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\ A B R E V I A T I O N S 

ADM acide déoxyribonucléique 

ARN acide ribonucléique 

ARN m· ARN message r 

ARNr ARN ribosomique 

ARNt ARN de t r ansfert 

ATP adénosine 5'-triphosphate 

CPM coups par minute 

D • 0 • : den sf té o pt i que 
DOC déoxycholate de sodium 

GTP guanosine 5 1 -triphosphate 

Kev kilo électron-vo lts 

nm : nan omètres 

PCA a cide perchlorique 

PEG polyéthylène glycol 

PMS post mitochondr~al s upernat a nt 

RNase : ribonucléase 

RNP ribonucl éoprotéine 

RPM révolutions par minute 

TCA a cide tri c hloracétique 

vsv vesicular stomatitis vir us 
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I N T R O D U C T I O N 

I. LE VIEILLISSEMENT GENERALITES 

Le vieillissement est actuellement un des phénomènes vers 

lequel de nombreuses recherches se to urnent en vue d 1 en compr endre 

les mé c a n ismes . Mais , comme nt définir le vi eillissemen t? 

La sénescence est une a ugmentation de la probabilité d ' inac ­

tivation en relation avec une augmentation de l ' ~ge chronologique . 

Si, au ni v eau des organismes , des organes et des tissus , de 

multip les descriptions ont été faites , l es causes des altérations 

observées restent mal comprises . Au niveau cellulaire par contre , 

les cultures in vit ro et les progrès de la biologie moléculaire ···-·-··-... -· 
notamment, ont permis de mie ux comprendre les mécanismes r égulateurs 

de la croissance , de la différentiation et du vieillissement. 

C' est aux protéines et à leur synthèse que nous avons choisi 

de no us intéresser plus pa r ti cul ièrement à cause de la position 

centra l e qu'elles jouent dans le ma intien de l ' homéostasi e. La quan ­

tité de protéines à un moment donné dans une cellule , va dépendre 

de l ' équilibre qui existe entre leur synthèse et leur dégradation . 

Une rupture dans cet équilibre est un é vènement possible à étudier 

au cou rs du vieillissement . 

Ma is , avant d'aller plus loin , il nous faut ra pp eler briève­

ment le processus de synthèse des protéines . 

L ' information nécessaire à la formation d ' une protéine se trouve sous 

forme codée au nivea u des brins d ' ADN . Une prem ière étape consi ste-

en la copie d ' un des deux brins sous forme d ' ARN message r : c ' est la 

transcription . La séquence en nucléotides de l'ARNm " programme " di ­

rectement l'ordre des acides aminés dans une protéine . On sait que 

c ' est l a séquence de trois nucl éotide s ( un triplet ) qui code pour 

un acide aminé . 
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Voilà presque vingt ans qu ' on sait également , grâ ce aux tra­

vaux de DINTZIS que la synthèse d 'u n polypeptide commence à son extré­

mité N- terminale et avance vers l'extrémité [ - terminale par addition 

séquentielle d ' a cides aminés (DINTZIS , 1961) . 

Un tournant décisif dans l a connaissance du mécanisme de la 

s ynthèse protéique fut réalisé quand GILBERT (1963) reconnut que cha­

que ribosome était le centre de croissance d ' une et une seule chaîne 

polypsptidique. C'est à ce niveau que les molécules d'ARN de tr~nsfert 

étaient supposées apporter l'acide aminé codé par le triplet corr es ­

pondant du messager . Une fois cette idée acceptée , l e postulat du mou ­

vement de translation du messager relativement au ribosome suivit de 

lui-même. Le passage de la séquence en nucléotides de l'ARNm a la séquer 

ce en acides aminés dans une protéine est la deuxième étape 

la traduction • 

c I est· 

A partir de ce moment , les preuves expérimentales du méca ­

nisme de la synthèse protéique s ' accum ulèr ent . On connaît a ctuel le -

ment de façon app rof ondie le mécanisme et le rôle qu'y jouent les ri ­

bosomes . De plus, l'importance des facteurs protéiques et des sources 

d ' énergie est reconnue (LlEISSBACH & •CHOA, 1976) . 

Nou s y reviendrons en détail dans un paragrapAe ultérieur . 

Une des théories expliqu~nt le vieillissement au niveau molé ­

culaire est celle d ' ORGEL (1963) , qui propose que la diminution pro ­

gressive dans la fidélité de la synthèse protéique pourrait être un 

des facteurs contribuant à la détérioration cellulaire au cours du 

temp s. Bien que la plupart des erreurs métaboliques soient sans impo r­

tance , d ' autres , notamment celles qui entraineraient des modifications 

au niveau des enzymes responsables de la synthèse protéique seraient 

plus gr aves . En effet , ces enzymes, pa r exemple l'ADN polymé r ase , 

altérés vont causer de plus en plus d ' erreurs, par un effet de feed ­

back positif , conduisant ainsi la cellule vers une limite telle qu 1 

elle ne sera plus capable de fonctionne r normalement . c~est ce qu ' on 

appelle la théorie de "l' erre ur catas trophe ". 
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Depuis lors, de nombreux travaux ont tenté d'apporter des 

éléments qui confirmeraient cette théorie. C'est le cas pour les tra­

vaux de HOLLIDAY qui ont mis en évidence une perte de fidélité de 

traduction au cours du vieillissement (HDLLIDAY & TARRANT, 1972). 

wULF & CUTLER (1974) ont montré également qùe la thermolabilité de la 

glucose-6-déshydrogénase augmentait avec l ' âge, dans le cerveau et 

le foie des souris. 

On a montré que dans la synthèse de protéines ribosomiques, 

!~_vivo , l'incorporation de 1 1 éthionine (acide aminé analogue à la 

méthio nine) augmente au cours du vieillissement (OGRODNIK & al , 1975). 

Plus récemment , MARIOTTI & R~SCITTO (1977) ont étudié, in_vitro , au ---------- ---moyen de microsomes de foie de rat et d ' un messager artificiel 

(poly - U) la synthèse de polyphénylalanine. Ils constatent que le taux 

de leucine incorporée à la place de la phénylalanine augmente 2vec 

l'âge , en accord avec la théorie d'Orgel. 

Mais, d'autres travaux montrent le contraire : une étu d e compa­

rable à l a précédente , met en évidence que le taux d'erreur da n s la 

synthèse de polyphénylalanine est plus faible en présence de microsomes 

de souris âgées (KURTZ, 1975) • 
.......... ~ 

Une autre question qui s'est posée à propos de la s ynthèse 

protéique et à laquelle nous nous attacherons, est de savoir s ' il 

existe des variations dans le taux de synthèse protéique au cours du 

vieillissement. 

Des obser v ations très diverses ont été faites à ce sujet . 

Des microsomes d'animaux âgés (MAiNwARING, 1969 - BUETOLl & GA NDHI , 

1973 - KURTZ, 1975 - MARIOTTI & RUSCIJTO 19 77 ) provenant de divers 
~ - --------------- - -tissus, montrent une diminution de leur capacité de traduction in_vitro. 

Au contraire, d 1 autres expériences },C,_y_i_v_o_ (BEAUCHENE & al, 1970 -

OU & al, 1977) et, in vitro, pour l'albumine (CHEN & al, ~973 - 0 E & - --- ,,,,,---~-

al, 1972) montrent une augmentation de l'incorporation d'acides amir.és 
'-...:-

au c&~rs du vieillissement. 

Pour miaux comprendre les observations que nous avons faites 

à ce sujet, il serait bon de " décortiquer" ce processus complexe qu' 

est la traduction, et de détailler les éléments principaux qui y in­

terviennent; l'ensemble de ceux - ci est généralement regroupé sous le 

ter me de "mach ineri e de synthèse protéique". 
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A. Caractéristiques structurelles et fonctionnelles. 

1. · Le ribosome 

1. 1 • Structure 
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Les ribosomes d 1 eucaryotes, particules speriques d' e nviron 
0 

250 A, se constituent de deux sous-unités. La petite sous-unité est 

composée d'un brin d'ARN 18 Set d'environ 30 protéines, tandis que 

la grande sous-unité est composée de brins d 1 ARN 28 S, 5,8 Set 5 S 

et d'environ 40 protéines. 

D'autres macromolécules peuvent s'associer de manière tempo­

raire avec les ribosomes; c'est le cas pour les facteurs intervenant 

dans la synthèse protéique. 

Le ribosome d 1 eucaryote est communément désigné par son coef­

ficient de sédimentation c'est-à-dire 80 S, la grande sous- unité 60 S 

et la petite sous-unité 40 S. 

Tableau I Caractéristiques du ribosome de foie de rat ( HA ILTON, 1976 

Monomère Grande sous-unité Peti t e sous-unité 

Coefficient de 81 s 59 , 1 s 40,9 s sédimentation 

P.M. (x 1•-6 ) 4,5 3 ,00 1 , 5 0 

AR Nr 
10 6 

10 6 Coef. sédi ment. :28 s - 1 , 7 X 1 8 s - 0,7 X 
et P.IYJ. 5, 8 s 

5 s - 3,2 X 1 0 4 

Nombre de 
70 40 3 0 pro t éines ' l 

l 
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1.2. Synthèse et maturation 

La formation du ribosome commence avec la transcription des 

gènes d'ARNr dans la nucléole, sous la forme d'un précurseur. Chez 

les eucaryotes, cette molécule contient les séquences de l'ARNr 28 S, 

18 S, et 5,8 S ainsi que des "spacers" qui sont éliminés durant l a 

maturation du ribosome (MADEN, '-49'7~ 

Dans les cellules Hela (mammifères ) cette molécule a un coefficient de 

sédimentation de 45 S (MADEN, 1976). 

La maturation du précurseur 45 S consiste principalement en 

une série de clivages, qui conduiront à l'obtention des trois ARNr : 

18 S, 28 S, ët 5,8 S, et en une série de méthylations qui s'opèrent 

pendant ou immédiatement après la synthèse du précurseur 4 5 S (MURA­

MATSU & FUJISA WA , 1968), 

Fig. 1 Schéma de la maturation du précurseur 45 S 

d'après HADJIOLOV, 1977. 

s·==~--===------• 3' 
1 
a 

20S 
' C .. 

ARN 1B S 

• 

45S 

41S 

32S 

ARN 2BS 

ARN S,BS 

Tous les groupements méthyls présents dans le précurseur 45 S 

se retrouvent dans les molécules d'ARNr 18, 28 , et 5,8 S. Les segments 

éliminés ne sont pas méthylés (HA MI LTO N, 1976). 

L1 AR Nr 5 S appartenant à la sous-unité 60 S ne dérive pas du 

précurseur 45 S ( WEI NB ERG, 1973) et n'est pas synthétisé dans le nu­

cléole (A TTARD I & AMALDI, 1970) . 
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Il vient s'associer avec le ribosome dans une étape précoce de s on 

dé veloppement dans le nucléole (WA RNER & SOEIRO, 1967). 

Il en va de m~me pour les protéines ribo so miques qui intera­

gissent avec l e précurseur de l'ARNr dans le nucléole. Les ARNr 4 5 S 

et 32 S peuvent ~tre extraits des nu clé o les sous la forme de "par t ic u­

les ribosomiques naissantes 11 ( WARNER & SOEIRO , 1967) . Ces particules 

sont aussi souvent appelées "particules ribonucléoprotéiques" ou RNP. 

1.3. Rôle des différents constituants du ribosome 

Les protéines r~bosomiques so nt beaucoup moins bien connues 

que l 'AR Nr, su rtout chez les eucaryotes. Les protéines peuvent être 

séparées et a nalysées principalement par électrophorès e en deux dimen­

sions sur gel de polyacrylamide. 

En gros, o n peut dire qu'elles sont très basiques, généralement 

plus petites qu e l e s a utres protéines de la c ell ul e , mais pl us g r andes 

que les protéines ribosomiques de f.Coli (LlOOL & STOFFLER, 1974 ) . 

Chacune des 70 protéines du ribosome 80 S du f oie d e rat est uniqu e . 

On l e s a it suite à des données s ur leur mobilité électrophorétique, les 

différe nc es au point de vue de le ur composition en ac i des a minés et 

leurs propriétés immunol ogiques (BIELK A, 19 78 - WOOL & STOFFLER, 1974 ) . 

De no~breux auteu r s ont tenté d ' ass i gner des f onctio ns à chacune de 

c es protéin es , ma i s dans ce domaine, les rech erches s ont loi n d' être 

termi né es . 

Qua n t a ux rôles de 1 1 ARNr, une revue en a été faite par 

BR IMACOMBE en 197i6 . 

De plus e n plus , o n pe ns e que 1 1 ARN ribosomique, ou t r e son 

rôle struc t urel, a un rôle foncti onnel très important. Pour les pro­

c ar yotes, SHINE & DALGARNO (197 4) a vaie nt ém i s l 'h ypothèse que l a sé ­

quence 3 1 - terminale de l' ARN 16 S était im pliquée dans la recon nais ­

sance du site d 'ini t iation su r 1 1 ARN me ssa g e r. STEITZ & J AK ES ont 

réus s i à isol e r un compl exe ol i gonucléot id ique , consti t ué de l ' ext r é ­

mité 3 ' de 1 1 ARN 16 S et d'un frag ment d 1 ARN initiant l a s ynt hè se d 1 une 

protéine du ph age R 17 . Ch ez l as eu caryotes , i l e s t intéress a n t de 

noter que l a région 3 1 - terminale de l' ARN 18 S est id en tiq ue da ns de 

nombr e us es classes d 1 eu c ar yo tes : pGpAp UpCp ApUpUpA - OH (B IEL KA , 1978) . 
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ENDMAN & al (1973) ont montré le rôle de 1 1 ARN 5 S dans la liaison 

de l'ARNt à la sous-unité 50 S chez les procaryotes. AVANTHANI & 
BUET0W (1973) ont également mis en évidence que l'activité de synthèse 

protéique avec les deux sous-unités dégradées était conservée unique­

ment si l'ARN 5 S était intact. 

2 . L 1 AR N messager. 

2.1. Généralités 

Dans le cadre du dogme central de la génétique moléculaire, 

L'ARN messager est défini comme le produit de la transcription des 

gènes portés par 1 1 ADN; c'est lui qui sera lu par les ribosomes et les 

ARN de transfert dans leur travail de synthèse de protéines. 

La méthode d'hybridation molécula ire entre l'A RNm et l'ADN a 

permis de montrer que la structure de l'ARNm est monocaténaire et com­

plémentaire de l'une des chaînes de l'ADN. 

Lorsqu'on analyse la populati on totale d'ARNm d'un orga nisme, 

on remarque une hétérogénéité des tailles moléculaires : le coef f i­

cient de sédimentation varie de 6 S à 30 S. Cette hétérogénéité reflè­

te l a vari été des protéines fabriquées par la ce l lule. 

No us allons maintenant pas s er en revue les structures qui ca­

ractérisent l'ARNm d 1 eucaryotes, c ' est-à-dir e le poly-A et le cap. 

Fig. 2 : Schéma d'une molécule d'AR N messager d 1 eucaryote s d'après 
BUSCH (1976) . 
De l'extrémité 5 1 à l'extrémité 3 1 , nous trouvons le "c ap", 
une région comprenant les sites de liaison des ribosomes, 
une grande portion centrale codante, une région structurale 
particulière où peuvent se lier des protéines et la " queue" 
de poly-A. 

CAP 

s· 1•1 1 
f 

site de 
liaison 

portion codante POLY·A 

1 1 + 1 3' 

.f. 
reg1on 

structurale 
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2 . 2 . Le Poly - A. 

Cette "queue" de 50 à 200 résidus adénosiques est atta ch ée à 

l'extrémité 3 1 des AR Nm d 1 e ucar yotes mais est asso ci ée à de nombreux 

AR N viraux (BRAWERMAN, 1974) . On a montré que notamment 1 1 ARNm d 1 his­

tones n e contient pas cette séquence (GR EE NBERG & PERRY , 1972) . 

Il sembl e qu e cette " queue" de poly-A soit ajoutée par un processus 

post-transcriptionnel au précurseur de 1 1 ARNm (DARNELL & al , 1973) 

dans le no yau , et que sa tai lle diminue dès le passage de 1 1 ARNm dans 

le cytoplasme (SHEI NESS & a l, 1975 - NO KIN & al , 197 6 ) . 

Quel est le . rôle de cette séquence? 

L'addition de poly-A à l'AR N nuc l éaire peut être inhibée par 

un traitement des cellules à la cordycepin (3 1 -déoxyadénosine), mai s 

en même temps , on bloque le transfert de l' ARNm da ns le cytoplasme. 

