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Poursuivant I’étude du fonctionnement chimique des génes, nous nous
sommes intéressés cette année a la seconde étape du décodage de l'infor-
mation chromosomique étape généralement dénommée « traduction » —
au cours de laquelle la séquence colinéaire des triplets de PARN messager
est transposée en un polymere tridimensionnel : la protéine. C'est donc sur
les éléments de la machinerie cellulaire intervenant dans la biosynthése des
chaines polypeptidiques, ainsi que sur la dynamique et la régulation de la
protéosynthése, que nous avons principalement fait porter notre attention.

Les principaux éléments de Pappareil traducteur

Deux composants de I'appareil « traducteur » jouent, par leur interaction
avec le messager, un rdle de premier plan dans le mécanisme du décodage
des « triplets » : il s’agit des ribosomes et des adapteurs, ou ARN de transfert
porteurs des acides aminés spécifiques. Des progrés considérables viennent
d’étre réalisés dans la chimie de structure des ribosomes ; non seulement on
a pu dresser un inventaire physicochimique complet des protéines constitu-
tives dont sont formées ces organelles, mais la séquence primaire de I'un des
polyribonucléotides de constitution (ARN 16 S) est pratiquement élucidée. La
conséquence la plus remarquable qui en découle est qu'il devient possible
de préciser les domaines — ou portions de séquences — reconnus par les
protéines de constitution de la petite sous-unité 30 S : certaines protéines
(Sy par exemple) n’interagissent qu'avec des zones relativement limitées de
ARN 16 S, d’autres (S, par exemple) admettent de nombreux points de
contact avec le polynucléotide sur une distance relativement longue de
celui-ci. Ces données, qui résultent de I'analyse des fragments d’ARN résis-
tant a une hydrolyse ménagée, lorsque la protéine est combinée a I’ARN,
ont regu dans certains cas la confirmation des études en microscopie élec-
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tronique. Le mode d’interaction des protéines et ARN ribosomiques a pu
étre précisé dans de nombreux cas et, plus particulicrement, dans I’analyse
des complexes S; - ARN 16 S ou Ly, Lyg, Lys - ARN 5 S. L’interaction
fait intervenir des portions définies de la protéine, portions dont la nature
peut étre déduite de 1’étude de complexes artificiels formés entre protéine
d’un mutant ribosomique défini et TARN 16 S : ainsi, dans le cas de la
protéine S,, il parait établi que la portion C-terminale est impliquée dans
la formation du complexe. Les interactions de nature électrostatique jouent
certainement un rdle privilégié, comme le révélent les études de méthy-
lation chimique des résidus e-NH,, de la lysine sur la protéine libre ou combi-
née.

De nombreux paramétres physicochimiques de linteraction protéine-ARN
ont fait I'objet, dans ce cours, d’'une discussion approfondie. L’étude du
déplacement par la protéine combinée de colorants acridiniques intercalés
entre les paires de bases au sein de PARN 16 S améne a conclure que
les protéines se combinent de fagon privilégiée aux régions en structure

hélicoidale du polymeére nucléique.

Un volet trés important de 1’étude des ribosomes consiste dans la tenta-
tive, actuellement réalisée en de nombreux laboratoires, de préciser la dispo-
sition topologique des protéines. Ceci est désormais rendu possible par les
expériences de reconstitution in vitro (Nomura). L’emploi d’agents de pontage
bifonctionnels, 'analyse des effets de protéolyse ménagée, enfin l’examen
direct en microscopie électronique des « dimeres » formés entre ribosomes
et anticorps dirigés contre une protéine spécifique fournissent aujourd’hui
des résultats d’une grande précision, qui révélent ’extraordinaire complexité
d’une organelle, autrefois considérée comme un simple « granule cytoplas-
mique ».

L’étude des adapteurs a été dominée, dans ces derniéres années, par le
souci d’expliquer les mécanismes et lois de «reconnaissance » des ARN
de transfert par leurs amino-acyle-RNA synthétases spécifiques. Dans ce
cours, on s’est donc attaché & dresser une sorte de bilan critique des résultats,
d’ailleurs fort nombreux, qui cernent cette question. De I'analyse des inter-
actions homo-spécifiques, homologues et hétérologues (cas d'une synthétase
d’origine donnée interagissant avec des tARN de méme espece mais de
types variés) ou d’interactions hétérospécifiques (synthétases interagissant avec
des tARN homo- ou hétérotypiques dérivant d’une espéce biologique diffé-
rente) un certain nombre de principes directeurs ayant trait a la <« recon-
naissance » des adapteurs par les enzymes d’activation semblent se dégager :
lacylation de l'adapteur en position 3’OH terminale fait intervenir deux
« niveaux » de reconnaissance, un niveau primaire qui implique un emboi-
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tement approximatif sur une conformation d’ensemble, probablement commu-
ne aux tARN hétérotypiques d’'une espéce donnée, puis un niveau secondaire
qui consiste dans un emboitement plus précis permettant I'estérification termi-
nale du résidu amino-acyle sur le bras dit accepteur (extrémité porteuse de
la séquence CCA).

