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Rapport de Mm« A. DOBRY-DUCLAUX, Chef de Laboratoire.

L'activite du laboratoire s'est developpee dans deux directions en apparence
Ferentes :
I- — M. J. Duclaux et Mme Ch. Cohn ont poursuivi leur etude sur les

jrincipes de chimie colloidale.
L'etude des macromolecules est une forme mod erne de 1'etude des col-

lides, qui est beaucoup plus ancienne ; les deux termes peuvent etre consi-
(eres comme synonymes.

Les colloides avaient attire l'attention bien avant meme que le mot soit cree.
[ais leur etude n'est devenue une branche relativement independante de la

Chimie que vers 1900. A ce moment, elle a suscite de grands espoirs. Les tissus
les etres vivants etant formes pour la plus grande partie de substances a l'etat
illoidal, il semblait qu'une connaissance approfondie de cet etat devait eclair-

bien des problemes de biochimie.
Cet espoir a ete decu. A l'heure actuelle, marquee par le developpement

ctraordinaire de nos connaissances en biologie, les faits les plus elementaires
les plus banaux, lies a l'etat colloidal, restent mexpliqu6s. Nous ne savons

pourquoi un oeuf mis dans l'eau bouillante devient un oeuf dur. Nous ne
ivons pas pourquoi le lait et le sang se coagulent ou ne se coagulent pas, ni
jourquoi la membrane du rein retient le glucose et laisse passer l'uree. L'effi-

:itc de la physicochimie colloidale, vis-a-vis de ces problemes de biologie
lementaire qui etaient son but principal, s'est montree derisoire.

Si Ton recherche les raisons de cet insucces, on les trouve dans le fait que
problemes ont ete abordes du mauvais cote et, d'une fa9on generate, en

subliant les faits chimiques. L'accent a etc mis sur les proprietes purement
physiques et on s'est beaucoup servi de l'electrometre et du viscosimetre, ou
leme de la thermodynamique, mais non de l'analyse et de la balance. Une
jnfusion s'est etablie entre les phenomenes colloidaux et les actions de sur-
ice, bien qu'il n'y alt entre les premiers et les secondes que quelques rares
Joints de contact; et cette assimiliation a ete infeconde. Notons qu'une reac-
tion contre les theories purement physiques a ete tentee par le grand biologiste
]acques Loeb ; mais il n'a pas ete suffisamment ecoute.

Sur cent travaux portant sur l'etat colloidal, il n'y en a pas un dont l'au-
teur se soit preoccupe de definir la nature chimique des produits qu'il a etu-
(dies ; l'etiquette a suffi. Si tous 1'avaient fait, ils seraient arrives a un resultat
tres simple que Ton pourrait e'noncer, en n^gligeant quelques nuances, en disant
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qu'il n'y a rien de particulier en chimie colloidale. Tous les faits que Ton observe
sont des reactions qhimiques parfaitement normales, qui ne different des reac-
tions ordinaires que par des apparences faciles a prevoir.

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

Ce travail sera necessairement long car il doit debuter par une sorte de net-
toyage progressif, aboutissant au rejet de conceptions mal fondees que l'habi-
tude a rendu en quelque sorte officielles et qu'il faut detruire l'une apres l'autre.

M. J. Duclaux et Mm e Ch. Cohn ont commence ce travail en 1958 et donne
les premiers resultats dans deux memoires de 1958 et 1959. Le troisieme a paru
en i960. Dans ce dernier travail ils montrent, en particulier, que l'eau est un
element constitutif des colloides mineraux, au sens de Werner, et que beau-
coup de leurs proprietes essentielles ne peuvent s'expliquer que par la presence
de cette eau de constitution, dont le role a toujours ete neglige. Elle y est en
general faiblement liee, mais son depart entraine des modifications irreversibles.
En cela ils se rapprochent de beaucoup de tissus vivants, dont la dessication
entraine la denaturation.

II. — C'est dans le meme esprit, en s'orientant vers le cdte chimique de
la constitution, que Mm e A. Dobry-Duclaux a poursuivi ses recherches sur
les macromolecules naturelles, en particulier les enzymes. L'activite de ces
proteines depend en premier lieu des fonctions chimiques qui se trouvent dans
leur centre actif, au point ou la reaction catalytique a lieu, et de la distribu-
tion spatiale de ces fonctions. Or nous savons tres mal quelles sont les fonc-
tions chimiques caracteristiques du centre actif, d'autant plus qu'elles sont
differentes d'une enzyme k l'autre.

Mm e A. Dobry a signal^ dans le rapport precedent qu'elle a trouve un nou-
veau reactif specifique des groupes basiques (le sel de Roussin ou le nitroso-
sulfure de fer). Grace k ce reactif, il est devenu possible de rechercher les groupes
basiques dans le centre actif des enzymes. En salifiant les groupes amines de
la proteine par ce reactif, on obtient une inhibition de l'activite enzymatique.
C'est en etudiant la cinetique de cette inhibition, qu'il est possible de recon-
naitre si les groupes basiques se trouvent dans le centre actif ou en dehors de
celui-ci. Simultanement, cette methode permet de savoir quels sont les
substrats qui se fixent sur les groupes amines des enzymes. Les resultats de
cette recherche, effectuee sur huit enzymes differentes, ont ete decrits dans les
derniers rapports et sont parus au debut de l'annee i960 dans les Biochimica
& Biophysica Ada.

Cette annee, Mm e A. Dobry a etudie sept autres enzymes : la lipase, la
tyrosinase, la (3-amylase, les aldehyde-, glytamo-, glycer-aldehyde-phosphate-
et formico deshydrogenases. Le resultat en est qu'aucune de ces enzymes ne
contient des groupes amines dans son centre actif.

Le second sujet etudie par Mm e A. Dobry se rapporte a la possibility de
determiner la fonction chimique sur laquelle se fixe le substrat sans avoir recours
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aux enzymes elles-memes. Elle a pense qu'en se servant de substances modeles
et en etudiant la fixation de divers substrats sur ces substances, on pourrait en
deduire la fonction chimique sur laquelle se fixe le substrat. Comme substances
modeles elle a recours k des hauts-polymeres, portant chacun une des fonc-
tions caracteristiques des prot6ines. Mais il a fallu d'abord s'assurer que les
resultats obtenus par cette methode directe de fixation sont en accord avec
ceux que donnent les enzymes elles-memes par l'etude de leur inhibition. La
confrontation des resultats obtenus par ces deux methodes a montre un accord
complet pour les 19 substrats etudies, sauf dans un cas, 011 le disaccord appa-
rent a pu fitre lev£. II semble done que la methode peut etre fort utile. Elle a
l'avantage d'etre tres simple. Mais il existe un obstacle k son emploi imme-
diat : e'est le manque de hauts-polymeres portant la plupart des fonctions
caracteristiques des proteines.

On s'est done propose de faire au laboratoire la synthese de certains poly-
meres manquants. L'annee derniere, M. Bourdais a prepare un polymere ayant
comme chaines laterales des restes d'histidine. On a essaye la fixation de tous
les substrats, employes dans Petude precedente, sur ce polymere. Aucun ne se
fixe sur lui aux pH 6-8 qui conviennent a la plupart des enzymes. On etudie
actuellement la synthese d'un polym&re qui doit contenir, en dehors des groupes
amines, des restes de phenol, correspondant a la tyrosine dans une proteine.

M. J. Bourdais a consacre son activite a la synthese des substances orga-
niques dont la constitution laissait prevoir une activite biologique particuliere.
C'est ainsi qu'il efFectua la synthese d'un copolym^re doue de la propriete anti-
coagulante du sang. Comme Theparine, ce co-polymere contient des groupes
sulfates, auxquels il doit son action. La synthese et les proprietes de ce corps
sont decrits dans une note aux Comptes Rendus.

Le second travail effectue par M. Bourdais, en commun avec M. F. Meyer,
se rapporte a Tinhibition d'une enzyme, Tanhydrase carbonique. II est connu
que diverses disulfonamides ont un pouvoir inhibiteur sur cette enzyme. M. Bour-
dais a voulu savoir si une relation quelconque existe entre les proprietes phy-
sico-chimiques de ces disulfonamides et leur pouvoir inhibiteur. II a done
effectue la synthese de disulfonamides du type :

avec X, Y, Z = H, CH3, Cl, F, NH2, COOH, CONHa, selon le cas, et il a
constate qu'il existe une relation directe entre Tacidite du groupe SOaNHR
(oil R = H ou C H 3 ) et le pouvoir inhibiteur de ces composes.
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Rapport de M. REN£ WURMSER, Chef de Service.

I. — BIOGENbSE DES PROT&INES SP&CIF1QUES

Isohemagglutinines. — Le Rapport de Tan dernier fait etat des contrastes
entre les isohemagglutinines normalement presentes dans les serums humains
et celles qui sont provoquees experimentalement ou fortuitement (S. Filitti-
Wurmser et Y. Jacquot-Armand). Une difference essentielle est que les pre-
mieres apparaissent comme constitutes par des molecules toutes semblables,
au moins en ce qui concerne les proprietes dont depend l'affinite pour l'agglu-
tinogene. Cette homogeneite, parce qu'elle est exceptionnelle chez les anticorps,
a donne lieu k des discussions. Nous avons ete ainsi amenes a la mettre en evi-
dence d'une fa$on 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-
^age de ne pas minimiser le domaine d'extrapolation (en pointille sur la
figure i).

Soit r la fraction d'agglutinine combinee et (G) la concentration molaire
d68 groupes agglutinogenes non combines. On doit avoir pour toutes les valeurs
de (G) :

(G) = m K ~ r K

en aPpelant m le nombre (ici egal h i) des groupes fonctionnels pouvant reagir
s^r une meme molecule d'agglutinine et K la constante intrinseque disso-
ciation.
. ^ figure i montre les resultats obtenus a 370 C pour l'association de trois
isohemagglutinines anti-B avec les groupes agglutinogenes B. Ces isohemag-
glutinines sont (3(00) des serums O, ^(A^) des serums d'individus dont le
genotype est AxAlf et p(Ax O), l'isohemagglutinine hybride des individus hete-
rozygotes A± O.
1 i- , V.0^ cJue ^ a n s t o u t *e domaine qui a pu etre etudie experimentalement
Ti ^^a r i t^ dc; la elation de Scatchard est bien verifiee. L'homogeneite de

isohernagglutinine est prouvee plus encore par le fait que les mesures ont
porte sur des serums provenant d'un grand nombre d'individus differents et

ssi sur des produits de fractionnement, constitues tantot par le residu d'une
P emiere agglutination, tantot par l'agglutinine eluee a partir d'un agglutinat.
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L'interet de cette homogeneity est illustre par un travail recent cite ici,
bien qu'il ait ete effectue au Centre Departemental de Transfusion Sanguine.
Ch. Salmon (these de la Faculte des Sciences) a applique notre methode a
Fetude d'un phenotype Ax extremement rare. II a pu par ce moyen montrer
Thomogeneite de Tanticorps anti-B, non seulement dans un meme serum
mais d'un serum k Tautre, apportant ainsi une nouvelle preuve que la synthese
de l'anticorps naturel est en relation avec le genotype de l'individu.

11. — ETUDES SUR DES PROTEINES SP&CIFIQUES

1. Macroglobulines du serum. — Une source d'informations sur la biosyn-
th&se des proteines est constituee par les proteines anormales des tissus et du
plasma. Un travail de L. Hartmann et S. Filitti-Wurmser a deja permis une
classification des macroglobulines du serum humain. Les macroglobulines cor*
respondant au pic M des diagrammes d'ultra-centrifugation sont differenciees
en deux constituants OC2M et (32M par immunoelectrophorese, raugmentation de
chacun d'eux 6tant imputee k des troubles pathologiques determines. L'etude
physico-chimique du constituant (32M

 a ete entreprise, en particulier par des
mesures de viscosite et de spectrophotometrie en ultra-violet.

Un caract&re interessant de la molecule, dont la forme est celle d'une sphere
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aplatie, est son hydratation considerable. Sa composition presente des varia-
tions en relation avec Torigine pathologique.

2. Deshydrogenases lactiques. — Poursuivant Petude comparative de la D-
et de la L-lacticodeshydrogenase de la levure anaerobie, A. Baudras, M. Iwat-
subo et F. Labeyrie donnent un argument nouveau pour penser que la flavine
specifique de cette enzyme est la flavine-adenine-dinucleotide (FAD).

Ceci resulte d'experiences sur Tinactivation progressive par la quinacrine
(ou atebrine). En presence de FAD l'enzyme perd peu d'activite. Si FAD est
ajoute au melange enzyme-quinacrine apres une inactivation notable, celle-ci
cesse d'evoluer. La flavine mononucleotide (FMN) et la riboflavine & la meme
concentration I 0 -5 n» o n t a u c u n effet protecteur et FMN n'entre pas en com-
petition avec FAD.

Des experiences analogues ont ete faites avec la L-lacticodeshydrogenase.
Cette enzyme est inactivee, elle aussi, par la quinacrine de fa?on progressive.
Mais FMN et FAD protegent tous deux l'enzyme de maniere equivalente, et
a ^concentrations tres grandes, de l'ordre de io~3 M.

Ainsi FMN, qui d'apres les determinations analytiques est le groupe actif
de la L-lacticodeshydrogenase, n'a pas d'action protectrice specifique. L'expli-
cation doit sans doute etre recherchee dans le mode de liaison a l'apoenzyme.

3- Mecanisme de Vaction de la trypsine. — J. Yon et G. Aubel-Sadron ont
Publie Tensemble de leur travail sur l'influence des variations du pH et de la
constante dielectrique sur la cinetique d'hydrolyse de la p- lactoglobuline native
Pa ^yVPwnei en ce qui concerne Teffet des variations de pH, les resultats

ete indiques dans le Rapport de 1959. L'etude de la reaction en fonction
la constante dielectrique montre qu'une variation de cette constante n'a
plus d'effet qu'une variation de pH sur la formation du complexe trypsine-

Aactoglobuline. Ce qui confirme le role des forces de van der Waals dans Tas-
sociation des deux proteines. Comme lors des variations de pH, la vitesse de
decomposition du complexe est fortement influencee par les variations de la
constante dielectrique. Mais dans ce dernier cas il apparait deux effets distincts.
Le plus important est attribue a la presence du groupe a-amine; le second
resulte soit de groupes charges plus eloignes 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 diffusion de la lumiere par la (3-lactoglobuline fournit des donn^es
Precises sur la dissociation reversible de cette proteine.
% Entre pH 5,5 et pH 6, le rapport I/C de l'intensite de la lumiere diffusee
a la concentration de lactoglobuline est independant du pH, mais varie avec
^ temperature. Entre pH 6 et pH 9,2, I/C varie avec le pH et la temperature.
S-es resultats s'expliquent par l'existence d'une coupure de la molecule, une

roite Ij/C correspondant aux demi-molecules et I2/C aux molecules entieres.
Un peut admettre le schema suivant :

2h *=* LB Zlb ^ L&

forme a *=* forme b + H+
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La valeur de la variation d'enthalpie pour l'equilibre (I), AH0 = 10 000 cal/
mole, montre que la dissociation reversible de la molecule de lactoglobuline,
de pH 5,5 k pH 6, exige vraisemblablement la rupture de deux liaisons si Ton
admet une valeur de 5 000 calories pour l'enthalpie de rupture d'une liaison
llectrostatique ou d'une liaison hydrogene.

Au delk de pH 6 on constate la disparition progressive d'une de ces liai-
sons par ionisation d'un groupe charge dont le pK&b et l'enthalpie correspondent
k celui d'un groupe imidazole.

La seconde des liaisons qui interviennent dans l'equilibre (I) serait res-
ponsable de l'equilibre (III). La variation d'enthalpie de ce dernier equilibre
entre 200 et 350 C correspond a une seule liaison dont la nature est encore
inconnue.

D'autre part, alors qu'on trouve une variation d'entropie de 10 unites jus-
qu'& 350 dans l'equilibre (III), valeur normale pour une seule liaison rompue,
on a par contre dans l'equilibre (I) une variation d'entropie de 11 unites au
lieu de 25, valeur k laquelle on aurait du s'attendre etant donne qu'il s'agit de
la rupture de deux liaisons. II est vraisemblable que l'augmentation de desordre
provoquee par la coupure de la molecule est compensee dans une certaine
mesure par 1'organisation des molecules d'eau autour des groupes charges qui,
par suite de la coupure, deviennent plus accessibles.

5. Denaturation de Vhemoglobine. — Les recherches de R. Banerjee sur la
denaturation de l'hemoglobine par l'uree et la guanidine ont finalement etabli
que Faction de ces deux agents porte sur la partie globine de la molecule.
L'action de la guanidine n'est pourtant pas identique a celle de l'uree puisque,
contrairement k cette derniere, elle s'accompagne de la disparition d'une ioni-
sation (pK 6,5) de la methemoglobine, et que la modification du potentiel
d'oxydoreduction observee est insensible aux variations de temperature.

Ainsi raction de divers agents denaturants cependant apparentes peut pro-
voquer dans la molecule de la meme proteine des transformations primaires
de caracteres differents.

Ill

Les recherches sur la photosynthese (voir le Rapport de 1959) sont actuelle-
ment poursuivies par R. Delosme.

Une nouvelle determination du potentiel d'oxydoreduction du systeme
lactate pyruvate a ete effectuee par F. Labeyrie, L. Naslin, A. Curdel et
R. Wurmser. II existait en effet un disaccord entre les resultats de toutes les
mesures electrometriques directes effectuees par divers auteurs et la valeur
calculee a partir d'autres equilibres. La nouvelle determination E'o = —0,190 v
k pH 7 et 270 C coincide avec la valeur calculee. L'ecart de 0,030 volt avec les
mesures anciennes a pour origine la stereospecificite de l'enzyme qui n'avait
pas ete prise en consideration.
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Rapport de M. BERNARD PULLMAN, Chef de Service.

I. — STRUCTURE SUB-MOLtiCULAIRE DES ACIDES NUCL&QUES.

A. et B. Pullman ont poursuivi leurs recherches sur la structure electro-
niques des bases puriques et pyrimidiques entrant dans la constitution des
acides nucleiques. Les calculs relatifs a la distribution des niveaux d'energie
electronique et des charges electriques dans ces composes permettent de dresser
une carte des susceptibilites reactionnelles des acides nucleiques vis-k-vis des
principaux reactifs chimiques.

L'ensemble des resultats obtenus est schematise sur les figures i et 2.
La figure 1 indique quels sont, selon le cas, les atomes ou les groupes

datomes, ou meme les bases entieres pour qui les differents indices energe-
tiques ou electroniques possibles prennent une valeur particulierement signi-
ficative (en fait, les indices sont soulignes par un trait plein pour les positions
Pour lesquelles leur valeur est la plus importante, et par un trait en pointille
Pour des positions de deuxi&me importance).

La figure 2 indique la nature et le siege des proprietes chimiques et phy-
sico-chimiques correspondantes. Ainsi, par exemple, on remarque sur la figure 1
que Pazote le plus basique des acides nucleiques est Tazote N7 de la guanine.
Correlativement, on voit sur la figure 2 que cet azote est effectivement dans
ks acides nucleiques le siege essentiel de la protonisation, des alcoylations et
des chelations par des ions metalliques. De meme, on remarque sur la figure 1
que les liaisons hydrogene de la paire guanine-cytosine apportent un plus
grand increment d'energie de resonance que les liaisons correspondantes de
la paire adenine-thymine. Correlativement, on constate sur la figure 2 que les
liaisons hydrogene de la paire adenine-thymine sont plus fragiles que celles
de la paire guanine-cytosine (resultats de Doty et al sur la temperature de dena-
turation des acides nucleiques). II convient de souligner tout particulierement
que cette etude a permis une interpretation tres detaillee des aspects struc-
turaux de Peffet des radiations sur les acides nucleiques et aussi qu'elle a mis
en evidence la stabilite thermodynamique et reactionnelle particuliere du noyau
de Fadenine, stabilite qui n'est peut-etre pas sans relation avec le role parti-
culier de ce compose en biochimie.
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II. - LE MfiCANISME ELECTRONIQUE DU FONCTIONNEMENT
DES COENZYMES.

Les recherches dans ce domaine, qui ont constitue un des aspects princi-
paux de l'activite de notre laboratoire pendant cette annee, sont de deux sortes.

A. — EXTENSION AUX CYTOCHROMES DE NOS TRAVAUX PR£C£DENTS
SUR LE M^CANISME DE FONCTIONNEMENT DES COENZYMES

DE TRANSFERT D'^LECTRONS.

M l l e Spanjaard, G. Berthier et B. Pullman ont effectue des calculs des
niveaux d'energie dans les differents types de complexes fer-porphyrine et en
ont deduit que le mecanisme du transfert electronique par des cytochromes
peut etre interprete, comme celui des coenzymes d'oxydo-reduction, en fonc-
tion des energies de la plus haute orbitale occupee et de la plus basse orbitale
libre des formes oxydees et reduites de ces substances. A la difference toute-
fois des coenzymes, Poxydo-reduction ne s'accompagne dans les cytochromes
que d'une faible variation de ces energies. La forme reduite presente Pano-
malie de posseder une plus haute orbitale occupee antiliante, la forme oxydee
la particularity d'avoir 3 electrons n sur deux orbitales degenerees.

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 ete etudies en detail.

I

HN

COOH

Acide tetrahydrofolique.

Le mecanisme (faction des coenzymes de Vacide folique a ete etudie par
M l l e A. M. Perault et B. Pullman. Cest l'acide tetrahydrofolique qui est le
coenzyme actif pour le transfert des unites monocarbonees. Ce transport com-
porte racceptation de ces unites par N5 du squelette, leur transfert interne
en N l o (eventuellement la formation d'un intermediaire N5 — N lo) et le don
de ces unites par N l o (ou par Tintermediaire precite). Les auteurs ont montre
que l'acceptation par N5 est due a la reactivite particulierement elevee 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 a partir de la position N l o (ou
^e .^ntermediaire N5 — N lo) est le plus facile a effectuer, a cause de la bipo-
sivite elevee des liaisons a rompre. Chaque etape du transfert est done regie
par des conditions electroniques particulieres qui en garantissent le rende-
ment eleve.

Phosphate de pyridoxal.

Le mecanisme de fonctionnement du phosphate de pyridoxal a ete examine
par Miles A. M. Perault et C. Valdemoro et par B. Pullman. Tout en adop-
tant Phypothese que les reactions catalysees par ce coenzyme comportent une
suite de bases de Schiff intermediates, les auteurs ont montre que la theorie
qualitative de Snell-Metzler-Braunstein, generalement admise, reposait sur une
idee erronee. Une etude tres detaillee de la quasi-totalite des reactions tres
difFerentes catalysees par ce coenzyme a montre qu'elles etaient toutes regies
par un mecanisme assez semblable. L'etape essentielle s'est averee etre la trans-
formation de la base de SchifF initiale en une base intermediaire, par le depart
d un des atomes ou groupes d'atomes fixes sur le carbone a des acides amines
des proteines, cette transformation s'accompagnant toujours d'une forte sta-
bilisation par resonance 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
s'accompagne dans ce cas d'un gain d'energie de resonance de Tordre de
xo Kcal/mole.

FIG. 3.

L'eiude de la structure de la base intermediaire permet alors de prevoir
Revolution future de la reaction et les resultats sont en parfait accord avec
1'experience. La base intermediaire est caracterisee en efFet, en general, par



22 RAPPORTS DBS TRAVAUX EFFECTUES EN i960

des concentrations locales tres fortes des charges e'lectriques, garantissant un
deVeloppement rapide de la reaction.

CH,

Pyrophosphate de la thiamine.

Le mecanisme des reactions catalysees par le pyrophosphate de la thiamine
a ete etudie par MUe Spanjaard et B. Pullman. Les auteurs ont montre que le
centre actif du coenzyme est constitue probablement par le C2 de son noyau
thiazolium et ont de nouveau examine en detail les differentes phases de la
catalyse. Us ont egalement rendu compte du comportement d'un certain nombre
d*analogues de la thiamine.

Finalement, le mecanisme de fonctionnement du CoA a ete 6tudie par
B. Pullman. Les calculs effectues pour les principaux types de composes inter-
venant dans les reactions catalysees par ce coenzyme ont rendu compte de la
nature « riche en energie » de ces corps et ont permis une interpretation satis-
faisante de leurs reactions.

Outre Interpretation detaillee des reactions concernant ces differents coen-
zymes de transport des groupes, ces recherches ont permis de degager certains
aspects communs, presidant visiblement k Tensemble des transformations enzy-
matiques. Ainsi on a pu constater que dans chaque cas, pour chaque coenzyfliei
Telement moteur essentiel de la reaction est la transformation du produit pri-
maire, resultant de interaction du coenzyme avec un substrat, en un produit
intermediate dont les caracteristiques essentielles sont, d'une part, une grande
stabilite energetique due k une forte energie de resonance et, d'autre part, une
grande reactivite chimique, due a la presence d'accumulations de fortes charges
formelles, positives ou negatives, en electrons iz et de grandes valences libres.
Par consequent, ces intermediates auront a la fois une grande tendance k se
former et en mfeme temps une grande tendance a continuer a reagir. (Faible
energie d'activation pour leur formation mais egalement faible energie d'acti-
vation pour leurs transformations consecutives). Ces facteurs doivent jouer un
role essentiel dans le mecanisme des reactions enzymatiques et leur mise efl
evidence permet de comprendre pourquoi la quasi-totalite des coenzymes est
constitute par des systfemes conjugues. C'est uniquement avec de tels systemes
que ces phenomenes de stabilisation et d'activation simultanees et prononcees
des etats de transitions peuvent, en effet, Stre obtenus.

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

M* e Berthod et M™ Pullman ont effectue une etude, tres complexe car elfe
a necessite Tutilisation de methodes theoriques perfectionnees, ayant pour but
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de determiner s'il existait des differences de structure entre les differents iso-
meres du retinfene capables de se combiner ou d'exister en combinaison avec
Topsine (neo-b, iso-a, all-trans) et les isomeres inaptes a ces fonctions (iso-b,
neo-a, neo-c). Les calculs ont permis la mise en evidence de telles differences.
Les trois premiers isomfcres du r&inene ont une plus haute orbitale occupee
situee legerement plus haut et une plus basse orbitale libre situee tegerement
plus bas que les trois autres isomferes. Le potentiel d'ionisation du doublet
libre de Toxygfcne terminal doit egalement etre plus faible dans les isomferes
s'associant k Topsine. II se peut que ces caracteristiques electroniques jouent
un role dans Petablissement de la liaison entre le r&in&ie et Topsine, sans que
l'on puisse toutefois determiner leur importance.

Mme Pullman a egalement etabli que les carotenoi'des devraient etre de
tres bons donneurs d'electrons, que la structure electronique du (J-carot£ne
milite en faveur des theories qui postulent une attaque terminale sur la liai-
son 7-8 lors de la transformation de cette molecule en vitamine A dans Por-
ganisme, et a etabli des caracteristiques de structure des differents apo-caro-
tenals susceptibles d'exister comme intermediates dans cette transformation.

IV. _ DIVERS.

Mme Pullman a etudie le probleme de Texistence de Tactivite cancerogene
dans les hydrocarbures hydroaromatiques. Elle a montre que cette activite est
probablement liee k la deshydrogenation de ces composes in vivo en hydro-
carbures aromatiques correspondants et que le facteur essentiel responsable
de Paptitude des composes hydroaromatiques k subir cette transformation est
leur pouvoir donneur d'electrons, mesure par Tenergie de leur plus haute orbi-
tale moleculaire occupee.

A. et B. Pullman ont etendu au groupe des imidazo [4,5-d] pyridazines
leur theorie sur la relation entre la structure electronique et Tactivite antitu-
morale des antimetabolites des bases puriques en montrant que, dans ces com-
poses egalement, Texistence de Tactivite etait conditionnee par la presence de
l'azote le plus basique sur la position 1 et par le fait que la basicite de cet
azote etait du mfeme ordre de grandeur que celle de Tazote correspondant de
l'adenine.

Poursuivant nos recherches anterieures sur le mecanisme d'action des
enzymes d'hydrolyse, MUe Valdemoro et B. Pullman ont etudie la structure
electronique des inhibiteurs organophosphoriques des esterases. Us ont montre
que la liaison hydrolysable de ces substances est, tout comme celle des substrats
habituels, bipositive et que le pouvoir inhibiteur des inhibiteurs apparentes
steriquement evoluait parall&lement k la charge positive de leurs atomes de
phosphore.

^ Un certain nombre de travaux de Chimie Theorique pure ont egalement
ete effectues. Mentionnons surtout les recherches tres completes de Mm e Ber-
thod sur la structure de Tethylene, compte tenu de tous les electrons (probleme
de Tinteraction G-TC) et ceux de Mme Suard et G. Berthier sur les caracteris-
tiques electroniques du groupement carbonyle, qui ont servi comme point de
depart aux recherches, actuellement en cours, sur la structure electronique de
la liaison peptidique.



24 RAPPORTS DES TRAVAUX EFFECTUfe EN i 9 6 0

D'autre part M. Charbonniere, dont le laboratoire est rattache au Service
de Biochimie Theorique, a poursuivi ses etudes sur le role de l'eau dans Torga-
nisation des chaines macromoleculaires dans le grain d'amidon. II a pu obtenjf
la caracterisation de plusieurs domaines d'hydratation remarquables de rami-
don et determiner pour chacun d'eux Tenergie de la liaison eau-amidon. II *
pu mettre en evidence, par diffraction des rayons X, l'existence d'une impor-
tante difference de comportement des amidons de ble et de pomme de terre
vis-k-vis de l'eau et montrer que les groupements oxhydriles de Pamidon sont
responsables de Tabsorption dielectrique de la mie de pain fraiche deshydratec.

II a egalement aborde Petude des moments dipolaires des purines et pyri-
midines d'interet biochimique.

LISTE DES PUBLICATIONS

B. PULLMAN. « Les transitions electroniques dans les molecules organiques » dans
Struttura delle molecole, Accademia Nationale dei Lincei, 1959, p. 23.

B. PULLMAN. « Relazione tra struttura elettronica ed attivita cancerogene delle sos*
tanze aromatiche » dans Struttura delle molecole, Accademia Nationale dei Lined*
I959> P- 5*-

B. PULLMAN et A. PULLMAN. « The electronic structure of energy-rich phosphates »•
Radiation Research, i960. Suppl. 2, 160.

B. PULLMAN et A. PULLMAN. « Some electronic aspects of biochemistry », Rev. Mode?*
Physics, i960, 32, 428.

B. PULLMAN et A. PULLMAN. « Structural aspects of radiation effects on nucleic acid*
and related substances » dans Comparative effects of radiations (M. Burton, J. &
Kirby-Smith et J. L. Magee, editeurs), Wiley and sons, i960, p. 105.

A. M. PERAULT et B. PULLMAN. « Electronic structure and biochemical function °*
folic acid coenzymes ». Biochim. Biophys. Acta, i960, 44, 251.

B. PULLMAN et A. PULLMAN. « Electronic structure and antitumor activity of imidazo*
[4, 5-d]-pyridazines ». Biochim. Biophys. Res. Comm.y i960, 2, 239.

B. PULLMAN, C. SPANJAARD et G. BERTHIER. « Features of the electronic structure 01
the iron-porphyrin complexes with special reference to the oxido-reductive pf0"
perties of cytochromes ». Proc. Nat. Acad. Sci. U. S. i960, 46, i o n .

B. PULLMAN et C. VALDEMORO. « Electronic structure and activity of organoph°s*
phorous inhibitors of esterases ». Biochim. Biophys. Acta, i960, 43, 548.

H. BERTHOD and A. PULLMAN. « Aspects de la structure 61ectronique du retinene ei

de ses isomeres d'interet biologique ». C. R. Acad. Sci.t i960, 251; 808.
A. PULLMAN. « Caracteristiques electroniques des polyenes conjugues d'interet

logique (Carotenoi'des, Vitamines A, Retinenes) ». C. R. Acad. Sci., i960,
1430.

B. PULLMAN. « Aspects 61ectroniques des transformations biochimiques catalysees p**
la Coenzyme A ». C. R. Acad. Sci., i960, 251, 1581.