Cela suggère que le poly - A interviendrait dans le transport de l'AR Nm 

hors du noyau (PERRY & a l, 1973). 

Le poly - A semble aussi jouer un rôle important dans le main­

tien de l' activité biologique des molécules d 1 ARN au xquelles il es t -associé (SPECTOR & al , 197 4 - HUEZ & a l, 19 74) . 

Par exemple , il a été montré qu e cette séquence 3 1 -t erminale est né ­

cessaire au pouvoir inf e ctieux de 1 1 ARN du virus de la polio ( HUEZ & 

al , 19 74) . De s co mparais o ns d e taux de tra duct i on . ont aussi é t é e ff ec ­

t uées entre l' ARNm de globine intact et de l ' ARNm "amput é " de sa 

"queue" de po ly-A. Bien que l e u r-_ taux initial de t r aduction soi t iden­

tique , l' ARNm sans pol y- A commence à perdre son activité bien a vant 1 1 

ARNm intact ( NOKI N & al , 19 73 ) . 

Un autre type de compar a ison a été faite , c'est celle de la 

sensibi lité de différents AR Nm à une RNase . On a montré que l a sensi ­

bil ité à la RNa se diminu a it quand l a longueur e n po l y- A a ugmen t ait 

(H I ETER & al , 1976) . 

2 . 3 . Le cap . 

On ob s er v e égale ment des modificat i on s à 1 1 ex t~ émité 5 1 - te r mi ­

na le d e l a pl upa rt des ARN m d 1 e uc a r yotes et de virus . 

Ce "cap" se car a ctérise par l a pr ése nce d 'un 7- méth y l guanosine comme 

résidu t erminal , relié à l a premi è r e bas e du messa g e pa r un pont tri ­

phosph at e e ntre l e s deu x grou pes 5 1 - hy dro xyl de s ri bo se s ( fi g . 3 ) 

( SHAT KIN , 197 6) . 
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On distingue principalement trois types de caps : 
7 * un cap de" type zéro'' : m GpppXp ne contenant pas de méthylation 

supplémentaire. 
7 m * un cap de" type un" : m GpppX pYp oG l'on trouve un groupe méthyl 

en position 2 1 du ribose de la première base. 
7 m m * un cap de" type deux 11

: m GpppX pY pZp qui contient deux nucléoti-

desméthylés en 2 1 sur le ribose. (X, Y et Z représentent n'importe 

lequel des quatre nucléotides habituels de l'ARNm). 

0 ~~' 
N ~ BASE 1 

HNAN N> 0 0 0 ~ 2 
2· 3' , . 11 Il Il >' 

l;f-1JH2-0-P-O-P-O-P-O-CH2 0 

fyl b- b- b-
3• 2' 

O(CH,) 

0 ~BASEz 1 ,. 
O•~-O-CH2 0 

o· 

3• 2' ? O(CH3) 
O-P-0·· · 

1 o· 

Fig. 3 Structure d'un cap de "ty pe de ux" (SH JKIN, 1976). 

Pour ce cap, deux fonctions semblent ressortir (LJ LIPOlJICZ, 1978) 

- la première est d'aider l'ARNm à entrer dans le complexe d'initia­

tion avec les ribo somes d 1 eucaryotes. 

- la seconde est une fonction de prote ction de l'ARNm contre la dégra­

dation par les nucléases cellulaires. 

1) La première observation mettant en évidence la nécessité du cap 

pour une traduction efficiente est la comparaison des activ ~tés de 

réovirus, VSV et ARNm de globine de lapin a v ec et sans cap, dans un 

système de synthèse prot é ique acellulaire de germe de blé 

(MUTHUKRISHNAN & al, 1975). 

Une autre approche pou r déterminer l' importance du cap dans 

l a traduction a été l'u tilisation d'analogues de caps. Des ana l ogues 

t l 7 G 7 GOP 7 G Nm . t . d ' 1 • ·t· t· es, pm , m , m ppp , ag 1s sen au ni ve a u e ~ 1n1 1a ion en 

inhibant la liaison de l'ARNm au ribosome (CA NAANI & a l, 19 7 6) . 
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D' autres ex périe nc es , de " compét i t i on ", ap pu ie n t l' idée du 

r ôle de faci l itation de m7G da ns la trad uction de l' ARNm . Un mé l an ­

ge de mo l éc ules d 1 ARNm avec et sans cap est testé a u point de vue 

de le ur ca pacité de li aiso n a ux r ibosomes ; les mol écu l es qui portent 

un cap m7G s ont liée s de ma niè r e pr éfé r e n t i e l le ( MU THUKRISHNAN , ]978) . 
7 L' importan c e appare nte de l ' ext r émité 5 1 m G pou r la t r a - · 

du c tion des ARNm dép e nd cepe ndant des c o nditions de synthèse ~~_y_-'h~~~ ­
Pa r mi ce s co ndit i o ns , on peut c ite r : l a concen tr at i o n en ARNm 

(HICKEY &al, 1976) , l es fa c teu r s d'i ni t i a t io n (HE LD & al , 1977) et - '-'- -

les conditions io niques , parmi lesquell es l a con c e n t r ation e n po ­

tass i um est d ' une importance pa r ticul i è r e (Ll~BER & al , 1978) . 

Fi naleme n t , l a raiso n d e l ' ap pa ri tion de c ette stru ctur e 

particul iè r e qu ' est l e cap , da ns l es ce ll u l es évo iu ées , pou r rait 

~tre de remplacer l ' interaction directe AR Nm - ARN r qui fasi li ta 

l a li a i son au ribosome chez l e s organismes procar yotes (CLEM ENS , 1979) . 

De plus , co mme l es ca ps ne sembl e n t pas se l ie r dir e ct e -

ment aux r i bosomes mais nécéss i tent des fa c teu r s d ' initiatio n po ur 

le fai r e , on pourrait aussi voir là une exp l ication partielle du 

grand nombre de tels facteu r s nécessaires à la synthèse de s protéines 

chez l es euca r yotes , par oppos i tio n aux procaryot e s (C LEME NS, 1979) . 

2) Le cap à l ' extré mi té 5 1 de 1 1 ARNm a un important effet de 

stabili sat ion sur 1 1 ARNm injecté dans des oocyt es de Xeno p s l aevis 

ou ajo ut é à des extra i ts de ge r me de blé (FURUICHI & al , 1977) . 

Dans ces s ys tèmes , les ARNm de reovirus contenant à leur extrémité 
7 m 5 1 m GpppG ou GpppG sont dégradés plus lentement que les molécules 

m porta n t une extrémité telle que prpG , pppG ou ppG . 

2 . 4 . Les protéines associ ée s à l ' ARN mess2ger . 

Dans le s cellule s d 1 eucaryotes , l ' ARNm ex is te dans le cyto ­

plasme sous forme de c omp lexes ri bo nucléopro té iques (mRNP) . 

Il est certain a ctu e l lement qu ' il ex iste au mo ins deux pro ­

té i nes , l ' un e d 'un po ids moléculaire de 50000 et l ' a utre de 78000 , 

associées à l ' ARNm (MOREL & a l , 1971) . L ' une d ' elles est a t tachée 

dans une région particulière de l ' extrémité 3 ' terminale ( ig . 2) . 
L ' autre pourrait ~tre liée a u cap ma is ce n ' est pas encore certain 

(BUSCH , 1976) . 
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2.5. Biosynthèse et maturation de l'ARN messager 

Dans les cellules d 1 eucar yotes, la formation d'un ARNm qui 

puisse être traduit est un processus complexe. 

Les précurseurs des AR Nm, tr a nscr ~ s dans le no yau à partir de l'AD N, 

subissent des modifications post-t \ anscriptionnelles, à savoir 

* des clivages du précurseur et l a reconstitution · d 1 une seule chaîne 

d 1 AR Nm à partir des différents fragments obtenus. 

Il est en effet admis qu'un gène, da ns un organisme supérieur, 

codant pour une protéin e , peut contenir des s é quences de bases 

qui n'apparai s sent pas au niveau de l ' ARNm cytoplasmique . Ces 

séquences sont appelées ''Introns" par opposition au x séquences 

codantes a ppelées "Exons" • (vo i r · fi g . 4 ) 

Le mécanisme suivant l e que l un pré - ARNm contenant à la fois les 

exons et les introns est d'abord s yn thétisé e t ensuite clivé et 

reconstitué est le plus généralemen t adm i s. 

C'est le cas pour 1 1 ARNm de l'ovalbumine : son gène se c ompose de 

huit morceau x dif f érents ( KOURILS KY & CHAMBO N, 197 8 ). 

Fig. 4 Représentati o n sché matiqu e d 'un brin d'AD N (ligne horizont a le 
su périeure) et de l' ARN mes s ager qui en dérive (ligne infé­
ri e ure ) . Dans ce gè ne imaginaire, il y a trois e xo ns , marqu é s 
1 , 2, et 3, e t deu x in t rons, notés A et 8 . 
D'après CR I CK, 19 79 . 

DNA---- lntron A lntron B 
,Exon 1 , 1 Exon 2 1 A 

Exon 3 
) 

1 1 / I 
\ \ 1 1 I / 

\ \ / I 
\ \ 1 1 I I 

\ \ 1 1 / I 
\ \ 1 1 I / 

\ \ 1 / I 
1 1 I / 

\ \ 1 I I 
\ \ 

1 
1 I I 

\ \ 1 / / 

\ 
\ 1 1 / I 

\ I \ \ 1 1 / I 
\ 1 \ 1 2 11 3 / 

mRNA 't ~ ( \ Cap 

Poly(A) 



- 12 -

* la polyadénylation à l'extrémité 3 1 , étape post-transcriptionnelle 

re lativement ta rdive. Elle se passe au cours du derniers tiers 

de 1 1 inter vall~ de temps qui sépare la transcription du message 

et l'associa tion aux ribosomes (PERRY & al, 1974) . 

* le "cappin g" à l'extrémité 5 1 • 

Le mécanisme serait du type suivant 

po ur reov irus) 

(d 'après FURUICHI & al, 1976 

pppX + pppY ARN polymérase • pppXpY + PPi 

pppXpY nu cléo tide phosphohydrolase• 

pppG + ppXpY Guany lyl transférase • 

Méthyl transférase· 1 • 

ppXpY + Pi 

GpppXpY + PPi 

7 m GpppXpY + GpppXpY + SAM 

m7GpppXpY + SP.M Méthyl transfé r ase 2 • 7 m GpppXpY 

SAH 

+ SAH 

Une troisi ème méthylation peut se faire s'il s 'agi t d'un cap de 

" type 2 11
• 

(SAM : S-adenos ylmethionine - SAH : S-adenosylhomocystéine) 

* des méthylations internes. Un taux élevé de N6 -m éthyladénosine 

6st observé (ROTTMAN et al , 1976) 
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3 . L' ARN de transfert 

3 . 1 . Généralités 

Le rôle de l' ARN messager est de diriger l' assem blage des 

a c ide s aminés e n une séque nce cara c té ri stiq u e d 'u ne p r otéine do nnée , 

da ns l e pro c essus de l a trad uct io n. Mais , d ' autres mo l écules d 1 ARN , 

l es ARN de transfert , jouent un rôle tout a ussi impo r tant dans c e pro ­

cess u s : el l es agi s sen t en tant qu 1 interméd i aires e ntre la s équen c e 

li néa ir e d e nucléot i des de 1 1 ARN messager et la séque nc e li né a ir e en 

acides a min és d ' une pr otéine . 

Comp ar és aux autres mo l é c ules d 1 ARN , ·1es - ARN - de transfert sont 

ca r a c té ri sés par l e ur poids mo l é c ulaire d ' e nviron 25 à 30000 , c e qui 

corr espo nd à une molé c u l e de 75 à 90 nuclé otides e t pu~r un co n te nu 

é l evé en nuc léoti des modifiés ( nu c léotides méthylés , ou autres nu cl éo ­

tides te l s : l ' a c ide pseudo - ur i dylique , r i~othymid i lique) . 

L' étude de l a séquen c e en bases de ces ARNt a révélé l es carac ­

tér i st i que s su i van t e s : (voi r fig . 5) 

* Dès 1965 , HOLLEY & a l, propose comme str u c tu re se c ondaire quelque 

chose ressemblant à un " trèf l e à 4 feuilles " s ur l a base de l ' étude 

des c omp l émenta r ités pos sib l es entre l es diffé r entes bas e s . 

* L ' ext r émité 3 1 de l a chaîne e st tou~ou r s formée du même trinu cl éo ­

tiqu e : pCpCpA . Le groupement hydrox y l libre de l ' a c i de a dé nylique 

peut être est é rifié enzymatiquement pa r le carbox y le de 1 1 - am inoa c i de 

spécif i qu e pour donner la f orme active de l ' ARNt , 1 1 aminoacyl - tARN 

( voir ~l~s l o in) . 

* A l ' ext r émité 5 1 on tr o uve souvent un a c ide guanylique relié à un 

groupement phosphate . 

* Il existe égaleme nt un e séq uence de 3 bases qui di f fère dans c haque 

AR N de transfert : c' est 1 1 anticodon . Ce triplet de l ' aminoacyl - t ARN 

poss è de une séquence telle qu ' elle lui perm e t de s 1 app2 r ier s pécifi ­

quement , par des li a ison s hydrogènes av e c le codon correspondan t des 

ARNm : ainsi , l ' aci d e aminé e s t tra nsféré à sa position cor r ecte sur 

la chaîne pol ypeptidique en crois sa nce . Cependant , i l faut admettre 

une certaine tolérance dans l ' appariement des ba ses , au niveau de la 

3Q b a se du codon . C' est l ' h ypothèse du 11 1Jobble" é mise pa r Crick 

(C RI CK , 1966) . 
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Assez r écemment , la st r ucture tertiaire de l ' ARNt de le phénylala-
8< i<.iM, 

nine a été élucidée (RICH 1978) . Dans l ' espace , cet ARNt aurait la 

forme d ' un" L 11 dont l ' un des bras porterait l ' acide aminé et 1 1 

autre porterait 1 1 anticodon . 

Fig . 5 Représentatio n schémati que en feu i lle de trèfle établie à par ­
tir d'environ 100 ARNt isolés de bactéries , de cellules végé ­
tales et animales . Les bases rencontrées aux mêmes positions 
dans tous les ARNt sont indiquées . 
Les abréviations sont : A (adé no si n e) - G ( guanosine ) - C 
( cytidine) - U (uridine) - R (adénosine o u g uanosine) - Y 
( cytidine ou uridine) - T (ribothymidine) - V ( pseudouri~ine 
H (adénosine ou guanosine modifiée) . 

D' après RICH & KIM , 1978. 

20 

Bras de 
1 ·antlcodon 

0 Acide_ 
1 Amine 

Bras de 
1 ·acide aminé 

"' Bras 
variable 

ANTICODON 
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3 . 2 . Biosynthése des ARNt 

Dans les cellules des mammifères , 1 1 ARNt est synthétisé à par ­

tir d ' un précurseur de taille moléculaire d ' environ 5 S (KAY & COOPER, 

1969) . Ce précurseur contient déjà des nucléotides méthylés, de la 

dihydrouridine et de la pseudouridine , mais en proportion moins impor­

tante que celle qu ' on trouve dans l'ARNt mature ( KAY & COOPER, 1969 -

CHOE & TAYLOR , 19 72) . 

La maturation du pré c urseur consister a don c pr in c ipalement en 

des cl i vages et des modifications de nuc l éotides. 

Chez les procaryotes , l ' isoleme n t du précurseur ARNt (tyr) de 

E. Coli (ALTMA N, 1971) , a montré qu 1 il possèdait des nucléotides supplé ­

mentairss aux deux extrémités de la séquence de l'ARNt mature . De plus , 

il manquait les trois nucléotides CCA de l' extrémité 3 1 des ARNt . 

On a isolé l'enzyme qui catalyse la réaction d ' a ddition de ces trois 

nucléotides chez E. Coli : l a CTP ( ATP) - tRNA nucléotidyltransférase 

(CARRE & al , 1970) . 

Tous les éléments que nous venons de dé crire participant au 

fonctionnement de la machinerie de s ynthèse protéique dont il sera 

questio n dans le paragraphe suivant. 
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B. Fonctionnement 

La synthèse d'une protéine comprend : 

1) Le départ de la synthèse d'un e chaîne protéique au site d'initi­

ation correct de 1 1 ARNm. 

2) Le mouvement du riboso me le long de 1 1 ARNm a vec, en m~me temps , 

l'assemblage de l a chaîne peptidique . On sait que la position 

d'un acide aminé dans la chaîne nais s ante est dictée par la na ­

ture des codons disposés dans le message r d'une façon séquentielle. 

