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SERVICE DE CHIMIE MACRO MO LECU LAI RE
Rapport de M™« A. DOBRY-DUCLAUX, Chef de Laboratoire.

oW
~ L'activite du laboratoire sest developpee dans deux directions en apparence
dif Ferentes :

|- — M. J. Duclaux et M™® Ch. Cohn ont poursuivi leur éude sur les
jrincipes de chimie colloidale.

L'étude des macromolecules est une forme mod erne de l'etude des col-
klides, qui est beaucoup plus ancienne ; les deux termes peuvent &tre consi-
“(eres comme synonymes.

(! Les colloides avaient attiré |'attention bien avant méme que le mot soit cree.
Nas leur étude n'est devenue une branche relativement indépendante de la
{Chimie que vers 1900. A ce moment, elle a suscité de grands espoirs. Les tissus
iles etres vivants etant formes pour la plus grande partie de substances a |'état
cdlloidal, il semblait qu'une connaissance approfondie de cet état devait éclair-
cir bien des problemes de biochimie.

Cet espoir a ete decu. A I'heure actuelle, marquee par le développement
exctraordinaire de nos connaissances en biologie, les fats les plus ééementaires
et les plus banaux, lies a l'etat colloidal, restent mexpliqués. Nous ne savons
pas pourquoi un oelf mis dans I'eau bouillante devient un oauf dur. Nous ne
sivons pas pourquoi le lait et le sang se coagulent ou ne se coagulent pas, ni
jjourquoi la membrane du rein retient le glucose et laisse passer I'urée. L'effi-
cacitc de la physicochimie colloidale, vis-avis de ces problemes de hiologie
¢lémentaire qui étaient son but principal, sest montrée derisoire.

S Ton recherche les raisons de cet insucces, on les trouve dans le fat que
les problémes ont éte abordes du mauvais coté et, d'une faBon generate, en
isubliant les faits chimiques. L'accent a &C mis sur les propriétés purement
jphysiques et on sest beaucoup servi de I'électrometre et du viscosimetre, ou
nleme de la thermodynamique, mais non de l'analyse et de la balance. Une
cjnfuson sest etablie entre les phenomenes colloidaux et les actions de sur-
fice, bien qu'il n'y at entre les premiers et les secondes que quelques rares
yJoints de contact; et cette assmiliation a ete infeconde. Notons qu'une reac-
ftion contre les theories purement physiques a ete tentee par le grand biologiste
Jacques Loeb ; mais il n'a pas ete suffisamment ecoute.

Sur cent travaux portant sur I'etat colloidal, il n'y en a pas un dont |'au-
teur se soit préoccupe de definir la nature chimique des produits qu'il a etu-
(des; I'etiquette a suffi. S tous l'avaent fait, ils seraient arrives a un resultat
itrés simple que Ton pourrait €noncer, en n\gligeant quelques nuances, en disant
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gu'il n'y arien de particulier en chimie colloidale. Tous les faits que Ton observe
sont des réactions ghimiques parfaitement normales, qui ne different des reac-
tions ordinaires que par des apparences faciles & prévoir.

L'habitude est prise de souligner les dissemblances entre la chimie des coI
loides et celle des substances ordinaires, alors qu'il est bien plus fructueux de
souligner leurs analogies, et d'établir une continuité parfaite entre les colloides
proprement dits, dont la plupart appartiennent au monde minéral, les macro-
molécules organiques et les molécules de petite taille. Toutes les divisions
actuellement admises sont artificielles, et doivent disparaitre.

Ce travail sera nécessairement long car il doit débuter par une sorte de net-
toyage progressf, aboutissant au regjet de conceptions mal fondées que |'habi-
tude a rendu en quelque sorte officielles et qu'il faut déruire I'une aprés |'autre.

M. J. Duclaux et M™® Ch. Cohn ont commencé ce travail en 1958 et donné
les premiers résultats dans deux mémoires de 1958 et 1959. Le troisigme a paru
en 1960. Dans ce dernier travail ils montrent, en particulier, que I'eau est un
élément constitutif des colloides minéraux, au sens de Werner, et que beau-
coup de leurs propriétés essentielles ne peuvent sexpliquer que par la présence
de cette eau de constitution, dont le rdle a toujours &té négligé. Elle y est en
général faiblement liée, mais son départ entraine des modifications irréversibles.
En cela ils se rapprochent de beaucoup de tissus vivants, dont la dessication
entraine la dénaturation.

II. — C'est dans le mé&me esprit, en Sorientant vers le cdté chimique de
la constitution, que M™° A. Dobry-Duclaux a poursuivi ses recherches sur
les macromolécules naturelles, en particulier les enzymes. L'activité de ces
protéines dépend en premier lieu des fonctions chimiques qui se trouvent dans
leur centre actif, au point ol la réaction catalytique a lieu, et de la distribu-
tion spatiale de ces fonctions. Or nous savons trés mal quelles sont les fonc-
tions chimiques caractéristiques du centre actif, d'autant plus qu'elles sont
différentes d'une enzyme k l'autre.

M™¢ A. Dobry a signal® dans le rapport précédent qu'elle a trouvé un nou-
veau réactif spécifique des groupes basiques (le sel de Roussin ou le nitroso-
sulfure de fer). Grace k ce réactif, il est devenu possible de rechercher les groupes
basiques dans le centre actif des enzymes. En salifiant les groupes aminés de
la protéine par ce reactif, on obtient une inhibition de I'activité enzymatique.
C'est en étudiant la cinétique de cette inhibition, qu'il est possible de recon-
naitre s les groupes basiques se trouvent dans le centre actif ou en dehors de
celui-ci. Simultanément, cette méthode permet de savoir quels sont les
substrats qui se fixent sur les groupes aminés des enzymes. Les résultats de
cette recherche, effectuée sur huit enzymes différentes, ont été décrits dans les
derniers rapports et sont parus au début de I'année 1960 dans les Biochimica
& Biophysica Ada.

Cette année, M™° A. Dobry a étudié sept autres enzymes : la lipase, la
tyrosinase, la (3-amylase, les aldehyde-, glytamo-, glycér-aldehyde-phosphate-
et formico déshydrogénases. Le résultat en est qu'aucune de ces enzymes ne
contient des groupes aminés dans son centre actif.

Le second sujet éudié par M™° A. Dobry se rapporte & la possibility de
déerminer la fonction chimique sur laquelle se fixe le substrat sans avoir recours
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aux enzymes ellesmémes. Elle a pensé gu'en se servant de substances modtles
et en étudiant la fixation de divers substrats sur ces substances, on pourrait en
deduire la fonction chimique sur laquelle se fixe le substrat. Comme substances
modéles elle a recours k des hauts-polyméres, portant chacun une des fonc-
tions caractérisiques des prot6ines. Mais il a fallu d'abord Sassurer que les
resultats obtenus par cette méthode directe de fixation sont en accord avec
ceux que donnent les enzymes ellesmémes par I'éude de leur inhibition. La
confrontation des résultats obtenus par ces deux méthodes a montré un accord
complet pour les 19 substrats étudiés, sauf dans un cas, Il le disaccord appa-
rent a pu fitre levE. |1 semble done que la méhode peut &re fort utile. Elle a
I'avantage d'etre trés simple. Mais il existe un obstacle k son emploi immé-
diat : €est le manque de hauts-polymeéres portant la plupart des fonctions
caractéristiques des protéines.

On sest done proposé de faire au laboratoire la synthése de certains poly-
meres manquants. L'année derniére, M. Bourdais a préparé un polymére ayant
comme chaines latérales des restes d'histidine. On a essayé la fixation de tous
les substrats, employés dans Pé&tude précédente, sur ce polymére. Aucun ne se
fixe sur lui aux pH 6-8 qui conviennent & la plupart des enzymes. On étudie
actudllement la synthése d'un polym&re qui doit contenir, en dehors des groupes
amines, des restes de phénol, correspondant & la tyrosine dans une protéine.

. M. J. Bourdais a consacré son activité & la synthése des substances orga-
niques dont la constitution laissait prévoir une activité biologique particuliére.
C'est ains qu'il efFectua la synthése d'un copolym”re doué de la proprié&té anti-
coagulante du sang. Comme Théparine, ce co-polymeére contient des groupes
sulfates, auxquels il doit son action. La synth&se et les propriéés de ce corps
sont décrits dans une note aux Comptes Rendus.

Le second travail effectué par M. Bourdais, en commun avec M. F. Meyer,
e rapporte & Tinhibition d'une enzyme, Tanhydrase carbonique. |l est connu
gue diver ses disulfonamides ont un pouvoir inhibiteur sur cette enzyme. M. Bour-
dais a voulu savoir si une relation quelconque existe entre les propriétés phy-
sico-chimiques de ces disulfonamides et leur pouvoir inhibiteur. Il a done
*ffectué la synthese de disulfonamides du type :

502!1}!2

%ec X, Y, Z = H, CHg3, Cl, F, NH,, COOH, CONH,, selon le cas, et il a
constaté qu'il existe une relation directe entre Tacidité du groupe SO,NHR
(0il R = H o, CH3) et le pouvoir inhibiteur de ces composés.
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|. — BIOGENDbSE DES PROT&INES SP&CIF1IQUES

Isohemagglutinines. — Le Rapport de Tan dernier fait etat des contrastes
entre les isohémagglutinines normalement présentes dans les sérums humains
et cdles qui sont provoquées expé&rimentalement ou fortuitement (S. Filitti-
Wurmser et Y. Jacquot-Armand). Une différence essentielle est que les pre-
mieres apparaissent comme constitutes par des molécules toutes semblables,
au moins en ce qui concerne les proprietes dont depend l'affinite pour I'agglu-
tinogéne. Cette homogeneite, parce qu'elle est exceptionnelle chez les anticorps,
? donné lieu k des discussions. Nous avons ete ains amenes a la mettre en evi-
dence d'une fabon particulierement probante. Pour cela nous avons introduit
Jensemble des donnees experimentales dans une relation qui exprime la loi
d’action de masse et qui a ete preconisee par Scatchard, parce qu'elle a Tavan-
~"ge de ne pas minimiser le domaine d'extrapolation (en pointille sur la
figurei).

. Soit r la fraction d'agglutinine combinée et (G) la concentration molaire
968(%)oup% agglutinogénes non combinés. On doit avoir pour toutes les valeurs
e .

éjme_er

' *Ppelant m le nombre (ici €gd h i) des groupes fonctionnels pouvant réagir
*Ar une méme molecule dagglutinine et K la constante intrinseque disso-

ciation.
. _ " figure i montre les resultats obtenus & 37° C pour I'association de trois
isohemagglutinines anti-B avec les groupes agglutinogénes B. Ces isohémag-
glutinines sont (3(00) des gerums O, MAM) des se&rums dindividus dont le
genotype et AAr et p(Ax O), l'isohemagglutinine hybride des individus hete-
rozygotes A. O.
']f' A VOncgue nanstout xe gqomaine qui a pu étre éudié expérimentalement
j anarita dor 12 glation de Scatchard est bien veifide. L'homogendite de
_isohernagglutinine est prouvée plus encore par le fait que les mesures ont
rte sur des serums provenant d'un grand nombre dindividus differents et
-.S3.sur des produits de fractionnement, congtitués tantbt par le résidu d'une
P emiere agolutination, tantbt par I'agglutinine duée a partir d'un agglutinat.
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FiG. 1.

L'intérét de cette homogénéity est illustré par un travail récent cité ici,
bien qu'il ait é&té effectué au Centre Départemental de Transfusion Sanguine.
Ch. Salmon (thése de la Faculté des Sciences) a appliqué notre méthode a
Fétude d'un phénotype Ax extrémement rare. Il a pu par ce moyen montrer
Thomogénéité de Tanticorps anti-B, non seulement dans un méme sé&rum
mais d'un sérum k Tautre, apportant ains une nouvelle preuve que la synthése
de I'anticorps naturel est en relation avec le génotype de I'individu.

11 — ETUDES SUR DES PROTEINES SP&CIFIQUES

1. Macroglobulines du serum. — Une source d'informations sur la biosyn-
th&se des protéines est constituée par les protéines anormales des tissus et du
plasma. Un travail de L. Hartmann et S. Filitti-Wurmser a dg§a permis une
classification des macroglobulines du sérum humain. Les macroglobulines cor*
respondant au pic M des diagrammes d'ultra-centrifugation sont différenciées
en deux constituants aov et @M par immunoélectrophor&se, raugmentation de
chacun d'eux 6tant imputée k des troubles pathologiques déterminés. L'étude
physico-chimique du constituant (3M 2 été entreprise, en particulier par des
mesures de viscosité et de spectrophotométrie en ultra-violet.

Un caract&re intéressant de la molécule, dont la forme est celle d'une sphére
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aplatie, est son hydratation considérable. Sa composition présente des varia-
tions en relation avec Torigine pathologique.

2. Deshydrogenases lactiques. — Poursuivant Petude comparative de la D-
% de la L-lacticodéshydrogehase de la levure anaérobie, A. Baudras, M. Iwat-
subo et F. Labeyrie donnent un argument nouveau pour penser que la flavine
specifique de cette enzyme est la flavine-adénine-dinucléotide (FAD).
. Ced résulte d'expériences sur Tinactivation progressve par la quinacrine
(ou atebrine). En présence de FAD I'enzyme perd peu d'activité. S FAD est
ajouté au méange enzyme-quinacrine apres une inactivation notable, celle-ci
cese d'évoluer. La flavine mononucléotide (FMN) et la riboflavine & la méme
concentration o-5 n»ont aucun effer Protecteur et FMN n'entre pas en com-
petition avec FAD.
_ Des expériences analogues ont &é faites avec la L-lacticodéshydrogénase.
Cette enzyme est inactivée, elle auss, par la quinacrine de fa?on progressive.
Mais FMN et FAD prot&dgent tous deux I'enzyme de maniére équivalente, et
4 Aconcentrations trés grandes, de l'ordre de io~° M.
. Aind FMN, qui d'aprés les dé&erminations analytiques est le groupe actif
de la L-lacticodéshydrogénase, n'a pas d'action protectrice spécifique. L'expli-
cation doit sans doute é&tre recherchée dans le mode de liaison a |'apoenzyme.

3- Mécanisme de Vaction de la trypsine. — J. Yon et G. Aubd-Sadron ont
Publie Tensemble de leur travail sur I'influence des variations du pH et de la
‘onstante didlectrique sur la cinétique d'hydrolyse de la p- lactoglobuline native
Pal AyWPwnei en ce qui concerne Teffet des variations de pH, les résultats
Ont e indiqués dans le Rapport de 1959. L'&ude de la réaction en fonction
de la congtante diélectriqgue montre qu'une variation de cette constante n'a
Pas s d'effet qu'une variation de pH sur la formation du complexe trypsine-
Aactoglobuline Ce qui confirme le rdle des forces de van der Waals dans Tas
sociation des deux protéines. Comme lors des variations de pH, la vitesse de
decomposition du complexe est fortement influencée par les variations de la
constante didlectrique. Mais dans ce dernier cas il apparait deux effets distincts.
Le plys important est attribu¢ & la présence du groupe a-aming; le second
resulte soit de groupes chargés plus &oignés du centre actif, soit d'une modi-
fication du substrat.

4- Dissociation de la lactoglobuline. — L‘etude de C. Georges et S. Gui-

nand sur la diffuson de la lumiére par la (3-lactoglobuline fournit des donn”es
Precises sur la dissociation réversible de cette protéine.
% Entre pH 55 et pH 6, le rapport 1/C de l'intensite de la lumiere diffuste
¢ la concentration de lactoglobuline est indépendant du pH, mais varie avec
A tempéerature. Entre pH 6 et pH 9,2, I/C varie avec le pH et la température.
Ses resultats sexpliquent par |'existence d'une coupure de la molécule, une
-roite 1j/C correspondant aux demi-molécules et 1,/C aux molécules entiéres.
U" peut admettre le schema suivant :

(0 (IIT)

2h *= Lg ZIb M L&
114 .
forme a ok foome b + H
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La valeur de la variation d'enthalpie pour I'&quilibre (1), AH® = 10 000 cal/
mole, montre que la dissociation réversble de la molécule de lactoglobuline,
de pH 55 k pH 6, exige vraisemblablement la rupture de deux liaisons 9 Ton
admet une valeur de 5000 calories pour I'enthalpie de rupture d'une liaison
llectrostatique ou d'une liaison hydrogéne.

Au ddk de pH 6 on condate la disparition progressve d'une de ces liai-
sons par ionisation d'un groupe chargé dont le pKgb et I'enthalpie correspondent
k cdui d'un groupe imidazole.

La seconde des liaisons qui interviennent dans I'équilibre (I) srait res
ponsable de I'équilibre (111). La variation d'enthalpie de ce dernier é&quilibre
entre 20° e 35° C correspond & une seule liaison dont la nature est encore
inconnue.

D'autre part, alors qu'on trouve une variation d'entropie de 10 unités jus-
qu& 35° dans I'equilibre (111), valeur normale pour une seule liaison rompue,
on a par contre dans I'&quilibre (1) une variation d'entropie de 11 unités au
lieu de 25, valeur k laguéle on aurait du sattendre &ant donné qu'il sagit de
la rupture de deux liaisons. 1 est vraisemblable que I'augmentation de désordre
provogquée par la coupure de la molécule est compensée dans une certaine
mesure par 1'organisation des molécules d'eau autour des groupes chargés qui,
par suite de la coupure, deviennent plus accessbles.

5. Dénaturation de Vhtemoglobine. — Les recherches de R. Banerjee sur la
dénaturation de I'hémoglobine par I'urée e la guanidine ont finalement é&abli
que Faction de ces deux agents porte sur la partie globine de la molécule.
L'action de la guanidine n'est pourtant pas identique a celle de I'urée puisgue,
contrairement k cette dernitre, ele saccompagne de la digparition d'une ioni-
sation (pK 6,5) de la méhémoglobine, et que la modification du potentie
d'oxydoré&duction observée et insensble aux variations de température,

Aing raction de divers agents dénaturants cependant apparentés peut pro-
voguer dans la molécule de la méme proténe des trandformations primaires
de caracttres différents

L es recherches sur la photosynthése (voir le Rapport de 1959) sont actuelle-
ment poursuivies par R. Delosme.

Une nouvele determination du potentied d'oxydoréduction du systéme
lactate pyruvate a &é effectuée par F. Labeyrie, L. Nadin, A. Curdd et
R. Wurmser. |l exidait en efe un disaccord entre les résultats de toutes les
mesures Hectromériques directes effectuées par divers auteurs e la valeur
calculée a partir d'autres gquilibres. La nouvelle determination E';, = —0,190 v
k pH 7 e 27° C caincide avec la valeur calculte. L'écart de 0,030 volt avec les
mesures anciennes a pour origine la stereogptcificité de I'enzyme qui n'avait
pas &é prise en consdération.
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Rapport de M. BERNARD PULLMAN, Chef de Service

|.— STRUCTURE SUB-MOLLtICULAIRE DES ACIDES NUCL&QUES.

. A. & B. Pullman ont poursuivi leurs recherches sur la structure dectro-
niques des bases puriques et pyrimidiques entrant dans la conditution des
acides nucléiques. Les calculs reatifs a la digribution des niveaux d'énergie
dectronique & des charges dectriques dans ces composés per mettent de dresser
une carte des susceptibilités réactionndles des acides nucléques vis-k-vis des
princpaux réactifs chimiques.

L'ensemble des résultats obtenus et schématisé sur les figuresi et 2,

_ La figure 1 indique ques sont, sdon le cas les atomes ou les groupes
datoma ou méme les bases entitres pour qui les différents indices énergé
tigues ou Bectroniques possbles prennent une valeur particulierement signi-
ficative (en fait, les indices sont soulignés par un trait plein pour les postions
Pour lesqudles leur valeur et la plus importante, & par un trait en pointillé
Pour des positions de deuxi&me importance).

. Lafigure 2 indique la nature et le siége des propri&tés chimiques et phy-
sco-chimiques correspondantes. Aing, par exemple, on remarque sur la figure 1
gue Pazote le plus basque des acides nudé&ques est Tazote N; de la guanine.
Corrdativement, on voit sur la figure 2 que cet azote est effectivement dans
ks acides nucddques le sége essentid de la protonisation, des alcoylations et
des chéations par des ions mé&alliques. De méme, on remarque sur la figure 1
gue les liaisons hydrogene de la paire guanine-cytosne apportent un plus
grand incrément d'énergie de résonance que les liaisons correspondantes de
la paire adénine-thymine. Corr8ativement, on congate sur la figure 2 que les
liaisons hydrogene de la paire adéninethymine sont plus fragiles que celles
de la paire guanine-cytosine (résultats de Doty et al sur la température de déna-
turation des acides nucléques). Il convient de souligner tout particuliérement
gue cette &ude a permis une interpréation tres dé&aillée des aspects struc-
turaux de Peffet des radiations sur les acides nucléques & auss qu'dle a mis
en évidence la gtabilite thermodynamique et réactionnelle particuliére du noyau
de Fadénine, dabilite qui n'est peut-étre pas sans reation avec le role parti-
culier de ce compose en biochimie.
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[I. - LE MfiCANISME ELECTRONIQUE DU FONCTIONNEMENT
DES COENZYMES.

Les recherches dans ce domaine, qui ont constitué un des aspects princi-
paux de I'activité de notre laboratoire pendant cette année, sont de deux sortes.

A. — EXTENSION AUX CYTOCHROMES DE NOS TRAVAUX PRECEDENTS
SUR LE MACANISME DE FONCTIONNEMENT DES COENZYMES
DE TRANSFERT D"“LECTRONS.

M''® Spanjaard, G. Berthier et B. Pullman ont effectué des calculs des
niveaux d'énergie dans les différents types de complexes fer-porphyrine et en
ont déduit que le mécanisme du transfert éectronique par des cytochromes
peut &re interpr&é comme celui des coenzymes d'oxydo-réduction, en fonc-
tion des énergies de la plus haute orbitale occupée et de la plus basse orbitale
libre des formes oxydées et réduites de ces substances. A la différence toute-
fois des coenzymes, Poxydo-réduction ne saccompagne dans les cytochromes
gue d'une faible variation de ces énergies. La forme réduite présente Pano-
malie de posséder une plus haute orbitale occupée antiliante, la forme oxydée
la particularity d'avoir 3 éectrons n sur deux orbitales dégénérées.

B. — fiTUDE DES ASPECTS £LECTRONIQUES DU MECANISME DE FONCTIONNEMENT
DES COENZYMES DE TRANSFERT DE GROUPES

Les quatre coenzymes principaux, Tacide folique, le phosphate du pyri-
doxal, le pyrophosphate de la thiamine et le CoA ont été &udiés en détail.

)
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Acide t&rahydrofalique.

Le mécanisme (faction des coenzymes de Vacide folique a &é étudié par
M''® A. M. Perault et B. Pullman. Cest |'acide té&rahydrofolique qui est le
coenzyme actif pour le transfert des unités monocarbonées. Ce transport com-
porte racceptation de ces unités par Ns du sguelette, leur transfert interne
en N, (éventuellement la formation d'un intermédiaire Ns — N;,) et le don
de ces unités par N, (ou par Tintermédiaire précité). Les auteurs ont montre
que |'acceptation par Ns est due a la réactivité particulierement élevée de cette
position du fait de sa grande valence libre et du faible taux de conjugaison de
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son doublet libre et que, en revanche, le don & partir de la position N, (ou
ne At Mediaire Ns — Njo) est le plus facile & effectuer, 4 cause de la bipo-
sivite élevée des liaisons & rompre. Chaque &tape du transfert est done régie
par des conditions électroniques particuligres qui en garantissent le rende-
ment é&evé.

N
l!a\ OH
rogt, —o0

Ty
Phosphate de pyridoxal.

Le mécanisme de fonctionnement du phosphate de pyridoxal a &é& examiné
par Miles A. M. Perault et C. Valdemoro et par B. Pullman. Tout en adop-
tant Phypothése que les réactions catalystes par ce coenzyme comportent une
suite de bases de Schiff intermédiates, les auteurs ont montré que la théorie
qualitative de Snell-Metzler-Braunstein, généralement admise, reposait sur une
idee erronée. Une étude trés détaillée de la quasi-totalité des réactions tres
difFerentes catalysées par ce coenzyme a montré qu'elles &aient toutes régies
par un mécanisme assez semblable. L'étape essentielle Sest avérée é&re la trans-
formatlon de la base de SchifF initiale en une base intermédiaire, par le départ
d un des atomes ou groupes d'atomes fixés sur le carbone a des acides aminés
des protéines, cette transformation saccompagnant toujours d'une forte sta-
bilisation par résonance de la base intermediaire. A titre d'exemple, cette trans-
formation est indiquee sur la figure 3 pour la labilisation du proton en a. Elle
saccompagne dans ce cas d'un gain d'énergie de résonance de Tordre de
*o Kecal/mole.

f — c-——cjo ﬂ—c—c/
1 N y N o
A
. N
FIG. 3.

L'eiude de la structure de la base intermédiaire permet alors de prévoir
Revolutlon future de la réaction et les résultats sont en parfait accord avec
1'exper|ence La base intermédiaire est caractérisée en Fe, en général, par
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des concentrations locales trés fortes des charges €lectriques, garantissant un
deVeoppement rapide de la réaction.

CH,
*
/.é - "uq
cr o P.0.H
ByC “ / X 2 3 2%y

Pyrophosphate de la thiamine.

Le mécanisme des réactions catalysdes par le pyrophosphate de la thiamine
a &té &tudié par MY® Spanjaard et B. Pullman. Les auteurs ont montré que le
centre actif du coenzyme est constitué probablement par le C, de son noyau
thiazolium et ont de nouveau examiné en détail les différentes phases de la
catalyse. Us ont &galement rendu compte du comportement d'un certain nombre
d*analogues de la thiamine.

Finalement, le mécanisme de fonctionnement du CoA a été 6tudié par
B. Pullman. Les calculs effectués pour les principaux types de composés inter-
venant dans les réactions catalysées par ce coenzyme ont rendu compte de la
nature « riche en énergie » de ces corps et ont permis une interprétation satis-
faisante de leurs réactions.

Outre Interpretation détaillée des réactions concernant ces différents coen-
zymes de transport des groupes, ces recherches ont permis de dégager certains
aspects communs, présidant visiblement k Tensemble des transformations enzy-
matiques. Ainsi on a pu congtater que dans chaque cas, pour chaque coenzyflie
Teément moteur essentiel de la réaction est la transformation du produit pri-
maire, résultant de interaction du coenzyme avec un substrat, en un produit
intermedidte dont les caractéristiques essentielles sont, d'une part, une grande
stabilité énergétique due k une forte énergie de résonance et, d'autre part, une
grande réactivité chimique, due a la présence d'accumulations de fortes charges
formelles, positives ou négatives, en éectrons iz et de grandes valences libres.
Par conséquent, ces intermédiates auront a la fois une grande tendance k se
former et en mfeme temps une grande tendance & continuer a réagir. (Faible
énergie d'activation pour leur formation mais également faible énergie d'acti-
vation pour leurs transformations consécutives). Ces facteurs doivent jouer un
role essentiel dans le mécanisme des réactions enzymatiques et leur mise dl
évidence permet de comprendre pourquoi la quas-totalité des coenzymes et
constitute par des systfemes conjugués. C'est uniquement avec de tels systémes
que ces phénomenes de stabilisation et d'activation simultanées et prononcées
des é&ats de trangtions peuvent, en effet, Stre obtenus.

HI. — RECHERCHES SUR LA STRUCTURE ET LE ROLE BIOCHMIQUE
DES POLYENES CONJUGUES (Retihertes, carotenoides, vitamines A).

M *€ Berthod et M™ Pullman ont effectue une étude, trés complexe car dfe
a nécessité Tutilisation de méthodes théoriques perfectionnées, ayant pour but
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de déterminer sil existait des différences de structure entre les différents iso-
meres du ré&infene capables de se combiner ou d'exister en combinaison avec
Topsine (neo b, iso-a, all-trans) et les isoméres inaptes a ces fonctions (iso-b,
neo-a, Néo-c). Les calculs ont permis la mise en &vidence de telles différences.
Les trois premiers isomfcres du r&inene ont une plus haute orbitale occupée
située |égé&rement plus haut et une plus basse orbitale libre située tegérement
plus bas que les trois autres isomferes Le potentiel d'ionisation du doublet
libre de Toxygfcne terminal doit également &re plus faible dans les isomferes
sassociant k Topsine. |l se peut que ces caractériiques éectroniques jouent
un role dans Pétablissement de la liaison entre le r&in&ie et Topsine, sans que
I'on puisse toutefois déerminer leur importance.

M™¢ Pullman a également établi que les caroténoi'des devraient &re de
tres bons donneurs d'éectrons, gue la structure éectronique du (J-carotfne
milite en faveur des théories qui postulent une attaque terminale sur la liai-
son 7-8 lors de la transformation de cette molécule en vitamine A dans Por-
ganisme, et a &abli des caractéristiques de structure des différents apo-caro-
tenals susceptibles d'exister comme intermédiates dans cette transformation.

IV. _ DIVERS.

Mme Pullman a é&tudié le probleme de Texistence de Tactivité cancérogéne
dans les hydrocarbures hydroaromatiques. Elle a montré que cette activité est
probablement liée k la déshydrogénation de ces composés in vivo en hydro-
carbures aromatiques correspondants et que le facteur essentiel responsable
de Paptitude des composés hydroaromatiques k subir cette transformation est
leur pouvoir donneur d'éectrons, mesuré par Ténergie de leur plus haute orbi-
tale moléculaire occupée.

A. e B. Pullman ont étendu au groupe des imidazo [4,5-d] pyridazines
leur théorie sur la relation entre la structure &ectronique et Tactivité antitu-
morale des antimétabolites des bases puriques en montrant que, dans ces com-
posés également, Texistence de Tactivité é&ait conditionnée par la présence de
I'azote le plus basique sur la position 1 et par le fait que la basicité de cet
azote &ait du mfeme ordre de grandeur que celle de Tazote correspondant de
I'adeénine.

Poursuivant nos recherches antéieures sur le mécanisme d'action des
enzymes d'hydrolyse, MY® Valdemoro et B. Pullman ont é&udié la structure
electronlque des inhibiteurs organophosphoriques des estérases. Us ont montré
gue la liaison hydrolysable de ces substances est, tout comme celle des substrats
habituels, bipositive et que le pouvoir inhibiteur des inhibiteurs appar entés
sterlquement évoluait parall&lement k la charge positive de leurs atomes de
phosphore.

A Un certain nombre de travaux de Chimie Theorlque pure ont &galement
ete effectués. Mentionnons surtout les recherches trés complétes dé M™© Ber-
thod sur la structure de Té&thylene, compte tenu de tous les éectrons (probleme
de Tinteraction GTC) et ceux de M™® Suard et G. Berthier sur les caractéris-
tiques électroniques du groupement carbonyle, qui ont servi comme point de
depart aux recherches, actuellement en cours, sur la structure &ectronique de
la liaison peptidique.



24 RAPPORTS DES TRAVAUX EFFECTUfe EN 1960

D'autre part M. Charbonniére, dont le laboratoire est rattaché au Service
de Biochimie Théorique, a poursuivi ses études sur le rble de I'eau dans Torga-
nisation des chaines macromoléculaires dans le grain d'amidon. Il a pu obten;jf
la caractérisation de plusieurs domaines d'hydratation remarquables de rami-
don et déerminer pour chacun d'eux Ténergie de la liaison eau-amidon. Il *
pu mettre en évidence, par diffraction des rayons X, I|'existence d'une impor-
tante différence de comportement des amidons de blé et de pomme de tere
vis-k-vis de I'eau et montrer que les groupements oxhydriles de Pamidon sont
responsables de Tabsorption diélectrique de la mie de pain fraiche déshydratéc.

Il a également abordé P&tude des moments dipolaires des purines et pyri-
midines d'intér& biochimique.
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Comme les années précédentes, mes collaborateurs travaillent essentielle-
ment sur le métabolisme des nucléoprotéides et ceux de M. le Professeur
Rosenberg, sur la biochimie cellulaire en particulier sur la biochimie de la cel-
lule cancéreuse.

|. — BIOCHIMIE DES NUCL&OPROT&IDES

Nous avons continué k étudier le métabolisme des nucléoprotéides et les
synthéses de protéines par les particules cellulaires. Cette année, ces recherches
ont porté surtout, sur le fractionnement des nucléoprotéides du cytoplasme
des cellules normales et néoplasiques, sur les relations nucléocytoplasmiques,
sur l'incor poration des acides aminés marqués dans les noyaux et dans les frag'
ments nucléaires, sur le rdble des histones et sur l'incorporation des acides
aminés dans les fragments de microsomes.

A. — M. Szafarz e¢ M™® Dugandzic ont fractionné & plusieurs pH les
liquides surnageants, non sédimentables & grande vitesse, provenant de cel-
lules hépathiques de rat normal et de cellules de I'gpith&lioma T 8 de Guérin.
Us ont constaté que la composition des diverses fractions et I'incorporation
de **P dans I'acide ribonudéique ne sont pas les mémes dans le foie et dans
Tépith&lioma. |1 semble que le liquide surnageant posséde des propriétés carac-
térisant les tissus & mitoses nombreuses.

B. — MM. Szafarz et Sripati ont montré qu'au cours de l'incubation de
noyaux de foie normal et d'épith&lioma T8, des particules nucléoprotéiques
sortent des noyaux et passent dans le milieu tamponné quand il ne contient
pas d'ions Mg“*, Na* ou K*. Mg+* a, en outre, la propri&té d'empécher les
particules de sortir des noyaux et les précipite, quand elles sont en suspension
dans les liquides cytoplasmiques. Une partie de ces particules. selimente &
grande vitesse, l'autre reste en suspension. Elles sont toutes tr&s riches en acide
désoxyribonucléique, moins riches en acide ribonudéique et les protéines né
contiennent pas les 20 acides aminés qu'on trouve généralement dans les pro-
téines.

Ayant, au préalable, montré que les noyaux isolés, ajoutfs au liquide suf”
nageant, inhibent la glycolyse, ils se proposent, maintenant, d'é&tudier I'action
des fragments nucléaires.
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C. — M'"®s Hirschbein et Rozencwajg ont cherché k déerminer le rdle
des histones du placenta humain par incorporation des acides aminés marqués
au *C, tout d'abord dans les noyaux entiers, puis dans les fragments nucléaires
obtenus par Paction des tensio-actifs. Elles ont observé que incorporation se
fait dans les noyaux sans Intervention de systtmes énergétiques extérieurs,
que Tion Na* est indispensable tandis que Pion K* est inhibiteur et que Pion
Mg++ empéche la sortie des particules au cours de Pincubation. Voulant pr6-
_ciser le role des histones dans ces incorporations, elles ont voulu les extraire
et les caractériser; mais elles n‘ont obtenu que des produits dialysables qui ne
sont done pas des protéines non basiques, ni des histones. D'ailleurs, Pé&ude
de incorporation dans les fragments nucléaires, obtenus selon la méhode de
M. Zalta, met en évidence le rtle inhibiteur de la polylysine et des protéines
basiques, comme les histones et les protamines. Enfin, elles ont montré que la
desoxyribonucléase inhibe incorporation dans les fragments les plus lourds
et que la ribonucléase, elle, stimule incorporation dans tous les fragments. Le
systeme mis en évidence dans ces fragments nucleaires est done tout & fait par-
ticulier et mérite une étude approfondie.

D. — M. Zalta continue & &udier la biosynthése des protéines par des frag-
nients de microsomes de foie de rat et Sest attach&, cette annee, i caractériser
fe systéme enzymatique qu'il a trouvé. Ce systtme differe essentiellement de
ceux trouvés jusqu'ici par le fait qu'il ne contient pas d'enzymes activant les
dcides aminés et que TARN soluble n'intervient pas dans les réactions. |l reste,
cependant, lié a des activités enzymatiques permettant les échanges entre les
nbonucléosdes triphosphates et diphosphates correspondants. Il n'est pas
mhibé par la ribonuclease, mais est inhibé par le chloramphénicol. L'incorpo-
ration est stimulée par Taddition des acides aminés et elle peut durer au moins
90 a 120 minutes, ce qui permet de croire que le systeme étudié par M. Zalta
Produit une synthese de protéines ou de polypeptides.

Le systéme trouvé par M. Zalta existe également dans les ribosomes du
pancréas, du poumon et des réticulocytes et nous avons vu que M''®S Hirsch-
bein et Rozencwajg le retrouvent dans les noyaux de placenta humain. C'est
done un systéme trés répandu dans les tissus ail il doit jouer un rdle impor-
tant dans la synthése des protéines.

M. Zalta a déterminé au microscope éectronique, la structure morpholo-
gique des fragments de microsomes et il a constaté qu'ils ont Taspect de grains
de Palade.

L'étude de leur composition a prouvé qu'ils sont trés riches en phospholi-
Pides et Ton sait, par ailleurs, que les phospholipides sont susceptibles de jouer
Yn role dans la synthése des protéines.

M. Zalta a done apporté une contribution importante k I'&ude de la bio-
8yntise des protéines.

E _ les synthtses protéiques sont également étudiées par M. Sutra;
"Jals d'un tout autre point de vue. M. Sutra étudie Taction inhibitrice de la
‘hlorpromazine sur les cultures d'E. coli et détermine la concentration optima
o fe* variations des teneurs en ADN et ARN. Les dosages, par la méthode
<I“il a mise au point Pannte derniere, montrent de fortés diminutions en ADN,
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alors que le taux d'ARN reste constant. Us confirment ains les résultats de
MM. Rosenberg, Szafarz et Wyssmann qui ont montré, sur la cellule cancé
reuse, que la chlorpromazine inhibe la multiplication cellulaire sans inhiber la
synthése des protéines. Les résultats de M. Sutra, qui se rapprochent de ceux
que S. S. Cohen obtient en croissance déséquilibrée, montrent le rdle qu'on
peut attribuer a I'ADN dans la synthése de TARN et dans celle des protéines.

II. — BIOCHIMIE CELLULAIRE

A.-M. Rosenberg et M™° Emanoll étudient la transformation des cellules
hépatiques normales en cellules néoplasiques par dosage des composes flavi-
niques dans les cellules en voie de cancérisation et dans les cellules cancéreuses.
Us étudient ces phénom£nes dans des foies de rats normaux ou de rats nourris
au paradiméthylaminoazobenzéne (jaune de beurre). Us ont observé que le taux
des flavines est plus faible dans les cellules néoplasiques que dans les cellules
normales et que les cellules des régions voisines des nodules cancéreux ont un
taux de flavines normal. La diminution du taux de flavines est done caractéris-
tique de la cellule cancéreuse. Us ont ensuite &tudié la répartition des flavines
dans les fractions cellulaires obtenues par centrifugation différentielle. Us ont
montré que le taux des flavines baisse surtout dans les microsomes, dans les
débris cellulaires et dans les noyaux, alors qu'il diminue beaucoup moins dans
les mitochondries et dans la fraction soluble. Enfin, ils ont éudi€ I'effet de 1*
cancérisation sur la répartition des différents composés flaviniques connus. 1k
ont montré que le taux de riboflavine libre qui est normalement trés bas, change
peu, tandis que celui des mono- et dinucléotides est le plus touché. Ils ont
prouvé, en outre, qu'un nouveau composé flavinique inconnu apparait surtout
dans les mitochondries et ils ont pu ldentifier par ses propriétés chromato*
graphiques. La cancé&risation affecte d'une fa?on différente, non seulement les
diverses fractions cellulaires, mais les divers nucleotides flaviniques.

On peut rapprocher ces résultats des propriétés enzymatiques des parti'*
cules. On sait que les microsomes normaux sont le siegge de phénoménes de
détoxication dans lesquels interviennent des enzymes flaviniques et qu'ils con*
tiennent des hydroxylases. Or, les flavines diminuent dans les microsomes &"
cours de la cancérisation pendant laquelle la détoxication diminue aussi. A"
contraire, la fraction soluble qui contient les enzymes glycolitiques perd ree'
tivement peu de flavines. Or, depuis Warburg, on sait que Taugmentation de 1*
glycolyse est une propriéé essentielle et caractéristique de la cellule cancéreuse*
Enfin, les mitochondries qui sont moins nombreuses que dans les cellules not"
males, gardent leur activité respiratoire normale (meme consommation d'oxyg‘en.e
et memes rapports de phosphorylations oxydatives). On peut expliquer ce ft™*
en supposant que certaines enzymes flaviniques cataboliques, en dehors de da
chaine respiratoire, sont préferentiellement touchees. Dans les fractions oix *
font les reactions productrices d'energie, les enzymes flaviniques sont, au con"
traire, le moins touchees. Ces perturbations enzymatiques sont, probablement*
un des aspects des modifications apportees par la cancerisation.
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B. — ASPECTS BIOCHIMIQUES DES ACTIONS CONJUGUEES
DE L'IRRADIATION ET DU JAUNE DE BEURRE SUR LE FOIE DE RAT.

M. Rosenberg a montré, avec M. Lacassagne e¢ M™° Hurst, que les
rayons X, administrés localement sur le foie, retardent la marche du processus
de cancérisation provoqué par Padminigtration continue de jaune de beurre.
Pour expliquer cette action, des recherches ont &é entreprises dans plusieurs
directions :

Avec M. Lacassagne e¢ M™° Emanoll, M. Rosenberg a montré que le pro-
cessus de détoxication est plus actif du coté du foie irradié, apres irradiations
partielles et alimentation au jaune de beurre.

Avec M™Me Fourcade, M. Rosenberg &tudie comparativement les quotients
respiratoire et glycolytique, ains que Pactivité catalasque des coupes de foie
de rats normaux, ou nourris au jaune de beurre, et dont le foie a été partiellement
!rradle Enfin, avec M''® Ruet, M. Rosenberg étudie, dans les mémes conditions,
le métabolisme des acides ribo- et désoxyribonucléques.

C. — INFLUENCE DE L'HYDROCORTISONE, in Vitro :

., Avec M™*s Dugandzic et Emanoil, M. Rosenberg a continué Péude de
| ‘effet de Phydrocortisone sur la glycolyse aérobie et la respiration de la cel-
lule ascitique entiére ains que sur le broyat ascitique. Lorsque le substrat est
¢ glucose-6-phosphate, Phormone steroide exalte la glycolyse aérobie. En pré-
sence d'autres substrats de la chaine glycolytique (fructose-6-phosphate, fruc-
tose- 1-6-diphosphate, 3-phosphoglyctrate, pyruvate), Phormone a une action
mhibitrice. Avec le broyat et en présence de Phormone et quel que soit le
substrat, la glycolyse est inhibée.
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[. _ SYNTHESE ENZYMATIQUE DES RIBOPOLYNUCL&OTIDES

Nous avons poursuivi nos recherches sur les mécanismes de synthése des
acides ribonucl& ques en nous attachant plus particulierement k &ucider le role
gue peut y jouer in vivo la polynucléotide phosphorylase. Nous avons égale-
ment continué Té&ude in vitro du mécanisme d'action de cette enzyme, étude
gui nous a conduits a des recherches sur la phosphorolyse de TARN soluble
(ARN isolé du cytoplasme); nous avons pu ainsi obtenir des renseignements
sur la structure macromoléculaire et sur les propriétés de cet ARN.

Enfin nous avons isolé des enzymes responsables de la synthése des ribo-
polynucléotides & partir d'autres microorganismes que ceux &tudiés jusqu'fc
présent. Certaines des propriétés de ces enzymes se sont révélées ttre diffé
rentes de celles des systtmes décrits jusqu'ici.

A. — ROLE DE LA POLYNUCLEOTIDE PHOSPHORYLASE in Vivo.

Bien que de nombreuses é&tudes aient &té effectuées sur la polynucléotide
phosphorylase, le rdle physiologique de cette enzyme demeure obscur. litant
donné que la séquence des nucléotides des polymfcres synthétisés in vitro ne
présente pas de caractére de spécificité, il est probable que s Tenzyme joue
un rble dans la synthtse de TARN in vivo, €est que d'autres enzymes ou fac-
teurs interviennent dans la formation de séquences spécifiques.

Afin d'étudier le rdle de la polynucléotide phosphorylase in vivog nous avons
cherché, en collaboration avec M. Levin, un systéme auss proche que possible de
la cellule vivante. Les suspensions de cellules intactes de E. coli ne peuvent
pas ttre utilistes pour un test de la polynucléotide phosphorylase du fait qu'elles
sont imperméables aux diphosphates, mais nous avons trouvé que s les cellules
sont exposées au toluéne, dies deviennent perméables aux nucléotides.

Nous nous sommes tout d'abord assurés que les activités mesurées & Taide
de telles cellules sont bien le fait de la polynucléotide phosphorylase. Des
études portant sur la spécificité, le besoin en cofacteurs, les inhibiteurs, ains
que les proprié&tés du polymére formé montrent qu'il en est bien ainsi. Cette
méthode a été appliquée a Tétude de Tactivité de la polynucléotide phospho-
rylase des cellules d'E. coli requérant le tryptophane (trypt-) et traitées par 1°
chloramphenicol. Gros (Exp. Cell Research, 14, 104, 1958) et plusieurs autres
chercheurs ont démontré que, lorsque la synthese prottique est bloquée par 1°
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chloramphenicol, la synthése de TARN par des mutants d\E. coli requérant
des amino-acides, ne peut se faire que s les amino-acides requis sont ajoutés
au milieu de culture. L'utilisation du mutant (trypt-) rév8la qu'en absence de
synthése protéique, la présence du tryptophane provoquait une augmentation
G a3 fois) de Tactivité spécifique de la polynucléotide phosphorylase ains
que de la quantité d'ARN synthétisé, les deux accroissements é&tant fonction
de la concentration en tryptophane. Le tryptophane, par contre, n‘'a aucun
gffet sur Tactivité d'autres enzymes. Le tryptophane peut étre remplacé par le
pL-5-methyltryptophane. D'autres amino-acides augmentent également — mais
a un degré moindre — Pactivité spécifique de la polynucléotide phosphorylase,
Mais sans toutefois permettre la syntheése de TARN. Nous étudions actuellement,
®n collaboration avec M. Thang et M''® Réveillon, le mécanisme de cette action
des amino-acides sur Pactivité spécifique de la polynucléotide phosphorylase.

B. — MECANISME D'ACTION.

Des études ont été entreprises sur la cin&tique, la spécificité, les cofacteurs
et les amorceurs de la polynucléotide phosphorylase hautement purifiée & par-
to de sources différentes.

a) Cinetique — On savait que lesions Mg*" ont un rdle activateur pour la
Polymerlsatlon de PADP. Nous avons montré (en collaboration avec M. J. Mas-
soulie et MY Yon) que le Mg et PADP en excds sont tous deux inhibiteurs
de la vitesse de polymérisation de TADP. La vitesse maximum de la réaction

8 P'oduit quand le rapport AP— = 3. Des difféerents mécanismes qui peuvent

etre enwsagés pour expllquer cette double action de I'ADP et du Mg, deux
ATt gté Eiminés : celui qui correspond ‘a une fixation totalement independante
de I'ADP et de Mg sur I'enzyme, et celui qui fait intervenir seulement la fixa-
ten g'un complexe ADP-Mg.
®) Spetificite,. — La polynucléotide phosphorylase est spécifique pour les
"cleotides diphosphates mais par contre manque de spécificité en ce qui con-
‘erne |, base du nucleéotide (adeénine, uracile, guanine, cytosine, hypoxanthine,
%mine). En collaboration avec M. J. Dondon et M. Michelson, invité par
' '"sxjitut de Biologie, nous avons testé les dérivés diphosphates de divers ana-
gu&e des bases, ce qui nous a donné des renseignements non seulement en
€e "' concerne le mecanisme d'action de Tenzyme mais quant & son role phy-
siglogique : Faction des analogues sur Tactivité de la polynucléotide phospho-
"ase in vitro est parallele a leur action sur la synthése in vivo des acides ribo-
clelques

9 Amorceurs. — L'action des polyribonucléotides comme amorceurs dans

2 synthése des poly A et AGUC (ac. polyadenylique et polymere contenant
* 4 bases adénine, guanine, uracile et cytosine) a été recherchée avec des pre
parations de polynucleotide phosphorylase hautement purifiées dont la teneur
" 2. nucléique contaminant est tres faible. Ces préparations purifiées exigent
N anyceur pour synthetiser les polymeres. Le mode d'action des polynu-
ce?“des comme amorceurs de la polymerisation n'eétait pas clair; en parti-
“Wer a question qui se posait etait de savoir si les polynucléotides ajoutes
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servent de point de départ pour la formation de nouvelles chaines, en fixant
des unités de mononucléotides. 11 a &é& montré que ce n'est pas le cas, en
utilisant des amorceurs radioactifs (coll. avec M. Monier) et en comparant les
poids moléculaires des polynucléotides en présence ou absence d'amorceur.
Ce dernier travail a &é effectué en collaboration avec M'® Guinand et
M™® Wurmser au Centre d'ultracentrifugation du C. N. R. S.

d) Phosphorolyse de I'ARN soluble. — 11 a &é& démontré (M. Grunberg-
Manago, J. MoL Biol. 1, 240, 1959, et Singer et Coll., Biochim. Biophys. Ada,
38, 568, 1960) que la polynucléotide phosphorylase peut phosphorolyser com-
pletement diverses préparations d'ARN — k Fexception de TARN soluble
(S-ARN) isolé des tissus animaux. La phosphorolyse du S-ARN sarréte lorsque
environ 20 % seulement de TARN ont été dégradés. |l &ait intéressant, d'une
part de v&ifier que les SSARN provenant d'autres sources se comportaient de
la méme fa$on, et, d'autre part, de définir la nature des fractions sensibles et
résistantes a la phosphorolyse.

Avec MM. R. Monier et J. Dondon, nous avons étudié la phosphorolyse
de diverses fractions qui avaient éé purifiées k partir de SSARN de levure par
chromatographie sur DEAE-cellulose. Alors que TARN isolé des ribosomes
de levure est presque complétement phosphorolyseé 70 k 80 % des ARN qui
peuvent servir d'accepteur des amino-acides sont reésistants k la phosphorolyse.
La fraction du S-ARN qui résiste & la phosphorolyse conserve son .activité en
tant qu'accepteur de tyrosine et de phénylalanine et perd 50 % de son activité
en tant qu'accepteur de valine. La meéthode utiliste permet ains de mettre en
évidence une difference entre les ARN acceptant les differents amino-acides.
D'autre part les études sur le comportement k la température, aux pH alcalins
et vis-k-vis de la polynucleotide phosphorylase des ARN solubles, suggerent
que leur resistance k la phosphorolyse est due a leur configuration moleculaire.
Us se presenters sous forme de complexes dont les chaines sont reliees par des
liens hydrogene particulierement resistants.

C. — ISOLEMENT A PARTIR DE DIFF*RENTES SOURCES D'ENZYMES RESPONSABLES
DE LA SYNTHESE DES RIBOPOLYNUCLOTAIDES,

Au cours de travaux concernant le rdle physiologique des polyphosphates
d' Eub. sarcosinogenwn, M. Szulmajster a &te amené k &tudier, en collaboration
avec M. T. Tildon (Boursier Fullbright), la polynucléotide-phosphorylase,
isolée pour la premitre fois d'une bactérie anaérobie stricte. Les propriétés
de cette enzyme, partiellement purifiée, ains que la formation de différents
polyméres ont été éudiées. D'apres le comportement de Penzyme au cours de
la purification et d'aprés revolution de Tactivite¢ enzymatique, mesuree par 1*
« reaction d'tchange » et par Tincorporation du C**-ADP dans les polyméres,
il semble que ces deux activités soient dues a des enzymes différentes. La sépa-
ration compléte de ces deux activités est en cours.

D'autres enzymes responsables de la synthese des ribopolynucléotides ont
été isolées par M. Dolin et M™® T. Stadtman de deux bactéries anaérobies et
partiellement purifiées. Les propriétés de ces enzymes (spécificite, affinité pouf
les substrats et relation entre les reactions d'échange et de polymérisation) ont
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it°e POmparess avec celles des polynucléotides phosphorylases d'Azotobacter
ineiandu et d'£. colt. En particulier, M. Dolin en collaboration avec M Y¢ Godi-
Riaux a montre gue, dans le cas de I'enzyme purifiee a partir de Cl perfringens,
Ce,?q.qu\iSai-‘on CXige.Ia Pr,\sence diun a(_:tivateur qui Peut &r.e rempl,ace'par_
né[:'aln.& proteines basiques. Il se pourrait aing qu'une protéine basique soit
cSsaire 4 activité de la polynucléotide phosphorylase de CL perfringens.
de.l Ii Tavlitzki a poursuivi Pétude des systdmes enzymatiques qui, extraits
. 3 levure, catalysent I'incorporation des nucléotides dans les acides nucléiques.
_usemble gu'il sagisse ici de systtmes différents de ceux dont il vient d'etre
4%egtion. Leur isolement et leur purification sont actuellement en cours.

[l. — M&TABOLISME M1CROBIEN

T~ RECHERCHES SUR LE DATERMINISME BIOCHIMIQUE DE LA SPOROG”NISE.

tit é‘F’S“"”“"J.Ster & entrepris en collaboration avec M. P. Schaeffer, de I'Ins-
de s "®'eur k Paris, des recherches sur le contrdle génétique et biochimique
A “a sporulation. Une telle étude est rendue possible chez B. subtilis par Tiso-
blmgwh ede mutants asporogenes (Sp~) (spon_tanes ou induits) e par la pqssi-
> U redtaurer chez ces mutants la capacité de sporuler par transformation,

esf-;e\-dire sous Faction de Tacide desoxyribonucléique de la souche sauvage.

. Manalyse biochimique effectuee comparativement sur des extraits acellu-

Ires . R .
todES frovenant de souches sporogenes (Sp”) et asporogenes a revele que

ruly®  °°““"°s Sp* de B. subtilis analysees developpent au cours de leur spo-
Un He" -U" systame DpNH-oxydasique particulaire, dont Tactivite specifique,
sy M ASYTE avant Tapparition des spores thermoresistantes, est io a 30 fois

acP 7" "'e a celle observee pendant la croissance. Chez les mutants Sp~, cette
1 'V'** * maintient pendant la meme periode au niveau exisant au cours de

2" croissance.

r rr

2. — DEGRADATION ANA"ROBIE DE LA CRAATININE.

. D H r . oL ’
tini alls , Cadre de ses recherclies sur la degradatlon anaerdbie de Ia'crea-
(e > StNaajster a éudié le mécanisme enzymatique par lequel Tenergie
tini %7€ * |a croissance o' Eub. sarcosinogenum est formee k partir de la crea-
de A 3¢"Va"' comme source d'azote. |1 a pu démontrer que la degradation
“a creatinine par des extraits acdlulaires est associée a la formation d'ATP
4 pd
etdFpF d>ADP e de corhamylphosphate. Ce dernier compose” comme il a
cré ~€21011n antérieurement, est un intermeédiate dans la dégradation de la
Atinine i
L par CES bactéries.
Mme, 3¢mble de ce travail a ét¢ eFedué avec Tasistance technique de

* M. Wyssman et L. Dondon.

3. — IvkTABOLISME DE Acetobacter xylinum.

™
mggrsuivant Té&ude comparative du metabolisme de Ac. xylinum aprés crois-

SUr Snhcose ou fructose comme source de carbone, M. Prieur a pu mon-
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trer que le comportement respiratoire et oxydatif des cellules intactes ains
gue des extraits cellulaires é&tait différent.

Les bactéries intactes non proliferates ayant crii sur glucose (« bactéries
glucose ») respirent le glucose avec une vitesse dont la valeur n'atteint que les
2/3 de celle des bactéries ayant crd sur fructose (« bactéries fructose »). Vis-i-
vis du fructose, le phénomeéne est encore plus accentué, la vitesse d'oxydation
des « bactéries glucose » n'ttant dans ce cas que la moitié de celle des « bac-
téries fructose » apres une heure de respiration et le tiers aprés deux heures. La
mesure du dégagement de gaz carbonique donne lieu k des constatations iden-
tiques.

En opérant avec des extraits cellulaires dialysés, on constate une absorption
d'oxygéne en présence de glucose avec les deux sortes d'extraits bactériens,
mais le fructose n'est oxydé directement par aucun d'eux. En étudiant alors
Tinfluence des coenzymes nucléotidiques sur |'oxydation de ces deux sucres,
il Sest révélé que I'addition d'ATP (adénosine triphosphate) et de TPN et
DPN (tri et diphosphopyridine nucléotide) débloque I|'oxydation du fructose
par les deux extraits; par contre, s ces coenzymes exaltent auss |'oxydation
du glucose par 1' « extrait fructose », leur presence diminue la vitesse d'oxy-
dation de ce sucre par « |'extrait glucose ». Ce dernier phénomene qui rappek
I'effet Crabtree (inverse de I|'effet Pasteur) a retenu I'attention de M. Prieur
qui en poursuit actuellement I'étude. Il savére que les « bactéries fructose »
ne possédent pas de phosphofructokinase, ce qui leur interdit la voie de dégra-
dation de Embden-M eyer hoff; de telles bactéries semblent par contre posséder
toutes les enzymes du cycle des pentoses. Quant aux « bactéries glucose », elles
doivent pouvoir dégrader le glucose par les deux voies.

4. — M&TABOLISME DU PYRUVATE.

M ™€ Delavier-Klutchko a poursuivi Té&ude de la réaction clastique du
pyruvate par Clostridium saccharobutyricum :

CH3COCOOH + P,OH3z; — CH3COOPO3zH; + Hy; + COy

Elle sest particuligrement attachée cette année & Té&ude de la réaction
d'échange entre le *CO, et le pyruvate qui constitue un test de la réversibility
de cette réaction. Un tel échange est rapidement réalisé par les extraits cellu-
laires de C. saccharobutyricum; il n'est stimulé ni par « FCL », facteur ptéri*
dique qu'elle a isolé de I'extrait bactérien lui-méme (voir rapport de I'année
1959), ni par l'acide N, formyltétrahydrofolique, qui présente un certain
nombre d'analogies avec « FCL ». Ces corps n'interviennent done pas dans cette
réaction d'échange, alors qu'ils stimulent la réaction de scisson du pyruvate
(rapport de 1959).

Mme Delavier-Klutchko a mis en évidence l'intervention de la biotine
dans cette réaction d'échange. En effet, I'incorporation du **CO, dans le pyr/*
vate est en grande partie inhibée par addition au milieu d'expérience d'avi-
dine, protéine qui complexe spécifiguement la biotine : 76 % d'inhibition son*
obtenus avec 2 unités d'avidine par mg d'extrait brut et par ml. Cette inhibi-
tion est toutefois prévenue s Ton incube préalablement I'avidine avec la biotinc-
Sans doute se forme-t-il dans cette réaction un complexe « enzyme-biotinc-
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CO, , adaye a odui *dexit’ remmat pr 1*°"* 7+ TS d'e
du pmdhyladoy-CoA en > « * M A~ A A A A NG A
Myoobadterium. 11 samble dane prabeble que Ja bicting ~ * °* 5'J *££
sfactions de carboxylation et décarboxylation, intervene egalement dans la
dégradation clagtique du pyruvate.

Hl. - MITABOLISME DES T1SSUS ANJMAUX

i. - ACTION HYPOGLYCEMIANTE DES GUANIDES

. . - ; ; iculier, provoquent
5 (giér N M' * } £ !'1:*-%‘-“:111&8 ertﬂ[:‘a!tlm ijon du transfert
o R e e Eéiye@é%sa e

_ nie qui reflete ungravaux sur la synthaline
du glucose vers les tissus. A la suite de nombreux iyn POUVAIL Buppuaws v

eca-methyléne-diamine) €t UNC PUSHTLyi-wagrem-——" : i
1'm£altationyde 1a glycoly,se anaérobie (due & la suppression ::r o‘;:f?“;? ;;:Ei
du cycle tricarboxylique) et I'augmentation de la gly?ohsﬁénoméne PUne étude
Plage de la phosphorylation oxydative) expliqueraient 5 P ises en présence de
faite par M. F. Meyer sur Paction de diverses guamd’es IE“ - _:E,.. - aucune
mitochondries de fole et d'enzymes isol6es, montre_qt',ll n -.W £ métabo-
relation n'existe entre le pouvoir hypoglycémiant et la wp F 2" €%

el
s ey, Au-contf2ive; URe eifethyl-biguaide de faible toxiate M2
hypaglycemiante, accdlere & certaines concentrations Ja resplra_tlog oglycémiant

Il existe par contre une relation précise entre ie PD“Lwd‘._z’gigjoxydm_
ded biguanides e le fait qu'dles inhibent la mong ft An NH,C(NH)
M. Meyer a demontre que les biguanides » ~ Ao @ tpe et “ue leur
NH(CH,), NHC(NH)NH, sont toutes inhibitrices

de cesen . Clite ro-
Pouvoir inhibiteur est proportionnd a leur pouvoir n P°'gly°%m P

. oIS % et Pactivité de certaines
P(i'&g |31F 88H{g8 HRA F8|8 %{aﬂg W W“'-aﬁ% ?ur t c*rotoning, histamine)
amines de nature harmonde (adrenaine® " 'f" ~ y A 5 £/ si Linhibition
et dont on connatt Influence sur le metabglisme: du”gl tbr certain ¢ "
de la desamination oxydative pourrait avoirspour effet “£* anides ~euven:
A Mmoo 1o 1 N
ryesiflf S ED renforcant leTe de l'adrenahner les gu-"" . peoffet
determiner W9l ¥fi9880ahER LerAtiskfy e W@%ﬁﬁﬂﬁgﬁg‘fq&eum adi-
wtte hormone sur 'augmentation de 1'oxydation . 9" J.A © I'.,ubsation du
Peux. Ains pourrait sexpUquer Faction des biguanides sur lut
glucose.
2. - INHIBITION DE L'ANHYDRASE CARBONIQUE.
" )4 M '_

K 4 iif T2 ivirvpr a‘etudie les conditions du?hLlP‘_
- Au cours d'un autre travail, M. F. Meyer *a " ‘oue un TCBU  An
t»on par des sulfamides de I'anhydrase carbonique qui |
dans I'equilibre acide-base : urn o -
d (CO, + H,O M H,CO3 ** H+ + HCO3 )
Ci'rrme. henzene-disulfonamides -1,3 ayant des

Les experiences portant sur des berzene Guul étisées —ar v i Bour-
subgtituants varies en position 4, 5 <* 6 (qm amt A y n’x | des “rguTes oo
dais) font epparaitre une relation smple entre lacuute B Y
et Pactivite inhibitrice.
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SERVICE DE CHIMIE
DES SUBSTANCES ORGANIQUES NATURELLES

Rapport de M. EDGAR LEDERER, Chef de Service.

. — CHIMIE ET BIOCHIMIE MICROBIENNES

A. — CHIMIE D'ACIDES BACT&UENS.

M. J. Asselineau a analysé par chromatographie gaz-liquide, la nature des
acides gras de plusieurs souches bactériennes (C. diphtheriae, C. ovis> P. pestis,
B. subtilis). Cette méthode pourrait éventuellement apporter une aide pour les
classifications d'espéces bactériennes mal définies.

Un nouveau type d'acide mycolique naturel a été isolé de PActinomyceéte,
Nocardia asteroides : Yacide nocardique. Cette substance CsoHgsOz = 3 CHj
est, en fait, un mélange d'homologues et correspond a la formule provisoitf
(1) oil X est un radical monoéthylénique CxyHss £ 3 CH, qui contient unc
ramification [3].

CHy=(CH2)7-CH . (X)-CH(OH)-CH - C00H

'i;'\ﬁg'n (n«ll et 13)

)

B. — BIOSYNTHESE D'ACIDES BACTERIENS

M™¢ M. Gastambide a terminé la dégradation de I'acide corynomycoliqu®
radioactif (I1) obtenu par incubation de bacilles diphtériques avec de I'aci<j®
palmitique -i-**C. Les résultats montrent que seuls les carbones 1 et 3 9€
I'acide corynomycolique sont radioactifs, ce qui prouve la biosynthése k pafﬂ‘
de deux molécules d'acide palmitique [12].

CH3(CH2)14-t|H .-iH-IUOH

OH €y Mo
an

En collaboration avec le D" H. Grisebach (Freiburg), M™® M. Gastambi<*®
étudie Yincorporation d'acide propionique dans les acides ramifiés de la souche
humaine, avirulente, H 37 Ra de M. tuberculosis en utilisant de I'acide pre”
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pionique marque par le tritium dans le methyle et par le ¥C dans le carboxyle.
Les premiers essals ont montre une bonne incorporation des deux isotopes
dans Tacide tuberculostearique (io-methyl-stearique) et dans I'acide mycoce-

rosigue (2, 4, &, SsiiRmesiv| ogt@@%mpm@p) Dans ce dernier, 75 % du
tritium se trouve ans les groupes méthlles, ce qli semPi® URE Preuve sfis
fasante de Incorporatlon directe d'acide propionique.
Ces essals sont en accord avec ceux pubh&s recemment sur Incorporation
®acide propionique dans les chaines ramifiees des antihiotiques du groupe
des macrolides (erythromycines : Corcoran, Grisebach; methymycine : Birch).

C. — LES MYCOSIDES

. Les mycosides sont des glycolipides caractéristiques de certaines especes
de Mycobactéries [4]

Mycosde B : M™e H. Demarteau-Ginsburg a etudie la structure de ce
compose qui est caractéristique des souches bovines de M. tuberculosis. La
formule approximative est CgsHi56010. Par hydrolyse acide, on obtient. du
2.0-méthyl rhamnose et une fraction lipidique. Celle-ci donne par hydrolyse
dcdlne un mélange dacides gras saurés et ramifies de formule moyenne
€24H,40, et un egcoI phénol methoxyte de formule CzHs40O4. Le 2-0-methyl
rhamnose est attaché a Thydroxyle phénolique.

Mycoside C : il est caracteristique de M. avium. Il Sagit en tait dun
flange de peptido-glycolipides de structure tres voisne. Pour un de ces
pycosudes appelé Mycoside Cyg la formule provisoire (l11) est proposee et rem-

%* la formule provisoire indiquée dans le rapport de 1959- Tous les cna
J|des aming sont ge configuration D (« non naturelle »); cest la premiere
toiS Que |¥on a trowv” de la D-«//o-thrednine dans la nature.

7~ Ot 3-Bendthylef=dévory=-talose)

H ]
3ag
‘{4' * B-Phe. a-ll,.Thr.l.Ala.t)- aIAa Tf>rJ-Ala-0-9uere..0-eucre]| (O=ncétyla),

r

ré-désoxy-talose
SUCro *¥3 4-di-0-nSthyl-rhainno«e
(1

Le mycoside Cm a ete trouve par M. G. Michel et M"e M. Chaput,dans
"uirianum « il contient sept molecules de D- amino-acides et trois » Y A
¢ Gdeaoxy stcres. Laformule provisoire (IV) est proposée pour cette substance.

(3.4-di-JL-i.e-thyl-L-rha-noae) »

O 0
Cag® - alle-Th DeAla,) G-dEsoxy=taloss
43flgy = C=D-Phs. (D~ Ty 3 G,

(V)

La présence frequente d'acides aminés de configuration D dans des peptido™

gtycolipides bactériens est tres remarquable [n].
6
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D. — ACTIVITY BIOLOGIQUE DES PHOSPHOLIPIDES DES MYCOBACTERIES.

Dans le rapport de 1959, nous avons indiqué la structure du phosphatidyl-
inosito-dimannoside, phospholipide typique des mycobactéries [30, 31].

Au cours d'une collaboration avec le Professeur H. Bloch (Dpt. of Micro-
biology, Pittsburgh University, Pennsylvania, U.S.A.), nous avons étudié I'ac-
tivité immunisante de diverses fractions sur des souris. Les fractions les plus
actives, extraites du B.C.G. présentent une composition chimique trés proche
de celle d'un phosphatidyl inosito-franannoside.

E. — LIPIDE TOXIQUE DE CORYNEBACTERIUM OVIS.

M. J. Assdineau a continué la purification du lipide toxique de C ovis
(en collaboration avec le Professeur Carne de Sydney). 1l semble que la frac-
tion toxique soit un phospholipide; il n'y a done aucune analogie de structure
avec le cord factor (6, 6'-dimycolate de tréhalose) lipide toxique des Myco-
bactéries.

F. — SUBSTANCES STIMULANT LA FORMATION D'ENZYMES RESPIRATOIRES
CHEZ LA LEVURE (COFACTEURS E).

Le début de cette éude a &é mentionné dans le rapport précédent. La
spécificité de structure du 2,5-anhydro-L-idose est trés grande, puisgu'une
série d'isoméres et analogues synthétisés par M. J. Defaye sest trouvée &re
inactive. Par contre, les essais de M. P. Slonimski ont montré que plusieurs
autres sucres (en dehors du glucose é&tudié précédemment) fournissent, par
traitement acide, des polyméres qui sont actifs dans Tinduction de Tadapta-
tion respiratoire de la levure [6].

'|'
HO—C-————-—(i—OH

NH—CHyzq___ O/ " /0112 Ny ———CHy—— C\ /m
“m | | |
N
V) (VD)

M ™® Audrain-Legault-Demare et M. P. Slonimski ayant trouvé que deux
analogues structuraux des pyrimidines (6-azauracile et 2-thiocytosine) inhibent
Tadaptation respiratoire des levures, Teffed antagoniste des deux polymeéres
obtenus k partir du D-glucose et du D-érythrose a &té &udie. M™® Audrain
a trouvé que ces deux fractions emptchent I'effet inhibiteur des deux analogues
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% pyrimidines. Cet antagonisme est spetifique : le cofacteur issu du D-glucose
4g|t seulement vis-i-vis du 6-azauracile, tandis que celui issu du D-érythrose
%g't seulement vis-a-vis de la 2-thiocytosine [10].

M. R. Wolff e¢ M™® M. Lenfant ont étudié la synth&se des 6-glycityl-
amino-purines afin d'&udier s ces substances possédent une ou plusieurs des
Activites physiologiques suivantes : cofacteur E, kin&tine (hormone de division
celulaire) [u] et anti-tumorale.

+ Us ont synthétise la 6-ribityl-amino-purine (V) par condensation de la
nbityl-amine (désoxy-1 amino-1 ribitol) avec la 6-chloro purine.

,Cette substance, qui sera soumise i des essais biologiques, pourrait &re un
Precurseur de la kinétine (VI).

G. — DIVERS.

chs M=me i, Robert et M. M. Barbier ont commencé Té&ude de la structure
Imique d'un agent complexant, isolé d'une souche d'Aspergillus.

[I. — CHIMIE V&G&TALE

A. — STRUCTURE DE LA LYSOPINE, NOUVEL ACIDE AMINE |ISOL”
DE TISSU DE CROWN-GALL.

: M. A Lioret avait isole en 1956, k partir de tissus de crown-gall de sal-

ﬁﬁs (Scorzonera hispanica), tabac (Nicotiana tabacum), Vigne vierge (Par-

;‘;enqcisws tricuspidata) et artichaut (Helianthus tuberosus) un nouvel acide
me neutre k Véut cr'sta”lsE-

MM. K. Biemann, J. Asselineau et M™° J. Polonsky ont determiné la
st‘Ji,cture chimique (VII) de cette substance grdce h la spectrométrie de masse,
® 1 ont prouvée par la synthese a partir de e-N-carbobenzoxy-L-lysine et d'acide
~Abromopropionique [a].

Le nom de lysopine a &té proposé pour cette substance pour exprimer son
£Ppart avec la lysine et son analogie de structure avec celle de Toctopine (VIII)
?2nstituant caractéristique du muscle d'Octopus. La stéréochimie de la lyso-
ﬁuie est intéressante, car comme pour Toctopine, le carbone a de la chaine

anMme est de configuration D [29].

“z“'c“a-tl'l ~LR.,.CH-CH -GOOH H,N-C -NH-CH--CH.-CH.-CH-COOH
2 2 27 2 z 2 z
NH NH NH
I f

CH3CHCOOH CH,CHCOOH

(VI1) Lyaopinc. (VII1) Octopine.
B. — IitTUDE SUR DES DITERPANES.

I_\_;IJIe AA'. Diara e¢ M™® C. Asselineau ont continué Tétude de la structure
darutigenol. En transformant Tacide pimarique (IX) en nor-pimaréne (X)
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et en montrant que ce dernier est I'antipode optique du nor-daruténe (XI)
dérivé du darutigénol, €elles ont pu prouver la formule (XI1) pour le daruti-
génol. On voit que ce dernier posstde k tous les centres asymétriques connus
la configuration inverse de celle de la plupart des diterpénes et stéroides [13].