L’étude de la structure tridimensionnelle des tARN est d’ailleurs entrée
dans une phase nouvelle depuis que, par diffraction aux rayons X, deux
laboratoires sont parvenus a préciser les emplacements relatifs des atomes
avec une résolution d’environ 4 A . Le tARN aurait la forme d’'un L inversé
dont le coude comprendrait la boucle TCG, I'extrémité de la barre mineure
étant constituée par la séquence estérifiable (CCA) et celle du bras majeur
par la bouche de I'anticodon. Le modéle de Rich-Klug-Clark et collaborateurs
permet le maximum d’empilement des plans des bases en appariements, et
confére de ce fait au tARN une conformation bihélicale du type de celle
déja proposée pour 'ADN.

La dynamique de la traduction génétique — c’est-d-dire I’ensemble des
processus d’interactions binaires ou coopératives qui concourent a I’aligne-
ment des amino-acyles tARN sur le messager, au contact des ribosomes, et
conduisent & I'assemblage colinéaire des chaines peptidiques — est ensuite
analysée selon un plan de découpage temporel : on distingue, en effet,
communément les étapes d’initiation (ou de mise en route), d’élongation
et de terminaison. L’ensemble des processus fait intervenir une dizaine de
protéines (encore appelées facteurs) en plus des quelque 60 protéines ribo-
somiques qui entrent dans la constitution d’'un ribosome de type procaryo-
tique (70 S). On sait, depuis les travaux des écoles frangaise et anglaise, que
toutes les chaines protéiques admettent la méthionine comme résidu premier
lors de leur assemblage. Chez les organismes protocaryotiques, ce résidu
offre la particularité d’étre formylé, ce qui confére sans doute une réactivité
spéciale au groupe carbonyle, propice a la formation du premier lien pepti-
dique. Un adapteur particulier met en place le résidu N-formyl-méthionine
sur le complexe ribosome-messager au voisinage d'un triplet spécial, la sé-
quence AUG, elle-méme incluse dans une portion du « messager » appelée
« signal d’initiation ». Les signaux d’initiation possédent certaines caractéris-
tiques en commun, notamment la séquence qui leur permet de former des
appariements transitoires avec une région complémentaire, présente dans
I’ARN 16 S au voisinage de I'extrémité 3’OH terminale. Le tout premier
événement dans la protéosynthése cellulaire peut donc étre défini comme la
fixation du tARN initiateur sur la particule 30 S, elle-méme déja « position-
née » sur le signal initiateur du messager. Cette opération met en ceuvre trois
facteurs protéiques, IF,, IF, et IF,;, dont les propriétés physico-chimiques
sont désormais bien connues et dont les réles commencent & étre entrevus.
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IF; permettrait au ribosome 30 S (sorte de téte chercheuse) de « cribler » les
différentes séquences de 'ARN messager et favoriserait I'appariement avec
le signal initiateur. IF, est le véhicule spécifique pour le tARN initiateur,
IF, facilitant I’éviction de la protéine IF, au stade ou se reforme le dimére.

Par des expériences de reconstitution artificielle, corroborées en partie par
I’analyse des effets d’anticorps dirigés contre les protéines du ribosome, il
semble que l'on puisse attribuer 4 la protéine S 12 un rdle de premier
plan dans la formation du complexe initiateur. D’autres protéines (S 1, S 11,
S 14, S 19) interviennent aussi, soit qu’elles facilitent (S 1) 'appariement
messager-ribosome, soit qu’elles jouent un rdle dans I'interaction des facteurs
avec ces organelles. La situation chez les eucaryotes apparait plus complexe
dans la mesure ou les ribosomes sont plus volumineux et ou le nombre de
facteurs d’initiation est lui-méme plus élevé.

L’étape d’élongation est d’'un abord expérimental plus facile, puisque les
résidus internes & la chaine protéique en croissance sont mis en place par
un complexe ternaire bien défini. Il s’agit de l'association entre la protéine
EFy,, le GTP et 'amino-acyle tARN considéré. De trés grands progrés ont
été réalisés dans l'analyse physicochimique du complexe. Tu se présente
comme une protéine « bi ou poly fonctionnelle » siége de transconformations
allostériques multiples, les groupes SH jouant un rdle clé dans ces trans-
conformations. La protéine « oscille » entre un état conformationnel de haute
affinité pour le ribosome 50 S et un état de faible affinité, I'oscillation régis-
sant les étapes de fixation et d’éviction. Au sein de la particule 50 S, les
protéines L, et L, jouent un rdle capital dans la fixation du facteur EFy,
ainsi que de facteur de translocation, EFg. Elles représentent donc les
constituants princeps du «site A », c’est-d-dire de la conformation riboso-
mique qui permet l'arrivée des « adapteurs » au cours de I'élongation. L’étape
de terminaison présente des particularités trés remarquables. A I'image de
I'initiation, elle fait intervenir la « reconnaissance » par des facteurs spéci-
fiques (R 1 ou R 2) de triplets dits « triplets d’interruption » ou encore « termi-
nateurs » (UAA, UAG ou UGA). Un troisiéme facteur (R;) agit en diminuant
le K,, apparent de R; et R, pour le ribosome 50 S.

