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AVANT-PROPOS -=--=-=-= .. -=-= 

Cc tt o ôtude bib li ographique conotituo 1a phas œ 

préparatoire d'un tr ava il. de l aborato i re sur 1 e suje t su iv an t: 

nEtudo de la répartition histol.ogiquo des nuolooprotéines dane 

le grain de b1ê" o 

Le travail onv i oagé doit ~tre accomp li dans l.e c adre 

d 'un Dip l 8me d' Etudes Approfondies de Pbye i o l.ogie VégétaJ.e 

App 1 iqu6 os à l a Fac u1t 6 dea Soiencoa do Pnrie , so u s la direct ion 

do Monsieur l e Professeur Ulr ic h . 

--------



- 2 -

INTRODUCTION ___ .., _________ __ 

Le but de oetto étude bibliograph i que est de préparer 

à une étudo de 1 a fraction nuo1é i quc dans 1 es différentes régiono 

h i sto l ogiques du grain de b1 é. 

Ce~enda.n t, la 1it t6 ra.ture n'a révé1é que fort peu do 

travaux on rapport étro i t aveo ce sujet ~r~c i s . En eonséquense , 

et a.fin de pormottre l. ' a.morçage du trav a il en l aborato i re, l.a. 

b i b l iographie auro un champ plus étendu . 

En :fait, nouG forons d'abord que l ques rnp-pele sur 

l.ea ao:idea nucléiques et les nucl.éoproté i nes. Nous essayerons 

ensuite do faire le point sur 1' onaemb 1e des méthodes d'oxtrac ­

tion et d ' étude dea nueléoprotêines de tou t~o ori gines. En fin , 

nou œ résumerons 1 es m6thodea ayant dêjà ~té appliquées aux 

tissue v 6g6 t aux et en particulier au g rain de b16. Lao lignes 

suivantes vont d'o.i11eure fournir p lus de d6ta.i1 our l ' esprit 

dBne l e quel ce travai1 est onvieagé . 

I) Juatification d ' Ul'le 6tudo des nuç16oprot~ i nae = 

Loo nuc1éoprot6inoo conetituont un oujot a c tuellement 

très ( tudi é o D'une nart, on o ' eo t aper9u que 1ee oeidoa nucléi­

quoe jouent un r81e fondamente.l. dana 1o tra.nsori n tion du code 

génétique et dons 1a aynthèoe des prot6inoo; d'autro po.rt , on 

a découvert pluo r é oom~ont que 1oe protéines jou nn t ég a.l.ement 

un r81a iriportant do.ne coa m@mes domaines . 

L ' anol.yoé biochimiquo doe eompoo 6a nu c1 6iquao eomblo 

donc rov3tir un oaractè:ro fond~~ento.l. , maio un int érô t nrati­

que exiote (eol~nent ai leo tiPous ( tu di6s ont unê vo.leur 

technologique. Ainsi, une mei 11oure connaiosanoe doe nue1êo­

prot6inee permettrait pout-ôtre une ~ai1l~ure a61e ction g6n6t i­

que des blée ou bien, par -0xemple , penne tt:re.it d 'a ~p r 6c i cr 

l'état d e conservation d'une céréale .. 
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2 ) Di fféren t es façons d'envisager 1 1 0tude : 

I 1 y a IOO ana exactement que MI ESC.i:lER isola une 
0 nuc16ine t1 à. partir des noyaux de oe1J.uJ.es de pus o DePuie c e 

temps, 1es connaieaances précises sur 1ee composés nuc l.éiqu 0s 

ont évo 1u é avoc une re 1 ati ve l ente ur e t ce n ' es t que depuis peu 

que quel.quee concoptione ao l idee on t é t é dêgag6es . 

Duran t un si~ c1c, on a ' ee t surtou t atto.ch6 à déco uvrir 

et à mi eux conne.it,:,e ces compoa6e nuc l éiques , par exemple : 

- leur répartit io n dans la. cel. 1ul.e vivante 

1our r6 1 e ( Gyn t hèse protlique , code 8éné tiq ue ). 

- l eur o trueture macromo l. écu l.a.iro . 

Comme i1 e été adrnio que doo compoa~o nucl6iquee 

semb1ab 1 as ex i eta.ian t dana toue l es ti aoua vivon t o, 1'6tude a p u 

ao concentrer su r l es or gan es ot l.eo ce11u1es qui en contenaient 

beaucoup ou aur ceux dont l'extraction étai t facilo . C ' es t po,r­

quoi 1 a. r.io.jorl té dea rechorohee ont porté s ur dos orca.nao c omine : 

- le thymus d o veau 

- la levure 

~ es epernatozotdoa do poiaoon 

- leo tumours 

otc ••• 

qui possèden t justement coo qual it és . L ' 6tude do coe tie nua a donc 

6t 6 faite moin e uour les tis r ue owc - mômes que pour lo s compoa6a 

nuc l ~iquoo que l ' on en extr~ai t. 

En oonséq ,en eo, uno étude oyotématiquo deo compoa6e 

nucléiquoo pour 1 ' eneomb1e deo tissus viv ante n ro.remon t ét6 

onviaogée et ci i•on connait main tenant b i en les n ci dos nuc 1 éi­

quee da certains tio 0us, 11 on oe t d ' autroo ~our looqqols on no 
sai t pratiquomen t rion . 

3 ) caa dom véetitouzc ~t en nn.rticu1ioë du grn.:i.n do b16: 

Parm i 1ea nombreux traveu.x eur lea oompoa6o nuo16iquee , 

relativement pou ec sont intéroeaés aux tieeuo v6gêtaux . Cooi 

peu t a ' ~xp liqu er partiellement par 1e ~ait qu'un oorps èet facile 

ù ét ud ier si sa miao en eo1uti on ~st aisée. Or 1ee v6gétBUX 
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contiennent f réquemment dos fractions d i ff ici1 ee à eo lu bilioer . 

Parn i l es tissue végétaux, ee eont surtout lea tissus 

jeunes ou dou6a d ' une int onse activi té b i ol og i que , eomme 1ea 

méris t èmes, 1 es coléopti1ee, les embryons , çpti ont é té 1 ' objet 

d 'un e 6tude . Par contre, l es or8anee de réserve , commo l es 

graines, ont ôté d6l aiasés. 

Or, lorsq u ' on Ctudie los compos6e nuc l é iq ues, s 'il 

ost na-ture 1 de s ' adresser a.u.x oreanee qui en sont riches , 

l ' esp rit de notre étude oot différent : noue no cherchons naa 

à découvrir que l quechoee de nouveau quan t aux com'Qoeês nuc l é i­

ques eux - mOmee; n ou s vo u1on o co~pléter 1' 6tude du grain de b lé 

et gr&co aux compos6e nuc l é i ques , trouver de nouvelles don..~êos 

phys i olog iq ues et géné ti queo . 

Iofous devrons dono étudier syat6mat iqu emen t les diffé­

rentes part i es du grain de b16, ou du moins dif f6rents produi te 

do mout ure du gra.in ( gros aona, fine sona , amande oontra l.e , 

amande péri~h6rique, germe , •• o), qu 'i1 a soien t richea ou pa uv res 

en compooés nue1éiquca . c•~st 1 à la difficul.té car ei 1oa frac­

tions riches comme le gorme ont 6té ltudiéee frâquemment , les 

fraetiona pauvres couno l ' endooperme aont moino conn u es au poin ~ 

do vue do l.au:rs composée nuc16i<iueo (')t t>ar ou i te, il. fauo ra 

met tre au po i nt des méthodes conve nab1oo d'étudo. 

Vo il à pourquo i le champ do cc ~to étudo a dQ être 

él.orgi. La 1ittGrature n •~an t ?ao r6vô1é auff i oa~men t de donnéoo 

quo.nt au grain de b1é, nous avono re.ooomb 16 auss i l.eo méthodes 

rel.ati vas aux autres tissus vég é taux ot ausoi pa.rfoio il. eerto.ine 

tia sus animaux, pensant ... enoontrer dano oet ensomb l.e1 doa méthodes 

susoeptibl.oa de n ' adapter au bl. é , coque i• expérienoe nous 

a.pp rendra.. 

~nfin, dernier point, nous avons Pa.r 1 6 jusqu 'ic i do 

"compoa ~o nuo16iquea" . ..... oue verrons on f'o.it qu ' on peut e 'int G­

resaer soit awc aoideo nucl6iquco, aoit ou.x Qrotêinoo qu i 1our 

sont aoeoeiées. Dana notre cao, 1ee coidee nuc 1 éiq~o s no noue 

aeront utiles que 1ore des déto:rminations quo.ntitativee . G6nô­

ralement, notre étude sore. ooneaorée aux nuol~oprotéineo. 
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1;n e:ff'ot, c~ t~·nvo.:l.1 <-s-'~ occonmJ.i ,. n ro1otion c.voc 

"ft')r,:;ieur EO~D'l"'T, l)i:r· ·,ctour du La.bora. toi~ d ' ~ tudoc do l.a. 

oual.i t4 de :i 1Héo dont J.e prlncipc.1. :l.Ze de rochcrcho,.. oot 

1 • ~tudc do:.:; prr>t<ii~P du bJ.é. Eu con.,équonso, l.a f'ra.etion 

rr-:it<ï,ique d0 J.a. nucl.éop:e,:,tt-ino oorc.. 6tudi6o dr i,rfflronco . 

c•oat ~ourquoi uouo avons a.do)t~ 1c pl.an ouivo~t : 

I - Gér.t ral.it 6s su~ 1es ~cides nucl.6 iqu ec ot los 

nucl.6oprottines. 

II - Loo protG i nco a.oooci6oa aux acido~ nuc l.oi ques : 

prop ri{téa g~n~ral.es . 

III - Extraction n~o nucl. 6o~ :r.ot6ines 

- A par tir J~ tic nue o.nimou.~ 

- A partir do tiGeu a végétau..~. 

IV Pra.c tion nomo nt doo nuc1;oprot6inaa on scidco 

nuc16iquoo ùt en proteinoo 

- Cc.a d~s ti ouo a.."li.me.ux 

V - l 6thotlas d'Gtudo des protéines as o~ci6ee 

aux acides nuc 1 6iquoo: 

- Cao dea tiaru~ v6a6taux 

VI - Déterminati ona quo.ntitAtivoa deo nuo1êo­

pro ttinoo Grace nu dooace doo nciden nue1éiquoa 

- Oaa dos ti ccuo animaux 

VII - CTons équonaes phyoi o1oaiquo e e t g6nê tiquoe 

uhe0 1 b16. 

Conc1uoion a program o de rocbo1·ohos enviao.s6 . 
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CHAPITRE PREMIER 

GE~ERAL!t:8.ê_S~=L~S_ACIRES_NUCLEIQUES 

BT LES lJUCLEOPROTEI HES ================-====~ 

Los acides nuo1éiqueo sont des mo16ouloo a6antoo 

r6-oo.nduoa da.ne tou tes 1ce ce11u1ee vivantes . Ils sont fornée 

par 1' en ohainement d ' unitAs oimp1ee ou nucléotides comportant 

chacun une baee purique ou pyrimidique, un oucre ù 5 atomes de 

carbono et un groupement phoophory lc. Le von toee neut atre , 

ac-1on 1e cae, 1<" riboeo (c.cidoo ribo?l.uc1éiquee ou ARN) ou 1o 

dlooxyriboae (acides déeoxyribonuc1éiques ou ADN) . 

Ls diotinction entro ARN ot ADN tio ~t principa.J.ement 

à. 1a nature du pen to se qui entre dans leur oompoaition , nais 

aue~i a 1o noturo do o baaoe. Loo Al~~ contionnent los 4 boeos 

~rinc i ~ol.os : adénine, euo.n ino, cytooine et uro.ci1o, al.oro que 

1eo AD?J renferment l oo 4 basoo prinoipa1oa: a.déni 10 , gut.:mino, 

cytosine et thymine. 

D'a pr o cette d6finition , on voit q~ •un APN oat une 

macromo1écu1c ou eo in do 1oqu o11e on pourro.it iso1er un enchni ­

nemont to1 que: 

ADENINE 

CYTOSINE -

GUQNINE 

URACILE 

GUANINE 

--­.RIB~HOSPHATE 

RIBOSE PHOSPHATE 

oi1e~~SPI1ATE 
~ 

RIDOOE - PUOSPHATE 
~ 

RIBOSE PHôSPHATE ----
De mOmo, on pourrait iaoler, à po.rtir d 'un ADN, un 

enchainement te1 que co1ui ~pz·éoent6 ci-deeooua: 
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ADENINE -------DESOXYRI BOSE ~OSPHATE 

CYTOSINE - DEAOXYRIBOSE PHOSPHATE 

GUANINE 

T .IYMI NE 

CYTOS I J:i 

- -DBSOXYRIBOSE :PHOSPHATE -- -DBSOXYRJ:BOSE -- PHOSPIATF, 
--DBS0l!'YRIBOSE PtlOSPrlATE -----

Le prod uit r és u1tant de 1'u nio n d ' une ba oe e t d ' u n 

pen t ooc es t un os i de , qu i 0 da.na 1 a cas pr6een t es t apne1é 

nuc 1 6oo i d o. 

Lo prod uit obt on u po.r es t é rification d ' un nuc1 êoside 

p ar l'acide phospho rique es t un nue1 éo tide. L ' oa t éri ficat ion do 

l'acide phosphor i que par 1ee nuc l éos id es qui aon t den po lyalcool s 

n ' es t qu'un cao part icu1 ior de 1a réact io n cla ss ique d ' e sté ri­

ficat io n des ooi dee psr l es a.l.co~1e, qu i abou tit à 1a forna ti >n 

d ' os t oro. 

Les bo.aoo puriqu oa ou pyrimidiquoa cn t rtl.llt da.na 1-a 

oonotitution des ocid oa nu o1 6iquos aon t des baooo orso.niquoa 

compl oxeo dér ivant de 2 noyaux f on do.mont awc, 1a ~urine e t 1a 

pyrim idin e . 

Lo p1ua ri~p 1e de oeo? noyaux oo t la py~imid in o; 

c'est une bo.ao azo t oo comnorta.nt 2 a.tomes d'a0otc ~t 4 eto"'les 

de carbon o: , 1e tout :formant un cycl.o htt é ro gène ou hftérocyclo 

de 6 a.to mes : 
a 
C 
" N 1. sC H 

P~rim i ,l:ln~ li - c~ "C - tl 
~ 3 ' N 

Lea baaco puriq~oe ont une otructure l égè rement ~1u o 

oomp1iquêo: e1 1ea dérivo r t do la. purine , noyau hét6ro-bioyo1ique 

co mportan t en tout 9 atomes don t~ do carb ono et 4 d 'n 0o to: 



- 8 -

H 

C n 
,·. ' 1 

N1. sC 
G1 C H furine -

H - ci 11.C t! ,.. 
:{ N 

H 

I ) BaRno pu x~ gues ; 

Loo? tr-,os d ' ucidos nuc l. éiqu8e eontionnon t 

l.es 'll81Doo bo.a~o p •.:.riquos : l. ' adénine et 1 o guaninC'. Cc-a be.oes 

d/rivont d ' un oyau commun : l a purine . 

ou 

~H2 OH 

'"' (7 ,. N 

N n 
li ) \ 

/ / ~ ,.._ .. 
N ' N H2N N ~ . 

li li 

Adénine Guanine 

6-omi!'lopurine ou 2-a.mino - 6-hydroxynur i nc 

-;:11oe d~rivent do l a. pyrimidine: 

N -==~· 

/ 
HO 

N 

0 N 

li 

Qxtoain~ ou 2-hydroxy-6-aminopy:ri~idi nr (~e trouva.nt, 

do m~me que toutC'le les autres pyrimidinea, en ôquiihibro avec 

la forme cétonique}. 
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on: 

' t 
on 

,,,. ca_ 
:) 

N \1 

HO N HO N 

Uro.oil.§ ih:l!Ein~ 

ou ~- 6-dihydroxypyrimidine ou 5-méthy 1ur o.cile 

Les 5 baaE"e cit éoe oon t ceJ.l.ao que l. ' on roncontre 1e 

pl.u s c ommunément dans 1es ncidea nuc1éiques. A cô t6 , on ron­

contro auso i dee bases beaucoup p l.u s r o.ros , te11.ca quo : 

la 5-méthy l cytos ine, 1a S- hydroxyméthy 1 cytosine, 1a 6- méthyl­

umi no p urino, l.a. m&thy 1 guqnino O ot e • • • 

III - LES NUCLEOSIDES t -~~-~----~~-~---
Les nuo 1 éoeidee r~su 1 ten t de l.'union d ' une baoe ave c 

un euere ~ 5 atomeo d e carbone qu i eat ooit 1o riboeo ou 

~-D-ribo:Curonnoae, soi t lo déooxyribose ou p- n -2- d6s oxy r ib o-

:furannoae . ~ R;l,o~e ~ p~°.!cibo ~ 
Hô - <: - t.t µ o - c. - H 

I /O"" t r/ o ~~M 
l"t' ~ it 4'i"~ ~/t~' 

e,_ <:. c-C v' 
1 \ ~ li 4 

Ott ()~ Olf OH 

Los nucléoaides oont donc selon 1o cno , des b6 ta-D­

ribofurannoaidee ou dee b6ta - D-2- désoxyribof'urannoaidea . 

A partir des ARN, i1 oera possib1o d 'o btonir des 

nuolfooidoa r(sul. ~o.nto de 1a conbino.inon du ribose evP c 1es 4 

bcsoo prino ipa1ee; on aula aine ii l ' adénooine , 1o guanoeine , 

J.o. cytidino, J. ' uridine. A partir doB ADN, on a.ur,u 1a. d~nox:y ­

e.dénooine, 1a. dl!eoxyauonooine, 1o. déeoxycytidi"'le , lo. d6qoxy­

thymidinc. 

IV ' LBS NUCLIW!rIDES : .., ___ .. __ .,...,.. _______ __ 

Lee nuo16otidee résu1tent de 1a nhoephory1ation dos 
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nucléosides. On con~oit donc que sol.on l.à position du eroupoment 

phosphoryle sur l e sucre, on obtie ndra , pour une m@me base et 

pour un m&me sucre, deux nucl.éotidoe isom ère s dnns le cas du 

désoxyriboee ( oe 1on qur le groupement nhosphory 1c o~t fixê en 

c.3• ou en c.5 1 ) et trois nuc16otides isomères da.na l e cas du 

riboae (selon que lo srou~ ement pboephoryl.o ee t fixé en C.2 ' 

c .. 3 • ou Co59
) . 

Les ~ucl.éotides constituent les me.illona des cha.mnee 

d'acides nucléiquos. Lorsque l ' enchainemen t ne cornno:rte pas pl.us 

da IO ~u e1éotides, on parle d ' o 1i gon uc1 éo tide . Po.r contre, 

des enchainements pl.us i mnortants, pouvant al.1er jusqu ' .: des 

p?ids mo1 6cule.ires de p1ueieure mi l lions , sont a.l)..,"l.ée "'Po1y ­

nucl.éotides ". Toue les acides nucl.éiquos isolés à r.,artir de 

tiocua animaux ou v égé ta ux sppa:rticnnent à cette catégorie . 

V - LES ACIDES RIBONUCLEIQUES: ------~-~--~~------~--~--
Ce aont dce po1ynuo16otidoo , conetitu éa par 1 'en chai ­

nomont d ' un grand nomb%~ de nuc1éotideo , comporte.n.~ chacun: 

BASE RIBOSE PdOSPHATE 

C'cot 1 e groupement nhoepho:ryl.e qui aoeure la 1 iais mn 

entro 2 nue16otidea consécut i fs: on a ( teb1i qu' i 1 ~xista.it une 

1iaieon phoS'Phodioster on t ro 1o C.J ' d'un ribose et 1e c.5• du 

ribooo sui-va.nt. 

Solon leur mnaae mol6cu1aire et la fonction qu ' i1a 

aocru~ont , on distinüUo à i'houro actuelle 3 o1ne oes fondamcn ­

taJ.ee d ' .ARN. 

I) Lao ARN_dR tranei'erj:: ( t - ARN) . 

Co aont des onchainemonte de ~O n u ol. fo tidea et par 

cons équen t des mo1éou1ee do mae~o mo1~cu1o.ire 15000 , nino i 

app61ée car i1s sorvont à transnorter 1ee e.cidoa ominêG ootivéa 

au oouro de la eynthèae doo prot61nea. Il. cxiotore..it un t - ARIT 

opécifique du tra.nafort da obaque o.mino-aeide e Il. net pooaib1e 

6eolemont que chaque oraaniamc poGsàde un a.enortimont ~artiou­

liar do t-AHN·, ei bien quo leur divaraité est coneidérnb1e . 
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2 ) Les ,ARN mosnagere: 

Ces substances on t été découvertes et a.inai nommées 

nar Jacob et Monod , car cc eont 1 00 voctours du code géné tiquo 

d 'i nforr:1ation oervo.nt ù la. oynthôso des protéines: il.e sont donc 

portoura d ' un meseaeo , qui ~ennc t l.s. synthèse de ~roté i nes snéc i­

f i quea. La. ~asse no1éculaire de cos ,\.,tN m~ase.gers ::;c:rni t vo.ria­

b1 o so1on l.a longueur do la prot6ine qu 'il s ont à synt~étiser. 

I1a sont métR.hol.iquonent instables ce.r, ait8t 1our Mes s age 

transmis, il.a diapa.roi ~Aent. 

3) LP.s AB-d .,macromol.éoul.n.i.reo : 

On ranso oouo cette rubrique -touo l os AP..N qui n ' a.ppo.~ 

tiennent ~a.a aux deux px-Bmièr eo oo.tégori~s nt que 1'on oonnE:Lit 

depuis une cinquantaine d •a.nnêes nour los avoir i~ol ée à pa.rt iœ 

de 1a l. evure o Leur ~e.ooe moléou la.iz~ aere.it su~Prioure à 500 000 

ot il. s eor,...i~nt 1oea1~ aéa à l'intérieur de la ce11ule dans 1oa 

organites o~11u1airos appolée riboaomea. 

VI - L~S ACIDES ~B30XYR!BONUCLFI0UE~ i -~---~----~~------~------~-~-~--
Co aont doe poJ.ynuo1éotidea conotitués par l'c neh.aine ­

mont d ' un grand nombre do no~onucléotidea du t:r,cc 

BASE DESOXYP.IBOSE PROS'PHA~E 

Les ADh ieol6n à "Qartir do nonbreusoe souroes ( thymus 

do veau, germe de b16, baot6riopha,eeo, ••• ) ~nt un ~o ido molé ­

culaire de l'ordro do 6 000 000 . Ilo ae prôaontont toujoure 

soua forme de ma.oae bla.nohâtre fibreuoe, G~ nia~olva.nt do.ne 1'oau 

on donna.nt une ao lution ext-..ârnement vioqueuoo . 

On a. conotaté Q.UO 1ca tonours rm sdl•rinc> e t thymine , 

d ' une part, en guonino ot cytosine, d ' autre ~art, nont identi~uoo . 

Cetto conntatation cet fondamcntoJ.o ot n ~o,,,.,is ù Wntoon et Crick 

on 195:, do propoaor l:eur cohCma de ctruoture bica.tt'ino.ire doo AD?l. 

ce ach6r.1a permet ('l.' E'xpliquer d'une part 1.n poaoibilito d ' auto­

dup1ication do la molooul.e, d'autre part, la m ttJrislisation du 

eodo d • information e;6116'tique à l. 'aido des o6quonnca de pain,s 

de b~eee, propri~têo qni permettent o.wc ADN de réc.l.ieer à 
1' (ohclle mo1éeu1e.ire, ce que 1eo gènes r6alieent eoua noe yeux 

à 1'6che1le miomacopiquo. 
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VII - LES NUCLEOPROTEINES : ~--~~-----~~~------
Il. ne cemb 1a pas que J.oa o.oidea nuc1éiquos const it uén t 

des unités i a o1 éee dano 1a ce1J.u1e vivante . On a été amen~ 

rap id emen t à penser qu'i1s devaien t être aaaoci6e à des pro ­

t t i noe d ' un type particu l ier et conatituor ains i des hé t éro ­

prot6ines nommées nu o1 éop rot é i nes . 

Mais , co m"tle 1 e aou1 i gne C!fARGAFF (I) , "à o8t é de 

c e t te dé finitio n de manu e l - une combinaison entre une pro t ~i n e 

ot un ac i de nuc l. é iq ue -, i1 demeu r e un oo6an d 'i ncert it udee 0 • 

On s ' es t en e~fe t intérrog6 1o ngtcm~o pour sa voir de façon certa i­

ne s i l es nuc l éonro t é i nee repréoenten t des ontit6e ohimiquos 

rê e llomont exia to.ntce, ~a.nt une signification ~ar e1 1es - m~mes, 

ou r 'i1 o •a git d ' artofac tc de pr6para.tion , de combin::dsona for ­

tuites a.u moMent du broya.se dos ti s~us ~t del.a précipitation 

d'un ha ut po J.ymèrc o.nion iq uo ( ac i de nuc16 iq ue ) ot de mol écules 

po1ycationiqueG (protaminoe et histones) . 