M™® S, Bory et M™® C. Asselineau ont continué Pétude des produits de
cyclisation du manool dont Tun est un isomére du rimu&ne (XII1). Pour déter-
miner la stdreochimie de ce composé, deux hydrocarbures tétrahydrogénés de
I'acide pimarique (IX) ont été préparés. Le produit d'hydrogénation de I'hy-
drocarbure dérivé du manool est isomére de ces deux nouveaux hydrocarbures.

{x)

X111)

(X11) (X1)

cC. — IISI'UDE SUR DES TRITERPfeNES

i° Acide polygalacique. M™® J. Polonsky et M''® J. Seiligmann ont com-
mencé une étude des constituants de Polygala paenea de provenance de Haiti,
ce qui leur a permis d'isoler une nouvelle sapogénine qu'elles proposent d'ap-
peler acide polygalacique.

La formule brute et la nature des groupements fonctionnels ont pu 6tre
éablies. L'acide polygalacique C3H40s est un acide triterpénique penta-
cyclique tétrahydroxylé dont deux hydroxyles forment un groupement glycol.
Une seule double liaison non hydrogénable a pu &re mise en évidence dans
I'acide polygalacique [26].

2° Chimie de Vasiaticoside. La structure de l|'asiaticoside, hétéroside isolf
de Centella asiatica de provenance de Madagascar avait €€ dlucideée : celle dc
Taglycone, Vacide asiatique (X1V), en 1951 et celle de la partie glucidique en 1959*

En ce qui concerne la stéréochimie de I'acide asiatique, il restait un seul
point & ‘eclaircir, k savoir la conformation du groupement -CH,OH.

M ™€ J. Polonsky et M. J. Zylber ont pu, par une sfrie de réactions chi-
miques portant sur le cycle A, montrer que le groupement -CH,OH a la con-
formation équatoriale a (XV).
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(XIV) (XV)

D. — PRINCIPES AMERS DES SIMARUBACEES.

10 Sitnarolide : M™® J. Polonsky a poursuivi I'éude de la structure du
unarolide C&H%,0p, principe amer qu'elle avait isote de Pécorce de Simaruba
wnara. Les resultats obtenus permettent d'adopter la formule (XVI) comme
typottese de travall.

RO 2 (CH»0)

0 co
H

3 CH

CHy 000

(XVI)

Si ® Cédronine et cédronyline : une ®tude des constituants des graines de
no’:"b'z cedron a ete entreprise par M™° J. Polonsky. Elle a pu isoler deux
Veaux composes cristallises amers : la cedronine et la cédronyline.

fer w12 cedronine, F 280° [a]p — 12.6°, de formule probable Ca,H250s, ren-
n"e’l% groupements fonctionnels suivants : un groupement y lactonique,
¢ cetone oc,(3-insaturée, deux doubles liaisons, et au moins deux hydroxyles.
lg. —, *2 cédronyline a la formule brute CxH3,0g, qui est en bon accord avec
resultats d'analyses élémentaires et qui a é&é confirmée par Pé&ude de ses
Prodwts d'hydrolyse.
Le cedronyllne est un éther de glycérol qui peut &re hydrolysé en glycérol
3 on.on composeliposoluble CigH»,0s appele’cedronolide. Le poids molecu-
? _d” cedronolide a été confirme par spectrométrie de masse.
ma’ ~ hydrolyse de la cédronyline est précédée d'une déshydratation avec for-
'o" de Tanhydro-cédronyline; le schéma de Thydrolyse est le suivant :

cédronyline (C2H300g) -> anhydrocédronyline (CxHps07) ->
cédronolide (C19H»0s) + glycérol (C3HgOs)
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L'éude spectrale et ranalyse fonctionnelle montrent que la cédronyline

est un &her de glycérol possédant une fonction lactone et quatre fonctions
alcool [25].

Tandis que les glycosides sont tr&s répandus dans la nature, tr&s peu d'é&hers
de glycérol naturels ont été isolés jusqu'k présent.

1. — CHIMIE ET BIOCHIMIE ANIMALES

A. — ASCAROSDES

M ™ C. Fouquey et J. Polonsky ont terminé I'éude de la structure des
ascarosides A, B et C, isolés de I'insaponifiable de I'Ascaris.
L es trois ascarosides peuvent &re represents par les formules XVII k XIX*

ASCARQSIDE _A ASCAROSIDE B
CaMee CypHy Og

cn,lcu‘),‘?ucn3 CN’(CH:B‘CIJHICHZJSTHCH.‘

O~CH OH CMCH

HCOM HEg@H

e f

" )

HO?H

o-ci'.ﬂ Q=-CH

CH, "!
(XVII) (XVI1II)

ASCAROSIDE _C
C1M04C%

cn,{cuz)ucuCHzCHzCHjC'ncn,

+ o-CH
on d
|"1 E":
HOCH
HotH
oor
CH?
(XIX)

L'ascaroside A est d'ailleurs un méange de glycosides homologues
contenant des méthylcarbinols en C,; & Ca;.

Les Ascarosides sont des glycosides de l|'ascarylose ayant la configura-
tion a L. Rappelons que ce sucre, dont M ™ J. Polonsky et C. Fouquey avaient
déterminé la structure et effectué la synthése, appartient k une nouvelle classe

de sucres naturels, les 3,6-didésoxy-hexoses, dont les autres membres ont &£
isolés de bactéries intestinales.
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B. — ACIDE GASCARDIQUE.

Mmes G, BrochéréFerréol et J. Polonsky ont poursuivi I'éude de la struc-
ture de Vactde gascardique CxsH3z30,, substance isolée de Gascardia tnadagas-
cariensis (cochenille de Madagascar) [21].

C. — CHIMIE DE L'ECTOHORMONE DE LA REINE D'ABEILLES

. M. M. Barbier a poursuivi ses recherches sur la chimie de rectohormone
"s Reines d'abeilles. On sait que cette secretion possede trois activites : attrac-
IV|te visk-vis des jeunes abellles, pouvoir d'inhiber le développement de leurs
aires, e pouvoir dinhiber la congtruction de cellules royales. L'isolement,
cs propriétés et I'examen chromatographique de la fraction possddant a la fois
s trois activités ont ete decrits [9, 17, 23] ; les essais biologiques ont &té effec-
ts par M"e j. pain (Buressur-Yvette).
La substance responsable de Pinhibition de la construction des cellules
°yales a &é identifiée : il sagit de Tacide C&0-9 décene-2 trans ofque (XX) [5].

CH;-C-(CH;)s-CH - CHOOOH
0
(XX)

La synthése de cet acide, en quatre Stapes k partir de la cycloheptanone,
&E‘e A Seau pert \Way | g produgtiion de cette Hormone par lés glandes man-
Pulaires des Reines en fonction de leur &ge et du rdle social a é&é é&udiée par
Xamen direct, par chromatographie gaz-liquide [20, 32]. L'é&ude des substances
espon%bles des autres activités de rectohormone des reines d'abeilles est en
°urs, ains qu'une strie de synthéses de dérives de Tacide c&o-Q déckne-2
randique (XX).

D. — DIVERS

Avec [a couaboration de M_ s | Zauigoy, M. M. Barbier a applique’la

nique ges chromato-plaques a la Sfparation des oestrogénes [28].
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et Bans Une sarie de recherches grony eat ) y a quelques annees, MM. Cahn
u. Wouget ont montreé que |'absorption de nourriture provogque chez le Lapin
je ° *gnientation des echanges allant de 20 a 50 % suivant que la quantité
ort  Nture absorbee couvre tout juste les besoins caloriques ou les depasse
le 11:;:"“1;‘1*1 nES ALS analogues avaient ete rapportes par quelques auteurs sur
tiv g 00 Dans la suite ils ont pu éablir qu'au cours de Pabsorption diges-
den®8 apxments caez xe | anin j| y a une augmentation du taux des glycerides
rig " SA grele, augmentation qui est proportionnelle k la quantité de nour-
de V™ '"9Ane e AA présente un maximum quelques heures aprés le début
tra *'"9eSt*°" 5 concomitamment ils ont observé une forte augmentation du
"qﬁ ort des glycérides par le sang. Comme la nourriture des animaux est
tite °S"f.e‘°_'sentiellement de glucides et ne contient qu'une tr&s faible quan-
glu, xipi des (de 1>ordre ga 1 04) jls en ont déduit qu'une grande partie des
fin /CS anmentajres og transformee en lipides au cours de la traversde intes-
,ata‘.e* "et’te conclusion est en accord avec Taugmentation du quotient respi-
dio'"r AYAS gvaient observée et dont la valeur, au moment de Tabsorption
aig':’?“"e» surtout chez les Lapins jeunes, dépasse souvent Tunité; elle cadre
ne " a. K fait que le pouvoir de stockage des glucides d'un Lapin de 4 kg

j Uit Pas 1o0urmetireen ngarye s 60 k 79 g de sucres que lui apporte sa
me’\gatlfumgli:e‘re. IId ét?._it tentant de rapprocher ces deu_x cqnstatations : l'aug-
maﬁm-‘g‘ ¢ pre “_" ton calorique au cours de la digestion et la transfor-
forr . des 9'ucides gimentaires en lipides, et ceci d'autant plus que cette trans-
ObIITAT 1CXige un apport important d'erfergie. Pour Tobtenir, Torganisme est
et 9 briiler une certaine quantite’ de substances et I'excés de chaleur pro-
tant C%"*pond k Ténergie non utilisde pour cette transformation. En admet-

"end AYe A conVersien des glucides alimentaires en lipides se fasse avec un
a |aelkem de 4S 0//lor valeur pue 1>on observe dans 1>oxydat|on du glucose couplee

resp P Sphorylation de Tacide adényl-pyrophosphorique, on trouve une cor-
faisc M Ce satistaigante avec Taugmentation des echanges observeés. Tout ce
des ®*11 9 donnaas concordantes a permis de conclure que I'augmentation
est N""ges observee chez le Lapin apres ingestion de sa ration habituelle
Iil[,ideUe " la transformation d'une grande partie des glucides alimentaires en
en £> S 1°S substances alimentaires, qui ne peuvent etre mises telles quelles
i tr S¢"v® Y°jvent etre rapidement transformees en lipides, on doit Sattendre
NotePVer AUZUNe ahsorption de lipides ne soit pas suivie d'une augmentation
Deau ~ de '@ Pr°9¢tign de chaleur; et c'est en effet ce qui a ete observe par
¢OUp d'auteurs et par MM. Cahn et Houget.
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On sait depuis les expériences de Rubner que, chez le Chien, |'absorption
de viande en quantité suffisante pour couvrir les besoins améne une augmen-
tation de la production calorique de 30 % environ; s Ton augmente consi-
dérablement la ration de viande, cette augmentation peut atteindre 80 %. Ce
sont la des résultats trés comparables & ceux obtenus sur le Lapin par MM. Cahn
et Houget. Toutefois Rubner n'observait cet effet qu'aprés ingestion de viande,
et non avec les lipides ou avec des glucides; c'est pour cela qu'il lui avait
donné le nom d'action dynamique spécifigue. Un grand nombre d'auteurs ont
cherché a Hucider les raisons et le mécanisme de cet effet, et naturellement
ont tenté de I'expliquer par un processus particulier au métabolisme des pro-
tides. Rien ne soppose a priori k I'idée que, lors d'une absorption d'une grande
guantité de protides, une fraction au moins puisse ttre transformée en lipides
et que l'augmentation de la production calorique soit pour une part due au
déchet de cette transformation. Mais il reste a expliquer pourquoi Rubner n'a
pas observé d'augmentation des échanges lorsqu'il a donné a ses chiens un
exces de sucres dont une fraction aurait do &tre transformée en lipides. Rubner
n'a fait que peu d'expériences d'alimentation avec un exceés de glucides; €lles
lui ont montré une surproduction de chaleur allant de 6 & 8 %, exception-
nellement & 18 %. Il faut remarquer qu'un animal carnivore, brusguement
inondé de sucres peut présenter une forte glucosurie et Rubner I'a observée
dans toutes ses expériences qu'il n‘a d'ailleursjamais prolongées plus de 2 jours.
Rubner n'a pas déterminé le quotient respiratoire, il ne connaissait done pas
la nature exacte du combustible et il admettait que I'animal, en dehors des
protides, ne brulait que des glucides. Son calcul de la production calorique com-
porte done une part d'incertitude; n'ayant pas dans ses expeériences effectué
de mesure directe de la chaleur produite, il n'a pas pu se rendre compte de
['ampleur de son erreur. Il faut se rappeler auss que le Chien peut deposer
une quantite non negligeable de glucose dans le tissu adipeux sous-cutane ofl
il sera transforme tres lentement en lipides. || ne semble done pas qu'il faille
attacher trop d'importance k ces resultats negatifs chez le Chien, et ceci d'au-
tant plus que plusieurs auteurs ont observe chez I'Homme, apres absorption
de glucides, des augmentations non negligeables de la production calorique.

Il semble done qu'on puisse généraliser les résultats obtenus sur le Lapin
et admettre qu'il se produit une augmentation de la production calorique apres
ingestion de tout aliment qui ne peut &re stocké en quantité suffisante et que
I'organisme est, de ce fait, obligé de transformer en un composé qui, lui, peut
&re mis en réserve en quantités presqu'illimitées : seuls les lipides présentent
cette possibility; I'augmentation de la production calorique constitue le déchet
énergétique de cette transformation. Puisque cet effet peut ére obtenu auss
bien apres ingestion de protides que de glucides, I'appéllation d'action dyna-
mique spécifique ne peut pas ére maintenue;, MM. Cahn et Houget proposent
de lui donner le nom de « dépense de conversion des aliments ».

On peut se demander s I'organisme perd obligatoirement une mSme pro-
portion d'énergie lorsgu'il effectue ces transformations dans les divers tissus
ou S ce mauvais rendement énergétique au cours de Fassimilation des aliments
est d0 au fait qu'elles se font trés rapidement lors de I'absorption digestive
dans un tissu qui ne peut, dans un temps auss court, utiliser toute I'énergie
mise en jeu. Le besoin important de chaleur de I'"homéotherme pour le maintien
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de sa température corporelle enleve a ce probleme une grande part de son
interé&t.

MM. Cahn et Houget ont, d'autre part, continué leurs recherches sur le
trangport des lipides dans le sang et sur les facteurs qui le conditionnent, en
etudiant Tinfluence du jedne sur la lipémie du Lapin. Cette étude a été gran-
dement facilitée par les microméthodes, mises au point par M. Houget et
MYe Boutou, qui permettent de doser avec précison les acides gras totaux
_eﬂérifiéa les acides gras des glycérides, des phosphatides et des esters de cho-
lestérol, le cholestérol libre et le phosphore lipidique sur une prise de 2 cm?®
de sang. Grace a cette faible prise de sang on &vite toute ré&percussion sur le
trangport des lipides.

. C'et 1'absence de microméthodes précises qui est une des causes du peu
de connaissances sur ce probléme.

Les animaux re?oivent leur ration tous les jours a 11 heures. S on ne la
leur donne pas, on observe des la 3° heure dejeline une diminution des acides
gras totaux, chute qui est trés souvent plus accusée encore aprés 5 et 7 heures
de jeline. Avec la prolongation du jeline, révolution se fait selon deux types.
Sdon le premier, observé chez deux méales et une femelle, la chute des acides
gras totaux se prolonge et est encore trés accusée au bout de 24 heures, cette
diminution est due principalement aux glycérides; mais leur transport sinten-
*fie ensuite tout en restant inférieur k ce qu'il &tait & Tetat post-absorptif, de
telle sorte qu'apres 7 jours dejetine les acides gras circulants n'ont pas retrouvé
'‘eurs valeurs de départ. Chez les animaux du second type qui ne renferme que
des femelles, Tintendfication du transport des lipides est plus précoce; aprfcs
y" jedne de 24 heures, les glycérides ont & peu pres repris leur valeur de depart;
Us continuent & augmenter par la suite, avec des vitesses inégales suivant les
jndividus, pour atteindre apres 7 jours de jetine plus du double ou du triple
de la valeur de départ.

Les variations du taux des phospholipides du plasma sont les mémes dans
les deux groupes d'animaux : diminution rapide pendant les 24 premi&res heures
du jeiine, mais moins profonde que celle des glycérides, puis remontée avec
des oscillations plus ou moins amples & des valeurs inférieures ou voisines de
*aur taux initial. Leur synthkse dans I'organisme jelneur est done h pene
Sfisante pour équilibrer leur utilisation par les tissus.

Les esters de cholestérol sont les seuls constituants lipidiques qui ne
~ontrent pas de chute le premier jour de jedne mais, au contraire, une aug-
mentation réguliére chez tous les animaux de l'ordre de 25 % et progressant
tput au long du jeline pour atteindre k la fin un peu plus de 50 %. Ces varia-
toons font penser que ce composé constitue un des &éments de la mobilisation
des lipides. Le cholestérol libre, apres une légére dépression, augmente lui auss,
M*is plus faiblement.

Dans un autre travail MM. Cahn et Houget montrent que Tadministration
d'une faible quantité d'adrénaline (50 y/kg) ralentit chez le Lapin la prise de
"eurriture, retarde et diminue Thyperlipémie alimentaire et provoque, au bout
A€ 24 heures, une augmentation dans le plasma du transport des glycérides,
des phosphatides et du cholestérol libre; les esters de cholestérol ne sont pas
M odifiés.
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Dans une autre série d'expériences M™® Azam et M''® Picavet ont analyst
les effets de I'insuline et de 1'adrénaline sur la glycémie. Elles ont pu observer
gue les animaux, dont la glycemie a jelin est assez stable au cours de |'année,
répondent auss d'une fagon réguliere et modérée a l'injection d'hormone; ce
sont des animaux dont les mécanismes de régulation entrent rapidement en
action. Chez les autres, bien que Ton ait maintenu les conditions auss sem-
blables que possibles, les réponses obtenues peuvent varier grandement d'une
fois sur rautre. Les réponses glycémiques consécutives a I'administration d'hor-
mones sont plus faibles en hiver; ce fait sobserve chez tous les Lapins apres
administration d'insuline, mais seulement chez les males apr&s |'adrénaline.
Dans le cas de I'insuline, I'hypoglycémie sinstalle en général plus vite chez les
femelles et le retour a la normale se fait auss plus tot. L'insuline peut étre
injectée a des concentrations tres differentes sans que cela se répercute sur la
courbe hypoglycemique; on observe au contraire avec I'adrénaline des hyper-
glycemies plus importantes si on injecte cette hormone a des concentrations
plus fortes, et ceci est surtout accusé chez les femelles. Plusieurs auteurs avaient
observe que I'hypoglycémie insulinique pouvait, chez certains Lapins, eétre
precedee d'une pointe d'hyperglycemie qu'ils ont attribute au glucagon con-
tenu dans l'insuline. M™® Azam montre que cet effet est encore decelable avec
I'insuline actuelle qui ne contient plus de glucagon et qu'il est da aux mani-
pulations car on I'obtient chez les memes animaux apres une simple injection
d'eau physiologique.

*

*H

Au cours de I'année 1960, M. Kepinov a achevé une partie de ses recherches
relatives & I'action du froid sur I'organisme des mammiféres.

Des expériences faites avec des Rats dressés a consommer leur ration jour-
nalise de pain dans un délai déterminé montrent que la mise en réserve du
glycogéne dans le foie ains que sa mobilisation sont différentes suivant que les
animaux sont maintenus & une température de 34-35° ou ‘a + 4°. Le glyco-
géne hépatique est sans doute un facteur important dans le processus d'adap-
tation au froid.

L'amplitude des variations du glycogene hépatique chez les Rats soumis
a Faction prolongée du froid parait dépendre éroitement de la quantité d'ali-
ments contenus dans le tube digestif.

Les résultats de ce travail ont été exposés dans un memoire : « Variations
du taux du glycogéne hépatique chez le Rat soumis & I'action prolongée du
froid » (Journal de Physiologie, sous presse).

Actuellement, M. Kepinov poursuit des recherches sur le méme sujet.

##

Pendant I'année i960, M. Agid a poursuivi avec M''® George I'&ude du
métabolisme des sucres chez les lapins rendus anémiques par des saignées
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répe'tées. Il se confirme que les animaux présentent des tests anormaux : aug-
mentation de Phyperglycémie aprés ingestion de glucose ou aprfcs injection
~Nadrenaline (la glycémie plasmatique dépasse 600 mg % avec 50 y d'adréna-
une par kg d'animal, au lieu de 300 k 350 avant Panémie), et également
ugmentation de la résistance k Pinsuline (les lapins résistent k des doses convul-
gyantes de 1 k 2 uniteskgajeun, et leur courbe d'hypoglycemie est tr&s modi-
fiege). Ces caracttres n'apparaissent nettement que lorsgue Panémie est impor-
tante (moins de 22 % de globules rouges k Phématocrite).

D'autre part une injection d'insuline fake au Lapin anémique diminue au
bout de quelques heures les valeurs souvent énormes de la lipémie (de 20 k
35 %). M. Agid a suivi auss chez ces animaux révolution des acides gras non
estérifiés du plasma g&oe k une méthode de dosage qu'il a modifiée. Les pre-
miers résultats montrent, sous Peffet de Pinsuline, une chute appréciable en
ule heure des acides gras non estérifiés, précédant la chute lipémique propre-
Mment dite. 1| est done possible que Pinsuline agisse en bloguant la mobilisation

acides gras au niveau des réserves, comme le suggérent certains travaux.

M. Agid a avec M™® Martgjat (qui poursuit par ailleurs un travail histo-

gigue sur la « glande digestive » d'un Mollusgue, la Nasse) examin6 la teneur
' glycogene et en lipides de cet organe, dont le rodle n'est pas connu, en fonc-
~Aon du cycle évolutif et de Palimentation. Cette glande ne pesant que 25 k
50 mg a exige la mise au point d'une méthode donnant avec une bonne préci-
son les valeurs du gycogfcne et des acides gras totaux de la glande. Des
"esultats nombreux séchdonnant sur une année montrent qu'il n'existe aucune
elation apparente entre la prise de nourriture et la teneur de cette glande en
8ubstance de réserve.
. Enfin, M. Agid avait montré antérieurement avec M. Duguy et M. Saint-
Girons que la glycémie de la vip&re présente des valeurs trés basses pendant
k période d'hibernation et trouvé k Tintérieur d'une méme sirie exp&imentale
"ne relation assez dricte entre la valeur glycémique et la température. Par
‘pntre ils avaient observé qu'en Janvier, pour une temperature égale ou inf<6-
rieure k celle de décembre, la glycémie présente des valeurs nettement sup6-
rieures, ce qui montrait Tinfluence en dehors de la température, de P&at endo-
“inien de l'animal. L'examen histologique des glandes endocrines de ces
Aimaux a en effet montré qu'en décembre les cellules de la médullaire surrénale
®orfetant . Tadrénaline et la noradrénaline sont bour ses de granulations, ce qui
®t interpré&é comme une mise au repos de la glande. Au contraire en Janvier,
Prectdant d'ailleurs les sorties de Printemps, ces cellules recommencent gra-
ddement k fonctionner et k secréter de 'adrénaline. Les valeurs plus &evées
de |5 glycémie a ce moment (20 k 30 mg % au lieu d'une glycémie pratique-
Mment nulle) sont sans doute en rapport avec ce début de radrénalino-secr&ion.

###

Des recherches ant&rieures de M™° Gallien-Lartigue avaient montré que

| ratelolxtj UN 'g1e jmportant dans Papparition de Panemie chez Panimal irra-

N k dosss lefhales : dle fragilise les hematies et contribue k leur destruction.
. M"e Gallien-Lartigue essaie actuellement de déerminer par quels méca-
"'smes la rate exerce ce double rdle. Dans un premier temps, la recherche des
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autohémolysines a &é effectuée par la méthode de Dameshek, elle Sest révéée
négative. Une expérience est maintenant en cours pour é&udier les variations
de la glucuronidase plasmatique du Lapin. Cette enzyme, abondante dans la
rate, fragilise les hématies in vitro et les hémolyse; elle peut devenir un agent
causal d'anémies in vivo. Les premiers résultats montrent qu'il se produit effec-
tivement une nette éévation de la teneur en glucuronidase dans la deuxiéme
semaine aprfes Pirradiation. |1 faudra ensuite suivre ces variations chez des Lapins
splénectomisés irradiés, qui ne font pas d'anémie dans 50 & 60 % des cas,
avant de pouvoir discuter de la corrdation entre P augmentation de la glucu-
ronidase et I'anémie des rayons X.

Dans une autre série de recherches qui est en cours depuis quelques années,
M™¢ Gallien-Lartigue montre que les modifications des acides gras estérifiés
du plasma chez le cobaye aprés irradiation de la téte seule a plus de 1.000 t
entrainant la mort sont relativement faibles : leur teneur ne séléve que de
38 % alors qu'au meme moment la teneur en glycérides du foie augmente dc
100 k 200 % par rapport aux temoins recevant la méme quantité de nourriture
et non irradiés.

* '#

Poursuivant ses recherches sur Pabsorption intestinale du glucose avec les
méthodes décrites en 1959, M™® Lourau a éclairci cette année les deux points
suivants :

i° L'absorption de glucose se fait d'une fason analogue chez Tanimal
intact et par I'intestin isolé : la vitesse de I'absorption croit en fonction du loga*
rithme des concentrations.

2° Chez Panimal irradié totalement par les rayons X, les variations des deux
mécanismes qui normalement réglent la vitesse d'absorption (glycémie, dilu-
tion de la solution par la secré&tion gastrique) n'expliquent pas le ralentisse-
ment constaté aprés Tirradiation. Par ailleurs, la perméabilité de la muqueuse
intestinale au glucose restant normale, I'hypothése la plus satisfaisante est que
le glucose intracellulaire est difiicilement renouvelé, hypothése qui rattache le
ralentissement de I'absorption au trouble de I'utilisation des glucides qu'en-
traine Tirradiation et qui a &té é&tudié antérieurement par M™® Lourau (1950-

1954)-
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Rapport de M. BoORIsS EPHRUSSI, Chef de Service.

. -- MICROSCOPIE &LECTRONIQUE

M. Y. Yotsuyanagi, en collaboration avec le Service de microscopie élec-
tronique de PInstitut du Cancer, a poursuivi P&ude des techniques de détec-
tion des systtmes enzymatiques. Les techniques de détection des déshydrogé-
nases au tellurite et au nitro-blue-tetrazolium (Barnett, 1957, 1958, 1959) ont
&é appliquées au foie et au rein, afin de voir s €elles permettent de différencier
la localisation de la succinodéshydrogénase et du systeme DPN-lacticodéshy-
drogénase. Les essais n'ont pas apporté des resultats convaincants et font
douter de la validité des techniques courantes.

M. Y. Yotsuyanagi a par ailleurs continué Pétude de Pultra-structure de
la levure en relation avec sa génétique et sa biochimie. Une am8ioration
récente de la technique a permis Pexamen des levures dans différents états
physiologiques et a facilité P&ude des mutants k déficience respiratoire. Dans
ces derniers, une anomalie du chondriome a é&té observée. L'étude de révolution
du chondriome au cours du cycle de croissance aérobie est en cours. Son objectif
est de découvrir le mode de reformation du chondriome aprés sa « dispari-
tion » au cours de la phase exponentielle.

M. Y. Yotsuyanagi participe également aux essais d'isolement de la frac-
tion mitochondriale de la levure, poursuivis k Plnstitut de Gén6tique de Gif-
sur-Yvette par MM. Slonimski, Fukahara et M™® Somlo.

II. — STRUCTURE FINE DU GbNE

MM. Lissouba et Mousseau ont conthué, sous la direction de M. Rizet,
Pé&ude de mutants & ascospores blanches appartenant a deux séries d'alldles
chez Ascobolus immersus. Chacune de ces series correspond apparemment k
deux unités élémentaires du chromosome, unités contigués ou « polarons ». Les
recombinaisons & Vintérieur de ces polarons correspondent toujours k des con-
versions : il n'y ajamais dans un méme tétrade de recombinaisons réciproques.
Au contraire, les recombinaisons résultant d'événements localisés entre les
unités élémentaires correspondent k des crossing-over classiques : une méme
té&rade fournit alors les deux types de recombinants complémentaires.
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Rapport de M''® NINE CHOUCROUN, Directeur de Laboratoire

Nos recherches se sont poursuivies dans le sens indiqué dans notre rap-
port precédent.

Vetude compar ative desreactionsintradermiquesau lipopolysaccharide Pmko
et & la tuberculine, a’ ée’etendue aux sujets tuberculeux ou non tuberculeux,
faiblement allergiques ou anergiques h Tun ou k Pautre de ces antigénes. Cette
&ude a montré que de ces deux antigénes, le Pmko est, sauf dans le cas des
tuberculoses aigués, le rév8ateur le plus sensible (Tune allergie faible, spéci-
figuement liée au bacille tuberculeux.

Le lipopolysaccharide Pmko permet de révéler, mieux que la tuberculine,
des allergies faibles telles que Ton peut en obsarver au cours de certaines tuber -
culoses chroniques;, au cours des pleureses sero-fibrineuses chez les sujets
agbs ou débilites. Cedi implique que, dans lafFablisssment smultané des
allergies, sous Pinfluence de causes perturbatrices de T&at général, Phypersen-
shilitE au lipopolysaccharide conserve un degré d'intensité supérieur k cdui
de Phypersenghilité tuberculinique.

C'es hien ce qui s produit chez les sujets cliniguement non tuberculeux,
normaux ou atteints d'autres maladies, pour lesquels nous avons congaté que
I'affaiblissement smultané de ces allergies, et moins important pour Phyper-
senshilité au Pmko, que pour l'allergie tuberculinique.

Or, il sagit Ik, comme nous ravons souligne’k propos des sujets allergiques,
sans tuberculose dlinique, de sujets qui ont oppose une résisance incontestable
au bacille de Koch, puisgu'ils ont triomphé sans tuberculose-maladie, d'une
agresson badillaire qui a développé en eux les allergies spécifiques constatées.,

Aing, la persistance de I'hyper sensibilite au Pmko, e non pas seulement son
développement, seraient liés aux facteurs de résistance de Torganisme, confor-
mément aux conclusons suggérées par Tanalyse comparative des intensités
des réactions intradermiques au Pmko et k la tuberculing, chez des sujets tuber -
culeux atteints de formes différentes, plus ou moins graves, de la maladie.

S cette rdation possble, d'intér& théorique fondamental, appartient surtout
au domaine de l'invegtigation, |'exisence méme de cette hypersensbilité au
Pmko, s longtemps insoup®onnée, dffre la possibilité d'utiliser, pour le dépis
tage sysématique de l'allergie développée par le bacille de Koch, un antigéne
gui présente sur la tuberculine certains avantages incontestables.

Le fait que le lipopolysaccharide Pmko est un congituant chimique de
grande stability dont la congtitution est beaucoup mieux définie que cedle des
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tuberculines les plus purifiées, permet d'obtenir des préparations de cet anti-
gene, toujours semblables a ellesmémes, dont Pactivité biologique aistment
dosable in vitro ne saltére pas avec le temps (comme nous avons pu le cons-
tater par I'utilisation de préparations remontant & plusieurs ann£es). Ce n'est
certainement pas le cas pour la tuberculine, dont les préparations peuvent avoir
de8 proprietés differentes d'un pays h Fautre, souvent d'un lot i l'autre dans

méme pays, et pour lesquelles le contrdle de Pactivité biologique, qui sal-
tre avec le temps, doit nécessairement se faire in vivo.

En dehors de ces propriétés du lipopolysaccharide Pmko, qui pourraient
Permettre Purification souhaitable d'un test de grande utilisation, la nature
"iftne de la réaction intradermique au Pmko présente sur la réaction tuberculi-
~que, des avantages de précision et de commodité de lecture, qui ont &6 sou-
Kgnes par le D" W. Hartston du « County Council of London ».

Le D" Hartston qui dirige et contréle k Londres, toutes les épreuves tuber-
‘uliniques et la vaccination par le B.C.G., utilise ce test au Pmko concurrem-
Htent avec le test tuberculinique (PPD) depuis plusieurs années. Aprés avoir
°bservé les réactions intradermiques & ces deux antigfenes chez des centaines
de sujets devant &tre soumis a la vaccination par le B.C.G., le D' Hartston
Pense que le test au Pmko pourrait remplacer avantageusement le test tuber-
culiniue, non seulement pour le dépistage systématique de I'allergie avant
toute vaccination, mais auss comme indicateur précoce de l'allergie qui se
developpe au cours de la vaccination par le B.C.G.

, Les Services sanitaires de la région parisenne, chargés du dépistage de
*allergie au bacille tuberculeux, doivent commencer prochainement Té&ude de
® test au lipopolysaccharide Pmko.

Les essais de vaccination de Bovidés par le lipopolysaccharide Pmko, se sont
Poursuivis avec la collaboration des laboratoires de recherches de Tficole
Vet&inaire de Maisons-Alfort. Je rappelle que Tint&r#&t fondamental de ces
expériences serait d'aboutir & une vaccination n'entrainant pas, comme le
NeC.G., le développement de Tallergie tuberculinique, dont la présence est
encore le seul test de discrimination entre les animaux tuberculeux et ceux
Aui ne le sont pas.

, Ces expériences devaient nous permettre d'apprécier le degr£ de protection
eventuellement conféré par Tantiggne Pmko, et de le comparer k celui que devait
’\trainer la vaccination par le B.C.G. A cette fin, nous nous &ions placés dans

-> conditions expérimentales décrites par Tficole fran?aise, pour que Timmu-

& conférée par le B.C.G. se manifeste. Nous avions meie ramene’ de 5 &
"So de mgr la dose de bacilles tuberculeux virulents de Tépreuve infectante,
Patiquée par la voie intraveineuse, apres avoir fait un &alonnage d'activité
~e la souche bovine de bacilles utilisée, sur les bovins eux-mémes.

Deux expériences successives, portant chacune sur 12 vaches : 5 animaux
Prepares avec le lipopolysaccharide Pmko; 5 animaux de contrdle de Pinfection
d-¥¢ oppée par Tépreuve infectante et 2 animaux vaccinés par le B.C.G., ont
Montré que, dans ces conditions d'expérimentation :

19 |a vaccination par le B.C.G. ne protége pas complétement les Bovidés
“ntre le développement de Tinfection tuberculeuse;
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2° le degr£ de protection conféré par le lipopolysaccharide Pmko est tout
k fait comparable, sinon supérieur, k celui conféré par le B.C.G. dans les mémes
conditions d'expérimentation.

Nous pensons que |'efficacité de la vaccination des Bovidés par le B.C.G.,
parfaitement démontrée k I'Etranger (par des expériences exposant les ani-
maux vaccinés aux voies naturelles de contamination) n'est pas en cause, e que
seule la brutalité de I'épreuve infectante par voie intraveineuse, est responsable
des résultats que nous avons constatés.

II semble raisonnable d'esplrer que des expériences de ce genre permet-
tront de démontrer la protection conférée par le lipopolysaccharide Pmko, que
nous avons vu se manifester, au méme titre que celle du B.C.G., dans nos
essais de vaccination.

Le Ministére de I'Agriculture éudie actuellement les possibilités de réali-
sation d'une telle expérience.

Vefude de |'electrisation superficielle des spermatozoides ¢ d'origine animale ou
humaine, par la méhode de Péectrophorese et Putilisation de notre dispositif
pour Pobservation microscopique des éléments chargés a été poursuivie. Cette
étude nous a permis d'infirmer les résultats des auteurs qui ont cru observer,
et sBparer par le champ éectrique, des éléments de charge éectrique de signes
difFerents : les spermatozoides sont tous chargés négativement.

Nous pensons que ces auteurs ont fait une s&paration des spermatozoides
selon Timportance de leur charge.
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PROFESSEURS EN VISITE

Le Professeur |. C. Gunsalus, Chef du Département de Biochimie h PUni-

Yersité d'lllinois (Urbana), a s§ourné pendant Tannée scolaire 1959-60 k PIns-
titut de Biologie physico-chimique. |l Sest interesse€ de tres pres & plusieurs
des recherches qui y sont poursuivies :
. .~ mécanisme d'action du pyridoxalphosphate, intervention de I'acide
*0lique et de ja biotine dans la dégradation phosphoroclastique du pyruvate,
Netabolisme de Acetobacter Xylinum, propriétés des D- et L- lacticodéshy-
I ogenases.

I} a egalement participé activement aux discussions sur les travaux actuelle-
Ment en cours sur la synthése des acides nucléiques et sur le mécanisme de
@ gorulation chez les bactéries.

Pendant son sdour k Paris, le D" Gunsalus a donné plusieurs conférences

Ont une & Tinstitut de Biologie sur « La dégradation bactérienne des terpfenes ».

Le D" A. M. Michelson, chargé du Service de Chimie de la Firme A. Gui-
ness & Dublin, a passe 15jours en novembre i960 dans le Service de Biochimie B
A a travaillé sur le mécanisme d'action de la polynucléotide phosphorylase et
% |'enzyme « d'échange » de la levure. Différents nucléotides que le D" Michel-
~O" 3 synthetises chimiquement ont permis de déterminer la spécificité de ces
:ikux enzymes et la structure requise pour qu'un oligo-nucléotide puisse servir

aniorceur pour la polymérisation des ribopolynucléotides.

Le D" Michelson a donné une conférence & Tlnstitut de Biologie sur « les
Méthodes de synthtse chimique des différents nucléotides et des coenzymes ».
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SERVICE DE CHIMIE MACROMOLECULAIRE
Rapport de M™® A. DOBRY-DUCLAUX, Chef de Laboratoire.

Les sujets traités au laboratoire se divisent en deux groupes :

0) Probléme de chimie physique des polyélectrolytes et de chimie colloidale
en A L .

general;

b) Constitution chimique des centres actifs des enzymes.

Mme A Dobry-Duclaux a poursuivi ses recherches sur la nature chimique
centres actifs des enzymes. Les premiers résultats ont éé décrits dans le
*Pport de I'année i1960. Un des résultats récents &ait que les mémes substrats
® fixent sur la mEme fonction chimique du centre actif de divers enzymes. Mais
® transformations qu'ils subissent degendent d'autres parties de 1* enzyme
Puisque chaque enzyme les modifie & sa maniére. Sans doute, les parties les plus
Y°isines du groupe de fixation ont-elles le rdle prépondérant. Nous le verrions
% nous disposions d'une série d'enzymes dont le site actif ne différe que par un
*ul détail. Mais nous en sommes tres loin et il faut attaquer le probleme d'une
%tre manitre. L'emploi des hauts-polyméres de synthese comme modele des
Aes actifs des enzymes ouvre une voie possible. En effet, nous pouvons varier
*Ur composition de manitre presque continue par une co-polymérisation. Mais
U" trés petit nombre de ces co-polyméres sont disponibles et la synthése des
AJtres présente des difficultés considérables qui ne sont pas encore résolues.
Nalgré Tappui de laboratoires industriels, dont la bonne volonté a été souvent
Precieuse, il n'est pas stir que le résultat pourra &tre atteint avec Tampleur
*uhaitable.

En attendant, rensemble des résultats d§ia acquis dans I'&ude de la nature
Wmique des sites actifs a &té expost par M™® A. Dobry-Duclaux dans une
{‘°nf'erence devant la section de Biophysique de la Société de Chimie physique,
'® 22 novembre 1961.

M”e Orley a étudié la perméabilité, pour divers cations, des membranes
P'oteo-lipidiques formées par un complexe de |'acide linoléique et de la gélatine.
A S membranes, préparées dans certaines conditions, semblaient &re des modtles
f g”elques membranes biologiques qui laissent passer Tion potassium et non

'n sodium. Mais une é&tude approfondie a montré que cette analogie n'est
Qe gyperficielle et que la membrane artificielle n'agit sblectivement qu'auss
ONgtemnps que des réactions d'échange d'ions (K* contre Na* ) se produisent
dans son sein. Cette étude a done été abandonnée.

M. J. Duclaux et M™® Ch. Cohn ont poursuivi leurs études sur la physico-
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chimie des polyélectrolytes. Le but de ce travail a été exposé dans le rapport
de i960. En résumé, il est nfcessaire de débarrasser cette science des nombreuses
erreurs gu'y ont introduit deux générations de physico-chimistes, plus préoccupy
de théories que d'expériences.

Si une membrane sépare deux liquides, des echanges se font par diffuson
et aboutissent a un équilibre fina. La nature de cet équilibre differe selon que
les substances dissoutes dans les liquides peuvent ou ne peuvent pas traversef
la membrane. Dans le second cas, qui est celui des milieux biologiques, on dit
gu'il existe un equilibre de membrane, ou de Donnan.

Nous avons montré, par une voie trfes simple, que cette doctrine classque
reposait sur une conception inexacte des phenomfenes, et que tout ce qui avait
6té écrit sur le sujet ne faisait qu'obscurcir le probléme. 1l n'y a pas d'Equilibre
de membrane. L'équilibre est intérieur & la solution macromoléculaire et la mem-
brane agit comme un tamis inerte, arrétant les grosses particules et laissant passer
les petites, sans modifier leur concentration.

L es hémicolloides mineraux sont une nouvelle classe de composés chimiques,
curieusement analogues par leurs propriétés physico-chimiques aux polyélec-
trolytes organiques. Bien ique leur &tat colloidal soit indiscutable, ils ne possedent
aucune des propriétés que les théories classiques considerent comme inséparables
de cet état. |ls sont par exemple solubles en toute proportion dans I'eau et ne
peuvent étre floculés par aucun dectrolyte, quelle que soit la valence de ses ions.
L'analogie avec les poly#ectrolytes organiques (protéines par exemple) suggére
des possibilités de synthése en faveur de la chimie biologique, actuellement
peut-fitre trop limitée par ses propres problémes.
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SERVICE DE BIOPHYSQUE
Rapport de M. RENfE WURMSER, Chef de Service.

I. — PROT&INES DES S&RUMS HUMAINS

Les recherches sur les isohémagglutinines humaines qui ont &é exposées
dans les rapports précédents sont entrées dans une nouvelle phase. Sous leur
aspect génétique, elles sont poursuivies surtout dans des centres de transfusion
disposant du matériel biologique nécessaire. Nos résultats y sont utilisés comme
moyen de caractériser par des données thermodynamiques, soit des antigénes,
soit des anticorps rares ou anormaux. Nous pour suivons toutefois Té&ude physico-
chimique de Tisohémagglutination : d'une part la purification et Tisolement des
isoagglutinines, d'autre part le mécanisme de la combinaison antigene-anticorps.

Depuis 1949, une ultracentrifugeuse analytique fonctionne dans le Service
de Biophysique. Elle a constitué le premier &léément de ce qui est devenu la Station
Centrale d'Ultracentrifugation du C.N.R.S. De trés nombreuses mesures de
coefficients de sédimentation — de Tordre de plusieurs centaines par an — ont
&6 effectuées pour les chercheurs qui en faisaient la demande. L'acquisition
d'une deuxieme machine a permis & M ™¢ Filitti-Wurmser d'organiser la déter-
mination systématique des poids moléculaires et celle des faibles différences de
densité.

M ™€ Filitti-Wurmser a continué d'autre part le travail entrepris en collabo*
ration avec L. Hartmann sur les macroglobulines du sérum. Utilisant un nombre
considérable de diagrammes d'ultracentrifugation d'éectrophorése sur support
et d'immuno6lectrophorése ains que des informations précises sur les troubles
pathologiques accompagnant les anomalies observeées, il a été possible de déve-
lopper le travail de classification des macroglobulines dont quelques résultats
seulement avaient été publiés jusqu'ici.

En marge de ces études sur les protéines du sérum, un travail a été entrepris
sur des enzymes présents dans les hématies. On sait que Tactivité lacticodeshy
drogénasique de ces cellules subit d'importantes variations dans certains cas
pathologiques. La question est de savoir s les variations sont quantitatives of
gualitatives, et pour cela de déterminer les divers parametres qui interviennent
dans la cinétique de ces enzymes. M. Szylit a étudié tout d'abord les lactico*
deshydrogénases des hématies normales. Avec M™° Jacquot, il a obtenu, p&
¢lectrophorese continue sur rideau, sept fractions de mobilites differentes. L°
probl&me se trouve aing posé d'une maniére assez interessante, puisque, en prin*
cipe, la cinétique de chacune de ces fractions une fois connue, un grand nombr*®
de parametres pourront étre comparés entre eux.
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II. — ENZYMOLOGIE

A. Les recherches menées depuis quelques années, sous la direction de
Mme Labeyrie, sur les lacticodeshydrogénases de la levure concernent le pro-
blime des relations entre la structure et la fonction d'un enzyme d'une part, les
a@rad‘eres génétiques et physiologiques des cellules qui ont synthétisé cet enzyme
~autre part; auss sont-elles menées en collaboration avec le laboratoire de
Aenetique Physiologique du C.N.R.S.

On sait que le changement des conditionsde culture d'une levure, en aérobiose

°A anaérobiose, provoquent une modification de la nature des enzymes syn-

<tisés. En ce qui concerne les lactico-deshydrogénases, une culture anaérobie

Onne yn enzyme spécifique du D-lactate, réduisant le ferricyanure et non le

rome C, tandis qu'une culture aérobie donne plusieurs enzymes différents :

“”f" D-lacticodeshydrogehase reduisant seulement le cytochrome C et, princi-

f’alement, une L-lacticodeshydrogénase qui peut réduire le ferricyanure et auss
® cytochrome C ; cette dernitre est connue depuis longtemps.

dalJuszqu'él maintenant les recherches sur ces enzymes ont é&té développées ici
A deyx voies : a) &tude détaillée du site actif de la D-lacticodeshydrogénase
c: *a levure anderobie afin d'obtenir des informations sur le mécanisme de la
it yse par cet enzyme; b) &ude de la L-lacticodeshydrogénase de la levure
?‘:rPtb afin de voir Sil est possible de mettre en évidence des interactions entre
* deux groupes prosthétiques (un héme, une flavine) et de saisir le mécanisme

¢ trandert des &ectrons.

- a)’ Site actif de la D-lacticodeshydrogehase de la levure anagrobie : On a montré

e | activite de cet enzyme est like'a la presence de deux groupes prosthétiques
'ssociables, un mé&al : le zinc, une flavine : FAD. Le rdle desflavines dans les
élavo-enzymes parait assez évident comme intermédiaire dans le transfert des
igif‘fﬂs entre le substrat fixé et Taccepteur. Le rdle du métal, par contre, reste
de 1’\0& . Dans ce but, M'"® Curdel a éudi€ |a possibilité de faire des analogues
deg enzyme naturel, contenant, au lieu du zinc, les cations Mn, Co, ou Ni. Les
at.. Ptiers, cobalt-enzyme et manganese-enzyme, ont effectivement une
f”"“ catalytique, mais la vitesse de transfert des électrons k Taccepteur est
Rus petite que celle correspondant au zinc-enzyme naturel. Le mécanisme exact
m'%”ansfert total n'etant pas connu, il n'est pas encore possible de savoir s le

®talne>yient entre subgtrat et flavine ou entreflavine et accepteur. Toutefois
arguments deéveloppes ci-dessous font penser que le mé&tal intervient

e .
"tre |e substrat et la flavine.

mOCx e e axatyon du zinc sur j>enzy me a u 6tre
deWF mocee ne axats |~enzy P

Atains

edairci par un travail
Pl M. lwatsubo reatif k Tinfluence du pH sur la constante de stabilite du com-
|ﬁﬁf|‘P°e”Zyme-zi”c Il semble age ce metal soit fixe’ simultanement sur deux

Cqﬁr’jjlles Il<< Betat basique. Dans cgt etat, le zinc aurait encore deux valences, ge
do Mtxon NN gtyreps. Quant aJa fixation du substrat lui-mEme, des preci-
d6."> °1'" P 9'"® donnees par une etude de M ™® Labeyrie et M''® Naslin sur la
$u® ™ "4tjon des constantes de stabilite des complexes formes entre Tenzyme

"® Part, le substrat lui-meme et une serie d'analogues structuraux d'autre
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part. Par exemple, les resultats concernant la fixation d'une s&rie d'acides gras
mono ou Q-dicarboxyliqgues a chaine droite, de longueur variable, ont montri
clairement que la participation éventuelle d'une attraction ionique entre Tion
carboxylate du substrat et un groupe positif de T enzyme est négligeable. La
grande stabilité des complexes de T enzyme avec le lactate et Toxalate (K = i0~° M)
est due vraisemblablement k la formation d'un chélat sur I'atome de zinc par deux
valences de coordination.

Il et malheureusement impossible dans les conditions actuelles d'étudier
directement le mode de transfert des éectrons et éventuellement des hydrogenes,
du substrat & la flavine puis a I'accepteur; il sagit de réactions extrémement
rapides intervenant au milieu d'une suite de réactions complexes : fixation et
dissociation réversible du substrat, oxydé et réduit et, éventuellement, de Taccep-
teur. Par une méthode indirecte, il a cependant &é possible de mettre en évidence
une interaction entre la fixation sur I'enzyme d'une part du lactate, d'autre part
de la quinacrine. Ceci suggére que le substrat est fixé sur I'enzyme & proximiti
de la flavine. 11 ne serait done pas nécessaire d'envisager un transfert des éec-
trons par la chaine protéique elleem&me comme |'avait suggéré Szent-Gyor gyi*

b) Interactions des groupes prosthetiques de la L-lacticodeshydrogehase de 1&
levure aérobie : M. Baudras est parvenu a s&parer le groupe prosthétique flavinique
et & réactiver I'apoenzyme spécifiguement par FMN. Les recherches dans ce
sens, faites par plusieurs autres groupes de chercheurs & Té&tranger, avaient con-
duit & un échec. L'enzyme sans flavine, qui contient encore Theme, reste réduc-
tible par addition du substrat, mais devient incapable de réduire les accepteurs,
cytochrome C ou ferricyanure.

Ce premier résultat montre que le transfert ne se fait pas de Théme a I'accep-
teur comme cela avait é&é suggéré, mais de la flavine a I'accepteur.

Ile

B. Les travaux effectubs par le groupe que dirige M''® Yon ont porté sur les

points suivants :

1. Action du cuivre sur Vactivité de la trypsine. — Ce travail, dont une partie
a &té faite avec la collaboration de M ™® Aubel-Sadron, M. Bidallier et M''® Fiszer,
a montré que, suivant la nature du substrat, la presence d'ions cuivre entraine
tantdt une inhibition, tantét une activation de Thydrolyse. L'effet est li€ & la pre-
sence d'un résidu arginine ou lysine du substrat puisque la trypsine attaqu®
spécifiquement les liaisons peptidiques dont le carboxyle appartient h Tun d°
ces acides aminés. D'aprés T&ude entreprise par M''® Yon, la présence de cuivre
active la rupture de la liaison dont le carboxyle appartient & la lysine et inhib®
celle de la liaison dont le carboxyle appartient & Targinine, de sorte que leu ¥fe
restreint la spécificité de la trypsine.

2. Hydrolyse par la trypsine de deux types de lactoglobulines. — Les lacto”
globulines A et B ne différent que par deux acides aminés. M''® Monnot a trouve
gue la trypsine a la meme affinité pour les deux molécules mais que la constante
de vitesse de décomposition du complexe intermédiate est 3, 5 fois plus grande
pour la lactoglobuline A que pour la lactoglobuline B. Il semble que cet fet
soit une conséquence de la différence de charge existant entre les deux substrata

3. Activite"peroxydasique du complexe himoglotrine-haptoglobine. — En coll*’
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bor

X ation avec M. Moretti, M'"® Yon a entrepris une éude cinétique de cette acti-
Jtj sur Thydroperoxyde d'éthyle et Teau oxygénée, en présence d'un donneur
~dectrons, le gaiacol. Us ont congtaté que Thaptoglobine agit comme un acti-
‘ateur et non comme un protecteur. Un exces de gaiacol entreine une inhibition
“nipetitive, Un schéma a éé proposé pour la partie initiale de la réaction et les
“ngtantes cinétiques ont é&é déterminées pour les deux subsrats.

1. — ASSOCIATION DES GLOBINES A L'HEME

p. .M. Banerjee a &té conduit par son travail antérieur sur la dénaturation de
t',e[noglobine a tenter de mesurer Ténergie d'association de la globine & Thame
esrant utiliser le fait que les métalloporphyrines réagissent avec certaines bases
°tees en formant des complexes colorés dont les bandes d'absorption sont
aracteristiques, M. Banerjee a étudié la conjugaison de la mésohémine avec
dipeptide, Thigtidylhigtidine, contenant deux groupements imidazole.
L es resultats conduisent & admettre que Tequilibre sétablit comme s le ligant
°ntenait un groupe complexant unique (pK'» 6, 7 a 25° C). L'autre groupe a
?J ﬂe!‘*g'ngable. D'autre part Tehergie libre, Tenthalpie et Tentropie de Tasso-
L"“"jn de la mésohémine avec Thigtidylhistidine et auss avec le pilocarpinate
90t &1é mesurés a 2° et 25° C. 11 apparait que la presence dans le dipeptide d'uii
grm:]% analogue augmente Taffinite du groupe imidazole.
gn ~& ravan congtite |3 premiere etape de la determination des constantes
. "ergetiques de Tassociation de Theme aux globines de Themoglobine et de
'a Ayoglobine. ]

iv. — ETUDE DES MOLECULES DE LACTOGLOBULINE

J M. Guinand e M. Georges ont poursuivi en collaboration Té&ude thermo-
.ynamiq.e de la dissociation de la Slactoglobuline pour des valeurs de pH
®Perieures & 5.

RoH*® MeAcUn€ de |actoglobuline, L, se coupe en deux sous-unites, 1, de méme
- %< moleculaire; le poids moléculaire « moyen en poids » Mw, déerminé
h ifusion de la lumiere et par ultracentrifugation, varie en fonction de la
obtAerature> du pn,, de xa concentragign et de |a force ionique. Les resultats
(ja°"° Par les deux méthodes sont tout & fait comparables. La réversibilite
PAenomene de coupure, auss bien en fonction du pH que de la température,

. i)t
Pemea decrire L *=t 1 + 1, avec K<ux = (l;}r ; cet équilbre et atteint trts
rapidement. w)

J"rce foni(jue 1A = 0,1, la d&ermination des constantes d'equilibre pour
cllle;;u COmPris entre 5 et 8»8 (* 200 et PH 8>8| K = 2_10n 4) a Permisdc calu

Si . variation d

e Tehergie libre standard de dissociation AF,. On peut con-

IaS.E,Cr avaedt de AF, obtenue Si partir des resultats experimentaux comme
dy mry'e @gebrique d'une energie libre de dissociation AFd et d*une variation
peute'c’;le 'ibre dectrostatique, AF., due & la charge nette de la molécule que Ton
"aleur curer & qipposant ces moletules compactes. On constate ains que les
° de ARd sont constantes en fonction du pH, ce qui permet d'affirmer que
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la dissociation de la molécule résulte principalement d'une répulsion éectro'
statique entre les deux sous-unités.

Pour une forte force ionique, \L > 0,1, on observe un phénomene plus com-
plexe, de nature différente suivant la valeur du pH. Pour les valeurs élevées du pfl
K diminue lorsque la force ionique augmente : ‘a pH 88, [i = 1, K = i.icr*
Ce résultat peut sexpliquer par la diminution des répulsions par suite de la pré&
sence du sel et suggére que les deux sous-unités sont liées entre elles essen-
tiellement par des forces de Van der Waals.

Paralldement k ce travail, M. Pantaloni a &tudié les differentes modifications
de structure de la molécule de lactoglobuline d'aprés sa dispersion rotatoire.
En fonction du pH et de la température, Té&ude de la dispersion rotatoire
entre pH 5,25 et pH 9 met en é&vidence Texistence de deux formes de molécules
en équilibre; le passage d'une forme k Tautre est provoqué par Tionisation d'ufl
groupe G de la protéine de pK,b = 7,25, dont les constantes thermodynamiques
k 20° sont: AH = 5.200 cal./mol., AF = 12.000 cal./mol. et AS = 8 cal./mol./d’

En rapprochant ces résultats de ceux qui ont && obtenus par M''® Guinand
et M. Georges, on est conduit & penser qu'il existe un groupe G par demi-molécuk
et que les demi-molécules se transforment indépendamment Tune de Pautre.
La présence de chlorure de sodium k forte concentration (IL = 1) protége la mole-
cule contre Tinfluence du pH et cette action est d'autant plus marquée que le p#
est élevé : le chlorure de sodium ‘a cette concentration agit soit en abaissant |°
pouvoir rotatoire spécifique de la forme stable en milieu alcalin, soit en dim*-
nuant le concentration des molécules de protéine susceptibles de se transformer-
Cette derniére hypothése, rapprochée des résultats obtenus par les mesures &°
diffuson de la lumiére, améne k penser que, seules, les demi-molécules sont
capables de se transformer.

L'action des métaux lourds sur la lactoglobuline en solution a été égalemen*
étudiée par polarimétrie, potentiométrie, et spectrophotométrie. Deux prind*
paux sites de fixation du cuivre sont éudiés : le premier, mis en évidence p¥
polarimétrie, met en jeu le groupe imidazole (constante d'association de T ordre
de i0"®): le deuxitme mis en &vidence par spectrophotométrie ultraviolette €
polarimétrie, fait intervenir les groupes sulfhydrile (K > io*!°) et donne u!}‘
transformation lente et irréversible de la protéine. Le mercure, Targent et *©
parachlor o-mer curo-benzoate produisent la méme transformation.

Action du chlorure de sodium sur la vitesse de dénaturation de la lactoglobuli®'
— Ladénaturation a &té &tudiée par M “® Yon en collaboration avec M''® Dupont*
k pH 6,9 par une méthode baste sur Tinsolubilité de la protéine dénaturée &
point isoélectrique. Pour des concentrations en chlorure de sodium inférieures
a05 M, Tordre de la reaction est 2. L'énergie libre d'activation de la dénature
tion diminue et la vitesse de la réaction augmente proportionnellement k la con”
centration en sel jusqu'k 0,13 M. Au-deUi, Tenergie d'activation augmente "
la variation de la vitesse n'est plus linéaire.

Il semble qu'aux faibles concentrations on assiste k un accroissement des
interactions éectrostatiques entre les molécules de la lactoglobuline et que, P
les concentrations en chlorure de sodium supérieures a 0,13, on ait un renfot”
cement des liaisons hydrogene intramoléculaires.
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V. — PHOTOSYNTHESE
Les recherches sur la photosynthese exposées dans le rapport de 1959 s°"!
MrSU|V|eS> SoUS la direction de M> Plerre J0I|0t> Par MM % Delosme» Chabaud

en f °'"* A" Delosme sest attache a la deter mination du rendement quantique
d “onction de la longueur d'onde de la lumiére par la méthode amperometrlque
¢ dosage de I|'oxygene de Joliot.
lSefondant sur le fait que, en faible lumiére, la vitesse d'émission de I' oxygene
ie'e”dement defluorescence varient de maniére strictement opposée, M. Pierre
lot developpe Tétude de la cinétique de fluorescence comme source d'infor-
%«ons sur la réaction photochimique.
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Rapport de M. BERNARD PULLMAN, Chef de Service.

I. — STRUCTURE ET ROLE BIOCHIMIQUE
DES POLYENES CONJUGU&S

n A. et B. Pullman ont &abli une thiorie expliquant la présence de Pisomfcre
en'i'CW du r&ingne dans la rhodopsine. Cette presence constituait jusqu'ici une
i'};Sme- En e&Fd, parmi les différents isoméres cis-trans possibles du rétinene,

S0mre xjcis et le siege des plus importants emBEChements stériques. Cette

CJ r - r .
qug-ongance a con%it Paulling, il 'y a un certain nombre d'annees, a affirmtr
nkn oy ex)starfee atdtipprohallr, OF, Hes differents isomeres possibles du reti-
et st jgstement I'isomere n-cis qui est associe ‘a Topsine oloans les pigments
prA%lsy ARt ot e faporbe par A. et B. Pullman a comme point de départ la
™ Postion que la présence d'un isomére du réinéne dans la rhodopsine doit
A Pendre non pas de la stabilite de cet isomere mais de sa facilite de formation
prEn!t AC A Zxsomare ay ane poyr démontrer leur thése, les auteurs ont en
~ Aler lieu établi une méthode générale nouvelle pour révaluation des energies
SIAAEXVARON pOUT rishmerisation transacts des polynes conjugués. La méthode*
Ug rere nans xe calare gandegl des procédés faisant appel aux énergies de loca-
|, 20" Aans Aes complexes activés. Appliquée au cas particulier du rétinéne,
A~ A de indigue queffectivement Tisomére n-cisy bien que stériquement
aD::.“C» figure neanmoins parmi ceux qui doivent se former le plus facilement
uj 2FE1F de >isomep o g1 trans. Des indications expefimentales ont ete trouvees
for fiantirnoent cette e ediction. Comme, d'autre part, il est évident qu'une fois
£jn € ¢ isomére peut etre trappe et stabilise par des interactions avec la pro-
U, ¢' 22 Présence dans la rhodopsine est dans ces conditions tout & fait naturelle.
Pros Minction doit done etre faite nettement, et ceci certainement dans d'autres
et THVS " atiques aussi, entre la stabilite des inter mediates reactionnels
'a facilité de leur formation.

Il. — ASPECTS ELECTRONIQUES DU MECANISME
DES REACTIONS ENZYMATIQUES

A. — COENZYMES D'OXYDO-R*"DUCTION.

qu Up: tiiaoriede B_ et & ApRimhargn piraesaeee san sd apppor tdde 193890t

- ®kefohctionnement dds coenzymes d'ekydo@éddction pouvait etre expliqu?
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en termes des énergies des orbitales moléculaires impliquées dans le transfert
des &ectrons (plus haute orbitale occupée de la forme réduite et plus basse
orbitale libre de la forme oxydée). Un probléme non résolu éait posé par la
relation entre ces énergies des orbitales moléculaires et les potentiels d'oxydo-
réduction des coenzymes. Le probléme a été 6tudié par M™¢ A. Pullman. Le
point de départ des travaux de M™® A. Pullman dans ce domaine a été Pobser-
vation que les potentiels d'oxydo-réduction des systemes réversibles sont fonction
de la variation de P6nergie de résonance associee & Poxydo-réduction. Par con-
séquent, toute relation entre les énergies des orbitales moléculaires individuelles
et les potentiels d'oxydo-réduction doit passer par Pintermédiaire d'une reation
entre ces énergies et la variation précitée de I'énergie de résonance. Utilisant la
meéthode des perturbations, M™® A. Pullman a montré que différents cas &aient
possibles dans ce domaine. Dans le cas des quinones, des relations internes lient
I"énergie de résonance k la fois k Pénergie de la plus basse orbitale libre de la
quinone et h I'énergie de la plus haute orbitale occupée de Phydroquinone. Par
conséguent, une dépendance stricte existe entre les énergies de ces deux orbitales
et le potentiel d'oxydo-réduction. En revanche, dans les coenzymes d'oxydo-
réduction, I'absence de toute relation interne de ce genre exclut |'existence d'une
relation directe entre les énergies des orbitales et le potentiel d'oxydo-réduction.
Toutefois, M™® A. Pullman a pu, en revanche, &tablir pour ces coenzymes dif-
ferentes corrélations spécifiques permettant une compréhension approfondie des
reactions qu'ils catalysent. Ainsi, elle a montre I'existence d'une relation entre
le potentiel d'oxydo-reéduction et : 1) I'energie de polarisation nucleophile du
carbone 4 du DPN et de ses analogues ; et 2) la somme des charges eectroniques
des azotes 1 et 10 de la riboflavine. Les positions mises en jeu sont celles sur
lesquelles a lieu la reduction enzymatique et ces resultats mettent ainsi en eévi-
dence Interrelation entre les caracteristiques energetiques et electroniques des
oxydo-reductions enzymatiques.

B. — ANTIMETABOLITES DE L'ACIDE FOLIQUE.

Poursuivant les recherches sur le mécanisme de fonctionnement des coen-
zymes de I'acide folique, M''® A. M. Perault et B. Pullman ont mis en &vidence
des corréations entre des caractéristiques de la structure &ectronique et Pactivit®
biochimique des antimétabolites de I'acide folique. L'étude a porté, en parti-
culier, sur les antimétabolites actifs en chimiothérapie anticancéreuse. Ces anti-
métabolites agissent en empéchant la transformation de la vitamine en coenzyme*
Us sont caractérisés par une grande affinité pour les réductases & coenzyme DPN
et TPN et par leur propre resistance & la réduction. L es auteurs ont montré qu”
les antimétabolites &taient le plus probablement liés & Penzyme par leur group®
2-aminé et I'azote N,. Us ont également montré que la charge électronique du
groupe 2-aminé des antimétabolites et la basicité de leur azote N, &taient supe*
rieurs aux indices analogues des substrats naturels. De plus, ils ont montré gq“®
la r'eductibilite des cations des antimetabolites par des ions hydrides dévrat
&re inférieure & la réductibilité des substrats naturels.



BIOCHIMIE TH&DRIQUE 19

C. — XANTHINE OXYDASE ET XANTHINE DfeHYDROG"NASE.

Mtles o N P&ault et C. Valdemoro et B. Pullman ont effectué une &ude
@U' le mecanisme de roxydation des purines par la xanthine oxydase. Bien que,
““nsune étude dé&aillée, plusieurs cas soient k distinguer et bien que le mécanisme
<j nlporte au moins deux phases distinctes (une hydratation suivie d'une déshy-
b °genation), Toxydation a lieu, d'une maniere tout & fait générate, sur le car-
one possédant la plus faible énergie de polarisation nucléophile. L'attaque
P*™ des ions négatifs sur le centre oxydable apparait done comme |'étape pri-
Morq@e de la reéaction. ‘ o S

'". _ SEMICONDUCTIVITE DES MACROMOLECULES BIOCHIMIQUES

A. — LES PROTEINES.

L e probléme de la semiconductivité des protéines est un sujet de controver ses
.. puis de nombreuses années. La signification des résultats expérimentaux
emiconductivife avec une‘energie d'activation de Tordre de 2 ev) n'est pas claire
tout Est-ce une semiconductivité électronique, est-elle intrinséque ou extrin-
ﬁF Autant de questions non résolues.
et P'°k" M2 ete soumis k une étude théorique par M™® Suard, G. Berthier
" Oilman, qui ont essaye de calculer la position des bandes d'énergie éven-
eiles susceptibles d'apparaitre dans les protéines par suite d'une déocalisation
A e(:tronlque k travers les liaisons hydrogenes. Le calcul qui nécessite Temploi
j.'"¢ rethode trés perfectionnee a &é long et pénible. La méthode utiliste &ait
Par nlethode du champ moléculaire self-consistant dans Tapproximation de
Tiwer o parr.
banldes Anultats |nd|quent Texistence probable, dans les pp)témes de quatre
tem"es d anergie, geont trois sont entisfement pleines et la quatrieme comple-
ent vidg ) energie de transition pour le passage d'un electron de la plus
mag]l oande pleine a la bande libre excede Iegerement 5 ev. Ce resultat parait
Pas °*Ve aUe nasemicongctjyité observée expérimentalement n'est probablement
doit ANC e C°”duct|V|te électronique intrinséque mais que son apparition
Col'l'l ATE Jige & la présence des impuretés procurant des niveaux €lectroniques
el entantes entia g plus haute bande occupe et la bande libre. Les auteurs
A Lx toutefois ge |es calculs théoriques doivent encore &re perfectionnes
N "“ Une conclusion définitive puisse &re tirée. Recemment, M™® Suard
Llnﬁ %c Pmé les calculs par Tintroduction de Tinteraction de conflguratlons
A Ue’f Nce ~e perfectionnement sur les résultats anterieurs a été négligeable.
me |ementy, cette recherche est poursuivie en essayant d'introduire explicite-
dans le calcul la participation des orbitales 2p de Thydrogene.
diomr;;flsu“%t mtefetssant obtenu dans ce travail est la prédiction que le potentiel
nite Se°” es protanes dojt &tre sensiblement (1 ev) plusfaible et leur &lectro-
nsiblement plus grande que ne sont ces indices dans une liaison pepti-

a.Va_
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dique isolée. Cet é&tat de choses peut ttre significatif pour le pouvoir catalytique
des protéines.

B. — M”LANINE.

En revanche, des calculs analogues effectués par A. et B. Pullman pour des
mélanines indiquent que ce type de composés devrait sans aucun doute cons-
tituer un excellent exemple de semiconducteur biologique. Ces composés sont
caractérisés par des nombreuses bandes d'énergie et la séparation énergétique
entre la plus haute bande occupée et la plus basse bande iibre doit &re tr&s faible
(0.2 p).

Un trés curieux résultat a et€ obtenu, & savoir que la plus basse bande libre
de mélanines sétend jusqu'au domaine liant du spectre d'énergie.

C. — STRUCTURE SUB-MOLMCULAIRE DES ACIDES NUCL&QUES

L es résultats obtenus antérieurement par A. et B. Pullman sur la structure
électronique des bases puriques et pyrimidiques (voir rapport i960) ont conduit
& un ensemble de renseignements susceptibles d'applications dans des domaines
nombreux et différents. L'importance du sujet nous a incité k entreprendre pour
ce groupe de molécules des calculs plus perfectionnés basés sur la méthods
du champ moléculaire self-consistant. C'est un travail de longue halene,
nécessitant la mise en ceuvre de moyens techniques trés puissants (nous avon*
été amené k louer une machine a calcul 8ectronique de dimensions moyennes,
une IBM 1620) et comportant des recherches de programmation.

Les résultats pré&liminaires ont été obtenus par A. Veillard et B. Pullman
qui ont utilisé Papproximation de Pariser et Parr de la méthode du champ sdf’
consistant.

Les résultats sont extrémement encourageants en ce sens qu'ils confirmer*
dans les grandes lignes, lajustesse des résultats antérieurs obtenus par la méthod
des orbitales moléculaires dans Papproximation L.C.A.O. classique. En paf
ticulier, il apparait que Pordre de grandeur des charges nettes obtenues
la méthode du champ sdf-consistant est le méme que celui donn€ par |*
méthode L.C.A.O. De méme, Pordre relatif des pouvoirs donneur et accepted
d'électrons des bases est sensiblement le méme dans les deux méthodes. D*
divergences de detail apparaissent neanmoins entre les deux metliodes <V**
peuvent avoir de Pimportance. Le probléme est &tudié actuellement en déail®

Dans le méme domaine de recherches, A. Velllard, G. Berthier et B. Pullman
ont &valué les valeurs des anisotropies diamagnétiques des squelettes biochimique®
conjugués essentiels et en particulier des purines et despyrimidines. Desrechercher
expérimentales sont actuellement en cours pour vefifier les predictions de 1*
théorie, surtout la valeur relativement élevée de Panisotropie de Padénine.

L es calculs précités ont servi de point de départ k A. Veillard et B. Pulling'
pour des recherches sur Interpretation des spectres de résonance nucléai*®
magnétique des hétérocycles biochimiques conjugués et, surtout, des purig*
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“ Pyrimidines. Les auteurs ont mis en évidence Pexistence d'une relation linéaire

entre la charge &ectronique des carbones de ces hétérocycles et la quantité
|

2
Texp 'I'-F~ oil T est le déplacement chimique des protons fixés sur ces carbones,

"

Ho le champ appliqué et H le champ secondaire induit k Pemplacement du
Proton.

B _Dans un domaine de recherches apparenté, M™° Baudet, G. Berthier et
/ Pullman ont entrepris une évaluation systématique de la répartition des den-
gtes de spin dans les hétérocycles biochimiques conjugués et, en particulier,
s les bases puriques et pyrimidiques des acides nucléiques. Cette évaluation
A est maintenant terming dans ses grandes lignes, doit servir de base pour
-interpré&tation des spectres de resonance éectronique paramagnétique de ces
“°mposés.
i Rnalement, dans le m&me domaine encore, M. Charbonnitre doit procéder
une étude détaillée des moments dipolaires des hé&térocycles biochimiques.
* recherches techniques préiminaires paraissent termindes et la détermination
l‘i moment dipolaire de quelques composés représentatifs (triméthylxanthine,
pxane, uracil) ont donne des resultats en excellent accord avec les predictions
“heoflques

V. — DIVERS

Mue C. Valdemoro a effectué une é&ude trés compléte de la structure élec-
hique §'une série de N- -oxydes aromatiques d'intérét biochimique, compor-
f ertains composés cancérogenes ou actifs en chimiothérapie anticancéreuse.