Le reste du cours est consacré i I'analyse critique du probleme des régu-
lations de nature post-transcriptionnelle. Les situations évoquées concernent
les effets de I'infection phagique sur la reconnaissance des signaux initiateurs
du messager (r6le possible des facteurs dits d’interférence), I'influence de
certains groupes prosthétiques tels que I’hémine, sur le processus de biosyn-
thése des chaines de globine dans les cellules de réticulocytes et, enfin,
P’activation des messagers masqués (informosomes) dans les phases terminales
de la différenciation (cas de la myogencse in vitro).
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SEMINAIRES

Divers séminaires portant sur des expériences récentes dans le domaine
de la traduction génétique sont venus apporter des éclairages complémen-
taires :

D" D. Hayes (Paris), La biosynthése des ribosomes ;

Prof. J.-P. EBEL (Strasbourg), Structure et modéles d’organisation des
ribosomes ;

D" A.-L. HAeNNI (Paris), Les ARN de virus et leurs propriétés acceptrices
d’acides aminés ;
D" P. BouLANGER (Lille), Propriétés des amino-acyles RNA synthétases.

Role de la duplication génique dans I'évolution des protéines ;

D" M. GRUNBERG-MANAGO (Paris), Données récentes sur linteraction des
facteurs d’initiation et des ribosomes ;

Prof. P. FELLNER (Londres), Signaux de ponctuation dans les ARN mes-
sagers de virus animaux ;

Prof. P. PARMEGIANI (Berlin), Facteurs d’élongation ;

D" DARLix (Paris), Réarrangements moléculaires dans les messagers pha-
giques. Role de la RNese 111 ;

D" M. BuckINGHAM (Paris), Régulation post-transcriptionnelle au cours de
la différenciation myogénique ;

D" J. Nmnio (Paris), Chimie prébiotique. Evolution du code génétique.
Cinétique des systémes de reconnaissance.

ACTIVITES DU LABORATOIRE

BIOCHIMIE CELLULAIRE
I. GROUPE DE RECHERCHE DE L’INSTITUT PASTEUR
A - Aspects biochimiques du transfert de linformation génétique

1. Transcription. Protéines liées au chromoide. Facteurs H
(. Yaniv, M. CrépIN, F. GRos)

Nos recherches sur I'inventaire et les propriétés des protéines manifestant
une haute affinité pour 'ADN natif des procaryotes — notamment des
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facteurs « H> — a été poursuivie. A cOté des protéines H, et H,, une
nouvelle composante, H,, a été mise en évidence par chromatographie
d’affinité sur colonne d’ADN cellulose. Constitué de deux chaines identiques
de 12 000 daltons, ayant un p. i. 8,7, H, est comme les deux autres facteurs
une protéine thermostable qui stimule de 10 a 15 fois la transcription de
ADN de A. Une étude plus systématique des protéines présentes dans le
chromoide « natif » d’E. coli, préparé selon la technique de Worcel, révéle
I'existence d’une famille hétérogene d’éléments a faibles masses moléculaires,
parmi lesquels figurent les « facteurs H ». Ainsi pres de 20 000 molécules
de H, et de H, sont trouvées associées au chromoide. La composition de H,
s’apparente beaucoup a celle de l'histone H,z. H, et H,z possédent la
méme teneur en lysine, le méme rapport lysine/arginine et la méme compo-
sition molaire en de nombreux résidus d’aminoacides. Cette situation nous
parait digne d’intérét dans la mesure ou elle révele pour la premiére fois
Pexistence, chez les bactéries, d’'une protéine considérée jusqu’ici comme
spécifique de l'appareil chromosomique des organismes supérieurs (euca-
ryotes) (Travaux réalisés en collaboration avec G. Cohen). Il se pourrait
donc que les facteurs « H» d’E. coli constituent des formes « primitives »
d’histones qui interviendraient dans I'organisation tridimensionnelle du chro-
moide. Hormis ce rdle comme éléments structuraux purs, ces protéines
semblent également agir sur I’équilibre conformationnel des promoteurs. Ceci
ressort d’études poussées sur les effets de H; dans la transcription de I'opéron
lactose.

2. Traduction

(D. LAzAR, J. THIBAULT, J.-C. LELONG, C. JEANTET, F. BERTHELOT, F. GROS)

L’année 1974 a vu l'achévement de nos travaux sur la cartographie fonc-
tionnelle des protéines du ribosome 30 S, I’étude du déterminisme génétique de
la protéine S,, ainsi que des interactions entre facteurs d’initiation et ribo-
some.

3. Régulation des fonctions virales au cours du développement
du phage lambda. Interactions phage-bactérie

(P. KouRiLSKY, O. MERCEREAU, W. FIRsHEIN, D. Gros, F. BREGEGERE)

Une nouvelle orientation a été donnée a I'’étude des protéines de régu-
lation pouvant moduler le programme du développement viral. Elle a consisté
dans I'isolement — pour la premiére fois — de structures chromoidiennes
natives du phage sous forme de complexes nucléo-membranaires. Deux
formes ayant des propriétés hydrodynamiques différentes ont été isolées.
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Cette dualité parait en relation avec I'état de réplication du virus. L’analyse
des protéines liées au chromosome viral est en cours.

