Institutional Repository - Research Portal

Dépébt Institutionnel - Portail de la Recherche

UNIVERSITE  researchportal.unamur.be
DE NAMUK

THESIS / THESE

MASTER EN SCIENCE

Influence du vieillissement sur I'efficience de traduction des polysomes de foie de
souris en milieu acellulaire

Trussart, Nadine

Award date:
1979

Awarding institution:
Universite de Namur

Link to publication

General rights
Copyright and moral rights for the publications made accessible in the public portal are retained by the authors and/or other copyright owners
and it is a condition of accessing publications that users recognise and abide by the legal requirements associated with these rights.

« Users may download and print one copy of any publication from the public portal for the purpose of private study or research.
« You may not further distribute the material or use it for any profit-making activity or commercial gain
« You may freely distribute the URL identifying the publication in the public portal ?

Take down policy
If you believe that this document breaches copyright please contact us providing details, and we will remove access to the work immediately
and investigate your claim.

Download date: 15. Nov. 2024


https://researchportal.unamur.be/fr/studentTheses/c5ed6391-58d6-4d8f-9f48-7a4d7a0cae0e




FACULTES
UNIVERSITAIRES
N.-D. DE LA PAIX

NAMUR

Bibliothéque




Frim oF U979 a3
Unité de Génétique Moléculaire

et Physiologie Cellulaire.

Influence du vieillissement

sur I'efficience de traduction
des polysomes de foie de socuris

en milieu acelluiairsa.

Nadine

Trussart

- 1979 —



WS €345




A B R

E AT A . L N &

ADN
ARN
ARNm
ARNT
ARNt
ATP
CPM
C.0.
bOC :
GTP :
Kev :

nm s
PCA :
PEG
PMS =
RNase
RNP
RPM 2
TCA
UsSv

..

acide déoxyribonucléique
acide ribonucléique

ARN messager

ARN ribosomique

ARN de transfert
adénosine 5'-triphosphate
coups par minute

densité optique
déoxycholate de sodium
guanosine 5'=triphosphate

kilo électron-volts

nanometres

acide perchlorique
polyéthyléene glycol

post mitochondrial supernatant
¢ ribonucléase
ribonucléoprotéine

révolutions par minute

acide trichloracétique

vesicular stomatitis virus




REMERCIEMENTS

e ol
Au Docteur @.DELCDUR; pour m'avoir initiée de maniére

rigoureuse, patiente et amicale aux théories et aux technigues
de la génétique moléculaire. Je tiens a le remercier également
pour son aide, sec conseils et ses encouragements prodigués tout

au long de ce travail. ——o

\

Au Réuérend{EEE? ELENS, pour son accueil au Département
de Physiologie Eellula%;@ et de Génétigue.

A Madame N.CLAES-RECKINGER, pour m'avoir initide & la
technique du milieu acellulaire, pour sa présence, son aide et
sa bonne-humeur dispensées tout au long de ce travail. Un grand
merci également pour sa réalisation pratique ef-sa nédactians

A Monsieur J<VAN DEN HHUTéy pour ses conseils, ses encou-
ragements et sa présencé auk-héures tardives. Je tiens aussi a
le remercier pour 1l'intér@&t qu'il a accordé & ce travail, notam-
_ment dans sa rédaction. [f{:bﬁﬁ‘ﬁj'. ff JANIN

A Madame N.LIBIDﬁyﬁANNAERT, qui avec beaucoup de patience
et de gentillesse m'a_?ﬁfmée aux technigues nécessaires 2 la réa-
lisation de ce travdil.

A Monsieur J.LECHIEN, pour sa disponibilité et sa bonne-
humeur. gLl M JADIN

A Nademoisella{é-m. GENICOT” akmsi gu'a tous les membres
du laboratoire, pour leJ;HTﬁEEEEE et leur amical soutien.

Aux Professeurs A.BAUCHAU, J+MENGEBT et R.UHTTIAUX,fbour

. le libre acceés de leurs laboratoires.

A mes parents, et plus particulidrement maman qui m'a

aidée a réaliser 1l'impression de mon travail.
A Pascale, Alain, et Pierre.

A tous ceux gue je n'ai pu remercier ici et gqui m'ont

aidéé, de quelque maniére que ce soit, & tous un grand merci.



INTRODUCTTION

I. LE VIETLLISSEMENT ¢ GENERALITES

II'

III.

V.

LA
A.

C.

MACHINERIE DE SYNTHESE PROTEIQUE "IN yIvo"
Caractéristiques structurelles =t fonctionnelles
T Le ribosome '

Ted « SEfRuchbure

1.2. Synthése et maturation

1.3. RBle des différents constituants du ribosome
- L'ARN messager

1. Généralités

.2. Le poly=A

«3. Le cap

«4. Les protéines associées & 1'ARNm
5. Biosynthése et maturation

. L'ARN de transfert

. Généralités

. Biosynthese des ARNt

Fonctionnement"
1. L'aminoacylation
2+ Llinitiation
3. L'élangation

4, La terminaiscn

Le polysome, unité de fonction

LA MACHINERIE DE SYNTHESE PROTEIQUE "IN VITRO"™ :
LES MILIEUX ACELLULAIRES

BUT DU TRAVATL



I N RB D U E'TIT 8N

I. LE VIETLLISSEMENT : GENERALITES

Le wvieillissement est actuellement un des phénoménes vers
lequel de nombreuses recherches se tournent en vue d'en comprendre
les mécanismes. Mais, comment définir le vieillissement ?

La sénescence est une augmentation de la probabilité d'inac-
tivation en relation avec une augmentation de 1'2ge chronologigue.

Si, au niveau des organismes, des organes et des tissus, de
multiples descriptions ont été faites, les causes des altérations
observées restent mal comprises. Au niveau cellulaire par contre,
les cultures ip vitro et les progrés de la biologie moléculaire
notamment, ont permis de mieux comprendre les mécanismes régulateurs
de la croissance, de la différentiation et du vieillissement.

C'est aux protéines et a leur synthése que nous avons choisi
de nous intéresser plus particulierement & cause de la position
centrale qu'elles jouent dans le maintien de l'homéostasie. La guan-
tité de protéines a2 un moment donné dans une cellule, va dépendre
de l'équilibre qui existe entre leur synthése et leur dégradation.
Une rupture dans cet équilibre est un évenement possible & étudier
au cours du vieillissement.

Mais, avant d'aller plus loin, il nous faut rappeler brieve-
ment le processus de synthése des protéines.

L'information nécessaire a la formation d'une protéine se trouve sous
forme codée au niveau des brins d'ADN. Une premiére étape consiste:
en la copie d'un des deux brins sous forme d'ARN messager : c'est la
transcription. La séquence en nucléotides de 1'ARNm "programme" di-
rectement l'ordre des acides aminés dans une protéine. On sait que
c'est la séquence de trois nucléotides ( un triplet) gui code pour

un acide aminég.



Voila presque vingt ans gqu'on sait également, gréce aux tra-
vaux de DINTZIS gue la synthese d'un polypeptide commence & son extré-
mité N-terminale et avance vers l'extrémité C-terminale par addition
séquentielle d'acides aminés (DINTZIS, 1961).

Un tournant décisif dans la connaissance du mécanisme de la
synthése protéique fut réalisé quand GILBERT (1963) reconnut que cha-
gue ribosome était le centre de croissance d'une et une seule chalne
polypeptidigue. C'est a ce niveau que les molécules d'ARN de transfert
étaient supposées apporter l'acide aminé codé par le triplet corres-
pondant du messager. Une fois cette idée acceptée, le postulat du mou-
vement de translation du messager relativement au ribosome suivit de
lui-m8me. Le passage de la séguence en nucléotides de 1'ARNm & la séquer
ce en acides aminés dans une protéine est la deuxieéme étape : c'est
la traduction .

A partir de ce moment, les preuves expérimentales du méca-
nisme de la synthése protéique s'accumulérent. On connait actuelle-
ment de fagon approfondie le mécanisme et le rfle qu'y jouent les ri-
bosomes. De plus, l'importance des facteurs protéiques et des sources
d'énergie est reconnue (WEISSBACH & OCHOA, 1976).

Nous y reviendrons en détail dans un paragraphke ultérieur.

Une des théories expliquant 1le vieillissement au niveau mclé-
culaire est celle d'ORGEL (1963), qui propose que la diminution pro-
gressive dans la fidélité de la synthese protéique pourrait &tre un
des facteurs contribuant a la détérioration cellulaire au cours du
temps. Bien gque la plupart des erreurs métaboliques soient sans impor-
tance, d'autres, notamment celles gqui entraineraient des modifications
au niveau des enzymes responsables de la synthése protéique seraient
plus graves. En effet, ces enzymes, par exemple 1'ADN polymérase,
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!
elle ne sera plus capable de fonctionner normalement. C'est ce gu'on

appelle la théorie de "l'erreur catastrophe”.




Depuis lors, de nombreux travaux aont - tenté d'apporter des
éléments qui confirmeraient cette théorie. C'sst le cas pour les tra-
vaux de HOLLIDAY qui ont mis en évidence une perte de fidélité de
traduction au cours du vieillissement (HOLLIDAY & TARRANT, 1972).

WULF & CUTLER (1974) ont montré également que la thermolabilité de la
diucbsé-ﬁ-déshydrmgénase augmentait avec l1l'age, dans le cerveau et
le.Faie des souris. _

On a montré gue dans la synthese de protéines ribosomigues,
in vivo, l'incorporation de l'éthionine (acide aminé analogue 3 la
méthionine) augmente au cours du vieillissement (OGRODNIK & al, 1975).
Plus récemment, MARIOTTI & RUSCITTO (1977) ont étudié, in_vitro, au
moyen de microsomes de foie de rat et d'un messager artificiel
(poly-U) la synth&se de polyphénylalanine. Ils constatent que le taux
de leucine incorporée a la place de la phénylalanine augmente avec
1'8ge, en accord avec la théorie d'Orgel.

Mais, d'autres travaux montrent le contraire : une étude compa-
rable a la précédente, met en évidence que le taux d'erreur dans la
synthése de polyphénylalanine est plus faible en présence de microsomes
de souris &gées (KURTZ, 1975).

Une autremquéétimn qui s'est posée a propos de la synthése
protéique et a laquelle nous nous attacherons, est de savoir s'il
existe des variations dans le taux de synthése protéigue au cours du
vieillissement.

Des observations trés diverses ont été faites a ce sujet.

Des microsomes d'animaux 2gés (MAINWARING, 1969 - BUETOW & GANDHI,
1973 = KURTZ, 1975 - MARIOTTI & RUSCITTO, 18977) provenant de divers
tissus, mcntrent une dlmlﬂUtan de leur capacité de traduction ln vitro,

Au contraire, d'autres expériences in_vivo (BEAUCHENE & al, 1970 -
al, 1972) montrent une augmentation de l'lncorporatlon d'ac1des aminés
au cours du vieillissement.

Pour misux comprendre les observations gue nous avons faites

4 ce sujet, il serait bon de "décortiquer" ce processus complexe gu'
est la traduction, et de détailler les éléments principaux qui y in-
terviennent; l'ensemble de ceux-ci est généralement regroupé sous le

terme de "machinerie de synth&se protéique"



II. LA MACHINERIE DE SYNTHESE PROTEIQUE "IN vIvQ"

A. Caractéristiques structurelles et fonctionnelles.

1. Le ribosaome

1+1s Structure

Les ribosomes d'eucaryotes, particules spériques d'environ
250 ﬁ, se constituent de deux sous-unités. La petite sous-unité est
composée d'un brin d'ARN 18 S et d'environ 30 protéines, tandis que
la grande sous-unité est composée de brins d'ARN 28 S, 5,8 5 et 5 §
et d'environ 40 protéines.

D'autres macromclécules peuvent s'associer de maniére tempo-
raire avec les ribosomes; c'est le cas pour les facteurs intervenant
dans la synthése protéique.

Le ribosome d'eucaryote est communément désigné par son coef-
ficient de sédimentation c'est-i-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 (HAMILTCN, 1976

Monomére Grande sous-unité | Petite sous-unité
|
Coefraniant de 81 S 59,1 S 40,9 S
sédimentation
p.Mm. (x 1079 4,5 3,00 | 1,50
ARNrT 6 6
Coef. sédiment. 28 § - 1,7 X 10 18 § = 0,7 X 40
et P.M, 5,8 8 4 |
55 - 3,2 %X 10 !
|
| E
i
UomaRE de 70 40 L 3
protéines i
|
i




1.2. Syntheése et maturation

La formation du ribosome commence avec la transcription des
genes d'ARNr dans la nucléole, sous la forme d'un précurseur. Chez
les eucaryotes, cette molécule contient les ségquences de 1'ARNr 28 3,
18 S, et 5,8 S ainsi gue des "spacers" gui sont éliminés durant la
maturation du ribosome (MADEN, 1976)4
Dans les cellules Hela (mammiféres) 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 2 l'obtention des trois ARNr :
18 S, 28 S, et 5,8 S, et en une série de méthylations qui s'operent
pendant ou immédiatement aprés la synthdse du précurseur 45 S (MURA-
MATSU & FUJISAWA, 1968).

Fig. 1 : Schéma de la maturation du précurseur 45 §
d'aprés HADJIOLOV, 1977.

5t }-—- fu---n-:i a5 s
--c#::----- a1s
/ P\

20s [T ——— 32s
l c c* l

ARN 18 § === eeesscessms = ARN 28BS

- ARN 585

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
¢liminés ne sont pas méthylés (HAMILTON, 1976).

L'ARNr 5 S appartenant a4 la sous-unité 60 S ne dérive pas du
précurseur 45 S (WEINBERG, 1973) et n'est pas synthétisé dans le nu-
cléole (ATTARDI & AMALDI, 1970).



Il vient s'associer avec le ribosome dans une étape précoce de son
développement dans le nucléole (WARNER & SOEIRO, 1967).