3) La libération de la chaîne polypeptidiq ue complète du ribosome, 

suivie par le départ de la synthèse di une nouvelle chaîne. 

Ces trois phases par lesquelles passent les ribosomes de manière 

cyclique ont été appelées respectivement initiation, élongation et 

terminaison. 

Fig. 6 Modèle général de la synthèse des protéines chez les 
eucaryotes (SMITH , 1976) . 

\. 
/ 

Mel 

J 
Met 
A'A2 

AUG XYZ XYZ 

IF·2\GTP 
'-:,,,,, .. 

,, :\.. Elongation 
EF·2\GTP "' 

Met 

½ 
\.. 

i UG XYZ ~yz 

/ 

' 

./ 

cb IF·3 

? 
Met 

( J ...... J 

Mel AA2 
EF·I 

Met 

" 
-4 

AUG XYZ IYZ AUG IYZ XYZ 
\.. 

J,'" J EF·I\GTP 

Terminais-on 
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1. L 1 aminoacylation • 

C'est l'étape préliminaire nécessaire à l a synthèse protéique 

car, pour former une liaison peptidique, chaque ac ide aminé doit ~t re 

activé. L1 aminoacylation peut ~tre subdivisée en 2 étapes 

1) L'activation du groupe carbo xy le de l'acide aminé. 

2) Le transfert de l'acide aminé sur son ARNt spécifique par estérif i­

cation de la fonction c a rbox yle. 

~H2 M~ ~H20 7 
1) Enz+ R-CH-COOH + ATP ~ tB-cH-t-0-AM~ ·Enz+ PPi 

1 NH2Ç 7 . Nl½Q 
2>l!-CH-C-O-AM_fj ·Enz+ HO-ARNt p . R-tH=t-o-ARNt+AMP+ Enz 

C'est la haute valeur en énergie potentielle de la liaison ester 

réalisée entre le groupement -CO OH de l'acide aminé et 1 1 hydroxyle du 

sucre du dernier a dénosine de l'ARN de transfert qui permst ensuite la 

formation d'une liaison peptidique sur le ribosome. 

2. L'initiation. (GRU NB ERG- MANAGO , 19 77 - KOZAK, 1978) 

L'initiation comprend toutes les étapes permettant au riboso me 

de s'attacher à l'ARNm e t de se placer au bon endroit pour permettre 

la formation du premier lien peptidiq ue. 

* Dans une première étape, un compl axe stable se forme entre le fa c teur 

eIF-2, GTP et l'ARNtn1et (ARNt -initiateur). Le comp le xe ternaire 

ainsi form é peut ~tre transféré à la so us-unité 40 S, en l ' a bsence 

de l' ARNm , c ette interaction Rtant stabi lisée par les facteurs eIF-1 

et eIF-3. 

* e IF- 3 est indisp en sable pour l'étape suivante c'est à dire l'a tta ­

chement de l 1 ARNm , une réaction qui dépend aussi des f acteurs eI F- 4A 

4B et 4C et qui néces site de l' AT P. 
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Un mécanisme possible pour l'initiation de la traduction chez les 

eucaryotes a été proposé par K0ZA K (1978) : la sous-unité 40 S 

( plus les facteurs qui lui sont as s ociés) s'attacherait à l'extré­

mité 5 1 du message et avancerait jusqu'à ce qu'il rencontre le pre­

mier triplet AUG. 

*Ace point là se réaliserait la dernière phase de l'initiation : 

l'association du complexe 40 S.(AR Nt i ~itiateur).AR Nm à la sous­

unité 60 S. Elle est catalysée par eIF-5 et nécessite l'hydrolyse 

du GTP en GDP+Pi. 

Ce modèle expliquerait les caractéristiques de l'initiation chez les 

eucaryotes, à savoir : 

1) Elle se limite à un s it e unique, localisé à l'extrémité 5' 

2 ) Le pre mier triplet AUG peut se trouver à une dist a nce variable de 

1 1 extrémité 5 1 • 

3) L'absence de codons AU G dans la s é quence 5 1 non cod a nte, précédant 

le triplet i n itiateur de la traduction. 

4 ) La présencE d'un cap m7G , qui coiffe l'e xtré mité 5' de la plupart 

des me s sagers d 1 e uc a ry ote s et qui fa cilit e l'initi a t i on. 

Ce mo dèle s u p pose que la sous-unité 40 S (plu s les f a cteurs) est capa­

ble de s e déplacer seul s u r le message; de s ex péri e nces réc e nt~s ont 

per mi s de conf i r me r cette hypothèse ( K0ZAK & SHA TKI N, 1978) . 
. f Met Une fois le complex e 80 S.mess2ger.f a cteurs. ARNt en place, la lec-

ture de l'A RN m et la form a tion de la chaîne pol ypeptidique peuvent 

com mencer. 

phosµiictylation-. 
-~ 40S 

l~IF-2 l__j 
L~%:11NAj + 

",,,,o~ 40S·Met-tflNAl 
,,,,v,,·'' GTP .'.] 

~l~:\J-'~l mRN4-
eff-'-'A - ( - -" ADP+Pi 
e!F-4 8 - j AT, 
elF-4c;--

[40S·Met-tRNAf mRNAl 
GTP J 

dF-5 -- E.iOS ·rGDP+Pi 

[60S·Met-tRNA(mRNA] 

Fi g . 7 : In i tiati o n de la 
s yn thèse proté iq u e c h ez le s 
mam mifère s . 
0 1 e près REV EL & GRDN ER, 1978 
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3. L 1 Elongation • (LENGYEL, 1974) 

L'addition d 'un acide aminé à la chaîne protéique naissante 

est un processus répétitif. 

Le ribosome y joue en quelque sorte le rôle de "tê te de lec­

ture" puisqu'il se meut le long de l'ARNm dans le sens 5 1 - 3 1 tout en 

effe c tuant la synthèse d'une chaîne polypeptidique . 

La réaction centrale dans ce processus est l a formation de la 

liaison peptidiqu e . Pour comprendre ce mécanisme qui va être détaillé 

de suite, il faut envisager le modèle impliquant la présence de 

"sites" au niveau du ribosome. En effet, pour qu'il y ait formation 

d 'un li e n peptidique, il faut que deux aminoacyls tRNA ou un aatRNA et 

un peptidyl tRNA, soient proches l'un de l'autre. Il f a ut donc supposer 

au niveau du ribosome au moins deux sites où l'ARNt peut ve nir se lier. 

Ces sites sont appe l és site Pou site peptid yl-tR NA et s ite A ou site 

aminoacyl-tRNA. X ~ / -
0 IO -i... LewfJ -:=::, ~ Le¼_ 

peptidyt 
tRNA 

NH, 
\ aa 
\ 

site de la 
peptidyl 
tran·stérase 
site A 

aa-t RNA 

5'- - - -X Y Z - ----3' 

codon n codon n +1 

Fig.8 : 

De ssin schématiq u e d'un ribo­
some mont r ant les sites A 
e t P . (SMI TH, 1976) . 

Le produit final de la ph a se d 'ini tia tion est un complexe d' 

initi atio n dans leq~ e l l' ARNt f Met est lié au site P . 

* Dans la première parti e du cycle d ' é longati o n, un aminoacyl - tRNA se 

lie au site A. L1 ami noa c yl - tRNA est celui sp éc ifié pa r le co don a d­

jacent du côté 3 1 du codon initia teur. 

I l est a tt aché au complexe ARNm - ribosome sous la forme d ' u n co mp l exe 

aminoacyl tRNA.EF -1L. GTP (E F- 1L est l a forme a ct ive du facteur EF-1. 

Cette protéine est souvent présente dans le s t issus sous forme d 1 a g­

grégat de haut poi ds mo léculaire : EF-1H 
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* La deuxième partie du c ycle comprend la formation de l a liaison pep­

tidique (voir fi g . 9). Le GTP du complexe cité est hydr o lysé en 

GDP+Pi et l'ensemble EF- 1L.GDP quitte l e ribosome. Le résidu Met se 

trouvant au s ite Pest libéré de sa liaison peptidique a vec le groupe 

acide aminé de l'aminoac y l-tRNA du site A. 

L'enz ym e catal ysan t la formation de cette li aison est appelée pepti­

dyl t ransferase e t fait parti e de la grande sous-unité . 

Site peptidique 

: NH2 

1 

mRNA 

Peptid y l -
tran sférase 

Pept icJ yl­
transfl.!ra.sc 
de la sous• 
. unité 60s 

1 
O=C 

1 
NH 
1 

R-CH 
1 

O=C 
1 
NH 
1 

R'-\H 

tRNA déchargé 

rl-
HO 

Site P 

R'-CH c-o- --"' 
Il 
0 1 

C-0-
11 . 

0 
Pcptidyl-tRNA Peptidyl-tRNA 

allongé d'un résidu 

Fig. 9 La réaction de fo r ma tion de l a liaison peptidique. Elle se 
fo r me par un méc anism e de dép l a c eme nt nucléophil e : le gr oupe­
ment aminé du nou ve l aminoac yl-tR NA déplace l e tRNA de 1 1 amino ­
ac ide pr é c ede nt a u niveau du c a rbo xy l, c e qui cond~it à un 
pe ptid y l-tR NA ' allongé d'un rés idu ( LEH NIN GER, 1977). 

* Dans l a trois ième partie du cycl e , la translocation, l e f a cte ~r EF-2 

et du GTP sont li és au ribosome . 

Après que le s ite Pait été libéré, le dipeptidyl - tRNA es t déplacé 

du site A au site P , le rib osom e se déplaçant le long de 1 1 ARNm de 

trois nucléotides en directi o n 3 1 • 

Le GTP lié au r ibosome est hy dr o l ysé en GDP+Pi et l es pr oduits d' hy ­

drolyse quittent le ribosom e en même te mps que le f acteur EF- 2 . 

A c e stade , nous nous retrouvons dans l a situation init i al e et un 

nou ve a u c yc l e pe ut recommencer . 

Pou r que cel a so it possible , il suffit ~e r égéné r e r l e complexe 

EF-1.GTP à parti r de EF- 1 . GDP (fig . 10 ) . 
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••,·y 002-tRNA·EF+GTP 

EF-l+GTP--EF-1-GTP 

GDP GTP 
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Pi 

Etape de l' élongatio n né c essitant l'intervention du f ac teur 
EF-1 et recycl age de celui-ci ( Ll EIS SBA CH & • CHOA , 1976) . 

4 . La terminaison. (LlEISSBA CH & • CHOA , 1976) 

Le proces sus de term inais on comprend la libérat io n de l a chaî­

ne polypeptidique complète du complexe ribosom e- ARN m. 

Le peptide est alo r s au site P du ribos om e et au site A se trouve un 

des trois codons de termi nai son : UAA , UAG ou UGA . 

De plus, un facteur spécifique RF et du CTP sont nécessaires . 

Le G;P permettrait l'associ a tion du RF avec l e ribosome mai s s on 

hyd rolyse n ' interviendrait que dans une étape ultérieure, peut - être 

dans le recyclage du fact eu r. On peu t a ussi mett re en évidence que 

l'activité de l a pep t id yl tra nsf é r ase joue une part impor tante dans 

le processus de l ibération du peptide attaché à un ARNt au s i te P 

(GOLDSTEIN & al , 1970) . 
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C. Le polysome, unité de fonction 

Nous avons jusque maintenant décrit les différents évène­

ments qui eboutissent à la sy n thèse des protéines . Les élémen t s 

nécessaires sont un ARN messager , un ribo some , des ARN de transfert, 

des acides aminé~, des facteurs protéiques et énergétiques , des en -

z yme s, Dans l a çellule , nous obser vo ns pourtant un nombre de 

ribosomes beaucoup pl us élevé que de messagers ; d ' autre part , on 

sait a ussi que le ribosome s uit un c ycle, c. à . d . qu'après la lib é ­

ration de l a cha î ne pr otéique qu 'il vie nt de terminer , le ribosome 

se scinde en ses deux sous -u n i tés , celles-ci sont ainsi pr~tas à 

recommencer l a synt hèse d ' une no uvelle chaîne protéique. 

Dé couverte des_polysomes . 

C' est au début des années 60 que furent faites les observa­

tions décisives qui établirent l a signification des agrégats ribo­

somiq ue s . Des expé r iences. avec des réticuloc ytes , montrèrent que des 

chaînes naissantes de protéines , qui a vaient été marquées dans des 

ce llules intactes , étaient associées avec une fraction ribosomique 

hétérogène 170 Set non pas avec le s ribosomes 80 ~ (WARN ER & al, 1963 -

WETTSTEI N & al , 1963) . D' aut res expé riences testant l' activ ité d ' in ­

corporation d ' acides aminés par des ribosomes de foie de rat , da ns 

un milieu acellu laire, mont rèren t que l'acti vité augmentait propor ­

tionne ll ement à la présence d ' agrégats lourds. Les pr épa ra t ions les 

plus actives contenaient très peu de ribosomes 80 Set étaie nt co ns ­

tituées surtout de matériel 11 lourd 11
• 

La relation existant entre l a s tructure des agrégats et 

l'i ncorporat i on d ' ac id es aminés, su9géra immédiateme n t que 1 1 ARN 

messager était responsable de la formation da ce s ag ré gats . 

L ' interprétation la plus attrayante représentait les polysomes comme 

des ribosomes 11 enfilés 11 sur un brin unique et con-l::,inu d • AR!\Jm . 

Cette concept ion était ap~u yé e par le fait de 1 1 e xtr~me sen ­

sibilité de ces agrégats à des traces d ' endonucléases . 
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De plus, on ob servait une proportionnalité en tre la t aille des 

polysomes et le poids moléculaire de l' ARNm , une réduction de l a 

taille mo y enne du messag e r par fragmentation des pol ysorn es avec 

des traces de RNases, la rup tur e des po lysomes suite à une i nhib i­

t ion de la sy n thèse de l' ARN m par 1 1 actinomycine, ai nsi que la 

formation des polysomes à partir de ribosomes et d 1 ARN viral 

( NOLL , 1969 ) . 

Sur un polysome, plusieurs ribosomes peuvent donc l ire si­

multanément le même message, avec bien sOr un décalage, qui corres­

pond au temps mis par un ribosome pour qui tter le site d 'initiation 

et permettre au riboso me suivant de s ' y fi xe r. 

Le polys ome n 'es t plus actuellement une simple vue de l ' esprit 

permettant d 'e xp liquer les diverses observations effectuées , mais 

bien une unité structurelle visible au microscope électron ~que . 
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Etats topographiques 

Les polysomes existent dans deux états différents : ils 

sont soit li bres dans le cytoplasme, soit liés aux memb ranes du 

réticulum endoplas~ique . On a attr.ibué à ces derniers la fonction 

de synthèse des protéines destinées à ~tre sécrétées par la cellule. 

Ces protéines passeraient directement dans le réticulum endopla 9 mi­

que pendant· leur élaboration. 

Des mét hodes ont été mises au point pour préparer ces pol y­

somes , soit séparément ( VENKATESAN & STEELE, 1972 - BLOEMENDAL & al, 

1973 - RAMSEY & STEELE, 1976) soit ensemble (RAMSEY & STEELE , 1976). 

Lors de l'ext ra ct ion des polysomes , ce sont non seulement des ribo­

somes et des messagers qui sont extraits , mais également des fac­

teurs protéiques asso ciés aux ribosomes lors de la synthèse protéi­

que. Toutefois , de fortes co nc entrations en KCl (500mM) permettent 

de les 11 détacher" des ribosomes et donc de les préparer séparément. 

(PICCIANO & al , 1974) 

Taille des_~olysomes 

Un polysome peut se caractériser par sa taille, c . à . d . le 

nombre de ribosomes pa r messager . Cette taill e (R 0 ) dépendra de 

la longueur du messager (Ao) et de la distance qui sépare deux ri ­

bosomes ( a), ex pri més tous les deux en nombre d ' acides a minés (t ri­

plets) ou de nucléotides . 

Ra= A0 / a 

A un t emps donné , la dis tan ce entre deux ribosomes consé ­

cutifs sur l' AR Nm, dépend de la vi t e s se d' é lo ngation (Ve) et de 

la f réquence d I init iation Ni ) . Ceci , à candi tia n que l a terminai ­

son ne soit pas limitante. 

La taille du pol ys ome dépend donc de la v ites se d ' élonga­

tion et de la fréque nc e d ' initiation. 

R0 = A0 x V i / V 9 
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Mais, dans une cellule , nous avons à faire à un e population 

de polysomes . Pour étudier la distribution en taille de ces poly ­

somes , une technique simple est utilisée : la centrifugation sur 

gradient de saccharose . 