Cependant, 1ec 20 dern i ères ann~eo de r~ehorchea 

ont montré, en particulier : 

- le eonotenco de la oo~noaition en acides 

aminée de divcrsoo protaminoe 

- la oimi J.it udos doe histo~eo extrai t ~o de tissus 

tr èe d:i.vera 

- la oom~ooition rigourauoo ot ca nct6ris tiq uo 

de 1a po.rtio p:t"Otioiquo d ' un virua, 1nquo11c oot n6ceeoairo , 

tout comma 1a partie nuo1~ique , ù 1 ' aotivit{ biolocriquo , 

a.utnnt de fa.ita qui t <'!ndont à prou ver i• ox iot en ce 

r-éeJ.1e doo nuol.éoprott:inoo et à réfuter l ' idée oel.on l.e.quello 

e 11es no oare.ient quo dos oombi 110.iaons :L'ortu it na . ( 2 ) .. 

S 'il. peraiote enco1c un doute quant à 1a oignifioation 

de eertainao nuci~oprotG i nee , on pout dire n6anmoine que 1a p1u ­

~ârt doa auteure oont d ' accord sur 1eur ~xie t Gnee ~te l le dans 

les tin cue et on g6n6ral.. 1ea eon trovorses ne pere i a tent plue 

que eur 1e fait suive.nt & doi t-o n considérer telle ou te 11e 

pr6paration cotntr.o une nuel~oprot6ine nat ive - c •eat-à-d ire 
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ex iot an t rée 11 omen t à 1 9 éta t natif dans l.es ti eaus avant toute 

précinitation - ou bien comme une p ro té ine déna tu rée - c'cet-à ­

dir e représentant la prot6ine na tive ayant add itionn 6 au cours 

de l.a p r é ci p itati on d • nutres pro t é i neo di tes "pro ·tôi nea addi­

tionnel.1ee" ~rlata.nt in dépenda. -nrnant d' o ll.os da.ne J.es tie oue 

avant 1a p r ~cipitation. (2). 

VIII - ABBEVI ATIONS : ___ ,__ .., ____ ,.. ........ 

Dans toute 1n eu ite, nous emp l.oy erons co,rammont les 

ebrov i o tion o ou i~ antêo : 

AN ao i dee nuc1éiquos 

ARN acide ribonucléique 

ADN ao i de d6eoxyribonuc1éique 

NP nucléoprotéine 

HNP ribonuol.éoprot(ine 

DtTP déeoxy ribo nuo1 éo~ rot 6ine 

-~--~-----~-----~-
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CHAPITEE II 

PH.Ol'RL..TES DES NUCLEOPTIOTEnms ------c=---=-----==-----e----

I - GENEfü\I ,I '.rES : 
.., _________ ..., __ _ 

Loa nu c1 éoprot~ines sont deei oonatitua.nte ~ i,r erso 1 a 

des no y aux oellul.a.iree. E1loe y jouent sa.~s dout e un rôle décis i f 

dano 1e division cellu1o.ire. 

Uno r,m.rtiou1o nuclcoprot.éiqu.e oot une 11ni t~ conrp1i­

quse; olJ.o net p l.u s sim-pJ.e que n' :.l.mport El quf'1 oreaui te ce 1 lu1a.i re 

t e 1 quc i 1o ::-"oyeu l.ui-r.1ôme, mai.o p l.u s comp1exo que n • importe quelle 

macromolécu1e bien d6finie. Danc la hi 6rarchio d ' f 1aboration d ' un 

organisme, 1 ec nuoléoprotéinoa ae s :i tuent en'l:rc 1 00 noyeux e t 

oa1to.inae mec:romo1éou1ee. 

cê11u1c 

noyau 

aci.de 
nuol.6iquo p:rot li:tn e 

I,t1. eompr~henaion compl.ète do l.a at1ucturo et du r61e 

doe nuo1éop'X'Otéinaa pourroit fou...-"""l'lir deo piotoe importantoo quo.nt 

à 1a co mpr6 honeion do l'organisation d'une o~1lu1e vivante car 

c1oo 11 c1foprot,~ines ont ét~ lgru.omont t1.'0uv(•0a da.."la c rtai ,en 

part icu1es du oytop1asmo. 

Une nuc16opr,~t~inc ar, compose de 2 oonstitua.nte macro­

mo16cul.airest ,AN et pro tGin e . Dan~ 1eur aasomblnge, il y n aua ni 

de l'eau et une certaine quanti t6 d 'outrer-; nimpurct ê a" mioromo16-
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cula.ires, tol1ee que les ions organiques. Comme ni 1e nombre, ni 

1 s. structure de chacune de ces uni téa nt ~or,,t connu\ une po.rticu1c 

nuc1êoprotéique peut diffici1emen t atre qua.lifiéc de maoromo1acu1e~ 

.En outre t i1 y a des l:aioono de croire quo oerta.inea de 

ces prépara.tiens do NP iool.6eo diffèrent dos NP natives: A1ore 

quo la ~ubstancc iaol.6e est p1us ou moins statique, 1a NP de 1a 

cellu1o vivœito, surtOllt en voie de divioion oe11ul.a.i:re, eot dyna­

mique; c'oet ppurquoi 1ea acides ~uo1éiquos, d'une ~ort, los pro ­

t6inoa, d ' autre part , sont beaucoup mieux co .nv.•16 quo 1e comp1 oxc 

nuel.toprot6ique 1ui.-même. (3). 

II - UOl tENCiiATURE DES UUCL'BOPROTEIN'ES a --~----~~~------..... -----~~-------
A) D'a-orèe 1e tX320 d..() l'n.eida nucléique g 

Uno promièro o1e.aeif'ication des NP en DNl' et RNP l)ou t 

s ' établ i r eol.on que l.'o.oido nuel.lique eot un ADN ou un AB.No Cetto 

dictinction a l.o m6~it0 de oorrcepondre à une r6-r)a.rtition intra­

col.l.u1aire car 1a me.joure po.rtie do 1 ' ARU ocftrouva dans l.e cyto­

p1asmc nJ.ore que 1c noyau rcnfel:'Dle une partie d 1 ARN pour onviron 

9,... d'ADN. Cependant, bion quo si ,p10 ot util.e, cotte ola~mifica • 

tion ne Qet pes en ûvidenco los différentes cat6soriGs do Drot6inee 

CO "l,POae.nt 1eG lŒ. 

}3) 12' n.pri n l.a tNJ)ft de l.4 p;:gt~inn, : 

c;ortaincs NP sont forméoe pc..r uno o.caocio.tion d'AN ot 

do protéincç fortement ba.:,iquee; ce eont t 

a) Loa nucl6oprotaminoa, oonatituanta dec noyaux 

de spermo.tozoideo o corta.ine poiesona. 

h) Loe nuc16ohiotonoo, dont 1e type cet 1a 

dé:::soxy:i·i bonuol.oohiatono du tbymuo ou thymonuel.éohiotono . 

D'autreo Ati sont aori:,c16e t\ dos protéi"'loe à cara.etè:ra 

basiquo be·uooup moine marqué; ilo eonotituent ainoi e 

c} Leo 11nuol6oprot• inoo p ropX"<lmont di-tee" ( 4), 

ou "nuclêoprot6inee r6eiduollea" (5). 

ce·tto 20 c1aGr;ifica.tion :fa.i t a.pria.rai tro les diff6rento 

g:r--oupea prot~iquoe, me.io a. o.ussi l. •avante. fi:G de dir.itin(tUor lea 
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2 catésoriee d~AN, oar l. ee nuo l. éo~rota~ines e t l.os nucl.uohiatoneo 

s ont preoq ue tou jours des DNP ( don o gén~ra 1 ~men t des oonetituanta 

da noyaux co 1lu1 airas, tn.nd i a que l.~e UP propremen t di t es corres­

r,ondent l. a '1)1us aouvc-nt ù rlos RNP . 

Cepondant , 1eo critères de cette c1as ~ific at i on son t 

eese0 d i s cut ~b1ee & 

Ains i, lo groupe den nucléoprotQll'lineo eo t très opo eia.1. 

aJ.oi"S que lea hi s to nes :rep~eentent un GroUpC' très 1are:o. 

D ' e.utrc TJa.rt, 1.' e xiato n oe de p l.usi e uro f'rue·tione d (hie ­

ton oe de propri6t6e ê 1oi an6os, rend a.rbitro.irE> l.a ù~s ti nct ion 

proto.m i no - h i atonc. HURr.AY (6) ponse que 1c Jia ti nct io n ~ro tazni no ­

h iotono eat co41?0,rnb10 il l.c. :f~UC(':tf~œl dist i nct i on cle 2 f~ O.ûi:ion s 

dif':f6:t-entee <1 ' hi~torH'El et qu 'i l. soro.i t , l.uc loqiquo de l.eo consi ­

dérer co mme deo ~roté i nee homo1o gueo ot de 1 ~s !"08rou~e r soue le 

t er.no do "i>iiet6inea bo.riiqu es dv noyau". 

Enf' i n , 1. • , x i atPncc d ' un groupe r/) d.e "DZ'Otéines sa.nc- eo.ra.c­

t ère bo.eiquo marqué ost disoutée. Si cortaina a.utcur0 e.f'f ir:1e n t 

1 ' e ::datonco cle co sroupo et rc1tl&no aon import an c e co'Oi tal.e ~ d • autroo 

pansen t quo 1e ur pr 6oonee da.na 1ae p~pa.rations n ' oo duc qu ' à u.x:i. 

manque de puri~icetion des hiotoneo ou doc protaminca .(S)e 

c) 11i:t:tiou1 t, û a• t, .:qb1ir une 010~ ifige.tion e:énfrnl.r, ; 

IJ. a_ppa.rai·t: CJ.UO 1a. ooract-:,risa.tion -.,réc i ce dco !IP oet un 

problôme encore. on.l. r6 co 1u , ou du moins, ~ui n ' n 6t6 bion réoo1u 

quo ch o0 quolquos ti seuo vivo.ntn. En pe.rtic\•1ior, 1n dio tinction 

protamino - histone oot corta.inemont è r('IVOir , ot...r oi e11o conet ituo 

uno cl.a.aEïificntion va.1o.bl.o pour leo p :i.·t: mi,~:roa J.-? dôcouvertoo h i ato ­

ri.quemon t, elle ne pou't p2:·6te11d1:·e ong1ober touo 1eo ca.a po.rtiou­

J.i ere d6couve1-te u1térlourewcnt . P.eut-~tro u.no clWJ i~ioation 

en fonction cioe con ·tenuo en eoidee aminés, ou par cxo•'lp 1o, du 

·ta.ux a.1:~ginina /J.y eino • aonû t pl:éi'ârabl..o ~ 

Ln cons6q.uence. ù ca.usc de toutGo c,s incortitudaa, po ur 

co qui concorne notr.e étud e eur 1e grain d~ b1û, noue noua 1imi­

torono a.ux te%'1'1lee de DNPet RUP, étant entendu que de c pr6oio iono 

quant à 1a nomcnol~turo pourront atre npporttee, e ' i1 y a lieu, 

da.ne dea travaux u.lt~rioure. 
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III - ETUDE DDS Dil?FE.ImliTES CATEGORI ES DE NUCLEOPEOTEI~TES : ---~--------~----~------------~------~-------------

J,11 ~e c o r roS!) ondon t il dos ac~o ci a:t i onc; pa r des l.ici s on s 

du ty-pe se.'lin, de n:rot.'.:i n'='s tr5e sim"=>1es (:p1"otamincs ) o.vcc de s 

AD~ de noy~u.x ce 11uJ.r.dr..~c ac cp~l."mctozoîdea do ce rt ains po i ss ons 

( ae:umon , ho.rang , • • • ) c-t dC' quo 1quoo ro.rcc o i coc~ (7). On ne 1 ee 

t rouve mâmo :poo da.no 1ee e.ut~s o rganes de oos o:a.i mowc cc qui 

perme t de pense r que 1 e. gpe:rmatosenôse c om·nen cc nvoc doc ce llu1 e o 

è h i s t ones et ~i n i t ave c dos ce 11u 1 oe à p rot e.mi nes . 

On ne 1 eo a jann.iA i so J.éioa da.no l. ec ti ssus vé~éta ux , 

c ' 0e t po ur quo i noue n ' y i në. i s t ar~ne paa ; noua a i gn cl. erons Fou1c ­
l 

ment , pour m6ruoi ro , ~uo 1qu es propri6tôr. (~ ) ; 

- Los protarnincs oon t consti t uées p ar un pet it nombr e 

d ' oci des tmiinua di~~6renta (ü à 9 ) o t oara ot 6rieéo ô p nr l eu r 

h au te teneur 0n azote, du0 ~u f. taux t r~e C1cv é d 'a.r g i n i ne {qu.i es t 
sou v en t 1 o oo u1 o bo.oc ·he:,;or dqu c- r on contréc ) 

- L u. teneur en o.rg i .:.u.ne eot g6né2 'Sl.omont con st rb"'lt e ( 50 % ) 
e t 1e ro.p >ort P/~ra . es t ao uvent voisin de I , nnu f e i 1n pro tœrl­

ne con ti ent de 1 fl J.yo i nc , cc :r·c.pport 6tc .. t al. or s i n :t' é r ie ur à I . 

Ceci parmo t do pnnaor que l. i. l. i ai aon AN- p ::?:"oti i no oa t du type s ol.in 

e t q • e ll a a 1i e u an.t rc J.oa roo t e c phooph o ;r.y1e d c e AN ot le ~ g :i:'Ou­

no~en t e bao iq una de l ' n.re i n i uo , ou 6vén tu o1 1emont do 1 a 1yoine . 

- ·~1 loc no conticnrie,n·t pas:; ( ou -prôo J:l""U) d ' a.c:i.èio d ic a r ­

boxy1 i qu e ot jar,1o.i o d •o.c:::.do nmi né o.rome :ti quo . Lu t c-nour en a.cid o 

omin6 nou t ro vnri o a~1on 1 1 oopè c~ o.nimoJ.e . 

donnéo & 

- Lora.port --rcton i n~ / .An e Rt car a.ot 6r i c tiqu c de i • eop êoo . 

rl:'O. ( Ai .. s . ArrJ . Ar&.. A.rg . til. t,. ) n Ara . Arg . · 

( M = ac i de a.mi né 11eutro ) 

Ieo l. éea i) .r. KOSSEL, à l e. f i n du xrx0 n:Uicl.e à pa.rtir 

des trythrocy t ee nuc 1 66s d ' o i see:nx e t dos t hymocytoa d e memmi f b re e 
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e l.1e n on ·iï (·té do c c 1.f.r-c ".>or l a su i. te da.n e l a p 1upart des no yau.."t 

des cellu l es eome tiqu oa Emimal.eo . 

I1 y a •me di!::c-.ino d • ann6es ( 8 ) on ignorait leur présPn oe 

dan~ l es co1~ulo- vég6tn.J.ns . Act"l..te11ement, ootte i gno ranoo a 6t 6 

oomb11o: on a d6o~1' en po.rtiouJ.ior d~s histones dans 1e g orme de 

b1 é (9 ) e t dans 1 ' ombriJon de riz ( IO) 

L~e hietonaa :rosaemb l ent aux prqtt..~ine6 ~our j 1usieura 

p ro p riét és : toutes doux aorr'c: 

- ha.n iquoo 

- tr~o h6t6:roeônoa 

- dénolrvuoe on cyotino , c~ot~ino, tzwr,tophone. 

Cépcnda.nt , 1.eur p ido mo1 ôcuJ.ai:r.e (ae 1'ordre da I5 ooo ) 
~at bien stxpér.ieur à ce1ui rioo prota.'llines { 2 '> 10 à S 000 ) , do ao rte 

qu'~ itinv erse dos p:rotam i ncs, el1eo n e d ialy sen t pas at qu'on 

,P1'Ut 1ec eono id ~rer 00mma ùe vrt'.ioe p2.•otGinec, 1on !):i:-o'tamineo 

n • étru:i t Q.Uf' ne s ro a oo.lYT,)eptilloe. Do p l us, :tes h i oton0s con tien nen t 

tous 1 os ac id es amin 6o ordi na irco ( 9ou f 1 00 3 menquo.nta ) tandis. 

qu e 1ce prote.mines n•on cont i ennent que 8-IO au me.ximum. 

Les histones con t eo 1ub1 ea da:na 1.ea ac.i.doe et l ""G oo 1u• 

tiontil neutroa ma.iB l!Jont pr6o i pit ~es par NH
4 

Oll. 

Lt ur ooint iaof10ctriqu.c, se si tuo ontre IO e1· II 

Leur t onour on azote oc t do I7-I 9 ~ . 

Par rap~ort à un m~~o tios,i, 100 ao1u tion o obtenuoe s ont 

tr s h6t6:roaènoo , coquin susgl~ quo 1ec p r ép arationc d ' hietonoe 

purifi,oa étaient toujourG form6Gs d'un mêl a.ngo do p1uo i eu rs 

conotitue.nts tloct1"0phorêti quomont distiLcta . L ' or.~aton ee de 

ces d.iv erooo cat{ ,;ori ·,o d ' histones :i:-ond .1.llueoil'o 1o. diet tinetion 

p 2~tamina - biotone .{ ô ). 

D 1 oprèe ST.ED AN & ST ,D kt (II), on pourro.it o1aeoer ooe 

prot6in es ~e 1on 1our mobi lit 6 ~1octrophor6tique , en 

oomme ohoz l.oo a.utrl'l(l typee de prottin a. 

PH!LL!Pt (I2)coneid~re divcraoa fraot!one d 'hi e tonea en 
fonction du rc.p~ort J::,s / ars., p12r exemples 
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- :fraction "riche en 1ysino" r " 4 

- fraction "moyenrioment riche en lyaino r = 4 

- f>rao"tion"riohe en o.rginine" r I 

Pion qu<" c:n tto clo.osifice..tion préaonto oncore des 

inoonv~n:lonts (6), 1os termct? "riche on lyainou, "riche en 

arginine", •• ~ac généralioent ot 1a val.etU' du towr lys/arg 

sernbl.C' cocrnodo pour dlfinir nvoc :pr6cioion une :fraction d.étor­

min6e d ' hiotone. 

c) LfilL.î{UÇLEOPRQTEltiES 11P!tO?Rr1M,t<::HT DITSH" ; 

~ans 1 e s prGpnra~iona d o nuc1ûopxoté i ncs. on a 

par.foio obscTV~, à eetô dos AN et do~ hiotones (ou des p~ota ­

rninco ), la n1~tsence de ~rot6ineo Go.ne car,ctèro baaiquo marqué. 

certa.ino o.utcure :,eu.sont qu • i1 a' w ci t d'un o.utre groupe do 

protéincn o.:::JaooiCes o.ux Al"f. Pa.~ contre 11 è. 'o.utroo croient qu ' il 
a ' o.git d ' un nrtefact. 

En e~fot, colilJ!'le 1o prépare.tion de NP implique on 

général. un bLoyree préal.cb1e des ti~nuet on pout s ' attendre à 

co quo ~1eo unités fibreuoos col1oida1es" (5), quo nont los 

pc.rticulcn nuoléopr.otéiquos, àdoorbent toutes aortes d'autres 

mo16cu1ca,oytopla.smiqueo ou de tou'tc o.utre or:i.cino. 

Do mOme, il eot posoib1e quo lors de l'emploi d'une 

oolution d'oxt Tootion de ~orco ionique &levée, on ait uno 

:r.upture partielle doo 1iaioon9 .AN-protéi ne et qu~ ~ar 1a euit o , 

coa liciaona ne refonnent entre 1'AN et d'nutree ~rotéinoa , 

~ormant ainsi un complo~e artificiel (r,) P c'eBt-à-dire une 

NP dénaturée. 

Il oot donc vraiacmblab1o quo de tels artofncto ae 

forment loro dao ox"tra.otione de NF, mOmo ai do crandeo p r 6oau­

tiona sont pr:Loos. M'a.ie la. quoetion do savoir ni toutoo l.oo 

prot6ineo non baoiquoe trouvêoe sont duoo ù uno d6no.turat io n , 

ou oi uno partie d ' entre elles sont nativ o, recto sén6ral.o ­

ment co.no rôponoe. 

na.ns qu.elquoa co.e, ocpendc.nt, J. 1 existence de pro't6ines 

"r6sidue1loe" a 6t6 montrêca 
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Ainoi, HI RSKY, a.prèo p1us i eu rs ex t ra ctions acide o 

en vue d'ôter toutoo 1cc p rotôinee d ' une NP, cons tate qu'i 1 

ex iste une :fro.ct i on à.a 0 prot6ine roeiduolle 0 demeur e.nt so 1ide-
• 

mont fix6e à 1 a f r action A.No '1nio, 1 e m,mo phênomèno os t consta -

té à -part i r ao noyaux ioo1és do ti aoue, nons o.ucun broy&go o 

L'erletenoe de protéines non bao iqu oG (oo.r r6aietant A une 

extrnct i on a ci de ) n'es t donc paa due, da.ne ce cae, ,\ un artefact. (5) . 

D'au tre part. MI R~'KY a c on staté quo 1'~1èvement d o 

1 'h i o to ne no change pas b~aueoup 1 ' apparcncè doo ohromoaooes 

a.u microsoopo . de.iG 0-i J.~ .;,rotéino r €:aidunJ.l.e est enau i:t;e d6gre. ­

d6o (par l.a trypeine), 1 'ADN ,,ol.ymér i sé cet l.ibér 6, :f'or.nant un 

ge l. e t :;.,rovoquont l.a. dna truc t i on de 1a ot ru ctu re du chrociosome . 

La c onf i gurat i on morpholosiq~o du chromosome oat donc due à l.a 

eoMbi qa ia on DNA- ~rotôine ré e id e 11 e, ce qui montre ôion i• ex i e ­

t c-noc de ce.Ji:tG dorriioro aux oO·tls de J. 'histone .. 

Avec doo ca.:rquageo au ce.i 1 bone I4 on a trouvé que 1es 

p:rot~ine~ xé~iôucllor. 3ont m6tubo1iquomen t ~ 1u e ac~ivor. que 1os 

hir:;-tonen ( ~ ). :Po.nui 100 4 fr,,c ·tions i ao l. 6os par 1 ' or.rp1o i de 

dif'f6ronto eo 1v onta d'o xt rac~ion , on a trouv6 quo 2 de coo 

:froctiono po urrai ent Otre 1iées à J. • Affif du noya.u, tand io q,ue 

1es 2 nut~oo aoraiont, nuz o3t 6o doa hiGtones, nonooiôao a.ux Al)l1, 

oep~ndant , en gGn6ra1. coc prot6ineo réPiduo11os ont 

6té peu ôtudi 6oa ot 1co rr..e uil tntn 9bt~ni.rn m~ oo nt flllt~ t:roa 

f'rogmento.iraa. 

Ql'l s&it aoulement qu ' oJ.J.eo c.ont moino bo.s iquoo quo 

100 hir;torios ot g_u' f'lllca contionnent du tryptophane,. (ln ne oo.i t 

pa.G oi tou~ 1cc ADN oont 1iôo à de tclleo p rot~inos. On ne 

connoit paa J.our importance par rap port aux hiotonoa. on a 

ocul.c:nont conotn.t6 qu' i1 6tai t trào diffici1e , donc certains 

cao, d ' on1ovar totoJ.e ~on t 1ee p:rotéinoe d'un fu. 

En~in, 1o s pro~éineo r6 oiduo11cu ne Aont po.e ioe 

ocu10 oxc~p1oa, onr dee prot6inoo noutros et mOmo acidoo ont 

ét6 dl:couvo~"teo choz certaine vi:rua. On ne pout doue p1uo "Qa.r1or 

ici de 1iaioon de ·t:,pe oal. i n ontro 1' AN et 1a protéine. 

on peut donc eonc1ur quo c ttc co:têgori,.# il$ protê ­

inoo conotitue un domaino trèe ma.1 connu et C<lpondont d'une 

gronde importance de.no 1e r61 et 1a struc turo dee !œ. 
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IV - PROPRIETES PHYSIQUFlG DES NUCLEOPROTELffiS : __________ ... _,_ _____________ ..... _.., .. _____ ._._ .... _ .. _ 

E11es aont en c ore mal. d6finies. Cette i ncertitude ea t 

due aux dif:ficu1 téc- d 'iso1amon1; de coo e:uhstonceo fncilement 

d6na.,1."U::r:'Pb1eoo. Ainoi, l.e. fra("i1i-t6 pa.r-:;icu1ièro deo 1-J?P 3llino.l.eG 

et 1a d.iff'iclAl. té d' i soler l.ce 1'.P v6g6tcJ..os ont ocea.s i om16 un 

rr.te.rcJ: clans cei- donain(IG, par ra.pnort aux Dh'P an i ma.l.oa e t a.ux 

,.,œ viru.sal.eo, bosaucou.p mi aux oonnuoo. ( 4 ) 

A) Pronr::l.étôs do c.o1ubi1it6 dos,nuc1éop~otêinoc: 

ce oont J.es propr:i.6t6o l. eo p l.uo importantes en ce ~u i 

nous concerne puiequ O o1 1oe dominon ·l; l.ea ù i f'f'(rente procédée 

è. • ext:r·a.ction. De 1a. r6uosi te ou do l.' é chec de cêtto pr1imiè r o 

pho.ee d ' 6tude, dépend toute l.o. ouitc. 