A. PULLMAN. « Sur l'activite cancerogene des hydrocarbures hydroaromatiques ))#

C. R. Acad. Sci., i960, 251, 2438.



BIOCHIMIE TH^ORIQUE 25

B. PULLMAN. « Aspects electroniques de la relation entre la structure des composes
organiques, leur activit6 canc6rogene et leur interaction eventuelle avec des cons-
tituants cellulaires ». Berliner Symposium iiber Fragen der Carcinogenese. Abh Deuts.
Akad. Wissensch. Berlin, i960, 3, 69.

A. M. PERAULT, B. PULLMAN et C. VALDEMORO. « Electronic aspects of the reactions
of pyrodoxal phosphate enzymes ». Biochim. Biophys. Ada (sous presse).

B. PULLMAN et C. SPANJAARD. « Electronic aspects of the mechanism of thiamine
catalyzed reactions ». Biochim. Biophys. Ada (sous presse).

B. PULLMAN. « Quelques aspects de la relation entre la structure mol6culaire et les
spectres ultra-violets ». Chimia (sous presse).

P. ABADIE, R. CHARBONNIERE, P. GIRARD f et A. GUILBOT. « fitude du rassissement
de la mie de pain par spectroscopie hertzienne. Groupements responsables de
Tabsorption dielectrique dans la mie fraiche d6hydratee ». C. R. Acad. Sci., i960,
250, 503.

A. GUILBOT, R. CHARBONNifeRE, P. ABADIE et P. GIRARD f. « L'eau de sorption de
Tamidon : etude par spectrologie hertzienne ». Die Stdrke, i960, 12, 327.

B. PULLMAN. « La structure moleculaire ». Presses Universitaires de France, Collection
« Que sais-je ? » 3e Edition franchise, Edition espagnole et edition anglaise.

COMPOSITION DU SERVICE

M. B. PULLMAN, Professeur a la Facult6 des Sciences.
M™ A. PULLMAN, Maitre de Recherches au C. N. R. S.
M. G. BERTHIER, Maitre de Recherches au C. N. R. S.
M. MILTON TAMRES, Professeur Stranger (U. S. A.).
M11* C. VALDEMORO, Chercheur Stranger (Espagne).
M. W. KUTZELN1GG, Boursier de TO. T. A. N. (Allemagne).
Mme J. SERRE, Professeur a Tficole Normale Superieure de Jeunes Filles

de Sfevres.
M. R. CHARBONNTfcRE, Charge de Recherches au C. N. R. S.
M"e Y. GARREAU, Charg6e de Recherches au C. N. R. S.
M*e H. BERTHOD, Attachte de Recherches au C. N. R. S.
M m e M. SUAPD, Agreg6e-Preparatrice a Tficole Normale Sup6rieure de Jeunes

Filles de Sivres.
M. S. DINER, Attache de Recherches au C. N. R. S.

A. M. PERAULT, Attache de Recherches au C. N. R. S.
j. BAUDET, Attache de Recherches au C. N. R. S.

M. A. VEILLARD, Stagiaire-Agrdge au C. N. R. S.
M»e C. SPANJAARD, Sieve de l'ficole Normale Supfrieure de Jeunes Filles

de Sevres.
M. SUREAU, Boursier de 3e cycle.
M. R. ASTIC, Collaborates technique au C. N. R. S.

L. PILLARD, Aide-technique de 1'E. N. I. A.



SERVICE DE BIOCHIMIE A

Rapport de M™ Y. KHOUVINE, Chargee de Service.

Comme les annees precedentes, mes collaborateurs travaillent essentielle-
ment sur le metabolisme des nucleoproteides et ceux de M. le Professeur
Rosenberg, sur la biochimie cellulaire en particulier sur la biochimie de la cel-
lule cancereuse.

I. — BIOCHIMIE DES NUCL&OPROT&IDES

Nous avons continue k etudier le metabolisme des nucleoproteides et les
syntheses de proteines par les particules cellulaires. Cette annee, ces recherches
ont porte, surtout, sur le fractionnement des nucleoproteides du cytoplasme
des cellules normales et neoplasiques, sur les relations nucleocytoplasmiques,
sur l'incorporation des acides amines marques dans les noyaux et dans les frag'
ments nucleaires, sur le role des histones et sur l'incorporation des acides
amines dans les fragments de microsomes.

A. — M. Szafarz et Mm e Dugandzic ont fractionne a plusieurs pH les
liquides surnageants, non sedimentables a grande vitesse, provenant de cel-
lules hepathiques de rat normal et de cellules de l'epithelioma T 8 de Guerin.
Us ont constate que la composition des diverses fractions et l'incorporation
de 32P dans l'acide ribonudeique ne sont pas les memes dans le foie et dans
Tepithelioma. II semble que le liquide surnageant possede des proprietes carac-
terisant les tissus & mitoses nombreuses.

B. — MM. Szafarz et Sripati ont montre qu'au cours de l'incubation de
noyaux de foie normal et d'epithelioma T 8 , des particules nucleoproteiques
sortent des noyaux et passent dans le milieu tamponne quand il ne contient
pas d'ions Mg4"4", Na+ ou K+ . Mg++ a, en outre, la propriete d'empecher les
particules de sortir des noyaux et les precipite, quand elles sont en suspension
dans les liquides cytoplasmiques. Une partie de ces particules. sedimente &
grande vitesse, l'autre reste en suspension. Elles sont toutes tres riches en i
desoxyribonucleique, moins riches en acide ribonudeique et les proteines
contiennent pas les 20 acides amines qu'on trouve generalement dans les
teines.

Ayant, au prealable, montre que les noyaux isoles, ajout£s au liquide
nageant, inhibent la glycolyse, ils se proposent, maintenant, d'etudier l'action
des fragments nucleaires.
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C. — M l les Hirschbein et Rozencwajg ont cherche k determiner le role
des histones du placenta humain par incorporation des acides amines marques
au 14C, tout d'abord dans les noyaux entiers, puis dans les fragments nucleaires
obtenus par Paction des tensio-actifs. Elles ont observe que incorporation se
fait dans les noyaux sans Intervention de systemes energetiques exterieurs,
que Tion Na+ est indispensable tandis que Pion K+ est inhibiteur et que Pion
Mg++ empeche 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 caracteriser; mais elles n'ont obtenu que des produits dialysables qui ne
sont done pas des proteines non basiques, ni des histones. D'ailleurs, Petude
de incorporation dans les fragments nucleaires, obtenus selon la methode de
M. Zalta, met en evidence le role inhibiteur de la polylysine et des proteines
basiques, comme les histones et les protamines. Enfin, elles ont montre que la
desoxyribonuclease inhibe incorporation dans les fragments les plus lourds
et que la ribonuclease, elle, stimule incorporation dans tous les fragments. Le
systeme mis en evidence dans ces fragments nucleaires est done tout & fait par-
ticulier et merite une etude approfondie.

D. — M. Zalta continue a etudier la biosynthese des proteines par des frag-
nients de microsomes de foie de rat et s'est attache, cette annee, i caracteriser
fe systeme enzymatique qu'il a trouve. Ce systeme differe essentiellement de
ceux trouves jusqu'ici par le fait qu'il ne contient pas d'enzymes activant les
acides amines et que TARN soluble n'intervient pas dans les reactions. II reste,
cependant, lie a des activites enzymatiques permettant les echanges entre les
nbonucleosides triphosphates et diphosphates correspondants. II n'est pas
mhibe par la ribonuclease, mais est inhibe par le chloramphenicol. L'incorpo-
ration est stimulee par Taddition des acides amines et elle peut durer au moins
90 a 120 minutes, ce qui permet de croire que le systeme etudie par M. Zalta
Produit une synthese de proteines ou de polypeptides.

Le systeme trouve par M. Zalta existe egalement dans les ribosomes du
pancreas, du poumon et des reticulocytes et nous avons vu que M l l e s Hirsch-
bein et Rozencwajg le retrouvent dans les noyaux de placenta humain. C'est
done un systeme tres repandu dans les tissus oil il doit jouer un role impor-
tant dans la synthese des proteines.

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

L'etude de leur composition a prouve qu'ils sont tres riches en phospholi-
Pides et Ton sait, par ailleurs, que les phospholipides sont susceptibles de jouer
un role dans la synthese des proteines.

M. Zalta a done apporte une contribution importante k l'&ude de la bio-
hfe des proteines.

. — Les syntheses proteiques sont egalement etudiees par M. Sutra;
j d'un tout autre point de vue. M. Sutra etudie Taction inhibitrice de la

chlorpromazine sur les cultures d'E. coli et determine la concentration optima
et fe* variations des teneurs en ADN et ARN. Les dosages, par la methode
<lu il a mise au point Pannee derniere, montrent de fortes diminutions en ADN,
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alors que le taux d'ARN reste constant. Us confirment ainsi les resultats de
MM. Rosenberg, Szafarz et Wyssmann qui ont montre, sur la cellule cance-
reuse, que la chlorpromazine inhibe la multiplication cellulaire sans inhiber la
synthese des proteines. Les resultats de M. Sutra, qui se rapprochent de ceux
que S. S. Cohen obtient en croissance desequilibree, montrent le role qu'on
peut attribuer a l'ADN dans la synthese de TARN et dans celle des proteines.

II. — BIOCHIMIE CELLULAIRE

A.-M. Rosenberg et Mm e Emanoil etudient la transformation des cellules
hepatiques normales en cellules neoplasiques par dosage des composes flavi-
niques dans les cellules en voie de cancerisation et dans les cellules cancereuses.
Us etudient ces phenom£nes dans des foies de rats normaux ou de rats nourris
au paradimethylaminoazobenzene (jaune de beurre). Us ont observe que le taux
des flavines est plus faible dans les cellules neoplasiques que dans les cellules
normales et que les cellules des regions voisines des nodules cancereux ont un
taux de flavines normal. La diminution du taux de flavines est done caracteris-
tique de la cellule cancereuse. Us ont ensuite etudie la repartition des flavines
dans les fractions cellulaires obtenues par centrifugation differentielle. Us ont
montre que le taux des flavines baisse surtout dans les microsomes, dans les
debris cellulaires et dans les noyaux, alors qu'il diminue beaucoup moins dans
les mitochondries et dans la fraction soluble. Enfin, ils ont etudie l'effet de 1*
cancerisation sur la repartition des differents composes flaviniques connus. Ik
ont montre que le taux de riboflavine libre qui est normalement tres bas, change
peu, tandis que celui des mono- et dinucleotides est le plus touche. Ils ont
prouve, en outre, qu'un nouveau compose flavinique inconnu apparait surtout
dans les mitochondries et ils ont pu Identifier par ses proprietes chromato*
graphiques. La cancerisation affecte d'une fa?on differente, non seulement les
diverses fractions cellulaires, mais les divers nucleotides flaviniques.

On peut rapprocher ces resultats des proprietes enzymatiques des parti*
cules. On sait que les microsomes normaux sont le siege de phenomenes de
detoxication dans lesquels interviennent des enzymes flaviniques et qu'ils con*
tiennent des hydroxylases. Or, les flavines diminuent dans les microsomes &u

cours de la cancerisation pendant laquelle la detoxication diminue aussi. Au

contraire, la fraction soluble qui contient les enzymes glycolitiques perd rete"
tivement peu de flavines. Or, depuis Warburg, on sait que Taugmentation de 1*
glycolyse est une propriete essentielle et caracteristique de la cellule cancereuse*
Enfin, les mitochondries qui sont moins nombreuses que dans les cellules not"
males, gardent leur activite respiratoire normale (meme consommation d'oxygene

et memes rapports de phosphorylations oxydatives). On peut expliquer ce ft1*
en supposant que certaines enzymes flaviniques cataboliques, en dehors de *a

chaine respiratoire, sont preferentiellement touchees. Dans les fractions oix se

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 CONJUGU£ES
DE L'IRRADIATION ET DU JAUNE DE BEURRE SUR LE FOIE DE RAT.

M. Rosenberg a montre, avec M. Lacassagne et Mme Hurst, que les
rayons X, administres localement sur le foie, retardent la marche du processus
de cancerisation provoque par Padministration continue de jaune de beurre.
Pour expliquer cette action, des recherches ont ete entreprises dans plusieurs
directions :

Avec M. Lacassagne et Mm e Emanoil, M. Rosenberg a montre que le pro-
cessus de detoxication est plus actif du cote du foie irradie, apres irradiations
partielles et alimentation au jaune de beurre.

Avec Mme Fourcade, M. Rosenberg etudie comparativement les quotients
respiratoire et glycolytique, ainsi que Pactivite catalasique des coupes de foie
de rats normaux, ou nourris au jaune de beurre, et dont le foie a ete partiellement
irradie. Enfin, avec M l l e Ruet, M. Rosenberg etudie, dans les memes conditions,
le metabolisme des acides ribo- et desoxyribonucleiques.

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

Avec Mmes Dugandzic et Emanoil, M. Rosenberg a continue Petude de
j effet de Phydrocortisone sur la glycolyse aerobie et la respiration de la cel-
lule ascitique entiere ainsi que sur le broyat ascitique. Lorsque le substrat est
le glucose-6-phosphate, Phormone steroide exalte la glycolyse aerobie. En pre-
sence d'autres substrats de la chaine glycolytique (fructose-6-phosphate, fruc-
tose- 1-6-diphosphate, 3-phosphoglycerate, pyruvate), Phormone a une action
mhibitrice. Avec le broyat et en presence de Phormone et quel que soit le
substrat, la glycolyse est inhibee.
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SERVICE DE BIOCHIMIE B

Rapport de M™ M. GRUNBERG-MANAGO, Chargee de Service.

I. _ SYNTHESE ENZYMATIQUE DES RIBOPOLYNUCL&OTIDES

Nous avons poursuivi nos recherches sur les mecanismes de synthese des
acides ribonucl&ques en nous attachant plus particulierement k elucider le role
que peut y jouer in vivo la polynucleotide phosphorylase. Nous avons egale-
ment continue Tetude in vitro du mecanisme d'action de cette enzyme, etude
qui nous a conduits a des recherches sur la phosphorolyse de TARN soluble
(ARN isole du cytoplasme); nous avons pu ainsi obtenir des renseignements
sur la structure macromoleculaire et sur les proprietes de cet ARN.

Enfin nous avons isole des enzymes responsables de la synthese des ribo-
polynucleotides & partir d'autres microorganismes que ceux etudies jusqu'fc
present. Certaines des proprietes de ces enzymes se sont revelees etre diffe-
rentes de celles des systemes decrits jusqu'ici.

A. — ROLE DE LA POLYNUCLEOTIDE PHOSPHORYLASE in vivo.

Bien que de nombreuses etudes aient ete effectuees sur la polynucleotide
phosphorylase, le role physiologique de cette enzyme demeure obscur. litant
donne que la sequence des nucleotides des polymfcres synthetises in vitro ne
presente pas de caractere de specificite, il est probable que si Tenzyme joue
un role dans la synthese de TARN in vivo, e'est que d'autres enzymes ou fac-
teurs interviennent dans la formation de sequences specifiques.

Afin d'etudier le role de la polynucleotide phosphorylase in vivo9 nous avons
cherche, en collaboration avec M. Levin, un systeme aussi proche que possible de
la cellule vivante. Les suspensions de cellules intactes de E. coli ne peuvent
pas etre utilisees pour un test de la polynucleotide phosphorylase du fait qu'elles
sont impermeables aux diphosphates, mais nous avons trouve que si les cellules
sont exposees au toluene, dies deviennent permeables aux nucleotides.

Nous nous sommes tout d'abord assures que les activites mesurees a Taide
de telles cellules sont bien le fait de la polynucleotide phosphorylase. Des
etudes portant sur la specificite, le besoin en cofacteurs, les inhibiteurs, ainsi
que les proprietes du polymere forme montrent qu'il en est bien ainsi. Cette
methode a ete appliquee a Tetude de Tactivite de la polynucleotide phospho-
rylase des cellules d'E. coli requerant le tryptophane (trypt-) et traitees par le

chloramphenicol. Gros (Exp. Cell Research, 14, 104, 1958) et plusieurs autres
chercheurs ont demontre que, lorsque la synthese proteique est bloquee par le
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chloramphenicol, la synthese de TARN par des mutants d\E. coli requerant
des amino-acides, ne peut se faire que si les amino-acides requis sont ajoutes
au milieu de culture. L'utilisation du mutant (trypt-) revela qu'en absence de
synthese proteique, la presence du tryptophane provoquait une augmentation
(2 a 3 fois) de Tactivite specifique de la polynucleotide phosphorylase ainsi
que de la quantite d'ARN synthetise, les deux accroissements etant fonction
de la concentration en tryptophane. Le tryptophane, par contre, n'a aucun
effet sur Tactivite d'autres enzymes. Le tryptophane peut etre remplace par le
pL-5-methyltryptophane. D'autres amino-acides augmentent egalement — mais
a un degre moindre — Pactivite specifique de la polynucleotide phosphorylase,
mais sans toutefois permettre la synthese de TARN. Nous etudions actuellement,
en collaboration avec M. Thang et M l l e Reveillon, le mecanisme de cette action
des amino-acides sur Pactivite specifique de la polynucleotide phosphorylase.

B. — MECANISME D'ACTION.

Des etudes ont ete entreprises sur la cinetique, la specificite, les cofacteurs
et les amorceurs de la polynucleotide phosphorylase hautement purifiee a par-
to de sources differentes.

a) Cinetique. — On savait que les ions M g + + ont un role activateur pour la
Polymerisation de PADP. Nous avons montre (en collaboration avec M. J. Mas-
soulie et Mue Yon) que le Mg et PADP en exces sont tous deux inhibiteurs
de la vitesse de polymerisation de TADP. La vitesse maximum de la reaction
8e Produit quand le rapport -^F— = 3. Des differents mecanismes qui peuvent

etre envisages pour expliquer cette double action de l'ADP et du Mg, deux
^nt ete elimines : celui qui correspond a une fixation totalement independante
de l'ADP et de Mg sur l'enzyme, et celui qui fait intervenir seulement la fixa-
t l o n d'un complexe ADP-Mg.

b) Specificite. — La polynucleotide phosphorylase est specifique pour les
nucleotides diphosphates mais par contre manque de specificite en ce qui con-
cerne la base du nucleotide (adenine, uracile, guanine, cytosine, hypoxanthine,
%mine). En collaboration avec M. J. Dondon et M. Michelson, invite par
! Ins*itut de Biologie, nous avons teste les derives diphosphates de divers ana-
°gues des bases, ce qui nous a donne des renseignements non seulement en

C.e qu i concerne le mecanisme d'action de Tenzyme mais quant a son role phy-
siologique : Faction des analogues sur Tactivite de la polynucleotide phospho-
^ase in vitro est parallele a leur action sur la synthese in vivo des acides ribo-
nucleiques.

, c) Amorceurs. — L'action des polyribonucleotides comme amorceurs dans
a synthese des poly A et AGUC (ac. polyadenylique et polymere contenant
es 4 bases adenine, guanine, uracile et cytosine) a ete recherchee avec des pre-

parations de polynucleotide phosphorylase hautement purifiees dont la teneur
n ac- nucleique contaminant est tres faible. Ces preparations purifiees exigent
,, a ^rceur pour synthetiser les polymeres. Le mode d'action des polynu-

c
 e? t l des comme amorceurs de la polymerisation n'etait pas clair; en parti-

U e r la question qui se posait etait de savoir si les polynucleotides ajoutes
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servent de point de depart pour la formation de nouvelles chaines, en fixant
des unites de mononucleotides. II a ete montre que ce n'est pas le cas, en
utilisant des amorceurs radioactifs (coll. avec M. Monier) et en comparant les
poids moleculaires des polynucleotides en presence ou absence d'amorceur.
Ce dernier travail a ete effectue en collaboration avec M l l e Guinand et
Mm e Wurmser au Centre d'ultracentrifugation du C. N. R. S.

d) Phosphorolyse de I'ARN soluble. — II a ete demontre (M. Grunberg-
Manago, J. MoL Biol. 1, 240, 1959, et Singer et Coll., Biochim. Biophys. Ada,
38, 568, i960) que la polynucleotide phosphorylase peut phosphorolyser com-
pletement diverses preparations d'ARN — k Fexception de TARN soluble
(S-ARN) isole des tissus animaux. La phosphorolyse du S-ARN s'arrete lorsque
environ 20 % seulement de TARN ont ete degrades. II etait interessant, d'une
part de verifier que les S-ARN provenant d'autres sources se comportaient de
la meme fa$on, et, d'autre part, de definir la nature des fractions sensibles et
resistantes a la phosphorolyse.

Avec MM. R. Monier et J. Dondon, nous avons etudie la phosphorolyse
de diverses fractions qui avaient ete purifiees k partir de S-ARN de levure par
chromatographie sur DEAE-cellulose. Alors que TARN isole des ribosomes
de levure est presque completement phosphorolyse, 70 k 80 % des ARN qui
peuvent servir d'accepteur des amino-acides sont resistants k la phosphorolyse.
La fraction du S-ARN qui resiste a la phosphorolyse conserve son activite en
tant qu'accepteur de tyrosine et de phenylalanine et perd 50 % de son activite
en tant qu'accepteur de valine. La methode utilisee permet ainsi de mettre en
evidence une difference entre les ARN acceptant les differents amino-acides.
D'autre part les etudes sur le comportement k la temperature, 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 RIBOPOLYNUCLOT^IDES.

Au cours de travaux concernant le role physiologique des polyphosphates
d'Eub. sarcosinogenwn, M. Szulmajster a ete amene k etudier, en collaboration
avec M. T. Tildon (Boursier Fullbright), la polynucleotide-phosphorylase,
isolee pour la premiere fois d'une bacterie anaerobie stricte. Les proprietes
de cette enzyme, partiellement purifiee, ainsi que la formation de differents
polymeres ont ete etudiees. D'apres le comportement de Penzyme au cours de
la purification et d'apres revolution de Tactivite enzymatique, mesuree par 1*
« reaction d'echange » et par Tincorporation du C14-ADP dans les polymeres,
il semble que ces deux activites soient dues a des enzymes differentes. La sepa-
ration complete de ces deux activites est en cours.

D'autres enzymes responsables de la synthese des ribopolynucleotides ont
ete isolees par M. Dolin et Mm e T. Stadtman de deux bacteries anaerobies et
partiellement purifiees. Les proprietes de ces enzymes (specificite, affinite
les substrats et relation entre les reactions d'echange et de polymerisation)
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•e C0™Parees avec celles des polynucleotides phosphorylases d'Azotobacter
ineiandu et d'£. colt. En particulier, M. Dolin en collaboration avec MUe Godi-

^ iaux a montre que, dans le cas de l'enzyme purifiee a partir de Cl perfringens,

cer? m < ^ i S a t ' ° n CXige la Pr^ s e n c e d ' u n activateur qui P e u t &re remplace par
r aines proteines basiques. II se pourrait ainsi qu'une proteine basique soit

semble qu'il s'agisse ici de systemes differents de ceux dont il vient d'etre
4 estion. Leur isolement et leur purification sont actuellement en cours.

II. — M&TABOLISME M1CR0BIEN

RECHERCHES SUR LE D^TERMINISME BIOCHIMIQUE DE LA SPOROG^NiSE.

tit ^P S z u l m a J s t e r a entrepris en collaboration avec M. P. Schaeffer, de l'lns-
de

U. Pasteur k Paris, des recherches sur le controle genetique et biochimique
^ a sporulation. Une telle etude est rendue possible chez B. subtilis par Tiso-

rnent de mutants asporogenes (Sp~) (spontanes ou induits) et par la possi-
l e

c>
 e restaurer chez ces mutants la capacite de sporuler par transformation,
8 -a-dire sous Faction de Tacide desoxyribonucleique de la souche sauvage.

. ^analyse biochimique effectuee comparativement sur des extraits acellu-
res p^ p
res provenant de souches sporogenes (Sp+) et asporogenes a revele que

rul C-S s o u c h e s Sp+ de B. subtilis analysees developpent au cours de leur spo-
Un H°n -Un sy s t^m e DPNH-oxydasique particulaire, dont Tactivite specifique,
S u

e , , e m ^ e u r e avant Tapparition des spores thermoresistantes, est io a 30 fois
a Pef^ure a celle observee pendant la croissance. Chez les mutants Sp~, cette
1 lVl te se maintient pendant la meme periode au niveau existant au cours de
la croissance.

2. — DEGRADATION ANA^ROBIE DE LA CR^ATININE.

tini S ^ C a d r e de s e s r e c h e r c l i e s s u r la degradation anaerobie de la crea-
n^c

nC> ?*" Szulnaajster a etudie le mecanisme enzymatique par lequel Tenergie
t i n i

e s s a i r e * la croissance d'Eub. sarcosinogenum est formee k partir de la crea-
de ^ Se

/
rvant comme source d'azote. II a pu demontrer que la degradation

a creatinine par des extraits acellulaires est associee a la formation d'ATP
ete d̂ 1F d > A D P et de carbamyl-phosphate. Ce dernier compose, comme il a

? 1 0 1 1 ^ anterieurement, est un intermediate dans la degradation de la
p a r ces bacteries.

de ce travail a ete efFectue avec Tassistance technique de
M. Wyssman et L. Dondon.

sance

3. — IVKTABOLISME DE Acetobacter xylinum.

pursuivant Tetude comparative du metabolisme de Ac. xylinum apres crois-
SUr S^cose 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 ainsi
que des extraits cellulaires etait different.

Les bacteries intactes non proliferates ayant crii sur glucose (« bacteries
glucose ») respirent le glucose avec une vitesse dont la valeur n'atteint que les
2/3 de celle des bacteries ayant cru sur fructose (« bacteries fructose »). Vis-i-
vis du fructose, le phenomene est encore plus accentue, la vitesse d'oxydation
des « bacteries glucose » n'etant dans ce cas que la moitie de celle des « bac-
teries fructose » apres une heure de respiration et le tiers apres deux heures. La
mesure du degagement de gaz carbonique donne lieu k des constatations iden-
tiques.

En operant avec des extraits cellulaires dialyses, on constate une absorption
d'oxygene en presence de glucose avec les deux sortes d'extraits bacteriens,
mais le fructose n'est oxyde directement par aucun d'eux. En etudiant alors
Tinfluence des coenzymes nucleotidiques sur l'oxydation de ces deux sucres,
il s'est revele que l'addition d'ATP (adenosine triphosphate) et de TPN et
DPN (tri et diphosphopyridine nucleotide) debloque l'oxydation du fructose
par les deux extraits; par contre, si ces coenzymes exaltent aussi l'oxydation
du glucose par 1' « extrait fructose », leur presence diminue la vitesse d'oxy-
dation de ce sucre par « l'extrait glucose ». Ce dernier phenomene qui rappelk
l'effet Crabtree (inverse de l'effet Pasteur) a retenu l'attention de M. Prieur
qui en poursuit actuellement l'etude. II s'avere que les « bacteries fructose »
ne possedent pas de phosphofructokinase, ce qui leur interdit la voie de degra-
dation de Embden-Meyerhoff; de telles bacteries semblent par contre posseder
toutes les enzymes du cycle des pentoses. Quant aux « bacteries glucose », elles
doivent pouvoir degrader le glucose par les deux voies.

4. — M&TABOLISME DU PYRUVATE.

Mm e Delavier-Klutchko a poursuivi Tetude de la reaction clastique du
pyruvate par Clostridium saccharobutyricum :

CH3COCOOH + P4OH3 — CH3COOPO3H2 + H2 + CO2

Elle s'est particulierement attachee cette annee a Tetude de la reaction
d'echange entre le 14CO2 et le pyruvate qui constitue un test de la reversibility
de cette reaction. Un tel echange est rapidement realise par les extraits cellu-
laires de C. saccharobutyricum; il n'est stimule ni par « FCL », facteur pteri*
dique qu'elle a isole de l'extrait bacterien lui-meme (voir rapport de l'annee
1959), ni par l'acide N l o formyltetrahydrofolique, qui presente un certain
nombre d'analogies avec « FCL ». Ces corps n'interviennent done pas dans cette
reaction d'echange, alors qu'ils stimulent la reaction de scission du pyruvate
(rapport de 1959).

Mme Delavier-Klutchko a mis en evidence l'intervention de la biotine
dans cette reaction d'echange. En effet, l'incorporation du 14CO2 dans le pyr^*
vate est en grande partie inhibee par addition au milieu d'experience d'avi-
dine, proteine qui complexe specifiquement la biotine : 76 % d'inhibition son*
obtenus avec 2 unites d'avidine par mg d'extrait brut et par ml. Cette inhibi-
tion est toutefois prevenue si Ton incube prealablement l'avidine avec la biotinc-
Sans doute se forme-t-il dans cette reaction un complexe « enzyme-biotinc-
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CO2 , analogue a celui decrit recemment par 1*°"*?** t T e S ^ d e
du p-methyl-crotonyl-CoA en > « ^ M ^ ^ ^ ^ ^ ^ S ^
Mycobacterium. II semble done probable que la biotine, ^ * °* S"J *££ h
•factions de carboxylation et decarboxylation, intervene egalement dans la
degradation clastique du pyruvate.

HI. - MtTABOLISME DES T1SSUS ANJMAUX

i. - ACTION HYPOGLYCEMIANTE DES GUANIDES.

Certains derives guanidiques, alcyl et
1'ani™! ,,n* hn;s»e de la glvcemie q

^enains derives guaniaiqucs, *u*yi >» "* ©--—
sur l'animal une baisse de la glycemie qui reflete une
du glucose vers les tissus. A la suite de nombreux i

avw.v

travaux sur la synthaline

mitochondries de foie et d'enzymes isol6es, montre qu n - w « .
relation n'existe entre le pouvoir hypoglycemiant et la w p F ? " , j
lism* nvvA^( A t^ire. une dimethyl-biguanide de faible toxiate,oxydatif. Au contraire, une dimethyl-biguanide

'"6lycemiante, accdlere a certaines concentrations la
II existe par contre une relation precise entre ie

--J biguanides et le fait qu'elles inhibent la mono
M . Meyer a demontre que les biguanides ^ ^ ^ - - ^ - l e u r
NH(CH2)n NHC(NH)NH2 sont toutes inhibitrices de ces enzymes q
Pouvoir inhibiteur est proportionnel a leur pouvoir ny
Priete leur confere un rdle dans la regulation du ti

p

de certaines
histamine)f^icte leur contere un roie aaiis w i v 6 - . — c^rotonine, histamine;

amines de nature hormonale (adrenaline^no
K

rf r ^ y ^ s f ^ s i 1'inhibition
et dont on connait Influence sur le metabolisme: du^glucose^ A g ^
de la desamination oxydative pourrait avoir(>pour effet £* t
^ " ' - - n e s . En renforcant 1'erTet de l'adrenahne les gu v ^

une glycogenolyse hepatique et musculaire oû ^ renforcedeterminer une glycogenolyse hepatique *™°%™T^ d a n s le tissu adi-
wtte hormone sur l'augmentation de 1'oxydation . d u J ^ ° s l'uuUsation du
Peux. Ainsi pourrait s'expUquer Faction des biguanides sur lut
glucose.

2. - INHIBITION DE L'ANHYDRASE CARBONIQUE.

K -t ii/r T? iv/r^vpr a etudie les con
Au cours d'un autre travail, M. F. Meyer a f 5 i e ^^

t»on par des sulfamides de l'anhydrase carbonique qui j
dans l'equilibre acide-base u r n .

(CO2 + H2O ^ H2CO3 ** H+ + HCO3 )
C i ' ^ ^ m e . henzene-disulfonamides -1,3 ayant des

Les experiences portant sur des benzene ouu1 M j B o u r .
substituants varies en position 4, 5 <* 6 (qm cmt ^ y n « i P s u l f a m i d o

dais) font apparaitre une relation simple 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.

I. — CHIMIE ET BIOCHIMIE MICROBIENNES

A. — CHIMIE D'ACIDES BACT&UENS.

M. J. Asselineau a analyse par chromatographie gaz-liquide, la nature des
acides gras de plusieurs souches bacteriennes (C. diphtheriae, C. ovis> P. pestis,
B. subtilis). Cette methode pourrait eventuellement apporter une aide pour les
classifications d'especes bacteriennes mal definies.