Il en va de mBme pour les protéines ribosomiques qui intera-
gissent avec le précurseur de 1'ARNr dans le nucléole. Les ARNr 45 S
et 32 S peuvent 8tre extraits des nucléoles sous la forme de "particu-
les ribosomiques naissantes " (WARNER & SOEIRO, 1967). Ces particules

sont aussi souvent appelées "particules ribonucléoprotéigues™ ou RNP.

1.3. RBle des différents constituants du ribosome

Les protéines ribosomiques sont beaucoup moins bien connues
que 1'ARNr, surtout chez les eucaryotes. Les protéines peuvent 8tre
séparées et analysées principalement par électrophorése en deux dimen-
sions sur gel de polyacrylamide.

En gros, on peut dire qu'elles sont trés basiques, généralement
plus petites gue les autres protéines de la cellule, mais plus grandes
que les protéines ribosomiques de E.Coli (WOOL & STEFFLER, 1974) .
Chacune des 70 protéines du ribosome 80 S du foie de rat est unique.

On le sait suite 2 des données sur leur mobilité électrophorétigue, les
différences au point de vue de leur composition en acides aminés et
leurs propriétés immunologiques (BIELKA, 1978 - WOOL & STEFFLER, 1974).
De nombreux auteurs ont tenté d'assigner des fonctions & chacune de

ces protéines, mais dans ce domaine, les recherches sont loin d'@tre
terminées.

Quant aux rdles de 1'ARNr, une revue en & été faite par
BRIMACOMBE en 1976.

De plus en plus, on pense gque 1'ARN ribosomigue, outre son
r8le structurel, a un r8le fonctionnel trés important. Pour les pro-
caryotes, SHINE & DALGARNO (1974) avaient émis 1'hypothése gue la sé-
guence 3'-terminale de 1'ARN 16 S était impliquée dans la reconnais-
sance du site d'initiation sur 1'ARN messager. STEITZ & JAKES ont
réussi a isoler un complexe oligonucléotidigue, constitué de l'extré-
mité 3' de 1'ARN 16 S et d'un fragment d'ARN initiant la synthése d'une
protéine du phage R 17. Chez les eucaryotes, il est intéressant de
noter que la région 3'=-terminale de 1'ARN 18 S est identigue dans de

nombreuses classes d'eucaryctes : pGpApUpCpApUpUpA-0OH (BIELKA, 1978).



ENDMAN & al (1973) ont montré le rBle de 1'ARN 5 S dans la liaison

de 1'ARNt a la sous=-unité 50 S chez les procaryotes. AVANTHANI &
BUETOW (1973) ont également mis en évidence gue l'activité de synthése
protéique avec les deux sous=unités dégradées était conservée unigque-
ment si 1'ARN 5 S était intact.

20 L'ARN messager.
2.17. Généralités

Dans le cadre du dogme central de la génétique moléculaire,
1'ARN messager est défini comme le produit de la transcription des
génes portés par 1'ADN; c'est lui qui sera lu par les ribosomes et les
ARN de transfert dans leur travail de synthése de protéines.

La méthode d'hybridation moléculaire entre 1'ARNm et 1'ADN a
permis de montrer que la structure de 1'ARNm est monocaténaire et com-
plémentaire de l'une des chalnes de 1'ADN.

Lorsqu'on analyse la population totale d'ARNm d'un organisme,
on remarque une hétérogénéité des tailles moléculaires : le coeffi-
cient de sédimentation varie de 6 S a 30 S. Cette hétérogéndité refle-
te la variété des protéines fabriquées par la cellule. -

Nous allons maintenzant passer en revue les structures gui ca-
ractérisent 1'ARNm d'eucaryotes, c'est=a-dire le poly-A et le cap.
Fig. 2 : Schéma d'une molécule d'ARN messager d'eucaryotes d'apreées

BUSCH (197s6).
De l'extrémité 5' a 1l'extrémité 3' , nous trouvons le "cap",
une région comprenant les sites de liaison des ribosomes,

une grande portion centrale codante, une région structurale
particuligére ol peuvent se lier des protéines et la "gueue"

de poly=A.
CAP portion codante POLY-A
5’ iJ'{ e - L; 3’
site de

région
liaison structurale



2.2. Le Poly=A.

Cette "queue" de 50 & 200 résidus adénosiques est attachée a
l'extrémité 3' des ARNm d'eucaryotes mais est associée a de nombreux
ARN viraux (BRAWERMAN, 1974). On a montré que notamment 1'ARNm d'his-
tones ne contient pas cette séquence (GREENBERG & PERRY, 1972).

11 semble que cette "queue" de poly-A soit ajoutée par un processus
post-transcriptionnel du précurseur de 1'ARNm (DARNELL & al, 1973)
dans le noyau, et gque sa taille diminue deés le passage de 1'ARNm dans .
le cytoplasme (SHEINESS & al, 1975 - NOKIN & al, 1976).

Quel est le rBle de cette ségquence ?

L'addition de poly-A & 1'ARN nucléaire peut etre inhibée par
un traitement des cellules & la cordycepin (3'-déoxyadénosine), mais
en mé&me temps, on blogque le transfert de 1'ARNm dans le cytoplasme.
Cela suggere que le poly-A interviendrait dans le transport de 1'ARNm
hors du noyau (PERRY & al, 1973).

Le poly-A semble aussi jouer un r8le important dans le main-
tien de l'zctivité biologique des molécules d'ARN auxqguelles il est
associé (SPECTOR & al, 1974 - HUEZ & al, 1974).

Par exemple, il a été montré que cette séquence 3'-terminale est né-
cessaire au pouvoir infectieux de 1'ARN du virus de la polio (HUEZ &
al, 1974). Des comparaisons de taux de traduction- - ont aussi été effec-
tuées entre 1'ARNm de globine intact et de 1'ARNm "amputé" de sa
"queue" de poly-A. Bien gue leur taux initial de traduction soit iden-
tique, 1'ARNm sans poly-A commence a perdre son activité bien avant 1!
ARNm intact (NOKIN & al,1973).

Un autre type de comparaison a été faite, c'est celle de 1la
sensibilité de différents ARNm & une RNase. On a montré gue la sensi-
bilité a la RNase diminuait gquand la longueur en pcly-A augmentait
(HIETER & al, 1976).

2.3+ LB cap -«

On observe également des modifications a l'extrémité 5'-termi-
nale de la plupart des ARNm d'esucaryotes et de virus.
Ce "cap" se caractérise par la présence d'un 7-méthylguanosine ccmme
résidu terminal, relié & la premiére base du message par un pont tri-
phosphate entre les deux groupes 5'-hydroxyl des riboses (fig.3)
(SHATKIN, 1976).



On distingue principalement trois types de caps :

¥ un cap de type zérao" : m7Gpprp ne contenant pas de méthylation

supplémentaire.

n

* un cap de type un" : m7Gpprmpr ot l'on trouve un groupe méthyl

en position 2' du ribose de la premiére base.

" type deux ": mTGpprmmepr qui contient deux nucléoti-

¥ un cap de
desméthylés en 2' sur le ribose. (X, Y et Z représentent n'importe

lequel des quatre nucléotides habituels de 1'ARNm).

0 CHs
,!'4-
H > e
HzN™ "N” °N o]

0 0
S 1 [} n i s
CHg-0-P-0~P-0-P-0-CHz O
o o 0

Fig. 3 : Structure d'un cap de "type deux" (SHATKIN, 1976).

Pour ce cap, deux fonctions semblent ressortir : (FILIPOWICZ, 1978)

- la premiere est d'aider 1'ARNm & entrer dans le complexe d'initia-
tion avec les ribosomes d'eucaryotes.

- la seconde est une fonction de protection de 1'ARNm contre la dégra-

dation par les nucléases cellulaires.

1) La premidre observation mettant en évidence la nécessité du cap
pour une traduction efficiente est la comparaison des azactivités de
réovirus, VUSV et ARNm de glcbine de lapin avec et sans cap, dans un
systéeme de synthése protéique acellulaire de germe de blé
(MUTHUKRISHNAN & al, 1975).

Une autre approche pour déterminer l'importance du cap dans
la traduction a été l'utilisation d'analogues de caps. Des zanalcgues
tels, pm?G, m?GDP, m?Gppme, agissent au niveau de 1'initiation en
inhibant la liaison de 1'ARNm au ribosome (CANAANI & al, 1976).



w =

D'autres expériences, de "compétition", appuient 1'idée du

r6le de facilitation de m?G dans la traduction de 1'ARNm. Un mélan-

ge de molécules d'ARNm avec gt sans cap est testé au point de vue

de leur capacité de liaison aux ribosomes; les molécules gqui portent

un cap mTG sont liées de maniere préférentielle (MUTHUKRISHNAN, 1978).
L'importance apparente de l'extrémité 5! m7G pour la tra=-

Parmi ces conditions, on peut citer : la ceoncentration en ARNm

(HICKEY &al, 1976), les facteurs d'initiation (HELD & al, 1977) et

les conditions ionigues, parmi lesquelles la concentration en po-

tassium est d'une importance particulidre (WEBER & al, 1978).
Finalement, la raison de l'apparition de cette structure

particuli&re gu'est le cap, dans les cellules évoluées, pourrait

8tre de remplacer l'interaction directe ARNm = ARNr qui facilite

la liaison au ribosome chez les organismes procaryotes (CLEMENS, 1979).
De plus, comme les caps ne semblent pas se lier directe-

ment aux ribosomes mais nécéssitent des facteurs d'initiation pour

le faire, on pourrait aussi voir la une explication partielle du

grand nombre de tels facteurs nécessaires a la synthese des protéines

chez les eucaryotes, par opposition aux procaryotes (CLEMENS, 1979).

2) Le cap & l'extrémité 5' de 1'ARNm a un important effet de
stabilisation sur 1'ARNm injecté dans des ococytes de Xenopus lasvis
ou ajouté & des extraits de germe de blé (FURUICHI & al, 1977).

Dans ces systémes, les ARNm de reovirus contenant & leur extrémité
5 m7Gppme ou GpppG sont dégradés plus lentement gue les molécules
portant une extrémité telle que ppme, pppG ou ppG.

2.4, Les protéines associées a 1'ARN messager.

Dans les cellules d'eucarvotes, 1l'ARNm existe dans le cyto-
plasme sous forme de complexes ribonucléoprotéiques (mRNP).

Il est certain actuellement qu'il 2xiste au moins deux pro-
téines, l'une d'un poids moléculaire de 50000 et l'autre de 78000,
assocides & 1'ARNm (MOREL & al, 1971). L'une d'elles est attachée
dans une région particuligre de l'extrémité 3' terminale (Fig. 2).
L'autre pourrait 8tre liée au cap mais ce n'est pas encore certain
(BUSCH, 1976).



2.5. Biosynthése et maturation de 1'ARN messager

Dans les cellules d'eucaryotes, la formation d'un ARNm gui
puisse 8tre traduit est un processus complexe.
Les précurseurs des ARNm, transcrits dans le noyau & partir de 1'ADN,
subissent des modifications post-transcriptionnelles, a savoir :
* des clivages du précurseur et la reconstituticon d'une seule chalne
d'ARNm & partir des différents fragments obtenus.
I1 est en effet admis qu'un géne , dans un organisme supérieur,
codant pour une protéine, peut contenir des séquences de bases
qui n'apparaissent pas au niveau de 1'ARNm cytoplasmique. Ces
séquences sont appelées "Introns" par opposition aux séguences
codantes appelées "Exons" .(voir fig.4)
Le mécanisme suivant lequel un pré-ARNm contenant & la fois les
exons et les introns est d'abord synthétisé et ensuite clivé et
reconstitué est le plus généralement admis.
C'est le cas pour 1'ARNm de l'ovalbumine : son gene se compose de
huit morceaux différents (KOURILSKY & CHAMBON, 1978).

Fig.4 : Représentation schématique d'un brin d'ADN (ligne horizontale
supérieure) et de 1'ARN messager qui en dérive (ligne infé-
rieure). Dans ce géne imaginaire, il y a trois exons, marqués
1, 2, et 3, et deux introns, notés A et B.

D'apres CRICK, 1979.
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¥ la polyadénylation a l'extrémité 3', étape post-transcriptionnelle
relativement tardive. Elle se passe au cours du derniers tiers
de l'intervalle de temps qui sépare la transcription du message

et 1l'association aux ribosomes (PERRY & al, 1974).
¥ le "capping"™ & 1l'extrémité S5'.
Le mécanisme serait du type suivant : (d'aprds FURUICHI & al, 1976

pour reovirus)

ARN polymerase: oppXpY + PPi

nucléotide phosphohydrolase

pppX + pppY

PppXpY pPpXpY + Pi

Guanylyl transférase _

pppG + ppXpY GpppXpY + PPi

Méthyl transférasa'1:

GpppXpY + SAM m75pprpY + SAH

Méthyl transférase

2
mTGpprpY + SAM - m?GpprpY + SAH

Une troisieme méthylation peut se faire s'il s'agit d'un cap de
Teype 2",
(SAM : S-adenosylmethionine = SAH : S-adenosylhomocystéine )

¥ des méthylations internes. Un taux élevé de Nﬁ-méthyladénosine
est observé (ROTTMAN et al, 1976)



3 L'ARN de transfert

3.1. Généraliteés

Le r8ile de 1'ARN messager est de diriger l'assemblzge des
acides aminés en une séquence caractéristique d'une protéine donnée,
dans le processus de la trsduction. Mais, d'autres molécules d'ARN,
les ARN de transfert, jouent un r8le tout aussi important dans ce pro-
cessus : elles agissent en tant qu'intermédiaires entre la séquence
linéaire de nucléotides de 1'ARN messager et la séquence linéaire en
acides aminés d'une protéine.

Comparés aux autres molécules d'ARN, les ARN de transfert sont
caractérisés par leur poids moléculaire d'environ 25 & 30000, ce qui
correspond 2 une molécule de 75 a 90 nucléotides et pavr un contenu
élevé en nucléotides modifiés (nucléotides méthylés, ou autres nucléo-
tides tels : l'acide pseudo-uridylique, ribothymidilique).