La ~l.upo.rt des autouro o'~cco1"<1ont à ponscr quo 1eo 

DN? üont eolubl.es, soit da.na l. 'eau trèo pure, ooit dana dee 

eol.utiona de force ionique é1ov6c (•u moino do l.'ord.re do 1a 

mol.a.ri.té). (4 ) , ( :x:4) t (15). Par con-i;ro, 1os DUP nrloontont un 

minimum do oo1ubil.it~ pour des oo1utiono ael. i nea O,I4 M env i ron , 

c•eet-à - dire lea conoentrations ec.linco qui eont nbya i ol.ogiq u ~o 

pour l.oa co1l.u1ea da.na 1eequol.1ee e 1 :l.ee ae trouvent. 

En o:f'i'et, commo oeG Dla' oonnti tuent par a:xc:n:p1<'1 1 eo 

ohro::nocomee, c1lea ne ce t~'O,,, ... ent jamais ô. J..' ljtat diGr·ous danr 

l.a. co11u1o. c•oct comme oi, cel.on Kurt STERN, 0 1a. nature o.vai t 

prio doo d~o~oeitiona pnrticu1ièrce ooux l.cF. emp~oher ù'entror 

en oolution°.(I6 ) ~ 

Fa~ cont:t·e, les RNP oont su1."'tout eol.ublos dGD.o 1 ea 

ool.utiono inotoniquee: O,I4 M No.Cl, on moyonnc. (4 ),( I4 )o( I5 ). 
coe cc.ro.ot6x·iatiqucfJ cic solubi1i t6 coront amJ)1oment :iiems à 

profit dans 1es tcchniquoo d 0 rxtraction d.oo NF: voi:t: • oho;pitro II I. 

Leo oo1utiono de NP ~ont trèa viaquoucoo et la viooo ­

aité o.u~ente onoore ei lo. p:rotlino cet détach.:c de 1'.AN. La 

p:ric;o en me.. ae o. l.it?u ratd.d ment, r::iC,ne pour dC"o eol.uti ne trào 

di1uéce. 

une ofdimcntntion oonotrntv a ~té~ suréo (?r.-,1 s ). 
mai.a loo vo.riatiobs de vioc0oitéo intrins~quea montre~t que 1ee 

so1utionn de UP ne eont p a homoeènao. 
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On s ' est on effet aaauré que 1eA oompooo.nts p:rot6iques 

~auvent co lier aveo ?1usieuro Ali , ooit do façon pcrmo.nen t o, 

soit de façon trans it oire~ au ooure du ~onct i onnement normal. 

de 1.a co1.lu1e vi.vu:t1ta, pro1.ui.so.n:t ainsi oocaeiol".nollem~n t des 

sy-st t:mes comp1exec e·;; t~ès leu. .. eeo. ··,n p1uR des ruvturee e,t dos 

réarra.ngemonte a.normaux au coure de l'extraction, un t el pbé ­

nomùne ~ourre.it expliquer 1'hét6ro c ônoit& dQs solutions de N.Po(I a ) 

:.'"le a.ge rtt B de prGcm:~i·t;o.tion dea p:rotlinea précipi ­

tent a.uoei 1eo :::F; par oxo ,n...,1e, l.oa eclo cle méto.ux 1ou:rdo, 

1es al.coo 1 e, ~e& ccidos •••• ( 4) • 

...,,n ":>orticul.ior, on -oeut rt.::cul'.>6rer uno t P de oe. oo 1u­

tion on amenant l e pli au ,,oint iooé1actrique de 1a protéine , 

cc qui provoque en prlo i pito.tion. ( 4 ). 

B) c~~oto11i~ntion deo nuciûoproiéinea: 

En dohorn du ca.s do nor.1br<:ux virus v6elita.,1.."'t qcl 

c1~iotol.l.i1.:Jent, 1o. nou1r- ~I.> de ti ~'9Uc animo.u .. ""t qu:I c:r.int::ùl. i ec 

de ~os aolutiono, pv.r 1 ' omp1oi do (ra
4

)
2 

so
4

, oct 1a nue 1 ~o ­

t:ropo myo~lne du muac1o do carpe (4). 

c} A,baorotion den r8dintionn u1tra.-vig1gttopa 

~ %{:a~n spoct1-e d' a.beorption dec .NP 00t 10 réaul. ­

t~t de 1'eb~orption p:rop~ a chceu.n do ncG ~onntituo.nte s 1 ' .AN 

et 1a protéine. Cependo.nt, 1'Gbaorptio~ nee protlinos à 260 nm 

cet nég1iaeab1~. En effet, m8me à oon rno.ximur d'absorption 

(280 nm), une ao1ution de sérœna1bumine abnorbo 40 :fois "DOino 

qu'une co1ution d'AN, de couecntra.tion éeal.e, à 2$0 nm. (4 ),( 2). 

Le spectre dos NP ae't donc p:ra:lïig,uomont idontiquc 

a ce1ui dea Ali!'* maximUl!I. à 260 iun; minimu'!'I vors 2:,0 nm . Tout 

au p1ue obacrve-t-on uno inflexion do 1o. courba voro 2eo nm. 

commo uno pnrticuJ.o nue1éoprotéiqu~ n ' eot pnn une 

~cc1""0mo1écu1e da~inio, il n'y n po.e de none à po.:r1or do aon 

poida mol.éoul.airo. ou ooit t;;i.ue eee po.rtiou1oo sont ero.ndea à 

oet6 dee protéinoe ordinodlroat dee ttpoids parti.nuloJ r~e" de 

5-I5 mil.1iona et môme pl.us ont 6tê eatimés. (Ir), 
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L • inooh é r en oo doa réo u1 t a.to ost duo à 1 ' imp001- i b i1i­

tê d'obtenir doG pr6parationshomogànea • .Al.ors 4ue do nombreux 

virus constituent dos entitéo chimiques qui. ont pu etre b ien 

précis6os, 1'c:.ip1oi de tach.,iquoo d'ultra.contrifugo.t io n e t do 

diffraction~ deo rayons X no n'aat paa rév61é nusni fructueux 

que.nt à la détermination pr6oiao de 1a for-no et du poids dos 

pa.rtiou1os <lo NP ani ma1cs ou végôtol.ee . 

AU mic:rooeope électronique, par contre , 1eo po.rt i­

cu 1oo i n·te.ctoc de 1.:P e:o-oo.rais, :c.,nt comme dos bo.guettei3 courboa 

d • ellviron 4 300 A clo 1.ons su1· P.50- 30C A de 11'.Z'ge (nrœ do m,erme 

d ' o, rsin). ( It } • Qu<!lqucc m,œ ·vég6 tales ont des fo:rmco à po u 

pr0c sphériques tandis que 'eut 6 B r os Gomb1ent à dos boeuatte a 

oourbéoe .• 

Il a d(!.j tl 6té f'e.it al.1ueion au manquo do conn oi oaan ­

cee quant à J.e. ctucd,-ure d,.J. ooopl.exo nuo J.éop:rct6ique. 

on .,,,.",t ocpondcmt oe r.npré a ~nter une NP eoC'lllle uno 

po.rt:i.cu1o compoo6c d ' un "noyn.u 11 -ou d'un "eoour" d • AM ot dQ 

no-,breuaes ur;d:tl:r: '"lrot6iquec ~;ttaehfü~o li. J.ui. !Ja 0 oo cur 0 nuo1 6-

ique est grand tondio quo 1ca pnrticul.ee prot6iques qui i• en ­

touvent sont potitoe. Coponda.nt, le poido total. do la pro t 6ino 

c.1ane la. po.rtieu1e oat du me rrto ordre que ccl.ui du 0 coour" nuc l. 6-

iquo. ( :5). 

ne.no de rEU·oc co.3 1 on o. nu d o toi"Minor lca propo rtiom 

:role:tiveo d 'Ali et de protéine . Ainai, pour le r P de apo nno 

d 'ourein, on a. t:i·o uva 36 % d I ADN, à. pt"''l ,rèe au ta.nt d • h i a tono 

ot eure i, 1e pr6eenca d ' une autre protéine non baoique p(3). 

D ' o.pro.-> ZUrAY t. DOTY (I9), la. NP de thymua serai t i'oi:oée do 
p:rot6ino ( 50 ~ de la rna.e~e) ~t d ' ADN. Los formes l.e.o plue 

r6centoa envieasfea aonta un "c oeur n oontraJ. d ' A:>N en h6 1ico, 

100 prot ~ine~ ftc.nt c~ae6ee do.na iea epireo. (3). 

La 11a.turo do 1o. liG.ieon /\.N-p:rot6ino eat mal. connuo . 

p our doc pro+.Ginee de poi~t ico61cctri~uo é1ev6 commo 100 

p:rotominec ed: loo hiotonea , w:io lio.i on de typo salin antre:, 

los aroup,montœ eidoo forts do 1 ' ~11 et la 1yaine. i •a.rainin o 

ou 1'hiatidinc de la prot6ino, eot conoovablo. 

air de t e iioG oombi n aisone na ~ouvent ee ~orner 
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qu •ossez rarement avec 1co protéines non ba~i~uea del.a col.l.u1o, 

oo.r 1e pH y est oitué 1o pl.uo souvcn~ du oOté al.cal.in du point 

i sof l.e ctrique do cea protôincs . Da.nec~ co~ , co Gvraiont our ­

tout l.ee carboxy.1ea des aoides &minés dicarb~,i:yliqueo dos ~ro­

téincc qui a!J1 urc-raiont l.e. 1icdoon avoc 1~c ,. '"!.SC~ t'te 1' ttcido 

nucléique . (I6). KI1U3Y ( 20) o onvioa,gé l'action de ~étaux biva-

1o nts , liéo d'une pBrt à la proté i ne, do l.'autro a 1' ANC on 

outre, d~o ponto hydroeène ,n uv~nt contribuer à aGc;urcr 1s 

l.ioioon. 

Génércl.~~cnt, ce t te lle.iaon ~at concidlr~c col'!llne 

~rQL?il.es e1 1e eo t rol'Dl)uc par 1'n.l.coo1, l.e ch1o:;.:-hydrnto do 

guonidine, ou l. ' ébu11ition <lima du ho.Cl. à 'IO ~ . {I6). Coa 

corps r:iont d • nill.eure ormloyéa TJOur aOpa.z'Or l' At~ de 1a. prot(·inc . 

cependant, com~o on oonota.to auoui (5) qu'il est très difficil.e 

de d6bar. orJrJer conp1ôtemont un J\1! de Ga protéine or:. peut pon ­

sor qu • i1 cxiato -pl.usiouz·a types do l.io.icono: 1(10 unee, du tyna 

oo.1in, a.voc dco :t:rnctions ba.oiquea do protf.incot 1C'o ""ittree, 

do na.turc moina <'!onnuo , o.veo ce qu'on o. nov.un6 à juot<' titra 

"protéines réeiducl.1or. 11; ooo dcr;Liè:rco otant 100 pl.ua r{sin ­

tantoo. 

:oute 6tudo doo NP doit tenir ool7"ito do l'C'xi"ltence 

et da 1'im~ortnnce, ou niveau do J.e. ool.1u1n vivant~, do toutoo 

ces 1iaisona. Car on peu t ào domander e i 1 ' aohew"":"i~~ 1ent mia po.r 

l.oo ohimioteo il obtenir dos All totol.ement privée de prot6inoes , 

juati~iô our un p1an otriot~~ont anal.:ytiquo , r-e diminuo pas 1 cs 

cho.r>eoe d 1 oboerver des e~~ets biologiquea de coe oubatn.ncee . 

I1 est on f)ffot poeoible quo l!e i'aibl.os quan·l.it6a do pr'.lt6ine a 

sp4cifiquoo ~uiocont prot6eor ou o.ctiver 1os .AU doa organiomes 

vivnnto.(2I). 
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CRA.PI TRE III 

EXTR.A.e.TION DES ?1UCLEOPROTFlINES ======~===================== 

L ~ex traction dea NP peu t ~tre e ntr ~p ri ee dano 1e bu t 

s oit d'ob t enir daa ou bs t cmco~ dans un ôtat auao i proche qu e 

poa~ ib1 e de 1 eur 6t a t neture 1, ao it de déte:rminor l our taux 

dane un mil ieu donné a 

Da.no un caa, il. i mpor t e de maintenir tout au ~ong 

de J.a. "'>:r0'>a.ra.ti on , 1 'i n t6eri t6 dee mol 6 cul.eo nuc l é i ques, par.fo ie 

au d 6tri rron t du rendement : ce Gore. ou rtout da.ni:,; cett e on tiq ue 

que l e cl'la~itrc III ~a• sera. troité 0 l.' é tudo doo pe.rt ioul. os 

oxt oiteo fa i oan.t 1'objot du chapitre IV. 

Dane l.' au1,rc c on , au oont raira, i l. oa t :a~ceao a:ire 

ù ' offcc tu er une ~(cup6 rstion ~ompl.èto do certains constitua.ntG 

nuc16opro .. éiq uos: l?, bo.nes , ouc1--eo, nrot6 :i.ne o , nu dttri~ent 

dos s tructure s no1~ cu1air ee co mpJ.ètc~ont bou1evere6oa. 

Ce pro bl è me oera. cnviAa.sé dona 1.e ch ap itre V. 

A) :1Il"F I CULTES D ' E XTRAIPF. LES HUCL1!:0Pf0r~:?I NES A L ' "'ï'T/lT l,A:CEF : ~-------~--~-~~-~-----~-------~--~~-------~~-~-~--~-----~ 
L'oxtru ction da ~~cromo16c ul. ea à part ir do tiosuo 

animaux ou v (:gé tau..~ co t infini mon t ~ 1uo diffio~le que l. ' ext rao • 

t ion de conl!iti ·t:-uonto 6l.6monto.ireo clu typo N, S , P. En c:f:f'e t, 

oi a.uc1,lll tr aitement ne pPut modifier lcn prouriôt6o do ces 

dorniere 61.~monto, 1'ertro.otion de comnl~xeo mocro~ol~ oulaires 

do it, p o..r contre, :r:cspootor ont ièro mon t i' ar rangomont spo; tiol. 

o t 1 1 i ntêgrit6 doa prinoipel.oo fonctions chimiques do c~e co:rpn. 

Si coo conditions ne ocn t po.s nat ie :f'a:iteF>p on obtiont 

des pr6po.rationa p 1u a ou moine df:no.tur6eo. or loa i'o.oteux ·o do 

d6na tur ation sont nombreux, 

I) actou:rs c}l.imiour·q: 1' urt'Je, le fo:rmol , l ea traooe 

de môteux, loo po:roxydaa, ••• 



.. 26 -

En c o~o6q uonc ~ , l oo ré ac tifa chi miques ûtilisé~ do i­

vent 0tre très pure: on ~a.r~ iculior, l e nhéno 1 doit @tre fra i ­

che ment d i st illé e t l' 6th e r ne doit pas contenir de p6~oxy dea . 

2) fsoteurs nh.ve igue s et Phyo ioo-ohi migu eaa 

Tempuraturee tro p é l evées, ve.riationo oscea s ives de 

pH, de ~orce ionique, ••• 

:, ) nt:•aradg.tionn ..,éçnnigucs des .NP: 

Les AlJ et l. ee liP oont des po:l:·t i cu l.e e don t 1a lon ­

gue ur es t de ·l.' 02-tlre àu roic ron .ot don t la l.areeur n'e~t ~ar foio 

que do J.' ordre dtl mil.J.ième de micron. ,m conçoit donc qu ~ r,J.1oG 

a oi ont tr0s frag il. eo vie u vis de~ agents ~<ca.n iqu as J'~ xtrao ­

tion. I1 f~ u dra donc évi te r des bro yagos tro p viol.o nt a ou pro-

1.o:agéo, "l.ei:-, a.gi tat i ono trop int E'llO()O, c'!es curp:reeF'liono h.yd ro ­

dyus.·niques . 

4) D(grrulationc on~ymatigu~n: 

Si l 'on veut extrni:r-o des HP O.UC!O i int o.ctoo 4ue pos ­

sible, il i mnorte d ' cmy,ôcher :pond&..nt ln or ê")ara. ti on, 1;ou to 

ac ti on onDymot i que. Or, dP,B nuc 1 6ases ou des prot6aoes 6te.n ~ 

prêeen too dans 1es tisoua viv an t e, il est néceaeoiro de 1oe 

inhib er . On peut, per exemple: 

- travai11er à basce tempéra.turc. 

ti~~r ceo en~ymca our des ~dsorbantn (bc n tonito ). 

- employe r doo poioo"-111 aney ,~tiques ( Ac, F- , 

citrntca, ••• ) ou des oomploxantn ( ~nTA, • .. ). 

ne pl.uo, com ·(li .1~aJ.'"taino 1:1éta.ux catalyr:.ont 1' ac t:i.ve.­
~·tCi\ 

tion dee ennymoo , i1 :fo..1..t ll C",: c ntacto deo NP o.vcc l es aurfo -

coc métaJ.l. i quoo (broyeürc, ••• ) 

compte tenu de tout eo c~~ d iffic •lt 6o. il apparait 

q~e i• ortrootion de~ NP i nta ct oo eot d61 i oa t e . De p1 u e , u no 

môthodo a •oxtro cti on oGt oouvcnt étnb li e pou r. un tioau d on n6 

ot pe ut no paa c • at>pl. iqu or à d r o.utrea tioeuo _ Ln <1i:f.'tticul t~ 

d ' l to blir doo m6thodco utJnéra.lea B a i ns i ~nen6 l'anporition 

d •un gre.nd nomb1·0 do rnét;nodeo. C ' OBt pourquoi nouo r.i.vons ole. aeê 

1er. pro o éd~e a•P-:xtrection an 2 ontéaorioot 
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- Lee méthodes pr6vuos ?Our i•extraction de NP a 
part ir do t i ssus nnime.ux. ce eon~, de l..oin, 1<"s -,J.uo nombre u aes. 

Lee mlthodcn ~'~x:t:-rac tion ù ~a......-tir de ti~mie vé5é ­

taux. .El.1e1.:1 P.ont 1>oaueoup p1us r~r-, r:;urtout 1orsqu ' il a ' aei t 

de tissus da ~éaerve, à métabolisme ~aiont i. 

Noue no sovons ~an, a priori ~ ai certaines de ooe 

méthodes oeron·t op ,1ica.b1co avoc sucoàs o.ux dif:f~rontes f'rac ­

tione-: hinto1ogiques du grru.n de bl.é. :,;ais nouz- avono :f'e.it ce­

pendant 1a oint des princinales tochniques exiete~teo, ~cnoant 

qtt ' en nouo i nspirant do certQ.ineo d 'e ntre rl.l0c· ( vogéta.l.ee ou 

6vcn:tue11o:ment, snime.J.oo), nous obtiondronr; der; r6ou1ta;i;c 

poP.Jitif'e, sur 1e grain de. 'h1ô. 

Cette étude ..,{.,.,o.réo doo r.tlthodeo anino.1~o ('>t v6géto.J.es 

noua ve:mie t ~ra a~sGi de ~ontror l.o rota.rd ~u i c~iLto ontro 

J.co teehn~quco et 1cc connaiosa.:1000 do.:n.G 1o do~a.inc v(~~tol. 

pt le domo.inc dce e..nimai.u: e"!ï mic:roorg,ll'J.ismes. 

B) :BXl'.L'RAC..11!0.L. D ~s UUCLEOPROT" !t'l ,CJ A PAI:TIR DB rL.'(US ANirIAUX a -------~-~-----~-----~~-~-----~-~--~-~---~~~-~-~----~----
ll e pout ~tro prntiqu0n ooit ~iractomont aur lo 

tiee'jU b:roy6 ou haché, j~it &Pr a iao1o~ent dos composanto 

aubcoJ.lulo.iroc qui conticmnrnt C(!S tœ. D' c:i:>:?:'èe LI}+JT)H et n"RANTMAAK. 

( ?2), bi•"n quo deo HP nuc1€aircs oient pu Ot:re iBo1(•ep du thymus 

do veau eanc i aol.oment pr6alsblo des noyau:s.:, da.ne J.n ry1upart 

dco cc.n il cot ;p:r6f6:ro.b1l. (ci ccl.o. eso pout) do prC:par-er los 

noya\~~ . nuol.f.ol.o~, ~ibo~omec, loraqu•on v~ut iaoler des NP 

nuc16a.:i.roo, nuc1foJ.oircc, riboso~..ial.ee, ••• 

Cependant, com·c cos techniquco eont t:ï."èa d61ieo teo 

ot gl!n~:rol.emc!lt hdn.'O doa moyono dont noue di-posono, ·~oue 1es 

eit;na1cronn ro.nidoruont: 

I) ,lf"ôl .. mcmt dên ÇOT!i .or:,~ntr. !:.~OE'l11u1n.~1 

a) Ieolc.mont deo noyaux& L 'op6râtion oc :f(ù t pc.r 
.,._...., __ '114, ..... _, .. ___ ~-----...---

c trifu!.:ntion deo c~llult"ls dcnn llno oolution a.., cecchnl'Oco 

2 • I-2,.. r, · ( thodo do Cbm1·.rc-au) • ( 02) • Don noyaux ont pu o.inoi 

ta :"O iaol.ln à pal:'tir d~.1 1.'cic de rot. L'crnp1oi do polyaQec. lµridee 

· lumt poi<le moléculai~ t:? ,POJ'."1:".io de aénôruJ.ir.;êr lo m~thodo à 
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d ' autre c tissus: ra.te, rei~ 0 po urn n, intootin, cerveau de rat, 

er,bryon de pouJ.et, d ' oursin, tumeurs, etc ••• 

a ) Ieo1emont doe ribooomee: ~-----~---------------~ 
Los tissue oont mi o on ouepeno i on dans un miliou 

i soton iqu e en '!')réoenoo de K+ ot de Mg++ . On doba.rrasse l.a. su a ­

pcneion deo noyaux, ·1itochondrioa , débrio divers , "ar centri­

fugation à I2 000 - 20 000 g . Les micro aomea aont al.ors r6cu~é ­

rés pa r centrifugation à I OO 000 g . Los r i bosomoe oont a1ors 

ob t enue en tr~itant l.a ~rnction microsomial.c par du désoxy ­

chol.ate ou un autre d6t~rgont . Cotte mét hode a 6t6 en~l.iqu6e 

en parti cu1ior au f oi e de rat (22 ) et aux r(ticu1ocytoo de 

lo .-pin ( ~:, ). 

c) !ee$emont doc chromoaom~o, deo nuc lûol eo , do lo ~--~-~--------~--~-------~--------------~------
chromo.tino: 

t~ouo ne l.e c i tono quo pour mGmoire , co.r oeo méthode a 

i mpliquent deo techniquoa oxtz-Ocemont délicQtae tc l.io a quo d ~a 

cu1turea do tic oua nvec b1oc c.ge de l. a d iviài on co l.l.u1aire au 

etado m6taphaoo , otc ••• 

d ) ;;xtrnct ion dee NP ù part ir do coe organites 0011.ul.airos: ------------------------------------~--~---------------
Gr8.oo à 1a rfpa.rtition intre.cel.lul.oiro Dro f 6r en ti e llo 

deo ADN ot doe A.RH, 1'i co1ement de f~oct i one eubco l.l.u1airoe 

conatituo d~jà un gro.nd pas dons l.a voio do 1 ' P-xtre.ct i n deG NP.(4) 

on oe oont~nto m~mo eouvont o c ot i ~ol.emont et on 

pr6pa.ro. alors 1eo AN ou l oo protéines, directement ù part ir 

dos prlsparat io no de NP que constituent 1eo froctiono ~uboe l­

l.u1aires ieo16oe. (,1 ).( 23). 

Si on vout une purif ic ation ~1uo p ou oo6o , il nuffit 

d ' a~nliquor à coe fraot io no oubco l.1ulc.iroo, l co méthodoo d ' ex ­

traction deo NP à po.rtir des tioout" (v oir§ 3 , ci-deesoun). 

En r6sum6 , oe proo6dé eot très 1ong, d' l.ic ut ot oxise 

un mattriol ooutoux (oontrii'uaationo IOO 000 e ). On i •o uti-

1ie6 pour oxtraire oo.no los al. t6rer , loo AD!i partir des noyaux 

ou 1eo .ARN à partir deo ribooomoo . 3i co procéd6 n ' est pae 

utilioable , on devra al.ore prépo.rer lee tiosus de ft1.9on à 

rendre 1•oxtraotion doe NP pos~ible, maio tout en osca,va.nt do 
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pr(oervor au maximum l.oui otruoturo . ( 'oat oa quo noue ~l.ona 

voir ~aintonant: 

3) Pr6~Arntion don tiaPun: 

l~ll c doit f acil.i ter 1 ' extract ion u1 tûriouro , tout en 

êvito.nt doc dégra.dntiona mécaniques ou enzynatiqucc: 

G6n6ra1ement , on procède à un d(coupago ou à un broyaeo 

des t i ooue, direc~emont dans l e oo1va.nt d'extraction qui, nous 

1o vcrl'ono , peut 3tro de l.' oau ou uno eo 1utioJ;L aal.ino . 

Far hXO~pl.e, on bro i e du panèréos d~ boeuf ou do porc 

avec 2/3 do son poida d'eau g~~eée ~23)(24). On asite I houre. 