Un nouveau type d'acide mycolique naturel a ete isole de PActinomycete,
Nocardia asteroides : Yacide nocardique. Cette substance C50H96O3 ± 3 CHj
est, en fait, un melange d'homologues et correspond a la formule provisoitf
(I) oil X est un radical monoethylenique C24H45 ± 3 CH2 qui contient unc
ramification [3].

CH3-(CH2)7-CH . (X)-CH(OH)-CH - COOH

'fM2 ln (n«ll et 13)

(I)

B. — BIOSYNTHESE D'ACIDES BACTERIENS.

Mm e M. Gastambide a termine la degradation de l'acide corynomycolique

radioactif (II) obtenu par incubation de bacilles diphteriques avec de l'aci<je

palmitique -i-14C. Les resultats montrent que seuls les carbones 1 et 3
l'acide corynomycolique sont radioactifs, ce qui prouve la biosynthese k
de deux molecules d'acide palmitique [12].

CH3(CH2)14-tH.

OH

(II)

En collaboration avec le Dr H. Grisebach (Freiburg), Mm e M. Gastambi<*e

etudie Yincorporation d'acide propionique dans les acides ramifies de la
humaine, avirulente, H 37 Ra de M. tuberculosis en utilisant de l'acide
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pionique marque par le tritium dans le methyle et par le 14C dans le carboxyle.
Les premiers essais ont montre une bonne incorporation des deux isotopes

dans Tacide tuberculostearique (io-methyl-stearique) et dans l'acide mycoce-
rosi (2, 4, 6, 8-tetramethyl octacosanoique). Dans ce dernier, 75 % du

d hl i ble une preuve satis
q ( , 4, 6, 8tetramethyl o c t a c o q )

tritium se trouve dans les groupes methyles, ce qui semble une preuve satis-
faisante de Incorporation directe d'acide propionique.

Ces essais sont en accord avec ceux publies recemment sur Incorporation
d>acide propionique dans les chaines ramifiees des antibiotiques du groupe
des macrolides (erythromycines : Corcoran, Grisebach; methymycine : Birch).

C. — LES MYCOSIDES.

Les mycosides sont des glycolipides caracteristiques de certaines especes
de Mycobacteries [4].

Mycoside B : Mme H. Demarteau-Ginsburg a etudie la structure de ce
compose qui est caracteristique des souches bovines de M. tuberculosis. La
formule approximative est C85H156O10. Par hydrolyse acide, on obtient du
2-O-methyl rhamnose et une fraction lipidique. Celle-ci donne par hydrolyse
alcaline un melange d'acides gras satures et ramifies de formule moyenne
C24H48O2 et un glycol-phenol methoxyte de formule C30H54O4. Le 2-0-methyl
rhamnose est attache a Thydroxyle phenolique. m

Mycoside C : il est caracteristique de M. avium. II s'agit en tait d un
flange de peptido-glycolipides de structure tres voisine. Pour un de ces
mycosides appele Mycoside Cl9 la formule provisoire (III) est proposee et rem-
Pla<* la formule provisoire indiquee dans le rapport de 1959- Tous les cmq
Jc|des a m i n & s o n t de configuration D (« non naturelle »); c'est la premiere
tois que l»on a t r o u v ^ de la D-«//o-threonine dans la nature.

'<• • B-Phe. a-llo.Thr.I.Ala.t)-alAa.Tf>rJ-Ala-0-9uere..0-eucre|

r6-d6soxy-talose
sucro 3,4-di-0-nSthyl-rhainno«e

(III)

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 ^ u ^
6-desoxy sucres. La formule provisoire (IV) est proposee pour cette substance.

(3.4-di-JL-i.e-thyl-L-rha-noae) 2

(IV)

La presence frequente d'acides amines de configuration D dans des peptido

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

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

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

E. — LlPIDE TOXIQUE DE CORYNEBACTERIUM OVIS.

M. J. Asselineau a continue la purification du lipide toxique de C ovis
(en collaboration avec le Professeur Carne de Sydney). II 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 trehalose) lipide toxique des Myco-
bacteries.

F. — SUBSTANCES STIMULANT LA FORMATION D'ENZYMES RESPIRATOIRES

CHEZ LA LEVURE (COFACTEURS E ) .

Le debut de cette etude a ete mentionne dans le rapport precedent. La
sp6cificite de structure du 2,5-anhydro-L-idose est tres grande, puisqu'une
serie d'isomeres et analogues synthetises par M. J. Defaye s'est trouvee etre
inactive. Par contre, les essais de M. P. Slonimski ont montre que plusieurs
autres sucres (en dehors du glucose etudie precedemment) fournissent, par
traitement acide, des polymeres qui sont actifs dans Tinduction de Tadapta-
tion respiratoire de la levure [6].

HO — C C — OH HC _CH

NH CH,•—°v CH

(V)

Mm e Audrain-Legault-Demare et M. P. Slonimski ayant trouve que deux
analogues structuraux des pyrimidines (6-azauracile et 2-thiocytosine) inhibent
Tadaptation respiratoire des levures, Teffet antagoniste des deux polymeres
obtenus k partir du D-glucose et du D-erythrose a ete etudie. Mm e Audrain
a trouv6 que ces deux fractions empechent l'effet inhibiteur des deux analogues
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de pyrimidines. Cet antagonisme est specifique : le cofacteur issu du D-glucose
ag|t seulement vis-i-vis du 6-azauracile, tandis que celui issu du D-erythrose
ag't seulement vis-a-vis de la 2-thiocytosine [10].

M. R. Wolff et Mm e M. Lenfant ont etudie la synthese des 6-glycityl-
amino-purines afin d'etudier si ces substances possedent une ou plusieurs des
activites physiologiques suivantes : cofacteur E, kinetine (hormone de division
cellulaire) [ u ] et anti-tumorale.

t Us ont synthetise la 6-ribityl-amino-purine (V) par condensation de la
nbityl-amine (desoxy-1 amino-1 ribitol) avec la 6-chloro purine.

Cette substance, qui sera soumise i des essais biologiques, pourrait etre un
Precurseur de la kinetine (VI).

G. — DIVERS.

H Robert et M. M. Barbier ont commence Tetude de la structure
d'un agent complexant, isole d'une souche d'Aspergillus.

II. — CHIMIE V&G&TALE

A. — STRUCTURE DE LA LYSOPINE, NOUVEL ACIDE AMIN£ ISOL^

DE TISSU DE CROWN-GALL.

. ^" Lioret avait isole en 1956, k partir de tissus de crown-gall de sal-
/i (Scorzonera hispanica), tabac (Nicotiana tabacum), Vigne vierge (Par-
"enocissus tricuspidata) et artichaut (Helianthus tuberosus) un nouvel acide

a*me n e u t r e k V6ut cris taiiis£.
MM. K. Biemann, J. Asselineau et Mm e J. Polonsky ont determine la

s rJicture chimique (VII) de cette substance grace h la spectrometrie de masse,
et 1 ont prouvee par la synthese a partir de e-N-carbobenzoxy-L-lysine et d'acide
^bromopropionique [a].

Le nom de lysopine a ete propose pour cette substance pour exprimer son
£aPport avec la lysine et son analogie de structure avec celle de Toctopine (VIII)
?nstituant caracteristique du muscle d'Octopus. La stereochimie de la lyso-

Puie est interessante, car comme pour Toctopine, le carbone a de la chaine
a n m e est de configuration D [29].

rCH-CH -COOH
2 I

NH
I

CH CHCOOH

H,N-C -NH-CH--CH.-CH.-CH-COOH
2 I Z 2 Z I

NH NH
f

CH CHCOOH

(VII) Lyaopinc. (VIII) Octopine.

B. — liTUDE SUR DES DlTERP^NES.

IVTlle A
J ** A. Diara et Mm e C. Asselineau ont continue Tetude de la structure

darutigenol. En transformant Tacide pimarique (IX) en nor-pimarene (X)
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et en montrant que ce dernier est l'antipode optique du nor-darutene (XI)
derive du darutigenol, elles ont pu prouver la formule (XII) pour le daruti-
genol. On voit que ce dernier possede k tous les centres asymetriques connus
la configuration inverse de celle de la plupart des diterpenes et steroides [13].

Mm e S. Bory et Mm e C. Asselineau ont continue Petude des produits de
cyclisation du manool dont Tun est un isomere du rimu&ne (XIII). Pour deter-
miner la stdreochimie de ce compose, deux hydrocarbures tetrahydrogenes de
l'acide pimarique (IX) ont ete prepares. Le produit d'hydrogenation de l'hy-
drocarbure deriv6 du manool est isomere de ces deux nouveaux hydrocarbures.

H O . - '

(XIII)

(XII) (XI)

C. — IlTUDE SUR DES TRITERPfeNES.

i° Acide polygalacique. Mm e J. Polonsky et M l l e J. Seiligmann ont com-
mence une etude des constituants de Polygala paenea de provenance de Haiti,
ce qui leur a permis d'isoler une nouvelle sapogenine qu'elles proposent d'ap-
peler acide polygalacique.

La formule brute et la nature des groupements fonctionnels ont pu 6tre
etablies. L'acide polygalacique C30H48O5 est un acide triterpenique penta-
cyclique tetrahydroxyle dont deux hydroxyles forment un groupement glycol.
Une seule double liaison non hydrogenable a pu etre mise en evidence dans
l'acide polygalacique [26].

2° Chimie de Vasiaticoside. La structure de l'asiaticoside, heteroside isol£
de Centella asiatica de provenance de Madagascar avait ete elucidee : celle dc
Taglycone, Vacide asiatique (XIV), en 1951 et celle de la partie glucidique en 1959*

En ce qui concerne la stereochimie de l'acide asiatique, il restait un seul
point & eclaircir, k savoir la conformation du groupement -CH2OH.

Mm e J. Polonsky et M. J. Zylber ont pu, par une serie de reactions chi-
miques portant sur le cycle A, montrer que le groupement -CHaOH a la con-
formation equatoriale a (XV).
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(XIV) (XV)

D. — PRINCIPES AMERS DES SIMARUBACEES.

. l0 Sitnarolide : Mm e J. Polonsky a poursuivi l'etude de la structure du
unarolide C^H^Oj, principe amer qu'elle avait isote de l'ecorce de Simarubanarolide C27H36O9, principe amer qu'elle avait isole de Pecorce de Simaruba

wnara. Les resultats obtenus permettent d'adopter la formule (XVI) comme
typottese de travail.

.coo

2 (CH2-0-)

CH.

(XVI)

Cedronine et cedronyline : une etude des constituants des graines de
z cedron a ete entreprise par Mm e J. Polonsky. Elle a pu isoler deux

V e a u x composes cristallises amers : la cedronine et la cedronyline.

f """" la cedronine, F 2800 [a]D — 12.60, de formule probable C22H28O8, ren-
^e les groupements fonctionnels suivants : un groupement y lactonique,
e cetone oc,(3-insaturee, deux doubles liaisons, et au moins deux hydroxyles.

le , *a cedronyline a la formule brute C22H30O8, qui est en bon accord avec
resultats d'analyses elementaires et qui a ete confirmee par Petude de ses

Produits d'hydrolyse.

Le cedronyline est un ether de glycerol qui peut etre hydrolyse en glycerol
la" Cn Un c o m P o s e liposoluble C19H22O5 appele cedronolide. Le poids molecu-

j du cedronolide a ete confirme par spectrometrie de masse.
hydrolyse de la cedronyline est precedee d'une deshydratation avec for-

l o n de Tanhydro-cedronyline; le schema de Thydrolyse est le suivant :

cedronyline (C22H30O8) -> anhydrocedronyline (C22H28O7) ->
cedronolide (C19H22O5) + glycerol (C3H8O3)
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L'etude spectrale et ranalyse fonctionnelle montrent que la cedronyline
est un ether de glycerol possedant une fonction lactone et quatre fonctions
alcool [25].

Tandis que les glycosides sont tr&s repandus dans la nature, tr&s peu d'ethers
de glycerol naturels ont ete isoles jusqu'k present.

III. — CHIMIE ET BI0CH1MIE ANIMALES

A. — ASCAROSIDES.

Mm e s C. Fouquey et J. Polonsky ont termine l'etude de la structure des
ascarosides A, B et C, isoles de l'insaponifiable de l'Ascaris.

Les trois ascarosides peuvent etre represents par les formules XVII k XIX*

ASCARQSIDE A

CH,

(XVII)

ASCAROSIDE B

OH CMC

yHCHCOH

f,
HOCH

(XVIII)

ASCAROSIDE C

OM

I
HOCH

•°r
CH,

(XIX)

jC

f HCOH

HOCH

L'ascaroside A est d'ailleurs un melange de glycosides homologues
contenant des m6thylcarbinols en C27 a C31.

Les Ascarosides sont des glycosides de l'ascarylose ayant la configura-
tion a L. Rappelons que ce sucre, dont Mm e s J. Polonsky et C. Fouquey avaient
determine la structure et effectue la synthese, appartient k une nouvelle classe
de sucres naturels, les 3,6-didesoxy-hexoses, dont les autres membres ont et£
isoles de bacteries intestinales.
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B. — ACIDE GASCARDIQUE.

Brochere-Ferreol et J. Polonsky ont poursuivi l'etude de la struc-
ture de Vactde gascardique C25H38O2, substance isolee 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-
!vite vis-k-vis des jeunes abeilles, pouvoir d'inhiber le developpement de leurs

ovaires, et pouvoir d'inhiber la construction de cellules royales. L'isolement,
cs proprietes et l'examen chromatographique de la fraction possedant a la fois
es trois activites ont ete decrits [9, 17, 23] ; les essais biologiques ont ete effec-

ts par M^e j . pain (Bures-sur-Yvette).
La substance responsable de Pinhibition de la construction des cellules

r°yales a ete identifiee : il s'agit de Tacide C&0-9 decene-2 trans oique (XX) [5].

3-C-(CH2)5-CH - CH-COOH

0

(XX)

La synthese de cet acide, en quatre Stapes k partir de la cycloheptanone,
t e ^ ^ W L d i d h l l dd*k ^ S e au P°^nt W- La production de cette hormone par les glandes man-

lbulaires des Reines en fonction de leur age et du role social a ete etudiee par
X a m e n direct, par chromatographie gaz-liquide [20, 32]. L'etude des substances
esponsables des autres activites de rectohormone des reines d'abeilles est en
°urs, ainsi qu'une serie de syntheses de derives de Tacide ceto-Q decene-2

transi (XX).

D. — DIVERS.

a c o U a b o r a t i o n de M- s- L Zavialov, M. M. Barbier a applique la
des chromato-plaques a la separation des oestrogenes [28].
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Rapport de M. TH^OPHILE CAHN, Chef de Service.

et H a n S U n e S^rie de r e c h e r c h e s effectuees il y a quelques annees, MM. Cahn
Wouget ont montre que l'absorption de nourriture provoque chez le Lapin

j 1 1 6 augnientation des echanges allant de 20 a 50 % suivant que la quantite
nournture absorbee couvre tout juste les besoins caloriques ou les depasse
f™16* ^ e s ^ t s analogues avaient ete rapportes par quelques auteurs sur

.- Dans la suite ils ont pu etablir qu'au cours de Pabsorption diges-
de^ a!*m e n t s c ^ e z *e Lapin il y a une augmentation du taux des glycerides
rit

 lnt.est^n grele, augmentation qui est proportionnelle k la quantite de nour-
de Vm l n g ^ e et ^^ presente un maximum quelques heures apres le debut
tra l n g e s t * o n > concomitamment ils ont observe une forte augmentation du
^nsport des glycerides par le sang. Comme la nourriture des animaux est
tite j°S^f essentiellement de glucides et ne contient qu'une tr&s faible quan-
glu 'H * ipi.des (d e 1 > o r d r e de 1 %) ils en ont deduit qu'une grande partie des
tin / CS a ^ m e n t a i r e s est transformee en lipides au cours de la traversee intes-
r a t .e* ^ette conclusion est en accord avec Taugmentation du quotient respi-
die°

lr^ ^u ^s avaient observee et dont la valeur, au moment de Tabsorption
air

e?tlVe» surtout chez les Lapins jeunes, depasse souvent Tunite ; elle cadre
n ^ a v e c k fait que le pouvoir de stockage des glucides d'un Lapin de 4 kg

i U • P a S I?0 U r m e t t r e en ^serve les 60 k 79 g de sucres que lui apporte sa
^n J°umaliere. II etait tentant de rapprocher ces deux constatations : l'aug-

l de la P r o d u c t i o n calorique au cours de la digestion et la transfor-
g l u c i d e s alimentaires en lipides, et ceci d'autant plus que cette trans-

obli ^T C X i g e un aPPo r t important d'energie. Pour Tobtenir, Torganisme est
c j u i t

8 e d e briiler une certaine quantite de substances et l'exces de chaleur pro-
t a n t

 Correspond k Tenergie non utilisee pour cette transformation. En admet-
rend ^U e ^ c o n v e r s i ° n des glucides alimentaires en lipides se fasse avec un
a la e iK e m d e 4 S 0//°' v a I e u r ^ u e 1>on o b s e r v e d a n s 1 > o x y d a t i o n d u g l u c o s e couplee
r e s D P^sphorylation de Tacide adenyl-pyrophosphorique, on trouve une cor-
faisc n C e sat i s fa isante avec Taugmentation des echanges observes. Tout ce
des '*!! de d o n n ees concordantes a permis de conclure que l'augmentation
e s t ^ c h a nges observee chez le Lapin apres ingestion de sa ration habituelle
lip i d e

U e ^ !a transformation d'une grande partie des glucides alimentaires en
en f£

S' Si l e s substances alimentaires, qui ne peuvent etre mises telles quelles
i tr SCrve> d°ivent etre rapidement transformees en lipides, on doit s'attendre
n°tab?Ver ^ u > u n e absorption de lipides ne soit pas suivie d'une augmentation
b e a u

 C la P r o d u c t ion 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 experiences de Rubner que, chez le Chien, l'absorption
de viande en quantite suffisante pour couvrir les besoins amene une augmen-
tation de la production calorique de 30 % environ; si Ton augmente consi-
derablement la ration de viande, cette augmentation peut atteindre 80 %. Ce
sont la des resultats tres comparables & ceux obtenus sur le Lapin par MM. Cahn
et Houget. Toutefois Rubner n'observait cet effet qu'apres ingestion de viande,
et non avec les lipides ou avec des glucides; c'est pour cela qu'il lui avait
donne le nom d'action dynamique specifique. Un grand nombre d'auteurs ont
cherche a elucider les raisons et le mecanisme de cet effet, et naturellement
ont tente de l'expliquer par un processus particulier au metabolisme des pro-
tides. Rien ne s'oppose a priori k l'idee que, lors d'une absorption d'une grande
quantite de protides, une fraction au moins puisse etre transformee en lipides
et que l'augmentation de la production calorique soit pour une part due au
dechet de cette transformation. Mais il reste a expliquer pourquoi Rubner n'a
pas observe d'augmentation des echanges lorsqu'il a donne a ses chiens un
exces de sucres dont une fraction aurait du etre transformee en lipides. Rubner
n'a fait que peu d'experiences d'alimentation avec un exces de glucides; elles
lui ont montre une surproduction de chaleur allant de 6 a 8 %, exception-
nellement & 18 %. II faut remarquer qu'un animal carnivore, brusquement
inonde de sucres peut presenter une forte glucosurie et Rubner l'a observee
dans toutes ses experiences qu'il n'a d'ailleurs jamais prolongees plus de 2 jours.
Rubner n'a pas determine le quotient respiratoire, il ne connaissait done pas
la nature exacte du combustible et il admettait que l'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 experiences effectue
de mesure directe de la chaleur produite, il n'a pas pu se rendre compte de
l'ampleur de son erreur. II faut se rappeler aussi que le Chien peut deposer
une quantite non negligeable de glucose dans le tissu adipeux sous-cutane oil
il sera transforme tres lentement en lipides. II 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 l'Homme, apres absorption
de glucides, des augmentations non negligeables de la production calorique.

II semble done qu'on puisse generaliser les resultats obtenus sur le Lapin
et admettre qu'il se produit une augmentation de la production calorique apres
ingestion de tout aliment qui ne peut etre stocke en quantite suffisante et que
l'organisme est, de ce fait, oblige de transformer en un compose qui, lui, peut
etre mis en reserve en quantites presqu'illimitees : seuls les lipides presentent
cette possibility; l'augmentation de la production calorique constitue le dechet
energetique de cette transformation. Puisque cet effet peut etre obtenu aussi
bien apres ingestion de protides que de glucides, l'appellation d'action dyna-
mique specifique ne peut pas etre maintenue; MM. Cahn et Houget proposent
de lui donner le nom de « depense de conversion des aliments ».

On peut se demander si l'organisme perd obligatoirement une mSme pro-
portion d'energie lorsqu'il effectue ces transformations dans les divers tissus
ou si ce mauvais rendement energetique au cours de Fassimilation des aliments
est du au fait qu'elles se font tres rapidement lors de l'absorption digestive
dans un tissu qui ne peut, dans un temps aussi court, utiliser toute l'energie
mise en jeu. Le besoin important de chaleur de l'homeotherme pour le maintien
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de sa temperature corporelle enleve a ce probleme une grande part de son
interet.

MM. Cahn et Houget ont, d'autre part, continue leurs recherches sur le
transport des lipides dans le sang et sur les facteurs qui le conditionnent, en
etudiant Tinfluence du jeune sur la lipemie du Lapin. Cette etude a ete gran-
dement facilitee par les micromethodes, mises au point par M. Houget et
M l e Boutou, qui permettent de doser avec precision les acides gras totaux
esterifies, les acides gras des glycerides, des phosphatides et des esters de cho-
lesterol, le cholesterol libre et le phosphore lipidique sur une prise de 2 cm3

de sang. Grace a cette faible prise de sang on evite toute repercussion sur le
transport des lipides.

C'est 1'absence de micromethodes precises qui est une des causes du peu
de connaissances sur ce probleme.

Les animaux re?oivent leur ration tous les jours a 11 heures. Si on ne la
leur donne pas, on observe des la 3e heure de jeune une diminution des acides
gras totaux, chute qui est tres souvent plus accusee encore apres 5 et 7 heures
de jeune. Avec la prolongation du jeune, revolution se fait selon deux types.
Selon le premier, observe chez deux males et une femelle, la chute des acides
gras totaux se prolonge et est encore tres accusee au bout de 24 heures, cette
diminution est due principalement aux glycerides; mais leur transport s'inten-
s*fie ensuite tout en restant inferieur k ce qu'il etait a Tetat post-absorptif, de
telle sorte qu'apres 7 jours de jeune les acides gras circulants n'ont pas retrouve
'eurs valeurs de depart. Chez les animaux du second type qui ne renferme que
des femelles, Tintensification du transport des lipides est plus precoce; aprfcs
yn jeune de 24 heures, les glycerides ont a peu pres repris leur valeur de depart;
us continuent a augmenter par la suite, avec des vitesses inegales suivant les
Jndividus, pour atteindre apres 7 jours de jeune plus du double ou du triple
de la valeur de depart.

Les variations du taux des phospholipides du plasma sont les memes dans
les deux groupes d'animaux : diminution rapide pendant les 24 premieres heures
du jeiine, mais moins profonde que celle des glycerides, puis remontee avec
des oscillations plus ou moins amples & des valeurs inferieures ou voisines de
*eur taux initial. Leur synthese dans l'organisme jeuneur est done h peine
Suffisante pour equilibrer leur utilisation par les tissus.

Les esters de cholesterol sont les seuls constituants lipidiques qui ne
^ontrent pas de chute le premier jour de jeune mais, au contraire, une aug-
mentation reguliere chez tous les animaux de l'ordre de 25 % et progressant
tput au long du jeune pour atteindre k la fin un peu plus de 50 %. Ces varia-
toons font penser que ce compose constitue un des elements de la mobilisation
des lipides. Le cholesterol libre, apres une legere depression, augmente lui aussi,
m*is plus faiblement.

Dans un autre travail MM. Cahn et Houget montrent que Tadministration
d'une faible quantite d'adrenaline (50 y/kg) ralentit chez le Lapin la prise de
n°urriture, retarde et diminue Thyperlipemie alimentaire et provoque, au bout
^e 24 heures, une augmentation dans le plasma du transport des glycerides,
des phosphatides et du cholesterol libre; les esters de cholesterol ne sont pas
Modifies.
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Dans une autre serie d'experiences Mm e Azam et M l l e Picavet ont analyst
les effets de l'insuline et de 1'adrenaline sur la glycemie. Elles ont pu observer
que les animaux, dont la glycemie a jeun est assez stable au cours de l'annee,
repondent aussi d'une fagon reguliere et moderee a l'injection d'hormone; ce
sont des animaux dont les mecanismes de regulation entrent rapidement en
action. Chez les autres, bien que Ton ait maintenu les conditions aussi sem-
blables que possibles, les reponses obtenues peuvent varier grandement d'une
fois sur rautre. Les reponses glycemiques consecutives a l'administration d'hor-
mones sont plus faibles en hiver; ce fait s'observe chez tous les Lapins apres
administration d'insuline, mais seulement chez les males apres l'adrenaline.
Dans le cas de l'insuline, l'hypoglycemie s'installe en general plus vite chez les
femelles et le retour a la normale se fait aussi plus tot. L'insuline peut etre
injectee a des concentrations tres differentes sans que cela se repercute sur la
courbe hypoglycemique; on observe au contraire avec l'adrenaline des hyper-
glycemies plus importantes si on injecte cette hormone a des concentrations
plus fortes, et ceci est surtout accuse chez les femelles. Plusieurs auteurs avaient
observe que l'hypoglycemie insulinique pouvait, chez certains Lapins, etre
precedee d'une pointe d'hyperglycemie qu'ils ont attribute au glucagon con-
tenu dans l'insuline. Mm e Azam montre que cet effet est encore decelable avec
l'insuline actuelle qui ne contient plus de glucagon et qu'il est du aux mani-
pulations car on l'obtient chez les memes animaux apres une simple injection
d'eau physiologique.

** #

Au cours de l'annee i960, M. Kepinov a acheve une partie de ses recherches
relatives a l'action du froid sur l'organisme des mammiferes.

Des experiences faites avec des Rats dresses a consommer leur ration jour-
nalise de pain dans un delai determine montrent que la mise en reserve du
glycogene dans le foie ainsi que sa mobilisation sont differentes suivant que les
animaux sont maintenus a une temperature de 34-35° ou a + 40. Le glyco-
gene hepatique est sans doute un facteur important dans le processus d'adap-
tation au froid.

L'amplitude des variations du glycogene hepatique chez les Rats soumis
a Faction prolongee du froid parait dependre etroitement de la quantite d'ali-
ments contenus dans le tube digestif.

Les resultats de ce travail ont ete exposes dans un memoire : « Variations
du taux du glycogene hepatique chez le Rat soumis a l'action prolongee du
froid » (Journal de Physiologie, sous presse).

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

# #

Pendant l'annee i960, M. Agid a poursuivi avec M l l e George l'etude du
metabolisme des sucres chez les lapins rendus anemiques par des saignees
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repetees. II se confirme que les animaux presentent des tests anormaux : aug-
mentation de Phyperglycemie apres ingestion de glucose ou aprfcs injection

'̂adrenaline (la glycemie plasmatique depasse 600 mg % avec 50 y d'adrena-
une par kg d'animal, au lieu de 300 k 350 avant Panemie), et egalement
augmentation de la resistance k Pinsuline (les lapins resistent k des doses convul-
siyantes de 1 k 2 unites/kg a jeun, et leur courbe d'hypoglycemie est tres modi-
fiee). Ces caracteres n'apparaissent nettement que lorsque Panemie est impor-
tante (moins de 22 % de globules rouges k Phematocrite).

D'autre part une injection d'insuline fake au Lapin anemique diminue au
bout de quelques heures les valeurs souvent enormes de la lipemie (de 20 k
35 %). M. Agid a suivi aussi chez ces animaux revolution des acides gras non
esterifies du plasma gr&ce k une methode de dosage qu'il a modifiee. Les pre-
miers resultats montrent, sous Peffet de Pinsuline, une chute appreciable en
u heure des acides gras non esterifies, precedant la chute lipemique propre-

dite. II est done possible que Pinsuline agisse en bloquant la mobilisation
acides gras au niveau des reserves, comme le suggerent certains travaux.

M. Agid a avec Mme Martojat (qui poursuit par ailleurs un travail histo-
ique sur la « glande digestive » d'un Mollusque, la Nasse) examin6 la teneur

en glycogene et en lipides de cet organe, dont le role n'est pas connu, en fonc-
^on du cycle evolutif et de Palimentation. Cette glande ne pesant que 25 k
50 mg a exige la mise au point d'une methode donnant avec une bonne preci-
sion les valeurs du glycogfcne et des acides gras totaux de la glande. Des
resultats nombreux s'echelonnant sur une annee montrent qu'il n'existe aucune
elation apparente entre la prise de nourriture et la teneur de cette glande en
8ubstance de reserve.

Enfin, M. Agid avait montre anterieurement avec M. Duguy et M. Saint-
Girons que la glycemie de la vipere presente des valeurs tres basses pendant
k periode d'hibernation et trouve k Tinterieur d'une meme serie experimentale
^ne relation assez stricte entre la valeur glycemique et la temperature. Par
cpntre ils avaient observe qu'en Janvier, pour une temperature egale ou inf<6-
rieure k celle de decembre, la glycemie presente des valeurs nettement sup6-
rieures, ce qui montrait Tinfluence en dehors de la temperature, de Petat endo-
Cfinien de l'animal. L'examen histologique des glandes endocrines de ces
^imaux a en effet montre qu'en decembre les cellules de la medullaire surrenale
8ecrfetant Tadrenaline et la noradrenaline sont bourses de granulations, ce qui
est interprete comme une mise au repos de la glande. Au contraire en Janvier,
Precedant d'ailleurs les sorties de Printemps, ces cellules recommencent gra-
dllement k fonctionner et k secreter de l'adrenaline. Les valeurs plus elevees

la glycemie a ce moment (20 k 30 mg % au lieu d'une glycemie pratique-
nulle) sont sans doute en rapport avec ce debut de radrenalino-secretion.

## #

Des recherches anterieures de Mme Gallien-Lartigue avaient montre que
. ,rate }°u*ti un r61e important dans Papparition de Panemie chez Panimal irra-

^ k doses lethales : elle fragilise les hematies et contribue k leur destruction.
Mme Gallien-Lartigue essaie actuellement de determiner par quels meca-

nismes la rate exerce ce double role. Dans un premier temps, la recherche des
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autohemolysines a ete effectuee par la methode de Dameshek, elle s'est revelee
negative. Une experience est maintenant en cours pour etudier les variations
de la glucuronidase plasmatique du Lapin. Cette enzyme, abondante dans la
rate, fragilise les hematies in vitro et les hemolyse; elle peut devenir un agent
causal d'anemies in vivo. Les premiers resultats montrent qu'il se produit effec-
tivement une nette elevation de la teneur en glucuronidase dans la deuxieme
semaine aprfes Pirradiation. II faudra ensuite suivre ces variations chez des Lapins
splenectomises irradies, qui ne font pas d'anemie dans 50 a 60 % des cas,
avant de pouvoir discuter de la correlation entre P augmentation de la glucu-
ronidase et l'anemie des rayons X.

Dans une autre sene de recherches qui est en cours depuis quelques annees,
Mm e Gallien-Lartigue montre que les modifications des acides gras esterifies
du plasma chez le cobaye apres irradiation de la tete seule a plus de 1.000 t
entrainant la mort sont relativement faibles : leur teneur ne s'eleve que de
38 % alors qu'au meme moment la teneur en glycerides du foie augmente dc
100 k 200 % par rapport aux temoins recevant la meme quantite de nourriture
et non irradies.

* #

Poursuivant ses recherches sur Pabsorption intestinale du glucose avec les
methodes decrites en 1959, Mm e Lourau a eclairci cette annee les deux points
suivants :

i° L'absorption de glucose se fait d'une fa$on analogue chez Tanimal
intact et par l'intestin isole : la vitesse de l'absorption croit en fonction du loga*
rithme des concentrations.