L'étude de la séguence en bases de ces ARNt a révélé les carac-
téristiques suivantes :(voir fig. 5)

* Des 1965, HOLLEY & al, propose comme structure secondaire quelque
chose ressemblant & un "tréfle & 4 feuilles" sur la base de l'étude
des complémentarités possibles entre les différentes bases.

* L'extrémité 3' de la chaine est toujours formée du méme trinucléo-
tique : pCpCpA. Le groupement hydroxyl libre de l'acide adénylique
peut Btre estérifié enzymatiguement par le carboxyle de 1l'-aminoacide
spécifigque pour donner la forme active de 1'ARNt, l'aminoacyl=tARN
(voir plus loin).

¥ A l'extrémité 5' on trouve souvent un acide guanylique relié 3 un
croupement phosphate.

* I1 existe également une séguence de 3 bases gui différe dans chague
ARN de transfert : c'est l'anticodon. Ce triplet de l'aminoacyl=-tARN
possade une séquence telle gu'elle lui permet de s'apperier spécifi=-
quemenﬁ, par des liaisons hydrogénes avec le codon correspondant des
ARNm ¢ ainsi, l'zacide aminé est transféré a sa position correcte sur
la chaine polypeptidique en crcissance. Cependant, il faut admettre
une certaine tolérance dans l'appariement des bases, au nivezu de lz
32 base du codon. C'est 1'hypoth&se du "Wobble" émise par Crick
(CRICK, 1966).



Assez récemment, la strucgure tertiaire de 1'ARNt de le phénylala-
M,

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

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

autre porterait l'anticodon.

Fig.e 5 Représentation schématique en feuille de trefle établie a par-
tir d'environ 100 ARNt isolés de bactéries, de cellules végé-
tales et animales. Les bases rencontrées aux m8mes positions
dans tous les ARNt sont indiguées.

Les abréviations sont : A (adénosine) - G (quanosine) - C
(cytidine) - U (uridine) - R (adénosine ou guanosine) - Y

cytidine ou uridine) - T (ribothymidine) - ¥ ( pseudouridine
H (adénosine ou guanosine mndifiée¥

D'apres RICH & KIM, 1978.
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3.2. Biosynthése des ARNt
Dans les cellules ces mammiféres, 1'ARNt est synthétisé & par-

tir d'un précurseur de taille moléculaire d'environ 5 S (KAY & COOPER,
1969). Ce précurseur contient déja des nucléotides méthylés, de la
dihydrouridine et de la pseudouridine, mais en proportion moins impor-
tante que celle qu'on trouve dans 1'ARNt mature ( KAY & COOPER, 1969 =
CHOE & TAYLOR, 1972).

La maturation du précurseur consistera donc principalement en
des clivages et des modifications de nucléotides.

Chez les procaryotes, l'isolement du précurseur ARNt (tyr) de
E.Coli (ALTMAN, 1971), a montré gu'il possedait des nucléotides supplé-
mentaires aux deux extrémités de la séquence de 1'ARNt mature. De plus,
il manquait les trois nucléotides CCA de l'extrémité 3' des ARNt.
On a isolé l'enzyme qui catalyse la réaction d'addition de ces trois
nucléotides chez E.Coli : la CTP (ATP)-tRNA nucléotidyltransférase
(CARRE & al, 1970).

Tous les é€léments gue nous venons de décrire participent au
fonctionnement de la machinerie de syntheése protéique dont il sera

question dans le paragraphe suivant.
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B. Fonctionnement

La synthése d'une protéine comprend :

16 =

1) Le départ de la synthé&se d'une chaine protéique au site d'initi-

ation correct de 1'ARNm.

2) Le mouvement du ribosome le long de 1'ARNm avec, en m@&me temps,

l'assemblage de la chaine peptidigue. On sait que la position

d'un acide aminé dans la chalne naissante est dictée par la na-

ture des codons disposés dans le messager d'une fagon séguentielle.

3) La libération

suivie par le

Ces trois phases
cycligue ont été

terminaisan.

Figa: B %

AUG XYZ XYZ

Modéle général de la synthése des protéines chez les

appelées respectivement initiation,

départ de la synth&se d'une nouvelle chalne.

eucaryotes (SMITH, 1976).
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14 L'aminoacylation .

C'est 1l'étape préliminaire nécessaire & la synthése protéique
car, pour former une liaison peptidique, chagque acide aminé doit &tre
activé. L'aminoacylation peut &tre subdivisée en 2 étapes :

1) L'activation du groupe carboxyle de l'acide aming.
2) Le transfert de l'acide aminé sur son ARNt spécifique par estérifi-

cation de la fonction cafboxyla.

S 2 W
1) Enz+R-CH-COOH + ATP .=9 R-CH-C-O-AMP|-Enz + PPi

NH20 ' N"'gg
2)|R-CH-C—0-AMP|-Enz + HO-ARNt = R-CH-C-O-ARNt+AMP+ Enz

C'est la haute valeur en énergie potentielle de la liaison ester
réalisée entre le groupement -COOH de l'acide aminé et l'hydroxyle du
sucre du dernier adénosine de 1'ARN de transfert qui permet ensuite la

formation d'une liaison peptidique sur le ribosome.

P L'initiation. (GRUNBERG-MANAGO, 1977 - KOZAK, 13878)

L'initiaticon comprend toutes les étapes permettant au ribosome
de s'attacher 2 1'ARNm et de se placer au bon endroit pour permettre
la formation du premier lien peptidigue.
*¥ Dans une premiére étape, un complexe stable se forme entre le facteur
eIF-2, GTP et 1tARNt' et

ainsi formé peut 8tre transferé

(ARNt -initiateur). Le complexe ternaire
4 la sous-unité 40 S, en l'absence
de 1'ARNm, cette interaction étant stabilisée par les facteurs elF-1
et elfF=3.
¥ eIF=3 est indispensable pour 1l'étape suivante c'est a dire l'atta-
chement de 1'ARNm, une réaction qui dépend aussi des facteurs elF-4A

4B et 4C et qui nécessite de 1'ATPR,
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Un mécanisme possible pour l'initiation de la traduction chez les
eucaryotes a été proposé par KOZAK (1978) : la sous-unité 40 S

( plus les facteurs qui lui sont assdciés) s'attacherait & l'extré-
mité 5' du message et avancerait jusqu'a ce qu'il rencontre le pre-
mier triplet AUG. .

* A ce point 1la se réaliserait la derniere phase de 1l'initiation :
l'association du complexe 40 S.(ARNt initiateur).ARNm 3 la sous-
unité 60 S. Elle est catalysée par elF=-5 et nécessite l'hydrolyse
du GTP en GDP+Pi.

Ce modéle expliquerait les caractéristiques de l'initiation chez les

eucaryotes, & savoir :

1) Elle se limite & un site unique, localisé & l'extrémité 5' .

2) Le premier triplet AUG peut se trouver & une distance variable de
l'extrémité 5' .

3) L'absence de codons AUG dans la séquence 5' non codante, précédant
le triplet initiateur de la traduction.

4) La présence d'un cap m7G, gui coiffe l'extrémité 5' de lz plupart
des messagers d'sucaryotes et qui facilite 1l'initiation.

Ce modéle suppose que la sous-unité 40 S (plus les facteurs) est capa-

ble de se déplacer seul sur le message; des expériences récentes ont

permis de confirmer cette hypothése (KOZAK & SHATKIN, 1978).

Une fois le complexe 80 S.messager.Facteurs.ARNtFMEt

en place, la lec-
ture de 1'ARNm et la formation de la chalne polypeptidique peuvent

commencer.

Figs 7 3 Initiatiorn de ls
synthése protéique chez les
mammiferes.
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Bs L'Elongation . (LENGYEL, 1974)

L'addition d'un acide aminé & la chaine protéique naissante
est un processus répétitif.

Le ribosome y joue en guelque sorte le r8le de "t&te de lec-
ture" puisqu'il se meut le long de 1'ARNm dans le sens 5'- 3! tout en
effectuant la synthése d'une chaine polypeptidique.

La réaction centrale dans ce processus est la formation de la
liaison peptidique. Pour comprendre ce mécanisme qui va 8tre détaillé

de suite, il faut envisager le modele impliguant la présence de
"sites" au niveau du ribosome. En effet, pour qu'il y zit formation
d'un lien peptidique, il faut gue deux aminoacyls tRNA ou un aztRNA et
un peptidyl tRNA, soient proches 1l'un de l'autre. I1 faut donc supposer
au niveau du ribosome au moins deux sites ol 1'ARNt peut venir se lier.
Ces sites sont appelés : site P ou site peptidyl-tRNA et site A ou site

aminoacyl-tRNA.

Y, | Lf ;'r‘ n).:,,,_g ﬁ',{?.!
site de la
“ﬁ peptidyl
1 transferase Fig.8 :
site A : . .
snﬁf == Dessin schématique d'un ribo-
ausd some montrant les sites A
et P. (SMITH, 1976).
peptidyl aa-tRNA
tRNA "‘“'--. /
/
s___txvz_-xvzja ————— 3

oodrmll codon n+1

Le produit final de la phase d'initiation est un complexe d!

initiation dars legual 1tARNET™®® get 156 au site P.

* Dans la premiére partie du cyecle d'élongation, un aminoacyl-tRNA se
lie au site A. L'aminoacyl-tRNA est celui spécifié par le codon ad-
jacent du cBté 3' du codon initiateur.

Il est attaché au complexe ARNm-ribosome sous la forme d'un complexe
aminoacyl tRNQ.EF—?L.GTP (EF-ﬂL est la forme active du facteur EF-1.
Cette protéine =st souvent présente dans les tissuz sous forme d'ag-

grécat de haut poids moléculaire : EF-1H
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* La deuxiéme partie du cycle comprend la formation de la liaison pep-
tidique (voir fig. 9). Le GTP du complexe cité est hydrolysé en
GDP+Pi et l'ensemble EF-TL
trouvant au site P est libéré de sa liaison peptidique avec le groupe

.GDP quitte le ribosome. Le résidu Met se

acide aminé de l'aminoacyl-tRNA du site A.
L'enzyme catalysant la formation de cette liaison est appelée pepti-

dyl transferase et fait partie de la grande scus-unité.

mRNA tRNA déchargé
Peptidyl-
— . transf¢rase Site P
O_Jf Site peptidique L T S b
O=|
NH
Peptidyl =
\ransferase R_éH

O=
|

Peptidyl-tRNA

Peptidyl-tRNA i
o allongé d’un résidu

Fig.9 : La réaction de formation de la liaison peptidique. Elle se
forme par un mécanisme de déplacement nucléophile : le groupe-
ment aminé du nouvel aminoacyl-tRNA déplace le tRNA de l'amino-
acide précedent au niveau du carboxyl, ce qui conduit a un
peptidyl-tRNA allongé d'un résidu (LEHNINGER, 1977).

* Dans la troisiéme partie du cycle, la translocation, le facteur EF-=2
et du GTP sont 1liés au ribosaome.
Aprés que le site P =it été libéré, le dipeptidyl-@RNA est déplacé
du site A au site P, le ribosome se déplagant le long de 1'ARNm de
trois nucléotides en direction 3'.
Le GTP l1lié au ribosome est hydrolysé en GDP+Pi et les produits d'hy-
drolyse quittent le ribosocme en mé&me temps que le facteur EF=-2.
A ce stade, nous nous retrouvons dans la situation initiale et un
nouveau cycle peut recommencer.
Pour gue cela soit possible, il suffit Jde régénérer le complexe
EF-1.GTP & partir de EF-1. GDP (fig. 10).



= 91 =

Gag=tRNA aa,-tRNA-EF-1-GTP

EF-14+GTP —> EF-1-GTP

[Factors]
EF-1-GDP

Pi

GDP GTP

Fig. 10 ¢ Etape de 1'élongation nécessitant l1l'intervention du facteur
EF-1 et recyclage de celui-ci (WEISSBACH & OCHOA, 1976).

4, La terminaison. (WEISSBACH & OCHOA, 1976)

Le processus de terminaison comprend la libération de la chail-
ne polypeptidique compléte du complexe ribosome-ARNm.
Le peptide est alors au site P du ribosome et au site A se trouve un
des trois codons de terminaison : UAA, UAG ou UGA.
De plus, un facteur spécifigue RF et du GTP sont nécessaires.
Le GTP permettrait l'association du RF avec le ribosome mais son
hydrolyse n'interviendrait gque dans une étape ultérieure, peut-&tre
dans le recyclage du facteur. On peut aussi mettre en évidence gue
l'activité de la peptidyl transférase joue une part importante dans
le processus de libération du peptide attaché & un ARNt au site P
(GOLDSTEIN & al, 1970).



C. Le polysome, unité de fonction

Nous avons jusgque maintenant décrit les différzants éveéne-
ments gui zboutissent & la synthése des protéines. Les éléments
nécessaires sont un ARN messager, un ribosome, des ARN de transfert,
des acides aminés,des facteurs protéiques et énergétiques, des en-
zymes, ... Dans la cellule, nous observons pourtant un nombre de
ribosomes beaucoup plus élevé que de messagers; d'autre part, on
sait aussi que le ribosome suit un cycle, c.a.d. qu'aprés la libé-
ration de la chafne protéique qu'il vient de terminer, le ribosoms
se scinde sn ses deux sous-unités, celles-ci sont ainsi pr8étes 2

recommencer la synthése d'une nouvelle chalne protéigue.

Découverte des polysomes.

C'est au début des années 60 que furent faites les observa-
tions décisives qui établirent la signification des agrégats ribo-
somiques. Des expériences avec des réticulocytes, montrérent que des
chaines naissantzs de protéines , gui avaient $té marquées dans des

cellules intactes, étaient associées avec une fraction ribosomigus

hétérogéne 170 S et non pas avec les ribosomes 80 S (WARNER & =21, 1963 -

WETTSTEIN & al, 1963). D'autres expériences testant 1'activité d'in-
corporation d'acides aminés par des ribosomes de foie de rat, dans
un milieu acellulaire, montrérent gue l'activité augmentait propor-
tionrnellement & la présence d'agrégats lourds. Les préparations les
plus actives contenaient trés peu de riboscmes 80 S et étaient cons-
tituées surtout de matériel "lourd".