JOHNf ( 25 ) homog6nlmae !00 a. de thy:nuo de voa.u a.voc 

700 m1 do Ua.C1 0,9 ;!, da.na,J: ' ATO i.flX MSE, 2mn à viteoeo maximum . 

pour 6viter lea nctiono onzymat i queo, on uti1iao 

fr6quemmont du citrate de ~a , avec J.o so l.vont d ' xtrnction: 

ainsi , on broie at on homogén6iee dans uno ao 1uti on No.Cl. O,I5 M 
et citro.tc 0,05 M (ou o, I n). (26) . On pc-ut o.uoo i broyer 1oa 
ticcuo c~nee16s da.no 1a neis~ carbon i que (broyeur Peugeot DD)(t4) 

pu io décongc1or dons Nac l. O,I4 M + citrate do Na 0,05 M (I 4 ). 
L ' homog6néiaotion ,rut ac faire a 1' aido d'un broyeur à pa.1.ettoa 

Virtie ou Turrox (I4). 

Deno 1o ooo do collul.eo do 1evure, on peut broyer dane 

du citro.to ,/IO ou bien omp loy or 100 ul.tra.- Gons pou r rompro 1ae 

meznbraneo oo1l.u1a.iree. 

Enfin , pou r dcG baot6rioo, on proccdcro. ù. un b~yaae 

au mortier en pr6nonco do poudro do vorre ( I4 ) , a.fin de prov o­

quer J.e. rupture de 1a membrano ou de J.a oapsu1e. On peut aussi 

app1iquer doo u1tra-oono, ou bion, rendra J.e. ~embrono permôo.b lo 

par doo oo 1 s bilia.iroo ou par 1yopbi1ieation.(26) . 

3) ;Xt:rnçtion dos nuc16oprot6infA : 

Dopw.0 1o. pr( ,aro.tion hioto:r ique par "l.IESCimR do 1a 
0 nuo1êine" à partir doo noyaux de c<l1ul.oo de pua, de nombreux 

proctd~s do pr6para~ion ont 6t6 mio au point . Ils mettent toue 

à pro~it la colubilit6 d~ff6rontiol1o des UP .(voir p . 2I ). 

a) -~~~=1!2~-~!~-~~~2!l~!~2~~2!22E~~~!~!!1 

Il y n deux f 9one do r6a1ioer cette op6rations 
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On peut ~'* oxtro.ire pr6a1o.b 1enent 1os RNP par un 

so l vant do ce11eo-oi (Na.01 O, I4 M) et extra i re ensu i te los DNP 

en traitant par 1•00.u ou une so l ution sal.ine concen t rée 1e t i ss u 

débarraoré , en ,;,rinoipe, de RNPo (I 0 m6t hode ) . 

Da.no 1a 2° ~éthode, il suff i t de trait e r le t i oau 

directement ua.r un eolvo.nt des Dtœ ~ 

Ln 10 méthode a 9 appl i quo surtout 3.UX tissus riehee 

on ruœ 1osquo ll os pourraient gùner 1 'extraction dos DNP. Ce"Den­

dan t , dans 1os 2 cao, on abo ut it à une oo 1ut i on de DNP dans 

l' oau ou da.na uno eo1ution sa.J.i ne ooncentréo. Pour r écupérer 

lao D?f.P, i 1 ouffit, coit par add i tion do ee 1 , soit po.r di l u -

tion, d'amener 1a force i onique do la eo1ut i on à une vol.e u r 

oorroapondant au minimum do oo1ub i1it 6 des DNP ( O, I 2- 0 , I S t>t NaC1) , 

l eo quo 1 1os préoipiton t al.ore o Voic i qu~ 1 qu~a oxem~ies d 'u ti ­

l isat i on: 

;r0 mft995!0: ls.vc.e: os isotoniq,.tC"S prt,al.o.bl.co du t issu : 

LI ~'1)H & BRANDKAlUC ( 22 ) raoomnandont de purifier 1 e 

ti sou par 4-5 homoatnéiaations dans Noe ~ O, I4 M. rendan t oc 

prooo~auo, l.ec l)Brticu1oo RNP nuc16o.irce ot cytopl:nOtlliques 

eont miaee en (:"UGpanoion et oprôs centrifugat i on, e 11eo rêate ­

ront do.ne 1a 1·ur.naeeant ca.r ol. loe ne oéd i rnenteront psa dana 1e 

chom p è o ~orcn tour modérô omp1oy6 pour col.loctor 1 ' bo~osénat . 

Il. cot not(. que l.ca tamponG citraten am6llorent :La nolubi1i t 6 

des ribooo mêe et diminuont l. ' activité prot~olytiquo en ohél.a ­

tant 1eo ione rt8++ e t an co:l"tr61ant l pH. 

Dœio une 2° pbaoo, los DNP oont o:Lor,.. oxtroitoa soit 

par un mil.iou do l-\o.ute :foreG ionique I NQCl. gt~IQ ou oh1oruro 

do euanidino (27), ooit par un mi 1 iou do I- 2 M trôe fa.ib 1 a 

forcé ionique {eau dietill.Ge ) ( 19) . Do.no l.oo 2 oo.a, 1os D~'l? 

aont pr6oi~itoco en nu:seno.n~ l.o n~l(Mgx foroo ionique du mil.iou 

A une va1eur i10yenno s O, I4 M no.el. ou ch1oruro de guanidinc. 

D • nprêa CRAi.J.PTO?l & col.1.o , la. thy monuoléohictone oet 

extraite "iar l'oau, puia pré cipit6c po.r une so1ution de Ha.Cl 

O, I5 M. ( 4 ). 

D ' après PAOLETTI & TRUHAUT, les tissus broyés s ont 
Ooo&>l~~ 
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'b.t.v;yÉ:u::zt homog6néio6a dans Nac l o , I5 P.l + citrate Ne. O, 05 tif. 

on oentrifugc et on lav e 1 ea ou1ote 5- 6 fois ov~c ootto m6me 

oo1u tio n pour él i miner 1ea Iù'm. Les cu1ote eont re~ria par 

I,aC1 M ou sont· vigoureueoment homogéné i sês dans 1. ' eo.uo (I 4 ). 

DLW..s l. es 2 cas, leo DNP poo8ent r.n eo lutio no E1lo a son t al.ore 

préci-r,itéea en ramonant le. concentration à O,I5 i·l. 

Il e st signeJ.6 que 1a formation de go1a cot fréqu~nto 

nu coure da oes préparo. tiono., Elle oat vre.ioombl.a.bl emont duc 

à 1'exiot en ce do liaisons intramol6cul.e.ires ontre 1eo histones, 

d'où ~o:n:'lat i on d'agragato . On ~eut cependant en éviter l.'ap~ari­

tdlon en -prenant 1es pr6co.ut i ono ouivantos: (1 4 ) 

- ~ointon ir 1a ooncentration en DNP toujouro 

inférieuro à 800 6 / ml. 

- lvite r 1c a pré ci n itationa par 1o NaCl. 

- homog6n6iaeT rap i domont l. es oulota dana 1'oau. 

L 'o.xtr a.etion de DNP de thymus, sel.on GULLAND te 0011.(26) 

oo :fo.i t par 61il'liination pr6o.lo.b 1 e de 1 'ARN no.r 2 1 o.vagee par 

NaC1 0,9 ~ . On extrait enauito 1a thymonue16ohiotone ~ar Nac1 

co~centr6 (I O %). 
20 m(thodo: extract ion directo. 

CRAMPTON~ collo préconioent l' ox trnction dei~ t½y­

monuo 16ohioton o par 1 ' eau, pu ie nr'cinitation par ~ddition de 

Ne.Cl jur3qu ' à attoil'ldre O,I5 11. ( 4 ). 

Par contre, 8 IGlfflR & S CilWA"ID JR ( 26 ) , uti1isont tU'le 

extraction par Na.Cl. I M, suivie d ' addition do 6 vo1umos d ' N.:iu, 

pour pr6cipiter 1a DNP de thyrnua . 

Pour cono1ure sur coa modoe do prlp~rc.t ion dos DNP, 

noue di.rona quoc 

1a mioo on co1ut io n doo DNP pnr 1'c~u AOMb1e 

roapecter 1'intégrit6 de 1'6difioo mol. ~cu1airc , mais favorise 

l'action doo nuclénace J invorccmont, 1a dieeo1ution dos DNP 

do.no des milieux do forco ionique 61cvGe où les nuo16aooe con t 

inhibées, c • nccornpa.ene d'uno diococio.tion du oomplexo nuc1l'-ô­

protlique ot d'une d6pol.ym6rication partie1le deo ADN. 
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On so trouve al.ors en pr6senec d ' un mélange d'ADN et de protéines 

en i:;olution. En ro.m.eno.nt la. :force ioniq ue ù 0 ,I 4 M, 1e compl exe 

NP ae refo:!'!"le aui van ... , dea l.ia.isono di-f:f6rentes dea liaisons 

originsl.oo pr~oentes da.no los MP nativoc. (I 4 ). 

la raison de 1'emp1oi de NaC1 o ~I4 M ~our 

préparer les DNF es t ~ romettro on question car ru1 a 6tê mon­

tra quo 1o oo 1ubi1it6 11i nimol.e dos co-,pl.excs A:DN- vrotéine oa t 

obtenue T')OU:r NaC1 O,I 2 MQ De 'i,lua , même ù O,I 2 t1, (Jnviron 20 5' 
doe DNP :restent non pr{c i ~i» éoa ot les compl.e~ea ~r~cinitôa 

diffèren t de eoux qui son t demouréo on oo l.ution.(22). En 

cons6quonco, l.ec 1ovagoo i notoniquea pril.ongéa , d'une ~art , 

ot l.oe dio •ol.uti ona ot prGoi nit at i ons ~6pé tées daa DNP, r i o­

quent· d f entrainer une erande porte de DHP • 

b ) i!:!:!'!::1!2!!-22!- !°!~2!!!¼2!!~:2!'2~f!!!2~= 
L'ollVrf;leo dé F.l'f . AI,LEN ( 2e ) eonatitue un recue il de 

techniques d' iool.omont dce RNP à part ir do ooux ·oes très vari6oe: 

f'oio , pan créas, muecl.e, cerveau, tumoura, divore tioeua de mam­

mif'ôrcs , embryon do poulet , levure, bactéries , virus, e tc ••• 

Ne pouvont ici po.stH~r en ravue "toutes cne tec"in iquo s , noue nous 

bornerono à on aou.lian_er 100 co.ra.ot6res cén6rnux . 

Grûco ù. 1' ir1ao1ubi1i té doe DNP, on trai to J.o :pl u o 

souvent los homoe6nata de tioG u s ~ar dee s o1utione sol.ineo 

0 , I4 M, ce qui permc•t d 'i rioJ.<u· sé1ec ti voment l. cs RNP. Ce>J.l.oo -oi 

sont Al.orA prloi~itéca de loura oo1utions, aoit en amenan t l e 

pH au point iao61cctrique des protéines, so it pa.r addition 

d'al.oool • Goit pf.U' re1srgogt> a.vec des se lo neutrao (( N"H
4

)
2 

so
4

). 

Voici , par oxom~1e , una m6thode tY'l)i4uo d ' extract io n 

des mœ: col.le do ?AESONR ( 29) , ourl a R..~ do C1ostridiUJ'!l 
perfringenfJI 

25 g . de oel1ul.co lyophi 1i oées Gont cxtraitoo avoc 

375 ml de NaCl 0 , !4 M, ~ondo;nt 24 h . à 0- 5° O. Loo rtôbrio ec 1-

1u1aires sont ôtée par contrifusation à o° Co 1,•~xtrnit os t 

dialysé (cont re :e l'oo.u ordinc:d~, puis contro de l ' eau dio ­

tilléo). 0 .'l :précinito ensuite 1a HNP o.vec I volume de m6t½anol. 

à -I0° C. La précipita.ti.on eot oompl.ète au bout de I8-24 h. 
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Le p r é ci p ité qui ea t r e cuei1l.:l par Cên trif uga ti on , 

peu t @t re ao1 t bi1isé dans i •~au . On peut alors purifier la RNP 

en amenan t 1 e pli à 5 ( av oc HC1 O,I N); 1e préc i vi t é ~orm é es t 

re di s ous dano 1 ' ea u en ajouta.n t Na.OH O,I N ( ju sq_u0 à pH 6 , a ) . 

Le NnCl forcé es t 61i miné po.r 1 ialye o o 

Uno puri f ic at i o~ p lu s pousréo ~e ut ~t re obt enue en 

préoipi tant 1a nNP par une solu tion d0 (..JH
4

) 
2 

SO 
4 

à ½ sa turation. 

Da nombreuses môthodes suivent ce ty pe d ' ex t rac t ion . 

:POLL1 STER & M.IRSKY travai llen t ain s i sur l.a. F.NI> de t }cy7ua da 

veau {4) ; do m~me , KERR & SERAI DARI .AN pour 1a RNl' de panc r éae ( 4). 

KHOUVINE (3 0 ) ex t ro.i t 1 ea RNP do 1~vur e ( p r 6o.l.ab1o ­

men t oéch6e à 1• a c 6to no ) avec deo 3o lu t i 1na di1uéeo de Na H co
3

• 
l 

C.IAO & SC.IiAC IM~ ( 3I} ox trai ont dao cellul.oe broyées 

de 1 evuro a v e c d iff ~ren ta so 1va.nts o I1a ont noté que ee1on 1 o 

oo1va...~te, dos portes duca ~à 1'~ction dea anzymeo , à l ' ag r C-ga­

tion ou au contre.ire, ù. 1 ~ d i aooc io.tio n doa l)a.rt iou:t oe, a.voient 

1i ou. Ainoi , 1' eou dioti 11 6o ou 1' en u additionr.éô do o~c cha.roo o 

0 , 025 - 0 ,75 M ontrclno :Lo. pe rte dea part icu1 os 80 s . L'oerôgo. ­

tion dee pa.rt icu1oe a. 1i eu av o o des oo1 ution a Na.Cl ou KCl. O, I à 

O,I5 n, mo.:.te ueut Otro r6duite par 1 a. préson ee do CoC1 2 ou MgC12 • 

Bn~in , 1o citrato 0 , 001 J.l, 1• 1:m?A O, OO!f.l , l. e :9hoop ha.t o O, I M, 

pro voqu ant des dieoooie;tiôns. Aue ~i, 1 os auteurs ont opéré 1eur 

ex traction à 1'e.ido du t ampon ouivant : K2SPo
4 

0,0025 M, KH
2
Po

4 
0 -4 0,0025 M, MeS0

4 
0,00I Mo Ce.C12 7, 5 IO t1. 

ELSON ( 32) qui t ro.vai l. le 0ur Eooherichia Coli, omploio 

6ga.1eMent différents tampons pour dioperoor :tee oo11u1co broyées . 

En po.rt iou1i or , TRIS 0,00I M, Ca.012 O, OOI M. I1 prôo i~it o enauito 

1n RNP à :t' a id e d ' ao6to. t e de Bo ot d ' alcool.. On nota que 1a 

pr6aonco do d6eoxYcho 1o.t e do ?Ja fQvorioo 1a nr6c it>i ta.tion p ar 

1eo ee1o do Bn . Ap:t-èo 6 atadoo do ~urific ation , ~etta..~ t en jeu 

deo rola.reasea nu au1fate i ' on~on i um et dea d io.l.y eee , 1 ' auteur 

obti~nt une RNl? ~urifiée . 

S~ANLEY (4) obtint une RNP criota11is6e à par ti~ 

d •une prtparation de virus da la rnoantque du tabao, grâce à un 

fraotiom1ement eal.in o t une purification par relarsa(te o 
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Enf i n , ~ou r conc1ure c o bro:f aperçu des techniques 

d ' ex traction des RNP en i me.1.ee, no u e ferono l os remarques sui ­

v an t es: 

- D~ nomb r euaea méthodes modernes rnposen t aur 

1 ' ob t en ti on pr6 e.1.o.b1e deo roicro aomca par u1tr a.cen ti:f uga. ti on. 

(I4) ( 23 ) . Mais no ua ne 1 es avons pe.a cit€ e0 , pour 1 ea ra.isone 

exposées prô c 6d emme~t (p . 27)o 

- LPe RNF (et s urtout los RNP an i mal.~s ) oon t 

t r?Js fragi1eg o AUODi 1 eur oxtra ction donne -t- e11 e souven t do s 

résu1tot~ pe u r oprodue ti b1 ee (I4). Cepc r.dant, certains au teur s 

co mme PETERH.AN & HAl'~ILT ON ( !4 ) ont e~ra.i t du foie de v ea u, 

un facteur dia1yeo.b l e ~tabi li sa.nt 1ea lù~P ot pc~"!D~tte.nt de 1 eo 

e~troire fa cile ment. I1 a 6eo.l.e~ont été montré quo 1c~g jouait 

un rô l e t rès importE!.l t dans 1a. atab ili aa.t i. on de nombreuooa RNP. 

- Cortaines mét hodes d6 c ritoe ~ont epécifiqura 

<.l' un ti scru donné . Po.r con tr e, d • aprôe ALLEN ( 23 ), l o. dlicou v er t e 

d •un fa ct our s t abi li san t- dee Flœ (l.c>sque 1l oa oare.iont aoura i see 

à des r6a.ct i ons de diFrocio. ti on ot d ' ao r oc i.o.ti.on e"' fonc ti ')n 

dee chongom nn t o do pH, dP :force ion iq ue od d<"' concC>ntro.t i on en 

11g du sol.va.n t) -iorroot d • nnvis~ar 16'. -oroduet i on do RH'P à pa r­

tir de nombreux tiE- ..,us, avec U..."lC môt½ode un iq ue . 

- Le El RNP r?Xt:ra.i too Bont g6nl~ra.3.ornent d'orig i ne 

ribooomio.1e . Lour o~pa~ation ~ ' ov oo l es RNP nuc 1 6o.i roo ou nu ­

ol. f o1aireo n ' ro t ~6né ra.l. omen t poaa i bl e que ~ar u 1t racentr ifu­

e;at i on . 
- Lo l yo1hil.i ntion ~réa.l.eb l ~ des ti scua ~orme t 

d ' accroitre l a perm6 nbilit6 ee l lul.airo et do faciliter ainsi 

l ' extraction dea RNP. 

C) EXTRrC~ IO U DES N"UCLEOPROTEIHES A PARTIR DE TI SSUS VEGETAUX t 
_____ .,. _________ .__ .. __________________ .,. ______________________ ..., _____ _ 

I1 u déjà ét(., c-onetaté quo 1o do~~ainlir vêe,6ta.l. oat 

bac.ucou-r- moi no é tl.tdi6 que 1e dome.ine oniwal.. Lo. dii':féronco eet 

trèc ~iG~i~icativo quant aux ml thodoe d ' extrac ti on deo NP. 

r;n of'fet , la plupart doa ouvi'O.goe ol.aooiquoc do bio ­

chimie n'étudie?nt ps.c 1oe NP vêgéte..1.tJB ot l~a m6thodoo d •cx t rao ­

tion citéce oont toutes rc1ativee aux ani maux ou aux micro ­

orBoniomea. 
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Ji.près une pr i se de con aioaanee de ia 1 i ttêratur~ 

"v éeé tal.e " , i1 apparait que, contrairement nu domaine animal. P 

- il es t diffie i 1e de dézager dee m@thodea 

g(.nérales , car lGs e.uteurs font apnc1 à doz princir;,es d i vers 

et par:f'ois contradictoires. 

- à l'exception des travawc très récente, on 

note r.ar0mont l 'c •mploi de méthodes fines tel.1es que 1a sé:oa. ­

ration des com posan ts eubco 1 lu1airea , i•rtude ~hy~iquc des 

macromolécules, etc • •• AU contre.ire, l es méthodos proaen t ent 

un caractère rclati vemon·, f!rt i eanal. d.o oorte que les autours 

donnent rarement dos p:récis i ona sur l a no.t •1.re exacte dea NP 

~xtra.i tao . 

Ainsi, il y a uno douzaine 1 'onnécs, on n'a.voi t encore 

jamais i dentif i f d'histone végo t aJ.e (a ). ~ctuc1le~ent, on on 

connait un c e rtain nonbre O mai a 1ee don. ôes ne s on ·, quo très 

fragmentairos . 

En cono6quonce. noua ne pour~o~s pas adopter 1 o m~rne 

P1an c:iuc l.ore do 1 •r.tude dee tio 'lus s.nimaux ei au 1:iou da eon ­

oid6ror adpo.r~ment les DNP et 1ee RNP, noue ol nBsarona 1eo 

Méthodes de l a façon su i vante : 

- tinmrn vogétnux div~re 

- tif'! Ufi de r~<Jorve • groin"s , céréeJ.ea. 

- 1e srain de b 1 6 . 

I ) f'!éthodee a•.,..xtrp.ctiçn n.~s NP à po.rtir dP. divers ti eg:us 

vé5(,tnux : 

OLIVER~ et col.l. oxtn.ient des NP qu ' i1c, identifien t 

ù dos nuo16ohietonca, à uartir do ~1e..nteo de ~oio, à l'e.ide 

d'un tompon No Cl. O,OI M, TBIS O,OOI rl, p[I 7 , 5 .... 0° C. (3Y 

IOFFE & o1. eunnrent p l.usieure f~actiono ~rotf i quea 

ù no.rtir de pl.enta do nauve ou do ern inno de l.ée;umin(-'uooo , 

nproa rlll.ipidation pr{a.l.eb1c ( ~oxb 1et ). Lee -rot( ines eont 

a.lors ext rai teo on maj 01:i t6 pair a o l • ea.u et aont fra.ctionn6ee 

par dee modi:fioa.tione auoceoeivoo du -pU. L"a fro.etion!'3 pr~oi­

pi t f:ee à deo pH allant do e,3 ~ I2,4 peuvent Otro oonoidér6oe 

oomme den hiatonoa vôsétaJ.ee. (34) 
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Mc t1ULLP.N ( J5 ) extra it une RNP de l.o.tcx d 'h ~v(a. 

ovec une izo1ut i on Na.C1 0,5 Mou 2 M ù 5° C .. ( ou NQ.01 2M à 95-I00° ô). 
Ln RNP oet préo i ~it ée par l' aJ.coo l. pui o pu ri f i 6o par des préc i­

pita ti ons r ~pé t éos à pH J,5. 

KO~IIYAMA (36) obtient, par pré ci pi t ations aeidoo 

r é':>l>t éeo .:l part i r d~ ~,o1utione o.quoueoe C't aJ.eoo1iqueo de co jo., 

u ne frào ti on "oaeéine" contenant 3,06 % de blA . Par :fro..ctionne ­

ment our Sfinhadex , une RNP contenan t 7 , I7 % de fil1A/~:rot6ine 

es t obtenue ,. 

2 ) T16thodea d 'P~t,•o.ction dos tlP. A, ,part ir de tir:oua de râRerve; 

de srainoe ot de c (ro;µeo : 

IWAI ( 37 ) ioo1o uno nucl êoh i ot one à partir d ' embryon 

do r im: 

L ' embryon d e rie, recue i1li à l')ertir de son do riz 

co t J.a.vé il l.' , e.u :pu.ia séché à l. 0 air e t broyé . I 1 ost a.J.ors 1 o.v6 

pe.r .a.fa.Cl. O PI 4 M. Lo résidu, flrlra.it par I,oC l. I-I, 5 I.{ contient 
l. ea nucl.loh i atonas . Colla~ - c~ oont précip i tées ,u.r ad~ iti on do 

6 vo 1u.mes d • oau . ~n répOte.nt i• opére.t i on , on obtient une NP 

nurif i ée, avec un rondocent da C,I %. 

DI C!J\LO & o.l. . 6tudi ent 1~ farine dd soja ( 3a ) : 

Ikc. do :f arinc oct mis en '"'Uc )ona ion dans 4 1. d e oau fn:> i dc . 

Apr~a add iti on de I25 r:il. ~o NaOH 40 fa, l e ~{1ang~ Ps t agité 

I h. à I0 - !5° C puio el.G1.:rifi6 pa.r trc·i t omon t i!. l.a. bentonite . 

En fin , o~rèe ad d iti on d ' acioo ac ~tiqur, 1e mo1 nnga es t centri ­

fugé à 2500 rpm . A pnr1;ir du ournaaoon t, 1ca o.utcuro ot'no.ront 

l.ea acides rmcll•iq_ueo. 

tL IAS ( JJ ) "O:répo.~ une n.~P a part i r d'oml>.ryon do ac i c 1o: 

L-0a embryona tiont "'lio en auopena io 1 dana 500 ml cl' 6thor rlo :,6 'tro1o 

et o.gitéo I6 h . La eubetanoo d6 1i pidoa oc t a1ora homog~néioôe 

dana Na.C1 0 1 I4 n puio oontrifue~e: J.o cu1ot, oxo.n:ot de RNF oet 

a1oro a-:z:tro.it par No.Cl. 2M. I.'1. DU'.P. <'l01; p:;réc i">it6c do sa ool.ution 

par addition de I , ~ volume ô ' alcoo1 aboolu. 