La centrifugation de zone sépare les macrom olécu le s en fonc ­

tion d e leur taille , de leur densité et de leur forme . Si ces molé ­

cule s sont sou mises à un champ centrifuge , la force agissant sur 

elles sera contrecarrée par des forces de friction et de flottaison . 

Si le poids moléculaire augmente , le rapport surface/ masse et 

la résistance rela tive à l a friction diminuent. C'e st pourquoi , l a 

vitesse de sédimentation va augmenter en fonction du poids molécu ­

laire , au sein d'une famille de molécules ayant même forme et même 

densité . 

La centrifugation zonale produit une série de bandes , à 

intervalles réguliers , en acco r d avec le nombre croissant de ribo ­

somes sur l ' AR~m . Cela permet donc de séparer les différentes clas ­

ses de taille de polysomes. (Fig . 11) 
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Fig . 11 : Profil de sé ­
dimentation de polysomes 
de foie de souris . 
Gradient analyt i que 15-
50 Ramsay . Les chiffres 
au - dessus des pics dési ­
gnent l a taille des po ­
lysomes . 

Le polysome étant l ' unité fonctionnelle de la synt hèse pro ­

téique ; il nous a semblé i nté ressant d ' étudier c ette unité en tant 

que telle , isolé e de so n contexte cellulaire , et de vo ir s~ -à son 

niveau , o n peut déceler des différenc e s en fo nction de l ' @ge . 
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LES MILIEU X ACE LL ULAIRES . 
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Les milie ux acellulaire s ont d'abord été util i sés dans le 

but d ' étudier l e mécan i sme de l a sy n thèse protéique . Un messager 

naturel ou artificiel (Pol y- U, par e xem ple) peut y être introduit 

e t trad~it , différents fa cte urs va riant d 'u ne expérience à l' a utre. 

Différen ts mi lie ux ont été mis au poi~t et les plus couram­

ment uti~isés s o nt l es suivant 

* Le système de ly sat d ' ascite , dévelo ppé par MATH ELlS & KORNER ( 19 52) 

est dérivé de cellules ascite s se développant dans la cavité pé ­

ritonéale des s ouris. 

* Le système a cellul 2i re de germe de blé décri t par LlEEKS & MARCUS 

(19 71), ROB ERTS & PA TERSO N (1973) , SHIH & KA ESBE RG (1973) est 

facil eme nt pr é paré à partir de germesde bl é disponibles da ns le 

commer ce. 

* Le lysat d e ré t iculoc ytas , un des premiers syst èmes utilis é et 

que no Ls a vons choisi . 

Les réticu l ocytes sont des g l ob ule s r ouge s immatures qui synthé ­

tisent principalement de l' hémoglobine . Des ext raits bruts de 

ces cellul es fournissent un exce ll ent système acellulaire (ADAMSON 

& al , 196~) . L 'ex trai t es ~ préparé en lysant les cell ules av ec de 

l ' e au dist i ll ée et e n sédimentant les débris c el lula ires . 

Bien qu e l ' efficien ce de t raduction d ' un ARNm exogène soit élevée, 

l' ex trait brut possède e nc ore un ha ut degré de synthèse protéique 

endogène qui interfère souvent a v ec l' a na l yse des proté i nes s yn ­

thét isé es~ pa rtir de l ' ARNm ajouté . 

Le mi li eu ave c l equel nous RVons travaillé , est à base de 

l y s a t d e r é t i c u 1 o c y t e s d e 1 a p i n, m o d i f i é s u i v an t l e p r i , -1 c i p e d e 

PELHAM & JACKSO N (1976) pour éviter ce prob l ème . Le b u t est de dé ­

tr uire l' ARNm endogè ne . Ceci est Fait e n ajouta n t une nucléase mi ­

crococcale activée en présence de calcium . L 1 3dd itio n d ' un excè s 

d 1 EGTA (ethyleneglycol- bis(2 - aminoethylethe r ) - N, N'- tetraacetic a ci d ) 

r, omplexe les ions et inactive donc la nucléase . 
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Après c e traitement , a uc une act i vité r és idu e l le en nucléase n ' a 

pu ~t r e détectée et l' activité de s ynthèse protéiq u e endogè n e e s t 

négligeable . C'est là son gra nd avantage par r app ort a ux autres sys ­

tèmes ac e llulaire s , puisque C A der nie r sys t ème peut gtre ainsi sen­

s i b l e à d e t r è s f a i b 1 es c o n c en t r a t i o n s en .A R ~lin • 

En comparaison , le système a cellul a ir e d 'asci tes a une ac ­

tiv ité d'incorpor a t ion endogène très élevée et co nti e nt des nuclé ­

ases qui dégradent rapid eme nt l'AR Nm ajouté . 

Le système dérivé de . germes de bl é a un "b ackg round" com­

parab l e à c e lui du syst ème u t ili s é, mais il a pparait moins sensib l e 

à l'adjoncti on d'ARNm . De plus, le s ystème acellulaire de germes 

de blé a une ha ut e a cti v i té nu cl éasique (PEL HAM & JACKSO N, 1976) . 

Le .s milieux acellulaires pe uvent êtr e " programmés " de de ux 

manières différe ntes . La première est d ' y ajouter un messager n3tu ­

rel o u arti fi ci e l (pol y- U, pa r exemple) ; l a lecture de ceux -c i se 

f e r a pa r le s riboso mes endogènes . La deuxième consiste à enlever 

les ribosomes propres a u milieu a c e llul a ir e et d ' y ajouter alors 

des polysomes provenant de divers t i ssus . 

C' est le deux~ème typ e d'a pproche que no us avons choisi 

po ur not r e t~avail, puisque not re b u t est d ' étud i er l es caractéris ­

tiques fo nctionnelles des poly s ornes de foie de souris , e n f onct~on 

de 1 1 âge , en dehors de 1 eu r co n tex te cellulaire et dans ur1 milieu 

toujours ide ntiq ue et reproductible . 
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IV . BUT DU TR AVA IL 

Il est généra l e ment adm i s que le vi e ill i ssement s'accom pa­

gne d 'un e déficien c e de la machinerie de s ynthèse protéique (ORCEL, 

1973 - MEDVE DEV, 1967 - COM FORT , 1977) . De plus , l'ob s ervation des 

profils de sé d i men ta tion de po ly so mes de foie d e so uris , montre 

une dimin ution d e la taille mo y enne de s po ly som e s e n r e l a tion avec 

l'âge (VA N DEN HAUT E, communication personnelle ) . 

Dès lors, on peut se poser l a question de savoir si ces 

différences " morphologiques " obser vée s au cours du vi eillisseme n t , 

vont de pair av e c d e s différence s fonctionnelles de la machinerie 

de s y nthèse pr otéique . 

Pour répondre à cette question , nous avons a dopté com me 

stra t égie expér i me ntale, d e faire l'étude comparati v e des pe r for ­

mance s des pol ysome s de foie d e souris jeune e t vieille , e n mi l ieu 

acellulaire . C' est l e taux d'i ncorporation d'acides aminés ma r qué s 

qui nous permettra de nous re ndre compte des différence s éventue l les . 

Nous avons c ho i s i de travail l er en milieu a cellul ai re, a fin d ' é li ­

miner de s va ria t .:.ons qui powrr ai e nt interven i r " in v i vo" , au ni\1 e au 

de s f a cteurs énergét i ques , d es e nz yme s i n terv e na nt da ns la traduc ­

tion (tels las a mi noacyl - t RNA syn thét as es ) , de s AR Nt , 



M A T E R I E L E T M E T H O D E S 

I . MATERIEL 

A. Animau x 

B. Produi ts 

C. Conditionnement du matéri e l 

D. Appa r e i ll age 

II. MET HOD ES 

A~ Extr a c t ion des polysomes 

1 . Prép a r atio n du foie 

2 . Homogénéi sati on 

3 . Préparati o n de s pol yso mes 

4 . Purificat i on des polysomes 

5 . Is olemen t de polysomes " lourds " 

e . Techni ques prépa r at i ves et ana l y tique s 

1 . Mesure de la dis trib u tion en tai lle de s pol ys omes par 

c en trifugation en gradient de sac charose 

a) Prépar2tion de s g r adie nt s 

b) Cent rifugati on 

c ) Analyse 

2 . Pr é ci pitation au PEG 

3 . Mesure de 1 1 a bsorbance des a cides ribonu c léiques par 

la méthode de Schmidt - Thannhaus er 

4 . Mesur e de la radi oa cti vité /J pa r s ci nti l lat ion liquide . 

C. Traduction en mi lieu ace llul aire 



- 29 -

r~A T ERIE L E T M E T H 0 D E S 

I . r~ATERIEL 

A. An imau x 

Pour nos expériences , nous avons ut ilisé des souris femelles 

de souche C 57 Bl ac k , nourries " ad libitum" . Les jeunes souris 

sont âgé e s de 1 à 2 mois et l e s vieilles souris de 17 à 20 moi s . 

B. Produits 

Les solution s sont pré pa rées avec de l ' eau bidist illée et des 

·produits "pro analys i" de la firme Mer ck . 

Le diéth ylp yr o carbonate (D . E. P . C. ou Ba y covin , ma r que commerci a l e) 

est obtenu de la firme Bayer . 

Le " Transl at i o n kit - reticulocyte ly sa ts - arnino a c id 

est de la fir me New Englan d Nuclea r . 
L é~ " 

/ LEs filtres utilis é s sont en fibre d e verre (Whatmann ) , diamèt r e 

( 2 , 5 cm GF/C (sé r ie _n ° 7566 ) 

/ Le cocktai l ( sol va nt + scintillant) utili sé po ur l e comptage à 

scint il lation liquide est de l ' AQUALUMA d e l a firme LUMAC . 

C. Co ndit i on nement du matér iel 

Toutes les solutio ns uti l isées sont pr éalablement stéri lis ées . 

Ce ci est ré a l isé en leur ajoutant de la Ba yc • vin 1/ 1• 00 (vol / vol ) 

et e n laissant ensuite touillir l e tout pendan t 30 minutas afin 

d ' éliminer la Bayco vi n . Il en est de mêm e pour la verrerie et les 

i nstruments qui so nt plo ngés dans une solution de Bay c ovin 1/ 1000 . 

Ceux - c i sont ensuit e séchés à l ' étuve (12 0 ° c) . 

De plus , t out au t re ~atérie l (t e ls l ' appa r e il de conf e c ti o n et de 

ré co lte des g r ad i e n ts) est r inc é avec ure sol u tion du même type . 
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La Baycovin est rap idement hydrolysée (après 2- 3 heures à 20 ° C 

et après 30 minutes à 100 °C) selon la réaction suivante : 

C H - 0- C-O, 
2 5 0 + H20 

C H - 0-C - O / 
2 5 

L2 Baycovin i nactive les protéines et est un puissant inhibiteur 

de la RNase , el l e exerce un effet prote c teur sur les pol ys omes. 

Il en est de même po ur le dithiothreitol ( DïT) qui agit en mainte ­

nant les pon ts disulfures à l' état réduit. I l est ajouté aux so l u­

tions de saccharose et aux tampons juste avant leur emploi à raison 

de 1/500 (vol/ vo l) d'une solution 1 ,5 M. 

D. App areill age 

Les centrifugations sont effectuées dans deux types de centrifu ­

/geuses : - à basse vitesse : Sorvall @c J 5 

- à ha ute vitesse 

Rotors type SS 34 ou HB 4 

Beckman - spinco L5-75 et L2 - 7 5 B 

Rotors SW 40, SW 65 et 65 à angle 

Las mesures d 1 absorbance se fon t sur un spectrophoto mètre 

Beckman , modèle 24 . 

Un système " ISCO density grsdi en t scanning" modèle 184 , connecté 

à un 11 absorbance monitor ISCO " modèle UA - 5 , permet d ' établir l es 

profi ls de sédimentatio n en gradient de saccharose . 

Un e pompe µéristaltique 2spRed Proportionning Pump , Technicon. 

Un com pte ur à scintillation : Be ckman , LS- 3150 T. 

Une microfuge B, Beckman . 

II . METHODES 

A. Extraction d e s polysomes 

Le but des manipu la tions qu i suivent , est de préparer à partir 

d'un foie de souris (qu'elle so i t jeune ou vieille) , des po l ysomes 

pu rifiés1 d ' une part , et des palysomes " lourds" ( ) trisomes ) , d ' autre 

part . 
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1 . Préparation du foie . 

Les so ur is sont tuées par rupture des vertèbres cervica l es 

et décaritées ensuite . Le foie est pré levé et aussitôt plongé dans 

une soluti on de sucrase M/ 4 PB 75 pH 8 ,5 glacé (voir tableau II). 

Toutes les opérations suivantes so nt effe ctu ées à une te mpé r ature 

de O ° C à 4 °C . 

Le foi e est ensuite pesé et passé à t ravers un pr ess e-ail 

de manière à éliminer les tissus fibreux qui pourraient dimin u er 

l 'e ffi ci ence de l'h om ogénéisatio n. 

2 . Hom ogénéi sation 

Le tissu broyé est plongé dans 3 volumes (poids / vol) de 

s ucra se M/ 4 PB 75 et homogénéisé da ns u n patter ( B. Bra un Me l s ungen 

AG , de contenance 20 ml, n ° 854240 ) avec un piston en teflon . La 

vitesse de rot a tion est de 2000 tours / min et on effectue 10 va - et ­

vient successifs . 

3 . Préparation des polysomes 

L 1 homogénat obtenu est transvasé dans un tube en verre de 

1 5 m 1 e t _c e n t r i f u g é 3 1 4 0 11 à 2 0 0 0 0 r p m ( 4 8 2 8 0 g R max . ) av e c l e r o t o r 

SS 34 . Cet t e centrifugati o n sé di mente les noyaux, les mitochondrie s 

et l es débris cellulaires . 

Le surnageant eu PMS I est recentrifugé dans les mêmes con ­

ditions . Le deuxième su r nageant (PMS II) est décanté et on y ajoute 

1/ 9 (vol /v ol) de désox ycholate d e sodi um (D OC) à 13 ° / 0 • L ' action 

de c e détergent est de sol ubilise r le s membranes et de libére r ainsi 

les ribo somes attachés au r e ticulum endoplasmique . 

La mesure de 1 1 abso rbance d ' un aliquot , montr e qu 1 1 g r amme 

de foie donne en moye nn e 130 0 . 0 . de PMS II - DOC . 

Ce PMS II - DOC va , dans une premiè r e partie des expériences , 

être e n c o r e purifié en pol ysomes e t , dans une seconde partie ~ être 

/ utilisé comme source de préparation de polysomes "l ourds ". 
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~ homogénat 

1 centrifugé à 48280 gR . 

~ 
max. 

/ ' 
culot u ~ surnageant PMS I 

centrifugé à 482 .80 gRmax. 

8 
culot 

/ ...... 

u 8 + ~oc 8 PMS II-DOC 

surnageant: 
PHS II 

Fig. 12 Résumé des principales étapes condui sant à l ' obtentio n 
de la fraction PMS II - DOC . 

Tampon Ramsev pH 7,4 
----------

Tampon PB 75 pH 8,5 
---------

Tris HCI 10 mM 

Tris. HCI 50 mM 
MgCl2 5 mM 

MgCl2 5 mM 
KCI 75 mM 

KCI 75 mM 
EDTA 0,5 mM 

: ableau II : Tableau II I 
Com position du t a mpon PB 75 . Co mp osi t ion du ta mpon Rams ey . 
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V 

1 
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s F 

J 

1 
s F 

Profils de sédimentatio n .de pol y somes de foie de souris 
jeun e (J) et viei ll e (V) . Gr a dien t s préparatifs 15- 50 
de PMS II - DOC . Les d e ux traits i ~diquent l a fr action du 
gr ad ie nt récoltée : c e sont les pol ysomes "l ourds ". 
Set F désignent respec t ive ment l e sommet et l e fond du 
g r adient . 
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4 . Pur i ficatio n des polysomes . 

Le PMS II - DOC est dépo s é sur un gradient discontinu réalisé 

avec 3 ml de chacune des solutio ns de sa ccharose 55 e t 40 , 3 ° / 0 • 

Ces deux solutions sont elles - mêmes obtenues à partir d ' une solu ­

tion stock de saccha r ose 2 , 3 M PB 75 pH 8 , 5 et de tampon PB 75 de 

manière à obte nir la co ncentration so uhaitée . On complète le gra ­

dient avec du tampon PB 75 pH 8 , 5 . Les gradi e nts sont centrifugés 

à 65000 rpm (368000 g R ) toute la nuit (intégrateur : 322990) max . 
dans l e rctor 65 à a ng l e fixe de manière à sédimenter l es polysomes . 