La relation existant entre la structure des agrégats et
l'incorporation d'acides aminés, suggéra immédiatement gue 1'ARN
messzger était responsable de lz formation de <ces agrégats.
L'interprétation la plus attrayante représentzit les polysomes comme

des ribosomes "enfilés"

sur un brin unigue =t continu df ARNm.
Cette conception était apguyée par le fzit de l'extrmzs sen=-

sibilité de ces agrégats a des traces d'endonuclézses.



De plus, on observait une proportionnalité entre la taille des
polysomes et le poids moléculaire de 1'ARNm, une réduction de la
taille moyenne du messager par fragmentation des polysomes avec
des traces de RNases, la rupture des polysomes suite a une inhibi-
tion de la synthése de 1'ARNm par l'actinomycine, ainsi que la
formation des polysomes & partir de ribosomes et d'ARN viral
(NOLL, 1969).

Sur un polysome, plusieurs ribosomes peuvent donc lire si-
multanément le m&me message, avec bien sQOr un décalage, qui corres-
pond au temps mis par un ribosome pour guitter le site d'initiation
et permettre au ribosome suivant de s'y fixer.

Le polysome n'est plus actuellement une simple vue de l'esprit
permettant d'expliguer les diverses observations effectudes, mais

bien une unité structurelle visible au microscope électronigue.

.?ngf"

-




Etats togggnghiques

Les polysomes existent dans deux états différents : ils
sont soit libres dans le cytoplasme, soit liés aux membranes du
réticulum endoplasmique. On a attribué a ces derniers la fonction
de synthese des protéines destinédes & 8tre sécrétées par la cellule.
Ces protéines passeraient directement dans le réticulum endoplasmi=-
que pendant leur élaboration.

Des méthodes ont €té mises au point pour préparer ces poly-
somes, soit séparément ( VENKATESAN & STEELE, 1972 - BLOEMENDAL & al,
1973 - RAMSEY & STEELE, 1976) soit ensemble (RAMSEY & STEELE, 1976).
Lors de l'extraction des polysomes, ce sont non seulement des ribo-
somes et des messagers gqui sont extraits, mais également des fac=
teurs protéigues associés aux ribosomes lors de la synthése protéi-
que. Toutefois, de fortes concentrations en KCl (500mM) permettent
de les"détacher" des ribosomes et donc de les préparer séparément.

(PICCIANO & al, 1974)

Un polysome peut se caractériser par sa taille, c.&.d. le
nombre de ribosomes par messager. Cette taille (R,) dépendra de
la longueur du messager (Ap) et de la distance qui sépare deux ri-
boscmes (a), exprimés tous les deux en nombre d'acides aminés (tri-
plets) ou de nucléotides.

RQ=F\O/8
A un temps donné, la distance entre deux ribosomes conség-
cutifs sur 1'ARNm, dépend de la vitesse d'élongation (Vg) et ds
la fréquence d'initiation (Wj;). Ceci, & condition que la terminai-
son ne soit pas limitante.

a='J5 /\)i

La taille du polysome dépend donc de la vitesse d'élonga-

tion et de la fréquence d'initiation.

RD=A0 ‘(‘\)_‘L/Lg



Mais, dans une cellule, nous avons a faire 2 une 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 macromolécules en fonc-
tion de leur taille, de leur densité et de leur forme. Si ces molé-
cules sont soumises & 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 relative 3 la friction diminuent. C'est pourquoi, la
vitesse de sédimentation va augmenter en fonction du poids molécu-
laire, au sein d'une famille de molécules ayant m&me forme et méme
densité.

La centrifugation zonale produit une série de bandes, &
intervalles réguliers, en accord avec le nombre croissant de ribo-

somes sur 1'ARNm. Cela permet donc de séparer les différentes clas-

ses de taille de polysomes. (Fig. 11)
1

Fige 11 ¢ Profil de sé-
dimentation de polysomes
de foie de souris.
Gradient analytique 15-
50 Ramsey. Les chiffres
au-dessus des pics dési-
gnent la taille des po-
lysomes.

densité optique

s - f
Le polysome étant l'unité fonctionnelle de la syntheése pro-

téigue, il nous a semblé intéressant d'étudier cette unite en tant
que telle, isolée de son contexte cellulaire, et de voir si,ra son

niveau, on peut déceler des différencss en fonction de 1l'&ge.
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III. LA MACHINERIE DE SYNTHESE PROTEIQUE "IN VITRO" :
LES MILIEUX ACELLULAIRES.

Les milieux acellulaires ont d'abord été utilisés dans le
but d'étudier le mécanisme de la synthése protéique. Un messager
naturel ou artificiel (Poly-U, par exemple) peut y Btre introduit

et traduit, différents facteurs variant d'une expérience & l'autre.

Différents milieux ont été mis au point et les plus couram-

ment utilisés sont les suivant :

¥ Le systdéme de lysat d'ascite, développé par MATHEWS & KORNER (1952)
est dérivé de cellules ascites se développant dans la cavité pé-

ritondale des souris.

* Le systéme acellulzaire de germe de blé décrit par WEEKS & MARCUS
(1971), ROBERTS & PATERSON (1973), SHIH & KAESBERG (1973) est
facilement préparé a partir de germesde blé disponibles dans le

commerce.

¥ Le lysat de réticulocytes, un des premiers systémes utilisé et
que nous avons choisi.
Les réticulocytes sont des globules rouges immatures qui synthé-
tisent principalement de 1l'hémoglobine. Des extraits bruts de
ces cellules fournissent un excellent systéme acellulaire (ADAMSON
& al, 19€8). L'extrait es®t préparé en lysant les cellules avec de
l'eau distillée et en sédimentant les débris cellulaires.
Bien que l'efficience de traduction d'un ARNm exogéne soit élevée,
1'extrait brut posséde encore un haut degré de synthése protéique
endogéne gqui interfare souvent avsc l'analyse des protéines syn-
thétisées & partir de 1'ARNm ajouté.

Le milieys avec lequel nous avons travaillé, est & base de
lysat de réticulocytes de lapin, modifié suivant le principe de
PELHAM & JACKSON (1976) pour éviter ce probléme. Le but est de dé-
truire 1'ARNm endogéns. Ceci est fzit en ajoutant une nucléase mi-
crococcale activée en préssnce de calcium. L'addition d'un exces
d'EGTA (ethyleneglycol-bis{2-aminoethylether)-N,N'-tetraacetic acid)

complzxe les ions et imactive donc la nucléase.



Aprés ce traitement, aucune activité résiduelle en nucléase n'a

pu 8tre détectée et 1l'activité de synthése protéique endogéne est
négligeable. C'est 1la son grand avantage par rapport aux autres sys-
témes acellulaires, puisque c= dernier systéme peut Btre ainsi sen-
sible & de treés faibles concentrations =n ARNm.

En comparaisaon, le systéme acellulaire d'ascites a une ac-
tivité d'incorpeoration endogéne trés élevéde et contient des nuclé-
ases qui dégradent rapidement 1'ARNm ajouté.

Le systéme dérivé de germes de blé a un "background" com-
parable a celui du systéeme utilisé, meis il apparait moins sensible
a l'adjonction d'ARNm. De plus, le systéme acellulaire de germes
de bleé a une haute activité nucléasique (PELHAM & JACKSON, 1976).

Les milieux acellulaires peuvent 8tre "programmés" de deux
manieres différentes. La premizdre est d'y ajouter un messager natu-
rel ou artificiel (poly-U, par exemple); la lecturs de ceux-ci se
fera par les ribosomes endogénes. La deuxizme consiste a enlever
les ribosomes propres au milieu acellulaire et d'y ajouter alors
des polysomes provenant de divers tissus.

C'est le cdeuxieme type d'approche que nous avons choisi
pour notre travail, puisgue notre but est d'étudisr les caractéris-
tigues fonctionnelles des polysomes de foie de souris, en fonction
de 1'8ge, en dshors de leur contexte csllulaire et dans un milieu

toujours identique st reproductible.
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IV, BUT DU TRAVAIL

I1 est généralement admis que le vieillissement s'accompa-
gne d'une déficience de la machinerie de synth&se protéique (ORGEL,
1973 - MEDVEDEV, 1867 - COMFORT, 1977). De plus, l'cbservation des
profils de sédimentation de polysomes de foie de souris , montre
une diminution de la taille moyenne des polysomes en relation avec

1'age (VAN DEN HAUTE, communication personnelle).

Des lors, on peut se poser la gquestion de savoir si ces
différences "morphologiques" observées au cours du vieillissement,
vant de pair avec des différences fonctionnelles de la machinerie

de syntheése protéique.

Pour répondre a cette question, nous avons adopté comme
stratégie expérimentale, de faire l'étude comparative des perfor-
mances des polysomes de foie de souris jeune et vieille, en milieu
acellulaire. C'est le taux d'incorporation d'acides aminés marqués
gui nous permettra de nous rendre compte des différences éventuelles.
Nous avons choisi de travailler en milieu acellulaire, afin d'éli=-
miner des variations qui pourraient intervenir "inm vive", au niveau
des facteurs énergétiques, cdes enzymes intervenant dans la traduc-

tion (tels les aminoacyl-tRNA synthétases), des ARNt, ...
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MATERTIEL E T METHODES

I. MATERIEL

A. Animaux

Pour nos expériences, nous avons utilisé des souris femelles
de souche C 57 Black, nourries "ad libitum". Les jeunes souris

sont 3gées de 1 & 2 mois et les vieilles souris de 17 a 20 mois.

B. Produits

Les solutions sont prégparées avec de l'eau bidistillée et des
produits "pro analysi" de la firme Merck.

Le diéthylpyrpcarbonate (D.E.P.C. ou Baycovin, marque commerciale)
est obtenu de la firme Bayer.

Le "Translation kit - reticulocyte lysate - amino acid L Eg]"
est de la firme New England Nuclear.
y Les filtres utilisés sont en fibre de verre (Whatmann), diamétre
" 2,5 cm GF/C (série n° 7566)

Le cocktail (solvant + scintillant) utilisé pour le comptage 2
scintillation liquide est de 1'AQUALUMA de la firme LUMAC.

C. Conditionnement du matériel

Toutes les solutions utilisées sont préalablement stérilisées.
Ceci est réalisé en leur ajoutant de la Baycovin 1/1000 (vol / vol)
et en laissant ensuite btouillir le tout pendant 30 minutas afin
d'éliminer la Baycovin. Il en sst de m8&me pour la verrerie et les
instruments gui sont plongés dans une sclutien de Baycovin 1/1000.
Ceux-ci sont ensuite séchés a 1l'étuve (120 °C).

De plus, tout autre matériel (tels l'appareil de corfection et de

récolte des gradients) est rincé avec ure sclution du m8me type.
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Lz Baycovin est rapidement hydrolysée (aprés 2-3 heures a 20 ©°C

et aprés 30 minutes 3 100 °C) selon la réaction suivante :

CZHS—U-E-U\D

+ HO — 2 C.HOH /7 + 2 CO
CHg=0-C-07 2 gt 7 -4
2

Lz Baycovin inactive les protéines et est un puissant inhibiteur

de la RNase, elle exerce un effet protecteur sur les polysomes.

Il en est de m@me pour le dithiothreitol (DTT) qui agit en mainte-
nant les ponts disulfures & 1l'état réduit. Il est ajouté aux solu=-
tions de saccharose et aux tampons juste avant leur emploi & raison
de 1/500 (vol / vol) d'une solution 1,5 M.

D. Appareillage

Les centrifugations sont effectuées dans deux types de centrifu-
geuses : = a basse vitesse : Sorvall RC 5
Rotors type 5S 34 ou HB 4
- & haute vitesse : Beckman-spinco L5-75 et L2-75 B
Rotors SW 40, SW 65 et 65 3 angle
Les mesures d'absorbance se font sur un spectrophotométre
Beckman, modeéle 24.
Un systéme "ISCO density gradient scanning" mcd&le 184, connecté
4 un "absorbance monitor ISCO"™ modéls UA-5, permet d'établir les
profils de sédimentation en gradient de sacchaross.
Une pompe péristaltique 2speed Proportionning Pump, Technicon.
Un compteur & scintillation : Beckman, LS-3150 T.

Une microfuge B, Beckman.

II. METHODES

A. Extraction des polysomes

Le but des manipulations qui suivent, est de préparer a partir

d'un foie de souris (qu'elle soit jeune ou vieille), des polysomes

T

ifiéds, d'une part, et des polysomes "lourds™ () trisomes), d'autre

fas

S &b
car

[

.



e

1. Préparation du fcie.

Les souris sont tuées par rupture des vertébres cervicales
et décapitées ensuite. Le foie est prélevé et aussitft plongé dans
une solution de sucrose M/4 PB 75 pH 8,5 glacé (voir tableau II).
Tautes les opérations suivantes sont effectudes 3 une température
de 0 °C & 4 °C.

Le foie est ensuite pesé et passé a travers un presse«ail
de maniére 3 éliminer les tissus fibreux qui pourraient diminuer

ltefficience de l'homogénéisation.

2. Homogénéisation

Le tissu broyé est plongé dans 3 volumes (poids/vol) de
sucrose M/4 PB 75 et homogénéisé dans un potter ( B. Braun Melsungen
AG, de contenance 20 ml, n® 854240) avec un piston en teflon. La
vitesse de rotation est de 2000 tours/min et on effectue 10 va-et-

vient successifs.

3. Préparation des polysomes

L'homogénat obtenu est transvasé dans un tube en verre de
15 ml et centrifugé 3'40" 2 20000 rpm (48280 g Rmax.) avec le rotor
S5 34, Cette centrifugation sédimente les noyaux, les mitochondries
et les débris cellulaires.

Le surnageant cu PMS I est recentrifugé dans les mé&mes con-
ditions. Le deuxi&me surnageant (PMS II) est décarté et on y ajoute
1/9 (vol/vol) de désoxycholate de sodium (DOC) & 13 °/,. L'action
de ce détergent est de solubiliser les membranes et de libérer ainsi
les ribosomes attachés au reticulum endoplasmique.