2° Chez Panimal irradie totalement par les rayons X, les variations des deux
mecanismes qui normalement reglent la vitesse d'absorption (glycemie, dilu-
tion de la solution par la secretion gastrique) n'expliquent pas le ralentisse-
ment constate apres Tirradiation. Par ailleurs, la permeabilite de la muqueuse
intestinale au glucose restant normale, l'hypothese la plus satisfaisante est que
le glucose intracellulaire est difiicilement renouvele, hypothese qui rattache le
ralentissement de l'absorption au trouble de l'utilisation des glucides qu'en-
traine Tirradiation et qui a ete etudie anterieurement par Mm e Lourau (1950-

1954)-

LISTE DES PUBLICATIONS

Th. CAHN et J. HOUGET. « Sur Taction dynamique specifique ». C. R. Acad. Sd., i960,
251, 452.

Th. CAHN et J. HOUGET. « fitude de la lipemie du Lapin et des facteurs qui la con-
ditionnent. Influence du jeune ». C. R. Acad. Sci., i960, 251, 2419.

Th. CAHN et J. HOUGET. « Etude de la liplmie du Lapin et des facteurs qui la condi-
tionnent. Influence de Tadrenaline »• C. R. Acad. Sci.y i960, 251, 2613.



PHYSIOLOGIE 57

CAHN et J. HOUGET. « Les reactions m6taboliques consdcutives a la prise de nour-
riture chez le Lapin ». Arch. Sc. physiol., i960, 14, 279.
. CAHN et J. HOUGET. « La circulation des mat&iaux ». Encycl. frangaise, tome IV,
La Vie.
A. AZAM. a fitude de Taction hypoglyce*miante de Tinsuline. Variability de la
reponse et influence de la concentration de Thormone. Effet de l'ACTH ». Diplome
d'fitudes Superieures de Sciences Naturelles, Faculty des Sciences, Paris, i960.
PICAVET. « Sur Thyperglycemie adrenalinique chez le Lapin : influence de la con-
centration de l'adrenaline, influence de l'ACTH ». Diplome d'fitudes Superieures
de Sciences Naturelles, Faculte des Sciences, Paris, i960.
GALLIEN-LARTIGUE. « Effets de Tirradiation X totale sur les principaux consti-
tuants chimiques du foie de Cobaye ». Rev. frang. dyEtudes chimiques et biologiques,
i960, 5, 139.

COMPOSITION DU SERVICE

M. TH. CAHN, Directeur de Recherches au C. N. R. S.
M. J. HOUGET, Directeur de Recherches au C. N. R. S.
M. R. AGID, Maitre de Recherches au C. N. R. S.
M. L. KEPINOV, Maitre de Recherches en retraite.
M. R. VALENCIA (actuellement sous les drapeaux).
M. J. NEKHOROCHEFF, Charge de Recherches au C. N. R. S.
Mm* O. GALLIEN-LARTIGUE, Charged de Recherches au C. N. R. S.

M. LOURAU, Charged de Recherches au C. N. R. S.
G. WEISS, Collaborates technique au C. N. R. S.
M. A. AZAM.
S. PICAVET.

M. M. ZANNAD.
C. PLAS.
N . FRANGI.
M. GEORGE, Boursiere du 3e cycle.
F. CARDOU, Boursiere du 3e cycle.



SERVICE DE GENETIQUE

Rapport de M. BORIS EPHRUSSI, Chef de Service.

I. -- MICROSCOPIE &LECTRONIQUE

M. Y. Yotsuyanagi, en collaboration avec le Service de microscopie elec-
tronique de PInstitut du Cancer, a poursuivi Petude des techniques de detec-
tion des systemes enzymatiques. Les techniques de detection des deshydroge-
nases au tellurite et au nitro-blue-tetrazolium (Barnett, 1957, 1958, 1959) ont
ete appliquees au foie et au rein, afin de voir si elles permettent de differencier
la localisation de la succinodeshydrogenase et du systeme DPN-lacticodeshy-
drogenase. Les essais n'ont pas apporte des resultats convaincants et font
douter de la validite des techniques courantes.

M. Y. Yotsuyanagi a par ailleurs continue Petude de Pultra-structure de
la levure en relation avec sa genetique et sa biochimie. Une amelioration
recente de la technique a permis Pexamen des levures dans differents etats
physiologiques et a facilite Petude des mutants k deficience respiratoire. Dans
ces derniers, une anomalie du chondriome a ete observee. L'etude de revolution
du chondriome au cours du cycle de croissance aerobie est en cours. Son objectif
est de decouvrir le mode de reformation du chondriome apres sa « dispari-
tion » au cours de la phase exponentielle.

M. Y. Yotsuyanagi participe egalement aux essais d'isolement de la frac-
tion mitochondriale de la levure, poursuivis k PInstitut de Gen6tique de Gif-
sur-Yvette par MM. Slonimski, Fukahara et Mm e Somlo.

II. — STRUCTURE FINE DU GbNE

MM. Lissouba et Mousseau ont conthue, sous la direction de M. Rizet,
Petude de mutants a ascospores blanches appartenant a deux series d'alleles
chez Ascobolus immersus. Chacune de ces series correspond apparemment k
deux unites elementaires du chromosome, unites contigues ou « polarons ». Les
recombinaisons a Vinterieur de ces polarons correspondent toujours k des con-
versions : il n'y a jamais dans un meme tetrade de recombinaisons reciproques.
Au contraire, les recombinaisons resultant d'evenements localises entre les
unites elementaires correspondent k des crossing-over classiques : une meme
tetrade fournit alors les deux types de recombinants complementaires.
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Rapport de Mlle NINE CHOUCROUN, Directeur de Laboratoire.

Nos recherches se sont poursuivies dans le sens indique dans notre rap-
port precedent.

Vetude comparative des reactions intradermiques au lipopolysaccharide Pmko
et & la tuberculine, a ete etendue aux sujets tuberculeux ou non tuberculeux,
faiblement allergiques ou anergiques h Tun ou k Pautre de ces antigenes. Cette
etude a montre que de ces deux antigenes, le Pmko est, sauf dans le cas des
tuberculoses aigues, le revelateur le plus sensible (Tune allergie faible, speci-
fiquement liee au bacille tuberculeux.

Le lipopolysaccharide Pmko permet de reveler, mieux que la tuberculine,
des allergies faibles telles que Ton peut en observer au cours de certaines tuber-
culoses chroniques; au cours des pleuresies sero-fibrineuses chez les sujets
ages ou debilites. Ceci implique que, dans 1'afFaiblissement simultane des
allergies, sous Pinfluence de causes perturbatrices de Tetat general, Phypersen-
sibilit£ au lipopolysaccharide conserve un degre d'intensite superieur k celui
de Phypersensibilite tuberculinique.

C'est bien ce qui se produit chez les sujets cliniquement non tuberculeux,
normaux ou atteints d'autres maladies, pour lesquels nous avons constate que
l'affaiblissement simultane de ces allergies, est moins important pour Phyper-
sensibilite au Pmko, que pour l'allergie tuberculinique.

Or, il s'agit Ik, comme nous ravons souligne k propos des sujets allergiques,
sans tuberculose clinique, de sujets qui ont oppose une resistance incontestable
au bacille de Koch, puisqu'ils ont triomphe sans tuberculose-maladie, d'une
agression bacillaire qui a developpe en eux les allergies specifiques constatees.

Ainsi, la persistance de l'hypersensibilite au Pmko, et non pas seulement son
developpement, seraient lies aux facteurs de resistance de Torganisme, confor-
mement aux conclusions suggerees par Tanalyse comparative des intensites
des reactions intradermiques au Pmko et k la tuberculine, chez des sujets tuber-
culeux atteints de formes differentes, plus ou moins graves, de la maladie.

Si cette relation possible, d'interet theorique fondamental, appartient surtout
au domaine de l'investigation, l'existence meme de cette hypersensibilite au
Pmko, si longtemps insoup^onnee, offre la possibilite d'utiliser, pour le depis-
tage systematique de l'allergie developpee par le bacille de Koch, un antigene
qui presente sur la tuberculine certains avantages incontestables.

Le fait que le lipopolysaccharide Pmko est un constituant chimique de
grande stability dont la constitution est beaucoup mieux definie que celle des
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tuberculines les plus purifiees, permet d'obtenir des preparations de cet anti-
gene, toujours semblables a elles-memes, dont Pactivite biologique aisement
dosable in vitro ne s'altere pas avec le temps (comme nous avons pu le cons-
tater par l'utilisation de preparations remontant & plusieurs ann£es). Ce n'est
certainement pas le cas pour la tuberculine, dont les preparations peuvent avoir
d proprietes differentes d'un pays h Fautre, souvent d'un lot i l'autre dans

meme pays, et pour lesquelles le controle de Pactivite biologique, qui s'al-
avec le temps, doit necessairement se faire in vivo.

En dehors de ces proprietes du lipopolysaccharide Pmko, qui pourraient
Permettre Purification souhaitable d'un test de grande utilisation, la nature
"iftne de la reaction intradermique au Pmko pr6sente sur la reaction tuberculi-
^lque, des avantages de precision et de commodite de lecture, qui ont et6 sou-
Kgnes par le Dr W. Hartston du « County Council of London ».

Le Dr Hartston qui dirige et controle k Londres, toutes les epreuves tuber-
culiniques et la vaccination par le B.C.G., utilise ce test au Pmko concurrem-
Htent avec le test tuberculinique (PPD) depuis plusieurs annees. Apres avoir
°bserve les reactions intradermiques a ces deux antigfenes chez des centaines
de sujets devant etre soumis a la vaccination par le B.C.G., le Dr Hartston
Pense que le test au Pmko pourrait remplacer avantageusement le test tuber-
culinique, non seulement pour le depistage systematique de l'allergie avant
toute vaccination, mais aussi comme indicateur precoce de l'allergie qui se
developpe au cours de la vaccination par le B.C.G.

Les Services sanitaires de la region parisienne, charges du depistage de
*allergie au bacille tuberculeux, doivent commencer prochainement Tetude de
Ce test au lipopolysaccharide Pmko.

Les essais de vaccination de Bovides par le lipopolysaccharide Pmko, se sont
Poursuivis avec la collaboration des laboratoires de recherches de Tficole
Vet&inaire de Maisons-Alfort. Je rappelle que Tinteret fondamental de ces
experiences serait d'aboutir a une vaccination n'entrainant pas, comme le
^•C.G., le developpement de Tallergie tuberculinique, dont la presence est
encore le seul test de discrimination entre les animaux tuberculeux et ceux
^ui ne le sont pas.
, Ces experiences devaient nous permettre d'apprecier le degr£ de protection
eventuellement confere par Tantigene Pmko, et de le comparer k celui que devait
^trainer la vaccination par le B.C.G. A cette fin, nous nous etions places dans
*es conditions experimentales decrites par Tficole fran?aise, pour que Timmu-
n i te conferee par le B.C.G. se manifeste. Nous avions meme ramene de 5 &
^So de mgr la dose de bacilles tuberculeux virulents de Tepreuve infectante,
Pfatiquee par la voie intraveineuse, apres avoir fait un etalonnage d'activite
^e la souche bovine de bacilles utilisee, sur les bovins eux-memes.

Deux experiences successives, portant chacune sur 12 vaches : 5 animaux
Prepares avec le lipopolysaccharide Pmko; 5 animaux de controle de Pinfection
d e l par Tepreuve infectante et 2 animaux vaccines par le B.C.G., ont

que, dans ces conditions d'experimentation :
10 la vaccination par le B.C.G. ne protege pas completement les Bovides

c°ntre le developpement de Tinfection tuberculeuse;
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2° le degr£ de protection confere par le lipopolysaccharide Pmko est tout
k fait comparable, sinon superieur, k celui confere par le B.C.G. dans les memes
conditions d'experimentation.

Nous pensons que l'efficacite de la vaccination des Bovides par le B.C.G.,
parfaitement demontree k l'Etranger (par des experiences exposant les ani-
maux vaccines aux voies naturelles de contamination) n'est pas en cause, et que
seule la brutalite de l'epreuve infectante par voie intraveineuse, est responsable
des resultats que nous avons constates.

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

Le Ministere de l'Agriculture etudie actuellement les possibilites de reali-
sation d'une telle experience.

Vetude de I'electrisation superficielle des spermatozoides 9 d'origine animale ou
humaine, par la methode de Pelectrophorese et Putilisation de notre dispositif
pour Pobservation microscopique des elements charges a ete poursuivie. Cette
etude nous a permis d'infirmer les resultats des auteurs qui ont cru observer,
et separer par le champ electrique, des elements de charge electrique de signes
difFerents : les spermatozoides sont tous charges negativement.

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

Le Professeur I. C. Gunsalus, Chef du Departement de Biochimie h PUni-
versite d'lllinois (Urbana), a sejourne pendant Tannee scolaire 1959-60 k Plns-
titut de Biologie physico-chimique. II s'est interesse de tres pres & plusieurs
des recherches qui y sont poursuivies :

~- mecanisme d'action du pyridoxalphosphate, intervention de l'acide
*olique et de ja biotine dans la degradation phosphoroclastique du pyruvate,
^etabolisme de Acetobacter Xylinum, proprietes des D- et L- lacticodeshy-
drogenases.

II a egalement participe activement aux discussions sur les travaux actuelle-
en cours sur la synthese des acides nucleiques et sur le mecanisme de

sporulation chez les bacteries.
Pendant son sejour k Paris, le Dr Gunsalus a donne plusieurs conferences
t une a Tlnstitut de Biologie sur « La degradation bacterienne des terpfenes ».
Le Dr A. M. Michelson, charge du Service de Chimie de la Firme A. Gui-

ness & Dublin, a passe 15 jours en novembre i960 dans le Service de Biochimie B
^ a travaille sur le mecanisme d'action de la polynucleotide phosphorylase et
de l'enzyme « d'echange » de la levure. Differents nucleotides que le Dr Michel-
^On a synthetises chimiquement ont permis de determiner la specificite de ces
*kux enzymes et la structure requise pour qu'un oligo-nucleotide puisse servir

aniorceur pour la polymerisation des ribopolynucleotides.
Le Dr Michelson a donne une conference a Tlnstitut de Biologie sur « les
h de synthese chimique des differents nucleotides et des coenzymes ».
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SERVICE DE CHIMIE MACROMOLECULAIRE

Rapport de Mm e A. DOBRY-DUCLAUX, Chef de Laboratoire.

Les sujets traites au laboratoire se divisent en deux groupes :
o) Probleme de chimie physique des polyelectrolytes et de chimie colloidale

en general;
b) Constitution chimique des centres actifs des enzymes.

A. Dobry-Duclaux a poursuivi ses recherches sur la nature chimique
centres actifs des enzymes. Les premiers resultats ont ete decrits dans le

raPport de l'annee i960. Un des resultats recents etait que les memes substrats
®e fixent sur la m£me fonction chimique du centre actif de divers enzymes. Mais
es transformations qu'ils subissent dependent d'autres parties de 1* enzyme
Puisque chaque enzyme les modifie a sa maniere. Sans doute, les parties les plus
v°isines du groupe de fixation ont-elles le role preponderant. Nous le verrions
Sl nous disposions d'une serie d'enzymes dont le site actif ne differe que par un
Seul detail. Mais nous en sommes tres loin et il faut attaquer le probleme d'une
aytre maniere. L'emploi des hauts-polymeres de synthese comme modele des
^ltes actifs des enzymes ouvre une voie possible. En effet, nous pouvons varier
*eur composition de maniere presque continue par une co-polymerisation. Mais
Un tres petit nombre de ces co-polymeres sont disponibles et la synthese des
^Jtres presente des difficultes considerables qui ne sont pas encore resolues.
^lalgre Tappui de laboratoires industriels, dont la bonne volonte a ete souvent
Precieuse, il n'est pas sur que le resultat pourra etre atteint avec Tampleur
s°uhaitable.

En attendant, rensemble des resultats deja acquis dans l'etude de la nature
cWmique des sites actifs a ete expose par Mm e A. Dobry-Duclaux dans une
^°nference devant la section de Biophysique de la Societe de Chimie physique,
ie 22 novembre 1961.

M^e Orley a etudie la permeabilite, pour divers cations, des membranes
Proteo-lipidiques formees par un complexe de l'acide linoleique et de la gelatine.
^ e s membranes, preparees dans certaines conditions, semblaient etre des modeles
,,f q^elques membranes biologiques qui laissent passer Tion potassium et non

Ion sodium. Mais une etude approfondie a montre que cette analogie n'est
u superficielle et que la membrane artificielle n'agit selectivement qu'aussi

que des reactions d'echange d'ions (K+ contre Na+ ) se produisent
son sein. Cette etude a done ete abandonnee.
. J. Duclaux et Mm e Ch. Cohn ont poursuivi leurs etudes sur la physico-
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chimie des polyelectrolytes. Le but de ce travail a ete expose dans le rapport
de i960. En resume, il est n£cessaire de debarrasser cette science des nombreuses
erreurs qu'y ont introduit deux generations de physico-chimistes, plus preoccupy
de theories que d'experiences.

Si une membrane separe deux liquides, des echanges se font par diffusion
et aboutissent a un equilibre final. La nature de cet equilibre 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
qu'il existe un equilibre de membrane, ou de Donnan.

Nous avons montre, par une voie trfes simple, que cette doctrine classique
reposait sur une conception inexacte des phenomfenes, et que tout ce qui avait
6te ecrit sur le sujet ne faisait qu'obscurcir le probleme. II n'y a pas d'£quilibre
de membrane. L'equilibre est interieur a la solution macromoleculaire et la mem-
brane agit comme un tamis inerte, arretant les grosses particules et laissant passer
les petites, sans modifier leur concentration.

Les hemicolloides mineraux sont une nouvelle classe de composes chimiques,
curieusement analogues par leurs proprietes physico-chimiques aux polyelec-
trolytes organiques. Bien ique leur etat colloidal soit indiscutable, ils ne possedent
aucune des proprietes que les theories classiques considerent comme inseparables
de cet etat. Ils sont par exemple solubles en toute proportion dans l'eau et ne
peuvent etre flocules par aucun electrolyte, quelle que soit la valence de ses ions.
L'analogie avec les polyelectrolytes organiques (proteines par exemple) suggere
des possibilites de synthese en faveur de la chimie biologique, actuellement
peut-fitre trop limitee par ses propres problemes.
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Rapport de M. REN£ WURMSER, Chef de Service.

I. — PROT&INES DES S&RUMS HUMAINS

Les recherches sur les isohemagglutinines humaines qui ont ete exposees
dans les rapports precedents sont entrees dans une nouvelle phase. Sous leur
aspect genetique, elles sont poursuivies surtout dans des centres de transfusion
disposant du materiel biologique necessaire. Nos resultats y sont utilises comme
moyen de caracteriser par des donnees thermodynamiques, soit des antigenes,
soit des anticorps rares ou anormaux. Nous poursuivons toutefois Tetude physico-
chimique de Tisohemagglutination : d'une part la purification et Tisolement des
isoagglutinines, d'autre part le mecanisme de la combinaison antigene-anticorps.

Depuis 1949, une ultracentrifugeuse analytique fonctionne dans le Service
de Biophysique. Elle a constitue le premier element de ce qui est devenu la Station
Centrale d'Ultracentrifugation du C.N.R.S. De tres nombreuses mesures de
coefficients de sedimentation — de Tordre de plusieurs centaines par an — ont
et6 effectuees pour les chercheurs qui en faisaient la demande. L'acquisition
d'une deuxieme machine a permis a Mm e Filitti-Wurmser d'organiser la deter-
mination systematique des poids moleculaires et celle des faibles differences de
densite.

Mm e Filitti-Wurmser a continue d'autre part le travail entrepris en collabo*
ration avec L. Hartmann sur les macroglobulines du serum. Utilisant un nombre
considerable de diagrammes d'ultracentrifugation d'electrophorese sur support
et d'immuno61ectrophorese ainsi que des informations precises sur les troubles
pathologiques accompagnant les anomalies observees, il a ete possible de deve-
lopper le travail de classification des macroglobulines dont quelques resultats
seulement avaient ete publies jusqu'ici.

En marge de ces etudes sur les proteines du serum, un travail a ete entrepris
sur des enzymes presents dans les hematies. On sait que Tactivite lacticodeshy
drogenasique de ces cellules subit d'importantes variations dans certains cas
pathologiques. La question est de savoir si les variations sont quantitatives otf
qualitatives, et pour cela de determiner les divers parametres qui interviennent
dans la cinetique de ces enzymes. M. Szylit a etudie tout d'abord les lactico*
deshydrogenases des hematies normales. Avec Mm e Jacquot, il a obtenu, p&
electrophorese continue sur rideau, sept fractions de mobilites differentes. Lc

probleme se trouve ainsi pose d'une maniere assez interessante, puisque, en prin*
cipe, la cinetique de chacune de ces fractions une fois connue, un grand nombre

de parametres pourront etre compares entre eux.
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II. — ENZYMOLOGIE

A. Les recherches menees depuis quelques annees, sous la direction de
e Labeyrie, sur les lacticodeshydrogenases de la levure concernent le pro-

des relations entre la structure et la fonction d'un enzyme d'une part, les
caracteres genetiques et physiologiques des cellules qui ont synthetise cet enzyme

autre part; aussi sont-elles menees en collaboration avec le laboratoire de
^enetique Physiologique du C.N.R.S.

On sait que le changement des conditions de culture d'une levure, en aerobiose
°^ anaerobiose, provoquent une modification de la nature des enzymes syn-

i En ce qui concerne les lactico-deshydrogenases, une culture anaerobie
un enzyme specifique du D-lactate, reduisant le ferricyanure et non le
ome C, tandis qu'une culture aerobie donne plusieurs enzymes differents :

ne D-lacticodeshydrogenase reduisant seulement le cytochrome C et, princi-
Palement, une L-lacticodeshydrogenase qui peut reduire le ferricyanure et aussi
e cytochrome C ; cette derniere est connue depuis longtemps.

Jusqu'a maintenant les recherches sur ces enzymes ont ete developpees ici
^ deux voies : a) etude detaillee du site actif de la D-lacticodeshydrogenase
*a levure anaerobie afin d'obtenir des informations sur le mecanisme de la
l par cet enzyme; b) etude de la L-lacticodeshydrogenase de la levure

^ i e afin de voir s'il est possible de mettre en evidence des interactions entre
s deux groupes prosthetiques (un heme, une flavine) et de saisir le mecanisme

e transfert des electrons.
a) Site actif de la D-lacticodeshydrogenase de la levure anaerobie : On a montre

H e l activite de cet enzyme est liee a la presence de deux groupes prosthetiques
lssociables, un metal : le zinc, une flavine : FAD. Le role des flavines dans les
avo-enzymes parait assez evident comme intermediaire dans le transfert des

ĉt entre le substrat fixe et Taccepteur. Le role du metal, par contre, reste
^ e r . Dans ce but, M l l e Curdel a etudie la possibilite de faire des analogues
enzyme naturel, contenant, au lieu du zinc, les cations Mn, Co, ou Ni. Les

a t
X . Prentiers, cobalt-enzyme et manganese-enzyme, ont effectivement une

j l v i t ^ catalytique, mais la vitesse de transfert des electrons k Taccepteur est
^ Us petite que celle correspondant au zinc-enzyme naturel. Le mecanisme exact
m» transfert total n'etant pas connu, il n'est pas encore possible de savoir si le
C e . *ntei>vient entre substrat et flavine ou entre flavine et accepteur. Toutefois

^ ta ins arguments developpes ci-dessous font penser que le metal intervient
n t r e le substrat et la flavine.

de M m0C*e ^e ^x a t*o n du z i n c s u r l>enzYme a Pu 6 t r e eclairci par un travail
M. Iwatsubo relatif k Tinfluence du pH sur la constante de stabilite du com-

iT a P ° e n z y m e - z i n c II semble que ce metal soit fixe simultanement sur deux
l k P d

imvT q
CQ

l ^°les k Petat basique. Dans cet etat, le zinc aurait encore deux valences de
sio n a t*o n n o n saturees. Quant a la fixation du substrat lui-m£me, des preci-
d6t

nS °! lt Pu g t r e donnees par une etude de Mm e Labeyrie et M l l e Naslin sur la
<j> erm*nation des constantes de stabilite des complexes formes entre Tenzyme

ne 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 serie d'acides gras
mono ou Q-dicarboxyliques a chaine droite, de longueur variable, ont montri
clairement que la participation eventuelle d'une attraction ionique entre Tion
carboxylate du substrat et un groupe positif de T enzyme est negligeable. La
grande stabilite des complexes de T enzyme avec le lactate et Toxalate (K = io~6 M)
est due vraisemblablement k la formation d'un chelat sur l'atome de zinc par deux
valences de coordination.

II est malheureusement impossible dans les conditions actuelles d'etudier
directement le mode de transfert des electrons et eventuellement des hydrogenes,
du substrat a la flavine puis a l'accepteur; il s'agit de reactions extremement
rapides intervenant au milieu d'une suite de reactions complexes : fixation et
dissociation reversible du substrat, oxyde et reduit et, eventuellement, de Taccep-
teur. Par une methode indirecte, il a cependant ete possible de mettre en evidence
une interaction entre la fixation sur l'enzyme d'une part du lactate, d'autre part
de la quinacrine. Ceci suggere que le substrat est fixe sur l'enzyme a proximiti
de la flavine. II ne serait done pas necessaire d'envisager un transfert des elec-
trons par la chaine proteique elle-meme comme l'avait suggere Szent-Gyorgyi*

b) Interactions des groupes prosthetiques de la L-lacticodeshydrogenase de l&
levure aerobie : M. Baudras est parvenu a separer le groupe prosthetique flavinique
et a reactiver l'apoenzyme specifiquement par FMN. Les recherches dans ce
sens, faites par plusieurs autres groupes de chercheurs & Tetranger, avaient con-
duit a un echec. L'enzyme sans flavine, qui contient encore Theme, reste reduc-
tible par addition du substrat, mais devient incapable de reduire les accepteurs,
cytochrome C ou ferricyanure.

Ce premier resultat montre que le transfert ne se fait pas de Theme a l'accep-
teur comme cela avait ete suggere, mais de la flavine a l'accepteur.

B. Les travaux effectu6s par le groupe que dirige M l l e Yon ont porte sur les
points suivants :

1. Action du cuivre sur Vactivite de la trypsine. — Ce travail, dont une partie
a ete faite avec la collaboration de Mm e Aubel-Sadron, M. Bidallier et M l l e Fiszer,
a montre que, suivant la nature du substrat, la presence d'ions cuivre entraine
tantot une inhibition, tantot une activation de Thydrolyse. L'effet est lie a la pre-
sence d'un residu arginine ou lysine du substrat puisque la trypsine attaque

specifiquement les liaisons peptidiques dont le carboxyle appartient h Tun de

ces acides amines. D'apres Tetude entreprise par M l l e Yon, la presence de cuivre
active la rupture de la liaison dont le carboxyle appartient & la lysine et inhibe

celle de la liaison dont le carboxyle appartient & Targinine, de sorte que le ie
restreint la specificite de la trypsine.

2. Hydrolyse par la trypsine de deux types de lactoglobulines. — Les
globulines A et B ne different que par deux acides amines. M l l e Monnot a trouve
que la trypsine a la meme affinite pour les deux molecules mais que la constante
de vitesse de decomposition du complexe intermediate est 3, 5 fois plus grande
pour la lactoglobuline A que pour la lactoglobuline B. II semble que cet effet
soit une consequence de la difference de charge existant entre les deux substrata

3. Activite peroxydasique du complexe himoglotrine-haptoglobine. — En coll*'
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. ,ation avec M. Moretti, M l l e Yon a entrepris une etude cinetique de cette acti-
Jti sur Thydroperoxyde d'ethyle et Teau oxygenee, en presence d'un donneur

electrons, le gaiacol. Us ont constate que Thaptoglobine agit comme un acti-
vateur et non comme un protecteur. Un exces de gaiacol entraine une inhibition
c°nipetitive, Un schema a ete propose pour la partie initiale de la reaction et les
c°nstantes cinetiques ont ete determinees pour les deux substrats.

III. — ASSOCIATION DES GLOBINES A L'HEME

p. M. Banerjee a ete conduit par son travail anterieur sur la denaturation de
ernoglobine a tenter de mesurer Tenergie d'association de la globine a Theme

esirant utiliser le fait que les metalloporphyrines reagissent avec certaines bases
°tees en formant des complexes colores dont les bandes d'absorption sont

aracteristiques, M. Banerjee a etudie la conjugaison de la mesohemine avec
dipeptide, Thistidylhistidine, contenant deux groupements imidazole.
Les resultats conduisent a admettre que Tequilibre s'etablit comme si le ligant

^°ntenait un groupe complexant unique (pK'» 6, 7 a 25° C). L'autre groupe a
?J n*gKgeable. D'autre part Tenergie libre, Tenthalpie et Tentropie de Tasso-

l°n de la mesohemine avec Thistidylhistidine et aussi avec le pilocarpinate
ete mesures a 20 et 250 C. II apparait que la presence dans le dipeptide d'uii
JiPe analogue augmente Taffinite du groupe imidazole.

en ' .trava^ constitue la premiere etape de la determination des constantes
ergetiques de Tassociation de Theme aux globines de Themoglobine et de

la ^yoglobine.

iv. — ETUDE DES MOLECULES DE LACTOGLOBULINE

J e Guinand et M. Georges ont poursuivi en collaboration Tetude thermo-
ynamique de la dissociation de la S-lactoglobuline pour des valeurs de pH

8UPerieures a 5.
Po'H m o^ c u^ e de lactoglobuline, L, se coupe en deux sous-unites, 1, de meme

l(*s moleculaire; le poids moleculaire « moyen en poids », Mw, determine
t tfusion de la lumiere et par ultracentrifugation, varie en fonction de la
obt^eratUre> du P^» de *a c o n c e n t r at ion et de la force ionique. Les resultats
( j u

e ^ s Par les deux methodes sont tout a fait comparables. La reversibilite
P^enomene de coupure, aussi bien en fonction du pH que de la temperature,

Permet d'ecrire L *=± 1 + 1, avec K<u«. = ;rr ; cet equiUbre est atteint trts

u°rCe i o n i ( l u e |A = 0,1, la determination des constantes d'equilibre pour
Pi C O mP r i s e n t r e 5 et 8»8 (* 2 0 ° et * PH 8>8' K = 2-10"4) a P e r m i s dc cal"

v a r i a t i o n de Tenergie libre standard de dissociation AF0. On peut con-
la s

r C r 'a v a ' e u r de AF 0 obtenue Si partir des resultats experimentaux comme
d'̂  mr! le a'gebrique d'une energie libre de dissociation AFd et d*une variation
peu

 e r ^ e 'ibre electrostatique, AFe, due a la charge nette de la molecule que Ton
vale c u ' c r en supposant ces molecules compactes. On constate ainsi que les

s de AFd sont constantes en fonction du pH, ce qui permet d'affirmer que
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la dissociation de la molecule resulte principalement d'une repulsion electro'
statique entre les deux sous-unites.

Pour une forte force ionique, \L > 0,1, on observe un phenomene plus com-
plexe, de nature differente suivant la valeur du pH. Pour les valeurs elevees du pfl
K diminue lorsque la force ionique augmente : a pH 8,8, [i = 1, K = i.icr4-
Ce resultat peut s'expliquer par la diminution des repulsions par suite de la pre-
sence du sel et suggere que les deux sous-unites sont liees entre elles essen-
tiellement par des forces de Van der Waals.

Parallelement k ce travail, M. Pantaloni a etudie les differentes modifications
de structure de la molecule de lactoglobuline d'apres sa dispersion rotatoire.
En fonction du pH et de la temperature, Tetude de la dispersion rotatoire
entre pH 5,25 et pH 9 met en evidence Texistence de deux formes de molecules
en equilibre; le passage d'une forme k Tautre est provoque par Tionisation d'ufl
groupe G de la proteine de pKab = 7,25, dont les constantes thermodynamiques
k 200 sont: AH = 5.200 cal./mol., AF = 12.000 cal./mol. et AS = 8 cal./mol./d0-

En rapprochant ces resultats de ceux qui ont ete obtenus par M l l e Guinano
et M. Georges, on est conduit a penser qu'il existe un groupe G par demi-molecuk
et que les demi-molecules se transforment independamment Tune de Pautre.
La presence de chlorure de sodium k forte concentration (JJL = 1) protege la mole-
cule contre Tinfluence du pH et cette action est d'autant plus marquee que le p#
est eleve : le chlorure de sodium a cette concentration agit soit en abaissant |e

pouvoir rotatoire specifique de la forme stable en milieu alcalin, soit en dim*-
nuant le concentration des molecules de proteine susceptibles de se transformer-
Cette derniere hypothese, rapprochee des resultats obtenus par les mesures &e

diffusion de la lumiere, amene k penser que, seules, les demi-molecules sont
capables de se transformer.