Ap r ès la centrifugatio n, les co u c hes surnageantes sont éli ­

minées et le culot clair que l ' on obtient est lavé 3 fois av e c 1 ml 

d ' eau bidistillée . Il est e ns~ite resuspendu dans 100 à 150 µ l d ' eau 

bidi s til l ée à l ' aide d ' une baguette de verr B. Ces polyso mes sont 

amenés par dilutions successives à une c oncentr at ion finale de 

0 , 2 0 . 0 . / 4 µ1 pou r être ensu it e ajoutés au milieu acellulaire . 

Le degré de pureté d e cette préparatio n est révélé par s • n 

spectre d 1 ebsor p tion ave c un maximum à 254 nm et le rapport D. • .260 nm / 

0 . • .280 nm qui passe de 1 , 3 - 1 , 4 pour le PMS II - DOC à 1 , 7 - - 1 , 9 

pour les polYsomes purifiés. Les prof i ls d e sé diment ation , d ' autre 

part , ne montre plus u11e f o rte absorbance au sommet du gr 9d ient du e 

à des protéines . (v o ir fig . 14) 

5 . Isolement de pol vs ome s " lourds ". 

Le matériel de base néc essaire est le PMS II - DOC . Celui - ci 

est déposé sur un gradient 15 - 50 Rams e y prép a ratif e t cent rifu gé 

(voir détails plus loin ) . Ca gradi e nt est analysé en • . O. (fig . 13) 

et seule l a fraction cor.tenant l es polysomes " lou r d s " ( :> t r isome s) 

est gardée . Celle - ci est précipitée au PEG (v oi r plus Join p : 39) 

et le cu lot est resuspendu dans que lques µ l d ' eau bi d is t illée jus ­

qu ' à obtenir une concen":ration fi .7ale de 0 , 2 0 . 0 . / 4 _µJ.. Ces poly ­

somes se r ont ajoutés au milieu acellulaire . 

Un aliquot de ce culot ust dép osé sur un ~ra di~n t anal ytique 

·1 5 - 5 0 R a m s e y d e man i è r e à v é r i f i e r " l I é t a t " de ce s p o l '/ s o m 6 s , p a r 

leur profil de séd i ne nta t ion . (voir fig . 15) 
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Fig . 14 Profils de sédimentation de polysomes purifiés de foie 
de souris jeune (J) et vieille ( V) . Gradients analytiques 
15 - 50 Ramsey • Set F désignent respective ment l e somm e t 
et le fond du gradie nt . 
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J 

s F 

V 

s F 

Profils de aédimentation de palysomes " lourds " de f::iie 
souris jeune (J) et vieille (V) , préparés par préc i pitation 
a u PEG . Gradients a nalytiques 15- 50 Ramsey . 
Set F désignent r Rspectivement l e sommet · et l e fond du 
gradient. 
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B. Techn iqu es prép 9ratives et analytiq ue s. 

1 . Mesure de la distr i butio n en taille des po l ysomes par 
cent ri fugatio n en gradient de saccharose . 

La centrifugat ion d e zone sépa re l es macromo l écules s uivant 

leursco ef fici ents de sédimentation. La densité du mili eu de sédi ­

mentatio n est toujours inférieu re. à celle des macr o mo l écule s, de 

s orte qu ' au delà d 'un certain temps de c en tr i fug ati on , celles - ci 

s'accumulent au fo n d du t ube. Le gradie n t de de nsit é incorporé au 

mi lieu em pê che 1 1 étal e ment des zones contenant des mac r omolécules 

de même coefficient de séd i me n tation . Le temps de centrifugation 

et le g radient de densité sont chois is de maniè r e à ob t en ir l a me il­

leure ré so lution po s s ib l e . 

a) frépara t ion des g r ad i e n ts . 

Ceux - ci sont réalisés à parti r de deux solutions 

* une so lut ion d e saccharose 15 °/ 0 tam pon Ramsay pH 7 , 5 

* une solution de saccharose 50 °/ 0 t ampon Ramse y pH 7 , 5 

( la composition de ce . tampon es t donnéedans le t ableau III . ) 

. L ' appa r ei l utilisé ~ourla confection des g r ad ients est schématisé 

ci -d essous 

A B 

pompe 
péristaltique 

Deux c o mparti ments , A et 8 , son t r e li é s ent r e e ux pa r un 

conduit iGférisur mu ni d 1 un ro bi ne t . Da ns le comp a rtiment B plonge 

un agit a t e ur et c e comp a rtim e nt co mm unique à l ' ext é ri e ur pa r trois 

cs nau x étroits . 
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Dans le compartiment A e st dépos é un vol ume d e l a solution 

de sac cha ro se 15 °/
0 

• On en introdui t également dan s le cor.d uit 

in fé ri e ur de maniè re à éviter l a formation d ' une bulle d ' a ir . Un 

m~me vo l ume es t ensuite déposé dan s le co mpar t imen t B. 

Ce v o lume est de 7 , 5 ml pour 3 t ubes Sw 65 

19 ml pour 3 tu bes Sw aO. 

L ' agitateur est mis en r o u te et les deux c omp artime nts mis 

e n com munica tion pa r l ' ouverture du robin e t . Simultanément , o n fait 

démarre r l a pomp e péristaltique . Le débit de cette pompe est de 

- 3 ml/min . pour les trois tu ya ux utilisés pour remp l ir tro i a tubes 

Sw 40 . 

- 1 , 3 5 ml / min. po u r les t rois tuyau x uti l is és po ur r emp lir trois 

tubes Sw 65 . 

Le saccharose lourd · est d ' abor d aspiré pa r la pomp e , tendis 

que dans l e compa rtiment B s ' effe c tue l e mélange pro g~ess if des deux 

solutions . On r éa l i s e qu 1 a i ns i, du sa cc h aro se de plus en plus l éger 

est aspi ré et r emplit le s tubes . Le g r a dient fo rmé est linéair e . 

b) Centrifugation. _ 

Po ur des g r ad ien ts ana l ytiques , un al i quot de la suspensio n 

d e p o 1 y s o m e s ( PM S I I - DO C , p o 1 y s o mes p u r i f i é s o u p o 1 y s o m e s t! 1 o u r d s 11 
) 

es t déposé à la s urface du g r adient . Les gredients sont centrif ugés 

pendant 45 1 à 65000 rpm (420000 g R ) dans l e r otor Sw 65 . · max . 
Pou r des gradients pré pa rat i fs , une plus grande quantité 

de polysomes (PMS II - DOC) est dépos ée à l a s urface du g r a die nt , 

c . à . d . envi r on 7 50 J-Ll • Les ; radi ants sont cen~rifugés pendant 105 1 

à 40000 rpm (264000 g R ) dans l e rotor Sw 40 . max . 

Les g r adients sont r ecueillis g r~c e à un système de perc é e 

ISCO , modèle 184 ( voi r " Appa r ei ll age " p : 30) selon l e pro cédé décr i t 

da ns l e schéma suivant 



11ucrose 
lourd 

UV 
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• 
• 

Le fond du tube est percé a u moyen d ' une aiguille creuse dans laquelle 

est inje c tée une solution de saccharose lourd (55 - 60 %) . 
Ce l le - ci r epousse donc vers le haut le contenu du tube . Le débit 

e st ma i ntenu consta n t gr~ce à une pompe péristaltique . 

Tout le contenu du gradient passe devant une cellu le photo ­

électrique et 1 1 abso r bance est mesu r ée en contin u à 254 nm et enre ­

gistrée sur papier . 

Po ur l es gradients ana l ytiques , l e contenu n 1 sst pa s co n­

servé . Pour les gradients préparatifs , se ule la fraction contenant 

les pol ys omes " lourds " est recueillie dans un tub e en verre de 30 ml 

ma i ntenu dans la g l a c e . 

2. Précipitation au PEG . 

Une solution de polyéthylène glycol 20 % tampon PB 75 pH 8 , 5 

est ajoutée volume/volume à l R fraction polysomale recueill~e . 

Le tout e st porté à une concentration fi~ale en MgC 1
2 

de 

10 mM, soit 1/50 (vol/vol) de MgC1
2 

M. Ap rè avoir mélangé au vortex , 

on met le t ub s en verre a u réfrigé ra te u ( 16 . 0 t pendant toute l e 

nuit . Le l e nc emain , ap r ès avoir dégelé l a s o lution , celle - c i est cen -

trifugée 30 1 à 5000 rpm (4080 g R ) avec l e roto r HB 4. Le sur n a -max . 
ge ant est éli miné et le culot est séc hé sous vide (1/2 h e ure n1ini mum) . 
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Mesu f ë de 1 1 absorbance des acides r ibonucléiq ues pa r 
l a méth o de de Sc hm i dt - Th ann ha us e r . 

Le but de cette mesure est de vérifier si la D. O. d 'u n échan ­

tillo n lue au spect r ophotomèt r e à 260 nm est bien du e à de 1 1 ARN . 

Pour cela , l ' échantillo n est sou mis à u n e hydrolyse alca l i n e . 

Le KOH , en effet , hyd r olysera 1 1 ARN en fragments acido - solub l es 

mais respectera l ' ADN et la plupa r t des pr otéines ce l lu l aires qui 

vont pr é cipiter l ors de l ' acid i ficatio n du milieu . La l ecture de 

la 0 . 0. à 260 nm du s urnageant do nnera un e mesure de 1 1 abso r ba nc e 

due à 1 1 ARN . 

KOH 

Des expé r ien c es prélim inaires (FOU LON , commu nication pe r­

sonnelle) ont été réa l isées à pa r tir de différentes concent r atio ns 

en po lysomes purifiés . La 0 . 0 . " native " et l a 0 . 0 . mesurée a près 

l e Schmidt - Thannha use r de diffé r ents écha n ti ll ons mises en gr aphi ­

qu e , donne la relation suivante : 

0,4 

0 ,3 

o;, 

D.0. 
aprè• S·T 

• -· • 
o;, 

• 

D.0."na ive" 
0,3 0,4 
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Pour chaque échantillon , on procède comme suit : 

* On travaille à partir d'un échantillon de 0,5 ml dont on mesure 

la 0.0. à 260 nm. C'est ce qu'on appelle la 11 0.0. native". 

* On y ajoute 250 ~l d'acide perchlorique (PCA) 2 N froid. On mé­

lange au vortex et après 15 min. à O °C, l'échantillon est cen­

trifugé . 41 30 11 à la microfuge. 

* Le surnageant est recueilli et le précipité est lavé en lui ajou ­

tant 0,5 ml de PCA 0,7 N froid. Après mélange, on centrifuge le 

tout 4 1 30 11 à la microfuge .. 

Le surnageant est écarté et le p~écip ité est lavé de la même ma­

nière. On obtient donc un nouveau précipité et un troisième sur­

nageant, qu'on joint aux deux autres. 

* Les trois surnageants rassemblés, forment le "blanc" du test. 

L'échantillon pouvait effectivement contenir de l'ARN hydrolysé 

qui aurait interféré avec 1 1 ARN hydrolysé par le KOH dans la 

mesu re de 0.0. 

La lecture de l'absorbance se fait à 260 nm. Le "bl anc " est lu 

contre le mélange suivant : 1 ml d'eau bidistillée, 1 ml de PCA 

2 Net 2 ml de PCA 0,7 N. 

* Le précipité est entre- temps soumis à une digestion alcaline en 

lui ajoutant o ,5 ml de KOH 0 , 3 N. Ceci pendant 1heure à 37 °c. 

* Après 1 heure, l'échantillon refroidi est acidifié en lui ajou ­

tant 100 µl de PCA 5 N froid . Après 15 min. à O °C, il est cen­

trifugé pendant 4 1 30 11 à la microfuge. 

* Le surnageant est conservé et le précipité est lavé avec 0,5 ml 

de PCA 0,5 N froid . Après une nouvelle centrifugation, la même 

opération est répétée de manière à obtenir une récupération ma ­

ximale des fragments d 1ARN acido - solubles . 

* Les trois surnageants sont rassemblés et centrifugés 10 min. à 

5000rpm (4080 g R ) avec le rotor HB 4. max . . 
Le surnageant de cette centrifugation contient l'ARN hydrolysé 

et on en mesure la 0 . 0 . à 260 nm. Cette lecture se fai t contre 

une solution composée de 1 ml de KOH 0 , 3 N, 200 fJl de PCA 5 N et 

2 ml de PCA 0,7 N. Elle est centrifugée en même temps que les 

échantillons et c'est le surnageant qui sert à faire la lecture. 



Fig. 16 

+ 250 µl PCA 2 N 
15 1 -0°C centrifugation 

4 1 30 11 

t· ~ + 500,;.il PCA 0,7 N ~JBlanc 

• ceatci~ ~•-------- j 

+ 500 µl PCA 0,7 N 
+ ce~trif. 1 {f-' 

~~3 

' . 
lecture 
o.o. à 
260 nm 

u + 500 µl KOH 0,3 N u 1Hr.37°C 

u + 100 ~l PCA 5 N 15 1 -0°C centrifug a tion 
4 1 30 11 

f-------- -~·t, -- centrif ug ation 
10 1 - 5000 rpm 

+ centrif. 1 ffi 
'-.~~ 

. +'-500 µl PCA 0,5 N 

. '~"''~W, 
s urn ag e a nt : 
l e cture 0.0 • 
à 260 ·nm 
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Schéma résumant les différentes étapes de la méthode 
appliquée (détails p : 4 1 ) 

Le rapport de la •. •• après et avant le Schmidt-Thannhauser 

donne une idée de la fiabilité de la lecture de la 0.0. "native" 

en tant que mesure de la concentration en ARN. En effet, 1 1 absor­

bance à 260 nm peut être due en partie à des protéine s . Si ce rap-

port est égal à 1 , la "D. O. native" sera une mesure fiable de la 

concentrat i on en ARN. 
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4. ~esure de la radioactivité /3 par scin tillat ion liquide. 

Le comptage à scintillation liquide se base su r la mesure 

de la lumière émise par les photons prove nant d'atomes qui ont été 

excités, directe men t ou indirectement, par les rayonnementsr-, c.à.d. 

par des électrons. 

Chaque isotope/3 émet des électrons qui ont des énergies 

cinétiques très diffé rente s . On peut ainsi tracer le spectre d'é­

mission des rayonnements 

Nombre 
d'impulsions. 

Energi e moyenne 

Isotope En . max . En . 

3H 1 8 Ke v 55 

14c 159 Ke v 49 

32P 1700 Ke v 

35 5 · 16 7 Kev 50 

45Ca 254 Kev 75 

moy . 

Kev 

Ke v 

Kev 

Ke v 

Energie 
maximale 

Energie. 

On voit ainsi que chaque i sotope est caractérisé par son 

énergie de désintégrat i on. 
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Le but du comptage à scintillation liquide étant de trans ­

former l ' énergie cinétique des électrons lors de l ' émission , en 

énergie lumineuse , on interpose entre l ' endroi t où ces élect r ons 

sont émis et l ' endroit de la mesure , des inter méd iaires . 

L ' échantillon es t placé dans une fiole en verre , et on l ui 

adjoint du " coc k t ai l ", qui est co mposé d ' un faible taux de scintil ­

lant primaire (le soluté) dissout dans un solvant organique . 

Les meilleurs solvants organiques sont des h yd rocarbures 

aromatiq ues , comme le toluène o u le xylè n e . La configu r ation chi ­

mique de ces molécules avec un no ya u benzène , est telle qu ' elles 

ont des électrons particulie r s qui sont relativeme nt peu liés aux 

atomes de carbone et peuvent ainsi att eindre des états excités lors 

de radiations . 

L ' éne r gie absorbée peut être t ransfér ée à des molécules de 

scintillant qui possèdent à l eur tou r des électrons excités . A la 

suite de quoi , ces molécule s émettent des radi a tions visibles ou 

photons . Ces scintillants s ont aussi des molécules aromatiques . 

(Ex . PP• 2 - 5 diphenyloxazole) 

Si l a lumière émise à partir du pre mier scintillant n'est 

pa s dans la bonne gamme de longueur d ' onde pour le photo multipli ­

cateu r , un second scintillant peut être ajouté au c o c kta i l . Il ab ­

sorbe r a l ' éne r gie venant du premier s cintill ant et la r éémett r a 

sous forme de photo ns de longueur d ' onde plus élevée . 

