i vernent dans 

L ' in lerphase de membranes e t  La contaminat ion de c e l l e s - c i  par l e s  ?olyso- 

-mes l i b r e s  es1 négl içeable.  

Les carac tér  i s t  i ques de 'ce t te  m6tl-iode ( r ap i  d i  t6, pure té  des 

f r a c t i o n s )  L ' indiquent  t o u t  par t icu l iè remenl  pour L'étude des i n t e r a c t i o n s  

des polysonies aux membranes. 

D- CONCLUSION 

Pour des ra isons pra t iques (coût  du p rodu i t ,  absorbante UV) ,  

La c e n t r i f u g a t i o n  en métrizamide ne peut t rouve r  que des app l i ca t i ons  

ana ly t iques ou semi-préparativeç. L ' u t i l i s a t i o n  de m a t é r i e l  b io log ique 

r a d i o - a c t i f  es t  o b l i g a t o i r e ,  à moins que tes t ra i ten lents  u l t é r i e u r s  

( e x t r a c t i o n  du RNA, par  exemple) ne permetteni d ' é l i m i n e r  eff icacement 

Le m i l i e u  iodé. 

Potysomes L ibres  e t  membranes yraï iuLaires peuvent ê t r e  net-  

-tement séparés par c e n t r i f u g a t i o n  isopycniqus en métrizamide, e t  c e t t e  

technique es t  u t  i 1  i sable pour mesurer Les con tami nat ions I-éciproques de 

f r a c t i o n s  polyçornaLes. I l  es t  égalernent poss ib le  de p u r i f i e r  t r è s  r n p i -  

-dement par fLot !s içon une f r a c t i o n  de ré t i cu lum cndoplasmique ; ceci  

l ève  L 'un des pr inc ipaux obstacles renrontres dans 1  'étude des assoc ia t ions  

des potysomei aux membranes. 



CHAPITRE I I I  

PREPARATlON DES DIi'FEREMTES CLASSES DE 
POLYSOPES DE L 'HEPAI'OCYTE DE RAS 



S i  1 'on prend en cornpte l a  somme des d i  f f  i c u t t é s  rn6l-tiodologi - 

-ques que nous avons i?voquées précBdern!iient, l e s  possib i  l i l - é s  d 'étude de La 

fonci- ion des assoc ia t ions  poLysomes-,membranes dans L'hépatocyte de r a t  ap- 

-paraissent excess i vernent r e s t  r e i  ntes. On concevoi r que c e r t a  i nes des 

ca rac té r i s t i ques  majeures du r6 t icu lum endoptasrnique a ien t  pu t r a n s p a r a i t r e  

de travaux e f fec tués  sur un p e t i t  é c h a n t i l l o n  de membranes doni  t l i n t Q g r i i &  

é t a i t  peu préservée. Mais i l  semble improbable que des progrès sensib les 

soient  e f fec tués ,  e t  que L'on puisse e n t r e v o i r  l a  d i v e r s i t 6  s t r u c t u r a l e  e t  

fonct  ionnel l e  du r é t  i cu luin end0pLasm.i que sans que ces d i  f f i cul.tés -techiî i - 

-ques soient  résolues au moins pa r t i e l l emen t .  

L 'ex is tence d 'assoc ia t ions  t r è s  f o r t e s  e n t r e  l e  I -k t icu lum 

endoplasmique e t  Les mitochondries cons t i t uan t  l e  p r i n c i p a l  obç lac le  2 

l ' o b t e n t i o n  d'une p ropor t i on  s u b s t a n t i e l l e  de membranes g r8nu la i res  p u r i -  

- f iées ,  on p o u r r a i t  considérer que La recherche de moyens de d i s s o c i a t i o n  

de ces i n t e r a c t i o n s  doive f a i r e  L ' o t j e l  d ' e f f o r t s  p a r t i c u l i e r s .  Mais, dans 

l lhypoth&se où Les in te rac t i ons  constatées - i n  --- v i t r o  t radu isent  une s i i u a -  

- t i o n  ex i s tan t  - i n  ____' v i v o  L'isolement d'une f r a c t i o n  de ré t icu lun i  endoplas- 

-mique en assoc ia t ion  avec Les mitochondries, indépendamment de c e l l e  que 

L'on peut o b t e n i r  dans un surnageant pos-t-mitochondriat, permet d'accéder 

à c e r t a i n s  aspects de l a  compartimenfation c e l l u l a i r e ,  s i  l ' i r i t é g r i t é  du 

mRNA e t  des assoc ia t ions  polysomes-membranes e s t  respectce. Des cond i t i ons  

de d i  ssocia.t ion  non dest ruc l  i v e  des i r i l e rac t  ioris r é t  iculurn--mi tochondr ies 

pour ra ien t  Gt re  recherchées u l lér ieureinent  s ' i l  s ' a v é r a i t  que l ' é t u d e  des 

1 i a i  sons polysomes-membranes nécessi t e  r é e l  lenient 1'61 i m i  ria4 ion  des rni to -  

L'ensemble des r é s u l t a t s  pr6centés dans ce chap i t re ,  montre 

qu'en adoptant ce i  t e  s t r a t e ç i u ,  i L es t  possi b l e  d '  i sa ler  de riianiere q u a s i -  

q u a n t i t a t i v e  e t  avec uri hawt degré d ' l n t 6 g r i t 6 ,  l es  f r a c t i o n s  polysomsles 
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de d i f f é r e n t s  compartiments c e l l u l a i r e s .  

A -  FRACTIONNEMENT CELLULAIRE 

Nous dCcr i rons 1 out  d 'abord Les d i  f férenteç amel i o r a t  ions ap- 

-port@eç au frdct ionrieneri t  de L'hépatocyte de Rat. Cel les-c i  sont p r i n c i p a -  

- Lenieiî t bc:sécs sur l 'observa ion  qu 'en pr6sence des Ions n6cesss i res  2 t a  

préservat ior i  de La s t r u c t u r e  e t  de L 'ac t i v i? i .  cies polysoines, Les l y s ~ s o m n ~  

conservent en cent r i  fuga t ion d i  f f6ren-I- i e l  t e  l e  même comportement y c t e i i  . 

absence d ' ions.  En conséquence, nous avons pu minimiser La contaminat ion 

des f r a c t  ions de 1-6t i c u  Cum endoplasmi que par Les lysosomes, f a c i  1 i t a n t  

a i n s i  l ' iso lement  u l t 6 r i e u r  des potysornes. 

1°- C o n d i t i o n s  d '  h o m o y 6 r i é i s a t i o n  

a- Choix du  ml1,ieu 

La composit ion du m i l i e u  d'hornogér16isation l e  p lus  fr6qc'enmsnt 

u t i l i s é  e s t  0,255 T50K25M5. De fdçon à L i m i i c r  au maximum t ' ag r6ga l i on  

poss ib le  des organ i tes  en présence d ' ions,  nous avons recherch i  d a n i  

q u e l l e  mesure l a  f o r c e  ionique du m i l i e u  e t  en p a r t i c u l i e r  sa co~~cen t rd - .  

- t i o n  en MCJ" pouvaient ê l r e  rédu i les ,  sans q u ' i l  en r é s u l t e  dtappar-en-ics 

mod i f i ca t i ons  du p r o f i l  polysomal. 

Dans L'expérience de La f i g u r e  16, on e f f e c t u e  à p a r t i r  d'ur; 

broyat  unique tic t i s s u ,  t r o i s  homogénéisations dans des cond i t i ons  i o n i -  

-que5 d i f f e ren tes .  Les surnageants post-mitochondriaux correspondant sont 

maintenus 6 heuros à O°C p u i s  t r a i t é s  par un détergent en pr6sence de 

T50K25M5, Les polysomes sont i so lés  e t  analysés ensu i te  en grad ien i  i so-  

-c iné t ique de saccharose. Les r i s u l t a t s  montrent que l e  p r o f i l  d 'absor- 

-bance obtenu pour L'homogénat 0,255 T20K25t43 ne d i f f è r e  pas de façon s i -  

- g n i f i c a t i v e  de ce!bi des polysoines préparés en T K .Pi Nous avons donc 50 22 5'  
adopté Le m i l i e u  0,255 T Y M Lors des expSriences u l t d r i e u r e s ,  20'25 3 

b- Homog6r;éiçation du t i  çsu hépatique 

. . 
On con(;oii f ac i l enen t  que l a  rnsnieî-s d ' e f f e c t u e r  L'hornoçene- 

--isa.tic;n s o i t  d ' l ~ n e  iiripor-tance pricr:oi-r!ia!e, puiçyu ' e l l e  cond i t  ionne 1'  i n -  

- t é g r i t é  des organ i tes  donc l a  pureté des f t -act ions,  a i n s i  q u ~  l a  repro- 
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-duc t i b i  l i t 6  de t'ensemble du fractionnement c e l l u l a i r e .  

De nombreux auteu t-s homog6riii.I :;cri? Le t i ssu préalab lvment décou- 

-pé en rrigdrceaux de -1-a i L l e  var i able, dans ur! spparei 1 de POTPER-ELVEH3EI.2 ; 

Le nombre d 'a l l e rs - - re tou r  de pis-ion e t  La v i t esse  de r o t a t i o n  de c e l u i - c i  

é t a n t  stsndardIs6s. D'autres obi iennent  uri &claterner-!t- cet l u i a i r e  quani-i-ia- 

- t i f  en akternant  des homogSnéisations çucceçsiveç avec des c e n t r i f u g a t i o n s  

à basse v i l e s s e  (71-73).  La s ta i -~du id i ça t i on  de ces opérat ions n 'es t  que 

r e t a i - i v e  car  Les r6suL ia ts  obtenus peuvent dhpendre de La t a i l l e  des f rao-  

-ment s  de .t i ssu kic)rr;ogdn6i séi; e t  des forces app! i quées pour dép Lacer l e  
. > .  p i s t o n  dans 1  'homogsr~et seur. Nous avons d 'a i  i i e u r s  pu consta ter  q u '  i L es t  

d i  f f  i c i  l e  d bb.1 en! r, d«!îs  1 hornoyBriéi seur de POTTER-EI_\/E/-13EM, un tic Late- 

-ment c e t l u t a i r e  q u a n j - i t a t i f  sans que moins de 20% de L ' a c t i v i t é  phospha- 

-f asique acide t o t a l e  s o i t  ret rouvée dans ta phase soluble.  

Nous avons p r é f é r e  u t i l i s e r  une presse de t i s s u  - q u i  permet 

de broyer- l 'o rgane de façon reproducf ibLe et. d 'é l im ine r  La ri~ajeui-e p a r t i e  

du t i s s u  c o n j o n c t i f  - e t  un hornogén8iseur de DOUNCE. Rien que t ' u - i - i i i s o -  

-t ion  du p i  s ton se r ré  permette d'obl-en i r p l u s  rap i  demv11-l- cine  ru^ 7i.,ii-:: 

q u a n t i t â t i v e  des cetLuLes, L'expérience montre que Les r isques d v 6 c l a t e -  

-ment des lysosomes peuvent ê t r e  L i m i  t é s  dans ce type d'apparei 1, p a r t  i- 

-CU l ierernent ~ O ~ S ~ U ' O I I  emploie t e  p i  s ton  lâcl-ie. Appai-eniment p l u s  sut; jec- 

- t i f ,  l e  procedé d'hornogénéisatiori "manuelle" donne en r é a l i t é  de rnvii- 

-Leurs r é s u l t a t s ,  su r tou t  s i  l a  rup tu re  des cel !u les es t  contrÛl6e par 

microscopie en con t ras te  de phase. I l  e s t  d ' a i l l e u r s  in téressant  de r ioter 

que Les auteurs précéderriment c i  -1-6s ont  récemment abandonné 1  ' homogéné- 

- iseur  de POTTER-ELVEH3fbI pour L 'appare i l  de DOUNCE ( v o i r  ref.971, 

Les données de La f i g u r e  17 on t  pour o b j e t  de p réc i se r  Les 

cond i t i ons  d'honiogénéisatiori qu i  on t  é t é  u t i l i s é e s  dans l e s  travaux que 

nous décr i rons  ensu i te .  Dans c e t t e  expérience des é c h a n t i l l o n s  sont pré- 

- levés à d i f f é r e n t s  temps de L'homogén&isation pour que l ' é v o l u t i o n  dvs 

taux de catataçe e t  de phosphatase acide dans La phase soluble,  de RNA 

e t  de DNA dans l a  f r a c t i o n  nucleair-e puisse ê t r e  su i v ie ,  Les courbes 

montrent qu'un &La-tement ce1 L u l a i r e  quanti  t a t i f  peut ê i r e  obteni! sans 

t r o p  endozmager Les lysosomes. L'augmentation progress ive  de l a  q u a n t i t é  

de ca ta tssc  mesuree dans l a  phase soluble,  r e f t e t e  l a  prgçuncc d'une iço- 

-erizyme cy-l.oplasmiqi~e ( 9 8 ) ,  mais aussi une p lus  grande s i i scept ib i l i - !&  des 

pero:ysc)!:ivs aux forces de c; i sa i l Lç;;nen.i , L ' i n i  e:gr i t ê  cie ceux--ci , cni-rine oi: 

pourra Le v o i r  p tus  Loin, e s t  cependant b ien  prkserv15n ( v o i r  Tableau 4 
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p. 5 1  1. D'une rrianièïe génZraLe, une s é r i e  de cor i t rôtes d nioiitré qu'à Lc7 f i n  

dc Lthomog6n6isd-lion, l e  cytosoL con t ien t  7 à 10$ de La phosphatase acide 

de L'homog6nat e t  12 à 15% de La cata iase.  94 2 96$ du DNA peuvent ê t r e  

retrouvés dans une f r a c t i o n  nucléai re,  p u r i f i c e  en une seule 6tape par l a  

niéthodc de 81.0i3El- e t  P i ) T l f R  (74).  

2'- Influence d e s  i o : i s  s u r  l e  c o m p o r t e m e n t  d e s  o i g a -  

- n i t e s  e n  c e n t r i F u g a t L o n  d i f f é r e n t i e l l e  

5i 1 'on c~i i i ; i ; r  e l es  r é s u l t c i i . ~  pi:kl i é s  par AMAR-CGÇTESEC --,.-. e'c -..-- d l  

(73)  à ceux de LEVIS e t  TATA (78) ,  on consta te  qu'en absence d ' ions ,  env i -  

-ron 20% du RNA c e l l u l a i r e  s é d i ~ e n t e  2 t r è s  basse vii-esse, tand is  qu'en 

présence d ' ions  c e t t e  q u a n t i t é  a t t e i n t  dans les ni5rneç cond i t i ons  une valeur  

de 40 21 50%, qui  e s t  d i f f i c i l e m e n t  r é d u i t e  par une réhomog6n6isation du 

sédiment. Ces d i f f é rences  pour ra ien t  ê t r e  i i i te rpr6 tées  comme & t a n t  La con- 

-séquence d'un e f f e t  "agglut i nant" des ions sur  Les organi tes. Les exp6- 

-r iences q u e  nous décr i rons  dans ce paragraphe sont peu compatibLes avec 

c e t t e  idée. 

Des homogénats, préparés en absencc ou en présence d ' i ons ,  sont 

soumis à des c e n t r i f u g a t i o n s  d i f f é r e r i l i e t l e s .  Chaque sédiment e s t  lavé deux 

f o i s  suivant  Le p r i n c i p e  adopté dans La m6thode c lass ique (7'1-,73), mais en 

essayant d 'év i te i -  autant que poss ib le  La fragmentat ion du ré t i cu lum endo- 

-plasmique pendant ces manipulat ions. 

La d i s t r i b u t i o n  du RNA e t  de deux enzymes marqueurs (rnonoarnine 

oxydase e t  phosphatase acide pour Les mi tochondr ies e t  l e s  Lysosofles, reç- 

-pectivement) e s t  déterminée dans Les f r a c t i o n s  obtenues. Comiiie Le n7oritre 

l e  tableau 3, en présence d ' ions,  l a  majeure p a r t i e  des mi tochondr ies 

(envi  ron 70%) et. p l u s  de 30% du RNA sédiriienterit avec Les noyaux ( 5  300gx;1in). 

Dans Les mêmes cond i t i ons  de c e n t r i f u g a t i o n ,  p l u s  de 75% des mitochondries 

sont présentes dans Le surnageant lorsque Le rriiLieu ne con t ien t  pas d ' i ons .  

On peut remarqaei- t o u t e f o  i s, que Le cornpot-ten~ent des lysosoifies deineu i-e 

inchangé. De p l i i ç ,  on peut noter  que dons c e t t e  expérience, où l a  fragmen- 

- t a t i o n  du ré t i cu lum endoplaçrnique n 'a  pas e t 6  recherchee, env i ron  36% du 

RNA sedirnente en zbsence d ' ioris l o r s  d'une cen-l-r i fugat ion  de 53 OVOgxmii, 

I L apparai t  donc improbable, que Les modi f i c a t  ions dii comportement de r é d i -  

-menfat ion  du ré-i. i CU L u ~ i  endoplaçniiclue e-t d& m i  i-ochonciries r 6 s u l  t en t  d'une 

"agglut i na-1- ior-1" arl .eic?ctvei  le de ces cr-02..iT u 1 -le' par (es ions. i L  s e ~ b t e  p l u s  
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v r a i  sernblable qi.ie l a  pr6c;erice de cat  iol-iç pu i sse preserver ,  voi r e  ren forcer ,  

des i n l e r a c t i o n s  e x i s t a n t  - --- i n  v i v o  - .- e n t r e  Les orgai-i i teç. En p a r t i c u l i e r ,  ces 

résulta- i-s peuvci-it s'exp L iqucr  s i  1 'on suppose que l a  st i -ucturc en "empi La-- 

-rriei?i-s" ciil ré-! ici.i!.uzi grariul a i  rr es t  rnoi ns conc;ervSe en absvrxe d "ions, e t  

que Les rr:embranes sont a l o r s  p i  us i a c i  ieinent f ragn:ei-,?&es par lioinug6n6i sa -  

-t ion. 

3 O -  i - r d c t i o r t r i u m e n t  p a r  1s ~ i é t t l o d e  d e s  g r z c i l e i i t s  

ci: s c o n t i  n u s  

Dans utie s6r  i e  d 'exper iences pr6L iini riûi res, nous avo!.?s f rac -  

-t iorinb L 'hornogéna-i- prépar6 en 0,255 T, K, ,-Mx - par c e r ~ i r  i fuga; ion  d i  f -  LO L,, 2 

- fé rent ie lLe ,  en cl- ioisisçant des valeurs do 5 900yxrnn et 225 0OGgxtn.i pour 

obteni  r respect i venmn-t un surnageant post-r i l ictéai re, p u i s  un çurni:~e;!nt 

post-LysosomaL, Cependant, d i fF6rentes  ûnc!lyc;es r6a l i s6es  sur Les frcct ior?: 

montra icnt  que' Le sGdimcnT obtenu à basse v i  tesçe poavai t p a r f o i s  conteni r 

des poLysoTies l i b r e s  ; d ' a ~ l t r e  p a r t ,  l a  cos~dimenta-iion d'une propori- ion 

no-!-abLe de rnernbraiieç g ranu la i res  avec Les lyçoçomeç ne pouvai t  êSre év i tée.  

Nous avons donc eçsay6 de résoudre ces d i f f i c u l t é s  en modi f ian t  l e  procedé 

de f r a c l  i onnement. 

La f igur-e 18 résuire Les étapes successi vcs du f r a c t  io:inenietit 

que nous avons f i  nalenient adop-id, e t  dont on 1 rocivera une descr i p t i o n  de- 

- t a i l L e e  dans Lc c h a p i l r e  M a t é r i e l  e t  M6ihodeç. 

La méihode cons is te  à c e n t r i f u g e r  L'hornogénat S basse v i t e s s e  

pour obten i  r un surnageant post-nucléai i-e ; unc f r a c t i o n  importante des 

mitochondries e t  du ré t i cu lum endoplasmique cosédimente a l o r s  avec Les 

noyaux ( f r a c t i o i ?  NCp) La receni-r i fugal- ion du surtiageant post-1-iliclcai r e  2 

une v i l e s s e  p lus  é lcv6e condu i t  5 l a  sédimentat ion d'une seconde f r a c t i o n  

de mitochondries e t  de ré t i cu lum endoplasmique ( f r a c t i o n  C II 1 e L 6.i spe 

su i  vante a pour ob je t  d ' é l  i n i i  ner Les Lysosomes du su t.nageant pos t--mi iochon- 

-dr  i a l  . Le r é t  i c u  Lum endop lasini cue c/ t l e s  r n i  1 ochondr ieç  de La f rc;z l i o i ~  

NCT sont s6pù;és d i s  noyaux par Urie cent r i f-iigzd- i on  en si>cct-mroc;e conceni re,, 
A 

e-t corist i tusr i t  La i r a c t  i on  CI. Nous aL1ons rrgroi ipé, pour L 'anztyse, Les 

deux frac: io!-~z C- e.1- C.- en iinct seule t r a c t  ion, non!!i:5i? de f a p n  op&:-at ion-. I .b T 
--rie( I.e "corn:, lexc !-CC i cu liiiii efibop Lasmi que-ir!i .I-oci-ioricjr i es" ou f rac l -  iori C, 
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L.'uu.t i l isa-!ion d e  grad ients  discori t  ini iç permet ciri- Lavage p l u s  

e f f i c a c e  des sédiments e t  rédu i -i- Bgalement La quanti  t é  de rne;iibranes grai~ci- 

-Lai res s6d lm::.!-l tant avec l a  majeure p a r t i e  dt-:; l ysosorries, e n t r e  33 4OOgxc:n 

e.1 22.5 000gxrnn. 

b- Répartit_l.n:i de di i ' fére! i ts consl-.ituant.; dans les f r z c t i o n s  

s u b c e l l u l a i r e s  

\.es i-abteaux 4 e t  5 pr6senl.ent Lu d i s t r i  butio:i tic? d i  f fér-ents 

coi-1st i tuznt  s dziili [.es fi-ac'i ions ob-i-eiiiies lorsque l e  scherna de Ln f i  giii-c- 18 

es t  s u i v i  de maniere p a r t i e l l e  ou t o t a i c ,  

Le tableau 4 correspond à une s é r i e  d1exp6rienceç dans lesquel-  

- les  l e  surnageant post-riucl6ait-c est directerrent c e i i t r i f u g é  à 22 500grnax 

pendant 10inn. LE RNA e s t  p r  i ncipalemesi-l. ~~ -OIJV& dans l e  premier ç6cl iment 

avec l a  major i t é  des m i  tochondr i es, a i  n s  i que dans Le su r n a p a r l t  f i  na 1, 

La f r a c t i o n  i ni-erinSciiai r-e es t  r i c h e  en Lysosoi?ies e t  en perox\/soiiies, e t  

con t ien t  l e  r e s t e  des mitochondries, Cet te  d i s t r i b u t i o n  peut ê t r e  obtenue 

avec une r e p r o d u c t i b i l i t é  s a t i s f a i s a n t e ,  e t  Les p r i n c i p a l e s  v a r i a t i o n s  

enregi  s t r6es  concel-nent l a  i-&par+ i i- ion des m i  i-0choi';dries e n t r e  Les deux 

s6diriients, Cependant, l a  q u a n t i t e  de RNA retrouvée dans La f r a c t i o n  i n t e r -  

--médiaire demeure élevée (18$) ,  ce qui j u s t i f i e  L' isolement de La F rac i i on  

Le tableau 5 presente l e s  donnCes analyt iques obtenues pour 

Les f r a c t i o n s  sub~eLLuLaires lo rsque Les op4rz t ions  déc r i  tes dans La f i y d r e  

18 sont ef fectuCes dans Leur ensemble. La f r a c t i o n  C c o n t i e n t  près do 60% 

de I 'ac t  i v i té glucose-6 -phosphai as  i que de 1 ' h~mogéndt , a i  ns i que 40% du 

RNA. La f r a c t i o n  r i c h e  en 1ysoso;nes renferme 55% de La phosphatûse acide 

n a i s  seulement 6% du RNA c e l l u l a i r e .  Le surnageant. post-Lysosowal corrcs-  

-pond à 45% du Rt lA  ce1 l ~ ~ l a i  r e  mais se~11er;lent 25% de l a  gli~cose-6-plioçpha- 

- tasc. A ins i  , Le r 6 t  iculum eqdoptasniiqiie e s l  i so l6  p r i  ncipaicment avec l e s  

mitochondries. 

c- R6pa::tition des r ibusoocs daiis l e s  f r a c t i o n s  s u b c e l l u l a i r e s  

D'a i i f res analyses montreri-i- qiie l a  quas i - t o t a l  i té  du RNA non.- 

s6d in~cn-fable es t  or-esente dâiis t e  surnagearit post- - l  yçoso:i?al. Celu i - c i  cori.-- 

- t ien:  cil r~oyenr-te 13% d!.i Rb!A ce1 l i ; la i ro  sous forii-ie ~ ~ l u i - ~ l e  a!ors que La 

f rûc t - i on  C en renferme moins de 1 $  ( v o i r  Tableau 61, 
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La cent r i fugal- ion  en yrad ie i i t  l i n6ai i-e de nibtr izami de permc!t 

egalement d e  juger des p i  opo r t  i o r ~ s  r e ~ ~ p e c t  i ves de p o l  ysornes ! i brcç e t  L iés 

daris Les d i  ff4tenSes frai-+ ions (vo i  1- Tablea~) 6 e t  F ig .  19). Danç 1 'h~;i i0~:~6n:3t, 

Les po1yson:vs t i bres reptésenteri t  113 à 19% cfu Rl\iA t o t a l ,  qui sont pl-esc;ue 

exc l  us i veirient retrouv6s clans Le surriajeani- post  -l.ysoçoii~a 1 . On peiii- CL-;! cu l.er 

à p a r t i r  de:.; i-Cs!.iltats; obtenus dar~s l e s  tabLea~.ix 5 e t  6 qu 'envi ron l5jj 311 

RNA e s t  assoc i 6 nkix ri~cm!.~raiiec; dans Le çurr?agesïit post-lyc,osoinaL. 

d.- 0bscrv::t i o n  aa niicri~scclpc 6leci:ron-i que 

L'observatioi-i de La f r a c t i o n  C montre qu reL ie  es t  p r i n c i p a l e -  

-ment compos6e de f ragini.r!ts de r6-i i cu lurn endop lasrni que h4i 6rcqènes en -1 <: i i i s  

e t  de rni tochondr4ies (Planche III 1. Dss meinbrai-les b i lame1 lées por-iznj- de 

nornbi-eux r- i bosoriius appara i sçent souvent sous forrn~? d'eiiip i leinein-l-.I., Cu: ciil-ac- 

- t é r i  s t  i ques rriorphologi ques r'c j o i  gnent tou t  à - ra i  i. cet  l es  décr i tes  pal- 

LEWIS e t  TATA ( 7 8 ) .  On peut 6~aleniei;-i- t rouver  c e r t a i n s  frc?grns~iits de rét icu- . -  

-Lum granii l a i  r e  Longeant ou entourari-1 La msnibr-ane m i  tochoiidr i a l e  exter.ne. 

Conime en térrioi grlei-it l es  phoiograph ics des planches 1 e t  I L ,  ces s t  ruc'rures 

resseinb!ent beauco~ip 2 ce1 l e s  ex i star i t  dans L ' I-Gpa-locyfe i r l tac l  ( 9 ,  10 e t  1C:, 

De p e t i t e s  v é ç i c u ~ e s  de r é t  iculum rugueux ou 1 içse  sont 6çalc-  

--nielit observées dans l a  f r a c t i o n  C. 1-orsque l i s  f r a c t i o n s  CI e t  CII son+ 

exarni n6c1. s6parémcnt, une grande sini i  1 i tude apparai i  e n t r e  Les deux f ras- 

-t ions. Nous n'avons pas e n t r e p r i s  d'analyse rncrphornétr iqse d6-lai 1 lée, mai s 

comme l e  montre La planche I V ,  La f r a c t i o n  CII con t ien t  une assez grande 

p ropor t i on  de mitochondries dont La membrane externe semble étro i tement  

associée à un fragnient uni  que de ré1 i CU 1u:n endoptasmi que. On peut encore 

t rouve r  des ernpilemeritç d'ergsstoplasme mais l e u r  nombre et Leur t a i l l e  

sont p lus  r e d u i t s  e t  Les compartiments i n t ra -vés i cu ta i res  sont fr6gue;nment 

d i  l a tés .  

Le 1-&t i CU lum endop Lasrni que  e t  Les rn i tochondr i es pre?dc?n! i rient 

égal.err!ent dans l a  f i -sct ior i  L, mais 1.a rri.jrphoLoyic des dér ivés  de L1erc,tas- 

- top tasne es t  assez d i  f féi-ente (Planche V, a, b 1. Des vésicutes rugueuses 

oii !ic,:;es, de t a i  l l c  var iàb le ,  ayan? rarement une assoc ia t ion  opparerile 

avec les; o-ii ioci-~or!dr ies, peuvent Gt re  observ&es aussi b i e n  à La p a r t i e  
* * 

çijpoi- i c u r c :  qci '2 !a p a r t  i v  i ii-f6te ieure  du sédif i~ent. 

Le zuri-iaguant past- - l  ysosom~l  coiif i ei-it un ense!;ib te t r,ès i;é+bi.o- 

-~,&IIC: de i;,t::rI!ir aris:; dan-. I c:cjiic 1 on p ~ i i t  i donj- i f i er  des veç i cij [es L i :;.;CS, 
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F I G U R E  17 : A n a l y s c  d e  1 ' l ? o i i ~ c \ ~ G t t a t  e t  de différentes f r s c t i o r i s  

subcellulaires e n  g r a d i e n t  de  m d t r i z a m i d e  

RNA 311 ( - a  -), ctiol i .ne I ~ c  ( - - O  - ) .  [)es f r c - i j o n s  a l iq i i a t ru  crirrc?pnnt?ant  B 6,5:;l(i de f u i e  (fr(ictici:-i C j  GÜ 

1j;ng ( a u t ï c s  f raîtioi;:;) s o n t  c!ii.rics'.es sur grr,dj.erits l inbni .r- . :  20-60 ijl.20 d c  r , .8lrizamide,  e t  c;iit;.if:,;;+i 5: 

pentlont Ci-, à 3.5 COCt/;::~i daris J e  r o t o r  Ç1~j50-1. Diis f r a c t i o r , ~  c i 2  0,irnl s c r i t  co l l~c t6 i . s .  Les C r a c t i o r : ~  i-;i; 
c o r r e s p o n d - n t  obx polysor;es Iibl-es. 



PLANCHE I I I  : A s p e c t s  morpho log iques  d e  l a  f r a c t i o n  C en  m i -  

- c r o s c o p i e  é l e c t r o n i q u e  (observation de C.  VERWAERDE) 

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



PLANCHE IV : Observation en microscopie électronique de la frac- 

- t ion CI (observation de C. VERWAERDE) 



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 lpm 



1. ec, dogri&:s e:p&i- i m.:;-:-l ;r, l es  cjuc ri:)-:-; avons accju i sec; ni0n.i i-erit 

c l -a i  l-c.n-!eri i q;:c2 l a  ccri,i.ic:;:;i .i. ion du fil! 1. 4 7/i3;;if:>;j&n6i s;it icis p u t  [fiad i f ic.; Le 

coifipo~-.le;~?!:.:;;-;- de.; mi fot:!ir;nrjr i cç e t  (jv t-ei. i cii !un-! ê,-i:jop 1. ac;!n i que eii (;i-:i-i: r i  -fil-- 
, " -gaf  i0r.i d i  .li-&i.siii- i :;i. !Le ; cep2nd;::;i , d,3;.1s l e s  cc:):-id l t i i -~ns i û n i  qijer, cc/irir?a-f i -- 

-b!eç avn:: La pi-6.;srvatic>ii dc t a  5- lruct i .~i-a do:; polyc,o:i:~i;, Le t - 6 t i c u l i ~ i ~  

endoplaçmiqi :~ corisorve un c e r t a i  n rianibl-e des i r a i  tr rn3rpliologiques l e  car ac-- 

-ti.i-isant -- i r i  -- v i v o  .- . e-l- La c i i s f r ibu?- io t i  des Ly:;os~~r,e<dans l e s  f r a c t i o n s  siib-- 

-ce1 Lula i rcs n 'es t  p ~ s  a f  feci&e, 

En u ? i  1. i çan t  une m6i 1-!ode amnL ie rdu  de f r a c t  ionnernenf ceLici.-. 