L'action des metaux lourds sur la lactoglobuline en solution a ete egalemen*
etudiee par polarimetrie, potentiometrie, et spectrophotometrie. Deux prind*
paux sites de fixation du cuivre sont etudies : le premier, mis en evidence r

polarimetrie, met en jeu le groupe imidazole (constante d'association de T
de i o + 8 ) ; le deuxieme mis en evidence par spectrophotometrie ultraviolette
polarimetrie, fait intervenir les groupes sulfhydrile (K > io+1°) et donne
transformation lente et irreversible de la proteine. Le mercure, Targent et *e

parachloro-mercuro-benzoate produisent la meme transformation.

Action du chlorure de sodium sur la vitesse de denaturation de la lactoglobuli^'
— La denaturation a ete etudiee par MU e Yon en collaboration avec M l l e Dupont*
k pH 6,9 par une methode basee sur Tinsolubilite de la proteine denaturee &
point isoelectrique. Pour des concentrations en chlorure de sodium inferieures
a 0,5 M, Tordre de la reaction est 2. L'energie libre d'activation de la denature
tion diminue et la vitesse de la reaction 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 lineaire.

II semble qu'aux faibles concentrations on assiste k un accroissement
interactions electrostatiques entre les molecules de la lactoglobuline et que,
les concentrations en chlorure de sodium superieures a 0,13, on ait un
cement des liaisons hydrogene intramoleculaires.



BIOPHYSIQUE

V. — PHOTOSYNTHESE

Les recherches sur la photosynthese exposees dans le rapport de 1959 s o n t

etMSUiVieS> S ° U S l a d i r e c t i o n d e M > P i e r r e Joliot> Par M M * D e l o s m e » Chabaud
f °r^* ^" Delosme s'est attache a la determination du rendement quantique
onction de la longueur d'onde de la lumiere par la methode amperometrique

e dosage de l'oxygene de Joliot.
^ Se fondant sur le fait que, en faible lumiere, la vitesse d'emission de l'oxygene
I ,.e rendement de fluorescence varient de maniere strictement opposee, M. Pierre

lot developpe Tetude de la cinetique de fluorescence comme source d'infor-
a«ons sur la reaction photochimique.
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Rapport de M. BERNARD PULLMAN, Chef de Service.

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

A. et B. Pullman ont etabli une thiorie expliquant la presence de Pisomfcre
en"CW retin&ne dans la rhodopsine. Cette presence constituait jusqu'ici une

Sme. En efFet, parmi les differents isomeres cis-trans possibles du retinene,
^ *i-cis est le siege des plus importants empechements steriques. Cette

di lc j r p
Constance a conduit Pauling, il y a un certain nombre d'annees, a affirmtr

*°* e x ! s t e n c e ^ ta i t improbable. Or, des differents isomeres possibles du reti-
j

nkn ! e t improbable. Or, d
v j s

n e c e s t justement l'isomere n-cis qui est associe a Topsine dans les pigments
Pr^ • -^a t l l ^°" e elaboree par A. et B. Pullman a comme point de depart la
^ Position que la presence d'un isomere du retinene dans la rhodopsine doit
^ Pendre non pas de la stabilite de cet isomere mais de sa facilite de formation
pre^ l r ^C ^ >*som^re aU-trans- Pour demontrer leur these, les auteurs ont en
^ ^ler lieu etabli une methode generale nouvelle pour revaluation des energies
s'in̂  xlVat^On P o u r l'isomerisation transacts des polyenes conjugues. La methode*
Us t'ere ^ a n s *e ca(^re general des procedes faisant appel aux energies de loca-
la

 10,n ^ a n s ^es complexes actives. Appliquee au cas particulier du retinene,
^ ^ ^ d e indique qu'effectivement Tisomere n-cis9 bien que steriquement
a D

 C. » figure neanmoins parmi ceux qui doivent se former le plus facilement
qui 1F de 1>isomcre all-trans. Des indications experimentales ont ete trouvees
form^nfirn?ent c e t t e prediction. Comme, d'autre part, il est evident qu'une fois
t£jn

 e> c e t isomere peut etre trappe et stabilise par des interactions avec la pro-
Un

 e ' ? a Presence dans la rhodopsine est dans ces conditions tout a fait naturelle.
prQ

e ^ inct ion doit done etre faite nettement, et ceci certainement dans d'autres
et 1 efSUS en2yn^atiques aussi, entre la stabilite des intermediates reactionnels

la facilite de leur formation.

II. — ASPECTS ELECTRONIQUES DU MECANISME
DES REACTIONS ENZYMATIQUES

A. — COENZYMES D'OXYDO-R^DUCTION.

- et A- Pullman, presentee dans le Rapport de 1959 a montre
fonctionnement des coenzymes d'oxydo-reduction pouvait etre expliqu^

qu iC t l l^o r i e de B- et A- Pullman, presentee dans le Rapport de 1959 a montre
e ! e f i d d ' d d i
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en termes des energies des orbitales moleculaires impliquees dans le transfert
des electrons (plus haute orbitale occupee de la forme reduite et plus basse
orbitale libre de la forme oxydee). Un probleme non resolu etait pose par la
relation entre ces energies des orbitales moleculaires et les potentiels d'oxydo-
reduction des coenzymes. Le probleme a ete 6tudie par Mm e A. Pullman. Le
point de depart des travaux de Mm e A. Pullman dans ce domaine a ete Pobser-
vation que les potentiels d'oxydo-reduction des systemes reversibles sont fonction
de la variation de P6nergie de resonance associee & Poxydo-reduction. Par con-
sequent, toute relation entre les energies des orbitales moleculaires individuelles
et les potentiels d'oxydo-reduction doit passer par Pintermediaire d'une relation
entre ces energies et la variation precitee de l'energie de resonance. Utilisant la
methode des perturbations, Mm e A. Pullman a montre que differents cas etaient
possibles dans ce domaine. Dans le cas des quinones, des relations internes lient
l'energie de resonance k la fois k Penergie de la plus basse orbitale libre de la
quinone et h l'energie de la plus haute orbitale occupee de Phydroquinone. Par
consequent, une dependance stricte existe entre les energies de ces deux orbitales
et le potentiel d'oxydo-reduction. En revanche, dans les coenzymes d'oxydo-
reduction, l'absence de toute relation interne de ce genre exclut l'existence d'une
relation directe entre les energies des orbitales et le potentiel d'oxydo-reduction.
Toutefois, Mm e A. Pullman a pu, en revanche, etablir pour ces coenzymes dif-
ferentes correlations specifiques permettant une comprehension approfondie des
reactions qu'ils catalysent. Ainsi, elle a montre l'existence d'une relation entre
le potentiel d'oxydo-reduction et : 1) l'energie de polarisation nucleophile du
carbone 4 du DPN et de ses analogues ; et 2) la somme des charges electroniques
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 evi-
dence Interrelation entre les caracteristiques energetiques et electroniques des
oxydo-reductions enzymatiques.

B. — ANTIMETABOLITES DE L'ACIDE FOLIQUE.

Poursuivant les recherches sur le mecanisme de fonctionnement des coen-
zymes de l'acide folique, M l l e A. M. Perault et B. Pullman ont mis en evidence
des correlations entre des caracteristiques de la structure electronique et Pactivit^
biochimique des antimetabolites de l'acide folique. L'etude a porte, en parti-
culier, sur les antimetabolites actifs en chimiotherapie anticancereuse. Ces anti-
metabolites agissent en empechant la transformation de la vitamine en coenzyme*
Us sont caracterises par une grande affinite pour les reductases a coenzyme DPN
et TPN et par leur propre resistance & la reduction. Les auteurs ont montre qu^
les antimetabolites etaient le plus probablement lies a Penzyme par leur group6

2-amine et l'azote Nx. Us ont egalement montre que la charge electronique du
groupe 2-amine des antimetabolites et la basicite de leur azote Nx etaient supe*
rieurs aux indices analogues des substrats naturels. De plus, ils ont montre qu e

la reductibilite des cations des antimetabolites par des ions hydrides H~ rt
etre inferieure a la reductibilite des substrats naturels.
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C. — XANTHINE OXYDASE ET XANTHINE DfeHYDROG^NASE.

A. M. Perault et C. Valdemoro et B. Pullman ont effectue une etude
®Ur le mecanisme de roxydation des purines par la xanthine oxydase. Bien que,

ans une etude detaillee, plusieurs cas soient k distinguer et bien que le mecanisme
<j°niporte au moins deux phases distinctes (une hydratation suivie d'une deshy-

rogenation), Toxydation a lieu, d'une maniere tout a fait generate, sur le car-
one possedant la plus faible energie de polarisation nucleophile. L'attaque

Pa* des ions negatifs sur le centre oxydable apparait done comme l'etape pri-
d i l de la reaction.

I n - — SEMICONDUCTIVITE DES MACROMOL£CULES BIOCHIMIQUES

A. — LES PROTEINES.

Le probleme de la semiconductivite des proteines est un sujet de controverses
puis de nombreuses annees. La signification des resultats experimentaux

V emiconductivite avec une energie d'activation de Tordre de 2 ev) n'est pas claire
tout. Est-ce une semiconductivite electronique, est-elle intrinseque ou extrin-

"Ue. Autant de questions non resolues.
et ft P r°k^m e a ete soumis k une etude theorique par Mm e Suard, G. Berthier
t " Oilman, qui ont essaye de calculer la position des bandes d'energie even-

eiles susceptibles d'apparaitre dans les proteines par suite d'une delocalisation
^t

ectronique k travers les liaisons hydrogenes. Le calcul qui necessite Temploi
j a

U n e ^ethode tres perfectionnee a ete long et penible. La methode utilisee etait
niethode du champ moleculaire self-consistant dans Tapproximation de
'^" et Parr.

indiquent Texistence probable, dans les proteines, de quatreba d ^^ q p , p , q
tem d.^nerSie» d° n t t r o i s s o n t entierement pleines et la quatrieme comple-
^a

 e n t v i d e . L'energie de transition pour le passage d'un electron de la plus
indi oande pleine a la bande libre excede legerement 5 ev. Ce resultat parait
Pas °*Uer ^U e ^a s e m i c o nductivite observee experimentalement n'est probablement
doit ^nC semiconductivite electronique intrinseque mais que son apparition
Co ^ r e liee a la presence des impuretes procurant des niveaux electroniques
esti P m e n t a ^ r e s e n t r^ la plus haute bande occupee et la bande libre. Les auteurs

^ 1 * , t o u t e f o i s que les calculs theoriques doivent encore etre perfectionnes
^ u . U n e conclusion definitive puisse etre tiree. Recemment, Mm e Suard
e c t i e les calculs par Tintroduction de Tinteraction de configurations.

?, ^e ce perfectionnement sur les resultats anterieurs a ete negligeable.
n lement» c e t t e recherche est poursuivie en essayant d'introduire explicite-

dans le calcul la participation des orbitales 2p de Thydrogene.
n rf sultat interessant obtenu dans ce travail est la prediction que le potentiel

t l ° n . d e s P r o t ^ n e s doit etre sensiblement (1 ev) plus faible et leur electro-
Sensiblement plus grande que ne sont ces indices dans une liaison pepti-
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dique isolee. Cet etat de choses peut etre significatif pour le pouvoir catalytique
des proteines.

B. — M^LANINE.

En revanche, des calculs analogues effectues par A. et B. Pullman pour des
melanines indiquent que ce type de composes devrait sans aucun doute cons-
tituer un excellent exemple de semiconducteur biologique. Ces composes sont
caracterises par des nombreuses bandes d'energie et la separation energetique
entre la plus haute bande occupee et la plus basse bande iibre doit etre tres faible
(0,2 p).

Un tres curieux resultat a ete obtenu, & savoir que la plus basse bande Iibre
de melanines s'etend jusqu'au domaine liant du spectre d'energie.

C. — STRUCTURE SUB-MOL^CULAIRE DES ACIDES NUCL&QUES.

Les resultats obtenus anterieurement par A. et B. Pullman sur la structure
electronique des bases puriques et pyrimidiques (voir rapport i960) ont conduit
& un ensemble de renseignements susceptibles d'applications dans des domaines
nombreux et differents. L'importance du sujet nous a incite k entreprendre pour
ce groupe de molecules des calculs plus perfectionnes bases sur la methods
du champ moleculaire self-consistant. C'est un travail de longue haleine,
necessitant la mise en oeuvre de moyens techniques tres puissants (nous avon*
ete amene k louer une machine a calcul electronique de dimensions moyennes,
une IBM 1620) et comportant des recherches de programmation.

Les resultats preliminaires ont ete obtenus par A. Veillard et B. Pullman
qui ont utilise Papproximation de Pariser et Parr de la methode du champ self'
consistant.

Les resultats sont extremement encourageants en ce sens qu'ils confirmer*
dans les grandes lignes, la justesse des resultats anterieurs obtenus par la method
des orbitales moleculaires dans Papproximation L.C.A.O. classique. En
ticulier, il apparait que Pordre de grandeur des charges nettes obtenues
la methode du champ self-consistant est le meme que celui donne par I*
methode L.C.A.O. De meme, Pordre relatif des pouvoirs donneur et accepted
d'electrons des bases est sensiblement le meme dans les deux methodes. D^
divergences de detail apparaissent neanmoins entre les deux methodes <V**
peuvent avoir de Pimportance. Le probleme est etudie actuellement en detail9'

Dans le meme domaine de recherches, A. Veillard, G. Berthier et B. Pullman
ont evalue les valeurs des anisotropies diamagnetiques des squelettes biochimique5

conjugues essentiels et en particulier des purines et des pyrimidines. Des recherche*
experimentales sont actuellement en cours pour verifier les predictions de 1*
theorie, surtout la valeur relativement elevee de Panisotropie de Padenine.

Les calculs precites ont servi de point de depart k A. Veillard et B. Pulling1

pour des recherches sur Interpretation des spectres de resonance nucleai*e

magnetique des heterocycles biochimiques conjugues et, surtout, des ie*
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et Pyrimidines. Les auteurs ont mis en evidence Pexistence d'une relation lineaire
entre la charge electronique des carbones de ces heterocycles et la quantite

IT
T exP + TT~ oil T est le deplacement chimique des protons fixes sur ces carbones,
Ho le champ applique et H le champ secondaire induit k Pemplacement du
Proton.

Dans un domaine de recherches apparente, M m e Baudet, G. Berthier et
/ Pullman ont entrepris une evaluation systematique de la repartition des den-

sites de spin dans les heterocycles biochimiques conjugues et, en particulier,
^s les bases puriques et pyrimidiques des acides nucleiques. Cette evaluation

^l est maintenant terming dans ses grandes lignes, doit servir de base pour
interpretation des spectres de resonance electronique paramagnetique de ces

c°mposes.
, Rnalement, dans le meme domaine encore, M. Charbonniere doit proceder

une etude detaillee des moments dipolaires des heterocycles biochimiques.
es recherches techniques preliminaires paraissent terminees et la determination

u moment dipolaire de quelques composes representatifs (trimethylxanthine,
^ pxane, uracil) ont donne des resultats en excellent accord avec les predictions

i

IV. — DIVERS

C. Valdemoro a effectue une etude tres complete de la structure elec-
d'une serie de N-oxydes aromatiques d'interet biochimique, compor-

certains composes cancerogenes ou actifs en chimiotherapie anticancereuse.

M. Charbonniere a continue ses recherches sur le role de Peau dans l'orga-
^sation des chaines macromoleculaires de Tamidon et sur les processus a Torigine

u rassissement du pain.

, *«r ailleurs, un certain nombre de travaux de chimie theorique pure ont
dement ete poursuivis pendant cette annee. Ces travaux de caractfere essen-

Q
e l e m e nt technique, et dont, par consequent, on ne presentera pas ici les details

^nt essentiellement pour but Tamelioration de methodes de calcul de la structure
ectronique des molecules et l'etablissement des methodes de programmation

la H"̂  ^C? m a c ^ n e s ^ calculer electroniques. Ces travaux sont poursuivis, sous
Erection de M. Berthier et Mm e Pullman, par M m e s Baudet, Berthod et Suard,
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SERVICE DE BIOCHIMIE A

Rapport de Mm e Y. KHOUVINE, Chargde de Service.

Mes collaborateurs etudient, comme les annees precedentes, le metabolism^
des nucleoproteides, ce qui les conduit souvent k retude de la synthese des
proteines, 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 a mieux connaitre certains aspects de la bio*
chimie cellulaire des tissus normaux, neoplasiques ou en voie de cancerisation,
pour deceler des differences de composition et d'activites enzymatiques ou des
differences dans le mecanisme de Fapparition et de la disparition des system^
enzymatiques.

I. — BIOCHIMIE DES NUCL£OPROT£lDES

A. — Apres avoir injecte 3 2P k des rats normaux, MM. D. Szafarz ^
C. E. Sripati ont etudie la composition et le metabolisme des particules
sortent des noyaux, au cours de l'incubation.

Us ont constate que ces particules sont riches en ADN, moins riches en
et riches egalement en proteines. Les mesures cle radioactivite (l'ADN ne
marquant pratiquement pas) ont montre qu'il existe deux types d'ARN,
trfes actif, i taux de renouvellement rapide et se marquant d£s le debut de
cubation, un autre, beaucoup moins actif. L'ARN actif, quittant le noyau
aller dans le cytoplasme, a des proprietes qui rappellent celles de TARN
mosomique de Mirsky. II est possible qu'il transporte l'information sous
controle de TADN.

Poursuivant Tetude de la glycolyse cytoplasmique, en presence des
du foie de rat normal et de Tepithelioma T 8 de Guerin, MM. Szafarz et
ont observe que les phosphorylations oxydatives sont inhibees par les
et que Tintensite des systemes accepteurs augmente. A Taide de 14 C, ils ont
en evidence le role que TATP joue dans ces reactions. Un equilibre dynamiq°e

s'etablit et la formation d'ADP est augmentee, probablement par Faction d'u^
kinase.

B. — M. D. Szafarz et Mm e S. Dugandzic ont continue Tetude du fractiofj'
nement chimique du liquide surnageant cytoplasmique que donnent les centfj'
fugations k 105.000 g des homogenats de foie normal, de l'epith£lioma T 8 »
Guerin et de Thepatome ascitique. La distribution des fractions suivant le p"
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a n s *es tissus cancereux diflfere de celle des tissus normaux, surtout aux pH 5,5
et SiO. II y a environ deux fois plus de nucleoproteides precipites h pH 5,5 et 5,0
Pour les tissus cancereux que pour les tissus normaux et deux fois moins pour
la fraction restant soluble k pH 4,5.

La repartition de TARN est egalement diflferente dans les sous-fractions des
,1Vers tissus. II y a deux fois plus d'ARN k pH 5,0 dans les tissus cancereux que
a n s les tissus normaux.

Comme on sait que les fractions qui precipitent Jt pH 5,5 et 5,0 jouent un
S*nd r61e dans la synthese des proteines, on peut penser que les teneurs plus
e pvees en proteines et en ARN sont liees a la multiplication rapide des cellules
neoplasiques.

.. \— MUe L. Hirschbein a termine non seulement les experiences, mais la
fraction pour sa thfese de doctorat es-Sciences sur les histones du placenta

uniain. Elle en a etudie la composition, les proprietes physico-chimiques et
e u r r °k dans le metabolisme nucleaire. Elle a montre que les histones du pla-
enta sont heterogenes, qu'elles sont formees par plusieurs constituants en
<luzlibre, que cet equilibre est reversible et ne depend que de la force ionique

^ tampons. Elle a s6pare les histones en deux grands groupes, classiques :
es en arginine et riches en lysine, mais a egalement montre que chacun de

f
e s groupes est complexe. Elle a pu separer une fraction k pH 6,5 qui s'agrege
cuement en histone qui ne precipite plus qu'a pH 9 et qui, vraisemblablement,

Pput servir de liaison entre les proteines non basiques du noyau et les histones, ou
Ien jouer un role dans le cytoplasme.

d vl^.11^ ^U metabolisme nucleaire, avec les noyaux du placenta et avec ceux
lepithelioma T 8 de Guerin, lui a permis d'isoler, apres incubation des

yaux ou des fragments de noyaux en presence de 14C-aminoacides, une fraction
a<uoactive soluble dans HC1 0,2 N, mais dialysable. II ne semble pas que cette
action radioactive dialysable soit un precurseur de Thistone puisque celle-ci
t tout & fait depourvue de radioactivite. II reste cependant possible que les

^°nditions experimentales ne soient pas tres favorables a Tincorporation des
^s amines dans les histones ou k une synthese de Thistone.
9e travail sur le placenta est fort interessant, non seulement en soi, mais

J&i parce que le placenta nous servira de tissu temoin pour les experiences que,
ti^ ^ 1

/
> o b l ig c a n c e de M. le Professeur Lacassagne, nous commencons sur les

8X18 neoplasiques humains.

D. ^ JYI j p 2alta a soutenu sa these de Doctorat es-Sciences sur Pincor-
r
 ration in vitro des acides amines dans les proteines des microsomes du foie de

• J'ai dejk donne dans le rapport de i960 les proprietes caracteristiques du
^ysteme enzymatique que M. Zalta a trouve chez les mammiferes. Les proprietes
is ]C'C S y s t ^ m e presentent des similitudes avec celles des polypeptides synthetases
s °

 e£ s ^ partir d'Alcaligenes Faecalis par M. Beljanski. En efFet, il permet la
rih polypeptides en presence de Tensemble des acides amines et des
Q °^cteosides triphosphates, en particulier de la guanosine triphosphate (GTP).
a
 a i t Permettrait d'expliquer le role du GTP dans Pincorporation classique
- C o u r s du transfert des acides amines actives depuis PARN-soluble aux pro-
lne* ribosomales.
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II. — METABOLISME CELLULAIRE

A. — MftjANISME BIOLOGIQUE DE L*IRRADIATION.

Dans un travail poursuivi en collaboration avec M. Lacassagne, M. A. J. Ro-
senberg a trouve que Pirradiation du foie retarde la cancerisation provoquee par
le dimethylaminoazobenzene (DAB). Ce resultat indique que, contrairement k ce
qu'on a pense jusqu'ici, Pirradiation provoque dans le foie une modification, qui
peut fetre mise en evidence par un second facteur traumatisant, dans leur cas
le DAB. Pour essayer d'elucider le mecanisme de Peffet retardataire du rayon-
nement sur la cancerisation, M. Rosenberg a entrepris, avec M l l e A. Ruet, des
recherches dans plusieurs directions :

1. — Etude du metabolisme des acides ribo- et dSsoxyribonucleiques (ARN et
ADN) :

a) sur le foie normal,
b) sur le foie irradie k 1500 r et 3000 r,
c) sur le foie de rat nourri au DAB,
d) sur le foie de rat irradie et nourri au DAB.

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

Le rapport ARN/ADN est, pour le foie normal, 2,5 — 3,2. Ce rapport ne varie
pas avec l'irradiation.

Le DAB, agissant seul, diminue le rapport 1,5 — 2,1 et ceci s'explique sur-
tout par la diminution de PARN.

L'action conjuguee du DAB et de Pirradiation reaugmente 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 legere augmentation de Padeninc

Ce rapport diminue k nouveau, mais sans atteindre sa valeur normale si *
Paction du DAB on combine Pirradiation ; le taux d'uracile ne varie pas par rapport
a celui obtenu lorsque le DAB est employe seul, mais Padenine augmente.

B. — TENEUR EN FLAVINES HYDROSOLUBLES DES DIFHSRENTES FRACTIONS

CELLULAIRES AU COURS DE LA CANCERISATION PAR LE D A B .

Dans le cadre du metabolisme des enzymes flaviniques cataboliques»
M. A. J. Rosenberg et Mm e R. Emanoil-Ravicovitch se sont attaches specialemeflt
k Petude de Phydrolase de detoxication du 2-4 dimethylaminoazobenzene (DAB)»
dans le foie de rat normal, dans le foie de rat nourri au DAB, dans le foie de &*
normal irradie partiellement avec differentes doses de rayons X (entre 200-3000 r)i
ainsi que dans le foie de rat nourri au DAB apres avoir ete prealablement irra<We#

Dans le cas du foie normal, la detoxication suit la cinetique d'une reactio*1
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e premier ordre. Si le milieu n'est pas renforce en coenzyme flavinique (CoE),
?n t rouve en moyenne 85 jig. de DAB reduit pour 100 mg de foie frais en 20 minutes
^conditions dans lesquelles on mesure Pactivit6 de Penzyme). En presence
u CoE, Pactivite enzymatique est de 90. Done il y a un tres faible changement

du au FAD ajoute.
Dans le cas du foie de rat nourri au DAB, Pallure de la cinetique change,

g. Se rapproche d'une sigmoide, caracteristique des reactions autocatalytiques.
est°n n > a j o u tf Pa s d e F A D> a u b o u t d e d e u x m o i s d e regime la detoxication
^s ^Ue. Ceci est du k la forte diminution des flavines. On sait que Phydroxylase
^ detoxication se trouve dans les microsomes, or cette fraction cellulaire est une
£Q

es factions les plus fortement touchees par la diminution flavinique. En ren-
r?ant le milieu en FAD, la detoxication moyenne au bout de deux mois est

nuH3 ** ^U ^ ° U t ^e ^ u a t r e m o * s » m g m e en presence de CoE, elle devient presque
PA11 ' Ce qui denote qu'au bout de ce temps, k la diminution de CoE, s'ajoute
ceiie de PApoE.

l'a • a n S ^ CaS **U *°*e de r a t n o r m a l partiellement irradie, on constate que si
JJ n ima^ e s t sacrifie tout de suite, dans les jours suivant Pirradiation (1 & 5 jours),
la d'3 ^ d i m i n u t i o n de la detoxication d'environ 35 %. En ajoutant FAD,
pe

 et
A

Oxication augmente de 11 % tout en restant inferieure k la normale. Ceci
eDh, et

x
re dG a ce que Pirradiation detruit en partie FAD ainsi que PApoE, effet

P«emere, car ils sont resynthetises par la suite.
nor l i°n s a c r i f i e 1>animal 28 jours apres Pirradiation, la detoxication redevient
que P ff ^gerement plus forte du cote irradie (5 %). On peut considerer done

il'K ' de 1 > i r r a d i a t i o n e s t negligeable sur le foie de rat soumis k un regime

C^ r^su* ta t s °btenus apres irradiation k differentes doses (200 r, 1500 r et
? r sont semblables, ce qui veut dire que la dose de rayons X, entre ces
^> n'intervient pas sur ce phenomene.

qUe
 a n s k cas de rats irradies et nourris ensuite au regime a DAB, on constate

que H C^ n ° n ^ r r a d ^ 'a c i n ^ q u e de la reaction est toujours sigmoide tandis
*tant °^ *rrad^» e ^ e s'approche d'une exponentielle, le temps de latence
au rv 5pas^ suPprime. Si on sacrifie Panimal apres trois semaines de nourriture
et

 A?» °n constate une grande difference de detoxication entre le cote irradie
Pas °n I

(J;ra<^" P o u r ^e premier, la diminution par rapport k la normale ne depasse
la d*° Oj(0 t a n d* s qu'elle diminue de 75 % pour le second. En ajoutant du CoE,
r e s t

e t o x i c ation tend k atteindre la meme valeur des deux cotes du foie, tout en
a u D A P * 1 ^ 0 ! 1 ?° °/° i n f ^ r i e u r e * l a normale. Apres deux mois de nourriture
cftt£ . » k diminution est de plus en plus marquee des deux cotes (81 % du

irrad'I'TQ^ e t ^° % du c 6 t^ n o n *rradi^)» t o u t en restant superieure du cote
en r

 le ' Sl on ajoute du CoE, les valeurs tendent k s'egaliser des deux cdtes, tout
la f o r t ^ t.^S i n f & i e u r e s ^ la normale (diminution de 70 %). On constate que
canc6 *• x m i n u t i o n de la detoxication pendant les quatre premiers mois de regime
tt^rQ

r\8ene e s t due surtout k une chute brutale du CoE, chute beaucoup plus
Peut-A ^U c^ n o n ifradie. L'effet des rayons sur le nucleotide flavinique est
ou s^

Ctre dG ^ la destruction d'un enzyme contribuant a Phydrolyse de FAD
qUatr

 Un
#
 enzyme inhibant sa synthese. (Question non encore eclaircie.) Aprfes

la fa n? o i s de nourriture au DAB, la baisse en ApoE s'ajoutant k celle en CoE,
l°xication ne se fait plus d'aucun cote.
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En resume, on peut affirmer :
1) L'irradiation, quelle qu'en soit la dose (200-3000 r), n'affecte pas la

reaction de detoxication de la cellule hepatique normale.
2) Par contre, dans le cas d'une cellule hepatique au debut de la cancerisation

(environ 2 mois), Pirradiation a une influence certaine sur la diminution de FADi
diminution qui se trouve freinee, d'oii detoxication plus forte du cote irradie.

3) Lorsque la cancerisation est avancee (a partir de 4 mois au DAB), Pirra-
diation n'a plus aucun effet sur la detoxication, au manque de CoE venant s'ajouter
celui d'ApoE.

Parallelement k ce travail, M. A. J. Rosenberg et Mm e R. Emanoil-Ravicovitch
font une etude 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 s'interessent aussi, en collaboration avec M l l e Herisson et M. Endo,
& Pinfluence de Phormone thyretrope et de Phydrocortisone sur divers aspects
du metabolisme de la cellule hepatique normale, ascitique et cancereuse.

C. — REPARTITION DE LA CATALASE DANS LA CELLULE H^PATIQUE DU RAT.

M. Rosenberg et Mm e Fourcade ont etudie la repartition de la catalase dans
la cellule hepatique du rat normal. A cet effet, ils ont mis au point une methods
de dosage quantitatif de la catalase du foie entier et des differentes fractions
cellulaires. Les resultats obtenus indiquent :

1) une teneur globale du foie constante lorsqu'on la rapporte au mg de poids
frais et excedant de loin les quantites necessaires a son action catalasique*
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 sedimentant avec les noyaux dont on
les separe ulterieurement.

Par ailleurs, M. Rosenberg et Mm e Fourcade se sont attaches au phenomena
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 evidente et sa distribution entre mitochondries et cytoplasm^
soluble s'effectue 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 etude au foie de rat au cours de la cancerisation par le DAB.

M. Rosenberg et Mm c Fourcade ont determine la teneur en eau des mito*
chondries dont le degre d'hydratation a ete jusqu'k present evalue par la method^
optique du « swelling » et a conduit a des resultats irreguliers. En combinant
les techniques de dilution isotopique et de dessication, ils ont mis au point un$
autre methode : en ajoutant une quantite connue d'Ad^nosine diphosphat^
marquee en 14C, et en mesurant sa repartition entre les mitochondries (penc*
tration et adsorption) et le milieu extramitochondrial et en calculant Peau totals
par dessication, ils ont determine le pourcentage d'eau intramitochondriale *



BIOCHIMIE A 29

*apport aux mitochondries fraiches. L'integrite biologique des mitochondries a
j t e v^rifiee par des mesures de phosphorylations oxydatives avec la collaboration

e ^ l l e A. Ruet. II semble que Inaptitude & maintenir un gradient de concen-
ration interieure-exterieure est egalement une caracteristique des mitochondries

en bon etat. Par ailleurs, la penetration de Tadenosine di-phosphate dans les
^tochondries a ete mise en evidence.