_. M. Charbonniére a continué ses recherches sur le rdle de Peau dans I'orga-
Asation des chaines macromoléculaires de Tamidon et sur les processus & Torigine
Y "assissement du pain.
?«r ailleurs, un certain nombre de travaux de chimie théorique pure ont
dFment été poursuivis pendant cette année. Ces travaux de caractfere essen-
®Mnt technique, et dont, par consgquent, on ne présentera pas ici les détails
A ®*ntiellement pour but Tamdlioration de méthodes de calcul de la structure
ctronique des molécules et I'&tablissement des méthodes de programmation

Fa n ACpmacanes n calculer electroniques. Ces travaux sont poursuivis, sous
Erection de M. Berthier e¢ M™® Pullman, par M "®® Baudet, Berthod et Suard,

tro
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Rapport de M™® Y. KHOUVINE, Chargde de Service.

Mes collaborateurs étudient, comme les années précédentes, le métabolism”®
des nucléoprotéides, ce qui les conduit souvent k rétude de la synthése des
protéines, et ceux de M. le Professeur Rosenberg poursuivent leurs recherche®
sur la biochimie cellulaire, en particulier, la biochimie de la cellule cancereuse*

En fait, nous cherchons tous & mieux connaitre certains aspects de la bio*
chimie cellulaire des tissus normaux, néoplasiques ou en voie de cancérisation,
pour déceler des différences de composition et d'activités enzymatiques ou des
différences dans le mécanisme de Fapparition et de la disparition des system”
enzymatiques.

|. — BIOCHIMIE DES NUCLEOPROTEIDES

A. — Aprds avoir injecté **P k des rats normaux, MM. D. Szafarz ~
C. E. Sripati ont é&tudié la composition et le métabolisme des particules qw
sortent des noyaux, au cours de I'incubation.

Us ont constaté que ces particules sont riches en ADN, moins riches en ARN
et riches également en protéines. Les mesures de radioactivité (I'ADN ne #
marquant pratiquement pas) ont montré qu'il existe deux types d'ARN, I'uf
trfes actif, i taux de renouvellement rapide et se marquant dfs le début de I'in
cubation, un autre, beaucoup moins actif. L'ARN actif, quittant le noyau powf
aller dans le cytoplasme, a des propriétés qui rappellent celles de TARN chro”
mosomique de Mirsky. Il est possible qu'il transporte I'information sous Ie
contrOle de TADN.

Poursuivant Té&ude de la glycolyse cytoplasmique, en présence des noyﬂ“’,
du foie de rat normal et de Tépith&lioma T 8 de Guérin, MM . Szafarz et Sripst
ont observé que les phosphorylations oxydatives sont inhibées par les noyﬂ'{’
et que Tintensité des systémes accepteurs augmente. A Taide de ** C, ils ont mt#
en évidence le rdle que TATP joue dans ces réactions. Un équilibre dynamiq°®
sétablit et la formation d'ADP est augmentée, probablement par Faction d'u”
kinase.

B. — M. D. Szafarz e¢ M™® S, Dugandzic ont continué Té&tude du fractiofj'
nement chimique du liquide surnageant cytoplasmique que donnent les centfj'
fugations k 105.000 g des homogénats de foie normal, de I'épithflioma T 8 55
Guérin et de Thepatome ascitique. La distribution des fractions suivant le p*
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dans *€s

tissus cancéreux diflifere de celle des tissus normaux, surtout aux pH 55
% 90. 11 y a environ deux fois plus de nucléoprotéides précipités h pH 5,5 et 5,0
Pour les tissus cancéreux que pour les tissus normaux et deux fois moins pour
'3 fraction restant soluble k pH 4,5.

4 La repartition de TARN est &galement diflferente dans les sous-fractions des
leers tissus. 11 y a deux fois plus d'ARN k pH 5,0 dans les tissus cancéreux que

4% |es tissus normaux.

Comme on sait que les fractions qui précipitent Jt pH 55 et 5,0 jouent un
q*npl réle dans la synthtse des protéines, on peut penser que les teneurs plus
“pvees en protéines et en ARN sont liées & la multiplication rapide des cellules
"®oplasiques.

. C— MVY® L. Hirschbein a termine’ non seulement les experiences, mais la
fraction pour sa thfese de doctorat &s-Sciences sur les histones du placenta
n, . . . . . ot . .

. niain. Elle en a etud!é la compqsutlon, les proprietes physugo—chlmlques et
eur ek dans le metabolisme nucleire. Elle a montrée que les histones du pla-
Ce . . .

nta sont hé&érogénes, qu'elles sont formées par plusieurs constituants en
s<ludibre, que cet équilibre est réversible et ne dépend que de la force ionique
N tampons. Elle a s6pare’ les histones en deux grands groupes, classiques :
=15 e arginine et riches en lysine, mais a dgalement montr€ que chacun de
fces_groupes est complexe. Elle a pu sfparer une fraction k pH 6,5 qui sagrege
_ cuement en histone qui ne preécipite plus qu'a pH 9 et qui, vraisemblablement,

ut servir de liaison entreles protéines non basiques du noyau et les histones, ou

'*n jouer un rdle dans le cytoplasme.

d_ W%~ 1A AY métabolisme nucléaire, avec les noyaux du placenta et avec ceux
lepithélioma T 8 de Guérin, lui a permis d'isoler, aprés incubation des
yaux ou des fragments de noyaux en présence de **C-aminoacides, une fraction
f;*<uoactive soluble dans HC1 0,2 N, mais dialysable. Il ne semble pas que cette
esaction radioactive dialysable soit un précurseur de Thistone puisque celle-ci

t tout & fait depourvue de radioactivite. |1 reste cependant possible que les
ﬁ°.t}ditions expérimentales ne soient pas trés favorables & Tincorporation des
IAs aminés dans les histones ou k une synthese de Thistone.
9° "ail sur le placenta est fort intefessant, non seulement en soi, mais

Xi parce que le placenta nous servira de tissu témoin pour les expériences que,
Bn 17obligeance ga M. |e Professeur Lacassagne, hous commencons sur les

¥ neoplasiques humains.

D. M JVl. j.p. 2alta a soutenu sa thése de Doctorat &s-Sciences sur Pincor-
?;a‘ion in vitro des acides aminés dans les protéines des microsomes du foie de
-+ Ja dgk donnt dans le rapport de 1960 les proprietés caractéristiques du
Rgsteme enzymatique que M. Zalta a trouvé chez les mammiferes. Les propriétés
iS ]¢C SYstame prssentent des similitudes avec celles des polypeptides synthétases
s °E° N partir d'Alcaligenes Faecalis par M. Bdjanski. En &Fe, il permet la
Ait-se de polypeptides en présence de Tensemble des acides aminés et des
Q. °~cteosides triphosphates, en particulier de la guanosine triphosphate (GTP).
At permettrait d'expliquer le réle du GTP dans Pincorporation classique
Cours du transfert des acides aminés activés depuis PARN-soluble aux pro-
'"ex ribosomales.

u
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[l. — METABOLISME CELLULAIRE

A. — MIftjANISME BIOLOGIQUE DE L*IRRADIATION.

Dans un travail poursuivi en collaboration avec M. Lacassagne, M. A. J. Ro-
senberg a trouvé que Pirradiation du foie retarde la cancérisation provoquée par
le diméthylaminoazobenzéne (DAB). Ce résaultat indique que, contrairement k ce
gu'on a pensé jusqu'ici, Pirradiation provoque dans le foie une modification, qui
peut fetre mise en évidence par un second facteur traumatisant, dans leur cas
le DAB. Pour essayer d'@ucider le mécanisme de Peffet retardataire du rayon-
nement sur la cancérisation, M. Rosenberg a entrepris, avec M''® A. Ruet, des
recherches dans plusieurs directions :

1. — Etude du métabolisme des acides ribo- et dSsoxyribonucfeiques (ARN et
ADN)

a) sur le foie normal,

b) sur le foie irradié k 1500 r et 3000 r,

c) sur le foie de rat nourri au DAB,

d) sur le foie de rat irradié et nourri au DAB.

2. — Analyse des &éments de VARN (rapport purines\pyrimidines) :

Lerapport ARN/ADN est, pour lefoie normal, 25 — 3,2. Cerapport nevarie
pas avec l'irradiation.

Le DAB, agissant seul, diminue le rapport 15 — 2,1 et ceci sexplique sur-
tout par la diminution de PARN.

L'action conjuguée du DAB et de Pirradiation réaugmente la valeur de
rapport, qui, cependant, n'atteint pas la valeur normale.

Le rapport bases puriques/bases pyrimidiques ne change pas avec Pirra-
diation (0,9 — 1,1).

Avec le DAB seul, le rapport augmente (environ 1,6); on observe une dimi-
nution de Puracile de 30 % environ, et une légere augmentation de Padéninc

Ce rapport diminue k nouveau, mais sans atteindre sa valeur normale s *
Paction du DAB on combine Pirradiation ; letaux d'uracile nevarie paspar rapport
a celui obtenu lorsgue le DAB est employé seul, mais Padenine augmente.

B. — TENEUR EN FLAVINES HYDROSOLUBLES DES DIFHSRENTES FRACTIONS
CELLULAIRES AU COURS DE LA CANCERISATION PAR LE DAB.

Dans le cadre du métabolisme des enzymes flaviniques catabolique™
M. A. J. Rosenberg et M™° R. Emandil-Ravicovitch se sont attachés spécialemefit
k P&tude de Phydrolase de détoxication du 2-4 diméthylaminoazobenzéne (DAB)»
dans le foie de rat normal, dans le foie de rat nourri au DAB, dans le foie de &*
normal irradié partiellement avec différentes doses de rayons X (entre 200-3000 r)i
ains que dans le foie de rat nourri au DAB apr&s avoir été préalablement irradW®

Dans le cas du foie normal, la détoxication suit la cinétique d'une réactio*!
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de premier ordre. Si le milieu n'est pas renforcé en coenzyme flavinique (CoE),
7"y e en moyenne 85 jig. de DAB réduit pour 100 mg de foie frais en 20 minutes
"conditions dans lesquelles on mesure Pactivité de Penzyme). En presence
u CoE, Pactivité enzymatique est de 90. Done il y a un tres faible changement
W au FAD gouté. ' N
ot Dans le cas du foie de rat nourri au DAB, Palure de la cinétique change,
q = "“pproche d'une sigmoide, caracteristique des reactions autocatalytiques.
est°” n>ajoutf Pas 'c‘le FAD> au bout de deux mois de regilee la detéxication
~ AJe. Ced est du k laforte diminution desflavines. On sait que Phydroxylase
A Yetpxication se trouve dans les microsomes, or cette fraction cellulaire est une
Eors factions les plus fortement touchées par la diminution flavinique. En ren-
de?ant le milieu en FAD, la détoxication moyenne au bout de deux mois est
nuI%LS *Cfe /\U./\o Ut ne puatremoy’s, mgmeen pres'ence de. C_oE,_eIIe devient presque
s T qui denote qu'au bout de ce temps, k la diminution de CoE, sgoute
caie de PApoE.
l'a Pa”S A CaS sl xoke de rat norma) partidl|ement irradie, on constate que si
Janimanest oprifietout de suite, dans les jours suivant Pirradiation (1 & 5 jours),
la%'3 A diminution dela”jerngication ‘d'environ 35 %. En goutant FAD,
Pe, A OX1€ON o jgmente de 11 % tout en restant inférieure k la normale. Ceci
el .7 % 2 ce que Pirradiation detruit en partie FAD aind que PApOE, effet
P<<§mere, car ils sont resynthetises par la suite.
nor jon sacrifie 12anima) 28 jours apres Pirradiation, la detoxication redevient
quenB‘ "gerement_ plus forte du cété irradié (5 %). On peut considérer done
gqui_l'llf‘r‘:t e 1>irradiation est pedligeable sur le foie de rat soumis k un regime
3001‘0" "ASUx TS optenys aprés irradiation k différentes doses (200 r, 1500 r et
lim 2. 0"t semblables, ce qui veut dire que la dose de rayons X, entre ces
AS nintervient pas sur ce phénomeéne.
que "° k cas de rats irradies et nourris ensuite au regime & DAB, on constate
qued4 Canen arradnacinaguede |5 reaction est toujours sigmoide tandis
gt~ o~ *'1adn,, ene Sapproche d'une exponentielle, le temps de latence
a IV 5F* *Pprimé. Si on sacrifie Panima aprés trois semaines de nourriture
ot n”“?» °n constate une grande difference de detoxication entre le c6té irradié
Pss °" '%]_;ra<’\" POUT A® premier, la diminution par rapport k la normale ne depasse
ladx° I 9% s qurelle diminue de 75 % pour le second. En gjoutant du CoE,
rest o 2¥1%tion tend k atteindre la meme valeur des deux cotés du foie, tout en
au Bt 10 1 9o o infarieure x 18 narmale Apres deux mois de nourriture
cftE **~» k diminution est de plus en plus marquee des deux cotés (81 % du
irradﬁ.‘ab,\ et no gy du ctp non *rradi,\)» tout en ocant superl'eure du cofe'

Crren doute du CoE, les valeurs tendent k Segdliser des deux cdtes, tout
l.fortntasinféieures Ala narmge (diminution de 70 %). On constate que
Cancl * sy Minutiondela geayication pendant les quatre premiers mois de regime
tt"rQ:X*e”e st due surtout k une chute brutale du CoE, chute beaucoup plus
Peut"RY ca non jfragia | effet des rayons sur le nucleotide flavinique est
ou S’\f“e 9 A |a destruction d'un enzyme contribuant & Phydrolyse de FAD
Quatr Un, ©"zyme inhibant sa synthese. (Question non encore eclaircie) Aprfes
la fa’ "?°' % nourriture au DAB, la baisse en ApoE sgjoutant k celle en CoE,

loxication ne se fait plus d'aucun cote,
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En résumé, on peut affirmer :

1) L'irradiation, quelle qu'en soit la dose (200-3000 r), n'affecte pas la
reaction de détoxication de la cellule hépatique normale.

2) Par contre, dans le cas d'une cellule hépatique au début de la cancérisation
(environ 2 mois), Pirradiation a une influence certaine sur la diminution de FADI
diminution qui se trouve freinée, d'oii détoxication plus forte du coté irradié.

3) Lorsque la cancérisation est avancée (& partir de 4 mois au DAB), Pirra-
diation n'a plus aucun effet sur la détoxication, au manque de CoE venant sajouter
celui d'ApoE.

Paralldlement k cetravail, M. A. J. Rosenberg et M™® R. Emandtl-Ravicovitch
font une éude comparative de la vitesse de formation de FAD h partir de FMN
et de ATP, in vivo et in vitro, dans le foie de rat normal et dans le foie de rat
nourri au DAB.

Us Sintéressent auss, en collaboration avec M'® Hérisson et M. Endo,
& Pinfluence de Phormone thyretrope et de Phydrocortisone sur divers aspects
du métabolisme de la cellule hépatique normale, ascitique et cancéreuse.

C. — REPARTITION DE LA CATALASE DANS LA CELLULE HMPATIQUE DU RAT.

M. Rosenberg et M™® Fourcade ont étudié la répartition de la catalase dans
la cellule hépatique du rat normal. A cet effet, ils ont mis au point une méthods
de dosage quantitatif de la catalase du foie entier et des différentes fractions
cellulaires. Les résultats obtenus indiquent :

1) uneteneur globale du foie constante lorsqu'on la rapporte au mg de poids
frais et excédant de loin les quantités nécessaires & son action catalasque*
Ainsi se pose une fois de plus la question d'une autre fonction, encore inconnue,
de Penzyme.

2) une accumulation notable de la catalase dans les mitochondries moyennes,
par rapport aux grandes mitochondries sédimentant avec les noyaux dont on
les sépare ultérieurement.

Par ailleurs, M. Rosenberg et M ™® Fourcade se sont attachés au phénomeéna
de la diffusion intracellulaire de la catalase dans les milieux cytoplasmique et
mitochondrial. L'accumulation de la catalase dans les mitochondries moyennes
est encore plus évidente et sa distribution entre mitochondries et cytoplasm”
soluble seffectue suivant un coefficient de partage qui se maintient constant
pour chaque type de mitochondries dans le foie normal. Ils se proposent d'ap*
pliquer cette éude au foie de rat au cours de la cancérisation par le DAB.

M. Rosenberg et M™° Fourcade ont déterminé la teneur en eau des mito*
chondries dont le degré d'hydratation a étéjusqu'k présent évalué par la méthod”
optique du « swelling » et a conduit ‘a des resultats irréguliers. En combinant
les techniques de dilution isotopique et de dessication, ils ont mis au point un$
autre méthode : en aoutant une quantité connue d'Ad*nosine diphosphat®
marquée en **C, et en mesurant sa repartition entre les mitochondries (pe'n&
tration et adsorption) et le milieu extramitochondrial et en calculant Peau totals
par dessication, ils ont déterminé le pourcentage d'eau intramitochondriale p#
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*®pport aux mitochondries fraiches. L'intégrité biologique des mitochondries a
[ '®VArifiee par des mesures de phosphorylations oxydatives avec la collaboration
t*e nlle A Ruet. I semble que Inaptitude & maintenir un gradient de concen-
"*tion intérieure-extérieure est également une caractéristique des mitochondries
" bon etat. Par ailleurs, la pénétration de Tadénosine di-phosphate dans les
Atochondries ® €teé mise en évidence.

D. — LOCALISATION ET REPARTITION DES ENZYMES

Par des méthodes trés spécifiques, on peut doser un grand nombre d'enzymes
4"s un homogénat. En faisant varier la tonicité du milieu et le broyage méca
V*e, on arrive k une extraction fractionnée des enzymes localisés dans des

Earti& diflferentes de la cellule (Professeur Bucher et Docteur Pette). M. Rosen-
I.f'£2 utilise cette methode, avec le Dr. Klingenberg, pour établir Torigine de
j epatome ascitique du rat, les méthodes histologiques n'éant pas capables de le
df“e; La méthode enzymologique semble indiquer que Thépatome ascitique est
dé;ré[q_iﬂe parenchymateuse. On y trouvc en effet le cytochrome bg qui n'a été
les © dans % ~ _e ru’au niveau du B%;enchyme. A une notergrécidente signalant

A enzymes faisant defaut ou du moins éta}nt fortement di'minués eans Thepa—
-,M¢ ®citique, on peut ajouter la glycerophosphate deshydrogenase et la
"Uﬁ%seB-phosphatase. ,
do 7 ,A*e" A% organes instantanement, in-situ> dans Tair liquide, on peut
ﬁqiﬁ% eg/a[llement Ie§ substrats, les intermeédiaires fugaces par les enzymes ! eci=
de Pacei o Rosenb®’ 2 applique’ cette méthode avec le Dr. Hochorst, 41 tude
" ction de la chlorpromazine. 1l atrouve que son action ressemble 2 celle
-glucocorticoides, mais en differe par une forte augmentation du rapport
~.Malate

Oxaloacztats.
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Rapport de M™® M. GRUNBERG-MANAGO, Chargée de Service.

I. — STRUCTURE ET SYNTHESE ENZYMATIQUE
DES RIBOPOLYNUCL&OTIDES

A. — POLYNUCLEOTIDE PHOSPHORYLASE.

i. Rdle in vivo. — Dans le cadre des études effectuées pour &ucider le rélé
de la polynucléotide phosphorylase dans la cellule bactérienne, nous avons
montré précédemment, avec M. D. H. Levin, qu'il exi$te une corréation entre
la synthése de TARN par la cellule et Pactivité de la polynucléotide phosphorylase
En d&F¢, Putilisation d'un mutant de E. coli requérant la tryptophane pour 9*
croissance (Trypt-), révdle qu'en absence apparente de synth&se protéiqu®
(présence de chloramphenicol) I'addition du tryptophane provoque une aug'
mentation, chez les cellules, de Tactivité spécifique de la polynucléotide phos
phorylase ains que de la quantité d'ARN synthétisée. Les deux accroissement*
sont fonction de la concentration en tryptophane qui peut ére remplacé p**
le 5-méthyltryptophane.

En collaboration avec M. M. N. Thang, avec |'aide de M''® J. Réveilloft
nous avons isole la polyndcleotide phosphorylase h partir des cellnéabé®
en présence de chloramphenicol avec et sans tryptophane.

L'activité de Tenzyme des cellules traitées par le chloramphenicol en pl'é'
sence de tryptophane est toujours plus élevée que celle des cellules trait(ﬁ:esﬁ11
absence de tryptophane et ceci, quel que soit le test utilisé pour mesurer I'actt”
vité de la polynucléotide phosphorylase (incorporation de rADP-**C dap®
Tacido-insoluble, phosphorolyse de polynucléotides, ou " échange " orthopho®
phate P avec le P terminal des diphosphates).

Plusieurs hypothéses, présence d'inhibiteurs ou d'activateurs libres, chang™J
ment d'affinité de |I'enzyme pour le substrat, activation de 1'enzyme par I'AR”?
synthétisé en présence de chloramphenicol, ont été éimindes. |1 semble pl“®
probable que Ton ait affaire k une synthese nette de polynucléotide phosphoryl**°©
malgré la présence de chloramphenicol, bien que la plupart des autres protén”®
ne soient pas synthétisées. En efFet, nous avons pu montrer, en collaborati”
avec M. M. N. Thang et M. F. R. Williams, en fractionnant sur colonne DEA”
les extraits bruts de cellules incub&es en presence de chloramphenicol et &
tryptophane **C que le tryptophane sincorpore préférentiellement dans certain®
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Pwteines. La polynucleotide phosphorylase se trouve parmi' les proté'mes dans
lesquelles le tryptophane est incorporé le plus activement.

La question desavoir comment le methyltrytophane peut remplacer le
typtophane est actuellement a ['6tude.

2. Micanisme d>Action. - A I'heure actuelle on n'a que tr.‘es peu deren-
*ignements sur les mécanismes des feactions de polyme”~"TJ"N S/
auss des etudes du mecanisme d'action des enzymes ca,t?ables de wnthetlser"des
mdecules de hauts poids mateculaires presented un *V"trSiefemsS

pendamment du réle physiologique de ces enzymes - tout P anAment
Au'ils sont capables dUembler des unites differentes ¢~ A A
, Les proprietesde |a polynucleotide phosphorylase sembjept A t 0o n #
N especes bacteriennes, auss des &udes comparatives orﬁ gle "repmes «*

'a Polynudleotide phosphorylase isolée, soit & partir de E. colt, sort d A. vmekndn,
W de Cl. perfringens.

a) antique. - En coUaboration avec M"e J. Yon, Laboratoire de Blobgli
Physico-chimique Faculte des Sciences Paris, M- P. Dauta a contlnu’\"le travai
“mmencé ParY J. Massuidasund efilelaes |k§}iil§M@di§1nS|ar e -d® ool
Mérigation. L'ensemble de ses resultats suggére que I etape hrtutant{™ pourm_
&re |a formation du trinuclectide & partir de I'ADP et d'un djnuclectide pre
Xistant impUquant la presence d'un Mg pour trois nucleotides.
b) Spicificiti. - Divers analogues de bases diphosphorylees ont été preparés
** M. A. M. Michelson du Laboratoire Guinness et testes comme substrats*On
Byait que la polynudectide phosphorylase de Ecoh on * " * £ * 0%
Polymeriser auss bien I'ADP que le CDP, I'UDP, HDP et le GDP (s.1 est en
P~ence d'autres diphosphates). Par contre, il avait éte rapporté que la poty~
Neetide phosphorlase ne pouvait polymeriser '® 5 A~ A~ A A E @
PW. L'enzyme pXt cependant poymerisg la» ~ ~ $ J g £
W ala L cotguration sterique que le dénve Br de luracde Plus.eur.
Acations avaient ete suggerees pour rendre compte de ces resuhats En col”
noration avec MM. A. M. Michelson et J. Dondon, Af avons examiné
’\veau si les detives halog€R€S de l'uracile ne pouvaient etreP A iérisés et
"°us avons montre que lestrois analogues de |'uradle, BrUDP, C1UD et TUDP
**% Polymerises aissi bien que I'UDP lui-méme. La degradatlon chimique
A Anitique de ces polymers montre qu'ils sont constitues par des l1en8 3'5
PH horibose, comme les autres ‘polymeres ~ f lyméres
Ntenant les derives haiogenes comme base ont ete X es et leur gude Hy
I *% entreprise par M. J, Massoulié dans le laboratoire de J. Fresco (Prince
ton, USA"
s L' teret de cette etude provient de ce que les dérives halogen&s d™'uracile
5§ mutagenes elle peut done permettre de TMeux .comprendre leur action
Iog|que dang 1e cX de 1a theorfe de la mutegenese de Freeze* £t testés
N ers autres analogues preparts par M. A. M. Mich® on ~ léotid'
u. 'essort de 1'ensamble de cette etude qu'a I’ except|on duBrUslar- ynuCés d ¢
{’ 08phorylase ne peut polymeriser que les analogues qui sont mcnrhgg:teursms
. in vivo chl les bacteries. Certains de ces analogues, sont £
ks «<nt alors quel que soit le substrat diphosphate, ce qui est en accord avec
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Phypoth&se selon laquelle c'est le méme enzyme qui agit sur les différents
nucléotides. Cependant le GDP a un comportement spécial vis-k-vis des inhi-
biteurs.

Une polynucléotide phosphorylase a €té isolée de CL perfringens par
M. M. I. Dolin. A Pinverse des préparations de polynucléotide phosphorylase
d'E. coli ou d'A. vinelandii, P enzyme purifie ne polymérise apparemment que
PADP et est inactif avec PUDP et le CDP, alors que Pextrait brut de cet organisme
est actif avec ces diphosphates. L'étude de cet enzyme est poursuivie pa
M. E. Knight dans mon laboratoire et par M. M. |. Dolin aux Etats-Unis.

c) Influence des protéines basiques sur la polynerisation de VADP. — L@
polynucléotide phosphorylase extraite de CL perfringens présente une autre
particularity. Cet enzyme n'exige apparemment pas d'amorceur oligonucléotide
ou polynucléotide pour la polymérisation de PADP, mais une protéine basqu®
comme la polylysine. L'action de la polylysine peut sexpliquer partiellement
par Pabaissement de 30 fois du Ks pour PADP et Paugmentation du ViB;
Récemment M. M. |. Dolin a obtenu des preparations de CL Perfringens g**
ont un besoin absolu de certaines protéines basiques pour la polymerisation*
M. F. R. Williams et M"® T. Godefroy ont montré que la polylysine abaissit
également le Km apparent pour la polymetisation de PADP par P enzyme preépaid
k partir de E. coli ou A. vinelandii, mais seulement k des rapports ADP/"8
dé&inis. Le rapport optimum ADP/Mg pour la polymérisation change d'ailleufl
en présence de polylysine.

Le mécanisme par lequel les protéines basiques agissent sur la polymérisation
de I'ADP egt k Tétude.

d) Synthése de polyméres. — En collaboration avec M. J. Dondon *
M ™€ L. Dondon, de nombreux polyméres contenant 2 ou 3 bases différentes en
proportions variées ont é&é préparés k partir de mélanges de nucléosides diphos*
phates variés. L'influence du rapport des diphosphates sur leur composition
en base a é&té étudiée. La proportion des bases dans le polymére ne refl&te
toujours le rapport des diphosphates dans le mélange servant k leur synthese*

Ces polymeres analysés, dont les constantes de sédimentation ont é&é déeter*
minées au Centre d'Ultracentrifugation du C.N.R.S., servent pour des étud”
physico-chimiques (Wilkins, King's College, Londres; Vorobiev, Institut "°
Cytologie, Faculté des Sciences, Leningrad; Sadron, Centre de Recherch®
Macromoléculaire, Strasbourg), des études chimiques (Kotchekov, Institut d°
Chimie des Substances Naturelles, Moscou) et pour les études entreprises sV
le systéme de codage des protéines par les acides nucléiques (en collaborati®*
avec le Dr. Crick de Cambridge et son équipe).

B. — STRUCTURE DES ACIDES NUCL& QUES.

1. ARN Accepteurs d'Amino-Acides (S-ARN). — Nous avons montré p'®*
cédemment que Té&ude de la phosphor olyse des acides ribonucléques peut app°r*
ter des renseignements sur leur structure macromoléculaire. La phosphoroty
des acides nucléiques est complétement ou fortement inhibée lorsque les f|b°*
polynucléotides possddent des structures ordonnées & double chaine. No¥
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¥pnsmontré, d'autre part, quetous les acides ribonuclé&ques accepteurs d'amino-
dcides testés jusqu'k cejour sont 70-80 % résistants k la phosphorolyse.
. Deux hypothéses pouvaient &re formulées pour rendre compte des faits
observes : i<>) ies molecules de SSARN comporteraient toutes k leur extrémité
Pqrteuse du groupe 3'hydroxyle libre une région sensible a Faction enzymatique,
fmwe d'une région résistante. La cause de cette résistance pourrajt ftre, soit
bemstence d'une structure secondaire en double hélice, soit la présence d'une
les °u d'un nucléoside inhabituel susceptible d'inhiber I'enzyme. On sait que
g S-AK N sont tres riches en nucleosides inhabituels. 2°) Les préparations de
"ARN |enfermeraient deux types de molécules, les unes complétement atta-
Quables |es autres completement resistantes.
1. Nous avons montré (en collaboration avec M. R. Monier, Marseille) que dans
J; ¢as du S-ARN de la levure, c'est la deuxieme hypottese qui est vraie. C'est
“ailleur également le cas du S-ARN de lapin (Singer et Cantoni) et du S-ARN
E, Coh, comme I’a montré le Dr. 'Rprcr de I"Université de Standford, California

lo de mverstt
u 1 L] -~ -
rsq 1 fut, jrwiss > >T<'r'1°(')'uTuf XA, polynucleotlde phosphory]ase ext méme inca

J)eIe “enlever, un seul nucleotide des chaines resistantes a la phosphorolyse.
§PH apres enlevement des trois nucleotides terminaux , PCpCpA dans
-ARN, la resistance a la phosphorolyse n'est pas changee

de P2 la phosphorolyse, le SSARN conserve une activite receptrice vis-k-vis
Gertams amino-acides.

mo_ Y autre part, I'analyse des bases de S-ARN de levure resigants et sensibles

etg&an ﬂ ve I'*quivalence entre les rapports molaires adenyllque et uridyliqug,
dans Yiique et cytidylique, observée dans le S-ARN total n'est pas retrouvee

Phos ?A R Naccepteurs qiaming-acides refigtants et sensibles k la polynucleotide
P_rylase,
am- fa|t_, rapproche’ des variations d'activite specifique vis-i-vis de divers
polinen acides aprfes la phogharlyse suggere que les divers SSARN spécifiques
en L' " Offtrer les uns des autres assez profondément par leur composition
da3se. Encollaboration avec M»e M. L. Lesne’ains que M. J. et M™© L. Don-
l, ™ "°us avons étudié I'influence des différents facteurs connus pour modifier
iucture secondaire des ARN, sur la phosphorolyse des S—ARN
resistance particuliere des SSARN k la phosphorolyse comparee k celle
ARN genéral, semble résulter d'une stabilité plus grande de leur structure
striPuaire k12 gedaturation ». Le Mg parait avoir un effet protecteur sur cette
“ure secondaire.

- ARN Synthetise en presence de Chloramphenicol — Il a été montri par
en n?mbreux auteurs qu'un type particulier d'ARN trfes instable est forme
Paf}-resje noe de chloramphenicol, cet ARN etant localise’dans un type de ribosomes
Caril®Maers. En oljahoration avec M™ S. Filitti-Wurmser et M. Sagaert du
les"@® @ >Ulracenirifugation du C.N.R.S., nous avons repris avec M. Thang
Utiij_ "Pe“ences sur I'effet du chloramphenicol avec le mutant de E. coli (Trypt-)

£ Precedemment.
pare;ei;antage d'un tel mutant reside dans le fait qu'il y a possibilite de com-
‘_ras Sancgomposutlon en ribosomes dans trois conditions différentes : cgllules en
(san« niale, cellules incubées en présence de chloramphenicol seul

™ Ynthfese de novo d'ARN), et enfin cellules incubées avec chloramphenicol
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et tryptophane (synthése d'ARN sans augmentation de quantity sgnificative
de protéines). Ceci permet de dissocier un efFet propre au chloramphenicol suf
la structure des constituants nucléoprotéiques normaux de la cellule, de son
efFet sur le processus de synthése. L es résultats obtenus montrent que le chloram-
phenicol seul, k la concentration utiliste, n'a pas d'eFe notable sur la répar-
tition des constituants nucléoprotéiques de ce mutant. En effFed, celle-ci est 1*
méme auss bien pour les cellules normales que pour celles incubées avec le
chloramphenicol seul. Par contre, en présence de chloramphenicol et de trypto-
phane, condition ot il y a syntheése de novo d'ARN, un nouveau composant
20 S apparait. Néanmoins, ces particules 20 S ne constituent qu'un pourcen-
tage tres faible de Pensemble des ribosomes et ne peuvent représenter la totalit®
des ARN synthétisés pendant le traitement au chloramphenicol qui est de 160-
180 % de la teneur en ARN des cellules normales avant le traitement. D'autre
part, Incorporation de |'adénine *C en présence de chloramphenicol montre
que la radioactivité est incorporée dans les différentes particules nucléopro-
teiques.

L'étude de la répartition de TARN synth&isé en présence de chloramphenicol
est actuellement en cours.

C. — sYNTH~sSeE DES ACIDES RIBONUCL&QUES CHEZ LES LEVURES

Bien gue les levures soient trfcs riches en acide ribonucléque, aucun systém”
de synthése enzymatique in vitro de ces substances n'a pujusqu'k present en fitre
extrait. La connaissance de tels mécanismes est pourtant du plus haut intérft
chez des organismes qui se prétent si bien a 1'experimentation tant biochimique
et physiologique que génétique. C'est pourquoi M. J. Tavlitzki a continué, en
collaboration avec M'"® M. Cousin et B. Mégrot, |'é&ude de ce probléme.

L es resultats qui sont décritsici n'ont pu &tre obtenus qu'aprés une standar-
disation rigoureuse tant des conditions de culture et d'extraction que des pro-
cédés d'isolement, du fait que les systdémes sont instables et que leur activity
synthétisante est faible. Cette activité est mesurée par la vitesse d'incorporation
de précurseurs marques au *C, les acides adénosine diphosphorique (ADP)
et triphosphorique (ATP) dans les polyméres nucléotidiques acido-insolubles*

La méthode d'isolement utilisée permet de mettre en évidence au moins
trois systémes enzymatiques qui différent tant par leur substrat que par leu?
localisation.

En &F¢, le surnageant d'une centrifugation d'une heure h 100.000 x g de*
extraits d'une levure « petite colonie » renferme :

a) un systéme qui catalyse l'incorporation de I'ADP et dont la purification
par les méthodes habituelles est en cours. L'activité de ce systeme est inhib#
par I'ion phosphate, mais ne Test pas par I'ion pyrophosphate;

b) un sysfcme dont le substrat est I'ATP et dont I'activité est stimulée p#
I'acide ribonucléique soluble.

Le culot de cette m&me centrifugation contient un systéme qui catalyse I't”
corporation de I'ATP et qui est de nature particulaire; son activité n'est ps#
stimulée par I'acide ribonucléique soluble. Il est & noter que l'activité de ¢
trois systémes requiert la présence de I'ion Mn++ et que le magnésium qui ot
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iIKbituellement necessaire pour les réactions de ce genre est id, soit depourvu
d'activité, 30|t inhibiteur.

Cet sydafe  particlare ‘qui a ee V*to**"«*éf\t* it
eélamm\ GEPHAPRRICEN €n eiestnet estoonfirrmpan 13 A2
A fractions pratiqguement dépourvues d'activite VIS-a-VIS de~ AMet dont |
cxparation de I'ATP edt tres fortement inhibee par * WJ’PIJ’Pg »- inhlbe

La ribonudease, lorsqu'dle et “pressnte au oours de |nf<p
complement Incorporation, soit qu'ele agisse aur. K P " .V ] S
it qu'dle dé&ruise un amorceur nre La désoxynbonudease est egalement
miBitries mais ¥'inRibitien A'est |amas tetale . ntervention dans

L €8 FERMTBS e (oS R fNESS t0getPPPRE 1« J "X S
}» react|on d'ADN et peut’etre d'ARN specifiques jouant le «* * " » «  *on

I gt & noter ‘a ce sujet que les particules isolees contiennent une forte proporti
“ARN ains que de I'ADN. . actuel

LaquesnoS de savair de quelle nature est k pnxfant dela «J 3 ue
Wa Petude. Les premieres expenences effectuees,.a ce "« g de
“» molecules incorporL ne sont pas smplement gou ees aux m ag : il
C’\ neg nucléotidigSes mais qu'elUes foment, des hens mtey nucl” »b6g yraje

8 agit done, soit d'une synthése d'acide ponadenquue sort d une synthese

La solubilisation de ce systeme est actuellement tentee et son_6tude sera
Poursuivie en meme temps que celle des autres wstemes mis ‘en « N & »

D'autre part les techniques d'isolement sont maintenant *£E*%*£
dP,:>nt pour qu'il soit possible d'etudier du méme point de vue d autres

fCoports entre |€ ydame isdle de la lewre dans lesf ~ "xfm‘?zz
.« 1ADN, soit TARN comme amarcaurs et T - "N ne puri-
" eurs \ﬁ.ra d'autres organismes, ne pourrdii e d j gf.

ode
-dtlon plusolooussee Il n'est pas interdit de penser quilP. A T J J o

smﬂlse

h es polyribonucleotides dont le mécanisme est Afferent de ceux ao
\'H

ient dfere question.

..G
Les etudes entreprises sur le mecanisme de syntRse dtie ole b’:llgggt:
des acides nucleiques exigent des nucleosides diphosphates mar"(f"‘ .

Tadigaetifs e de nombreux analogues de bases, € est- adwe_qu, une l’;:s**‘:;
oite avec des chimistes organiciens est” indispensable. M elTeon R

Wtuellement au point des techniques pour obtenir a v eic A 7 bogoa
érentg derives nucleotidiques radioactifs d'une grande a '

Il. - M&TABOUSME INTERMEDIAIRE
A. - RUCTION PHOSPHOROCLASTIQUE DU FTOJVATE.

Mue ¢ Delavier-Klutchko a réalisé certaines expériences complémentaires
m""e’nlnt Pétude de la réaction phosphoroclastique du pyruvate par CI. saccharo-

dont |
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Elle a constaté que la biotine &tait non seulement un cofacteur indispen-
sable & Incorporation du **CO, dans le pyruvate (voir rapport de i960), mais
qu'elleintervenait également dansla dégradation du pyruvate. En &Fet, Tavidine-"
protéine qui complexe spécifiquement la biotine — inhibe la vitesse de réduction
du néotétrazolium d'environ 50 % (test d'activité utilisé pour suivre la déshydro-
génation du pyruvate). L'incubation préalable de la biotine et de Pavidine prévient
cette inhibition. Il est probable que la biotine intervient dans la réaction globale
au niveau de la décarboxylation du pyruvate et non au stade qui concerne le
transport ultérieur de Phydrogene.

La biotine n'a aucune action sur le syg&me carencé en fer qui est dépourvu
d'activité clastique et qui ne peut incorporer le **CO, dans le pyruvate (voir
rapports précédents), car méme en présence de biotine, ou de biotine et fer, le
systdme carencé est inactif.

Il a été démontré (Rabinowitz, i960) que les extraits de CL saccharobutyricum
requiferent un dérivé de la vitamine B, pour échanger le **CO, avec le pyru-
vate. M™® C. Delavier-Klutchko a recherché Tinfluence éventuelle de cette
vitamine sur les préparations enzymatiques carencées. En dF¢, le fer intervient
dans la synthese de Facide S-amino lévulique qui, lui-méme, est un intermédiate
dans la formation de la vitamine Bi,; les extraits carencés pourraient done en
étre dépourvus. Cependant il n'en est pas ains, car |I'addition de vitamine Bj*
au syst&me carencé est sans eFd.

Les résultats obtenus par M™® C. Delavier-Klutchko au cours de ces der-
niéres années ont apporté des éléments nouveaux concer nant le mécanisme encore
mal élucidé de la réaction phosphoroclastique du pyruvate, particuliérement
1) la participation de deux cofacteurs :

— le facteur « FCL », de nature ptéridigue, qui intervient uniquement dans
la réaction clastique;
— la biotine qui est impliquée dans la réaction globale.

2) la mise en évidence, apr&s traitement thermique ou vieillissement du 8y®:
téme enzymatique, de deux fractions dont la réunion est nécessaire pour qU"]
y ait activité clastique. La fraction obtenue par le vieillissement de I'extrait est
capable de réaliser, seule, Téchange entre le *CO, et le pyruvate.

Ces résultats doivent permettre de concevoir de nouvelles hypothéses de
travail pour rétude du mécanisme complexe de la réaction.

B. — M&TABOLISME DACETOBACTER XYLINUM.

M. P. Prieur a poursuivi Tétude comparative du métabolisme de Acetobaet#
xylinum ayant poussé sur un milieu comprenant soit le glucose, soit le fructose*
comme unique source de carbone.

Il a montr& que la phosphofructokinase, enzyme-clé de la voie d'Embden’
Meyerhof est présente dans Textrait des bactéries ayant crd sur glucose, ma®
n'existe pas dans Textrait des « bactéries fructose ».

La recherche des difFerents enzymes intervenant dans la dégradation e
hexoses a permis de dresser le tableau suivant qui, bien qu'incomplet, rével®
d§a des différences notables entre les deux types de bactéries :
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— sont pr&ents dans les extraits des deux types de bactenes les enzymes
«vants: hexokinase (phosphorylant fructose et glucose) —phosphohexoisomirase
~eglucose-6-phosphate deshydrdgenase ($pecifiguedu T PN danslesdeux extraits)
~- 6-phosphogluconiqueteshydrogenase (specifiquedu TPN dans|'extrait glucose
" du DPN dans I'extrait fructose) — gluconokinase;

— sont absents dans les deux extraits : pyruvate kinase et acetokmase;

— n'existe que dans I'extrait fructose : glyclrokinase.

L es causes de ces differences (repression par exemple) sont en cours d'& ude.
esmvestlgatlonsd autres enzymes se pour suivent en vue de determlner Iesetapes
* defgradation des hexoses ains que les conditions qui preﬂdent alJ emprunt

Jetelleou tellevoie: cycle des pentoses, voie desacidesuroniques et cycled Emb-
%n-Meyer hof.

C. — MECANISME DE LA REACTION ADRENERGIQUE.

Au cours de ses travaux sur lestissus animaux, M. F. Meyer sest mté ress

& mécanisme de la faction adr*nergique. On sait que I adrenaline part|0|pea
£format|on del'AMP 35 cyclique a partir del' ATP sous!'influence dela cyclase.
MTS en présence d'enzymes purifiés, ce nucléotide active la phosphorylase et
COndyit ains & une glycogénolyse que l'adrénaline peut provoquer sur la
cdlule intacte seulement.

Latransformation de TATP en AMP cycUque semble comporter Iaformauon
* complexes transitoires qui précederaient I'intervention de I'adrengline. Ces
platespourraient représenter les « sites receptifs» dont I'existence a ete supposee
Par |es neurophysologlst&s

LIA‘er et porte par M. F. Meyer a I'etiide de Iaformatlon de ces eomplexes

‘mise en evidence est la consequence d'une sorie detravaux gu d a effec-

Pone le mecanlsmed action de certainsinhibiteurs de la monoammo—oxydase
iﬂhlb‘_ ces étudesil a utilise I Iproniazide (i-iso-nicotinyl-2-<isopr epylhydrazide)
l’ . &ur puissant de la mono-amino-oxydase et un systeme biologiquejiont
e /|te in vitro depend quantitativement de la presence d'adremahne : la‘gtyco-
J*"yse dans les coupes de foie dont Sutherland a montre qu elle est stimulee
"Yantitativement par |'adrenaline.
¢& a aind mis en evldence une potentialisation de |'effet de*1' adrendme«
T “upes provenant d'animaux traites prealablement a l'iproniazide. Cet dfct
Z Mentialjsation est indirect, puisqu'il ne se produit que dans les'tissus d ani-
ft? traites * ~y et il n'est'pas du a 1'inhibition de-la desammation”oxyd”ve
~8drenaUne. D'autre part, des incubatians effectuees avec des coupe*”*prdve-

J* Aagimaux normaux ne donnent Ueu a aucune modification de la reactlon
renerglque

t. A f;’{t ﬁé,lﬁcall ’diazi,dé?@ﬁﬁl@m%m@q@gme!‘jﬁmirﬁﬁmq@mfm
f .feH 8aﬂ@tﬁ’éloneﬁ’ﬁ,l auﬁﬁgm}{aﬂoﬂ' depla 6%@6”@;? paée?lc@jﬂ]allgga W&erq[

deMniaux normaux preincubees avec la serotonme se comporrent vigla-vis
l’\enaUnedeIamemefagon guedescoupesdefoied animaux traiteesa lipro-



40 RAPPORTS DES TRAVAUX EFFECTORS EN 1961

niazide. Cet dFet indirect de l'iproniazide ou direct de la slrotonine pourrait
sexpliquer selon les données théoriques de Belau par la formation de chélates
du type (Cyclase-ATP-Mg-Amine) qui pourrait précéder la synthtse dAMP
3,5 cyclique sous Faction spécifique de radrénaline.

Des études pour reproduire la potentialisation par 1*adfenaline sur un sys-
téme isolé sont actuellement en cours. Les résultats observés k Paide d'une frac-
tion particulaire provenant d'un homogénat de foie, en présence de Mg, d'ATP
et de strotonine, suggérent Intervention d'une substance qui n'active pas b
phosphorylase, mais qui, en présence d'adrénaline, devient rapidement active.
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SERVICE DE PHYSOLOGIE
Rapport de M. TH. CAHN, Chef de Service.

Ces derni&res années MM. Cahn et Houget avaient montr£ que, chez te
Lapin, une grande partie des glucides alimentaires est transformée en lipides
pendant Tabsorption intestinale, puisqu'avec une alimentation presqu'exclusi-
vement glucidique, ils ont vu une augmentation importante du transport des
lipides et surtout des triglycérides dans le sang, six k sept heures apr&s le début
du repas quand la résorption est k son maximum.

Le pouvoir de stockage des glucides é&ant faible chez les Homéother mes,
on con9oit la nécessité de transformation rapide de tout exces des glucides
alimentaires en lipides qui, eux, peuvent Stre stockés en quantités presqu'illimitées.
Mais qu'en advient-il lorsque par un jetine préalable de 24 heures on a fortemeflt
diminué les réserves de glycogene? La réponse k ce probleme &ait d'autaflt
plus intéressante qu'elle permettait de vérifier s le processus de conversion des
glucides en lipides réalisé dans la muqueuse intestinale est intégré dans la régu*
lation métabolique générale. La forte élévation des acides gras totaux et surtout
des glycérides qui est de regie chez Tanimal 7 heures aprfcs le début de son rep*®
ne se retrouve plus chez Panimal ayant jeané lejour précédent; il y a bien un$
léger e augmentation mais d'un ordre de grandeur tout k fait inférieur. Par contf®
au bout de 24 heures, alors que chez les animaux régulierement nourris les consti'
tuants lipidiques ont k peu pres repris leurs valeurs de la veille, on observe gq“©
chez ceux qui avaient jetiné ces constituants se retrouvent fortement augment”
deépassant mfeme (pr&s de 50 % pour les glycérides) leurs valeurs d'avant |°
jeaine. Seuls les esters de cholesterol, dont le taux sanguin augmente des **
debut d'un jeane, diminuent dfes que reprend Talimentation et ils retrouve®
leur valeur normale au bout de 24 heures. Ains apres un je&ne, Forganist
utilise les glucides que lui apporte la nourriture en premier lieu pour reconstitu®
ses depots beaucoup plus effondres que d'ordinaire, et €est pourquoi la ¢rans
formation habituelle en graisses du surplus de glucides n'apparait que plll’
tardivement. 11 faut signaler toutefois qu'apres unjesne de 24 heures les gni
n'absorbent pas leur ration k la meme vitesse que s'ils sont nourris chaquejouf*
dans ce cas en 7 heures ils ont ingere en moyenne 77 % de leur ration alors qpf
si ils ont jeane la veille leur ingestion n'atteint que 45 %. Le rythme aliment/¢
ralenti doit evidemment repousser a plus tard I'augmentation de la lipemie &*#
k la conversion des sucres en graisses. Et en effet quand nous imposons gv#
animaux normaux un rythme alimentaire analogue k celui des jesneurs, po?
observons au bout de 24 heures une augmentation de la lipemie mais Negtem



43
PHYSIOLOGIE |
i goumis & un jedne
inférieyre 3 celle que nousd constatons cheZ les animaux

naux de con-
préalable. . iosrmgith des processus ISR S0 o
Ces resltats montrent quc

7 7" aisses varIe avec |_e_r_n 'actwlte meta-

boUque gentrate de l'organisme. 11 « - £ 'integration. ‘ntegr ation
des processus d'assmilation des aUn jd.n WAN AN repeteeS ag

Vmie; mas curieusament cette derme*
les especes; dle est constante&%]'

En determinant deux fds par jour ia \Fm

le
teete avant |€ dEEM one
Aoivent journdlement une’'U J " * A A prefer dfet de cette ho«r)seu_
repas MM. Cahn et Houget ~ ~ ° Jy premlérel j " J de la

J« de diminuer la lipehie : 4 ~abitu gl led' hyperl’\ «**  _ddes
“ment on ne retrouve pas [E} vague

T
"¢ matg encor € |e av.*anx nPal ent
aversion des gluddes aJmentares e n "~ ° /\nq ue k!

-J-JJan
iras esé&rifiés du sang abalssedea) Mj-/Qegtion.

En eneraI NN es.
ﬁ&rlm modifie leur rythm? ord ﬁedéﬁez les femelles que

atteint
lipides ciroulunts esf P ¥ S 7% cmibres 24 heures : ﬁbﬁ&ﬁ?@t se
L'hypolipémie s'accentue au cours des pr

fes males 40 % E cor-
alors chez leg femelles en moyenne 60 % Ch:;aq S o 1o injecions e
Maintenjr 2 ou 3 jours bien que Pon continue

ité acCruc,
e =2 03 dameaaire ave une I0tERE0 s, 11 est suf!""’“‘“lt de
uc mals on VOU R B Bt Th

. N coVEW L nglidres de comsone,
Wiles, la vague d'hyperhpemie due as in ectlo ]ou

OGS EAGLTS S & AB e RS ey §§o
«uste dans k. premieres heures suivant le d" yalewsalan
W i e saccuse encore pendant quelqu”® Jour o doit cond UIe de Iens

J* condderables surtout chez les 87 4%, aoortlsonedoxtfetredesnPPOulms
fe ces faits: d'une part que Iaci{on Prop* yier

ARAN S«'quvre
& convardon des sucres en grasaas & A ,desbquilUbre enf****?" appa-
¥ dautre part que l'organisme lutte » © ce" oo & -idiques, ., 1..uon RR s
Aacteur antagonige de mobilisation desres*v  J A en mame tyci®”
¥t sns contrLe quand cese A A 1 de converson * - *§ordi-
? «e manifese de nouveau k,P * ° A 2 plus grande intenste que
J<*Maires en Upides et peut-ere avegln F”" "N ,q,yisdation
"4, puisque les dépdts de glycogene sx« € 168 PrO€ A gemmi| je due
, Ces resultats metient auss eny evidence mods

fication  de I'OrgANIIME
de+ reserves et de conversion sont lies a queiqu
‘!-..\_-

N
AN

. A ot une glucowrie, entwine
1.O t ti tout od %ﬁr

n wi quela COrtisoNe, tout en pr visn de gly
Qe“"'mtilm:l o

t upe tr't, forte augmentation des «p



44 RAPPORTS DES TRAVAUX EFFECTIjfe EN 1961

k I'acte alimentaire et que cette liaison est influenced par une des hormones de
lasurrénale : lacortisone.

Sous la direction de MM. Cahn et Houget, M. Zannad a poursuivi I'é&ude
de ce phénomeéne. fitudiant lesvariations de la glycémie il constate qu'aprés 2 ou
3 jours d'injection de cortisone il apparait une vague d'hyperglycémie trés
notable, plus forte chez les femelles, 6 i 7 heures aprés le début du repas.
Le lendemain matin, la glycémie a fortement diminué sans toutefois revenir i
sa valeur de départ, surtout chez les femelles. On observe ains que la glycémie
présente une série de dents de scie se détachant sur une ligne ascendante; la
pente de cette derniére étant plus accusée chez les femelles. Apres cessation
des injections les hyperglycémies digestives diminuent rapidement chez les
males, plus lentement chez les femelles.

Sur les acides gras estérifiés, M. Zannad confirme les résultats précédents :
la cortisone provoque tout d'abord une diminution de leur taux dans le sang;
secondairement on observe une intensification du transport des lipides sanguins
qui prend des proportions beaucoup plus importantes chez les femelles. Encore
dans ces expériences les valeurs maximales de la lipémie s'observent 24 & 48 heures
apres l'arr&t des injections.

Ainsi I'administration rép6tée de cortisone amé&ne une hyperglycémie et
une hyperlipémie importante, c'est-k-dire les mémes phénoménes que Ton
observe dans le diab&te. Comme dans cet &at, les variations maximales s ob-
servent dans la période postprandiale. On peut done parler d'un é&at diabétique
cortisonique qui toutefois se distingue nettement du diabéte vrai puisque ces
perturbations sont réversibles, elles cessent en effet quelques jours apris Parré
des injections. La distinction est encore plus nette puisque, comme le montre
M. Zannad, le jeline emptche I'hyperglycémie et I'hyperlipémie cortisoniques.
Et pourtant aussitét que Ton réalimente I'animal, e¢ méme s on a cessé les
injections de cortisone depuis un Kk troisjours, on assiste & une montée glyct-
mique et lipémique au moment de |'absorption digestive. Tous ces résultats
mettent nettement en évidence les liens étroits entre ces troubles métaboliques
et |'acte alimentaire.

Un autre sujet cT&udes a été abordé au laboratoire. On sait que certains
anesthésiques, comme Téher et le chloroforme, modifient la régulation du
glucose sanguin et produisent une hyperglycémie. Cet effet est attribué aux
réactions émotionnelles et doit étre rattache auss & la diminution de I'apport
d'oxygéne au début de I'anesthésie. Avec d'autres anesthésiques on n'observe
pas de modification de la valeur glycémique, €est le cas du Nembutal. Un te
résultat ne permet toutefois pas d'&liminer une influence possible sur les meca*
nismes de la regulation du glucose sanguin; pour en étre sar, il faut éudier s
ces composés modifient les courbes hypo- et hyperglycémiques que Ton observe
apres administration d'agents physiologiques. C'est ce qu'a étudieé M''® Frangi
en recherchant sur le Lapin si le Nembutal aux doses calmantes modifie la courbe
de rhypoglycemie insuUnique et de I'hyperglycémie adrénalinique.

Des résultats qu'elle a obtenus il ressort que le Nembutal, qui par lui-mémc
ne modifie pas la valeur de la glycémie, perturbe cependant les processus de sa
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régulation, d'une part en rlduisant Tadrenalino-secrétion, d'autre part en affai-
blissant les propriétés hyperglycémiantes de Tadr6naline.

. Un lapin rendu anémique par des saignées répétées présente une hyper-
Upemie importante qui parait inhibée par Tadministration d'insuline. Pour savoir
5 cet effet de Tinsuline sur la circulation des lipides est un effet direct ou sil
“agit d'un effet indirect corrigeant un trouble éventuel du métabolisme des
Sucres consécutif 2 'anémie, MIle George a soumis les animaux avant et pendant
] Période des saignées 4 une série d’épreuves (tolérance au glucose, 4 'adrénaline,
a l"msuline) en suivant & la fois la glycémie et les progres de Panémie et de la
lipemie. On sait que la saignée produit rapidement un changement de la cir-
culation des glucides. Aussitdt aprds la saignée, le glucose plasmatique sééve
2ux environs de 200 mg % ; il revient & la normale au bout de quatre a cing heures
® par des saignées successives il peut atteindre 400 mg %. Avant les saignées,
des doses d'insuline d'une unité par kg administrées aprés un jeline de 16 heures
Provoquent des hypoglycémies trés importantes ; le retour & la normale demande
en genéral plus de 6 heures. Au contraire, chez les animaux anémiés par saignées,
& baisse du glucose sanguin est moins accusée et le retour a la normale est beau-
coup plus rapide. |l existe done une diminution de Teffet de Tinsuline et cette
piminution est d'autant plus nette que les animaux présentent une anémie plus
"nportante avec une lipémie plus &evée.
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. — MICROSCOPIE ELECTRONIQUE

,, M. Y. Yotsuyanagi a poursuivi, en collaboration avec Flnstitut du Cancer,
etude au microscope éectronique de la levure, dans le but de préciser les rap-
Ports entre la structure du chondriome et les propriétés génétiques et physio-
'°giques de cet organisme.

19 variation de Vultrastructure du chondriome au cours de la croissance. —

“ cours du cycle de la croissance aérobie en présence de concentrations &levées

de glucose, il existe un parall&lisme entre la modification de Pultrastructure du

chondriome et celles des parametres métaboliques. Ces modifications refletent

les variations de Pampleur de Feffet inhibiteur de la fermentation aérobie au
‘ours du cycle de croissance.

2° Etude comparée des chondriomes des levures normales et des mutants a defi-
C""3*|ce respiratoire. — L es chondriomes des mutants végétatifs Pp- et doubles Pp-
Pr@entent une anomalie caractéristique de Pultrastructure des mitochondries
“ndis que les chondriomes des mutants ségrégants Psp+ et P;p* ne different
Pas de ceux des levures normales a la fin de la croissance exponentielle. On peut
QOne penser que la mutation cytoplasmique p*—>p~ déermine dlrectement
Tanomalie du chondriome des mutants p- et que le chondriome des mutants p*
®présente un chondriome de mfeme nature que celui des levures normales.
niai8 dont le d*veloppement est inachevé h cause de la dé&ficience respiratoire.

3° Changements morphologiques au cours de Vadaptation respiratoire. — La
le"llre normale ayant perdu, a la suite de la culture anaérobie, les enzymes res-
Wrat0|res, la capacité respiratoire ne présente qu'un petit nombre de mitochon-
dries k peine reconnaissables et dépourvues de cristae. En présence d'oxygene,
~°s mitochondries de forme spéciale, qui different nettement des mitochondries
jfe la levure aérobie, se transforment tres rapidement en mitochondries normales.
~® processus saccomplit en quelques heures, paralldement k révolution du Qo,
AN utilisant des analogues d'acides aminés, il est possible d'inhiber la synthfese
s enzymes respiratoires sans inhiber pour autant la formation de la structure
Aitochondriale.
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Il. — STRUCTURE FINE DU GENE

MM. Mousseau et Rossignol ont continu6, sous la direction de M. Rizet,
I'ftude de s&ies de mutants k ascospores blanches chez le champignon Ascobolus
immersus.

M. Mousseau a montré que les deux sous-unités constituant le segment
chromosomique correspondant & la série qu'il étudie, posstdaient toutes les
propriétés de runité definie antérieurement : le polaron. || a montré également
que le croisement intéressant deux sites appartenant & Tun et a Pautre de ces
polérons conduisait h des fréquences tr&s variables de recombinaisons réci-
progues (crossing-over).

M. Rossignol a recherché des recombinaisons non-réciprogues qui sont,
non plus sauvages, mais double-mutantes ; des tétrades contenant de tek recom-
binants existent, mais leur fréquence est apparemment différente de celle des
tirades contenant des recombinaisons sauvages.
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Rapport de M''® NINE CHOUCROUN, Directeur de Laboratoire

~ Nos recherches ont éte poursuivies dans les deux directions qui intéressent
Uctivité de mon laborataire :

|. Etude des proprietes biologiques du constituant lipopolysaccharidique anti-
génique gue nous avons isolé du bacille tuberculeux.

I1. Etude de |°dectrisation superficielle d'iléments figures vivants, au moyen
de nos dispositifs d'éectrophorese qui permettent la séparation fractionnée des

Elements chargés et la détermination de la grandeur de leur charge par |'obser-
"*tion microscopique.

I. — Etude des proprietes du constituant lipopolysaccharidique.

Je rappelle que le lipopolysaccharide, désigné sous le symbole Pmko, est
fe seul constituant connu, isolé du bacille de Koch, jouant un role actif dans
fes deux effets spécifiques importants d'hypersensibilité et de résistance acquise
Provoqués par le corps bacillaire tout entier. Cet antigene lipopolysaccharidique
Jte provoque pas k lui seul le developpement de Thyper sensibilité tuber culinique;
H Iui faut le concours d'une tuberculo-protéine, mais il est essentiel pour que
"allerglc tuberculinique se développe. Je rappdle également que le Jpolysaccha-
|de sfparé de ce constituant par une hydrolyse alcaline, est un antlgenehaptene
erologlquement actif qui a la propriété de preécipiter les anticorps polysacchari-
diques qui se forment au cours de Tinfection par le bacille de Koch. Cette
faction sérologique est toujours le seul test de precipitation directe que nous
%yons en Tuberculose.

La découverte paradoxale du concours nécessaire d'un lipopolysaccharide
Pour que Thypersensibilité k des protéines (comme la tuberculine) se dé'veloppe,
'"citait & rechercher laréponse de Torganismeinfecte Jt Tinoculation intradermique
~® ce congtituant lipidique.

Nous avons pu ainsi mettre en évidence une hypersensbmte detype" retar-
dien " spécifiqguement lide au contact preéalable de Torganisme avec le bacille de
Koch, et distincte de Thypersensibilité tuberculinique. L'existence d'une hyper-
8\nsibilite de type tuberculinique k un constituant bacterien non protiinique
vait jamais été signalee.

Grace aux emulsions fines et stables dans Peau physiologique, que nous

AVons reuss k obtenir de ce constituant lipidique directement insoluble dans
e+, nous avons pu entreprendy e Vitude comparative des reactions intradermiques
&' lipopolysaccharide Pmko et a la tuberculine.
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Les résultats de cette étude qui a porté sur plusieurs centaines de sujets
tuberculeux ,& des stades differents de la maladie, ont montré que les intensités
des réactions intradermiques provoquées chez le méme sujet, par chacun de
ces antigenes, sont souvent différentes, plus fortes pour la tuberculine ou pour
le Pmko suivant les cas. Ces différences individuelles de sensibilité k Tun ou k
I'autre de ces antigenes ne pouvaient Sinterpré&er qu'en admettant Pexistence
d'une hypersensibilité au Pmko distincte de Phypersensibilité tuberculinique.
Et les premiéres observations reatives aux sujets tuberculeux rév8aient en effet
qu'une intensité prédominante de Tune ou de Pautre de ces hypersensibilités,
accompagnaient généralement des formes différentes de la maladie, et dans une
méme forme, des étapes différentes.

L'étude approfondie du dossier cliniqgue de chague sujet nous a permis
de saisir une relation remarquable entre Pintensité des allergies décelées par
ces réactions intrader miques, et les conditions anatomo- et physio-pathologiques

L es résultats obtenus dans le cas des tuberculoses pulmonaires, qui ont &£
classées en sappuyant essentiellement sur les caractéres évolutifs de la maladie
et sur son ancienneté (classification suggérée au Dr. Kourilsky par I'analyse minu-
tieuse des résultats fournis par les tests intradermiques) ont montré :

i° Que le pourcentage des sujets réagissant plus fortement au Pmko qu'i
la tuberculine va en croissant depuis les formes les plus gravesjusqu'aux formes
les moins graves de la maladie, tandis que l'inverse se produit pour les sujets
réagissant plus fortement & la tuberculine qu'au Pmko;

2° Que le pourcentage des sujets hyperallergiqgues au lipopolysaccharide
est d'autant plus élevé que la forme de tuberculose est de moindre gravité, tandis
gue le pourcentage des sujets hyperallergiques a la tuberculine est, lui, d'autant
plus élevé que la forme de tuberculose est de plus grande gravité.

Tous ces résultats semblent bien indiquer que I'aptitude de Porganisme
k développer une réaction au lipopolysaccharide Pmko, d'intensité forte et
supérieure k celle de Phypersensibilité tuberculinique, doit &re liée aux pro-
cessus qui déterminent révolution favorable de la maladie. Il est raisonnable
de penser que le développement de cette hypersensibilité pourrait é&re lié au
mécanisme de la résistance & I'infection tuberculeuse. Alors que la dissociation
des deux phénomenes d'hypersensibilité tuberculinique et de résistance acquise,
dissociation entrevue dans les travaux pionniers d'Alfred Boquet, a été parfai-
tement démontrée par les remarquables expériences de Opie et Freund, il serait
satisfaisant pour Pesprit de pouvoir relier cette hypersensibilité au lipopoly
saccharide, si longtemps insoupgonnée, avec les processus de |I'immunité.

Quoi qu'il en soit, en dehors de Pintéret spéculatif 1ié k la mise en évidence
d'une hypersensibilité spécifique, de type" retardée", k un constituant bactériefl
non protéinique, ces recherches ont apporté la démonstration que le lipopoly*
saccharide Pmko est capable, au mémetitre que la tuberculine, de déceler Phyper*
sensibilité développée par le bacille de Koch.

La propriété de ce lipopolysaccharide d' avoir une constitution mieux défini®
gue celle des tuberculines les plus purifiées, le fait qu'il permet la préparation
d'émulsions d'une grande stabilité dont Pactivité est aisement dosable in vitrog
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préalable de Targaniame avec le bacille de Koch.

Lewit, farf tor |elitatohsaccharide Pmko dans VitabUssement de la resistance
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ration des milieux biologiques, et auss pour la s&paration fractionnfe des par-
ticules chargées de mobilités différentes, mais cependant voisines. Le dispositif
microscopique est encore actuellement le seul permettant des mesures faciles,
correctes et précises de I'8ectrisation superficielle des ééments charges.

Uitude de P Electrisation superficielle des spermatozdides, d'origine animale ou
humaine, nous a d§k permis d'infirmer les résultats des auteurs qui ont cru
observer, et Bparer par le champ éectrique, des spermatozoides de lapins chargés
de signes opposés. Avec nos conditions correctes d'observation, nous avons
toujours constaté que les spermatozoldes sont tous chargés négativement.

Nous pensons que ces auteurs ont fait une séparation des spermatozoides
selon rimportance de leur charge éectrique, comme nous Pavons fait dans le
passé pour certaines bactéries, en particulier pour le bacille tuberculeux. Dans
ce dernier cas, nous avons pu &ablir que la charge éectrique &ait un caractfcre
spécifique des populations d'hérédité definie, lié k la virulence, les populations
k répartition statistique de charges &evées é&ant les moins virulentes.

La separation des spermatozoides en ééments dits positifs et en &éments
négatifs aurait conduit les auteurs de ces expériences k obtenir, par insémination
artificielle k des lapins, des portées k prédominance méle avec les sper matozoides
dits positifs; des portées a prédominance femelle avec les &éments négatifs.

En raison du phénoméne connu de contre osmose qui peut ramener les
éléments les moins chargés vers Téectrode qui les chasse, il faudrait conclure,
en admettant que les résultats de Pinsémination &taient statistiquement valables,
que les spermatozoides les plus chargés sont des spermatozoides femelles et que
les moins chargés sont des spermatozoides males.

Nous avons pensé que Pinsémination artificielle des Bovides, qui se fait &
grande £chelle, pouvait nous offrir un moyen de vérifier cette hypothfese paf
I'utilisation des documents accumulés dans ce domaine, relatifs k des donneurs
dont les semences sont conservées.

Nous pensions sclectionner les taureaux dont la descendance présenterait
une prédominance statistiquement valable de Tun ou de Pautre sexe; é&udief
I'éectrisation superficielle des semences actives, conservées, de ces taureaux;
et voir s une relation existe entre la répartition statistique des dectrisations de
leurs spermatozoides et la prédominance méle ou femelle de leur descendance.
Nous avons eu la désagréable surprise de constater que, seule, la descendance
femelle éait enregistrée avec précision.

Nous avons alors fixé, en collaboration avec le Dr. M. Parez, Professeur &
Tficole Nationale Vétérinaire, et avec le concours de rU.N.C.E.I.A., un projet
de travail consistant & étudier, du point de vue statistique, la totalité de la des-
cendance de taureaux pendant une période donnée. Pour que cette étude sort
statistiquement valable, on doit Pappliquer k la descendance de 20 taureauXt
avec une moyenne de 500 produits par taureau. Ce premier stade nous per mettrait
de reconnaitre Sil existe des taureaux dont la descendance montre une prédomi-
nance de produits de Tun des deux sexes.
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Ce travail, confie a un coUaborateur technique de Maisons-Alfort qui con-
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PROFESSEURS EN VISITE

... M. J. Platt, professeur de Physique h la Faculté de Chicago, a s§ourné k
Anstitut de Biologie Physico-Chimique du 18 avril au 24 mai 1961.
1y a donné deux conférences : la premiere sur « Les propriétés 8ectroniques
geometrlques des molecules dans les etats excites »; la seconde sur « le rdle
4°s complexes moléculaires dans les transferts d' énerg|e ».
Le Professeur Platt Sest étendu particulierement sur Intervention d'un
omplexe par transfert de charge trimoléculaire dans la photosynthfcse, un
" ofendide servant de lien entre le donneur et Paccepteur d*dectron dans les
structures orientées hautement organisées, telles que les chloroplastes.

~ M. Michad Kasha, Directeur de TlInstitut de Biophysique moléculaire de
8Tallahassee (Floride) a pass2 un mois h Tingtitut de Biologie, du 8 juin au
l,Juillet 1961. Pendant son sgour, il a donné deux conférences ayant pour thémes,
wune, « The molecular exciton model applied to hydrogen-bonded dimers »,
Jj utre, « Opt|cal properties of nucleotides ». Au cours de diverses dlscussons
é‘ Kasha a precise’ les notions d'eétat exciton et d'éat de semi-conduction et
‘aité du renforcement de T&at triplet par I'agrégation de la chlorophylle.

.. LeDr. Paul Berg, professeur de Biochimie k TUniversité Stanford de Palo alto

&Callfornle) est resté a Tlnstitut de Biologie du 27jum au 27 aoiit i1960. 11 'y a
Onné une conférence sur « The question of specifity in protein and nucleic acid

Synthesis».
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SERVICE DE CHIMIE MACROMOLECULAIRE
Rapport de M™ A. DOBRY-DUCLAUX, Chef de Laboratoire.

Comme dans les années précédentes, les sujets traités au laboratoire se divi-
*nt en deux groupes :

| — CONSTITUTION CHIMIQUE DES CENTRES ACTIFS DES ENZYMES

i) Il'y adeux ans, M™® A. Dobry-Duclaux a montré que Faction inhibitrice
dJl sd de Roussin sur une frie d'enzymes pouvait sexpliquer par sa fixation sur
PJuseurs groupes basiques du centre actif, groupes tres rapprocnés les uns des
&tres. Parmi les divers modes d'inhibition, attribuables & cette fixation, on peut
%Uss envisager, dans certains cas, la possbility d'une destruction du centre
®if. En effet, s le centre est congtitue par un chelate, dont les ligants sont des
Broupes basiques liés & un metal indispensable & ['activite enzymatique, le sel de
Roussn peut entrer en compétition avec ce métal, en le chassant du centre actif,
Pour former lui-méme des combinaisons peu dissociées avec les ligants corres-
Pondants. M ™° A. Dobry-Duclaux a done entrepris une éude de Faction du s
de Roussin sur les chélates, dont les donneurs ont éé soit Timidazole, soit Téhy-
Nediamine, correspondant aux donneurs naturels, Thigidine ou la lysine.
AUe a montré que le sel de Roussin est capable de sadditionner aux chélates sans
P'ovoquer leur destruction, & des pH correspondant & la zone d'activité de la
plupart des enzymes. L'inhibition de cette activité due & ce complexe ne peut Stre
“tribuée & la destruction du centre actif par suite du déplacement du métal par le
jtomée. Les fonctions azotees basiques reagissent avec le sl de Roussin auss
Jlen 4 Teat libre qu'a Tetat chelate. Dans les deux cas, les produits de la reaction
Jat peu solubles. Cette insolubilite nous laisse prevoir que s ces fonctions se
“<>uvent dans le centre actif d'une enzyme, le sel de Roussin provoque un blocage
% ce centre, independamment de Tetat dans lequel Sy trouvent ces fonctions.

| 2) On admet géné&ralement que dans une réaction enzymatique réversible,
es deux substances S, & S, qui subissent la transformation selon le schéma

Sc+EN ()= S+ E
?efixent sur les mémes groupes chimiques du centre actif en formant un complexe
[“termédiaire enzyme-substrat. Cette hypothése n'ajamais &é vérifiée. D'ailleurs
‘es peu de réactions enzymatiques ont é&é &udiées dans les deux sens et jamais

® ‘% point de vue.
Or M™e A. Dobry-Duclaux a remarqué que cette hypothtse n'est pas toujours



8 RAPPCRTS DES TRAVAUX BFFECTU& EN 1962

exacte : un inhibiteur qui, pour une enzyme donnée, &tait compétitif avec le subs-
trat S, ne I'était pas avec le substrat S,. Ceci indigue que les deux substances
S e S, se fixent sur des groupes chimiques differents du centre actif. Cette
observation a incité M™® A. Dobry-Duclaux k entreprendre une é&ude générate
de ce point de vue, qui est en cours. Jusqu'a présent, ele a pu confirmer son
observation de la non-identité de lieu de fixation du substrat dans les deux sens
OpPOSEs pour les enzymes suivantes : les lactate-, isocitrate- et adcool deshydro-
génases, la fumarase.