(Ex . POPOP = 1 , 4 , bis - 5- phenyloxazolyl benz ène) 

Les photons émis vo n t passer ens uit e dans un photomu lt ip li ­

cateur qui es t une cellule photoé l ectriq ue transformant la mesure 

du photon en mesure électrique. Le tube du photomultiplicateur com­

prend une photocathode qui émet des é lectrons sous l' a c tio n de s 

photons . Le s élect rons sont attirés par l a dynode suivante (ou élec ­

trode intermédiaire) qui se t rouv e à un potentiel plus positif que 

la photocathode . Les electrons ainsi a ccél érés vo nt frappe r l ady ­

node et un nombre plus important d ' éle ct r ons vont être réémis par 

la dynode . Ceux - ci sont attirés pa r la dynode suivante et ainsi de 

suite jusqu ' à l'anode. 
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On constate donc que de l' élect r on émis jusqu ' à l ' imp ulsio n 

électrique, de nomb r euses pe r tes interviennent aux d i fférents .n iveaux . 

On appelle - cpm le nombre de coups pa r minute indiqué par l ' appareil 

de comptage . 

- dpm l e nombre de désintégrations par minute des atomes 

radioactifs. 

- l'efficience d ' un comptage , le rappo r t E.E.!!:! 
dpm 

Tous les phé nomènes qu i tende nt à affa iblir l' eff ici e nce por ten t 

le nom de 11 quenching 11
• 

Par exemple , l'énergie d'excita tion électronique , plutôt 

que d ' êt r e réémise sous forme de photons , est convertie en énergie 

de vibrat i on qui se dissipe en chaleu r soi t spontaném ent , soit a u 

cours de collisions ou de réactions avec des molécules voisines . 

Le 11 quenching 11 peut aussi provenir de la présence de subs ­

tances étr angères au sein de la solution scintillante . Certaines 

impuretés du solva nt ou des s ub stances scintillantes, de même qu e 

certains éléments de l'échanti llon à compter, captent l ' énergie à 

leur profit et l a réémet te nt sous une forme non radiative et dégra ­

dée , so uv ent sous forme de cha l eur . 

Dans les dernières étapes de transfert d ' énergie , l'atté­

nuation des photons peut se faire par la coloration de l ' échantillon. 

Un dernier facteur contribuant à l a diminution du rendement 

de comptage , est le phénomène d 1 autoabsorption . Ce ll e- ci se produi ­

ra, et c ' est ici notre cas, l ors du comptage d ' échantillons se tr o u­

vant su r un papier filtre . Cette perte est due à l' absorption des 

rayons j-3 par l ' échantillon lu i - même et dépendra de la forme ph ysi ­

que de l ' échantillo n et de l' énergie de la particule . 

Naturellement , l'efficience sera d ' autant plus faible que 

l ' énergie du radioisotope sera faible . 

Les effets ses différentes formes de 11 quenching 11 sont tou ­

jours l es mêmes : un certain nof\1br e de désintégrations étant " perdues", 

il en résulte d ' une part , une perte du nombre d ' impulsions enregis ­

trées à la sortie du tube photomultiplicateur , et d ' autre part , une 

diminution de l ' amplitude de ces impulsions. (Ce deuxième effet ne 

se r a pratiquement pas observé po u r le tritium . ) 
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Pratiquement, comment peut-on déterminer l'efficience du comptage? 

a) Méthode du rapport des canaux de comptage. 

Tout 11 quenching 11
, quelle que soit sa nature, entraîne un 

déplacement du spectre d'énergie vers les énergies plus faibles, 

consécutif à une atténuation de l'intensité de l'émission lumineuse. 

Dans un échantillon 11 quenché 11
, le rapport entre le nombre 

d'impulsions enregi~tré dans deux parties du spectre diffère donc 

de celui calculé à partir d'un échantillon non 11 quenché". 

Nomb re d 1 

impulsions 

~-on quenché 

Energie 
7 

Au plus le 11 que n ching 11 augmente, au plus le dépla ceme nt du 

spectre sera important et au .plus le rappott . g/A _devieridra petit . 

Comment, à partir de ce rapport trouver l ' eff icience? 

On établit une droite d ' étalonnage en utilisant une quanti­

té fixe d'isotope , en présence de différents a gents 11 que nchants 11
• 

Sachant que 1 JJ-Ci vaut 2 , 22 X 10 6 dp m, on peut estimer le nombre 

de dpm qu'on a pa r échantillon . Le nombre de cpm étant donné par 

l'appareil, on peut calculer l ' efficience. Le rapport 8/A étant 

aussi fourni, on pourra construire une droite d'étalonnage, qui 

sera différente pourchaque isotope. 
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b) Standardisation par source externe. 

C'est la méthode que nous avons adoptée. Elle est entière­

ment automatisée. Elle est basée sur le principe suivant : 

on amène près de la fiole à compter une source de radioactivité ~ 

très énergétique (es*). La courbe d'émission des rayons~ sera 

différente _ suivant le 11 quenching 11
• 

Les mes ures de l'efficience permettent de constater si, 

d'une fiole à l'autre, celle-ci est difféFente. Si c'est le cas, 

une correction des valeurs de cpm en dpm est nécessaire pour pou­

voir comparer ces valeurs. 

Au cours de nos expériences, nous avons utilisé comme sup­

ports du matériel radioactif, des disques en fibre de verre. 

Pourquoi? 

Un des a vantages réside dans le fait qu'aucune absorption 

ne se fait dans la fibre elle-même, de plus, les d~ques peuvent 

être traités avec des acide:s forts dans le but de redissoudre des 

matériaux, sans avoir d'effet nuisible sur le support lui-même. 

Mais, ces disques en fibre de verre posent des problèmes : le pre­

mier se situe a u niveau du marquage de ceux-ci, car le graphite 

est facilement effacé. Il faut donc graver un chiffre dans le dis­

que de manière délicate. En effet, ces disques en fibre de verre 

sont très fragiles et se désagrègent facilement; c'est là leur se­

cond inconvénie n t. Au cours des traitements qu'ils subissent, passa­

ges dans des acides, chauffage, etc ... , de petits fragments peuvent 

se détacher, emportant avec eux des parcelles de radioactivité. 

Cela se marquera alors dans les résultats des expériences. 
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C. Traduction en milie u acellulaire . 

No us avons vu dans l ' introduction (p : 26) l e type de système 

acell ul ai r e que no us avons utilisé . 

Pour pouvoir tester les polysome s de foie de souris , les 

ribosomes du lysat de réticulocytes sont enlevés par une centrifu ­

gation préalable . Celle- ci est réalisée dans une airfuge (Beckman) 

pendant 1 heure à 1-00000 rpm (165000 g R ) . Pour vérifier si les max . 
ribosomes ont bien été enlevés , on fait un test en ajoutant au mi-

lieu d'incubation de l' ARNm de globine . L' incorporatio n d'acides 

aminés marq ués , dans ce cas , est quasi null e . 

Pour les tests d ' incorporation d'acides aminés marqués , 

nous procédons comme su i t : 

- Des filtres numérotés sont prétrempés dans de l'acide trichloracé ­

tique (TCA) 10 % et séchés a vant de commencer les tests . 

- Des petits tubes contenant 110 )-il d ' eau bidistillée sont égale ­

ment prép arés et maintenus dans la glace fondante . Ils serviront 

à diluer les 2 JJ-1 que l'on prélevera du milieu . Ensuite, 100 µ.l 

de l ' échantillon dilué sont déposés sur le filtre . De cette ma ­

nière , la radioactivité est réparti e sur toute la surface et l' ef ­

ficience de comptage meilleure que dans le cas où l ' éc hantillon 

de 2~1 est déposé directement sur le filtre . 

- Finalement , le milieu d ' incubation est réali sé par le mélange de 

* 8 , 5 .,u.l de leucine tritiée 

* 2 µl de " cocktail ", préparati o n commerciale contenant de la 

spermidine , de la créatine phosphate et de la guanosine tri ­

phosphate dans de l'acide N- 2- hyd roxye thyl piperazi n e N- 2- étha­

ne sulfonique . 

* 2 ;..ù d'acétate de.K 1M . 

* 0 , 5 j..Ù d ' acétate de Mg 32/ mM . 

* 8 µ.l de lysat. 

Ce milieu est préincubé 2 min . à 25 °C . C' est à ce tte même tempé ­

rature que le test d'incorporation est réalisé . 
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Après ces 2 min., 4 µl de pol ysomes sont ajoutés au milieu. 

(Ils sont à une concentration de 0 ,2 0.0./4 µJ..) Directement 
dc.ns 

après mélange, 2 µl sont prélevés et déposésvun tube contenant 

110 µl d'eau bidistillée. Après avoir mélangé, on reprélève 

100 JJl qu'on dépose sur le filt re n° 1 , aussitôt plongé dans 

le TCA 10 % froid , ceci en vue de précipiter les proté in es, les 

acides aminés, l'AR N ••• sur le filtre. 

Cette opération est répétée après 2,4,6,B,10,15,20,30 et ~ 5 min . 

~ Le TCA est ens uite porté à ébullition pendant 15 min. de manièie 

à redissoudre tout ce qui n'est pas protéines. 

Après refr oidissement , les filtres sont lavés successivement à ÎC~~~ 

1 1 eau bidistillée, à l'éthanol et à l'acétone. 

es qu'ils sont secs, ils sont placés dans des fioles en verre 

/ utilisées pour le comptage à scintillation, avec 10 ml d 1 Aqualu ma. 

Les fioles sont mises à compter pendant 10 min. chacune. 



R E S U L T A T S E T I N T E R P R E T A T I O N 

I . MIS E AU POINT DES CONDITIONS EXP ERI MENTALES 

A. Contrôle de la " quantité " des polysomes. 

8 . Contrôle de la " qualité " des polysomes . 

C. Caractérisation de la cinétique d'incorporation d ' acides 
aminés marqués en fo nction du temps . 

D. Contrôle de la re prod uctibil ité de l a méthode. 

E. Contrôle de la sensibilité de la méthode . 

F. Optimisa t ion de s conditions po ur l a comparaison de l' e ffici ence 
des polysomes " jeunes " et " vieux ". 

1 • Choix de l'acide am in é marqué. 

2 . Choix de la température d ' incubation . 

3 . Choix de la " quantité " de polysomes . 

4 . Choix du "t ype " de po l ysomes. 

11 . CINETIQUES D'I NCORPORATION DE LEUCINE TRITIEE 

A. Résultats . 

8 . Analyse . 

C. Interprétation . 

1 . Que signifie l ' exi stence d 1 un pl ateau? 

2 . Que r eprésente l ' inte r valle de temps séparant le moment 
où les polysomes sont mis dans le milieu (temps 0) et le 
moment où le plateau est atteint (temps t ) ? 

3 . Comment i n terpréter la pente? 

4 . Qu ' est - ce que l ' efficience de traduction ? 

5. Pourquo i observe - t - on , pour les polysomes " jeunes ", une 
vitesse d ' incorporation (pente) et un taux d ' incorporation 
(plateau) de leucine tritiée plus élevés ? 

5 . 1 . Ces différences sont -el les dues à l' ARNm ? 
5 . 2 . Ces différences sont - elles dues aux ribosomes eux - mêmes? 
5 . 3 . Ces différences sont - elles dues aux facteurs prot éiques 

associés aux ribosomes ? 
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R E S U L T A T S E T I N T E R P R E T A T I O N 

I . MI SE AU POIN T DES CONDITIONS EXPERIMENTALES 

Le but de nos expérie nce s est d'étudier les perfo r ma nc es de 

la ma chin erie de synthèse pr o téique en fonction du vieillissement . 

Pour c e faire , nous avons mesuré l a synthèse protéique t~-~i~~~, par 

des polysomes de foie de souris jeunes et vi ei ll e s. 

(Nous parlerons dorénavant e n abrégé de polysomes " jeun es " et de poly ­

some s "vi e ux". ) 

Nous a vons vér ifié la " quantité " (mesu r ée en D. D. ) et l a 

"quali té '' des po ly somes ai nsi que la r eproductibi l ité et la sensibilité 

du syst è me expérime ntal. 

A. Contrôle de la " quantité " des polysomes . 

260 nm . 

Celle-ci es t mesurée par l a D.O. lu e a u spectrop hotomètre à 

L1 absorbance est à l a foi s due à l'AR N, pour la plus gr a nde -

pa rtie, et à des protéines . , • ., 

No us pou v ions cr a indre que le rapport ARN / protéi nes ne soit 

pas le m~me pour l es " jeunes " et pour les " vieux " polysomes . De ce 

f ait , nous aurions introduit une "quantité" différente de polysomes 

dans l es deux c a s. Pour mesur er cette éventuelle différe nc e , nous a ­

vons appl iqu é la mét ho de de Sc hmidt - Tha nnh auser décrite da ns le para­

graphe " méthodes" , (p. 40 - 41) . Les va leur s obtenues pour quelques 

expériences sont do nnées da ns le tableau ré sumé p : 62 . 

Ces valeurs sont le r a~port de la D. O. lue à 260 nm ap r ès et a vant 

le S-T. Nous constatons que no us obte non s des va leurs pro ches de 1 

pour les.deu x cla s ses d ' âge . 

Ceci nous pe r met de nous fier à c ette mes ure de la D. O. c omme 

i o n de la " quantité " de polysome s utilisée. 

B. Cont rôle de la " qualité" des polysom es. 

Si nous voulons étudier les différences f onctionnelles de 

polysomes " jeunes" et "v ieux ", il faut nous assu rer de leur état de 

conservation au terme de l eur purification . 
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En effet, au cours de ces manipulations, l'ARNm reliant entre 

eux les ribosomes, peut avoir été clivé après avoir été soumis à des 

forces de cisaillement mécaniques ou à l'action non contrôlée d'une 

RNAse exogène ou endogène. De tels polysomes sont à écarter, leurs 

capacités fonctionnelles étant diminuées. 

Le test utilisé pour ce contrôle est le profil de sédimentation, cou­

ramment utilisé au laboratoire. La fig. 17 nous montre deux profils, 

un profil de po l ysomes intacts et un profil de polysomes dégradés. 

Notons, qu'~u niveau des profils de polysomes intacts, on ob­

serve une différence entre "jeunes" et "vieux" (fig. 13 et 14t. Ce 

n'est pas dO à un mauvais contrôle de cet "outil", mais à une variabi­

lité biolo ·~JJ.B pro re aux golY-somes. Nous constatons, par exemple, 

que les profils de "jeune~" et de "vieux" sont différents quant à la 

proportion de monosomes, qui est plus grande chez les "vieux" et quant 

à la taille moyenne des polysomes, qui est plus élevée chez les "jeunes' 

Cette proportion plus importante de monosomes chez les"vieux" 

ne provient pas d'un artéfact, car des expériences effectuées au labo­

ratoir ~ de marquage de chaînes naissantes, iQ_~lv_g__,, par de la leucine 

tritiée, montrent que la radioactivité ne se retrouve pas au niveau 

des monosomes, (ce ~~i serait le cas s'ils provenaient d'une dégradation 



Fig . 17 

• ~ -• C • ~ 

·• ~ 
• C • ~ 
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A 

s F 

B 

s F 

Comparaison des profils de sédimentation de polysomes 
de foi e de souris jeunes , purifiés , intacts (A) et dé ­
gradés (8) . Gradients analytiques 15 - 50 Ramsey . 
Set F désignent respectivement l e sommet et le fond 
du gradient . 
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C. Caractérisation de la cinétique d'incorporation d'acides aminés 
marqués en fonction du temps. 

Cette cinétique est ."1 1 outil 11 qui nous a permis d'effectuer 

nos expériences et les contrôles dont nous allons parler. 

L'allure générale de cette cinétiq ue est donnée à la fig. 18. 

avons décidé de la c a ractériser par 

Nous 

la hauteur de son plateau qui est le nombre de coups/min. maximum 

obtenu en fin de cinétique. 

- la valeur de sa pente, qui est la tangente de l'angle o<, c 1 est-à­

dire l'augmentation du nombre de CPM/unité de temps dans la partie 

linéaire de la cinétique. 

- le temps t après lequel le plateau est atteint. Cette valeur étant 

difficilement appréciable, nous avons choisi de déterminer ce temps 

comme étant celui correspondant à l'intersection des droites caracté­

risant la pente et le plateau. 

pm 

lilJÙ4llllll _ - · /':.---------t, 

\o<. 
1 

1 

1 
1 

tempe t 
tem • 

Fig. 18 : 

Représentation schéma­
ti que d'une cinétique 
d'incorporation d'acides 
aminés marqués en fonc­
tion du temps. 