--Lai r e  rinus avons pi1 i so lér  quai-re f-t-acf ions pi- i n c i  pales,  L 'étude de La 

r6par t  i t ion de d ive rs  const i-tuar-il-s moritrc quv l' i sot:?n:ert-i- d'une propor-i- ion 

importante du r 6 t  ricu luin endoj:)las!iii que avec los  nii tochoridi- i es e s t  I.a carac- 

- t é r i s - f i q u e  pr i t- ic ip2l.e qui diff6renr;ie Le f-ractionneri~en1- c e l L u l a i r ~  a d o ~ t E  

d'un frac.; ionne:risrit c tass i  que par  cerlt r i fucjat ion d i  if6i-~!:-i- ieL Le en abse:-:ce 

d f  ions, Les i nterac-t  ions e x i ç t a i i t  e n t r e  Le rei. icutum eiidoplasrni qcie e t  !es 

m i  tociïoridr i es  perr i~et ier i t  d 'obteni  r une grande p a r t i e  du rot i cuturri endo- 

-pLasniique saris contarninatioi-l par  l es  po lÿsome l i b r e s .  [le plus, LE? taux 

de nucLéssei; cles f rat+ ioris ma jeur-es ( f -raçt i on  C, surnagearit post -lysosorna 1 

pecit ê t r e  i-&du i t en préparant une f r a c t  ion  r i c h e  en Lysoçonies. Lo procGdG 

que nous avons u t i l i s é  se d i s t i n g u e  essentiet lement de csux de LE\YIS e t  

TATA (78)  e-i de Ç!-;i)17E e t  'TATA (79) par ces deux aspects, 

Comn;e i L apparaîf  r a  dans les  psraljr-aphcs su i  varits, 1 ' i nt6égr i t é  

du mRi4A e s t  pr6servée pcndant Le f r a c i  ionnei,;ent c e l l u l a i  r-o. Hor-nii s l a  

neces, i i-6 d'ev i t e r  La rupture  des lyçosoines pendant L ' hon;~g&néi sa t  ion  ei. 

l e s  nic;nipuLaiionç suivarifes, l e  choix des conc!i-tioiiç de cer i t r i fuc ja t ion  

e ç t  d'une irr,por-l-zncr prirnordi a l e ,  A i  r i s i ,  une f r a c t i o n  NC, éyUi valér i te à l a  

So>-i:E des f r u c t  ions P'C e t  CI1, peul- ê t r e  prkpat-6.e: a i  reci-cn:ei-rt 2 pii:-i-i r de 
' '1 

L ' hoinogena-i en u t  i 1 i ~ 2 i l t  Les condi t ioris de cerit r i  fusa+ ion  permettant 

L 'obi-c?ii.l- i oi-i de i a -f r aci- i nn C C;ei)v;.~dsnt rious avcns pii cons i-al-sr q!.i ' i 1 ci; II" 
rés9 1 . t ~  une d&qrodci.l i o:i ilsscz i n;poi-i ante, \foi r c  poi~ssée, des po?yçc.!ricr;, 

Ce f a i f  n 'es t  app3i-~~n-;ii:ci-,t pas en r e l a - l i o n  iivec une f-iip-kure &ç orga;;ii.ec; 

~31.. us!?, i&jï;2y.t jt i3;2 sii;li [ , c i  1-(3 u dq:; e~-!zyi?.~::>; ;3;!<~i;c:i.:r-.-; e t  i-ioj-~g-i~ri,3~~f- ( j ~ ;  La 



F I G U R E  20 : I n h i b i t i o n  des  n u c l & a ç v ç  c e l l u l a i r e s  p a r  l e s  h a u t e s  
+ +  c o n c e n t r a t i o n s  eri t4g e n  a b s e n c e  ( - O - )  o u  e n  p r 6 s e r ; - ,  

- ce  ( - e - )  d ' u n e  f r a c t i o n  p a r t i e l l e m e n t  . p u r i f i C e  d e  

1 ' i n h i b i t e u r  c y t o p l a s m i q u e  d e  R l d a ç e  

U n  e x t r a i t  br!!t, con tenan t  l a  ciajoi:ité cles n u c l é a s a s  c e l l u l a i r e s ,  e s t  j.ricub6 eri pïi.çoi;çc! de R N A  314 de  bas 
po ids  raul~5cu2nire *. Chaq~ic tube  c o n t i e n t  56.103 cpin de R N A ,  0,2rni d ' e x t r a i t  di: nucl&rines,  O ou 2Gpl 1" 
l a  f r a c t i o n  p a r t j  e l l e n e n t  p:irifiCc: d ' i n i ~ j . b i t e u r  cytc?pluc::iicjde de  RXase, daris un voii~r.io f i n a l  d- C ,6;,.i. 
Les condi t ior is  i o n i q w s  so:it: T ~ C I < ~ > M > - ~ O .  Aprbs une ii.icsbat.ioi-1 tic! 15nn à 3 7 O C ,  l e s  tiibcr; sor;i r e f r o i d l ç  
e t  l e ?  concentr:tioi:s e i i  ioiis  e t  ei i  ;r;ti~:ij.keui ryto;>:o~riic;ue sürit  unifo:i.:içtjes en a j o u ;  > r i t  GCI : l  i i 'u i i  tr:?- 
-?on de c o ~ , ~ e r i ç a t i u r i  e t  :!sj~l d ' e a u  n1.i O1ir r ! i ib i teuï  cytc.pl.as!:iic;iie. 2 vo1u:;es d ' é t i i ano l  h 76 p i " u  i - i ~ i ? ~ c ; ~ ~ : i t  
dz l l i i C 1  j:\I son t  a l o r s  a j 3 u t f ç  e t  c.!;)ïi.:; I h  h UuC, les  t i i5ss  s o n t  cer;iriic;g'.s pendant !5;ii. ,)t 1.0 CiOSji. >i?s 
p a r t i e s  a?icji;ctes de  0,l:nl dru surria-3ant.s s o n t  i n t r o d t i i t o  en  f i o l e s  do co:i:pliagi: conter izni  1.G::l d s  PL3 
(E\:nersharn) 



-gai  ic1r-i so! j t  kya!e~i,eit-i c r i  1 i ques Lors de 1s ci)ri(-:erltrst ion  des memiii-ancç 

ciu çurnagc7ant p o ~ * f - l . y ~ ~ i ~ ) : i i d  sur  gsadic:ri"r ddis-c.rr1-t. i nus (\ai r pur i f i  ca t  ior i  

p a r  1- : e l  Le des riie~bi-ai-12s dr! surnagea!-1.1 post- l  ysoçoi~iii:~ Y p. 121 1. Ces ebser- 

- \ la i  i orrs orlt que lquv c?!-1;3 l o g  i e avc,c ctil tes dc RI*tC;NOITI q1.1 i aviî i t !noriSi-& 
+ ; ': ~ 7 2 ,  qce les nni t.,yr i t r .  y .,c,:~,\,., \r.,r>r di? 12 f rac!  ion iiilci-fi:;o~~sL~ sorit rc;i>i nç d6grad&c, 

l o r ç r j ~ e  Les irii:i::Li-:ii-is'; > j ~ ~ i i . l  1-ecuei l t  io:: çi:r i i i r  coussin de çc,cc.!-;ai-ose dzr-lse 

p!~~:ô+ u u e  z&cj jp-il;;ï:t&:j ( 99)  , Cepei1~j;;rl !., i 1 c i~~;~: ; ; re iil:soc;~ i b l e de pr& i çer  

çi ces &-fetl; or>-! urie c;+t:- ,..*bc: ~.iilrenic?n? n3côr1i que oi! s '  i Ls son-i- ,<;gcrLc~ieri-t er; 

. r e t a t  ion  avec 1 ' a i t  ion de n!icl.5asnse 

-t- -t 1"- Ef -Fer ;  d e  h a c i t e s  co~icer i t rd -Lior -15  en I4g sur 

l ' a c t i v i t é  d e s  n u c l é a s e s  c c l . l . u l a i r e ç  

La pi-obsbi L i l e  de potivoi r i s o l e r  5 p n r t i  r des f r a c l  ions s~ib-- 

-cet l ~ i l a  i t-es l es  d i  .FfCi-eni-es classes .de poLyçoii;va avec ur; r n i  ri irriurn de dsgra-- 

-da t ion  depend avsr:i- -1oit-t. d e  1s préçer-\!ai ion de 1 ' i i:tégri t é  du rnSNA p é i ~ d s n i  

l e  f r a c t  ionnenci.;t CG!. i u  l a  i re.  /?ii conirli?;.-icemznt du t r a v a  i t que nous d6c-r i von-,  

i c i ,  riou-. avons supposé que l ' i r i t é g i - i l - 6  du mRNA d i a i  t coriser~lee daris Les 

f r a c t  io i is  i soi6es. Cependarit, dans u r i e  s4r ie d'expériences p i -é i  i ni na: t-es, 

nous n'avons pu consta tc r  aucuiie arnhl iorat ion du p r o f i l  dfabsorbance des 

poLyso~:es en grad ien.t de soccharose Lorsque ceux-ci sont i ~ 0 1 6 s  2 p a r t  i r 

du surnageant poçt--  Lysosonal aprcs t t-a i ternerit par un d&tergvi-~t sv lon un 

p ro toco le  cxpErlrnenta! c lass ique ( v o i r  Fig,3, D, p ,  18 1. Noirr zvc.ns in -  

-.terprCtt;" ce réc;ciLta-t Coil-iFnZ suygSrant- que La ( l e s )  nucléase ( s )  1 i bérCv ( 5 )  

Lors du -1 r a i  terrient pa r  Le détergent é-i-ai t ( a i e r i i  i risuf f i sami1lzi7-i-i i nhi b6e ( 5 )  

dans ces cond i t ions ,  

Dans Le but de d é f i n i r  de n:rillé!i!res cond i t io r is  d ' i n h i b i t i o i - I  cies 

nucl&ases, riou:, (:\!oins enl-r-cpri  s ui-te s e r i e  bcessc i i  s i n  v i t r o ,  .- dani, Icscjiiet r, 

un c x t  r a i  t b ru i  conlenarit l a  majeure p a r t i e  des niicl6nses cc! t u  1-si reç est 

i nciitié en pr6sei:ce de KlaA rad io-sci- i f- e t  d '  i nhi i-; i t e u r s  de Fiiqose connus ou 
i- + 

pi-dsci:ic>sz De f-ld~;-i.eç cai-ict.ili rat.ioi:s iLl-j cj*jai7.j él.6 ~on< ; ide ,&~  C O T ! ~ ; ~  . . 

I I  s i  .L a b i  i i snnt" Les pobyr-;oie:; (iO'::), i ~ i ~ i s  ~ ~ [ C ; ! I C -  i iag.<? l a  pos5.i D i  ! i i.6 q u e  

ce+ i=:i? oui i ~ - ~ i ) i  ber les ~-lu~i<,;~:;e--;, 13 f i  991-ç. !nsn-fre [eç reiL,:!i-c,-i.:; 
,. 2. 

d ' u w  6t l tdc c i  n6.i iqge d~r lc .  lscjucl  1.f: di2:; cc;i7cenj-i-a./ j < > l j y p  efi i.ll<! ' de 5 5 5t.j-" ,- ,,i;.,! 



Fraction nurnber Fraction n imbe:  Fract ion number 

Fractia: number Fraction iiurnber Fraction number 

F IGURE 2 1  : S o l u b i l i s a t i o n  d e s  membranes d u  s u r n a g e a n t  p o s t -  

l ' c c  . C h o l k r i e  3 , ( - B - )  R N A  !-! 
, , '7 
8 .  

, , :  , - ,. ,. , U n  ÇPL est p r é p a r &  comrne j.1 e s t  d é c r i t  d8r. i~ [lat,&rial. e t  I.16:hodes B p a r t i r  de  f o i e s  d o n t  l e  RNA e t  Ic-s 
y,...,,-p Fhosi;i;o:ipides reçp-ctivci;:ent :narqi;.iir, ;::i~ l'acide orrir iqui .  3 i i  e t  l a  c l i o l i i i 2  14c. Ln f r ; :~ t iü : l  ES: 

a j v s t kz  en .i5ü\:;"j;:gdl, ~ < s  p a r t i r s  r.!jr,unt.cs :;a:,: i.i;ijtCr:: par l c  T r i t o n  X-1CII) 1 plOI1 (C, il) oi: 2 P~L' !  

(E, F )  pr~:;c,-,c,c dc: ;.:,? ( i . i i3CGi; )2  :;:,;; (c, E )  O:! s:J::~ ([), F'), 0,2m!. soii! i,5poiiCr; siir d e s  ~rr!di.eat.::, i i i ; & -  

-8j.r~:; 2[]-.60 pi(:[) ['o c.CCriz:.rid- ~ y , l p o : é s  on T5z1(2i;i:;dl (;t, C ,  E) oii eri i ~ ~ K ~ ~ i l ~ ~ c i ~  (0 ,  @, F;. L.cs iL;;h- 

-plii;;;;,, A e t  C o i . ~ - l : ~ ~ o i : i ~ j i t  5 1 2  f r a c t i o n  non t.i.:liÎ;ée par l e  l - i i t o n  X-162. 



sori.t u.i. i 1 i :;c;c;~ sei i los (:):A en c o ~ b i  r i c i i  :;:ln avec i:i-i:, qiiant i -iG constûnte d'utie 

Frac-l- ion psi-./ i et tc;r!ei.~T p i ~ r i  fiée de I ' i rihi b i  ieiit (:yioplasriii qi.ic: d e  KI;';:se. Uriu 

i i ~ t i i b i t  icji? dci p l i j s  en plu:; iriijïiiri~~i-ii-l: de l ' d c t i v i 4 é  de Lrc7x- I ra i t  cell~!i i  r c  
-b .t 

J 6 -  O - 5 e  I 3 5  ; - 1  4 c i -o iss; l~-~. /~?ç.  L ' i r ih ib i - i -eur  

cy-fop [açm q;;u dc$ i<i\ia:,c:! h '  t:$jt apF'ai.E;,:!;j;.::iiT ( j ~ ç  j r),jc.b i v@ ccç co;i$ 1. i o r i  

cai- urle p \ l ! ç  i'oi--/:r: inh ib i . ; . ion et=. s ., [ ' l ! - , l d r o \ y s c .  (jt.! SNI\ c5.t cjb.ici.iue en s;: pr6- 

-sc?!-;ce, 

2'- Tr'aj.C.orrent d e s  sr;cri!b-ianc,.;- p a r  (.tri d 6 l ; e r g e r i l  eiî 

p r é s e n c c  dc. 14gff f iOr ï i l 4  

i t I I  6 ta iS  indispensable (je vc?r i f ie i -  i o u t  dtab«rci  (;L! en pi-c5seric.c: 
-1 .t = 

d 'une ~ c T . . Î E ~  c~jsi(:eri-irûl i011 en ihlg , 1 1 t icnicur.~ po is  i b (  e de d&i.ack:+r qi:,2,;-i- i - 

-t  ci.; i vc:i?erit Le:; ~olysorncs de:, it~~rïhi.a;ies en so!.ub i 1 i ~~i i1 . l  ces cfein i èrc.s j jà!  

un d6tergenf.  

Ci-1 st.iri~agcar!-l- ~ > o ~ t - - i y s o ~ ~ i i ~ i j  1, dotiJc 1.e RNA e t  les  phospha! i p i des 

sont raciio-act i i's, e s t  an;][ ysé en gri?c.iiceri lie niSi i- l  amide avant ou Z~ I - i i . c ;  
1- 1- 

t r a i  -ternent par- l e  TI-! t o n  X-,100 en présence de Mg 5 ou .5C)r;lFl, La ccprrpa!-ai - 
1 4  

-son des f i  gur-es 21 , A e t  21 , E->, i nd i que qci 'une f c r f e  cctnc.r?r;: :;ri i i;l;;~ 

pet-met t a  f-orrri;i ion  de cD;rip\exe~ artéfac-kue t s ei-11 i-e l es  p0ky's~i.i:ec; 1 i bl-C:J 

e t  l c ç  r2embrar7eç, Ccpendanl , citicune c i i  - f fdrvnce s i  c j i i i  f i c a t  i ve n 'es t  coi iç l  a- 

--tee lorsque Le surr?acjear?t posf-1ysoso:riaL e s t  triii t e  par l e  T r i  t on  >:-1123 
+ + 

(Fig.21;  C: e t  27, D l ,  et. dt:r~s !CL; dc'ix cas é ' r i~diéç  (Rg 5 ou 5OinM) I J R ~  

concent r a t  ion  dv 27; en dêi-ergeni. ç fav&re  r16cessai r e  poiji- quv La quanf i.16 

de pkiospki~l i p i des cos6d i meni-ani- avec l e s  pot  yçom~:c, devienne riCy 1 i gcab l e  

(F ig .  21, E e t  21, F I .  

Idouc avo:is u t  i 1 i se iii-le iraci. i on  de ins;iibranas grenu Lui  res  

pari- ic! 1e:nen'r ~ L I I - i  f i@z à par-! i t- chi  surn.-iy~:>sn-f. post-.lysoçcrnal poijr é t u ~ j i ~ ~ i -  

i ' i nfli?e,-nce dos cc)n«'i t ini;?, cjs i r-3: des ne;;;brurjes par O!-, (j&-/iir-c;er,+ 9 

a i  riçi que cc. L!e ci!? i a  cos~:i.?osi .! i o i ~  d s ç  cr-ad ieni.5 d i  scon-! i !-lu:; de sacchor:~c.t: 

p":n.:;i-[ai!-t ~-)~~r;-fic;;i ic);: d,..:~ p~[i!~,o:::;:;, 1 - 
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F I G U R E  2 2  : I n f l u e n c e  d e  d i f f 6 r e n t s  Facte i i rs  s u r  l ' i n t é g r i t é  d e s  ' 

p o l y s o r n e s  

Des p a r t i e s  a l i q u o t e s  d ' une  f r a c t i c r i  p a r t i c l l e n i e n t  p u r i f i é e  de  membrr~nes ? r anc i l a i r e s  * obtenue à p a r t i r  
d'ciri !>PL s o n t  t r a i t 6 e s  par  1.e T r i t o n  X--100 2 p l00  daiiç d i f f61 :cn te s  c-rindit lons e t  l e s  polysoncs  S.;::!. p u r i -  
- f i é s  s u r  cieç q r a d i e n i . ~  discori?i.nus cor;ipusi.s de  3ii:l de 1,3S T5~ii<2illgdl e t  3ml de  2s T5cll<25;i5<1 . Ces cous-  
-sir!s de  saccha rose  con t i e i~ i i en t  ou non dtl R N A  de  bas po ids  noléc i i la j . re  e t / o u  du cytnçol. .  A : { r a c t i a n  
t ra i . t i .e  en  eii ~~ri.sei.icc-: d e  2 q / n l  cic I<XA de l e v u r e  p u r i f i é .  : f r a c t i o n  tirait.ée en  T ~ C - K -  >d '5 i l < -  .,>dl. 
en  prfsencc! de 2ii;i;/i;.ii de  i!NA dc l c ~ u r e ,  C ,  D, E ,  F : f r u c t i o n  t ï s j . t t ? e  en  T50i(2it.i5iidl en p r é s e r ~ c e  de  ~z:/hl 
de RN.4 de l e \ ~ u r o  e i  2oqhnl de p r o t 6 i c e ç  Ce l a  f r a c t i o n  c y t o s o l .  En A ,  R e t  C ,  !es  cous sir!^ d r  çricck,c,rost 

c ; . , , ;s  rie coct icnner i t  pz:; d f i r ; h i b i t e u r .  i n  D, 2ng/mf de R N A  dans i e  1,35 et. lmgjriil c e  R?:A cians l e  Z Ç .  En E, 
2mll/inl dc  p ro t6 i i i e s  cyioplas;::iq~ir3s ds::s ].es deux coi~ct izs .  En F ,  2i::g/:ri1. de R\A  e t  2rng!nl Se prok2ir.zs c y t o -  

' ' l i i j  
-pl:isriiqiies dafis l e  l , ) S ,  Zi;g/r,l de  proi6inc:s d;i c y t o s o l  dans Ir 75. Lr? n o i s r e  d e  ril>risaiies p ï l s i t L  ?sr \-. *.,) 
m o l ~ c u l e  de i:i?b!A ÛLI son;i:et Cu p r c ~ f i l  d'nVeoîha::~<? a 6 t h  dét.err>iné pa r  l a  m6tlioci~ de  PiiiFTOS (103) .  L ' ~ x ? B -  
-rier?ce e s t  c o r ~ ç i ~ e  1 2  naitiCre B c c  c.iic. Itx r , ~ ; r f r c e  déterc i in& p a  l e  t r a c é  s o i t  l e  r e f l e i  u i r e c t  di! :'ei-iGs- 
-aierit t.n polyçor:,er; d i n s  i a  sLispî:r,sdia 'ïi.n:ilc. 



La f i g u r e  22 montre l e  r é s u i t a t  d'une exp6ricnce dans i a q u e i l e  
f 4- 

Les pol.ysorne:; L ib res  soi-ii detaches des oiembrarics en prése:!ce de Mg 5 ou 

50rnt4, p u i s  p u r i  f i é s  par cent r i  fugai  ion sur des gradieiit.; d i  scont i i i u ~ i  de 

saccl-iarose contenant ou non d i  f f6reri.i.s i nhi h i  -i-ecirs de RNaso. Le f a  i .i- d 'aug- 
.+ + 

-nienter l a  coi1ceritra.t io:i en Mg Lors de l a  çc tuh i  1 i sat  ion  des membranes 

(comparer l es  Fig.22, A e l  22, B )  am6Lioi-e de f a ~ o n  s i g n i f i c a t i v e  l e  p r o f i l  

potyçorr~at, e f  ce t  e f f e l  pc:i'r. ê t r e  cciiibiné 5 c e l u i  de L ' i n i - i i b i t eu r  cyto;)l.as-- 

-mique de RNase pour obfc!ni r de t r h  Lou;-dc; pcl.\/soiile~ (Fig,22, C ) .  

L '  introduc-i ion de FINA CI(: bas poid:, rr,olCculai r e  daris l e s  sol i i -  

-1- ioris coniposant Les grsd i e n t s  d i  scor1.i. i nus appot-te psi: d c  n:odi t ica-i- ions, 

mais l a  présence de cy toso l  dons Les coussins dn saccliaroço a c c r o î t  t r & s  

se~?s i b Lement Le renden-icrii en pc>L yso:ies (!ans l a  suspecs i o n  analysEe. D'sut res  

dcni16es (non inc luses)  indiquent  que 1,5 à 2mg/ml de pro tS incs  cytoplasmi-  

-ques permettent d 'ob ten i r  l e s  m e i l l e u r s  r6su l - ta ts  ( v o i r  Fig.22, E e t  

22, F I .  

Nous avons également c s s ~ y s  de pt Cc I çer 1 ' imper l dnce de 13 

nature  et de La concentrat ion  du dékei-gcnt elnployQ. Une f rac i - ion dc rli:iiibra- 

-nes granu la i res  par t ie i le rnen l  pci t- i f ide es-i so lub i ! i sée ei i  pr6scricc de 
+ + 

Mg 50mM e t  de cy toso l  pdr ie T r i t o n  X-100 ou l e  DOC ou pàr un mélangc des 

deux déterqcnts dzris des p ropor t i ons  d i f f e r e n t e s .  Les pctysornec; sont p u r î -  

- f i é s  sur  des grûd ien is  d iscont inus  contenant ou n3n du cy toçot .  Comre on 

peut en juger à lfexdmcn de l a  f i g u r e  23, la présence de cy ioao l  dans Les 

coussins de saccharose amél iore dans tous l es  cas l es  r é s c l t a i s  oblenuç. 

L ' u t i l i s a t i o n  de [)OC seul ne scrnbte pas favo r i se r  L ' i so l cnen t  de pc)Lysoriles 

Lourds. Toute fo is ,  ce détergent peut ê t r e  employ6 en comb in~ ison  avec Le 

T r i t o n  X-100 s i  sa concentration d c ~ ? u r e  faiS!e ; a i n s i  l e  p r o f i t  23 ;  F 

( T r i t o n  X-100 2 p100, DOC 0,5 plOO) d i f f è r e  peu de c e l u i  de l a  f i g u r e  27, E 

( T r i t o n  X-103 2 plCO). 

IL fau t  égalenent remarquîr qse dons Les expériences des f i g u -  

-reç 22 e t  23, l e  rn i t iec dthooT?g6nSisation u t i l i s e  pour preparer l e  sur- 

-nageant post- lysosonal c o n l i e n t  2ng/ml de RNA de bas po ids  mol6cula i re.  

Ce lu i -c i  permet de L imi te r  La Fr-ugnentation du mRNA pendant l e  f r a c t i o n -  

-nensnt c e l l u l a i r e ,  ceri?rre Le moriti-e ta f i g u r e  24, !.lais n o ~ i s  avons pu conç- 

- - ta i -er  par. a l  L!c i~rç qile 1 ' i iii.roduct ior! de çy toso l  dans Le m i  1 ieu  dfhcrr40-- 

-gSn6 isa t ion  r i ra  pas d l é f f e / .  
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FIGURE 24  : E f f e t  d u  R N A  d e  l e v u r e  p u r i f i é  d a n s  l e  r n i l i ê u  d ' h o m o -  

Un SPL e s t  préparé cac,ne il e s t  d é c r i t  dans Katé r ie l  e t  Méttic::ss ei i  abscnce ( A )  ou e:i pr6se:ire (3) de 
2mg/ml de f<:,!A de bas p~ir.1:; nol5ci i la ire .  Les rne4~,brûil~s c ; ranu l~ j . res  scn t  parli.elleraent purifiées, et- l e s  
polysomes sont  i s o l é s  colme il es t  dYcrit  dails la f'j-gure 23, E. Ceux-ci son t  analysés en grcdient  i so -  
-cinét:iquu ae sacctiarose dans l e  r o t o r  SN43 T i  à 2°C (50iiin à 35 000t/riin) 
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FIGURC 2 5  : ~ c p r é s e n t a t i . o n  s c h é m a t i q u e  d e  l a  m é t h o d e  d e  s é p a r a - -  

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

- n a g e a n t  p o s t - l y s o ç o m a l  

Les rn&iiiies tubes solzt; cent~:i.fugés succeçsivc-ment dzns un 
rotor 2 go&?ts mnbl-Ï.es (S2:27), puis Qanç un rotor 2 angle  
fixe (60 Ti). 



4 O -  S é p a r a t i o n  d e s  p o l y s o n i e s  l i b r e s  e t  des membranes  

Dans une ait 1-e sér- i e  d 'expér i ences, i es  corid i i- ions précédemment 

d6f i nies pour Le t r a i  -i-~i~i.~!-it des ri~riiiiibi-anes par  l e  d6tei-cjc?tit on t  é.ié appl i -- 

-quées à des f r a c t i c n s  membranaires obtenues selon l a  m6thode ctassique,  

après une Loiigue centr i fuga. i . ion sur clradient d iscont inu  ( v o i r  F i g - 3 ,  D l ,  

sc;ris que 1 'or) puisse observer une aiiiéL i o r a t  ion  t r è s  sensi b t e  du p r o f  i 1 

d 'abso rb~nce  dcs polyçomes l i e s ,  Pdous avons doric recherché un moyen de 

séparer p tus rap i dsrnonf les  deux calégar i e s  dû po~ysomes. 

Le procéde adopte ( v o i r  çch6ma de La Fiy.259 d i f f è r e  des mefl~o- 

-des préc6dern;nen-i publ. i&c?s (63, 74, 75, 104) par Les aspects su i  var~ ts ,  La 

corfipos i -1 i on  des grad ients  ci dicont i nus e s t  nad i f i ée pour 6v i t e r  au max i n!um 

L 'agrégaf lori des membranes e t  l a  ré ten t  i on  de po l  ysomos 1 i bres, Le surna- 

--geant post --1 ysosomal es+ déposé sui- un l j rad i ent  d i  scont i nu de sacciiai-ose 

e t  c e n t r i f u g é  pendant un temps j u s t e  s u f f i s a n i  pour o b t e n i r  La pén6 t ra t i cn  

de L'ensemble des membranes dans l e s  couches de saccharase. Dans ces con- 

-d i t ions, l a  majeure pa t-f i e  des po l  yc;orneç L i bres "légei-s", des ~ ~ ~ ~ i ~ ~ < : ) ! r l ~ > ~  

e t  des sous-unit& riboçomates (représeni-ant Le contaminant p r i n c i p a i  des 

membranes iso lées  seLo!-i l a  methode de BI-OBEL e t  POTTER (74) )  peut ëti-c+ 

pré levée e t  remplacée par  du tampon. La séparat ion des membranes e t  dss 

potysomes L i breç ae t a i  L Le p lus  importante es.! ensui t e  e f fac tuée  par ce!)- 

- t r i f u ç a t i o n  dans un r o t o r  angula i re.  Çeule une pénét ra t ion  q u a n t i t a t i v e  

des potysomes l i b r e s  dans l e  sacchsrose 2M e s t  recherch6.e e t  non p tus  Leur 

çédimentat ion. La présence de sacctiarose 2,2M emp&che d ' a i  L l e u r s  l z  f o r -  

-mation d'un sédiment t o u t  en permettant L'élimination p a r t i e l l e  du glyco- 

-gène. Une c e n t r i f u g a t i o n  de cou r te  durGe (3h30mn) s u f f i t  à o b t e n i r  l a  

separat ion des polysorn~s l i b r e s  e t  des membranes. Le surnageant de ka 

première c e n t r i f u g a t i o n  e t  les  coussins de saccharose dense de La seccnde 

étape sorii- réuni  s pour const i tue r  l a  'If r.acl ion  de p=>lysoineç 1 i bres  br i i te",  

qui  peut ê t r e  p u r i f i é e  sur gradient  d i scon t inu  en mêinc temps que l e s  po ly -  

-sones de La f r a c t i o n  membranaire f r a i  t ee  par  un détergent.  

Le tableau 7 rnontre com:i;vt;l- se d i  ç t  r i bueri; l e s  phosphol i p  i deç 

e t  Le RNA dans Les f r a c t i o n s  ohteniies après sGparation des polyçonies L ibres 

e t  l i é s  du surnageant pnst-Lysosonal. Les quant i tés  de rad io-ac i - !v i t6  .I- 

i-rouvées dans Les d i  f i'6rerit-er, f rac l -  ions scrif en bon accord avec !es es t  i m%- 

-t ions pi-éc6d.zntes ( v o i  r Tcbleaux 5 e t  6, p, 53 et.551, La f r â c t  i o n  nercihr-a- 
" 

3 > . . , 
-nai r e  p!ir i f i6e  con-; ien: un psi) r n g i  ns d s  157; du i3dA ' 1-1 di 1 ' l iorf ioy+ric~, 



TABLEAU 7 

Ù épar titi-on du R N A  e t  d e s  p l i o s p h o l i p i d e s  

dar i s  l e s  f r a c t i o n ç  s u b c e l J  u l a i r c s  

Un hornriqisn3t e s t  fictction::c! aprhs  rnrirquage dil RtiP p a r  l ' a c i d e  o r o t i q u e  31! penriaiit 201: e t  des  p l~ospl in l i -  
-pides par  13 cho l ine  1':i: ". Po:ir dGtcriniricr !a q u a n t j  t 6  de R R A  aédir!icritoblc, c!es p a r l i e s  a l i q u o t e s  d r  
l a  f r a c l i o n  de po1yco:ncr; l i b r e s  t i rü tc  r t  d c  l a  ï r û c t i o i i  menibraiiajre i s o l h e  à p a r t i r  du Çi'L sont. t r a i t t e s  . 
par l e  Tr i to i i  X-100 à 2 pJG0 e t  ceni:ri.fii[jt'es ilendarit 20h à 50 UUUt./mii dans l e  r o t o r  50 T i  s u r  un cüuss in  
de  l m 1  de  1,OS T50KZ5M5. Dans c e t t e  expériencr: urbr cçti inntiori  de l a  p ropor t ion  de  glÿcoc:ène s é d i s e n t a n t  
au t r a v e r s  de l a  couche de 2,2S l o r s  de  l a  s6p:jratioii d e s  polyscnes  l i l~ rec ;  e t  l i é s  du 51'1- a é t é  e f f e c -  
- tuée de l a  maiii&re s u i v a n t e  : des p a r t i e s  al . iqiiutes dc SPL e t  de l a  f r a c t i o n  de  polysoines l i b r e s  b r u t e  
sont  c e n t r i r u g 6 e s  s u r  3nil de 25 T50K251'.15 e t  31riJ. de 1,3US T50K25[.iS dans l e  r o t o r  50 T i  pendant 20h à 
50 OCOt/rnn pour ob t t t n i r  l e s  p~lyso!iiet; 1.ibres. Les s t i c r e s  son t  e n s u i t e  dosés  dans  l e s  2 sédiments  a i n s i  

- 
que dans c e l u i  dc 5lycogbne par l a  teclinique de TILLbII:.rL5 e t  PtIILIPPI, ap rhs  l b i  d ' i n c u b a t i o n  à 37CC dans 
K O l i  O,5X, p r é c i p i t a t i o s i  a l coo l ique  e t  Inoages.  40% du glycogène pouvant sédirncnter au t r a v e r s  du 25 e s t  
obtenu dans  l e  s6dir;;erit de g1ycoi;ène. 11 f a u t  également no te r  q u ' à  l a  d i f f é r e r i ce  d e  l a  " f r a c t i o n  de 
ré t iculuci  cndoplnsniique séd ixen tan t  rapidement" i s o l é e  par  SCIiIRt e t  TATA ( 6 9 ) ,  l a  f r a c t i o n  C i s o l é e  dariç 
c e  t r a v a i l  r i ' es t  pa s  contaiiiintc par  l e  glycog8ne. Le d c r n i e r  e s t  re txouvé exclus ivement  dans l a  f ' rnc t ion  
L e t  dans l e  ÇPL. .. 