L.ALAl'lD ( 40 ) o ignn,l.e que l.a oépara:t i on ADN/~ l~ de 

seigle oet difficile à oauee da la solubil ité partielle dae 

DNP dana NaC1 O, I4 M~ 
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Enfi n ? oc~'1:ains au t eu r s ont noté 1a préeon ce de NP 

dana ce rt a.i n ce ~raot i one iao 16es à ~art ir ùo g r aines de c ér éo.l.e s . 

Bi en qu e l e but de occ au t ou rs n!étai ~ ? BS d ' ~tud i or l os NF , 

il es t 6vid en t que ie f rac ti onnemen t t e l q u ' il G i ron t cond uit 

-ocrme t d6 j à un i oo J.emen t d ' une f1a. o·t;i o1"1 nu c1 é opro t (•:i.que. . ' 

Ai ns i , KO ?DO C· MORITA ( 4I ) no :.ent quo 1' ieo 1 oment d e 

1 ~ fra. c til)n g 1u té 1i na de -·ip 110n 6 1utinoux pe:..~ct d ' o b ten ir 

unP fruo ti on c ontonan t 2 , 65 ;~ d 1ANo Po.r o,::mt!e , 1 a. g 1ut é li n e de 

riz g l u ti neu x ne car cd t '!'as une tU?. 

De m0mo , .. AYRAPll ( 42 ) c on s to. t e que deo n u el. é o ,:>rot (,ino s 

du g r ain d ' or g o se r o trou vent ~n qu an ti t é d ans 1 a fracti on 

e o1u b 1 o do.no l oo s olutio ns a a.:l.inc s. L 'a uteu r, qui a ens u i te 

eosayé d i f'fô r on t or coneon tr ationa aa1in ea no ur axt r ai r e lo s tlP 

co ne,to. t o qu e 1 0 0 oo1utiona 1.a.cl. I M t:\ d i vcr::i pli , o~trn.ien t 

fa. ci 1emon t J.es nn:e et 1 t'O RNr. ?e.r contre, , J. ' eau disti l.1 ée 

n ' n,: -';;ra.:i. t qu~ do 1'a.ib1oo qutll'ltit6s do h.Œ o t ee ci 0 U.."liqueMen t 

à g.U 8 . Cc :fo..i t oon t rcdi t 1 Go roou 1 ,.a.te obten u e ohc c J.oe r.1? 

an i rna.l.o,.i . 

PondE&!lt l.on~tompo , l es rochorchoo on t At é 1i oi t 6o s 

exc 1tt!.!:i V '3!11an 1; au r;ermo de b 1 é, J. quo1 oont i er.At lvidoMr'lPnt dos 

quon t itês i~~ortant~o d ' acidoa nu cl. ~i quea . Co n'~~ t quo p lu s 

ta.rd q u o 1.e r,1oto du era.in e. é t é étud i é ; ma.ir, ai 1 ca :!> y nont 

bea.u cou p rici ns ab ondœ, t oa , 1 ea r éo u1t a t s do 1 our ô t u cl~ po u rro nt 

pou. t- a t :re nn•)o rt or doe con cl. ua i onp int 6rcor.an t es o.u !)Oi n t d e vuo 

de 1 a. génc tique ou do l a phya i olo1..,-iê véeé t:ù a . 

c.) · ,tudoo con c orna.n t 1 e g('rmn do b1 6 2 ~-------------------~~--~-~~------
Noua n~ o itcrone quo potu"' Mémoi re 1 eo pr-6pa r a tio ns 

de composés nuc1~ i quoo, désorme.io hi itoriquea, à part i r du 

{SOX'!!lO de> b1é pa.r ûf'J30r.!ff "~ .tIARRI ( 43 ) , 1,>or LEV.El'lE & LAFOHGP. ( 44), 

par C.LAm:E & SCff11YVDl. ( ~ 5). C,:o m6t hodoo no nous arr.Ons pno 

trôo ut i 1eo, cor d ' uno pax~ , 01100 vi oont à obt enir doA aoides 

n u cl. Ci quas ot non datJ NF, d ' autrt> nArt, ollea co om.1oi on t p eu 

da proaervar 1ac ctrâe t ui>ee maorornoiéoula.iros , ce qui ~ot p ri­
mord i e.1 pour nouô. 
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Pc.r 1o. eu1t o . do nombreux travaux ont porté sur 1e 

senne do bl.é, maio ce fut pour on cxtrairo l os ~cideo nue1éiqucs: 

FEULG~N & al.~ (4 6 ), GL!TZ & DillCKB! (47 ), STOLFTOV (4€ ) (49 ) , 
BELOZi..llSXIJ ( 50 ), J.'i'UROOV ( 51 ), MARKOWSKI (5 2 ), TITTEUAOR ( 53 )i, 

ou bœen pour on Ctudior , 1oo nuc1éotideo ou 1ao Am! ~ol.ub1 es : 

LAHZAIC ( 5,; ), LAUE ( 55 ). Ll'W!l S: ALLiW ( 56 ), ltAY (57), TORTI {58 ), 

BASILIO { 59 ) o Cependant, 1 N· moth<.>dCl.3 °mployéc:m no nous eon t 

enooro !>BS .l ' un~ ernnde 1.i-'Gilit(. oa.r 1cn ox'tre.otiona n<' ,~on t p as 

enviea.géee sous 1e 1n;me a.ngl.e quo l.e notro . En pai --ti ou1ier, 

1'i ao l. emen t d 'un AN no ac· fa:i:t psa toujouro aprt-s i co 1em en t 

p r (,joJ.ab l.c t'ie l.a HP ~ ou du moins, ces . 2 ohosoo ne non t pas ne t­

t ement eêpa.réoe 'ano l a pl.u.,,art; dea tra.ve.lll:. 

Voi oi quo1l~e oont 1 oe ra.ros méthodoe ~ont 6t udi6 

l.eo nuo16onrot6inoa du se:rmc do b16: 

LUSPNA ( 60 ) a.mâl":tore l.o. M(!thodo hi atôrlquP d ' OSBOBUE 

ot i:IARPIS, dnnc J.C? but d 'ob t on ir un ARN, a.près oép o.ra:tion prô-

1iminaira de 1a. .R.NPI i.1 oo t not6 qu e 1a pro t é ine du gc:r,no do b1 ~ 

oot cxtro.ite de fe9on optimo1 e ~or oeita~ion du sermo ( I r>art i e ) 

ovc o 1' eau (IO - I5 parties ) , pendan t IO mn à "i;ompérature ordinoiro . 

6I ~ de 1'a.Doto toto.1 du ser.!le son t ain~i ex t ro.i t a . ( ~o.io un 

eerme frclo donne - p1us dr proi;(i i re qu •un nonne eo rnlervé 2 moio 

à 50 c.). La oo l.u tion de NP eot a.:Loro n.cictifiée. On conotato 

qu~ 1o ma.xi ·1um d e ~r6 oi:pi tation o. 1ia11 r,,ou r r>H 4. Des purii' i­

ootiono eon t oncuitoo obtenuoo p a.r dio~oiutione à pH G,5 ~t 

prêcip~tatione ù pH 4 . Le ~rod uit obt en u oontiont 2I % d ' ARN. 

ooit 2 ,2 ~ du gormo . 

LI PSHITZ & CHARGAFF (6I ) i ao1ont uno DNP du ecme de 

b1l de 1a. :f'o.çon ou iva n tc: 

3'>0 g . de germe de b16 .:aont ao~ t éc 'l'>enda.n ·t 8h . da.ne 

de 1' 6ther de pt5t ro1o . La. "Ubotarice ninei dul.i;,id'3c po.rtio1lo ­

ment eot asi téo viol.cmrnent ( 'mil:or) pondant 5 ,nn da.nè une so 1ution 

l'JaC1 o,I M - cita.te Oo05 M - pH 7,5 puie ccntrif\lr,:âo (I5 mn 

3600 g ), 1o.vêo pu.in oncore oontri.fugtc , ot cela. 6 foia . On l)~u t 

al.ors vérifier que 1ee ~·ux de lava.go ne eo ntiennont ,as a ' ADN. 

Lo rl!cidu de ln~age ost oJ.o~o e~t~ait cat alo rs ox­

troit par 650 tJ1 do NaC1 IO '/;. La. nolutio, qui contient la. DNP 
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eat aloro d ial yoée contre 6 1. ,, de so lution mùino-ci tre t o O, I5 n 
pendant 40 h. Lo. DNP '.Q •. ·6ci p it c . On -pout a1or o 1 a p urifier p ar 

3 sé rie s de diaJ.y-se + di -~ oiut i on danô ,a.Cl f.1. 

b ) ~!t2~~~-~2~2~~ 1-!2_§~~-~~-~!!-= ~~!~!-2~-~~2 
r 6g ion e h i ato 1o g iqu es : _ .. ___ .._ ____ _... ___ ..... _ ....... ~ ..... --

La faible te neur <le 1 • amande du groin cle bl6 <>?1 com­

poaês nucl é ique s o eu pour con eéq uono e un trùo fo ibl o nombre 

de trE1,vnux aur oe rwje t. 

Com:-1c -pou è. ' autrrys c(1r6a1es. p1us i.a u:ra o.ut eura on t 

remarqué qu'une :forte p ro -.,ortio n c10 s HP du e;rain ..,ouvo.ien t ôtra 

extraites par deo oolution e oal i nes o C ' oot coque penn~nt 
1 

1tYR1tPM ( 12) e·t . L .IAI LOVIC et aJ. . ( 62 ). 

MATSUHITA (6:, )co nota. to" a.près extraction de 1o. f arine 

'J}er di:f:f6rente; e o1v an t e , qu<" l oo AN ze re ·trouvont oo i t clona 1 e e 

f':r:-a.ctio nB ext.roitoe pa.r NaCl 0 , 9 % ... citra:t c 0 , 0 I r; • c,u micwc , 

~a.r N~C1 5 ~ ~ soi t dane 1c r(~iduo d ' oxtract i on à 1'al.coo 1 70 ~ o 

( g 1u t l 1i nec ). 

KONDO & MORITA (AI) -oensent q_ue la. gluté nin e rlo blé 

non elutineux ae ... , une NP, a.loro quo oe ne a~ra.:i·t pas l e ca a 

de 1a. g 1ut 6;llino d,' bJ.t, gl uti"l CUX., 

l30U.tIDET " IŒHArm ( 64 ) , ou ; DET ( 65 ) , BOURDET & PEILLET 

( 66 ), FEILL~~ ( 67) on~ conaté~é qu'a~rôa ~ra oti on 1emen t do la. 

fe.ri no ee 10li\ uno méthode dp: t Yl)O r1c\OSBORNH am6 1ior ao , 1os Ar 
ee retrouvaient en aajcuro part i e dans l.e. fraction ~1o bu1ino 

( :aale r 6 1o. i'aibJ.o proport i on d" c.:ello-cd dtma 1e fe ri :no ) e t 

a.uae:i en quo.>.1.ti t6 itnpo:rt~to, do.ns l.e. frc.ction eJ.uténino . 

La quanti t€· d • AI, d321s 1 o!3 4?l.obu1 i nes a.ttci11 t ,-.n moyen.no 9 , 6 r(u 

co Qui ( comte tenu vealemt"nt de la riehoo~o en aoideo omin éc, 

bE:.i.~iquea do cco ~rotl ir.f',., ) o. nerc io ou: uu'tcurn dl"" SU6gô:ro r 

quo 1&u e l.obulinoo pot.;·..roi:-nt s ' appa.rcn-tor à doc hiotonna v6 gé .. 

tel;ca. 

Ainsi, bien que toutes cos m(t ho1ee n ' aion t paa p our 

but princ i pal. d'icolor deu NF, lcui ~ r(oul.t~to co~ t nécmmoine 

de grande va.J.our loro da la. mise nu. point d ' une ""'tthod o d ' ox-

trac tion "~o1ontei:rou des hP. 
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On soit dono qu'une lfl"e.nde pa.rt io clr-s œ de ara.in do 

b1f ~aut Otr o ùbtenue par er.tra otion à 1' ~i de do ao1u tiona Fa-
1inooo C ' es t oc quo ponaont liALJu D ( a1. ( 40) 1or squ • i1e ou g­

serent qu 'un o prépnr~t ion do D!iP a3 t ~a.ci 1o à obt, rl.r avec 1e 

b16 ( contra.ircmont a.u caa du ne ig1 o ) ~ra c~ à 1eur i nc o1ubilit6 

al)parento da.no He.C1 0 , I4 J.1., 

Au ' j <'t de l e. répar tition histolopiquc des NP dans 

lo gro in do b1l - qui cloit fh;rtèo ~n princi!)O 1'a.bo u tio aemo nt do 

notre 6tude - i1 n'y a. PO.G do travo.uz qui o.bordon t !'r::mchement 

oetto <:1.uoetion, OtilU:!' r.><:"ut-û·tre qu e 1qu ea ra.vaux ruoaoa comme 

oe1ui do FU .ndOV ( 68 ). Ct, dori ior (i,-udie la. l.oce.J.i ca. tion de aub ­

eta.n c co orca.niqu<.o 1...o.nc le grain (AN, _p~té inoo ac id ec "t baaiquoo , 

polyenc ~haridoe ) , eu cours du ropoe du grain ot de oa germina ­

tion . 

~n ùe r n ier tro.v&i1 peu t ûtrc ci~ r.J.6., c ' oEt co1ui do 

VASIL ' EVA ( 69 ) qui concerne 1o :rractionnoihent c1,-.o vrot6 inee du 

grain d bl.é on 5 f'raotionu: ::J cbul.i.nca ( - '"l 1 ' ), hiotoncc1 ( ">8 ~ ) 

nroté i noo flnon-hioton«",," (r ; "' ), :p:roté i nea o.oido o (I 0 ~), et 

au:t~--en p:ro t éinon ( ra "'). 

En conc1uoion, 11 cppa.rcit que 1n 1itt 6~~-uro nou a 

fournit bien pou de clonn6oa quo.nt à l. t1. r6ool.ution do notro 

prc bl.~mc <l ' <'Xtraction doo llP du aroin de b16. C ' of't pourq uoi 

1' utude hib1ioer~~hi~uo davo.it atro 6lar a ia aux tiaGua do vtaé ­
t eux outrco quo 1 ea c6r6al.e~ e t m6mo nux ti ae ua o.nimau~. 
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CHAPITRE IV 

FRACTIONNEMENT DES NUCLEOPROTEI NES =~=-=•=~=-=-=~=-=-=-=-=-=-=-e-=-=-

EN ACIDES ~UCLF.I 0U"00 ET EN PROTEINER :::-:<- =-=-=-=-=-=-=-= ... =-=-=-=-=-=--=-= "-

I,otre bu.t ost 1' étude des p:r·c 1;6ineo a.eeociées a.ux 

acides nu c1 6iquos . Or, jusqu' ici, no u a avons cherchl l. eo moyens 

d • iaol.e:r J.e com:?l.ex <' nu cl. oopro t éique intact , È. part ir do t i s ­

E;US . 1,ou s do von s donc ma.:in t ona.nt voir commen t à ps.rlir de c es 

NP on pourrait iaoler la frQct i on pro t é ique, en é vi tent en core, 

s i poe.:d.b 1e 9 to ~te dég r ada tio n, do façon à obt onir, dano l eur 

é t a t nat i f, les prot6incs aaeooiéeo aux a cide s nu cl éiques . 

Cependan t , l a l.ittératur e montre que 1es travaux eur 

1 es a cide s nuc 1éiqu eo oont beaucoup p l.us fr é quents que our l.es . 
proté ine s qui l e u r son t as~o ciéas. Ausoi l es auteur s ponson t-ile 

gén êral.omcut à i - olcr ot purifi e r des ~r ôpa.rati ollS d r.AN, tr ava ux 

qui no nous oont uti1e s que oi l.eu.r prem i 0re 'Phace 0s t un i so ... 

l amen t prén.l.ab 1e du complexe nuo l loprot6i,que , ce qui n ' est pas 
toujours l a coo . 

A 1 'inv orr:m do no mbrcu..~ tra va.t~"'C qui, à l')n.rt ir des NP 

n rénar ~nt 1~s AN par d6 nrotéiniaation, noua devons, pour notre 

6tude, cho roher à roouoi11ir l a fraction ~ro téique à partir des 

NP p r éalableme nt ox tr a.i t ca . 

Toutc~oio, il es t dos Co.f3 axcon tion ~e1s où l ' ox trao ­

tion do 1c protéine peut sa fciro ~a.ns ~ré~a.:rntion pré li mi n aire 

de la NP, maio diroctoment à partir d oo ti'3ous et gên6ro.1.e ment 

,:,e..r extruction e.cidf". Noua ticndro no ,J,,n c oo"lnto de- cos t ravaux 

i n téroseo.nte dnn3 1o § concerna.nt loo tiz~un v6g(taiuc. 

A) SEPARATION DBS PROTFJINES A PARTI R m~s NUCLEOPROT"iJINES ANIMALES ; ------~~~-~--~~-~-~-~-~---~--~-~--~---~-~--~-~~~-~---~--~---~-
Nous avona vu ( n. ~:,) qu.e la at:::u oturo den coqplexes 

n uclêor,roté:tq uea ~-tai t mol. con."'lue. Acauao dos risnues do dC·'?ô­

l ymoriee. tion, de dieoo cie. ti on , d~ dénatnratio"' , iJ. ce t dif'f ici1e 
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de dé terminer p à p art i r d ne composé e e x tr aite. la na ture exac t e 

de 1a NP native o On conçoit al.or s que 1• 0 xtraction total.a et 

ex c1usiv e de 1 a f ::ra.ct io n !)ro té iqu e à pa rtir de la. NP ne s oi t 

pus un prob lè me oimp1e. 

I) Gs,s ~es nuc l éop rotamine s ; 

C' est un c as favorable, car on a a~fa.ire à des mo1 é­

cu1eo s impl es , dont l a s tructure eo t assez b i en connue; comme 

il s ' ~eit d ' une as~oc iat i on d'se i des nuc l é i ques (ADN) avec des 

-oro t é in oo baaiquoo par uno l i aiso n du tyr,e s alin, 1a. e ci sa io n 

est a.ieée, ">EJ.r exemp l e : par l''aC J. IO % ( 8 ) (i~ ) ( 7 ) . 

Le raî''l'.)Oœt Pro t ami ne / 6-.N es t oaractérlotiqué dr. l ' 00 -

:pèce,. Il ::.' établit de sor t e qu e J. ' oet·o cia t ion AN + pr ot é i ne so it 

neutre, ce qu i morit:re que 1 ee t uo 1 êo·o2''0t ai.ùr 1es eou t de v ~ri ­

t ab l ea ee 1 o d'ADN e t de ~ro t amin e . c, ~~P ,o :rt est re1ativemen t 

voisiu de I. Dén I8?7, ''Iz;-mmR a.va.:! t en e: f:?et --o·· -;;ta t t- quo l e 

mG1ang<. on % (.quimo 1o.i roe d ' A!' et de p:rotr.m i"."1e 6t ai t il.Outre 

et quo l e oe 1 ob t enu poa€lda i t aea propri&t6o anc.J.o l ,suos à 

oallc c do 1 a. 11:'"lllcl •:ine" qu 'i1 ovh.:l:t i eo l. ée. ( 4 ) • 

2) c~a deo nuc1éohia ton ea : 

Ce cont 6go1emcnt des co·:rplaxes c e.re.oté ri sée par uno 

liai son é l.e ctro sta.t ique ent re 1'.ADN e t 1e s baaee ha xo n:i.ques de 

l'hi eto nc. Les oara.otlrea basiques de celle-ci, me>ina intonoea 

qUP c eux des protaminea, sont oe p~nden t asee3 no ta nour pe:nuet ­

tre uno oa lifioation. ( 4) . 

L ' extra ction des h is tones doit donc commonoo r ·iar l a. 

di aeo oiatio n dee nu c1 éov rot 6in ee à l ' a.ide de oo1utions acides 

ou Aê.l.ine~ . Ains i, ue.r tTo.it ~me~t acide , ico ~o~tc rao.1ina nont 

brisés, 1 ' .AH eot lib 6ré et l'hiotone raato ~n oo 1utio n . B11e 

peut a1oro Otro précipi·t;6o p.a.r N.r4oH, 1'acide ?icriquo, l ' a.1.ooo 1.(7 : 

O\I di V-t. 3:'t, E"..c:idffG d'i:1'tï{ !l • ît2o0 
4 

t ii
3
ro 

4 
t 

On peu~ auoei extra.ire lee histonos en tre.i.ta.nt lea 

nuc1êohistonoe par divore acides di1·\lée: Hi!O 4 , II
3
1•0 

4
, Hel., 

acide ~itriq uo , •• o (a). Par exempl~, la mf.thodc do TIUTLER (voir 8 ) 

nonciet~ à Eïolubilieer l.ee histonao pnr HC1 O, 2 ?~, oe qui u vrs.i­

aemb1 b1emont nEP doit pa.e modi:fi.e:t- note.b1mne nt l eur s tructure . 
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Los h i stones cont al.ors Dr é oi pi t ûee do l eurs eo 1utione 

a cid es , soit par rc1e.rgago aux so l s ~cutr~s, soit po.r l'acétone, 

oo it par augmentat i on du pH jusqu'aux env ironc de IO. 

NEELI U ( 7 0 ) p r é coni se , à pe.rt :1.r du foiC' ou de 1e. ra.te 

de p ou oe i n , une 8Âtr('>.ction par HC1 d i1 ué (p~ I,7). I1 note 

qu 'un e ex tr action à 1'acido c itriqu e se traduit pa r une pe rte 

d 'histo 1es richea en 1ysinG , tandis qu•une extract io n à pH p lu s 

bas que I,5-I,7 risque d'o•trainer davantage de com~oaés é~ra.n• 

aera aux histonêe. 

JO n·s ext ra.i t de J.a façon sui vant e 1 es histones de 

thym ua de veau= 1'extrait aa.l.iu (cont enan t 1e s NP) oe t tro.:ité 

par l'acide ~erch1orique 5 % (Oo75 N) ; l'hi s tone est a.J.oro pr s ­

ci p ité e pe.r a dition d ' acide trichlorac ét iqu e j uaqu ' à une con­

centration finaJ.e do I8 %, lav fJe ù itacétone, puia séc h éo so us 

vide. ( 25) (7r). 

Un au tre procédé ( 7I) eonsis~e à ex tr a.i re 1.es NP par 

une so 1ution é the.n o 1- tiC1 I , 25 N, pu i e die ly sor 1' Px trait contre 

l' éthano l. 

D ' c:prèo CP,.A:lP1'01', (4) , la iinymonue1êohir;tonet1c, e xtraite 

par 1 ' eau not ur6c i ~it ée pa r l'addition de NaC1 O, I 5 M puis 

direoo i âe pa r uno co 1ution de ,o.0 1 2,6 M. L ' ad ô ition de 2 vo1u­

mcs d ' (thano 1 ~rôo inite al.ore 1'AD N tendi s qu e l'hiatone roeto 

en so lution_. 

GULI,AlID l: coll . e t KA.Y & c.1. ( 26 ) utilisent des 

méthodeo de d6prot6inj_ee:tion . La ,;,rotéino est o.i""1ni 61:imin6o 

eoua fo:rm e de ge l, g râc e à i•om p1oi de C4C1
3 

(mlthode de SEVAG), 

ou de dod~cy1su1fate, lea M roatant a.J.ora on oo1uti o~. 

LDJDlI e. THU lTrTARY. ( I5) ,.,ucgôr<1n t qua 1' ADlr peut ~tre 

préoi~it6 à parti r d ' uno pr6~nrat ion do UNP pur tr.aito m~n t ovoe 

Ba ( cn
3
coo) 

2 
+ 6tho.no1 ( ou ·r ncido ~ . Lo. l'lolution neut ê tr e a.1ora 

d6s'3aléo par dialysa et 10'3 hintoneo, rêcu"'>ér6eo par 1yo ph i11-

sa.t io n . L • empl oi ri ' a.1coo1 pout oopon dlo.nt d6n&turer 1 00 l)rotôinos 

ot i1 sembl e que ostte dénaturation ooi t eé 1eo tiv c, toucha.nt 

surtout 1ca histones r io ½oa eh s.reinine. L ' é t hano l partago 

cette qualité avoc 1'aoétone, loquo11o peu t lo.i oe er des r6oidue 

insolub1es de composition diff6rento do oe1le de l'hist on e p rin­

oipal.4'. 
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3 ) Cg§ dos pro·tlin@G non bacic,uea: 

Le mode de 1ie.i son de ces pro t é ine s avec 1es acides 

nucléiques est ma1 co nn u. La 1abi1it ê de 1.a liei eo n, rompue 

par a i mpl o 6bull i tion da.no NaOl IO 'fr,, par J.o ch1o:r hyù ra.te de 

guan id i ne ou pe.r 1'al.coo1, e~ c1u t la posaibi1ité d'une 1ia.ison 

de ooval.e n c e ,( i ) 

Les protéines non baaiques a.aaociâes aux ARN l)ourron t 

par exe mpl e Ot1"e nCnarôes en pr é ci p it ant 1'ARN par le ohlorhy ­
drat~ de guanid i no , le a nrotéines rootant en so 1ution, puie 

purifi ées par des ~xtractions alcool i ques. ou er....core en uti1i ­

ean t 1a méthode da d l~ rotéiniaation d e S~VAG ( 26). 