O. Contrôle de la reproductibilité de l a méthode. 

Pour effectuer ce contrôle, 2 expériences d'incor porati on de 

_eucine tritiée ont été réalisées consécutivem ent et dans des condit i ­

ons identiques. Les 2 cinétiques sont présentées à l a fig.19. 

No us constatons que les valeurs obtenues s'alignent assez bien su r des 

courbes et que celles-ci sont quasiment superposables. 
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E. Contrôle de l a se nsib il it é de la mé thod e . 

Il s'agit dans ce cas, de vé rifier si des variations de concen­

tration en polysomes se traduisent par une incorporation différente . 

Pou r ce faire , une "qu antité " di ffé r ent e de polyso mes a été ajoutée à 

3 milieux d'incubation identiq ue s (voir fig . 20) . 

Nous constatons, qu 'au voisinage du plateau (à 12 min . ) un e dif fé rence 

de 0,1 D.O. se t raduit pa r une différence de 5000 CPM . 

Celle-ci nou s parait suff is a nte pour dire que la méthode utilisée est 

sensible. 

F . Optimisation des conditi ons pour la comparaison de l'e f ficience 

des pol ysomes " je un es" et " v ieu x". 

Rappelons d ' abord que nous avons travail l é avec un milieu 

acellulaire fourni par la firme NEN. Cet ensemble com me r cial ne 

permet qu'un choix limit é des conditions, les volumes, concentra­

tions , •.• étant des con ditio ns standards . 

1 . Choix de l'acide aminé marqué . 

La firme NEN fourn it ce ge nr e de milieu acellulaire avec , 

soit de la méthi onine marquée au ?5 sF soit avec de la leucine ma r­

quée au tritium ( 3H) . 

Quelques expériences de mise au po int des conditions e x pé ­

rimentales ont été effectuées avec de l a méthionine [ 35 ~ . Toutes 

les autres expériences ont été réalisées en présence de leucine 

t ri tiée . La leucine est en effet un acide aminé plus fréque nt dans 

les pro téin es que la méthi on i ne. Sa probabilité d ' incorporation 

est do nc plus élevée . Bien que le niveau de radioactivi té atteint 

(haute ur du plateau) en présence de leucine triti ée soit moins é l e ­

vé ( d I environ 30 %) qu I en présence de méthionine [3 5i[, celui - ci 

ëst suffisant pour effectuer nos mesures . 
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2. Choix de la température d ' incubation . 

La traductio n étant réalisée grâce à des enzymes , no us com­

prenons qu'elle dé pend r a de la températ ur e . A 37 °C, les cinétiques 

d ' inco rpor ation d ' acides aminés présentaient des pentes trop éle ­

vées et les plateaux étaient atteints après des tem ps t trop courts . 

Nous avons choisi dès lors de travailler à la température de 25 °C, 

de man i ère à ralentir la réaction. Ceci nous a permis d 1 effectue~~ 

pluslètlrs prélèveme nts dans l a partie linéaire de l a cinét ique. 

3. Choix de la "quan tité " de polysomes . 

Les c inétiques obtenues en présence de différentes concen­

trations en polysomes son t présentées à la fig . 20 . 

Nous vo yons que la v itesse initiale d ' incorporation d ' acides aminés 

marq ué s et le nombre de CPM atteint au voisinage du plateau (12 min . ) 

sont proportionnels à la concentration en polysomes ajoutée . 

Nous avons choisi la concentration de 0 , 2 0 .0./4 ~l ca r nous sommes 

dans une zone où la sensibilité et la fid élit é de la méthode ont été 

testées (voir fig . 19 et 20) . 

4 . Choix du " ty pe " de pol ys omes. 

Dans les méthod es de préparation de polysomes décrites dans 

la l itté ra t ure, de nombreux tampons sont util isés . Leur principale 

diffé r e nc e se situe au niveau d e l a concentrati o n en KCl . Cel l e -ci 

varie de 50 à 500 mM . No us avons testé dE u x concentrations : 75 mM 

et 2 50 mM . Le s polysomes préparés en présence de KCl 75 mM seront 

appelés " polysomes 75 11 et ceux préparés en présence de KCl 250 mM 

seront appel és 11 polysomes 250 11
• 

La fig . 21 nous mont re le type de cinétiques observées dans les 

deux cas. 

Nous voyons qu' à environ 6 min . l es 11 pol ys om es 2 50 11 so n t 

arrivés à leur maxim um d ' incorporatio n, tandis que l es " pol ysomes 

75 11 continuent à incorporer jusqu ' à 20 min . environ . 

Nous avons t ravaillé avec les " pol ysomes 75 11 de ma nièr e à 

pou voi r effectuer fa cileme nt plusieurs prélève me nts dans la zone 

linéaire de la cinétique . Le fait qu ' une f o rte concentration en 

KCl peut en le ver les facteurs d ' initiation (voir " introducti on " 

p : 24) a aussi orient é notre cho i x . 
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CPM X 10·3 

30 

20 

10 

Fig . 19 

• 
0 

• 
I 

• 0 

TEMPS 
10 20 30 (ffli11l 

Etude de la reproductibilité de la méthode . 
Cinétiques d'incorporation de leucine tritiée pa r des 
" pol y somes jeunes" (e et O ) . Ce s pol ysomes sont à une 
concentration de 0 , 2 0 . 0 . / 4 µl . La température d ' incu ­
bation est de 25 °c . . La radioacti vité , exprimée en CPM x 1•- 3 

est mesurée dans la fraction insoluble dans l e TCA . 
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CPM X 10·3 

100 

80 

60 

4 

Fig. 20 

5 10 

[] 

• 

1f 0,410 0.0. / 4 µI 
D 0,290 0.0 . / 4 µI 
e 0,210 0.0. / 4UI 

TEMPS 
cmln> 1~> 

Comparaison des ciné tiqu es d 'incorporation de méthionine 
f:35] L .3 par des pol ysome s " jeunes ", purifiés, se trouvant à 

des co ncentrations variables dans le milieu . La tempéra ­

ture d ' incubation est de 25 ° C. La radioactivité exprimée 

CP M x 1•- 3 est mes ur ée dans la fraction insoluble dans le 

TC A. 



% 
100 

Fig . 21 
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TEMPS (min> 
1 

10 20 ::30 

Comparaison des cinétiques d ' incorporation d ' acides 

aminés marq ués pa r des " polysomes 250 11 (e ) et des 

" polysomes 75 11 (0 ) . La radioactivité , mesurée dans 

la fraction insoluble dans le TCA , est exprimée en 

pourcentage de radioactivité maximum . La température 

d'incubation es t de 25 ° C. 
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II. CINETIQUES D'INCORPORATION DE LEUCINE TRITIEE 

A. Résultats 

La fig. 22 nous montre les cinétiques obtenues pour des 

polysomes purifiés (voir "méthodes" p:34). Au total , 7 expériences 

ont été réalisées. Les résultats en sont donnés dans le . tableau ré­

sumé p:62. 

Ces résultats peuvent aussi se présenter graphiquement. 

Les graphiques (fig. 23 et 24) représentent les relations entre, 

d'une part, la hauteur du plateau et le temps après l equ el celui­

ci est atteint et, d'autre part, la hauteur du plateau et la valeur 

de la pente au cours d'une mgme ci nétique . 

B. Ana l yse 

L'anal yse des données présentées au tableau IV révèle une 

certaine variabilité au sein de chaque clas se d'âge. Cette variabi­

lité peut prov~nir de la variabilité biologique des é cha ntillons et 

de différences non contrôlées dans la procédure expérimentale . Cette 

dernière source de variation se manifeste principalement pour nos 

premières expériences , da ns la r:roportion en polysomRs "lourds" 

après puri f ication. 

Une réduction de la taille moye nne des polysomes dans l'é­

chantillon de polysomes purifiés peut reflét e r une extraction préfé­

rentie lle de petits pol ysomes, ou l'acti o n non contrô lée de RNases 

présentes dans le milieu de purification. 

On doi t s'attendre à ce que la présence de pol ysom es frag ­

mentés pa r des RNases réduise le taux d'incorporation de leucine 

dans les chaînes polypeptidiques. On a pu éliminer l'éve nt ualité 

de la pré sence de RNases, en vérifiant qu'il n ' y avait pas d'aug­

mentation relative de la r3dioactivité a ssociée a ux chaî nes nais­

santes des mon o somes après un ma r quag e bref à la leucine. 

Il eOt ét é utile, pour faciliter la comparaison d e l'effi­

cience des polysomes des deux classe s d 'âge en milieu acellulaire , 

de rapport e r la hauteur du plateau à la proportion de po l ys ome s 

" 1 o u r d s " • ~J o u s av o n s a p p e l é c e r a p p o r t " p l a t e au s p é c i f i q u e " • 
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Tablea u I V 

Expérience 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 
9 

Moyenne 

Eca-rt - type 

Tableau V 

Expé r ience 

1 

2 

3 

4 

Moyenne 

Ecart - type 

- 62 -

Tableau résumé des cinétiques d ' incorporation de 
leucine tritiée par des polysomes totaux . 
Le plateau est exprimé en CPM . Le temps est exprimé 
en mi nu tes . La pente est exp r imée en CPM / minute . 
S- T est le rappo r t de la 0 . 0 . avant et après le 
Schmidt - Thannhauser . 

JEUNES VIEUX 

Plateau temps Pente. S- T . Plateau temps Pente 

10800 26 349 7500 24 256 

24000 18 , 6 1245 8000 1 2 590 

16400 17 980 1 , 00 7500 1 1 460 

17000 20 , 2 835 5200 1 2 , 6 360 

13000 16 , 6 550 0 , 96 15400 17 860 

35000 25 , 4 1440 0 , 96 22400 19 770 

30000 20 1500 10000 1 5 550 

11200 14 , 2 73 5 
3.f CO <!J-O 14 o =~-

20886 20 , 5 986 10900 1 5 , 6 573 

9047 3 , 8 439 5573 4 , 3 209 

Tableau résumé des cinétiques d ' incorporation de 
leucine tritié e par des polyso mes " lourds ". 

JEUNES VIEUX 

Plateau temps Pente S- T . Plateau temps Pente --24000 1 2 , 8 1650 11400 ~ 3 ~s-
j 

22000 14 , 8 1060 1 , 02 18000 19 , 8 610 

24000 14 1520 1 , 03 9000 1 0 , 3 600 
~ 

110 00 10 , 5 830 0 , 98 12000 1 5 , 8 510 

-/ 
20450 ---2]/ 1265 1 2600 ~ ) 5 09 

6409 11 , 9 385 3826 - 5 , 8 137 

-

S- T . 

0 , 95 

0 , 89 

0 , 92 

S-T. 

1,02 

0 , 99 

1 , 0 2 



ATEMPS . 

(min) 

25 

20 

15 

10 

5 

Fig. 23 
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10 20 
PLATEAU ;::a. 

30 ccpm x 10- > 

Relation plateau / temps t après lequel ce plateau est 
atteint. Cette relation a été établie à partir des va ­
leurs observées pour les cinétiques d ' incorporation de 
leucine tritiée par des polysomes totaux " jeunes" (e ) 
et "vieux" (o ) . 
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pent~ 

0 

plateau 1--------------------------------------..:.....-----) 30 ccpm x 10-31 

Fig . 24 

10 20 

Relation plateau / pente . Celle - ci a été établie à 
partir des valeurs observées pour les cinétiques d'in ­
corporation de leucine tritiée par des polysomes to ­
taux " jeunes " (• ) et " vieux" (0 ) . 
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Pour définir cette proportion de manière orécise , il aurait 

fallu réaliser des profils analytiques seJon des critères de réso ­

lution plus exigeants que ceux que nous avions adoptés en rout i ne 

au début de ce travail . Dans quelques cas (5) , cette mesure a pu 

être faite . Si la variabilité avait pour cause 1 1 existent& :d 1 une 

proportion plus ou moins grande de polysomes fragmentés (surtout 

des mon os omes et des disomes) alors , le fait de r amene r la hauteur 

du plateau à la proportion de polysomes " lourds " doit di minuer cette 

variabil i té . On constate qu e ce l le - ci ns diminue presque pas . C' est 
1
Î 

de petits polysomes qui explique 

principalement la diminution de la tai lle moyenne des polysomes pu ­

rifiés . 
. / 

' I · · / • /4 
"' "i..,U... c;-,-, .. ,id tY'I ,:, 1, ~, 9v , ~ ;,. ~ --=-- ~ arLF--.- .,,.,_ 

?l û,..-<.Ll.. t~- _ 
r I' J-t 1 /•. /,. r.- î, 

Il ressor t des données que : A I i ._ 1. v,/ t,l,. ~ ,a t/.J \ 1 
.I e 'f . c? ~.....,. ... ,. -< .e,. /,._. /- {M, ol( 

- la hauteur du plateau attei nt par les polysomes '' jeunes" est , en 

moyenne , plus élevée que celle atteinte par les polysomes " vieux ". 

- le temps t après l equel ce pl ateau est atteint est plus long po ur 

les polysome s " jeunes ". 

- la vitesse d 1 inco~on de leucine tritiée (la pente) est plus 

grande pour les polysomes 11 jeunes 11
• 

Ap r ès calcul des plateaux spécifiques , la différence ent re poly ­

somes " jeunes " et " vieux " subsiste, mais est réduite . 

C. Interprétation ~~V'-

( flav- ,t,wlvv-

~ ! û t-1A ~--?~ 

Qu ' il n ' y a plus de protéine s formées , que la (ma chinerie J 
synthèse protéique s ' est arrêtée , qLl 1 il n ' y a plus d ' initiation . 

.1. Que signifie l'existence d ' un plateau? 

Deux cas sont ici à envisager : soit les ribosomes réini -

tient un nombre limité de fois, soit ils n e réinitient pas . 

Dans c e derni e r cas , l a hauteur du plateau dépendra du nombre de 

pro téines formées après un temps de transit , les polysomes se " vi ­

dant" peu à peu . 
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Des polysomes ayant "fonctionné/ " dans le milieu acellu l aire 

pendant un certain temps, peuvent ~tre purifiés et séparés sur un 

gradient analytique. Comme la quanti té de pol ysomes prélevée du mi­

lieu est trop faible pour permettre une analyse en D.O., on y ajou­

te une "D.O. marqueur" (+ ou - 1 0.0. de polysomes "froids"). La 

lecture en D.O. du gradient permet d'identifier les pics correspon­

dants aux différen tes tailles de polysomes alors que les chaînes 

naissan tes, associées aux différentes classes de polysomes, sont 

"r epérées" grâce à une mesure de la radioactivité dans chaque frac­

tion . Si cette expérience est faite à des temps d'inc ub ation vari­

ables, on peut suivre l'évolution du '' profil de chaînes naissan te s" 

en fonctio n du temps . ' ~;11. 
S'il n'y a pas réinitiation, o n peut s'attendre à ce que, ~ .).r 

après un bref temps d'incubation, la radioactivité associée aux 
1 

, Jc(.;_✓-

polysomes soit déplacée vers la région des polysomes lég ers . \('1 
Si par contre, il y a réinitiation, alors la distribution 

des chaînes naissantes coîncidera pendant plusieurs _ temps de transit 

avec la distribution des différentes classes de taille de polysomes. 

Rélnlt:lat:lan 

1 -9-8-Q-8-
1 1 1 

1 1 
1 

2 -B-8-B--8-.. "' • • -1 

3 -&-~-QQ-.. .. • ! 
4 -8-&-FJ-8-

Ill • 
If Il 

l 

Paa da rélnlt:lat:lan 

-&-&-8-0_ 
Ill el Ill 0 

1 1 
1 

~-~-~-
1 1 

1 

,, . 
1 

8 • 
" 

Fig. 25: Représentation 
schématique des 2 cas en­
visa gé s. Dans le cas où il 
n' y a pas réinitiation, le 
polysome figuré se "vide" 
peu à peu et devient consé­
cutivement un trisome, un 
disome et finalement u n mo­
nosome. Il en va de m~me pour 
un polysome de n 'importe quellt 
taille . S'il y a réinitiation, 
le pol ysome figuré reste tel 
qu'il est . I l finira pas se 
"vider" après un certain 
temps. Chaque trait représen­
te la por tion de protéine 
s ynthétisée pendant le temps 
Ti, qui est le temps séparan t 
deux initiation s suc cessives. 
Ce trait est rouge quand l a 
portion de protéine est mar ­
quée . 
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Les expériences préliminaires réalisées au laboratoir e 

montre nt que , ap r ès des temps d'incubation de 5 à 15 min ., i l y 

a des cha!nes naissantes associées a ux polysomes " lourds '' et, l a 

distrib ution de s cha!nes nais s antes semble co ! ncider avec celle 

des pol ysomes , ce qui indique que dans nos conditio n s il y a réini­

tiatio n pendant un certain temps . 