FRACTION RNA 

cpm3~x10-6 7; du to t a l .  

Po1y:;ome.s l i b r e s  "brute" 

t o t a l  10,57 

sédimentable  6,38 

Membranes 

t o t a l  4,77 

sédinientable  4,45 

S6dj.rnent de 
gly cogi3r1e 

f3,OO 

i?liospholipides 

c P ~ " 1 4 ~ x ~ ~ - 6  m du t o t a l  

nég l igeab le  



Fraction n u r n b r r  

Fraction nurnbei 

F I G U R E  26  : A n a l y s e  e n  g r a d i e n t  l i n é a i r e  d e  mé t r l zamide  de l a  

" f r a c t i o n  d e  p o l y s o m e s  l i b r e s  b r u t e "  e t  d e  l a  f r a c -  
3 - t i c l n  de  membranes p u r i f ' j 6 e s .  ( - e - )  R N A  t i  ; C h o l i n e  

Les dzüx F r a c t i o n s  scirit ohtenuos  à p a r t i r  du %PL. se lor i  l e  precbd6 sciiCmai;isé dans  l a  f i g u r e  25 e t  qui e s t  
p l u s  oinpleiri~i~t d é c r i t  dans l o  c i > z p i t r e  iii5khadoiogic;iic. ün::s c.i:cqiie cas ,  l 1é i , u i . va l en t  ce 217,n~ d ~ .  tissu esii 
ddposb  siir grocijent '20-69 r ~ I C r j  de  ~:':ikrii.a::i.c:u prSpar6  en T50;<25i.;5dl. Le pic: c o r r e s p o n d ~ r i t  û ~ i x  f r t ic t ion;  
19 à 24  (dei ; s i?6  m3yeri;iu : l,2iG/cn3: p o ü r ï a i t  r iorrcsjjandre à des particiilse n;!!:&' ( v o i r  r e f . 96 )  inzis i;a;J, 
n'&vans p a s  cherch6 L ~ é ~ i f i . ; i :  c e t t e  s,i?posj.tion. 
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F I G U R E  27  : Analyse en g r a d i e n t  i s o c i n é t i q u e  de s a c c h a r o s e  d e s  

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

lyçosomal 

Pol.ysorces l i b r e s  e t  liBs surit sdpaîés  e t  p u r i f i é s  à p a r t i r  du SPL comme il e s t  d é c r i t  dans I-iatdriel e t  
!4éthodes. A : ;jolyso.i?ç délacÎ>&s d e s  ï:-:,5rarirs ; 6 : pr;lysü:;zs libre:, ; C : ?a "fract iür ,  di: po1yszx . c~  
l i b r e s  brute'! e s t  traitfis pas l e  T r i t i ~ n  );-IC:3 2 plCY iL l e  DÛC 0,3 plCi! coince l a  f r a c t i c i :  da r.ie;;,b:8:,ta, 



a l o r s  que l e s  po lysom~s  1. i b res  en repr6senten-i i9%. La ceni r i  fugaf  ion en 

gradient  de métrizamide des f r a c t i o n s  obtenues à p a r t i r  du surnageant post-  

lysosornal (voi r -  F ig,26)  indique qu'envi ron 1 %  des poiysorries l i b r e s  conta- 

- m i  nent l a  f r a c l  I on  de membranes, La quont i l é  Qe rCt iculuni endcplasrni qde 

présente dans l a  " f r a c t i o n  de polysomes l i b r e s  hi-ule" peut ê t r e  considSrée 

coinma négl igeable.  car  on ne t rouve ,iratiquernoiit pas de cho l i ne  14c dans 

l a  région corresporidant aux membranes granu La i res  dans Le çrad i e n t  de m e t  r i - 
3 -zamide (dens i té  : 1,16-1,24g/cm ).  De p lus ,  l a  quan t i t é  de polysornes 

l i b r e s  p u r i f i é s  n'augneii-ie pdc, de far,on décelable api-ès cin t ra i t emen t  de 1-3 

f r a c t i o n  par un d6tergeri.f ( v o l  r Fig,27i .  

L 'anal yse en gradient  i s c ~  i nét  i quc de saccharose des deux 

classes de polysornes iso lées 21 p a r t i r  du surnageant post-lysosomat montre 

que dans Les deux f rac t i ons ,  14 à 15 ribosomes par  m!WA sont présents 2u 

maximum des p r o f i t s  d'absorbante (Fig.27) ,  Les p r i n c i p a l e s  d i f f é rences  sont 

observ6cs à l a  p a r t i e  ~ u p é r i ~ u r e  des gradients,  où Le mononière prédomins 

dans l a  f r a c t i o n  l i é e  aux mcrnbranes, tand is  que Le dimère e t  l e  t r i r i ière 

sont trouvés en q u a n t i f é  p lus  importante dans La f r a c t i o n  de polysomzs 

1 i bres, 

5 O -  I s o l e m e n t  d e s  po ly somes  d e  l a  f r a c t i o n  C 

La technique employée pour s o l u b i l i s e r  l e s  membranes du surna-- 

-geant post-lysosomal n 'es t  pas ent ièremeni s a t i s f a i s a n t e  L o r s q u ' i i  s ' a g i t  

d ' i s o l e r  Les polysornes de l a  f r a c t i o n  C. Nous avons e n t r e p r i s  une s é r i e  

d 'essais pour résoudre ce problème mais en maintenant constanles l e s  con- 

-cent ra t ions  en p ro té ines  de La f r a c t i o n  c y l o s o l  (env i ron  2mg/rnl), en RNA 

de bas poids molécu la i re  (2rng/rnl), en Mg (CH3C00)2 (50ï134), a i r i s i  que celle 

de La f r a c t i o n  C t r a i t é e  (équ iva lent  de 90:ng de t i s s u  / m l  de suspsnsion 

f i n a l e ) .  

Les premi&res expériences o n t  monlré que l ' u t i l i s a t i o n  de deux 

détergents ( T r i t o n  X-100 2 p100, DOC 0,5 plOO! e s t  p ré fé rab le  à c e l l e  du 
- 
l r i t o n  X-100 seu l  car  e l l e  permet une m e i l l e u r e  préservat ion  du RNA mes- 

-sager. De plus, corsme !e montre La f i  yure 28, l e  f a i t  d ' a u g ~ v n t e r  l a  

fo rce  ionique au momer-it du t roi tement par  Le d6tergent ~ c c r o l f  de façon 

s i g n i  f i c a l - i  ve Le i-endenien"rei1 polysoriivç. (conparer l e s  F i  y.28, A, B e t  Cl. - 

S i  des réc;ultal-s s i  m i  l a i  res pvuve;it ê t r e  obtenus en einployan-l. des concen- 

-1 raf ionc, de lOiiiii'.i er; K C l  ou de 150x?4 PI: i\!IJ Ci iFig.28, B el- 28, C ) ,  i.;o:~s " ' 4  



Volume of ef f luent ( m l )  

volume o f  ef f luent (ml)  

F I G U R E  2 8  : A n a l y s e  e n  g r a d i e n t  e x p o n e n t i e l  i s o c i n é t i q u e  d e  s a c -  

 charo os^ d e s  p o l y s o m e s  d e  l a  f r a c t i o n  C 

Une f r a c t i o n  C ,  p r é p ô r u e  corilme il c s t  d é c r i t  daris [ . l a t e r i e l  e t  t~ l~ i . hodes ,  e s t  t r a i t é e  par 1.e Tr ikon 5-1C3 
2 p l00  e t  l e  00C 0 , 5  p l00  en préserice tlr [<g (Tti3C00)2 50id.I (A),  iiCl 10Dmtl et i-'19 (Ct-13C00)2 50ii:i (21, !,S2C1 
150mll e t  big (Cilj:'00)2 ~I!G-IP\ (C): b!!i4C1 150ni!.îl K C 1  10Criii-1 e t  P;g (CHJC00)2 r>[lir::i (D). Dans t o ü s  l e s  c a s ,  2-:;/rnl 
de R N A  tie bas  poj.ds rnol6cula i rc  c t  2mg/nl (Je pro?%ir ies  cytop1ai;rnic~ues s o n t  p r é s e n t s  l o r s  du tr i i i ter: ir i i ; .  
En A ,  13 e t  C l  l e s  cocic;çirrs de saccliarose s u n l  coinposds do ?ml d e  1,3S T s G K z ~ ; ; ~ ~ ' ~  e t  3nil de  25 Tsg f i î5 i . ; 5d l ,  
En D, 1 ,3S  T50Ki.5iL1501;5d: e t  25 T50;(25i,lg>dl. Dans t o u s  l e s  c a s ,  l e s  g rad ic r i t s  d i s ç o i i t i n u s  runt ie6ner ; t  
2mg/rr.l. d e  RSA d- l e v u r e  ciuns l e  1.,35 e t  2!!ig/i;il de  pr.ot.4iries di! c y t o s o l  dans l e  1 , 3 Ç  e t  1.e 25. L3rsqcs l e s  
cûndk t ions  d & c r i t e s  p w r  D son t  ~ i t i l i : j d e s ,  l a  q u a n t i t é  du r a d i o - a c t i v i t é  s6d imen teb lc  r e t r o ü v é i  dazs I c  
s é d i ~ e n t  d e  polysoiies e s t  de 80-C>2% e t  I ' i?fficaci.to d e  resuspcnaion e s t  de  80-850 ( 3  di:te::ninaiions), 



avons pu constater  que des moLaiitGs en KCL supérieures 2 l /OmM i i~di i isen- f  

une d i s s o c i a t i o n  dv l a  s t r u c t u r e  polysomalc (graphiques non i n c l u s )  a l o r s  

que La pi-6serice simultari6e dc KCL l(3CriiM e t  NH,Ci l5OmM ne provoque pas ce1 

e f  f e t  . 
Tou ie io i  ç, quel Le que soi t  La conpent r a  î i on  en ions mo i iov~ len ts  

au moinent du 1 r a i  tenet i l  par [es  d 6 l ~ r g e n t s  ( K C l  lOOnM ou N114CI 150ml4 ou 

KCL IOOmM p lus  NH4Cl 1561r1Y 1, La quarit i te de monoi-i bosomes cbfanur, de;;iecire 

appréciabie, Cet te dégi-addtion a vraiserribiabtemeri-1 pour o r i g i n e  Urie cos6- 

-d i rnenta t ion  cfe nuc Li-açes avec l e s  po ly  sonies car  l e s  réçu l t a t  s peuvthnt 

ê t r e  ani6L ior6ç en augrr~eriiani La fo rce  ionique de i a  couche de sacchai-ose 

1,3M Lors de La cei i i  r i  fugal  iori sur g rùd ient  d i  scoiit i iiu ; cepeiidant, s e ~ i  1 

N H ~ '  (61 non K') peut ê t r e  ut i LisS. 

La f i  yure 28, D correspottd ailx potysornes i so lés  après i r a i  -Fe-- 

-ment de La f r a c t i o n  C par Le T r i t o n  X--103 e t  t e  DOb (2 @es voncentrat ions 

respect ives de 2 p l 0 0  e t  0,5 p l001 en présence de Mg (CHJC00)2 50mM, 

KCL 100mM, NIj4CL l50r;iM e t  p u r i f i c a t i o n  si i r  un grad ient  d iscont inu  d~ i : t  La 

couche super-ieure cont ier i t  du NI-14CL 5 La concentra-l ion de i5Orn%. On I J S U ~  

coristai  e r  que l ' i rnportance des monot;i?r-es e s t  ?Lot-'; beaucol~p p l u s  r é d i ~  i 1 e  

au p r o f i t  d'une augment d i  ion de ta  ausiit i l é  de polysomes tour-ds. Comnc. 

pour l es  potysomcs i s o l é s  du surr~ageant post-Lysosowal, env i ron  15 ~itoco- 

-mes par molCcule de mKNA sont préçents au soiriniel de ta  ccui-l>c dlrrbsc?r- 

G o -  Isolement  des polysomes liés à La membrane 

n u c l é a i r e  

Les preriiières observat ions au rriic:roscope é l vc t ron ique  de 

L 'hépatocyte i ntac-t on t  pet-rni s de n;et t r e  en év i  cience sur- La mernbrarie nuclé- 

- a i r e  des 6L6n;ents u l t r a ç t r u c t t i r a u x  ident iques c?iixggrain..; de P A ! - ~ ~ ~ ' ( 1 0 3 ) .  

L 'ex is tence d'une c o n t i n u i t é  e n t r e  Le rdticul.um endoptasmique e t  l a  membrane 

nuclCaire externe a é t é  p l u s i e u r s  f o i s  observée u l tér ieurement,  et des 1964, 

i L es t  b ien  étabL i qus Le ré l~ i cu lum cridoptasmiqcie e s t  une extension de 

L'enveloppe nuc léa i re  ( vo i t -  ref .104).  

Les deux tyy:c?s de si-r-uct-ures peuvent donc, pst- vc.iie de cons&- 

-querice ê t r e  considbrés conrns f a i  çai-it p a r t i e  d'un sys-f.&r;l,e n;cmbrancti r e  unique, 

mais  i (. di-?xr.irrc q u e  l es  r i  loçorniç 1 ibc; à La n;e;!it:rc;ri-c> ri i ictéai i-u pourraioi;l 

r-eprésen-kcr 1.e cas i - y p i q i ~ e  dFi inc pc;pi~lc;7 icr i  pc)ly:;oriialc si5;oi:iani iir-ie Loccii--. 



-sa t ion  t ~ p o g r ~ ~ p h i q u e  d&te:minée à on5 s p é c i a l i s a t i o n  dans La synthese d9 

cer ta i r ies  pro t6 ines .  Nous avons doric i s o l é  ce t - le  f r a c t i o n  (laris l e  but de 

comparer ses p r 0 d u i . t ~  de synthèse --- il-I ---- v i  -i.ro à cei.ix des autre:; cat i-gories ue 

poiysomes ( v o i r  Chap i t re  I V ) ,  

a- P r inc ipe  

CI-IAU\IEAU -- e t  ---- a l  ont,  dès 1956, t i  r é  par.1.i du f a i t  que Les 

noyaux sont i e s  organi- les ies p lus  denses de [.a c e l l u l e  hepal-ique (cas de 

t 'an imal  à jeuri) pour l e s  isoler- avec !JI? t-iaut degr6 de pure té  pur  centr- i  fu-  

q a t i o n  en saccharose concentr-6 (2,2bI) (105). P ius ieurs  var ian tes  de c e t t e  

méthode, p l u s  commodes d'un p o i n t  de vue pra t ique,  on t  é t é  pub l iées  u l t 6 -  

-rieurement ( v o i  r par  exemple 1-ef .91 e t  1.06). 

L'une des caractc5rist iques des noyaux i s o l é s  selon ces d i f -  

- f é ren ts  procéd6s e s t  que Leur membrane externe, p o r l  an* des r i  boçomes, 

e s t  conservi-e,'Celle-ci peut & t r e  s o l u b i l i s é e  par des d6terger i - t~ non- 

ioniques, comme' l e  T r i  t on  X- ZOO, l a i ssan t  L ' i n t é r i e i ~ r  des noyaux app3r.m- 

-ment i n t a c t  (ZALTA -- e t  --.. a l ,  1071, e t  c e t t e  p o s s i b l i i t 6  a é t é  exp!oitéz 

fréquemment pour i s o l e r  en saccharose concentré des noyaux sans membrane 

exterr ie (106, 10'91, ou p lus  simplement pour i s o l e r  Les polysones liés au 

r é t  i cu  lum endop lasmi que coçéd i ~ ~ e n t a n t  en sacchai-ose d i  i u6  avec !.es noyaux 

( v o i r  ref.13 e t  110 par exempte), Une f r a c t i o n  de r ibosoves l i é s  à La 

membrane nuc léa i re  a é t é  i soli-e par SACOWSKI e t  HOKDEN (111) apres +ra i - .  

-ternent par  l e  T r i t o n  X-100 de noyaux prkpar8s en sacchnrose concentr6, 

Nous avons adopté Le même p r i n c i p e  en l e  complétant par  

Les doilnées acquises l o r s  de [ ' isolernent des autres catégor ies de polysoriies. 

L ' t~oniogénat est pr6paré comme précédernrricn i- e t  le; Lysosomes sont é l  irii nés 

du s8dimvnt obtenu 2 basse v i tesse  ( 4 0  à 50$ des lysosones sont présents 

dans Le si-dinient 7 OOOgxmn d'un hornogsnat à 25%).  Les noyaux, contavin6s 

par  des mitochondries c t  dt.~ ré t icu lum endoplasmique, sont rcsuspendus dans 

l e  m i l i e u  d'hornoqén6içation e t  mélangés à du  ssccharose 2,5M pour o b t e n i r  

une c o ~ x e n t r a t i o n  de 1,85M. La suspension e s t  ensu i l e  cen t r i f ugée  sur un 

coussin de saccharose 2,3M, 

Les noyaux p u r i f i é s  sonl t r a i t é s  par l e  T r r t o n  X--100 à 

0,2 p 100 en pr-éserice de cy.i-oçol, de RNA de l evure  e t  de 149 (C ! - i  C O G ) ,  
3 2 

50rnM pour dBt-aci-:c?r l e s  po1y:;ornes L iés  2 !a rrieriibranc. ex-terne, Ceux-ci sont 

er is~;  i f e  cei~i.1-i fi.iq(5~ sur gradient  d i  scc;n-i- i i-tu de sacci7sroçe coi:irne !CS f TSC-.  



Voiu t> ie  er i  n i l  

F I G U Z F  2 9  : A n a l y s e  d e s  po1.y- 

-soriics l i é s  à l a  nreinlrùt-ie n u - .  

- c l & a ï r e  en  g r a d i e n t  i s o c i n é -  

- t i q u e  de  s a c c h a r o s e  

Les grn.phiyues cc)r.respondent 2 deüs 
analyses drurie m$rtie suspension cf- 
-fectuCes 2 des sens ib i l i t d s  d i f -  
-féxe.ntc..; de 1 +enreg.istz-eur. 

[.es rioyaux surit p r épuros  comme i l  c s t  decr j t ,  
dans I.i:itbi:iel. t:t f % i  iiodcs à p a r t i r  clc 1:'g de 
t - i s su .  I l s  s o n t  r.es~l:-i;ienrlus e t  d i  1 uds diiris 
65ml clci t;ni;>on T59i<25;:s con tenan t  15nl de 
cytosr r l .  La concrr i t r3 t ;on  er; ilq* e s t  a j u s -  
- t 6e  :i 501îi14 e t  on a j c u t e  2111y/n!l cc: R N A  d r  
bas  ~ r o j d ç  molLcula i rc .  La surper is ion  e s t  
a l o r s  t r a i t . de  p a r  l e  Tr i tor i  5-100 (coiicrn- 
- t r a t i o n  f i n ô l e  0 , 2  plrJ0) e t  l e s  riuyacix s o n t  
sédin:c:ntés dans  l c  r o t o r  S\-127 pendr!rit lOmn. 
à 1 5  ODOt/mn. Les surr ,ageants  s o n t  di.pcs6s 
s u r  g r a d i e n t  d iscont i r i l i  de  s accha roseq  a p r è s  
une n o u v e l l e  a d d i t i o n  de  T r i t o n  S-1CO (con- 
- c e n t r a t i o n  f i n a l e  % p100) e t  c e n t r i r ~ i q é s  
dans  l e  r o t o r  00 T i  pendant  16h à 55 COOt/nn. 
Les p c j l y s ~ n c s  s o n t  ar in lysés  en g r a d i e n t  i s o -  
-c inbtFque de s î cc i i a rose .  L 'équibzlent .  l e  
49 d e  t i s s u  c c t  dépor6  s u r  chaque grac l ient .  
En A ,  l e  t r a c é  i n f é r i e u r  corresuond b l a  
l i g n e  d e  base obtenue uar  e n r e g i s t r s m i n t  de 
l'absorbante d ' u n  g r a d i e n t  ternoin. 



--lions de poLyso;nes i r o l 6 e s  à p a r t i r  du surriagvdiit post-Lysosomal. 

La f igur-e 29 montre l e  i -ésu l ta t  d'analyses en gradient  de 

saccharose des poiyçonies obtenus. Le p r o f i l  dtabsr,i-bance prgsente ceri-aii-is 

f r a i  -1s caract6r . i  s t  i ques parmi Lesquels on peut no ter  L ' iii iportance du rnono- 

-mère ( 4 7 %  de La sur face d6[ i rn i tée par Le p r o f i l ,  v o i r  Tableau 8 )  e t  une 

d i s t r i b u t i o n  assez uni forme des poLysomes ddns Le grad ient  coinparal. i venieni- 

à ce1 Le des polysomes dûs aut res  f racli ioris, L' i i i~portance dii moiiorn&re pour- 

- r a i t  t r a d u i r e  une c e r t a i n e  dégradation des polysoxes pendant Le f r a c t i o n -  

-nement mais nous n'avons pu, jusqu'à pr&çent, arnBliorer ces résu!tatç. 

On peut no ter  d 'au f re  p a r t  que Les expériences de biosynthèse pro té ique 

i n  v i t r o  ( v o i r  C h a p i t r e  I V ,  p.90 ) ne permettent pas  de met t re  eri évidei;cv - --- 
une accumulation p a r t i c u l i & r e  de p r o d u i t s  de bas poids molécula i re.  

MORTON - e t  -- a l  ont  prcposé en 1975 un proc,édé de p u r i f i c a 9 i o ~  

des polysomes totaux du f o i e  de Rat cons is tan i  à t r a i t e r  par Le DOC l ' h o -  
+ t 

-mogénat préparé en présence d'une haute conzeri-iration en Mg (1091, mals 

i L nous fau t  men: ionrier qu'en appl iquant  2 p tus ieu rs  r e ~ r - i  ses l a  lecnn i  clus 

d é c r i t e  par  ces auteurs, nous n'avons pu - pcur des ra isons ind6termin6ss - 

reprodui r e  l e ~ i r s  résu t ta t s .  Dans Le niei l l e u r  des cas en e f f e t ,  l e  maximiim 

de l a  courbe d'absorbante correspondait  2 des polyçomcs fornés de 9 r i b o -  

--sorr~es par riio!écu!e de RNA messager, 

La méthode pi-c5cedemir;erit déci- i t e  pour i so 1st- Les p o l  y l;oii-;es de 

l a  f r a c t i o n  C s ' es t  avérée pet-metPre également L' isolement en ur;e seule 

étape de L'ensemble des potysorïieç du t i ssu ,  à c o n d i t i o n  t o u t e f o i s  que l a  

s o l u b i l i s a t i o n  des membranes par Les dé-iersenis s o i t  e f fec tuée  en présence 

d'une f a i b l e  quan t i t é  d 'hhpar ine (21 UI/v!L). 

La f i g u r e  30 montre Lcs r6çu! tats d'une expérience dans 

laque l  Le Les polysornrs tof-a:ix de 1 'homogénat. ont  été préparés selori cet-?e 

rn6tiiode 2 p a r t i  r de r a t s  norn:ale:nent r iour r is  ( A )  ou ayant j~i^ir,é pendanf 

1% ( B I .  On peut rvrriai-quer, dai-1s Le cas des. aiiiinuux soumis au jeûne, ui-ie 
. .  . rkdi~c-t  ioïr Cie La t 2 i l Le dn:; pol.ysonicc: assoc I ez a ui-12 (?uc,;mc:?-f n-i. ior: de l a  

quarit i "i de moi-iomSi-e e t  de dini2z;i-e dons  t a  f rac- )  i c n  po! yc;o>~i.c. De ! 'e\?s.:.n- 



F I G U R E  30 : A n a l y s e  d e s  polpsomes t o t a u x  d e  L'homogénat 

A- R a t s  n o r m a l e m e n t  n o u r r i s  

B- R a t s  ayant jeûne' pendant 1 R I z  

511 de  t i s s u  broyE s o n t  hoxogén6isés  dans  15ml de 11,255 T2Ul~<?il.ljdl cont-cnant Pmg/niJ de RIGA de l e i w i e  p u r < -  - 
- f i é . .  L.thornog6nat e s t  d i l u é  par un bolune  d e  c y i o s o l ,  l e s  cor iccr i t ra l ions  i o n i q u r s  son t  a j i ~ s t é c s  ri 
ISeK~jo\ is i4" i~l  e t  on s j o u t e  25 U I / i : \ l  d1h6par i r ie .  Aprbs traj.ti.:!icrit p a r  l a  T r i t o n  I-100 2 plOO, l e  Ca-- 

n u e l e a i r e  est. 6limirib par  c e n t r i f u g a t j . ~ ~ ~  à brisse v i t r s s ? ,  e t  on a j o u t e  O,S pl00 de  DUC. Les pciy-  
-soinos s o n t  e n s u i t e  p u r i f i é s  cmme dûns l e  c a s  de l a  f r a c t i o n  C avü r~ t  dt2!re a n a l y s b s  s u r  cjrüdierit i s o o i -  
-né t ique  d e  çacchôrose.  

.,ii:c \ f--' Vit.) 
air' 



-b l e  des expér i enc:es e f  feci-ukes, nous po~.ivoris concl ! i re que les  m i  t. i eux 

d'homouhn&isat ion  0,255 T i< M ci e t  0,255 'r K ,M,d peuvent é t r e  employ4ç 
50 '25 50 1 20 2~ J 1 

i ndi  f f&renin-ic?nt pourvu que La cot-icent rai-  i on  en Mg+' soi  t a jus tée 2 50mM avarit 

l e  t ra i i cmen t  par l e s  ddtergents. 

D- DISCUSSION 

L'ecscmble des r s s u l t a t s  pr6senréç dons cz  c h a p i t r e  appeL!e 

un c e r t a i  r i  rioiiibre d;: commentai r-es que l ' o n  peut ordonner selon deil>: axes 

pr inc ipaux.  

1'- A n a l y s e  d e s  polyscmcs et critères d'int6gsit.é 

d u  r n R N A  

L'analyse des poLysomes en grad ient  de sâccharose e s t  l e  moyeq 

l e  p lus  fréquemment u t i l i s ê  pour juger de l ' i n l i g r i t é  du mRNA dans Les f rac -  

-t ions subcet l u l a i  res  i soléas. 1 a manièro d 'exp lo i  + e r  les doiinées ac(;~i i ses 

l o r s  de t e l i e s  analyses es t  cependant peu c o d i f i é e ,  s i  b ien  que l e  nrot 

" i n t é g r i t é "  peut quelquefo is  perdre son sens oii ne conserver qu'une s ign i - -  

- f i c a t i o n  tou te  r e l a t i v e .  

A i r ~ s i  par  exemple, l ' inipor-tance de l a  qitanti-lé de nonor ibc-  

-somes trouvée dans un p r o f i t  d'abçorbance e s t  souvent p r i s e  comme ind i ce  

de l a  préservat ion  du mRNA ; mais en r é a l i t é ,  cucune conclus ion ne peut 

ê t r e  t i r é e  t a n t  qij? l a  q u a n t i t é  dc RN4 présen je  dans La f r a c t i o n  polyso- 

-male analyçee n 'a  pas é t é  c h i f f r C e  par rappor t  à La quan t i t é  de RKA 

sédimentable de l a  f r a c t i o n  brute.  La na tu re  du grad ient  cho is i  peut &gale- 

-nent in f luencer  Les r 6 s u l t a t s .  Si  c e r f s i n s  g rad ivn ts  l i n h a i r e s  de saccha- 

-rose - e t  eri p a r i  i c u l  i e r  Le gradieni  10--50 p i00 - soni apparemment p l u s  

" r é s o l u t i f s " ,  en ce sens q u ' i l s  permettent une rce i l leure  v isua! isa t ion  des 

polysomeç au-delà da L'octamère, l e  maximum de La courho d'absorbance ne 

correspond pas ob t i ga to i  r-emenl au type de pot  ysornes ex i s iar i t  dails i a sus- 

-pension d l a  p lus  haute concenY r a t  ion. 

Les analyses pr-ésonl6es cians ce  c h a p i t r e  on-! éié effec.f.uées 

en u t  i i i sant des gradieii.ts i çoci net i ques de saccharose, L '  i f i tegr i i-6 du 

mRNA es t  cI4fi i- i ie par- La qi !ant i  t 6  de RNA de La f r a c t i o n  po1ysonai.e siiaLyc,6.2 

(expririiée par  rappor-t 2 13 qisarii l .i-6 de !?NA s~~di i i ie; : t i jh le de La -fr,a::i i o n  



Répar. t i  t-i oii cri g r a d i e n t  j c,ocinétic/iie d e  ç a c c l i ; ~ r o s e  

d e s  polysomes i s o l é s  à p a r t i r  d e  ~ ' h o m o g é n a t  

e t  d e  s i i f f 6 r e r r t e ç  f r a c t i o n s  s u b c e l l . u l a i r e ç  

Les dc>~n&c's pre'sentées dans ,le tableail ci-dessous cnt é t é  obt-enues par 
intfgrc?t.ion des surfaces dc?i:er.mi~iée.s pax  Les p r o l i . 1 ~  d 'absosbance sans 
tenir compte des recouvrê~~c?ni-s réci4;roques entre Zes dlfL'ére12tes zones 
conside'cées, La. l l g a e  d e  hase e s t  obtenue p(7.r analyse d'un gradient 
t&oin cen t r l f  ugé da,n.c; des conditio*ls identique:;. Les chif i y e s  correç- 
-pondent à l a  noyenne des va1.eurs obterlzzes potir Ze nombre Ürexp6riences 
indique'. 

F R A C T I O N  

Liés aux 
membrancç du SPL 

L i é s  à la 
membrane r~cicl6aire 

externe 

'Ornhre 1/2-2 somes 3-0 çumes > 8 somes dlexp. 



b r u t e )  a i n s i  que par l a  l a i l t e  des polys.jirie~ pr i t rer i ts  au rnaximurr, de l a  

courbe d'absorbùcce. Ccs dor,nGes peuvzrit ê t r e  cornptCiées p z r  dcs Gesvrc. 

d ' i n t6g rù t i c in  dc d i f f é r c r i l e v  zoncs du p r o f i l  obicnu, ccrnnie !e montre Le 

tableau 8, Ori peut cons ta i c r  que l e  labx l e  p!us iniportanl dc polysomcs 

Lourds es t  t ro i ivé cians La f r U c t  i o n  C aior-s que l e s  f r a c t i o n s  de pctyçoinzs 

1 i bres c t  1 iés  aux rnc.n:br ancs du surnùgr.ant pos t -  Lyr,osomal en con t ienrieiit 

des propor l ions v f i l  ç i ries do cct l e s  obteniics à par  i i r de L ' t i ~ n ~ o g ~ ~ ï i a t .  

Nous avoris pu ri;onir-er ciLiet dans cet-tainas condit  ions, I e  

t i s s u  h6paf i que de R a t  peu f ê t r e  homogéii6i çé e t  f r s c i  ionné en u t  i ! i sani cc  

m i l i e u  conveni ionnel sans q u ' i l  en r é s u l t e  une dégradat icn importante des 

polysomes. Mais 1 ' i solernent dc ces dern iers  à p a r i  i r dus f 1-act ions ~ t , c c l - -  

- 1 u l a i i e s  nécessi te une i n h i b i i i o n  e f f i c a c e  des nucléases to rs  d d  t r d i t e -  

-ment par  l e s  déierc lc i i ts  e t  l a  c e n t r i  f i igai- ion sur  g rsd ien t  d isconi  ir iu dv 

saccharose. 

Les expdriences que nous zvons e f fec tuees montrent que 

l ' i n h i b i t e u r  cytoplasmique de RNase n 'es t  pas sysiérnatiquernenf ac+I,;  5 

t ou tes  Les étapes du fract ionnement. Ceci n ' e s t  pas surprenant s i  on prend 

en comjtc tes travaux de GAGNON -- e t  a l  : 1.1.2 coricernont l a  speci f I c i  -t& de 

c e l u i - c i  v i s  à v i s  de d i f f é r e n f e s  nucL6ases ce l l u !a i res  : L ' i n h i b i t e u r  

cy top 1 asrn i que de RNase n 'a pas d 'ac t  i or1 sur  l a  3L phoçpliod i e~I .ér-asc des 

Lysosomes, e t  a peu d ' e f f e t  sur  L 1 a c t l v i t 6  RNasique ac ide-  A ins i ,  Le f a i t  

que L ' i ri l-roduct ion  de cy toso l  clans l e  m i  L i eu  d ' homogénéi sat  ion ne c.emb!e 

apporter  aucune p r o t e c t i o n  de l a  s t r u c t u r e  polysornale a l o r s  que l e  RNA de 

bas poids moléculai  r e  perinet d ' é v i t e r  une c e r t a i n e  dégr-adat ion du niRNA 

p o u r r a i t  tr-adui r e  une a c t i o n  préfc5renSiel Le de ces enzynieç l o r s  de l a  

prépara t ion  des f r a c t i o n s  subcellulaires. 