Po..r contr e , le s ~ro téin a s non be.ziques(dites r és idue 1 -

1Gs) as ociéos aux ADN, semble nt ~1ue diffioi 1 ea à extr a.ira. 

De ~lu s , l eur cersctère non baaique rend difficile 1eur dia­

tiPc tio n avec des prot6ines contarninantee. 

DUTLER (72 ) p ro pooe pour cela d ' uti1iaer une co l onne 

de oa.rbo:x:yméthyl ce11u1oco lr/i.i 1 égèroment al.ool.ine, qui retien ­

drait l es hiotoneo mais pas l es p rotôine o non ba ai~ ues. 

En r ~aumo, il apparait qu o i•o~tractiou de proté i neo 

basiques sm :Mlêlll t:JeuJ.oa ost r(.'la.tiltcmcnt o i mp1 o.. l'a.r contre , 

de.no \Cl méJ. Uli$e do -p1uoieur a typos do J)l."Otéinca, ".;larmi 1eq ­

quc11ee i1 y a dos pro~~in~a réuiduelleo, touto o6para.tion 

ne tto cet difficile à obtenir . Qu bien l'o n a do~ ~ r 6pn rotiona 

netivee me.ia con t c~'llin~as & ou bîen 1eo pr6par at iono nont p l us 

nurea ma i e dénatur6oe. ( I5). 

B) S~PARATI01i DES PR.OTEIN~S A PAR'I'IR nr.e tTUCL 10PROT ~Lw.s vrmETALES : ---~~~---~-----~-~--~~---~-~------··------~---~-~-~-~--~-----~~~~~ 
I) ~xtTnot ion directe d ' une histo no à nartir du ti~aua 

Cotte C7.tractio~ ~st pooc i b1c , ~one certri~a tis ~ua , 

erace aux p :ropriétls èesiqu0e des hintonce . un acide di1u6 

sufi'i·i:; pour oxtri:urc 1er., hic ·'conca d ' ur1 tiscu do feçon qua.rd 

sôleotive . 

Ainoi, IWAI (3 7 ) e:xtroit diroctemt•nt l'h istono à 

partir cl'0r.1br;v<'>n de :rit'l le.v6 iJ. 1' c~tonr- ot l'êthar, na.r ox ­

tra.ction a.vcc iCl 0 , '"'5- 0,5 N. La pro'i:;(i G oot elo:rs r 6c upêr6o 
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~a.r d iaJ. yee contre l ' eQu . L tauteur eignaJ.o nuoni une méthode 

dê préparation de 1'hintone d'uno algue Chl orella.. Blle cet 

oembl.ab1c à. l a "'.'llthode précédente ·co.uf' que, 1 'hiatonc eot ré cu ­

pérée par précipitation avec 2 vol.umea d ' éthanol. , à pH IO . 

Un te1 procédé qui ne -.,eut atre vo.la.bl.i:a qu.e l'>Our 

des t i ssus contenant peu de prot~inos cunte.mina.ntos 0 at cepen ­

dant oxccption cl. Gfn6: 1 alcment, 1eC"" a.utC'vre l. ' a""'T>1iq·.1ent su r 

dos nrfparo. :L"ions de noyaux: DICK (73 ) a.vf'c J.ot' racines do fê v e, 

,.lAY AG.AKI ( 7 4 ) avf'c l.es fcui l l.eo e e t cbe.c, ou dea i:>rêuarG. ti on s 

de chroma ti ne aF.AMBROlGi (75) ( 76) our l e pois p 

2) J!)xtracti on à pgrtir de pré:pa.rg.t i ons do NP : 

Les exC1mpl.es 01.dv~ t a peuvont ôt:rc ci t 6ss 

I WAI ( 37 ) ex t rait J.ea ,.,roté i nee à pe.r·t;ir de l.a NP 

d ' embryon de r i z, à l ' a.ide d ' HCl. 0,2 - 0,5 N. L ' 0xtrait qu 'i1 

ouff i t de neutral.iaor, con t ien t l os hiatonee en solu ti on. 

BUTLER (72) signa1e que d~s h i stouec pouvont ôtrc 

extrai ton du ge:r1'le de blé l)ar "dieestion ° à 1 ' a.ide d ' a.cidGs 

di l ués, ma.is que l. • oxt:t ait pouvait c1.mtenir bien d • autre a aub ­

s t an c os ne provene.n:t- pa.e d~!3 chromosomei:,. L • QU·r:cur _1otA que 

1as :nGthode& r>rt:1VU"'S pour 1"ls tisoua o.nime.ux :d.equont c1e no 

pae:: c 'epp1iquer a.ux v6eéta.u:x: car l.0e cO'!l'Q1oxea nuc1éoproté i quo s 

vcuvcnt c..voir dco nt:rPotu:ren diverof':lA. 

CORN & QUA 'RAHO ont extrait deo l?,iotonee à 'Part i r 

de jüuneo racineo d'Allium copa, Pisum 00.tivum , Vicia faba, (77). 

IOFFF! ( 34) ont obtenu doa histonen vôg!taJ.e~ à par­

tir do erainco de 16gumineuaes et de ~ia.nte de mauvo, par ~ré ­

ci~itation à 1cur ~oin t iaoé1eotrique , donn unP- solu ti on do NP . 

I1 a1>pB1•o.i t donc qu0 do teJ.1os m&thodon ont été po u 

appl.iquleo au..~ vuaGtnm: oi 1'on oxcl.ut 1c ca~ d•iGoJ.ement pré ­

a.J.o.bJ.e ùea cortati tuw-1·t;u oubco1J.t.ù.oi °l'<.:a.,. 

Nous devrone donc vroieornbla.blomant fa.ire a.ppel à 

des techniques employéoo eur deo tioeus animaux ou bo.ctérienc 

ci les reree idéea qua l.a. li1.té:ro.ture nous e.pporten·I; no donnen t 

pas J~e :r•éuu1tato poeiti:f's. 



- 46 -

CHAPI TRE V 

ASSOCIEES AUX ACIDES NUCLEIQUE3 =- -= .. =-=-=-= --==-=- =- =-=-=-== - =- =- = 

Aprt:11 a.voir obtonu o.ec p1•é.:;:,o.x~tionG de prottt in es 

nuc1éiquea d ' un tie:;u, noue dlci:r ·grions ~"'.;1"\9 r(..nsoiunés sur 

l eur h€tf:rogén.éi té, eur 1 ' oxistence, 1a. ca:i:actéri'3e.ti.on Qt 

l ' isolemexl.t de J.eurs di:f'f'érentec i'ra.ction:~ o Par l a nui to, p our 

être complets, 1 ' id6a1 eeruit d'isoler dco r~a ctio ns foxmoes 

d ' une seule eapèce chimique ( p ic d ! 61ution ou baode é1ectro ­

pho:r -ét ique) a4Soeptib 1ee d 'êt.::-e ~tudiées au po int de vue de 

1eu~ fonne, ?Oido ~o 1 ~ou1aire 9 co~positicn en acides aminés , ••• 

car 1e biochim i ste ne coi1s:i.dè1"e que con but est atteint, que 

J.orcquo tous ceo ron~oigni=>•ianto son t 0011.i1uo. 

L'étude do cee ~rot(inos doit donc co omonca r ~n r un 

i'ro.ctionnomen"l:: dtPlS le but d • obteni r des prlpa.ra·tionc. plus ho ­

moe~nos car ei dce t~ch~iqueo finee ~ont a~p liq ur.~o ù de~ r ro ­

t6inec hétCrogènaa co1mc 1eo histones, les résu1tatG nr ~e:ron t 

pe.(I rcproductib1aa et seu J.e un~ va.J.eur moyenne sera connue. 

A) CAC Dl S '.!.Im;us A..;.r1AUX : -----------~~---~~~~--
I ) Méthodes do .frontionneriept: 

a) ~:!~2~~~-~~:2~~~~~~Eh!s~s!: 
Lee trèc nombroux tr~vnï.U: uouveht Gtrc facilement 

c1a.eaée en 5 ou 6 typeo do méthodoc . 

L(', pl.un ('0-:,1o;r"'€' "1ar.ib1~ être l n ch:roTratogra-pb.ie sur 

carboxymétlwl. callul.os~ ( C"•C) • I1 n ' ost pas posai bl.e d ' el'\trer 

do.no 1~ détail. dec trsvo.ux i ~equc1G, Gurtout à partix· du thy­

mus de veo.u, dP. Stiparor lca hiotonoa en dea fra~tionei cle pl.uo 

en 'Plue fines, par J.o. recherche d ' 61uunta nouveau.xi .rn.Cl., HC1, 

tam pon acétate, ••• Les f2actions iooléoa se distinguent nar 

leur t onou:r· en 1yt: .iine ou e,.1 erainino , t par 1e 1 a.1>·1ort nrg /l. ye . 
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l,e.. chrone:t ,ern"?hir r.ur An1bc-rll to I!W-50 a. ét' a.ua3i 

t rè~ ut i1ioée c~ ),(1 ~),( e~),( 66). Dra ~r0C""t:S r6c~nts on t Ct( 

obtenus ~n uti.1:lru'\ll.t 1.e. colonne nous :?oi"!'!lc. ile +, a.v11c é l.ution 

o.u chloru re ë e gu~'! i d i n.e •• 

Q'te l.quoo cmtr.,ur$ on t otr"loyf- 1.o. t'hl"'C'·1nT'>Cr"'l,:,h io de 

go l- +-il·tre.tion, "'Ur sophadcx: (7~), (?"), ( 7) ( a,, ) . ( 89 ). 

Lee r.éru l. t ~tr o-nt 1Jt6 t--:~s in-';éror rt,..itr; J.o ... .;:;ciuc J.e cou.,,1.age de 

1.o, chro...,etogr.crnhiP r-'l:r C"iC r t nu ? ~E'.'nhode::t or;t 1°'al.i oé. 

On "'jeu t ci ter 6go.1m.ucmt J.o.. ch.rooo:toe;ro.phic sur n~ nier 

( ;c) , ( )I) et l. e. chror10.toG:x-t::Ph i e sur hydrox;,;apati tn ( 9 2). 

b) r6thodeo de ~r(oi9 it ation frac tionn é~ : ~~------------~-~----~~------~~------
Il.~ 't é pr6 t ondu que 1~ ~ •ction~em~nt d~s histoneo 

po.r 'Drfci i ta.t:lou :f' .. :a.c i;i-:>u ü0 av~it t ujours échoué ( 7 ) . 

<', ta.i "1'1 outeu:!:'r h,-oir I']) ont cep" 1 lo.nt ob"te:uu dt1c r.'.isul. t~ts 

(di stinct io n dec $ ot CG F liic-~on, l ) 01 E.mono.n:t le nlI des r.o -

1u tiono v~~~ IC,5 - II. 

c) éthodea d ' extra ction f~ctionnée: ---------------- -~----~~--------
Introduite ~ar JOHNS ( i4) cette m6thod~ d ' e x tra ctio n 

par tith~.nol-~C1, :; 'est rév0 1 ée tr èo l>l" • ciouse . i,,ter\due p lu e 

ta rd ovec de nouveaux o.acnto ~ ·ext~action ( ~CA.TCA ) e l.l ~ a 

pennio de :r~ctionnor :leo hictonea eu 6 gro·. pea: fra , fib' :f281 , 

f~o?'~~b'~;• o~1o n la t~:rmino1ogio omp 1o y6e Dou r le s e6n ar<:1.­

tions aur CMC. 

d) M6thodes tl 1 6lectro:>horèao : 
-------------------------

Co nont ~1.1eet qui "nt don { J.oA m"'i ll êur~ réa ul.tat n . 

L 1 /.1octropàor~on à fron ti èroa nobilea o été neu omplo yéo (93 ),(02). 

cr o~ntro, l'6lect~ophor àoo de zone ost tr~o larg~,~nt utiJ.io601 

Il o ' or;i t eoit do gol de polys.cryl.~·,i~lo ( ;,1 )( ,;5 )( :,6 )( 97 )( 9P ) { 99 ) 

( .ryr) , ooi t de ge1 d ' onddo1 ( ,JI )( 11:) (1o3)(IJ4)(IJ5) (I06 )(I 07) , 
.-,.,i+, d'une comh,..~nc-1iaon de cltJ:.0:-10.to l- ~'1.itJ ~ur ..,,-' .. .,_,a.:,,:.it ei3 r1 • ûlcc­

trophorèse en ee1 ,1 • o.nidont( IC"'"' )( '1? ). 

D'après LINT>H & DRANT~~RK (22), le ~el do palyo crvl­
amide cet pluo o.vontagon.x ri ,e le eel d • andùo..-.1 ( l'"l on qui oonoor ­

nc 1ac n:rotoino~ be.eiq p·) car ce damier >O a'do ùes grou~ea 

oa.rboxy1ea 1-)ouvant inter:f't'h"tOr :ivec J.t'H1 arou. on o.oi<:.!.UOE> dos 
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proté in <:>Sa 

pour con.cl.uro ou:.• cce, mlth::,dec de froctionnemont, 

nous aig al.orons 1cs ::néthoclee:: d' 6lectro:rihor&se nrénare:civo 

(IIO) ( III) ( II2) ainoi oue l ' utili sation pos:ib l e d ' agen t s 

pré ci p it e.nts o r gan iqu es et en oo.rt icu1i er , l e ae l de P,ei ne cko 

{2?)(r13). Ce se l dont 1ea utilisations son t trè s d iv erse s 

(Préparation, ~réoi~itat i on, nurif ic at io n, coné0ntration, 

cristalliPation, est i mation quantitative des p:rotéinas bas iques) 

es t :?ucccpt i b l. c d ' ep'!')orte;r un.6 so lutio n à certe.in'-:' de nos 

-prob l èmes . 

2) ~6 -thoded d' étudc_clos f'rsctione:. isolles: 

Lorsque des ~ra ction s sont i solées en quantités très 

faib 1oa, tel.los 1e a baudes 61.ectro -phorétiqu,.,.a, o!'l nC' peut géné ­

ral ement pas prat iqu e r d ' 6tides ~1ua finos . L ' aneJ.yeo 61 o ctro­

:phorGt iqu e n ° a. donc vour but prin ci pal. qu'un examen quaJ.i te.tif 

de l..o. di~ereité ou de 1'homogénfité d' una sol utio n . 

Par contre, 1.oraque dea :f'ractionA pnuvcnt 31-;=-e p r é­

ne..r6Ps ou quanti t(,A non nég1îgcab l. as, des P.X8Jnene ultérieu r s 

son t possibJ.ea . [,10.l.heureusemen t coa types do fr c~cionr.ementa 

conduioent ra.remes1.t i:.. d(,c, nrG'Ou.re;tio:na ho1•10B'ènos 1..:..1,:>:rs que 

l.oc~ bandeo llect!."ophor(tiques oo:rl'.·<:w )Ondcnt vruisem½l.a.blement 

.~ des eG:pocau ch m.iqueo d{f'inios. 01" ... conc;oi·t donc J. ' im "'.lorte:n ce 

de mûthodeo 11:pr6!)e.ro.t ivco 1? qui nourraient fournir aee f ~'"actions 

on principe homoeènoe, en qua.ntitls non nég li ge~b J.ea. 

sur do te1le1:1 f'i•a.ct · ons, voici 1ee é tu dee qui pourraient 

être menées: 

a) (OM~osition en acidee aminéoi ---~~~~---------~--------~-~ 
C ' oGt un moyG.u do d6:fin ir a.vr>c p:ré ci oi on un typa de 

...,rotéinP. donné . AotuoJ.J.emcnt, des nrr)areil.e nutoma. tiqu es pormet ­

te1;1t des do &gen :ranides (Auto-c>..nalyoeur Te c hn ioo n : l"'!éthode de 

Moore & Stein) • 

Cette mothoda a 6t6 tràa emu 1 oyée , maio génfro 1e­

nent sur deo pr6~a.ratione nlue ou moin e h6térogènos . C'e et 
pourquoi la oo n~oni tion cm acides amintla a permis de d6ce le r 

le.. tE.nda::i.ce d •u ne p 1•lpart.t ion -,rotlique l:J. ~tre du type his tone 
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p aœ exemp 1 e, de même qu ' e ll e uerme t de c1asser l es vro t éincs 

b ~e iqu ee en fonc ti on de l eur t eneur en arg i ni~e ou en ly s i ne. 

La nJ.upart dca auteu rs ont uti l isé cet t C:' m,::t-"iùè.e ·o·:>ur ce rao­

t 6:ri ser l eu r s frac tio ns -proté iqu es, en "'>art i cuJ .i er D ..... LAETTE ê a1 

( II4), MURRAY (6) , BU3Cll (rr 5). 

b) Poids molécu l aire: --*--------------
Des ~GthodoG utili~ant la s(dime~tation, la via co e it é , 

la di~fusion de l a J.umiôr0, ont pe:rmœa de calculer le poids 

~oléculairc der his ton P.0 animales com~G c~ l 1es du thyt~ue ~ , 

ca l.l es du ps.n cr 6a.n de boeuf ou celles d ; /Jryt 11r ocytoo de n oulet .. 

Ai ns i, C'iAMJ:>AG.~ a: 1AZ-N' ont trouvé des PM do l' o rdre 

d~ IL 000 à 24 000 aPJ.on le m~thode emp l oyâo { iryt~rocyt~s )o(II6) 

PHILLIES (II7 ) a tr uvé deo vaJ.ours do 25 000 (t hymus ). 

tandis que t.IlfKAD '.ill ;OL..' ont trouvé 2I 000 :,our 1 ' uno des fra c-

tions d ' hintone de thymuc ( IIe ) 

Brfin •à l. ' c.idc do Scphc.dex G 200 , VE?>~nr · LY 8. co 11 (I 09) 

ont oval.ué à IOO 000 1er- macaos no1tcu.1.a.i~o de c~rtaincs NP 

do thynur;, ce qui fut confir:né par ul. t:racontrif'uga.tion • 

. Jigna.J.ono que TIUTL"f!!t, ( 72 ) donno 1.a lie ·!:e des pr~ do 

nombrauoes fractions d •h i stonea qu'il a i$olées à part ir do 

thymus dC' vco.u. 

BRADBURY & Cf.ANE- ROBI NSON ( II9)fo n t 1~ r>oint dea 

mê t 1:iodes 9m?')loy6or- et des rôsuJ.ta:to obtcl'1~a pou r 1 a df..tor-li ­

na tio n de ln s tructuro deo hiatonoa. Ainoi , la diffraction d0A 

r ayono X , la apectrosconie infrc.-rouge, l a d i ope~oion ro t Qtoirc 

de la lumière ont po:rr..1io d'avoir quo 1 quea idées quaht à 1o 

atracJcure h6 1io oidal.e do I'hietonc,, 1 a disposition re 1ativo 

hiBto:no - AD?:, l. c modo de liaison histone-ADN . 

iJYDll (r~o)roncl c0~l')te d~ qu<'l.('Juoo tro.vo.u:r e:f'f'c otu 6a 

au micronom,o 61oot:roniquo our do ln chrome.:t j.no dc.nr 1 c but do 

mettro en évidence l Q. :fo:r.me et 1o . r-trw1ctura on hél.ic"' deo hio­

tonos. 

RAUKAS ( I~I ) n employ~ 1~ di:ffu~ion de 1a 1umi ore 
pour oo nn&i t r9 1a atruotura de quelquea nu~léoprotam in oo . 
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B) C,.\: DE~ '!'If'~ us V:EGPT.tUX ; ---~---~----~~--~-----~ 
Les ex empl es d ' 6tu d e s dee p r o t é i nes nuol. énir l?'n v é gé ­

·t alea sont i nf i nimen t ~lue raxes. Vo i oi l es seuJ.3 ~xamp l e o que 
a i t . 

l e. li ttGra.turo nous ~ :fo11rn i s : 

I WAI (e7) a -pratiqu0 1 a ch r oma.t og r a;ohi e aur CMC 

p our l ee h i s t ones d ' embryo n d a riz e t de chl o r olle~ se lon l a 
t e chn i qu e d ~ JO.dNS (b4 )o Les :frc.c tion c ~on t étndiLas ,.,ou r 1 e ur 

ab eorp ·t:i.o n UV à 27 8 nm , pfa'.r o.pn1 i o o.t i on d0 l emé-t h ode c o l.o r i­

mé trique de FOLI .i! .nod i ±'iéc ,.,or Lv\·ffiY S '11 . I \r.A.I co·,para QJ.or s 

l e n o mbre e t 1 a ~ o s ~tio n dea p ic s ob t enus ave c ceux a run dia ­

g r amme d thi ot one de th ymu s , a i ne i qu e leo d i !fGrontcs ooip o s i-

ti ons on a o idec a~inéo cieb pi~o . 

Un<:> oh ron 10.toara;;;,hi(' ou 1" Ambo:--1.i to :nw- 50 9ert c.u oe i 

pra ti ~uoe ::>ar I WAI, a.v~c J.es coJ..ounoc 1\ ~>H 7 ~o • .En i,on c 1ueio n , 

1 ' a.u ·t e u r ponoe que 1o ~ !lirto .. 1eo J. • n'"'t~r:,011 ,10 ri~ ,., ... ., d,: t '-Tl u a 

c->nt :..e::tu.ti·.,;cih0nt ;.roit .. i es, tan li que 1 • ru.,;t~~lC" 1c r.l l.or ol. 1 a. 

contient ·11nc :?: fi.ction ""'ic;,.ç ,3n 2.y'""im? ·,:rtdoTI1i:1a.ntr. 

1u~LER ( -,2 ) a ,tuc1 i l 1 f.:O hi3tor,efl do ec~~ ao llil..é ( 122 ) 

?e.1:" chl."'0"11.:~+or.·rnnhie r,u1 · Cf C et !)a.X' ( 1 nc t 1,")r,ho:?:(,sc e:n ec-1 d ' a , 1i­

don. Les r'n u ltntn ont ~ontré Que 1P~ ~rc.c t iona ob t enues d 1f ­

:fé:r:'O..d."'nt nc ,~t""l"'~t dP r;r 1.1 na ci ' hiE"ltono da r:io'?Mi :fcr~ . J:l. c s ·t 

:rt?t( que 1 • ... ·~tr~i.t élC' 30:r.T.:10 de b 1 6 n,,ti""r con t ona.i t di:.>o nro -

1;t"ii nea d • orj eino nr'>n n1101ôn.i:l'.'Ga ot' q11.c- -:,or con t i"e, ce rt e in s 

cona t itu2nts DOn"lnt.:tx clo.~ Î'lietortr.>s ~e""b l ri~nt tnanquor . 

D' nprla ,JO'tN!.1 ( :..·:3), lGFJ o.ru:ù.y•Joe du ga:roc da b 1 ~ 

!)O:t' IlJ!rL..'1.;h e>onf'irnent 1.c.e:.. :tx~weux tw.teriouz•a de ~TBD~AN, en 

001f'inno.nt qu o 1 ' hi~t,no de gorme de blé est "1'10i.,:;; ri cho Q.U" 

1n thyml10 or.1 com::;tituor ... ta J."iohes on nrgir..i.n~. 

r, • o.ute u r rA.'"'l'i?~l.lc quo d9n ob3orvationa aimi l. !rl.r oo 

e.voient ~t6 ftltof;" ,ar MURRAY cmr 1. ' hie t one d ' emb'.'l"yon <lo -,,oi a . 

Do m~mc, 1~IrHJRTIP.J, ê »~LA.Mt~ ont trouvG cin~ lo. ch%'C'lmr .... i 10 rt • en ­

b~on do poiB et celle de cuJ.tnr.es de t iae u o d o ta.bac a e com­
posai t ou.rtout d ' hi atoneo richea on l ysiue. Ces obso rv a tions 

auggèroht d .1' (Wteur qua 1oG biatonoa v~g,~taJ.co doi v en t oon to• 
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na.i t une uJ.us gzan.ic ".lro .. ,ortion à.<. oonst i tuants riches an 1 y ­

c i nc ot pnu v roo en a.:r-ei nine que l'h i etonc de tby:muo. 

OLIVLRA ( Ir .i étudi~ J.c nuc l 6ùh i otone de plan t e d e ~ oie 

pcr élcct ophorh:::c et oeoaio d-: ~ lcoi.v:."ir 1 a i nti:ra.ot i ona ADN­

hintone , pur mesuro dec mobi1it,r 61 ootropho r é ti quea . 

NAkAGJ\.X.I Ft,AC :'lJ,f E LBi.~ HIS ·]O.N.f;s DE l',.OYAUX DE f eu i1l.o o 

de te.bac, pa:r- d.ectro.vhorè~o !::U:r acCtate da co11u1oae Sena.ra;< (I25) 

et t2Quvc une que.ntit6 prfèomi~o1to 1 ' hiotonoo ricbeo en ly oi nc . 

GOFfUlTT-"I !.~ ( I 26) f'ro.c ti on rr- 1e 'J hieto"!,,.... dn g'1r,o 1o 

blé en IO -I I comnoss.nts par Gl.e ct :ro:phorêse e1ur ee 1 1.o po ly nary 1-

amidc, . 