L’étude du mode d’expression de 'opéron «lac » aprés thermo-induction
d’un lysogéne (effet « Buttin ») pour un phage Alac porteur d’une mutation
«cro» a permis de montrer que deux « modes» de régulation sont mis
en ceuvre : I'un, indépendant de PAMP cyclique, conduit a la formation
d’'un messager non traduisible (phénoméne de «read through »); l'autre,
dépendant du nucléotide cyclique, est 1lié & une réinitiation au promoteur

lac.

L’interférence entre P, et A — phénomene classique entrainant la mort
de 'hdte — a pu étre mise au compte d’une destruction trés rapide des ARN
de transfert de la bactérie. Il semble qu’intervienne une endonucléase spéci-
fique qui cliverait le tARN au niveau de I’anticodon.

Enfin, les premiers travaux de recombinaison artificielle entre fragments
provenant du découpage par I'’enzyme de restriction Eco R; de chromo-
somes Alac ne possédant qu’'un nombre restreint de sites pour cette nucléase
ont conduit a toute une série de premiers résultats qui pourraient étre
exploités sous peu pour Dlinsertion de génomes eucaryotes (Travaux réalisés
en collaboration avec le laboratoire d’H. Buc).

B - Polyome

Les résultats les plus saillants ont concerné :

1. L’établissement d’une carte physique de 'ADN de polyome

La position des sites de coupure provoquée par I'’enzyme de restriction
Hin II a été établie par microscopie électronique. La fragmentation par les
enzymes Hin II et Hin III, ainsi que la localisation des sites d’attachement
de la protéine 32, ont permis de compléter I'orientation de la carte physique
du virus. Les sites d’initiation de la transcription par les polymérases d’E. coli
ou de thymus ont également été localisés grice a la technique de Dubochet
(Travail en collaboration avec O. CROISSANT et POUDET).

2. La caractérisation des complexes nucléoprotéiniques
servant de matrices de réplication et de transcription

Il a été montré que le complexe isolé par lyse ménagée de cellules ou
de noyaux infectés se trouve sous la forme d’'un « minichromosome » ren-
fermant des « nucléosomes » de 100 A de diameétre. L’étude des protéines
présentes et de leur relation avec les antigénes viraux est en cours.
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C - Différenciation cellulaire

(D. Caput, M. BUCKINGHAM, J. MERLIE, R. WHALEN, S. GoTo, E. FRANKLIN,
A. Conen, F. Gros)

Une partie de nos travaux sur la différenciation des cellules de muscle
embryonnaire en culture primaire in vitro a concerné la régulation du géne
myosine. La transcription « précoce » du géne codant pour la grande sous-
unité (messager 26) a été confirmée. L’accroissement du taux de synthése de
myosine aux phases terminales de la différenciation parait donc reposer pour
une large part sur une régulation post-transcriptionnelle : en effet, dans les
cellules de myoblastes dits « présomptifs », les messagers 26 S précoces
sont relégués dans des nucléoprotéines cytoplasmiques métaboliquement ins-
tables et ne sont pas traduits. Quelques heures avant la fusion, le messager
de la myosine apparait dans des nucléoprotéines stables. Enfin, dans les
stades terminaux de la myogené¢se (aprés formation des myotubes), le mes-
sager 26 S est activé en tant que matrice pour la grande sous-unité de la
myosine et figure alors dans le compartiment polysomique. Pour préciser la
nature des régulations mises en ceuvre, nous avons entrepris la purification
des facteurs d’initiation li€és aux ribosomes de muscles embryonnaires. Nous
rechercherons si leur spectre varie pendant la myogenése et quels changements
moléculaires (extrémités S’-terminales, poly A, etc.) subit le messager 26 S.

L’étude de la biosynthése du récepteur cholinergique a été poursuivie
(en collaboration avec le groupe de J.-P. CHANGEUX). La purification du
récepteur des myotubes de veau feetal est désormais possible par chromato-
graphie d’affinité sur colonne de neurotoxine liée au Sépharose. De plus,
certains anticorps contre le récepteur de l'organe électrique du gymnote
réagissent avec le récepteur des myoblastes de veau. Ces approches permet-
tront de suivre la biosynthése et le métabolisme du récepteur pendant la
myogeneése et d’analyser les incidences de contact pseudosynaptiques apres
cocultures avec des cellules nerveuses.