On p o u r r a i t  &alement se rappor te r  à ce mGme t r a v a i l  pour 

t e n t e r  d 'exp l  i quel- l e s  résu l - ta ts  obteniis Loi-s des e.sc,oi s conipôra t i f s  prR-- 

-sentés dans La f i g u r e  31. Dans c e t t e  exp6rience, Les po1y;omes d'uns 

f r a c t i o n  C (prépar& se lon La technique déc r i  i e  dans I4a té r i s l  e t  M&fhodes) 

saut i s o l é s  dans les  cond i i i ons  ioniques e t  de pW adoptées par StjORE e i  

TATA ( 6 5 )  (T2G0KjO11<,0, pH 8 ,  oii selon !a tee!-i:ii que précedemriiisnt diicr i te 

dans cc ctiopiir-e, O f i  pêu"rco;is.i-ti-îei- que (!ans l e s  condit ions de pli é L e ~ 6 ,  

1 ' i nhi h i  -1 ion  &_.; ni:ci&oseç ez-i r i r i - j f f i  sün-lc pour- pein;zt.b;-e 12 : r-a i  tc-:n;c~.t 





de !a frac-i.  io:i par  i i r i  d&-i-er.cjci:-i- c-i i a  pui-i f i c .a t  ion d25 p ~ l  yçoirie:; S G ~ O I ~  !a 

n16t tiode c l a s s  i que d c  l n i~gue  cer1.i-ï i i uÿci-i i c,ri s!!r grad it.ri.l- d i i:cor:.t i r,ij , I L es!- 

poss ib le  qiie ce rGc;iil~I;-;$ çci t, al1 1rii3Fn:; en pci-tic,,  Li: conr,&qucnce du f ~ i t .  

que 1 a KNas13 rn i .Iocho!iciric;ler i a 1 poç:;ci.de, ei.1 abscrice de c-yic~scil , un iiiax iriicm 

d 'act iv i - i .6 ci p l i  8,5 (1.121, 



CHAPITRE IV 

F O N C T I O E  D E S  DIFFERENTES CLASSES DE POLYSOMES : 

t r u a ~  DE L A  BIOSYNTII~SE DE 

L'CX-L FUCOS I D A S E  LYSOSQMALE 



* 
Dans Le c h a p i t r e  d ' i n t roduc t ion ,  nous avons évoqué l e s  d i f f é r e n -  

- tes quest ions que susci t e  1  'organisai  i on  de La biosynthèse p ro té ique  dans 

La c e l l u l e  e t  en p a r t i c u l i e r  La s p é c i a l i s a t i o n  fonc t i onne l l e  de d i f f é r e n t e s  

"catégories" ou "classes" possib les de polyçomes. A ins i ,  a l o r s  que Le rô!e 

du ré t icu lum endoplasmique dans l e s  processus de sec ré t i on  e s t  maintenant 

b i e n  é t a b l i ,  i l  semble t r ès  probable qu'une me i l l eu re  connaissance des rnéca- 

-nismes de synthèse des pro té ines  non excrétées, e t  en p a r t i c u l i e r  c e l l e s  

cons t i t uan t  Les organ i tes  c e l l u l a i r e s ,  permett ra de mieux cerner L ' u n i i 5  ou 

l a  d i v e r s i t é  des fonc t ions  des i r i t e roc t i ons  polysomes-membranes. Ce c h a p i t r e  

présente l e s  expériences que nous avons e f fec tuées dans l e  but de déterwiner  

l e  ( l e s )  s i t e ( s )  i n t r a c e l l u l a i r e ( s )  de synthèse de 1'0-L fucosidase lysoso- 

-ma le .  

A- TRADUCTION DES mRNAs DES DIFFE2ENTES FRACTIONS DE POLYSOMES 
EN SYSTEME ACELLULAIRE DE RETICULOCYTES 

Nous montrerons tou t  d'abord que l 'ana lyse des p r o d u i t s  de syn- 

thèse -- i n  v i t r o  des d i f f é r e n t e s  f r a c t i o n s  de polysomes e s t  compatible avec 

l ' i d é e  que l e s  polysomes Libres e t  l i é s  aux membranes du RE représentent 

deux catégor ies de polysomes fonctionnelLerr!ent sp6ciaLisées. 

1°- ~ o n t r ô l c  d e  l'efficacité du système de r6ticulo- 

-cytes trsitk par l a  nucléase de blicrococcus 

Le système de r é t i c u l o c y t e s  es t  connu depuis Longtemps comme 

l ' u n  des systèmcç ace ! lu la i r zs  l e s  pLus a c t i f s  pour l a  t r a d u c t i o n  de IPSXAS 

de sources diverses, msis son utilisation n ' ê t a i t  pas tou jours  s a t i s f a i -  



TABLEAU 9 

Contrôle de l'efficacité du système acellulaire de 

réticulocytes traité par l a  nucléase de Micrococcus 

Le l y s a t  de ré t i cu locy tes  e s t  préparé comme il e s t  d é c r i t  dans Matériel e t  Méthodes e t  partagé en deux 
f rac t ions ,  dont l 'une e s t  t r a i t é e  par l a  nucléase de Ilicrococcus. Les tubes contiennent, dans un volume 
f i n a l  de 1 1 5 ~ 1 ,  lOOpl de  l y s a t  ( t r a i t é  ou non t r a i t é ) ,  O ou 1 U A210 de RRA. La rad ic -ac t iv i té  sp6cifique 
de l a  rcéthionine u t i l i s 6 e  e s t  de 745 Ci/rnmole. Aprés l h  d'iricubatiori 30°C, des p a r t i e s  a l iquotes  de 3 p l  
sont prélcv6es e t  l a  rad io-ac t iv i té  e s t  déterminée ". 

RNA des 

polysomes 

- 

libres 

liés aux 

membranes du SPL 

35 - 5 Methionine S incorporge en cprnxlO 

Lysat non 'traité Lysat traité 



FIGURE 32 : Analyse en gel de polyacrylamide-SDS des produits 

synthétisés dans un système 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 
libres ; C, F ,  H : RNA des polysomes liés aux membranes du 
SPL . 

Des parties aliquotes des échantillons correspondant A l'expérience du tableau 9 sont dialysées en puits 
d'acrylûmide * contre le tampon Tris-HC1 62,51nM, pH 6 , 8 .  La radio-activité acido-précipitable des 6chan- 
-tillons dialysés est déterminée et des parties aliquotes contenant 50 OOOcpm ( A ,  O, C, E, F )  ou 
100 OOOcpm (G, H )  sont analysées par électrophorèse en gel de polyacrylaniide-ÇDS (gradient 10-18 p100). 
En D, on dkpose 2 fois la quantité de protéines de réticulocytes déposées en A .  Les gels sont colorés 
par le bleu de Coomassie *, décolorés puis s6chés sur papier Whatman 1 et mis en contact avec le papier 
RP-Royal-X omat pendant une semaine température ambiante. Les flbches indiquent la position présum6e 
dû l'albumine. 



-sante, à cause de l ' i n c o r p o r a t i o n  importante due aux mRNAs endogènes. 

PELHAM e t  3ACKSOl.I (113) ont  proposé en 1976 de préincuber Le système en 

présence de nucléase de Micrococcus ( a c t i v e  en présence d '  ions ~ a + +  1 de 

façon à dégrader Ces mRNAs endogènes. Un excès dlEGTA e s t  ensu i te  a j o u t é  
+ + 

pour complexer Le Ca e t  i n a c t i v e r  l a  nucléase pendant La t raduc t ion  des 

mRNAs exogènes. 

La f i g u r e  32 montre l es  r é s u l t a t s  que nous avons obtenus en 

u t i l i s a n t  c e t t e  méthode. Le t ra i tement  du l y s a t  par La nuclease de Micro- 

-coccus permet de supprimer totalement Les p r o d u i t s  de synthèse propres 

au r é t i c u l o c y t e .  ElLe permet également une t r a d u c t i o n  p l u s  e f f i c a c e  des 

f r a c t i o n s  de mRNAs exogènes ( v o i r  F igure 32 e t  Tableau 9). La comparaison 

des p r o d u i t s  synthét isés  par deux catégor ies de polysomes se t rouve f a c i -  

-1 i tée.  A ins i ,  par exemple, l ' ex i s tence  d'une synthèse p r é f e r e n t i e l l e  de 

l 'a lbumine par 1s f r a c t i o n  de polysomes Liés au ré t i cu lum endoplasmique, 

qui  n 'appara i t  pas de façon t r è s  év idente Lorsqu'on u t i l i s e  un Lysat ncn 

t r a i t é  (comparer F igu re  32, B, polysomes l i b r e s  e t  C, polysomes l i é s  aux 

membranes du surnageant post-lysosomaL), e s t  t r è s  fortement sugg6rée par  

l ' ana lyse  des p r o d u i t s  de synthèse dans l e  cas du Lysat préincub6 en prê-- 

-sence de l a  nucléase ( E  e t  F, G e t  H l .  

PELHAI.1 e t  3ACKSON, dans Leur a r t i c l e  ment ionné p lus  haut (1131, 

no ta ien t  que Les p r o d u i t s  de t raduc t ion  d'une f rac< - ion  de mRNAs de f o i e  de 

Rat é t a i e n t  essent ie l lement  de bas poids molécula i re.  On peut cependant 

remarquer que dans L'expérience de l a  f i g u r e  32, Le nombre de p r o d u i t s  de 

bas poids molécu la i re  e s t  re lat ivement r e s t r e i n t  e t  que des chaines pro-  

- té iques d'un poids molécu la i re  supérieur à c e l u i  de l 'a lbumine on t  é t é  

synth6t isées. Nous in te rp ré tons  ce r é s u l t a t  comme é tan t  Le re f !e t  de l ' i n t é -  

- g r i t é  du mRNA des f r a c t i o n s  de polysomes préparées selon La méthode d e c r i t e  

dans l e  chap i t re  précédent. 

2 O -  T r a d u c t i o n  d e s  mRNAs d e s  d i f f é r e n t e s  f r a c t i o n s  

de  po lyso rnes  

Dans l 'expér ience de con t rô ie  de La f i g u r e  32, où des f r a c t i o n s  

de polysomes l i b r e s  d'une pa r t ,  e t  l i é s  aux membranes du surnageant post-  

lysosomal d 'au t re  p a r t  on t  é t é  u t i l i s é e s ,  i L  n ' appara i t ,  parmi L'ensemble 

des polypept ides synthét isés  par  Les deux f r a c t i o n s ,  qu'un n ~ m b r e  r e ! a t i -  

-vernent f a i b l e  de chaines prot6 iques possedant des n i g r a t i o n s  idunt iques.  

Dans une au t re  s d r i e  d'expériences, nous avons analysé en ge l  de po ly -  



Lb Lj C N1 N2 
P T " " 9  'i' 

F I G U R E  33 : C o m p a r a i s o n  d e s  p r o -  , 

- d u i t s  s y n t h é t i s é s  i n  v i t r o  à - -- 
p a r t i r  d u  R N A  i s o l é  d e  d i f f é -  

- r e n t e s  f r a c t i o n s  d e  p o l y s o r n e s  

Lb : libres ; Li : l i é s  aux membranes 
du SPI,  ; C : l i é s  aux membranes de l a  
fraction C ; N I  e t  N2 : liés à la 
niernbrane nucléaire. 

. Des échan l i l l o r i s  de R N A  i s o l é s  à p 2 r t i r  dc  poly- 
-somes l i b r e s ,  l i é s  aux membranes du surnageant 
post - lysosomal ,  I.iéç aux membranes de l a  f r a c t i o r i  
C ,  e t  l i é s  2 l a  membrane n u c l é a i r e  ( 2  p r é p a r a t i o n s  
d i f f6rer ; teç)  son t  i ncubés  en systhrne a c e l l u l . n i r e  
de r é t i c u l o c y t e s  *. A l a  f i n  de l ' i n c u b a t i o n ,  des  
p a r t i e s  a l i q u o t e s  (50 000cpm) son t  p r é l e v é e s ,  d i -  
- l uees  dans  l i n 1  d ' e a u  e t  p r é c i p i t é e s  pa r  l e  T C A  & 
5 p100. Après l avage  *, l e s  p r é c i p i t é s  s o n t  so lu -  
- b i l i s é s  dans  l e  tanipcn d ' é c h a n t i l l o n  e t  a n a l y s é s  
en g e l  de  polyacrylamide-SDÇ ( g r a d i e n t  10-18 p100) 
La d d t e c t i o n  d e s  p r o d u i t s  e s t  e f f e c t u é e  p a r  f l uo -  
- rographie  ( e x p o s i t i o n  de  24h & -70°C). 



-acrylamide-SDS les chaînes protéiques synthétisées in vitro à partir du - -- 
mRNA des différentes fractions de polysomes. La figure 33 présente les ré- 

-suttats d'une électrophorèse des produits synthétisés par les polysomes 

libres, liés aux membranes du surnageant post-lysosomal, liés aux membranes 

de la fraction C et liés à La membrane nucléaire. Une grande similitude 

peut être observée entre les produits synthétisés par les différentes frac- 

-tions de polyçomes Liés, tandis que le diagramme obtenu dans le cas des 

polysomes Libres semble nettement différent. Un fait remarquable est que 
" 

la fraction de polysomes liés à la membrane nucléaire, bien que présentant 

un prof i 1 d'abscrbance en gradient de saccharose très si gni fi cat i vement 

différent de celui des autres fractions de polysomes liés (voir Figure 29, 

p.78 et Tableau 8, p.82 1 conduit à L'obtention d'une fraciion de mRNA 

dont les produits de traduction peuvent être difficilement distingués de 

ceux des autres fractions de polysomes Liés. Une interprétation possible 

de ce fait serait que les mRNAs traduits sur la membrane nucléaire portent 

moins de ribosomes que ceux présents dans les autres fractions de membra-. 

-nes, si tant est que la distribution en électrophorèse des produits syn- 

-thétisés in vitro reflète effectivement le contenu en mRNA des fractions. -- 

On peut constater à l'examen du tableau 10 que les mRNAs des 

différentes fractions de polysomes ne sont pas traduits in vitro avec La -. - 
même efficacité. Ainsi, alors que le mRNA des polysomes Libres ou liés 

aux membranes du surnageant post-Lysosomal permet l'incorporation de me-  

-thionine 3 5 ~  à des taux similaires, La traduction du mRNA des autres 

fractions de potysomes Liés est moins importante. Dans le travail que 

nous décrivons ici, nous n'avons pas entrepris une recherche systématique 

de conditions de biosynthèse protéique in vitro qui permettraient éventuel- - -- 
-1ement de supprimer tout ou partie des différences observées dans les 

données du tableau 10. En conséquence, d'un point de vue purement logique, 

la possibilité demeure que, dans les conditions qui ont été utilisées, des 

différences qualitatives existant entre Le contenu en mRNh des fractions 

de polysomes Liês 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 si6tistiqcernent l'ensemble des mRNAs de chaque frac- 

-tion ; les différsntes fractions de polysoiiies Liés possèderaient dans # 

cette hypothèse un grand nombre de mRNAs en commun, 

Mais quelle que soit l'il-~?er-pr6tatiori exzcte de ces dorinées, 



TABLEAU 10 

T r a d u c t i o n  d e s  m R l 4 A s  d e s  d i f f é r e n t e s  f r a c t i o n s  

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

R N A  i s o l é  

a e s  polysomes 

de  I ihomogénat  non f r a c t i o n n é  

l i b r e s  

l i é s  aux membranes du SPL 

l i é s  aux membranes de  l a  f r a c t i o n  CI 

l i é s  aux membranes de  l a  f r a c t i o n  C I I  

l i é s  à l a  membrane n u c l é a i r e  

p r é p a r a t i o n  1 

p r c p a r a t i o n  2 

Meth ion ine  3 5 ~  i n c o r p o r é e  en  

cpmxlO-'/ U A260 de  R N A  



on peut envisager que l e  contenu en mRNAs des f r a c t i o n s  de polysomes Liés 

puisse d i f f é r e r ,  au moins d'un p o i n t  de vue q u a n t i t a t i f ,  pour quelques 

rnRNAs. I l  apparaît  également de façon c l a i r e  que, pour ê t r e  fructueuse, 

l ' é t u d e  des s p é c i f i c i l é s  de synthèse de f r a c t i o n s  iso lées  de polysomes d o i t  

ê t r e  abordée dans l e  cadre de modèles préc is .  Nous avons cho is i  d 'é tud ie r  

l a  biosynthèse d'un enzyme LysosomaL, car  à n o t r e  connaissance, aucun t r a -  

-vaiL n 'a jamais t e n t é  d ' é l u c i d e r  l e  mécanisme de biosynthèse des p ro té ines  

Lysosomales. 

La p r i n c i p a l e  d i f f i c u l t é  devant ê t r e  surmont6e l o r s  de La dé- 

- te rminat ion  des s i t e s  i n t r a c e l l u l a i r e s  de biosynt! ièse de pro té ines  canç- 

- t i i u a n t  l e s  organ i tes  c e l l u l a i r e s ,  rés ide  dans l e  f a i t  que ce l l es -c i  ne 

représentent souvent qu'une in f ime  p a r t i e  de l a  t o t a l i t é  des p ro lé ines  

ce lLu la i res .  Ceci e s t  pa r t i cu l i è remen t  v r a i  dans l e  cas des pro té ines  lyso-  

-somales. A ins i ,  d i f f é r e n t e s  analyses morphom6triques ont  pu est imer que 

Le volume c e l l u l a i r e  occupé par Les Lysosomes é t a i t  de t ' o r d r e  de qdelques 

IJL (2,4 à 4 ) / g  de t i s s u  (114, 115)  e t  L ' a c t i v i t é  spéc i f i que  r e l a t i v e  des 

enzymes Lysosomaux Cqui excède d i f f i c i l e i n e n t  5 dans une f r a c t i o n  1- préparée 

par  c e r i t r i  fugat ion  d i f f é r e n t  i e l l e  c lass ique (72,  73) d e v r a i t  seLon BEALIFAY 

(116) ê t r e  d 'envi ron 150 dans une f r a c t i o n  Lysosomale comp1Gtcrnen-i p u r i  f i é e .  

Un t r a v a i l  récent,  v i san t  à approcher ce maximum théor ique en p u r i f i a n t  l a  

f r a c t i o n  L de DE DUVE c t  a l  (72)  par c e n t r i f u g a t i o n  isopycnique en métr izamide 

condu i t  à est imer que l 'ensemble des pro té ines  lysosomales p o u r r a i t  repré- 

-senter 1 à 1,4$ des p ro té ines  t o t a l e s  du t i s s u  (117) .  

A t 'heure a c t u e l l e  l e s  seules techniques d ispon ib les  pour entre-- 

-prendre L'étude de La biosynihèse de pro fé ines  c e l l u l a i r e s  données son7 

de nature immunologique e t  l e u r  u t i l i s a t i o n  s ' e s t  accrue dans Les dern ières  

années. Cel les-c i  necessi tent  évidemment La préparai  i on  d'antisérums spé- 

-c i f iques,  c ' e s t  à d i re ,  dans l a  m a j o r i i é  des cas, l a  p u r i f i c a t i o n  pt-éa- 

-1able de l a  p ro té ine  étudiée.  

Peu d'enzymes lyrosomaux dd f o i e  de Rat peuvent ê t r e  oblenus 

suffisamment purs pour permett re La prépara t ion  d'ant isérums monospécif i -  

-queç. Nous avons c h o i s i  de prendre corne nodète L'a-L fucosidaçe qui peut 

ê t r e  préparée r a p i d e ~ ~ e n t  avec un I r è s  haut degré de pure té  par  chromafo- 
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-graphie d ' a f f i n i t é .  Cet enzyme es t  en ou t re  important dans Le méfabotisme 

dessubstances b io logiques contenant Le L  fucose, comme par exempte Les 

gtycoprotéiries, Les ~L igosacchar ides  e t  Les g tyco t ip ides  (118). La d é f i -  

-cience h é r e d i t a i r e  en ce t  enzyme, carac tér isée par L'accumu!ation neuro- 

- v i scé ra le  des composés à fucose, es t  connue sous Le nom de fucosidose 

(119). 

1°- Purification d e  l ' n - L  fucosidase 

Nous avons p u r i f i é  L'enzyme en u t i l i s a n t  La méthode d é c r i t e  par 

OPHEIM e t  TOUSTER (120) qui f a i t  i n t e r v e n i r  L ' a f f i n i t é  de L'enzyme pour 

L 'Aga rose- €-am i nocap roy L f ucosy L am i ne. Cet t e  techn i que possède L ' avantage 

d ' ê t r e  à La f o i s  e f f i c a c e  e t  rapide, minimisant a i n s i  Les e f f e t s  possib les 

des autres hydrotasss LysosomaLes sur L ' r L  fucosidase. Le diagramme dféLu- 

- t i o n  de L'enzyme du support d ' a f f i n i t é  es t  présenté dans La f i g u r e  34. 

L rs  aonnées que nous avons obtenues Lors des d i f f é r e n t e s  étapes 

de La p u r i f i c a t i o n  sont rassembtées dans l e  tableau 1 1 .  Cel tes-c i  sont t o u t  

à f a i t  s i m i l a i r e s  à c e l t e s  publ iées par OPHEIM e t  TCUSTER bien que nous 

ayons p r i s  en compte dans Le tableau 1 1  La concentrat ion de L'a-L fucosidaçe 

par cen t r i f uga t ion ,  étape qui n ' a v a i t  pas é té  e f fec tuée  par ces auteurs. 

La déterminat ion de L ' a c t i v i t é  enzymatique de l'homogénat é tant  

généralement peu précise, nous avons ca l cu lé  l e  fac teur  de p u r i f i c a t i o n  par 

rapport à La f r c c f i o n  C =L. Cependant, on peut est imer que c e l l e - c i  con t ien t  

envi ron 60% de L ' a c t i v i t é  to tsLe de L 'homogénat, ce qui conduit  à un rende- 

-ment proche de 16% e t  un fac teur  de p u r i f i c a t i o n  g loba l  de L 'ordre de 

39 000. Ce dern ier  c h i f f r e  es t  t r è s  révélateur  quant à L ' e f f i c a c i t é  de La 

méthode employée ; i l  es t  t o u t  à f a i t  compatible avec L'ensemble des ana- 

-Lyses de OPHEIM e t  TCUSTER ayant mcntré que La prépara t ion  d'a-L fucosidase 

obtenue é t a i t  exempte de tou te  aut re  a c t i v i t é  gLycosidasique. 

2 O -  contrôles de pureté 

La pureté de L'a-L fucosidase a  pu Gt re  cori trôtée par é tec t ro -  

-phorese sur d i f f é r e n t s  supports e t  dans a i f f é r e n t e s  condi t ions.  L 'éLectro-  

-phorese sur scetate de ce t tu tose  permet de met t re  en évidence une seule 

bande proté ique (migrant vers L'anode) qui coTncide avec un p i c  unique 

d ' a c t i v i t é  enzyn-iatique. L ' a c t i v i t é  ci-L fucosidasique é tant  d é t r u i t e  au-delà 



Volume en ml 

FIGURE 34 : Isolement de l'a-L fucosi- 

-dase 

A- Chromatographie d'affinité sur Agarose-6-aminocaproyl fuco- 
-sylamine 
Un extrait soluble de la fraction CIIL est préparé 3 partir de 
5009 de foie comme il est décrit dans Matériel et Méthodes. Il 
est  soumis à une précipitation par (NH4)2S04 (63% sat.) et le 
précipité est solubilisé dans le tampon BFI *. La solution est 
déposée sur une colonne de Sépharose 48 connectée au support 
d'affinité. La suite des opérations est exactement celle décri- 
-te dans Watériel et Méthodes. Le graphique présente l'enregis- 
-trentent 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 HF1 e t  lavage du 
support d'affinité ; lavage de ce dernier par le tampon BFI ; 
élution de l'a-L fucosidase par le fucose 0,lFl dans le tampon 
BFI. Des fractions de 0,41111 sont collectées au cours de l'élu- 
-tion. 

B- ElectrophorPse 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 lOOul de tampon EDTA ZmM, pH 7, Mg504 
O,lmM, P-mercaptoethanol O,lmF!. 2 parties aliquotes de l O u ~  
sont analysées par électrophor&se en sel de polyacrylamide à 
5 pl00 (plaque de 0,Smm s'épaisseur et de 13cm de longueur) 
contenant du tampon phosphate ZOOmM, pH 7,4. Après 36h de 
migration à 20°C (tampon phosphate iOmM, pH 7,4 ; 5mA), une 
bande de gel est colorée par le bleu de Coomassie tandis que 
l'autre est découpée en tranches de lmm qui sont incubées 
dans la solution de substrat * pour détecter l'activité ci-L 
fucosidasique. 



F I G U R E  35 : Electrophorèse en gel de polyacrylamide-SDS de 

l'a-L fucosidase 

A- Les d i f f é r e n t e s  f r a c t i o n s  possédant l ' a c t i v i t é  enzymatique ap rè s  é l u t i o n  d 'une  colonne dlAgarose-E- 
aminocaproyl fucosylarnine son t  rassemblées.  2 p a r t i e s  a l i q u o t e s  de 2ml son t  pré levées  dont l ' u n e  e s t  
f i x é e  par l a  formaldéhyde à 5 pl00 ( 2 ) .  Les deux f r a c t i o n s  son t  d i a l y s é e s  pendant 72h con t r e  de l ' e a u  
d i s t i l l é e  p u i s  l yoph i l i s ées .  Dans l e s  deux c a s ,  151.19 de p r o t é i n e s  s o n t  analysés  en g e l  de polyacryloniide 
-SDS * (g rad ien t  10-18 pl00 ; g e l  de 15cm de longueur e t  de l m m  d ' é p n i s s e u r ) .  

0- Agrandissement J e  l a  photographie A l  

C- 10 et 301.19 d'rr-L fucos idase  provenant de  l a  p répa ra t ion  u t i l i s é e  dans l ' expé r i ence  de l a  f i g u r e  34, 
0 ,  s o n t  analysés  en g e l  de polyacrylarnide-SDS (g rad ien t  10-30 p100, g e l  de 20crn de longueur e t  1,5mm 
d ' épa i s seu r ) .  L'enzyme p u r i f i é ,  en  s o l u t i o n  dans l e  tampon EDTA 2mM, pH 7 ,  MgS0,j O , l m M ,  p-rnercaptoe- 
-than01 O , l m M ,  e s t  addi t ionné d ' un  volume de  tampon Tris-HC1 125rnM, pH 6,8, DTT 0,2M, SDS 4 p100, 
suc rose  20 p100, p u i s  chauffe  pendant 2mn dans un bain-marie b o u i l l a n t .  Aprés 72h de migra t ion  (8mA) 
l e  g e l  e s t  co lo ré  pa r  l e  b leu  do Coornassie. Les f l é c h e s  i nd iquen t  l a  p o s i t i o n  dans l e  g e l  de  d i f f e r e n t e s  
p r o t é i n e s  " m a r q ~ e u r s ' ~ .  



de pH 8, L'éLectrophorèse en gel  de potyacrylamide non dénaturant d o i t  ê t r e  

ef fectuée dans des condi t ions spéciatement adaptées. Toutefois l a  mob i t i t é  

étectrophorét ique de l'enzyme es t  t r es  f a i b l e  à pl-l 5 (migrat ion vers l â  

cathode) e t  à pH 7 (migrat ion vers L'anode) dans Les gels de poLyacryLa- 

-mide à 7 ou 5% e t  Les mei l leurs  r ésu l t a t s  sont obtenus à pH 7,4 ( ge l  à 

5%, vo i r  f i g u r e  34).  Dans ces condi t ions,  une seule bande protéique est  

observée qui possède L ' a c t i v i t é  enzymatique. 

OPtlEIM e t  TOUSTER (120) ont pu déterminer par u t t r a c e n t r i f u -  

-gation analyt ique que L'a-L fucosidase possède un poids moL6cuLaire de 

21 7 000, résu l  t a t  qu' i 1s considèrent comme cornpat i b l e  avec 1 'existence 

d'un tétramère const i tué de sous-unités d'un poids moLécuLaire de 55 000 

(mesuré par éLecirophorèse en gel  de potyacrylamide-SDS). I l s  n 'ont  pu 

cependant préc iser  s i  L'enzyme é t a i t  formé de sous-unités d i f fé ren tes .  

Comme Le montre La f i gu re  35, I 'éLectrophorèçe en m i l i e u  

dénaturant permet de mettre en évidence que les  sous-unit6s de l'enzyme 

ont  un poids molécuLai r e  de 51 à 61 500. On. peut également corisiater que 

lorsqu'on prend so in  d 'é l iminer  Les sets aussi complètement que pcssib ls,  

un ce r t a i n  degré dfhCtérogén6ilé peut ê t r e  observé (comparer F igure 35, 

A, B e t  C l .  Le f a i t  que Le résu l t a t  de L'analyse s o i t  peu a f f ec té  après 

un temps retativeii ient Long de d ia tyse (comparer Figure 35, Al  e t  A2 )  

f a i t  apparai t re conme assez iniprobabte L' idée que c e t i e  hétérog6n6ité 

s o i t  l a  conséquence de La présence de t races d'hydrotases dans L'enzynte 

p u r i f i é .  La préparai ion de fucosidase p u r i f i é e  es1 en ou t re  remarquable- 

-ment s tab le  puisqu'elLe peut ê t r e  conservée pendant p lus ieurs  semaines 

à 4OC sans per te  notable d ' a c f i v i t é ,  La p o s s i b i l i i é  demeure cependant, 

qu'en dépi t  de l a  r a p i d i i é  de La méthode de pu r i f i ca t i on ,  l a  s t r uc tu re  

de l'enzyms a i t  é t é  modif iée pendônt La préparal ion. 

Au cours des nombreux Contrôles e f fec iués par étectrophorSse 

en gel  de potyacrylamidc-SDS, nous n'avons pu mettre en évidence La pré- 

-sence de contaminants protéiques, même Lorsque des quant i tés assez 

imporlantes (30-50\1g) d'enzyna ont  é té  analyr&es. La pureté de L'enzyiiic 

nous a donc semblé sa t i s fa isan te  pour envisager La production d ' an t i -  

-s&rums chez Le lapin.  

3 O -  Anticorps a n t i - a - L  f u c o s i d a s e  et stratégie 

a d o p t é e  p o u r  l ' é t u d e  de 1.a biosynthèse de 

1 ' a - L  fucosidase 



F I G U R E  3 6  : A n t i c o r p s  a n t i - a - L  f u c o s i d a s e  

A- Immunodiffusion d'un sérum anti- fucosidaoe (1) e t  d'un sérum témoin ( 2 )  contre l a  f r a c t i o n  CIIL (3) 
5001.11 d'arit isérum oii de sérum témoin ( lap ins  t r a i t é s  de l a  nieme maniére mais 116miilsion i n j e c t é e  ne con- 
- t i e n t  pas de fucosidase) * sont mis à d i f f u s e r  pendant 40h à 20°C contre 1 9 0 ~ 1  de f r a c t i o n  CIIL (conte- 
-nant du T r i t o n  X-100 à 1 pl00 e t  du DOC B 0 , l  p100) dans une plaque de gélose (Indubiose A37 à 1 pl00 
dans l e  tampon phosphate lOmM, pH 7,4, NaCl 150mM, NaNj 3mM, T r i t o n  X-100 à 1 p100, DOC 21 0, l  p100). La 
plaque est  colorée par l e  b leu de Coomassie. 

0- Immunodiffusion d'un sérumanti-fucosidase (1)  e t  de f r a c t i o n s  dlIgG immunes ( 2 )  ou non immunes (3)  
contre 1'1,-L fucosidase p u r i f i é e  (4) 
20p1 ( lpg )  d'enzyme sont mis à d i f f u s e r  contre 20p1 dlantisérum, 20;il (15029) dlIgG immunes ou non i m -  
-munes, pendant 4817 à 20°C. La gélose à 1 pl00 cont ient  du tampon Tris-HC1 5mM, pH 7,4. 

C- Immunoélectrophorése en gélose de 1'11-L fucosidase p u r i f i é e  
14pg d'enzyme, en so lu t ion  dans l e  tampon EDTA ZmM, pH 7, MgS04 O,lmM,p-mercaptoéthanol ImM, sont sou- 
-mis & une Blectrophorése en gélose (Indubioso A37 A 1 p l00  dans l e  tampon phosphate 20GnM, pH 7,4 ; 
2,5cmx7,5cm). Le sérum u t i l i s e  pour l a  d i f f u s i o n  a BtB concentré 5 fo i s .  
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Nous avons appl iqué La ti~éthode de VAITUKAITIS --- e t  - a l  (121) qui  

permet d ' o b t e n i r  des antisérums en u t i l i s a n t  des f a i b l e s  doses d'ant igènes. 