FAMBHOlH}l! ( I27 , r2e , !29 ) ut i l i f"la 1' l·l ectrophori'»ce pré -
""' pa.rat i ve , la chr;>:nc.togro.phie $Ur Aml>orlijre xitQ- 5) , 1o dooage 

dcc acide.- ~ 1i .1 'o et des groupements .. -tenn.1no.ux, :,our tudi o r 

1cc air"ili tuc1ec. en·tre 1. 'histonc do pois et ce 1 1e de thymus . 

F.OSHIY.AMA ~ al.. uti 1i o~nt 1a ch~matocraphio ou r DEAE 

cc 1 1.u .oso ~t l.e .fr"lctionncmen't OU.!' ,:,npho.dex, pou1.· ida"lti.i" i o r 

cer·~ai :ios nr otéi t1es de eojo . 

De nombreuz a.u·teuro , qui ava.iB~t découv0rt des NP 

de.no 100 tio ~uo ont ?U leo idcnti~iol' à dc3 histoncc , n~ràR 

étude do J.u. corn ositio._ <m acideo .:.ininét=.., de lt.. 1:mccion h"JJ.o­

prot6ique. C • cot 1o i::aw de K0.i.i'.lU:V" RS:1i5bo: x ~i8i pour J.o p oi a ( I30) , 

do BELüZ rSKIJ & AB 'LEV (I:;I) pour J.o .;:rermo <le blé , clc I>FHOV (I32) 

pour J.c ~ojn , lo tourne~o1, 1 ~ poie , de BOURDET (65 ) , BOURDET & 

F.EILLn~ ( t,6) , F.EILT.,Erl. ( 67 ) -,our J.a. :f'raction g 1 obu.1i'lo de f a rino 

do b16, ~t de KONDO & .m".Il!A ( 41 ) ,our l n s l utGnin 6.e b l. ô ot d e 

riz non gl.utincux. 

rr .... "i":l, il. f nut rienBJ.or quo J. ' é tudo l'ine ,loo fra o­

tiono iool.c§ee a. 6·té tr-a roroment on.,~rep:rino, contrniwmon t au 

oo.c doo 1;ioauo onion.uxr on pout oiter oar>ondont 1e co.e de WOLFE 

(r,2) qui n of~ootu6 dea mooureo do a6dimontation-dif:ntoi on 

chez 100 p~ot6in~e ~iboaoma.leo d'enbryon do blé. Un poido mol 6-

cuJ.aire de 29 000 + 2 500 a Gtt trouv6 , tc.ndis quo J.' osmomé trio 

avoe m~mhram, a cra.ndo vi tcooo n doimé ccu1cmcrit 24 500. 

on paut c i ter nuai un cae d ' étude au m~ oroaoopo 
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61oc tronique de noyau de po is: iiYDE (I2 0 ). 

ce i-o.pide ourvvl.. clc J. ' onr·c--:ibl.n doo n,"thoc3 "P d • CtudC:' 

d0s pr otCine13 a. roc i éoo aux aoido"l , uc l Aiqu,..à no110 nontrr.> com ­

bien 1 E1 do::~ciuc vf_;;{tsl ost moino 0xp1o r 6 que 1 a do,..,a.ine e.nimaJ. . 

Ccr s:i nous avon:3 conf"sc:ré OU."'t 2 do~f'irH·,.. rias ch 4 ·,i trea de 

sr~nde-u1"e co1npart1bl.es • il f'a.ut dire qu ' en fs.i t, nou"'" n ' cvo-s 

donné QUC quo 1 quGs oxcm~ 1 ec d ' €tude ù(e ti t.rus an i ~a'ti.X, al.ors 

quo noue avons généra1emcnt eignélé 1c::. T')1U~lcrt •1 .,,r- rer.i..:;ci~e­

montc quo nour '!lossédona an moti èrc d.e tintruEl vr ,J,te.u.x. 

on peut donc con-t~ter que ~an~ c' ~s t dc.nz 1 - rlo~eino 

oni~Pl que se 0on t dévcloppf.ra et ouo oE con t ~~~u~u6eF- l e s 

no-bret~ocs mét hodes <":Xir tan-' li nour ( tudi e r lcE: nro t éinos bo.a iquoo, 

to.ndie qi...c ch~~ 1en v6 5 ' t e.ux, 1 er: excmpl.o G a •anT)1i.c e tion oon t 

plus ra.roe ot :Loc tif"Gua e;;tudi ~o fo:nnent une cl.o.e:ne re~tro i nto . 

[1 n 'y a pourtg.n t p~$ do rai~on m~jeuro à peneo r quo 

l.a. pl.upart ,Je oao ::iéthod""':J cou t i na...,n l.i oabJ.es nux végéto.ux. 

V:r:!.is 0 ""!bl. ab1omon t, à oo nd i tion bion uür, cle trouver des ode.p­

t o.tiona à chaque car::, deo résulta;\:o positifs p~uven·~ (l·l:;re a.t­

t on duo. 

En ~o.rl icu1ier, l e domaine v ég6 ta1 rnw.1que d ' (tudes 

do ~tructuro, do dimonsion e t de forme do ooc ~rot6inea . Et 

cependant, un oi":fort rlonC" e doma.:i.'llo porne t tro.i t oans douto de 

foire prosre~~n ~ ra ~ido~ont 1er, quastionb de mftobolicmc vég6 -

ta1 ~t de :rOl.~ dao histones dons l.oa col.1u1~~, t nnt do ph~no ­

mènéa qui eor. t oouvent ad.mi e chez J.eo v lg6 't'aux., par nnal.ogioo 

avec l oo découv<t1"'1ies du domaine animol, :::in.na po ur cc1e. a.vo ir 

l!t~ bien é l;ehl.i I o dtu'lo l. es cel.1u1es vog6tnJ.ca. 
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CHAPIT RE VI 

l our; dloi:rono connaitre le. te:neu:i· ,i ' un ti sru en oom­

posoa nucléiquea, c ' es t- à-d ir e en AN e t, oi noor ~b1 e , en n ro­

téines nucléiqueA de manière à ~vo i r un e id6 e del~ teneur du 

tiosu en 11? e t a.usai , du taux d ' AN da.ne l oc Œ . 

Pou r c~le nous a llons étud i e r c omment doaor 1e s AN. 

Les o(• t hodee S">nt cl.a.se iqu emen t co rm ues ei:: l.c doae.ge ne de vrait 

nee- "CrC!sen1;er de d if f icu.J.té e mlj\jf'u r oe ""Ou r noue t' .. conrlit i on d e 

bi en ada. ,, t e r l.oc: m~thodes a ux tisous éi.-udi ée . 

Fnr C!Ontrr noui ver, on:::; q,uo J • 'vaJ.u a tio 11 des NP ou 

de la fraction nrot6 i ne d •un~ tn' eE:t d:i î ficile à oa :uoe de 1' i n ­

oerti t •id'c qui rte:ne rc;u1 .. l. a. s tructur e at l e. CO"'.l '1 os i tien des NP 

d~ no•,.,brcux tin su0 . 

I - CA· DES T!S~US ANI':1/lUX : 

c •eot ù p artir do c~a tiaaus que los mGthod~a o1os ­

siquot1 on·c é t é éi:laboréea, al.ore quo li:?c métho dor:.: utilioéna pour 

lce tio ~uo vGeétavx nG cor.t sou vo~t que tleo adapt~tions. 

A) ~~îtlQYJ~-TI~AIJ!&X§~_UJ§_~Qf~~ê-~~ggJgy~~-Yî~~!~EJ§_~~-QQ!IBê 

D~:_ïiQtl~!9Y~ê-~~-~Qê~~n i 

I ) Anoiyee opect:ronhotométr igu o: 

LP.s Al'~ on solution o.l'>eorbe::1t i'ortoment l.o. l.umioro UV 

entre 230 et ::!QO nm . cotte, p r .::l'pri,~té oa .. ~ d\Âo à 1.:i etruotu r c 

cyclique et au:, d;::>ublea 1iaioona conjugu6cc des bo.o~o puri ques 

et pyi~ i midiqm?a . El.le .n'est donc pas ·spéc i fi que doc AN ma.ia ee 

rotrouve dans tout9G 1ea aubstanoos qui aouti~nr1ont cor ha~ee 

et no'ta1mnent dana 1.eo nuoléoaides et 1.oa nuo1'1ot i dea. 
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Di en qu 'il eriatc un prem i er meximur.1 d ' absorr.>tion à 

~20 nm, en f'a.i t, 1 es rm<"lctroT.>boto'!lè t1 "es c u:ca.nts ne distinguen t 

que le maxi':':lUl';'! "Or-.i.nci,..,eJ. ( 2:P-259 :n::n) et 1 "" nini lum à. 230 nm. 

AU del.a de 260 nn, J.a chuto de d~nsité cpt1quc est r~~ido et 

oe l.le -ci devient nrl"lti<1,uemont nul.le il part ir de 300 nm o 

Le r e.n·?ort do J.a. DO maxi~1r:..1.e à la DO -pour diff6ren tos 

l neurv.rs ~ ' on<ic ~,.,rt d'1 c11;i tèr" d~ m,~"'Ct(i car si doa :?UbatBncos 

contom i na.ntoo a.b~orhent J. ' UV, lour T1a::dnn.,m no O<" si tue ·,a.e à 

~r;;o n""l. L"'s rspnorta de DO d 0 un AN im:>u:- ~o'Ylt donc e.bai: ~ciiés. 

ce t t~ m6thode eet utilis6e ·Jo 'Ùlr lea -.,rotéinea et l.o nhénol. qu i 

~, 11'e~+ 'b1 d rt ,_ D'" comme .... ..J.. Q v ;,ae i:,o~ i e e ro.pr,o <?r ~. '.J c.u 

poide sec cl I A!iJ, ni a.u :P1•1 vr:tl, J.p coe:f ..:icicnt cP c-xti:...,ction 

molai re d •un AN ~et d :f i r. i conrm ., la D() o. 'une oo1utiov cQn tona.. ?J.t 

un stomo-:Zramr.10 d, J? nucl~iqu0 pn.r litre, à ::>•C nn. ( r3:,) 

a) ~e~~J2-~!~~~~: On l'ef~ octua nP1on lqr:iGthodr- de 

~ J ,LM. II, r.c.io on o.joutar..t du pcrb.,ydrol o.u coure de la. min ... ra -

J.iGntion. Col:to - ci r:,c:t c.r:cez lo.bo:ri~usc cuz- 1' r..no t f"' i -focyc1ique 

deo buoes eot oifficilc a minérr ..J.is~r. 

b) - or::ogc de ""'hos nor<': 1 ~ no....,breuoou mltl odos ,:.aie-
t ent ---~ --------- ------ ~ 

"'11<'."f' ,.,O'l'.lt t cmtr-r- :fo""B(oc f"W. .. la trOO'ls:fo:r..me.tion OOïl.-pote 
dao r,hoeohatee en phosnho 101ybdP.t'3a l ~a que-J.r. son t E"'naui te quan -

t it ativAment r!duite en un conploxo ~o1ybdiquo bleu quo l ' on 

do eo au r..nact, o-ohotomètre. 

c) Doa~c du rib()!°".C et de 1 ' AR,:r: En r.iilicu a.ci c'le con -----~---~------~-~--~-~-~---
cent::. ·é, l e ~·i hosc :!(J d( --:hydrt tC"> e-n donnant le furfural ( p,.l.ore 

que dens leo r.1C.mes co ndi tions, lo dl~o:,cyribono conduit à l.'a.ci­

dc l. lvuli:i::l!i.quo non c:;cl.if""abl.c"' en i'ur:f\11.aJ.. Le :f'urf u.1.a1 Jeu t 1ôa­

c;ir a.v"c der: com-pocfc n~omo.t iqu ee ( c...c(.tute è ' &J il. inc·, p-b:romo ­

ph6ny 1hyd :ro.zin" ) ~.(' qu i. po:t":"nct 1 c dosage sp~otro".lhotomôta:•ique 

du fu:r ·f'u rnl et .:?. .a A.RN. P.lur, rl'ceniment, d.0u ï"t, tbcdoo o iro p lif'iéee 

ont {tô mic€ ! au Join t evec 1'oroi nol , la cystéine ou 1o >h.1oro­
gl cinol. 

Ail.ï.tli, los ARlJ c;out le plus souvont dooés po.r le. ru6-

thode à 1 'or oine ch1orhyd:rique-Cucl, , . ( I34 ) . 
r 
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re. D'J cot dttcrihiné,::, au ,.....,ect:;."O,'-.oi;omotrc è fG-:; nm . 

Il f'r:t nl'cr>s"ai:r<' a,., tre.cor un<> courb" t_';i;r.J.on a:v"1c un Am,r 8tsn ­

C![-!rd. 0"' rie p01."!t naf: 6tel.on rr avr c ,·:'le r·o1utio'" él,: 1~i 'hc,:-e, car 

il r ' y a nan do ra.,,nort constont ontre le :riboor nu,cll'iq 11? to ­

taJ. et le ribose qui ontr~ en réaction avec 1 ' orcino1. n~ p lu s , 

C0":1,ue le cot..rbc d' 6talol'.l4ago va.rie sel.on ln. ne.tura dQ :t ' Affii , 

1 'i dée.1 ast d ' (.te.J..onnor a.vcc un Al~·'l' de '"!l"'·'Tle nature quP. ce lui guc 

l ' on dose . 

La méthode J.a p l.ut co:n1mu1..,,(lnpn-f; r"'ltAnur- f'""t cE'11E" de 

D!SCHr. (:r35) :f'o d?.,, rnr la rf.:rction. i: 1s. dinhér1ylf'l-il""l a 'lURTON 

(136) en a ~UT"e~té ln n~rribilit~ na ~ ~~i~o,. ' ' aoéta1d6~yde . 

Il euf:f i t d ' a )a.ndonner 1a. T):;."é-oe.retion cl• A"DtJ en T'l:i.1iou pE'rch l o ­

rlquo ~vao l o rt~ctif ~e1dant I6 ho ~t l ' on dose a.J.oro c.u 

epect:t·o oh tomè'tri: Z- 600 nM. Une courbe .;toJ.ozi do:! t @tre tracée 

avec do 1 ' AD2, '?Ur. 

CattG mil,;'1.ode ost "'limple, soncib1E" nt trèo repro­

ductible. ï.:l.J.e nn >:résEinte r>aa n I i.nto:r:f't~nco av~o l ',t 'i.r.lf . 

~ ) :r,ooago d 1. ' ADN dan:::: l ' Alll:l et vio :â·-voroa: ----------------------------------------
L"' dosage <1 ' im?1r,'t'téo d6nox;:c,rP onuc l. 6-iaues de.na l. ' ARN 

ne nr6acnte pas de dif:i?ioul.té ·ïnrtiou1iô:r-e car i1 oxiGte dee 

m6·thodes s:.>éoifique, et trèo ccnoibl.co de doCJAgO lla 1 'ADN: 

méthode de .mmTo·~ (I36) ou de WAYUil (r37). 

En .,...r.vc, 10hr: , i:t. t, ' f"IX:i oto nue n "'rl')c( d6 ,rn.t~.quP de 

dosugc n>loii'i4ue <la 1 ' .A.PJ~ '3An0 1•AI,H;.(r34). 

I,r .-1.en ouivu.nt ee., ha.bitt..nl.1~ "..mit ottivii (I38) 

- broyc,.zr- .:.. :Pro id deo tia ui- da: s l. ' n.cido tri ­

cnl.oracGtiquo IO f (TC'A.) ou 1 ' e.cidE: p.::,r chl.orique 4,5 f ( -PCI\.) 

- l. ·,rne" don tirv·un a...i ~CA ou. PCA pot.~r cntra.i~or 

1:--r.:; nucl6otidef? r.t oomp~r::ôe into1"'0J$.d1.tai:r-eo (lu rn6tabo1iom<' ( phase 

IIR acio.o-ool bJ,.) i lac A'.N dcr.:cmrru:1t i nt>olu hlea. 

.. 1€.VfiôO à 1 • oau puin à l • nlcool nou2'.· 61iminer 
toute t1"0.c e rl • a.cido. 
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- d,'li~1 i dation, ~o i t p2r 1 c (thf"~:t' , "'oit 1ar le 

m6la..'1g~ (.i; 11c~o l- ét 11:-r, ~e qu i c ... ;;id .li t à une )Ouclro sè c he -,;ri ­

vé.a do 303 J.i.:>idco et d ' une :)cr- cio de .;Ge ·)~:>:'.3-:,ho".lr::>-'-éi ...ioo. 

2) i?ri.:.ici ,o dec :'!l(·tli.odco d ' ext..i-n.ction. un "VU<' clu d ;) F.J@S{' des AN : 

3 t0chrdqu0(l p1•ir1c 1 -,a.J..es mont hn.b i t ue l. lomel'\ Ji; :tlot e nues 

de.ns l a li t·t;6:i::-fltV.r t.•: 

a.) ~e c lm i que clc Scb. · e i der : E1 J.o coni=d ste -\ 'i.yd ro1 ye e:r ------------~---------!'liTl",,l to..~6-cnt AT'ù'; et "JN su r l a pou ù :rc• ,H?.c h~ dél i ·-,i d{ e s oit nar 

PCA 0 , 5 N, 20 mn 1CJ. 70° C , so it .-,a.:..~ '"C" c:;~ , !5 mn i} 90° C'. Su r 

l ' hy d rol.yPo. t utriquo oont of:foctu.::'c des d lr)~a_ees color i 1n6triq uo s 

c1u r i bosP Paz :!.' orc i no, du df.ro:;cy-iho1e ~,r.ir 1 .., di"l&ny la .':ni -,9
0 

Gfr.dr aJ. emE'nt, i l. n ' es t po., "')Of"Ai b l. l' An "1oaf"r 1 c 'O ou l.' qb!'1or ·!)­

·l;i on sp6ci:f i qu e J"îr du 1:'A:i. t ci?. 1 t 4 11;(1r:f',n:-e1 ce ,:l19e- CO!"'UO sén ,-,ho s ­

nhoréc ('t a.e~ ~ei don ominGs 1.i' ·,érf-s rlo.rtc, 1.fl.iyd~l y -a. t . ( I 39) 

1-) ~f3ch n iq'-'." ~ 'O~ ::.:?. .. et • os~n: ( _4~) :Ln. pvudra o~ c h...-. -~--~--~--------~--~-----
d~li •i<l(1~ , , t' t,-'G.i t.l0 è:.. 41) C pc.:r l' o.cido pcrchl.or.:.quc .1J, !6 h . 

Dan(; en:-· c ndi tiono , ooul. J. 1 Alm dev:...•ai t ôtro toto l a l10n r "hyd :ro-

1yeé. L '.illN et' crrnui te l-1 • P::?."Odé po.:r le mC:ne nc:i.do emp 1.oyl c e tt e 

~o i o ù chau~ ( 7c n c, ;0 ';l!l) . 

r;(. p, ncl t , l.r. ,-4(,..-.a.r"\.ti on des " A l u ' er,t pa.o or:,"'ln1 è t e­

( \1 < non J1.o ,cl<'ment l·1ycl')"Ql.yr>G t f-:'Oid, ~'J'~ narloir-i r.;r,YJ.r,il,l. c> c 

1. • action dao ncides d :fro id), d"' S"")l."te qu .. ca.-';"';c t(')chn i qu..-. Pot 

eli ~:ra1emPnt r()jetf.n novr l. az tieE1Us an i ..::.ux, 

o) l'E-chnicmc- do flchmid t- 'i:hannr:nu~o i"'; -----~-------------------------
!llc conniot~ ·"- 11"),,_.td qu"r ·itnr- hyd:ro J.yo~ n i f'f'f.r~ &tiel l. e 

EJUi chn.gue AN• 1 ' Al ! éto.nt a.t ta.q_u6 o t ùirr,01·n E-n 1:"lremi or; :'-'5Ur 

cho.quo hydro1yaot oéparét on o:f't'ce-ctuo ,.mG. dttc~i -no.·ao . \Bnll. 1y ­

tique n~é c ifiquo, 

'r, ' A.ED ~~t ~J.'~C :1onsiblc à l. ' act i on dec Gl.ca1 i f": un 

trai -'.; 1r.cnt pro1'.'.>-n~é pc :r la. ~ud.o l l. 1 hyd:r-ol.y ....... co. ) __ .,tl· --,out u. 

1' €:t~ü do rnono:"ibo cl6otid o l oque1.a, cc -t~·- i rcr.icnt ~ l ' Afu'.J 

no prôcipiteut ~lue on mi 1icu ucid~ . Ainsi , su~ 10 ou~no.ceon t 

de oc,:.1t?·i:t' ga.tic11, on peut off ·et ·e r m1 d.ocagc du r1b1P·1 1 u.n 

dooaee du P ( r,:rnv('lnant dos A.."G.J.T "'t deF' ry11oop'1op:r.:>-t( 1 il .-,3) r: t una 

mesure d ' ebaori,tiou UV ,\ 260 nm. 
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:Par contre, 1'.ADM,"moi ne oenn ible, ea t diooous Maia 

eeulement très partie11ement digra.dé à l ' ~t at de po1ydéaoxyr i­

bonuc1éotidce do F"i J::'C'1ati vomcn ·t f.1ové 0 t encorn quan titative ­

mon t ~réci~itab 1 ~e uaz- les ncidea conc~ntrés à froid; une t o11 e 

précip i tction en tr aine pa. ra.1.J.à1eman t à 1 'ADii les proté i nes e t 

de nornbreuaes oubs t;nncoe qu i 1c-ur aon ·t 1iéee notemme!'lt li p ides 

et es t e r a phosphoriqves. Une bydro 1y aê de co prGc i p it é en mi1i eu 

ac îd e à chaudpermct al.ore d •obtenir 1 es oonst 1tu ru1ts désoxyr i­

bonuo1éiquoe dôgradés à 1' oxe 1uà i on de 1a ma.jorit6 dos >ro t 6i ne o 

et des eomplox~a ~rot6iquea s6pe.réa aoue foZ"r.lc do p r 6c ip i té. (I 4 I) 

3) gueJ .guoo r6au l:ta.t r-, do dosa.;-:pg: 

La. tenour en Ar; ~at vo.rlablo d I un tissu ~ 1 ' o.utro . 

La concont~ation en ADN d ' un ti$€U es t étroitem en t l iôe ù la 

cel1u1a.ri .té de co tiesu. IJ. est o.dibia que la. teneur on ADN par 

cellu1o diploïde est uno constante d'espèce qui so oitue p our 

l'homme et las mammifèroo ontre 5 et 7 -pioo sromnes. Cette teneur 

ne vo.i"'iero.i 1: qu • avoc 1a -pl.oidie doe collu1ea et Clorait indépen­

dantG des conditions pbysio l og iq ueo . (Los spo:rmato0oides de 

mo.m.rnif èros, hap 1oid es P ne contio1Al'l0nt qu~ 3 pg . d 'AD11. ) 

~a d6tarmination do ic ooncon t ration en ADN d ' un 

tie u reotc 1.e meiJ.l.ou:r moyon biochimiqllO d •6va1uo.tion du. nom ­

bre de ce l l ul. oa qu~il contient. 

La. concentration on ARN est t rôn variabl.c; nJ.lE' es t 

1iéê à 1 • a.ot i vité méto.bo1iquc dos tiosuq; ell.e aU{Ifllent0 quand 

oeUJt - ci oont J.e eiogê do mul.tip l ioetiono collulairêa aocé16réos 

et do oynthôaeo protéiniqueo. 

l! - CA~ DES TIGSUS VEGETAUX l 

Lee ouvragea o1o.saiquea de bioohimie e t d'ana.J.yse bio ­

ohim1quo no s'int6:rasee~ue pou ù co ooa , de ~ort o que p our 

o.vo:i:r un o.per9u do 1a. quoet i ol;l , i1 t'aut so réf6rer , ux travaux 

de oheroheu:t'A à qui le prob1èmo a' est posé et qui ont d~ or éor 

à partir dos môthodcs a.ninioJ.ca, ùoe c.ùc )to.tion3 pour l em tiE'nue 

v6géteux quti1a 6tudia.iont. 

noua trtd.·:..oi-onE.l dono cuocoacivG111cnt 1e caa des t :i!ooua 

vôgéte.UB en G"énêzeQJ., ensuite oel.ui d&a oéréo.los et olii'in , nouà 

parierons des travaux aur 1 e grain de b1é . 
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r) nosnPJe iles AJ•T dpna le~ ·ti sriy.g vép_r:t;n.ux: 

HOLDG.r\11 & GOOD rn; ( I42) ont o.atr ~j)ris unù étude . 

cri tique è.ea r.1éthodeB do ,.losa.;c do::. A:.·i dons los tit"'tUS v6e6-

ta.w:. 