La mesure de l'absorbance d'un aligquot, montre gu'l gramme
de foie donne en moyenne 130 D.0. de PMS II-DOC. _

Ce PMS II-DOC va, dans une premiére partie des expériences,
@tre encocre purifié en polysomes et, dans uns seconde partis, 8tre

utilisé comme source de préparation de polysomes "lourds".
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b centrifugé 48280 gR_

ax.

o surnageant : PMS I

culot La

| centrifugé

o

48280 gR
max.

+ DOC
PMS II-DOC

culot

surnageant:
PMS 1II

Fig. 12 : Résumé des principales étapes conduisant & l'obtention
de la fraction PMS I1I-DOC.

Tampon Ramsey pH 7.4
Tampon PB 75 pH 85 - S
Tris HCI 10 mMm
Tris. HCI 50 mM
MgC12 5 mM
MgcCl 5 mM
2 KCI 75 mM
KCI 75 mM
EDTA 0,5 mM
Tableau IT : Tablegu III :

Composition du tampon PB 75. Composition du tampcn Ramsey.
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Profils de sédimentaticn .de polysomes de foie de souris
jeune (J) et vieille (V). Gradients préparatifs 15-50
de PMS II-DOC. Les deux traits indiquent la fraction du
gradient récoltée : ce sont les polysomes "lourds".

S et F désignent respectivement le sommet et le fond du

gradient.




4., Purification des polysomes.

Le PMS II-DOC est déposé sur un gradient discontinu réalisé
avec 3 ml de chacune des solutions de saccharose 55 et 40,3 °/,.
Ces deux solutions sont elles-mémes obtenues 2 partir d'une solu=-
tion stock de saccharose 2,3 M PB 75 pH 8,5 et de tampon PB 75 de
mani&re 2 obtenir la concentration souhaitée. On compléte le gra-
dient avec du tampon PB 75 pH 8,5. Les gradients sont centrifugés
4 65000 rpm (368000 g Rmax.) toute la nuit (intégrateur : 322990)
dans le rctor 65 a angle fixe de maniére & sédimenter les polysomes.

Apres la centrifucation, les couches surnageantes sont éli-
minées et le culot clair que 1l'on obtient est lavé 3 fois avec 1 ml
d'eau bidistillée., Il est ensuite resuspendu dans 100 & 150 ul d'eau
bidistillée a l'aide d'une baguette de verre. Ces polysomes sont
amenés par dilutions successives a une concentration finale de
0,2 D.0. / 4 Yl pour Btre ensuite ajoutés au milisu acellulaire.

Le degré de pureté de cette préparation est révélé par suan
spectre d'z2bsorption avec un maximum 3 254 nm et le rapport D.O.
D'C'ZSD i qui passe de 1,3 - 1,4 pour le .PMS II-DOC & 1,7 - 1,8

pour les polysomes purifids. Les profils de sédimentation, d'autre

260 nm/

part, ne montre plus une forte absorbance au sommet du gradient due

3 des protéines. (voir fig. 14)

5. Isoclement de polysomes "lourds".

Le matériel de base nécessaire est le PMS II-D0OC., Celui-ci
est déposé sur un gradient 15-50 Ramsey préparatif et centrifugé
(voir détails plus loin). Ce gradient est analysé en D.0. (fig. 13)
et seule la fraction contenant les polysomes "lourds" (> trisomes)
est gardée. Celle-ci est précipitée au PEG (voir plus loin p:39)
et le culot est resuspendu dans gquelques Ml d'eau bidistillée jus-
qu'd obtenir une concentiration finale de 0,2 D.0. / 4 pl. Ces poly-
somes seront ajoutés au milieu acellulaire.

Un aliquot de ce culot ust déposé sur un gradisnt analytique
15=-50 Ramsey de maniére & vérifier "1'état" de ces polysomes, par

lesur profil de sédimentation. (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 . S et F désignent respectivement ls sommet
et le fond du gradient.
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B. Technigues préparatives et analytigues.

1. Mesure de la distribution en taille des polysomes par
centrifugation en gradient de saccharose.

La centrifugation de zone sépare les macromolécules suivant
leurscoefficients de sédimentation, La densité du milieu de sédi-
mentation est toujours inférisurea celle des macromolécules, de
sorte gu'au dela d'un certain temps de centrifugation, celles-ci
s'accumulent au fond du tube. Le gradient de densité incorporé au
milieu emp®che l'étalement des zones contenant des macromolécules
de m&me coefficient de sédimentation. Le temps de centrifugation
et le gradient de densité sont choisis de maniére a obtenir la meil-

leure résolution possible.
a) Préparation des gradients.

Ceux=ci sont réalisés & partir de deux solutions

* une solution de saccharose 15 °/, tampon Ramsey pH 7,5
* une solution de saccharose 50 °/, tampon Ramsey pH 7,5

( la composition de ce. tampon est donnéedans le tableau III.)

.L'appareil utilisé pour la confection des gradients est schématisé

ci-dessous :

pompe
§s

Deux compartiments, A et B, sont relids entre esux par un
conduit inférieur muni d'un robinet. Dans le compartiment B plonge
un agitzsteur et ce compartiment communigue & l'extérieur par trois

canaux 2troits.



Dans le compartiment A est déposé un volume de la solution
de saccharose 15 °/, . On en introduit également dans le conduit
inférieur de maniere a éviter la formation d'unme bulle d'zir. Un
méme volume est ensuite déposé dans le compartiment B.

Ce volume est de 7,5 ml pour 3 tubes SW 65
19 ml pcur 3 tubes SW <40.

L'zgitateur sst mis en route et les deux compartiments mis
en communication par l'ouverture du robinet. Simultanément, on fait
démarrer la pompe péristaltigue. Le débitlde cette pompe est de
- 3 ml/min. pour les trois tuyaux utilisés pour remplir trois tubes

SW 40.
- 1,35 ml/min. pour les trois tuyaux utilisés pour remplir trois
tubes SW 65.

Le saccharose lourd est d'abord aspiréd par la pompe, tandis
que dans le compartiment B s'effectue le mélange progressif des deux
solutions., On réalise qu'ainsi, du saccharose de plus en plus léger

est aspiré et remplit les tubes. Le gradient formé est linéaire.

Pour des gradients analytigues, un aligquot de la suspension
de polysomes (PMS II-DOC, polysomes purifiés ou polysomes "lourds")
est déposé & la surface du gradient. Les gradients sont centrifugés
pendant 45' 3 65000 rpm (420000 g Rmax.) dans le rotaor SW 65.

Pour des gradients préparatifs, une plus grande guantité
de polysomes (PMS II-DOC) es: déposée & la surface du gradient,
C.a.d. environ 750 pl. Les gradients sont centrifugés pendant 105!
4 40000 rpm (2€40C0 g Rmax.) dans le rotor SW 40.

% c) Analyse.

Les gradients sont recueillis grfce 3 un systime de percée
ISCO0, modéle 184 {voir "Appareillage" p:30) selcn le procédé décrit

dans le schéma suivant :



Le fond du tube est percé au moyen d'une aiguille creuse dans laqguelle
est injectée une sclution de saccharose lourd (55 - 60 %).

Celle-ci repousse donc vers le haut le contenu du tube. Le débit

est maintenu constant gr&ce a une pompe péristaltique.

Tout le contenu du gradient passe devant une cesllule photo-
glectrique et 1l'absorbance est mesurée en continu & 254 nm 2t enre=-
gistrée sur papier.

Pour les gradients analytiques, le contenu n'est pas con=-
servé, Pour les gradients préparatifs, seule la fraction contenant

les polysomes "lourds" est recueillie dans un tube en verre de 30 ml

maintenu dans 1z glace. ; (i;7
2. Précipitation au PEG. /
Q
Une sclution de polyéthyléne glycol 20 % tampon PB 75 pH 8,5

est ajoutée volume/volume & la fraction polysomale recueillie.

Le tout est porté & une concentration finale en MgClz de

10 mM, soit 1/50 (vol/vol) de MgClz M. ARprég avoir mélangé au vortex,
on met le tube en verre au réfrigétateun/fCiE:EE) pendant toute la
nuit. Le lendemain, aprés avoir dégelé la solution, celle-ci est cen-

trifugée 30' 3 5000 rpm (4080 g Rmax ) avec le rotor HB 4. Le surna-

geant est éliminé et ls culot est séché sous vide (1/2 heure minimum).



3. Mesure de l'absorbance des acides ribeonucléigues par
la méthode de Schmidt-Thannhauser.

Le but de cette mesure est de vérifier si la D.0. d'un échan-
tillon lue au spectrophotométre 2 260 nm est bien due a de 1'ARN.
Pour cela, l'échantillon est soumis & une hydrolyse zlcaline.

Le KOH, en effet, hydrolysera 1'ARN en fragments acido=-solubles
mais respectera 1'ADN et la plupart des protéines cellulaires qui
vont précipiter lors de l'acidification du miliéu. La lecture de
la D.0O. & 260 nm du surnageant donnera une mesure de l'absorbance
due a 1'ARN.

2/—0H OH KOH .».’;:g ﬁ—g
e = o,

Des expériences préliminaires (FOULON, communication per-
sonnelle) ont été réalisées & partir de différentes concentrations
en polysomes purifiés. La D.0. "native" et la D.0. mesurée aprés
le Schmidt-Thannhauser de différents échantillons mises en graphi-
que, donne la relation suivante :

A

DOo.
apreés S-T &
o4+

o+

. N D.O."nml;l va”
on o2 o3 o4

v
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Pour chaque échantillon, on procede comme suit :

*

On travaille a partir d'un échantillon de 0,5 ml dont on mesure
la D.0. & 260 nm. C'est ce qu'on appelle la "D.0. native”.

On y ajoute 250 pl d'acide perchlorique (PCA) 2 N froid. On mé-
lange au vortex et aprés 15 min. a2 D °C, 1'échantillon est cen-
trifugé 4' 30" & la microfuge.

Le surnageant est recueilli et le précipité est lavé en lui ajou-
tant 0,5 ml de PCA 0,7 N froid. Aprés mélange, on centrifuge le
tout 4' 30" & la microfuge. '

Le surnageant est écarté et le précipité est lavé de la méme ma-
niére. On obtient donc un nouveau précipité et un troisiéme sur-
nageant, qu'on joint aux deux autres.

Les trois surnageants rassembléds, forment le "blanc" du test.
L'échantillon pouvait effectivement contenir de 1'ARN hydrolysé
qui aurait interféré avec L'ARN hydrolysé par le KOH dans la
mesure de D.0O.

La lecture de l'absorbance se fait & 260 nm. Le "blanc" est 1lu
contre le mélange suivant : 1 ml d'eau bidistillée, 1 ml de PCA
2 N et 2 ml de PCA 0,7 N.

Le précipité est entre-temps soumis & une digestion alcaline en
lui ajoutaent 0,5 ml de KOH 0,3 N. Ceci pendant 1heure a 37 ©°C.
Apreés 1 heure, l'échantillon refroidi est acidifié en lui ajou-
tant 100 pl de PCA 5 N froid. Aprés 15 min. 2 0 °C, il est cen-
trifugé pendant 4' 30" & la microfuge.

Le surnageant est conservé et le précipité est lavé avec 0,5 ml
de PCA 0,5 N froid. Aprés une noguvelle centrifugation, la m&me
opération est répétée de maniére a obtenir une récupération ma-
ximale des fragments d'ARN acido-solubles. '

Les trois surnageants sont rassemblés et centrifugés 10 min. 2
5000rpm (4080 g Rmax.) avec le rotor HB.Q'

Le surnageant de cette centrifugation contient 1'ARN hydrolysé
et on en mesure la D.0. & 260 nm. Cette lecture se fait contre
une solution composée de 1 ml de KOH 0,3 N, 200 pl de PCA 5 N et
2 ml de PCA 0,7 N. Elle est centrifugée en méme temps gue les

échantillons et c'est le surnageant gqui sert & faire la lecture.
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Fig. 16 : Schéma résumant les différentes étapes de la méthode
appliquée (détails p:41)

Le rapport de la D.0. aprés et avant le Schmidt-Thannhauser
donne une idée de la fiabilité de la lecture de la D.0. "native"
en tant que mesure de la concentration en ARN. En effet, l'absor-
bance a 260 nm peut 8tre due en partie a des protéines. Si ce rap-
port est égal & 1, la "D.O. native" sera une mesure fiable de la

concentration en ARN.
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4. Mesure de la radioactivité £ par scintillation ligquide.

Le comptage a scintillation liquide se base sur la mesure
de la lumiére émise par les photons provenant d'atomes qui ont été
excités, directement ou indirectement, par les rayonnements/o Cisawds
par des électrans.

Chaque isotape/ﬁ émet des électrons gui ont des énergies
cinétiques treés différentes. On peut ainsi tracer le spectre d'é-
mission des rayonnements :

Nombre
d’impulsions.

4

Energie moyenne

Energie
maximale
— S
. Energie.
Isotope En. max. En. moy.
3
H 18 Kev 55 Kev
14C 159 Kev 49 Kev
25 1700 Kev
S3g 167 Kev 50 Kev
aSDa 254 Kev 75 Kev

On voit ainsi que chaque isotope est caractérisé par son

énergie de désintégration.
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Le but du comptage a scintillation liquide étant de trans-
former l'énergie cinétique des électrons lors de l'émission, en
énergie lumineuse, on interpose entre l'endroit ol ces électrons
sant émis et l'endroit de la mesure, des intermédiaires.

L'échantillon est placé dans une fiole en verre, et on lui
adjoint du "cocktail™, qui est composé d'un faible taux de scintil-
lant primaire (le soluté) dissout dans un solvant organigue.

Les meilleurs solvants organiques sont des hydrocarbures
aromatiques, comme le toluéene ou le xyléne. La configuration chi=
migue de ces molécules avec un noyau benzene, est telle qu'elles
ont des électrons particuliers qui sont relativement peu liés aux
atomes de carbone et peuvent ainsi atteindre des états excités lors
de radiations.