A t i t r e  d ' u l t i m e  précaut ion,  L'enzyve p u r i f i é  a  Gié soumis à une chroma- 

- tographie de tamisage molécu la i re  sur Sephadex G203 ( v o i r  Ma té r ie l  e t  

Méthodes) avant d ' ê t r e  i n j e c t é .  

La fucosidase es t  présente dans L'homogénat en q u a n t i t é  in -  

- s u f f i s a n t e  pour que Les an t i co rps  anti-enzyme puissent  ê t r e  détectés 

par  La technique de double immunodiffusicn dlOUCHTERLONY. En revanche, 

un arc de p r é c i p i t a t i o n  es t  mis en évidence Lorsqu'on oppose à L ' a n t i -  

-sérum La f r a c t i o n  C l  (F igure  36, A )  ou L'a-L fucosidase p u r i f i é e  

(F igu re  36, 0 ) .  Si c e t t e  de rn iè re  es t  préalablement soumise à une é lec-  

- trophorèse en gélose, Ca d i f f u s i o n  des p ro té ines  de I 'an t isérum e n t r a i n e  

également l ' a p p a r i t i o n  d'un seul  a rc  de p r é c i p i t a t i o n  (F igure  36, C l .  

La f i g u r e  37 présente de manière schématique La s t r a t é g i e  

que nous avons adoptée pour é t u d i e r  La biosynthèse de C'enzyme LysosomaL. 

La majeure p a r t i e  des i n t e r a c t i o n s  non spéc i f iques e x i s t a n t  e n t r e  l es  

molécules dllgG e t  Les polysomes, pouvant ê t r e  é l im inée par l ' u t i l i s a t i o n  

de fragments Fab (122, 123, 124), Mc LAUGHIN e t  PITOT (125)  nt montré 

qu'une es t ima t ion  des propor t ions  r e l a t i v e s  des polysomes synthét isant  

une p ro té ine  donnée, peut ê t r e  e f fec tuée après réac t i on  des fragments 

Fab marqués par 1'  125 1 avec Les chaînes pro té iques naissantes. Nous 

avons e x p l o i t é  c e t t e  p o s s i b i l i t é  e t  mesuré pour l e s  d i f f é r e n t e s  f r a c t i o n s  

de polysomes La quanti  t é  de Fab 1 2 5 1  spéc i f iques f i x é s  sur Les chaines 

pro té iques naissantes. D 'aut re  p a r t ,  des données q u a l i t a t i v e s  peuvent 

ê t r e  obtenues après t r a d u c t i o n  -- i n  v i t r o  des mRNAs des d i f f é r e n t e s  f rac -  

-tiens de polysomes mais l a  p r i n c i p a l e  d i f f i c u l t é  e s t  a l o r s  de sé lec t i on -  

-ner parmi l'ensemble des p r o d u i t s  synthét isés,  ceux correspondant à La 

p r o t é i n e  étudiée. La chromatographie d ' a f f i n i t é  nous a  permis de résou- 

-dre ce problème. 

Nous avons donc i s o l é  Les IgG de L'ant isérum (IgG immunes) 

e t  à p a r t i r  de c e l l e s - c i ,  p u r i f i é  Les IgG spéc i f iques de l 'a-L fucosi -  

-dase par chromatographie sur colonne de B ioge l  P300-fucosidase. A p a r t i r  

des fragments Fab immuns, obtenus après d i g e s t i o n  par  l a  papaÏne de La 

f r a c t i o n  d ' lgG immunes e t  p u r i f i c a t i o n  sur CM-celluLose, on peut préparer 

Les Fab immuns lZ5 l  e t ,  par  chromatographie d ' a f f i n i t é ,  Les Fab s p é c i f i -  
125! -ques de l 'a-L fucosidase marqués ou non par  L '  



V o l u m e  e n  ml 

FIGURE 38 : Chromatographie de la fraction d l I g G  immunes sur 

colonne de Biogel P300-fucosidase 

500pg d e  l a  f r a c t i o n  d ' lgG immunes s o n t  chromatographiés s u r  5ml de  Biogel  P300-fucosidase s t a b i l i s k s  en  
tampon T r i s  0,211, pH 8 ,  NaC1 0,5M, RaNj 3mM s a n s  recyclage .  La colonne e s t  l a v é e  pa r  l e  tampon phospi?ate 
l O m M ,  ptl 7,4, NaCl 150rnM, NaN3 3m?l, p u i s  l e s  a n t i c o r p s  s p é c i f i q u e s  de l'ci-L f u c o s i d a s e  son t  é l u e s  par  l e  
tampon glycocolle-HC1 0,2?.1, pH 2 , 6 ,  KaCl 0,5M. La chromatoqraphie de  500pg d ' IgC non immunes dans l e s  
memes c o n d i t i o n s  ne permet pas de m e t t r e  en  évidence  ur,e é l u t i c n  de p r o t é i n e s  à l a  s e n s i b i l i t 6  maximale 
de  l ' e n r e g i s t r e u r .  Le p ro toco le  d é c r i t  dans  [ l a t é r i e l  e t  t.léttiodes ( i n c l u a n t  un r ecyc lage  de l a  f r a c t i o n  
à bôsse f o r c e  ionique  S i a n t  l e  lavage  3 IiauLe f o r c e  ionique)  p c r a e t  d ' augaen te r  légèrenient l a  q u n ? t i t 6  
d ' a n t i c o r p s  f i x k ç ,  mais a  surtocit  pour but  d ' a s s u r e r  une Donrie r e p r o d u c t i b i l i t é  de  l a  ch ron~â tog rnp t~ ie .  



F I G U R E  39 : E l e c t r o p h o r è s e  en g e l  de polyacrylarnide-SDS d e s  

IgG s p é c i f i q u e s  de  l ' a - L  f u c o s i d a s e  e t  d e s  f r a g -  

-rnents F a b  a n t i - a - L  f u c o s i d a s e  

A- Electrophorèse en gel  de polyacrylamide-SDS de 13 f rac t ion  d'lgG spécifiques de l ' ü - L  fiicosidase 

Des IgG immunes, obtenues p a r t i r  du sérum par reiargage au (NHq)2S04 e t  chromatoyraphie sur  DEAE e t  
CM ce l iu lose ,  sont pur i f i ées  par chromatographie d ' a f f i n i t é  sur une c o l ~ n n e  de Biogel ~300-fucosidase*. 
La f rac t ion  e s t  concentrée contre l 'aquacide I I a  e t  dialysée contre l e  tampon Tris-HC1 62,5mM, pH 6,8, 
avant d ' ê t r e  analysée en gel de polyacryiamide-SDÇ (gradient 10-18 pl00 ; gel  de l m m  d'épaisseur e t  
de 15cm de lorigueur). 

/1 

B- Electropliorése en qel  de polyacryiamide-ÇDS des fragments Fab anti-(a-L fucosidase 

1 0 ~ ' ~  de Fab immuns, ol~Cenus a r é s  diyestion par l a  papairie d'une fract ion dlIgG anti-fucosiciase e t  
pur i f i ca t ion  sur  CM cellulosee, sont dialysés  contre  l e  Lampori iris-HCl 62,Iniil. pH 6,8, puis a n a l y ~ d s  
en gel  de p~lyacryl~mide-505 comnie i i  e s t  d é c r i t  en A.  



La f i g u r e  38 présente un exemple de p r o f i l  d ' é l u t i o n  obtenu 

l o r s  de l a  chromatographie d ' lgG immunes sur colonne de B ioge l  P300- 

fuccsidase. Le diagramme permet une es t ima t ion  approximative de l a  propo- 

- s i t i o n  que représentent Les IgG spéc i f iques de L'a-L fucosidase par rap- 

-por t  à l'ensembte de l a  f r a c t i o n  d ' l yG (env i ron  10%). La chromatographie 

des fragments Fab ou Fab 1 2 5 1  sur  l e  même support donne des r é s u l t a t s  

s i m i l a i r e s .  

Dans La f i g u r e  39, A, L'éLectrophorèse en g e l  de po lyacry la -  

-mide-SDS des IgG spéci f iques de l 'a -L  fucosidase permet de v i s u a l i s e r  

après c o l o r a t i o n  pat- Le b leu  de Coomassie p lus ieu rs  bandes r é p a r t i e s  en 

deux zones qui  correspondent aux poids molécuLaires attendus pour l es  

chaînes Lourdes e t  légères des lgG. Lorsque Le même type d'analyse es t  

e f f e c t u é  sur des fragments Fob (F igu re  39, BI,  deux bandes proté iques 

majeures ayant des poids moLéculaires de 30 000 e t  25 000 sont mises en 

évidence, que l ' o n  peut i n t e r p r é t e r  comme représentant respectivement l es  

fragments de chaines lourdes e t  Les chaines légères des IgG. 

4 O -  F i x a t i o n  d e s  Fab 1 2 5 ~  s p é c i f i q u e s  de l ' a - L  

f u c o s i d a s e  s u r  l e s  p o l y s o m e s  i , s o l é s  de d i f f é -  

- r e n t e s  f r a c t i o n s  s u b c e l l u l a i r e s  

Des quan l i t6s  c ro issantes  de ribosomes sont incubées en pré- 

-sence d'un excès de f ragments Fab lZ5 1 spéc i f iques de 1 'a-L fucosidasc, 
125 ou de fragments Fab I non immuns ( v o i r  M a t é r i e l  e t  Méthodes). La cen- 

- t r i f u g a t i o n  des suspensions sur  gradient  d i scon t inu  de saccharose permet 

ensu i te  de séparer Les ribosones des fragments Fab non f i xés .  Les résu l -  

- t a t s  obtenus à p a r t i r  des d i f f é r e n t e s  f r a c t i o n s  de polysomes sont pré- 

-sentés dans Le tableau 12. 

On peut consta ter  que l e s  taux de f i x a t i o n  l e s  p l u s  impor- 

- t a n k  sont obtenus pour Les f r a c t i o n s  C 
I 

e t  C I , ,  t and is  que Les cha?nes 

proté iques naissanl.es des polysomes Libres f i x e n t  env i ron  deilx f o i s  moins 

d 'an t i co rps .  I l  es t  également ini.éressant de noter  que Les valeurs cor-  

-respor~dant aux d i f f é r e n t e s  f r a c t i o n s  de polysomes l i é s  aux membranes ne 

sont pas ident iques, e t  que Ces potysomeç l i é s  aux membranes du surna- 

-geant p o s t - l y s o s o ~ ~ a l  f i x e n t  moins de Fab que Les polysomes totaux du 

t i s s u .  La q u a n t i t e  de RNA sédimentable que représente chaque f r a c t i o n  

peut ê t r e  u t i L i ç 6 e  pour c a l c u l e r  des pourcentages dv synj-hEse, 11homog6- 

-nat servant de référence. l i  appars i t  aLors que La majeure p a r t i e  de l a  



TABLEAU 12 

F i x a t i o n  d e s  Fab s p é c i f i q u e s  d e  l ' a - L  f u c o s i d a s e  s u r  l e s  

p o l y s o m e s  i s o l é s  de d i f f é r e n t e s  f r a c t i o n s  s u b c e l l u l a i r e s  

La dbtcrri i ination de l a  quür i t i t é  de Fab 1251 f i x h s  par  l e s  polysomee e s t  e f f e c t u é e  exactement coTme il e s t  
d é c r i t  dans  Fia tér ie l  e t  kléthodes. La r ad io -ac t . i v i t é  t rouvée  pour l e s  ciriét ic;ues t,5nioins (Fab 125: non 
immuns) e s t  dédu i t e  de l a  r ad io -ac t i . v i t é  mesurée dans l e  c a s  des Fab 1251 çpés i f iq i ies .  Les c h i f f r e s  co r -  
-respondei;t à l a  moyenrle de  2 expé r i ences .  Les pourcentages  de  ryn thhse  correspondant à chaque ca t6gor i .e  
de  polysomes son t  calculé:; pa r  r appor t  à l 'homogénat à p a r t i r  d e s  données a n a l y t i q u e s  obtenues  l o r s  d a s  
expér ier ices  prç5sent6es dHns l e  c h a p i t r e  I II .  

RNA ~Cdimentabl -e ,,, de 
F r a c t i o n  cpm 125~/rn9 d e  RNA en % du R R A  

ce l lu l a i r e  /hornûgénat 

Homogénat 

Libres 

P1embl:ûnes 
du  SPL 



biosynth6c;e de 1 '(Y-L Fucosidase e s i  e f fec tuée  par des polysoines 1 i 8 s  aux 

membranes, 

De t e l s  r é s u l t a t s  sont, de nouveau, compatibles avec l ' e x i s -  

-tence de deiix "classes" de polysonies fonct ionnel lement spécia l isées,  mais 

L' interpr-47zt;on que l ' o n  peut donner du f a i t  qu'une p e t i t e  p a r t i e  de La 

synth&se de t'enzyme s o i t  t rouvée erl associa- l ion avec l e s  polysomes l i b r e s  

demeure incer ta ine ,  su r tou t  s i  L 'on se souvient que La composit ion exacte 

en sous-unifCs de l t e i i ~y rne  n t e s t  pas connue. Les résu l ta - ts  du tableau 12 

doivent  donc ê t r e  covpl6i-6s par des données d 'o rdre  q u a l i i a i i f .  Les expé-- 

-r ieiices ent  i-cpr i sus dans ce but surit présen !ces dans Le paragraphe su; - 
-var?t . 

5 O -  I s o l e m e n t  d e s  " p r & c ~ r s e u r s ' ~  s u p p o s b s  des s o u s -  

u n i t é s  de l ' a - L  f u c o s i d a s e ,  a p r è s  t r a d u c t i o n  

i n  v i t r o  d u  R N A  des  d i f f é r e n t e s  f r a c t i o n s  de  - ---- 
p o l y s o m e s  

De nombreux a u t e ~ i r s  ont  employé t t imrnui iopr6cip i la t ion,  por- fo is  

en combindison dvec des lechniques t r a d i t i o n n e l l e s  de chrcrootograpkle pou,- 

i s o l e r ,  à p a r t i r  d 'un système a c e l l u l a i r e ,  un p rodu i t  p a r t i c u l i e r  de i r a -  

-duct ion. Cependant, des d i f f i c u l t é s  sont t r è s  fr6qüe~xnent renscatrées 

pcur l i m i i e r  La q u a n t i l é  de p ro té ines  entra inées non s p é c i f i q u r z s n t  daris 

l e s  irrmunopr6cipit8s. On conço i t  aisément que ccs d i f f i c u l i 8 s  so ienf  

accrues Lorsque l e  p rodu i t  r-echer-ch& n 'es t  qu'un composant t r è s  d i s c r e t  

du mélange. 

Nous avons e f f e c t u é  une s é r i e  d 'essais OC l ' i rnmur~oprécip i ta-  

-t i on  ( d i  r e c t e  ou i nd i r e c t e )  s ' es t  r6vélée total-ement i nad&quate, avant 

d'empioyzr l a  technique d e c r i t e  dans M a t é r i e l  e t  K6thodès. Ce l l e -c i  con- 

- s i s t e  en un recyclage de l ' é c h a n t i l l o n  sur un imriiurioadsorbant (B iooe l  

P300-Fôb spéc i f iques de C'n-L fucosidase), Celu i - -c i  peut ê t r e  lavé pzr  

une s o l u t i o n  tar~~pon de haute fo rce  ionique? avant d'6l.uer de facon c las-  

--sique [es p r o d u i t s  f i xes .  L ' é l u a t  es t  ensu i te  chromatoyraphié sur une 

microcotonne de Pro te ine  A-Sepharose-lgG spéci f iuceç,  de façon 2 conceri- 

- t r e r  l e s  p rod i l i t s  [.,oiii- L'6lectrophoi-èse, t o u t  en effe~.:~ic:ii-t. u:ie seconde 

pur i f i  ca t  ion  éveri-tuet l e ,  Daris Les corid i t i o i ? ~  de p)r-cparai. ion des khan- ! .  i L -  

-Loris pour L'klectt-opt iorèsc en m i  l i e i i  dsnatui-aïit, (ÇDS 4 ~ 1 0 0 ,  D'PT 0, Ir., 
903C), [es prociui-f?, :;cii-f él.ués cc sg~po;.--) c! 'üf f ; ; l ï i -6 L ' ' ~ n ~ ~ i f l b l c  su{?-- 

-por t  pLus 6Luc:t es t  e r - is i~ i te  clepos6 çur ie ge l  d e  poLyscryba;r:idc-i, 



F I G U R E  40 : Enregistrement densitom6trique du fluosogramme de 

l t é l e c t r o p h o r è ç e  en g e l  de polyacrylamide-SDS des 

cliaf lies polypeptidiques d e  1 ln -Lfucosi dase synthg- 

-tisees i n  vitro ( d e n s i t » m è t r e  V T T R T R O N  ) - ----. 

5 U ,?2/,0 cl:? I:hiA c x l - i z i t  tic!: po!.yssx~ç tu ta^'): ~ l i i  t j s s u  sor i t  incubGcr, d:?rir; [1,5;;:11 d e  l y s a i  de réticli!.oc:>.-. 
-CesQ. 3 7 , ü x l ~ ~ c ~ : : i  sc::i ir:i.ci.i,oi.ils oai-,s !.'cicidu-;:cfcipit;bl.e. ~ : > ( ~ [ J L C : , ; ! I  i;or;i: c[irci;iiatograp[iir5s su: 
i~mcnond: ;a ïb3 ; i t ,  c l  1 '63ockrcpIioi.èrc dcs prociiii.!-s isole's :ist ~ f f e c t u 6 c  co;,;;,~: il esi; &::rit ciciris l . latérie? 
el. I~iJLl!odrç. t a  diirde c i ' e x l i o s i t i o r ~  du  rlijari:gr:rr'ir,e e s t  tie lil  joiirs à - / i l°C.  

La Çer~harûsc--protCi.i-ic A-1-C; ç p 6 c i f i q ü c s  o é ? 6  pr6parEe :;ai. recyc lac ;e  d - s  1-S s p c c i f i q ü u s  do :a f~cc!si.- 
-thse sur I c  si:;.:?orr. s t r ~ h i l i c i :  eri t;r,poii ~:!-or,p!i:;tr lti:..?;, pi1 i , h ,  N:$Cl ].SCx:4, ?Lonic;at i3!,G I;,S r i JCtO,  

NuNj  3:ir.i. A;)r.ès ~ L L E : , ; ~  par. le t:-;:pon Tïls S,:!I,i, pii 8 ,  NsCL 0,;7:.;, h o i i i ~ ~ ~  3,:) plOO, 113x3 3;i,:.ll i>;a.s p ü i  
l e  ka:npon i . n i t i c i l ,  l e s  m i c r o c o l o n n e s  s a r i t  i)rCpûr6es. 
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F I G U R E  4 1  : E l e c t r o p h o r è s e  en g e l  de polyacrylamide-SDS des  

p r é c u r s e u r s  supposés  de l ' a - L  f u c o s i d a s e  i s o l é s  

a p r è s  t r a d u c t i o n  i n  v i t r o  des  R N A s  d e  d i f f é r e n t e s  -- 
f r a c t i o n s  de polysomes 0 

1 U A de RNA e x t r a i t  b p a r t i r  des polysornes l i b r e s  (Lb), l i é s  aux membranes du SPL (Li), l i é s  aux 
membr%es de l a  f r a c t i o n  CI ou de 12 f r a c t i o n   CI^ es t  incubée dans un système de r é t i c u l o c y t e s .  L ' i s o -  
-1ement des cha lnes po l ypep t i d i ques  de l 'enzyme e t  l 'électrophor&.e sont e f f e c t u h  exactement comme il 
e s t  d é c r i t  dans M a t é r i e l  e t  Mkthodes. Les r é s u l t a t s  p résen t .6~  dans l a  f i g u r e  prov iennent  d ' u n  m&me g e l  
de po lyacry lamide e t  du m&me fluorogramme exposé pendant 6 semaines à -7O0C. Un agrandissernent de l a  
photo  A e s t  p résenté  en 8, e t  en C l  un enreg is t rement  dens i t omf t r i que  de l a  zone du fluorogramma cor res-  
-pondont b l a  photo  B. En B, l a  zone d B l i m i t 6 e  pa r  l e s  t i r e t s  correspond & l a  m i g r a t i o n  de l'enzyme pu- 
- r i f i é .  



La f i g u r e  40 mcntre que La p u r i f i c a t i o n  des p r o d u i t s  de t r a -  

-duct ion des mRNAs de L'ensernbte des polysomes du t i s s u  col-iduit 3 L'obl-en- 

- t i o n  de t r o i s  p r o d u i t s  dont l e s  poids rriol6culaires sont compris dans 

(OU t r è s  proche de) L ' i n t e r v a l l e  qu'occupent Les sous-unités de L'enzyme 

a c t i f  ( 50700-61 500). En e f f e t ,  une bande majeure (po ids  molécu la i re  

Légérernent supér ieur  à 62 000, p r o d u i t  a )  se sépare de deux aut res  bandes 

de p!us f a i b l e  i n t e r i s i l é  (po ids  molécula i res : 56 000 e t  51 000, p rodu i t s  

b e t  c l .  Un potypept ide de p e t i t e  t a i l l e  (24 000) e s t  &galement observe 

de façon rep rod l~c l  i ble,  qui t r è s  probablement n 'es t  pas un composant de 

L'enzyme a c t i f ,  ca r  aucun po lypept ide  de c e t t e  t a i l l e  in'esi v i s i b l e  après 

é lectrophorèse de l'erizyme p u r i f i é  ( v o i r  F igure  35). Lorsque Les animaux 

sont soumis à un jeûne de 24h, on o b t i e n t  dcs r6su l ta i -s  semblables. 

Le f a i t  de pouvoir  me t t re  en évidence, dans !es p r o d u i t s  de 

t r a d u c t i o n  - i n  -- v i t r o  des mRNAs, t r o i s  chaînes pept id iques é t a n t  "reconnues" 

pi i r  Les an t i co rps  spéci f iques de L'a-L fucosidase suggère forterneiit ( r ia is  

n 'es t  pas une preuve absolue, v o i r  d iscuss ion)  que l'enzyme possède t r o i s  

sous-unités d i f f é r e n t e s .  En t o u t  é t a t  de cause, ce r é s u l t a t  condui t  à 

envisager L '6ventuaL i t é  qiie d i  f f é r e n t s  riRNAs codant pour l a  fucosi  dase 

ne so ient  pas uniform6merit r é p a r t i s  dans Les d i f f é r e n t e s  f r a c t i o n s  de 

polysomes. 

Nous avons donc e f f e c t u é  Le même type d'expérience 2 p a r t i r  

des p r o d u i t s  de t raduc t ion  i n  v i t r o  des RNAs provenant des f r a c t i o n s  de - --- 
polysomes Libres, Lies aux rnenibranes du SPL, Liés aux n~ernbranes des 

f r a c t i o n s  C I  e t  C l , .  Comme Le montre La f i g u r e  41, Les p r o d u i t s  du Rl iA 

des potysomes L ibres  cont iennent pr inc ipalement Le p r o d u i t  c. Les pro- 

- d u i t -  a e t  c sont obtenus à p a r t i r  de La f r a c t i î n  C I ,  t end is  que tes 

t r o i s  p r o d u i t s  sont observabtes pour l a  f r a c t i o n  C Dans Le cas de La 
I l '  

f r a c t i o n  de membranes du ÇPL, on met en évidence a e t  b, mais Le p r o d u i t  

c es t  pratiquement absent, Deux expériences de ce -type o n t  6 t h  ef fectuees 

qui on t  donné des r é ç u l t a ~ t s  s i m i l a i r e s .  

C-  DISCUSSION 

L'étude de l a  biosyril-hèse d f  uns pro té ine  dorni-i&e par d i  f.fér-entes 

f r a c t i o n s  de p o l y ~ o i ! ~ e ~  peut ê t r e  envisagée seton deux aspects : détermi- 

-nat iori du taijx cie syn-i.tlèse de l a  p ro l -é i  rie p a r  ci-!acjiic f r a c t  iori, cor5para l - -  

-son des p rodu i t s  de i-raduct i on  du ciK:<r'i conc;ici&rG ~ s e c  i a  pro té ine  authen-- 



- t ique.  La ma jo r i t f :  des travaux ayant abordi: ce genre de prob1G:no ont  com- 

-paré l a  m ig ra t i on  é lec t rophor4 t ique du (des)  p r o d u i t ( s 1  de t raduc t ion  i m -  

-rnunopr6cipi table(s) par un ant isérum s p é c i f i q i ~ e  à ce!!e de La (des)  

p r o t é i n c ( s )  rnature(s) ; Les doniiées q u a n t i t a t i v e s  sont cbtenues par  mesure 

de l a  r a d i o - a c t i v i t é  des immunoprécipités ou de l a  bande pro té ique excisee 

de l a  plaque de gel de polyacrylarri ide après électrophor5se. Certaines 

d i  f f  i c u l t d s  d '  i n t e r p r 6 t a t  ion  peuvent t o u t e f o i s  ê t r e  r ~ n c o r i f  rées s i  des 

produ i t s  soni- e n t r a i  n6s non spéci f iquement dans les  immunopr6ci p i  .i.Gç, ou 
a s i  l e s  d i  f f6 rentes  f raci- ions de riiRIdA que 1 'on compare ne sont pas -Iradu i t s s  

i n  v i t r o  avec l a  meme e f f i c a c i f é ,  En ou-Ire, Lorsque l a  p ro té ine  6 fud ihe --- -.--- 

ne représente qu'une f a i b l e  p ropor t i on  des p rodu i t s  de t raduct ion ,  Les 

donn6es q u a n t i t a t i v e s  que l ' o n  peut o b t e n i r  n 'ont qu'une s i g n i f i c a t i o n  

1 i r n i  t & e e  

Ces considérat ions rious ont  condui t  à entreprendre l ' é t u d e  

de l a  biosynthèse de L'a-L fucosidase selon deux approches d l  f f é r e n t e s  : 
125 f i x a t i o n  des fragments Fab 1 spéc i f iques de l'enzyme sur l e s  chaînes 

proté iques en vo ie  de synth6se des d i f f é r e n t e s  f r a c t i o n s  de po1yr;cmes 

d'une p a r t ,  &tude des p rodu i t s  de synthèse i n  v i t r o  d ' a u f r e  p a r t ,  CeL1.e~- -- -- 
c i  on t  en commun 1 e . f a i t  que Leur succès e s t  coi. idit ionn6 avant t o u t  par 

l a  s p é c i f i c i t é  des ant icorps  anti-enzyme. A ce t  égard, toutes l e s  prF-- 

-caut ions orif é1-6 p r i s e s  dans l e  pro toco le  exp6r irneritc31 que nous avons 

s u i v i .  I l  fau t  égakement sou l igner  que L ' u t i l i s a t i o n  de 13 méthode ae 

VAITLII(A1TS.S (1.21) poiir obt en i r l e s  ant i sérilrns r-édu i l. f o r  tement l es  chances 

pour que des pro té ines  présentes en t r è s  f a i b ! ~  p ropor t i on  dans l a  pré- 

-para$ i o n  d'enzyme (6ventueLs contami riants qui n 'aura ien5 pas é t é  d6,iec- 

- tes Lors des con t rô les  par f : l e c t r o p h o r ~ s e  en gel  de polyacry lamide) 

puissent  i n d u i r e  l a  product ion d 'an t icorps  (126 ) -  

La méthode cons is tant  à est inier l es  p ropor t i ons  r e l a t i v e s  

de polysomes synthEtisari t  une p ro té ine  donnée pai- rnesure de l a  f i x a t i o r i  

de fragrnenis Fab Iz5 l  sur l e s  chaînes proto iques naissantes e s t  cocoie 

rGcerite, e t n ' a  pas & t é  app: iquéc: polir un t r è s  çrand norribr-e de pro-i.éi ries. 

Bien q u ' e l l e  pe rmet t c .d 'ob ten i r  des r é s u l t a t s  repr-oduct ihtes, i l  es t  

poss ib le  que cer ta ines  causes d 'e r reu r  e x i s t e n t ,  qui n 'a ien t  pas é f 6  

décelées jusqu'à pr6sent.  En p a r t  i c u l  i e r ,  dans i e  cas d'une p r o i é l  ne 

composée di? p lus ieu rs  :;eus-tir? i "iés rion i dcri.î i qiies, l e s  pour cenfages de 

syrith&se que l ' o n  peut a f t r i  huer- 2 chaqlie f r a c t i o n  dc, polysomes n 'on t  
T . .  de p rcc  ! s I cri rév! Le que s i l e s  d i fféroi-1l.t.s ~ ~ i ! . ; - t l n  i t é s  oi i t  uri nc~nibre  

s i m i l s i r e  de s i t e s  ant igéniqu2s. Pour e x p t o i t e r  Lea r6suCtats que i?ous 



ob"inons pour l 'a-L fucosidase ( v o i r  Tab lea~ l  121, nous devons supposer que 

c e t t e  c o n d i t i o n  es t  s a t i s f a i t e .  D 'au t re  p a r t ,  i l  fau t  se souvenir que l a  

r é p a r t i t i o n  dans les  f r a c t i o n s  subce l lu la i r -es  des chsines naissantes de 

l a  p ro té ine  é tud iée peut ê t r e  d i f f e r e n t e  de l a  r é p a r t i t i o n  du (des)  mRNA(s1 

considér-é(sj ,  s i  une ou p lus ieu rs  t r a c t i o n s  cont iennent une c e r t a i n e  pro- 

-por t  ion  de mRNA non t i-adui t, ou s i  un mRNA donné n 'es t  pss t r a d u i  t -- i n -- v i voevec 

l a  même e f f i c a c i t e  dans Les d i f f 6 r e r i t e s  f r a c t i o n s .  

D'une manibre anatoguc, 1 ' i i lter-préiaJ ion  des I-ésultat, oblei-ius 

l o r s  de l ' ana lyse  des p rodu i t s  synthét isCs -- i n  --- v i l r o  d o i i  suppsser que Les 

p rodu i t s  i d e n i l i i 6 s  correspondeni d der chalnes pro ié iqucs  complètes. La 

termindison précoce de t d  synthèse de La pro té ine ,  par  "manque d 1 a c t i v î t 6 "  

du système a c e l i u l a i r e ,  où à cause d'une dégradation des rnRNAc; e s t  un phC- 

-nom&iie qa'on peut p a r f o i s  rencontrer.  Dans l e s  nowbreu,: t r a v a u ~  u t i i i s a n t  

La t raduc t ion  de mRNAs -- i n  v i t r o  c e t t e  i n c e r l i t u d e  pcui  ê t r e  g4néral-emenf 

levée, du f a i t  que l a  p r o t é i n e  e tud iée n 'es t  souvent composée ÿ;1e d'une 

seule chaine polypept id ique.  La cornpardison des migra t ions  respectives en 

ge l  de pol\,acrylamide du p rodu i t  s y n i h é t i s é  -- i n  --A v i t r o  --- e t  di l a  p r o t 6 i n c  

i so lée  permet a l o r s  d ' e l  ab1 i r que l e  p r o d u i t  de t raduc t ion  poss+dê u:l 

poids molécula i re au moins ég3l à c e l u i  de l a  proté i i i2 .  Si  l e  mernô type 

d'argument expérimentai peut êi r e  avancé dans ce t rava i  L pcxir Le pl-ociui t 

a, dont l e  po ids  molécu la i re  e s t  Iégèrement supSrieur ou poids mol t i ch lâ i re  

extrême de l'enzyme p u r i f i é  (62 400 e t  61 500, reipecti!:cmentj, l a  cc\m?.-. 

-g ra t ion  des p r o d u i t s  b (56 0001 e t  c (50 700) avec l'erizymc p u r i f i é  

(50 700-61 500) n 'es t  pas s u f f i s a n t e  pour exc lu re  l a  p o s s i b i l i t &  que b e t  

c soient  des "sous-produits" de a. On peut cependant rernarqmr que La ré-- 

- p a r t i t i o n  des p r o d u i l s  dons l e s  d i f f é r e n t e s  f r a c t i o n s  s u b c e l l u l a i r e s  

( v o i r  F igu re  4 1 )  es t  p'i~ compatible avec l ' i d &  que 1 ou 2 des 3 

chaines pro l9 iques iso lLes  du système a c e l l u l a i r e  sera ien t  des fragmcrits 

de La cliaTne l a  p lus  lourde. 

Le manque d ' in format ions  concernani- l a  cornposit ior~ exacte en 

sous-.uni t es  de 1 'a-L fucosidase viei7.t 1 i m i t e r ,  dans 1 ' inirnédi at ,  L ' in ter - .  