Ler, ;3 -tccà.niquoG ,,r.inci·:>,-.1'1~ Ollt rté 6tucliées . com ­

;paréee q <.1ont a lour fe.cili té d 'o~,1o•. et 1ou:r.o résulttato, pour 

de no breu..--c tissus v.1g6t~u.x: "l,ou.rgr.,,onc, ti ... ·13 .J.o ncig1'1 r tis­

euo emb17on e.irea; fc~illcc èc ~o~~icr ~n cr~ic~a.nco, •• • 

LC>f.1 aut<'ura :font aucsi 1.e poi et doc;; rnodoc- Opt.ra;to iree 

utilia6o -oo.r 10 ... ohL :r·chcuru pour r6ooud.r 1.cs ~.roh J.èmes posés 

;:>sr chaque ty-::.,c de tis1.;.,u. Il. c-st montré que 1 cc meiJ.lcuros 

conditionc d'extraction d0s Âl'I doivent Otre trouv6co , par 1 ' ex ­

l'>érianco our d1c.qu.c ·tif3•"'u 0xa.miné ot c,,uA ch.a.que technique 

pe ut +iorme-ttro o.' obi:~nir dcu réoul ta:-'cf' corrects avec certe .i ns 

tisfus; c~,ende.nt. i1 ~eoblc quE cc so it celle d 1 0gur.ct Rosen 

qui donne les r,eultato 1~s moina quo.r.tita~i~s c~ec les tis au s 

v~'lgétaux. 

Ch'"EP..RY ( I43) étudio 1ea •n(.thod ~s de dosage df's .AN 

da."lr, 1eo ticr ur; de réccrvo: arn.ohido, haricot 9 roa. ts. I l adop te 

1e. m(thode de L•lILLIEl & R.1;üfAOV (1 44 ) , muis insiste GUlr le ia.it 

9.u 'une puri:fic:,;.;;.·l;ion do it &t.re c .J.i0c·i;u1:1e pour t"•li min<'r ·l;oto.J.o ­

ment les nucl6otide:c, ccr 1a doe:aec du phoa.phore d.onne» deo r~­

ou..l'.tats anormrunrn,.,.nt ( 1 êvéc \1e.r :rapport à 1 'aboor-,tion UV. 

I fü.Ilû ( I45 ) >one.:, qu.o 1e -p:i'.'C'lcrôdé $CHM DT-7:1.AlU.HAUSER 

('>Bt 1o. acul.o 'llthoë_t, c.onvc•rn'bl.c })Our extro.irC\ 1.or:. A,~ clo tin "'UO 

v6sGtaux . En c:ffct, J.() .,..,roc-rct: (' C :.fEIDF.1' nê pc-ut ~tre a:r;:rnliç_ud 

à cauec do J.'i1tcrlé~pce dee fuUcrco pr6o~nto dQ.nG 1eo vigétaux 

a.va c 1a rt3a.ction à l. • orcinc t::mdie que dcc do11toe n~n t fmie 

q,uant à 1' xtrection dcrn AIUJ 1;e.r un ocido ù fr'>-ld ( "'', R f nosjli ). 

Dl'.!.no "•ea trovo.ux our i•orgo, l(YRKP.M TROUVE quo 1c. 

dif:f'ôritlnciat ion /i.DN/ A ~-i 11 ç oot oat i c;foi c.nto ni. o~1on OGUR & 

P.Osr.ïU, s i ca1on C'en ~IDT- iHMWaAU:::"D • Lee 1lcidoo m1cl& iquee XDI*~ 

r;ont do 6c d'e.prô 

UV, !,UZ' J a be. rl 

1 qur, • .11·;;1·::.:éf:i d.o r t:rou".?'ueo par o.'boorp tion 

9,6 tic P d$.llr' les ARN c·t 9,9 % do P da.na 

1ec ADiv. Pour 1- .AN totaux., :il. El'4i'fi t d 'utili~er lE' oooff ioi ont 
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9 ,7. La~ LP t ot('.1"7 ~ont ~7trait~ u~iaun~cn t · ch~ud nt 90 ° C 

p l ut6t qtu\ ? O o C, -oou r pol'MB tt rE' un ~ (\1.i mi nnt i on 7°r>ci J.C" 4 e 1 a 

-'i;urbidi té. L • ADN ~tant menur1 se l on DifC 'Œ, on ~<'ut détC"rn i ne i .. 

1' AP.N por diff€ron c e. ( 42 ) 

D ' a.•:>r~c '11, TSUSRIT.A ( 63), la '\{ th~i'e de ,.,a-nT - T'iAN­
NHAUOER r. .. c c·:mvic'!'lt "?Sr' è 1 ' -r1lb17on de riz cor le dosage d ee 

pentoses donne des rl 'Ultots troD élcv{~ 

:.a '7l(ti ~ ~" l. c = ::n_,?. c::o-t i11 pp J.ioabla ca.1: 1.a. chalE'it r 

p:rc-"'.-oq_u.c J.a. dicc:olt,:'.;io c1 <" 1' ~.:!lidon, co q_ui :!'Cncl 1:1 solut i on 

cirupcusc. 

,n:fin, 1a m~thodo OGUR 8: F.OSEN semble convenab l e à 

co •. di t i on dr: zoire 'les co :n.•c ctione quand J.e lù"~A NJ t; dosS ù. par­

tir d l ' a.b~orption UV. 

T,' o.v.teur a docé- J.<'!a l .• F..N d~ ,1u ~i0t'J'P- eroinec ù 1' a.i de 

nu nhosnhor<' - AH!i an utilioant i~ ""'"'.C'TQUr !O, 69 • 

• IHA:CLOVI!! al.. constc.tcnt comme l.eo ::i.ut:!'co 0 1102.•ch ,.,.uro , 

que 1a m th ode "'c imid t-Tho.n ·10.user don 1e doc résul. ta:tü di:t:rc ­

ronto eclon cii.1 1 ' on do,..e le.• :P ou lcF.· or1;osc:-. - o. rthode 

chnoiclE:r a. J • i lCO 1v~niont do nr V~<1Y r v c clic olution ,1,,. J. ' c.-
1i don ù ohe.ud. e. néthcde cur et Ofjer.. ...,o:el"ltc-t f"'Ct1.lc:nont m .. 

do,coec de l ' .<\Fr., dan 1e erain mO.rf ' ... ondit{on t 1c fni:.."O dcc 

oorroctiou0 1ora doc moouroc d ' aboo:rç~ion pour tc~ir compt e des 
impuretés protliquee. ( r .. ) 

J • Nt I G•• D. t..tOR·TOI doaor.t 1 ' AD!~ ar 1 1 i tor.:ntca·ini rc 

du d6coxyriboc;o ( 1~-thod<" do \'ebb Levy) ot l ' A.. par dif'fé -

r ne ~nt:-L'o lo 

'Jo.r doot)8e du 

9 , 4 • (.r·J ). 

A totaux et l ' An. L s AN ~otnu~ eont tro•v6s 

P , uo.chrmt que 1.o DUA oh contient 9,9.,, ~t l.e RNA 

LA~ U HITA {63 ) uti1is l a méthode Ogur L Ronon p our 

do or 1o R du ~ra.in do blo ou co.:.t:'c do 1 a 1nc.tu~~tion . 

üRD :l! F 'IL T (66) et :F ILI ~ ( <,7) • 

ont oal;i 1, A u cro.in d bl. ninci Q.UA <loc f.r:e.otiono ]):t"vt ~i­

qucn qv.'iJ.s ont i ol.tcm: t.ïl.buminoe, l.obulin~o, r;lia.ë.in n . cl.u-

tO.iu G t 1ut n . 
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Il· ont c-ot:s .. .;'l.tr. c ue ,. ' ,., ..... 1i.C'o.t io n d:i.ro-.:?to de 1o . 

m'thodo Oeur &. ~o~~n ~~or.~ it ~~e ~o1ubi1ie o tion d 'u~e ~~ r.tia 

do l t ~n;· à froid. "::lF ont rl..onc rnip"">ri ':lé cF.?tt e Tlr-::>-" et ont 

d1~rrnin6 les 2 t~es d ' Al; sur l' extrait peron1~ri~ue ob tenu 

après €-rpui,..;amo :r:it à ch::iud deo T>1<naxa ti'>n s en mil.ie ·· ) , 5 N. 

L ' AD T :a 6 t é d oe .§ r.e lo n 1a. ro6t 1,l'.)de de UI 'lC ~ r8 t '1lle 

("r, 9 r->J 1,... p«:t i; A_€,,:,ri i;C' n ar DURTON , 1es réau..1. te. t n éta,.,t ca1cu16s 

à ,-,a rtir d ' un~ co1.,r be éte.J.o ·a. d ' AùN de:! t:'ly-,Uc; nur:î.f'ié . 

L 1 1:.. • n • a pu être d 0 t<"'rmin~ n:pGci:f' i q'.lomcnt ?> co.uoe 

do 1 ' h1t0r:f0re'l'lc0 è.co ..,entooe.nos dans le do-:~,:' dea ;:,nnt":>aos. 

Les A' totnux ont 6t é dooé~ par spec t ro. UV ù 260 nm 

doa a-xtro.i tr. por c lùorlquoo O, 5 L,, les r6su1te.ts .:i;o.nt :r~!)p ~rléG 

à uno coürl )c éte.lon t.to.b1 io ;·. partii· d 'A R~, ...l~ lGvurc pu 1"ifti é 0 

Il P Pt ,otâ Cfll~ l ' :i.ntor.f'ér('•1ce des ')ro-';;éines so1u ­

l,il.io1<?s pa,."tie11ct1<'~t au cou:ro de l • ext:..·action L c•i-ia.ud, de ­

meure 1 i,.1i i;é.c et n ' o.:f.:for'!tc :r>a.s clo :Cn.çon oi~iricc..tiv~ l es rr.-

sul ta:'i;c. 

,A'f3Uû1ITA ( ,; ) c. c o.l cu1.é qu·? :1.r·~ b1o "lfl.r con-touait 

4G~ sd ' Alli pour !l!CO ...,r:d ... 1 • et quo le ;r ...,pport Ar-i.r/ -,rot€d. ,e lite.:i t 

de l. ' o:t:·cl:i:·o da I ,". 

MIH.A'.ILOVlC C.· ol . (62) Ront ·c:rouvé da.ne IOO g . da bJ.é 

de'"'; vc.l.ours de 6P à IO'i met d'AP.N. 

~on 1 ;'J.' ( 1r1) o. doo6 l. c phoc-:>hor.-. nuc l 11:iquf" dans l e 

e roin de 1:,16 , 1a f'nr i no, J.c elutcn t .1·t d~nn l.os i':;;."C.Otioil~ 

pl""?t(iquco. La UNA du r:!'.'a.in cmt i e:-:- a. t,té- f,vo.1.ué à ISO mg '! ,~F'. 
Le: l' - A.DlL, dont 1n vol"u:;: t'tc-.i-t cl,6tor::i i•160 'Oour J..r, premiè re :foie, 

ecr i; de 1°ordrC"> ,1" 2: J:i mg -f soit ~nv:l.ron IJ , .. , du P - rn,.o16i que 

:totrù.. 

na.ne l.eo :frnc ·cio110 protoiquoo i il a ~ t<G oo uto tô 

qUP J., P-nucJ t-·· q 1 () r r~-t:rouvai-'c an rend~ po.rtio du.ne 1ea 

J..obuJ.:f.n,-u• (c'I.; o.u~p.i d no le.:i !;J.uto1i toi" ). nn..nr 1.ea glob ul.i ca. 

1(2 p - nucl.{1 c:no :rcn:réocmte 70 - f A ., clu P toi;r-ù. (do n t 45 rl. d 'ABN 

e t '}O ~~ d •Al 1). Do.no l. oa g1 ut é1-inas, 1o F- nucL~iquo rcpr6eonto 

40 du P total. (don t ,r · pour l.o r-ARN et 7 , -pour l.e P-ADN. 
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III - EVALUATION QUANTI TATI VE"DES NUCLEOPROTEI NES : 

A l ' aide des mé t hodes d ' est i ma ti on des Al1, nous po u ­

vons conne,.it r e l e ta.ux d ' AN dans un tissu ou dans une prépa ra ­

tion de NP . Le r>rob l. ème es t enco r e d ' évaluer l a que.nti t é de pro ­

téines asso ci ées à ces AN. 

Le p robl ème semb l e s i mDl e à réso u d r e s i la NP peu t 

~tre s ci ndée parfaitement en AN et en proté i ne , car u n dosage 

d' .AN elft un dosage d 1 a.zo t e su:ff i sen t à déterminer l es quant it és 

des 2 c ons tit uants de 1a. NP . 

Par c on tre, s i des proté in es r és id ue 11 ee deme ur e nt 

li éea aux AJ,, 1 ' (ve.lua. ti on est p lu e d i ff icil e , à moins de doser 

l ' a~ote t ota.1 et d'en d6d ui re ].;azot e puriqu e et pyrim i d iq ue 

( connu d 'apr ès l e t aux d ' AN). 

De même , a i l a NP n ' es t pe s pe rfa.it ement pure, en 

particu li er, s 'il y a des proté in es contaminantes diff ièi1ea à 

disti nguer des proté ines nu cl é i ques , l ' éval ua ti on quant it at iv e 

semb l e mal e.i oée. 

Chez l es ti ssus végétaux, peu de travaux se s o n t i n ­

t6reseés à ces questions. On peu t c ependan t eiter ce lui de 

BELOZFF.SKI J & .ABELEV (5 0 ) qui a trouvé que l ' histone du germe 

de blé renfe::cmai t '.30 % du N tota.1. 

BON ER & co l l. ont trouvé qu'environ 80 % de l ' .ADN (r 47) 
de la chromatine d ' embry on de po is étai t lié sous forme de nu ­

cl éohistone t and is que 20 % n ' éta it pas oomplexé ryar une h i stone. 
W¼Jt; _ 

KOSlïI YAMA & NOBUYOSCm après :f:r·a.ct io nneme nt des .. pro-

t é i nes du soja sur Sophad.0x G-IOO ont tr ouv6 que l ' un des pi c s 

con t ene. i t 7 , I7 ,j, do RNA pa2· rapport aux Droté i neo et po uva.i t 

être ains i considéré ccm me une NP. (r 4s ). 

BOUhDLT ( 6~), [OURDLT & FEILLET (66) et FEILLET (67 ) 

ont 6va.1.u é à 9 , Q ~ le tsux d'A.J.i de.no l es glob ulines dG l a farine 

de b l é. Compte tonu de la :forte tenGur en acides aih i né d bo.o ique e 

d~e globulines, ces résultatR ont ouggéré & x auteuro quo cette 

fraction protéiquo reaGcmble.i~•t à une histone végfta.J.e . 

-----~-~-~-~~~--~~----~--~~-
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CaAPI TRE VII 

fü.;J.~ ,:'IG.NEt1E1'~S GE -l'ETIQUFS ET PdYSIOLOG·IQUES =-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-~-~-=-=-=-=-= 

D 'a ssec nombreux travaux on t 6tudié le rô l e des AN 

dans les p l an t es supérieures , en part ic ulier au poi ~t de vue 

de la syn t hèüe p~oté i q~o et dec phospho:cyle tions oxyda t iv as ou 

p:10-tosynthttiques . Ces travaux 09orten t l e p lu s s ouven t s ur des 

or go.nos en µl e i ne ect ivi tl mftabol iq ue mùi S négl i gen t l es or­

ganes de réoervc l esquE> l. s sont moi nP riches en compos6s m.::cl é­

i ques et d t où l ' extraction est pl ue diff icil e . 

I - DOd.l\.I!Œ DE LA "'.: JY. L . ., .... OQ-L, V •. G..c,TALi;; : -----~----------------------------
I) Période de m~turat io n du gra i n : 

D ' e.l)r-3s JE .. .' ·r:~r;.,· · MOT:TO:T ( I46) , on coneto.te a-orèe l e 

fécondation, une divis io n cell"\.\.laire intensP, corr GITT>ïndan t à 

une o.ugmcn tatio n ro.pido des quant it és d ' ADN e t d ' AR""? dans l e 

grain. Après I4 jours en viron, l r taux do d ivi s i on c ~ll.u l. e.ire 

baio 11e ( sau f dons l a. couehe d ' aleurone où des d ivj. e i ons c e l1u-

1 ci r ~~ se poureu iv en t 1 entomen t) c a r 1es quant it és a ' ADN res tent 

cor,stanten. 

Lf\c a. ~te ur F ont trouvé aue l a quant i t é t o tal.a d • AJm 

par grain augï.len ta.it d.anc l ' 0ndoetH:::1...-1e, j~.cqu ' au I9° J.gur. 
cette période corr~spond à une eyn t hèsé acti v e d~s nrotéines 

so::.uble de.no le pyrol'.)hor.pha.tc . Apr~r- i ~ I9° jour, il y a à J.a 

Poia bn i Gnc rolative des ARN Pt des prot0 in ee sol.ub1~dans l e 

pyronhosphato meîs nugm~ntetion rapide dcc pro t 6i nea so l.ub 1 eo 

de.na l'acido ac6tiq..,o . 

Il est oi gr.a.l{, auo l on :prot{dfü..,,,a f·ynth6t ipé(=l~1 dcvn i on t 

ê'tre • oar'téC\G r::. iàr:>""rint do3 GÎ toa de SY11thèoes et E'.cc-urnu.1.éc$ da.na 
des co op a.rti r.1c-nto ::rp6ciau:::: de l I cndo&"l)er:-ae . 

Les aynthèsef; qui ont li eu dc.nl3 l ' en<l<haperrn.e son t r e ­

:f'l6tées da.na les charigements du nombra de ôo1npoeés p r €ments, en 
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p a rt ic u li e r l es a ci d e s nu cl é i ques e t l ' ~cidc nhytique. I l ~a m­

bl e a u ss i qu e l es d ern i è r eP. syn t h sea ont pour but de oréc1 · une 

so ur ce po t ent i e l.le de groupementi:: phos'Phoriqueei en vue de la. 

germination . 

Jt:.ùqv. ' aux tn-vc..u:-c de EO~mo ,. rliORITA E;Ur la. g lut 6nine 

dC' riz ( r49 ) , les l"'rot{L".E."" der: craines 'te.iont r~gardées p rin­

ci pe.lement comm€ des pro t 6inec de réserve; donc 1 ~ 1a i t que les 

prottines des ~ra.in~~ con t ieihnent des A;.~ étuit nre&que i n oon ­

c ovab l o ( 63 ) . Ile donc ~tl nécessciic de revo i r les conc0~ t io n s 

anc i ennes au oujot doc ~onc t ions ùe ces prot~ i n~s. 

1) ' a:orè,,; MA'.r3USHITA ( 63) , le. fonction dea C0'1 )Oc6s 

n u cl<f i qu es du Grain est soit de nourvoii· aux beso i ns do la ge r­

nino.tion, soit d • 1tr,. l.cs con·•tit\.la.nts des p1.,ot6in•~"" actives 

qui jouent 1~ ~J.e 'i ' ezc11.tG d..., tr~sf'c:::t o.u cours <'los pro c P.ss us 

de ee'!rihi na ti on . 

L ' outour nonse que toutoc lea erai~aG contiPn~en t de s 

ocideo nuclfiq,,<'B tn"if'I c,ue 1n manauC' ,lr, con ais1-1ance qu ' on a 

v i ent des difficul t ~o do a~sa~e dnn~ c0s ti r ~u~. Il es t s i gna ­

l é que les céréales con t ien~ent peu d ' Al' dans lour~ ~raines o t 

qua , par con t re , l es 1 6gum i n~useo en cont i en~en t plus. 

C.ffDRFY ( r50 ) pc~oe que J.~s AT de r6Gerve sont d~~ 

réserves de nuol "otidor; -oour :ta croinoance de 1 a. plant ul e . Le s 

traveu..~ de l ' aut•ur ont montré un~ corrélation ontrr l~ ~étab o ­

li emo. nucléique et la. germine;tion de l e r.rn.ina • .,..,_'l "l")Q.rti cul i o r, 

on concta.t~ uno be.ia00 <lu tnu..~ de BMA dr.me le erra.in l"\t une b ai s eœ 

du RNA en comne.raison du DNA (baisec du rc.pnort Rl' ;./:JI.A ). 

Doo ~tudea ~l.ua pr6cisee v~t montre que 1a d6 o r o i s ­

sc.c.cc du pJ·A 'toit prlcéd~e d ' une cro i s•...xicc i'"ap i d~ p~ndan t 1 e a 

tous Jremicra jour::; è.o 1c. gorminat~o~ et que l ' activité de s 

mi tochondrioo ot do ccrte.iDs enzymeo é rol.ue.:i. t pa.:r.al.l.è1emon ·t nu 

fil A. 

HI AILOVIC (62) (r5r) ,:,enoe quG J.a quant i té d ' AN d a.na, 

l e gre.i.n de b1é d .c.;,cnd nt)lJ. oeu l eoent de 1e. ve.riété mai a au s s i 
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de s méthodes ag:x·onomiques ( f'crti1i rsa.nts N 9 P, ••. ) • Le taux d ' AN 

ne neu t donc 3tre spéc ifique d ' une vrriété de bl.é car il n ' est 

pa.s constant. 

BOURDET & iERARD (64) ont sug~éré quo l e taux DNA/ RNA 

renrésenta.it peut-être une valeur caractéristique de chaque 

variét é de blé. Ce ~rob1Pme est d ' une importe.nc0 théorique et 

pratique connid6ra.ble , en 'ùaz·ticul ier dano la production céréa ­

l.i èrê , la s6lection variéta.lP. et 1 ' i~dustrie d l a ~eU!'orie . 

Maie d I aprôo ru iAILOVIC & al., bien que l.o taux ADN/ ARN 

a.it des v.a.1.curs alla.nt de O,J6 à 2,90, il ne ~eut être spéci ­

fiql1e d ' une variété car 2 ou pl.uGie 1rs vari.~t6a ont deo taux 

ident i ques. L ' auteur a alors cher.ohé J.a. caus0 do l.r, non c;plci ­

fici té de ce ranport et e ~~nAé ~ue l ' or i z inc éte.it neut-êtr e 

la variation du IlNA pendan t la matu r ction a v~c l '~ )port de 

ferti l.isanto azotés 01.4 phoa:ohoréF. 

rout - ~tre ~st -il pormiG de nenocr quo si lce ca.rac ­

torcs variétaux ne sont pee en co:rréJ..etion t:1.'\rr.>c 1er· to.ux d ' AN, 

des résultats nont à attendre d ' un~ ftudo dea prot6ines a.sso ­

ciéos à cet:: AU. On DEl'Ut cspu:t·E":i quo l."s :fra.ction '"'.ements nar 

ol.~ctronhor~se ou chi~matogr~ >hie, doo hiotonco du grain do 

b1G a!) ,orteront des (l.é·m~nto nouveaux i:.. cette importante qU('st i on. 
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CONCLUSION =======-== 

Cett e é tude bibliographique nous a permis de prend r e 

co nn ai ssance avec certaine aspe ct du problème "nuc 1 6op roté i nea 0
• 

La. revue deE' métl1odea d ' ext r action e t d • étude des HP 

nous a don~é quelques idé~s po ur aborder 1.o travail de l abo ­

ratoire e t noue a auss i sign1 lé l es d i ~f icultés que nous ren ­

contrerons. 

Il ee t PP~a.J.~l qu e l e domo.ine véeéta.J.. eA t net te~en t 

p l.u s pau vre en techniques d ' étud.ee ot en réaul tata . C • est pour ­

quoi nouG avons dO. nou e intêros.Jer au domaine animal, afin 

d'accro1tre nos chances de résoudre l ec n ro b 1èm es que posen t 

l es .œ du g:r·ain de b l é . 

L'ensemble d0 cette étude n oue a euggérP. 1.~ plan de 

travail s uivant: 

I) Ex tractmon des NP auss i natives que posaiblei 

- travui 1 :iUr 1e grain de b l é ent i er , broyé . 

- oxtro.ction par deo soJ.utiono so.J. in on de oonoentra -

tio nq div, rso, .:;>our obtenir coit l o maximum ùc .NP, eoit une 

bonne sép aration des RNP e t DlfP. 

2) Identific~tion de ces NP graca eux m~tho tles a'évn i ue.­

tion dos AN. 

- trouver doo cond it ~ono optirn.J..os d ' ~~p lication 

d'une méthodo cl a.oniquo (oeur et Rooon vroiaarnbl.oblcment) 

- étudier le probl~..i-, du dosaac do l' ARN. 

1) Uéperor l.ee AH doo protuinee, à parti r das NP 

- o, a.~ror de con n aitra l.tJ taux d ' ]IJJ drne 1cc 1rr, 

- rcchP-rche deo prot6inoa rfaiduellea, déterm ina-

tion quanti to.:ti ve, e~t:ce.ction . 

- 6tude do ln. composition 011 ac id oa aminés des 

T.>rotwinoo basiqueo et rfaiduallos. 

- l)roblèr.tos d ' extraction acido ùirecto deL, 'liaton a 
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4) Et u d e des nro t é i neo ar-:,.,.oci ées & ·;:c .AN: 

f'ra ction nem cnt su r SC'\;hade x. 

- éln c tronhorèse . 

- r echerche ae ·cqrac t~r es suacen t ib 1 ee d e à if fé r en -

c i e r l e:::; bl és au no i n t de v u.o génG t 1qu f>, ou a.u uo i nt de vu e 

d ~ l eur utili sa tion t e chnol og i qu e u lt é r ieure . 

- 1 eche1 cher- do 1--ehee i r,r.ernen t s nouveaux o.u su j 0 t de 

l a. phyF. i o l oe i ""' du gra.i~: ~s. t u r a ti on , do r mancc- , ··e:rmi a tion~ 

empl oi de ferti li aa.nta . 
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