L'énergie absorbée peut Btre transférée 3 des molécules de
scintillant qui possédent & leur tour des électrons excités. A la
suite de quoi, ces molécules émettent des radiations visibles ou
photens. Ces scintillants sont aussi des molécules aromatigues.
(Ex. ¢ PPO0 = 2-5 diphenyloxazole)

Si la lumiere émise a partir du premier scintillant n'est
pas dans la bonne gamme de longueur d'onde pour le photomultipli-
cateur, un second scintillant peut 8tre ajouté au cocktail. Il ab-
sorbera l'énergie venant du premier scintillant et la réémettra
sous forme de photons de longueur d'onde plus élevée.

(Ex. : POPOP = 1,4,bis-S5-phenyloxazolyl benzéne)

Les photons émis vont passer ensuite dans un photomultipli-
cateur qui est une cellule photoélectrigue transformant la mesure
du photaon en mesure électrique. Le tube du photomultiplicateur com=-
prend une photocathode qui émet des électrons sous l'action des
photons. Les électrons sont attirés par la dynode suivante (ou élec-
trode intermédiaire) qui se trouve i un potentiel plus positif gue
la photocathode. Les electrons ainsi accélérés vont frapper la dy-
node et un nombre plus important d'électrons vont Btre réémis par
la dynode. Ceux-ci sont attirés par la dvnode suivante et ainsi de

suite jusqu'a l'anode.



e

On constate donc que de l'électron émis jusqu'a l'impulsion

électrique, de nombreuses pertes interviennent aux différents niveaux.

On appelle = cpm le nombre de coups par minute indigué par 1l'appareil
de comptage.
- dpm le nombre de désintégrations par minute des atomes
radiocoactifs.

- 1l'efficience d'un comptage, le rapport Eg%

Tous les phénoménes gui tendent & affaiblir 1l'efficience portent
le nom de "quenching".

Par exemple, l'énergie d'excitation électronique, plutBt
que d'8tre réémise sous forme de photons, est convertie en énergie
de vibration gqui se dissipe en chaleur soit spontanément, soit au
cours de collisions ou de réactions avec des molécules voisines.

Le "quenching" peut aussi provenir de la présence de subs-
tances étrangéres au sein de la solution scintillante. Certaines
impuretés du solvant ou des substances scintillantes, de méme gue
certains éléments de l'échantillon & compter, captent l'énergie &
leur profit et la réémettent sous une forme non radiative et dégra-
dée, souvent sous forme de chaleur.

Dans les derniéres étapes de transfert d'énergie, 1l'atté-
nuation des photons peut se faire par la coloration de l'échantillon.

Un dernier facteur contribuant & la diminution du rendement
de comptage, est le phénoméne d'autoabsorption. Celle-ci se produi=-
ra, et c'est ici notre cas, lors du comptage d'échantillons se trou-
vant sur un papier filtre. Cette perte est due & l'absorption des
rayons @8 par l'échantillon lui-m&me et dépendra de la forme physi-
gue de l'échantillon et de l'énergie de la particule.

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

l'énergie du radioisotope sera faible.

Les effets des différentés formes de "guenching" sont tou-
jours les m@mes : ﬁn certainmnombre de désintégrations étant "perdues",
il en résulte d'une part, une perte du nombre d'impulsions enregis-
trées 2 la sortie du tube photomultiplicateur, et d'autre part, une
diminution de l'amplitude de ces impulsions.(Ce deuxiéme effet ne

sera pratiquement pas observé pour le tritium.)
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Pratiquement, comment peut-on déterminer l'efficience du comptage ?

a) Méthode du rapport des canaux de comptage.

Tout "quenching", quelle gue soit sa nature, entraine un
déplacement du spectre d'énergie vers les énergies plus faibles,
consécutif a2 une atténuation de l'intensité de l'émission lumineuse.

Dans un échantillon "quenché", le rapport entre le nombre
d'impulsions enregistré dans deux parties du spectre differe donc

de celui calculé a partir d'un echantillon non "quenché".

N le-n —e—np —
~ 2

Nombre d!

impulsions \\\\
/ KNCH‘I quenché

guenché

-
-

=
Energie

Au plus le "quenching" augmente, au plus le déplacement du
spectre sera important et au plus le rapport B/A_deviendra petit.
Comment, a partir de ce rapport trouver l'efficience ?

On établit une droite d'étalonnage en utilisant une guanti=-
té fixe d'isotope, en présence de différents agents "quenchants".
Sachant gque 1 pCi vaut 2,22 X 106 dpm, on peut estimer le nombre
de dpm gu'on a par échantillon. Le nombre de cpm étant donné par
l'appareil, on peut calculer l'efficience. Le rapport B/A étant
aussi fourni, on pourra construire une droite d'étalonnage, qui

sera différente pourchaque isotope.



b) Standardisation par source externe.

C'est l1la méthode gue nous avons adoptée. Elle est entiere-
ment automatisée. Elle est basée sur le principe suivant :
on améne prés de la fiole a compter une source de radiocactivité y
trés énergétique (Cs*). La courbe d'émission des rayons ¥y sera

différente suivant le "quenching".

Les mesures de l'efficience permettent de constater si,
d'une fiole a l'autre, celle-ci est différente. 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 avantages réside dans le fait qu'aucune absorption
ne se fait dans la fibre elle-méme, de plus, les disgues peuvent
8tre traités avec des acides forts dans le but de redissoudre des
matériaux, sans avoir d'effet nuisible sur le support lui-méme.
Mais, ces disques en fibre de verre posent des problémes : le pre-
mier se situe au niveau du margquage de ceux=ci, car le graphite
est facilement effacé. Il faut donc graver un chiffre dans le dis-
gue de maniére délicate. En effet, ces disques en fibre de verre
sont trés fragiles et se désagregent facilement; c'est 1la leur se-
cond inconvénient. Au cours des traitements gu'ils subissent, passa-
ges dans des acides, chauffage, etc..., de petits fragments peuvent
se détacher, emportant avec eux des parcelles de radioactivité.

Cela se margquera alors dans les résultats des expériences.
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C. Traduction en milieu acellulaire.

Nous avons vu dans l'introduction (p:26) le type de systéme
acellulaire que nous avons utilisé.

Pour pouvoir tester les polysomes 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 & 100000 rpm (165000 g Rmax.)° Pour vérifier si les
ribosomes ont bien été enlevés, on fait un test en ajoutant au mi-
lieu d'incubation de 1'ARNm de globine. L'incorporation d'acides

aminés marqués, dans ce cas, est guasi nulle.

Pogur les tests d'incorporation d'acides aminés marqués,
nous procédons comme suit :
- Des filtres numérotés sont prétrempés dans de l'acide trichloracé-
tique (TCA) 10 % et séchés avant de commencer les tests.
- Des petits tubes contenant 110 pl d'eau bidistillée sont égale-
ment préparés et maintenus dans la glace fondante. Ils serviront
a diluer les 2 pl que l'on prélevera du milieu. Ensuite, 100 ul
de 1l'échantillon dilué sont déposés sur le filtre. De cette ma-
niére, la radiocactivité est répartie sur toute la surface et 1l'ef-
ficience de comptage meilleure que dans le cas ou l'échantillon
de 2l est déposé directement sur le filtre.
- Finalement, le milieu d'incubation est réalisé par le mélange de :
* 8,5 1l de leucine tritiée
* 2 i1 de "cocktail, préparation commerciale contenant de la
spermidine, de la créatine phosphate et de la guanosine tri=-
phosphate dans de l'acide N=2-hydroxyethyl piperazine N=2-étha-
ne sulfonique.
*¥ 2 ul d'acétate de K 1M.
* 0,5 pl d'acétate de Mg 32
* 8 nl de lysat. '

- Ce milieu est préincubé 2 min. & 25 °C. C'est 3 cette méme tempé-

ﬁhm. o7 -

rature gque le test d'incorporation est réalisé.
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- Aprés ces 2 min., 4 ul de polysomes sont ajoutés au milieu.
(Ils sont & une concentration de 0,2 D.0./4 ml.) Directement
aprés mélange, 2 ul sont prélevés et déposé§¥ﬁn tube contenant
110 mul d'eau bidistillée. Aprés avoir mélangé, on repréleve
100 pl qu'on dépose sur le filtre n°® 1, aussitft plongé dans
le TCA 10 % froid, ceci en vue de précipiter les protéines, les

acides aminés, 1'ARN ... sur le filtre.

Cette opération est répétée apres 2,4,6,8,10,15,20,30 et 45 min.

~

Le TCA est ensuite porté a ébullition pendant 15 min. de maniére

a redissoudre tout ce qui n'est pas protéines.

Apreés refroidissement, les filtres sont lavés successivement a Tfﬁ%{
l'eau bidistillée, a l'éthanol et & 1l'acétone.

?iéés qu'ils sont secs, ils sont placés dans des fioles en verre
/utilisées pour le comptage a scintillation, avec 10 ml d'Aqualuma.

Les fioles sont mises & compter pendant 10 min. chacune.




R ESULTATS E T INTERPRETATTION

I. MISE AU POINT DES CONDITIONS EXPERIMENTALES
A. Contrfle de la "quantité" des polysomes.
B. Contrdle de la "qualité" des polysomes.

C. Caractérisation de la cinétigque d'incorporation d'acides
aminés margués en fonction du temps.

D. Contr8le de la reproductibilité de la méthode.
E. Contr8le de la sensibilité de la méthode.

F. Optimisation des conditions pour la comparaison de l'efficience
des polysomes "jeunes" et "vieux".
1. Choix de l'acide aminé marqué.
2. Choix de la température d'incubation.
3. Choix de la "quantité" de polysomes.
4, Choix du "type" de polysomes.

IT. CINETIQUES D'INCORPORATION DE LEUCINE TRITIEE
A. Résultats.
B. Analyse.
C. Interprétation.

1. Que signifie l'existence d'um plateau ?

2. Que représente l'intervalle de temps séparant le moment
ot les polysomes sont mis dans le milieu (temps 0) et le
moment ol le plateau est atteint (temps t) ?

3. Comment interpréter la pente ?
4., Qu'est-ce gue l'efficience de traduction ?

5. Pourquoi observe-t-on, pour les polysomes "jeunes", une
vitesse d'incorporation (pente) et un taux d'incorporation
(plateau) de leucine tritiée plus élevés ?

-

5.7. Ces différences sont-elles dues & 1'ARNm ?

5.2. Ces différences sont-elles dues aux ribosomes eux-mémes 7

5.3, Ces différences sont-elles dues aux facteurs protéiques
associgs aux ribosomes ?
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RESWLTRT.S £ F INTERPRETATTION

I. MISE AU POINT DES CONDITIONS EXPERIMENTALES

Le but de nos expériences est d'étudier les performances de
la machinerie de synthése protéigque en fonction du vieillissement.
des polysomes de foie de souris jeunes et vieilles.
(Nous parlerons dorénavant en abrégé de polysomes "jeunes" et de poly-
somes "vieux".)

Nous avons vérifié la "gquantité" (mesurée en D.0.) et la
"qualité" des polysomes ainsi que la reproductibilité et la sensibilité
du systéme expérimental.

A. Contr8le de la "quantité" des polysomes.

Celle-ci est mesurée par la D.0. lue au spectrophotométre &
260 nm. L'absorbance est & la fois due a 1'ARN, pour la plus grande
partie, et a des protéines. «..

Nous pouvions craindre que le rapport ARN/protéines ne soit
pas le m&me pour les "jeunes" et pour les "vieux" polysomes. De ce
fait, nous aurions introduit une "quantité" différente de polysomes
dans les deux cas. Pour mesurer cette éventuelle différence, nous a-
vons appliqué la méthode de Schmidt-Thannhauser décrite dans le para-
graphe "méthodes", (p. 40-41). Les valeurs obtenues pour quelques
expériences sont données dans le tableau résumé p: 62.
Ces valeurs sont le rapport de la D.0. lue & 260 nm aprés et avant
le S-T. Nous constatons gque nous obtenons des valeurs proches de 1
pour les.deux classes d'&ge.

Ceci nous permet de nous fier a cette mesure de la D.0. comme

Lﬁd;;atioh de la "quantité" de polysomes utilisée.

B. Contrdle de la "qualité" des polysomes.

Si nous voulons étudier les différences fonctionnelles de
polysomes "jeunes" et "vieux", il faut nous assurer de leur état de

conservation au terme de leur purificaticn.



En effet, au cours de ces manipulations, 1'ARNm reliant entre
eux les ribosomes, peut avoir été clivé aprés avoir été soumis a des
forces de cisaillement mécaniques ou & l'action non contrflée d'une
RNAse exogéne ou endogéne. De tels polysomes sont & écarter, leurs
capacités fonctionnelles étant diminuées.

Le test utilisé pour ce contrfle est le profil de sédimentation, cou-
ramment utilisé au laboratoire. La fig. 17 nous montre deux profils,
un profil de polysomes intacts et un profil de polysomes dégradés.
Notons, gqu'au niveau des profils de polysomes intacts, on ob-
serve une différence entre "jeunes" et "vieux" (fig. 13 et 14). Ce
| n'est pas d0 & un mauvais contr8le de cet "outil", mais & une variabi-
lité biologique propre aux polysomes. Nous constatons, par exemple,

n

que les profils de "jeunes" et de "vieux" sont différents quant & la

propartion de monosomes, qui est plus grande chez les "vieux" et quant

k a 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 chalines naissantes, in vivo, par de la leucine
tritiée, montrent que la radioactivité ne se retrouve pas au niveau

des monosomes, ce qui serait le cas s'ils provenaient d'une dégradation.
[

[ o )
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Comparaison des profils de sédimentation de polysomes
de foie de souris jeunes, purifiéds, intacts (A) et dé-
gradés (B).Gradients analytiques 15-50 Ramsey.

S et F désignent resp ectivement le sommet et le fond
du gradient.