-p re ta t  ion  du t ravai  1 que nous avons e f fec tue ,  pui  squ'un c e r t a i n  n0mbr.e 

de concl us ions qui pour ra ien t  décou i e r  de La conpara i son préci!rseu i-s- 

produ i t s  ne peuvent êf ru i i r6es. En coi i t  t-e-part i e, Les r-ési~ l . Î a t s  q : ! ~  i1c:us 

avons acquis on t  un caraci-ère double, puisque dans ce contexte, i is ac- 

-qui6reni- kgatei3;eni- des imp!. i ca'i ions d ' o r d r e  struc-Iur-ÙL, les cfonnhc-ç 

co17cert1il:it t a  coiripos i t ici1 en soi~s-uni -!éç de l '(1 -4. F~icos i d a sv  i zolfe 

sources d i  verses de:neiiren-l- cont r s d i c i c i  res, et- T ! es-! t rés i-r-6quer;-i- que 



l'enzymle i s o l é  d'un ma-l6rieL SioLogique de-i.eri.niné s o i t  succesçivcrnsnt 

t rouvé c@i!i/3osé d'un sé~il type de sous-uni .tés, ou de deux sous-uni $65 non 

ident iques, par  d i f f 6 1 - e n t s  aufeui-s, Ains i ,  un i r a v a i l  :&cent indique que 

L'a-L fucoçidase du f o i e  humain ne peut e t r e  separêe en deux bandes en 

g s l  de p o l  y,.icryia:nide-?fi que lorsque l o  [ ~ r o i é i  r?e r6dii i t e  es t  S-carhoxy- 

-methyCée avant L'6Lecttophcrèse, e t  conclut  qLie l'enzynle est  con!posé de 

2 sous-uni tes non i dent i qiîes, C~~IC~CUIÏF: 6.f ont prbsente en double exempts i r e  

dans l a  rnolkcu Le a c t i v e  (ALHADLFF e t  ANDIIEWS-SIVlITIi7 1.27). On petit cepen- 

-dant na ter  que l ' e x a ~ v r i  dss r 6 s u l t a t s  pr6,senSés par ces auteurs ne permet 

pas d16Lirniner La possi!>i i i i 4  que lFenzyn;e s o i t  for.mé de 3 -sous-urii.'r&s 

d i f f é r e n t e s ,  dont l ' u n e  es t  présente double exenpia i re,  Dans l e  cas 

de ! 'u-L fucosidase du f o i e  de Rat, OPHLIM e t  TOUSTER n'avalent  observé 

qu'une bande larc,e, d'un poids molécu!ai r e  moyen de 55 O O ~  (1.20). I l  e s t  

poss l b le ,  dans l e  présent t rava i 1, de soupçoni?er 1 'ex i sSence de sous- 

u n i t é s  d i f f é r e n t e s  au vu des rdsu l ta j - s  de l '@Lectrophor&se en prGsence de 

SDS ( v o i r  ~ic~uCe7,5),  mais L1all;ylal-ion de La pro l -é lne  r c d u i t e  avant 

L'électropl-ioreçe ( r@sul . taf .s  non présont6s) ne nous a pas perfilis d'am6lio- 

- r e r  l a  résot  u t  ion. 1-a ckrornatograph i e  sur immui?oadsorbarif des produ i .i.s 

synthét  isés -- i n  - v i t r o  21 p a r t i r  du RNA polysomal suc~gèré ce[.)eridan:', qiic La 

rnol6cule d'er~zi/rr!e p o u r r a i t  ê i - re  form6e de 3 sous--unit& d i f f 6 ren tes .  

La niesure de La f i xat i on  des Fab l spéc i f i qilcs de 1 'rr-L 

fucosidase sur Les chaines pro t6 iyues naissantes des di f fGi-en-tes f rac- -  

- t i o n s  de poLyscmes ind ique que l a  majeure p a r t i e  ( p l u s  de 80%) de l a  

synthèse de 1 'enzyme s ' e f f e c t u e  au n i  veau des membranes, Dans 1 'kt a t  

a c i u e l  de nos connaissances, cec i  n 'es t  pas surprenant s1 l ' o n  considère 

que l a  fucosidase es t  une gLycoprot&ine, e t  que l e s  chaînes naissantes 

doivent  migrer  \/ers l e  compartiment i n t rav6s icu la i r -e  pour sub i r  ce genre 

de mod i f i ca t i ons  poçt-traduct ionnetLes. L 'analyse des p rodu i t s  du système 

a c e l t u t a i r e  moti4-re cependant que Les poLysomes l i b r e s  ne synthét isent  en 

f a i t  que 1 des 3 prociui ts mis en évidence, Ce r d s u l t a t  p o u r r a i t  perme.ttre 

de peiisel- que I.'ei?zyinc pasçède au nioins une sous-unit6 non g lycoçyléc.  

Toutefc)is, l e  m&mo produi  t es t  6galen;ent t rouvk  apreç t raduc t ion  du RN11 

des f r a c t i o n s  C e t  C l i .  Ce r é s u l t a t  peut ê t r e  i r i t e r p r 6 t 6  de t r o i s  fa<;uns : I 

1 -  Des p o l y s o i ~ t e ~  L ibres  dans l e  cy-koplaçne, ____ i n  --_=.--? vivo sont 

re.1 rouv6s art&fac.iueL I e:neni; assoc i 6 s  sur Les msmbraiieç de:; 

f r ~ c t i o n s  C i  e-i C 
I I "  



2- Le mRNA codant pour Lc produ I t c c+sf assoc i 6 aux mem1)ranes. 

Les chairies polypepi  i d i  qljes ne c r o i  sseiit pas vers l e s  c i  st?rt-~ae, 

mais vers l e  cytopLq- u.,n)e, 

3-- L.2 dc.s.t i ri& "u t  i [.et' du produ i t c esl- de migrer  vers 1 ' i  rité- 

- r i e u r  des v6sicuLes intermembranaires en é fan t  t r a d u i t  par 

des r i  bosoiries i i és  aci r é t  icuLum ei:doplasmique p niais? au moins 

daris Le cas di1 Rat r!orrriale:r:ent rioür-r i , une cerfs i ne pi.,opcr-i. ion  

dcs polysoi-nes t radii i sarit ce rnRNA ne pcui- sYassoc ie r  aux i;îViS!- 

-,-branes (par  exemple à cause d'un nombre L i m i t é  de récepteurs, 

v o i r  c h a p i t r e  d '  i n t roduc t ion )  e t  l a  synl  hèse du p r o d u i t  c est ,  

dc ce f a i i ,  e f f e c t u é s  également pc?r des pctyçomes l i b r e s .  

Ce t te  dern ière  hypoth?se impl ique L 'ex is tence sur l e s  merri- 

-brailes, de s i  t e s  récepl-eurs spéci f l que5 de c e r t a  i ns mRNAs, ou f a i  'r i i - i - -  

- te rven i  r l a  n0.i iori d ' ap t i t ude  d'un rniiNP, dorine à e n t r e r  en con1p4-i- i.i. i on  

avec d'aci-Ires p o i ~ r  ê t r e  i radl i i i .  au tiiveau des rnembraries, Dans Le cas par- 

-t ! c u l  i e r  de La fucosidase, e t  Le condui r a i t  à l a  conc!usio:: qu ' ~ i i i e  pz(.- t ie 

de Ca sous-uni t é  c de L 'enzyme pu isse ê t r e  synthgi  is6e sans a t f e i  i7cii.s sa 

d e s t i n a t i o n  f i n a i e ,  Urie t e l l e  s i f u a t  ior-i, b i ~ i i  qu 'e l  l e  s o i t  envisagee par--  

-m i  L 'erisembte des propos i .i- ioris de l a  "s igna l  tiypothes i s" ( v o i  r i n-froduc- 

-tien), demeure néanmoins d i f f i c i l e  à concevoir pour une ce!LuLe c i i f f i - -  

-renciée, physiokogiquernent normale. Cependan?: aucun argument exp6r im~n-  

- ta [  ne nous pernet d 'é l im ine r  c e t t e  p o s s i b i l i l é  dans l ' i rnmédiai,  

Les deux prcrn i èi-es hypot fi&ses ont  pour conséquvrice cornvune 

qu'une des chaines ?roté iqucs de L'enzyme s e r a i t  syn thét isée par  des 

polysomes Libres, Dans Le cadre çéi iérat de La biosynthSse drs  pr'ol-éit-les 

lysosoniales, cec i  suppose 1 'ex i sîerice d 'un mécani sme pos t - i  radcict Ionnet 

p e r - m ~ t t a n t  l e  passage de p ro té ines  au t rave rs  des niiernbraiies. Un tt31 m i -  

-canisme, nécessi(-?rit l ' e x i s t e n c e  de s i t e s  r6cey.teurs spéc i f iques sur 

les membranes, en des p o i n t s  p r é c i s  de t a  c e l l u l e ,  a é t é  recemrnent 

propos6 pour- expt iquer  Le passage de l a  ca ta lase e t  de L 'u r icase dans 

l e s  pet-oxyscrnvs (128). 

IL es t  t r e s  d i f f i c i l e  de dis-!.inguet-, d 'un  p o i n t  de vue 

' - , corinel, lii7e associ a.f ioi: ar-I.4fuctüel!e dc: polysoinvç aux rnenibr anei; 

d'une c3ssociati0n é a i b i e ,  ayant i lne  f on r t i o r i  bioLogique, La r e p a r t i - i i o n  

i'',Pi/i cr>-/i-e { e s  d j ffé!-e;!j-::s f rac?  ie!;-. d v  p3!.);r,(-jn.iec: j çcjL&j c j a ~ s  [..c 

pi.jsc-:gt .i.i.avai 1 -:sf .;(3g4 3 fc2! j t.n g::corcj .ilvu<- de rin:i;breux .'i.rrl;;3ux 



an ié r ieu rs  (vo i r -  Chap i t re  I L L ) .  Ceci rie permei pas, copcncant, d 'él i rnir iur 
l a  p c s s i b i L i t C  que dans Les cond i t i ons  ioniques c laççiqucs (que POUS avcns 

u t i t i s S e s ) ,  des polysonies "L ibres"  - i i i  .-A v i v o  so ien l  :rouv6s associés aux 

mcmb~ anes. Lors de l a  mise au p o i n t  dcs techniques de ir-ùctioniiement ce t -  

-1uLaire que nous avons d 6 c r i t  dans t e  c h a p i t r e  III, nous avons mesuré 

l a  contain i t-iat l o i  en p o l  ysornss 1 i bres des f r a c t  ions de merribranes par  cei-1- 

- t r i  fuga i  icr i  de ce!. Les-ci en rnétrizarnide, mais &galement en u t  i 1 i san-l un 

"marqueur i nter-ne'' de po1yc;cii-ies L i isres t-ad io-act  i f s  ( rés i i l i -a ts  non préscn- 

- tés ) ,  Cet te  dc ro iè re  .technique peu-; d ~ n n e r  des rSçul i -a i -s  var- iables selon 

l a  maniere dont Lfexp&r ience e s t  conduite, mais nous avons p u  consta ter  

que menie -dans l e s  cond i t i ons  Les p l u s  d6favorabLes ( rad io-ac t  i v i  t é  spilci - 

- f i  que des polysoifies i n t  roclu i t s  peu importants ; i r;tr-oduc-1 ion  do ceux-ci 

avant 1 'hornûgénéisaT i o n ) ,  l a  f r a c t  ion  C coiii- i e n t  -fou j ou rs  inc)i 1 7 5  de 10% I 
de La radio-act i v i t é  in i t ia le i i ren t  ajout&c, tand is  que La f r a c t i o i i  C I I 
en con t ien t  moins de 3$,  l L es t  donc peu probable que L 'obsei-val-ion du 

p r o d u i t  c dans l e s  p r o d u i t s  syr i i -h6t is&s à p a r t i r  du RNA de ces deux f rac -  

-t ions soi  t l e  ref  Let d'une contami na t ion  p'ar des potysoincç L i l i res. 

(ln modè!e d 'assoc ia t i on  des poiysornss aux membranes dans 

Leqiiel les  chaîr-tes pept id iques en cours de syntiiGçc? cro issent  2 La face 

cytop Lasmi que des niembrarieç a & t &  propos6 pour tes i. i ssuç r!on çeci-&.:eurs 

( v o i r  In t roduc- l ion,  F igu re  1, p, 61, Cependant, suciin arc j i i in~ntexp i ' r i -  

-mental n 'a  permis, jusqu'à pr6sent de supposer l ' ex i s tence  d'un t 2 1  
T p 3 .  4. niodSLe dans l ' l~épa- tocy te  de Rat, Dans l e  cas p a r t i v c i i ? e r  de l a  p, .,  ILI^^ 

é tud iée dans ce t rava  i ! , 1 'associ a t  iori polysome-membrsne n 'au ra i  t aucune 

fonc t i on  r é e l l e ,  ou n ' a u r z i i .  qu'une fonc t i on  obscure, s i  1.2 même riRNA 

é t a i t  t r a d u i t  sirnultanémerit sur Les membranes et dans Le cytoplasme. 

I l  nous pa ra î i -  donc raisonnab:e de proposer, rornmc a i te rna -  

- t i v e  i l 'hypoth$se d iscutée p l u s  haut (hypothèse 31, l thypûth&sc selon 

Laquei le Le mRNA codant pour Le p rodu i f  c e s t  associ6 t rans i to i ren ient  

aux rricnibranes. Après que ta  synthi.sc de La pro.iéirie a i t  é-l.6 i r ;du I te  sui- 

quelques ribosoi!i?s, le polyriboçorne dav iendra i t  Liisi-c dans Le cy-lopl.asme, 

Mais  queL!e que s o i t  l f l n t e r p r 6 t a t i o n  exacte de La syrithCss 

du prociuit c par Les f r a c t i o n s  de pctyçomec; l i b r e s  e t  l i é s  air, meiribranes 

des f i -act  ions C e t  C I I l '  L 'ensernbi,e do:; rti..;u!-t 2l.s q:.!e nou.5 (7~011s obtenus 

montre que l e s  cctn-tenus en mRNA des d i f f é r e n t e s  f r ~ c l . i o n s  dv pcLyço:';;es 

que r!<jils avons iso!&es d l  f fèrer i i  d 'un poir-iP de vus qua1 i - i -a t i4  i.l- q\::!;iii-- 

- ta- i  i f ,  La !i-iaj<:iJi-e pal-; i e  de !a I:ioç;,lli.>ic+se de i ' ( 1  --!_ fuco~;i dac,e er,f 



ef fectuée pài- l e s  polyçornvs l i é s  à u  r6i icului i ,  endoptasrnicjuc, mais l e s  p o \ y -  

-somcs L i bres p'ii-t i c i p e n t  6galeri;eii-i d ce f i e  syi1tti6sv. 

B- CONCLUSION 

L'étude de La bios)intti&se de 1 'cr-L fucosidase l ysoso i~a le  f a i  t 

appai-riïti-e c l a i  i-viceni que t '&chant i 1 Lon de r6.f icu1.ur.i endopt açr;ilqlie c las -  

-s i  cluemeri-1- i so l6  d'uri surnageant poçf-mi toci~oncit- i a l  n 'es t  pas i-epr6seri-t a-- 

--+ i f de ! 'enseinb!e du r6-t l cü 1cr;n crido;) l a m i  qiie de La ce1 t u  Lc. DES m&t hoSns 

amel ioi-éeç de Fi-act ionneineiit ce1 l u  La i  r e  permel-!-an1 de consid61-er t a  quss i -. 

to l -a  1 i 2-6 du r6 t  i c u l  um endop! asrr! i que font  en-l. r-evo i r que Le co!il.en~ en mKI\IA 

des ci i f fe ren tes  frac-!ions de ré t i cu lum endoplasmi que peut d i  f f é r e r  d'un 

p o i n t  de vue q u a l i t a t i - f  e t  q u a n t i t a t i f .  L 'étude d'un nombre x c r u  de pro-  

- t é i  ne-; données devrai i. perniett r e  de pi-&ci ser L ' i ~ipor- lance de L ' h6tGro- 

-gériQ i $6 f o n c t i  itr:nc?l Le du r é t  i CU l i i m  cridop Casrrii que. 

D'ui-ie maniet-e ai~alogue, i 1 semble souliai +a'ulc> que 1 'étude 

des L ia isons des polysomes aux memhrai~eç s o i t  envisagée pcur des mRNAs 

de-i-ei-mi nés. ,4i r-isi, Les données obtenilcç pour La fucosidasê riiontrurit cju'i;n 

mRNA don176 peut ê t r e  présent 2 La f o i  ç dans Les poiysomeç 1 ib res  e t  dans 

Les polysomcc; L i 6s aux membranes. Des expériences u t  tér- ieures devrc ier1.f. 

permett re de p réc i se r  dans q u e l l e  mesure ces r é s u l t a t s  t r sdu isen t  L'exis-- 

- tencc d'une fonc t i on  p a r t i  c u l  ièrc d z  L 'assovi a i  i on  polysome--~risrnbrane, 



MATER b E l  ET METHODES 



Toutes Les s o l u ~ ~ i o n s  sont pr&parêes en u t i l i s a n t  de L'eau b i - -  

d i s t i l l é e  s t é r i l e .  Pour tou tes  Les exp8riences dans lesque l les  l e s  poLysomss 

sont iso lés,  l a  v e r r e r i e  e s t  i!nrnergée daris l a  soude a l coo l  i q i ~ e  penciaril- 

3 à 4 h ,  r inche à 1 ' -  ~ a i i  désiori isée, e t  s t é r i  1 isée pendan:: un m i  niniuin de 21-1 

dans une 6.lIuve .si.& i ! i s6e à 200°C. Les i n5;i.r-urnent ç ni&-la L i i ques a i nç i Sac? 

l e s  tubes en rnatièr-e p l a s t i q u e  sont net-toyds dans l e  SDÇ à 5% e t  rinc,<s 

successi vernent par  du méthanol e t  de 1 'eau b i  -.di s t  i 1 lée s t & r i  Le, 

1'- RNA 

Les doses i n j e c t  &es sont gSnéra Lement de ImC i d 'ac ide  o r o t  i - 

--que " c / K ~  ( 34mC i /mmoLe 1 ou de 5mC i d ' ac i de o r o t  i qlie 3 ~ / ~ 9  ( 2 i C  i irn-nole 1. 

a- M a r q ~ a g e  l o n g  

L'anirnaI. e s t  s a c r i f i é  16--20h après a v o i r  reçu t ' i n j e c t i o n  

i n t r a p 6 r i f o n é a l e  de l ' i so- tope 2 moins q u ' i l  ne s o i t  r!Sccssnire dlob-1-enir 

une p l u s  for-1.e radio--act i v i t6  spici  f i  que der; p o l  ysorriss ( v o i  r Légende'; des 

f i g u r e s ) .  Dans ce cas, l a  d u r e s  du msrquage peut Gtre prolûng8e j u r q u ' à  

2 à 3 joui-S. 

b- Marquage pre fg r in t ' e l  d u  I-l3NA 

Apres SGh de r;ic;rquage, cri i ~ i j e c ? ~  I ~ I I F !  cy.iiiriti i 6  ci tucide 



o r o t  i que non rad i o--act i f 10 f o i  s supér i eu r e  2 l a  doze r q u e  p r4c4dcmins1it. 

Les animai.ix sont sdcr i f iCs 21-1 ayrcs cet! e i r i  j e c t  ion. 

c- Mar-qciago c o u r t  el marquagc spkc i f i que  rjti m R N A  

La durGe du marquap peut ê t re  rSdu i te  2 1 0 m n  ( r a t s  de 809) ou 

201nri ( r a t s  de 1 2 0 ~ ~ )  pour o b t e n i r  uri niarquclcje p rGf6 re r i t i e l  des mR;GAç. l L 

f au t  remarquer cepcridari-i. que daris ces cond i l ions, La r s d  i o -a r?  i v i l ri. spé-, 

- - c i f i que  du n?i\PdP~ des poLysonies L i &  denieure f a i b l e .  Aessi, dans cc?rlaineç 

expér i ei-icss ( vo i r L6gendeç des f i gii reç nous avons app 1 i que !a niét hod? 

cons is tant  2 i i?hiber,  pr6alabLeriic!it à 1 ' i r i j ec t i on  de 1 ' isotope, La syn-- 

-t h&se des rRNAs (1.2S), Urie i n jec-i ion i n t  rapér i 1-onCa Le ci ' act  i r;ornyc i r;e D 

( t r h  pr6cisémenf 0 , 5 5 m ~ / K j l  est. s u i v i e  2h30 p lus  t a r d  par c e t l e  de 

L ' i so tope ( 5 i i i C i  d'acicle o r o t i q i i c  3 t i / 1 < 9 ) v  L 'animal c i t  s a c r i f i é  2 à 411 

apr&s La derr i ibre i n j e c t i o n .  

Le rriarquùge des chai nes p r o t é i  qucs nai ssaiit-er; est- obleriu pa~-  
3 i n j e c t i o n  in t t -ap6r i tonea le  de lnCi/l(g de leuc lne W (100Ci/mmoLe!, Le 

temps de niarqL1aC;e es t  de lOmn pour un r a t  de 100g, 

La cho l i ne  1 4 ~  (ZOrnCi/mrnole) esf u t  i L i s6e pour marquer Lez 

phosphol ipicl<s ~nernbrariaires. Le s a c r i f i c e  a Lieu 2 à 411 après L ' i n j e c t i o n  

i n t r a p e r i l o G a l c  de L'i~olope (dose : O,lmCi/Kg), 

C -  FRACTIONNEMENT C E L L U L A I R E  

Toutes Les op6rat ion:; sont e f i cc iu6es  2 0--2OC 

1°- Teclir l iqueç c o n v e n t i o n n e l l e s  

a- Isfirlemczi~t ci  'un surnugeai-it  posi;-niitocttor1(1~'i-~iI,. (5?!."i) 



dans Le n.ii l. i e u  d '  hon!og6i10i sot i on  (0,255 T501<251i:jdl 1 pr6a"iablemeni re.f r o i  ci i 

à O°C. Les f o i e s  sont r inc5s  dans i.e mêine m i  L ieu, lavgs e t  s6chés sur- de 

l a  gaze s t ë r i  l e ,  I l s  soi-~i ensui l e  br-oy6s dans une presse d e  t i  sçu c t  !>orno- 

-gMn&i ses cii.ins 5 volu;lcs de m i  ! i e u  dans un apparei l. de FGSTER-ELVEtl3EI4 

(8 a! Lers-re-i.our de p i  ç-i-on, jeu de 0,15nirn S CGC, 1 000t/ir,n). 

L'hornog6iiat f i  L-Fr6 sur  gaze e s t  ce t - i t r i fu t~é à 9 OOOg- pendant 
d v 

lOrnn dans Le r o t o r  60 T i , .  Le SPM e s t  p i6Le \4  2 1 ' a ide  d'une s e r i  ngile. 

Le SPM esf  déposé par  f t -ac t ions  de 15ml sur des g rad isn ts  

d iscont inus  dz saccharose cornpos6s de 6mL de 25, 8ml de 1,385 e t  4ml de 

0,5S. Toutes ces so lu t i onç  cont iennent T M,.d e t  50 pg/ml ds p r o t 6 i  nes 5 0 ~ 2 5  2 1 
de La f r a c t i o n  d ' i n h i b i t e u r  du RNase, Les tubes sont cent r i fugCs pendant 

20h à 113 000gnlar, dans l e  r o t o r  60 T i .  

c -  F r a c t i o n  d ' i n h i b i t e u r  cytoplasmique de RN;<çe 

Un SPM f i l t r é  sur l a i n e  de verre, c s t  centrif'cic$ 5 176 OOOg a v 
pendant 3 h  daris Le r o f o r  60 T i  (45 0001/riin), L.e sur nageant e s t  pré lev4,  

d i l u é  par 2 volumes de DTT ImM c t  a c i d i f i é  2 pH 5 , l  2 0°C par a d d i l i o n  

d'un6 s o l u t i o n  d 'ac ide  acéi iouc 0,5M. Après une c e n t r i f u ç ~ i i o n  à I O  0G3a 
"iiv 

pendant 10mn dans Le rotor- SW'25-2, l e  s u r n a y ~ a n t  es t  décatit6 e t  aJust6 à 

pH 7 avec de La polasse l i b l .  I l  est  ensu i te  souinis à un f r a c i  ioi-~rteinent par 

Le s u l f a t e  d%arnmoniurn. 

Le p r é c i p i t é  contenant L ' i n h i b i t e u r  de KNase (40-60% de satu- 

- r a t  ion)  es! dissous dans l e  tampon 150K25M5d, e t  déposé sur une color~ne 

de Sephâdex G-25 f i n e  (35crnxlcm; dGp3t 5rnl) pr6alablemsnt é q u i l i b r é e  dunç 
w 

Le taapon. La f rac!  ion  exclue coi l t  i ent  env i  ron 5ûrng/riil de p r o t é i  ries. E l  le 

e s t  stockée par f r a c t i o n s  de l m l  à -20°C après a d d i t i o n  de 1 valurne de 

gtycérot ,  

2 O -  F r a c t i o n n e m e n t  du t i s s u  h é p a t i q u e  

(..es f o ies  l a v d ç  dans  Le n i i  L iei~ A iO,2TS 1-e K-..l ' ,!ï) sc>i-i+ S<<:,!~S 
20 22 ,, 

e-i- broy&ç c.oini;;e i L a clsj,cr p [ haut 1.3 q::,2rit i -f& cdc I)!.oy& 465 i r:? 



(gdrt6rdierricnt 8g 1, i rit rodu i t e  dans u n  horriogéri6i scur de DOUi'lCC: e s t  d issoc iés  

à L 'a ide  dsi lne baguette de verre, p i l i s  horncgbn6iséc. par  6 à 7 al lcrs- i -e i .o~- i r  

de p i s t o n  Lzche, s u i v i s  de 1 à 2 a t t e i s - r e t o u r  de p i s t o n  serré, 

b- rract.ionnc:n~crlt par ce1 i i  rif ugat ia i  i d i f f é r e n t i e l l e  

Des p a r t i e s  a l i c p o t e s  correspondant à 29 de f o i e  sont i n t r o -  

-du i tes  en tubec de r o t o r  S!AJ27-1. Dans Le cas des d0nn69~ présen-1-ées dans 

Le tableau 3 ( ~ , ~ - i ) ,  La cer i t r - i fugat ion  est de 8m11 à 2 000i/rrii-i ( 5  900g rnax 
xrnn) ou de 8mr; 2 6 OOOt/rnn (55 OOOQ xmn) e.t Les sédiment-s sont Lavés 

ni.2 x 
deux f o i s  de l a  manibre suivaste, Les surnageantç sont asp i rés  avec pr6- 

-câut ion e t  remplacés par l e  meme vo1un:e du m i  Lieu d1homogGn6içation, 

Les tubes soni- boi~chés par  di] "Paraf i  Lrn" e t  l e s  s6diments sont resuçpvnduç 

par  invers ion  répGtée du contenu du tube s u i v i e  de 2 à 3 secousses. La  

suspençion es t  a l o r s  cen t r i f ugée  cornmi. pr6cédemrnent. 

Dans une s é r i e  d'expét-ienccs ( v o i  r t e x t e  du Chapi i r e  LI1 et  

Tableau 4 p. 51 1, Les frac-i ions NCI, CIIL e i  PL5 ont  u t 6  prépar ios  par 

cent r i  fugal i on  d i  f f é r e n i  ieL Le c lass ique en u t  i 1 i sant l es  v a l e ~ ~ r ' s  de 

5 900grnaxxmn ( 2  @00t/mn, 8rnn ; 2 Lavages du sediinent) e t  2CO OOr)gmaxxnn 

(10 500t/mn, IOmn). 

c- Fractionnernenk par  la rnétlhode des gradj-eritç diçc:orlt;~_ri~is 

++ Frac t ions  NCI e t  CII 

Des f r a c t i o n s  a l i quo tes  de 8ml de L1hornog6nat en m i l i e u  A 

sont déposéessur 6rnl de m i l i e u  A-D O (miLieu A conteriant 40$ (V/V) de D20). 
2 

Après []ne c e n t r i f u g a t i o n  de lOmn à 2 000t/rnn dans l e  r o t o r  SW27-1 

( 7  400gmaxxrnn) Les surnageants son: p r s l e v f s  ( I l m L  par  tube) e t  Le s i d i - -  

-ment e s t  resuspenda comme deciit p l u s  haut dans 5ml dv m i l i e u  A. Les 

tubes sont à nouveau cen t r i f ug6s  8mn à 2 000t/mn, Les surnageantç sont 

asp i res  e t  chaque ç6diment e s t  resuspendu dans Sm1 de m i l i e u  A sous 

Lesquels 4ml de m i  Lieu A-D20 sont a l o r s  dÉposÉs à I 'a ide  d'une seringue. 

Après une c e n t r i f u g a t i o n  de 10mn 2 2 OOOt/mn, La f r a c t i o i î  NC a sgdirneat-6 
1: 

e t  Les sarnageants rasçembL6s cons.! i tucnt  l e  surriageant post-n!.icléa i r e  

( SPId 1 . 
Ce ( jern ier  e s t  ddpos6 par f r a c i  ions d c  1111?1 sur IniL de 

m i  1 i eu  A--D 0 e t  cen j - r i  fug& pei1i;rii 26mn 2 3 (lGCit/iiin ( 3 3  409,~,ll,x~~~l) cian5 
2 



l e  r o t o r  5W27-1. Le surnageant e s t  d&cor-if-6 e t  Le sidiinen+ est  reçuspendu 

dans 5riiL de m i l i i i i i  A. 12mn de c e i i i r i f u g ~ ! t i o n  à 3 OLiût/rn? (20 OGGgp!axxm~) 

condu i sent à L 'obtet-,.f i on  du s6d irnent C e t  l e  sui-i-iugeant t t-oublc e t  blci;-!- 
11 

-châi.re est  décarité e t  j o i n t  au préceden-f . Cet te  4 i  apc  de 1avi:ge permvt de 

rédu i re  de 50% i ' «c i  i v i t 6  pbuipi iaiasique acide dc La f r a c t i o n  C en modi- T 1 
- f i a n t  1 rès peu son contenu en RNA pu i sqce rnoi nç dc I % du RNA ccL i u  l a i  r e  

sont présents d a n s  Le surnageant, Cependant, lorsqu'un second lavage est 

ef fectué,  t a  qu;iii i -16 d c  phosphaiase acide nc d6cr-cii-! p l u s  de manière 

s i g n i  f i c a t i v e .  

i e  surnageant obtenu à ce s-i-adc est ,  pour d3s ra iso i is  de 

s i m p l i f i c a t i o n ,  appelé SPM b ien  q u ' i l  cont ienne encore env i ron  15% des 

mitochondries d-. L1hoilioyénat. La f r a c t i o n  CI. e s t  resuspci-idue dans le 

m i l i e u  A e t  mélangée à La f r a c t i o n  CI ( v o i r  ci-dessous) pour ê f r e  ana- 

+.+ SPL e t  f r a c t i o n  L 

Des f r a c t  ions d.v 28rnL de iPE! ou de SPÎLÎ sont d6posiics sur 

6 m l  de m i l i e u  B (0,255 Te5) contenant 40% ( V / V )  de D20 et centrifugées 

pendant lOmn à 1 1  000t/rnn (225 OOOgmaxxmn) dans Le r o t o r  51127 pour donner 

La f r a c t i o n  CIïL ou La f r a c t i o n  L e t  Le SPL. Lorsque ltenscnib!e du fi-ac- 

tionnement e s t  e f fec tué,  l e  SPM a une d e n s i t j  6quivalentv à c e l l e  du 

saccharose 0,45M environ. 

9 F r a c t i o n  N ef- CI 

Chaque sédiment NCI (provenant de 2ç de f o i e )  e s i  r e p r i s  

dans 3,3ml de m i l i e u  A et t rans fé ré  dans un ertennieycr t a r e -  Le r -éc ip ient  

e s t  soumis à une r o t a i i o n  vigoureuse sur l a  g lace p i !&  e t  son contenu es t  

pesé (5,2g env i ron )  avant d ' a j o u t e r  13,lg de 2,5S Te50K251\15. On nielange à 

nouveau par un mouvcnisnt r o t a t i f .  La suspension f i n a t e  a Ln volurne de 15ml 

e t  une concent ra i ion  cn saccharose de 1,75M, 

Des f r a c t i o n s  de 12n:L son+ dépos6es sur  1,5ml de 25 

Te K 1 e t  recouvertes de 3mi de 1,6Ç Te K M, e t  0,5nt de m i l i e u  A. 
50 25' 5 50 25 .J 

Les tubes sorit cen- t r i fugés à 25 OQOt/rnri peridant 2Sjn:n dcins Le rc-i-or 511127-1. 