Enfin des mutants spontanés de la lignée établie L; (myoblastes de rats)
ont été isolés. Chez I'un d’eux (L; 5219) la biosynthése de myosine est
« déréprimée > dans la mesure ol elle a lieu & un taux trés élevé, méme
pendant la phase de divisions mitotiques. Chez un autre (L,CAMPO), 'ARN
messager 26 S n’est jamais transcrit. Ces deux lignées « mutantes » sont
incapables de former des myotubes dans des conditions ou la souche parentale
manifeste une proportion trés élevée de foyers de fusions myogéniques. Ces
mutants devraient s’avérer précieux pour I'étude des relations entre le déclen-
chement de la myogenése terminale (synthése des protéines contractiles) et
larrét des mitoses, ainsi que pour analyser le mécanisme d’activation du
messager 26 S.
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II. EquirE DU COLLEGE DE FRANCE

A - Aspects cellulaires et moléculaires de la diversification phénotypique
et de la spécification fonctionnelle dans des clones de neuroblastome
de souris

Cette année, nos recherches s’adressent plus particulierement aux problémes
suivants :

1. Etude de quelques paramétres métaboliques et membranaires
spécifiant le phénotype cholinergique

(A. KaTo, P. LEFRESNE, Y. NETTER)

Cette étude résulte d’'une collaboration avec M. P. LEFRESNE, de I'équipe
de M. J. GLowinskl au Collége de France. Trois aspects ont été abordés :

a) L’étude quantitative de I'enzyme choline-acétyl-transférase (CAT) et du
taux du transmetteur acétyl-choline (ACh) dans des clones cholinergiques
du neuroblastome a permis de constater que la quantité d’ACh présente
dans les cellules n’est pas directement proportionnelle & lactivité choline
acétylasique décelable dans leurs extraits.

b) L’étude de l'origine métabolique du radical acétyl de 'ACh indique
que les cellules du neuroblastome peuvent utiliser soit le glucose soit I’acétate.
Une partie non négligeable de 'ACh provient du 14C-acétate, méme lorsque
la réaction se déroule en présence de fortes concentrations de glucose. La
vitesse de synthése est, dans tous les cas, stimulée par I'addition de choline.

c) Etudes sur le «captage» («uptake ») des précurseurs de 'ACh. Un
captage a haute affinité (bimodale) de I'acétate a été mis en évidence dans
les clones cholinergiques, indiquant I’existence d’une perméase dont le K,
pour son substrat est de I'ordre de 30 uM. Des lignées de cellules non choli-
nergiques incorporent l'acétate uniquement par transport passif (linéaire).
En ce qui concerne la choline, I'existence d’un transport actif, sensible a
Pinhibition par I’hémicholinium, a été observée.

2. Effets des inhibiteurs métaboliques et des facteurs biologiques
sur lexpression des fonctions propres a la cellule différenciée

(Y. NETTER, G. MERLIN)

Cette étude a été entreprise afin d’examiner la régulation de la synthése
des macromolécules au cours de la conversion de cellules neuroblastiques en
cellules ayant un phénotype neuronal. Une série de clones de neuroblastomes
ont été mis en présence de concentrations différentes d’agents bloquant la
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syntheése des macromolécules (protéines, ARN, ADN) notamment la cyclo-
heximide, I'actinomycine-D, la cordycépine, I'aminoptérine et la cytosine-
arabinoside. Tous ces agents provoquent une inhibition de la croissance des
neurites a des degrés variables selon 'agent et le clone testé. Afin d’améliorer
la reproductibilité de ces expériences, nous avons mis au point un systéme
de cultures synchrones qui permet de comparer le comportement de cellules
de clones différents a des stades similaires du cycle cellulaire. Les effets d’anti-
métabolites et de facteurs de croissance biologiques sur l’expression phéno-
typique sont actuellement réexaminés au niveau cellulaire et moléculaire sur
des cellules synchronisées.

3. FEtude immunologique des antigénes de surface de clones
de neuroblastome de souris

(Y. NETTER et A. MORET)

Cette étude a pour but : a) d’analyser les antigénes de surface de clones
ayant des phénotypes morphologiques et/ou biochimiques différents ; b) de
suivre I’évolution de ces antigénes au cours de la transformation, en culture,
de cellules blastiques en cellules neuronales ; c) de vérifier si ces antigénes
se trouvent aussi sur les cellules analogues de clones de neuroblastome,
notamment sur les cellules de ganglions du syst¢tme nerveux périphérique.

La premiére étape a consisté & examiner deux groupes d’antigénes connus :
H-2 (antigéne d’histocompatibilité de la souris) et « 6 » (antigéne des thymo-
cytes présent aussi dans le systéme nerveux central). Six clones différents ont
été examinés par cytotoxicité directe en présence de complément. Tous les
clones possédent des antigénes H-2 typiques de la souche d’origine, mais
aucun n’a donné une réaction positive avec lantisérum anti-§. L’évolution
possible de ce dernier antigéne au cours de la différenciation sera examinée
prochainement par I'immunofluorescence.

La deuxiéme étape a consisté & immuniser des animaux, afin d’obtenir des
anticorps dirigés contre les composants de surface de nos clones. Des lapins,
des rats et des souris isogéniques ont été immunisés avec des cellules diffé-
renciées. Un groupe de souris a été également injecté avec des cellules
blastiques. Le pouvoir cytotoxique des antisérums obtenus a été étudié par
la méthode quantitative selon BRUNNER (mesures de libération du 5!Cr par
des cellules «cibles » préalablement marquées et soumises a I'effet des
anticorps en présence de complément). Les spécificités croisées sont ana-
lysées par des adsorptions quantitatives. Les résultats obtenus a ce jour
peuvent é&tre résumés ainsi : les antisérums de rats ne se montrent que
faiblement positifs, et toute I'activité semble résider dans les anticorps anti-
espéce. Les anticorps de lapins ont un titre appréciable aprés trois cycles
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d’immunisation. Une partie de ces anticorps sont non spécifiques et peuvent
étre éliminés par adsorption ; les anticorps restants semblent spécifiques des
clones de neuroblastome. Ici nous avons pu constater I’existence de réacti-
vités croisées entre les clones différents et entre les cellules blastiques et
les cellules différenciées. Cependant, il semble que des différences quanti-
tatives importantes apparaissent dans les antigénes communs, entre les clones.
L’analyse des spécificités antigéniques propres & des phénotypes spécifiques
est actuellement en cours d’étude.