Il. — CHIMIE PHYSQUE DES COLLOIDES IONISES

1) La théorie moderne des poly dectrolytes explique les propriétés des solu-
tions des colloides par leur nature éectrochimique, en particulier par la répar-
tition des ions compensateurs dans la couche double. Or, pour pouvoir calculer
dans chaque cas cette répartition, surtout en présence d'autres éectrolytes, il
faut connaitre les conditions limites, c'est-k-dire la concentration des ions k une
grande distance de la micelle; autrement dit, la composition du liquide intermi-
cellaire. L'isolement expé&imental de ce liquide n'est possible qu'a I'aide d'une
membrane semiperméable. Malgré la smplicité du procédé de I'ultrafiltration
les expérimentateurs n'ont guére employé cette méthode et ils ont considéré a
priori le liquide en é&quilibre comme différent du liquide intermicellaire. De sorte
que toutes les applications des théories modernes aux cas concrets se heurtent a
Pimpossibilité deffectuer les calculs numériques, une grandeur fondamentate
étant inconnue.

Il sSagissait done en premier lieu de démontrer que le liquide en équilibre est
effectivement identique au liquide intermicellaire. Plusieurs travaux exp£rimentaux
et théoriques effectués dans ce but ont éé décrits dans les rapports précédents.
Cette année, M™® A. Dobry-Duclaux, en collaboration avec M™° A. Ulinska,
a entrepris cette démonstration sur un colloide bien défini, I'acide polyacrylique.
Elles ont montré que la composition de 1'ultrafiltrat, pour une solution donnée,
est toujours la méme, indépendante de la concentration en colloi'de, fait fonda
mental qui échappe aux théories modernes. Cette composition et done une gran-
deur invariable et est celle du liquide & une distance infinie de la micelle. Les
calculs numériques par les théories modernes deviennent aing possibles.

2) Le second probléme qui a &té traité dans ce laboratoire concerne un certain
nombre de phénomeénes liés a I'état colloidal. Un de ces phénoménes est la coagu-
lation ou la floculation. Il est trés généra et se produit auss bien en solutions
agueuses qu'organiques, et avec des colloides ionisés ou dépourvus de charges.
Les explications de ce phénomene ont &té différentes slon qu'on avait afare abo
uns ou aux autres. Or, dans tous les cas, le phénomene est le meéme et condsts
dans une separation du solvant et du corps dissous. On ne voit aucune raison pour
gu'il n'y ait pas de solutions geénérales, les theéories actuelles n'envisageant qu®
des solutions partielles et contradictoires.

M. J. Duclaux et M™® Ch. Cohn ont attaque le probléme par la mesure de la
pression osmotique. Cette m&hode, proposée par des biologistes, tels que J. Loeb,
a é&té trés peu employée. Certaines &coles &trangeres semblent lui &tre hogtites-
Dans tous les cas, I'addition d'un agent floculant diminue progressivement 1*
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presson osmotique et la floculation survient quand celle-ci devient nulle. Cette
~oculation peut, suivant le cas, &tre réversible ou irréversible. Ainsi la cause du
Pnénoméne est toujours la méme et elle est facile & comprendre : une pression
osmothue ne peut tomber au dessous de zero, car alors le corps dissous se separe
"ecessairement.

L e probléme devient ainsi un cas particulier d'un autre, beaucoup plusgéneral:
Rourquoi un corps est-il soluble dans un liquide et insoluble dans un autre? La
Jneorie seule peut répondre k cette question, car toutes les expériences ont ete
Jaites et le matériel expérimental est surabondant.

.Un cas partlculler de ce phénomeéne général est la floculation des colloides
Anlses Uneloi dg& ancienne est souvent citée comme réglant la floculation de ces

“rps, celle de Schulze-Hardy. Elle accorde une importance prdpondérante k la
faience desions floculants. Nous avons douté de sa validité générale et nous avons
drouve effectivement un cas contradictoire particuliérement net : un sel colloidal

chrome, préparé dans les conditions convenables, est absolument insensible

aux ions dl’valents ou trivalents, bien qu'il appartienne au groupe des corps qui

oivent obéir a la regie de Schulze-Hardy. Ainsi, cette regie ne fait qu'indiquer
Uxe tendance et les limites de sa validité doivent &re précisées.
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. — PROTHINES DES S&RUMS HUMAINS

Comme cela a d§k é&é mentionné dans le rapport de Tan dernier, la méthode
thermodynamique que nous avons introduite dans Pétude génétique de Pisohé&
magglutination est maintenant appliquée dans certains centres de transfusion.
En particulier les travaux de Ch. Salmon sur les génotypes rares et sur les muta-
tions chez les leucémiques démontrent que la méthode est loin d'avoir donné tout
ce qu'on peut en attendre. Indépendamment de leur intéret propre, ces travaux
qui imposent des mesures de controle sur des serums normaux de genotype
connu, ont apporté des confirmations supplémentaires aux donnees energetiques
gue nous avons établies.

Mais on connait encore peu de choses sur les différences de structure que ces
données ont fait découvrir parmi les agglutinines normales spécifiques & I'égard
d'un méme antigene. Une étude physico-chimique trés poussée de ces agglutinines,
portant en particulier sur la comparaison des molécules hybrides et homozygotes,
devrait fournir des informations sur le mécanisme de leur biosynthése. Ce travail*
qui a &té entrepris par M ™ Filitti-Wurmser, progresse difficilement en raison de
la labilité des agglutinines quand €lles sont hautement purifiées.

Dans le cadre de ces recherches, Pemploi de Té&ectrophorése a éution continue
a permis a M™® Jacquot de montrer Texistence de nouvelles differences entre
isoagglutinines naturelles et immunes.

Les recherches sur les macroglobulines ont ete poursuivies par M™ Filitti-
Wurmser en collaboration avec L. Hartmann. L'effort a porte principalement
sur les techniques de separation et sur les mesures de coefficient de sedimentation
dans les melanges

L/mteret des macroglobulines en genethue et en pathologie rend utile de
pouvoir separer ces protem% k partir de petites quantites de serum d'un melne
individu. On peut y parvenir par « centrifugation sur solvant plege » Le procede
consiste k pratiquer des ultracentrifugations en introduisant au fond du tube une
solution tampon de densite supe'rieure & celle de la solution protéique et dans
laquelle viennent Saccumuler les molécules les plus lourdes. L'ensemble des
macroglobulines é&ant ains séparées, on peut achever leur fractionnement en
profitant des différences de solubilité.

Afin d'éliminer certaines difficultés dans Tinterprétation des diagrammes
d'ultracentrifugation, M ™ Filitti-Wurmser a étudié Tinfluence de la présence
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des globulines et de Talbumine sur la sédimentation des macroglobulines et, r&i-
proquement, Tinfluence de la présence des macroglobulines sur la sédimentation
ps globulines. Les effets observés ont été expliqués en tenant compte : i° des
differences de viscosité entre les deux espéces protéiques; 2° du fait que la pro-
t&ne la plus Iégere se déplace derritre la frontitre de la protéine lourde dans un
milieu dépourvu de cette dernitre.

L'ensemble des déerminations effectuées sur les y globulines et macroglo-
bulines permet d'éablir une distinction entre une augmentation de proténes
"ormales ou immunes et Tapparition de congtituants, li€s 2t un trouble de la bio-
synthése. Le fait est particuliérement probant pour les protéines de la maladie de
Kahler et de Waldenstrém. Dans chacune de ces deux maladies, les protéines
®normales sont différentes les unes des autres. Par exemple les macroglobulines
tt des poids moléculaires variant de 75.000 & 1.500.000. Les données biochi-
Miques actuelles ne permettent pas de choisir entre une origine génétique ou
4cquise de ces déviations de la biosynthese protéique.

Il. — ENZYMOLOGIE

_ Les recherches dirigées par M™® F. Labeyrie ont toujours pour objet le meca-
"isme de la catalyse par les lacticodéshydrogénases de la levure.

1. D-lacticodéshydrogénase : Rappelons que les travaux antérieurs avaient
AUggér & que deux cofacteurs dissociables, le zinc et |a flavine adénine dinuclectide
(FAD), sont nécessaires pour que Tenzyme atteigne sa pleine activité.

En ce qui concerne le zinc, son role etait rendu probable parce qu'il est e seul
'°n qui, & basse concentration, peut reactiver rapidement et compl“tement Ten-
%ynie inactivé par le versene. On pouvait toutefois penser que cet effet &ait ddi k la
Association d'un complexe enzymevers*ne. M. Iwatsubo et M''® Curde ont
~ontré Texactitude de la premiere explication. Un traitement acide de Tenzyme
fcurnit un apoenzyme inactif qui peut 6tre totalement reactivé par addition
smultanée de FAD et de zinc.

M»e Curdd a é&endu son é&ude de la fixation de certains méaux divalents,
A laplace de Zn**. Elle a determing d'une part la stabilite des complexes formes
(constantes de dissociation Kd), d'autre part les propriétés enzymatiques de ces
complexes (constante de Michaelis Ky, vitesse maximale V,,). Letableau suivant
donne les résultats obtenus :

Zn Co Mn Ni Cd
K 6 20 100 45 13 pM
Kol e 18 015 0,12 mM
M. 100 40 20 00

. Ces valeurs ne dépendent pas de la fa?on dont a été préparé Tenzyme sans

"¢ que ce soit par le verstne ou par précipitation en milieu acide. Ces données

Ei&'etiqiies mettent en évidence un parall@isme dans les variations de Ky et V.

** nature du méal influence done principalement la vitesse de la réaction limi-
te processus enzymatique global.
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2. L-lacticodéshydrogénase : M. Baudras a continué T&ude de cet enzyme
a partir duque il é&ait parvenu a préparer un apoenzyme hautement réactivable
par Taddition de flavine mononucléotide (FMN). Les proprié&és comparées de
I'enzyme non traité et de Tenzyme recongitué montrent une grande smilitude
a Texception d'un point: la stabilité du complexe flavoenzyme. Celle-ci &ant plus
faible pour Tenzyme reconditué que pour Tenzyme non traitg, il devient possible
d'aborder toute une Srie d'éudes qui ne pourraient ére faites sur ce dernier. En
particulier une s&rie d'expériences paralltes faites par MM. Iwatsubo et Baudras
a) observation fluorimérique de la teneur en FMN libre, b) d&ermination enzy-
matique de la teneur en complexe FMN-protéine, ont permis de mettre en évi-
dence rexistence d'une interaction postive entre les fixations de la flavine et du
subgrat sur Tenzyme.

IIl. — ASSOCIATION DES GLOBINES A L'HEME

Le travail de M. Banerjee sest développé comme il &ait prévu. Rappeons
gu'il sagit d'une éude sur la liaison héme-globine dans la mé&hémoglobine et la
mé&tmyoglobine. M. Banerjee a pu montrer la réversbilité de cette association.
On peut done, dans ce cas, appliquer les lois thermodynamiques découlant des
réactions d'équilibre e dé&erminer des congtantes énerg&tiques.

La mé&hode et baste sur Tobservation que certains corps (ligants) ayant un
fort pouvoir complexant vis-a-vis de Théme réagissent avec Thémoproténe e
gu'il sétablit des équilibres couplés entre I'héme & la globine d'une part, & I'hémc
et le ligant d'autre part. Connaissant la congtante d'équilibre de la réaction heme-
ligant, on calcule, d'apr&s les données expé&imentales, celle qui correspond
I'équilibre héme-gJobine.

Cette congtante a une valeur devée. A pH 7, la réaction d'un dimére d'hémc
avec 2 molécules de globine correspond & une variation d'énergie libre d°
— 21 Kcal. environ. L'énergie de la liaison heme-globine et différente suivant
I'é&at d'ionisation de Théme. En outrela charge nette dela partie proténe influence
Téquilibre. Des mesures effectuées k différents pH ont permis de calculer deux
congantes d'équilibre correspondant respectivement k la mé&myoglobine addc
& la mé&myoglobine ionisde, aind que I'énergie de Teffet produit par la charg®
nette.

Dans la mé&hémoglobine, la présence de quatre groupes prosthé&iques aissé
supposer des interactions entre les quatre groupes fixateurs de Théme sur 1’ape”
protéine. L'intér& doit se porter sur les quatre consantes d'association intrin*
s&ques plutbt que sur la congante d'association globale.

M. Banerjee a obtenu une évaluation approximative des congantes intrinseque’®
corregpondant a la fixation du premier e du quatri&ne groupe prosthéique dans
la mé&thémoglobine. Les quatre constantes intrins& ques ne sont pas égales, ce g
montre Texigence des interactions entre les sites récepteurs. Le sens e Té&endue
de ces interactions rappellent celles observes lors de Toxygénation de Thém™
globine.
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V. — POTENTIELS D'OXYDORIiiDUCTION

i L es potentiels d'oxydoréduction des syst&mes intervenant en biologie ont 6té
°"gtemps |'objet principal des recherches de ce service. Bien que depuis 1945
Uxe orientation nouvelle ait é&é prise, la question n'a jamais cesst de nous inté-
ger . Dans le Rapport sur les travaux effectués en 1960, nous avons mentionné
Y«e nouvelle détermination du potentiel d'oxydoréduction du systéme lactate-
Byruvate pour lequel existait une incertitude de quelques dizaines de millivolts.
A°us avons repris avec M. Banerjee une autre déermination importante, celle
~* potentiels d'oxydoreduction des systemes alanine *=* pyruvate d'ammonium
® valine *=+ a cétoisovalérate d'ammonium. Si les mesures &ectromériques que
*°us avions, M ™e Filitti-Wurmser et moi-méme, effectuées en 1939 sur ce dernier
ysteme, parais&aient satisfaisantes, il n'en &ait pas de méme en ce qui concerne
thre"ler L es expériences de longue durée alors nécessaires pour obtenir |'6qui-
J*® etaient rendues incertaines par I'instabilité du pyruvate en présence d'une
Preparation enzymatique insuffisamment purifiée. Nous nous sommes servis
Cete fois d'une D-aminoacide oxydase cristallisée, préparée par M. Iwatsubo.
E En appelant R le rapport [aminoacide]/[ion cétonique] [NH4+], le potentiel
H du systeme par rapport‘al'egectrode normale d'hydr ogene est

Eyw = E°—0,03log R — 0,03 log C + 0,06 log (H+)

A C repreﬁente le rapport des coefficients d'activité. On a trouvé pour E° + 0,06
NS (H « apH 7, 82 30°% lavaleur — 0,128 V, qui est tr&s proche de celle que Ton
Peut calculer a partir de diverses données existant dans la littérature.

V. — PHOTOSYNTHESE

Le groupe dirigé par M. Pierre Joliot a continué ses recherches sur la photo-
¢’"'"~se de Clorella pyrenoidosa. M. Delosme, utilisant la technique de dosage
e "1y gehe dissous, mise au point au laboratoire, a achevé un travail dont les
delu5|ons sont les suivantes : La respiration ne présente aucune variation
+?"%ble de vitesse dans les secondes qui suivent Tarrfit de la photosynthése. La

A sse de photosynthése ne depend pas de la concentration d'oxygéne dans le
.""®u, i I'exclusion toutefois de I'anaerobiose totale. Enfin le rendement quan-
JI"e maximum varie avec lalongueur d'onde, comme I'avaient trouvé Emerson
apew’ |51 préentein maximum absolu de 1/8 molécule d'oxygéne par quantum
A S°rpe avec deux zones de decroissance pour les longueurs d'onde inférieures
590 m[x et supérieures k 660 mfx.
¢ °es résultats confirment en somme des faits importants deji observes par
"’“*tres dans des conditions différentes. Mais I'éude tout k fait originale du
] inplexe précurseur d'oxygéne mis précédemment en évidence par M. Pierre
¢ °t est poursuivie activement. La technique amperometrlque a été amdiorée,
. “ui rend possible une determination precise de la cinétique d'induction et
i’ conséquent de la concentration d'équilibre du complexe, en fonction de la
°"gueur d'onde.
-8 rdsultats prdiminaires cadrent bien avec Tidée, aujourd'hui admise, de
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I'existence de deux réactions photochimiques distinctes sensibilisées par des pig'
ments différents.

Enfin, en vue de recherches indiquées dans le Rapport précédent, M. Morin

a achevE le montage destiné a la mesure de Pintensité de fluorescence dans ks
premiers instants de I'illumination, ce qui nécessite un démasguage extr@mement
rapide du faisceau.

. JACQUOT-ARMAND. « Isolement d'une macroglobuline oL, (axM) dans le serum
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I. — STRUCTURE tLECTRONIQUE DES ACIDES NUCL&QUES

Tout comme pour les expérimentateurs, les acides nucléiques sont pour tes
biochimistes théoriciens une source inépuisable de problémes et de découvertes.
L 'approfondissement de nos connaissances sur les caractéristiques 8ectroniques
de la structure de ces composants fondamentaux de la matiére vivante reste au
centre de nos préoccupations. Pendant I'année écoulée nous nous sommes surtout
préoccupés des aspects de cette structure liés aux problémes des mutations et de
la carcinogentse.

Dédja dans le rapport précédent nous avons indiqué de quelle fa*on la déter
mination des indices de structure éectronique des bases puriques et pyrimi*
diques des acides nucléiques permettait de prévoir ou d'interpréter, selon le cas,
le site et le mode d'action de différents types d'agents mutagénes. |l sagissait
la en particulier d'agents dont le lieu d'action est trés localisé, se situant sur un
atome ou k la rigueur, sur un groupe d'atomes déterminéds : agents alcoylants,
attaquant préférentiellement N; de la guanine, le formaldehyde, attaquant surtout
le groupe NH, de I'adénine, Pacide nitreux, provoquant preferentiellement 1*
déamination de la guanine etc. Les recherches présentes ont eu pour objet, d'ufl®
part, le mécanisme des mutations spontanées et, d'autre part, Faction d'agents
mutagenes aromatiques dont le mode d'interaction avec les acides nucléique®
est différent de celui des agents précités.

Ainsi A. et B. Pullman ont étudié les probabilités des mutations spontan& s
dues & la possibility d'existence des bases puriques et pyrimidiques dans v&°
forme tautomére rare. En effet, s ces bases existent essentiellement sous la forffl®
lactam et amine (résultats qui Saccordent avec les calculs quantiques sur I"9
stabilités relatives des différentes formes tautoméres possibles), il est néanmoi"®
admis, d'apres une suggestion originale de Watson et Crick, que les mutatiofl®
spontanées pourraient avoir pour origine Tintervention des formes tautomef®
rares (lactim ou imine). La présence d'une formerare peut provoquer un couplag‘p
par liaisons hydrogene, avec une base complementaire inhabituelle et con ¥ '€
i une transmission hereditaire d'un ordre perturbe de la sequence des pai
purine-pyrimidine. Du point de vue theorique il peut fitreinteressant de rechef”
cher laquelle des bases puriques ou pyrimidiques des acides nucleiques pré&fl“
la plus grande probability d'exister dans une forme tautomere rare Or ledc: W
variable essentiel responsable de la tendance relative de ces bases k exister souswh®
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telle forme est la variation de I'énergie de résonance accompagnant la transfor-
mation tautomere. Les calculs explicites de ces énergies montrent que la base
®vant la plus grande tendance & exister dans une forme tautomére rare est la cyto-
ame qui doit done &re considérée comme ayant la plus grande probabilité d'&re
"npliquée dans les mutations spontanées. Vient ensuite la guanine. La probabilité
de I'existence dans une forme rare de I'adénine et surtout de I'uracile est nette-
Mpnt plus petite. Cet é&at de choses est peut-étre en relation avec le rdle prédo-
minant de I'uracile dans le « code génétique ».

Le méme principe a également été appliqué a I'éude des mutations induites
Par des analogues des bases puriques et pyrimidiques (2-aminopurine, 5-bromou-
"acile).

D'autre part, B. Pullman a recherche quels &aient les facteurs &ectroniques
Susceptibles d'étre responsables de I'activité mutagene des aminoacridines. Ces
“°“mposés aromatiques agissent probablement en Sintercalant « en sandwich »
entre des paires successives de bases puriques-pyrimidiques complémentaires.
~fur interaction avec les acides nucléiques met en jeu probablement des forces de
Polarisation comportant des composants du type transfert de charges, interaction
a'PéIedipGles induits et Van der Waals. Les caractéristiques éectroniques inter-
Venant dans ces composantes ont été évaluées et une corréation é&ablie entre le
Pouvoir mutagene et la charge de I'azote du noyau de I'acridine. Le probléme se
attache aux travaux de A. et de B. Pullman sur la solubilisation des hydrocarbures
’\""ncérogénes par les purines, qui comporte la formation de complexes analogues.

~eroleimportant joué dans ' etablissement de ces complexes par Iepouvoir donneur
~ Electrons des purines, mis en evidence par les auteurs précités, a &té confirmé
P*Boyland.

[I. — STRUCTURE &LECTRONIQUE DES PROTtINES

Poursuivant les travau* anterieurs de Suard, Berthier et Pullman sur I'exis-
*N<* possible et I'emplacement des bandes d'énergie dansles protéines, M~ e Suard
* aPporté divers perfectionnements techniques aux résultats précedemment

®lenus. En premier lieu, ele a introduit dans les calculs I'interaction de confi-
j> “rations, perfectionnement souhaitable éant donné la longueur des liaisons
jydrogfene. En second lieu, elle a introduit explicitement dans le calcul la partl-
J~tion de l'orbitale 2p de I'hydrogéne dans la déocalisation electromque
pffet de cet ensemble de perfectionnements a éé restreint |nd|quant par la
jf “ractére satisfaisant des resultats initiaux. On peut done considerer dans

"emble que le modele adopte correspond i I'existence probable dans les pro-

"es de quatre bandes d'energie dont trois sont entiérement plemes et une
_J"Plétement vide. L'energie d'excitation pour le transfert d'un electron de la
PiVs haute bande pleine a la plus basse bande vide est 1égérement superieurek 5 ev.

T~ mCANISME D>ACTION DES HYDROCARBURES CANCtiROGtiNES

4, “eveloppant dans une direction nouvelle ses travaux sur le m& anisme d'action
. . L r o
%ents chimiques cancerogenes, M™° A. Pullman a commence une serie de
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recherches sur les modalités probables de I nteraction méme de ces agents et en
particulier des hydrocarbures aromatiques avec les récepteurs cellulaires, siége
le plus probable des phénomeénes conduisant & la cancérisation. Comme premiére
étape dans cette recherche, elle a soumis k un examen critique un certain nombre
de théories que Ton peut peut-fitre appeler a physiques » pour les distinguer des
théories essentiellement « chimiques » considérees précedemment (la digtinction
étant surtout utilitaire, beaucoup plus que fondamentale), proposées récemment
par des chercheurs anglais et ayant pour objet les interactions protéines-hydro-
carbures cancérogenes.

Deux de ces théories ont été particuliérement examinees :

1) La theorie de R. Mason qui postule que la carcinogen&se pourrait eétre
due a Pexistence d'un transfert d'electrons de la plus haute bande pleine des
proteines sur une orbitale moleculaire libre de Thydrocarbure. La conception
est absolument gratuite, encore sagissait-il de montrer qu'elle est incorrecte.
En effet, la théorie de Mason comportait une corrélation entre Texigence d"
pouvoir cancérogéne et la présence dans les composés cancér ogenes d'une énergie

TABLEAU |. — Résultats de A. et B. Pullman relatifs 4 la théorie de Mason',
g Elnergie d::t _trangiti '?/In ! POUVGir
lans la zone active de Mason
Compost m&og&»e.i
en P eny ]
1,2, 3, 4-Dibenzphénanthréne ... ........ — 1-34 +
1, 2, 5, 6-Dibenzphénanthréne ... ..... ... 1.100,1.152 —_ +
1 1,2, 3,4-Dibenzpyrine . ................ — —
3,4,9, 10-Dibenzpyréne . ............... —_ —
| 1,2, 6, 7-Dibenzpyréne ................. [.HO 1.296 -
2', 3'-Naphto-3, 4-pyréne . . ............. -_— —_ -
1, 2,7, 8-Dibenznaphtacéne . . ........... —-— —_ -
I, 2,9,10-Dibenznaphtacene . ........... I.16l 1-331 —
i, 2, 3,4-Dibenznaphtacéne ............. 1.102 —_ -
2, 3,7, 8-Dibenzph6nanthréne .. ......... 1.109 -
2, 3, 5, 6-Dibenzphénanthréne .. ... ...... — — -
1,2-Benzpyréne ....................... — 1317
2,3, 8, 9-Dibenzperyl*ne ............... IMS 1.263 -
1, 2-Benznaphtacéne . . ................. 1172 — -
2', I'-Anthra-i, 2-anthracéne . ........... " 35 1.299 -
i', 2'-Anthra-i, 2-anthracéne ... ......... 1*152 1.318 -
4, 5,10,11-di (i'g 2'-naphtochryséne). . . . . . 1178 - -
3,4, 9,10-di (2', 3'-naphtopyréne). . ... ... —_ 123 T+
Naphtodianthréne ..................... 1177 -
3', 2-Phénanthra-3, 4-pyréne ........... 1.157 1276 -
1,2, 3,4, 5,6-Tribenzanthracéne . ........ 1.160 —_ -
2', 3'-Phénanthra-i, 2-anthracine . ....... 1.170 -
1.298
g00°

“1. Selon latheorie de Mason tous les composes ayant une énergie de transition dans la ¢
active » devraient 6tre cancerogenes et tous ceuz qui n'en ont pas devraient fitre inactifs.
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d'excitation entre la plus haute orbitale occupfe et une orbitale libre d;une valeur
comprise entre 1,10 - 1,18 p ou 1,248 - 1,348 Y- Cette corrdation etajt proposte
Par Mason sur la base d'une 6tude de 22 hydrocar bures polybenzemques Outre
«ne critique de fond de certains postulats physiques de la theone de Mason,
A- et B. Pullman ont pu montrer par I'éude de 22 hydrocar burges polyhaizemqueB
compl*mentaires que la préendue corréation n'existait, en fait, pas (labieay i).
j @ La theorie de Birks qui, elle, postule que la carcinogenese™pourrait etre
due ; un trandfert d'entergie par resonance entre le noyau tryptophane des pro_
*ines et |'hydrocarbure cancérogéne. La conception est, tout,comme h” prese
Jente, 4 qtuite mais fa auss il falat encore * * * ~ -V & ~ " £ £
?ans , Cas dgalement la theorie avait pour base une corrdation f*JE«EE
du pouvair cancerogene et la valeur d' unelntegraIeJ dutypedelf * * =*
Perster, mesurant le recouvrement du spectre Remission du tryptophane avec la
TABLEAU Il. - RisultaUde A.Puttmanet H.BerthodrelaHfsdlathiariedeBirksK

Pouvoir
Compost h can
I.-\‘-‘----—_
> 3-Benzanthrac@ne . . .......... . ¢eeassavesssnanes 2.000 i
'> % 5, 6-Dibenzph@nanthréne. .vesseveessasosccces 1.380 T
'> %5 3, 4-Dibenzphénanthr Nee.eesssoasesasnsnsver I.zgg S
3>4>9.10—Dibmzpyréne Ceriseseanar e :70 T
NaPhtacéne ........ Ceeeneens 6oo —
3>4>9 6-Dibenzph6nanthréne . . . .veesevsrnvosrans 350 _
% 3> 7i 8-Dibenzphehanthréne . . . .esosvavesarsansss 3400 _
J»3i56Dibenzphehanthr’\ne.................... 2.100 _
Perylfne. . ... ... 4-100
) : 3.800 -

»ZBenznaphtac’\ne ............ 7,350 —_

*» 2, 6, 7-Dibenzpyréne . ........ _
3» 4> 6, 7-Dibenzpyreénc . ... .. .. . cseeesanasmasrer g9°° —

400

J 3Naphto-34pyrfcne........ ... R 42 -
Alsthranthréne ................. 4-.100 —
V25 3i 4, 5, 6-Tribenzanthractne.cseeesaaesesrscess g ot ~

+% 7» 8-Dibenznaphtacene . . ... .ceasasnerror=e . .5 —
“* 25 0» 10-Dibenznaphtacene . . .. ..eremasoressrees xg.x —
;; 4"Benzpentaphéne .. .. ... . ... :ssascecsnrs 4‘500 _

» tAMRRG-, ZaEUHTEENE . . eecaeeenenet ) ST —
.' 3» 8, 9-Dibenzperylene, .o vveosacsnnsaoasssers 4.600 _
4, 9,10-di (2', 3"-naphto)-pyrtNe, ......convrerre=s :

/MY E B henzacriding ... ... ceeereer ettt

2°-Methyl-s, 6-benzacridine ... .. :-eeeemrems=="" :

A io-Dimethyl-5, 6-benzacriding.«-+cees-rrer=®""

-1 19" E)imethyl-7, 8-benzacriding: - «s«reeerrostt""

*e 19" Dimethyl-;, 8-benzacriding---«sssre=rs*"""""

l:qul Selon 1a théome de Birks tous le* composts avec J1>3-99°
les compasgs avec J1<2.000 devraient «re inactits.

indent «>»> engineset
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bande d'absor ption de plus grande longueur d'onde de Phydrocarbure. La démons-
tration de la corr8ation par Birks comportait Té&ude de 17 hydrocarbures.
M ™ A, Pullman et H. Berthod ont étendu cette étude & 21 nouvelles substances
et cette extension a démontré qu'aucune corréation du genre postulé par Birks
n'existait en réalité (Tableau I1).

V. — FACTEURS ELECTRONIQUES DANS U&VOLUTION BIOCHIMIQUE

Le développement prodigieux récent de nos connaissances sur la structure
des acides nucléiques et des protéines, sur les mécanismes présidant a la biosyn-
thése de ces importants constituants cellulaires (et des autres) et auss peut-étre la
perspective des voyages interplanétaires ont eu pour conséquence de susciter un
grand intérét pour les problemes de révolution biochimique. 11 sagit |a de révo-
lution prébiologique, autrement dit de la synthése et la sélection des constituants
fondamentaux de la matiére vivante.

A. et B. Pullman ont mis en évidence le rdle primordial de la délocalisation
électronique comme un des facteurs directeurs de cette évolution. Partant de la
constatation que la grosse majorité des constituants cellulaires fondamentaux,
jouant un rdle actif dansles phénomenes dela vie (acides nucleiques, protéines, phos-
phatesriches en énergie, porphyrines, ptéridines, quinones, caroténoides, r &tinénes
et pratiguement tous les coenzymes) sont formés de syst&mes organiques con-
jugués, riches en électrons 7¢ ils ont avancé la proposition selon laquelle le choi*
évolutionnaire de ces composés en tant que vecteurs de la vie était da aux phéno-
menes de délocalisation &ectronique dont ces substances sont les sieges. En effet,
cette délocalisation procure a ces molécules deux avantages qui ont pu étre décisfo
dans ce choix. En premier lieu, leur stabilisation energetique par resonance repré-
sente un allegement inesperé du coat énergetique des reactions de biosynthésc.
Parmi les manifestations particulierement frappantes de ce facteur on peut cons-
derer, par exemple, Tomnipreésence et la multiplicity des fonctions des por phyrines
et peut-etre auss le role privilegié joue en biochimie par I'adenine. A cette stabi*
lisation thermodynamique, il faut ajouter une stabilisation parallde vis-a-vis $°
Teffet des radiations ionizantes et ultraviolettes.

En deuxiéme lieu, la délocalisation électronique confére aux substances biolQ'
giques dans lesquelles elle se produit un certain nombre d'avantagesfonctionn***
particulierement importants pour le mécanisme des transformations metabo'
liques. Le rble de ce facteur est manifeste dans le choix quasi-exclusif des tool*
cules organiques conjuguées en tant que coenzymes dans les réactions biochi*
miques.

Une étude plus approfondie du probléme montre le rble particuliereme®
important pour la manifestation maximum de ces différents types d'avantages e
la présence dans les biomolécules conjuguées d'héteroactomes diposant de palrCS
électroniques libres sur leur couche de valence, comme c'est le cas, en particuli®
de Toxygene et de Tazote, et auss du phosphore et du soufre. Cette démonstr”
tion explique le choix &volutionnaire des systfcmes héttrocycliques congu”r
contenant ces élements dans |'éaboration des substances ayant une utility D10~
chimique.



BIOCHIMIE THIORIQUE 2

V. - ASPECTSELECTRONIQUESDES REACTIONS ENZYMATIQUES

Peu a peu nous arrivons a expliciter les facteurs &ectroniques responsables
du mecanisme des principales reactions enzymatiques. Apres une etude quantique
detalllee de la structure et du mode de fonctionnement des pnnC| paux coenzymes
doxydo-reductl on et des transferts de groupes, nous examinons maintenant, au
niveau electronique, les principales reactions intervenant dans le metaboljsme
intermediate ou dans la « detoxication »(au sens vaste du mot) des drogues, uette
recherche a pour resultats principaux, d'une part, de mettre en évidence ce{ta ns
mecanismes generaux communs presidant, malgre les apparences de comp.exrte
et de diversite, a des ensembles assez vastes de transformations bIOChIm ues
&, d'autre part, de tracer la route vers une comprefiensum des aspects dedro-
niques de la phar macol ogy avec toutes les perspectives et les espoirs qu une teue
comprehension offre pour une orientation rationnelle de cette science,

Dans une conference, presentee au Colloque International su rle Pyndoxal
a Rome en octobre 1962, B. Pullman a souligné les caractenti ques electronlques
communes dans les reactions catal ysees par |es coenzymes de transfext de groupes.
Pyridoxa phosphate, thiamine pyrophosphate et acide thirahy<tactoucgoxe

D'autre part, M"e A. M. Perault et B. Pullman ont montre que les Lransfer*
enzymatiques des groupements acétyles (unités bi carbonees) paraissent efre r
Par les memes facteurs electroniques que ceux qui determine* le transam Og
Unités monocarbonees par les coenzymes de I'acide folique. L esauteurs 8nt etuqms

n particulier, les transferts enzymatiques des groupes acetyI&s entre
aromatiques, reactions fort importantes dans le metabolisme, de diitg™
cceptatlon
de medicaments. Us ont montré que la probabilité ou la facwle & 1“m deur de
d'un groupe acétyle par une fonction amine aromatique olepend dela g‘me du don
'a charge électronique de cette fonction et que la probabilite ou la"**;
d'un groupement acétyle par une fonction acétamide aromatique depend de la
Srandeur de la bipositivité de la liaison dissociable.

ents types

VI. — DIVERS

M*e A. Pullman a compare la distribution des charges électriques dans les

ti
Porphyrines et les dihydroporphyrines (chlorines) et 3 montré que la saturation

imnortantes modifications dans les

M0yau
Méthér*
tiveg

[lnes‘ C r&utot «deJe I'observation expM menale recentt de W oodwd sur

eact|V|te electrqphlle des chlorines. - *i,"tpimi- 1le chemin le plua
B. Pullman a etudie.quel etait.du point de vue'"T %Y 9%, , "deratlons
Pobable de la biosynthele, des melanines. |1 ‘azmontre qued e s » M« A
Aamodynamiques (dabiUtes rdetives des unitess P A A T A SA' S S
Activites des postions impliquees dans la polymerisation) favonsent, toutes
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deux, un mécanisme de polymérisation par union des carbones 4 et 7 de I'indole
— 5,6 — quinone.

M'"® A. M. Pérault a montré que le mécanisme de fonctionnement de la xan-
thine déshydrogénase pouvait é&re interprété selon les mémes principes que celui
de la xanthine oxydase étudiée précédemment.

A. Veillard a poursuivi des recherches sur Putilisation de la résonance nucléaire
magnétique pour I'étude de la structure éectronique des molécules biochimiques.

M'"'® C. Valdemoro a é&tudié la structure &ectronique d'un grand nombre des
N -oxydes aromatiques dont certains ont un important rdle biochimique.

G. Berthier a poursuivi ses recherches sur une méthode de calcul la moins
empirique possible et cependant utilisable dans le cas de grandes molécules et
auss sur I'emploi des méthodes matricielles en chimie quantique.

W. Kutzelnigg a effectué des recherches sur des orbitales naturelles des sys-
témes de deux éectrons.

M ™¢ Baudet, en collaboration avec G. Berthier, a mis au point une méthode
perfectionnée pour le calcul itératif des orbitales moléculaires self-consistantes
pour des états & couches'incompletes, ainsi qu'une méthode perfectionnée pour le
calcul des densités de spin.

Parmi les activitiés diverses du service, on peut encore citer :

1) La préparation par A. et B. Pullman d'un ouvrage (environ 850 pages)i
« Quantum Biochemistry ». Publie par Wiley's Interscience Division, cet ouvrage
doit paraitre en mai 1963 ;

2) Torganisation par B. Pullman, sous les auspices de TOTAN, d'une ficole
d'éé de Biologie Moléculaire qui doit se tenir en septembre 1963 a Ravedlo, en
Italic L'lfcole doit &re suivie d'un Collogue de troisjours sur « Les aspects
électroniques de la Biochimie ».
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Rapport de M™ Y. KHOUVINE, Chargée de Service.

Mes collaborateurs continuent a etudier le mé&abolisme d&s nucleoproteldes
« ceux de M. le Professeur Rosenberg, la biochimie de la cancensation.

|. — BIOCHIMIE DES NUCUOPROT&DES

A. — M. C. E. Sripati etudie les relations nucléocytoplasmiques des 6@'&!'5
Y« foie normal, d'ascites et de I'epithdioma T8 de Guérin. En partlcular Ha
‘herché a savoir s le noyau est, en un certain sens, autonome pour ses reagtlons
de glycolyse, ou sil a besoin du cytoplasme, véritable réservoir d'enzymes glyco-
tytiques.
4 Iql a d'abord mis au point une methode de préparation lui donnant des noyausx,

°n seulement paraissant purs, mais ne possédant plusles activites enzymatiques
"acterlsthues des mitochondries, par exemple, de la cytochrome oxydase ou
J° la succinodeshydrogenase. En outre, il a constaté que I'ATPase des noyaux,
5>«ement activee par Mg++, ne Ted pas par le dlnltrophénol activant bien connu

% 1'ATPase deS mitecrondies k& n ot %nserve les divers enzymes
9YcBitiques, mais ils ne possdent pas @hekbriASe L8 Reya BBtenus par

-L Sripati peuvent done &re considérés comme purs e mtacts.

Avec M. D. Szafarz, il a montré que ces noyaux, ajouté & un hquide ¢j"o-
]asmlque provenant de centrifugations & 105.000 g, inhibent la glycolyse anae-
umble Ch glucose, mais activent cel.e le delire pfﬁ)h&[ K%’7’?£
d d'mlnut;on de PATP, conduisant & la diminution de I'activite de

°nc a I'impossibilite d' utiliser le glucose, ce qui a ete prouve P" ,Aditton

ATP auxLlieux d'incubation. D'autre part, I'ATPase etant mhlbee par. du
ﬂufil‘ur.e on ne peut la rendre responsable de la dlmlnutlon du « A A T 9 Jfa
Melt; o en evidence la cause die i dlimimution ae AT, mw- ST arz
J* «tudi6 les vitesses de phosphorylation dans le noyau, * cytoplasme?t le cyto
5 S e additionne’de noyaux, en presence et en absence d AMP Cenl “es.a con
> | etullier les echanges en presence d'AMP-C" et a sparer lesn”tid”
A chromatographie. Us ont constate que 'AMP est rapidement ™ ' © A
N« ATP ft, pluslentement, en adenosine et en hypoxanthme, par Reaction
>kinasigye du type ATP + AMP ~ 2 ADP. Us en concluent que le npyau’
1* seul, ™ capSSe de gly"lyser les sucres phosphoryles en Presence d.ATP
* <*e 1-ATP peut etre produit aux depens de I'ADP et de 1 AMP, par 1linter-
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médiaire des myokinases nucléaires. L'AMP peut provenir du cytoplasme puisqu'U
peut traverser la membrane nucléaire. 11 est probablement le facteur limitant de
cette réaction.

Poursuivant rétude des particules qui sortent du noyau pendant Pincubation
& 37° C, MM. Sripati et Szafarz determinent la composition en bases de TARN,
ADN et protéines de deux types de particules nucléaires : celles qu'on obtient
par broyage mécanique et celles qui sortent des noyaux au cours de I'incubation
k 37° C, & partir des cellules de foie normal et de celles de Fépith&lioma T8 de
Guérin, ces dernigres &ant dans un &at de division trés active.

Us ont montré que les particules obtenues mécaniquement sont pauvres en
ADN et en ARN, maisriches en protéines et que les rapports ARN/ADN = 0,2
L es particules obtenues apr&s incubation sont relativement riches en ADN et les
rapports ARN/ADN = 0,06. Ces différences se retrouvent auss bien avec les
cellules normales hépatiques qu'avec les cellules néoplasiques de Tépithdlioma T8-

B. — Pour é&udier les relations nucléocytoplasmiques dans la synthése d'un
ARN viral, synthétisé dans le noyau, mais qui participe & la synth&se des proténes
cytoplasmiques, M. J.-P. Zalta et M"'® R. Rozencwajg ont commencé par la mise
au point d'une méthode de préparation de noyaux purs & partir de cellules d'as-
cites d'Erhlich et de Thépatome de Zajdela, noyaux particulierement difficiles &
préparer.

En utilisant deux agents tensio-actifs, Tun qui é&imine les contaminations
dues aux particules cytoplasmiques, Tautre qui rend la membrane nucléate
fragile, ils ont obtenu des noyaux dont la pureté a été contrblée au mlcroscope
électronique par M''® Carasso et M. Favart. Avec ces noyaux, d'une grande purete‘
M. J.-P. Zalta étudie, en collaboration avec M. Huppert, la synthése de I'ARN
dans des noyaux de cellules d'ascite d'Erhlich, infectées par un virus. Ils ont p“
obtenir une synthése d'ARN viral, mise en évidence par |'augmentation du po™"
voir infectieux. 1ls se proposent, ensuite, d'éudier la synthése de la protéine
virale ains que le rdle joué par le systtme enzymatique différent du systéine
classique et dont M. J.-P. Zalta a montré |'existence dans les ribosomes.

Avec M"® R. Rozencwajg, M. J.-P. Zalta étudie Tincorporation des acides
aminés dans les protéines nucléaires et dans les fragments des noyaux de cellul™
d'ascite préparés k |'aide d'agents tensio-actifs.

Avec M''® J. Combe, M''® L. Hirschbein a montré, k partir des fragments
de noyaux de Té&pithélioma T8, qu'on peut isoler, aprfes incubation en présenge
d'acides aminés marqués, une fraction radioactive soluble dans HCL 0,2 '
Mais cette fraction n'est pas une veritable histone, car elle est dyalisable. Elle cd»
cependant, de nature protéique, ou tout au moins, polypeptidique. Elle contfejt
de nombreux acides aminés, en particulier, les acides bibasiques. Les noyaux %
I'é&pithélioma se comportent done comme ceux du placenta humain. Cepmdaq§>
contrairement k plusieurs auteurs, nous n'avons pu montrer qu'une histone &
tissu cancéreux échange ses acides aminés contre des acides marques, alors <|"' uly
histone de tissu normal ne le fait pas. Pour nous, une histone de tissu nortf®
se comporte tout & fait comme une histone néoplasique. Il est vrai queies histon
sont toujours dialysées avant que leur radioactivité soit mesurée, alors qu'elles,
le sont pas dans les travaux &trangers. La question de Pactivite biologique ®
histones n'est done pas encore résolue.
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M. L. Benaroche continue a purifier des histones de placenta humam et d'épi-
thélioma par adsorption sur Sephadex et par 6lectrophoreses sur gel d'amidon et
sur Sephadex. |1 cherche @ obtenir des histones homogenes, ne donnant qu'un
seul congtituant & I'éectrophorése ou par analyse des groupements N terminaux.
D a d&% prepare’ certaines fractions qui semblent homogenes et va commencer
les analyses.

D. — Sur des cultures d'Escherickia coli en milieu synthethue M. R. S_ng’a
éudie Faction de la chlorpromazine & des concentrations variant de 210
5-i0-s M. Entre ces limites, la chlorpromazine provoque un retard de crmssanqe
sans modifier le temps moyen du développement d'une generatlon (2 h, 35 m),
°n phase exponentieUe. A la concentration de 6.10-, la culture est complement
Hihibte

M. Sutra a cherché a ducider le mode d'action de la chlorpromazme sur..Jﬁs
adides nucléiques d'E. coli, en particulier al'aide d'acide orotique marque par ~
% la concentration de 6.io-~5 M. Il a constate que cet acide n'est pas incokpere
Yans les cellules, aux erreurs d'expériences pré, et ne convient done pas a des
~Nesures de renouvellement de I'ARN.

M. Sutra a egalement utilise Tad"nine -8C" comme precur,seur &t condate
Welle n'a aucun €effet sur la croissance de la culture, tout en etant mcorperee,
*urtout dans la phase de latence. Cette incorporation est plus len's dans la phase
A Ponentielle. Enfin, elle est plusfaible en presence de chlor promazine.

1. - METABOLISME CELLULAJRE

2 A. -w. A-J. Rosenberg, M™ R. Emanoil-Ravicovitch et M"« C  érisson-
C»vet ont poursuivi leurs recherches sur le métabollsmeflawmque et la détoxl
A o n pendant la periode precancereuse, en mettant desrateladeﬁreglm§ encfe
" flavines, en proteines et en leur ajoutant du jaune dneulre At\Gi T,

par les flavines au cours de la detoxication les a conduits a etudler 1 enzyme

~*inique, 1'azobenztne réductase. t .

En r6gime standard équilibré, la réaction de daoxmatlon est du 1 crdéux

En régime cancérigene, la courbe se rapproche d'une sigmo.de’ Aprte d
J* der*ime, si on ne gnforce pas les aliments en FAD? la detox"t'en
?** . le taux d* flavines du rat ayant beaucoup baisst. Apres 4 mois de regime,
a diminution de I'apoenzyme s'ajo!t® * celle du avan o ia Al
., Pe cette’etude comparative des differents’ regimes, ~ . A f A~ A~ 'm A
pSon deladetoxication au coursdela periodedeP f -~ J ~ S Sf ~ h
1'? * la carence en flavineset en proteines; toutefois, ©' ', A FeA /" oy
f “Nncede DAB. Us ont, d'ailleurs, observe que le canoerigene donne seul,
» «urtout aur la diminution de I'apoenzyme | transformations higolo-

.. “es dfds qu'ils ont obsenes correspondent a 0 ATMTM f T™ ice
Jj j f comme e montrent des examens pratiques paraUdement dans le sFrv,ce

* M. le Professaur A. Lacassagne -MpN e iJeriwon-
.M. A,J. Rosnberg, M- R. Emanail- Rawcowtdwf N C H oA

CCtont,\ k men tejudi

el'influence de I'hydrocortisoneet dé " J ™ ~ A
Ne aur |'azobenzene reductase, montrant que I'hydrocortisone augmente le
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taux de flavines totales et le taux de |'azobenzéne réductase tandis que I'hormone
thyr éotrope n'agit pas sur le taux de flavines ni sur la réaction enzymatique.

B. — M. A.-J. Rosenberg, M''® C. Rameix et M. A. Endo ont &udié les
variations d'activité de quelques enzymes pendant la cancérisation et les carences
en flavines et en protéines : |'aldolase, la glycéraldényde phosphate déshydro-
génase, la 3-phosphokinase, la lacticodéshydrogénase, la glycérophosphate déshy-
drogénase, Tenzyme malique, la malicodéshydrogénase, la glutamate-pyruvate
transaminase et la glutamate-oxalacétate transaminase. Us ont done éudié quelques
enzymes de la glycolyse et du cycle de Krebs et 2 transaminases. Les dosages
ont été faits en suivant la variation du DPN ou du TPN, soit parce que ces subs-
tances sont les co-facteurs des enzymes é&udiés, soit parce qu'on fait un couplage
avec une réaction catalyste par une déshydrogénase dont le co-facteur est le DPN-

Us ont observé que les variations enzymatiques se placent toujours entre les
valeurs qu'on trouve pour |'éat normal et celles qu'on trouve pour |'éat canc& eu*
et précédent les lésions histologiques observées dans le service de M. |e Professeur
A. Lacassagne.

Comme pour I'é&ude de la dé&oxication, les comparaisons ont été faites entre
un régime normal, équilibré, un régime carencé en flavines et en protéines et ce
dernier régime additionné de jaune de beurre. Us ont montré que I'activité des
enzymes du foie varie dés qu'on modifie le régime normal, mais qu'aprés 6 jours,
les effets sont imputables au DAB ou (et) & la carence protéique. L'activité des
enzymes du métabolisme glucidique augmente avec les trois types de régime, alors
gue les transaminases diminuent ou méme disparaissent dans la cellule tumorale-
Pour qu'eles diminuent, au cours de la carence seule, il faut maintenir les rats
8 mois au régime carencé.

M. A.-J. Rosenberg, M™® A. Fourcade et M'""® A. Ruet ont mis au point une
technique de préparation, contrblée au microscope éectronique, qui perln
d'obtenir des mitochondries de petite taille (M) e de grande taille (G) dont W
ont é&udié quelques propriétés biochimiques. Les phosphorylations oxydatives
sont différentes entre les deux types et le quotient respiratoire du type G e lg
double de celui du type M. En outre, les agents de gonflement, actifs sur M>
sont sans action sur G. Ceci tend & montrer que le type G correspond k un da
de gonflement plus grand que celui de M ou & une éape différente dans le «turn*
over » mitochondrial.

Continuant leur éude de la teneur en eau des mitochondries, mais cdte
fois-ci en présence de saccharose-C™, ils ont mis en &vidence un effet inhibited
du saccharose, méme a I'&at de traces, sur Teffet sabilisateur de I'ADP. )

Enfin, par des méthodes cin&iques, ils ont montré que les mitochondr"
subissent une lésion irréversble dans la solution de Ringer. P/O diminue %
par gonflement progressif des mitochondries, on aboutit & un nouvel éat d'éq¥ ui-
libre.
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Rapport de M*e M. GRUNBERG-MANAGO, Chargée de Service:

I. — STRUCTURE ET SYNTHZSE ENZYMATIQUE
DES RIBOPOLYNUCL&OTIDES

Les recherches poursuivies font partie d'un programme a long terme qui
Porte sur 1'éude des divers mécanismes de la biosynthése des polyribonucleotides,
'Ar structure physico-chimique et leur fonction dans la cellule vivante. Nous
%ons particulierement étudié les questions suivantes

% Code génétique et biosynthése des prot&nes,

*) Mécanisme d'action de la polynucléotide phosphorylase,

9 Rdle des amino acides dans la synthése de TARN par la cellule bacterienne
® effet des analogues d'amino acides (en particulier mé&hyltryptophane),

% Synthése des polyribonucléotides chez la levure.

A. — LE CODE G&jihriQUE ET LA BIOSYNTH&E DES PROTEINES

Il parait maintenant établi que la séquence des amino acides d’une protéine

Gonnge est déterminée par la séquence des nucléotides d’une partie définie de la

.3

¢ 4 de bases qui
ine nucléique. Le probléme de Ia séquence exacte et du nombre
Sé:,terminent les places qu’occupent les vingt acides aminés trouvés dans Jes pro-
€8 est connu sous le nom de « probléme du Code ». % de SARN
Un systéme in vitro, composé en particulier de ribosomes de E. coli, de

& Lamin, acides, catalyse P'incorporation des amino acides dans les p r?t.élfi

Eﬁ::fincorporation est stif aulee par certains ARN, cc_)mmé_ €S AKIN « J » - «
den. ™ Utilisation de ce %ﬁma permis 8 Mgthag & Nirenberg defare yne
s;::’“}":‘e fondamentale : 1brsque 1'ARN est-rempiac® {zgf HA ASMBRaVmErg
. ; 0 0

P ?"ﬁ‘ ’\qtiel’JDtlgI \/qulae 50?99&&8%” E)h%g;;\h/\oryi%\sg)), AIe sys)t)em(Fe) 4 /r\ncg;/;\)%pe
ﬂ"‘ Que |a phenylalanine, apparemment *'exclusion de tout autre acde: anyn6 *
®mpose synthetise est de k polyphenylalanine. Cette -4 ™ * 'LIJST A

€ au point un moyen relativement simple pour aborder le problem*~do code
tige “"Mner la composition en bases des unités de codage pour chagque ammo

Brar la suite, des homopolymeres et des copolyméres contenant deux ou trois
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bases différentes en proportions variées ont été préparés par la polynucléotide
phosphorylase et essayés pour I'incorporation des différents amino acides; dans
la plupart des cas, une des bases des copolyméres &ait |'uracile. Le rapport entrc
la stimulation de I'acide aminé et celui de la phénylalanine est comparé au rapport
entre les quantités de triplets UUU pris comme standard et des autres triplets
possibles. Dans ces expériences, on suppose que chaque acide aminé est codé
par un triplet. Le calcul de la fréquence des triplets est fondé sur le postulat que
les nudeotides sont distribués au hasard dans les polyméres et Ton a souvent
admis que la proportion de bases dans les polyméres &ait la méme que la pro-
portion des nucléosides diphosphates correspondants utilisés pour leur prépa-
ration. Nous avons montré, en collaboration avec le Dr. Bretscher du laboratoirc
du Dr. Crick (Cambridge, Angleterre) et avec I'aide de M. e¢ M™® Dondon, que
I"hypothese selon laquelle la composition en bases des polyméres est la méme que
celle du mélange réactionnel k partir duquel ils sont formés n'est pas vérifiée dans
beaucoup de cas et que la composition de certaines unités de codage déterminée
par différents chercheurs pourrait, par conséquent, etre incorrecte. De plus, il
etait generalement admis que les différents peptides peuvent ére tous auss facile-
ment obtenus et qu'un seul triplet est lu (UUU dans le cas du standard). Nous
avons montré que la stimulation de Incor poration d'un acide amine par le poly U
n'est pas limitée & la phenylalanine, mais que des quantites variables de leucine
(10-25 % dans nos differentes experiences) sont toujours incorporees. Nous
avons prouve que cette incorporation de la leucine n'etait due ni a une impureté
dans la C**-leucine, ni k une impurete dans le poly U. L'hydrolyse d'un poly U «
montre que les impuretestotales de C, A, G ou | sont inferieuresk 1 % ; de plus>
aucun poly U n'incorpore de serine ou de proline (qui sont codees par un poly
UC), ni d'isoleucine (codee par le poly UA), ni de valine (codee par le poly tJG
ou Ul). Nous pensons done qu'il est possible dans certains cas, que la stimulation
observee puisse etre causee par d'autres triplets que ceux auxquels on a attribué
un rele dans le codage.

Une des caractéristiques du code, tel qu'il avait &é& déterminé jusqu'ici p™
les autres auteurs, &ait que toutes les séquences contenaient des U. Cependan*
cela semble peu vraisemblable car Ton aurait alors une trés forte proportion de U
dans le messager hypothétique, ce qui aménerait & prévoir une composition A/p
élevée pour TADN. Nos expériences avec des poly CA (copolyméres compos®
d'unités d'acide cytidylique et adénylique) ont montré qu'il n'était pas nécessaif*
que les triplets contiennent des U, car nous avons trouvé que le polymére CA
obtenu permet Incorporation de proline et de petites quantité de thréonine &
d'histidine. Nous pouvons done conclure de nos expériences que tous les tripl®®
ne contiennent pas nécessairement de U et que les correspondances entre &&
acides aminés donnés et destriplets peuvent etre erroneeslorsqu'elles sont fondécs
sur des incorporations de faible amplitude.

Certaines données semblent indiquer que le code n'est pas k chevaucheffltfnt
et qu'il est lu & partir d'une extrémité fixe du « modé&le » polyribonucléotidig®
Nous ne connaissons pas la direction de cette lecture et cette question est Bt
aucun doute d'une importance primordiale.

Des expériences préliminaires, effectuées en collaboration avec M. Dondo?
avec des polyméres « Blocks » (polymeres préparés avec la polynucléotide p.hoS;
phorylase et purifiés par le Dr. Monier sur colonne de Hershey) comment?
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ou finissant par une tongue sequence d'adde polyuridylique, tels que pCpCpC.....
PUpUpU ou pUpUpU.... pCpCpC suggérent quelalecturecommenceau resndu
nudeosidique car seulsles pCpCpC.....pUpUpU sont actifs pour 1 incor por ation
e la phenylalanine. Cependant, en collaboration avec le Dr. Mlchelson nous
avons montre que les polymeres estérifiés par le PO, au resdu nucleosdlque
*n 3', telsque pUpU.....Up sont auss actifs quele poly U non eﬂerlfleen ce qui
concerne la simulation de I'incorporation de la phenyIaJanlne Ce nest done pas
k groupe hydroxyl libre du nucléoside terminal qui déterminele sensdelalecture.
Par contre, I'efficacité d'un poly U quant a I'incorporation de la phenylalanine
A diminueé de moitie’s le nucleoside uridylique terminal est remplace par un
autre groupement chimique.

B. - MECANISME D'ACTION DE LA POLYNUCLEOTIDE PHOSPHORYLASE.

Enzyme d'Azotobacter ou de E. coH. - La polynudeotlde phospharylase
semble appartenir a un groupe d'enzymes catalysant la synthése de polynudeotides
dont la composition n'est guere affectee par la nature de I' amor ceur a;oute Le
Anisme sdon lequel seffectue 'amorcage par les oUgonucIeotldes n est pas
Annu. Nous avons reuss recemment aisoler d'A. mielandif et de E. cob des pre-
Parations de polynuclectide phosphorylase qui requiert, dans certam&s condi-
A ns, defacon absolue, un amor ceur pour la polymérisation desnucleosdesdlpho&
PWs Utilisant ces preparations purifiess, nous avons entrepris une etude sur w
~ g u eet les reactions d'echange et de polymerisation dans leurs rapports avec

® mode d'action des amorceurs (polynudeotides et oligonudéotides).
, Lesr&ultats des etudes cinetiques effectuees en coUaboration avec M« Code-
S et Mne Yon paraissent en accord avec |'hypothése selon IaqueUée subst«t
J5» la polynucLide phosphorylase d Azotobacter est I'ADP hbre et non

- «aDpver

Diver$'facteurs peuvent -influer sur 1a_pha ffe latence @bgvee tors de la

Poymerisation (Mg++, polylysine et oligonudéotides). L étude ap 1infiuence ge

% facteurs sur la conformatlon de I'enzyme est en cours. ANnhnrolvse
r. " études ont ‘egalement’ ete poursuivies sur le mecanjsme de Ja *F&»***
Alon qU| se fait par etapes, 1'attaque commencant au residu nucleosdlque da
Amer et On st que les ollgonudeotlda composes de2as .o Non
N e sne sont pi phosphorolyses’si le resdu nud "osdlque terminal siM* te-
Jf <* 3' par un resdu PO,. Nous avons montre, en collahoration avec M~ - F«
~ Dr. Michelson, qu'il y a phosphorolyse, malgre la pnsenee du groujze PO,
>nalens', s lon utilise des oligon”edtides contenant un nombre d.mute®
Aonucledtidiques egales ou superieures a xo. L'influence desdrve«sub” tuante
J."éctl edside terminal des polymeres sur la capacite de phosphorolyse a egalement

* Qudige,

D'ay nous avons trouvé

% i AR o b e inniiion

e, Cette inhibition

ea S? °Y. Polyundyhques, ains que. celle des« « T 7 . concentration en
8], competltlve mais peut &re levée par addition d une |.orre-| e o

L'ARN n'a pas d'action sur la polymerisation. Ce phenomene est a 1 etude.
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M ™€ Belzeska, sous la direction du Dr. Michelson a mis au point une méhode
simplifiée et plus €fficace de purification de la phosphotransferase et de la pyri-
midine nucléoside phosphorylase que celle décrite par d'autres auteurs. La phos
photransférase transfére le phosphate a la position 5 du nucléoside accepteur,
tandis que la nucléoside phosphorylase catalyse la réaction suivante :

Nucléoside pyrimidique + P ~ Base + ribose phosphate

M ™€ Belzeska a &tudié le mécanisme d'action et la spéificité de ces enzymes qui
seront utilisés afin d'obtenir des dérivés radioactifs pour nos études sur le méca-
nisme de synthése des ribopolynucléotides et, en particulier, Texamen des vitesses
de synthése de ruridine-5' phosphate a partir de |'uridine par la phosphotrans-
férase en utilisant comme donneurs divers phosphates monoalkyl et monaryl,
montré qu'en géneral Tefficacite’ de la phosphorylation est ettoitement lied & 1*
réactivité chimique du donneur phosphate et qu'elle est fonction des charges
positives de Tatome de phosphore. Le phosphoramidate est également un donneur
trés efficace, bien qu'il ne soit ni un dérivé O-alkyl ni aryl. P

2. Separation de la polynuclebtide phosphorylase chez CL perfringens en deux
composants. — Nous avons isolé precedemment, en collaboration avec M. Dolift
une polynucléotide phosphorylase d'une bactefie anaefobie, Clostridum per/rifl*
gens, qui différait en beaucoup de propriétés des enzymes décritsjusqu'a présant-
L'enzyme purifié est actif avec le GDP, mais ne polymérise pasle CDP ou TUDP»
et d'autre part, la phosphorolyse de Pacide polyadénylique ou de Tacide polyuy™
dylique est trés faible, alors que ces deux réactions ont lieu en présence d'extraits
bruts. Avec le Dr. Knight, nous avons isolg, k partir des extraits de CL per/ring'
une autre fraction qui, €elle, polymérise TUDP, le CDP, TADP et le GDP et phos
phorolyse les différents polyméres. Nous étudions actuellement ces deux enzymes
en collaboration avec le Dr. Fitt. Le premier posséde une autre particularité : '
polymérisation de Tenzyme purifié est stimulée trés fortement par la polylysi™
Mfime dans les extraits bruts, la synthése du polyadénylate est stimulée par ©
polypeptide, TefFet &ant accompagné d'une diminution de la constante deM £#2
lis apparente sur TADP.

C. — ROLE DES AMINO ACIDES ET DE LEURS ANALOGUES
DANS LA SYNTHESE DE L*ARN.

Il a && montré, dans une souche de E. colt'requerant le tryptophane, Q" "U
avait une relation entre la synthése de TARN et Tactivité de la polynuc’leo"
phosphorylase : en absence de synthese proteique (presence dec hégamen'i c©
elles sont Tune et Tautre fonction du tryptophane ajouté au milieu. Les resm"ad‘3
obtenus en collaboration avec M. Thang et le Dr. Williams et avec Taide _,
M"'® Réveillon, indiquent que, malgre la pfesence de chloramphenicol p N
protéines peuvent é&re synthétisées de novo; la polynuclebtide phosphory*. ‘z‘
parait &re une de ces protéines. Le tryptophane peut &re remplacé par le Yot
5-méthyltryptophane ou par le 5-hydroxytryptophane. Ces derniers resulro,
pourraient sexpliquer, soit par Tincorporation de ces analogues dans les P o
téines, en particulier dans la polynucléotide phosphorylase ol ils rempla?aiefl
tryptophane sans changement d'activité de Tenzyme, soit par Tinduction p**
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analogues de la formation de la tryptophane synthétose dans ce mutant qUJ nor-
malement en est depourvu. Les experiences sur [' mcorporatlon de 1mdo|e1 L.
dans les protémes, en présence de mé&bhyltryptophane et de chloramphenlcol
diminent cette dernidre hypothése. -

L'action des amino acides et deleurs analogu%sur la syntht-;se de 1AKN n est
Pas encore claire, bien que quelques hypotheses aient ete propgseespour en rendre
compte. En collaboration avec M. Thang, nous avons trouve que tous les ana-
kgues du tryptophane permettent la synthée de I'ARN chez le mutant tryp-
e absence de tryptophane, mais a condition que les cellules se trouvent en pre-
*nce de chloramphénicol. Cette synthese est fonction de la concentration en
chloramphenical.

D. — SYNTHESE DE L'ARN CHEZ LA LEVURE

M. Tavlitzki, en collaboration avec M"" Cousin et avec 1'aide de M ™, Talou?
a continue ses etudes sur la synthese des ribopolynucléotides chez les levures.
~appelons que les extraits obtenus a partir de cellules de levure contiennenf au
Moins trois systemes qui catalysent I'incorporation des nucleotldes di- et tripnos-

Phates dans les preapites acido-insolubles. Deux de ces systemes sont soluples

® catalysent respectivement I'incorporation de I'ADP et de I'ATP, Iactmte de

C® dernier etant stimulee par le SARN. Le troiséme, de nature particulaire

Natalyse l'incorporation des triphosphates. L'etude du ~ ~ j f ' N Z S

f« Polymere synthetise indique qu'il Sagit probablement dune ARN P~y 1" A

“Element, la purification et la localisation desenzymes est actuellement en cours.

Il. - M6TABOLISME INTERMEDIAJRE

A. — SYSTEME ENZYMATIQUE RECEPTEUR DE L'ADRENALINE.

. Au oours d'experiences efFettiess paraUdement sur des'e j ~ o g g1
J8"« & des cdlules d'axiites provenant d'un hepatome, M. Meyere” efuie es
Editions d'activation de la phosphorylase du glycogene. Il a « « « £* £ £
Maits obtenus a partir des cellules cancereuses, ceUules gm sont depourvu&s
J° glycogene ne catalysent ni la synthese ni la dégradation de cette SW

}* experiences preliminaires suggerent que les cellules d'acites sont, dépourvues

Phosé%%rr)gﬁag‘\lﬂ{h% m t la pt}osphorylatlon de » phospho—

formation
d)'/lf“ inactive. En outre, Iact|V|t de la &ydade, W alyse [a(lletoenzyme
MP.7\ s- -cydique, @s " tres faible dans I&l cellu e” NN vest le cas

‘et ni activé par 1'adrenaline, ni inhibé par 1'acety|qho|me comme 9 Jabse
d“"les ceUules normales. L a cellule d'ascite est ains. » " 5 A

vﬁg“YSt’\me lece Peur k raction des substances regulatnces du systeme neuro
ctatif,

B. - MITABOLISME D'ACETOBACTER XYLINUM.

. “>&ude comparative du metabolisme de Acetobacter' - O # 'V A S St
' An milieu se’m-synthetique comprenant soit le glucose, sort le fructose comme
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unigue source de carbone a été poursuivie par M. Prieur : d'une part, par lamise
en évidence des activités enzymatiques pouvant étre impliquées dans les trois
grands cycles de dégradation des hexoses, d'autre part, par la recherche des
causes susceptibles de provoquer les différences d'équipement enzymatique cons
tatées entre chague type de bactéries.

Il a &té possible d'@iminer Thypothése d'une sélection de mutants (présents
dans la souche-stock) lors de la croissance sur milieu « glucose » ou « fructose »e

Les bactéries « glucose » possedent tous les enzymes de la voie Embden-
Meyerhof et peuvent, par conséquent, dégrader glucose et fructose en acide pyru-
vique. Par contre trois des principaux enzymes de la voie des uronates lui font
défaut (UDPG-déshydrogénase; 6-phosphogluconique déshydrogénase et glu-
coses-phosphate déshydrogénase).

L es bactéries « fructose » ne peuvent dégrader les hexoses par la voie Embden-
Meyerhof par suite de |'absence de phosphofructokinase. Par contre dles pos-
sident tous les enzymes de la voie des uronates.

L'étude de Téquipement enzymatique d'extraits de bactéries ayant poussé sur
fructose puis mises en présence de glucose est en cours. Les premiers résulta®
montrent que, S larespiration des intermédiates phosphorylés de lavoie Embden-
Meyerhof rapproche fortement cet extrait bacterien de Pextrait « glucose », 1*
phosphofructokinase ne reparait pas, interdisant toute dégradation par cette voie.

—— ey
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SERVICE DE PHYSOLOGIE
Rapport de M. TH. CAHN, Chef de Service.

L es recherches physiologiques et pathologiques des derniers vingt ans ont
fait ressortir la grande importance du métabolisme des lipides et de ses troubles
dans le fonctionnement des organismes supérieurs. MM. Cahn et Houget ont
montré, il y a quelques années, que chez le lapin une grande partie des glucides
alimentaires est transformée en lipides dga au cours de la traversée de la paroi
intestinale. Ce processus doit se faire chez tous les Herbivores et auss chez les
Carnivores dont la nourriture comprend un fort pourcentage d'hydrates de
carbone.

Par quels mécanismes ce processus de conversion des glucides alimentaires
en lipides se trouve-t-il intégré dans Pactivité métabolique de Torganisme et quds
sont les agents mis en oeuvre ? L'insuline facilite Tentrée du glucose dans les
tissus et elle stimule la transformation des glucides en lipides ; elle est done vrai-
semblablement associée & ce processus. Un ensemble de données de la biblio*
graphie fait penser que les hormones de la corticale des glandes surrénaJes;ouent
auss un role dans cette transformation. C'est une d'elles, la cortisone, qui a ée
étudieée au laboratoire. Les recherches sont faites sur des lapins males et femdles*
nourris et & jean, auxquels on injecte quotidiennement pendant 5 jours 1 %
par kg de cortisone. Pendant toute la durée de Pexpérience qui comporte quelqlle’
jours témoins avant et aprés la période des injections, on suit le rythme alimen’;
taire des animaux, les taux sanguins du glucose et des acides gras eﬂerlflésalﬂs'
gue Texcrétion azotke; on mesure constamment les échanges gazeux des aﬂl'
maux. Les effets observés varient d'intensité d'un animal k Tautre. Les m
cations de la composition sanguine sont en général plus importantes chez Ie
femelles que chez les males. Les indications qui suivent veulent donner une idte
generate des effets observés.