C. Caractérisation de la cinétique d'incorporation d'acides aminés
marques en fonction du temps.

Cette cinédtique est M"l'outil" qui nous a permis d'effectuer
nos expériences et les contrdles dont nous allons parler.

L'allure générale de cette cinétique est donnée a la fig. 18. Nous

avons décidé de la caractériser par :

- 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 «, c'est-a-
dire l'augmentation du nombre de CPM/unité de tempé dans la partie
linéaire de la cinédtique.

- le temps t aprés lequel le plateau est atteint. Cette valeur étant
difficilement appréciable, nous avons choisi de déterminer ce temps
comme étant celui correspondant & l'intersection des droites caracté-

risant la pente et le plateau.

Fig. 18 2
Tepm : ; ;
= Représentation schéma-
tigque d'une cinétique
L Rplateay  _ / d'incorporation d'acides
] aminés marqués en fonc-
: tion du temps.
[
[
|
|
4 [
\ X |
\ | temps £

temps t

D. ContrBle de la reproductibilité de la méthode.

Pour effectuer ce contrfle, 2 expériences d'incorporation de
leucine tritiée ont été réalisées consécﬁtiuement et dans des conditi-
ons identiques. Les 2 cinédtiques sont présentées a la fig.19.

Nous constatons que les valeurs obtenues s'alignent assez bien sur des

courbes et que celles-ci sont guasiment superposables.



E. Contrtle de la sensibilité de la méthode.

Il s'agit dans ce cas, de vérifier si des variations de concen-
tration en polysomes se traduisent par une incorporation différente.
Pour ce faire, une "quantité" différente de polysomes a été ajoutéde &

3 milieux d'incubation identiques (voir fig. 20).

Nous constatons, qu'au voisinage du plateau (& 12 min.) une différence
de 0,1 D.0. se traduit par une différence de 5000 CPM.

Celle-ci nous parait suffisante pour dire que la méthode utilisée est
sensible.

F. Optimisation des conditions pour la comparaison de l'efficience

des polysomes "jeunes" et "vieux".

Rappelons d'abord que nous avons travaillé avec un milieu
acellulaire fourni par la firme NEN. Cet ensemble commercial ne
permet qu'un choix limité des conditions, les volumes, concentra-

tions, ... étant des conditions standards.

1. Choix de l'acide aminé marqué.

La firme NEN fournit ce genre de milieu acellulaire avec,
soit de la méthionine marquée au 358, soit avec de la leucine mar-
guée au tritium (3H).

Quelgues expériences de mise au pcint des conditions expé-
rimentales ont été effectuées avec de la méthionine [;Sé]. Toutes
les autres expériences ont été réalisées en présence de leucine
tritiée. La leucine est en effet un acide aminé plus fréquent dans
les protéines que la méthionine. Sa probabilité d'incorporation
est donc plus élevée. Bien que le niveau de radioactivité atteint
(hauteur du plateau) en présence de leucine tritide soit moins &le-
‘ué (d'environ 30 %) qu'en présence de méthionine [?551, celui-ci

est suffisant pour effectuer nos mesures.



2. Choix de la température d'incubation.

La traduction étant réalisée gréce a des enzymes, nous com-
prenaons qu'elle dépendra de la température. A 37 °C, les cinétigues
d'incorporation d'acides aminés présentaient des pentes trop éle-
vées et les plateaux étaient atteints aprés des temps t trop courts.
Nous avons choisi dés lors de travailler a la température de 25 °C,
de maniére & ralentir la rdaction. Ceci nous a permis d'effectuer

plusieurs prélévements dans la partie linéaire de la cinétigque.

3. Choix de la "quantité" de polysomes.

Les cinétiques obtenues en présence de différentes concen-
trations en polysomes sont présentées a la fig. 20.
Nous voyons que la vitesse initiale d'incorporation d'acides aminés
marqués et le nombre de CPM atteint au voisinage du plateau (12 min.)
sont proportionnels a la concentration en polysomes ajoutée.
Nous avons choisi la concentration de 0,2 D.0./4 pl car nous sommes
dans une zone oU la sensibilité et la fidélité de la méthode ont &té
testées (voir fig. 19 et 20).

4., Choix du "type" de polysomes.

Dans les méthodes de préparation de polysomes décrites dans
la littérature, de nombreux tampons sont utilisés. Leur principale
différence se situe au niveau de la concentration en KCl. Cells-ci
varie de 50 a 500 mM. Nous avons testé deux concentrations : 75 mM
et 250 mM. Les polysomes préparés en présence de KCl 75 mM seront
appelés "polysomes 75" et ceux préparés en présence de KCl 250 mM
seront appelés "polysomes 250".

La fig. 21 nous montre le type de cinédtiques observées dans les
deux cas.

Nous voyons qu'a environ 6 min. les "polysomes 250" sont
arrivés & leur maximum d'incorporation, tandis que les "polysomes
75" continuent & incorporer jusqu'ad 20 min. environ.

Nous avons travaillé avec les "polysomes 75" de manigre i
pouvoir effectuer facilement plusieurs prélévements dans la zone
linéaire de la cinétigue. Le fait qu'une forte concentration en
KCl peut enlever les facteurs d'initiation (voir "introduction™

P: 24) a aussi orienté notre choix.
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Fig. 21 : Comparaison des cinétiques d'incorporation d'acides
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"polysomes 75" (O). La radicactivité, mesurée dans
la fraction insoluble dans le TCA, est exprimée en
pourcentage de radioactivité maximum. La température
d'incubation est de 25 °C.



ITI. 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 graphiguement.

Les graphiques (fig. 23 et 24) représentent les relations entre,
d'une part, la hauteur du blateau et le temps aprés leguel celui=-
ci est atteint et, d'autre part, la hauteur du plateau et la valeur

de la pente au cours d'une m@&me cinétigue.

B. Analyse

L'analyse des données présentées au tableau IV révéle une
certaine variabilité au sein de chague classe d'ége. Cette variabi=-
lité peut provenir de la variabilité biologigue des échantillons et
de différences non contr8lées dans la procédure expérimentale. Cette
derniere source de variation se manifeste principalement pour nos
premigéres expériences, dans la gproportion en polysomes "lourds"
apreés purification.,

Une réduction de la taille moyenne des polysomes dans 1'é-
chantillon de polysomes purifiés peut refléter une extraction préfé-
rentielle de petits polysomes, ou l'action non contr8lée de RNases
présentes dans le milieu de purification.

Orn doit s'attendre a ce que la présence de polysomes frag-
mentés par des RNases réduise le taux d'incorporation de leucine
dans les chaines polypeptidiques. On a pu éliminer 1l'éventualitsé
de la présence de RNases, en vérifiant gu'il n'y avait pas d'aug-
mentation relative de la radioactivité associée aux chailnes nais-
santes des monocsomes apres un marguage bref % la leucine.

Il e0t été utile, pour faciliter la comparaison de l'effi-
cience des polysomes des deux classes d'Zge en milieu acellulaire,
de rapporter la hauteur du plateau a la proportion de polysomes

"lourds". Nous avons appelé ce rapport "plateau spécifique".
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Tableau IV :

Tableau résumé des cinétiques d'incorporation de
leucine tritiée par des polysomes totaux.

Le plateau est exprimé en

en minutes. La pente est exprimée en CPM/minute.
S=T est le rapport de la D.O.
Schmidt=-Thannhaussr.

- A2 =

CPM. Le temps est exprimé

avant et aprés le

JEUNES VIEUX
Expérience Plateau| temps|Pente | S-T. ||Plateau| temps| Pente| S-T.
f— F::
1 10800 26 349 7500 24 256
2 24000 18,6] 1245 8000 12 590
3 16400 19 980 1,00 7500 14 460 0,95
4 17000 2052 835 5200 12,61 380
5 13000 16,6 | 550 0,96 15400 17 860 0,89
6 35000 25,41 1440 | 0,96 22400 19 770 0,92
i 30000 20 1500 10000 15 550
8 - 11200 14,2) 735
‘.-' i = 14 oo
Moyenne 20886 20,5 986 10800 15,6] 573
Ecart-type S047 3,8] 439 5573 4,3 209
Tableau V : Tableau résumé des cinétiques d'incorporation de
leucine tritide par des polysomes "lourds".
JEUNES VIEUX
Expérience Plateau|temps |Pente | 5-T. ||[Plateau|temps|Pente | S=T.
! P
1 24000 | 12,8 1650 11400 ’\24/1 315
2 22000 | 14,8| 1060 | 1,02 || 18000 | 19,8| 610 |1,
LS 24000 14 1520 | 1,03 9000 10,3] 600 0,98
4 11000 10,5 830 0,98 12000 15,81 510 1,02
Moyenne 20450 13 1265 12600 _1?,?; 509
Ecart-type 6409 | 41,9 | 385 3826 *| 5,8| 137
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Fig. 23 : Relation plateau / temps t apr&s lequel ce plateau est
atteint. Cette relation a été établie & partir des va-
leurs observées pour les cinétiques d'incorporation de
leucine tritiéde par des polysomes totaux "jeunes" (@)
et "vieux" (0).
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Relation plateau / pente . Celle-ci a été établie 2
partir des valeurs observées pour les cinétigues d'in-
corporation de leucine tritiéde par des polysomes to-
taux "jeunes" (@) et "vieux" (O).
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Pour définir cette proportion de maniéere crécise, il aurait
fallu réaliser des profils analytiques selon des critéres de réso-
lution plus exigeants gue ceux gue nous avions adoptés en routine
au début de ce travail. Dans quelques cas (5), cette mesure a pu
Btre faite. 51 la variabilité avait pour cause l'existence d'une
proportion plus ou moins grande de polysomes fragmentés (surtout
des monosomes et des disomes) alors, le fait de ramener la hauteur
du plateau 3 la proportion de polysomes "lourds" doit diminuer cette
variabilité. On constate gue celle-ci ne diminue presque pas. C'est
donc una!extractlun préférentielle de petits polysomes qui explique

’ N

S, R A —
pr1nc1palement la diminution de la taille mayenne des polysomes pu-

rifiés. 2 (eills 4 e, . , g BT S T S
/ — 4 - el Cftan g Nl R 4 I S N 2 = ; 'J_ =
—_— 7ot Z o - L P A gt 7

Il ressort des données gue : I p /,’_;1ww " o ’_;Q.@fmxmh

P et

- la hauteur du plateau atteint par les pdiysomes jeunes” est; en
moyenne, plus élevée que celle atteinte par les polysomes "vieux"

- le temps t aprés lequel ce platezu est atteint est plus long pour
les polysomes "jeunes"

- la vitesse d'incorﬁﬁfétimn de leucine tritide (la pente) est plus

grande pour les polysomes "jeunes"

Apreés calcul des plateaux spécifigues, la différence entre poly-

somes "jeunes" et "vieux" subsiste, mais est réduite.

C. Interprétation ;.-/.;&7--- ?(
1. Que signifie l'existence d'un plateau ? fﬂk.ﬁhpmhuanmﬂ
U ——— ' . ) )

f Qu'il n'y a plus de protéines formées, que la |machinerie /

|

de synthese prute:que s'est arrétée, qu'il n'y a plus d'Anltlatlon.j
Deux cas sont ici a envisager : soit les ribosomes réini=-

tient un nombre limité de fois, soit ils ne réinitient pas.

Dans ce dernier cas, la hauteur du plateau dépendra du nombre de

protéines formées aprés un temps de transit, les polysomes se "vi=-

dant" peu 3 peu.



Des polysomes ayant "fonctionné#" dans le milieu acellulaire
pendant un certain temps, peuvent 8tre purifiés et séparés sur un
gradient analytique. Comme la quantité de polysomes prélevée du mi-
lieu est trop faible pour permettre une analyse en D.0., on y ajou-
te une "D.0. marqueur" (+ ou - 1 D.0. de polysomes "froids").
lecture en D.0. du gradient permet d'identifier les pics correspon-
dants aux différentes tailles de polysomes alors que les chalnes
naissantes, associées aux différentes classes de polysomes, sont
"repérées" gr2ce & une mesure de la radioactivité dans chaque frac-
tion. Si cette expérience est faite a des temps d'incubation vari-
ables, on peut suivre l1l'évolution du "profil de chaines naissantes"
en fonction du temps. .

S'il n'y a pas réinitiation, on peut s'attendre & ce que, :
aprés un bref temps d'incubation, la radioactivité associée aux G
polysomes soit déplacée vers la région des polysomes légers. @*Qf

81 par-contees il y & eEinitisbtions slovs le dtctciietion
des chalnes naissantes colincidera pendant plusieurs\ temps de transit
avec la distribution des différentes classes de taille de polysomes.

Rainitiacion Pas de reinitiation
Fig. 25 : Représentation
i —"*8_8—'6‘“8“ 8%_6 8 schématique des 2 cas en-
_ » % F » v visagés. Dans le cas oU il
L ! n'y a pas réinitiation, le
polysome figuré se "vide"
a _,,8__ _8_8__ 8 66 peu & peu et devient consé-
Y Y Y % . cutivement un trisome, un
... S disome et finalement un mo-
’ ' nosome. Il en va de m&me pour
0.0.0. 0. Q Q un polysome de n'importe quelle
¥ _F8 8 Q0 O ? taille. S'il y a réinitiation,
NS & » : le polysome figuré reste tel
e @ v ¥
; * qu'il est. Il finira pas se
L o _f%_od_‘_ Ei "vider" apr&s un certain
65 - temps. Chaque trait représen-
. g 8 H te le portion de protéine
. ’ synthétisée pendant le temps

Tis qui est le temps séparant
deux initiations successives.
Ce trait est rouge quand la
portion de protéine est mar-
guée.







Les expériences préliminaires réalisées au laboratoire
montrent que, apres des temps d'incubation de 5 & 15 min., il y
a des chaines naissantes associées aux polysomes "lourds" et, la
distribution des chaines naissantes semble coincider avec celle
des polysomes, ce qui indique gque dans nos conditions il y a réini-

tiation pendant un certain temps.

Pourquoi le nombre d'initiations est-il limité ?