-~ Pourquoi le nombre d 'ini tiatio ns e st-il limité? 

La cause est à rechercher soit dans le mili e u d 'incub at i on 

(comp ren a nt l es facteurs éne rgéti ques , le s ARN de transfert, l es 

acides aminés , •.• ) , soit dans la pr épa rati on de polysomes qui y 

est ajo uté. 

Pour savoir ce qui est "limita n t ", nous a von s rajouté des 

polysomes au milie u, alors que l e plateau était atteint . Da ns ce 

cas , on observe une nouvelle a ugmentation de radioacti vité liée 

aux protéines (fig. 26 ) (N . RECKINGER , communication personnel le ) . 

La cont re- expérience consista nt à rajo uter du l ys at au milieu d'in­

cubation , alors que le platea u est atteint , ne modifie pas la ciné -

tique 

r 
initiale . 

Ce sont donc les polysomes qui deviennent non fonctionnels 

un certain temps . ~ rès - ________________ _,., 

2 . Que représ ente l'intervalle de temps séparant l e moment où 

les polysomes sont mis dans le mi l ieu (temps 0) et l e moment 

où !e plateau est attei nt (temps t) ? 

Da ns le cas où il y 

durant lequel les riboso mes 

cycles, au plus il y aura de protéin s 

s e r a l e p l a t e au a t t e i nt • fV'IA/t< 

ce temps test c elu i 

Au plus nombreux seront les 

synthétisées et plus haut 
(ArJ, f<J~(t.J,· .:'.~~) 

11 ,, 
Nos r és ul tats sont en accord avec ce principe . En effet , 

1 

nous observons que dans le cas où le temps test grand , l e plateau 

atte int est élevé (Fig . 23) . C' est le cas pour les polysomes 11 j eunes 11 

où on observe un nombre de cyc le s ou un ncmbre d ' initiations pl us 
~ 

grand que pour les po l ysomes " vieux" . 
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3 . Comment i nt e r préter l a pente ? 

C'est la vitesse d ' incorporation de leucine tritié9 dans 

les pro téines . La radioactivité totale liée aux protéines est la 

somme de la radioactivité " so lu ble " c.à.d. liée a ux protéines li ­

bérées et de radioacti vi té 11 polysomique 11 c . à .d. liée aux chaînes 

naissantes . 

Selon un mo dèle mathémat ique décr i vant l ' augment a tion de 

la r adioactivi té lors de la synthèse protéique (J. OELCO UR, com ­

mun ic ation person nelle), on mo ntre que 

où t 
r 

k 

radioactivité t o tale 

= i X C i a ct ivité spécifique du pool de traceu r 

C = contenu des protéines en tra ceur 

~i = la fréquence d ' initiation 

( le nombre d ' initiation / unité de temps) 

A
0 

= longueur moye nne des messages ( en acides aminés 
ou en codons) 

Il apparaît , tout a utre cho se é tan t égale , que la vitesse 

d 'i nc or po r ation du précurseu r, ou l'augmenta tion / unité de temps 

de la radi oactivité liée aux protéines , est fon c tion de la fréquence 

d 1 initiation . 

L a p e n J.. e p l u s gr an d e çi.u I o p ni:, s e i: e_p o u r 1 es f2 o 1 y_ s o me s II j e u n es 11 

peut don c s 1 interpréte r ..filJ-.t erme de fréque nc e d 'i nitiation plus / 

~_ci • ~ , 'c.. )t ~'> /v t 'Ô 

La comparaison des profils de sédimentation des polysomes 

" je un es " et "vieux" , ,in vivo , montre une diminution de la taille ·--- - - - -
moyen ne des ·poly ·somes cil ez les " vieux ". 

Sachant que R0 = A0 x î) i / Ve (voir " Introdu c tion " p : 24) , to u t 

aut r e chos e étant égale, une @:iminuti ~ de la fréquence d ' initiation ( 

peut exp li quer la proportion plus élévée de polysomes nl ourds 11 chez 
b 

les 11 jeun es 11
• 





4. Qu 'est-ce que l'efficience de traduction? 

L'efficience de traduction est définie 

chaînes polypeptidiq ues complètes libérées par 

unité de temps (PALMITER, _1975) . 

le nombre de 

ARNm , par 

L'effici ence ce traduction est fonction de la taille du 

polysome 

relation 

(Ra) et du 

Îeff. 

temps de transit 

Ra / te 

d'un ribosome (te) , par la 

où Ra Ao x~- / Ve = = l 

te Ao / Ve 

Ceci est vrai , si chaque ribosome qui commence la synthèse d'un 

polypeptide l~termine. Cela suppose que ni l'élongation, ni la 

terminaison ne soient limitantes, ou encore , que tous les ARNm soient 

intacts~ ce dont nous ne certains . 

5 • 

? ~ ---,-~------------~------
Nous savons, que c'est de la préparation de polysomes que 

nous ajoutons au milieu d'incubation, que proviennent les différences 

observées . 

5 . 1. Ces différences sont-elles ci ues à 1 1 AR Nm? 

Ce lu i - ci, en effet , pourrait ~t r e clivé par une RNase, con-

duisa nt ainsi a la formation de polysomes fragmentés, incapables ce 

_)'.l"/synthét iser des protéines . Dans ce cas, les différences observées i entre polysomes " jeunes '' et "vieux", proviendraie n t d'une différen­

f ce de s ensibilité à une RNase, ou une différence de stabilité du 

message . Mais , on constate que le fait de rajouter de 1 1 ARNm de glo ­

bine dans le mi li eu , alors que le plateau est atteint , ne permet pas 

une remis e en ma rche de la machinerie de synt hèse protéique ( N. 

RECKINGER , communication pe rson nelle) . De plus, à l'approche du 

plateau, das cha!nes nais sa ntes sont associées aux polysomes 11 1ourds 11 , 

ce 

pas 

ui ne serait pas le cas si l'AR Nm avait été clivé. 
.___ ----- \ .-- - - -

Ces deux expériences nous permettent de penser que ce n ' est 0 ) 
\ • I 

1 1 ARNm qui e st respor:sablFl des différences obs e rvées. 'rc, ·o->- · 

\ 
1,.,--- (/f-.. (, ' ÇA',_,,),,... ? ~ ,._;; ~ ~.,. .. 

\ ,V., r:,::. IN-.,- cJ?)- -J-1 

V~ q,' (y/ ,t.., ~ 1/J,c oû- ~ 
cÀ77 ~(r r~ 
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es différences sont - elles dues aux ribosomes eux - mêmes? 

La "quantité " de ribosomes, mesurée en D. 0 . , mise da ns le 

milieu acellulaire est la même po ur les polysomes " jeunes" et " vieu x" . 

Mais, parmi ceux - ci, il pourrait y avoir une proportion plus ou. moins 

grande. de ribosomes " actifs ". Nous entendons par là , des ribosomes 

qui effectuent la lecture d ' un messager, qui synthétisent des pro­

téines . Les polysomes "lourds'' auxquels sont associées des chaînes 

naissantes, correspondent à cette définition . Les ribosomes " inactifs" 

seront l es monomères , que ce s o ient des 80 S "en attente" , c.à.d . ftl"'(""}I 
provisoireme n t inactifs , ou des 80 S définitivement inactifs . {f.f1,t,h · 
Ceux - ci se re t rouveront dans le pic des 11 8Ç) S11

• Dans celui - ci nous 

trouve r ons aussi des monosomes ( 1 ribosome lisant 1 message) " a ctifs ". 

Pour vérifier si une proportion inégale de r ibosomes " inac ­

tifs" peut expliquer les différences observées, nous avons mis , en 

milieu a c ellulaire , uniquement de s polysomes " lourds " ( > trisomes) 

c . à . d . " a c tifs" . 

Ceux - ci ont été mis en même "quantité" (0 , 2 D. 0 . / 4 ; . .Ll) pour 

les deux classes d'âge . Deux cinétique s observées dans ce cas, sont 

présentées à la fig . 27 . Au total , 4 expériences ont été réa l isées 

et un tableau r ésumé en est donné p : 62 . 

Comme pour les polysomes totaux, on observ e : 

- un plateau en moyenne plus élevé pour les polysomes II jeunes ". tt/1' 
- une pe n te en moye nn e pl us é l e vée pour l es polyso mes " jeunes ". /!j_ 
P _a r c o n t r e , l e t e m p s t a p r è s l e g u el l e p l a t eau e s..L_ t t e i n t 1 es t ~ u s 

long pour les pol y somes "vieux ". De plus , la différence de plateau 

et de pente est légèrement plus faible , entre les deux classes d ' âge, 

que pour les polysomes totaux . 

Quand on compare les cinétiques obtenues en présence de poly ­

somes totaux et en présence de pol ysomes 11 10.urds" , on constate , pour 

les po l ysomes " jeunes ", une pente plus é l e vée dans le second cas . 7 
~ ----Mais, la hauteur du plateau semble inchangée , tandis que le temps t 

a!:.::...ès l equel c·e plateau est atteint est plus faib{ ~ 
1 

En d ' autres termes , le nombre d ' initiations semble inc ~angé , la fré ­

quence d I initiation augmente et le temps t diminue . J ~ v'. f ,:-~~-

·~ Pou 1-e poly;omes " vieux" ; des différences ne peuvent être 7 
mises en évidence (voir fig . 28 ) 

--~-t------ - _ 1_ r .µ (,i,,{f ' - u, ..,_, • ) (,;"'" ,,-, N'\ f 1 
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temps 

D --
20 D 

c:::::..:. 
J 

0 
10 D X 

plateau 
10 20 30 

pente Œ: 5 1!5 

-- 1 
X 

10 

X 

6 
D • ) / 

!5 • 

• 

plateau 
10 20 30 

Relations plateau / temps après lequel ce p lateau est 
atteint et plateau / pente, établies à partir des va ­
leurs observées pour les cinétiques d 'incorporation de 
leuci ne tritiée par des polysomes II ourds 11 , 11 jeunes 11 ( x ) 
et " vieux " (a ) . Les droites dess inée s sr les graphiques 
sont celles établies à partir des valeurs observées pour 
les cinétiques des polY,somes totaux . (Fig . 23 et 24) . 
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I / 
On constate que ce n ' est pas ':) niquement par une "quantité" 

plus importante de ribosomes " actif II chez les 11 jeunes 11
, que l ' on 7 

peut expliquer les différences obs drvées ; il faut envisager en plus 

une variation dans 11 1 1 intensité ' de leur activité . 

5.3 . ~es différences sont - elles dues aux facteurs pro t éiques 
associés aux ribosomes? 

Ces facteurs leur sont associés de manière trans i toire et 

leur permettent d ' effectuer la synthèse prot é ique . Les facteurs les 

plus imp or tants sont l es facte urs d ' initiation (voir p: 17 - 18) . 

Le fait du nombre limité d ' initiations, aussi bien pour les 

polysomes "jeunes " que pour les polysomes "vieux", pourrait peut ­

être s ' expliquer par un "m uvais 11 recyc ag des facteurs, un nombre 

trop limité de ceux - ci , ou 1 1 in ctivation de ces facteurs au gour,s 

r .. , ~ - ~1-~ 
du temps . '"l"'l,.w-. e - -~~~ ;l, ,,,.,,.._/H 

r~~- · ' ~ ' "li') 

La différence d'efficience entre les polysomes "jeunes 

" vieux '', pourrait s ' expliquer par une déficience en facteurs d ' ini ­

tiation dans les cellules de foie de souris âgées . 

Cette hypo t hèse est appuyée par celle de COMOLLI (1975) . 

Celui - ci a mis en évidence une déficience en "protéines· accessoires" 

de la sous - unité 40 S , qu'il suppose être des facteurs d'initiation, 

dans l e foie de rats âgés . Ce tte déficience va de pair avec l'accu ­

mu lation de mo nomères avec l ' âge (COMOLLI , 1975) . 

Des modifi cations non seulement quanti tat iv es , ma is aussi 

être en visagées . Si de t elles modifications 

en évidence , ell e s s ' accorderaient avec la 

théorie d 1 0RGEL envi sagée dans le pre~ier c~apitre (p : 2) . 

J) 

I 
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S O M M A I R E E T P E R S P E C T I V E S 

La comparaison des capacités fonctionnelles des polysomes 
11 jeunesn et "vieux", en milieu acellulaire, montre une diminution 

de l'efficience de traduction chez les souris âgées . 

Cette observation va dans le même sens que celles faites 

par pl usieurs auteurs. 

Notamment, MAINWARING (1969) constate que des microsomes de 

foie de souris âgées , ~~-~!t~g , ont une capacité d ' incorporatio n de 

phénylalanine, marquée au 14 c, dans les protéines , infér i eure à celle 

de microso mes de foie de souris jeunes, dans les mêmes conditions. 

Plus tard, des expériences semblables ont été tentées avec 

égaleme n t des microsomes de foie de souris (KURTZ , 1975) et des 

microsomes de foie de rat (BUETOW & GA NDHI, 1973 - MARIOTTI & RUSCITTO, 

1977) . Ces expériences montrent aussi une diminution de la capacité 

d ' incorporation d ' acides aminés marqués avec l ' âge. 

~ on s.nvisagé une diminution de la fréquence d I initia- ? 
tian pour les polysomes de foie de souris âgées, ce qui pourrait , 

expliquer les différences fonctionnelles obser vées. 

MEEDEL & LEVINE (1978) ont , dans des cultures de fibroblas ­

tes humains , observé que l ' efficience de l'initiation est diminuée 

dans des cultures en phase de dégénération . 

En pr o cédant par déduction , nous avons émis l'h y pothèse que 

cette diminution de la fréquence d'initia t ion pour les polysomes 

"vieux " , pourrait provenir d'une déficience en f acteurs d'initiation. 

COMOLLI (1975 ) a mis en évidence une déficience en " protéines acces­

soires" de la sous - unité 4 0 S , qu ' il s uppose être des facteur s d ' i ni ­

tiatio n , dans le foie de rats âgés . 

Une fr é quence d'initiation plus fai ble po ur les pol ys o mes 

"vieux ", pe u t e x pliquer la diminution d e la taill e moyenne que l ' on 

o bserve pour l e s pol yso mes de foie d e souris âg ées . 
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Pour vérifier not re hypot hè se de déficience des facteurs 

d'initiation avec l'âge, il faudrait en préparer à partir de foie 

de souris jeune et vieil le , et voir si le fait de les ajouter au 

milieu , alors que le plateau est atteint, permet une reprise d'in­

corporation de leucine tritiée dans les protéines. Si c'est le cas, 

cela signifierait que les facteurs étaient effectivement déficients, 

leur présence permettant de nouv elles initiations. 

On peut également réaliser des expériences croisées , c.à.d. 

mettant en présence des polysomes ''j e unes" et des facteurs préparés 

à partir de foie de souris vieille et inversément. Dans de telles 

expériences,l'efficience des polysomes, observée dans les deu x ca s . 

sera identique , si du moins uniquement les facteurs peuvent expli­

quer les différences observées dans notre travail. 

D'autres expériences croisées avec des sous-unités, peuvent 

être réalisé es . En effet, les facteurs d'initiation se trouvent as­

sociés à l a petite sous-unité 40 S . En croisant des sous -unit és 40 S 

" jeunes " avec des sous -u nités 60 S "vieill es " et inversément, on 

peut étudier l 'efficience de traduction dzur.i178 ge s de tels ribo­

somes "chimériques ". Dans ce cas, on constatera si l a présence de 

la sous-unité 40 S "j eune" favorise ou r:ion la traduction . 

Une a utre voie de recherc h e serait d'utiliser d ' autres sys ­

tèmes d'étude que le milieu acellulaire , comme par exemple les oocy ­

tes de Xeno pus laevis • L'avantage de ce système est que la traduc ­

tion se fait dans u environnement physiologique et que ce fait per­

met la détection de moyens de régulation éventuels, qui pourraient 

échapper dans 1 1 emp ai de systèmes plus artificiels. Cette voie de 

r echer che nous permettrait d ' aborder le problème des capacités fane-
. 1 

tionnelles des polyr omes en fonction de l'âge, !~_yj~~- En effet, 

au ni v eau cellulaire, d ' autres facteurs telle la concentration en 

polysomes , entrent en ligne de compte s 'il s ' agit d' exp liquer une 

détérioration de la machinerie de synthèse pro téiq u e au cours du ~ 

vieillis sement . Nous voyons que dans cette voie, de nombreuses re- } 

cherches restent a faire. \ 
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