La cortisone stimule Tappétit des animaux; ceux qui mangeaient trés p
avant les injections peuvent doubler leur absorption alimentaire. Elle provoq
auss plus ou moins rapidement une ascension glycémique qui saccuse dejou
jour et est surtout forte pendant la résorption alimentaire. On observe 31”5"
6 37 heures aprés le debut de la prise de nourriture quotidienne, des Pom”
glycémiques d'un niveau de plus en plus élevé. Le lendemain matin, mﬂlgré
Tentrée en jeu des mécanismes régulateurs, la glycémie arrive de moins en moif®
a revenir h son niveau normal. Ces hyperglycemies s accompagnent de glucosl-lrles
Apre&s la cessation des injections, ces hyperglycémies postprandiales persst*ct
pendant deux k trois jours, puis rapidement la glycémie redevient normale
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?ai‘tmm Plus guére avec Ia prise de nourriture. Ces variations extrémement impor-
d’Unes de la glycémie devraient étre interprétées classiquement comme résultant
*ffet de |la cortisone soit pour diminuer Pinsulino-secretion soit pour inactiver
Jeg ,partieson aetion, Cette explication ne cadre pas avec le fait bien établi que sous
al‘met *fe *? cortisone les depots de glycogene hepatique sont extremement gleves
's.qu'en absence diinsuline c'est tout le contraire qui se produit.
du tLa cdortiso_ne produit, des la premiere injection, une chute rapide et importante
y aux @€ cides gras esterifies du sang et ce taux, malgre’lamise en ceuvre des
ecanismes de défense, ne revient qu'au bout de 2 h 3 jours k son niveau de
rang”'P‘“S k taUX des acides gras estarifi& Peut augmenter avec une grande

"Piaite et amener des hyperlipg'mies comme celles que Ton observe au cours de
i\betes graves. Ces hyperlipemies saccusent generadlement apres laret des
A jetlons de cortisone, puisen4 &5 jours letaux des acides gras exérifies retourne
,Jm?“rmal e. Ici encore, comme dans le cas des glucides, se pose le probleme de
sl °'A"f « AJ™"°ns encore que la cortisone provoque trés rapidement une
.~ production de corps cétoniques et qu'elle augmente le catabolisme des com-
N0ses, azotés ; tous ces effets disparaissent de meme rapidement apres 1arét des
sections de cortisone.

g ﬁ&“‘.‘“‘ 9eS injections rebetees de cortisone font apparaitre de fortes hyper-
"l¥cemies avec glucosuries, des hyperlipémies qui peuvent &tre trés importantes,
= T"Poduction de composes cetoniques et une augmentation du catabolisme
|V "ACSentanssympiames oli caractefisent e diabete par absence dinsuline,
me _iabete dit pancréatique. On peut done parler d'un diabéte cortisonique. De
mhre °|*® Rapport dinsuline supprime tous les symptdines du diabetique, de
, ™ Garret des injections de cortisone amene en quelques jours un retour K

rath?eL;e;S sont les renseignements que nous fournit I'étude des échanges respi-

partf.'ez >glu_ciol&s qgi inondent progrvement Torganisne sont en trés grande
’_%pi:at .0”8'?‘* dimentaire. On observe bien une tres fable chute du quotient

: la°|re qui Dourrait &tre e resultat d'une transformation de lipides en glucides
échy SUTPAction de corps cétoniques produit le m&ne efet. |/etude des

des oo, NOUS Montre dautre part que la cortisone ne modifie Tintensite
Omy) éti ons> Aue le taux tThs 6lew6 des ]iPides circuldnts est dahc d&dR kune

festlh;“r?gc;’s‘;ft”se des lipides de reserve, inutile pourrait-on dire puisquelle
bien eé par Taugmentation des besoins ehergetiques et qu'elle doit
hy ~ProVenir delamise en I eu diun facteur de d6fense contre raCtion pre mixre

9% p miante dela ; ; . ; F i A ;
onnk " cortisone. Enfin, des la cessation des injections de cortisone,

N - S”f asc%nsion importante des'valeurs du quotient respiratoire,, pouvant
C %% 1 PUnA g ant que le stockage important des glucides du k cette

[i i_:lnone Cesse et g™ 1>excfa de sucre ainsi lib6r6é est aUSSit6t transforme.en
s es'%rcer&&‘““f beftpyeevsser anss queelia cortisone peut inhiber |a transformation
"atd” R en gralsses'n oot effet peut c_on_tribﬁer thht ki T‘Wﬁ%}ﬁ@‘ﬂii‘% Qe
| mjedlssement du taux " addes " "MJTIM qui sobservent aussitot apres
®ni) <'1°" % "hormone. Si cette action inhibitrice de la conversion des glucides
dye f (;L“\‘a“ suffisamment intense, la cortisone devrait supprimer Textra-chaleur
sty Aversion des aliments, or nous avons vu qu'il n'en est nen, les eghanges
"auss elev& quiils 1'éaient avant rinjection de cortisone. Les experiences
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faites jusgu'aujourd'hui ne nous permettent pas de rgpondre dé&finitivement
sur ces problemes métaboliques si importants pour un fonctionnement normal
de I'organisme.

Partant de I'hypoth& se que I'anémie radioinduite pouvait &re due k une auto*
immunisation, M™® Lourau a recherché un autoanticorps chez des animaux
irradiés (méthode de Coombs et test k la broméline) et examiné s des hématies
irradiées in vitro deviennent antigéniques. Les premiers résultats ne sont pas
en faveur de Texistence d'une réaction spécifique, mais plutdt d'une modification
de la surface des hématies, in vivo comme in vitro.
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Rapport de M*» NINE CHOUCROUN, Directeur de Laboratoire.

Nos recherches se sont poursuivies dans les deux directions indiquees dans
los rapports précédents : -,

|. fade des propriety biologiques du Hpopolysaccharide antigdmque Pmko
<ue nous avons isole du bacille tuberculeux. . rmato-
I1. Ittude de Electrisation superfidelle diliments * ™ ™« A o
Z0ides et ceUules tumorales) au moyen denos™ P A~ A~ A~ A f t° S
le prindipe assure la Congtance du Ph des milieux soumis a 1 dectrophorese

- - ttude comparative des ipreuves intradermgues auPmko et a la tuberculine
enfonction de ' etat des pieces d'exire3e de sujetstuberculeux.

, J'a dga sgnal* comment la decouverte paradoxale du r6le essentid joui par
'® congtituant Upopolysaccharidique Pmko dans le %'owemR3g (7
~berculinigue nous a amenes a mettre en évidence une hypersensbxhte de type

* retardée » A ce constituant bactérien non prot nique.

L'existence de cette hypersensibilité Spéciﬁquement‘ liée au ml;m l:;?ﬂf
de Porganisme avec le bacille de Koch, t_iistincteﬁde ll;ypemnilde Prako, nous
a“:t!l_xe N l:é"é_lée par l’érpre}we ;ntradeggl_q}'li athgftl:gs des réactions intrader-
- Hamis de faire une etude comparative uca «»—--- - soumis
*,

" *« k latuberculine et au Pmko, chez des sujets tuberculeux ou non,

"Uiltanement a ces deux epreuves. , Nenitate rdatifs aux
.. Je rgppde que odte G a matre par AP ue
¢JW> tuberculeux, (495 sur 702) dont chaque cas particulier a 6te S"m est
Nde chnique NUSUSe, que l'intenst6 rdative de ces deux readtions

Action de l'andiennete et du caractere evolutif dela« " »*  inflammatares
. Les tuberculoses aigufe, casdfiantes et *"90"**£%E£ Xculine de
~ecrosantes, saccompagnent gangdemenf: de*fA~fp~rccharide

SlMoe”S“G' nettement gperieure a odJe des reactions vv J

’\AIWeE,, Ieg&%&akﬁedat" JANANT AN S
o <r) meaon - aA A EIS :
§ -*E'uSaXetlt pr'e‘éomrnante et for el. % % Jr@pqu.r Cjen t-ag eh tr%gljgjlg,

up " .y, . tles ce
o0 mkQ  dintendtd Jpredominant® & AMXTIIONS's - ditent
de o0t ynetgecaion Auh g an NN AN

. )
_ usqu
N Pl‘m w'un an, les wipercuwscs wapse~ -~ )

Nquement guéries, Dans ce dernier cas, les pourcentages Ce réactions au
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Pmko d'intensité prédominante, et celui desréactions fortes h cet antigéne, &aient
respectivement auss sievés que 79 et 40 % contre 8 et 4 % pour les réactions
tuber culiniques.

L'ancienneté de la maladie qui témoigne d'une résistance certaine k I'infection
tuberculeuse se révélait ains un facteur préondérant pour le développement et
le maintien de I'hypersensibilité au lipopolysaccharide Pmko. Le fait que cette
hypersensibilité est d'autant plus intense et permanente que la tuberculose
s'éoigne davantage de sa phase aigué pour évoluer dans un sens favorable, sefll-
blait bien indiquer que cette hypersensblllte au Pmkog longtemps |nsoup$onnee>
devait etre lieé aux processus de resistance de Vorganisme contre Vinfection tubef'
culeuse.

Nous avons perisg, ains queje I'ai indiqué dans un de mes précédents rap-
ports, qu'il pourrait fetre intéressant de mettre k I'&oreuve ces conclusions dans le
cas de tuberculeux pulmonaires devant subir une exérdse, en confrontant |'éat
des pitces préevées avec les résultats des deux épreuves intradermiques faites
simultanément quelquesjours avant |'opération. Cette recherche a é&é entrepris’
en collaboration avec le Dr. Gredand et le Dr. Kourilsky, et grandement fad-
litfe par Paimable assentiment de M. Georges Canetti de mettre k notre dispo-
sition les examens pathologiques et bactériologiques faits par lui-m&ne ©
M. Grosset a I'Institut Pasteur sur les pitces d'exérése des malades opérés * »
Fondation Foch, dans le Service du Dr. Hertzog. Elle est maintenant ter mini
et a port6 sur 80 sujets.

On pouvait logiquement penser que la richesse en bacilles d'une part, 1*
présence ou |'absence de castum d'autre part, auraient une certaine incidence su*
I'intensité des réactions observées. Nous avons constaté que ces deux facteutf
éaient sans influence apparente sur les prédominances d'intensité de Tune ov
de l'autre de ces hypersensibilitds distinctes, révélées par ces réactions intrd”
dermiques.

Par contre, nous avons pu saisir une corréation précise entre un fﬂ‘“’euf
anatomique, la sclérose inflammatoire, et le développement d'une hypersensb dc
au Pmko d'intensité prédominante. Nous avons constaté que la prédominance
I'hyper sensibilité au Pmko croit avec I'importance de la sclérose, et d'autre p"".tcI
gue les scléroses qui accompagnent une hypersensibilité au Pmko d'intens,
prédominante, se développent surtout dans les tuberculoses de longue d‘”%
La relation essentielle qui Séait dégagée de notre étude clinique entre |'jpbes?
relative delaréaction au Pmko et I'anciennete/de la maladie se trouve i<ci confir®e;”
De plus, lefait quela présence defibrose est généralement associée & une préd"“ut
nance de Thypersensbilité au Pmko, semble bien indiquer que le développeﬂ"e:&
de cette hyper sensibilité accompagne un processus devolution qui a toujours &"
considéré comme favorable.

Nous avons également constaté que le pourcentage des réactions d' mte‘ISl
prédominante au Pmko saccroft en fonction de I'anciennete’de la maladie, et <@ e
est beaucoup plus élevé (77 %) dans le groupe des rechutes datant de ph
deux ans, que dans celui oil la derniere poussée évolutive est relativement rec™”
(moins de deux ans) ail il atteint seulement la valeur de 43 %. Ces réaultats cq
foment I'influence de I'anciennete’de la maladie et celle du contexte anK*
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“ |a tuberculose sur le développement de Thypersensibilité au Pmko, révelées
Par I'etude des tuberculeux en Clinique.

4 Aind, Tanalyse des résultats fournis par les intensités des réactions intra-
“ermiques au Pmko et A la tuberculine observers chez les malades opérés, en
‘onction de I'éat des pitces d'exérbse et des observations cliniques (approfondies)
relatives k chaque sujet, a pleinement confirmé les conclusions tirées de notre
etude clinique. Ces conclusions ont méme été renforcées par la corréation remar-
kable qui sest dégagée de cette éude, entre la pr&ence de scléroses etendues
"contegables, toujours considérées comme un processus devolutiop favorable,
“ le developpement d'une hypersensibilité au Pmko d'intensite predominante.
. Vexpirience d'essai de vaccination de Bovides contre la Tuberculose avec le
l'I?ppolysaccharide Pmko se poursuit dans les conditions décrites dans notre pré-
csent rapport. Ces Bovides sont actuellement dans une ferme infectée du Loiret,
2\ contact de betes tuberculeuses. L'ensemble des animaux « immunisss », des
Aimaux controle et des animaux tuberculeux seront prochainement soumis k
leP*euve du test tuberculinique.

~ n.— UetQde de Velectrisation superficitlle des spermatozoides d'origine bovine
* Poursuit dans le sens indique dans notre précédent rapport. Nous
erchons actuellement & realiser une séparation des spermatozoides, sdon
’?Uf °"ar ge, dans des conditions oil ils ne seraient pas altérés par le traitement
®tr ophor étique.
caS>"% * 12 “¥s® gkctrijue de souches de cellules hautement ou faillement,
deVif " * ¢ **“Jours poursuivie en collaboration avec M. Barski, de 1 hopital
o h/leuit_ Les fogitats obtenus jusqu'ici semblent indiquer que la repartitjay
rigtetiave des Electrisations est differente pour des souches de maligmtes diffe-
e Une sdparation des cellules selon leur charge semble possible.
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INTRODUCTION

Depuis quelque temps, Vinstitut de Biologie Physico-Chimique subit
p serie de transformations internes qui out efe’rendues netessaires par
€volution rapide de Vensembledesdisciplinesdelabiologiefondamentale.
4 nsiy Uy, quelques anneesy etait institue 1e Service de Biochimie Quan-
q_ue et Vannée passte a vu Vingtallation d’un Service de Physiologie
WI Ciobiemre. TDviage par rotreaColieglieralHole @ osneer aouvisnn Set-
Vice doit accroitre Vimportance au sein de notre I nstitut de ce domaine
“pPxtal qu'il est usuel aujourd hui d'appeler biologie moleculaire. Qu'il
™e soit permis de souhaiter la bienvenue dans notre Intitut et dans ces
Pages a cette nouvelle equipe et & son Chef
. Cette transformation de notre Maison, nous la devons en grande
vortie d la clairvoyance et a'Vaction ehergique et continue de M. le Pro-
J%sseur Wurmser qui a assunte la direction de Vingtitut depuis ig58.
,moment oil il devient Administrates Honoraire et oil j'ai Vhonneur
«« succeder au>poste d Administrates, je suis sut de traduire les sen-
1“ N du Consell d?Administration et de tons les travailleurs de VInstitut
** exg)nmant notre sincere et profonde reconnaissance pour ce qu'il
"~ developpement et le rayonnement de cette Maison, sans
-Holier Ia serie de realisations matériefles dont il a pris Vinitiative ; en
PjWicuiiey la construction de la salle des séminaires et de |a, cafeteria,
yvcontribuent efficacement au bien-Uredeschercheursetpar laaVaccrois-
“"at du rendement de leurs travaux.
# La perlode de transition et de transformation n'est pas termvnee
#°* " ma part, jeferai de mon mieux pour poursuivre en collaboration
I'Wé avec notre  Comiu de J)irectim f NoOtre Consell d*Administration
nalite pentreprise de sorte que notre I nstitut, tout en gardant sa person-
@ Iy ropre et unique au monde, partidpe Ieplus efficacement possible
grande et merveilleuse aventure de la biologie moderne.
B. PULLMAN.



SERVICE DE BIOPHYSQUE
Rapport de M*e FILITTI-WURMSER, Chargée de Service.

|. — PROTEINES DES SERUMS HUMAINS

Les travaux antérieurs sur les isohémagglutinines ont fait cette année I'objet
de plusieurs exposés d'ensemble et d'une discussion d'ordre statistique. On en
trouvera Vindication dans la liste des publications. Us confirment I'interpreta
tion que nous avons donnée des relations trouvées, k Pintérieur du groupe des
isoagglutinines de méme spécificité, entre leurs propriétés physicochimiques
et le génotype des sujets dont elles proviennent.

L'étude des lieux et des modalités de biosynthése des diverses protéines
circulantes reste la ligne générate de nos recherches.

Certaines anomalies pathologiques peuvent apporter des informations suf
la question. Un travail, entrepris avec Féquipe dirigée par M. Hartmann k 18
Faculté de Médecine, a pour objet la recherche de corrélations entre les pre-
portions de diverses globulines anormales.

Incidemment, des résultats nouveaux ont £t obtenus dans |'étude d'un anti-
corps de leptospirose Australis. Ce travail a permis de montrer |a nature macro,
moléculaire de Tanticorps. Une ultracentrifugation analytique du sérum k etc
effectuée dans une cellule k double compartiment afin d'appauvrir le comparts
ment axid en protéine lourde et en enrichir le compartiment périphérique-
Les contenus des deux compartiments é&aient soumis a des immunod ectropho*
réses et a des agglutinations-lyses vis k vis des leptospires.

D'autre part, une 6lectrophorése k flux continu des protéines du séru®
séparait les constituants de mobilité gamma et ceux de mobilité alpha 2. AP’”
relargage et redissolution, les deux fractions étaient soumises & Tultracentr™
fugation sur solvant piege, pour purifier les macroglobulines. La purification
était contrOlée par ultracentrifugation analytique et mmunoélectrophorese
L'ensemble des expériences &tablit |'existence d'un anticorps macromol6culai™
et portant le determinisme antigénique p,. Ce resultat a ‘ete enfin confif®
par la méthode des anticorps fluorescents.

[I. — ENZYMOLOGIE

Comme les années précédentes, les recherches de M™° F, Labeyrie’et(:
ses collaborateurs ont porté sur le mode daction des lacticodeshydrogenas

de la levure. Elles comportent essentiellement :
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. a) la purification des différentes lacticodeshydrogénases présentes dans
Jes levures cultivées en anaérobiose a partir de souches normales et de souches

mutées,

b) la caracterisation des configurations des centres actifs des divers enzymes
% Tetude chimique de la partie protéiquecomprenant : Thydrolyse ménagée
des enzymes a Taide de diverses peptidases, le fractionnement des hydroly-
®ats par chromatographie, la comparaison des peptides formés par les différents
enzymes et Tanalyse séquentielle des peptides remarquables.

i. D-lacticodeshydrogénase (D-LDH). — Cet enzyme contient deux cofac-
teurs dissociables, le zinc qui a fait notamment I'objet de travaux ddcrits dans
le rapport de Tan dernier, et |a flavineadenine-dinucléotide (FAD). M. Iwatsubo
a determiné le potentiel d'oxydoréduction de ce groupe prosthé&ique. La méthode

# consisté dans I'éude spectrophotomeétrique de Téquilibre des formes réduite
%t oxydée de Tenzyme avec le systéme D-lactate*=+pyruvate. Le spectre différen-
tiel de la D-LDH fait apparaitre avec un léger déplacement les deux pics carac-
Aristiques de la flavine, & 385 mjx et & 455 mpi. Quand on ajoute k une solution
d'enzyme une quantité de D-lactate un peu plus grande que celle de I'oxygéne
dissous, Tabsorption & 450 mjx diminue insantanément. S Ton ajoute alors
du pyruvate, Tabsorption augmente immédiatement. La réaction est comptete-

~ent réversible.
L'équilibre peut &re &crit :

F+ L?=tF H + P + H+

F et FH dant respectivement Tenzyme oxyde et réduit, L le lactate et P, le
Pyruvate. En effet, on trouve que le logarithme du rapport

(F H) (P)
(F) (L)

4Ugmente de 1 pour un accroissement ApH = 1. Le potentiel de demi reduction
de la D-LDH est calculé a partir du potentiel du systeme D-lactate-pyruvate
% trouvé égal i — 0,78 voltsa pH = 7.

Un intérét de ces résultats est dans la comparaison avec les valeurs trouve&s
Pour d'autres flavoprotéines et dans Tinterpré&ation qui devra en ére donnee
®A termes de mode de liaison du groupe prosthéique £ la proteme

Une autre détermination effectuée sur la D- Iactlcodashydrogenase est celle
de son poids moléculaire. M. Iwatsubo et M''® Curdel ont employe une methode
aPpllc:able aux enzymes non purifiés. Elle est basée sur les proprletes des tamis
{roleculaires, c'est-k-dire, sur le fait que les petites molecules diffusent dans
1Ay d'imbibition de certains gels, alors que les molécules plus grandes n'y
PAetrent pas pour des raisons steériques. |1 a éé trouveé une relation entre les
flumes dilution de quatre protéines de poids moléculaire connu et les valeurs
% ces poids moletulaires. La position de la D-LDH sur cette courbe d'étalon-
"ge correspond k un poids moléculaire de 103 000, resultat reproductible a

Z P. 100 pres.
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2. L-lacticodeshydrogénase (flavocytochrome by). — Une hydrolyse trypsique
exhaustive a conduit k la séparation d'un noyau résistant, portant tout Th&me
de I'enzyme dans le rapport d'un héme par unité protéique de 12000.

La préparation de cette petite hémoprotéine et de Tapohémoenzyme totale
a rendu possible la recherche d'une interaction entre flavine et htme, comme
11 en existe entre flavine e lactate, d'apres les travaux rapportés Tan dernier.
On est, en effet, a méme de comparer les propriétés de Theme en présence ou
en Tabsence de la flavine fixée & Tenzyme. Les resultats obtenus jusqu'ici ne
sont pas en faveur d'une interaction flavine-htme.

1. — ASSOCIATION DES GLOBINES A UH&ME

L'éude poursuivie par M. Banerjee depuis quelques années a pour but de
rechercher les relations existant entre la fonction physiologique de Thémoglo-
bine et ses caractéristiques physico-chimiques. Ces recherches sont tout parti-
culierement orientées sur la liaison heme-globine. On étudie d'une part le role
de cette liaison dans Tarchitecture de la molécule, et, d'autre part, Teffet éventuel-
lement produit sur Ténergie de cette liaison par de petites modifications de carac-
tére connu provoquées dans la partie protéique.

1. Rdle de 1*heme dansla cohésion interne de rhémoglobine. — Ayant précédem-
ment montré la réversibilité de Tassociation héme-globine dans la méthémo-
globine, M. Banerjee a pu étudier une des conséquences de la dissociation de
Theme sur T&at de la protéine. Rappelons que cette dissociation se fait en milieu
neutre, et qu'elle est, par suite, extrémement restreinte, itant donné la valeur
élevée de Ténergie libre d'association. 11 a done &té nécessaire d'avoir recours
h un ligant protéique ayant une forte afEnité pour Th&me. Une apoprotéine a
pu étre ains libérée et isolée.

Diverses techniques, dont un test thermodynamique classique dit de « dilu-
tion », montrent que la presence des groupes héminiques est indispensable pour
gue les quatre chaines peptidiques restent associées comme €elles le sont dans
la molécule d'hémoglobine. Une fois Thémine dissociée, la molécule perd sa
cohésion. Puisqu'il est connu que les groupes prosthétiques ne participent pas
directement k la liaison des chaines entre elles, la dissociation de Th"me doit
entrainer la perte d'une complémentarité de structures par suite d'un change-
ment de conformation plus ou moins généralisé.

2. Effet du blocage des groupes sulfhydriques accessibles (chaine 3) sur Vehergif
des liaisons heme-globine. — MM . Cassoly et Banerjee ont entrepris un travail
dont les premiers résultats montrent que la fixation de parachloromercuriben-
zonate (PCMB) sur les groupes thiols libres de Thémoglobine ne modifie pas
sensiblement Tinégalité des quatre groupes prosthétiques. Dans les mémes condi-
tions (blocage des groupes thiols), il est bien connu que Tinteraction reative
& Tequilibre d'oxydenation est supprimee. Diverses techniques plus raffinees,
dont la mise au point est en cours, doivent permettre de confirmer ces résultats.

Afin de mieux apprécier un réle dventuel des groupes thiols, tant dans Téqui-
libre d'oxygénation que dans Téquilibre hfeme-globine, MM . Cassoly et Banerjee
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°nt commence & &udier une hémoprotdine k chaihe unique, la myoglobine de
thon, qui contient un groupe thiol & la différence des myoglobines de mammi-

V. — PHOTOSYNTH&SE

Le groupe dirigé par M. P. Joliot a poursuivi ses recherches sur la photo-
synthese de Chhrella Pyrenoidosa.

.. I. La technique de dosage ampérométriqgue de Toxygéne a &é considéra-
Diement améliorée sur le plan de la sensibility et de la rapidité de réponse. I
gt possible actuellement de décder des productions d'oxygene de l'ordre du
y i00 000° de la concentration de la chlorophylle, ce qui a permis d'entreprendre
<]es etudes cinétiques trfcs fines portant sur 1'effet d'éclats lumineux de trés courte
uree Un dispositif de mesure de la fluorescence a été adjoint k 1'apparel ampfro-

etrlque il rend possibles les mesures smultanées des variations de rendement

""e fluorescence et de vitesse d'émisson d'oxygene.

2. Lestravaux exposés dans la these de doctorat de M. Joliot ont &é repris

N relation avec la thebrie moderne de la photosynth& e oil Ton suppose Texis

“nce de deux réactions photochlmlques distinctes, sengbiKsees par des pig-
ments différents.

L es resultats obtenus ont entiérement confirmé le bien fondé de cette concep-

tl’\n Le précurseur, responsable du jet d'oxygene qui sobserve au début de la
Periode d' illumination, est détruit par Tune des reactions photochimiques et

"tformé par Tautre
d A Téat stationnaire, la concentration d'équilibre de ce précurseur dépend
¢ la longueur d' onde et elle est determinée ;E)ar le raBBort des congtantes de

r"t&‘ec'des geux reactlons photochimiques. Les variations de ce rapport, suivant
¢j" il est mesure dans la bande d'absorption, de la chlorophylle A, ou dans celle
df la chlorophylle B, font supposer que la reaction de destruction du precurseur
u “ygene est sensibilisee par des pigments comprenant la chlorophylle B gt
sa formation est sensibilisce par des pigments essentiellement constitues
la chlorophylle A.

mipM- Morin a entrepris I'etude de la fluorescence au debut dela perloded illu-
ion pour de tres fortes intensity lumineuses. Les cinetiques observies
ces conditions etant tres rapides, il a ete necesaeire de congtruire un dispo:
1 etablissant Tillumination des algues en un temps nettement inferieur a
-li 000® sec.; le dispositif utilise qui comprend une carabine 22 long rifle per-
net g obtenlr des temps d'ouverture du faisceau, inferieurs k 3/100 ooo® de
-°conde. Alors qu'aux faibles intensity lumineuses, la montee initiale de fluo-
Afoence est determinee par des constantes de yitesse thermiques et photochi-
J’”‘U& aux fortes intensites, la cmethuen est determinee que par des constanjes
eq Vitesse photochimiques. Ces cmethuee sont alors identiques a celles observees
CﬂPfesence de certains inhibiteurs connus pour decoupler la reaction photo-
g unique libfrant Toxygene des reactlons thermiques qui Taccompagnent.
te °n que les cmethues observées en tres fortes lumieres ou en presence d'inhibi-
urs fig dependent que de constantes de vitesse photochimiques, elles ne sont

sitf
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pas du premier ordre. Un certain nombre d'interprétations ont é&é proposées
pour expliquer cette particularity.

Le travail de M. Morin a done permis d'isoler la réaction photochimique
responsable de la production d'oxygéne de I'ensemble des réactions thermiques
et photochimiques impliquées dans le processus photosynthétique. Il a fait
Tobjet d'une publication au Journal de Chimie Physique (actuellement sous
presse). |l est, pour le moment, repris par M. Delosme qui a dgk apporté un
certain nombre d'améiorations techniques.

M ™€ Joliot a entrepris un travail portant sur I'étude des relations entre la
vitesse Rémission d'oxygéne et la concentration des complexes précurseurs
d'oxygéne.

V. — DIVERS

M ™ Filitti-Wurmser a apporté, par des déterminations de poids molé-
culaires une contribution k de nouvelles recherches entreprises par MM . Roche,
Bessis, Fine et Autran sur I'hémoglobine d'Arenicola marina.

Deux méthodes ont £té employées :

1. la méthode de I'approche de I'équilibre a fourni comme valeur du poids
moléculaire M 2900 000 + 54000 k pH = 7,3 ;

2. les mesures indépendantes du coefficient de sédimentation et du coeffi-
cient de diffusion ont &té effectuées. Les résultats S°ow = 54 * 0, 5. i0" 18 et
D°ow = 1,66 * o0, 15. io~' cm?sec.!” donnent une valeur de M dgale
3 027 000 + 360 000, par conséquent, tout & fait cohérente avec la premiére
détermination. On peut conclure des autres recherches effectuées sur le pig-
ment que, lorsque celui-ci est altéré, il apparait comme constitué par 12 subu*

nités.
CONFERENCES ET COLLOQUES

M. Wurmser a donné 6 conférences k Tokyo, Osaka, Hakata, Wakayama
et Kyoto.

M ™€ Filitti-Wurmser a donné 4 conférences k Tokyo, Osaka, Wakayama
et Kyoto.

MM. Baudras, Iwatsubo et M''® Curdel ont présenté des communications
k la Reunion Commune de la Société de Biochimie et de la Societe de C.h#-e
Biologique.

Mmes Labeyrie, Jacquot-Armand et M''®® Naslin, Curdel, MM. lwatsubo
et Baudras ont presenté des communications au Colloque de Biologie- \oIé-
culaire.
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SERVICE DE BIOCHIMIE THEORIQUE
Rapport de M. BERNARD PULLMAN, Chef de Service.

. - STRUCTURE &LECTRONIQUE DES PROT&NES

, En collaboration avec le D' Del Re de I'Ingtitut de Physique Theorlque de
*'Universty de Naples e du Professeur Yonezawa de IUmversrte de Kyoto
(Japon), nous avons mene a bien une &ude d'ensemble ayant pour objet la deter -
f’\lnatlon de la dructure eectronique de tous les acides oc-ammes entrant dans
? congtitution des proteines. La grande majorité de ces acides comportant des
"*idus saturé's il Sagissait dans ce travail essentidlement de . determinatjon
< niveaux d'energie e des fonctions d'onde correspondant a la digribution
4+ dectrons <r de ces composes (les donntes analogu&s assouees aux electrons*
% fractions aromatiques de certains de ces acides ont deja ete evaluees anteneu-
"«ment). La methode utilisee pour cette &ude des dectrons ¢ a ete qtabl
Pd Re et represente une application aux systémes saturesd un prooedean ogue
“ la methode des orbitales molexulaires dans IapprOX|mat|on de Huckd.JLe
Javall lui-meme est un premier exemple dupllcatlon des methodes de la Chinue
«annque aux systemes biochimiques saturés. "i«-r5mi«i
, Ont 6terdeterminees, en particulier, les dlstrlbutlons des char,ges electtiques <r
S I<* formes neutre, dipolaire, cationique et aniomque des vmgt acides a-ami-
** des proteines. Ces r&ultats, susceptibles de nombreuses applications’ ont
2 mis en correlation, en particulier, avec les deplace N J * " A * * * * .
V observes’en resonance nudedire magnet” ique dans differents solvante par
J*ieurs groupes de chercheurs. Un pardldisme gén®a »~ . ~ X A
N enL ks valeurs des d6placements chimiques (8y) et celles des c”
~troniques des hydrogenes (Q.) ou des carbones porteurs, de ¢es hyjognes
Qu)- Les resultats peuvent en fait &tre represent® par quuatlon generale .

S = -AQo - BQ. + C,

£ Athode des moindres carres conduisant aux valeurs A = ¢,?J B = 133,93.
=* 9,67 pour les donnees relatives aux solutions alcahnes et acdes. Ce r& ultet
>e g/en accord avec h theorie genbrale la contrlbutlon de Q. 4 la valeur
A placement chimique est plus importante que celUe de U,-

Mes recherches ont egalement été poursuivies sur des caract6nst.ques macro.

rrl(’l"‘Uires des prot6in«, en particulier sur la question controversy de 1 aptt-

tuge P p q N Sy ap
ley de ces macromolecules a fonctionner comme des semigonducteurs. Dans
effectués jusgqu'ici sur ce sujet, tels ceux effectues dans les annees
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rlcentes dans notre laboratoire par M™® Suard, la conjugaison & I'échelle macro-
mol6culaire &ait attribute aux possibilités de d6localisation électronique a tra-
vers les liaisons hydrogene susceptibles de se former entre les groupements
peptidiques. B. Pullman a observé qu'au point de vue de telles recherches, le
cas de la polyglycine est particulier. En €ffet, la présence de deux hydrogénes
sur le carbone a de la glycine permet de considérer cet acide aminé comme un
systtme 7c, Thyperconjugaison du groupe CH, servant de pont entre les éec-
trons mobiles des fonctions amines et carboxyles. La polyglycine peut done
étre traitée comme un systéme 7: unique et constitue ains le cas le plusfavorable
pour la manifestation (et revaluation) de bandes d'énergie éventuelles. Les cal-
culs effectués dans cette hypothése conduisent & attribuer une valeur d'environ
7 ev alalargeur de la transition entre la plus haute bande de valence n et la pI"®
basse bande de conduction. Ce résultat va a I'encontre de I'attribution d'une
semi-conductivité electronique intrinséque appréciable & une protéine corres
pondant au mod&le adopté.

. — STRUCTURE ELECTRONIQUE DES ACIDES NUCLEIQUES

L es recherches effectudes durant Tannée 1963 sur la structure &ectronig“®
des acides nucl&ques sont de trois sortes correspondant respectivement & -
1) I'accumulation de renseignements supplémentaires sur les propritty éectro*
niques des bases puriques et pyrimidiques, 2) le perfectionnement de la descrip’
tion du mode d'interaction des bases complémentaires & travers les liaisons hydro*
géne et 3) Tetablissement des caractéristiques des bandes d'“nergie éventuell®
résultant de Interaction & I'échelle macromol&ulaire des paires de bases sup®*
posées.

Prenant comme point de départ les calculs self-consistant de Velllard et
Pullman sur la répartition des charges &ectriques dans les bases puriques®©
pyrimidiques des acides nucléiques, M ™ Berthod et Pullman ont évalue ‘N
valeurs et les directions des moments dipolaires et de certains moments de tf"*
sitions de ces composés. Dans révaluation des moments dipolaires il a &£ ten
compte, naturellement, a la fois des systémes d'&ectrons n et a, les mome""i
associés & ces derniers systémes &ant évalués par une application de la méthod
de Del Re. Un accord satisfaisant avec Texp& ience a 6t6 obtenu pour desmom¢r
connus (purine, adénine, uracile), et la prédiction a 6t6 faite que ces mome?
doivent étre plus élevés pour la cytosine et la guanine que pour Tadénine &dcs
thymine. Ce résultat est important a la fois pour la stabilité interne des ad I
nucléiques et pour l'interaction du type « en sandwich » entre ces acides et
substances aromatiques. En effet, la valeur de ces momentsjoue un r6|e”“"igti
tant dans la determination de la grandeur desinteractions Van der Waals-L°"¢
susceptibles de mettre en jeu ces différents composes. Le resultat precité apP°r"

done une confirmation complémentaire de notre prédiction antérieure st

role privilegie que devrait jouer la paire guanine-cytosine dans de telles ""®\
tions. En revanche , en ce qui concerne les moments de transition, ce '"®;$
a montreé la necessity d'&udes plus perfectionnees. De telles etudes sont en c0

actuellement. yd!"'
M ™€ Pullman a effectu6 des recherches sur le modé&e de la liaison b
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gene impliquant la participation de I'orbitale ap, vide de cet atome* £ la trans-

misson des effets de conjugaison entre detix sydemes ; | » 22 f dfed:;:
v un B
" dro-

I'mteraction de deux sysemes conjugues a travers une i g0

*eutilised pour 1'faude despairescompl ementsdesk;)asmsdas.ac:ldesnuc1e|ques

et les condusions comparées a cdles des travaux anteneurs
M. Ladik afcudiela pblllte d'edigence des © - dans les acides
homaopolynudéctides condruits® a l'aide des , basss ” 18bes.
nudéiques, par recouvrement des nuages ’\ctror.uqua ds » J N A
La meame etude a 66 effective pour I'ensamb *NJE™E* o ces redltats
complementaires superposees. Une extrapdation P J S e dm ces addes
a«x addes nudeques euxmemes V A N A A S AL a dewiron
d'une serie de bandes d'enege”™ " PA " X T a s S ebandelibre, en acoord
as3 ev. entrela plushautebande™ P * * t 0 e S e s rdatives a la sami-
gpparent asez satidaisant avec des donndes experiment
conductivity de ces addes.

énergie dans les

.~ MUTAGENESE ET CARCINOGENESE

Dsreltedessr lesagets™ c u ~» ~» A~ A AN
vies, essentidlement par M« Pullman, «! «e* « £ A Tradiations (ultra
'es mutations pontandes aux mutations P~ r i m L u e sdiverses L'acomnt
violettesouionisantesjouinduites par dessub s J J AN J " N ges Muter

» «f rrrtﬂszrldapqimmbte{ ‘tM ™ *S’\EE*er klze o rer les basss en
tions €A audieniank %&Fi /"f res ou gur 189 EORS-

Joissant, pafexemple, smr Ilmumbre@tw'" ApA d rolyse des lisisons
tantes de’ dissociation acide ou encore sur la ragu L poge " difkrents
glycosidiques. L'é&tude a fourni des indication' P~ ¢A Y f -oggblce- Aing, par
»3ents prteites sur ces differents facteurs de mutat,lon p ¢ & laction d>une

“mple, la th&'rie prevoit que Acitation *'*'J 2'S Ia probabllltédeX|s-
Mdiation ultraviolette doit accroitre d'une fa?on anera" artant

A ce de toutes les bases dans uneforme” J-f~ So n p us sdective doit
\ frequence des couplages erronfe alors g“ "¢ %", ar fes ragiations ioni-
8ner a ce point dewelkmrsdimmlbm&nonﬁ?”ml“ aux %y [imidines
Antes. ILes probhbibiliies relalatéged dmumtﬁatnen:sfﬂ * '.’1‘. ! % b, 6

Ssturbes sur la liaison -6, ont 6te Gtudites d | » g . ™ "De MBS OF
*|culs explicites sur la structure 6lectron.que des denves a :X te de Paugm "

friculier des dérivés alcoylés en N, de ta’\’\SS alooyles par rupture
J:o» de la fadlite de’depurination des,aade ~ "~ J " 4o 33 dipos-
*®la liaison glycosidique de la guamne du tail ae es différents cas, au niveau

e

Cpaon quil subit. L e udié la structure &lectronique de dlﬁérentes

D'autre part, B. Pullman 2 étudié
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FIG. 1. — Les principaux S&ges d'action des agents mutagines sur TADN.
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@aires de bases provenant d'un couplage erroné da k la presence d'une base
—-ug une forme tautomére rare. Cette &ude permet de prevoir, par exemple, les
«ocHficafions de reéactivite chimique susceptibles d'etre provoquees par de tels
couplages erronés. -
. tn ce qui concerne les probleémes de la carcinogenése, nos travaux de cette
Anees ont encore €té centrés dans une large mesure sur le probleme crucial du
ecanisme et de la signification des interactions sopé&ant ou pouvant sopfrer
fre les gybstances cancérogenes et les polymEres biologiques fondamentaux
"Cides " eiques et protéines). Tout d'abord nous avons ete obliges de conti-
“uer notre travall de critique des theories qui postulent I'implication, dans la
j *'c'u>genese, des facteurs de transfert de charges. J'ai deji rendu compte dans
i€ 2117 rapport de notre critique de deux telles theories, celles de Mason et
¢ Bl s« 1963 a vu la naissance d'une autre theorie du meme genre, proposee
R¥ A lug" ® Nash @ qui postule, essentiellement, que les cancerigenes doivent
188 %% fois bons donneurs et bons accepteurs d'electrons. Rien n'est plus facile
Querfide dnmontrer e coractere completement errone de cette proposition. |1
1¥..." d'evaluer les donnees correspondantes. Par exemple nous avons evaluf
N Bouvoi,r donneur et accepteur d'electrons pour tous les hydrocarbures aroma-
HHUCS qUi ont A essayns au noint de yue de leur activitercancerogine. Les risul-
s sont resumes dans le tableau | oil ces composes sont classes dans Tordre
d,e ler pouvoir donneur et accepteur croissant. |1 est evident que la proposition
dAllison et Nash n'a aucun fondement. Toute une serie de critiques plus fonda-
Menta|es ont egalement ete opposees k leur theorie.
4 D'autre part, & l'occasion du Collogue International sur la Théorie Quan-
e des Polynucledtides et Polypeptides, qui sest tenu h TUniversiteé de Stan-
"éraen Californie en mars 1963, A et B. Pullman ont effectué une mise au point
F "¢rala gur le probléme de la signification possible dans la carcinogenése des
Cteractions entre les cancérogénes d'une part et les protéines ou les acides
Jjucleiques d'autre part. 11 résulte k notre avis de I'etude de Tensemble desdonn& s
| leoriques et experimentales disponibles, que les interactions chimiques avec
i°s proteines, du type de celles observees par |'école de Madison (Heidelberger,
f Millers et leurs collaborateurs) sont les seules qui, actuellement, offrent une
) rrelation satisfaisante avec les exigences de Ia}heorie et, en méme temps, sont
¢S ules qui paraissent, au point de vue experimental, &re Itees d'une fa‘on
jrecte et quantitative au phénoméne de la cancérisation chimique. Certes,
r. RVEs les decouvertes r”centes presque tous les groupes de substances cancé-
t°,genes paraissent interagir auss dircctement avec les acides nucléqucs, cer-
-“ns méme d'une fa?on prononcese, et nous avons nous-memes fourni une ana-

75> au nlveau électronique, du meécanisme de ces interactions, Toutgois, Ces
fractions paraissent dans la plupart des cas etre depourvues de spdeficite
v{fEE-vis des substances actives, ou Stre sans relation avec la grandeur de Tacti-

cn Cettesktuatinn o un probléme difficile mais fondamental. La cancérisation
Mportant le plus probablement une perturbation de Tappareil génétique, la
"ePercussion de Faction du cancerogene sur les acides nucléiques doit n”cessaire-
W faire partie du processus de la cancérisation. L'analyse précise sugg&re

N la majorite Hes cas, en particulier pour les substances aromatiques, un
““enisme d'action indirecte, par Tintermédiaire du complexe protéine-cance-
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TABLEAU | .—L epouvoir donneur (ou accepteur) d* electrons des hydrocarburesaromatiques,
mesuré par la valeur du coefficient \ k \ de son orbitale moléculaire la plus haute
occupée (ou la plus Basse litre).

Activity

Composs M canc& ogine

Benzine. . ... . erasaaneasas |

Triph&iyline ........ ... .. . i i aes 0,684
Naphtal&ne . . ... ... . .. . . vararannrnss 0,618
Phinanthr&ne . ... ... ... ... .. . . . . . . . ceaas arsaens 0,605
3, 4-Benzph6nanthréne . ............... 0,566
i, 2, 6, 7-Dibenzpyrtee ............... 0,555
'9 2, 5, 6-Dibenzph6nanthrfne . ..........ccveevvaaesl 0550
Coon&ne ......... .. ... .. e 0,539
3, 4, 5, 6-Dibenzph6nanthr&ne .. .. ... .. ¢ceeeveaeenns 0,535
1, 2, 3, 4-Dibenzph6nanthréne e - Y x
Chrysne .. 0,520
Picfene . . 0,501
I, 2, 3, 4-DIbeNzanthractne . . . ........covevevvnsns 0,499
1 1, 2-Benzpyréne ....................... 0,497
I, 2, 7, 8-Dibenzanthracne . ... ... .. . ceeecennsn-s 0,492
1, 2, 5 6-Dibenzanthracéne .......................| 0473
Pyrfene .. ... s . 0,455
1,2-Benzanthrackne . ......... ... ... .c.ociiend]| 0,452
t,2-Benzpéryline............ ... ... . ..cieeveieend)l 0439
| Pentaphéne . ........................ .. 0,437
2, 3, 5, 6-Dibenzphénanthréne . . . ............uvav.nl 0,419
Anthracéne . 0,414
| 2, 3, 7, 8D|benzph6nanthr|ne..................... 0,405
1, 2, 3, 4-Dibenzpyréne ................... 0,398
| 4, 5, 10, 11-Di (i\ 2'- Naphtho) Chryséne ............ 0,383
3
1

AR RIS YR
+ +

, 4-Benzpyréne . . 0,371 +++
, 2, 9, |o-D|benznaphtac&ne 0,361
i', 2-Anthra-i, 2-Anthracene . 0,360
1, 2, 7, 8D|benznaphtacéne....................... 0,358
*> % 3> 4-Dibenznaphtacene . ... ........ccvsvesrenas| 0,356
2, 3, 8, 9-Dibenzpbryl&ne ... ...... ... .. ccieiaiiian 0,356
2, I'-Anthra-i, 2-Anthracéne.............cevvueee| 0,348
P&yléne .. i 0,347 —
3, 4, 9, |oD|benzpyr|ne 0,342 ++
} i, 2-Benznaphtacéne .. 0,327
i 3, 4, 8, 9Dibenzpyréne 0,303 +
2, 3- Naphto3 4—Pyrene 0,303
Naphtacine. . 0,295
Anthanthréne .. e beareanes 0,291
3, 4, 9, 10-Di (2' 3 Naphto) Pyrlne—. 0,273
| Pentac&ne . . ... .. .. . . . . eerereeraans 0,220
Naphthodianthrine .. ................... 0,177

L

+ |
+

PPt
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rogene, qui serait alors le veritable cancerogene. Nous poursuivons activement
des recherches dans ce domaine. Un rapport sur ce proU<<ed<<thé,presen!‘e
par B. Pullman au Colloque International sur les Aspects Moleculatres de la
Mutagenese et la Carcinogenese qui doit se tenir a Oak Ridge en avnl 1964.

V. - ASPECTS EEECTRONIQUES DES REACTIONS METABOLIQUES
PROBLEMES DE PHARMACOLOGIE

Ont &e etudiees en particulier les reactions de trandert enzymatique des
groupes me'thyles e les réactions d'oxydation. raii« Hec

M"e Perault et B. Pullman ont etabli que l'emplacement, g} laorisei*E
0- et N-méthylations des mofecules conjuguees sont * *laT"fa' lité de démé-
ment par la chige éectronique des atomes de O et N et que, - 4e essentielle-
Elation @yyiriiirdersaiatsaogityies coesmendents »“ " fyg 1
*ent par la dharge poiitive netteddel 'etoeedge@@au ™ . A J A S
grovaagyle. Ges r%ulp%fs indlicient diye e rﬁ%ﬂ% de trandet: enzy
*natique des groupes methyles est done’regi par des facteurs »" *'«" »»~~
que les etude! anterieures des memes auteurs ont mis en evidence commejgou
vernant le mecanisme de transfert des groupes monocarbones pd1%€coenzyme
" I'acide folique ou des groupes bicarbones par les acetyltransferases
. Le probleme particuliLment difficdle des aspects **«O*EXE N
t'ons d'oxydation et surtout d'hydroxylation rheUbohqug, aegenr" " AN
beaucoup de soin par M. Diner qui sest fixé pour but d gudiet_ oe probkme
dans son ensemble. Son travail a done comporte 1'éxecut.on d un vase* V 2

df cdauls ar un exmble tres divesfie» " A Sj ST ? ~ Sues

Actions, que ce soient des congtituants naturels de 1 of gW ~ v;l;t'i;r;_;éta-

d'utiliti pharmacologique. Il appasciit oyeeldes éaeittion oyl "t " oo

“ridic SN IRLALu% Mg 8, fadions microsomales *nizy fong.
*fficiles & i'ﬁ\?&f&g@ﬂ | AEF A RIREE “« O % A g op £ 8
Antal d&ml‘gcul dloxyl Par Biffe » A~ A Ao Nl X N -

“«on sinterpretent ailment a l'aide des caracterigiques* g ST SS” t o
J<* interatg™iques ou des paires flectroniques hores de I atome d wezatan le

e a l.ea exdtb. ou dans oD hvaroxvialas salbo-S, L €5 inter-
s)f}"‘gngeec’[’L)rpcot expgmnenta?g dfE hyaroxy aled ayde o usd"un N-oxyde.

Yent Poxygene moléculaire, avec formation initi_a}f_d':iipgpmonique de la réac-

¢ Plus ces r&ultats the'uriitmfeq eclairent ie m<* .‘:TM>>—;],ansformé en radi-
an, laissant penser que »0lygene moleculaire n'y - - a hydroxyler est
Ax libres hydroxyle ou perhydroxyle, mais que la molecule

Pitturb6e sous I'effet d'un catalyseur. ’ © " ffprtiifea sur les
¢« Par ,alleurs des 6tudes preiminaires -ont egalement ~ f ~ A '
*aurs electroniques intepvenant dans les reactions de conjuga.son niétehohquie
~ParticuUer dans les reactions de glucuromdation et dans les reactions

e . s, . P +%x'rents résultats
me”rSman a indiqu. la dgnification de cologie. Les

pou . . . . . !
tl_a‘;‘:mlfluudatlon de certains aspects electroniques de la P"a de Pacti-

Vit bac nte des dérivés
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de la phénothiazine, de I'activité psychomimétique des antagonistes de la séro-
tine, de faction antitumorale des antimétabolites de I'acide folique, dans I'inter-
prétation des acétylations, des méthylations, des réductions et des conjugaisons
métaboliques d'un certain nombre de produits pharmacologiques importants.

V. — DIVERS

Veillard et Pullman ont 6tudi6 les facteurs responsables de |'incorporation
sélective de certaines bases puriques dans les analogues de la vitamine B1,. Par-
tant des résultats cristallographiques indiquant que la liaison adénine-ribose se
fait dans cette molécule par rintermédiaire de I'atome N; au lieu de I'atome Ng
de Facide adénylique habituel et que, par conséquent, la liaison de coordinance
avec |l'atome de cobalt implique Ng, ces auteurs ont émis I'hypothése que la
possibility d'incorporation d'une base purique dans le squelette de la vitamine By2
pourrait étre liée a la facilité de conversion de la forme tautomére usuelle du
squelette purique (qui est la forme 1) en la forme tautomeére rarell, done a la
différence de stabilité entre ces deux formes. Le systtme des liaisons localises
étant le méme dans les deux formes, la difféerence de stabilité est represent”

N NH

N NH N N
I I

par la différence des énergies de résonance pour le systéme d'dectrons 7c. L€
calcul explicite de ces énergies pour les deux formes tautoméres de bases purique®
dont les possibilités d'incorporation dans la vitamine By, ont été étudides expE~
rimentalement confirme dans |'ensemble I'hypothése de Veillard et Pullman-

Grace a certains travaux expérimentaux récents de Duchesne et ses colla*
borateurs, B. Pullman a pu examiner le probleme des facteurs responsables d°
la radiorésistance des solides organiques conjugués. Ce dernier auteur a fl**®
en évidence auparavant Texistence d'une corréation entre une telle radioresis*
tance et la valeur de Ténergie de resonance par electron 7c de la molécule conj""
guée. Deux savants russes Voevodskii et Molin ont proposé plus récenuneflt
Texistence d'une corr&ation semblable entre la radiorésistance et la positi®*
du premier singulet excité des molécules en question. Or il est évident que I&
deux corr8ations ne sauraient &re valables ensemble que dans les compo™®
dans lesquels une corréation interne existe entre I'énergie de résonance p®
dectron n et la position du premier singulet excité. Les études effectuées pF
Duchesne et ses collaborateurs sur des composés judicieusement choisis d*">
lesquels cette corréation interne n'est pas conservée, montrent que seule y *
valable la corr8ation mettant en jeu I'énergie de résonance.

MUe Valdemoro et B. Pullman ont &udié les facteurs responsables des Pr%
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Enetes photochromiques de pluseurs groupes de substances organiques e,
l{] particulier, les orfAo-nitrotoluénes. L'existence de photochromie est attri-
J,’<& dans ce groupe de molécules k la production d'une forme tautomere sous
Aa‘fq de l'irradiation, par déplacement d'un hydrogéne relativement mobile.
g ms par exemple dans le cas des orfiw-nitrotolugnes, la forme A incolore
de tyansforme sous I'effet de I'irradiation en la forme B colorée. La disparition
. Lirradiation saccompagne d'une ~transformation de la forme B en laforme A,

%nc de la disparition de la couleur.

e S e e
N
7\ A .

0
AO o0
B

) A" vue de certaines applications possibles des substances photochromes dans
Pdefense contre les effets destructeurs d'une irradiation puissante, un pro-
4.cme particuli&rement important concerne la durée de la persistance possible
!1: la forme colorée aprés la cessation de I'irradiation. Les travaux de M "¢ Valde-
..ro e B. Pullman ont permis d'&ablir une r&gie quantitative rattachant la
X}Ae de la decdloration, done du retour k la forme tautomere primitive, & la
aL1eTelice d'énergie de résonance entre les deux formes. D'une manure générate,
(ﬁnffgie de résonance de la forme A est toujours sup& ieure k celle de la forme B
¢ {i en est de méme pour son énergie de trandtion au premier ¢&at excitf). La
t-_r, IL" prpcite'e montre que la vitesse de detoloration est proportionnelle & I'exc&s
~ergie de résonance de la forme A par rapport k la forme B. Les auteurs ont
Subar: Nt &udié d'une maniére trés d&aillée I'influence de divers types de
Stituants sur cet 6quilibre tautomére.

7 Par akneurs, touteunesa e go yravaux de caractfre technique ont 6t6 effec-
n""s par differents travailleurs du laboratoire en relation avec le perfectionne-
1" m&ne des méthodes de la chimie quantique que nous utilisons et certains
n ces perfectionnements ont 6t6 appliqués k I'ftude de la structure eectronique
tjg A28 AN molécules simples. 11 convient de signaler dans ce domaine en par-
n’ “ier les travaux de M. Berthier sur I'6tude des systémes k couches éectro-
“Mes incomplétes, &ude qui rencontre de grandes difficultés pratiques. En
?r?'od e du champ sdf-condstant, celles-ci proviennent du fait que chaque
~Pe d'orbitales contenu dans la fonction d'onde totale est défini par une équation
. Aertree-Fock différente. De nombreux procédfe ont éé proposés pour tour-
Mfrtd Ancuaj majg peu ont re$u des applications effectives. M. Berthier et
q; © Baudet ont introduit un certain nombre de modifications dans la technique
dee M2f" “" densite, de maniére k la rendre utilisable pour la déermination
o> Obitales moleculaires des composés de ce genre £ 1'aide d'ordinateurs flec-
O nUesx A atre d'exemple, ils ont calculé les premiers dtats dectroniques du
jna‘l,lcal benzyle en minimisant non seulement I'énergie de T&at fondamental,
8 auss celle des deux premiers doublets excités et celle du premier quadru-
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plet. Les résultats ains obtenus donnent une interprétation satisfaisante des
spectres Eectroniques et E.P.R. de ce radical.

Dans ce domaine de recherche de chimie théorique, M. Kutzelnigg a apporté
une contribution importante a la résolution du probléme de deux é@ectrons
en mécanique quantique par détermination directe des orbitales naturelles,
M™® Serre et Le Goff ont etudie la structure dectronique de NO, et de N,O, \
MM. Velllad et Del Re ont étudié Thybridation dans les cycloparafines et
MM. Berthier et Sureau ont effectue des recherches sur l'ionisation des atomes

en couches internes.
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- Nous avons, cette année, approfondi le mécanisme de la biosynthése des
P'otemes par les noyaux entiers ou deates, les particules de Sripati et les ribo-

"es Nous avons, également, poursu vi |ét6l ede la glyco ysbramaie  des
Tlf’a_u& en relation avec celle du cytoplasme. Comme tissus, nous avons choi:_;i
f Ole llorm.al de Rat, le foie en régénération et les cellules de I'hépatome asci-
dqlle de Za]d_ela. Nous avons aussi continué I'étude de la déthication du foie
Fob t, A rés 1n8estlon dejgmede beurre aind e |2 mise au pﬂmt des méthodcs

Jention de mitochongjas nures et intactes

ag M. C. E. Sripati a etudié le m& abolisme des particules qui sortent des noyaux
a3 “Cours de Tincubation, en marquant d'abord les cellules entir es de I'hdpatome
~*tique avec *?P, l'adde orotique -*C et avec des acides amines enticement
Arques par YC. Le marquage est fait pendant 5 i 30 minutes. Les particules
A Semarquent pas pendant les 5 premiéres minutes, puis le surnageant se marque
ongnfin, apres 30 minutes les radiodéments sont incorporfe par les particules
foT Propri& &y, ang gue les teneurs en ADN, ARN et proteines, prouvent que
Hu ez SONT AOMaag par ce qu'on appedle la chromatine nudesire. Le
nYeole reste intact k l'intérieur, comme le montrent les microphotographies

“troniques, et cest lui qui fixe rapidement les radiodéments ,
A L e meabolisme des particules a été également &udif avec les m&nes pre-
i pxx® in viwOy c>estui dirg anres jar jsolement. L'incorporation des acides
y \"ésestbeacoup pluslente que dans les cellules entietes et TATP et retrouvi,

ap
AT€S 20 minutes, dans une fraction acido-insoluble. L'&ude enzymatique doit

~er le role des polymérases dans ces syt mes

le M- C E. Sripati a, en outre, cherché s la glycolyse anaérabie nudtesire suit
.Da@/e(:lle des pentosesphosphates. Pour cda, il a incubé des noyaux de foig nor-
tiy\/BR Préencede x, e olycose et de 6, C-glucose,en mesurant la radioac-

de & A CO0, dégage pendant I'incubation. Il a observé que la radioactivity
An-02 est ka5 plus grande quand le substrat et le i, “C-glucose. Ced

e o€ le mé&abolisme glucidique du noyau e fait auss par utilisation du
W oes P"°*phosphates. Mais, comme dans le cycde de Meyerhof, Tuti-
inhk™ U g'"*Se-6-phosphate est meilleure que celle du glucose et les noyauix
Hei! 1?7°7 |a glycolyse anéerobie cytoplasmique s le ajbsgrat est du glucose et
c*taiamh'bent P°s s cest du gluco-6-phosphate. L'interprétation de ccs resultats
gi." " equecdle qui aete’dgdi proposee et qui fait jouer un role k TAMP

* 12 formation d'ATP.
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L'6tude enzymatique a montré que |'addition de glutathion oxydé favorise
Faction de la glucose-6-deshydrogénase et de la 6-phospho-gluconate-deshy-
drogénase qui dépendent de TPN, en acceptant les électrons de DPNH ou,
directement, ceux de TPNH, a condition qu'il y ait des traces de TPNH dans
le milieu.

L'ensemble des résultats de M. Sripati fera I'objet d'une thése de doctorat
&s-sciences d'etat.

MM. J. Okuda et D. Szafarz, pour éudier la synthése des protéines par
les noyaux de foie, ont d'abord comparé plusieurs méthodes de préparation avant
de choisir celle qui utilise les tensio-actifs avec laquelle ils ont obtenu rapide-
ment et avec de bons rendements des noyaux purs. lls ont ensuite broyé ccs
noyaux et séparé 5 fractions par centrifugation. L'incorporation des acides ami-
nes se fait surtout dans les 3 fractions les plus lourdes qui contiennent, ensemble,
96 % de TADN et 82 % de TARN nucleates. Ils ont &tudié quelques propriété
de ces fractions, en particulier Faction de la DNase, de la RNase et de I'ATP-
La DNase inhibe 75 % de Incorporation, la RNase est sans action et 'ATP>
qui est sans action sur le systtme normal, réactive un peu les fractions qui ont
été traitées par la DNase. La fraction qui ne sédimente pas a 105 000 g contient
un inhibiteur de Incorporation. Cet inhibiteur est relativement stable, n'é&ant
inactive qu'apr&s 10 minutes de chauffage a i00° et n'est pas dialysable. Il exis'®
auss dans la fraction soluble du cytoplasme. Son action parait fort intéressante
et son é&tude sera continuée.

MM. J. Okuda et D. Szafarz ont également &tudié 1'incorporation des acid#
aminés, en particulier celle de la lysine -**C dans les particules de Sripati g
sortent des noyaux au cours de I'incubation & 37° dans le tampon TRIS, &Vec
le foie normal et le foie en feferieration de Rat. Ils ont obsefve que Ie&micum
des deux types de foie contiennent 2,5 fois plus de protéines basiques du typ®
histone que de prot&nes acides et que l'incorporation est plus faible dans I
protéines basiques que dans les protéines acides. Mais le turn-over des histoitf®
est 6 fois plus grand dans le foie en regeneration que dans le foie normal, y*
resultat laisse croire que les histones synthetisées pendant la mitose sont stocked®
dans les cellules au repos pour y controler, plus tard, les syntheses. )

M. Szafarz, cherchant & é&ucider le mécanisme de la cancéris_a_tiog
par le DAB, a commenct |'etude de la formation de complexes entre le \/§/
et quelques protéines telles que les histones, les protamines et la serumalbuin™%
La fixation du DAB sur les protéines peut étre suivie au spectrophotométr® P
les variations du rapport des densités optiques & 410 et a 452 mjx. La variati®®
est plus grande avec les histones qu'avec les albumines. De plus, Talcool ®'**.°:
cie le complexe DAB-se&rumalbumine et ne dissocie pas le complexe DAB-*1%
tone. LA
M''® R. Rozencwajg et M. J.-P. Zalta continuent k &tudier I'incorpor®
des acides aminés marques dans les proteines des noyaux des cellules de"!}f"’\c
tome ascitique de Zajdela. Apr&s avoir obtenu les noyaux entiers k I'aid® ~
tensio-actifs anioniques, ils les font éclater mécaniquement et centrifuge'ltr,
faible vitesse. Le culot est surtout forme de nucleoles et de chromatine et ¢,
pore activement les acides aminés. A Taide de ces fraéjments nucléaires, ”S,on'

Iincorporatt®

comP"'

gete(mine le role des protéines basiques du type histone dans
Apres traitement acide, |'incorporation augmente nettement, bien que la
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stion des fragments ait ete beaucoup modifiee. En efey HQ a d'isso*’\enmn

So% des proteines, 30% de'ARN et 15% de' ~ & | A 1 "'laefie"_
proprietes des fragments nucleair es ne change pas, comme 1 ont p-ouve™es-deter

mirations des conditions optimales de Incorporation, mvaro "£™***pce
dy PH, de la concentration Idm..que,d_es-,lhib.IL';lonsa-l ?‘t, r;je&swﬁgcnn%%%? agast
3insj que la RNase reste sans action, que la D ase, be de o0 9 et * puro-
de 30 % ~incorporation, que le chl amphemcol‘lml-u e de 70 % L pe
mycimede 25 %, _tandis que Addit_ion des 4 nucleo ***»$&\I 'a%Eé* ,’ng,j
méme exogene, stimule l'incorporation. Selon le type aAIKI ™, J - ==l

nuclé,ire de foie, de cellules astitiques, ARN « messager » de foie, AKI ;

la gimulation varie de 70 & 300 %. . mm T Huppert et
T M.JB, Zalles, & CehlRiSoration avec My Razenowaig, » JINE ™ gela
L- Montagnier, poursuivent I'etude des systemes\Maiibes « S P ~ €4§ins les
gsynthese £ ~tro de I'ARN viral du virus de I'encephalomyehte du Rat,
Pilules dascite dEtnrlich. , o~ - "ascmp de l'inhibi-
. En coliaboration awes: Wi . Beeer v @_glta@%wmm« QRUE oo
An, par le chloramphé6nicol, de I'incorporation e llamm:s -, 4o o" fone-
N egles ribosomes de foie de Rat. Us poursuivent, egdlemerrt: 1 ti* paction des
::’n{lement et de la structure des ribosomes de foie de Rat, apres
D810-actifs. } -
M. A. Boer, voulant déterminer le réle de PARN dans 1a synthése des pro

1 ] n o-
“ines des ribosomes, a cherché, d’une part 3 bloguer 1' -ARN « m;zi’%:; » :cidcs
Bne par PActynomycine et, d’autre part 2 stimuler 1'incorpora

' : 1 étlldiéev
4Minés par une fraction d’ARN. L’inhibition par IActanI_'DYC:il;;s“l;t:équenm
" Vitro, 3 1'aide de 3P ; elle 2 montré qu’a coté del lnco1‘_13"31"““"',{1 —tagt ~1e martiel-
Yfinales du sARN, la synthese d'une fraction de 8 .,a XV afi N,
*“"sent inhibee. Par sa composition en bases g 4" 2PP" _C_"eaee":‘,:,e C'est proba-
Pf" son marquage, cet ARN pourrait 6tre un ARN « m»” R * rActynOMY-
JSent la synthese de cet ARN qui rend © ' ' % » A~ A | \Je\c se
£ faible (20 a 30 %) et de plus, inconstant* Cette. mtn NponAon
NOUVes fc 1o, apres 2 a% heures d'Incubatton xxof © }‘E‘m A
J¢ Tincorporation m eifro par les ARN, ellesefa]t_, pour «sio’®
"aJon 8-,0 S dont la composition en bases est voisme de Cdteﬁ chlognromazine
, M. R. Sutra a continue ses recherches sur Tinfluence ae ™ =~ . 7 rnhibi_
Juj incorporation de Zladenine 8»C par 'J gfcH« /A
o agtl asdes concentrations variant de 2.10 a b0 ThoRt

Aissance & une diminution de ?***?**>»*<£%g

avec une
rina

e PADN "

de8 retards

I %

[ a¢ Jusqu i

J £Opoge, mainte-
V%en, !« ,« urnn*ntrations les plus fortes. 11 2P poses
) WAL Ty PUU‘. AT Tar b W A . &ence

. romaZiﬂe.
nan;:[de suivre la synthése de ’ARN d&’E. coli, en pr e chlorp

' ’ (n) I‘létés
& o A]. Rosenberg et Mme Fourcade ont mm}:oﬁél ﬁiet:;p;i‘%’m”
don Mtochondries qu'ils ont mises au point. Lis ontd:,ivent correspondre 2 une

ont 'un G flé I'autre, M, q.m . .  une
ch‘?:ddiﬁ’érel;tees;“pl;:vflz;pen?:st ou & un stade différent du turn-over
tia]

. ~ . . s achevé Pétude du
.;.M‘ A-J. Rosenberg et M~ Emanail-Ravicovitch ont ©° " " cancé-

t"0lisme des 9" dans les celul€S norma]es_ !\ N minceen fl».

v> dU e de Rat. Les animaux ont &b soumis a unr*me«g. diméthyk -
188 « en proteines, additionne ou non dejaune de beurre [V*
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minoazobenzéne). La précancérisation a surtout retenu leur attention. Us ont
étudié les variations du taux des flavines, des nucléotides flaviniques, le rdle
de la DAB-réductase dans la détoxication du foie et le rble des hormones.

Us ont montré que la diminution du taux des flavines est caractéristique des
cellules néoplasiques. Au cours de la cancerisation ce taux varie, dans les
cellules normales, mé&me lorsqu'elles sont voisines des nodules cancéreux. |k
nt, également, montré que la cancérisation modifie, non seulement le taux
global des flavines, mais qu'elle agit pré&férentiellement sur certains nucléo-
tides et que le taux de flavines diminue surtout dans les microsomes et dans les
noyaux cellulaires, alors qu'il varie peu dans les mitochondries et le liquide
surnageant.

Le role des flavines peut €galement ére mis en evidence par r éude de la
detoxication du foie par la DAB-réductase dont le coenzyme est FAD. Aprés
avoir montré que cet enzyme est localisé sur les membranes ergastoplasmiques,
ils ont prouvé, par une é&tude cinétique, que la disparition de FAD, au cours
de la cancérisation, provogue une diminution de Tactivité enzymatique qui»
aprés 4 mois de régime, a complétement disparu. Le rdle de la DAB-réductase
et celui de FAD est également mis en évidence dans Faction des rayons X. Au
dfbut de la cancérisation, l'irradiation empéche la diminution de FAD, ce q{“
conserve a la DAB-réductase son pouvoir de détoxication, mais apres 4 mois
de régime carancé en flavines, en prot&nes et additionné de DAB, l'irradiation
n'a plus aucun effet.

Enfin, M. A.-J. Rosenberg e¢ M™® Emanoil-Ravicovitch ont étudié Faction
de Thydrocortisone et de Thormone thyréotrope sur le taux des flavines et su*
Tactivité de la DAB-réductase. L'hydrocortisone augmente le taux de FAD
et Tactivité de la DAB-réductase, tandis que Faction de Phormone thyréotrop®
est négligeable.

L'ensemble de ces recherches doit &re réuni par M™® Emandil- Ravicovitch
dans une thése de doctorat &s-sciences qu'elle soutiendra cette année, apportant
une contribution trés importante k rétude de la précancérisation et de la €&n”
cérisation par lejaune de beurre.
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Rapport de M™ M. GRUNBERG-MANAGO, Chargée de Service.

Nous avons poursuivi 1*dude des mécanismes de la biosynthfese des poly”
ribonucléotides, de leur structure physico-chimique et de leur rdle dans la syn*
thése des protéines, en nous attachant plus particuliérement aux points suivants ¢

A) Transfert de l'information et nature du code génétique.

B) £tude des propri&tés physico-chimiques des polynucléotides renfermatfl*
des bases atypiques.

C) Mécanisme de synthése enzymatique des ribopolynucléotides.
a) Polynucléotide phosphorylase.
b) Synthfese de TARN chez les levures.

D) Dégradation des acides ribonucléiques.

E) Role du chloramphénicol et des analogues d'amino-acides dans la $y™
thfcse des ARN et des protéines.

A. — TRANSFERT DE L'INFORMATION ET NATURE DU CODE G"N"TIQUE.

En collaboration avec M. Michelson et avec Taide de M. et M™¢ Dondoj"
nous avons plus spécialement étudié I'effet de la substitution k la position 5 **
noyau uracile par dlfférentsgroupes (chlore, brome, iode, fluor, méthyl, hydroxy®
ribose) sur le pouvoir qu'ont les polyméres de stimuler I'incorporation des aa<|
aminés dans un systéme isolé de E. coli. Ceci afin de préciser le mecanisme <°
mutations et des modifications phénotypiques qui se produisent k la suite
Incor poration des analogues de bases dans TADN ou TARN. t

Nous avons trouvé que les polynucléotides substitués — et, contrairein®
k ce qui avait &'e trouveppfetedemment Ppar d'autres auteurs,, le poyy ~AU0TeA
et le poly méthyl-U — sont plus ou moins actifs pour I'incorporation de la P*
nylalanine. Les conditions de pH et de température sont cependant arftidlfy
pour Tefficacitd du poly FU k stimuler Ilm@@fmaﬁ@ﬁ gle la pheaylalanine. 'e
contre, le poly pseudo-U est inactif pour la synthése de la ponphenyIéI*”' :
mais cela peut sexpliquer par sa structure secondaire; la température de fa €
de ce polymére est de I'ordre de 60° et il est vraisemblable que saStrue .
I'empéche de former des complexes avec le codon complementajre du S'A
Ceci est confirmé par le fait que le copolymére (U, pseudo-U) qui ne p°®



BIOCHIMIE B 33

Pas de structure ordonnee dans les conditions expénmentales, stimule I'incor-

poration de la phénylalanine. T o™t pru OH
L'ordre d'efficacité des polyméres est le suivant: U, I>Br>C1,FJCH feh:
De plas, nous avons montfe que l'acide P-° W » ™ A A AT T
ment “Aincorporation de la leucing de V. A~ A~ A} At A A ALY
un degre moindre, celle de la Serine (codon assgee UUC),* S S Jﬁné
FU) hydroxy-U et methyl-U sont totalement inactifs en ce qui concerne la
et u a H
S h ~ | epdy BrU puisecode paur Iasérinegtjdw“’fl‘”"l"dela ]l ;
*erait en accord avec le mecanisme des mutationsindmtes V» fies basee amn?f‘;es
(Postule par Watson e Crick e par Freess), mécanigme qui f2it 1eerve e
formes tautomeres rares des bases (comme la forme » . A A p 1 b -
JrU devrait sapparier normalement, comme le U, avec 1 ademne m « R
babilite d'un couplage avec la guanine n'est pasf ~ J ~ A %®giggere
cache du poly FU vis-a-vis de la serine est un«sulm utf*etdu h .
que le fluorouracile ne peut jouer le réle d un C dans j° ®® 3y, Bevs phe
Par I'ARN. Or, c'est aing qu'ont etejusqu'ici exphquees les modincau  p

"otypiques caustes par le FU. ) . comporter comme un
. Le pouvoir du BrU de coder pour I'isoleucme et dej«comp  “ rme énol.
J semble difficile & expliquer en invoquant la abilisation de sa u>  UUC
"ous avons Vérifié que kcodon pour I'isoleucme est bien UUA e” @8, Nous
* UUU. Nous avons aors etudie 1'effe de la bromurafoon & h ¢ A ¢ =-~ur |,
“vons trouve que I'acide_polybromocytidyhque code Pl f A, weAtruc-
froline que le poly C lui-meme, ce,qui Sethque Peut-etre ***** ¢4 codc
»re du poly BrC est moins ordonnee que celedu P » * g P nacti” par
Element pour la threonine (CAA oy CCA) abrsquelej j~" parti'qpue,
J°ntte le poly BrC est inactif pour I'higtidine (CCA), lalysme, )

A aNi e, la valine et |'arginine. . K,nm€€eS peuvent jouer le role
a Ces resultats suggerent que lesP A~ A~ d an sd e u x,» magamas

N\ ' je poly BrCest. /\ pour
QHMSE SI™" R e

| . ltats ; il faut
Une hypoth)ese a ete proposte pour rendre cp“f?fff,c:::és p';ur la sérine,

Arquer que le poly BrU code mieux pour 1*J»~J" J*  C. Lefait
N est-il possble que le BrU remplace le A p_i " M N % N 4 e |l€ Mmeme
1Y¢ le poly BrU soit inactif pour latyrasine - dont ' ¢

g* Pour lisoleucine - et le BrC pour 1hisUdme -%
J méme que pour la threonine - mdique que le am>" jo syecses 1. *
T BrCentantqueApourraitdependredestapported”® g " A A
J? le triplet complémentaire du f » ' g * g danis la meme pogtion
JAnine et le codon pour l'isoleucine oat chacun un - ine ioleucine
Nletriple. Cai esen«™ A 12 A St £ T .d . ladde nitrax
r ont ete‘cbserves dans la protene du”\N' ap” _gifions Vpnotypiques
7 fysteme utiliseoffre done un moyen d etude desmo™- - ¢ chimiqUeSs des

I °nne la possibility d'etablir une comparison avec les base
l“utati()n_s. a
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B. — ETUDE DES PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES DES POLYNUCUSOTIDES
RENFERMANT DES BASES ATYPIQUES.