Les h6niaiies ( f l o t t a n t  sur l e  1,651 scmt pr6levées p u i s  La f r a c t i o n  CI es t  

aspi rée. Les nayaux ( i ntei-1:)hasi-l i nf&riei . ! re, sacchoroçe 214 e t  s&tfin.ien+) 

sont j o i  n+s aux hhna-t l es  poil t- consl- i t i i e r  l a  f r a c l  ion  N, La f r a c t  ion  C es t  



d e f i n i e  commo 19cnsembLc c1:s f r a c t i o n s  C e t  Cir 1 

d- Prgpara 1. io, i des P ~ ~ ) / S O ~ W S  

I'réparaï. i on  dii cy-fosoL 

CeLu i -ci es4 pr6par-6 à p a r t  i r de r a t s  niâles Sp t-aslue-Dav~ Lej/ 

de 3 rn,c)i s (2Gr3--2iiC!q 1, t.os fo i  es sont broyés e t  hoxiog6nSi ses cc?rniiics i 1 es-i. 

déci-i-i- dails Le paragr-aphe 2 dans 2 voLu!n!>s d 2  m i  l ieu E contenant Irr1!;4 de 
ii 

DTT. I-'hcmogknai- e s t  ceil-kr-i fugé pcndai~t  10inn à 16 i300t/mn daris l e  r o t o r  

JA--20 de La c e n t r i  f~ igei ise J 213. 1-e surriageant f i  1-tré scir :.airte de verre  

e s t  c e n t r i  fuçe pendant 2h 2 60 000t/rnn (ou L '&qui vaterit en gxmn) dans Le 

r o t o r  60 T i .  Le surnageant f i n a l  es t  asp i ré ,  f i L t r t5  çur  P l l i l i p o r e  ( t a i i l e  

des pores s 0,45iim) e t  ses concentrat ions ioniques sont i i l o r s  ajustCes à 

Ts-,K25M5dl. 

.:b Prépara t ion  des frac-i l ions s u b c e l i u t a i r c s  

ELLe es t  effeci-uee exactement comme i l  es t  c6crl-i ddns Lc 

paragraphe 2 à p a r t i r  de r a t s  mâles pesant 100--120y, 2 ceci  preç que 
c ' 

l e s  s o l u t  ions con4 iennent 1mM de DTT e-t 2ing/ml de Rtdh de levure  pur  i f i 6  

et que l a  Triéthanaiamine e s t  r-ernptacee par  Le T r i s .  Lors de L' isolement 

de La f r a r t i o n  C I ,  Lcs sédiments sont r e p r i s  dans 3,3ml de cy toso l  avan-i 

dtajo;,!er Le saccharcsc! 2,5M. 

Pui-i f i c a t  iori p a r t  i e l  Le des meri~branes du SP1. 

Dans unv s é r i e  d'expériences dGcr i tes  dans i e  chapi t r e  III, 

l e s  rnembr-anes du S? i  orit é t é  pa r t i e l l emen t  pur !  f i c e s  eri deposai-if des f r zc - .  

- f i o n s  d e  27mL de SPi sur des gradients d i scon t inus  compos6ç de I m l  de 

1,8Ç, 2 m l  de 1,6S, 2nL de 1,5S, lm1 de 1s e t  lin1 de O,SS, Toutes ces soli i-- 

- t i o n s  sont obteriues par  d i l u t i o n  d'une s o l u t i o n  mère 2,S5 T K iv1.d e t  
50 25 5 1 

cont ienner~t  2mg/ml de RNA ds bas poids inotécutaire. 

Les tubes sont c e n t r i  fugss dans Le r o t o r  SW27 fen ut i !;sa!-1; 

l e  taux d t a c c ~ ~ 4 r a t i o n  maxiri;iuni de !a c:eni.ri.fugeuse L5 G5S) pei;dant tri% 

exsc l ~ ~ r ~ e r i t  9inn d$c; que l a  v i t esse  de 215 5031-/mri es t  a i t e i  t:-;e. I-a cen-Îri fu- 

-ga t io i i  est  a l o r s  a r r ê i é e  en u t i  Lisarrt Le f r e i n .  



coussins de saccharose dense (7ml)  dans l e  tubs, Ceux-ci çorlt t rans iérks ,  

après une ag i - ia t  ion douce, dails une Gprouveti'.e e t  l e s  pa ro i s  du +ube soi~t.  

r i  nc6s par 1 à 2rilL de T K,.,M. d en &v I t.ar1.i La resi~.spenç ion  du ç6rlirnsri-i. ds 50 i . 1  5 1 
glycog6iie. L.a f r a c t  ion  de mczibi-anes a i  i i s i  obteii i lc çont i e n t  envi :-on 12$ de 

l 'acl-  ivi. i-é glucose. 5-phospi-i;;-i-asi que d c  i 't-io;rio~6nii.b e t  1 1  à 12% du RNA cc:;- 

- l u  L a i  r e  (donn6ec de 2 expkr ivriccs efCec-iuEe3 er; oi;ieÎtant L ' i i-ii.ri!diict ion  

de Rt\IA de: levure  dans I,es -;o!utlonsj. :507! du RNA de La fraef- ion sont s&di - 

--nientabLe(;. L >ri<;[ y:;e der f rac- t ionç  en g r a d  ier i t  de rn6i.r i zari;i de i?:on-i-rs qiis 

55 à 60% d u  conièria en polyson?es 1 i brec; dit SPL sont l a i ssés  dans t e  scirna- 

-gec?nt. L 'observnt ion au mici.oscop~? é lec t ron iq i i c  i iid i qiie qiie Le surnageant. 

c o n t i e n t  des polysc>rnes ! i bres,  di^ r é t  i::i.!Lui;, aarariulai  r e  e t  des d6r i vks de 

t 'apparei 1 de Go!gi ; quelqcies f ragmvrii s de 1-ét icülum enclopl-srnique cjranli-. 

-1a i re  de t r è s  p e t i t e  t a i l l e  sont aussi dStecf6s. 

-3 Séparat ion des polyso;nes L ibres  e t  l i é s  du SPL 

La concentrai  ion  en KC! du 5PL est  a j i i s t é ~  2 70mY ~t des 

f r a c t  i ons de 15mL çont dépoçges su r des grad i ents  d i scoi-it i niis compositç clo 

2rnL de 2,25, 4ml de 25, I m L  de l,85,. lm!  de 1,55, 3rril de 3,385 el. 4n1l de 

1s. Ces so lu t i ons  sont obtenues par d i l u t i c l n  d'une s o t u t i o n  de 2,55 e-i 

cont. iennenf T K . M -d 2mg/ml de RNA de Levure pur  i F i  d e t  2mg/rnL de pro- 50 -7d 5 1 ' 
- t é  i nes de La f rsc? ion  cy toso l  . Apres 3C)mi.i de cent r i fugat  icri 5 27 G0Ql /mil  

dans Le r c t o r  514227, Les 15ml çupér ieurs (contenant l e s  polyson!es l i b r e s  

de p e t i t e  t a i l l e )  sont asp i res  e t  remplacés par un volunie ident ique de 

tampon. Les tubes çont a l o r s  boüchés, e t  recent r i fugSç pendant 3h30 

45 OGOt/mn dans l e  r o t o r  60 T i .  Les 5,7ml i n f é r i e u r s ,  contenant l e s  pc l y -  

-sortes Libres, sont c o t l e r t é s  après avo i r  percé !v Fond d~ tube, en l es  

déplaçant par un meme volume d ' h u i l e  de pa ra f f i ne .  ILS sont j o i n t s  2 l a  

f r a c t i o n  pré levée Lors de La premigre c e n t r i f u g a t i o n .  Les lOmL suivsri:~, 

contenant Les membranes p u r i f i e e s  çont t r a i t 6 s  par  u n  ddtergent comme il. 

e s t  d é c r i t  p l u s  l o i n .  Les polyscmes l i b r e s  çont ensu i te  p n r i f i é s  par cen- 

- t r i f u g a t i o n  çur G m l  de 1,3S T Y 14. d (contenarit 2n!glrn! de RNA d s  Levure 
50' 25 5 1 

p u r i f i é  e t  2mglml de p ro t4 ines  de La f r s c t i o n  c y t o s o l )  et 5mL de 25 

T K K,.d pendant 1511 à 55 000t/mn dariç l e  r o t o r  60 T i .  50 25 J 1 

g Traitement des membranes par l e s  d é f e ~ - g ~ n t s  

Les rnmbraneç p a r t i e l  C.:?rfienP pur i fiévs @q!! i us lan t  S %g de 
s 3 .  f o i e  son.\ a ~ u ç r e ~ ; s  en T5i3t<25iG,ciA dans u;i volun~e f i  i - ~ z ~ l .  de l 8 m i  , E l  i.es 

-JL) 1 '  



con-f iennent 6gaf.crnent i'rng/iiiL de RNA de 133s poids inoL6cu l a  i 1-e e t  2mg/ml. cie 

sont 6 1 0 ~ s  a j ~ ~ i t r j ~  e t  La ÇL~s~c\~- :s~o~I  e s t  c i a r  i f i  ke p a r  i r ivorçion r6p6j-6eb 

Par ana!ogié avec Le trai tenier i t  de La f r a c - i  ior-, C (vo i r -  c i-dessous), 0,3 

p l 0 3  da [)OC sc)nJr crisui t e  add i  l. ioiines b icr i  que ceci i?s s o i t  pas c;bsolili~ei-it 

nccessaire ( v o i r  Chapi t re IlIj* Des pa!--.i-i,-s aLiquol.es de 4,5nil son* dépo- 

-sées sur 3ml dv 1,3S T K .P~l,d con-lenarit 2rng/iï1! de RNA de bas poids 50 21 ../ 1 
moL6c;uLsii-e e t  3i~i;]/i1'[ de pi-oi-&ii.ics du cyior;i-;L e-i. _":ri! de 25 T K,,.î'.l cf 

50 L; '5 1 
coiiturir;rit 2rng/rni. de pro té ines  du cy toso l ,  l e s  gi-adic!-i.ts sont ceni-r i fu-6s 

Les po l  ysoneç des f r a c t  ions de niembr-anes pur  i Fiees son 1 

i s o l é s  dc l a  mênx maniGrc, à cec i  p rcs  que La conccn-brai icri e n  KC! es t  de 

70mM, Les rriembi-anes t 1-3 i técs pùr Les détet-gents sont d4poscies par  f rac-  

- 1  ions de 18mL (équ iva lent  de l g  de t i s s u )  sur  8m: de 1,3S T50K25M5d1 

(2nig/mL de RNA de ie\lure, 2mg/ml de p r o i 6 i  nes du cy EoçoL e t  6nL de 

25 T K, .î4,d (Zrng/iriL de proî&ini?ç du cyios.oL 1, Les -lutles sont cenf 1-l fu- 50 L J  2 1 
-gés pendant 15h à 55 000t/mn dans l e  r o t o r  60 T i .  Dans c c r t a i r ~ e s  exp6 - 

-r iences ( v o i r  Chap i t re  III),  l a  f r a c t i o n  l-irute de poLysorn5s L ib tos  a 6-ié 

t r a i t é e  e t  p u r i f i G e  de La même manière. 

+E IsoLement des po!yçomes de l n  f r a c t i o n  C 

Pour une p a r t i e  a l i q u o t e  de 4mL de f r a c t i o n  C i6quivalan-l 

à 0,5g de f o i e ) ,  on a jou te  0,5mL de T50K25N1500M5 pu is  O,?ml de K I 1  2M 

e t  La suspensiori es t  ag i tée  par invers ion .  Le processus d ' a g i t a t i o n  es: 

ensui t e  répété  après chacune cies add i t ions S!J i vantes : 0,3rni de Mg 

(CH3C00)2 O,833M, 0,6rnl de l r i t o n  X-100 à 20 p100, 0 de DOC 21 20 pi03.  

Les polysornes sont p u r i f i &  sur 3mL de 1,3S T, K3cN .-f4-d c o n i e n ~ n t  2mg/r;il 
JO ' -J 1 JO 3 l 

de RNA de Levure e t  2mg/mL de p ro té ines  du cy foço l  e t  3mL de 25 T K M d 
59 25 5 1 

contenant %mg/rnL dc pro té ines  du cytosoL. La c e r i t r i f i ~ g a t i o n  es i  de 20h 5 

50 OOCt/rnri daris Le r o t o r  50 T i .  

PoLysomvs L iés à l a  menbranv nucléai r-e 

. .. , 
400 d f  f o i e  broy6 son-t ho:~!ogenur sec; dans 160rn! d.e m i  t leu A 

contenant 2mg/mL dc RNA de Levure pur  i f i6. Lgl-io~nogériat e s t  cent r i  fug6 Pei]-- 

- d m t  Errin à 1 5.Ct9timi-1 dans Le r o t o r  JA-%O. l..er, sêdirnvn-ts sont r~i;:i s en 

stiçpeitsîoi-i dans ie rn i i ieu  A el- lavés 2 -Cois cians l e  volurne i r i l - i - i a l~ ,  t l s  



sont a l o r s  réuni s ddns UR vol~ii l ie de 30mL e l  L'on a j o u t e  70inl de 2,5S 

T K i.l5dl. Des fr . ict ions de 25rnl sont dkpos6ss sur  i2ml de 2,3S T K F:,d 
50 25 50 25 J 1 

e t  cent r i fugées piinriant 2 h  5 27 000tr'mn dons l e  r o t o r  9/27, Les noyaiix sont 

mis en suspension e t  d i  lues par G5inL de 0,255 T K f.l .d c~nte i - iant  151nl. de 
+ C 50 25 5 1 

C ~ ~ O S O ! ,  Lu concen?.r&-kion en My c ç i  oj:.!stSe à 53rnM e t  on c 7 j o ~ i z  ,l:ng/::li 65 

RNA de bcs poids rnol6cuLaire. La  suspension e s t  a l o r s  t r a i t &  par l e  

T r i  t o n  X.-lC!O 2 0,2 p10id c:-I Leç nûyat.1x sari.! s6dimentéç daris Le r o t o r  S\!J27 

pendant l O n i i  à 25 033-i/inri, I-cç scirriageantc; r;cnf décar:tés e t  l e s  poLys~:i;es 

sont purf  FFBs conrrie i l .  a & t g  dt2cr.i-i p lus  haut pout- l e s  ,frsc.l-ions i soL6 .e~  à 

p a r t i r  du SIL. 

++ Po!ysornes de l'homog6nat non f r a c t i o n n e  

Ceux--ci sont préparés comme i l  e s t  d é c r i t  dans La iégends 

de l a  f i g u r e  30 (p ,80) .  

D- EXTRACTION DU RNA 

Le RNA polysornal e s t  e x t r a i t  par l a  méthode de PERRY e t  a? 
-" --.- 

(130) . Les polysorries sont resuspendus dans l e  tampon Tt-Is-acétate lOmi4, 

pH 7 , 4 ,  NaCl  l?OmM, EDTA 2mM, SGS 0,5 p100. 10rnl de suspension sont 

a g i t é s  pendant Cjmn à températcire ambiante avec 20mL de rnélange.de phéno: 

e t  de chloroforme ( V / V )  satui-@ en tampon acéta te  de sodiurn IOniM, pH 6, 

NaCl 100~1M, EDTA fmM. Après une c e n t r i f u g a t i o n  de lOmn 5 10 0009, l a  

phase aqueuse es t  pré levée e t  Le RNA contenu dans l a  phase phSnotique e t  

l ' i n t e r p h a ç e  e s t  e x t r a i t  2 nouveau par lOmL du tampori ac6ta te  e t  lOmL de 

chloroforme. Les ptiac;es aqueuses sont rCuriies e t  agi  tdes à nouveau avec 

l O m l  de r i i6 lang~ l)it15il01-~17 Loroforme. La phase aqueuse e s t  pré levée e t  Le 

RNA osJi p r ê c i p i t é  par a d d i t i o n  de 2 volu!i?es d 'éthanol  contenant 4 plOO 

( V / V )  d 'acéta te  de sodiuin 0,5M pti 6. Après 15 à SOI1 2 -20°C, l e  p r k c i p i -  

- te e s t  lavé 2 2 3 f o i s  dans l ' é t h a n o l  à 75 plOO contenant de L'acGtate 

de sodiui:i 0,114, pu i s  séché sous un courant d 'azote e t  s o l u b i l i s é  dans l e  

tanipon acé-1-a.fe lOrnM pH 6, NaCl O, l b l ,  EDTA l r n ! x , l ,  sarcosi  nate de sodiiirn 

0, l  p l00  pour cire analysé sur  gradient  L i n b i r e  de saccharose (5-20 p100) 

pr8par6 dans l e  mGms tampon. 

Un pro toco le  ident  iqüe es t  sui v l  lorsque L 'ARN es t  ex t - ra i  t à 

p a r t  i t- de:; i:)olyr;omiv.- pour 6-Ire i-rad[! l -l dsrs l e  syst&;?ie dc? r6-t i ci-I! ocytei;, 



à ceci près que L 'ext ract ion es t  ef fectuée en présence de Tris-acétate 

0,1M, pH 9, acétate de sodium O,!M, EDTA 2mM. Le p r é c i p i t é  éthanolique est  

lavé 2 à 3 f o i s  dans l 'acétate  de sodium 3M pH 6 puis dans l ' a l c o o l  à 

70 pl00 contenant de l ' acé ta te  de sodium 0,lM. i l  est  séché sous azote e t  

s o l u b i l i s é  dans l e  tampon Tr is-acétate 5mM pH 7,6 avant d 'ê t re  stocké 

dans L'azote l iqu ide.  

. 
E- PREPARATION DE RNA 3~ DE BAS POIDS MOLECULAIRE 

Celui-c i  es t  obtenu à p a r t i r  de ce l l u l es  KB cu l t i vées  pendant 

2Oh.en présence de 0,5mCi d 'ur id ine 3 ~ / l i f r e  de mi l ieu.  Les c e l l u l e s  lavées 

dans l e  m i l i e u  de Eagle sont resuspendues dans 10 volumes de Tris-HCl IOmM, 

pH 7,4, NaCL IOrnM, MgC12 1mM. Après lOmn à O°C, Les ce l l u l es  sont rompues 

dans un homogénéiseur de DOUNCE, par 10 a l lers- re tour  de p i s ton  serré. Le 

surnageant post-nucléaire (6  400gxmn) es t  déposé sur les  gradients discon- 

- t inus composé; de 2rn1 de 1,8S e t  lm1 de 1s  (Tris-HCL lOmM pH 7,4, NaCL 

IOrnM, MgCt2 1mM) e t  centr i fugés pendant 2h à 50 000t/mn dans Le ro to r  

50 Ti .  Le RNA des sédiments de polys'mes est  e x t r a i t  par l a  méthode de 

PERRY -- e t  a l  ( v o i r  paragraphe D l .  I L  e s t  ensu i te  s o l u b i l i s é  dans l e  tampon 

Tg' pH 7,4 (20UA260 de RNA par m l )  e t  hydrolysé par La RNase pancréatique 

(O,lpg/ml) pendant lOmn à 37OC e t  e x t r a i t  une nouvelle f o i s  comme précédem- 

La rad io -ac t i v i té  spéci f ique du RNA f i n a l  es t  de 15x10 4 

cpm/U A260. Son u t i l i s a t i o n  dans un système du type de ce lu i  d é c r i t  par 

SHORTMAN (131) permet de détecter l es  a c t i v i t é s  nucléasiques dans des f rac- 

- t ions subcelLulaires contenant du RNA et/ou une quant i té  importante de 

composés absorbant l ' U V  e t  solubles dans l 'éthanol/HCl ( v o i r  Légende de l a  

Figure 20). Lorsqu ' i l  es t  réincubé en présence de O,lpg/ml de RNase pan- 

-créatique à 37OC, l a  rad io -ac t i v i té  l i bé rée  dans l e  surnageant éthanol/HCl 

est  une fonct ion l i n é a i r e  du temps, e t  ceci même pour les  temps i n fé r i eu rs  

à 5mn. 

F- CENTRIFUGATION EN GRADIENTS DE DENSITE 

l0- C e n t r i f u g a t i o n  de zone en  g r a d i e n t  de s a c c h a r o s e  



Les polysomes sont analysés en gradient exponentiel convexe 

15-26 plOO (p/p) de saccharose (T50K25M5) d'un volume de 12,5mL. Les gra- 

-dients sont obtenus en u t i l i s a n t  un d i s p o s i t i f  du type de c e l u i  d é c r i t  par 

NOLL (132) . Le volume de mélange est  de l l m l .  Les tubes sont cent r i fugés 

pendant 45mn à 35 000t/mn à 2OC. Le f ract ionneur de gradient ISCO 614 e t  

L'absorptiomètre UA5 permettent d 'enreg is t rer  l a  densi té opt ique à 254nm 

en continu. 

Dans certaines expériences ( v o i r  Chapitre 1 e t  II) nous avons 

u t i l i s é  des gradients Linéaires de saccharose, formés dans un apparei l  du 

type de ce lu i  d é c r i t  par BRITTEN e t  ROBERTS. Ces gradients sont f rac t ion-  

-nés manuellement après avo i r  percé l e  fond des tubes. Les d é t a i l s  p a r t i -  

- cu l ie rs  à chaque expérience sont donnés dans les  Légendes des f igures. 

2 O -  C e n t r i f u g a t i o n  i s o p y c n i q u e  

a- CsCl 
i 

L'analyse des par t i cu les  RNP en gradients de CsCL es t  e f fec tuée 

selon La méthode de BALTIMORE e t  HUANG ( 1 3 3 ) .  Les échant i l lons à analyser 

sont préparés dans des so lu t ions tamponnées par La Triéthanolamine-HCt. 

I l s  sont f i xés  par La glutaraldéhyde (concentrat ion f i n a l e  5 pl001 à O°C 

e t  0,2ml sont déposés immédiatement sur des gradients Linéaires préformés 
3 de CsCL (volume : 3,8ml ; densités extrêmes : 1,38-1,63g/cm 1. Après une 

cen t r i fuga t ion  de 8-12h, des f rac t ions  de 0,lmL sont col lectées e t  t ' i nd i ce  

de ré f rac t i on  des f rac t ions  est  mesuré, a i ns i  que Leur rad io -ac t i v i té  

acido-insoluble ( v o i r  paragraphe Ml. 

b- Métrizamide 

Les analyses sont effectuées sans f i x a t i o n  préalable du maté- 

- r i e l  b io logique dans l es  condi t ions décr i tes  dans Les Légendes des f igu -  

- rzs.  Le gradient 20-60 plOO de métrizamide possède des densités extrêmes 
3 de 1,10 e t  1,32g/cm . La mesure de L ' ind ice de ré f rac t i on  des f rac t ions  

permet de déterminer La densi té des par t i cu les  dans l e  gradient au moyen 

de La formule suivante : 

Lors de certa ines expériences, une est imat ion de l a  quant i té  

de glycogène contenue dans Les f rac t ions  a é t é  effectuée. L 'é l iminat ion 



de l a  métrizamide es t  a lo rs  obtenue de l a  manière suivante : l ' échan t i l l on  

à doser est  addit ionné de 9 volumes d'éthanol absolu e t  les  tubes sont 

placés à -20°C pendant 2h. I l s  sont ensui te cent r i fugés à basse v i tesse 

e t  les  sédiments sont lavés 2 à 3 f o i s  par de l ' é thano l  à 75 plOO. 

. 
1°- Dosage du RNA 

Des f r ac t i ons  al iquotes contenant au maximum lmg de RNA sont 

additionnées de 1 volume de PCA N s t a b i l i s é  à O°C. On cent r i fuge immédia- 

-tement à 4OC pendant 1Omn à 3 000g. Les sédiments sont lavés 2 f o i s  dans 

l e  PCA 0,5N puis dissous dans 2,5ml de KOH 0,5N. Le RNA es t  hydrolysé pen- 

-dant t h  à 37OC, l a  réact ion es t  stoppée par add i t ion  de 0,5ml de HCl 4N 

et  Les tubes sont cent r i fugés dans les  mêmes condi t ions que précédemment. 

Les sédiments sont conservés pour l e  dosage du DNA ( v o i r  paragraphe su i -  

-vant ). 

Les r i  bonucléot ides présents dans l e  surnageant sont dosés 

par co lo r imét r ie  par Le r é a c t i f  de BIAL à l ' o r c i n o l  chlorhydrique en pré- 

-sence de CuCL2. A Z m l  d'hydrolysat sont ajoutés Z m l  de r é a c t i f  (500mg 

d 'orc ino l ,  7mg de CuCl2, HCl concentré qsp 100ml). Le mélange est  po r té  

à 100°C pendant 2Cmn pu is  r e f r o i d i  sous un courant d'eau f ro ide.  La 

quant i té  de RNA est  déterminée par mesure de l'absorbance à 665nm. Des 

RNAs p u r i f i é s  de f o i e  de r a t  servent de référence. 

2 O -  ~osa~e'du DNA 

Celui-c i  es t  r éa l i sé  selon l a  méthode de GILLES e t  MYERS (134) 

sur l es  échant i l lons ayant subi l 'hydrolyse a l c a l i n e  ( v o i r  dosage du RNA). 

Les sédiments sont hydrolysés 2 f o i s  par lm1 de PCA 10 p l00  

pendant 20mn à 70°C ( + l ° C ) .  - lm1 d'hydrolysat e s t  mélangé à 2ml de r é a c t i f  

à l a  diphénylarnine (DPA) ( l g  DPA, 40ml d'acide acétique g lac ia l ,  lm1 

dtW2SOq concentré, H20 qsp 50ml). On ajoute 0,lml d'une so lu t ion  de para l -  

-déhyde (0,156ml de paraldéhyde, H20 qsp 1 O O m l ) .  Les tubes sont Douchés 

e t  après 24h à température ambiante, l a  densi té opt ique est  mesurée à 

6OOnrn. 



Du DNA de thymus de veau (dans lequel 1 'absence de protéines 

a été contrôlée préalablement par un dosage selon LOWRY -- e t  a l  (135) se r t  

de référence. 

3 O -  Dosage des p r o t é i n e s  

Celui-c i  es t  e f fec tué selon La méthode de LOWRY -- e t  a l  (135) 

en u t i l i s a n t  l a  sérumalbumine bovine comme référence. 

Dans l e  cas p a r t i c u l i e r  des préparations d'a-L fucosidase, l a  

quant i té  de protéines es t  déterminée par f l uo r imé t r i e  après réact ion avec 

l a  fluorescarnine. 

4 O -  Mesure  de l ' a c t i v i t é  des  enzymes marqueu rs  

Les dosages sont ef fectués sur des f rac t ions  fraîchement iso- 

-1ées en prenant so in  que l ' a c t i v i t é  mesurée s o i t  propor t ionnel le  à l a  

concentrat ion en enzyme. 

a- Glucose-6-phosphatase (EC 3.1.3.9) ( rét iculum endoplasmique) 

Nous u t  i 1 i sons l a  méthode de BEAUFAY e t  a1 (136) . -- 
La f r a c t i o n  à doser est  incubée dans un volume f i n a l  de 400pl 

en présence d' imidazole-HCl 20mM pH 6,5, d'EDTA 1mM e t  de glucose-6P 40mM 

pendant 30mn à 3 7 O C .  La réact ion est  ar rê tée par addi t ion de I m l  de TCA 

à 10 pl00 s t a b i l i s é  à O ° C  e t  les  tubes sont centr i fugés à basse vitesse. 

Le phosphate inorganique est  déterminé se lon La technique de FISKE e t  

SUBBAHOW (137). Les un i tés  d ' a c t i v i t é  glucose-6-phosphatasique sont expr i -  

-mées en p moles de phosphate inorganique l ibérées par rnn. 

b- Phosphatase acide (EC 3.1.3.2) (lysosomes) 

L ' a c t i v i t é  est  mesurée selon La méthode de WATTIAUX e t  DE DUVE 

(138). 0,lml de f r a c t i o n  c e l l u l a i r e  sont incubés pendant 3Cmn à 3 7 O C  en 

présence de 0,9ml de ,f3-glycercphosphate de sodium 50mM dans t e  tampon 

acétate de sodium 50mM pH 5 contenant 0,07 p l00  de T r i t on  X-100. La réac- 

- t i o n  est arrêtée par addi t ion de lm1 de TCA 10 ptOO. 

Les tubes sont centr i fugés à basse v i tesse e t  La quant i té  de 



phosphate inorganique est  déterminée dans l e  surnageant comme pour l a  

glucose-6-phosphatase. Les un i tés  d ' a c t i v i t é  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  e f f ec tué  selon La méthode de 

STAHN -- e t  a 1  (139) e t  f a i t  i n t e r ven i r  La t ransformat ion de La benzytamine 

en benzaldéhyde. La quant i té  de benzaldéhyde formée es t  déterminée par 

mesure de La dens i té  opt ique à 250nm. 0,2mL de f r a c t i o n  c e l l u l a i r e  sont 

incubés en présence de 0,2mL de tampon phosphate de potassium 0,2M, pH 7,5, 

e t  de 0,2mL de benzylamine-HCL 0,lM. Après une incubation de 30mn à 37OC 

sous ag i ta t ion,  La réac t ion  est  ar rê tée par refroidissement dans un ba in  

de glace e t  add i t i on  de 0,2mL de TCA 15 p100. Les tubes sont cent r i fugés 

e t  La densi té opt ique des surnageants es t  mesurée. Les résu l ta ts  d ' a c t i v i t é  

sont exprimés en n moles de benzytamine hydrolysées par mn. 

d- Cytochrome c oxydase (EC 1.9.3.1) (membrane i n te rne  des 

mitochondries) 

Des échan t i l l ons  de 0,lml de f r ac t i ons  subce l lu la i res  sont 

addit ionnés à 3mL de cytochrome c 44 p M ( r é d u i t  par L 'hyposut f i te  de so- 

-dium) dans Le tampon phosphatê 30mM pH 7,4. L ' a c t i v i t é  es t  mesurée à 

température ambiante par l a  pe r t e  dfabsorbance du cytochrome c à 550nm 

e t  les  r ésu l t a t s  sont exprimés en p moles de cytochrome c oxydé par mn 

en u t i l i s a n t  un c o e f f i c i e n t  d 'ex t inc t ion  de 1 8 m  cm - 1 

e- Catalase (EC 1 .Il. 1.6) (peroxysomes) 

Des pa r t i es  a l iquotes des f r ac t i ons  subceLLuLaires sont d i luées 

par 4 volumes d'une so lu t i on  contenant 5 p l 06  de T r i t o n  X-100, 1,65 plOO de 

serumalbumine bovine, 10 plOO de NaCL. 100pL de l a  f r a c t i o n  d i luée  sont 

incubés à O°C avec 0,5ml de La so lu t i on  de substrat  (0,07mL d'irnidazole-HCL 

33mM, pH 7, lOOpL de H202 à 110 volumes, H20 qsp 100mL). Après 5mn La réac- 

- t i o n  est ar rê tée par add i t i on  de h l  d'une so lu t i on  de Ti0S04 (3,3759 de 

Ti0S04 sont a joutés à 500ml d1H2S04 2N b o u i l l a n t  ; Le mélange e s t  f i l t r é  

sur papier Whatman 42 e t  Le f i l t r a t  es t  d i l u é  avec un volume égal dfH2SOg 

ZN). La quan t i té  de Ti0S04 non oxydé restant  es t  déterminée par mesure de 



La densi té optique à 405nm, en prenant pour référence une gamme éta lon 

obtenue avec L'H O à concentrat ion variable. 
2 2 

L 'un i té  d ' a c t i v i t é  es t  dé f i n i e  comme étant  La quant i té  d'enzyme 

qui provoque l a  diminut ion d'une u n i t é  par mn du log  de La concentrat ion 10 
en H O dans un volume de 50mL. 2 2 

f - Uricase (EC 1.7.3.3) (peroxysomes) 

L ' a c t i v i t é  de cet  enzyme est  dosée par La méthode de REID (140) 

A 1mL de suspension c e t l u t a i r e  on ajoute successivement lm1 de tampon phos- 

-phate de potassium 5mM, pH 7,4, contenant 0,2 p l00 de T r i t o n  X-100, e t  

lm1 d'une so lu t ion  d 'urate de sodium (86t1~/mL) dans Le même tampon. La 

va r i a t i on  de densité opt ique à 260nm est  su i v i e  pendant 5mn à température 

ambiante, e t  Les résu l ta ts  sont exprimés en p moles d'acide ur ique hydro- 

-Lysées par mn. 

H- SYSTEME ACELLULAIRE DE RETICULOCYTES DE LAPIN 

Celui-ci es t  préparé à p a r t i r  de Lapins blancs néozélandais 

pesant 2,5kg, anémiés selon l a  technique déc r i t e  dans La référence (141). 