D. — LOCALISATION ET REPARTITION DES ENZYMES.

Par des methodes tres specifiques, on peut doser un grand nombre d'enzymes
ans un homogenat. En faisant varier la tonicite du milieu et le broyage meca
V*e, on arrive k une extraction fractionnee des enzymes localises dans des

Parties diflferentes de la cellule (Professeur Bucher et Docteur Pette). M. Rosen-
j,fr£ a utilise cette methode, avec le Dr. Klingenberg, pour etablir Torigine de
j .ePatome ascitique du rat, les methodes histologiques n'etant pas capables de le

re; La methode enzymologique semble indiquer que Thepatome ascitique est
°ngi parenchymateuse. On y trouvc en effet le cytochrome b6 qui n'a ete

* ^ parenchyme. A une note precidente signalant
d h

les ^ p y p g
^ enzymes faisant defaut ou du moins etant fortement diminues dans Thepa-
, m e ascitique, on peut ajouter la glycerophosphate deshydrogenase et la

^Ucose-6-phosphatase.
do / ^

x a n t ^es organes instantanement, in-situ> dans Tair liquide, on peut
ser egalement les substrats, les intermediaires fugaces par les enzymes speci-

e f g a applique cette methode a
a chlorpromazine. II a trouve que son action ressem

glucocorticoides, mais en differe par une forte augmentation du rapport
Malate
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Rapport de Mm e M. GRUNBERG-MANAGO, Chargee de Service.

I. — STRUCTURE ET SYNTHESE ENZYMATIQUE
DES RIBOPOLYNUCL&OTIDES

A. — POLYNUCLEOTIDE PHOSPHORYLASE.

i. Role in vivo. — Dans le cadre des etudes effectuees pour elucider le
de la polynucleotide phosphorylase dans la cellule bacterienne, nous avons
montre precedemment, avec M. D. H. Levin, qu'il exi$te une correlation entre
la synthese de TARN par la cellule et Pactivite de la polynucleotide phosphorylase
En efFet, Putilisation d'un mutant de E. coli requerant la tryptophane pour 9*
croissance (Trypt-), revele qu'en absence apparente de synthese proteique

(presence de chloramphenicol) l'addition du tryptophane provoque une aug"
mentation, chez les cellules, de Tactivite specifique de la polynucleotide phos-
phorylase ainsi que de la quantite d'ARN synthetisee. Les deux accroissement*
sont fonction de la concentration en tryptophane qui peut etre remplace p**
le 5-methyltryptophane.

En collaboration avec M. M. N. Thang, avec l'aide de M l l e J. Reveilloft
nous avons isole l a polynucleotide phosphorylase h partir des cellules i 5

en presence de chloramphenicol avec et sans tryptophane.
L'activite de Tenzyme des cellules traitees par le chloramphenicol en

sence de tryptophane est toujours plus elevee que celle des cellules traitees
absence de tryptophane et ceci, quel que soit le test utilise pour mesurer
vite de la polynucleotide phosphorylase (incorporation de rADP-14C
Tacido-insoluble, phosphorolyse de polynucleotides, ou " echange " orthopho^
phate 32P avec le P terminal des diphosphates).

Plusieurs hypotheses, presence d'inhibiteurs ou d'activateurs libres, chang^J
ment d'affinite de l'enzyme pour le substrat, activation de 1'enzyme par l'AR^
synthetise en presence de chloramphenicol, ont ete eliminees. II semble pluS

probable que Ton ait affaire k une synthese nette de polynucleotide phosphoryl**e

malgre la presence de chloramphenicol, bien que la plupart des autres protein^5

ne soient pas synthetisees. 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 incubees en presence de chloramphenicol et &
tryptophane 14C que le tryptophane s'incorpore preferentiellement dans certain^
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Pwteines. La polynucleotide phosphorylase se trouve parmi les protemes dans
lesquelles le tryptophane est incorpore le plus activement. .

La question desavoir comment le methyltrytophane peut remplacer le

typtophane est actuellement a l'6tude.
2. Micanisme d>Action. - A l'heure actuelle on n'a que tres peu deren-

*ignements sur les m6canismes des reactions de p o l y m e ^ T J ^ S ^
aussi des etudes du mecanisme d'action des enzymes capables de synthetiser^des
molecules de hauts poids moleculaires presented un i n t e r e V n t r S i e f e m S
^pendamment du r61e physiologique de ces enzymes - tout P a ^ ^ m e n t

^ u ' i l s sont capables dUembler des unites differentes f e ^ ^ ^
, Les proprietesde la polynucleotide phosphorylase semblent A t o n ^
^ especes bacteriennes, aussi des etudes comparatives on ete ^repmes «*
la Polynucleotide phosphorylase isolee, soit a partir de E. colt, sort d A. vmekndn,
•W de Cl. perfringens.

a) antique. - En coUaboration avec M"e J. Yon, Laboratoire de Biobgk
Physico-chimique Faculte des Sciences Paris, M- P. Dauta a continu^ l̂e travai
- p a r Y J. MassouUe sur le role ^ ions Mg dans la r e = d oolvassoulie sur le rfile des ions Mg da

ation. L'ensemble de ses resultats suggere que l'etape hrtutantt̂  pourm
la formation du trinucleotide a partir de l'ADP et d'un dinucleotide pre
ant impUquant la presence d'un Mg pour trois nucleotides.

b) Spicificiti. - Divers analogues de bases diphosphorylees ont ete prepares
** M. A. M. Michelson du Laboratoire Guinness et testes comme substrats^On
8avait q u e la polynucleotide phosphorylase de Ecoh on * " * £ * %
Polymeriser aussi bien l'ADP que le CDP, l'UDP, HDP et le GDP (s .1 est en
P^ence d'autres diphosphates). Par contre, il avait ete rapporte que la poty
^leotide phosphor^lase n e pouvait polymeriser l e 5 ^ ^ ^ ^ E e
PW. L'enzyme pXt cependant polymeriser l a ^ ^ ^ $ J g £
W a la m e L co^guration sterique que le d6nve Br de luracde Plus.eur
^ c a t i o n s avaient ete suggerees pour rendre compte de ces resuhats En col
^oration avec MM. A. M. Michelson et J. Dondon, ^f
^ v e a u si l e s d e r i v e 8 haiogenes de l'uracile ne pouvaient etre ^
nous avons montre que les trois analogues de l'uraale, BrUDP, C1UD
*** Polymerises aissi bien que l'UDP lui-meme. La degradation
^ . ^ n i t i q u e de ces polymers montre qu'ils sont constitues par des
PHhoribose, comme les autres polymeres ^ f ^ ^
^tenant les derives haiogenes comme base ont ete xso es et leur etude: p y ^
! ** entreprise par M. J Massoulie dans le laboratoire de J. Fresco (Prince
ton USA^
s L'mteret de cette etude provient de ce que les derives haiogenes d^l'uracile
f»f mutagenes; elle peut done permettre de ™eux comprendre leur action

°logiq u e
8

d a n 8 ' I e CX de ia theorie de la mutegenese de Freeze
^ e r s autres analogues prepares par M. A. M. Michel on ^

'essort de 1'ensemble de cette etude qu'a l'exception du BrU la
horylase ne peut polymeriser que les analogues qui sont mc

in vivo chl les bacteries. Certains de ces analogues sont £
«>nt alors quel que soit le substrat diphosphate, ce qui est en accord avec
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Phypothese selon laquelle c'est le meme enzyme qui agit sur les differents
nucleotides. Cependant le GDP a un comportement special vis-k-vis des inhi-
biteurs.

Une polynucleotide phosphorylase a ete isolee de CL perfringens par
M. M. I. Dolin. A Pinverse des preparations de polynucleotide phosphorylase
d'E. coli ou d'A. vinelandii, P enzyme purifie ne polymerise apparemment que
PADP et est inactif avec PUDP et le CDP, alors que Pextrait brut de cet organisme
est actif avec ces diphosphates. L'etude de cet enzyme est poursuivie pa*
M. E. Knight dans mon laboratoire et par M. M. I. Dolin aux Etats-Unis.

c) Influence des proteines basiques sur la polymerisation de VADP. — La

polynucleotide phosphorylase extraite de CL perfringens presente une autre
particularity. Cet enzyme n'exige apparemment pas d'amorceur oligonucleotide
ou polynucleotide pour la polymerisation de PADP, mais une proteine basiqu^
comme la polylysine. L'action de la polylysine peut s'expliquer partiellement
par Pabaissement de 30 fois du Ks pour PADP et Paugmentation du ViB;
Recemment M. M. I. Dolin a obtenu des preparations de CL Perfringens qu*
ont un besoin absolu de certaines proteines basiques pour la polymerisation*
M. F. R. Williams et MUe T. Godefroy ont montre que la polylysine abaissait
egalement le Km apparent pour la polymerisation de PADP par P enzyme prepaid
k partir de E. coli ou A. vinelandii, mais seulement k des rapports ADP/^8
definis. Le rapport optimum ADP/Mg pour la polymerisation change d'ailleufl
en presence de polylysine.

Le mecanisme par lequel les proteines basiques agissent sur la polymerisation
de lfADP est k Tetude.

d) Synthese de polymeres. — En collaboration avec M. J. Dondon ^
Mm e L. Dondon, de nombreux polymeres contenant 2 ou 3 bases differentes en
proportions variees ont ete prepares k partir de melanges de nucleosides diphos*
phates varies. L'influence du rapport des diphosphates sur leur composition
en base a ete etudiee. La proportion des bases dans le polymere ne reflete p88

toujours le rapport des diphosphates dans le melange servant k leur synthese*
Ces polymeres analyses, dont les constantes de sedimentation ont ete deter*

minees au Centre d'Ultracentrifugation du C.N.R.S., servent pour des etud^
physico-chimiques (Wilkins, King's College, Londres; Vorobiev, Institut ^e

Cytologie, Faculte des Sciences, Leningrad; Sadron, Centre de Rechercbe

Macromoleculaire, Strasbourg), des etudes chimiques (Kotchekov, Institut dc

Chimie des Substances Naturelles, Moscou) et pour les etudes entreprises s^r

le systeme de codage des proteines par les acides nucleiques (en collaborati0*1

avec le Dr. Crick de Cambridge et son equipe).

B. — STRUCTURE DES ACIDES NUCL&QUES.

1. ARN Accepteurs d'Amino-Acides (S-ARN). — Nous avons montre pfe*
cedemment que Tetude de la phosphorolyse des acides ribonucleiques peut app°r*
ter des renseignements sur leur structure macromoleculaire. La phosphorotys

des acides nucleiques est completement ou fortement inhibee lorsque les ib°*
polynucleotides possedent des structures ordonnees a double chaine.
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avpns montre, d'autre part, que tous les acides ribonucleiques accepteurs d'amino-
acides testes jusqu'k ce jour sont 70-80 % resistants k la phosphorolyse.

Deux hypotheses pouvaient etre formulees pour rendre compte des faits
observes : i<>) i e s molecules de S-ARN comporteraient toutes k leur extremite
Porteuse du groupe 3'hydroxyle libre une region sensible a Faction enzymatique,
fmvie d'une region resistante. La cause de cette resistance pourrait £tre, soit
existence d'une structure secondaire en double helice, soit la presence d'une

°u d'un nucleoside inhabituel susceptible d'inhiber l'enzyme. On sait que
* "IN sont tres riches en nucleosides inhabituels. 2°) Les preparations de

renfermeraient deux types de molecules, les unes completement atta-
> les autres completement resistantes.

Nous avons montre (en collaboration avec M. R. Monier, Marseille) que dans
j; cas du S-ARN de la levure, c'est la deuxieme hypottese qui est vraie. C'est

-~~-© —

DaM 1 — "*»*"•' «* 1 xnouiui. xua. polynucleotide phosphorylase
j)e

 le d>enlever un seul nucleotide des chaines resistantes a la phosphorolyse.
l e

e P H apres enlevement des trois nucleotides terminaux pCpCpA dans
-ARN, la resistance a la phosphorolyse n'est pas changee.

de
 p r t? la phosphorolyse, le S-ARN conserve une activite receptrice vis-k-vis

certains amino-acides.
u autre part, l'analyse des bases de S-ARN de levure resistants et sensibles

ntre qUe l'^quivalence entre les rapports molaires adenylique et uridylique,
et cytidylique, observee dans le S-ARN total n'est pas retrouvee

Phos!? A R N a c c e P t e u r s d'amino-acides resistants et sensibles k la polynucleotide

a m . e fait, rapproche des variations d'activite specifique vis-i-vis de divers
poun°"aCideS a p r f e s la Ph°sphorolyse, suggere que les divers S-ARN specifiques
en Lrra^ent Offerer les uns des autres assez profondement par leur composition
don En c o l l a b o ration avec M»e M. L. Lesne ainsi que M. J. et Mm e L. Don-
la ' n°us avons etudie l'influence des differents facteurs connus pour modifier

structure secondaire des ARN, sur la phosphorolyse des S-ARN.
resistance particuliere des S-ARN k la phosphorolyse comparee k celle

seen A en general, semble resulter d'une stabilite plus grande de leur structure
stnT e k la (( denaturation ». Le Mg parait avoir un effet protecteur sur cette

ucture secondaire.

de
 z- ARN Synthetise en presence de Chloramphenicol — II a ete montri par

en ?mbreux auteurs qu'un type particulier d'ARN trfes instable est forme
Pait-reSie.n°e de chloramphenicol, cet ARN etant localise dans un type de ribosomes
Cent En collaboration avec Mm e S. Filitti-Wurmser et M. Sagaert du
les e ,d.>Ultracentrifugation du C.N.R.S., nous avons repris avec M. Thang
Utiij ^ P e r i e n c e s sur l'effet du chloramphenicol avec le mutant de E. coli (Trypt-)

£^ Precedemment.
pare

 avantage d'un tel mutant reside dans le fait qu'il y a possibilite de com-
"roi composition en ribosomes dans trois conditions differentes : cellules en
san«Sance norniale, cellules incubees en presence de chloramphenicol seul

" synthfese de novo d'ARN), et enfin cellules incubees avec chloramphenicol
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et tryptophane (synthese d'ARN sans augmentation de quantity significative
de proteines). Ceci permet de dissocier un efFet propre au chloramphenicol suf
la structure des constituants nucleoproteiques normaux de la cellule, de son
efFet sur le processus de synthese. Les resultats obtenus montrent que le chloram-
phenicol seul, k la concentration utilisee, n'a pas d'efFet notable sur la repar-
tition des constituants nucleoproteiques de ce mutant. En efFet, celle-ci est 1*
meme aussi bien pour les cellules normales que pour celles incubees avec le
chloramphenicol seul. Par contre, en presence de chloramphenicol et de trypto-
phane, condition ou il y a synthese de novo d'ARN, un nouveau composant
20 S apparait. Neanmoins, ces particules 20 S ne constituent qu'un pourcen-
tage tres faible de Pensemble des ribosomes et ne peuvent representer la totalit^
des ARN synthetises 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 l'adenine 14C en presence de chloramphenicol montre
que la radioactivite est incorporee dans les differentes particules nucleopro-
teiques.

L'etude de la repartition de TARN synth&ise en presence de chloramphenicol
est actuellement en cours.

C. — S Y N T H ^ S E DES ACIDES RIBONUCL&QUES CHEZ LES LEVURES.

Bien que les levures soient trfcs riches en acide ribonucleique, aucun system^
de synthese enzymatique in vitro de ces substances n'a pu jusqu'k present en fitre
extrait. La connaissance de tels mecanismes est pourtant du plus haut interft
chez des organismes qui se pretent si bien a 1'experimentation tant biochimique
et physiologique que genetique. C'est pourquoi M. J. Tavlitzki a continue, en
collaboration avec M l l e s M. Cousin et B. Megrot, l'etude de ce probleme.

Les resultats qui sont decrits ici n'ont pu etre obtenus qu'apres une standar-
disation rigoureuse tant des conditions de culture et d'extraction que des pro-
cedes d'isolement, du fait que les systemes sont instables et que leur activity
synthetisante est faible. Cette activite est mesuree par la vitesse d'incorporation
de precurseurs marques au 14C, les acides adenosine diphosphorique (ADP)
et triphosphorique (ATP) dans les polymeres nucleotidiques acido-insolubles*

La methode d'isolement utilisee permet de mettre en evidence au moins
trois systemes enzymatiques qui different tant par leur substrat que par leu?
localisation.

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

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

b) un systfcme dont le substrat est l'ATP et dont l'activite est stimulee
l'acide ribonucleique soluble.

Le culot de cette meme centrifugation contient un systeme qui catalyse
corporation de l'ATP et qui est de nature particulaire; son activite n'est
stimulee par l'acide ribonucleique soluble. II est a noter que l'activite de
trois systemes requiert la presence de l'ion Mn++ et que le magnesium qui
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iKbituellement necessaire pour les reactions de ce genre est id, soit depourvu
d'activite, soit inhibiteur. , .., T f - t ..

C'est le systeme particulaire qui a ete V*to**^«*£jt*? °M

=>t bien 1'ATP et non l'ADP qui en est k substrat est:confirm, pa: 1 sd
y p ^ j

c'est bien l'ATP et non l'ADP qui en est le ^ ^ ^ f ^ ^ T ^
^ fractions pratiquement depourvues d'activite vis-a-vis de A M e t dont l
corporation de l'ATP est tres fortement inhibee par * WJ?lJ?g"»- inhi

La ribonuclease, lorsqu'elle est presente au cours de ^ , info
complement Incorporation, soit qu'elle agisse sur k P ^ j V j S
?°it qu'elle detruise un amorceur necessaire. La d6soxynbonuclease est egalement
mhibitrice, mais 1'inhibition n'est jamais totale. i.:ntervention dans

Les resultats de ces experiences permettent de supposer 1 « J ^ S S
mhibitrice, mais 1'inhibition n'est jamais totale. i
. Les resultats de ces experiences permettent de supposer J^S«
}» reaction d'ADN et peut-etre d'ARN specifiques jouant le « * * " » «
11 est a noter a ce sujet que les particules isolees contiennent une forte proporti
d>ARN ainsi que de l'ADN. . , .. a c t u
. La questioS de savoir de quelle nature est k pnxfant de la « J J » * ^
W a Petude. Les premieres experiences effectuees a c e ^ « ^ ^
le» molecules incorporL ne sont pas simplement ajou ees aux m
c ^ n e 8 nucleotidiqSes mais qu'eUes foment des hens mternucl^»b6g
8 agit done, soit d'une synthese d'acide polyadenyUque, sort d une synthese

La solubilisation de ce systeme est actuellement tentee et son 6tude sera
Poursuivie en meme temps que celle des autres systemes mis en « ^ « »

D'autre part, les techniques d'isolement sont maintenant *££*%*£
P°>nt pour qu'il soit possible d'etudier du meme point de vue d autres

fcpports entre le systeme isole de la levure dans les f ^ ^
•"« 1'ADN, soit TARN comme amorceurs et T - . ^ . ' ^ J
^ ^ nt etre d j ^ g fvxira d'autres organismes, ne pourront etre

plus poussee. II n'est pas interdit de penser qu il P ^ T J J ^ d o n t
.. i s e des polyribonucleotides dont le mecanisme est Afferent de ceux ao

vient d'fetre question.

Les etudes entreprises sur le mecanisme de synthse dtie
acides nucleiques exigent des nucleosides diphosphates marq ^

tifs et de nombreux analogues de bases, e'est-a-dire qu une *****
avec des chimistes organiciens est indispensable. M • L ° ° ^ n ^^

nt au point des techniques pour obtenir a v e c ^ ^ " J ^
derives nucleotidiques radioactifs d'une grande a

II. - M&TABOUSME INTERMEDIAIRE

A. - RUCTION PHOSPHOROCLASTIQUE DU FTOJVATE.
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Elle a constate que la biotine etait non seulement un cofacteur indispen-
sable a Incorporation du 14CO2 dans le pyruvate (voir rapport de i960), mais
qu'elle intervenait egalement dans la degradation du pyruvate. En efFet, Tavidine-^
proteine qui complexe specifiquement la biotine — inhibe la vitesse de reduction
du neotetrazolium d'environ 50 % (test d'activite utilise pour suivre la deshydro-
genation du pyruvate). L'incubation prealable de la biotine et de Pavidine previent
cette inhibition. II est probable que la biotine intervient dans la reaction globale
au niveau de la decarboxylation du pyruvate et non au stade qui concerne le
transport ulterieur de Phydrogene.

La biotine n'a aucune action sur le syst&me carence en fer qui est depourvu
d'activite clastique et qui ne peut incorporer le 14CO2 dans le pyruvate (voir
rapports precedents), car meme en presence de biotine, ou de biotine et fer, le
systeme carence est inactif.

II a ete demontre (Rabinowitz, i960) que les extraits de CL saccharobutyricum
requiferent un derive de la vitamine B12 pour echanger le 14CO2 avec le pyru-
vate. Mm e C. Delavier-Klutchko a recherche Tinfluence eventuelle de cette
vitamine sur les preparations enzymatiques carencees. En efFet, le fer intervient
dans la synthese de Facide S-amino levulique qui, lui-meme, est un intermediate
dans la formation de la vitamine B1 2; les extraits carences pourraient done en
etre depourvus. Cependant il n'en est pas ainsi, car l'addition de vitamine Bj*
au syst&me carence est sans efFet.

Les resultats obtenus par Mm e C. Delavier-Klutchko au cours de ces der-
nieres annees ont apporte des elements nouveaux concernant le mecanisme encore
mal elucide de la reaction phosphoroclastique du pyruvate, particulierement
1) la participation de deux cofacteurs :

— le facteur « FCL », de nature pteridique, qui intervient uniquement dans
la reaction clastique;

— la biotine qui est impliquee dans la reaction globale.

2) la mise en evidence, apr&s traitement thermique ou vieillissement du
teme enzymatique, de deux fractions dont la reunion est necessaire pour q
y ait activite clastique. La fraction obtenue par le vieillissement de l'extrait
capable de realiser, seule, Techange entre le 14CO2 et le pyruvate.

Ces resultats doivent permettre de concevoir de nouvelles hypotheses
travail pour retude du mecanisme complexe de la reaction.

B. — M&TABOLISME D'ACETOBACTER XYLINUM.

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

II a montre que la phosphofructokinase, enzyme-cle de la voie d'Embden'
Meyerhof est presente dans Textrait des bacteries ayant cru sur glucose, ma^
n'existe pas dans Textrait des « bacteries fructose ».

La recherche des difFerents enzymes intervenant dans la degradation <je*
hexoses a permis de dresser le tableau suivant qui, bien qu'incomplet, revele

deja des differences notables entre les deux types de bacteries :
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— sont pr&ents dans les extraits des deux types de bactenes les enzymes
s«ivants : hexokinase (phosphorylant fructose et glucose) —phosphohexoisomirase
^•glucose-6-phosphate deshydrogenase (specifique du TPN dans les deux extraits)
~- 6-phosphogluconique deshydrogenase (specifique du TPN dans l'extrait glucose
n du DPN dans l'extrait fructose) — gluconokinase;

— sont absents dans les deux extraits : pyruvate kinase et acetokmase;
— n'existe que dans l'extrait fructose : glyclrokinase.

Les causes de ces differences (repression par exemple) sont en cours d'&ude.
Les investigations d'autres enzymes se poursuivent en vue de determiner les etapes
* degradation des hexoses ainsi que les conditions qui president a J'emprunt
Je telle ou telle voie: cycle des pentoses, voie des acides uroniques et cycle d Emb-
den-Meyerhof.

C. — MECANISME DE LA REACTION ADRENERGIQUE.

Au cours de ses travaux sur les tissus animaux, M. F. Meyer s'est inte"ress6
au mecanisme de la faction adr^nergique. On sait que l'adrenaline participe a
£ formation de I'AMP 3,5 cyclique a partir de l'ATP sous l'influence de la cyclase.
M l s en presence d'enzymes purifies, ce nucleotide active la phosphorylase et
COnduit ainsi a une glycogenolyse que l'adrenaline peut provoquer sur la
cellule intacte seulement. , .
. La transformation de TATP en AMP cycUque semble comporter la formation
* complexes transitoires qui precederaient l'intervention de l'adrenaline. Ces
plates pourraient representer les « sites receptifs » dont l'existence a ete supposee
Par les neurophysiologistes. . . ,

L^eret porte par M. F. Meyer a l'etiide de la formation de ces complexes
mise en evidence est la consequence d'une s6rie de travaux qu d a effec-
le mecanisme d'action de certains inhibiteurs de la mono-amino-oxydase

— ces etudes il a utilise l'lproniazide (i-iso-nicotinyl-2-isopropylhydrazide)
"eur puissant de la mono-amino-oxydase et un systeme biologiquejiont

e, /ite in vitro depend quantitativement de la presence d'adrenahne : la gtyco-
Jenolyse dans les coupes de foie dont Sutherland a montre qu elle est stimulee
HUantitativement par l'adrenaline. . ..
d« a ainsi mis en evidence une potentialisation de l'effet de 1'adrendme«
T c°upes provenant d'animaux traites prealablement a 1'iproniazide. Cet dfct
Z Potentialisation est indirect, puisqu'il ne se produit que dans les tissus d ani-
ft? traites * ^0 et il n'est'pas du a 1'inhibition de la desammation^oxyd^ve
^adr6naUne. D'autre part, des incubations effectuees avec des coupe*^prove-
J* d'a»imaux normaux ne donnent Ueu a aucune modification de la reaction
aarenergique

t i ^ f a i t que 1'iproniazide determine une accumulation d'amineŝ ^dans «:ertems
C * •n particuli<* d« «ero ton ine dans le foie et le cerve!Ju' vcT 'ul . I
t o j * lnteT>retation de l'augmentation de la receptivite a l'adrenaline. La sero-
fi H«8eule n e pe™* pas ^ ^ d e h p h o s p h o r y l a s e - U m i6 8 *m?x vt
d e ^ n i a u x normaux preincubees avec la serotonme se component vis-a-vis

1 ̂ enaUne de la meme fa9on que des coupes de foie d'animaux traitees a 1 ipro-
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niazide. Cet efFet indirect de l'iproniazide ou direct de la slrotonine pourrait
s'expliquer selon les donnees theoriques de Belau par la formation de chelates
du type (Cyclase-ATP-Mg-Amine) qui pourrait preceder la synthese d'AMP
3,5 cyclique sous Faction specifique de radrenaline.

Des etudes pour reproduire la potentialisation par 1*adrenaline sur un sys-
teme isole sont actuellement en cours. Les resultats observes k Paide d'une frac-
tion particulaire provenant d'un homogenat de foie, en presence de Mg, d'ATP
et de serotonine, suggerent Intervention d'une substance qui n'active pas b
phosphorylase, mais qui, en presence d'adrenaline, devient rapidement active.
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SERVICE DE PHYSIOLOGIE

Rapport de M. T H . CAHN, Chef de Service.

Ces derni&res annees MM. Cahn et Houget avaient montr£ que, chez te
Lapin, une grande partie des glucides alimentaires est transformee 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 triglycerides dans le sang, six k sept heures apres le debut
du repas quand la resorption est k son maximum.

Le pouvoir de stockage des glucides etant faible chez les Homeothermes,
on con9oit la necessite de transformation rapide de tout exces des glucides
alimentaires en lipides qui, eux, peuvent Stre stockes en quantites presqu'illimitees.
Mais qu'en advient-il lorsque par un jeune prealable de 24 heures on a fortemeflt
diminue les reserves de glycogene? La reponse k ce probleme etait d'autaflt
plus interessante qu'elle permettait de verifier si le processus de conversion des
glucides en lipides realise dans la muqueuse intestinale est integre dans la regu*
lation metabolique generale. La forte elevation des acides gras totaux et surtout
des glycerides qui est de regie chez Tanimal 7 heures aprfcs le debut de son rep*s

ne se retrouve plus chez Panimal ayant jeune le jour precedent; il y a bien un$
legere augmentation mais d'un ordre de grandeur tout k fait inferieur. Par contfe

au bout de 24 heures, alors que chez les animaux regulierement nourris les consti'
tuants lipidiques ont k peu pres repris leurs valeurs de la veille, on observe quC

chez ceux qui avaient jeune ces constituants se retrouvent fortement augment^
depassant mfeme (pr&s de 50 % pour les glycerides) leurs valeurs d'avant le

jeune. Seuls les esters de cholesterol, dont le taux sanguin augmente des **
debut d'un jeune, diminuent dfes que reprend Talimentation et ils retrouve^
leur valeur normale au bout de 24 heures. Ainsi 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 e'est pourquoi la s'
formation habituelle en graisses du surplus de glucides n'apparait que
tardivement. II faut signaler toutefois qu'apres un jeune de 24 heures les
n'absorbent pas leur ration k la meme vitesse que s'ils sont nourris chaque j
dans ce cas en 7 heures ils ont ingere en moyenne 77 % de leur ration alors qp
si ils ont jeune la veille leur ingestion n'atteint que 45 %. Le rythme aliment^
ralenti doit evidemment repousser a plus tard l'augmentation de la lipemie &
k la conversion des sucres en graisses. Et en effet quand nous imposons
animaux normaux un rythme alimentaire analogue k celui des jeuneurs,
observons au bout de 24 heures une augmentation de la lipemie mais n



Ces resultats montrent quc i ; 7 " a i s s e 8 varie avec iem - —" .

boUque generate de l'organisme. 11 « £ integration. ;ntegration

des processus d'assimilation des a U n j n w ^ ^ . ^ . ^ r6petees ae

Vmie; mais curieusement cette derme*
les especes; elle est constante&«1 L* de ^ des deux ^ ^

En determinant deux fas par jour ia Y a v a n t le detm
^oivent journellement une U J " * ^ ^ prefer effet de cette ho«n
repas, MM. Cahn e t Houget ^ ^ e J h premiere i j ^ J d e l a

J« de diminuer la lipemie : 4 ^ a b i t u e l l e d'hyperl^ « • * a d d e 8
lement on ne retrouve pas la vague .g encore le raV*anx n»aient
aversion des glucides aUmentaires e n ^ ^ ^ u e k . - J - J J ^
iras esterifies du sang a baisse de ao_ Mj /o En general ^ ^ ^ l e s .
en rien modifie leur rythme o r d = e d m eb« les

7-uc, mais on vou .«.rr~-- . ^ converw
Wiles, la vague d'hyperhpemie due a
constater que lorsque l'on interrompt le i ^ 3SSl<* Upides 'sanguins remontent en ttecne »~- ^ r e p a s j o « n ^ — ^
«juste dans k. premieres heures suivant le d^ ^ atteintê  P
W i e s'accuse encore pendant quelqu^ our c o n d de lens ^
J* considerables surtout chez les f e ^ d e l a cortisone do tfetredesoPPO
fe ces faits: d'une part que l'action prop* ^ ^ ^ d e s ^ s«ig
la conversion des sucres en graisses et ^ ,d 6 s6quiUbre en f****?^ appa-
14 d'autre part que l'organisme lutte ^ e c e ^ 4 d o n t 1acuon PP
^facteur antagoniste de mobilisation des res^v J ^ ^ en meme t P^
raJt sans contrLe quand cesse ^ ^ ^ 1 d e conversion * - *
? «e manifeste de nouveau k P 1 0 ^ ^ plus grande intensite que
J«*Maires e n Upides, e t peut-etre avecjn F ^ ^ ^ r o o b u i s a t i o n
nai*, puisque les depdts de glycogene so«« ^ J e ™!Lie due
, Ces resultats metient aussi en) evidence qu fication de l'organisme
de* reserves et de conversion sont lies a queiqu

—— . _ , . . ^ e t une glucowrie, entwine

On wit q u e la cortisone, tout en produisan
^trt, forte augmentation des «p



44 RAPPORTS DES TRAVAUX EFFECTljfe EN 1961

k l'acte alimentaire et que cette liaison est influenced par une des hormones de
la surrenale : la cortisone.

Sous la direction de MM. Cahn et Houget, M. Zannad a poursuivi l'etude
de ce phenomene. fitudiant les variations de la glycemie il constate qu'apres 2 ou
3 jours d'injection de cortisone il apparait une vague d'hyperglycemie tres
notable, plus forte chez les femelles, 6 i 7 heures apres le debut du repas.
Le lendemain matin, la glycemie a fortement diminue sans toutefois revenir i
sa valeur de depart, surtout chez les femelles. On observe ainsi que la glycemie
presente une serie de dents de scie se detachant sur une ligne ascendante; la
pente de cette derniere etant plus accusee chez les femelles. Apres cessation
des injections les hyperglycemies digestives diminuent rapidement chez les
males, plus lentement chez les femelles.