M. Michelson et M. Pochon ont synthétisé différents analogues de purines
et de pyrimidineset lesont convertis en nucléoside-5' diettriphosphates qui servent
de substrats pour la polynucléotide phosphorylase et TARN polymérase. L'intro-
duction de substituants d'un type donné modifie considérablement la structure
electronique de la base et permet d'étudier d'une mani&re plus precise I'influence
de ces structures sur les propriétés des polymeéres.

Afin d'éudier, en collaboration avec M. Douzou et M. Héléne, les dlverseﬁ
formes tautomériques de la cytosine, M. Pochon et M. Michelson ont wnthe
tisé divers composés substitués de cette base : 3 méthyl, 1-3 diméthyl, 1,3 N
triméthyl, 1 méthyl, 3 methyl N° acetyl, 3 methyl N°® benzoyl cytosine. L8
deux bandes d'absorption de ce dernier composé étant proches, un nouveav
substituant a été introduit afin de les &carter : 3 methyl 5-bromo N°® benzoyl
cytosine.

Il &tait intéressant d'&ablir une relation entre le comportement biologiq“®
et les propriétés physico-chimiques de polyméres formés d'analogues de bases'
Dans ce but, M. Michelson et M. Massoulié ont entrepris I'étude des stablllty*
compar ées des complexes hélicoidaux formés par les acides polyuridyliques 5 hao*
génés et le poly A. Les résultats ont fourni des renseignements importants $\J
les facteurs ayant une influence sur la stabilité de la double h6lice de I'AD"
(liaison hydrogene, effet d'empilement, facteurs stériques).

D'autre part, M. Massouli€’a ejalement poursuivi ses travaux sur les CO&*
plexes entre poly A et poly U et en particulier a cherché k determiner I'influefl®
du pH, cequi a permis de mettre en évidence la formation d'un nouveau comply
non dterit jusqu'ici.

L'acide polypseudouridylique et I'acide poly-5-hydroxyuridylique ont e”
synthétisés par M. Pochon et M. W. E. Cohn k partir des nucléosides pyropb°5"
phates correspondants, par la polynucléotide phosphorylase. Des études p"
siques ont é&té effectuées sur ces polymferes, notamment, détermination des PK'
courbes de chauffage, courbes de mélange. M. Pochon a pu ains montrer q
ces polymeéres forment, avec |'acide polyadénylique, des hélices a trois
L'acide polypseudouridylique posséde une structure propre trés stable, t:omﬂl
cela a dgk &6 mentionné ci-dessus, puisque celle-ci disparait seulement a
M. Michelson a effectué des études similaires sur les analogues des acides P"l
cytidyliques et polyadényliques.

Un autre point important concerne I nterpretation des metanismes de tn&d
tion par désamination de la guanine. Aussi M. Michelson, avec I'aid®
Mile Monny, a-t-il entrepris I'étude de I'acide polyxanthylique. Contrairetf*jgc
au poly I et au poly G, cet acide ne forme pas de complexes h#&icoldaux
le poly C. Par contre, il en forme avec le poly A et le poly U. Néanmon" A
polymere est totalement inactif dans le systtme de synth&se in vitro des protel BA
et ne favorise pas I'incorporation de la phenylalanine (codon, UUU) ni %
lysine (codon, AAA). et“‘

Enfin, M. Massoulié, en collaboration avec M. Michelson, a cherchéa ™,
au point des méthodes enzymatiques permettant d'é&iminer séectivemen
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‘& idusindus dansles boucles externes des complexeslmparfalts entre un homo-
Polynud™otide et un copolynucl&rtide. Le modée chois a ete le paly | et le
Py (C, U) et I'enzyme utilise est une endonudéase sans speC|f|C|te Vis-i-yis
des bases (voir plus loin), mais dont I'eficacité dépend de la structure secgndaire
:’<* polymeres. L'utilisation de cet enzyme pourrait apporter des, donnges.sur
* gructure des sSSARN specifiques pour les acides amines. Auss M. Fochon
®IM . Michelson étudient-ils actuellement des mdthodes pour purifier les ssARN
8Pecifiques

C. — MECANISME DE SYNTHESE ENZYMATIQUE.

a) Polynucleotide phosphorylase, - Avec M. Williams et |'aide de M™e Thang,
"»us avons mis au point une methode de purification de la polynucltotide pnos-
Phorylasg, isolee a partir d'E. coK, ce qut permet d'obtenir, avec de bons rende-
MS*ts, un enzyme purifid 300 a 600 fois (environ dix fois plus actif qug ,ceux
W ont 6te d'crits prec*demment) et qui et prathuement hbre de nucleusas,
1'acides nucl®iques, de phosphatases et de kinases. Cette preparatlon peut done
~e utiUs e pour fcudier la sequence des bases nucléotidiques dans les ARN
2 » effectivement ete employee par M™ Singer et M. Fraenke-Conrat pour une
N de sur la sequence d<£ bases de I'ARN du TMV. Cette preparatlon punfiee
Anvient pour les Etudes sur le mecanisme d'action de Tenzyme. Cette polynu-
J tide phosphorylase ne pr&ente pas de phase de latencc pour la P ° A 2
t»>on de I'ADP et de I'UDP, dans les conditions optlma de plus ™oy ™]J
"N tr Bqyela synthese de poly A seffectue deturn et non & partir d Un eventuei
P°lynuclectide contaminant Enzyme. Cependant, de nombreux facteurs® en
J%iculier certaines conditions physiques et |'urée peuvent provoquerjon raard
2 «*oe inhiber la polymerisation de I'ADP ou de I'UDP. Leur dnr»rn" Su
I** qu'ils n'agissent passur un site specifique de |'enzyme, mais qu "« NP «™]
ft* .un chapmen? de sructure non speafique La phase de latence peut «c
Z* P« addition d'oligonucleotides a*groupe hydroxyle termlnal 1bre ou

péﬂﬁe en 3 jceux- ci restaurent Element en partle Iact|V|te de lenzyn&
Pe rés traitement par |'urée. L'effet de ces ollgonucleotldes aur la structure

Jme est actueUement a I'é' tude : éé purifiée
Par Mlpolynucl eotide phospyorylase de M. lysodei ktuus a egalement lu d’amor-
Ceyp € M6TY- A Ydedau reRdents CEL ENZyme a un besoin 1 l'enzyme
3ttag, la polymérisation

de effet, les résultats

ADP firme leusr. .
o par ces deux enzymes confirme l¢ trent que pour
lbte““li en collaboration avec MHe Yon et MU G°defm.¥ ?1?:: Inis glassxques

k S, Cinet>g ue en@/mathpfe et que ses ventables f”t)s”’\ ; I'enzvme

45" T- ADPMg.la" A °~r . FiagSa
Quioh de 1'alsp eedie ) I\ljln; sont w%&diéﬁ&c?mt&!%@%an ?T]"Igf

fences en eqimat les realts ~J»/\£'>TMZ A
A" complexe ADP-Mg, et non en fonction de * ==

el VLRI TH T =11 FY
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D'autre part, les études de I'enzyme estrait de Cl. perfringens, et en parti-
culier les méthodes de purification de cet enzyme ont été poursuivies par M. Fitt.

b) Synthése de VARN chez les levures. — M. Tavlitzki et M''® Cousin ont
continué F'’etude systematique des enzymes de la levure qui catalysent la syn-
thése des polyribonucléotides.

Le syst&ne de nature particulaire dont il a été question dans les rapports
précedents a pu &tre localise. En effet, I'activité d'incorporation de I'ATP, non
stimulé par le ssARN, qui le caractérise, est associée aux ribosomes, Par ailleurs,
des renseignements ont &¢é obtenus en ce qui concerne l'intervention éventuelle
de I'ADN ou de TARN dans les réactions de synthése. Le fait que la DNase
ne soit pas inhibitrice et que I'actinomycine D soit dépourvue d'activité rend
peu probable la participation de 'ADN & la réaction. Par contre, la RNase ex
inhibitrice dans des conditions ot elle est inactive sur le produit de la réaction*
Ceci suggére qu'il sagit d'un systéme dans lequel TARN pourrait jouer le r6k
d'un amorceur.

L'activité d'incorporation de I'ADP, qui a €t€ mise en €evidence dans U*
fractions non-sédimentables, saccompagne d'une activité phosphorolytique*
L 'isolement par chromatographie des produits de dégradation de |'acide polyad”-
nylique permet de constater que la substance principalement formée est I'ADP*
Ceci indigue que Ton pourrait avoir affaire & un enzyme se rapprochant d'ufl®
polynucléotide phosphorylase.

Des recherches ont également été effectuées a I'aide de fragments de mito*
chondries préparées dans le laboratoire de M. Slonimski, & partir de cellules &
levure & respiration normale et de cellules « petite colonie ». || a é&é condate
qgue ces fragments catalysent Incorporation de I'ATP et, plus faiblement, cdl*
de I'ADP, dans des précipités acido-insolubles. L'incorporation de TATP
inhibée par la RNase aing que par la DNase et Tactinomycine D. Elle est stimuli
par Taddition d'ADN et cette stimulation est nettement plus forte lorsque I'°"
utilise des fragments de mitochondriesisoldes & partir de cellules « petite coloni”®-
Il semble done que les mitochondries possédent au moins un systéme de synth& ®
de TARN et que I'ADN intervient dans la réaction.

Enfin, M. Tavlitzki e¢ M"® Cousin ont éendu leurs recherches k d’allﬂ'“
souches de levure, ce qui leur a permis de constater que lesenzymes qu'ils étudien*
y sont également presents.

D. — DEGRADATION DES ACIDES RIBONUCL&QUES

a) Phosphodiesterase de venin de serpent. — M''® Cousin a étudié l’mﬂ“e“lc:
de la structure secondaire des polyribonucléotides sur leur dégradation parm
phosphodiestérase de venin de serpent purifiée. Elle a constaté que tous
polyméres susceptibles de s’associer par des liens hydrogéne (apparition d“"n
structure ordonnée) sont — 4 un degré plus ou moins élevé — résistants & I' acti? -
de la phosphodiestérase de venin de serpent. Par contre, les polymeresd
vus de structure secondaire sont rapidement defrades. Dans les conditions 1*af'
lis&s, le ssARN et I'ARN ribosomal de levure ne sont dégradés que tres p
tiellement par I'enzyme. Ceci est en accord avec ce que Ton sait de la ruct”
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hflicoidale du sARN et suggére que I'ARN ribosomal pré&ente également des
regions dont la structure est ordonnée.

b) Enzymes de E. colt. — M. Michelson, avec I'aide de M''® Monny, aisolé
;1,‘” X diesterases k partir de E. colti Toutes deux sont des endonucléases et clivent
RN et les polyribonucléotides en donnant des nucléosides 2', 3' phosphates
~cliques. Ces enzymes different toutefois par leur comportement chromato-
§aphique sur les colonnes de DEAE et par leur besoin en Mg. Us clivent pr£-
‘rentiellement les polynucléotides n‘ayant pas de liens hydrogéne et pourront
Vraisemblablement @&re utilisés pour hydrolyser les résidus des nucléotides dans

e ARN non engagés dans la structure hdicoi'dale.

E. — ROLE DU CHLORAMPH~ANICOL ET DES ANALOGUES D'AMINO-ACIDES
DANS LA SYNTHfeéSE DES ARN ET DES PROT&NES

En collaboration avec M. Thang et M. Williams et avec Taide de M''® R*vell-
™ nous avions montré pr&6demment, en utilisant un mutant d'E. colt
I’.‘f'yptqphane) que la synthese de certaines protéinesn'est pasinhibée par Ieghlo—
tf’“JiphenicoI k faible concentration et qu'il Sagissait bien de synthése prtfcren-
_'qu de certaines prot”nes et non d'une synthése résiduelle de Tensemble des

"teines. Dans les m&nes conditions, la polynucltetide phosphorylase peut
s”e nthétisde de novo. C'est la premiere fois que Ton met en Evidence une
‘Mhese préférentidle de certaines protéines enzymatiques (polynucl&tide
aPhosphorylase, ARN polymerase, etc..) en présence de chloramphénicol. Les
MU' 3ytres cas connusjusqu'i present concernent les protéines des membranes
4 certains peptides. Ces resultats posent le probteme du mé&anisme d'action
J! cWoramphénicol dans la synthése des protéines. La synthese de la polynu-
Meotide phosphorylase est egalement congtatée chez ce méme mutant lorsque
o +lryptophane est remplace par le S-mehyltryptophane, a condition que le
a"oramphénicol soit présent k faible concentration. La presence simultanfc
& hloramphénicol et du 5-methyltryptophane ne provogue cependant pas de

gndation de pfagines pre6-existantes. .
+~ "' Thang a alors envisagé les possibility d'incorporation dans les prot(§m
& S mé6thyltryptophane qui etait considere jusqu'i present comme ne pouvant
da mcorporé Des experiences de culture du mutant tryptophane , en pr&ence
i “Ptophane et de H®-5-methyltryptophane, k des concentrations varies,
(Tp%"®" qu'il y a incorporation du smethyltryptophane dans les proteines
A 95° C non SOIUbIeS) , PADXI
D_r,“‘ez le méme mutant, M. Thang a montre que la synthtee de 1 ARN. en
p:?°"°® de smethyltryptophane (au lieu de tryptophane) requicrt puss la
S®7 e du chloramphehicol. L'action du S—méthyltryptophane nes opserve
11 ~Vec les mutants qui requitrent le tryptophane pour la synth&e de 1 ARN.
phg*git d'une action propre k |'analogue, et non d'une liberation de trypto-
trvn® P°V®"ant d'une degradation des proteines, car la presence dg 5-mrthyl-
.JP*®Phane et de chloramph&iicol ne permet aucune synth&e dARN chez

JJJtte mutant de E. coti (thréonine- et leucine"). ..
Ph¥T-2utte pat M. Thang a constaté récemment que la pr&ence de chloram-

“»col est également requise pour la synthtee de I'ARN chez un autre mutant



38 . RAPPORTS DES TRAVAUX EFFECTU& EN 1963

(phénylalanine~), en présence des analogues thiénylalanine et parafluophény-
lalanine dont on sait qu'ils peuvent &re incorporés dans les protéines & la place
de la phénylalanine. Les réesultats semblent indiquer un rdle direct du chloram-
phénicol dans la synthese de TARN, indépendant de son activité inhibitrice dans
la synth&se des protéines.

F. — TRANSFORMATIONS CHEZ USTILAGO.

M. Tavlitzki, avec Taide de M™° Talou, a entrepris I'&tude des phénomfenes
de transformation qui ont et€ observes par le Professeur Nozeran chez UstUago*
Cet organisme se présente habituellement sous forme mycélienne, mais donne
naissance de fa9on sporadique & des formes unicellulaires, formes « levures »
qui se reproduisent comme telles et fournissent des clones stables. Les cellules
qui constituent ces clones ont la propriété d'induire la transformation totale
du mycélium en formes levures, qui a leur tour possédent la méme proprlete
Avant d'aborder I'£tude biochimique de ces phénomeénes, il a paru utile de pr™"
ciser les besoins nutritifs des deux types cellulaires. M. Tavlitzki a pu éaborer,
des milieux de culture définis pour les deux formes d*Ustilago. Il a alors constate
que la proliféeration du mycé&lium seffectue dans un milieu ne contenant qu®
du glucose et du sulfate d'ammonium, alors que les cellules de levure qui en sont
issues requitrent en outre l'arginine et la lysine, et cela de fason sécifiquer
Les milieux ains définis ont facilité Téude des modalités de la transformation
et des facteurs qui y interviennent. .

Le stade suivant a consisté a mettre au point une méthode d'éude quanti-
tative de la transformation. Ceci a pu &tre réalist dans des conditions telles q“°
les résultats sont obtenus rapidement et de fa$on trés reproductible : il su®
de mettre le mycélium pendant quelques heures en suspension dans un mili®”
oil sest effectude la multiplication des levures, pour observer Tapparition d°
cellules transformées dont le nombre est fonction de la concentration en nriH
transformant. L'un des problemes qui se pose maintenant est de détermlne‘
la nature de la (ou des) substance(s) en cause. L es premitres expériences réalise’
dans ce sens ont permis a M. Tavlitzki de constater qu'il sagit vraisemblable*
ment d'un seul facteur et que Ton pourrait avoir affaire & une molécule reate
vement petite.

G. — MATABOLISME DE ACETOBACTER XYLINUM.

L'éude comparative du métabolisme de Acetobacter xylinunt ayant p° oussé
sur milieu synthétique comprenant, soit le fructose, soit le glucose, comme Soure
de carbone, a permis & M. Prieur de démontrer :

. , $

— que les bactéries entretenues sur fructose (« F ») dégradent les hﬂ’“""‘a

par la mise en jeu de réactions impliquées dans le cycle des pentoses, avec ~
possibility de dérivation du métabolisme par la voie des uronates;

— que les bactéries entretenues sur glucose (« G ») degradent le gI““j
et lefructose dansla proportion de 60 % par lavoie Embden-Meyerhof et de4° '°
par oxydation en acide gluconique.
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L'&ude des activités enzymatiques des bacteries pouss& s sur glucose ou
Ar fructose a permis de classer les enzymes dont Tactivité dépend des condi-

Yons de culture en trois groupes :

*) la phosphofructokinase : cet enzyme est présent dans les bactéries « G »
N Perdiste pendant au moins cing générations lorsque ces bacteries sont repiquées
~?ns un milieu fructose. Absent des bacteties « F », Tenzyme ne reparait pas

sque Ton repasse en milieu glucoseé.

%) groupe de la phosphoglucomutase : il comprend, outre cet enzyme, la glu-
Ros_e~6-phosphate deshydrogénase, la 6-phosphogluconique deshydrogénase et
a glycérokinase. Ces enzymes sont preésents dans les bacteries « F » et persistent
l’]‘and on passe du fructose au glucose. Bien qu'absentes des bactéries entrete-
“es sur glucose, leurs activités apparaissent lorsque ces der nigres sont repiquées

* milieu fructose.

. 3) groupe de VUDPG-deshydrogenase : il comprend également la fructose
~nase. Présents dans les bactéries « F », leur activité disparait aprés passage
fur milieu glucose et reparait lorsque les bactefies « G » sont repiquées sur milieu
Tuctose,

Il a eté vérifié que la population est homoggne en ce qui concerne le compor-
emAnt des bactéries quant k leur croissance sur les deux sucres.

A Le mecanisme de régulation de Tactivité ou de la formation des enzymes

-4~ xylinum en fonction du milieu de culture et k T&ude.

t

H. — RECHERCHES SUR LE MODE D'ACTION DE L'INSULINE.

%id/\ Meyer sest attach® h mettre au point un systime d'incorporation des

lair e 21 2in& dansies protiines en utilisant les fibroblastes et les fibres muscu-
"AS. L'insuline stimule cette incorporation.

ce ¥?¢ Meyer étudie actuellement les causes de cette stimulation en utilisant
"ains inhibiteurs tels que 1'actinomycine et la puromycine.

ay thu_tes les publications relatives aux travaux de mon service ont été rédigées

tr:cf Paide de Mme Costinesco qui s'est plus particulidrement occupee de leur

trg ..ction en frangais ou en anglais. Mme Costinesco assure en outre P'adminis-
tion bilingue de mon service avec I'aide de Mme Guillermic.
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SERVICE DE PHYSOLOGIE MICROBIENNE
Rapport de M. FRANcCOIS GROS, Chef de Service.

ETUDE DES PROPRI&TES ET DU ROLE DES ACIDES RIBONUCLEIQUES
DANS LA SYNTHESE DES PROTEINES

Les rechcrches entreprises se réclament d'un programme d'éude k long
terme sur les propriétés des acides ribonucléiques et leur rdle dans la synthése
des protéines. Toutefois un accent particulier a ét¢ mis sur les acides ribonu-
cléiques « messagers », agents de transfert de reformation génétique, et sur les
relations existant entre leur métabolisme et les mécanismes de régulation edl-
lulaire.

Une grande partie des recherches en cours ont 6té commencées dans le Ser-
vice du Professeur J. Monod & I'Institut Pasteur, avant leur poursuite dans le
laboratoire de Physiologie Microbienne a I'Institut de Biologie Physico-Chi-
mique, laboratoire dont I'aménagement et I'équipement ont commence en aodt 62
pour sachever pratiguement en mars 63. Par ailleurs, bon nombre de projets
se d*veloppent en liaison étroite avec les Services de Biochimie Cedlulaire et de
Ginetiqgue Microbienne de Tlinstitut Pasteur, ains qu'avec le Service de Bio*
chimie B de I'Institut de Biologie.

Les principaux thémes de recherches et les équipes qui en ont la respofl*
sabilité peuvent ére classes de la maniére suivante :

1. — Contrdle de la synthise des ARN messagers chez les micro-organtsin®

a) Effets de I'induction de protéines spécifiques sur la synthése des AR?
messagers correspondants. Ce travail est principalement entrepris par *°
D" S. Naono avec la participation du D" A. Shedlovsky et la collaboration tech-

nique de M''® J. Rouviére.

b) Contrdle coordonné des syntheses d'ARN par les amino-acides Les
responsables de ce travail sont les D'™® L. Legault et D. Nierlich avec la coll**
boration technique de M™® Fagot.

c) Synthese et fonction des ARN messagers bactériens .au cours de I'inf”
tion phagique. Responsables de ce travail: D" A. Shedlovsky et J. Wyngaarde*™-
2. — Mtiabolisme des ARN messagers et syntheses des protéines.

a) Renouvellement méabolique des ARN messagers chez E. colii Respo™
sable : D" R. Soffer.
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b) Mode d'attachement des ARN messagers aux particules ribosomiques.
Cetravail est effectue sous la responsabilité des D" D. et F. Hayes avec la colla-
boration technique de M"® M .-F. Guérin.

3. — ARN messagers et differentiation.

a) Chez les erythroblastes aviaires. Responsable de ce travail : D' Scherrer
avec la collaboration technique de MY® L. Voegdin.

b) Dansles spores de B. subtilis. Ce travail est entrepris par MM. G. Balassa
« G. Contesse avec la collaboration technique de M»« A. Malhie. M- D. Luzattt
doit se joindre a ce groupe.

4. — Transcription de I'ADN en ARN in vitro.

Effet des oligonudeotides et des polynucléotides sur I"ctivi'gé de la RNA
Polymerase d'E_ coli. Transcription des oligonudéotides. Traval effectue par
»e Dr R. Cukier en collaboration avec les D" J.-M. Dubert (Institut Pasteur)
et M. Michelson (Institut de Biologie).

DESCRIPTION SCHEMATIQUE DU BILAN PROVISOIRE
DE L'ANNEE 1963

|. — ARN MESSAGERS ET CONTR6LE DE LA SYNTHESE DES PROTEINES,

p @) InductibilUi des ARN messagers. - Ce f vail commence, k HnstiUjt
P«teur par le Dr S. Naono en collaboration avec les D'® G+ Attard* & F* Jacoh
f &6 poursuivi dans mon laboratoire, principalement par le D' S Naono Afpm
» regulation des biosyntReses proteiques par les produrts desg ~ A ™ *
("épresseurs) peut Sexercer *a deux ‘echelons digtincts et non « » « A
Acompatibles de Expression genetique : lors de la transcription du matene.
S*Mique en ARN messagers, ou lors du dechffrage de ces "ledgers ~qw
Aduit ala genexe des liaisons peptidiques. Une desapprochese«££«E£
P«r analyser ce probleme consiste a déterminer si, chez des cellules "fd" ¢ il
Rur la biosynthL denzymes' definis les ARN <« fASAPONER
A enzymes sont ou non preexistants. Deux systemes ont « ;ulu;remen
Studife/celui responsable de la synthese des enzymes imphqu* dans Is erl:lct::l:
ta}ticz-n du galactose et celui qui conttole les enzymes » b o | nes P;)gl?riﬁca-

3des Des methodes original ont et6 développées qui permettent la onérons

tloij et le dosage des ARN messagers sHectivement produit™s ‘1 «J

«
nne d'agar
des messa-

Flac pour
TOMAMUIES (ALSIN A Q UL € Sypildiin s=2mop ©7 8, -
!& syatiema 1 T L D v s mwavant Pinduction des enzymes dont la syn

ent
th&kf’ est sous contrdle des operons « Gal » ou « Lac », les Qellul“ ?_fi:'nfg? un
Qr-des traces jog ARN messagers correspondants:. Apres meipeti r. o



44 * RAPPORTS DES TRAVAUX EFFECTIjfe EN 1963

Cette proportion refléte d'ailleurs la proportion des protéines totales qui cons-
tituent les enzymes néoformés par induction. Chez les organismes synthétisant
de maniére congtitutive les enzymes sous contrdle d'un opéron donné, les ARN
messagers homologues de ces opérons sont détectables en proportions trés
abondantes, supérieures & celles atteintes apres induction de I'homologue bacté-
rien de type sauvage. L es résultats sinterprétent aisément par un contrdle direct
des répresseurs sur la transcription des genes en ARN messagers. De plus par
induction de bactéries Lac” dans des conditions dites pré&férentielles (au cours
de la diauxie en présence d'un mélange de glucose et de lactose), on peut démon-
trer une accumulation considérable d'ARN messagers spécifiques de |'opéron
Lac, par fractionnement chromatographique sur colonnes de Kieselghur albu*
mine méthylée. Cette méthode se préte & la préparation éventuelle de quantités
importantes d'ARN messagers spécifiques d'un operon donné, et devrait per-
mettre |'éude de son activité biologique dans des syst&mes subcellulaires.

On sait qu'hormis la répression par les produits des génes régulateurs, la
cellule dispose d'autres moyens pour abolir rexpression pléotropique des génes
inclus dans un opéron donné. Il sagit d'une mutation du site de I'opérateur
(mutation 0°). Nous avons pu établir que chez les mutants de type 0° on r]e
pouvait déceler, par les techniques d' hybridisation, d'ARN messagers comply-
mentaires de I'opéron muté. Par contre, il a &é& démontré par Beckwith g/°©
la plupart des mutant o° sont suppressibles, résultat impliquant que ces mutants
synthétisent les ARN messagers spécifiques de I'opéron considéré. La contra-
diction apparente entre les résultats de Beckwith et les notres conduit & penser
gue la mutation type o° entraine la formation d'un messager dont Tun 0°S
« codons », voisin de l'origine du site primaire d'attachement des ribosofltfs*
comporte un « non sens », c'est-k-dire, n'est pas déchiffrable en amino-acjd®
correspondant. De tels messagers « non sens»sont sans doute rapidement détruits-

b) Coordination des syntheses d'ARN messagers et d'ARN metdboliquerne**
stables. — En dehors des mécanismes assurant une régulation spécifique de &
transcription au niveau d'opérons dé&finis, mécanismes mettant en jeu .1ag¢-bn
des répresseurs, la cellule dispose de mécanismes régulateurs trés généraux qut
intéressent non seulement la production de tous les ARN messagers mais ¢85
lement celle des autres types d'ARN. Ainsi la carence en un amino-acide sp®, -
fique chez un organisme auxotrophique pour cet amino-acide, arrée la synthes
de tous les ARN (Gros et Gros, Pardee et Prestidge). Le mecanisme intime
ce contrdle a fait I'objet d'études récentes par Kurland et Maaloe ainsi que P}
Stent et Brenner. En absence d'un amino-acide quelconque, TARN de transjt"g
habituellement combiné & cet amino-acide se trouve « déchargé » et inhibe,.”
RNA polymérase. Le D" A. Tissieres, lors d'un stage dans notre groupe & 1'l" )
tut Pasteur, a pu démontrer en effet que I'ARN soluble (ssARN) non ¢har
inhibe in vitro la transcription de I'ADN de coli par la polymérase tandis Gun
le ssARN préalablement chargé en présence de tous les amino-acides n'eﬂQl*, ef
trts faible inhibiteur. A I'appui de ce mécanisme, M™° Legault a pu verj
également que la synthtse de diverses classes d'ARN (ribosomique, ”a"T}f ]
messager) faisait I'objet d'un contréle coordonné par les amino-acides. Aj'lu,
en carence d'un amino-acide, les taux de synthé&ses des 3 types d'ARN ce-

laires sont réduits dans les mémes proportions. De plus, chez un mutant ay
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perdu la capacity de contr6le par lesamino-acides,les3W -d' A W continuent

de saccumGler dans des proportions semblables au cours dela carence «lM :
aminoaice perticie (MUats dts. ~ 1 J A s zZ PV207
téne ne peut synthetiser de protéme par defau ~ 0 7 A lation

*nhibition de la polymerase par le SARN decnarge cv . donc 2 ult
des differentes classl d’ARN. M. D. Nierhch seq joint jAM £:g:rte
depuis deux mois pour poursuivre I'éude des mecamsmes entramant la
genetique du contrele par les amino-acides chez les mutants « relaxed ».

. . e:

c) ** * Vinfection pka™ sur la »* ».%*"*E% - S
*essagers bacteriens. - Lorsqu'une ce!ule dA pa*«* ™MI N porer des
Aulent de la sErie T, ele perd quas ingantapement. la cap™ *Riraire ceue de
Protéines spedfiques (Monod et Wollman) maj s.* «* «* ££ ge rgplication,.
~nthétiser les protéines spécifiques du bacte 2P " ] " ation deS biosyn-
Protdines d'enveloppes). Le mécanisme unplique ¢--— - | est du plus haut inte-
thises macromoleculaires sous I'influence d'un agent vital €8 T, la synthése des
tét. I avait ete montre (Nomura) que chez E- coh infecte ar. 1’25 ARN messa-
ARN messagers bacteriens sembl€e etre empecheg, tan u'mm/é/\ N hede
8«s accumulfe sont homologues du genome P hwer ™ - uro. [U ont
lovo et J. Wyngeerden ant entrgorisr A ™ A A 22 A x hgpa
observe que, dans les extraits de bactéries mfectees pendam:$ 'ansl PARN "
°«é d'incorporation des nucleosides triphosphates radioan g ol on infeC-
réduite de g0 % par rapport a ceUe fxtraUs provenant geﬂcellu" NN
tes, La perte d'activite anabohque n'est pas due* " » ‘;’m.‘.u nudfiquep€UL
chez les bacteries infectees puisque, apres ~ ~ ' A '.TReNA polymerase
Serviy de matrice pour la synthese de RNA en PA~fAbitionobservee.
Purifige, Des etudessont en cours pour pr'ec* * £™ ™A ™ ;o phageT,
Sheq)ovsky et Wyngaarden ont en outre montre que inr. A ARN N mar
boquait pendant pL de 10 minutes 30" Q '\ ¢ f A J Z dinitrophénal.
Quage rapide d'E. coli qui sobserve n® ™K TKinfznUnfectees (ARN messa-

'"ARN kmar quage rapide des bact&ies P’ calf ndernouvellement normal
f* Produit par le phage) presente au contraire un taux de ™ nt un arrdt des
N prefence de DNP). Ce fait Sinterpfete e f' A A A W * des poly-
8y«ém0£ de lecture qui assurent la synth‘@.e_ des prOtgnSrendrait p“faitement
"N es. Un tel dFe sobserve de facon g » ”S‘at”._a" acitones classique
Ne pte l'arret immediat des syntheses de proteines bacter

Ment gherve

. RS
Il. - MfcABOUSMB DBS ARN -;* -+ « ¥

pe LA SYNTHESE DES PROTEINES,

»eyy asp.. ¢e ce prob,me ont particulierement re,nu P
colz.

-) Renouvellement metabolique de T’ARN messager chez E
" Attachement des ARN messagers aux nbosomes.
E . — L'étude

¢ >) nenmvellement mitaboUque de "JjTg)'Z collaboration avec le
5* Probleme qui avait debute’k “'"*:'? 2 v UinsiquavecleD'Naono,
Y . Woese (Boursier dela General Electric Company) ains q
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a &té poursuivie par le D' R. Soffer dans mon laboratoire. |1 avait &6 démontrl
gue TARN messager des bactéries est une molécule k vie breve mais on ignorait
ce qu'il advenait des atomes constituant la molécule au cours de son renouvelle-
ment. L'emploi d'inhibiteurs appropriés (Dinitrophénol, Proflavine) qui bloquent
la transcription du DNA in vitro par la RNA polymerase, nous a permis de
préciser ce point et de determiner combien de fois un codon présent dans le
messager est « Lu » en moyenne, avant d'&tre détruit. En présence des inhibiteurs
mentionnés |'ARN messager, préalablement marqué par un isotope radioactif*
se décompose en produits acido-solubles. Dans les conditions normales au con-
traire, les fragments résultant de la dégradation des messagers sont réemployés
k la synthese des ARN métaboliqguement stables. La synth&se des protéines
se poursuit pendant quelques minutes in vivo gor&s addition de DNP et le calcul
démontre qu'une chaine de messager fonctionne de 5 & 10 fois en moyenne avant
d'fere détruite. Ce n'est done pas la lecture des unités de codage qui en entraine
la destruction mais un autre mécanisme encore inconnu. L'ARN provenant de
bactéries ayant perdu in vivo leur ARN messager en présence de DNP est inca-
pable de stimuler la synthfcse des protéines in vitro. Au contraire les ribosomes
provenant de bactéries préalablement traitées par le DNP sont parfaitemen*
compétents pour la synth&se des protéines dans des systémes subcdlulaires*

b) Attachement des ARN messagers aux ribosomes. — Les D'® Donal et
Fran$oise Hayes ont poursuivi les recherches qu'ils avaient commenceées a Tins'
titut Pasteur sur les complexes réversibles d'ARN messagers et d'ARN riboso*
miques. L'association des messagers et des ribosomes est la condition indispen-
sable k toute synthé&se protéique mais on posstde peu d'information sur la nature
des liaisons unissant ces éléments cellulaires. D. et F. Hayes ont observé qu'e"
présence d'ions Mg*+ ou de sels k concentration élevee, des complexes d&ifl”
se forment entre ARN messagers d'E. coli et ARN ribosomiques libres, C*
est revélable par des expériences de centrifugation en gradient de saccharose*
Les ARN 16 S et 23 S participent au meme degreé k ce phenomene d'aggrég™
tion, d'ailleurs reversible, s la concentration saline est abaissee. Ce mode d'aso*
ciation pourrait bien intervenir dans |'appariement de tous les messagers au*
ribosomes. Ainsi les homopolymeres radioactifs suivants : poly U, poly C et
poly G, forment avec les ARN 23 S et 16 S des aggr’*gats qui sedimentent pI*~
rapidement que les subunites ribosomiques ellesmemes. Le poly A qui €
incapable de former des polysomes artificiels avec les ribosomes de E. coli (14P”
man) et ne fixe probablement qu'un seul ribosome k la fois, ne presente pa*
propriete de former descomplexesavec lesARN 16 S et 23 Slibres. L'ARN 23
a beaucoup plus d'affinite pour les homopolymeres que I'ARN 16 S, et Yipf*”
tion -~ de poly U ou de poly Cade I'ARN 23 S purifie, entraine la for mat”
de complexes nettement visibles en spectrophotometrie U. V. et dont les con
tantes suggerent un appariement entre une chaine de polymeres et une ou p’m
sieurs chaines de 23 S. |l est vraisemblable que ces appariements se font pa* des
liaisons hydrogenes entre polymeres et certaines regions de I'ARN 23 S "o?
engagees ellessmemes dans une structure secondaire.



PHTSOLOGIE MICROBIENNE 47

1. — ARN MESAGERS ET DIFFERENTIATION:

L'étude des mecanismes de différentiation est ceminement_c_l_lmpol::nce
capitale pour divers secteurs de la Biologic La decouverte des AKN :;e:rage::
et I'analyse des mecanismes de contr6le chez les microor ganismese, ge

a envisager cette etude & I'echelle moléculaire. Nous avons~ € " © * b d.évelop_-
Pa I'emploi de deux systemes biologiques chez M uels les *mfatotions d”®
la differentiation sont particuliérement frappantes et se pretent bien a des etudes
toochimiques:

«) les érythroblastes aviaires.

b) les spores bactériennes.

. L . t en
a) Les erythroblastes. — Des travaux avaient ete entrepris préalablemen

) lle-
collaber gtieT avee le Prefessaur |. Londen a I'lnstitut Pasw[.glia:ﬂﬂzagﬁeﬂit
Ment 6tendus et poursuivis par le D' K. Scherrer dans mon = ¢ u;-vues de
Que lescellules for matrites dhemoglobine chez les" » différencides
Moyaux bien definis, contrairement aux cellules hemoglobmogenes “avanti &
des mammiferes. A priori les’ erythroblastes d'oissaux P ~ " 1 f A 'Xm;
8ur les reticulocytes des mammiferes de pouvo* * | f A * * Smettont en
Berg probablement spteifiques de la globine. Dans des expinences r@gte%%mt
®uvre des marquages isotopiques relativement brefs S¢ °"°r“a rent rapide
dWntre que les &to*JE gnthetismt des AN Jb FemoUVE B o res
dont une fraction peut fitre considérée comme ., ‘écurseur ::e ce d'acti-
® dont le reste a lesproprietes cinetiques de renouvellement (en presen

: . Le Dr Scherrer entreprend
= o LL(} ca""‘cm-MBi-\luwA-es e m&ssdageifleN d’érythroblaste, capables

¢ comparer les nombres de sites accepteurs ¢ purifié d"érythro-
ﬁr former des hybrides soit avec PARN messager partiellement p ¢ PADN d'éry-

istes m in vivo, soit avec . )
throblast::g‘:ﬁ_sﬁ':;::";:;;l ;r;éras e. Le principe de cette expérience étant quun

Tombre de sites trés s dricur & celui qui contrdl © ¢ PARN
J* POurraient &re pr/gnts Il resxt * ~ £ * 2 A Z * infime
MBsager naturel (marqué in vivo) ne represente 1 expressorrq - de 0,1 pour
P'nie du génome présent dans cette cellule différenc.ee, de 1 ordre

- 000

, rd '

¢ J) Spores de Badllus subtilis - MM. G eor g« BAnchenrTs7.
Jidient |e metabaisme des addesribonuctopw?: %« & 1IN " rans.
:‘Oren voie de sporulation ou dans des gpores en«J de diffcrenciation impli-

mation baderiesgpores e un remarqu”, eXEMPe-- ff  etcertains d€S
JJ« une serie d'eapes dont le contrde genetgqueg N J ° " ges objectifs
B E* ¢ WofithiguM (AUHeFt) téshifiBncétit a en' ™ - .eanimes qunitd-
U X deg Perches entreprisess est decompre” . ~e N N
f>>» chronologie de cette differcnaition. 11 et; dej™ g% HAr A 2
. 'a sporulation et jusque vers la fin de cep_'r?“fsds mrot ON6% quisemblent
~gmentant plus de masse synthétisent des ARW « eV hez des bactéries
J? “eges d'un renouvellement métabolique intense’ abseAt- ¢ graction impor-
*Poregdnes maintenues dans des conditions identiques. Une
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tante des ARN synthétisés est représentée par des ARN messagers et des
expériences d'hybridisation et de chromatographies devraient permettre d'éabli*
g les « messagers >> et les proteines, apparaissant aux diver ses phases de la sporu-
lation (qui couvre une periode d'environ 7 heures), appartiennent k des classes
chimiquement différentes.

La spore terminée ne renferme que trés peu de ribosomes mais contient
une fraction d'’ARN dont les constantes de sédimentation 8-10 S différent de
celles des ARN ribosomiques, ains que TARN de transfert. Dés le début de
la germination TARN 10 S disparait rapidement et Ton assiste k la resynth&e
de TARN ribosomique (type 16 S) et des ribosomes.

V. — TRANSCRIPTION DU DNA PAR LA RNA POLYMERASE in Vvitro.

Nous nous intéressons k I'étude de facteurs capables de modifier |'activite
de la RNA polymérase in vitro et en particulier aux effets des oligo et des poly-
nucléotides sur I'activité de ce systéme. En collaboration avec J. M. Dubert et
M. Michelson, nous avons pu montrer que des oligonucléotides k chaines tré§
courtes (234 résidus), qu'ils comportent ou non un résidu 3' hydroxyle substitue
par un radical phosphate, stimulent la vitesse de synthése du RNA k partir du
DNA d'E. coli en présence de RNA polymérase et des 4 ribosides triphosphates-
Des oligonucléotides k longue chaine (environ 10 résidus) ains que la plup&rt
des polynucléotides testés inhibent au contraire fortement la réaction. )

M''® R. Cukier (en collaboration avec MM. Michelson et Dubert) entreprefld
une éude plus approfondie de ce phénoméne afin de déterminer s les oligonu-
cléotides k longue chaine ne deviennent inhibiteurs que pour autant qu'ils servefl*
de matrices k I'enzyme. |l ressort d'expériences préliminaires que les oligoy
de structure pU (pUp)n chez lesquels n varie de 1 & 5, stimulent la transcript!®*
du DNA d'E. coli par la polymérase, tandis que le composé de type pApA(p")
oil n = 8 ou 9, inhibe la réaction. L'incorporation d'ATP'* en présence de ces
divers oligonucléotides commence k sobserver pour n = 5; elle est alors d
méme ordre qu'en présence de poly U. Avec le compose pApA(pU)n, ou n A F
la vitesse d'incorporation de C** ATP est de 2,5 k 3 fois plus &evée qu'avec |°
poly U (dans des conditions de saturation par les composés). Des études entre
prises avec la série des oligoadénylates pA(pAp)n, cil n varie de 2 & 8, démontr“
que la vitesse d'incorporation de C** UTP ne devient détectable qu'i partir
n = 6, et augmente trés rapidement quand n atteint 7 ou 8. Le composé pA(P"FzI.l
avec n = 8 est un inhibiteur marquée de la synthése de RNA en présence de D
d'E. coli in vitro. .

Il est done clair que la RNA polymérase, enzyme assurant la transcripthR
des génes en RNA, est susceptible de copier des segments trés courts de p°
nucléotides, segments dont la longueur correspond sensiblement k 6 (°'*'g_°
ou 7 (oligo A) résidus nucléotidiques. Toutefois Tenzyme copie avec une y*f:“"e
nettement supérieure des oligonucléotides dont la longueur comprend 8 residv®

2

CONCLUSION.

La poursuite de nos études sur les ARN messagers bactériens devrait5>°”°_’.l,,

ter plus spécifiguement vers I'obtention de systemes de transcription de
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Queurs génge;
ques i1 vitro, (Tra t matiadas s 3.
Porteurs des eommanc ascrintion %o 1 5D AQumiiai ACG OU P Lae

Aifieral"aTdeTTr® ge?e“<»”f? « Gal » ou « Lac »). Nous esperons pouvoir
1l mgigy fégalement r,qrt

r "'éssa Ql'ﬁrﬂf “imﬁ%snﬁde copier un segm t gén mgﬁ(ﬁ;g‘

» afin de vérifier certaines qes theories relatives au role des opeVateurs

Cest £1g
Ao it lj%'%l’ fice Hmsﬂtﬁﬁﬂkﬂé%ﬂm@adgpdmma"
nis % blochTau Iiou\/'“' A A UT poursuivrenos » cherches sur le meca-
Phages. S 1 gc), lﬂesl mhibitMn des o ntheses hacteriennes par les bacterio-
Podwt& nL ]e ] dsvraient Permettre de preciser la nature des substances

" 0u apport . Jore de sa penetration, qui bloguent la syn-

>eseo ut
Par aif, f°”°’>°””eme”‘d$m$sagers bacteriens.
fE8technigueg dhybridisation des ADN et des ARN homo-

°8ues, ont i "¢’ q
suffi
samment developpees pour qu'il soit permis d' esperer qu'une

«Pon% Ztl P rtee au
f ?°. Probteme des mecanlsmes de la difféendation dans

les |Ien:\-1- eu
de la\™ £ A;NI' synthetisent lhemogloblne De plus, Telude in vitro
“a7gnC WU KNA'par des preP*1°"* de chromatides provenant des

Ce"uI&s ad
nselffnem A wladeS de leur gifferencigtion pourrait fournu: egalement des
12 posSbirte i tes praieux sur ia nature du controfe implique.” D'autre part,
ment randic “FFQYE P des precureeurs radioactifs des ARN & renouvelle-
venant des cellules d'erythroblastes laisse entrevoir la possibi-

iae PI’O

lité 4"
ifigiTfier . avec la fraci S polysomique de ces cellules, I'ARN messager

*P<cifiai j .

Noﬁ? M€ 4 Remoplobine et d>en of ey s propriftes.
393 cont! % 67m 8 Anfin pouvoirconsacrer na nart importante de nos recherches
e, faute de temps, nous n'avons pu jusqu'ici entre-

Prendre 1)U2110 " datugeg que,
NUClgmij’ ~ Sagltdepraciser le masanisme d'action de divers analogues de bases

sait (g TU€% s ubstances incor porables dans I'ARN messager et capables, on le
P“’d“”e des alterations dans les propriéés biologiques des enzymes

"form
N"tes 0gk 9‘ probleme d'un grand interé pour la compréhension des méca-

%/soQg" ‘pdage peut dtre abordé en particulier par une analyse chimique et
uonis j MMyue ‘pAise gog antigenes proteques capables de donner des reac-

""'ent TU”‘f":hi"'< S croisses avec la galactosdase, produits qui S accu-
5 Fluor&4€2Z certains mutants d'E. colt lorsque I'uracile est remplac® par le
i<*o-uracile dans I'ARN messager.
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SERVICE DE CHIMIE MACROMOLECULAIRE
Rapport de M™ A. DOBRY-DUCLAUX, Chef de Laboratoire.

Comme les années précédentes, les sujets traités au laboratoire se divisent
en deux groupes :

|. — CONSTITUTION CHIMIQUE DES CENTRES ACTIFS DES ENZYMES

Dans le rapport de 1962, M™® Dobry-Duclaux a indiqué qu'elle a trouve
des enzymes pour lesquels la fixation du substrat S et de son produit de réaction
S ne seffectue pas sur la méme fonction chimique du centre actif. Ce réaultat>
en rapport non seulement avec la constitution chimique du centre actif, nia®
également avec le mecanisme intime de la reaction enzymatique, demanda* %
une étude approfondie. Aussi a-t-elle analysé cette annee-ci un certain nomb*®
d'enzymes, en portant surtout son attention sur les hydrogenases qui catalyse**'
en presence du coenzyme | ou du coenzyme I, la transformation du groupe -CO*
du substrat en groupe -CHOH-. M™® Dobry-Duclaux a pu expliquer la fix®*
tion du substrat S et de son produit de réaction S sur des fonctions chimiq“s®
différentes par la présence dans le centre actif d'une fonction « variable », P°*
vant prendre deux formes, en équilibre suivant la nature du milieu. Cette fong*
tion « variable » ne sert pas uniquement ‘a la fixation des substrats, mais elle P¥**
cipe ellemSme & la réaction, en se transformant d'une forme en une autre, °
en se régénérant sous l'influence du milieu.

Dans le cas des deshydrogénases etudiges, cette fonction « variable » se prék
sente sous une forme protonisée et non protonisée, dont |'équilibre dept—:?*l
du pH du milieu. Le substrat S, contenant le groupe carbonyle, se fixerait gj
la forme protonisée, laquelle ceéderait un atome d'hydrogéne au substrat et 2
charge positive au coenzyme; par contre, le substrat S, possédant le group
-CHOH-, se fixerait sur la forme non protonisee de la fonction « varlable h
laquelle accepterajt un atome d'hydrogéne et la charge du coenzyme. Q
au second atome d'hydrogene, implique dans la réaction, il provient, comme o
le sait, du coenzyme.

D'apres les résultats obtenus par M ™° Dobry-Duclaux, lafonction « varlaplq‘
serait, dans les deshydrogénases étudiées, soit I'imidazole, soit le groupe am“
L'identification de ces groupes est rendue possible par I'emploi d'un |nh|b|
spécifique, le sel de Roussin (voir les rapports des années précédentes), *I“\
se fixe que sur Tune des deux formes, protonisee, des fonctions basiques 220
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U

mj q ur ' gende question sudss pay g Dobry-Duclaux est la nature chi-
St chila? | T1x* Par lestruels le metal 5 hdisnensable a' I'activite” enzymatique
n-a Pasg - onf yme d'une part et au coenzyme d'autre part. Cette question

stre abordy jusqu'k présent par suite de I'absence d'un réactif sp6-
Duclau’x"a An pb distinguerlanature chimigue des ligants. Or M™ Dobry-
Ment sur 1m°”h“3}al ann(e pré agente que le meéme sol de Roussin se fixe égale-
Celte aHxaﬂ:"‘e‘l tes> mais unigement sur ceux dont les ligants sont azotes.
Sﬂzzvﬁgﬁﬁ&;é‘,\s %lgplﬁlﬁﬁ U 2&ntrs g‘%t'lffﬁ@\?%%eune inhibition de Tactivirt

1

'*> deux %€0 ‘& la P"Whiteur est eompetitif dans ce cas avec le coenzyme dans
ol entre t ° réctions en empechant sa fixation sur le chelate. La distinc-
A Plus COmnUexesZot<| ot non azotee des ligants reliant le metal au coenzyme
“oenzin 7 EUe n>est possible qe |orsque 1es ligants reliant le m&a

Lesy'C T8N Pas eux.M9M®s des ligants azotes, o
robtenus dansfe cas desoagl-, |actate-, glutamate- et isoci-

*kkk* desll\
Ue N T08eN3as et de la glutamate-oxalacetate transaminase indiquent

I L’azg A
9°° supstmf PYridintave du D FN e harticipe pas directement dans la fixation

droégnﬁ;eezmc est chélaté k Penzyme par des ligants azotfe dans Palcool deshy-
® par des ligants non azotes dans la glutamate deshydrogénase.

3)
dans 1%2 D{’l\jf ctle DPNH sont vied au Zinc par leur groupe pyrophosphate
Chlsa A AMrogenase. Dans la glutamate deshydrogenase, le DPN est
le DPNH W€ ar desligents gote¢ probablement de Padehine, tandis que
T est A 7ine par des ligants non azotés,

4) D . . . _
%niqugns la glutamate-oxalacétate transaminase, I'acide aminé et non Tacide
» sefixe sur un groupe basigque et ionise de la combinaison de Penzyme

vec Ja !
- Phosphate de pyridoxal.
%&%wogitrate deshydrogénase contient dans son centre actif une fonc}ion
0 ype °nisee, sur laguelle se fixe le cétoglutarate. La réaction semble proceder
elllpéch.'seul.e etape et non en deux. L'acces de Pinhibiteur k cette fonction est
6) D5 Seriquement par Pisocitrate, fixe sur Penzyme.
AR« «l-Cas uf 4 |ac121e deshydrogemase, les resultats obtenus sont en

feeg

Un t'iutotal avece le schéma d’action de cet enzyme proposé par Winer et Schwert.

d‘ztlle h‘i;e’- comme ces auteurs, que le pyruvate et la lactate se fixent sur I'imi-

b forme tidinique, dont Ia fonction azotée participe & Ia réaction, passant de
Protonisée k la forme non protonisée.

Y. — CHIMIE-PHYSIQUE DES MACROMOL&CULES

“iqlﬁ‘émesﬂm de ra Masse moleculaire des macromoletules minefales ou orga-
p:Z 2t e partant de 1'efuilibre obtenu par sedimentation. Sous I"action
An nteur seule, cet équilibre n'est atteint qu'aprés un temps démesuré-
78 qui peut se chiffrer en annees. Aussi est-il nécessaire de substituer a

la
lll“-llt j
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la simple pesanteur la force centrifuge qui donne des résultats en quelques heures.
Mais ces appareils sont tr&s coliteux et leur emploi est limité.

M. J. Duclaux e¢ M™® Ch. Cohn ont pensé que des résultats équivalents
pouvaient £tre obtenus plus simplement avec des appareils normaux des labo-
ratoires. En &F¢, s la solution &tudiée est contenue dans un tube vertical satil-
perméable (collodion ou cellophane), la sédimentation et Pultrafiltration se fon*
en méme temps et Tequilibre final est atteint plus rapidement, quelquefois
100 fois plusvite. Mais bien que la mesure soit ainsi rendue possible, elle demande
encore plusieurs semaines. Pour Taccdérer, il faudrait avoir recours en plus *
une force centrifuge faible (par exemple 100 fois la pesanteur, au lieu de 100 00Q
fois dans les ultracentrifuges). Cette force peut étre obtenue avec n'importe qud
centrifugeur de laboratoire, tournant au ralenti. Nous n'avons pas abordé exp™
rimentalement cette etude, I'organisation du laboratoire ne permettant pas de
le faire dans de bonnes conditions. Mais un memoire théorique est en court
d'impression au Journal de Chimie Physique.

A la fin de I'année, M. J. Duclaux et M™* Ch. Cohn ont repris I'éude de
I'osmose et de la pression osmotique par une methode nouvelle et apriori paré”
doxale, puisqu'elle consiste & fairefiltrer un liquide au travers d'une paroi impe*”
méable, constituée par un tube de chlorure de polyvinyle du type commerﬂd’
L es résultats qualitatifs sont trés satisfaisants, mais nous ne savons pas enco'®
S des mesures exactes seront possibles. De toute mani&re une contribution sf*
apportée & la théorie des membranes, qui est un des chapitres les plus obscu*®
de la biophysique.
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Rapport de M. TH. CAHN, Chef de Service.

Jes L“_g_nnées précédentes, MM. Cahn et Houget avaient éudié sur le Lapin
gig':n“d' cations que provoquent des injections journaliéres de doses physiolo-
des f° d€c0Ttj%°"e qyr la circulation des glucides et des lipides. Us ont observé
la gi ® Pf ®Aeres heures suivant la premiere injection une légére ascension de
teare "V > celle-ci va en saccusant s Ton poursuit les injections, avec ce carac-
Ges R ""culier de présenter des sommets au cours de la résorption intestinale
*NJECt" IMeNS yAyPISHA™ persiste un ou deux jours apred la cessation des
tjona 0?5 P'f "ourne rapidement au niveau normal. Au cuntraire des varia-
touw 4?2 * S cemie, celles de la lipemie se font dans des sens opposes : on observe
48 j» ®°rd une chute du taux des acides gras estéifiés qui se maintient durant
ke UGS A peu Pias,; piAs, 4>UNe fagon fort variable avec les individus, la lipé&
Val;ul:;ofnf Pres'®*""*ment et peut atteindre, surtout chez les femelles, des
%obg _6”‘5 elevees donnant au plasma un aspect laiteux. La lipémie maximale
tions® ° €n ¢ mara'® 'encemaiinooul eessutéastgnain de la cessation des injec-
Provge PU's®Je redescend en deux & troisjours & son niveau initial. La cortisone
lite, Ve nonc qes modifications importantes dans la circulation des métabo-
Cete ¢ Pow&me qui se pose alors, est de savoir sil sagit d'un effet direct sur
cres_gCyaUlation parune influanca gyr |3 mobilisation ou la mise en reserve,
Brange oc P Une meatieation G¢ 12 permeabllite cellulaire comme clest en
métaboﬁ? o oieeS pr%%n'lyensulllne, ou sil s'agit d'une_consequ'ence d'une action
pmblém?uui'p P °° agissant au niveau des tissus. C'est cet aspect du
Que] Ugsauatleﬁglstale sujet des recherches entreprises cette annee. _
Tatbireg :V. 'yant etudie Faction de la cortisone sur les echanges respi-
cerésllltit 2.ent not¢ un abaissement du quotient respirato re ; nousfcon jrmons
an: p sur le Lapin alimenté, recevant des injections jourqallélzes de 1 mg par kg
g o C Cette hormone | hdrénaline administrée au Lapin alimenté jrovoque

*Uop T7C"e 44 qUotient respiratoire, mais cette chute est due i ung dimi-

Frrye "R Bligetian alimentaire gui eblige Yanjmal k briller des graisses de
de ce By . COntraire la cortisone stimule I'appetit et les animaux absorbent
8Men’ation. Srto?‘_”de quantite de glucides et pn devrait sattendre a une
"3tig du@rtent respirateire. ©F I'exPerience montre qu'avec des
48 jje 8 kgy@ygwnnes ge cortisone, [e quotient respirateife fed@ pendant
"felani]tg “" "Weau relativement bas. Il sagit d'un changement important
U s gt TG descomby st es brufles par I'animal. Et, pour en connaitre I'ampjeur,
1 chercher k déterminer avec le maximum de precision la quantite des
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divers combustibles brlilés d'abord chez les animaux normaux alimentés, puis
chez les mémes recevant des injections journaliéres de cortisone. Nous nous
sommes efforcés en méme temps de chiffrer les quantités de glucides, lipides
et protides apportées par |'alimentation, ains que leurs coefficients d'utilisatiofl
digestive; les transformations que subissent en partie les aliments dans le gr°®
intestin introduisent toutefois une sous-estimation qui peut atteindre 10 pour
cent.

Le calcul montre que la cortisone, par la stimulation de I'appétit, peut aug*
menter Tapport de glucides en moyenne (dix expériences) de 7,8 g par jour aors
que la combustion des glucides diminue en moyenne pendant les premieres
48 heures, de 10 g par jour. La production calorique restant k peu de choses
pres la meme, la participation des lipides aux combustions augmente considérs
blement pendant que celle des glucides diminue.

[l faut faire ressortir un autre aspect des perturbations métaboliques qu'€fl-
traine la cortisone. Dans des recherches antérieures, MM. Cahn et Hough
avaient montré que le Lapin transforme une partie importante des glucides
alimentaires en lipides et ceci d§k au cours de I'absor ption intestinale ; ce proces
sus se traduit par une augmentation du quotient respiratoire. Or ce processus
semble aboli ou fortement diminué par la cortisone.

Ainsi la cortisone stimule I'appétit du Lapin et de ce fait augmente I'app
des glucides et en méme temps elle entrave fortement les deux mécanisflies
principaux de lutte contre un afflux excessif de glucides : leur combustion et |e*f
transformation en lipides.

Ce sont ces inhibitions métaboliques qui sont k I'origine des pointes hyp®*
glycémiques postprandiales et de |'accumulation considérable de glycogh™
dans le foie. C'est I'augmentation compensatrice de la combustion des lipW®
qui est la cause de la diminution du taux des lipides sanguins dans les premir™®
48 heures d'action de la cortisone. Ces variations de la circulation des méabo*
lites sont done consécutives k un changement du métabolisme tissulaire.

Bien que Ton continue les injections de cortisone, |'organisme cofliineDoe
dés le troisiéme jour k réagir et k mettre en jeu des metanismes de compensate,
et Ton constate qu'aux 4° et 5°jour des injections, alors que I'apport aliment**
des glucides est resté pratiquement le méme, leur combustion augmefl
fortement, de prés de 9 g. en moyenne par jour, de sorte que leur partidpateo,ﬂ
aux dépenses dépasse méme celle de la periode normale. La combustion <j
lipides diminue en conséquence; il ne semble pas que la transformation o
glucides en lipides ait repris. ¢

Lorsqu'on cesse les injections, la prise de nourriture diminue Iég‘erefl"?c
et de ce fait auss I'apport des glucides, mais la reaction de I'organisme, cox”,
libéré de la contrainte imposée par la cortisone, fait que la combustion des g
cides augmente en moyenne de 9 g par jour de sorte que leur combustion o_c_JU‘rrc

: ) . - qnb
78 pour cent des dépenses et Ton voit, quand |'apport alimentaire est sﬁl*ﬁ;es
rEapparaitre, et ceci avec une intensité accrue, la transformation des gl“rj" %
alimentaires en lipides. En trois ou quatre jours tout semble rentrer

ort

1>Ordre: . ;
Nous voyons done en conclusion, que la cortisone modifie profonden*”

I'ativité métabolique de I'organisme : en inhibant directement ou indirect,emﬁe,
la combustion des glucides, elle oblige I'organisme a braler des graisses de rese
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malgre un apport accru d'aliments et spécialement de quc°io!e§; ele s’oppose
uggi A la transformation des sucres en graisses. L'organisme pnve de ses moyens
“entiels de maitriser 1'apport des glucides sen trouve htteralement monde’
« dans nos experiences le taux du glycogehe hépatique depasse i s pour, cent: du
Pods frais! Ai bout de deux jours, I'organisme met en oceuvre des *can™mes
“mpensateurs et, malgré I'administration de cortisone, la combustion des sucres

"“devient & peu orés normale. ., . riTial€.
Toutefois la synthése des glucides en lipides ne semble reprendre normale
Nt qu'apres la cessation des injections de cortisone. A -nrtisone

Ains les profondes modifications métebaliflues qu'entrame " cortisong
Pinnettent-elles de comprendre lesi importantes véatigonsiudd P © " °y0
ducides et des lipides sanguins : la glycémie monte, e surtqut dans Iglu.'; leur
festive, parce que I'organisme brule moins de glycose'neffi: cue . gonflés
~formation ordinaire en graisses, et voit ses dep6ts de BIyCOB™". i

. : : - alimentaires, qui
®« maximum incapables bienSt de stacker lesnouveaux,sucres. des les pre-
Ynt séchapper dans une glucosurie croissante. La Upemie baisse  des est
A res heures d'action de la cortisone parce que la combugtion .des-hp®  ++ye.
l’\mulée fortement; une mobilisation des reserves grasses s ensmt, elle se oe
°Ppe &ors 4, I'Organisme commence & en resrendre la” A " M jfj g
Mons la lipémie monter & desvaleurs considérables qui sront™:encore depa’™ ggs
J"?nd I'organisme retrouve & la cessation des injections de cortisone » R« -
A de tranformer en lipides les quantités anormales de glucides quil avait
Venues.

: : . C ara r

MMe Lourau , * " Erson travau sur TWWMI€ QUi sUIt une Jj -dlgﬂﬂa;:m
Porre totale. Elle a constate qu'une hemagglutinine specfique dtep” . - "
I e8 -

e Propriety d'un anticorps immun, apparait dans le sang ay bout de S Wn;
jjjt Sy maintenir pendant 3 mois, mais que, pour |'observer, .1 est le plus

I8pensable d'diminer un inhibiteur. . wnicidier de I'anémie
'l analyse des proprides de cette © " V L™aul"geresser aux
a + ¢ provoque chez ranimal normal, a conduit M I"U - quto-immunisation
g Par injection d'antiserun et elle a pu montrer qQu e la réponse normale

? Pas un thenomEne exceptional, mais au fmm; ue ou hétérologue.
pSection d'un serum Hemaggutinant, quil s OhPRXO"

qu‘i*f méme possible que ce soit la réponse a une hemolyse de
X/Fn;j également examiné. . Aniiniier I'auto-immu-
nisﬂtion Loyrqu envisage done deux mecanismes pour «»j g” . du carac-
e .apr.& |rrad|a1|c3n' . une hemolyse pr"og:\ef A "nTCa v ai l actud
ui ;r:lt‘_gemqllje des hematies. CEttE hyp Q,t o™"a. 3 s de divers organes
§a.. DSiste d'une part & explorer les proprietes hemolysams des héma "
irrggr 72" irradies, d'autre part, @ immuniser des animaux contre
*®esin vitro par de fortes doses de rayons X.

toute nature, C¢
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Rapport | |
de Mue NINE CHOUCROUN, Directeur de Laboratoire

Nos rech
ll A erch! .. . . P
activitg de n>i_a%eors§rg}rgc?urw|wes dans les deux directions qui int& essent

L s : :
Etude des proprUtes biologiques du lipopolysaccharide Pmko.

-H' i+ rrgctrisax ion ; : :
*oidsf i)' f * 2 superfidelle d' eltonents figurés vivants (per mato-
ceuuies tumorales), au moyen de nos dispositifs d'éectrophorese.

I
» — Recherches concernant | e lipopolysaccharide antigenique Pmko.

1)

Went ATJATU" S G **xxxxx M Prg _ Je rgppdle que ce ocondi-
"orts p,Z, ", ~"erculeux a ete’trouve’dans un extrait huileux de bacilles
% paraffing . analyser le mecanisme de Faction exaltante de I'huile
Mportane U1 Certames propri“tés du bacille, en particulier sur T'effet specifique

SMontes nygersengblllte tuberculinique. Nous avions pense, et nous avons
les augl,r W7 COLEXCIDIENt iy agissait en captant, de a surface bact&ienne,
TUn " pgpe-men8 e Sponsables de oo fFg specifique, En dehors du rdle essentiel
"Sue JCrCO”Str“a”t Mpidique dans le d*veloppement de 1'alergie tubercu-
saccharide pmko sest revele un antigkie particulierement

I"PortAnt " ofy
Dacipp. . —» Par le nombre des proprietes qu'il est seul k partager avec le corps

€ tout entier.

La ,
de acill'l’::h"de de preparation de ce congtituant, k partir de Textrait huileux
diapane o [ROTBO"Portait |a precipitation des substances extraites par le
Pugtioh e - 80lvant organique ayant permis cette pretipitation, dont la mani-
. Cepen ;rff\]"?i‘* q""""'tes n'est pas sans prefenter des dangers de toxicité
e alVe. 0P A" qu'ayant identifie T'analogie chimique de ce lipopolysaccha-
i -== (JuAndeTSon avait signal€ dre contenu dans les cires isol&s par
lEOntinu‘é‘;;e tuberculeux, par une méthode d'exploration chimique, nous avons
Xtraje h extraire par utilisation du dioxane, pour la raison majeure suivante :
tions Y o . P Mettait Telimination totale des corps bacillaires, par centri-
la g §innde vitesser ce jux 1y etait pas le cas avec les solvants utilises dans
Nent NC = N9eTSon | 'absence de debris bacillaires etait une condition hau-
Utgst yOn L 16P o Ur atablirles o onriares n& ifiques biologiques de toutcons-
AU TAgng't e e ey leyx, en raison de la conviction fermement éwablie
28!S gp/ ff10> pueseul le corps hadiigire tout entier pouvait provoquer les

ue A gher AydCS mportants ge ce microorganisme, connus depuis le temps

Ce .E“ NOCA _
Popolysaccharide Pmko, contenu dans le précipité obtenu au moyen
8*
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du dioxane, se trouve k une etape de T extraction de ce précipité par les solvants
organiques usuels, en solution dans du chloroforme additionné de 5 % de métha-
nol. Nous avons pensé que la mé&thode ultrasonique de disintégration nous per-
mettrait peut-fetre de faire une extraction directe, s nous soumettions k cette
action notre matériel bacillaire, dans e solvant organique oil le constituant a extraire
était soluble. La connaissance des propriétés physiques et chimiques du Pinko,
devait nous permettre de le séparer des autres constituants de la cellule bacté
rienne, éventuellement libérés et retenus en solution dans le milieu de suspension*

Cette méthode d'extraction sest révélée treés efficace, et nous a pemfe
d'extraire le Pmko, avec un rendement qui est passe’de 1 & 6 environ, pour une
masse donnée de bacilles. Le degré de solubilité dans Téher de pétrole, du lipo*
polysaccharide Pmko, que n'a pas ce mé&me constituant du bacille extrait par
la méthode d'Anderson, et désigné dans la nomenclature de Lederer et Asse
lineau sous le nom de « Cires D », a permis de rassembler par centrifugation &
grande vitesse, et d'@liminer, tout débris bacillaire colorable par le Ziehl.

Nous avons vérifié que le Pmko ainsi obtenu avait les mémes propriétés bio-
logiques que notre Pmko original, en ce qui regarde Tactivité sérologique des
sucres separés par hydrolyse alcaline, et auss en ce qui regarde la capacity
de déceler avec la m&ne intensite, Thypersensibilite developpee chez fc®
sujets tuberculeux, contre ce constituant lipopolysaccharidique.

Cette nouvelle méthode de préparation, moins laborieuse, plus rapide et p
économique que notre méthode de recherche, d'extraction par Thuile de paraf*
fine, permettra sans doute une diffuson plus grande de cet antigéne, dont nous
avons décrit dans des rapports précédents, la propriété de déceler spécifiguement*
au méme titre que la tuberculine, Thypersensibilité développée par le contact
préalable de Torganisme avec le bacille de Koch.

IUS

2) Utilisation du Pmko, comme agent therapeutique efficace, chez des sujets
allergiques, atteints de maladies étrangéres h la tuberculose.
+onS

La publication de nos recherches sur les intensités comparées des réacti
intradermiques, au Pmko et a la tuberculine, chez des sujets tuberculeux,
allergiques sans tuberculose clinique, a incité de nombreux cliniciens a utilis®
le Pmko dans les cas oil une allergie aux constituants du bacille de Koch éts
soup?onnée. En dehors des phtisiologues franfais ou etrangers, qui ont
confirmé les conclusions de notre longue éude qui a mis en &vidence une hyp®"
sensibilité au lipopolysaccharide Pmko distincte de Thypersensibilité tubertfj'
Unique et liée aux facteurs de résistance de Torganisme, des cliniciens ¢
TAUegie se sont également intéressés a cet antigéne, capable de deceler @
méme titre que la tuberculine, une hypersensibilité au bacille de Koch.

On rencontre fréguemment, dans des affections d'efiologie inconnue, &$*
« allergiques », des sujets reagissant fortement aux constituants du bacille™
culeux, i la tuberculine en particulier. Bien que le mécanisme de cette a"e’\
soit inexpliqué, une thérapeutique de désensibilisation par des doses faibles
tuberculine a souvent 6t& appliquée, entrainant parfois une certaine améliorati®™”

oU

Nous avons pensé que cette allergie au bacille de Koch, révélée dansoef‘::;:
cas par la tuberculine, pouvait fitre lie, avec plus de spécificité, au constit*
lipopolysaccharidique du bacille tuberculeux. Parmi les recherches poursw
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dans ce sens, les resultats de |'etude précise faite par le VAHenocq, dtzmawl;
gide de I'Hopital de I'Ingtitut Pasteur, semblent P~ A esan

e de

Au cours d'une exgerimentation portantJusqu icd sur' " " ANSJIW

sjets, le Dr Henocq a'pu condtater 1'efficadite dy © «M.non?u”nt R
la detection d'allergies non fevelees par la tuberculm,,- T g A0

que
gene therapeutique, bien supporte, et pouvant agir a *« ~ ™ " L A doses

1/Soo00. de mL grammes’ le traitement d¢ ~ A s ~ A
appropriées de Pmko a gfcleralement entraine une nette 2MAYMY - prilie
‘asd' asihm&s, de rhumatismes, partlcullerement depsoras, gm s etaient
MMractaires a toute autre therapeuthue .. wirimentale souvent diffi-

Ce travail qui se poursuit avec une precison *P”*”~togr aphiques
Je k rediser dans |e domaine dinique, avec des document-oPhotog* j*
June grande nettete, devrait permettre de niieux jomprendre.” énéralement
** |a persstance d'une hypersensibilité au baC|IIe de Koch, datoat g p*elo-ie
d'une primo-infection banale, et d'apporter aing quelque darte sur ei g
confuse de ces affections S complexes.