Les antisérums les plus intéressants sont ceux obtenus chez les souris
isogéniques immunisées avec les cellules différenciées. L’analyse de ces anti-
sérums est actuellement en cours.

B - Aspects biochimiques de Iexpression génétique
au cours de la différenciation du neuroblastome

1. Traduction (L. LEGAULT)

Le passage d’'une cellule génétiquement déterminée de I’état indifférencié
a I'état différencié doit mettre en jeu des changements dans le mécanisme
de transcription, mais aussi probablement dans le processus de traduction
permettant ainsi la synthése des protéines nécessaires a la différenciation et
a la survie de cette cellule. Tel doit étre le cas de la cellule nerveuse.

Pour étudier la nature des modifications pouvant se faire jour au niveau
de la traduction, nous nous sommes adressés a des lignées clonales isolées a
partir d’'une tumeur spontanée de la moelle épini¢re de souris C 1300, capa-
bles d’étre maintenues indéfiniment en culture in vitro a I’état non différencié.
Une fois privées de sérum et sur un support convenable, elles se fixent rapi-
dement et présentent des changements morphologiques et biochimiques tels
qu’une extension de neurites et 'accroissement d’activités enzymatiques spéci-
fiques de la cellule normale.

L’étude du mécanisme de traduction, c’est-a-dire I'utilisation de systémes
in vitro, suppose la mise au point d’un systtme de culture en masse qui a
été l'objet de nos premiéres préoccupations.

Les premiers résultats paraissent indiquer que des extraits acellulaires
(surnageant post-mitochondrial) sont actifs, I'extrait de cellules différenciées

présentant une activité spécifique 6 a 8 fois plus grande que celle de
Pextrait issu de cellules non différenciées.

Il apparait également qu’une incubation du systtme dans des conditions
de synthése protéique permet I’élimination de I'activité endogeéne, ce qui rend
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ce systétme susceptible d’€tre utilisé aisément pour I’étude de la traduction
de messagers homologues et hétérologues exogénes.

L’activité de traduction endogeéne de l'extrait reléve uniquement du méca-
nisme d’élongation de chaines polypeptidiques. La reproductibilité de ces
résultats vérifiée, nous nous proposons de tenter quelques approches. Deux

N

types de changement de nature post-transcriptionnelle sont & ecnvisager :

a) Les ARN messagers spécifiques de la différenciation pourraient é&tre
présents déja dans les cellules non différenciées, mais seraient intraduisibles
de par leur structure méme. L’étude de la traduction des ARN polysomiques
et non polysomiques issus de cellules différenciées ou pas devrait conduire
a des observations intéressantes.

b) On peut également supposer que, lors de la différenciation, il apparait
une activité stimulatrice de traduction de certaines espéces ’ARN messagers,
en particulier ceux qui correspondent aux protéines spécifiques de la diffé-
renciation comme cela semble étre le cas pour l'acétylcholine estérase.

2. Transcription (B. CROIZAT)

Nous avons adapté aux clones de neuroblastomes (N 115 de NIRENBERG
et C 6 de Y. NETTER, dérivant de la tumeur C 1300) une méthode d’extrac-
tion et d’analyse de mRNA.

En regle générale, les cellules étaient lysées dans un tampon d’extraction
a pH 7,5 par 0,1 % de NONIDET, en présence de 250 y/ml d’héparine. Dans
ces conditions, les noyaux ne sont pas lésés et il n’apparait pas, sur le
gradient, de matériel d’origine nucléaire.

Le surnageant est déprotéinisé par un mélange de chloroforme -+ phénol
et alcool iscamylique.

Les RNA, précipités par 1’éthanol, sont séparés sur un gradient de saccha-
rose 5-20 %, et les RNA contenant du poly A sont analysées par hybri-
dation sur des filtres de fibres de verre contenant du poly U.

Cette technique a été appliquée & deux types bien distincts de cellules :
a) les cellules en suspension, rondes, non différenciées ; b) les cellules attachées
au substrat, qui ont formé de longs neurites.

Les RNA messagers riches en poly A des cellules non différenciées se
distribuent selon un profil de type « polydisperse », avec 5 pics d’importance
grossierement semblable.

Les profils correspondant aux cellules différenciées révélent un accrois-
sement relatif, sensible, d'un pic, dans la région 23 -26 S.
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Ces études seront étendues a I'analyse de la distribution intracellulaire des
especes polynucléotidiques de type messager a travers les différents compar-
timents cytoplasmiques. On s’attachera également a préciser le degré de
renouvellement métabolique des messagers au cours de la différenciation.