Sur les acides gras esterifies, M. Zannad confirme les resultats precedents :
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 experiences les valeurs maximales de la lipemie s'observent 24 a 48 heures
apres l'arret des injections.

Ainsi l'administration rep6tee de cortisone amene une hyperglycemie et
une hyperlipemie importante, c'est-k-dire les memes phenomenes que Ton
observe dans le diabete. Comme dans cet etat, les variations maximales s'ob-
servent dans la periode postprandiale. On peut done parler d'un etat diabetique
cortisonique qui toutefois se distingue nettement du diabete vrai puisque ces
perturbations sont reversibles, elles cessent en effet quelques jours apres Parret
des injections. La distinction est encore plus nette puisque, comme le montre
M. Zannad, le jeune empeche l'hyperglycemie et l'hyperlipemie cortisoniques.
Et pourtant aussitot que Ton realimente l'animal, et meme si on a cesse les
injections de cortisone depuis un k trois jours, on assiste & une montee glyc£-
mique et lipemique au moment de l'absorption digestive. Tous ces resultats
mettent nettement en evidence les liens etroits entre ces troubles metaboliques
et l'acte alimentaire.

Un autre sujet cTetudes a ete aborde au laboratoire. On sait que certains
anesthesiques, comme Tether et le chloroforme, modifient la regulation du
glucose sanguin et produisent une hyperglycemie. Cet effet est attribue aux
reactions emotionnelles et doit etre rattache aussi & la diminution de l'apport
d'oxygene au debut de l'anesthesie. Avec d'autres anesthesiques on n'observe
pas de modification de la valeur glycemique, e'est le cas du Nembutal. Un tel
resultat ne permet toutefois pas d'eliminer une influence possible sur les meca*
nismes de la regulation du glucose sanguin; pour en etre sur, il faut etudier si
ces composes modifient les courbes hypo- et hyperglycemiques que Ton observe
apres administration d'agents physiologiques. C'est ce qu'a etudie M l l e Frangi
en recherchant sur le Lapin si le Nembutal aux doses calmantes modifie la courbe
de rhypoglycemie insuUnique et de l'hyperglycemie adrenalinique.

Des resultats qu'elle a obtenus il ressort que le Nembutal, qui par lui-memc
ne modifie pas la valeur de la glycemie, perturbe cependant les processus de sa
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regulation, d'une part en rlduisant Tadrenalino-secretion, d'autre part en affai-
blissant les proprietes hyperglycemiantes de Tadr6naline.

Un lapin rendu anemique par des saignees repetees presente une hyper-
Upemie importante qui parait inhibee par Tadministration d'insuline. Pour savoir
sj cet effet de Tinsuline sur la circulation des lipides est un effet direct ou s'il
s>agit d'un effet indirect corrigeant un trouble eventuel du metabolisme des

uline) en suivant a la fois la glycemie et les progres
lipemie. On sait que la saignee produit rapidement un changement de la cir-
culation des glucides. Aussitot apres la saignee, le glucose plasmatique s'eleve
aux environs de 200 mg % ; il revient a la normale au bout de quatre a cinq heures
et par des saignees successives il peut atteindre 400 mg %. Avant les saignees,
des doses d'insuline d'une unite par kg administrees apres un jeune de 16 heures
Provoquent des hypoglycemies tres importantes ; le retour & la normale demande
en general plus de 6 heures. Au contraire, chez les animaux anemies par saignees,
& baisse du glucose sanguin est moins accusee et le retour a la normale est beau-
coup plus rapide. II existe done une diminution de Teffet de Tinsuline et cette
piminution est d'autant plus nette que les animaux presentent une anemie plus
lrnportante avec une lipemie plus elevee.
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Rapport de M. BORIS EPHRUSSI, Chef de Service.

I. — MICROSCOPIE ELECTRONIQUE

M. Y. Yotsuyanagi a poursuivi, en collaboration avec FInstitut du Cancer,
etude au microscope electronique de la levure, dans le but de preciser les rap-

Ports entre la structure du chondriome et les proprietes genetiques et physio-
Iogiques de cet organisme.

10 Variation de Vultrastructure du chondriome au cours de la croissance. —
^u cours du cycle de la croissance aerobie en presence de concentrations elevees
de glucose, il existe un parallelisme entre la modification de Pultrastructure du
chondriome et celles des parametres metaboliques. Ces modifications refletent
les variations de Pampleur de Feffet inhibiteur de la fermentation aerobie au
cours du cycle de croissance.

m 2° Etude comparee des chondriomes des levures normales et des mutants a defi-
Cle*ice respiratoire. — Les chondriomes des mutants vegetatifs Pp- et doubles Pp-
Presentent une anomalie caracteristique de Pultrastructure des mitochondries
tandis que les chondriomes des mutants segregants P5p+ et P7p+ ne different
Pas de ceux des levures normales a la fin de la croissance exponentielle. On peut
done penser que la mutation cytoplasmique p+—>p~ determine directement
1 anomalie du chondriome des mutants p- et que le chondriome des mutants p +

represente un chondriome de mfeme nature que celui des levures normales.
niai dont le d^veloppement est inacheve h cause de la deficience respiratoire.

3° Changements morphologiques au cours de Vadaptation respiratoire. — La
normale ayant perdu, a la suite de la culture anaerobie, les enzymes res-

Wratoires, la capacite respiratoire ne presente qu'un petit nombre de mitochon-
dries k peine reconnaissables et depourvues de cristae. En presence d'oxygene,
^es mitochondries de forme speciale, qui different nettement des mitochondries
jfe la levure aerobie, se transforment tres rapidement en mitochondries normales.
^e processus s'accomplit en quelques heures, parallelement k revolution du Qo2

^n utilisant des analogues d'acides amines, il est possible d'inhiber la synthfese
^s enzymes respiratoires sans inhiber pour autant la formation de la structure
^itochondriale.
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II. — STRUCTURE FINE DU GENE

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

M. Mousseau a montre que les deux sous-unites constituant le segment
chromosomique correspondant a la serie qu'il etudie, possedaient toutes les
proprietes de runite definie anterieurement : le polaron. II a montre egalement
que le croisement interessant deux sites appartenant a Tun et a Pautre de ces
polerons conduisait h des frequences tres variables de recombinaisons reci-
proques (crossing-over).

M. Rossignol a recherche des recombinaisons non-reciproques qui sont,
non plus sauvages, mais double-mutantes ; des tetrades contenant de tek recom-
binants existent, mais leur frequence est apparemment differente de celle des
tirades contenant des recombinaisons sauvages.
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Rapport de Mlle NINE CHOUCROUN, Directeur de Laboratoire.

Nos recherches ont ete poursuivies dans les deux directions qui interessent
Uctivite de mon laboratoire :

I. Etude des proprietes biologiques du constituant lipopolysaccharidique anti-
genique que nous avons isole du bacille tuberculeux.

II. Etude de I9electrisation superficielle d'ilements figures vivants, au moyen
de nos dispositifs d'electrophorese qui permettent la separation fractionnee des
Elements charges et la determination de la grandeur de leur charge par l'obser-
v*tion microscopique.

I. — Etude des proprietes du constituant lipopolysaccharidique.

Je rappelle que le lipopolysaccharide, designe sous le symbole Pmko, est
fe seul constituant connu, isole du bacille de Koch, jouant un role actif dans
fes deux effets specifiques importants d'hypersensibilite et de resistance acquise
Provoques par le corps bacillaire tout entier. Cet antigene lipopolysaccharidique
Jte provoque pas k lui seul le developpement de Thypersensibilite tuberculinique;
H lui faut le concours d'une tuberculo-proteine, mais il est essentiel pour que
^allergic tuberculinique se developpe. Je rappelle egalement que le polysaccha-
ride, separe de ce constituant par une hydrolyse alcaline, est un antigene-haptene
8erologiquement actif qui a la propriete de precipiter les anticorps polysacchari-
diques qui se forment au cours de Tinfection par le bacille de Koch. Cette
faction serologique est toujours le seul test de precipitation directe que nous
ayons en Tuberculose.

La decouverte paradoxale du concours necessaire d'un lipopolysaccharide
Pour que Thypersensibilite k des proteines (comme la tuberculine) se developpe,
incitait a rechercher la reponse de Torganisme infecte Jt Tinoculation intradermique
^e ce constituant lipidique.

Nous avons pu ainsi mettre en evidence une hypersensibilite de type " retar-
d i e ", specifiquement liee au contact prealable de Torganisme avec le bacille de
Koch, et distincte de Thypersensibilite tuberculinique. L'existence d'une hyper-
8^nsibilite de type tuberculinique k un constituant bacterien non protiinique
n>avait jamais ete signalee.

Grace aux emulsions fines et stables dans Peau physiologique, que nous
^vons reussi k obtenir de ce constituant lipidique directement insoluble dans
1>e*u, nous avons pu entreprendre Vitude comparative des reactions intradermiques
au lipopolysaccharide Pmko et a la tuberculine.
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Les resultats de cette etude qui a porte sur plusieurs centaines de sujets
tuberculeux ,& des stades differents de la maladie, ont montre que les intensites
des reactions intradermiques provoquees chez le meme sujet, par chacun de
ces antigenes, sont souvent differentes, plus fortes pour la tuberculine ou pour
le Pmko suivant les cas. Ces differences individuelles de sensibilite k Tun ou k
l'autre de ces antigenes ne pouvaient s'interpreter qu'en admettant Pexistence
d'une hypersensibilite au Pmko distincte de Phypersensibilite tuberculinique.
Et les premieres observations relatives aux sujets tuberculeux revelaient en effet
qu'une intensite predominante de Tune ou de Pautre de ces hypersensibilites,
accompagnaient generalement des formes differentes de la maladie, et dans une
meme forme, des etapes differentes.

L'etude approfondie du dossier clinique de chaque sujet nous a permis
de saisir une relation remarquable entre Pintensite des allergies decelees par
ces reactions intradermiques, et les conditions anatomo- et physio-pathologiques

Les resultats obtenus dans le cas des tuberculoses pulmonaires, qui ont et£
classees en s'appuyant essentiellement sur les caracteres evolutifs de la maladie
et sur son anciennete (classification suggeree au Dr. Kourilsky par l'analyse minu-
tieuse des resultats fournis par les tests intradermiques) ont montre :

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

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

Tous ces resultats semblent bien indiquer que l'aptitude de Porganisme
k developper une reaction au lipopolysaccharide Pmko, d'intensite forte et
superieure k celle de Phypersensibilite tuberculinique, doit etre liee aux pro-
cessus qui determinent revolution favorable de la maladie. II est raisonnable
de penser que le developpement de cette hypersensibilite pourrait etre lie au
mecanisme de la resistance a l'infection tuberculeuse. Alors que la dissociation
des deux phenomenes d'hypersensibilite tuberculinique et de resistance acquise,
dissociation entrevue dans les travaux pionniers d'Alfred Boquet, a ete parfai-
tement demontree par les remarquables experiences de Opie et Freund, il serait
satisfaisant pour Pesprit de pouvoir relier cette hypersensibilite au lipopoly
saccharide, si longtemps insoupgonnee, avec les processus de l'immunite.

Quoi qu'il en soit, en dehors de Pinteret speculatif lie k la mise en evidence
d'une hypersensibilite specifique, de type " retardee ", k un constituant bacteriefl
non proteinique, ces recherches ont apporte la demonstration que le lipopoly*
saccharide Pmko est capable, au meme titre que la tuberculine, de deceler Phyper*
sensibilite developpee par le bacille de Koch.

La propriete de ce lipopolysaccharide d' avoir une constitution mieux definie

que celle des tuberculines les plus purifiees, le fait qu'il permet la preparation
d'emulsions d'une grande stabilite dont Pactivite est aisement dosable in vitro9
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et ne s'altere pas avec le temps, soulignent les avantages
de commodite et de precision que presenterait 1 utilisation d
le depistage systematique d'une hypersensibibte he<
prealable de l'organisme avec le bacille de Koch.

Le wit. farf tor le litatohsaccharide Pmko dans VitabUssement de la resistance

et ne s'altere pas avec le temps, soulignent les avantages ^ ^ndardisatio^
de commodite et de precision que presenterait 1utihsation de cet antigenedans
le depistage systematique d'une hypersensibihte kee specifiquement au contact
prealable de Torganisme avec le bacille de Koch.

^ X ^ r u ^ s i v e s d'immunisation avec lj Upop^charide
(poursuiviesPen collaboration avec les laboratonres de recherches **
Veterinaire de Maisons-Alfort) comportant to*m™*~J^
comme contrdle d'immunite, ont montre que, dans les ^ n i t
tales defection decrites par l'ficole francaise pour que limmumte
Par le BCG se manifeste : iw;,Ua

io h vaccination par le B.C.G. ne protege pas complement les Bovides
contre le d6veloppement de l'infection tuberculeuse;

20 le degre de protection confere par ^ ^ T ^ ^ t LtlJ
a fait comparable, sinon superieur a celui confere par le B.C.G. dans les

conditions d'experimentation. . . . nnllVant fitre res-
La brutalitede l'epreuve infectante par volf ™™at*™£™£*lZr

Ponsable des resultats que nous avons constates nous avons *«™^™
des conditions ou les animaux « immunises » seraient infectes par les votes natu

relies de contamination. .
Une nouveUe experience comportant 2o ammaux

Polysaccharide Pmko, que nous avons vu se mamfester, au meme titre que ce!
d« B.C.G., dans nos essais anterieurs de vaccination.

II. — ttude de I'tilectrisation superficielle

i° des spermatozoides;

2° de cellules tumorales.

la Constance du Ph des milieux soumis
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ration des milieux biologiques, et aussi pour la separation fractionn£e des par-
ticules chargees de mobilites differentes, mais cependant voisines. Le dispositif
microscopique est encore actuellement le seul permettant des mesures faciles,
correctes et precises de l'electrisation superficielle des elements charges.

Uitude de P Electrisation superficielle des spermatozoides, d'origine animale ou
humaine, nous a dejk permis d'infirmer les resultats des auteurs qui ont cru
observer, et s6parer par le champ electrique, des spermatozoides de lapins charges
de signes opposes. Avec nos conditions correctes d'observation, nous avons
toujours constate que les spermatozoides sont tous charges negativement.

Nous pensons que ces auteurs ont fait une separation des spermatozoides
selon rimportance de leur charge electrique, comme nous Pavons fait dans le
passe pour certaines bacteries, en particulier pour le bacille tuberculeux. Dans
ce dernier cas, nous avons pu etablir que la charge electrique etait un caractfcre
specifique des populations d'heredite definie, lie k la virulence, les populations
k repartition statistique de charges elevees etant les moins virulentes.

La separation des spermatozoides en elements dits positifs et en elements
negatifs aurait conduit les auteurs de ces experiences k obtenir, par insemination
artificielle k des lapins, des portees k predominance male avec les spermatozoides
dits positifs; des portees a predominance femelle avec les elements negatifs.

En raison du phenomene connu de contre osmose qui peut ramener les
elements les moins charges vers Telectrode qui les chasse, il faudrait conclure,
en admettant que les resultats de Pinsemination etaient statistiquement valables,
que les spermatozoides les plus charges sont des spermatozoides femelles et que
les moins charges sont des spermatozoides males.

Nous avons pense que Pinsemination artificielle des Bovides, qui se fait &
grande £chelle, pouvait nous offrir un moyen de verifier cette hypothfese paf
l'utilisation des documents accumules dans ce domaine, relatifs k des donneurs
dont les semences sont conservees.

Nous pensions s61ectionner les taureaux dont la descendance presenterait
une predominance statistiquement valable de Tun ou de Pautre sexe; etudief
l'electrisation superficielle des semences actives, conservees, de ces taureaux;
et voir si une relation existe entre la repartition statistique des electrisations de
leurs spermatozoides et la predominance male ou femelle de leur descendance.
Nous avons eu la desagreable surprise de constater que, seule, la descendance
femelle etait enregistree avec precision.

Nous avons alors fixe, en collaboration avec le Dr. M. Parez, Professeur &
Tficole Nationale Veterinaire, et avec le concours de rU.N.C.E.I.A., un projet
de travail consistant a etudier, du point de vue statistique, la totalite de la des-
cendance de taureaux pendant une periode donnee. Pour que cette etude sort
statistiquement valable, on doit Pappliquer k la descendance de 20 taureauXt
avec une moyenne de 500 produits par taureau. Ce premier stade nous permettrait
de reconnaitre s'il existe des taureaux dont la descendance montre une predomi-
nance de produits de Tun des deux sexes.
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Ce travail, confie a un coUaborateur technique de Maisons-Alfort qui con-
trole sur place les naissances prevues, est en cours depms plusieurs ™is

Dans un deuxieme stade, les spermatozoides des taureaux dont la ^ d a n c e
montre une predominance de males ou de femelles, seraient etudxes dupoint^de
vue de la repartition statistique de leur electrisation. Si cette 6tude «vela»t une
relation entre la grandeur de cette charge et la predominance d une descendance
de Pun des deux sexes, on pourrait alors envisager une separation des sperma-
tozoides selon leur charge, comme nous l'avons fait pour ks bactenes^

L'insemination de ces populations de spermatozo.des sel ectiomus.par electto
Phorese permettrait de verifier si le traitement V f B & ^ Z ^ J ?
altdres, ef surtout si les produits de l'insemination des populations k
gees p a t e n t une preponderance de l'un des sexes les p r o d u c e I
d h nderance de autre

ef surtout si les produits de linseminti pp
g p a t e n t une preponderance de l'un des sexes les p r o d u c ^
des populations les moins chargees, une preponderance de autre sex^

Dans le cas possible ou ces conditions se trouveraient realises, on pourrait
b l d d d Bovides ^determiner l»P«Pond«anc*

Dans le cas possible ou ces conditions se trouve s
aboutir, en influencant la descendance des Bovides, ^determiner l»P«Pond«anc*
du sexe de ces animaux dans un sens hautement utde pour l'ficonomie nationale.

Vitude de la charge iUctrique des cellules canctrwes P ™ ™ * *
d'ascite de souris (sarcome 180 ou carcinome d'Erhch) nous avait permis ^
ver que des differences de charge accompagnent des differences d up*. mor^
Phologique. Depuis ces observations que nous avons signalees en 1953, «rtams
auteure ont pense eux aussi a 6tudier la charge de cellules tumorales, en relation
av«c la malignity de ces cellules. , „. 11--.

En collaboration avec M. Barski, nous etudions actuellement la cha ge d«
tnque de souches de cellules hautement ou faiblement cf c e r e u s e * ' J V * ^
*Z d'une lignee de cellules provenant du tissu nonnal 7 ^ . ^ ° ^

i, a la suite de leur adaptation in vitro, ont subi a des degres differents une

cultures mixtes de 1'unê de ces « * .

*ation superficieUe de ces populations de cellules a herediti defime, et leur mall
gnite" aisiment decelable exp6rimentalement.

k 80« essentidUs de mon activite, souligner 1 interet t"™?**,* t i t n tk 80« essentidUs de mon activite, souligner 1 intere
«mer 1'utiltatioD, dans un .venir pin. ou nunns
U p o l h r i d i ( l i u e m e n t connn sous so

p
connn sous son

««m antigtoe standard pour 1« ^ * 8 ^ X ^ « tampan.

tuberculeux.
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PROFESSEURS EN VISITE

. M. J. Platt, professeur de Physique h la Faculte de Chicago, a sejourne k
^nstitut de Biologie Physico-Chimique du 18 avril au 24 mai 1961.

II y a donne deux conferences : la premiere sur « Les proprietes electroniques
* geometriques des molecules dans les etats excites »; la seconde sur « le role
a es complexes moleculaires dans les transferts d'energie ».

Le Professeur Platt s'est etendu particulierement sur Intervention d'un
complexe par transfert de charge trimoleculaire dans la photosynthfcse, un
Ca*"otenoide servant de lien entre le donneur et Paccepteur d*electron dans les
structures orientees hautement organisees, telles que les chloroplastes.

M. Michael Kasha, Directeur de Tlnstitut de Biophysique moleculaire de
Tallahassee (Floride) a passe un mois h Tlnstitut de Biologie, du 8 juin au
juillet 1961. Pendant son sejour, il a donne deux conferences ayant pour themes,
une, « The molecular exciton model applied to hydrogen-bonded dimers »,

Jjutre, « Optical properties of nucleotides ». Au cours de diverses discussions,
^ Kasha a precise les notions d'etat exciton et d'etat de semi-conduction et
raite du renforcement de T&at triplet par l'agregation de la chlorophylle.

Le Dr. Paul Berg, professeur de Biochimie k TUniversite Stanford de Palo alto
(Californie), est reste a Tlnstitut de Biologie du 27 juin au 27 aoiit i960. II y a

O n ne une conference sur « The question of specifity in protein and nucleic acid
8ynthesis».
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SERVICE DE CHIMIE MACROMOLECULAIRE

Rapport de M™ A. DOBRY-DUCLAUX, Chef de Laboratoire.

Comme dans les annees precedentes, les sujets traites au laboratoire se divi-
Sent en deux groupes :

I. CONSTITUTION CHIMIQUE DES CENTRES ACTIFS DES ENZYMES

i) II y a deux ans, Mme A. Dobry-Duclaux a montre que Faction inhibitrice
J1 sel de Roussin sur une serie d'enzymes pouvait s'expliquer par sa fixation sur

PJusieurs groupes basiques du centre actif, groupes tres rapprocnes les uns des
autres. Parmi les divers modes d'inhibition, attribuables a cette fixation, on peut
aUssi envisager, dans certains cas, la possibility d'une destruction du centre
ac*if. En effet, si le centre est constitue par un chelate, dont les ligants sont des
Broupes basiques lies a un metal indispensable & l'activite enzymatique, le sel de
Roussin peut entrer en competition avec ce metal, en le chassant du centre actif,
Pour former lui-meme des combinaisons peu dissociees avec les ligants corres-
Pondants. Mme A. Dobry-Duclaux a done entrepris une etude de Faction du sel
de Roussin sur les chelates, dont les donneurs ont ete soit Timidazole, soit Tethy-
^ediamine, correspondant aux donneurs naturels, Thistidine ou la lysine.
^Ue a montre que le sel de Roussin est capable de s'additionner aux chelates sans
Provoquer leur destruction, a des pH correspondant a la zone d'activite de la
plupart des enzymes. L'inhibition de cette activite due a ce complexe ne peut Stre
attribuee a la destruction du centre actif par suite du deplacement du metal par le
j t o m l e . Les fonctions azotees basiques reagissent avec le sel de Roussin aussi

a Tetat libre qu'a Tetat chelate. Dans les deux cas, les produits de la reaction
J peu solubles. Cette insolubilite nous laisse prevoir que si ces fonctions se
r<>uvent dans le centre actif d'une enzyme, le sel de Roussin provoque un blocage

ae ce centre, independamment de Tetat dans lequel s'y trouvent ces fonctions.

. 2) On admet generalement que dans une reaction enzymatique reversible,
es deux substances Sx et S2 qui subissent la transformation selon le schema

Sx + E ^ (SE) *=* S2 + E
,e fixent sur les memes groupes chimiques du centre actif en formant un complexe
j^termediaire enzyme-substrat. Cette hypothese n'a jamais ete verifiee. D'ailleurs
res peu de reactions enzymatiques ont ete etudiees dans les deux sens et jamais
e ce point de vue.

Or Mme A. Dobry-Duclaux a remarque que cette hypothese n'est pas toujours



8 RAPPORTS DES TRAVAUX BFFECTU& EN 1962

exacte : un inhibiteur qui, pour une enzyme donnee, etait competitif avec le subs-
trat Sx ne l'etait pas avec le substrat S2. Ceci indique que les deux substances
Sx et S2 se fixent sur des groupes chimiques differents du centre actif. Cette
observation a incite Mme A. Dobry-Duclaux k entreprendre une etude generate
de ce point de vue, qui est en cours. Jusqu'a present, elle a pu confirmer son
observation de la non-identite de lieu de fixation du substrat dans les deux sens
opposes pour les enzymes suivantes : les lactate-, isocitrate- et alcool deshydro-
genases, la fumarase.

II. — CHIMIE PHYSIQUE DES COLLOlDES IONISES

1) La theorie moderne des poly electrolytes explique les proprietes des solu-
tions des colloides par leur nature electrochimique, en particulier par la repar-
tition des ions compensateurs dans la couche double. Or, pour pouvoir calculer
dans chaque cas cette repartition, surtout en presence d'autres electrolytes, 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 experimental de ce liquide n'est possible qu'a l'aide d'une
membrane semipermeable. Malgre la simplicite du procede de l'ultrafiltration
les experimentateurs n'ont guere employe cette methode et ils ont considere a
priori le liquide en equilibre comme different du liquide intermicellaire. De sorte
que toutes les applications des theories modernes aux cas concrets se heurtent a
Pimpossibilite d'effectuer les calculs numeriques, une grandeur fondamentate
etant inconnue.

II s'agissait done en premier lieu de demontrer que le liquide en equilibre est
effectivement identique au liquide intermicellaire. Plusieurs travaux exp£rimentaux
et theoriques effectues dans ce but ont ete decrits dans les rapports precedents.
Cette annee, Mme A. Dobry-Duclaux, en collaboration avec Mme A. Ulinska,
a entrepris cette demonstration sur un colloide bien defini, l'acide polyacrylique.
Elles ont montre que la composition de 1'ultra-filtrat, pour une solution donnee,
est toujours la meme, independante de la concentration en colloi'de, fait fonda-
mental qui echappe aux theories modernes. Cette composition est done une gran-
deur invariable et est celle du liquide a une distance infinie de la micelle. Les
calculs numeriques par les theories modernes deviennent ainsi possibles.

2) Le second probleme qui a ete traite dans ce laboratoire concerne un certain
nombre de phenomenes lies a l'etat colloidal. Un de ces phenomenes est la coagu-
lation ou la floculation. II est tres general et se produit aussi bien en solutions
aqueuses qu'organiques, et avec des colloides ionises ou depourvus de charges.
Les explications de ce phenomene ont ete differentes selon qu'on avait affaire au%
uns ou aux autres. Or, dans tous les cas, le phenomene est le meme et consists
dans une separation du solvant et du corps dissous. On ne voit aucune raison pour
qu'il n'y ait pas de solutions generales, les theories actuelles n'envisageant que

des solutions partielles et contradictoires.
M. J. Duclaux et Mme Ch. Cohn ont attaque le probleme par la mesure de la

pression osmotique. Cette m&hode, proposee par des biologistes, tels que J. Loeb,
a ete tres peu employee. Certaines ecoles etrangeres semblent lui etre hostites-
Dans tous les cas, l'addition d'un agent floculant diminue progressivement 1*
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Pression osmotique et la floculation survient quand celle-ci devient nulle. Cette
^oculation peut, suivant le cas, etre reversible ou irreversible. Ainsi la cause du
Pnenomene est toujours la meme et elle est facile a comprendre : une pression
osmotique ne peut tomber au dessous de zero, car alors le corps dissous se separe
necessairement.

Le probleme devient ainsi un cas particulier d'un autre, beaucoup plus general:
Pourquoi un corps est-il soluble dans un liquide et insoluble dans un autre ? La
Jneorie seule peut repondre k cette question, car toutes les experiences ont ete
Jaites et le materiel experimental est surabondant.
. Un cas particulier de ce phenomene general est la floculation des colloides
Anises. Une loi deja ancienne est souvent citee comme reglant la floculation de ces
c°rps, celle de Schulze-Hardy. Elle accorde une importance prdponderante k la
faience des ions floculants. Nous avons doute de sa validite generale et nous avons
rouve effectivement un cas contradictoire particulierement net : un sel colloidal
e chrome, prepare dans les conditions convenables, est absolument insensible

*ux ions divalents ou trivalents, bien qu'il appartienne au groupe des corps qui
oivent obeir a la regie de Schulze-Hardy. Ainsi, cette regie ne fait qu'indiquer

Ul*e tendance et les limites de sa validite doivent etre precisees.
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Rapport de M. RENE WURMSER, Chef de Service.

I. — PROTtilNES DES S&RUMS HUMAINS

Comme cela a dejk ete mentionne dans le rapport de Tan dernier, la methode
thermodynamique que nous avons introduite dans Petude genetique de Pisohe-
magglutination est maintenant appliquee dans certains centres de transfusion.
En particulier les travaux de Ch. Salmon sur les genotypes rares et sur les muta-
tions chez les leucemiques demontrent que la methode est loin d'avoir donne tout
ce qu'on peut en attendre. Independamment de leur interet propre, ces travaux
qui imposent des mesures de controle sur des serums normaux de genotype
connu, ont apporte des confirmations supplementaires aux donnees energetiques
que nous avons etablies.

Mais on connait encore peu de choses sur les differences de structure que ces
donnees ont fait decouvrir parmi les agglutinines normales specifiques a l'egard
d'un meme antigene. Une etude physico-chimique tres poussee de ces agglutinines,
portant en particulier sur la comparaison des molecules hybrides et homozygotes,
devrait fournir des informations sur le mecanisme de leur biosynthese. Ce travail*
qui a ete entrepris par Mm e Filitti-Wurmser, progresse difficilement en raison de
la labilite des agglutinines quand elles sont hautement purifiees.

Dans le cadre de ces recherches, Pemploi de Telectrophorese a elution continue
a permis a Mm e Jacquot de montrer Texistence de nouvelles differences entre
isoagglutinines naturelles et immunes.

Les recherches sur les macroglobulines ont ete poursuivies par Mm e 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/interet des macroglobulines en genetique et en pathologie rend utile de
pouvoir separer ces proteines k partir de petites quantites de serum d'un meine
individu. On peut y parvenir par « centrifugation sur solvant piege ». Le procede
consiste k pratiquer des ultracentrifugations en introduisant au fond du tube une
solution tampon de densite superieure & celle de la solution proteique et dans
laquelle viennent s'accumuler les molecules les plus lourdes. L'ensemble des
macroglobulines etant ainsi separees, on peut achever leur fractionnement en
profitant des differences de solubilite.

Afin d'eliminer certaines difficultes dans Tinterpretation des diagrammes
d'ultracentrifugation, M m e Filitti-Wurmser a etudie Tinfluence de la presence
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des globulines et de Talbumine sur la sedimentation des macroglobulines et, r&i-
proquement, Tinfluence de la presence des macroglobulines sur la sedimentation
dps globulines. Les effets observes ont ete expliques en tenant compte : i° des
differences de viscosite entre les deux especes proteiques; 2° du fait que la pro-
t&ne la plus legere se deplace derriere la frontiere de la proteine lourde dans un
milieu depourvu de cette derniere.

L'ensemble des determinations effectuees sur les y globulines et macroglo-
bulines permet d'etablir une distinction entre une augmentation de proteines
normales ou immunes et Tapparition de constituants, lies 2t un trouble de la bio-
synthese. Le fait est particulierement probant pour les proteines de la maladie de
Kahler et de Waldenstrom. Dans chacune de ces deux maladies, les proteines
anormales sont differentes les unes des autres. Par exemple les macroglobulines
Oltt des poids moleculaires variant de 75.000 a 1.500.000. Les donnees biochi-
miques actuelles ne permettent pas de choisir entre une origine genetique ou
acquise de ces deviations de la biosynthese proteique.

II. — ENZYMOLOGIE

Les recherches dirigees par Mme F. Labeyrie ont toujours pour objet le meca-
nisme de la catalyse par les lacticodeshydrogenases de la levure.

1. D-lacticodeshydrogenase : Rappelons que les travaux anterieurs avaient
^uggere que deux cofacteurs dissociables, le zinc et la flavine adenine dinucleotide
(FAD), sont necessaires pour que Tenzyme atteigne sa pleine activite.
. En ce qui concerne le zinc, son role etait rendu probable parce qu'il est le seul
lQn qui, a basse concentration, peut reactiver rapidement et compl^tement Ten-
2ynie inactive par le versene. On pouvait toutefois penser que cet effet etait du k la
Association d'un complexe enzyme-vers^ne. M. Iwatsubo et M l l e Curdel ont
^ontre Texactitude de la premiere explication. Un traitement acide de Tenzyme
fc>urnit un apoenzyme inactif qui peut 6tre totalement reactive par addition
simultanee de FAD et de zinc.