3) Experience d'essai de vaccination des BaviMs A £ ? % . £
le Upopolysaccharide Pmko, se poursuit dans les “dition”™crtm znima "
P~dents rapports. Cette experience qui comprend 20 « ™, * £ 6r sera
«immunises » avec le Pmko et 10 animaux controles, comU.encee« 491" ation
arréeée dans quelques semaines par Iabattage de tous lesani”®£7
Précise des lesions tuberculeuses pré&entes © h«% e, A X c5eySes, devrait
soumis pendant plus de dix-huit mois au contact » etes tubercuie , es Bovid&
hoys renseigner sur les propri6t& immunisantes du Pmko, pour 2=

®posBs & la voie naturelle de contamination.
azmde!dﬂﬂgme bovine,
H- — Vetude de Velectrisation superficielle des s v on Tosas, se
2* nous sont - regulierement fournispar | les fTMTM££ r]T I.p " de
Pursun dans le sens indique' dans nos precedents " PP ™ ’r\l v ol us
Permatozmdes selon l'importance de leur charge dsms &< iple. L'inSE

° ambient pas alteres par le traitement @2 1A 0~ 2 881w ATde verifier
"Anation des populations selectionnees par &ectropnorese p i g orodultS
J Ir potentiel de feo>ndation a & e maintenu et, dar, cecal‘s e ~répondé_
J® insamination des populations les plus dqargaﬁ P -9 d£ popul @-
"« significative de Tun des sexes, les prodwts delinsemi
A les moins chargess, une: preponderance de 1 autre *nAAA AA

Vitude de V-electrisation superficielle de souches de™ ~ "~ A, permis
""ncbeuses, poursuivie en collaboration avec «L- b pour N deux

r***bl|r dans des conditions physiologiques tres comp + & ‘lcctrique &
© K la relation entrevue par certains auteurs entre la cnarg

"’?6“8n|te AL TA provenaient du tissu
.i"es deux souches cellulaires utdisées Pa et ' * 1o par M. Barski,
N* ON*NAtO* MMCS7VUN*NATEN a lagon
>« X¢6i. Mais aors gue la souche P2 n'avaitgm. ~ assaﬁ; A
Q&"‘ trypsne, la souche PTT12 avait dans.SQpefe< & " p " " 7
la -ctues par trypsinisation. Cette souche a presciu J  au pout de 10

ignite, produisant régulierement des tumeurs palpables
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& 15 jours, tuant en moins de deux mois les souris C57 BL inoculées par voie
sous-cutande, avec des doses de I'ordre de 25.i0° cellules. La souche P2, par
contre, n'a commence a manifester quelque pouvoir cancéreux qu'au bout des
18 premiers mois de culture, sa tres faible malignité se traduisant par la produc-
tion de tumeurs occasionnelles, aprés inoculation d'une dose de cellules de l'ordre
de 5.i0g.

Les conditions bien définies de culture de ces deux souches, menées paral-
|&lement dans un milieu identique assuraient un rythme de passage et une rapidite
de croissance comparables pour chacune des deux souches. Ce dernier caractére
était particulierement souhaitable, pour éablir, sans ambigufté, toute reation
possible entre la charge électrique des cellules et leur malignité, certains auteurs
ayant cru pouvoir conclure de leurs expériences d'éectrophorése comparée sur
des cellules hépatiques adultes, ou en voie de régénération, que l'intensité de
la multiplication cellulaire pouvait expliquer, dans tous les cas, une augmenta-
tion de la mobilité &ectrophorétique:

L'étude de I'dectrisation superficielle de ces deux souches PTT12 haute-
ment maligne, et P2 faiblement canc& euse, a été faite avec notre dispositif pour
I'observation microscopique de I'dectrophorfese. Les cellules ont été mises en
suspension dans un milieu tampon phosphaté & pH 7,2, contenant 15 % d°
dextran, qui assurait une sédimentation négligeable des cellules pendant la dur&
des mesures de mobilités. Ces cellules avaient été dispersées, lavées, et mises
en suspension dans un tampon phosphaté a pH 7,2, dans des conditionsidentiques*
avant d'étre remises en suspension dans le milieu au dextran.

Dans ces conditions d'expérimentation, nous avons trouvé de maniére cons®
tante, dans plusieurs séries de mesures relatives k ces deux souches et pOI’t@m
sur une cinquantaine de déterminations de mobilités, que la répartition datis*
tique des mobilités é&tait différente pour les suspensions cellulaires P2 et PTTi2»
les mobilités des cellules de la souche hautement maligne PTT12 se repartissan*
autour d'une valeur moyenne plus eevet que celle des mobilites des cellules de *#
souche faiblement cancér erne P2.

Ainsi, nos observations semblent confirmer rexistence d'une relation ent*®
la malignité des cellules et la densité de leur charge €lectrique superficieUf'
indépendante de Faction que l'intensité de la multiplication cellulaire peut avo
sur cette 8ectrisation. Ce caracttre différentied d'dectrisation, aisément e’
rable par |'éectrophorése, devrait permettre la séparation des populations ¥
malignités difFerentes, coexistant au sein d'une souche sauvage.
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|. — GLOBULINES DES SCRUMS HUMAINS

En collaboration avec le Professeur L. Hartmann de la Faculté de M édecine,
MM. C. Gentou & M. Hofnung, nous avons poursuivi Téude comparative
des macroglobulines des s&rums humains normaux et pathologiques. L'objet
de ce travail est d'obtenir des informations sur le lieu d'origine et sur les con-
ditions de la synth&se de ces proténes.

Les constantes de sédimentation, les mobilités &ectrophoré&iques et le com-

P°rtement en immunoédectrophorése révdlent des différences individuelles dans
'®s anomalies moléculaires des gamma-macr oglobulines.
, . Rappelons que les diagrammes d'ultracentrifugation analytique mettent en
evidence dans les s&rums humains d'individus normaux trois pics de gradient
% concentration, A, G et M dont les constantes de sédimentation, exprimées
®* unités Svedberg, avoisinent respectivement 4S, 6S, 16 S, et qui repriesented
Agpectivement 87 £ 5 %, 10,7 £ 5 % et 23 = 0,7 % de la concentration totale.
~®s valeurs relatives rapportées a la concentration normale des protéines sont
Q1 +47 sgl + i,se 15 gl + 0,7. Une maladie, dite de Waldenstrdm,
= Caractériste par Tapparition dansle s&rum de congtituants protéiques de grands
F°'ds moléculaires. |1 a ete possible d'étudier 57 de ces sérums. Les constituants
°Ards se répartissent le plus souvent en deux pics My et M,, parfois en trois
EICs M M, et M3, rarement en un seul pic. L'analyse statistique a mis en 6vi-
®0ee |es points suivants :

% pour le [‘F))iC prdnﬁipal My les valeurs de Spw sont comprises entre 15,6 S
X

et x .
X8,3§ avec deux dominantes : S°x., MjA = 178 e §020.W Mz% = 1§,3 S

Pr; *) pour le second pic de macromolécules M, les valeurs de S°pw sont com-
M:ﬁs__e_ntzre 2{2” S et 29 S avec deux dominantes : Spyw MA = 239 S et Spw
= 2,00,
Ven-:) Le troiséme pic de macromolécules M3, le moins important quantitati-
So entl est aussi s rare et correspond k une congtante de sedimentation
DN de Tordre de 36 S

..%) Le calcul des corréations entre les concentrations des divers congtituants
0j* deux k deux dans un meéme groupe A ou B montre qu'un certain seuil de
ncen'ration de M, est nécessaire pour qu'apparaise M, et une certaine
"“entration de M, pour qu'apparaisse Mg.

Co
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Selon la microtlectrophorgse en milieu liquide et I'immunodectrophor& se
ces constituants M, M, et M3 sont des gamma globulines de mobilit¢ y; ou Yt
portant le determinant antiginique povy. Nous avons s&paré les macroglobulines
de 15 serums et compare les proportions des constituants My M, ct Ms dans
ces preparations avec leurs proportions dans les scrums correspondants. Dans
7 cas, le constituant M3 est apparu au cours dc la purification, dans 3 de ces cas,
il représente i % de la concentration en protéines, dans 2 cas la pro-
portion de M3 atteint 13 %, dans 2 autres cas enfin, les valeurs sont inter-
médiates.

Ces résultats ne sont pas en faveur d'un équilibre de polymérisation, hypo-
thfcse qui pouvait &re faite pour expliquer Ics corréations trouvées entre les
3 constituants M, M,, M3 dans les sérums.

lie travail actuellement en cours montrc que, dans certains cas, les consti-
tuants M, et M3 résultent d'une association entre les constituants M; et I'al-
buminc. On ne peut encore préciscr Sil existe entre ces deux protéines une rela-
tion antigtne-anticorps ou une association type haptoglobine-hémoglobine. Le
travail sera poursuivi pour essayer dc rlpondre & cette question et pour recher-
cher I'origine dc la deviation de la biosynth& se protéique qui fait apparaitre des
grandes quantités dc macroglobulincs.

Dans la ligne dc rechcrches concernant l'interpr&ation des données de I'ul-
tracentrifugation, j'ai entrepris |'extension au cas des systémes ternaires macro-
molcéculaires de la méthode d'Archibald pour la détermination des poids moll-
culaircs.

[I. — ENZYMOLOGIE

D-lacticodeshydrogEnase. — Les travaux antlrieurs du groupe dirigl p#f
M ™€ Labeyrie ont “tabli que cet enzyme a deux groupes prosth™tiques disso-
ciablcs, une flavine ad*nine dinucléotide (FAD) et un Zn* " attach” vraisembla-
blement sur deux imidazolcs d'histidine. M''® Curdel sest attach6e cette annie
k I'ltudc compare de Tenzyme natif et des Co'*- et Mn '"-nioenzymes form&
par addition des cations correspondant & I'enzyme privE de son zZn" *. Elle »
montr6 que les variations des constantes cinétiques Ky avec le pH n'éaient p®
paralliles dans les deux cas; pour le Zn-enzyme, Ky cst lif€ h I'ionisation d'un
seul proton alors que pour les Co- ¢t Mn-n6oenzymes, Ky est li€ & l'ionisation
dc deux protons.

En collaboration avec |Ic Professeur Tysarovski de TUniversiti de Varsovig
invitd & travailler quelques semaincs k I'Institut de Biologie Physico-Chimique,
clic a £tudié Taction des réactifs des groupes -SH et de 1'higtidine sur la D-LDH \
citons en particulier : le monoiodacltate, I'iodac*tamide, parachloromcrcuriben*
zoate. Les r&ultats ont montr6 que sur 1'apoenzyme (enzyme natif privl du
Zn"), sc trouvent deux groupes accessibles au monoiodacltate, ces groups
Atant masques par le zinc sur I'enzyme lui-mEme. |1 Sagit de groupes ionisable*
vers pH 5,5, acccssibles sous la forme acide, qui sont vraiscmblablement de8
imidazoles d'histidine. Ces groupes pourraient done gtre les deux groupes ché-
lateurs du zinc.
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L-lacticodeshydrogtnase. — Rappelons que cet enzyme est obtenu k I'ltat
crigallin en quantité notable; il se préte pour cela aux Etudes par les mithodes
Physiques.

Il porte deux groupes prosth&iques organiques diflterents, un héme c et
“ne flavinemononucléotide (FMN); la connaissance du rdle de chacun d'eux
dans le transfert d'éectrons du substrat k Tacceptcur est un dcs premiers objec-
ts en vue. L'examen des proprig*tes de ces groupes prosthétiques k Vital com-
biné avec la prot&ne permettra de voir quelles modifications leur confere la
fixation k Tenzyme et quelle influence ces modifications apportent k leur r&c-
tivite,

M. Baudras, qui avait pu sfparer la flavine (sans sfparation dc Théme) en
°btenant Tapo-enzyme correspondant, a cristallis® Tenzyme recongtitué par
addition de FMN k celui-ci; sans FMN, Th&noprotcine nc cristallise pas dans
'* mémes conditions; la flavine provoque done, en se fixant, un profond chan-
gement structural.

. Par des m&hodes de cinetique enzymatique, M. Baudras a ctudic 1 cqui-
“bre de combinaison de FMN k cet apoenzyme et a mis en évidence Tcffet
~operateur du substrat L-lactate dans cette fixation.

Paralldlement, M. Iwatsubo a utilise un montage spectro-fluoromé&rique qu'il
* redis®’ pour permettre I'&ude des réactions rapides mcttant en jcu de trfcs
feibles variations de lumie€re emise ou transmise (voir chapitre xv). Il a tftudtt
¥nsi dans différentes conditions : i) la vitesse de combinaison dc la flavine k
k protiine; 2) la vitesse de dissociation, aprts dilution, du complcxc flavopro-

|q9 3) les equilibres de dissociation. Ces expéeriences rcposcnt sur Ic fait
Que |5 flavine libre est fluorescente tandis que la flavine fixde k 1Vnzymc n'est
Pas du tout fluorescente,

Ces déterminations ont montr£ que les deux sites dc Funit¢c moliculaire
'80000 (portant deux himes) fixent FMN dc fafon indépendante avee la méme
*finiti (Kd = 6.10-° M). Tous les sels, aux tris faibles concentrations, aug-
J ntent la vitesse dissociation de la flavine k la prot&ne; ils augmentent dans
~8 mémes proportions Taflinite. Ceci suggére la présence de forces dc repulsion
dectrostatique entre FMN et la protiine. Les ions carboxyliqucs agisscnt d'unc
~ani¢re particuliere en augmentant Tinergie de la liaison ct en diminuant la
Vltesse de dissociation du complexc. Cet effct devient tris important avee lac-
AN et oxalate (respectivement substrat et inhibiteur comp<5titif).

* M. Baudras a, en outre, montre® que la flavine est csscntiellc non seulement
* "activité enzymatique, mais auss k la réeduction de Theme dc Tcnzymc par
'® subgtrat. M. Iwatsubo et M''® Di Franco, par des mesurcs spectrophotomi-
"ques de cinétiques rapides, ont pu apporter des informations complémen-
taires k ce sujet. Ils ont ddtermin* en effet les vitcsscs de reduction par le lac-
iji’® dans des conditions identiques, d'une part des accepteurs, d'autrc part de
;I!‘ém" et de la flavine de Tenzyme lui-mfime. Ces reactions evolucnt en quelques
IXidmes de seconde dans des conditions Ofl elles sont particulierement lentes

PH acides, basse tempdrature). Les r&ultats ont montrd que Théme de Tcen-
*yme est r£duit beaucoup plus lentement que la flavine. Les acccptcurs sont

"Auits moins vite que la flavine mais plus rapidement que Théme. On peut
4 éldure de ces donnetes que la réduction des acceptcurs est r£alisbe par ~change
€Ctrons avec la flavine, Theéme ne paraissant y jouer aucun role direct. Ceci
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contredirait les hypothéses émises dans plusieurs laboratoires érangers, Sils
sétendaient aux conditions optimales (pH 7, 30° C); M. Iwatsubo a construit
récemment un appareillage special pour les cinétiques tr&s rapides; il permettra,
nous Tespérons, de résoudre ce probleme.

La question se pose de savoir comment se répartissent les deux &ectrons
apportés par le lactate entre Théme monoélectronique et la flavine diélectro-
nigue. L'hypothése a été faite par certains chercheurs que la flavine ne serait
réduite qu'Jt I'é&at semi-quinonique. M. Baudras a montré par titrage de cet
enzyme avec le L-lactate en milieu anoxyque, que 15 mole de lactate (soit trois
électrons) provoquent la réduction compléte des deux groupes prosthétiques,
c'est dire que la flavine passe effectivement & Tétat totalement réduit. Dans les
conditions ot le lactate n'est pas saturant, il séablit un simple équilibre statis-
tigue d'oxydo-réduction entre les formes totalement oxydée et totalement réduite
de Theme et de la flavine. Cet équilibre se réalise effectivement parce que les
potentiels de demi-réduction de ces deux groupes prosthétiques, fixés k Ten-
zyme, sont tr&s voisins. En effet, les déterminations de M. Baudras ont montre
respectivement + 34 mv pour Théme (un €ectron) et — 18 mv pour la flavine
(deux Electrons). Le premier est relativement bas pour une hémoprotéine, I°
deuxiéme relativement trés élevé pour une flavoprotéine, ces conditions favo-
risent le transfert d'électron de Tun k Tautre avec une perte minimale d'énergie-

1. — STRUCTURE ET FONCTIONS DE UHtMOGLOBINE

Le groupe dirigé par M. Banerjee a poursuivi ses recherches sur la reation
entre structure et fonctions de Thémoglobine. L'accent a été mis, comme Tann&
derniere, sur Té&tude du transfert d'heéme. Rappelons qu'il sagit de la perte d°
ce groupe prosthétique par Thémoprotéine au profit d'un « ligand », ce dernie
é&ant choisi de maniferei avoir un fort pouvoir complexant vis-a-vis de Theme. Le
ligand utilisé le plus souvent est Tapoprotéine extraite de la myoglobine de chew-

Rdle des hémes dans Vintégrité de la structure tétramére de Vhémoglobine. "
Des conclusions interessantes & ce point de vue ont pu etre tirees par M. Banerjee
et M ™€ Filitti-Wurmser k la suite d'un travail comportant la determination <&
poids moleculairc des constituants d'un melange contenant la m™th"moglobine
et Tapomyoglobine. Ces mesures, entreprises par la technique d'ultracentrifa-
gation, ont montré que la perte d'htme par la méthémoglobine résulte toujours
en la fragmentation de cette molécule, puisqu'il apparait dans un tel mélange
un constituant nouveau, d'un poids moléculaire de 34000, ou, dans certain®
cas, de 17 000. L'équilibre rapide tetlramere 2= dimére ~=t monomére existan
dans une solution de méhémoglobine est done supprimé k la suite du dép’rt
d'h&me Les sous-unités subissent vraisemblablement des changements de con;
formation entrainant au niveau des surfaces la perte d'une complémentary
indispensable & Tassociation.

Recherches des formes d'h&moprottines partiellement saturées d'hbne. — Le
transfert d'héme est un phénomeéne coopératif, comme Test le transfert d'O"Y'
géne (déoxyg” nation). En concentrations non-saturantes de Théme, deux espe<*®
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qui abondent sont celles dont I'équipement hématinique est, soit inexistant,
soit au complet. Pourtant, il n'est pas interdit de penser que des formes mter-
midiaires existent en petites concentrations. Par I'analyse d'une splution de
mithemoglobine a moitie depourvue d'heéme, MM. Cassoly et Banerjee ont pu
isoler un“congtituant qui semble répondre a cette description. De ngmbreuses
donnees, tant spectrophotometriques que d'analyse chimique, tendent a montrer
qu'il sagit d'un tetramere dont deux chaines seulement sont porteuses d heme.
La courbe d'oxygenation, analogue a celle de la myogjobme* traduit 1 absence
Ainteraction entre les hemes aing qu'une affinité vis-a-vis de loxygene supe-
rieurea celle de 1'bimoglobine. e A

La physionomie except|onnelle de cette molecule en fart Un modele-interes-
sant pour rechercher le mécanisme d'interaction entre les chaines; «««JJ*;>*"
*>ly a entrepris, en collaboration avec M. |watsubo, une etude sur ce mecamsme,
lotamment par la technique de fluorometrie..

Parmi d'autres techniques pouvant servir dans ce type d etudes, flgu e cdk
des reactions protanecolorants MM. Banerjee et Roguefort acheventh mise
*u point des modifications techniques visant a en amehorer la preasion et le
rendement.

Recherches d'autres Kgands, agents de transfert d'hhne - V; P £ g’bme’
»gent de trandfert de haute efficatite par sa constante d'assoc’on e "~
}-vis de Theme presente pourtant quelques desavantages, le transit dheme
» ce ligand et un processus tres lent. Puisgu'un t A . A * O Lo«
‘ee quelques ligands de petitie tidlilks, |badimeeioen rmﬂ&tl@@oﬁllhggﬁdmanu
Jouer un rdle. V22iseribliabienaent, ce rdle consiste & interdire ou non la florma
Jon d'un complexe intermediaire, I"heme 6tont enfow dans « « 2 ?2" ™ A
**<* delamolLle. Larecherche deshgandsaIaf0|saforteaff|mt6 pour 1 heme
® de petites dimensions ne pouvait manquer d'intérét.

Au cours des travaux menes dans ce but, M. Banerjee a P « J %dtre

Aps interessants. |1 sagit de polypeptides, de’ poids mo u A%t lp::me
3 oo et 5 500, resultant du raccourcissement de la chame d v gvzmblepg
Yoie enzyiflit que ou 1 ith que. TS les tras se het 9% r S.*

ue
e?erglque 3 Phéme. L'un d’eux, un peptide obtenu par <€g.-—- uznt;yﬂs:gm ¢
d aPOmyoglobme, a été &tudié en démail. La constante de son associa h3 heme
€3t environ 100 fois plus élevéc que celle du meilleur ligand de petite (-.és )
cﬁl‘lhn taramaating Ll ul'_&..ll"'p I’hlﬂtld‘ﬂhlstldlne Cette Constante élev& ! U te

de la Yrande vitesse de combinaison, comme I'a pu voir M. Banen'"f cn
Elaboration avec MM. Wyman et Antonini au cours d’un bref sgour K, Plsti-
tuto Regina Elena a Rome. Les deux autres peptides, obtepus par Laglon du
W d e cyanogene sur la chaine de myoglobine, et quacheve de préparer
‘a quantity suffisantes M»« Stetekowski, sont en cours d etude.

IV -FLUORESCENCE DES PROTEINES
ET MODIFICATIONS STRUCTURALES

, Le developpement de I'etude fluorométrique des protéinqs est relativement
"*ent. La fluorescence de protemes est due pnncipalement a celle du trypto-
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phane et de la tyrosine. La forme spectrale et le rendement quantique de la
fluorescence des protéines sont lies intimement & la structure, la distance &
I'orientation des acides aminés aromatiques. En particulier, I'interaction entre
des groupes prosthétiques et des acides aminés aromatiques provogque une varia-
tion notable de la fluorescence.

Pour é&udier ces problemes, M. Iwatsubo a construit un spectrofluorométre
rapide et sensible. La luminosité tr&s grande du sys&me optique et le faible
bruit de fond du détecteur permettent de mesurer rémission tr&s faible de fluo-
rescence.

M. lwatsubo et M''® Di Franco ont éudié les caractéres fluorométriques de
certaines protéines, en particulier, des hémoprotéines, et ont étudié le méca-
nisme de Tinteraction et du transfert d'6nergie entre des groupes prosthétiques
et la partie protéique.

L-lacticodeshydrogénase de la levure (poids moleculaire 180 000). — Celle-ci
porte 7 tryptophanes, 2 FM N et 2 hémes sur une molécule protéique. Le spectre
d'émission de la fluorescence de la partie protéique montre un maximum d'émis-
sion a 325 mfx, déplacé de 25 nr™x vers des longueurs d'ondes plus courtes en
comparaison avec celui du tryptophane seul (350 m\i). Ceci indique que les
tryptophanes sont enfouis dans le milieu hydrophobique des chaines pepti-
diques. S Ton modifie la structure de la protéine par action de Turée, de rlac-
tif SH ou de pH treés acides, etc., le maximum d'émission de fluorescence se
trouve & 350 mlL comme pour le tryptophane seul.

L'intensité de fluorescence de la partie protéique est fortement influencéc
par la fixation des groupes prosthétiques. Le titrage fluoromé&trique montre que
le rendement quantique Q égal a 0,3 diminue jusqu'a 0,2 par la fixation de
Theme et ceci diminue encore jusqu'k 0,07 par la fixation de FM N. Réciproque-
ment, la fluorescence en FM N (maximum & 540 m(i, Q €gal & 0,26) est é&einte
complétement par fixation & Thémoprotéine.

L'interaction lointaine entre les groupes prosthétiques et les tryptophanes
peut fitre effectuée par le mécanisme de «transfert par résonance », par le chan-
gement de la configuration tertiaire de la prot&ne provoqué par la fixation des
groupes prosthétiques.

Hémoglobine. — En collaboration avec MM. Banerjee et Cassoly, M''¢ D
Franco et M. Iwatsubo ont é&udié fluorométriquement I'interaction de I’apohé-
moglobine et de I'apomyoglobine avec Theme.

L "hémoglobine (poids moléculaire 64 000) porte 4 h&émes et 6 tryptophanes
(2 sur les chaines a, 4 sur les chaines (3. MM. Banerjee et Cassoly ont trouve
un dérivé de Thémoglobine portant seulement 2 h&mes sur les 4 chaines. ffi
caractere fluorométrique de ce produit est éudié en détail. ]

Le spectre d'émission de la fluorescence de ce produit est analogue k ceh**
de Tapohémoglobine (maximum d'émission & 335 mjx). Cependant, le rende-
ment quantique de fluorescence observé (Q égal & 0,025 — °>°3) ®S' beaucoup
plus faible que celui d'un mélange équivalent de Tapoh&moglobine et ThEifl®
(Q 6gal a 0,07).

S Ton dissocie les 2 h&mes fixés sur ce produit, la fluorescence de Tap”
protéine augmente jusqu'au niveau de la fluorescence de Tapoh£moglobin®
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native (Q égd k 0,14). Réciproquement, cette fluorescence r&iduelle est com-
Ptetement éeinte par addition stoéchiométrique de I'heme aux Stes libres de
fixation.

Il en résulte que les 2 hemes fixés sur ce produit peuvent éeindre la fluo-
rescence des tryptophanes des autres chaines peptidiques.

Transfert d'ehergie ilectronique par resonance dans des protéines. — M. lwat-
ubo et M™ Di Franco ont &udié le mecanisme de transfert d'énergie dectro-
"que entre des acides aminés aromatiques et des groupes prosthétiques fixes

fur des protéines spécifiques. Us ont excité des protéines k 290 mji. et ont observe
fluorescence caractfristique des groupes prosthé&tiques qui ne peuvent pas
“re excités k cette longueur d'onde k Pétat libre. Les complexes diphosphopy-
Jdine nucléotide-L- -lacticodeshydrogénase de coeur, 1 diméthylamino-naphta
"nesulfonate-serum albumine, protoporphyrine-apoheimoglobine ont 6té Studiés.
_ L'efficacité de transfert d'ehergie a éteé mesurée sur le complexe apohémo-
globi ne-protoporphyrine. Aprés correction des réponses spectraes pour tenir
‘ompte du réseau et du photomultiplicateur, les nombres de photons 1) absorbés
Fa' les tryptophanes et 2) émis par les protoporphyrines ont é&é mesurés. Toute
nergle des photons absorbes est effectivement transférée aux protoporphy-
“nes. Ces r&ultats sont en excelent accord avec le cacul de Weber effectuf

son la théorie de Forster.

V. —PHOTOSYNTHESE

_ Le groupe dirig" par M. Joliot a poursuivi ses recherches portant sur la
Photosynthése chez Chlorella pyrenoidosa.
. L'étude simultanée des variations de Tintensité de la fluorescence de la chlo-
thlle et de la vitesse démisson doxygéne a &té reprise en mettant k profit
améliorations apportées aux techniques. Pendant les premi&res secondes
mo‘iEmuIanon on peut distinguer deux phases cin&tiques généralement bien
Ces ;
% ') une phase dite dactivation pendant laguelle vitesse d'émission doxy-
8%ne et fluorescence croissent simultanément; 2) une seconde phase nette-
Ant plys longue pendant laquelle lafluorescence augmente aors que la vitesse

“*mission d'oxygéne diminue.

m On 5 pu mettre en évidence deux relations linaires exprimant successve-
a Nt |e paraldisme et la complémentarité des variations de la vitesse d'émis-
on d'oxygtne et de Tintensité de fluorescence. Les inhibiteurs spécifiques de
é““«B!’olon doxygene ont pour efet daugmenter la variation de fluorescence
Pendant |4 phase initide. La seconde phase et au contraire trés réduite mai3
Yelation linéaire de complémentarité reste valable. Aux trés fortes concen-
u':tmns dinhibiteurs, la vitesse démisson d'oxygéne est nulle; seule la pre-
é"e phase reste visble sur les cin&tiques de fluorescence. Cdles-ci ne sont
ce Os déterminées que par des constantes de vitesse photochimiques mais ne sont
Ph Pendant pas de forme exponentidle. Les inhibiteurs découplent la réaction
“ochimique des reactions thermiques permettant la régénération du com-
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plexe photochimique. Un certain nombre d'hypoth& ses peut ére proposé pour
interpréter ces expériences :

1) la relation de complémentarité suggére que la ré&action photochimique
et la fluorescence sont deux voies directement concurrentes permettant la dis-
sipation de I'énergie photique; 2) la rapidité de la phase photochimique ini-
tiate montre que la concentration des centres photochimiques impliqués doit
&tre tres inférieure & la concentration de chlorophylle; 3) I'existence d'une
seconde phase cin&ique beaucoup plus lente peut Sexpliquer en admettant
gu'il existe, au début de la période d'illumination, une réserve d'oxydant suscep-
tible de régénérer le complexe photochimique. Le maximum de fluorescence et
le minimum de vitesse ne seraient atteints que lorsque cette reserve serait épuisle.
L es inhibiteurs de rémission d'oxygéne auraient alors pour effet de bloquer cette
reaction de régenération. On a pu montrer qu'il existait un équilibre d'oxydo-
riduction entre cette réserve d'oxydant et le complexe photochimique.

M ™€ Joliot a termini un travail portant sur I'identification, k partir de donn&s
cin&iques, des complexes photochimiques intervenant dans le processus photo-
synthétique.

Il avait & & montré& précédemment (voir rapports antérieurs) que deux com-
posés interviennent directement dans les reactions d'émission d'oxygéne. Un de
ces composés (E) peut Stre dose€ en mesurant la quantity d'oxygeie 6mis & 1*
suite d'un é&clair &ectronique de trbs courte durée et d'intensité saturante. I
second compost (A), environ dix fois plus concentré, peut Stre dosé en mesurant
la quantité d'oxygéne émise a la suite d'une illumination continue de forte inten-
sité (jet d'oxygéne). M™® Joliot a étudié les relations entre la vitesse d'&nisson
d'oxygfcne et la concentration de ces deux composés. Alors que les fonctions
Vo, =/ (A) sont de forme trhs complexe et variable, la fonction Vo, =/ (F*‘
est indépendante des conditions expérimentales utilises (température, concen-
trations d'inhibiteurs, etc.), ce qui suggére que le composé E peut ére iden-
tifié avec le complexe photochimique. Il faut cependant remarquer que la rea-
tion Vo, =/ (E) n'est pas linedire. La réaction photochimique ne serait done
pas du premier ordre.

L'étude des relations entre les concentrations de E et A mesurfes dans d°°
conditions de photosynthése stationnaire a montré qu'il existait entre les forme®
oxydie et réduite de ces deux composés un équilibre d'oxydoréduction dont la
constante a pu &tre mesurée.

L es résultats qui viennent d'ére exposes sont tout h. fait cohérents avec cauX
obtenus par I'étude simultanée des cin&iques de fluorescence et d'é@mission
d'oxygene; I'ensemble de ces faits expérimentaux Saccorde avec le schéma
suivant :

(1) chIEi _hv* chIEH
(2) chlIEH + A *=* chlE + AH

.0
3) chlIE + H,0 J* CchlIEH + (OH)* 2

oh chlE représente le complexe photochimique actif (non fluorescent), chIE*f*
le complexe photochimique réduit (fluorescent), A le compost permettant &
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Ag&iération du complexe photochimique. Aprés une longuc pé&riode d'obscu-
rité, le complexe photochimique est sous une forme inactive (chlEi) et doit
subir une activation photochimique avant de participer & Téquilibre (2). La
deshydrogénation du composg AH est lige S la réduction du gaz carbonique.
Ce schéma samble en contradiction avec deux faits expérimentaux relatifs k
Tordre de réaction photochimique. Les réactions photochimiques (1) et (3) sont
obligatoirement du premier ordre; or, d'une part, les cinétiques photochimiques
<e fluorescence observées en présence dinhibiteurs ne sont pas exponentielles,
d'autre part, la vitesse Remission d'oxygene n'est pas proportionnelle & lacon-
centration du complexe photochimique E. En fat, on observe que le rapport
® |a vitesse d'emission doxygene k la concentration du complexe photochi-
que augmente & mesure que la concentration du complexe diminue. Ce phe—
"oméne a pu &tre interpréts en admettant que le complexe photochimique sous
> forme désactiveée (chlEH) n'est plus susceptible de pleger Ienergle photique.
Lenergle parvenant k un tel centre peut dors Hre transférée i nouveau vers
n centre photochimique actif. La probability pour un centre actif d'absorber
U photon augmente done i mesure que ces centres disparaissent. Une analyse
~athématique de cette hypothése a permis d'obtenir des equatlons theorlqu&s
"présentant k la fois qualitativement et quantitativement les differents faits
perimentaux.
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|.—PROPRI&T&S&LECTRONIQUESDESACIDESNUCL&IQUES
ET DE LEURS CONSTITUANTS

Une partie notable de notre activité en 1964 a encore eu pour objet I'&ude
de divers aspects de la structure &ectronique des acides nucléiques et de leurs
“nstituants. En particulier, notre attention sest centrée sur la détermination
%ussi précise que possible des grandeurs physicochimiques qui sont suscep-
~bles dintervenir dans les associations moléculaires impliquant ces biomoll-
fules. En effet, I'&ude du mécanisme de telles associations et de la nature des
forces mises en jeu parait ttre actuellement une des préoccupations essentielles
d |3 biologie moléculaire.

. Or, les forces principales susceptibles d'étre impliquées dans de telles asso-
ciaions sont a priori de trois types principaux : 1) les liasons hydrogenes;
*) les forces de Van der Waals-London, et 3) les transferts de charges.

Des caculs fondamentauix ayant &té effectués au laboratoire I'annle précé-

*nte sur la representatlon quantique de la liaison hydrogfene, ce sont les deux
{fern|£res des forces precﬂees qui ont retenu surtout notre attention. Or les

O'ces de Van der Waals-London comportent comme on le sait trois compo-
A% @rincipaes : les forces eléctrostatiques, les forces dinduction et les forces

=e dispersion. La formule générate donnant Tattraction moyenne entre deux
Molecules dues k ces forces est, schématiquement, je le rappelle :

o248 III,)
E r‘-(sx'r"' ot ot 2 M1,

fiveSsn sont les moments dipolaires, les a les polarisabilit’s et les | les poten-

dels dionisation des molécules impliquées dans Tassociation. Quant aux forces

p° Mansfert de charges, la stabilisation énerg&ique de Tétat fondamental de

p;‘rsociation par ce mode dinteraction peut fitre représentée schematiquement
= &

ID - Eo + C,

0
CE 1% C, sont approximativement des constantes au sein d'une série de moli-

1 dif .2PPPe"ASSi D et le potentiel dionisation du donneur d'@ectron et Ea
~nité dectronique de Taccepteur d'électron.
~4 determination de ces différentes forces intermol”culaires nécessite done la
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connaissance des valeurs des moments dipolaires, des potentiels d'ionisation, des
affinités dectroniques et des polarisabilités des molécules. Or les valeurs expé-
rimentales de ces différentes grandeurs sont pratiquement inconnues dans |'en-
semble des biomolécules. D'oii I'intér& particulier des recherches théoriques.

M ™ Berthod et Pullman ont perfectionné les procédés de dé&ermination
théorique des moments dipolaires. Ce perfectionnement a comporté deux ée
ments. Ainsi, I'année précédente, ces chercheurs ont utilisé la méthode de De
Re pour calculer les composantes du moment dipolaire des purines et pyrimi-
dines biologiques dues a leurs dectrons a. Toutefois la méthode de Del Re a
é&té é&tablie surtout pour les éectrons a des molécules saturées. Les atomes des
composés conjugués étant en général dans des éats de valence assez différents
de ceux des composés saturés, il a paru nécessaire d'adapter le procédé de De
Re de maniére a tenir compte de ces variations. Cela a été fait par les auteurs
précités, 1'éément essentiel du perfectionnement consistant a relier les inté-
grates coulombiennes aux éectronégativités des orbitales (et non plus aux éec-
tronégativités globales des atomes) qui sont alors necessairement différentes
selon I'é&at d'hybridation de I'dectron considéré. Parall&lement, des modifica-
tions ont également é&té introduites dans les intégrates de Coulomb des 8ectrons
n afin de reproduire le plus correctement possible les moments dipolaires de
composés de ré&férence.

L'ensemble des paramétres ains obtenus a alors été utilis® par M ™ Ber-
thod et Pullman pour le calcul de moments dipolaires d'une vaste série de mole-
cules biologiques et, en particulier, d'un grand nombre de purines et de pyri-
midines. L'excellent accord constaté entre la théorie et |'expérience dans les
quelques cas oil les moments expérimentaux sont connus justifie de consdefed
comme probablement trés sares les prédictions concer nant les moments inconnus.

D'autre part, M ™ Berthod et Pullman ont également étendu leurs calcufc
a la détermination des moments des paires des bases complémentaires adénine*
thymine et guanine-cytosine des acides nucléiques. Elles Tont fait en premie
lieu par composition simple des moments de bases et, en second lieu, en tenant
compte explicitement de la contribution de la liaison hydrogéne & la valeur d&
moments. Cette dernigre contribution peut valoir de i k 2 Debyes et est done
loin d'é&re négligeable. Le résultat essentiel dans ce domaine est la prédiction
selon laquelle le moment dipolaire de la paire guanine-cytosine (8,1 D) devrait
etre beaucoup plus élevé que celui de la paire adénine-thymine (0,9 D).

Parmi les autres résultats des travaux de M™® Berthod et Pullman sur I°
squelette a des molécules conjuguées, il convient de signaler en particulier lews®
calculs sur les énergies des différentes formes tautoméres des bases puriqueé®
et pyrimidiques des acides nucléiques. Cette application permet d'eViter de fair
appel dans ce domaine, comme cela a &tk fait jusqu'ici, aux valeurs erpjriq!les
des energies de liaison. M™® Berthod et Pullman ont montre : 1) que les énef
gies a sont nettement plus grandes dans les formes lactam que dans les form¢®
lactim et legerement plus grandes dans les formes imino que dans les forme’
amino des bases ; 2) que les energies n sont toujours plus fortes dans les forme®
lactam et amino que dans les formes lactim et imino; 3) que dans I'ensemb'
les formes lactam et amino des bases sont leurs formes les plus stables et qué
4) de toutes les bases des acides nucleiques la cytosine est celle qui devrait pasﬂfr
le plus facilement dans une forme tautomere rare.
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En ce qui concerne les potentiels d'ionisation moléculaire, M ™€ Pullman et
M. Ross ont introduit des amédiorations trés substantielles dans révaluation de
A gquantites par la methode du champ moleculaire saf-consistant. Us y sont
Parvenus par une modification des valeurs des potentiels d'ionisation des &ats
 yalence atomiques. De plus, ils ont éendu leurs calculs h 1'evaluation des
Potentiels d'ionisation des paires libres présentes sur certains hétéroatomes des
bases puriques et pyrimidiques. Le proc&ié fut expérimenté sur une quinzaine
d heterocyd&e conjugués ssimples pour lesquelsil aréuss areproduire d'une fa$on
tres satisfaisante les potentlels d'ionisation connus experlmentalement Appliqué
Ay bases des acides nucléiques, le procédé a alors conduit k la predlctlon des
Valeurs des potentiels d'ionisation de leurs dectrons n et des palres libres. On
Prevoit: i) que le premier potentiel d'ionisation de ces bases doit ére cdui de
leurs Electrons n; 2) que le potentid le plus faible doit &re celui de la guanine
(756 ev) et le plus 8evé ceui de I'uracile (9,0 ev) et 3) que les potentiels d'ioni-
sation des doublets libres situés sur les oxygfones des groupes carbonyles des
bases (9,4 — 10,3 ev) doivent &re plusfaibles que ceux de leursazotes (¢ 11 ev.)
L& recherches sur les valeurs précises des affinites électroniques des bio-
rolecules qui saverent difficiles sont en cours. En attendant, des valeurs appro-
v es sont obtenues k |'aide d'une courbe aalon rdiant les affinites estimees
dans quelques composés de référence & I'énergie de leur plus base orbitale
~ol”culaire libre ou évaluées & partir des potentiels de reduction polarogra-
Phiques & I'aide d'équations semi-empiriques.
B. Pullman a appliqué certains des résultats précédents k l'evaluatlon de
"“rdre reatif des énergies d'activation pour la semiconductivite electronlque
~°s bases puriques et pyrimidiques des acides nucleiques. Le point de depart
"¢ cette évaluation est la théorie qui base la semiconductivit" des solides moli-
C“Ialres organiques sur la formation de porteurs de charges par un mecanisme
onneur accepteur d'dectron. Selon cette théorie, I'"“nergie necessaire pour
Ceer la Sfparation des charges h une distance oil les interactions coulombiennes
*nt n"gligeables est donnée par :

E =1,-E = ID-Esx -Py -P- = 1ID - EA - *

. est le potentiel d'ionisation du cristal, E. I'affinité 6lectronique du cristal,

Ih Ie potentiel d'ionisation de la molécule-donneur d'dectron, Ea I'affinit® dlec-
A'°nique de la molecule-accepteur d'dectron, P+ e P |'énergie de polarisation
4 |a présence, respectivement, d'une charge positive ou d'une charge nfga-
Alve dans le crigtal polarisable, ces deux dernitres énergies pouvant 6tre consi-
~Nes comme etant egales k la meme quantité P.
l La quantité |p-Ex appardit done comme une grandeur fondamentale dans
@ Atermination des energies d'activation pour la semlconductlwte en partl-
5”'/er pour la comparaison de ces énergies au sein d'une série de composa
s Mant assez constant et oscillant peu autour de la valeur moyenne de 1,6 ev.
AD Valuation a permis de reproduire d'une fadon trés satisfaisante I'ordre rela-
4+ %es énergies d'activation pour I'ensemble des bases puriques et pyrimidiques
7 acides nucléiques, ce qui congtitue un fort argument en faveur du mé&a-
& e « donneur-accepteur » dela semiconductivite. Toutefois|esvaleurs absolues
* Nergies d'activation thebrique sont trop fortes et ce point nécessite une
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investigation supplemental, fitendu aux acides nudéiques eux-mémes, ce
point de vue permet de prévoir que la semiconductivité de ces polyméres bio-
logiques devrait croitre avec |'augmentation de la proportion de guanine-cyto*
sine dans leur constitution. Ce résultat est une illustration de plus du caratt&re
plus prononcé des interactions éectroniques entre des paires guanine-cytosine
gu'entre des paires adénine-thymine dans les acides nudéiques. Cette caracti-
ristique générate, prévue par lathéorie depuislongtempset cela, que Ton condd&re
les interactions par transfert de charges ou celles dues aux forces éectrostatiques
et de dispersion, peut &tre considérée comme vérifiée récemment dans une cer-
taine mesure par rintercalement préférentiel des aminoacridines dans les acides
nudeiques entre des paires adénine-thymine adjacentes oil la résistance k une
telle penétration doit done étre moindre.

Dans un domaine un peu différent mais qui concerne également les consti-
tuants des acides nudéiques, M ™® Pullman a utilisé la méthode de perturbations
pour prévoir l'influence des hétéroatomes et des substituants sur I'6quilibre
tautomeére des purines et des pyrimidines. 11 sagit des équilibres lactam-lactim,
amino-imine et de la migration du proton entre N; et N, des bases puriques.
Le probl&me se pose, en particulier, dans le phénoméne des mutations par ana-
logues des bases mais auss dans certains phénomenes de chélation et dans
rétude de Incorporation des analogues des bases puriques dans la vitamine
B1,. M™® Pullman a donné les formules générates permettant de prévoir, par
perturbation sur les bases originelles, Teffet de remplacement d'un carbone du
cycle par un azote et a indiqué une série de résultats reatifs k I'effet d'un te
remplacement dans les principales purines et pyrimidines biologiques.

[l. — PHOTODIMERISATION DE LA THYMINE

Bien que ce soit |k une propriété qui comme celles discutées auparavant
concerne encore un des constituants des acides nudeiques, son caractére spécial
mérite une mention & part. Deux hypothéses existaient & propos du mécanisme
de la photodimérisation de la thymine, la réaction probablement la plus impor-
tante en photobiologie des acides nudéiques : Tune faisait dépendre ce méca*
nisme de la polarité de la liaison Cs — Cg, I'autre impliquait dans la reaction
le premier état triplet. Aucune ne disposait d'arguments réellement persuasfst
En étudiant la structure électronique de la thymine et de tous ses analogues
qui ont 6té expérimentés en vue d'une photodimérisation, M™® Mantione ct
B. Pullman ont, d'une part, démontré |'absence de toute relation entre la pola-
rité de la liaison Cg — Cg des pyrimidines et leur aptitude & se photodimerise*
et, d'autre part, apporté de forts arguments en faveur du rdle du premier tripl®
excité dans cette réaction. Ainsi, Us ont, en premier lieu, montré que dans I°
premier triplet excité de la thymine la plus forte concentration des é&ectrons
découplés se produit sur Pensemble des carbones 5 et 6 sur lesquels seffectu®
la dimérisation. Us ont montré& ensuite que le rendement en photodimére p°f
une série d'analogues de la thymine est paralltle k la valeur de cette concentre
tion. Ainsi, de Tordre de 1,2 e pour la thymine, il n'est plus par exemple que of
Tordre de 1 e pour le 5-aminouracile (pour lequel le rendement en photodi'
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mere est mediocre), de 0,8 e pour la cytosine (rendement tres faible) et descend
a 0,6 e dans le 5-nitrouracile qui ne se photod'im'eﬁse plus. .

On peut estimer qu'une telle condition, non_ seylement, confirme ,1imph,
cation probable du premier 'Eriplet excite dans la reaction, mais met cnendm

de plus les caracteristiques electroniques de cet etat responsable du rendement
de la réaction.

Il - PROPKtfrtS ELECTRONIQUES DES PROTE.INES
ET DE LEURS CONSTITUANTS

Yonezawa Del Re et Pullman ont éendu leurs travaux sur la structure elec-
tronlgT TaddJfamines des praanessa Taue des « « * £ £
dissociation. En considerant que la variation de I'énergie au cours du Y ™** ™
de la dissociation est determinee essentiellement, d'une part par h vamtton de

S = s —— ——

- g::::tesar(tl ) point critique
sur l'ensemlr:le des travaux théoriques qui ont eu pour cbjet le probléme d;
existence des bandes d’énergi montré que,i t;luue
Que soit I'aspect apparent ¢ - T examen Critiq

conduit en £t & 12 méme conclusion générale, 3 savoir que si Pexistence des

bandes d’énergie dans les protéines est possible du fait de 33 TR €6

Pour autant gu'elle soit electronique, est extrinseque.

IV. - VITAMINES ET COENZYMES

I'inter-
“vuveile ¢

olici les dactivité

Man ont effectué des calculs explicites sur les nouveaux exemp
a“_timétaboli;ue fournis par le travail de Zakrfewskl l:lt (:lr;t cfﬁi;ﬁ; fz:‘:llf
Sritique des deux théories. Ils ont montré que I'ensemble e
ons des

SAD AFRER LB WRA WY aweswns =
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deux theories pré&citées et ont propost des expériences devant permettre de
deécider entre la valeur de ces deux théories.

Collin et Pullman ont également ré&udié certains aspects du mécanisme
de fonctionnement de la thiamine en introduisant, d'une part, quelques perfec-
tionnements techniques, en particulier en ce qui concerne les paramé&tres carac-
tEristiques du soufre, et en tenant compte, d'autre part, de certains résultats
trés récents concernant les échanges isotopiques (deutérium) dans les com-
posés thiazolium et de leurs spectres de résonance magnétique nucléaire. Les
calculs perfectionnés permettent d'obtenir une corréation linéaire entre les
charges éectroniques des carbones et le déplacement chimique des protons.
Les considérations basées sur cette distribution des charges et I'effet des fac-
teurs éectrostatiques permettent de rendre compte du taux d'échange isoto-
pique sur la position C, d'un grand nombre de composés thiazolium. L'étude
apporte dans Pensemble une confirmation du mécanisme de Bredow pour le
fonctionnement enzymatique de la thiamine.

Veillard et Pullman ont développé les études faites précédemment au labo-
ratoire par M''® Spanjard et Pullman sur la structure &ectronique des ferro-
porphyrines biologiques, é&udes faites dans {'approximation de la tétracoordi-
nence, en introduisant I'effet de I'hexacoordinence du méal. Une des modifi-
cations les plus importantes mise en évidence par ce développement concerne
la nature de la plus basse orbitale moléculaire libre du syst&me. Alors que dans
le cas de la té&tracoordinence cette orbitale, située tres bas, est essentiellement
une orbitale 3d,2 du métal dirigée perpendiculairement au plan du noyau por*
phine, c'est une orbitale essentiellement porphyrique dans le cas de |I'hexacoor-
dinence. De méme, la plus haute orbitale occupée de la ferroporphyrine, tout
en éant tres haut placée, est dans le cas de I'hexacoor dinence une orbitale essen-
tiellement porphyrique. Par ailleurs la distribution des charges a laquelle on
arrive dans le cas de I'hexacoordinence est en accord trfcs satisfaisant avec le
principe d'éectroneutralite de Pauling.

Vellard et Pullman ont également éudié d'une fa*on trés semblable k celle
de leur travail sur les porphyrines certains aspects de la structure &ectronique
de la vitamine By, en particulier les caractéristiques du systeme central forme
par le noyau corrine et |'atome de cobalt. Les auteurs ont montré que ce sys-
tétme hexacoordonné posséde une plus basse orbitale libre située reativement
tres bas et doit done manifester une affinité 8ectronique appréciable.

Malrieu et Pullman ont effectué une éude trés détaillée de Tinfluence du
pliage sur les propriétés &ectroniques de risoalloxazine réduite et de son radical
libre obtenu en milieu acide. |1 sagit dans ce travail du pliage le long de I'axe
passant par les deux atomes d'azote du cycle central. Parmi les propriétés élec-
troniques sur lesquelles sest centrée particulierement |'attention des auteurs
éait TInergie de la plus haute orbitale moléculaire de risoalloxazine réduite et
la distribution des densités de spin dans le radical libre. Les groupements atta-
chés aux azotes du cycle central peuvent prendre chacun, en cas de pliage*
deux positions par rapport aux cycles latéraux et il en résulte quatre configth
rations pliees limites h étudier. On constate qu'Ji la fois Ténergie de la plus haute
orbitale moléculaire occupeée et la distribution des densités de spin dans le radi-
cal libre sont tres sensibles aux modifications de la structure géométrique. L2
plus haute orbitale occupée qui était antiliante dans la configuration plane devient
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Uante dans les configurations pliées, la molécule restant toutefois un tr&s bon
donneur d'dectrons dans la majorité de celles-ci. L'étude de la digtribution
theorlque des densités de spin dans les différentes formes pliees du radical libre
offre la possibility d'en déduire, par comparaison avec les resultats experimentaux,
la configuration géomeirique la plus probable de ce radical. Les contradictions
exisant entre les resultats experimentaux des differents groupes de chercheurs
ne permettent pas d'aboutir, en ce moment, a une concluson definitive dans

ce domaine.

La situation est plus nette dans le cas du radical libre derivE de la pheno-
thiazine et dont la structure electronlque en particulier la distribution des den-
sites de spin, a egalement été éudiée par Malrieu et Pullman en fonction du
pliage de la molecule le long de I'axe passant par les deux heteroatomes cen-
traux. Dans ce cas les renselgnements expérimentaux sur les valeurs des den-
sites de spin éant plus siirs, les auteurs montrent que leur comparaison avec
les denstes de spin calculées pour les différentes configurations spatiales du
radical phénothiazinique permet de choisir la configuration la plus probable.
C'es la configuration pliée dans laquelle le proton attaché & I'azote se trouve
Place entre les deux cycles latéraux. Toutefois, en combinant ces renseignements
avec ceux provenant de I'é&ude des potentiels d'oxydation polarographique, les
duteurs montrent que dans les dérivés io-substitués de la phénothiazine, le radi-
cal aliphatique trop volumineux est placé hors des cycles latéraux. Ces calculs
Perfectionnés montrent Egalement que la plus haute orbitale moléculaire occupee
e la phénothiazine est liante dans toutes ces configurations.

Tout comme les travaux de M ™e® Berthod et Pullman ont montr6 la possi-
bilite d'une étude quantique explicite et quantitative des systémes a de biomo-
tecules |esstranasbx dfe Wi &t Rulimam mentent I pessibility dune éude
analogue Bes systémes non-plans. Ains disparaissent peu & peu certaines res-
trictions techniques qui limitaient quelque peu le champ "'application pos-
sble des méthodes quantiques en biochimie ou biophysique.

V. — DIVERS

Au cours d'une &ude par la mé&hode de champ moléculaire self-consistant
*ns contrainte de spin de la structure 8ectronique des carbenes, M. Schneider
l? AMe Sarre ont examing en particulier les caractérigtiques de structure de

aminocyanomethylfene, dimére de HCN, considéré par certains auteurs comme
dyant probablement joué un rdle important dans révolution blochlmlque L'é&ude
a Porte k la fois sur la forme biradicalaire de ce compose (H, N - g: CsN)
Sur la forme tautomere iminocyanoniethane (HN = CH - C s N), Les
Calculs permettent de prévoir que la forme la plus stable de ce composé serait
P.°bablement k forme biradicalaire qui est d'ailleurs caractérisée par une éner-
&* de resonance particulitrement &evée, de I'ordre de 90 Kcal/mole contre
&‘ Kcal/mole pour la forme iminocyanomé&hane. L'é&ude de la distribution des
"sites de spin dans le biradical indigue une forte localisation de ces densités,

n,
aon seulement sur le carbone « bivalent » mais également sur I'azote de la liai-
" C s N. Cette stuation cadre bien avec la r£activité présumée du dimdre
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susceptible d'intervenir dans des condensations conduisant par exemple k I'adé-
nine.

B. Pullman a effectué une étude critiqgue de la proposition de Bolton selon
laquelle Texistence d'approches moléculaires particuliérement rlduits dans les
cristaux de certains composés polycarbonylés (e.g. alloxane) serait due k une
polarité particulierement élevée des carbonyles mis en jeu dans ces contacts. |1
a montré qu'en réalité les liaisons carbonyles impliquées dans ces contacts rap-
prochés sont caractéristes surtout par un indice mobile particulitrement &evé,
une charge nette positive sur le carbone également trés élevée mais, en revanche,
par une charge négative relativement trés faible sur leur oxygene.

Plusieurs mises au point importantes ont été prfparées par certains travail-
leurs du laboratoire & I'occasion des exposés présentés aux differentes réunions
internationales. Ces mises au point contiennent naturellement souvent beau-
coup de résultats nouveaux. Ces exposés genéraux ont portf sur les mécanismes
électroniques de la mutagénése (A. et B. Pullman, Colloque International de
Chimie Quantique, Sanibel Idand, Floride, Janvier 1964), sur les mécanismes
éectroniques dans la carcinogénése chimique (B. Pullman, Collogue Inter-
national sur les Aspects Moléculaires de la Carcinogénése et de la Mutagénése,
Oak Ridge, avril 1964), sur la structure éectronique des radicaux libres biolo-
giques (A. Pullman, Collogue International de la Socié&té de Chimie Physique
sur la Structure des Radicaux Libres, Bordeaux, mai 1964), sur les complexes
de transfert de charges en biochimie (B. Pullman, 6° Congrés International de
Biochimie, New York, aolt 1964), sur les aspects éectroniques de la biophy-
sigue (B. et A. Pullman a I'Ecole Internationale de Biophysique Moléculaire,
Squaw Valley, aolit 1964) et sur les liaisons hydrog&ne et les bandes d'énergie
dans les protéines (A. Pullman & I'Ecole Internationale de Chimie Quantique,
Istanboul, septembre 1964).

Par ailleurs, comme chague année, toute une série de travaux techniques de
Chimie Quantique ont é&é effectués au laboratoire en vue de perfectionner les
méthodes mémes d'éude des structures éectroniques. Bien que ces travaux
soient d'une importance fondamentale pour nos recherches, leur exposé ne
trouve pas sa place dans ce rapport. Signalons seulement I'importante contri-
bution de M. Rossi qui a éabli une nouvelle méthode pour la solution des pro-
bl*mes variationnels dans les procédés LCAO, particulitrement utile pour
rétude d'éats triplets, et le développement continu des recherches de M. Ber-
thier sur une m&hode self-consistante rationalisée.
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. Mes collaborateurs ont poursuivi leurs recherches, commencées depuis plu-
seurs années. M™° R. Emanoil-Ravicovitch a donné Tensemble des siennes
9ans une thése de Doctorat-&s Sciences dont I'essentiel a é&é résum6 dans le
rapport de 1'année derni&re. M. C. E. Sripati, M"'® R. Rozencwajg et M™« A.
Fourcade ont fait progresser les leurs de telle faon que Ton peut espérer que
* partie expérimentale de leurs théses est trés avancée.

M. C. E. Sripati a montré que les noyaux des cellules hEpatiques de Rat
"ormal ou porteur de I'hépatome ascitique de Zajdela conservent la possibility
de synthétiser, in vitro, les acides nucléiques et les proténes. Us posstdent cer-
tains systémes enzymatiques tels que les enzymes de la chaine glycolytique
d'Embden-Meyerhof, excepte I'hexokinase. 11 a mis, auss, en évidence la pré
sence d'une adénylate-kinase et d'un phosphoénol-pyruvate-kinase. Ces enzymes
doivent &re des condtituants nucléaires, étant donné que les préparations de
noyaux sont dépourvues de contaminants cytoplasmiques et pr&entent un haut
degr6 d'intégrité morphologique. 11 semble bien que les cellules normales, auss
Wen que les cellules néoplasiques, ont Tequipement enzymatique nécessaire
Pour remplir, indépendamment, plusieurs fonctions, telles que le méabolisme
des hydrates de carbone, menant k la synth&se du ribose et des acides aminés,
%insi que Tutilisation de ces métabolites pour la synthése des acides nucl& ques
® des protdines. 1l a auss montré que TATPase nucléaire, dont la concentra-
~on est devée, est insensible au dinitrophénol, mais que son activité est trés
gmentde par lesions Mg**. Le noyau pourrait done avoir une certaine indé-
Pendance métabolique mais, par sa pauvreté en hexokinase, il dépend du cyto-
Pksme pour la phosphorylation du glucose. La régulation par des interactions
ftuclfo-cytoplasmiques serait une hypothese satisfaisante puisque, pour toutes
'®s fractions cdlulaires, la synthfese des coenzymes pyrimidiques se fait unique-

Ment dans le noyau.

_Mlle Rs Rozencwajg poursuit Tetude d'un syst&ne d'incorporation des
2ides aminés dans les protéines provenant d'une fraction nucléaire de I'hpa-
e astitique de Zajdda, aprfes centrifugation k faible vitesse. Ce systéme agit
®ns addition de facteurs solubles ni apport énergétique extérieur. |l possfede
dtf‘mtousles éléments necessaires h la synthtee protéique. |1 nereprésente qu'une
f‘lble partie de la fraction sédimentable puisque, par oscillation sonique ou par
®lion de tensio-actifs, on peut modifier sa composition et changer sa teneur
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en protéiness, ADN et ARN, sans changer son pouvoir d'incorporation.
M''® Rozencwajg a montré également que ce systdme, aprés incubation avec
des acides amineés, synth6tise des substances dont elle a pu isoler, aprés soni-
cation et digestion trypsique, un complexe soluble trichloracétique.

M. A. Bo&, en collaboration avec M''® Rozencwajg et M. J.-P. Zalta, a
étudié l'inhibition des syntheéses protéiques par rActinomycine dans les cel-
lules de I'hépatome ascitique de Zajdela. Cette inhibition, qui est fonction du
temps de préincubation, ne dépasse pas 30 k 40 %. Dans les mé&mes conditions,
95 % de Incorporation de P* est inhibée.

Si on compare ces résultats k ceux qu'on obtient avec les bactfries, chez
lesquelles la synthése des protéines est complétement bloquée, on peut penser
gu'il existe, dans les cellules animates, des ARN « messagers » relativement
stables et (ou) que la synthese des ARN continue en présence d'Actinomycine.

M. Boé&, en collaboration avec M™°® L. et M. J. Harel, a suivi Faction dc
TActinomycine D, in vivo, sur le renouvellement des ARN des cellules de foie
de Rat. Us ont montré que la résistance relative du D-ARN tient, probablement,
a sa faible teneur en dGMP, puisque rActinomycine se lie spécifiquement au
dGMP de I'ADN. Comme on sait aussi, in vitro, que la synthese sur un ADN
a un seul brin est beaucoup moins sensible & rActinomycine que celle qui se
fait sur un ADN a 2 brins, il est possible que, dans le foie, une partie de la syn-
thése de TARN « messager » se fasse sur un ADN & un seul brin, d'autant plus
que les proportions d'AMP et d'UMP sont inégales.

Afin de savoir si le métabolisme des acides nucléiques d’E. coli est modifil
par la chlorpromazine, M. R. Sutra a déerminé les conditions les meilleures
de Incorporation de Padénine 8-C' en la dosant dans les acides aJénylique
et guanylique de TARN et dans Padénine et la guanine de I'ADN. En repé&
rant ces expériences en présence de chlorpromazine, M. Sutra montrera Fac-
tion de cet inhibiteur sur la synthése des acides nucléiques d'E. coli.

M. D. Szafarz a poursuivi 1'&ude de I'inhibiteur dont, avec M. J. Okuda,
il a montré Fexistence dans la fraction soluble du noyau hépatique du Rat. Ce
facteur est de nature protéique, de faible poids moléculaire et migre, & I'élec-
trophorése, vers la cathode. Ce dernier caractere semble indiquer que I'inhi-
biteur est une protéine de type basique. In vitro. Incorporation des acides
aminés dans les protéines est inhibée. Avec M. T. Matsu'ura, M. D. Szafarz
a commencé I'analyse chimique de cette protéine pour en connaitre le rapport
acides bibasiques/acides dicarboxyliques et cherche i mettre en évidence quelque*
propriétés caractéristiques de Tinhibition.

D'autre part, M. Szafarz, en collaboration avec M''® M. Galy-Fajou, é&udie
les complexes du diaminoazobenzéne avec les proté&ines. L'affinité du colorant
est grande pour les histones, faible pour la sérumalbumine et nulle pour les pro”
tamines et la trypsine. Le complexe avec la sérumalbumine est retenu par
filtre millipore de 0,45 [i et semble &re dissocié par la nitrocellulose qui retient
le colorant.

Bien que M'"® L. Klyszejko ait quitté mon laboratoire, ele a pu continued
k. la Faculfe des Sciences de Lodz, ses recherches sur les nucleoproteides &
pancréas de Boeuf. Elle a mis au point I'isolement des noyaux par I'acide citriq“®
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« |. separation des RNP, DNP et protfines insoluble.. BU a, ensute, §*»re
Us DOT en protein., du ore histone, protémes non basg»<s dy W «* * " -
lines et en nroteines risidueUes. Par dlecttopioréss, ele a dtudie J homogenaite
e &' i, o oloon ACDLHETS

Les ADN sont de type AT, mais Tntiennent toujours = == ,
les précautions Pristge pour préparer des noyaux « pufs » et extraire toe:laemer;t
les RNP. Cet uracile appartient donc & un ARN nucléaire de type « messager »,
. en méme temps que PADN. Mbe Klyszejko poursuit
diverses fractions qu'elle a obtenues et, si 3€s fonctions

universities le lui permettent, viendra quelques mois 4 Paris.
M A T Rosenbere et M«« A. Fourcade ont montre que des mitochon™

ont, en outre, une activite respiratoire reduite et ne reaguaent pas
LW lyse de leur equipement enzymatique est en cours . e méthode
D'autre part, M, Rosenberg et M- Fourcade ont : mxaujbouMm I'efficacité
récente de cancerisation par la diéthylmtrosamme: Us en ant verfie ‘la
et la specified. En suivant Involution de l'actmte " £ W « N *g $jn.
canderiition, iU ont observé que la catalase ne d.gparait pas au debut
toxication par le colorant. .
Me»e R Emanoil-Ravicovitch a soutenu sa thése le 17 octobre, & Paris, expo-
sant ses recherches sur les flavines en général et sur un €nzyme ﬂmm&‘:e en
ParticuUer, la DAB-reductase dans la calule hépatique normale du t’;:
cours de la cancerisation experimentale aing que dans la cdlule hépatique n

ANltudie agudleanent, avec M. Szafars ' —'1 «a*S'_ S A~ S
le DAB et les fragtions sub-cdlulaires du ** * » £ ™ £ GdoranT et”uent
membranes ergatgplasmiques ont une gande * J T .*£Z» M« Ema
N rgle imporLnt dans la pretancgisation expenmentale rae que M
noa-Ravicovitch avait d\ja souligné dans sa these
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L'étude des mécanismes de la biosynthése des polyribonucteotides, de leur
structure physico-chimique et de leur role dans la synthése des protéines a é&é
Poursuivie. Nous nous sommes cette année plus particulitrement attaches aux

Points suivants :
A) Mécanisme (faction de la polynucteotide phosphorylase.

B) fitude de la structure secondaire et des séguences d'ARN :
a) Dégradation de TARN du TMV
b) Degradation du S-ARN.

C) Role du chloramphénicol et des analogues d'acides aminés dans la syn-
thése des ARN et des protéines.

d D) fiftide des propriftés physico-chimiques des polynucléotides contenant
8 bases atypiques.

E) Code génétique et biosynth&se des protéines.

A. — MECANISME D'ACTION DE LA POLYNUCL&)TIDE PHOSPHORYLASE.

. Comme nous Tavons mentionné dans notre dernier rapport, nous avons
°tenu, en collaboration avec M. Williams et avec I'aide de M™® Thang, une
Preparatlon hautement purifiée de E. colf qui nous a permis de pousser plus
’\n notre 6tude de la polynucteotide phosphorylase. En effet, alors que pour
®nzyme je N Jysodeikticus, il a ete trouve qu'un amorceur oligonucléotide &
groupe hydroxyle terminal libre eétait absolument nécessaire et que Tenzyme
"ache sur cet oligonucléotide des unités de mononuclébtides, lle rdie des oli-
nudeotldes n'a pas encore éé clarifié dans le cas de Tenzyme de E. coli et
i -4 vinelandii. En particulier, les deux groupes d'oligonucleotides, ahydroxyle
p°"® ou h. 3 phosphate, semblent avoir un effet activant, puisqu'ils peuvent
U et Tautre supprimer la phase de latence induite par diverses conditions
APerimentales, telles qu'un traitement par Turée, par exemple. Par contre,
A°Us avons trouvé, en collaboration avec M''® Lucas, que les oligonucléotides

'[J;nt '® groupe hydroxyle en 3' est libre, protégent Tenzyme contre I'inactiva-
I™= Par la chaleur, alors que ceux estérifiés en 3' n'ont aucun effet protecteur.

~e avail de M''® Lucas a ete repris et continue par M. Harvey.
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Il apparait done gque les oligonucléotides peuvent avoir deux effets : ceux
dont le groupe hydroxyle est libre et qui peuvent servir de point de départ pour
de nouvelles chaines et &re incorporés dans les polyméres se combinent avec
le groupe actif de I'enzyme; ceux dont le groupe hydroxyle est estérifié en 3
(ains d'ailleurs que ceux h groupe hydroxyle libre) ne se combinent pas au
centre actif, mais ont probablement un effet sur la structure tertiaire de Pen-
zyme.

L'action de l'urée est étudiée actuellement en détail par M. Harvey.

Une des applications de la stabilité thermique de la polynucléotide phos-
phorylase se trouve réalisde dans la synthtse de I'acide polyguanylique d'un
poids moléculaire élevé. En effet, la pré&aration de cet homopolymére sétait
jusgu'ici révélée infructueuse, et son obtention, en collaboration avec M. Thang
et avec l'aide de M''® Graffe, permet de combler le vide des é&udes tant phy-
sico-chimiques que biologiques & I'aide du poly G.

La stabilité i la chaleur de la polynucléotide phosphorylase nous a permis
&galement, en collaboration avec M''® Lucas, d'é&udier le mécanisme selon lequel
la polymérisation est inhibé&e en présence de polyméres k bases complémentaires
de celles des diphosphates. En particulier, I'effet du poly U (acide polyuridy-
lique) sur la polymérisation de I'ADP a pu é&re étudié a des températures éevées.
A 30° le poly U inhibe fortement cette polymérisation alors qu'i 37° I'inhibi-
tion est beaucoup plus faible et qu'i 42° elle est presque négligeable.

Ces rfsultats suggferent le mécanisme suivant : un adénylate (de 10 i
20 nudéotides) est synthétise; un complexe se forme entre le poly U et cet
adénylate (Tm = 40°); ce complexe inhibe une synth&se posterieure de poly A.
Lorsque la température est suffisamment élevée pour que ce complexe, oligo A
+ poly U, soit detruit, la synthése reprend. .

L'6tude du mécanisme de polymeérisation est en cours au moyen d'analogues
de diphosphates; elle a &€& commencée en collaboration avec M. S. S. Cohen*
lors de son s§our k I'Institut au moyen de Tarabinosyl CDP et de désoxy CDP
qui sont des inhibiteurs.

D'autre part, M. Thang, avec Taide de M™° Thang et en collaboration avec
MM. Babinet, Roller et Dubert, du groupe de M. Monod k Tlnstitut Pasteur,
a trouvé que divers métaux peuvent remplacer le Mg** dans la polymérisation
et la phosphorolyse. Certains ne catalysent cependant que Tune des réactions.
Ceci donnerait un nouveau moyen d'approche pour I'éucidation du mécanisznc
d'action de la polynucléotide phosphorylase.

Par ailleurs, M''® Méry étudie avec I'enzyme de M. lysodeikticus les condi-
tions de synthtse des polyméres blocs commenfant par une longue stquent
différente d"homopolyméres donnés qui peuvent ére trés utiles pour la darifi*
cation de I'éude du code génétique.

Enfin, Teffet de la polylysine et des éectrolytes sur la polynucteotide phos*
phorylase de CL perfringens a &#e &tudiee en d&ail par M. Fitt. La polylysin®
stimule la polymérisation de I'ADP et du GDP, et inhibe celle de I'UDP et d*
CDP. Tous les &ectrolytes stimulent également la polymérisation de I'ADP €
absence de polylysine, mais on observe une phase de latence qui est su];srimée
par I'addition de polynucléotides ou d'oligonudéotides. Au contraire, en p
sence de polylysine, la vitesse de la réaction est linfaire des le début de la polf‘
mérisation. La polylysine et les éectrolytes diminuent de 10 fois environ Ie
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Kspour I'ADP, maislapolylysine augmente, de plus, laVm. Lapolylysine deplace
%iegnent I'equilibre de la reaction en se combinant k 1'acide polyadenylique

B. — ISTUDE DE LA STRUCTURE SECONDAIRE ET DES SEQUENCES D'ARN.

- Jusqu'i présent on ne posside pas de m&hodes adequates permettant d'& u-
Yer la sequence des bases dans les ribopolynucteotides. La polynucleotide phos-
Pnorylase pourrait 6tre utile pour ce genre d'&udes. En efe, c'est une exonu-
Cléase, attaquant spEcifiquement I'extremite nucleosidique de la chaine ayant le
groupement hydgoxyle libre en position 3' et le groupement 5' |ié dans la chaine,
zt cem’de maniére séquentielle De plus, aucune Spécificité vis-A-vis de ces
J3ses n'a été observée. D’autre part, la préparation purifiée que nous employons
«e contient aucune activité endonucléasique.

.. @ Degradation de VARN du TMV. — En collaboration avec B. Singer et
**e Fraenkel-Conrat, de Berkdey, en vidte a I'Institut, nous avons effectu,
dec l'aide de M. Dondon, une digestion limitée de TARN du TMV par la
Polynudléotide phosphorylase & 0°; cdle-ci a libéré un groupe de nucltosides
§ diphosphates, ce qui correspondrait a une attaque de I'extremte 5' lige a la
“ame. Le fait d'enlever un segment terminal de 20-50 nucléotides ne diminue
dUe de peu l'infectivit6. La replication d'un ARN trongqué, auque manguaient
jusqu'i 30 résidus, a donné une progeniture dont I'ARN, examine par les m&nes
jftethodes enzymatiques, ne peut fitre distingue, en ce qui concerne la sequence
fcrmiiiale de nucléotides, de I'ARN non traite.
L'expMication de ce ph&iom&ne est actuellement en cours d'étude.

« P) Degradation du SSARN. — A l'inverse de tous les autres ARN, le SARN,
37>, resste & la phosphorolyse dans une proportion de 70 %. Nous avions
E"stule, avec M. Monier, que cedl é&tait dti a la structure secondaire de cet ARN.
nl stability de la polynucléotide phosphorylase a la chaeur nous a permis,
J"ec M. Thang et I'aide de M™ Reveillon, de montrer que le SARN est tota-
"Ement hydrolysé lorsque Ton deve sufHsamment la température (60°) pour
st tenir sa fuson, confirmant ains que la resistance, k 37, ex bien due a la
4ructure secondaire. Cette observation a conduit & une étude sur le mécanisme
_¢ la phosphorolyse du S-ARN. Les reésultats obtenus sur le SARN totd ans
ie sur I'ARN spécifique pour la sé&rine (en collaboration avec M. Zachau de
0l0gne) ont montr™ Que I»itague des moletules du SARN par la polynu-
n,eotide phosphorylase, a 60° et meme a une concentration deve d'enzyme,
e-°' Pas simultanee. Il a été suggéré qu'un rapport molaire enzyme/S-ARN
jj> necessaire P°Y" qu'il y ait une atague simultanée de toutes les chaines du
e"ARN. M. Guschlbauer a recherché les conditions d'études de la sequence;
o *n particulier une methode spectrale permettant I'andyse des bases — vy
O™ pris les bases rares du SARN — a été mise au point.
j> . " autre enzyme a ete isole du rein de mouton. Ce travail commence a
Inceton par M™® Grunberg-Manago et M. Fresco a été continue a Paris par
e Kasa. A l'inverse de la polynucleotide phosphorylase, cet enzyme est une
n'Qonucl'ease; il ne presente pas de specificiteé en ce qui concerne les bases,
4% n'attagque pas les regions ordonnees des polynucléotides. L'emploi de cet
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enzyme peut étre utile pour les études sur la structure secondaire et nous sommes
en train <f en’etudier Faction, en particulier sur le SSARN. Par ailleurs, cet
enzyme peut également fitrefort utile pour préparer une série d'oligonucléotides
5'POj nécessaires k I'etude du code in vitro, ains qu'i I'étude du mécanisme
des différents enzymes jouant un role dans les reactions de polymérisation.