ENZYMOLOGIE

Le groupe de recherche du CNRS n° 006, dirigé par M. NGUYEN VAN
THoAI a poursuivi des travaux sur la structure et le mécanisme d’action des
protéines enzymatiques et contractiles.

A - Centre actif des enzymes et mécanisme de réaction

a) L’hexokinase renferme deux résidus carboxyles essentiels qui peuvent
étre bloqués par un carbodiimide en présence de nitrotyrosine éthylester
(D. B. PHo, C. RousTAN, G. DESVAGES, L.-A. PRADEL et N. v. THOAI).

b) L’octopine déshydrogénase renferme un groupe carboxyle essentiel qui
a été bloqué par un carbodiimide en présence de N-(dinitro 2,4-phényl)éthy-
lénediamine (C. Huc, A. OLomuckr et F. THoME-BEAU).

c) La phosphoglycérate kinase de levure renferme une tyrosine essentielle
dont liodation entraine Iinhibition compléte de I’enzyme (A. FATTOUM,
C. RousTAaN, L.-A. PRADEL et N. v. THOAI).

d) Les 8 résidus histidyles de I'arginine kinase ont été titrés en résonance
magnétique nucléaire a 250 MHz, sur la forme native ou en présence des
divers substrats. Seul le complexe enzyme - MgADP - Arg - NO—,, analogue
du complexe de transition, modifie plus ou moins toutes les résonances, indi-
quant un changement conformationnel important de la protéine. Le blocage
du résidu histidyle essentiel par le pyrocarbonate d’éthyle est complétement
empéché par le méme complexe analogue du complexe de transition
(L.-A. PRADEL, R. KassaB et D. B. PHO, en coopération avec M. Roux du
Centre d’Etudes Nucléaires de Saclay).

e) Les études thermodynamiques ont confirmé que des liaisons hydro-
phobes sont prépondérantes dans l’association de l'octopine déshydrogénase
avec le coenzyme. L'utilisation de la technique « stopped-flow » et des
substrats deutérés a permis de localiser I'étape limitante de la vitesse de la
réaction catalysée par I'octopine déshydrogénase (M.-O. DOUBLET et A. OLo-
MUCKI, en coopération avec P. Luisi du Polytechnicum de Ziirich).
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f) Plusieurs analogues d’ATP ont été synthétisés ; ils ont permis de mar-
quer covalentiellement les tétes globulaires de la myosine (E. DER TERROSSIAN,
L. PraDEL et R. KAssaB, en coopération avec T.E. BARMAN, chercheur
visiteur).

B - Structures

a) La séquence N-terminale de larginine kinase a été déterminée
N-acétyl-Ala-Asp-Ala-Ala (F. REGNOUF et R. KassaB).

b) L’arginine kinase de poids moléculaire 150 000 renferme quatre chaines
polypeptidiques et seulement deux sites de réaction (Y. ROBIN et N. v. THOAI).

¢) La M-protéine isolée des myofibrilles de muscle squelettique renferme
un pourcentage élevé (environ 30 %) de structure 3 et peu de structure
a-hélice (10 %) (C. OrioL et M.-F. LANDON).

CHIMIE ORGANIQUE BIOLOGIQUE

L’équipe dirigée par M. M. OLoMuckl, sous-directeur du laboratoire, a
poursuivi des recherches sur la synthese et les propriétés de différentes molé-
cules d’intérét biologique.

Une étude comparée des isomaléimides et des maléimides N-substituées a
montré que, malgré certains avantages de ces derniéres (stabilité, réactivité et
spécificité l1égérement plus grandes), les deux isomeéres peuvent é&tre utilisés
pour la modification chimique des protéines. L’addition des thiols sur ces
composés conduit aux mémes produits quel que soit Iisomere de départ ;
la RMN du 13C a montré que, dans tous les cas, on aboutit aux alkylthio-
succinimides symétriques. La formation des complexes de transfert de charges
entre les cycles maléimides et les noyaux aromatiques a été mise en évidence.
Une possibilité de dosage des maléimides par action de I’hydroxylamine et
du chlorure ferrique a été indiquée ; cette méthode a été étendue a la révé-
lation des maléimides en chromatographie sur couche mince ou sur papier.

L’étude de la synthése et des propriétés de divers types de réactifs de
macromolécules biologiques comportant, d’'une part, un groupement servant
a les attacher sur un site donné du récepteur et, d’autre part, une fonction
photoactivable (diazoique ou azide) a été entreprise.

La préparation d’un inhibiteur sélectif de la cholinestérase « 284C51 »
(dibromure de bis-[(allyl)diméthylammonio-4 phényl]-1,5 pentanone-3) a pu
étre considérablement simplifiée et améliorée par rapport au procédé clas-
sique.
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ENDOCRINOLOGIE

Le groupe de recherche dirigé par le professeur R. MICHEL, Endocrino-
logie, Université René Descartes, a poursuivi ses travaux sur les effecteurs des
oxydophosphorylations, sur la fixation cellulaire des hormones thyroidiennes
et sur leur action au niveau mitochondrial.