La cause sst & rechercher soit dans le milieu d'incubation
(comprenant les facteurs énergétigues, les ARN de transfert, les
acides aminés, ...), soit dans la préparation de polysomes qui vy
est ajoutsé.

Pour savoir ce qui est "limitant", nous avons rajouté des
polysomes au milieu, alors que le plateau était atteint. Dans ce
cas, on observe une nouvelle augmentation de radicactivité liée
aux protéines (fig. 26) (N. RECKINGER, communication personnelle).
La contre-expérience consistant & rajouter du lysat au milieu d'in-
cubation, alors que le plateau est atteint, ne modifie pas la ciné-

tiqﬂghénitiale.
f

—

5 Ce sont donc les polysomes gui deviennent non fonctionnels
aprés un certain temps.

B - - e =
| it =

2. (Que représente l'intervalle de temps séparant le moment ol

les polysomes sont mis dans le milieu (temps D) et le moment

ol le plateau est atteint (temps t) ?

Dans le cas oU il y a réinitiation, ce temps t est celui
durant lequel les ribosomes recyclént;laﬁ plus nombreux seront les
cycles, au plus il y aura de protéings synthétisdes et plus haut

. - LAt bk Proba [P comn CBanlh
sera le plateau atteint. Cortfe ad # ( !

Nos résultats sont en accord avec ce principe. En effet,
nous observons gue dans le cas oU le temps t est grand, le plateau
atteint est élevé (Fig. 23). C'est le cas pour les polysomes "jeunes"
ou DE,EEEEEEE_UH nombre de cycles ou un ncmbre d'initiations plus

grand que pour les polysomes "vieux".
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3. Comment interpréter la pente ?

C'est la vitesse d'incorporation de leucine tritiée dans
les protéines. La radicactivité totale liée aux protéines est la
somme de la radioactivité "soluble" c.2.d. liée aux protéines li-
bérées et de radiocactivité "polysomique" c.a.d. liée aux chalnes
naissantes.

Selon un modéle mathématigue décrivant l'augmentation de
la radiocactivité lors de la synthése protdique (J. DELCOUR, com-

munication perscnnelle), on montre que

t=kﬂg'\]it

r
ol tr = radioactivité totale
k =1 % CE i = activité spécifique du pool de traceur
C = contenu des protéines en traceur
V; = la fréquence d'initiation
( le nombre d'initiation / unité de temps )
Ap = longueur moyenne des messages ( en acides aminés

ou en codons)

Il apparait, tout autre chose étant égale, que la vitesse
d'incorporation du précurseur, ou l'augmentation / unité de temps
de la radicactivité liée aux protéines, est fonction de la fréguence
d'initiation.

La pente plus grande qu'on obserue pour les polysomes "jeunes

peut donc s'interpréter en terme de freguence d'initiation plus

Qrande. o ftﬂm\f‘*\bfi

La comparaison des profils de sédimentation des polysomes

fg'/

"jeunes" et "vieux" , in vivo, montre une diminution de la taille
moyenne des polysomes chez les "vieux".

Sachant que Rg = Ag xV,; / Vg (voir "Introduction" p: 24), tout
autre chose étant égale, une @Iminution>de la fréquence d'initiation

peut expliguer la proportion plus élévée de polysomes "lourds" chez

les "jeunes".

n

Z






4. Qu'est-ce que l'efficience de traduction ? &

_/

L'efficience de traduction est définie comqa{ia nombre de
chaines polypeptidiques complétes libérées par_cﬁaéué ARNm, par
unité de temps (PALMITER, 1975). e

Lt'efficience de traduction est fonction de la teille du
polysome (R,) et du temps de transit d'un ribosome (t. ), par la

relation : Tapp, = Ry / t, | ol Ro = Ag x V3 / Vg

Ty te = Ao / Ve

-
e

Ceci est vrai, si chague ribosome qui commence la synthése d'un
polypeptide le termine. Cela suppose que ni 1l'élongation, ni la
terminaison ne soient limitantes, ou encore, que tous les ARNm soient

~ -

intacts, ce dont nous ne pouvons &tre entiérement certains.

= XAt
5. Pourquoi observe-t-dn, pour les polysomes "jeunes", une
vitesse d'incorpcTation (pente) et un taux d'incorporation
(plateau) de leucine tritiée plus élevés 7 N, su s

Nous savons, que c'est de la préparation de polysomes que

nous ajoutons au milieu d'incubation, gque proviennent les différences

observées.

5.1. Ces différznces sont-elles cues & 1'ARNm ?

Celui=-ci, en effet, pourrait 8tre clivé par une RNase, con-

duisant ainsi & la formation de polysomes fragmentés, incapables ce

synthétiser des protéines. Dans ce cas, les différences observées

entre polysomes "jeunes" et "vieux", proviendraisnt d'une différen-
ce de sensibilité & une RNase, ou une différence de stabilité du
message. Mais, on constate gue le fait de rajouter de 1'ARNm de glo-
bine dans le milieu, alors gque le plateau est atteint, ne permet pas
une remise en marche de la machinerie de synthése protéique ( N.

RECKINGER, communication personnelle). De plus, & l'approche du

plateau, des chafnes naissantes sont assocides aux polysomes "lourds"

ce qui ne serait pas le cas si 1'ARNm avait &té clivé.
Ces deux expériences nous permettent de penser gue ce n'est

L

pas 1'ARNm qui est responsable des différesnces obssrvées.
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<;.2. Les différences sont-elles dues aux ribosomes eux-m8mes ?

La "quantité" de ribosomes, mesurée en D.D., mise dans le
milieu acellulaire est la m&me pour les polysomes "jeunes" et "vieux"
Mais, parmi ceux-ci, il pourrait y avoir une proportion plus ou moins
grande de ribosomes "actifs". Nous entendons par 13, des ribosomes

qui effectuent la lecture d'un messager, qui synthétisent des pro-
téines. Les polysomes "lourds" auxquels sont associées des chalnes
naissantes, correspondent & cette définition. Les ribosomes "inactifs"
seront les monoméres, que ce soient des 80 S "en attente", c.i.d. T“LJ
provisoirement inactifs, ou des 80 S définmitivement J.nactz.f‘s.,/ff“p
Ceux-ci se retrouveront dans le pic des "80 S". Dans celui-ci nous
trouverons aussi des monosomes ( 1 ribosome lisant 1 message) "actifs"

Pour vérifier si une proportion inégale de ribosomes "inac-
tifs" peut expliquer les différences observées, nous avons mis, en
milieu acellulaire, uniquement des polysomes "lourds" (> trisomes)
ceded. "actifs"

Ceux-ci ont été mis en méme "quantité" (0,2 D.0. /4 ul) pour
les deux classes d'age. Deux cinétiques observées dans ce cas, sont
présentées a la fig. 27. Au total, 4 expériences ont été rédéalisdes
et un tableau résumé en est donné p: 62.

Comme pour les polysomes totaux, on observe :

- un plateau en moyenne plus élevé pour les polysomes "jeunes"

- une pente en moyenne plus élevée pour les polysomes "jeunes"

Par contre, le temps t aprés lequel le plateau est atLaiﬂtg“ESt/gius

long pour les polysomes "vieux". De plus, la différence de plateau
et de pente est légé}ement plus faible, entre les deux classes d'&ge,
gue pour les polysomes totaux.

‘ Quand on compare les cinétiques obtenues en présence de poly-
somes totaux et en présence de polysomes "laurds", on constate, pour

les polysomes "jeunes" _une pente plus élevée dans le second cas.7

Mais, la hauteu?fgu plateau semble inchangée, tandis que le temps t
aprés lequel ce plateau est atteint est plus Falblg‘ﬁaﬁmr¢?1£&wf
En d'autres termes, le nombre d'lnltlatlons_;;;Ezghlncﬁange, la fré-
guence d'initiation augmente et le temps t diminue. qféﬁthQ “d-]ﬂzifﬂw

| Pour les polysomes "vieux", des différences ne peuvent Btre
mises en évidence (uclr fig. 28)?
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Fig. 28 : Relations plateau / temps aprés lesquel ce plateau est
atteint et plateau / pente, établies & partir des va-
leurs observées pour les cinétigques d'incorporation de
leucine tritiée par des polysomes "lourds", "jeunes" (x)
et "vieux" (@). Les droites dessinées—sUf _.les-graphiques
sont celles établies a partir des valeurs observées pour
les cinétiques des polysomes totaux.(Fig. 23 et 24).



On constate que ce n'est pas, ,uniquement par une "quantitég"
plus importante de ribosomes "actifs" chez les "jeunes", que 1l'on 5)
peut expliquer les différences\obséruées; il faut envisager en plus
une variation dans M"l'intensitd!' de leur activits. :

- ."“

5.3. Ces différences sont-elles dues aux facteurs protéiques
associés aux ribosomes ?

Ces facteurs leur sont associés de maniére transitoire et
leur permettent d'effectuer la synthése protéique. Les facteurs les
plus importants sont les facteurs d'initiation (voir p: 17-18).

Le fait du nombre limité d'initiations, aussi bien pour les
polysomes "jeunes" gue pour les polysomes "vieux", pourrait peut-

8tre s'expliquer par un "mauvais" recyclagy des facteurs, un nombre

trop limité de ceux-ci, ou l'inactivation de ces facteurs au Gours
- Fr ' - - v AT
du temps. /"'* i gl sl ({.‘ . Ao <ve
P \\> 204 fa§o NES
La différence d'efficience entre les polysomes "jeuneséiéfzzz

"vieux", pourrait s'expliquer par une déficience en facteurs d'ini-

tiation dans les cellules de foie de souris &gées.

Cette hypoth&se 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 8tre des facteurs d'initiation,
dans le foie de rats Zgés. Cette déficience va de pair avec l'accu-

mulation de monoméres avec l'Age (COMOLLI,1975).

Des modifications non seulement quantitatives, mais aussi §7

gi?litatiues peuvent Btre envisagées.Si de telles modifications

Vs i 1 1 , . .
‘pouualent‘gf;é mises en évidence, elles s'accorderaient avec la . s
théorie d'ORGEL envisagée dans le premier chapitre (p: 2). ‘\
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La comparaison des capacités fonctionnelles des polysomes

"jeunes" et !

'vieux", en milieu acellulaire, montre une diminution
de l'efficience de traduction chez les souris #gées.

Cette observation va dans le m&me sens gue celles faites
par plusieurs auteurs.

Notamment, MAINWARING (1969) constate que des microsomes de
phénylalanine, margquée au 14E, dans les protéines, inférieure a celle
de microsomes de foie de souris jeunes, dans les m@&mes conditions.

Plus tard, des expériences semblables ont été tentées avec
également des microsomes de foie de souris (KURTZ, 1975) et des
microsomes de foie de rat (BUETOW & GANDHI, 1973 - MARIOTTI & RUSCITTO,
1977). Ces expériences montrent aussi une diminution de la capacité
d'incorpo;atipn d'acides aminés marqués avec l'age. 1

Nous_avons envisagé une diminution de la fréquence d'initia- ?
tion pour les polysomes de foie de souris &qgées, ce qui pourrait \
expliquer les différences fonctionnelles observées.

MEEDEL & LEVINE (1978) ont, dans des cultures de fibroblas-
tes humains, observé gue l'efficience de l'initiation est diminuée
dans des cultures en phase de dégénération.

En procédant par déduction, nous avons émis l'hypothése que
cette diminution de la fréguence d'initiation pour les polysomes
"vieux", pourrait provenir d'une déficience en facteurs d'initiation.
COMOLLI (1975) a mis en évidence une déficience en "protéines acces-
soires™ de la sous-unité 40 S, qu'il suppose 8tre des facteurs d'ini-
tiation, dans le foie de rats &gés.

Une fréquence d'initiation plus faible pour les polysomes
"vieux", peut expliquer la diminution de la taille moyenne que l'on

observe pour l=s polysomes de focie de souris Zgées.



Pour vérifier notre hypothése de déficience des facteurs
d'initiation avec 1'2ge, il faudrait en préparer & partir de foie
de souris jeune et vieille, et voir si le fait de les ajouter au
milisu, alors gue le plateau est atteint, permet unme reprise d'in-
corporation de leucine tritide dans les protéines., Si c'est le cas,
cela signifierait que les facteurs étaient effectivement déficients,
leur présence permeftant de nouvelles initiations.

On peut également réaliser des expériences croisées, c.a.d.
mettant en présence des polysomes "jeunes" et des facteurs préparsds
a partir de foie de souris vieille et inversément. Dans de telles
expériences,l'efficience des polysomes, observée dans les deux cas
sera identigue, si du moins uniguement les facteurs peuvent expli-
guer les différences observées dans notre travail.

D'autres expériences croisées avec des sous-unités, peuvent
8tre réalisées. En effet, les facteurs d'initiation se trouvent as-
sociés a la petite sous-unité 40 S. En croisant des sous-unités 40 S
"jeunes" avec des sous-unités 60 S "vieilles" et inversément, on
peut étudier l'efficience de traduction demessagers de tels ribo-
somes "chimériques". Dans ce cas, on constatera si la présence de

la sous=-unité 40 s "

jeune" favorise ou non la traduction.
Une autre voie de recherche serait d'utiliser d'autres sys-
temes d'étude que le milieu acellulaire, comme par exemple les oocy-

tes de Xenopus laevis . L'avantage de ce systéme est que la traduc-

tion se fait dans un environnement physiologigue et que ce fait per-
met la détection de moyens de régulation éventuels, gui pourraient
échapper dans l'emploi de systémes plus artificiels. Cette voie de
recherche nous permettrait d'aborder le probléme des capacités fonc-
tionnelles des polysomes en fonction de 1'&ge, in vivo. En effet,

au niveau cellulaire, d'autres facteurs telle la concentration en ('
polysomes, entrent en ligne de compte s'il s'agit d'expliquer une b |
détérioration de 1la machinerie de synthése protéique au cours du
vieillissement. Nous| voyons que dans cette voie, de nombreuses re-

cherches restent 738 faire. '
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