C. — ROLE DU CHLORAMPHANICOL ET DES ANALOGUES D'ACIDES AMINES
DANS LA SYNTHfeSE DES ARN ET DES PROT&NES.

Les é&udes effectuées sur la synthése des ARN totaux chez les auxotrophes
de E. coli ont conduit a formuler I'hypothése selon laquelle les acides amines
jouent dans cette synthése un rbdle régulateur en neutralisant |'effet des répres
seurs spécifiques des systEmes formateurs d'ARN. L'idée selon laquelle ces
répresseurs seraient des ARN de transfert, non chargés d'acides aminés, a méme
&£ avancée. Certaines observations sur |'étude de TARN polymérase sont en
accord avec I'hypothése proposée. Toutefois, ce mode de régulation ne rend pas
compte des résultats obtenus par M. Thang par I'étude de Faction des analogues
d'acides aminés et celle du chloramphénicol sur la synthese des ARN et des
prot&nes. Des analogues incorporables, comme le p-fluorophényl-alanine, ne
peuvent induire la synthese des ARN qu'en présence de chloramphénicol.
D'autres analogues, considérés comme non activables et non attachables &
I'ARN de transfert (5-m~thyltryptophane) agissent comme inducteurs de b
synthése de I'ARN, mais ceci seulement lorsque le chloramphénicol est présent*
Ces observations mettent en lumiére le role possible du chloramphenicol, soit
comme activateur specifiqgue des systemes formateurs d'ARN, soit comme da*
bilisateur de cette synthese. M. Thang, avec I'aide de M''® Reveillon, poursuit
done ses etudes, d'une part sur le mode d'action du chloramphenicol et des ana-
logues des acides amines dans la synthese des proteines specifiques (et en pa?
ticulier les proteines ribosomales), et d'autre part sur I'incorporabilite de cer-
tains analogues consideres comme non incor porables.

L3 LI ]
D. — IiTUDE DES PROPRIETIES PHYSICO-CHIMIQUES
DES POLYNUCLfe>TIDES CONTENANT DES BASES ATYPIQUES.

MM. Michelson et Pochon ont poursuivi, en collaboration avec MM. Dou*
zou et Héléne, I'étude des diverses formes tautomériques de la cytosine, et di*
synthétis® de nouveaux composés substitués de cette base. Ce travail prilifl**
naire a conduit & I'étude du transfert d'énergie entre les deux bases, [ftfjf
purique, l'autre pyrimidique, d'un dinucléotide. Ce transfert d'énergie est din*
cile k mettre en Evidence, car lorsque Ton excite la base purique, on excite &&*
lement la base pyrimidique. D'autre part I'intensité de fluorescence et de Pff"
phorescence est faible. L'intensité du transfert d'énergie pour un dinucliotid‘
contenant l'adénine et la cytosine varie suivant le type de liaison internucte”
tidique. Des oligonucléotides contenant des analogues de la cytosine sarofl’t
prochainement synthétisés afin d'avoir des données supplémentaires sur ce p°*

N
bl rge _ 468
autre part, paralldement & la préparation de nombreux polynucléott
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formes d'analogues de bases qui ont 6tE examinés dans le systeme prot& que,
M. Michelson a poursuivi les Etudes physico-chimiques de ces dérives, avec
1'dde de MY Monny et de deux éttidiants du 3° cycle, MM. Favre et Henry.
M. Massoulie a continué son étude, par absorption optique, de la dissoda-
tion thermique du complexe poly (A+ U+ U). Il a pu mettre en evidence
deux longueurs d'ondes pour lesqudles I'absorption de I'un des complexes
formés, mais non cdle de 1'atre, differe de I'absorption optique des polymeres
Sparés Cette observation est utiliste pour &tudier les complexes Jpoly (A + U)
“poly (A+ U+ U), et l'interprefotion des i& ultats est confirmee par la reac-
tion du formol avec ces systémes.

E. — CODE GBNETIQUE ET BIOSYNTHESE DES PROTEINES

En collaboration avec M. Michelson, avec l'aide de M. et M™® Dondon,
nous avons poursuivi |'etude du mécanisme de I'assodation entre le codon de
*ARN messager et I'anti-codon du S-ARN; en particulier, nous avons cher-
Ché a savoir s 1'appariement de ces bases se fait sdon le modele de Watson et

“rick, en introduisant divers substituants dans les bases, ce qui modlne leur
structure éectronique et par conséquent la stabilité de Ieur apparlement avec
fes bases complementaires. Les analogues de |'adenine ont &te formeﬁ par substi;
tution d'un hydrogene du groupe amine par un groupe hydroxymethyl, methyl
' hydroxy&hyl; les andogues de I'uracile par substitution de groupes lode,

®ome, hydroxyl, fluor, methyl ou ribose. L'influence d'autres agents externes
telx que temperature, pH, concentration en Mg, streptomycme, etc... a egale-

Ment ete etudiee, ains que I'effet de introduction de bases non-sens dans les
Polymerts et de modifications du residu nudéosidique.

L'ensemble des resultats peut, pour le moment, se résumer ans : ;

Dans la plupart des cas, le lien entre le messager et le SARN = fail blen
P« appariement des bases suivant le modéle dassique de Watson et Crick. (cet
fPPariement dassique est mis en evidence par la capatite des analogu& substi-
tU% en s s remplacer luracile et par le remplacement de la guanine par | Jy-
Poxanthine. De plus, les etudes sur 'effet du pH et de “temperature sur ;Im-
J*Poration de la phenyl-alanine en présence de pon FU, mdlauentague Ie?
“teurs influen9ant la stabilite des appariement spécifiques des 6’alses 2t t
dement I'incorporation. Lorsque 1'gppariement des bases est .u '73 f'lme;
] 8 UPPrim6 (par exemple methyl U), I'analogue est non- -fonctionnel Par a o ;
“terfefence de 1'appariement par la substitution d'un H dans k* OT®™~A
ﬂ-amlne de 1'adenine, par un groupement akyl, rend I'adenine non-fonc
°nnelle. .

Cependant, les resultats obtenus avec divers anaogues dequent qu une
> n e tolerance est permise : d'autres types de liens peuvent « 2 /. « «
2Y¢ toutes les bases du codon ne soient pas Aéssdires pour taadon A
"Plexe s la stabUite des liaisons est augmentde, ce qui peut, am«»«d« cas
J"blgUlte wn PEME codon codant pour” pluselrs addes <ErEE%E

AN cedge poly U, il y anon seulement incorporation de Pb”nine,"mais

"eMent d-Ueuci'nel de leucine €t de sbrine; en presence de poly BrC, il
Y incorporation de proline, mais également de threonine.

D'Atre part, certains ion, des solvants, et surtout la streptomycme aug-
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mentent les ambiguités et indiquent que les ribosomesjouent un réle tr&s impor-
tant dans la spécificité des liens SSARN — ARN messager.

L'introduction de bases non-sens produit un dommage qui varie suivant la
nature du non-sens introduit. Enfin, un léger changement k I'extr &mité du nucléo-
side peut affecter profondément la capacity qu'a le poymfere de favoriser une
incorporation d'acide aminé, ce qui suggére que la lecture ne commence pas
au milieu de la chaine. Les causes profondes des ambiguités sont k rétude en
collaboration avec M. McLaughlin, et cette é&tude semble importante tant pour
la compréhension du mécanisme de transcription qu'en ce qui concerne la con-
fiance que Ton peut accorder aux unités de codage telles qu'elles sont déter-
mines dans le systeme in vitro.

Tous les polyméres nécessaires & cette 6tude ont &é préparés par M™® Don-
don et M''® Graffe.

F. — TRANSFORMATIONS CHEz Ustilago.

M. Tavlitzki e¢ M™® Talou ont continué F&ude des phénoménes qui con-
duisent k la production de formes levures h partir d'Ustilago. Aprés avoir fla-
bor£ une méthode d'éude quantitative de la transformation, ils se sont attaches
k mettre au point une technique qui permette de disposer de quantités suffi-
santes de facteur transformant. Une série d'expriences leur a permis de cons-
tater que Ton peut obtenir des préparations actives lorsqu'on laisse proliférer
les levures dans des milieux complexes ou dans des milieux définis dont on
peut sans inconvenient abaisser la concentration en sels. Ils ont finalement fixtE
leur choix sur la technique qui consiste k mettre les levures en suspension pen-
dant quelques jours dans de Peau distill6e, technique dont I'avantage est de
fournir des préparations dépourvues des constituants des milieux de culture
et des produits du meétabolisme.

Ayant observé que la substance en cause est thermostable, qu'elle dialyse
et qu'elle n'est pas adsorbée par le charbon, M. Tavlitzki et M™° Talou ont
mis au point une méthode d'isolement qui utilise ces propriétés. Ils ont cons-
taté ensuite que Pactivité transformante accompagne le matérie qui fournit des
réactions positives pour les liaisons peptidiques, au cours de passages successifs
sur colonnes de Sephadex et de Dowex, et le materiel donnant une reponse &
la ninhydrine lors des chromatographies sur papier. Les résultats obtenus au
cours de cette étude, mis en paralltle avec Pobservation selon laquelle la papaine
inactive le facteur transformant, suggérent que ce dernier pourrait étre cons-
titué en tout ou en partie d'une substance de nature polypeptidique dont le
poids moléculaire serait supérieur ou égal k cing mille. 11 faudra cependant
attendre que la purification du facteur soit plus avancée pour pouvoir I'affirmer*

G. — PHANOMfeNES D'INDUCTION ET DE REPRESSON ENZYMATIQUES
CHEZ Acetobacter xylinum.

M. Prieur a montré que le fructose et le glucose utilises comme sources &
carbone par une souche d'Acetobacter xylinum y provoquent, chacun en ce q"
le concerne, la formation d'un 6quipement enzymatique qui se traduit par u#
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métabolisme glucidique différent. Rappelons que la bact&ie qui a utilise le
fructose (type « F ») dégrade les glucides par le cycle des pentoses, tandis que
la bact&ie qui a utilisé le glucose (type « G ») métabolise les sucres par la voie
Embden-Meyer hof.

Lorsgue chacun des types bactériens « F » et« G » est mis en présence du

glucide qui induit Tautre type, on saper”oit que certaines activités enzyma-
tiques apparaissent, tandis que d'autres disparaissent. Aing :
- — le fait de mettre le type « G » k proliférer dans un milieu k base de
fructose y provoque Tapparition de toutes les activités enzymatiques qui lui
faisaient défaut par rapport & « F » (fructose kinase, phosphoglucomutase,
glucose6 phosphate deshydrogénase, 6-phosphogluconique deshydrogénase, gly-
“erokinase, UDPG-deshydrogenase). Lorsque cette méme expérience est effectue
dans des conditions de non-prolifération, on constate en outre la disparition
de la 6-phosphofructokinase et de la phosphoglyc& omutase;

— |efait de mettre le type « F » en presence de glucose y provoque, en crois-
*ance, la disparition de PUDPG-deshydrogénase et de la fructose kinase, enzymes
dont I'activité persiste lorsque Texpérience est effectuée dans des conditions de

non-prolifération.

Le passage d'un glucide h I'autre a auss pour conséquence des changements
de spécificité de certaines deshydrogenases envers le coenzyme nécessaire k leur
activité :

— la 6-phosphogluconique deshydrogenase, qui est specifique du DPN en

 F », devient specifique du TPN apres croissance de « F » en milieu glucosé,

"t enz3 me, inactif en « G » est synthetise lorsque ce type bactérien est mis h

mcuber dans une solution de fructose et son activite sexerce indifféremment
®ecle DPN ou le TPN ;

— la G-6-P-deshydrogehase existe dans les deux types bactefiens, « F » et

G », &t exigele TPN. Lorsque le type « F » est mis & proliterer dans un milieu

glucose on congtate une augmentation de Tactivité spécifique de cet enzyme
Aui devient indifférent au coenzyme qui lui est n&essaire.

. Un « dfet glucose » doit Sexercer sur les six premiers enzymes cit& dont
les activités, induites par le fructose, sont réprimées par le glucose. |1 a 6t6 cons-
kte que pour quatre d'entre eux (phosphoglucomutase, G-6-P-deshydrognase,
PG -deshydrogenase et glycerokinase), un effet de pr”induction par le fruc-
"se empfeche leur disparition lorsgue « F » est mis k proliférer en milieu glucosé.
Le fructose agit comme represseur visk-vis de la 6-P-fructokinase et de la
Phosphoglyceromutase, avec effet de préinduction par le glucose.
. Comme il a pu etre prouve que les differences constatées entre les types
J “ctériens etudies sont d'ordre phenotypique, 1'ensemble de ces résultats tend
* naontrer que Ton a reuni les conditions dans lesquelles il est devenu possible
%2 niaintenir, avec des phenotypes differents, deux populations bactériennes de
genotype |dent|que en les faisant croitre dans des conditions identiques.
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H. — M&TABOLISME DE LA CYSTATHIONINE CHEZ LES MICROORGANISMES.

Revenue des Iftats-Unis, M™® Delavier-Klutchko a poursuivi le travalil
entrepris Ik-bas sur le métabolisme de la cystathionine. Cet acide aminé, par
I'intermédiaire duquel se fait le transfert du soufre entre la cystéine et I'homo-
cystéine — réaction de trans-sulfuration — représente une éape de la biosyn-
thése de la méthionine et a ains un rdle physiologique important. Cette réaction
de transsulfuration procéde par une série de réactions de substitution et d'&i-
mination catalysées par des enzymes dont le pyridoxal phosphate est le coen-
zyme. || a &t& démontré que cette réaction est réversible chez Neurospora crassa
et Saccharomyces Cerevisiae, et irreversible chez deux esptces bactériennes voi-
sines, Escherichia coli et Salmonella typhimurium, oil elle prockde de la cystéine
vers I'homocystéine, — direction inverse de la réaction connue chez les tissus
animaux. En effet, Neurospora et la levure dégradent la cystathionine en cys-
téine et a-cetobutyrate d'une part (« y élimination ») et en homocystéine et pyru-
vate d'autre part (« (3 €imination »). E. coli & Salmonella ne possedent qu'un
« p enzyme » qui differe d'ailleurs par certaines de ses proprigtés de son homologue
isol6 chez Neurospora.

Neurospora € la levure catalysent la « (3 synthése » de la cystathionine a pa=
tir de I'homocystéine et de la sefine, « (3 synthese » qu'il n'a pas &té possible de
mettre en évidence chez E. coli et Salmonella. Ces bactéries, par contre, synthé-
tisent la cystathionine k partir de Thomosérine et de la cystéine — « y rempla-
cement ». Cette synthése de la cystathionine par « y substitution » a été démon-
tr"e chez Neurospora par |'&ude génétique de souches mutantes, mais le systéme
enzymatique impliqué n'a pu, jusqu'ici, ére misen évidence, ni chez Neurospora,
ni chez la levure.

M. Galvez est chargé des préparations de culture et de I'entretien des souches
bactériennes.

Toutes les publications relatives aux travaux du service ont é&té rédigées
avec |'aide de M™® Costinesco qui assure en outre I'administration bilingue du
service assistée de M™¢ Guillermic.
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Rapport de M. FRANcCOIS GROS, Chef de Service.

Nous avons poursuivi |I'éude des propri6tés, des mécanismes de synth&se
et du rdle des acides ribonucléiques. Cependant, les efforts de notre labora-
toire, au cours de I'année écoulée, se sont portés plus spécialement sur les rela-
tions entre le contrdle de la synthése des protéines spécifiques, lors des phé-
noménes de régulation ou de différentiation cellulaires, et le métabolisme des
ARN messagers.

Afin de faciliter la discussion des travaux réalises au cours de I'année 64 nous
d&rirons done tout d'abord quels ont été nos principaux thémes de recherches
et préciserons quelles en sont les 6quipes responsables.

I. — CONTROLE DE LA SYNTHESE DES ARN MESSAGERS
CHEZ LES MICRO-ORGANISMES

A. — ETUDES « IN VIVO ».

a) Effets de Vinduction de protSines spécifiques sur la synthese des ARN messa-
gers correspondents — Transcription prefefentielle de Vopéron lactose au cours de
la diauxie.

Cette étude a été menée k bien par le Dr. S. Naono avec la collaboration
de M''® J. Rouvitre.

b) Coordination entre « synthése » et « lecture » des ARN messagers — Le rdle
des ribosomes dans le detachement des messagers « naissants ».

L es responsables de ce travail sont le Dr. Naono, le Dr. A. Shedlovsky (qui
a rejoint les fitats-Unis en juin 64) et M''® Rouvitre.

B. — ETUDES AU MOYEN DE SYST*MES ACELLULAIRES

a) Synthise de messagers dans des extraits de bactMes infecties par le baeti”
riophage T 4.

Ce travail, commencé en septembre 63 par les Drs. A. Shedlovsky et J. Wyn-
gaarden, (tous deux de retour aux Etats-Unis) est poursuivi actuellement pas
le Dr. Naono avec la collaboration de M ™® D. Gros. Par ailleurs, les Drs. J. Gal-
lant, R. Weisberg et D. Luzzati ont entrepris un projet d'éudes biochimique#
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(i I'aide d'extraits acdlulaires) sur le phénoméne d'immuniti dirigé contre le
phage lambda, dans des systémes lysogénes surinfectés k haute multiplicity.

. b) ttude deVactivite ARN polymerdse chez des bacteries apres ttansferts dans
*f milieux enrichis ou appauvris en aminoacides.

li KAMSATS AegaUA e Nier|ich avaient |aresponsabilite de cetravail. Le Dr. Nier-
~ch vient de terminer son s§our en France; il sera remplacé pour ce travail par
'® Dr. L. Dalgarno & partir de février 1965.

ARS Off*** dela carence en thymine sur la capacité des bactéries a synthitiser des
Ntn

1 k Cetravaaestsousia raqyongghilite ompleté du Dr. D. Luzzati avec la col =
~boration technique de M™e Fagot.

n. — PROPRIETES DES COMPLEXES REVERSIBLES
ARN MESSAGERS — ARN RIBOSOMIQUES

. Les Drs. D. et F. Hayes ains que M''® M. F. Guérin (technicienne) ont

'a charge de ce travail.

[Il. — ARN RIBOSOMIQUES ET MESSAGERS
DANS UN SYSTEME DIFF&RENCI&

A. — L'&IYTHROBLASTE AVIAIRE.

. Cette étude k long terme est confide & la responsabilité du Dr. K. Scherrer
%nt les collaborateurs sont les Drs. L. Marcaud et B. Breckenridge, récem-
Ment arrivé des £tats-Unis. M''® M. F. Latarjet y apporte également son con-

°°urs bén*vole depuis octobre.

B. — LA SPORE DE B. SUBTILIS

L Ce travail congtitue Tun des aspects du sujet de thfee de M. G. Balassa
& aspects géné&tiques et morphologiques de ce probléme relévent de la direc-
'n du Dr. P. Schaeffer au laboratoire duquel M. Balassaa est administrative-

ment rattacWw.

IV. — PROPRItTIS DES ENZYMES DE TRANSCRIPTION

A. — IDENTIFICATION DES PRODUITS DE TRANSCRIPTION
DE L'ADN DU PHAGE DG.

2 Ce travail amorcé Tan dernier est poursuivi par le Dr. Naono conjointement
Vec le Dr. Dubertv(l nstitut Pasteur) avec les collaborations de M™® Gros et

de
Mae Rouviire
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B. — TRANSCRIPTION DES OLIGORIBONUCL"OTIDES.

Les Drs. R. Cukier et D. Hayes ont la responsabilité de ce probl&me.

v. — ETUDES BIOCHIMIQUES SUR LA PROTEINOGENESE
CHEZ LES MUTANTS D°E. COLI THERMOSENSIBLES

Ce travail fait I'objet de la these de M. M. Yaniv. Divers aspects en sont
toutefois étudif£s avec la collaboration effective du Dr. Koyama qui assure en
outre la responsabilité des Etudes génétiques sur ce probleme.

1. — CONTROLE DE LA SYNTHBSE DES ARN MESSAGERS
CHEZ LES MICROORGANISMES

1. — ETUDES « IN VIVO ».

a) InductibiliU des ARN messagers. — Transcription pré&férentielle de I'opé-
ron lactose pendant la diauxie.

L'emploi des techniques d'hybridation artificielle entre ARN messagers et
ADN de séquence homologue nous avait conduits & démontrer il y a dd& deux
ans (Attardi, Naono, Rouvitre, Jacob et Gros) que l'induction des enzymes
spécifiques dépendant d'un opéron particulier entraine une accumulation des
ARN messagers complémentaires de cet opéron. Outre les implications de ce
résultat quant aux micanismes de la régulation, il laissait entrevoir que toute
condition tendant k accroitre le taux differentid de synthtse d'enzymes spéci-
fiques entraimerait une accumulation des « messagers » correspondants dans des
proportions similaires. On pouvait done espérer tirer parti de cette prédiction
pour chercher k purifier le produit de transcription d'un opéron génétique spE-
cifique.

En collaboration avec le Dr. S. Naono et avec Paide de M''® Rouviére, nous
avons précisément observé que lors de la période de transition qui SGpare la
croissance d'une culture d'E. coli sur milieu minéal renfermant un m6lange
de glucose et de lactose, on assistait k une synthese pré&férentielle des protéines
contrdlées par |'opéron lactose.

D'une part, en effet, le taux différentidl de synthése de la (3-galactosdase
et de la galactoside transac&tylase (tous deux enzymes inductibles dépendant
de deux des génes du systéme lactose) est environ 7 k 8 fois plus élevé dans les
5 premigres minutes précédant la seconde vague de croissance diauxique (d-
Monod) qui caractérise « |'adaptation » des bactéries au lactose. D'autre part,
lorsque une pulsion (1 min.) d'acides aminés radioactifs est pratiquée au cours
de cette « transition diauxique » et que Ton analyse sur colonne « type DEAE *
les proteines néoformées, la radioactivité est distribute de fagon quas exclusive
en 3 fractions. Deux d'entre elles colncident exactement avec les emplacements
chromatographiques de la galactosidase et de I'acktylase, la 3° pouvant rept”
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sent, le produit «ventuel du géne ¢y » (perméase ?). Enfin par des tests sérolo-
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lorsgu'un messager polycistronique est porteur d'un codon « non sens » au pble
initial de lecture, il est détaché de I'ADN sur lequel il prend naissance mais se
déruit trés rapidement, ou bien il ne peut &re libéré de I'ADN au contact
duquel il sest formé, parce que I'attachement des ribosomes aux « messagers
naissants » serait indispensable au dé&tachement de ces derniers.

Cette derniére hypothése &ait d'autant plus séduisante qu'il parait raison-
nable de supposer I'existence d'une coordination entre la synthése des messa-
gers et leur « lecture » par les ribosomes. Le fait que les messagers isolés apres
déprotéinisation soient généralement incapables de former des polysomes in vitro
(Hasedlkorn) renforait I'idée que les ribosomes commencent k sSattacher au
messager lors mime de sa synthese in vivo. Bremer et Stent avaient également
été conduits a postuler que la réaction du messager avec les ribosomes permet
la dissociation du complexe que forme ce messager avec I'ADN, puisque, en
absence de ribosomes, le produit résultant de la transcription de I'ADN par la
RNA polymérase n'est jamais dissocié de sa matrice. Enfin récemment Niren-
berg a démontré que les ribosomes peuvent sattacher a I'ADN in vitro pour
autant que ce dernier soit porteur d'une chaine de messager non dissocié.

Pour analyser le rdle éventuel des ribosomes dans la dissociation des ARN
messagers néoformés, nous avons recherché s le taux de renouvellement de
ceux-ci dépendait du contenu cellulaire en ribosomes. Cette relation a été étu-
dife dans des cellules d'E. coli, préalablement appauvries en ribosomes, par carence
prolongée en ions Magnésium. On sait, en effet, qu'aprfcs une telle carence, les
ribosomes ne sont pratiquement plus détectables dans des extraits des cellules
carencées. La perte des ribosomes n'est pas Iéthale cependant. En outre, s Ton
transfére les bactéries carencées en milieu renfermant du Magnésium, les ribo-
somes sont reform6s, aprés une certaine latence, selon une cinétique autocataly-
tiqgue. En prélevant les bactéries a des stades différents de cette resynth&se on
peut disposer de cellules dont la teneur en particules ribosomiques varie dans
de tr&s grandes limites.

Nous avons pu montrer que le taux initial de synthése des messagers (frac-
tion des ARN hybridables avec un exc&s d'ADN homologue) est proportionnel
au contenu en ribosomes. Il semble bien que les ribosomes agissent commc
facteurs limitants dans le mécanisme de dissociation plutdt que dans le méca-
nisme de transcription : en effet le pourcentage des ARN messagers qui sont
décomposables en présence d'inhibiteurs de la transcription (acriflavines, dini-
troph£nol) est proportionnel k la teneur en ribosomes par cellule.

Enfin, tout récemment, nous avons pu montrer qu'une fraction trés impor-
tante des messagers synth&isés dans des cellules privées de ribosomes formait
un complexe avec VADN, complexe s&dimentable entre 50 S et 60 S dans des
lysate de sph&oplastes prépares a partir des cellules carencées. Ce complexe
est dissociable en présence de dodecyl-sulfate de sodium k 0,4 % comme Tes
celui qui maintient réunis I'ADN et son produit de copiage par I'ARN poly*
mérase purifiée (Stent). On sait, qu'en revanche, dansune cellule normale, la quas
totalité des messagers est associée aux ribosomes sous la forme d'aggrégats mill-
tiribosomiques (polysomes). Le role des ribosomes dans le mécanisme de déta-
chement des ARN messagers pouvait sexpliquer en admettant qu'une chaine
de messager est « traduite » en protéines au fur et & mesure de sa formation*
Toutefois, ceci ne parait pas etre le cas, ains que nous I'avons observe : on peut,
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en effet, interrompre la synthtse des protéines par des inhibiteurs (tels que la
Puromycine ou le chloramphenicol) sans modifier, pour autant, le taux de syn-
thése des messagers globaux, ou de messagers specifiques (galactosidase). Il
semble done que I'attachement des ribosomes sur les messagers au pdle cor-
respondant & Vinitiation de la lecture suffise’a accelérer la dissociation des mes-
sagers naissants a partir de leur matrice. Ce résultat est en accord avec |'obser-
vation de Nirenberg montrant que, méme en présence de puromycine, ou de
chloramph&ucol, le complexe ADN-ARN messager form6 par I'ARN polymé-
fase est capable de fixer les ribosomes (in vitro).

2. — ETUDES AU MOYEN DE SYSTEMES ACELLULAIRES

Si le taux de synthese des ARN messagers est indirectement réglable par
leur capacité dissociation avec les ribosomes, il est a priori difficile d'&ablir,
du moins par des Etudesin vivo, & quel niveau de la syntheése des prote' ines s exer ce
l'action des répresseurs. |l parait desormais fort vraisemblable que seul I'emploi
de systtmes acellulaires devrait permettre de résoudre ce probleme De la nos
efforts pour établir, dans des systémes acellulaires, les manifestations des mé& a-
nismes régulateurs.

a) Synthese de messagers dans des extraits provenant de bactéries infecties par

fa phages virulents.
L mfectlon des bactéries par un phage virulent constitue un modele appro-
Prie 5 I'étude des méecanismes de régulation de la blownthwe des messagers.
°n sait depuis les experiences de SS. Cohen, Volkin et Astrachan, Nomura et
SPlegelm'*n Brenner, Jacob et Meselson que l'infection par un phage de la
*rie T arrfce la synthése des principaux types d'’ARN bacteriens (ARN mes-
sager, ARN soluble, ARN ribosomal). Elle saccompagne ay contraire ,de la
Production d'ARN messagers repr&entant le produit de transcription du genome
“ral. Le mécanisme responsable de I'arré& des transcriptions de I'ADN. bacte-
'en demeure encore obscur. Nomura avait cependant obsarve” que la destruc;
t|on pure et simple de cet ADN n'en est pas la cause, contrairement a ge qui
&ait 6t6 primitivement avancel Le mtoe auteur a observe que, lorsgue 1 infec-
“°n a lieu en presence de chloramphénical, Iarrfc des syntheses g ARN ribo-
omal n'a pas lieu, mais que celui dela synthese des messagers bacteriens se pro-
d“« comme dans les conditions normales. Toutefois les etudes de Nomura
Presentaient un caractére purement qualitatif. Les Drs. A. Shedlovsky & J. Wyn-
Baarden ont observe que l'arr& de production des messagers bacteriens,est
e tremement rapide et |'on peut penser que, dans la minute méme qui suif 1in-
jectlon del'ADN phagique, €lle est compléte. Ce resultat semble decouler d expe-
">ences « dans lesquelles fut étudié I'effet de I'infection phagique sur la con-
centration du messager spécifique de la p-galactosidase chez des geljules pr6-
I"duites. En effet des populations d'E. coli chez lesquelles on a precedemment
Mdyit la synthése du « messager p-galactosidase » par addition d'|PTG,_en pre-
"“'°e de s methyl tryptophane, voient ce messager specmqye disparaitre
APidement apreés infection. (Il faut d'ailleurs noter que la duree de vie PHBVe”“e

* Effectuées en collaboration avec le Dr. A. Kepes.
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du messager « galactosidase » chez les cellules infectées est sensiblement plus courte
que celle calculée chez des cellules normales brusguement privées d'inducteur).

Ce résultat, bien que suggerant un arré& immediat de la capacite’& produire
des messager s bactériens, n'excluait pas, il est vrai, une interfef ence avec « Vexpres-
sion » de ces messager s plutbt qu'avec leur synthese puisque la méthode employée
pour mesurer le niveau cellulaire en un messager spécifique fait précisément
appel ici k la mesure de I'accroissement d'activité enzymatique qui résulte de
Son expression.

Le Dr. S. Naono, avec la collaboration de M ™° Daniéle Gros a done repris
ces études, en utilisant, pour mesurer les ARN messagers produits, la technique
de Hall et Nygaard, qui permet de doser directement les différents types dc
messagers accumulés, en tirant partie de leur seule homologie chimique avec
I'"ADN. On peut dés lors montrer que la capacité d'E. coli BB ou 2 300 & syn-
thétiser des messagers homospécifiques est perdue en deux minutes environ
(pour une multiplicity de 6). En revanche, aprés ce délai, le systeme infecté ne
synthétise plus que des messagers complémentaires de I'ADN de T,4. La perte
de capacité a fabriquer les messagers spécifiques de I'hdte n'est que faiblement
ralentie lorsque Tinfection se produit en présence de chloramphénicol. |l appa-
rait aind que la production de protéines « phagiques » n'est pas nécessaire a I'in-
terruption des mécanismes de transcription de I'ADN bactérien. Les résultats
de ces études cinétiques in vivo ont alors encouragé le Dr. Naono et M™° Gros
A &tudier dans des extraits de bactéries infectées comment variait la capacité
de ces extraits a synthétiser des ARN messagers, bactefiens ou phagiques, seon
le stade d'infection des bactéries.

A des intervalles réguliers aprés infection, des échantillons &aient rapide-
ment refroidis et soumis a une extraction par broyage en présence d'aluminc
On mesurait dans chaque extrait la quantite d'’ARN messagers homologues
des ADN dE. coli ou du phage T, produits, aprés incubation des extraits
(pendant une durée constante) en présence des 4 ribonucléosides-triphos
phates. // a efe’ observe” que les cinétiques des capacités relatives a produire des
messagers bactériens ou viraux, &taient les nemes in vitro que chez les bactéria
intactes. Ceci est vrai, encore une fois, que l'infection ait lieu ou non en présence
de chloramphénicol. Ainsi, méme lorsque le phage ne peut répliquer son maté-
riel génétique, et lorsque I'ADN de I'héte a préservé son intégrité (le chloram*
phénicol empéchant ['apparition d'exonucléase phagique), TARN polymérase
parait &tre incapable de transcrire I'ADN d'E. coli présent dans cet extrait tandis
gu'elle peut transcrire I'ADN provenant du phage.

Un tel systéme devrait se pré&er directement & I'éude du mécanisme d°
I'inhibition observée, ains qu'k I'isolement éventuel de I'inhibiteur dont on e
tout lieu de penser qu'il est directement infecté par le phage. De telles &udes
sont en cours.

b) Activite"de la RNA polymerase chez les bactefies, aprés transfert en mliet¥
enrichis ou appauvris en aminoacides.

On sait que I'addition d'aminoacides dans une culture bactérienne maintenu*
en croissance exponentielle, dans un milieu minéral, entraine la répression qu/*
instantanée des enzymes intervenant dans la biosynthfcse de ces aminoacides
Inversement, lorsqu'une population de bactéries, maintenues en présence &
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certains aminoacides, est transférée en milieu mineral sans ces aminoacides, on
assiste k la derepression des enzymes impliqués dans la synthése de ces méta-
bolites. MM« L. Legault, aind que M. Don Nierlich, en stage dans mon ser-
vice, ont observe que l'activité de la RNA polymérase globale, mesurée dans
des extraits de bacteries ayant subi de tels transferts, variait de* fa*on syme-
trique en fonction de la nature de ce transfert: ains le taux initial ~incor poration
de nucleosides triphosphates radioactifs (réaction ADN dépendante) est r6éduit
de 30 k 40 % dans les premieres minutes qui suivent I'addition d'un melange
d'aminoacides k la culture. Inversement apres transfert d'une population bacte-
rienne d'un milieu « riche » en aminoacides, & un milieu « pauvre » on assiste
* un accroissement de 30 k 50 % de I'activité « polymérase » dans les extraits
des bactéries correspondantes. L'ARN synthétisé in vitro sous la dépendance
de I'ADN, representant essentiellement I'ensemble des ARN messagers, on est
fondé de penser que les variations observées dans I'activité de I'ARN polyme-
rase traduiraient les effets respectifs de « reépression » ou de « “repression »,
consécutifs k I'addition, ou k I'enlevement des aminoacides. Des etudes sont en
cours pour chercher k etablir si les ARN synthesés in vitro, dans les deux con:
ditions qui viennent d'etre decrites, représented des collections difftrentes d AKIM
Messagers, resultant de la transcription d'un nombre plus ou moins grand, de
segments genetiques, selon que Ton réprime ou déréprime les bacteries vn vivo.
Nous pensons pouvoir preciser ce point par des expériences d'hybndation.

c) Effets de la carence en thymine sur la capacité & synthetiser des ARN mes-
gers. o
MmMme p. L uzzati avec ia CoOllaboration technique de M™° Fagot a poursuiyi

des recherches concernant les efFes consecutifs k la carence en t@é ine sur_la
Capacité & synthétiser PARN in vivo et in vitro. Rappelons que, da °“‘l'°éqc'{"
Suit cette carence, les bactéries (E. coli 15 T, E. coli By) perdent la faculte de
8Ynthétiser Ao PADN Moo aveenite dac hartéries carencées sont incapables d'in-

~ rporer des nucleosides triphosphates en liaison covalente dans 1, ARN. tnhn,
>1 savere que I'ADN des bacteries carencees est imprgpre a servir de matnce
Pour la synthese d'ARN, vis-a-vis de la RNA polymerase punfiee. Il resulte
%etudes plus r’centes,

«) que la cinetique de la perte de capacité de synthétiser I'ARN in vivo est
As voisine de la cinetique de I'effet lethal conseCutif a la mort par carence en
ymine;

, P) que les bacteries carencees, bien qu'incapables de wnthétiser de I'ARN
(*nessager aussi bien que ribosomal), paraissent renfermer cependant unJU*W
Asager « stable . capable de deplacer, par compétition, des hybndes> obtenus
®atre ARN messagers radioactifs de bactéries normales, et leurs ADN homo-
Ogues. . T .

L'hypothese de travail qui oriente actuellement led recherches impliquerait
Que>_ |ors de la carence en thymine, se forment des complexes ou hybndes“a:’m’
A*>N-ARN, probablement en des secteurs de | ' AJNfB,BJ" *
Mcation. La persistance d'une certaine quantite d ARN sur 1 ADN des bac-
hes carencées, rendrait ce dernier impropre a servir de matnce pour la syn-
"«se de nouveaux ARN messagers in vitro.

Sa
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[I. — PROPRI&T&S DES COMPLEXES
ARN MESSAGERS — ARN RIBOSOMIQUES

On ne poss&de que peu d'information sur le mécanisme qui maintient la
cohésion du messager et des ribosomes. Depuis prés de deux ans, M. Donal
Hayes et M™® Fran“oise Hayes avec la collaboration de M"'® Guérin ont done
analysé les propriétés de complexes réversibles entre ARN messagers, naturels
ou artificiels, e¢ ARN ribosomiques libres. De tels complexes se forment lorsque
la force ionique du milieu est élevée (ex : 0,6 M en NaCl) et se dissocient lors-
qu'on |'abaisse k nouveau. Les effets du pH et de la température sur la stabilité
de tels complexes ont été étudiés en détail.

Les résultats les plus nouveaux qui méritent par ailleurs d'&re soulignés
sont les suivants :

1) Quand la température n'excede pas 4° C, et lorsque la force ionique est
grande, on assiste & la formation de complexes réversibles entre TARN messagef
d'E. coli et le combinat des ARN types 16 S et 23 S, lesquels (ainsi que Pa observé
Roger Monier) sont capables de sassocier réversiblement. L'édifice ains obtenu
sédimente aux alentours de 40 S-50 S et correspond a celui qui résulte de I'union
d'un ribosome 70 S et d'une molécule de messager. Si la température excdde
5 6° C cet edifice est rompu et on n'observe plus de complexe qu'entre TARN
messager et, soit TARN 16 S, soit TARN 23 S. La stoechiométrie du complexe
observé entre TARN messager et le combinat ARN 16 S + 23 S, suggfere que
des appariements entre les polynucléotides messagers et ribosomiques suffi-
raient a expliquer |'attachement des messagers aux ribosomes.

2) Les appariements entre ARN messagers et ARN ribosomiques font inter-
venir des liaisons types hydrogenes entre bases nudéiques des messagers et
bases complémentaires présentes dans les ARN ribosomiques. Toutefois comme
ces derniers sont trés riches en guanine, ce sont les appariements avec ces bases
qui sont les plus aisés. Ceci explique que le poly C ait une affinité considérable
pour les ARN types 23 S et 16 S (une molécule d'ARN 23 S peut fixer prés de
20 molécules de poly C). Le poly G peut sapparier en formant des liaisons
types G-G. Le poly U sapparie, dailleurs beaucoup plus faiblement, avec des
résidus adénine, puisque la formylation ménagée des ARN ribosomiques abolit
spécifiguement cet appariement. Le poly A ne sassocie pas du tout, probable-
ment & cause de la facilité avec laquelle il forme des hélices homologues.

1. — MtTABOLISME DES ARN MESSAGERS
DANS DES SYSTEMES DIFF&RENCI&S

A. — ERYTHROBLASTES AVIAIRES

Comme nous Tavons d&k souligné, la lignée des cellules formatrices d’hé-
moglobine chez les oiseaux présente un intér&t physiologique particulier pour
des études sur les bases chimiques de la différentiation. Les 6rythroblastes,
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comme les fcythrocytes sont des cellules nuclées. Or, tandis que les premiers
sont le sifge d'une intense synthése d'h&noglobine, les seconds ne servent plus
gu au stockage de cette protéine. Les raisons qui conduisent, d'une part k la
formation quasi exclusive d'hemoglobine chez les erythroblastes jeunes, d'autre
Part k T arrfe de cette synthese chez les & ythrocytes ont constitue notre preoc—
cupation majeure.

. M. K. Scherrer, M™ L. Marcaud, auxquels sest joint récemment M. Brec-
Kenndge ont reussi k démontrer la présence d'ARN messagers k marquage rapide
chez Jes erythroblasteSJeun&e Ces « messagers » sont caractérises par leur pro-
Pnete d'ére associés & des polysomes, par leur capacité a se renouveler en pre-
sence d'actinomycine D et enfin par leur propri&e k former des hybrides com-
Plementalres avec I'ADN homologue. Le fonctionnement d'un grand nombre
ae geneﬁ semble persster chez les érythroblastes, s I'on en juge par le fait
queprEsde i % del'ADN qui en provient peut 6tre « saturf£ » par des messa-

gers complémentaires.

La prédominance vraisemblable d'un messager qui serait spécifique de I'he-
moglobine est cependant suggérée par le fait que TARN k marquage rapide,
extrait des polysomes, présente un pic de s&dimentation tr&s marqué aux alen-
,t.ours de 8 S, valeur qui caractériserait un polynucteotide capable de coder la
formation d'une chaine de globine.

De nombreux efforts sont actuellement poursuivis (par le groupe de M. Scher-
rer avec la collaboration récente de M™ Latarjet) pour tenter de purifier ce
Materid. Par ailleurs, les érythroblastes (comme les cellules de lignee Hela)
Produisent de grandes quantites d'’ARN a marquage rapide de tres haut poids
~oleculaire (45 S) et de composition proche de celle de 1'ARN ribosomal. Une
‘tude systématique des proprietes et du rele de ces « eosomes » geants est en

cours.
B. — SPORES DE B. SUBTILIS

L'&ude du métabolisme des acides ribonucléiques et de son contrdle au
Cours ne 15 sporulation et de la germination a &é poursuivie.
Il importe d'insster principalement sur les résultats reatifs au contrdle de
2 synthese d'ARN par les aminoacides lors de la sporulation. |1 a &é observe
gue, chez les souches sporogénes en cours de sporulation, le taux de synthfcse
“ RNA (mesur€ par incorporation d'uracile C** car il Sagit de renouvele
~ent plutdt que de synthése nette) est stimulé dans des proportions trfes mar-
gpees (5 k 6 fois) par I'addition de chloramphénicol. L'addition d'un melange
aminoacides et de chloramphénicol ne stimule guére plus que celle de chlo-
::"P"ehicol seul. En revanche, chez les mutants oligosporogénes absolus, le
u"“ramthnlcoI ne provoque aucune stimulation. Par contre, chez les mutants
dn melange de tous les aminoacides et de chloramphénicol stimule k nouveau
€ 3 74 fois la synthese d'’ARN. Ces faits sont interprétés en supposant que,
hez la souche sporoggne normale existe une protéase activable, au début de la
orulatlon et capable de libérer suffisamment d'aminoacides dans le pool cel-
la”e P°ur « induire » la synthese de TARN (au sens d&ini par Stent et Brenner
Ceg- £-dire, probablement, en rechargeant TARN de transfert). Chez les asporo-
BénS absolus (oligo-sporogenes), cette protéase n'exigerait pas ou bien serait
'Active, Quatorze mutants agporogfenes ont é&é &udiés. Tous ceux d'entre eux
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qui sont bloqués k un stade précoce (oligospor ogénes) sont incapables de synthé&-
tissr de TARN si les aminoacides inducteurs sont absents. Ceux dont le bloc
génétique concerne une éape intermédiaire de la sporulation (c'est-k-dire chez
qui ce phénoméne peut « débuter ») sont, du moins partiellement, stimulés dans
leur synthése d'ARN par la chloromycé&tine seule. Ces phénomenes ouvrent des
per spectives intéressantes sur les modalités de contrdle d'un processus de diffé-
rentiation par l'intermédiaire des aminoacides ou des protéases qui les libérent.
Par ailleurs, les efforts pour mettre en évidence un ARN messager stable (Aron-
son), au cours de la sporulation, se sont avérés négatifs.

Une étude cin&ique de la synthése des principales macromolécules : ARN,
ADN, protéines, a é&té effectuée au début de la germination. L'existence d'une
protéine initiatrice dont la synthése est requise pour amorcer la réplication de
I°ADN a iti clairement démontrée.

IV. — PROPRI&T&S DES ENZYMES DE TRANSCRIPTION

A. — IDENTIFICATION DES PRODUITS DE TRANSCRIPTION
DE L'ADN DU PHAGE X DG.

En collaboration avec MM. S. Naono et J. M. Dubert (Institut Pasteur)
avec |'aide technique de M™® D. Gros, nous recherchons si le copiage enzyma-
tique par la RNA polymérase de I'ADN provenant du phage transducteur X dg
(phage dont le génome insére I'opéron galactose d'E. colt) aboutit & la produc-
tion d'ARN messager homologue des genes galactose et si les dimensions molé&-
culaires des messager s « gal»spécifiques qui seraient ains formés, correspondent,
ou non, a celles de I'operon « gal ».

Le but de ces recherches est : d'une part de fournir un systtme d'essai bio-
chimique de Pactivité des répresseurs des génes galactose (en supposant que
les répresseurs interférent directement avec la transcription DNA-RNA); d'autre
part de déterminer s la structure de TADN est sufHsante pour contenir la ponc-
tuation de départ ou d'arr& du copiage enzymatique. En d'autres termes la
RNA polymérase reconnait-elle des opérateurs spécifiques sur TADN, ou sat-
tache-t-elle au hasard & celui-ci ? Ce travail bien que pré&iminaire a conduit
déja aux résultats suivants :

1) Le produit de copiage global de I'ADN « X dg » une fois détaché de sa
matrice par le dodécylsulfate de sodium, sédimente avec une constante de 14 S.
Il Sagit done en moyenne d'une collection d'’ARN de poids moléculaire réati*
vement élevé. Ce résultat est sans doute attribuable au fait que la polymérase
est hautement purifiée et exempte de nucléases.

2) En hybridant comparativement les produits de copiage des ADN types
X et X dg respectivement, avec les ADN dénaturés types X ou X dg, et en calcu-
lant la quantité de messagers ains hybridés dans chaque cas, on peut démontrer
que prés de 30 % du matériel provenant du copiage de I'ADN X dg est de type
« galactose ». Cette valeur est plus elevee que ne le laisserait prévoir le pour'
centage de génes « gal » dans|'ADN X dg. Il se pourrait done que la RNA poly-
mérase d'E. coliy ait une affinité plus marquée pour les génes « gal » que pour les
g&nes de X.
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Quoi qu'il en soit, nous n'avons pas encore déterminé ss TARN homologue
des génes « gal » present dans le produit de copiage de|'ADN X dg, avait ou non
des dimensions moléculaires voisines de celle de I'opéron galactose.

B. — TRANSCRIPTION DES OLIGORIBONUCLEOTIDES

Nous avons décrit Tan dernier les &udes préiminaires de M''® R. Cukier
sur les modalités de transcription des oligoribonucléotides dont I'isolement a
&6 effectue par M. Michelson. 11 savérait que le nombre minimum de résidus
requis pour que ces oligonucléotides puissent agir comme matrices de I'ARN
polymerase dE. coli est voisin de 8 (oligo A ou oligo U). Par ailleurs, dans les
conditions employees (en particulier en présence de la quantite d'ions Mn++
généralement utilisee pour les essais), le produit de copiage de I'oligoribo Ag
en presence d'UTP, etait un poly U qui formait des hélices avec les ohgo A,
eux-memes, dans un rapport 2 U : i A. Laréaction sarré&tait done lorsgue toutes
les molecules d'oligo A se trouvaient « emprisonnées » dans un complexe avec
le poly U forme. Il a ete observe, cette année, que, si la concentration en |ons
Mn++ est abaissee 5 fois, le complexe « poly U : oligo A » se dissocie, et la reac-
tion peut des lors evoluer de facon catalytiqgue. On peut incor porer prathuement
tout I'UTP ajoute comme substrat dans du poly U (un rapport de 8 U incorpores
Pour chaque residu de A present a éte obtenu). Le poly U alnS| forme contient
pres de 400 residus comme le demontre |'analyse des proportlons respectlyes
d'UMP, d'uridine et d'uridine diphosphate observers aprés hydrolyse alcahne
du produit. Le produit est done pres de 50 fois plus long que la matrice.

*V. - ETUDE DU BLOCAGE DE LA PROTEINOGGNESE
CHEZ DES MUTANTS A CROISSANCE THERMOSENSIBLE D'E. COLI

Un tres grand nombre de mutants d'E. coli (CR3y) capables de cr0|tre a des
temperatures atteignant 32° C mais incapables de croitre a 41° C, ont ete |soles
Parmi ces mutants, ceux chez lesquels, en cours de culture, on n ’ observe, meme
Plus d'accroissement de densite optique 4 41° C sont, pour la plupart, totolement
incapables de synthetiser des protéines & cette temperature En general au
cours d'un transfer! de 31° C a41° C on observe un arrét des syntheses P«>te.ques
apres des durees tres courtes, comprises entre 1 a g mmut% selon Jes mytants
Studies. En revanche les acides nucléiques continuent de saccumuler : 1AKN
Pendant 30 a 40 minutes, et I'ADN quelquefois plus longtemps. . .

De tels mutants constituent, en principe, un materiel de choix pour etudier
e déterminisme genetique des &éments intervenant dans la biosynthese des
Prot&ines : ribosomes, enzym% d'activation, enzymes, de transfert, sRNA . etc.
On sait en effet que, jusqu'i présent, il n'a pas ete possible de localiser les deter-
minants gen6tiques qui contr&lent les proprletes de ces elements.

Notre premier objectif est done de preuser a quel stade particuher de la
avnthese des protéines les mutants dont nous disposons sont blpques.

Les mutants CRT, et CRT; ont une activit6 ARN polymerase normale *
30 comme & 400C. Les surnageants obtenus apres extraction de,ces mutente
Ant incapables cependant de stimuler a40°C la synthese des proteines a partir
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de ribosomes purifiés énanant de la souche sauvage CR3, et d'ARN messager
engendré par transcription de I'ADN de T,. A 30° C, I'activité des surnageants
des deux mutants est seulement la moitié de celle d'un surnageant provenant
de CR”. Les ribosomes des deux mutants é&udiés sont au contraire parfaite-
ment « compétents »‘a 40° C pour la synthese de protéines en présence des sur-
nageants émanants de la souche sauvage. Toutefois I'incompétence des « sur-
nageants » des mutants CRT, et CRT; n'est pas observée lorsque le messager
mis en oeuvre est du poly U. Tout porte done & croire que |'altération caractéri-
sant les mutants étudiés concerne soit |'activité de sSRNA particuliers soit celle
de certains enzymes d'activation. Si les surnageants CRT, et CRT; sont mélangés
en présence des ribosomes CR3; et du messager provenant de I'ADN T4, on
n'observe pas & 40° C de potentialisation tr&s marquée de leurs effets. 11 est done
vraisemblable que les facteurs modifiées dans les surnageants CRT, et CRT;
sont les memes.

Des études sont en cours pour préciser la nature des systemes d'activation

(ou des sRNA) modifiés chez les mutants CRT, et CRT, et pour déterminer
2 emplacement des genes qui contrblent ces systemes. *

CONCLUSION

La démonstration que, dans des cellules dépourvues de ribosomes, TARN
messager demeure associé & I'éat de complexe avec I'ADN est, pensons-nous,
riche de perspectives. Outre son implication pour les mécanismes de déache-
ment des messagers naissants, elle devrait permettre de rechercher s I'induc-
tion (chez des cellules sans ribosomes) d'un opéron spécifique fait apparaitre, ou
non, le messager naissant correspondant, en association avec les génes induits,
et fournir auss des précisions importantes sur le niveau d'action des ré&presseurs.

Ainsi que nous nous |'&ions proposg, nous nous sommes orientés plus sp6-
cifiguement, cette année, vers I'emploi de systémes acellulaires pour analyser
les mécanismes régulateurs de la synthése des ARN. D'ores et dé§a, il semble
fondé d'espérer préciser le mécanisme du blocage de la transcription des ADN
bactériens par les phages virulents.

Plus encore, nos études sur les messagers synthétisés dans des extraits
de bact”ries réprimées ou déréprimées pour la biosynthtse d'aminoacides (et
récemment celles qui concernent Vinduction des prophages chez les bactéries
lysog& nes) pourraient ouvrir la voie a I'étude de Faction des refiresseurs in vitro*

Des perspectives également intéressantes paraissent souvrir avec |'étude des
mutants bactériens thermosensibles. Elles devraient logiquement correspondre
a la localisation des genes contrdlant les &éléments fondamentaux du complexe
formateur de prot& nes.

» Tout recemment les Etudes de M. Yaniv ont conduit k montrer que les mutants CRT;
et CRT; posstdent tous deux un enzyme d'activation de la valine qui est non fonctionnel

40» C.
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SERVICE DE PHYSOLOGIE
Rapport de M. TH. CAHN, Chef de Service.

Dans le cadre de leurs études sur la regulation hormonale du métabolisme
des organismes supérieurs MM. Cahn et Houget se sont particuli&rement atta-
chés ces derniéres années & Faction d'une hormone du cortex de la surrénale,
la cortisone, qu'ils ont administr£e au Lapin k la dosejournaliére de i mg par kg.

Leur éude a été auss compléte que possible : ils ont chiffré les apports
alimentaires quotidiens en glucides, lipides et protéines ains que les quantités
de ces metabolites briilées journellement par les animaux avant, pendant et
aprts le traitement & la cortisone. En plus, ils ont déterminé chaque jour dans
les périodes post-prandiale et post-absorptive le taux des glucides et des lipides
sanguins, quand il y a lieu le glucose urinaire, et a certains stades du traitement
le glycog&ne hfpatique et musculaire ains que les lipides hépatiques.

L'ensemble des données recueillies permet pour la premiére fois de pré
senter une image d'ensemble des perturbations qu'entraine la cortisone a dose
physiologique sur la circulation et la combustion des divers metabolites.

Cette hormone ne modifie pas la valeur des dépenses énergétiques de I'ani-
mal mais elle influence profondément la combustion, la transformation et le
transport des glucides et des lipides, et, & un moindre degré, la combustion
des protéines.

Dés sa premiére injection, elle stimule I'app£tit des animaux et la quantité
de glucides absorbée se trouve ains en moyenne augmentée d'environ 10 g par
Jeur, et, malgré cela, on constate pendant les deux premiersjours une diminu-
tion journaliére de la combustion de ce méabolite de 9 g en moyenne. Ainsi
°hez le Lapin alimenté il y aura journellement un apport de glucides dépas-
Sant de prés de 20 g les quantités brlilées. Chez un animal normal cet exces
de glucides serait en partie stocké sous forme de glycogéne hépatique, et pour
la plus grande part transformé en lipides de réserve, transformation que les
auteurs ont montré il y a quelques années seproduire dga au cours de la tra-
‘ersee de la paroi intestinale. La cortisone abolit complétement cette lipogé-
"“se. Malgré I'absence de ce puissant moyen de maitriser un exces de glucides
alimentaires on ne constate que de tr&s faibles hyperglycémies pendant les deux
ou trois premiers jours d'administration de cortisone. Cela est dd a une exalta-
tion des processus de mise en réserve de glycogfene dans le foie et les muscles :
*©troisiemejour du traitement & la cortisone le foie a en effet une masse presque
double de la normale et son taux de glycogéne atteint la valeur extraordinaire
ne !5 g pour 100 g frais en méme temps que le taux du glycogéne musculaire
#oisine le double de ce qu'il est normalement.
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Les possibilités de stockage de glucides ont alors largement atteint leurs
limites e¢ s Ton continue les injections de cortisone on voit apparaitre des
hyper glycémies considérables, surtout accusées dans la période post-absorptive,
et qui saccompagnent d'énormes glucosuries pouvant dfpasser chez certains
animaux 30 g par jour ! Pourtant, des le troisieme ou le quatriemejour des injec-
tions, on constate que I'organisme réagit contre les perturbations causées par
Thormone : la combustion des glucides reprend peu a peu son niveau habituel,
atteint en général vers le cinquieéme jour; mais la transformation de I'excfcs de
glucides alimentaires en lipides fait toujours défaut, ce qui explique les hypergly-
cémies et les glucosuries.

On remarquera que I'ensemble des résultats concernant les glucides &ablit
d'une manié&re indubitable I'indépendance entre les valeurs de la glycémie et
Timportance de la combustion des glucides; or trés généralement c'est la con-
ception inverse qui est acceptée, souvent implicitement d'ailleurs.

Lorsque Ton cesse les injections de cortisone les énormes dépbts de glyco-
gene, restés jusque-la comme figés, se vident s rapidement que malgré rexal-
tation de la combustion des glucides — qui couvre alors environ 90 % des
dépenses éner gétiques, pourcentagejamais atteint dans les conditions normales —
malgré la reprise vigoureuse de la transformation des glucides en lipides, Por-
ganisme se trouve inondé de glucose et c'est le deuxiéme jour aprés la cessa-
tion des injections de Phormone que les hyperglycémies et les glucosuries sont
souvent les plus fortes.

Ces dérgglements du mé&abolisme des glucides cessent rapidement et en
quelques jours la marche des processus et la regulation de la glyc&nie rede-
viennent normales.

Le métabolisme des lipides est lui auss fortement perturbé par la corti-
sone. Dés la premigre injection on voit la combustion des lipides Sintensfier,
et cela compense la diminution de combustion des glucides. En m&me temps
il se produit une chute profonde du taux des lipides sanguins, chute qui se main-
tient pendant deux jours, et qui doit &re la consequence d'une certaine inhibi-
tion du processus normal de mobilisation des graisses & partir de leurs dépots.
Cet &at de choses entraine auss dans ce domaine une réaction de Porganisme
d'une intensité extraordinaire : a partir du troiseme jour d'administration de
cortisone la mobilisation des lipides de réserve, entravee jusqu'ici, Sintensifie
considérablement et entraine des taux de lipides sanguins de jour en jour plus
élevés, pouvant atteindre 10 fois les valeurs normales, surtout chez les femelles.
Il est possible que ces taux s sievés soient dtis non seulement a Paccéération
des processus de mobilisation mais encore au fait que la combustion des lipides
Samenuise a partir du troistemejour d'administration de cortisone en meme
temps que Ton voit la combustion des glucides retrouver peu k peu son inten-
sité habituelle. Contrairement a ce que I'on constate dans les conditions nor-
males, cette intense mobilisation de lipides n'est pas accompagnée par un accrois-
sement des lipides hepatiques, le foie ne joue pas son role de regulateur, peut-
etre a cause de son engorgement par les enormes depots de glycogene. Des que
Ton arrete les injections de cortisone, la combustion des lipides cesse, la trans
formation des glucides en lipides reprend avec une intensite plus forte que
normalement et tout cela entraine un nouvel accroissement du taux des lipides
sanguins qui atteignent leur plus haut niveau 24 k 48 heures apres la fin du
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traitement Kk la cortisone. Quelques jours plus tard la combustion et le transport
des lipides retrouvent leur valeur habituelle.

La cortisone a aussi une influence sur la dégradation des protéines qu'elle
augmente, mais dans une assez failble mesure, chez I'anima alimenté ou I'aug-
mentation de I'alimentation assure un bilan presque équilibré. Chez I'animal
jelineur les dépenses azotées sont beaucoup plus fortement acc61lr6es par la cor-
tisone.

L'origine aimentaire évidente de certaines des perturbations que Ton vient
de voir est confirmée par les résultats obtenus chez les animaux maintenus au
jefline tout le temps de Pexpérience : chez eux on ne constate pas d'hypergly-
cémie notable bien que la cortisone impose toujours au début une nette dimi-
nution de la combustion des glucides de réserve. Le métabolisme des lipides
ans gue leur circulation ne sont pratiquement pas touchés chez I'animal jet-
neur recevant de la cortisone : la mobilisation des lipides se produit sans entraves,
et on ne trouve pas les hyperlipémies réactionnelles constatées chez les animaux
alimentés. Toutefois lors de la réalimentation apres la fin du traitement k la cor-
tisone il se produit une augmentation de la lipémie qui rappelle cele décrite
plus haut, bien que d'une intensite beaucoup plus fable.

Ains les perturbations métaboliques qu'entraine la cortisone rappellent gros-
S&remat certaines des caract&istiques du diabite pancréatique au point que
Ton parle couramment de « diabgte cortisonique ». Pourtant des differences fon-
damentales les separent : les hyperglycémies du diabkte persistent pendant le
jeline aors que les hyperglycemies cortisoniques sont uniquement dorigine
aimentaire; les depots de glycogene sont insggnifiants dans le diabé&te, aors
gu'ils sont plethoriques dans le diab&te cortisonique; les liplmies du diabtte
sont accpmpagnées de foies gras alors que les lipémies cortisoniques ne le sont
Pas; la fonte protéique est intense dans le diab&te aors que le catabolisme azoté
n'est que faiblement augmenteé dans le diab&te cortisonique.
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LABORATOIRE DE CHIMIE MACROMOLECULAIRE

Rapport de M™ A. DOBRY-DUCLAUX, Chef de Laboratoire.

Comme dans les années précédentes, les sujets traités au laboratoire se
divisent en deux groupes :

|. — CONSTITUTION CHIMIQUE DES CENTRES ACTIFS DES ENZYMES

Les recherches de cette année font suite & celles des années précédentes.
Grace & une nouvelle methode mise au point au laboratoire et décrite précEdem-
ment, il est devenu possible de détecter la présence des groupes basiques azotés
dans les centres actifs des enzymes et de déterminer les substrats qui se fixent
sur ces groupes, ains que le rdle qu'ils jouent dans la réaction elle-méme.

Les rlsultats obtenus cette année sont les suivants :

1) La malate deshydrogénase contient dans son centre actif des groupes
basiques azotés sur lesquels se fixe I'oxalacétate dans un sens de la réaction et
le NAD+ dans Pautre sens.

2) La glycérine-l-phosphate deshydrogénase contient également dans son
centre actif des groupes basiques azotés sur lesquels se fixe le dihydroxyacétone-
phosphate dans un sens de la réaction et le NAD+ dans |'autre sens.

3) L'alcool-deshydrogénase du foie chélate le zinc par des igands azotés,
comme le fait celle de la levure, &udiée précédemment. Le mode de fixation
du coenzyme oxydé et du coenzyme réduit est également identique pour les
deux isoenzymes.

4) Par contre, un autre enzyme, contenant du zinc dans son centre actif,
la carboxypeptidase A, ne chélate pas le zinc par des ligands exclusivement
azotés. En effet, le sel de Roussin ne se fixe pas sur le chélate et n'est pas com-
pétitif avec le substrat. Ce résultat est en accord avec celui de Vallee qui a pu
mettre en évidence la fixation du zinc sur I'enzyme par un groupe sulfhydrile,
& cot®e d'autres ligands inconnus.

5) Quant k la glucose-6-phosphate deshydrogénase, étudiée également cette
année, elle ne se préte a I'essai que dans un seul sens de la réaction, ce qui res
treint les conclusions qu'on peut en tirer; ni le NADP+, ni le glucoses-phos-
phate ne se fixent sur les groupes basiques azotés.



CHIMIE MACROMOLECULAIRE 63

Le nombre d'enzymes étudiés jusqu'a présent sdéve & 19. Ce nombre est
encore trop restreint pour pouvoir en déduire des conclusions génerates. |1 serait
surtout nécessaire de voir s la fixation des substrats dans chague groupe d'en-
zymes, catalysant des réactions analogues, se fait sur les mémes groupes chimi-
gues. Dans ce but, Peffort des deux derniferes années sest porté principalement
sur des deshydrogénases, agissant en présence du coenzyme | ou du coen-
zyme |1. Parmi ces 9 deshydrogénases, deux seulement présenters une simili-
tude compléte, a savoir la malate- et la glycérine-I-phosphate deshydrogénases.
Dans les deux cas, le substrat oxydé et le coenzyme oxydé se fixent sur les groupes
basiques azotés. Une similitude partielle se retrouve également pour toutes
les hydrogénases catalysant les acides a-cétoniques jusgqu'aux a-alcools acides.
Chez tous les quatre enzymes étudiés jusqu'i présent (malate-, lactate-, isoci-
trate- et glycérine-l-phosphate deshydrogénases), le substrat oxydé se fixe sur
les groupes basiques azotés. L'analyse des résultats obtenus indique la partici-
pation directe de ces groupes dans chacune de ces réactions.

Les cing autres deshydrogénases é&udiées catalysent des réactions diffé
rentes, auss la nature chimique du groupe qui fixe soit le substrat, soit le coen-
zyme, varie d'un enzyme k Tautre.

II. — CHIMIE-PHYSIQUE DES MACROMOLICULES

Par suite de la longue absence de M. Duclaux, ses travaux entrepris en col-
laboration avec M™¢ Cohn, ont été suspendus pendant des mois. Il sensuit
que les résultats obtenus ne sont pas auss nombreux que dans les années pré&-
cédentea. Us se rapportent aux problémes essentiels de la chimie colloi'dale, k
savoir au mode de la réactivité des particules colloidales. La conception prédo-
minante jusqu'ici &ait que les particules colloidales réagissent essentiellement
par absorption; comme exemple de ce mode de réaction, on citait entre autres
la formation des laques colorées, puisque celles-ci ne suivaient pas en appa-
rence les lois de la chimie. Or leur formation, comme M. Duclaux et M ™® Cohn
ont pu le montrer, est en réalité une réaction stoechiomérique, ce qui contredit
la conception purement physique d'absorption. Pour pouvoir mettre cette stoe-
chiométrie en évidence, ils ont démontré que seuls les atomes qui possédent
des groupes ionisés (et pas les atomes qui forment la charpente tridimensionelle)
sont susceptibles de réaction chimique.

M. Duclaux et M™¢ Cohn ont commence récemment un travail sur la migra-
tion unilaterale de Teau k travers des membranes organiques sous Tinfluence
de diverses substances. Ce travail débute et sera analysé dans le prochain rap-
Port.
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Rapport de M"® NINE CHOUCROUN, Directeur de Laboratoire.

| . — Recherches concernant lelipopolysaccharide Pmko extrait du bacille tuber-
culeux.

1) Nous avons dg4 signalé I'efficacité d'une nouvelle mé&hode d'extraction
de ce lipopolysaccharide, par disintégration ultrasonique du matérid bacillaire,
dans le milieu organique oil ce constituant est précisément soluble. La connais-
sance des propri&és physiques et chimiques de cet antigéne permet de le séparer
des autres constituants de la cellule bactérienne, libérés et retenus en solution
dans le milieu de suspension. Nous avons entrepris I'identification de ces autres
constituants, pour des bacilles provenant de souches de virulences différentes.

2) L'étude comparative des intensitiés des réactions intradermiques au lipo-
polysaccharide Pmko et a la tuberculine, faite sur quelques centaines de sujets
tuberculeux, & des stades différents de la maladie, nous avait permis d'é&ablir
l'influence de Tancienneté de la maladie et celle du contexte évolutif de la tuber-
culose sar le développement de Thypersensibilité au Pmko. L'ancienneté de la
maladie, qui témoigne d'une résistance certaine a l'infection tuberculeuse, se
niontrait un facteur prépondérant du développement e du maintien de cette
allergie, dont par ailleurs Pintensité est généralement d'autant plus forte que
la tuberculose sé&oigne davantage de sa phase aigiie, pour évoluer dans un sens
favorable. Ces r&ultats ont &é confirmés, e m"me renforcés, dans le cas de
tuberculeux pulmonaires devant subir une exérése, par la confrontation de Té&at
des pieces anatomiques prélevées, avec les r& ultats des &preuves intrader miques
Pratiquées quelques jours avant I'opération. Tout semblait bien indiquer que le
diveloppement de I'hypersensibilité au lipopolysaccharide Pmko é&ait lii aux
processus de résistance contre Tinfection tuberculeuse.

On pouvait se demander s Taptitude de I'organisme a développer cette
hypersensibilité n'était pas Tune des manifestations de sa redistance naturelle
contre le bacille de Koch. Le fait que le cobaye, si vulnérable & Tinfection tuber -
culeuse, développe difficilement un degrf appreciable d'hypersensibilité au
Pmko incitait & le croire. Mais une riponse précise ne pouvait &re donnfe que
Par des animaux de meme espece présentant génétiquement des résistances
différentes au développement de Tinfection par le bacille de Koch.

_Un td matériel experimental, unique en son genre, a été patiemment cons-
titué, au cours des trente dernitres années, par le Dr. Max Lurie de Philadelphie,
qui a bien voulu nous offrir de Tutiliser pour 8ucider certains aspects de I'ac-
tion du Pmko. |1 sagit de families de lapins lentement s8lectionnés, dont le degré
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de résistance a l'infection tuberculeuse est parfaitement connu, et rigoureuse-
ment dé&erminé par le nombre de lésions primaires qui se développent chez
I'animal normal, aprés I'inhalation d'un nombre dé&ini de bacilles tuberculeux
virulents d'origine humaine.

Des expériences ont été entreprises dans le laboratoire du Dr. Lurie, sur des
lapins appartenant respectivement a la famille T la plus résistante, a la famille
C la moins resistante, et aux families FC et AD de resisance moyenne. Les
premiers rlsultats indiquent nettement que, dans les mémes conditions d'im-
munisation avec le lipopolysaccharide Pmko, les lapins de la famille T deve-
loppent le degré le plus élevé d'hypersensibilit€ au Pmko ; les lapins de la famille
C le degré le moins €levé, et les lapins des families FC et AD des degrés inter-
mediates d'intensité de cette hypersensibilite. La reSistance naturelle de Vorga-
nisme senible done Men favoriser le développement de Vhypersensibilite au Pmko.

L'éude histologique précise des réactions intradermiques qui révMent cette
hypersensibilité, chez des animaux de resistance ou de susceptibilité bien définies,
devrait permettre de mieux comprendre le mécanisme du développement de
cette hypersensibilité au lipopolysaccharide du bacille de Koch, et son rdle dans
la résistance a I'infection.

3) Comme je I'ai souvent rappelé, le polysaccharide séparf£ par hydrolyse
alcaline du Pmko est un antigéne-hapt”ne sérologiquement tr£s actif dans la
détermination des anticorps polysaccharidiques qui se dfveloppent au cours de
Timmunisation expérimentale par le bacille de Koch. Par ailleurs cet antig&ne
sérologique est le seul qui permette une précipitation directe d'anticor ps contenus
dans le sérum des sujets tuberculeux. Les anticorps polysaccharidiques qu'il
précipite ne sont décelables dans la circulation que s la tuberculose a au moins
six mois d'ancienneté, mais gréce a la spécificité de la reaction, leur appari-
tion est toujours l'indication d'une Evolution de l'infection par le bacille de
Koch.

Nous avons depuis longtemps cherché a utiliser ce test de precipitation pour
le dépistage sérologique d'une tuberculose évolutive chez les Bovidés. Mais
nous n'avons jamais réuss a obtenir de précipité spécifique avec les sérums
d'animaux tuberculeux, en raison peut-fitre de la présence de substances inhi-
bitrices que nous n'avons pu identifier.

Nous avons rfcemment essayf Faction de cet antigéne sur les globulines
isolées de ces sérums, a la fois par la méthode de précipitation directe, et par
les méthodes de double diffusion et de microdectrophor&se. Ce travail qui est
en cours, semble devoir apporter une solution satisfaisante au probléme du dépis-
tage de la tuberculose chez les Bovidés. Ce test serait un complément fort utile
du test tuberculinique, qui n'est pas toujours Indication que ranimal réagis-
sant est atteint d'une tuberculose en Evolution.

1. — Vetude de Velectrisation superficielle des spermatozoides d'origine bovine,
et la separation de ces elements selon |'importance de leur charge, se poursuit
dans le sens indiqué dans nos précedents rapports. En vue de rinsémination
éventuelle des populations sélectionnées par eiectrophorése, €est dans un milieu
a base de lait que ces spermatozoides doivent &tre soumis a |'action du champ
eiectrique, et nous avons da définir a nouveau les conditions dans lesquelles,
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dans ce milieu, ces &éments ne soient pas altérés par le traitement électro-
phor étique.

Nous avons d'autre part commencé I'6tude comparative de I'8ectrisation
superficielle de certaines cellules provenant d'animaux sensibilisés au Pmko, et
des cellules homologues provenant d'animaux normaux. Cette étude pourrait
permettre de mettre en évidence des anticorps cellulaires non décelables par

d'autres mé& hodes.
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