A - Effecteurs des oxydations phosphorylantes mitochondriales

Les principales recherches ont été consacrées a I’étude des effets de I'acide
glyoxylique sur les fonctions des mitochondries isolées. Ce composé ne
modifie pas la vitesse respiratoire des particules en état 4, mais la ralentit
lorsqu’elles sont placées en état 3. L’inhibition de la consommation d’oxygene,
qui n’est pas immédiate, peut €étre partiellement levée par addition d’un
découplant ou d’un thiol. Le glyoxylate, qui freine la consommation d’oxygeéne
stimulée par le 2,4-dinitrophénol ou le strontium, inhibe le transport du
phosphate. On a montré que la diminution de la vitesse respiratoire des
mitochondries placées en état découplé dans un milieu exempt de phosphate
traduit son intervention directe au niveau du transport des substrats hydro-
génés ou a celui du transfert des électrons. Le glyoxylate posséde donc
plusieurs sites d’intervention dans les mitochondries ; il agirait en particulier
en bloquant certains groupements -SH par formation d’hémimercaptals.

B - Sites récepteurs spécifiques de la 3,5,3'-triiodo-L-thyronine

Les travaux sur les sites récepteurs des hormones thyroidiennes ont été
entrepris sur des leucocytes sanguins de rats normaux et thyroidectomisés.
La respiration des leucocytes isolés de rats thyréoprives est plus faible que
celle provenant d’animaux normaux, diminution qui correspond a la baisse
du métabolisme basal. Les études sur la fixation de la 3,5,3’-triiodo-L-thyro-
nine sur les lymphocytes sanguins de rats thyroidectomisés ont permis de
mettre en évidence la présence de sites saturables et de haute affinité, démon-
trant ainsi I'existence de sites récepteurs spécifiques. La constante d’asso-
ciation calculée pour la fixation cellulaire de T3 est de 0,97 X 1012 X M-1
Le nombre des sites est faible puisqu’on n’a pu en caractériser qu'une cinquan-
taine par cellule.

C - Mécanisme d’action des hormones thyroidiennes

La structure des mitochondries de foie de rats est analysée par électro-
phorése sur gel de polyacrylamide. Les particules provenant d’animaux nor-
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maux et thyroidectomisés renferment 35 constituants dont les poids molé-
culaires sont compris entre 10000 et 135000 daltons. Le défaut en
iodothyronines se traduit par une nette diminution dans la teneur dun
constituant de poids moléculaire 54 000, I'injection de 3,5,3’-triiodo-L-thyro-
nine a 'animal thyréoprive la rétablissant & une valeur proche de la normale.
La membrane externe est constituée de 20 fractions protéiques ; I’ablation de
la thyroide n’entraine pas de modification structurale. On retrouve au niveau
du mitoplaste la différence observée avec les mitochondries entiéres concer-
nant le constituant de poids moléculaire 54 000 qui est diminué par I’hypo-
thyroidie. Le mitoplaste est fractionné en protéines matricielles, protéines
faiblement liées aux membranes, protéines structurales et protéines des
cytochromes insolubles a, aj, b, c;. Les protéines matricielles hydrosolubles
ont des poids moléculaires compris principalement entre 40 000 et 55 000,
les composants KCl-extractibles entre 25 000 et 45 000. Les protéines struc-
turales renferment un constituant trés spécifique de poids moléculaire 23 000.
Les tracés densitométriques obtenus avec des fractions sont les mémes quel
que soit I'état thyroidien, tandis que le constituant principal des protéines
liées aux cytochromes insolubles dont le poids moléculaire est de 54 000 est
diminué chez I'animal thyréoprive.

Des recherches analogues sont réalisées avec des mitochondries isolées de
muscle squelettique de rat. La vitesse de consommation d’oxygéne des
mitochondries des rats thyroidectomisés est abaissée lorsque les particules
sont placées dans les états 3 et 4 en présence de divers substrats. L’analyse
électrophorétique des mitochondries entiéres a permis de caractériser 35 consti-
tuants protéiques, le composant de poids moléculaire 54 000 daltons étant
diminué apres thyroidectomie.

L’injection de chloramphénicol pendant 3 jours & des rats normaux pro-
voque une diminution de la teneur du constituant mitochondrial hépatique
de poids moléculaire 54 000. Comme I’antibiotique est un inhibiteur spéci-
fique de la synthése protéique mitochondriale, il est possible que la synthése
du constituant de poids moléculaire 54 000, sensible aux hormones thyroi-
diennes, soit contrdlée par les acides nucléiques mitochondriaux.

COLLOQUES, MISSIONS DIVERSES

M™ Y. ROBIN a fait une communication orale au 9° FEBS Meeting a
Budapest, en aoiit 1974.

M"* L.-A. PRADEL et M. R. KAssAB ont participé a la 7° Hardens Confe-
rence & Ashford (Angleterre).
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DiPLOME

M" Y. ZEITOUN a soutenu avec succés son diplome d’Ingénieur du Conser-
vatoire national des Arts et Métiers : Isolement et étude de la structure pri-
maire du peptide renfermant le groupement -SH essentiel de la taurocyamine
phosphokinase.
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