Le sang es t  prélevé par ponction cardiaque, au moyen d'une seringue de 

50mL contenant 750 U I  d'héparine, e t  immédiatement r e f r o i d i  à O°C. Après 

f i l t r a t i o n  sur gaze, Les ré t icutocytes sont sédimentés (500g ; 1Omn ; 

ro to r  JA-20) e t  reiavés dans un m i l i e u  contenant NaCL 130mM, MgCL2 7,4mM, 

KCL 5mM. La s u i t e  dg protocote es t  exactement c e l t e  déc r i t e  par PELHAM 

e t  3ACKSON (113). Les ce t lu tes  sont lysées par add i t ion  d'un volume d'eau 

s t é r i l e  e t  centr i fugées pendant 15mn à 15 000t/mn dans Le ro to r  JA-20. Le 

Lysat est  ensui te incubé pendant 15mn à 20°C dans l es  condi t ions f ina les  

suivantes : créat ine kinase 40pg/ml, hème 20 PM, c réa t ine  phosphate IOmM, 

chacun des 19 acides aminés (sauf méthionine) O,O5mM, KCL 100mM, Mg 

(CH3COO)2 0,5mM, CaC12 ImM, nuctéase de Micrococcus 9pg/mL. L' incubation 

es t  stoppée par refroidissement à O°C, e t  l ' o n  a joute de L'EGTA 0,1M, 

pH 7,4, pour obten i r  2mM f i n a l .  Le tysat a ins i  t r a i t é  es t  stocké par f rac- 

t ions.de 0,5ml dans l ' azo te  Liquide. Au moment de L'emploi, on ajoute à 

100pL de Lysat 6pL de méthionine 3 5 ~  ( 1 000Ci/rnmole), 4vL de tRNA de 

germe de b l é  à 5mg/ml e t  10pL de RNA ( 1  U A260). La rad io -ac t i v i té  in-  

-corporée es t  propor t ionnel le  à La quant i té de RNA jusque 1,5 U A260 pour 



100pL de lysat .  L ' incubat ion es t  de l h  à 30°C. 

250 à 5009 de f o i e  provenant d'un Lot de ra t s  de même sexe sont 

homogénéisés dans 3 volumes de m i l i eu  A e t  L'homogénat es t  d i l u é  pour obte- 

- n i r  une concentrat ion de 16 p100. Une f r a c t i o n  NCI es t  préparée par cen- 

- t r i f u g a t i o n  dans l e  r o to r  JA-14 de La centr i fugeuse J-21B, pu is  une f rac-  

- t i o n  CIIL dans Le ro to r  JA-10. Cel le-c i  es t  Lavée une f o i s  dans Le m i l i e u  

0,255 Te5K25E2 (6ml/g de fo ie ) .  ELLe es t  réhomogénéisée dans Le tampon 

maLéate IOmM, pH 6, MgS04 ImM, fi-mercaptoéthanol 1mM (1,4mL/g de t i s s u )  par 

20 a l le rs - re tour  de p i s t on  serré dans un homogénéiseur de DOUNCE. La suspen- 

-sion est  cent r i fugée à 40 OOOgmax pendant 20mn. 85 à 90% de L ' ac t  i v i t é  

enzymatique de La f r a c t i o n  C L i n i t i a l e  sont obtenus dans Le surnageant. II 
Les opérations suivantes sont exactement ce t tes  décr i tes  par OPHEIM e t  

TOUSTER (120) . 

Le surnageant es t  décanté e t  soumis à une p r é c i p i t a t i o n  par Le 

su l f a te  d'ammonium (63% de saturat ion à pH 6 )  6 0-2OC: Le sédiment obtenu 

es t  dissous dans Le tampon maLéate IOmM, MgS04 ImM, p-mercaptoéthanol 

t67pL/g de f o i e )  e t  déposé sur une colonne de Sepharose-4B (10-15mL de ge l  ; 

seringue de 50mL conectée à une colonne composée de 3mL de BiogeL P10, 

recouverts par 6mL dtAgarose-E-aminocaproyt-fucoçylamine (seringue de 

10ml) ; Les 2 colonnes sont s tab i l i sées  dans Le tampon maléate IOmM, pH 6, 

NaCL C,7M, MgS04 lmM,p-mercaptoéthanol 1mM (tampon HFI). La colonne de 

Sepharose 48 es t  lavée par 30mL de c e t t e  so lu t i on  e t  l es  2 colonnes sont 

déconnectées. Le support d ' a f f i n i t é  es t  ensu i te  Lavé par 200mt de tampon 

HFI, pu is  par 40mL de maLéate 10mM, pH 6, NaCl 0,15M, MgS04 ImM, p-mercap- 

-toéthanol 1mM (tampon BFI). L'enzyme es t  ensui te éLué par 20ml de fucose 

0,lM dans Le tampon BFI. 

Pour La mesure de L ' a c t i v i t é  de L'a-L fucosidase, 0,lmL de 

f r a c t i o n  à doser sont addit ionnés de 0,4mL de paranitrophenyt-a-L fucopy- 

-rannoside 2mM dans l e  tampon acétate 62,5mM, pH 6, contenant 250pg/mL 

de sérumalbumine bovine. Lorsqu'iL s ' a g i t  de f rac t ions  pur i f i ées ,  La réac- 

- t i o n  est  ar rê tée par 0,5mL de tampon a l c a l i n  (g lyc ine  0,133M, NaCl 67mM, 

Na2C03 83mM, a jus té  à pH 10,7 avec NaOH) e t  La densi té opt ique à 400nm 

es t  mesurée contre unt4moin non incubé. Dans Le cas de f rac t ions  brutes, 



La réact ion es t  ar rê tée par add i t ion  de 0,lmL de TCA 20 pl00 e t  une p a r t i e  

a l  iquote de 1 'aci  do-soLubLe est  ensui t e  add i t ionnée de 1 volume du réact i f 

a l c a l  in. 

L 'enzyme es t  ensu i t e  chromatographié sur une colonne de Sepha- 

-dex G-200 (40cmx2,2cm ; débi t  : 7ml/nI s tab i l i sée  dans l e  tampon EDTA % 

20mM, pH 6, MgS04 ImM, p-mercaptoéthanoL 1mM. Les f rac t ions  possédant Le 

maximum d ' a c t i v i t é  sont rassemblées e t  cen t r i  fugées dans l e  r o t o r  60 T i  

pendant 12h à 60 GOOt/mn à 2OC. 

1°- O b t e n t i o n  des a n t i s é r u m s  

Nous avons u t i l i s é  l a  méthode de VAITUKAITIS e t  a l  ('121). A -- 
400pg d'enzyme p u r i f i é  aissous dans 2mL de.NaCL 0,15M, on a joute 1Gmg de 

Baci Llus butyricum Lyophi Lisé e t  2mL d'adjuvant complet de FREUND. Le 

mélange est  agi t é  t r è s  vigoureusement jusqu'à 1 'obtent ion d'une &mutsion 

stable. 

Des lap ins néozélandais de 2,5 à 3Kg dont l a  four rure a é té  

rasée sur toute La région dorsale, reçoivent chacun 2ml d'émulsion ( s o i t  

2 0 0 ~ 9  d'enzyme) en 40 à 50 in jec t ions  par voie intradermique, pu is  l m l  de 

vaccin anticoqueLucheux PerthydraL ( I n s t i t u t  Pasteur) par voie sous- 

cutanée dans La cuisse. Après 3 semaines, des prélèvements de sang sont 

ef fectués chaque semaine e t  l a  présence d 'ant icorps es t  contrôlée par l a  

méthode d'immunodiffuçion dfOUCHTERLONY. 

2 O -  P u r i f i c a t i o n  des I g G  

a- P réc ip i t a t i on  par l e  s u l f a t e  d'ammonium 

La manipulation est  ef fectuée à 0-Z°C. Le sérum es t  d i l u é  

par 1 volume de tampon phosphate 10mM, pH 7,2, NaCL 15mM (tampon PSI. On 

ajoute une so lu t ion  3,8M de (NH412S04 pour ob ten i r  une concentrat ion 

f i n a l e  de 1,6M. Le p réc ip i t é  obtenu après cen t r i fuga t ion  est  dissous dans 

l e  tampon PS, Le volume f i n a l  de La so lu t ion  étant  égal à ce lu i  du sérum 

d i lué.  Une deuxième p réc ip i t a t i on  est  ef fectuée de La mSme manière que 

précédemment. Le p r é c i p i t é  est  r ep r i s  dans Le tampon PS, Le volume f i n a l  



de La so lu t ion  étant  égal à l a  mo i t i é  de c e l u i  du sérum i n i t i a l .  La so lu t i on  

est  dialysée pendant 24h contre l e  tampon PS. L ' inso lub le  est  é l iminé par 

cen t r i fuga t ion  à basse v i tesse e t  Le surnageant es t  f i l t r é  sur M i l l i p o r e  

(0,45pm). 

b- Chromatographie sur DEAE e t  CM ce l lu lose  

Des colonnes d'un diamètre de 1,5cm, composées de lOcm de CM 

ce l lu lose  recouverts de lOcm de DEAE ce l lu lose,  sont u t i l i sées .  E l l e s  sont 

ç tab i t isées en tampon PS. Des pa r t i es  a l iquotes de 30ml sont chromatogra- 

-phiées e t  l a  f r a c t i o n  non retenue est  col lectée.  Cel le-c i  est  ensui te  

p u r i f i é e  par chromatographie d ' a f f i n i t é  ( v o i r  paragraphe J, 4'). 

3 O -  P r é p a r a t i o n  d e s  f r a g m e n t s  F a b  

Nous avons u t i l i s é  La méthode déc r i t e  par Mc LAUGHIN etPITOT 

(125). La f r ac t i on  I gG est  i n t r odu i t e  dans un boudin de d ia lyse e t  concen- 

- t rée par L'aquacide I la pour obten i r  une concentrat ion de 40mg de proté- 

-ines par m l  environ. La f r a c t i o n  est  ensui te  dia lysée contre du tampon 

phosphate 0,1M, pH 7, contenant de La cys té i  ne 10mM e t  de 1 'EDTA 2mM. 

A 60mg de l a  f r ac t i on  d'lgG pur i f i ées ,  on ajoute 1,25mç ( 5 0 ~ 1 )  

de papaine (Sigma ; 2 x c r i s t a l l i s é e  ; 21 U/mg). Après une incubation de 

18h à 37OC, l a  so lu t ion  est  déposée sur une colonne de Sephadex G-25 

(35cmx2cm) s tab i l i sée  dans Le tampon acétate de sodium 0,1M, pH 5,5, à 

température ambiante. Les f rac t ions  possédant une absorbance à 280nm supé- 

-r ieure à 0,5 sont rassemblées, e t  déposées sur une colonne de carboxy- 

-methyL ce l lu lose  (35cmx2cm) équ i l i b rée  en tampon acétate de sodium 0,1M, 

pH 5,5. Les protéines sont éluées par l e  même tampon en u t i l i s a n t  un 

débi t  de 20ml/h. La densité optique à 280nm de L 'e f f luen t  est  enregistrée 

en cont i nu à 1  ' a i  de d  'un spect rophotomèt r e  I SCO. Les f ract ions correspon- 

-dant au premier p i c  sont~rassemblées e t  Le pH est  a jus té  à 7,2. La solu- 

- t i on  de protéines es t  a lors  soumise à une p r é c i p i t a t i o n  par l e  s u l f a t e  

d'ammonium (65% de saturat ion) ,  e t  Le p r é c i p i t é  obtenu est  s o l u b i l i s é  e t  

d ia lysé contre du tampon phosphate 50mM (pH 7,6) contenant du NaCl 0,15M. 

La concentration f i n a l e  des Fab est  de 2mg/ml. 

4 O -  P u r i f i c a t i o n  d e s  IgG  e t  d e s  f r a g m e n t s  F a b  

s p é c i f i q u e s  d e  l ' a - L  f u c o s i d a s e  



Les IgG a ins i  que les  fragments Fab s p k i f i q u e s  de l 'a-L fuco- 

-sidase ont  é t é  p u r i f i é s  par chromatographie d ' a f f i n i t é  sur colonne de 

Biogel  P 300-fucosidase. Le Biogel  P 300,préaLablement gonf lé dans l 'eau 

d i s t i l l é e ,  es t  ac t i vé  par l a  glutaraldéhyde à 5 p l00  dans l e  tampon phos- 

-phate 50mM, pH 7, pendant 15h à température ambiante. Le gel  es t  lavé sur 

ver re  f r i t t é  par 20 volumes de tampon phosphate, pu i s  par 100 volumes d'eau 

d i s t i l l é e .  

150pg de fucosidase sont ag i tés  pendant 24h à 4OC avec 5ml de 

ge l  ac t i vé  dans un volume f i n a l  de 10ml en présence de tampon phosphate 

50mM, pH 7,4, NaCl 0,15M. Le ge l  es t  ensui te ag i t é  pendant 12h dans L'étha- 

-nolamine IM, pH 7, avant d 'ê t re  abondamment lavé par de l 'eau d i s t i l l é e .  

I l  es t  ensui t e  lavé alternativement par Le tampon Tris-HCl 0,2M, pH 8, 

NaCl 0,5M e t  l e  tampon g lycoco l le  0,2M, pH 2,8, NaCl 0,5M ( 2  à 3 cycles).  

I l  es t  e n f i n  s t a b i l i s é  dans l e  tampon phosphate 50mM, pH 7,4, NaCl 150mM, 

NaN3 3mM. 

Les IgG ou Fab (env i ron lmg) sont déposés sur 5mL de Biogel 

P 300-fucosidase (seringue de 10ml). Le montage u t i l i s é  comprend UB 

"recychrome" LKB, un absorptiomètre enreg is t reur  ISCO e t  un co l lec teur  de 

f rac t ions.  L 'échan t i l l on  es t  recyc lé  pendant 3h environ (au minimum 

3 cycles).  Lâ colonne est  a l o r s  lavée par 2 volumes du tampon i n i t i a l ,  

pu is  par 20 volumes de tampon Tris-HCL 0,2M, pH 8, NoCl 0,5M, NaN3 3mM, 

e n f i n  de nouveau par 5 volumes du tampon phosphate i n i t i a l .  Les ant icorps 

sont a l o r s  élués par l e  tampon glycocolle-HC1 0,2M, pH 2,8,  NaCl 0,5M. 

Les f r ac t  ions correspondant au p i c  d 'abçorbance sont i mméd i atement ras- 

-semblées e t  l e  pH est  a jus té  à 7,4. Les f rac t ions  d' lgG ou de Fab 

spéci f iques sont ensu i te  d ia lysées contre l e  tampon phosphate 50mM, 

pH 7,4, NaCl 150mM. Pour l a  préparat ion du support d ' a f f i n i t é  Biogel  

P 300-Fab, l a  f r ac t i on  de Fab spéci f iques de l 'a-L fucosidase es t  concen- 

- t rée cont re  L'aquacide I I  avant d ' ê t r e  f i xée  sur l e  Biogel activé.Le a 
pro toco le  de f i x a t i o n  est  en tous po in ts  identique à c e l u i  d é c r i t  p lus  

haut pour l e  Biogel P 300-fucosidase. 

Avant d 'ê t re  r é u t i l i s é ,  l e  support d ' a f f i n i t é  est lavé par 

l e  tampon phosphate 50mM, pH 7,4, NaCL 150mM puis  par une so lu t ion  f r a i -  

-chernent préparée d'urée 8M. 

K- FIXATION DES F a b  1 2 5 ~  SPECIFIQUES DE L'CE-L FUCOSIDASE SUR 
LES POLYSOMES 

1°- M a r q u a g e  de l a  f r a c t i o n  Fab p a r  1 1 1251 



Nous avons u t i l i s é  l e  protoco le  d é c r i t  par Mc LAUGHIN e t  PITOT 

(125). 

6mg de Fab totaux en so lu t ion  dans l e  tampon phosphate 50mM, 

pH 7, NaCl 150mM, sont additionnés de 300pg de lactoperoxydase, de 1,8mCi 

de Na 1 2 5 1  (80pL) dans un volume f i n a l  de 2ml. 0,24ml d1H202 0,lmM sont 

a lo rs  Lentement ajoutés (5mn) à température ambiante sous ag i ta t ion.  Après 

3 h n ,  0,9089 de (NH412S04 sont i n t r o d u i t s  dans Le mi l ieu  réact ionnel  (65% 

de saturat ion en (NH412S04). Le p r é c i p i t é  formé après un repos de 30mn 

es t  cen t r i fugé  e t  so tub i l i sé  dans lm1 de tampon phosphate 50mM, pH 7,6, 

NaCL 150mM e t  déposé sur une colonne de DEAE ceLlulose (2ml) équ i l i b rée  

dans l e  même tampon. La colonne est  Lavée par 3mL de tampon e t  l1ensembLe 

de l ' e f f l u e n t  es t  co l l ec té  directement dans un boudin de dialyse. La solu- 

- t i on  est  ensui te  dia lysée pendant 48h ( 3  changements de tampon) contre Le 

tampon phosphate 50mM, pH 7,6, NaCL 150mM. La rad io -ac t i v i té  spéci f ique 
8 des Fab iodés obtenus es t  d'environ 10 cpm par mg de protéines. 

2O- P u r i f i c a t i o n  des Fab 1 2 5 ~  s p é c i f i q u e s  de l ' a - L  

f u c o s i d a s e  

Les Fab 125 1 spéc i f i  ques de 1 'a-L fucos i dase sont pur i f i é s  par 

chromatographie d ' a f f i n i t é  sur Biogel  P 300-fucosidase selon Le protocole 

déc r i t  précédemment. Cependant, des so lu t ions préparées stér i lement sont 

u t i l i s é e s  de manière à permettre l ' ob ten t ion  d'une f r a c t i o n  de Fab 125, 

spécif iques exempte de nucléases. Dans Le cas des Fab non immuns, ceux-ci 

sont p u r i f i é s  par chromatographie d ' a f f i n i t é  sur une colonne de Biogel  

P 300-lgG de chèvre a n t i  IgG de lapin.  

3O- Mesure de l a  q u a n t i t é  de Fab lZ51 f i x é s  p a r  l e s  

d i f f é r e n t e s  f r a c t i o n s  de po lysomes 

Les f rac t ions  de poLysomes sont resuspendues dans l e  tampon 

T50K25M5 e t  ajustées à une concentrat ion de 20 U A260/ml. On ajoute 0,lpg 

de RNase pancréatique par m l  e t  l es  suspensions sont incubées pendant 

20mn à O°C. 0,38rnL de K C l  2M sont a l o r s  ajoutés e t  Le volume f i n a l  es t  

a justé  à l O m l  avec Le tampon T50K25M5. Chaque suspension est  déposée sur 

20mL de 0,4S T50K25M5 e t  centr i fugée pendant 2h30 à 27 000t/mn dans Le 

ro to r  SW27. Les tubes sont pincés fortement à Leur base, Les surnageants 

sont décantés e t  l e  fond des tubes es t  découpé à L'aide de ciseaux fo r ts .  



Les sédiments sont repr i s  dans l 'eau d i s t  i l l é e  e t  l a  suspension es t  ajustée 

en Tr is-acétate 50mM, PH 7,4. 

Des quanti tés de monoribosomes var iant  de O à 20 U AZG0 sont 

incubées dans un volume f i n a l  de 0,8ml avec 5 0 ~ 1  de Fab immuns spécifiques 
F; 

ou non immuns iodés ( 5 ~ 9 ,  environ 5xl0~cprn) pendant 18h à O°C. Les suspen- 

-sions sont déposées sur 7ml de 0,255 T50K25N150M5 contenant 0,02 plOO de 

T r i t o n  X-100 e t  1nL de 1s T50K25M5. Les tubes sont cent r i fugés pendant 4h 

- à 50 000t/mn dans Le ro to r  50 T i .  Les sédiments sont r e p r i s  par l m l  d'eau 

d i s t i l l é e  e t  les  suspensions sont centr i fugées à basse vitesse. Des f rac- 

- t ions al iquotes sont prélevées pour l e  dosage du RNA e t  La détermination 

de l a  rad io-act iv i té .  

L- ISOLEMENT DES PRODUITS DE SYNTHESE YITRO, t ' ~ ~ ~ ~ i ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ t '  

SUPPOSES DE L b -L FUCOS IDASE 

> 

Après L'incubation, Les 6chantiLlons de système a c e l l u l a i r e  

de ré t i cu locy tes  sont d i lués à 5mL avec Le tampon phosphate 50mM, pH 7,4, 

NaCl 150mM, Nonidet P 40 0,5 p100, NaN3 3mM contenant de La méfhionine 

20mM e t  cent r i fugés pendant 1h à 45 OOOt/mn dans Le r o t o r  SW50-1. Les 

surnageant3 sont a lors  soumis à une chromatographie d ' a f f i n i t é  sur Biogel 

P 300-Fab spécifiques, ou Biocjel P 300-Fab " s i t e "  ou Biogel  F 300-Fab 

"non s i t e "  selon Le protocole d é c r i t  p lus  haut pour l a  préparat ion des 

ant icorps spécifiques, à ceci près que les  so lu t ions u t i l i s é e s  contiennent 

0,5 pl00 de Nonidet P 40. Des Cclonnes contenant 1,5ml de gel  (diarr't le r e  

0,6cm) sont employées. Un volume de 4ml est  co l l ec té  l o r s  de L 'é lut ion.  

L 'é luat  es t  a justé  à pH 7 avec du T r i s  2K e t  d i l u é  à lOmL avec de L'eau 

d i s t i l l é e .  I l  es t  ensui te rechromatographié sur une colonne de Sepharose 

4B-Protéine A-IgG spécif iques anti-fucosidase (15-20p1 ; p i p e t t e  c a p i l l a i r e  

Corning de 50t~L). Le gel es t  lavé par quelques m l  du tampon phosphate puis 

par Le tampon Tris-HCL 5mM, pH 6,8. .Il es t  t ransféré quanti tat ivement - à 

débi t  l i b r e  - dans un cathéter ch i ru rg i ca l  en polyéthylène B i o t r o l  de 

0,96mm de diamètre extér ieur,  dans Lequel un tampon de Laine de verre a é t é  

préalablement i n t r odu i t .  

Pour l 'électrophorèse, on f a i t  a lo rs  passer du tampon Tris-HCL 

62,5mM, pH 6,8, SDS 4 p100, b leu de bromophénol 0,02 p100, saccharose 

10 p100, DTT 0,lM e t  l e  cathéter es t  fermé à L'aide d'une pince de !bhr  

dès que L'ensemble du support d ' a f f i n i t é  est  coloré. Une seconde pince est  



ensui te  apposée 5mm au-dessus de l a  surface du ge l  de Sepharose. Le cathéter  

es t  coupé à ses extrémités, la issant  Les pinces de Mohr en place, e t  L'en- 

-semble es t  immergé dans C'eau bou i l l an te  pendant 3mn. Après refroidissement 

l e  contenu du cathéter est  t ransféré  directement dans l ' un  des p u i t s  de l a  

plaque de ge l  d'acrylarnide au moyen d'un p i s t on  de seringue Hamilton, c e l u i -  

c i  poussant Le tampon de l a i ne  de verre. 

- 
M- ELECTROPHORESE EN GEL DE POLYACRYLAMIDE 

- 
L'électrophorèse en ge l  de polyacrylamide-SDS est  e f fec tuée 

selon l a  méthode de LAEMMLI (142). Des gecs de lmm d'épaisseur (15cmx15cm - 
16 dépôts) sont généralement u t i l i s é s .  Le ge l  de séparation es t  cons t i tué  

d'un gradient L inéaire 10-18 p l 00  d'acrylamide e t  l e  gel  de concentrat ion 

cont ient  5 p l00 d'acrylarnide. 

Lorsque des pa r t i es  al iquotes de système a c e l l u l a i r e  sont ana- 

-lysées, les  se ls  contenus dans L 'échant i l lon  sont é l iminés par d ia lyse 

en p u i t s  d'acrylamide selon l e  p r inc ipe  suivant. Une so lu t  ion d'acrylarnide 

à 30 plOO (tampon  ris-HCL 62,5mM, pH 6,8) es t  polymérisée dans une boTte 

de p é t r i ,  un support pour inc lus ions muni du nombre dés i ré  de gélules 

d ' a r a l d i t e  formant couvercle. Le gel  a i ns i  formé es t  démoulé, pu is  à demi 

immergé dans Le tampon Tris-HC1 62,5mM, pH 6,8. Les échant i l lons (10-20pL) 

sont i n t r odu i t s  dans l es  p u i t s  e t  on a joute  un volume égal de tampon 

Tris-tlCL à deux ou t r o i s  repr ises au f u r  e t  à mesure que L 'échant i l lon  se 

concentre. Après 2h environ, l es  échant i l lons sont prélevés, addit ionnés 

d'un volume de tampon Tris-HCL 62,5mM, pH 6,8, SDS 4 p100, DTT 0,2M, sucro- 

-se 20 plOO e t  chauffés 2mn dans un bain-marie bou i l l an t .  

Dans d 'autres expér iences, les  échant i L ions sont t r a  i tés selon 

Le mode opérato i re  d é c r i t  par SHIELDS e t  BLOBEL (143) à ceci près que l es  

p réc ip i t és  de protéines sont Lavés dans C1éthanol/éther ( V / V )  e t  séchés 

sous azote avant d ' ê t r e  so lub i l i sés  dans l e  tampon d 'échant i l lon .  

Après 15-20h de migrat ion (5-8mA), Le ge l  est  immergé dans Le 

TCA à 50 p l00 (2-3 bains) pendant 1-2h. I L  es t  ensu i te  coloré sous ag i ta-  

- t i on  constante par l e  b leu de Coomassie à 0,2 p l00 dans l e  TCA à 50 p l00  

(8mn1, décoloré par L'acide acétique à 7 plOO e t  séché sous v ide sur papier  

Whatman 1 .  

La détect ion des bandes radio-act ives par autoradioçraphie ou 



f luorographie es t  ef fectuée en u t i l i s a n t  Le papier  Royal-X omat (Kodak). 

Dans Le cas p a r t i c u l i e r  de La f luorographie, l a  technique de LASKEY e t  MILLS 

(144) est  appliquée. Les gels colorés par l e  b leu de Coomassie sont t r a i t é s  

successivement par l e  DMSO (2x30mn), Le PPO (2-5 diphényloxazole) à 20 plOO 

(P/P) dans Le DMSO (3h) e t  L'eau d i s t i l l é e  ( 1  n u i t ) .  Le ge l  séché sur papier 

Whatman I es t  mis en contact avec Le papier Royat-X omat préalablement 

exposé à un é c l a i r  de Lumière orange d i f f u s e  ( f i l t r e  Kodak Wratten 21 plus 

papier Whatman I 1. L 'expos i t ion es t  e f fec tuée à température ambiante (auto- 
+ 

-radiographie) ou à -70°C ( f tuorographie) .  

L'électrophorèse de 1 'a-L fucosidase en m i  Lieu non dénaturant - 
es t  ef fectuée dans Les condi t ions décr i tes  dans La Légende de La f i g u r e  34 

(p. 96 1. 

N- DETERMINATION DE LA RADIO-ACTIVITE 

La i rad io -ac t i v i té  es t  déterminée dans un compteur à s c i n t i l l a -  

- t i o n  l i q u i d e  SL31 ( Inter technique).  

Pour les  échant i l lons aqueux, on u t i l i s e  Le PCS (phase c~mb in ing  

system, Amershaml ou L'AquaLuma (Lumacl. 0,3mLdes f rac t ions  de gradients de 

saccharose sont i n t r odu i t s  en f i o l e s  de comptage, d i lués par 0,5mL d'eau 

e t  addit ionnés de 10mL de PCS. Le taux d 'af fa ib l issement lumineux de ta  

sé r i e  d1échantiLLons peut ê t r e  considéré comme constant à cond i t i on  que Le 

comptage s o i t  e f fec tué  dans Les quelques heures qui suivent La préparation. 

Lorsque L'Aqualuma est  eniployé, l a  d i l u t i o n  des f rac t ions  n 'est  pas néces- 

-sa i re  e t  l ' o n  a joute  5mL de l i q u i d e  s c i n t i l l a n t  ( f i o l e s  de 6mO. Dans ce 

cas, L ' e f f i c a c i t é  de comptage est  ident ique dans toutes Les f rac t ions.  

La rad io -ac t i v i t é  ac ido-préc ip i tab le  - f r ac t i ons  de gradients 

de saccharose ( c f  légendes des f igu res ) ,  f rac t ions  de CsCL ou de métr iza- 

-mide, f r ac t i ons  subce l lu la i res  - es t  mesurée après f i l t r a t i o n  des échant i l -  

-ions a c i d i f i é s  sur f i l t r e  de f i b r e  de verre (Whatman GF83). L 'échan t i l l on  

est  p r é c i p i t é  par Le TCA à 5 p100, en présence de 50pg de sérumalbumine 

bovine s i  nécessaire (gradients analyt iques). La f i l t r a t i o n  es t  ef fectuée 

après l h  à O°C e t  l 'ac ido-soluble es t  é l iminé par Lâvage du f i l t r e  avec du 

TCA à 5 p l00 f r o i d  (2-4OC) s u i v i  d'un r inçage à L'eau d i s t i l l é e .  

Après séchage Les f i l t r e s  sont soLubiLisés pendant une n u i t  à 

37OC dans 0,25ml de Soiuène 350 (Packard) contenant 5 plOO ( V / V )  d1H202. 



l O m l  de Permablend I I I  (Packard) en so lu t ion  dans l e  toluène (5,5g/L) sont 

a lo rs  ajoutés. La solubi  L i sa t  ion des échant i L tons n 'est  omise que Lors de 

simples marquages Lorsque l a  quant i té  de matér ie l  p r é c i p i t é  est  fa ib le .  

La rad io -ac t i v i t é  des produi ts synthét isés -- i n  v i t r o  dans Le 

système de ré t i cu locy tes  est  déterminée de La manière suivante : des p a r t i e s  

al iquotes de 2pL sont prélevées e t  in t rodu i tes  dans des tubes contenant I m L  

d'eau. On ajoute 0,5mL d'une so lu t ion  contenant NaOH 1M, H202 0,5M, méthio- 

-nine non radio-act ive à lmg/mL. Les tubes sont incubés pendant 15mn à 

37OC, e t  Les protéines sont préc ip i tées par lm1 de TCA à 25 p100. Les pré- 

-c ip i tés  sont colLecfés sur disques de f i b r e  de verre e t  i n t r odu i t s  apr&s 

séchage dans des f i o l e s  contenant 5mL de Lipoluma (Lumacl. 

O- MICROSCOPIE ELECTRONIQUE 

Les f rac t ions  contenant des organi tes cetLüLaires de grande 

t a i l l e  sont f ixées par l a  gtutaratdéhyde à 1 plOO dans Le m i l i eu  d'homo-- 

-généisation pendant l h  à 4OC. Les f rac t ions  rnembranaires obtenues à par- 

- t i r  du SPL sont f ixées en suspension par La glutaraldéhyde à 2 plOO pen- 

-dant l h  à 4OC e t  centr i fugées pendant lh30 à 105 0009. Les sédiments sont 

a lo rs  f i xés  à nouveau par O O à 2 pl00 dans l e  tampon cacodytate 0,1M, 
s 4 

pH 7,4, saccharose 0,lM. Les échant i l lons sont deshydratés dans des bains 

d'éthanol de concentrations croissantes e t  dans l 'oxyde de propylène. I l s  

sont inc lus dans l ' a r a l d i t e  e t  des coupes f ines  sont récupérées sur des 

g r i l l e s  de cuivre, recouvertes d'une membrane de partodion. Les coupes 

sont cotorées par l ' acé ta te  dluranyLe e t  l e  c i t r a t e  de plomb selon REYNOLDS 

(145) e t  examinées au microscope électronique (Hi tach i  1. 

P- PRODUITS UTILISES 

Le T r i s  (Trizma base), La triéthanolamine, Le d i t h i o t h r e i t o t ,  

La c réa t ine  phosphokinase, La créat ine phosphate, La cyctoheximide, l ' a c t i -  

-nomycine D e t  Le RNA de Levure sont des produi ts  SIGMA. Le RNA de Levure 

es t  p u r i f i é  par d ia lyse contre de L'eau dist iLL6e, ex t rac t ion  phénolique 

répétée, p réc ip i t a t i on  éthanctique e t  Lavages par l ' e thano l  pu is  L'éther. 

L'éthanolarnine, L'acrylarnide, Le CsCL, Le désoxychotate de Ra 



e t  Le SDS proviennent de MERCK. Le SDS es t  p u r i f i é  par r e c r i s t a l l i s a t i o n  

dans L'éthanol. 

La glutaraldéhyde, l e  bis-acrylamide sont des produi ts  de 

l'Eastman Organic Chemicals. 

Le T r i t o n  X-100 est  un produi t  BDH, L'aquacide I I  un produi t  
a 

CALBIOCHEM. 

La nucléase de Micrococcus a é t é  obtenue chez BOEHRINGER e t  

1'Agarose-E-aminocaproyl-fucosylamine a ins i  que les IgG de chèvre anti-lgG 

de lap in  chez MILES. 

Du saccharose ANALAR, r e p u r i f i é  sur charbon a c t i f ,  a é t é  u t i -  

-1isé a ins i  que du saccharose exempt de RNase provenant de SEKLABO. 

La ribonucléase (du pancréas de boeuf, sans protéases, 40 U 

KUNITZ/mg) es t  un produi t  SOCHIBO. 

La métrizamide nous a é t é  gracieusement o f f e r t e  par l a  f irme 

NYEGAARD e t  Co.' 

3 3 L'acide orot ique 14c e t  H, La chol ine 14c, La Leucinz H 

proviennent du C.E.A. (Saclay, France). La méthionine 3 5 ~ ,  Le Na 125, 

sans entraîneur sont des produi ts  du Radiochernical Centre (Amersham, 

England 1. 
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