M»e Curdel a etendu son etude de la fixation de certains metaux divalents,
^ la place de Zn+ + . Elle a determine d'une part la stabilite des complexes formes
(constantes de dissociation Kd), d'autre part les proprietes enzymatiques de ces
complexes (constante de Michaelis KM, vitesse maximale Vm). Le tableau suivant
donne les resultats obtenus :

Zn Co Mn Ni Cd

£<J 6 20 100 45 13 pM
*p* 1,8 0,15 0,12 mM
vm 100 40 20 0 0

Ces valeurs ne dependent pas de la fa?on dont a ete prepare Tenzyme sans
*;nc, que ce soit par le versene ou par precipitation en milieu acide. Ces donnees
£i&etiqiies mettent en evidence un parallelisme dans les variations de KM et Vm.
** nature du metal influence done principalement la vitesse de la reaction limi-

le processus enzymatique global.
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2. L-lacticodeshydrogenase : M. Baudras a continue Tetude de cet enzyme
a partir duquel il etait parvenu a preparer un apoenzyme hautement reactivable
par Taddition de flavine mononucleotide (FMN). Les proprietes comparees de
l'enzyme non traite et de Tenzyme reconstitue montrent une grande similitude
a Texception d'un point: la stabilite du complexe flavoenzyme. Celle-ci etant plus
faible pour Tenzyme reconstitue que pour Tenzyme non traite, il devient possible
d'aborder toute une serie d'etudes qui ne pourraient etre faites sur ce dernier. En
particulier une serie d'experiences paralleles faites par MM. Iwatsubo et Baudras
a) observation fluorimetrique de la teneur en FMN libre, b) determination enzy-
matique de la teneur en complexe FMN-proteine, ont permis de mettre en evi-
dence rexistence d'une interaction positive entre les fixations de la flavine et du
substrat sur Tenzyme.

III. — ASSOCIATION DES GLOBINES A L'HEME

Le travail de M. Banerjee s'est developpe comme il etait prevu. Rappelons
qu'il s'agit d'une etude sur la liaison heme-globine dans la methemoglobine et la
metmyoglobine. M. Banerjee a pu montrer la reversibilite de cette association.
On peut done, dans ce cas, appliquer les lois thermodynamiques decoulant des
reactions d'equilibre et determiner des constantes energetiques.

La methode est basee sur Tobservation que certains corps (ligants) ayant un
fort pouvoir complexant vis-a-vis de Theme reagissent avec Themoproteine et
qu'il s'etablit des equilibres couples entre l'heme et la globine d'une part, et l'hemc
et le ligant d'autre part. Connaissant la constante d'equilibre de la reaction heme-
ligant, on calcule, d'apres les donnees experimentales, celle qui correspond ^
l'equilibre heme-gJobine.

Cette constante a une valeur elevee. A pH 7, la reaction d'un dimere d'hemc
avec 2 molecules de globine correspond a une variation d'energie libre dc

— 21 Kcal. environ. L'energie de la liaison heme-globine est differente suivant
l'etat d'ionisation de Theme. En outre la charge nette de la partie proteine influence
Tequilibre. Des mesures effectuees k differents pH ont permis de calculer deux
constantes d'equilibre correspondant respectivement k la metmyoglobine acidc
et la metmyoglobine ionisee, ainsi que l'energie de Teffet produit par la chargc

nette.
Dans la methemoglobine, la presence de quatre groupes prosthetiques

supposer des interactions entre les quatre groupes fixateurs de Theme sur
proteine. L'interet doit se porter sur les quatre constantes d'association intrin*
seques plutot que sur la constante d'association globale.

M. Banerjee a obtenu une evaluation approximative des constantes intrinseques

correspondant a la fixation du premier et du quatri&ne groupe prosthetique dans
la methemoglobine. Les quatre constantes intrins&ques ne sont pas egales, ce qul

montre Texistence des interactions entre les sites recepteurs. Le sens et Tetendue
de ces interactions rappellent celles observes lors de Toxygenation de Them0"
globine.
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IV. — POTENT1ELS D'OXYDORiiDUCTION

Les potentiels d'oxydoreduction des systemes intervenant en biologie ont
°ngtemps l'objet principal des recherches de ce service. Bien que depuis 1

Ul*e orientation nouvelle ait ete prise la question n'a jamais cesse de nous i

6te
1945

orientation nouvelle ait ete prise, la question n'a jamais cesse de nous inte-
g e r . Dans le Rapport sur les travaux effectues en i960, nous avons mentionne
Ul*e nouvelle determination du potentiel d'oxydoreduction du systeme lactate-
Pyruvate pour lequel existait une incertitude de quelques dizaines de millivolts.
^°us avons repris avec M. Banerjee une autre determination importante, celle

es potentiels d'oxydoreduction des systemes alanine *=* pyruvate d'ammonium
et valine *=± a cetoisovalerate d'ammonium. Si les mesures electrometriques que
*°us avions, Mme Filitti-Wurmser et moi-meme, effectuees en 1939 sur ce dernier
systeme, paraissaient satisfaisantes, il n'en etait pas de meme en ce qui concerne
,? Pre^ier. Les experiences de longue duree alors necessaires pour obtenir l'6qui-

J"e etaient rendues incertaines par l'instabilite du pyruvate en presence d'une
Preparation enzymatique insuffisamment purifiee. Nous nous sommes servis
Cette fois d'une D-aminoacide oxydase cristallisee, preparee par M. Iwatsubo.

En appelant R le rapport [aminoacide]/[ion cetonique] [NH4+], le potentiel
H du systeme par rapport a l'electrode normale d'hydrogene est

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

^ C represente le rapport des coefficients d'activite. On a trouve pour E° + 0,06
^S (H «-) a pH 7, a 300, la valeur — 0,128 V, qui est tres proche de celle que Ton
Peut calculer a partir de diverses donnees existant dans la litterature.

V. — PHOTOSYNTHESE

Le groupe dirige par M. Pierre Joliot a continue ses recherches sur la photo-
d

y n t ^se de Clorella pyrenoidosa. M. Delosme, utilisant la technique de dosage
c
e "oxygene dissous, mise au point au laboratoire, a acheve un travail dont les
delusions sont les suivantes : La respiration ne presente aucune variation

v?table de vitesse dans les secondes qui suivent Tarrfit de la photosynthese. La
^ s s e de photosynthese ne depend pas de la concentration d'oxygene dans le
t.

 l l l eu, i l'exclusion toutefois de l'anaerobiose totale. Enfin le rendement quan-
Jl^e maximum varie avec la longueur d'onde, comme l'avaient trouve Emerson
ab !S'II P r & e n t e un maximum absolu de 1/8 molecule d'oxygene par quantum
^ s°rbe avec deux zones de decroissance pour les longueurs d'onde inferieures

59o m[x et superieures k 660 mfx.
d>

 c e s resultats confirment en somme des faits importants deji observes par
ai*tres dans des conditions differentes. Mais l'etude tout k fait originale du

j mplexe precurseur d'oxygene mis precedemment en evidence par M. Pierre
Cf

 l°t est poursuivie activement. La technique amperometrique a ete amelioree,
^ui rend possible une determination precise de la cinetique d'induction et

j P a r consequent de la concentration d'equilibre du complexe, en fonction de la
°ngueur d'onde.

L resultats preliminaires cadrent bien avec Tidee, aujourd'hui admise, de
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l'existence de deux reactions photochimiques distinctes sensibilisees par des pig'
ments differents.

Enfin, en vue de recherches indiquees dans le Rapport precedent, M. Morin
a achev£ le montage destine a la mesure de Pintensite de fluorescence dans ks
premiers instants de l'illumination, ce qui necessite un demasquage extremement
rapide du faisceau.
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SERVICE DE BIOCHIMIE THEORIQUE

Rapport de M. BERNARD PULLMAN, Chef de Service.

I. — STRUCTURE tLECTRONIQUE DES ACIDES NUCL&QUES

Tout comme pour les experimentateurs, les acides nucleiques sont pour tes
biochimistes theoriciens une source inepuisable de problemes et de decouvertes.
L'approfondissement de nos connaissances sur les caracteristiques electroniques
de la structure de ces composants fondamentaux de la matiere vivante reste au
centre de nos preoccupations. Pendant l'annee ecoulee nous nous sommes surtout
preoccupes des aspects de cette structure lies aux problemes des mutations et de
la carcinogenese.

Deja dans le rapport precedent nous avons indique de quelle fa^on la deter'
mination des indices de structure electronique des bases puriques et pyrimi*
diques des acides nucleiques permettait de prevoir ou d'interpreter, selon le cas,
le site et le mode d'action de differents types d'agents mutagenes. II s'agissait
la en particulier d'agents dont le lieu d'action est tres localise, se situant sur un
atome ou k la rigueur, sur un groupe d'atomes determines : agents alcoylants,
attaquant preferentiellement N7 de la guanine, le formaldehyde, attaquant surtout
le groupe NH2 de l'adenine, Pacide nitreux, provoquant preferentiellement 1*
deamination de la guanine etc. Les recherches presentes ont eu pour objet, d'ufle

part, le mecanisme des mutations spontanees et, d'autre part, Faction d'agents
mutagenes aromatiques dont le mode d'interaction avec les acides nucleiques

est different de celui des agents precites.
Ainsi A. et B. Pullman ont etudie les probabilites des mutations spontan&s

dues a la possibility d'existence des bases puriques et pyrimidiques dans v&c

forme tautomere rare. En effet, si ces bases existent essentiellement sous la forffle

lactam et amine (resultats qui s'accordent avec les calculs quantiques sur l̂ 9

stabilites relatives des differentes formes tautomeres possibles), il est neanmoinS

admis, d'apres une suggestion originale de Watson et Crick, que les mutatiofls

spontanees pourraient avoir pour origine Tintervention des formes tautomef65

rares (lactim ou imine). La presence d'une forme rare peut provoquer un couplage>

par liaisons hydrogene, avec une base complementaire inhabituelle et d i r

ii une transmission hereditaire d'un ordre perturbe de la sequence des
purine-pyrimidine. Du point de vue theorique il peut fitre interessant de
cher laquelle des bases puriques ou pyrimidiques des acides nucleiques presefl
la plus grande probability d'exister dans une forme tautomere rare Or le f* c

variable essentiel responsable de la tendance relative de ces bases k exister sous
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telle forme est la variation de l'energie de resonance accompagnant la transfor-
mation tautomere. Les calculs explicites de ces energies montrent que la base
ayant la plus grande tendance a exister dans une forme tautomere rare est la cyto-
sme qui doit done etre consideree comme ayant la plus grande probabilite d'etre
lrnpliquee dans les mutations spontanees. Vient ensuite la guanine. La probabilite
de l'existence dans une forme rare de l'adenine et surtout de l'uracile est nette-
mpnt plus petite. Cet etat de choses est peut-etre en relation avec le role predo-
minant de l'uracile dans le « code genetique ».

Le meme principe a egalement ete applique a l'etude des mutations induites
Par des analogues des bases puriques et pyrimidiques (2-aminopurine, 5-bromou-
racile).

D'autre part, B. Pullman a recherche quels etaient les facteurs electroniques
susceptibles d'etre responsables de l'activite mutagene des aminoacridines. Ces
c°mposes aromatiques agissent probablement en s'intercalant « en sandwich »
entre des paires successives de bases puriques-pyrimidiques complementaires.
^eur interaction avec les acides nucleiques met en jeu probablement des forces de
Polarisation comportant des composants du type transfert de charges, interaction
aiPole-dip61es induits et Van der Waals. Les caracteristiques electroniques inter-
Venant dans ces composantes ont ete evaluees et une correlation etablie entre le
Pouvoir mutagene et la charge de l'azote du noyau de l'acridine. Le probleme se
attache aux travaux de A. et de B. Pullman sur la solubilisation des hydrocarbures
^ancerogenes par les purines, qui comporte la formation de complexes analogues.
^e role important joue dans l'etablissement de ces complexes par le pouvoir donneur

Electrons des purines, mis en evidence par les auteurs precites, a ete confirme
ParBoyland.

II. — STRUCTURE &LECTRONIQUE DES PROTtilNES

Poursuivant les travau* anterieurs de Suard, Berthier et Pullman sur l'exis-
*n<* possible et l'emplacement des bandes d'energie dans les proteines, M^e Suard
* aPporte divers perfectionnements techniques aux resultats precedemment
°btenus. En premier lieu, elle a introduit dans les calculs l'interaction de confi-
j>urations, perfectionnement souhaitable etant donne la longueur des liaisons
jydrogfene. En second lieu, elle a introduit explicitement dans le calcul la parti-
J^tion de l'orbitale 2p de l'hydrogene dans la delocalisation electromque.
pffet de cet ensemble de perfectionnements a ete restreint indiquant par la
jf Caractere satisfaisant des resultats initiaux. On peut done considerer dans
^emble que le modele adopte correspond i l'existence probable dans les pro-

eines de quatre bandes d'energie dont trois sont entierement pleines et une
JmPletement vide. L'energie d'excitation pour le transfert d'un electron de la

p i us haute bande pleine a la plus basse bande vide est legerement superieure k 5 ev.

lTl- - mCANISME D>ACTION DES HYDROCARBURES CANCtiROGtiNES

d, ^eveloppant dans une direction nouvelle ses travaux sur le m&anisme d'action
a8ents chimiques cancerogenes, Mm e A. Pullman a commence une serie de
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recherches sur les modalites probables de Interaction meme de ces agents et en
particulier des hydrocarbures aromatiques avec les recepteurs cellulaires, siege
le plus probable des phenomenes conduisant a la cancerisation. Comme premiere
etape dans cette recherche, elle a soumis k un examen critique un certain nombre
de theories que Ton peut peut-fitre appeler a physiques » pour les distinguer des
theories essentiellement « chimiques » considerees precedemment (la distinction
etant surtout utilitaire, beaucoup plus que fondamentale), proposees recemment
par des chercheurs anglais et ayant pour objet les interactions proteines-hydro-
carbures cancerogenes.

Deux de ces theories ont ete particulierement examinees :
1) La theorie de R. Mason qui postule que la carcinogen&se pourrait etre

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 s'agissait-il de montrer qu'elle est incorrecte.
En effet, la theorie de Mason comportait une correlation entre Texistence du

pouvoir cancerogene et la presence dans les composes cancerogenes d'une energie

TABLEAU I. — Resultats de A. et B. Pullman relatifs a

Compost

1, 2, 3, 4-Dibenzphenanthrene
1, 2, 5, 6-Dibenzphenanthrene
1,2, 3,4-Dibenzpyrine
3,4,9, 10-Dibenzpyrene
1, 2, 6, 7-Dibenzpyrene
2', 3'-Naphto-3, 4-pyrene
1, 2, 7, 8-Dibenznaphtacene
I, 2, 9,10-Dibenznaphtacene
i, 2, 3,4-Dibenznaphtacene
2, 3, 7, 8-Dibenzph6nanthrene
2, 3, 5, 6-Dibenzphenanthrene
1, 2-Benzpyrene
2, 3, 8, 9-Dibenzperyl^ne
1, 2-Benznaphtacene
2', I'-Anthra-i, 2-anthracene
i', 2'-Anthra-i, 2-anthracene
4, 5,10,11-di (i'9 2'-naphtochrysene)
3,4, 9,10-di (2', 3'-naphtopyrene)
Naphtodianthrene
3', 2;-Phenanthra-3, 4-pyrene
1,2, 3,4, 5,6-Tribenzanthracene
2', 3'-Phenanthra-i, 2-anthracine

— — • —

la theorie de Masonl.

Energie de transition
dans la zone active de Mason

en P

1.100,1.152

I.HO

I.l6l
1.102
I.IO9

IMS
1.172
" 3 5
1*152
1.178

1.177
1.157
1.160
1.170

e n y

1-334

1.296

I-331

1-317
1.263

1.299
1.318
1-343

1.276

1.298

Pouvoir
canc&og&»e

+
+

++++

^

1. Selon la theorie de Mason tous les composes ayant une energie de transition dans la
active » devraient 6tre cancerogenes et tous ceuz qui n'en ont pas devraient fitre inactits.
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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 correlation etait proposte
Par Mason sur la base d'une 6tude de 22 hydrocarbures polybenzemquesjOutre
«ne critique de fond de certains postulats physiques de la theone de Mason,
A- et B. Pullman ont pu montrer par l'etude de 22 hydrocarbures polybaizemqueB
compl̂ mentaires que la pretendue correlation n'existait, en fait, pas (labieau i).
j a) La theorie de Birks qui, elle, postule que la carcinogenese^pourrait etre
due a un transfert d'energie par resonance entre le noyau tryptophane des pro
*ines et l'hydrocarbure cancerogene. La conception est, tout comme h^ prece
Jente, gratuite mais la aussi il fallait encore * * * ^ - V & ^ r " £ £
?ans ce cas dgalement, la theorie avait pour base une correlation f*J£«££
du pouvoir cancerogene et la valeur d'une integrale Jv du type de 1 £ * * *
p6rster, mesurant le recouvrement du spectre Remission du tryptophane avec la
TABLEAU II. - RisultaUde A.Puttmanet H.BerthodrelaHfsdlathiariedeBirksK

Compost

l> 3-Benzanthracene
!> 2i 5, 6-Dibenzphenanthrene
!> 2» 3, 4-Dibenzphenanthr^ne
3» 4> 9

3> 4> Si 6-Dibenzph6nanthrene
z* 3> 7i 8-Dibenzphenanthrene
J» 3i 5, 6-Dibenzphenanthr^ne
peryl^ne
x» 2-Benznaphtac^ne
x» 2, 6, 7-Dibenzpyrene
3» 4> 6, 7-Dibenzpyrenc
J 3-NaPhto-3,4-pyrfcne
Al>thranthrene
ly 2» 3i 4, 5, 6-Tribenzanthracene
• 2» 7» 8-Dibenznaphtacene
* 2» 9» 10-Dibenznaphtacene

3; 4"Benzpentaphene
» l Anthra-i, 2-anthracene^ n t h r a - i , 2-anthracene

' 3» 8, 9-Dibenzperylene
3| 4, 9,10-di (2', 3r-naphto)-pyrtne,

?^!thyl"5. 6-benzacridine
2°-Methyl-5, 6-benzacridine
^ io-Dimethyl-5, 6-benzacridine.

1 IO"E)imethyl-7, 8-benzacridine.
*• IO"Dimethyl-7, 8-benzacridine

Pouvoir

one de Birks tous le* composes avec
avec J!<2.ooo devraient «tre inactits.

4.500
8.300
4.600

3.000
3.600
3.800
3.400
3.300

indent •» engines et
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bande d'absorption de plus grande longueur d'onde de Phydrocarbure. La demons-
tration de la correlation par Birks comportait Tetude de 17 hydrocarbures.
M m e s A. Pullman et H. Berthod ont etendu cette etude a 21 nouvelles substances
et cette extension a demontre qu'aucune correlation du genre postule par Birks
n'existait en realite (Tableau II).

IV. — FACTEURS ELECTRONIQUES DANS U&V0LUTI0N BIOCHIMIQUE

Le developpement prodigieux recent de nos connaissances sur la structure
des acides nucleiques et des proteines, sur les mecanismes presidant a la biosyn-
these de ces importants constituants cellulaires (et des autres) et aussi peut-etre la
perspective des voyages interplanetaires ont eu pour consequence de susciter un
grand interet pour les problemes de revolution biochimique. II s'agit la de revo-
lution prebiologique, autrement dit de la synthese et la selection des constituants
fondamentaux de la matiere vivante.

A. et B. Pullman ont mis en evidence le role primordial de la delocalisation
electronique comme un des facteurs directeurs de cette evolution. Partant de la
constatation que la grosse majorite des constituants cellulaires fondamentaux,
jouant un role actif dans les phenomenes de la vie (acides nucleiques, proteines, phos-
phates riches en energie, porphyrines, pteridines, quinones, carotenoides, retinenes
et pratiquement tous les coenzymes) sont formes de systemes organiques con-
jugues, riches en electrons 7c, ils ont avance la proposition selon laquelle le choi*
evolutionnaire de ces composes en tant que vecteurs de la vie etait du aux pheno-
menes de delocalisation electronique dont ces substances sont les sieges. En effet,
cette delocalisation procure a ces molecules deux avantages qui ont pu etre decisifo
dans ce choix. En premier lieu, leur stabilisation energetique par resonance repre-
sente un allegement inespere du cout energetique des reactions de biosynthesc.
Parmi les manifestations particulierement frappantes de ce facteur on peut consi-
derer, par exemple, Tomnipresence et la multiplicity des fonctions des porphyrines
et peut-etre aussi le role privilegie joue en biochimie par l'adenine. A cette stabi*
lisation thermodynamique, il faut ajouter une stabilisation parallele vis-a-vis »e

Teffet des radiations ionizantes et ultraviolettes.
En deuxieme lieu, la delocalisation electronique confere aux substances biolo'

giques dans lesquelles elle se produit un certain nombre d1avantages fonctionn***
particulierement importants pour le mecanisme des transformations metabo"
Iiques. Le role de ce facteur est manifeste dans le choix quasi-exclusif des tool*
cules organiques conjuguees en tant que coenzymes dans les reactions biochi*
miques.

Une etude plus approfondie du probleme montre le role particuliereme^
important pour la manifestation maximum de ces differents types d'avantages <*e

la presence dans les biomolecules conjuguees d'heteroactomes diposant de paircS

electroniques libres sur leur couche de valence, comme c'est le cas, en particulief>

de Toxygene et de Tazote, et aussi du phosphore et du soufre. Cette demonstr^
tion explique le choix evolutionnaire des systfcmes heterocycliques c o n j u ^
contenant ces elements dans l'elaboration des substances ayant une utility
chimique.
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V. - ASPECTS ELECTRONIQUES DES REACTIONS ENZYMATIQUES

Peu a peu nous arrivons a expliciter les facteurs electroniques responsables
du mecanisme des principales reactions enzymatiques. Apres une etude quantique
detaillee de la structure et du mode de fonctionnement des pnncipaux coenzymes
d'oxydo-reduction et des transferts de groupes, nous examinons maintenant, au
niveau electronique, les principales reactions intervenant dans le metabolisme
intermediate ou dans la « detoxication »(au sens vaste du mot) des drogues, uette
recherche a pour resultats principaux, d'une part, de mettre en evidence certains
mecanismes generaux communs presidant, malgre les apparences de comp exrte
et de diversite, a des ensembles assez vastes de transformations biochimiques
et, d'autre part, de tracer la route vers une comprehensum des aspects elecro-
niques de la pharmacology 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 s u r e Pyndoxal
a Rome en octobre 1962, B. Pullman a souligne les caractenstiques electroniques
communes dans les reactions catalysees par les coenzymes de transfert de groupes.
Pyridoxal phosphate, thiamine pyrophosphate et acide t£trahy«taotouq«»«-

D'autre part, M"e A. M. Perault et B. Pullman ont montre que les; transfer*
enzymatiques des groupements acetyles (unites bicarbonees) paraissent etre reg
Par les memes facteurs electroniques que ceux qui determine* le transom o
Unites monocarbonees par les coenzymes de l'acide folique. Les auteurs ont etud,
en particulier, les transferts enzymatiques des groupes acetyles entre
aromatiques, reactions fort importantes dans le metabolisme de diite
de medicaments. Us ont montre que la probabilite ou la facuite ae 1
d'un groupe acetyle par une fonction amine aromatique depend de la g
'a charge electronique de cette fonction et que la probabilite ou la r a c '
d'un groupement acetyle par une fonction acetamide aromatique depend de la
Srandeur de la bipositivite de la liaison dissociable.

VI. — DIVERS

M*e A. Pullman a compare la distribution des
Porphyrines et les dihydroporphyrines (chlo

• C r&utot «pB,ue I'observation expMmenale recentt de Woodwd sur

des

[ pq
U 'eactivite electrophile des chlorines. •i ,^ t P:m I- 1e chemin le plua

B. Pullman a etudie quel etait du point de vue t h T q U % , , ^ d e r a t i o n s
P'obable de la biosynthele des melanines. II a montre que d e s ^ n « ^

êrmodynamiques (stabiUtes relatives des unites P ^ ^ T ^ S ^ S S
^ctivites des positions impliquees dans la polymerisation) favonsent, toutes
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deux, un mecanisme de polymerisation par union des carbones 4 et 7 de l'indole
— 5,6 — quinone.

M l l e A. M. Perault a montre que le mecanisme de fonctionnement de la xan-
thine deshydrogenase pouvait etre interprete selon les memes principes que celui
de la xanthine oxydase etudiee precedemment.

A. Veillard a poursuivi des recherches sur Putilisation de la resonance nucleaire
magnetique pour l'etude de la structure electronique des molecules biochimiques.

M l l e C. Valdemoro a etudie la structure electronique d'un grand nombre des
N -oxydes aromatiques dont certains ont un important role biochimique.

G. Berthier a poursuivi ses recherches sur une methode de calcul la moins
empirique possible et cependant utilisable dans le cas de grandes molecules et
aussi sur l'emploi des methodes matricielles en chimie quantique.

W. Kutzelnigg a effectue des recherches sur des orbitales naturelles des sys-
temes de deux electrons.

Mm e Baudet, en collaboration avec G. Berthier, a mis au point une methode
perfectionnee pour le calcul iteratif des orbitales moleculaires self-consistantes
pour des etats & couches'incompletes, ainsi qu'une methode perfectionnee pour le
calcul des densites de spin.

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

1) La preparation 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'ete de Biologie Moleculaire qui doit se tenir en septembre 1963 a Ravello, en
Italic L'licole doit etre suivie d'un Colloque de trois jours sur « Les aspects
electroniques de la Biochimie ».
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SERVICE DE BIOCHIMIE A

Rapport de M™ Y. KHOUVINE, Chargee de Service.

Mes collaborateurs continuent a etudier le metabolisme des nucleoproteides
« ceux de M. le Professeur Rosenberg, la biochimie de la cancensation.

cellules
H a

I. — BIOCHIMIE DES NUCUOPROT&DES

A. — M. C. E. Sripati etudie les relations nucleocytoplasmiques des cellu
d« foie normal, d'ascites et de l'epithelioma T8 de Guerin. En particular,
cherche a savoir si le noyau est, en un certain sens, autonome pour ses reactions
de glycolyse, ou s'il a besoin du cytoplasme, veritable reservoir d'enzymes glyco-
tytiques.

II a d'abord mis au point une methode de preparation lui donnant des noyaux,
n°n seulement paraissant purs, mais ne possedant plus les activites enzymatiques
^acteristiques des mitochondries, par exemple, de la cytochrome oxydase ou
Je la succinodeshydrogenase. En outre, il a constate que l'ATPase des noyaux,
5>«ement activee par Mg++, ne Test pas par le dinitrophenol, activant bien connu
df 1'ATPase des mitochondries. Les noyaux ont conserve les divers enzymes
g y c l i d ' h k i a s e Les noyaux obtenus par

des mitochondries. Les noyaux ont co
colytiques, mais ils ne possedent pas d'hexokinase. Les noyaux obtenus par
Sripati peuvent done &re consideres comme purs et mtacts.
A ajoutes a
Sripati peuvent done &re consideres comme purs e
Avec M. D. Szafarz, il a montre que ces noyaux, ajoutes a un hquide cj^o-
mique, provenant de centrifugations a 105.000 g, inhibent la glycolyse anae-
ie d l l d l'h diphosphate Ceci *£??£

l'impossibilite d'utiliser le glucose, ce qui a ete prouve P" ^di t ton
auxLlieux d'incubation. D'autre part, l'ATPase etant mhibee par du
, on ne peut la rendre responsable de la diminution du « ^ A T O J a «
en evidence la cause de la diminution de 1 A i r , mw-

l

ltre en evidence la cause de la diminution de 1 A i r , m H
J* «tudi6 les vitesses de phosphorylation dans le noyau, ^ cytoplasme et le cyto
5 S e additionne de noyaux, en presence et en absence d AMP. Ceo1 es.a con
> i etudier les echanges en presence d'AMP-C" et a separer les n ^ t i d ^
^ chromatographie. Us ont constate que l'AMP est rapidement ™ f o ^
^* « ATP ft, plus lentement, en adenosine et en hypoxanthme, par R e a c t i o n
>kinas i q u e du type ATP + AMP ^ 2 ADP. Us en concluent que le noyau
1* seul, ^ capSSe de gly^lyser les sucres phosphoryles en Presence d ATP
* <*e 1-ATP peut etre produit aux depens de l'ADP et de 1 AMP, par 1 inter-
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mediaire des myokinases nucleaires. L'AMP peut provenir du cytoplasme puisqu'U
peut traverser la membrane nucleaire. II est probablement le facteur limitant de
cette reaction.

Poursuivant retude des particules qui sortent du noyau pendant Pincubation
& 37° C, MM. Sripati et Szafarz determinent la composition en bases de TARN,
ADN et proteines de deux types de particules nucleaires : celles qu'on obtient
par broyage mecanique et celles qui sortent des noyaux au cours de l'incubation
k 37° C, a partir des cellules de foie normal et de celles de Fepithelioma T8 de
Guerin, ces dernieres etant dans un etat de division tres active.

Us ont montre que les particules obtenues mecaniquement sont pauvres en
ADN et en ARN, mais riches en proteines et que les rapports ARN/ADN = 0,2-
Les particules obtenues apres incubation sont relativement riches en ADN et les
rapports ARN/ADN = 0,06. Ces differences se retrouvent aussi bien avec les
cellules normales hepatiques qu'avec les cellules neoplasiques de Tepithelioma T8-

B. — Pour etudier les relations nucleocytoplasmiques dans la synthese d'un
ARN viral, synthetise dans le noyau, mais qui participe a la synthese des proteines
cytoplasmiques, M. J.-P. Zalta et M l l e R. Rozencwajg ont commence par la mise
au point d'une methode de preparation de noyaux purs a partir de cellules d'as-
cites d'Erhlich et de Thepatome de Zajdela, noyaux particulierement difficiles &
preparer.

En utilisant deux agents tensio-actifs, Tun qui elimine les contaminations
dues aux particules cytoplasmiques, Tautre qui rend la membrane nucleate
fragile, ils ont obtenu des noyaux dont la purete a ete controlee au microscope
electronique par M l l e Carasso et M. Favart. Avec ces noyaux, d'une grande purete*
M. J.-P. Zalta etudie, en collaboration avec M. Huppert, la synthese de l'ARN
dans des noyaux de cellules d'ascite d'Erhlich, infectees par un virus. Ils ont pu

obtenir une synthese d'ARN viral, mise en evidence par l'augmentation du pou"
voir infectieux. Ils se proposent, ensuite, d'etudier la synthese de la proteine
virale ainsi que le role joue par le systeme enzymatique different du systeine
classique et dont M. J.-P. Zalta a montre l'existence dans les ribosomes.

Avec M l l e R. Rozencwajg, M. J.-P. Zalta etudie Tincorporation des acides
amines dans les proteines nucleaires et dans les fragments des noyaux de cellulfS

d'ascite prepares k l'aide d'agents tensio-actifs.
Avec M l l e J. Combe, M l l e L. Hirschbein a montre, k partir des fragments

de noyaux de Tepithelioma T8, qu'on peut isoler, aprfes incubation en presence
d'acides amines marques, une fraction radioactive soluble dans HCL 0,2 ^'
Mais cette fraction n'est pas une veritable histone, car elle est dyalisable. Elle cst»
cependant, de nature proteique, ou tout au moins, polypeptidique. Elle contfej
de nombreux acides amines, en particulier, les acides bibasiques. Les noyaux de

l'epithelioma se comportent done comme ceux du placenta humain. Cependan»
contrairement k plusieurs auteurs, nous n'avons pu montrer qu'une histone &
tissu cancereux echange ses acides amines contre des acides marques, alors <lu'ul\
histone de tissu normal ne le fait pas. Pour nous, une histone de tissu nortf
se comporte tout a fait comme une histone neoplasique. II est vrai que ies histon
sont toujours dialysees avant que leur radioactivite soit mesuree, alors qu'elles
le sont pas dans les travaux etrangers. La question de Pactivite biologique d

histones n'est done pas encore resolue.
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M. L. Benaroche continue a purifier des histones de placenta humam et d'epi-
thelioma par adsorption sur Sephadex et par 61ectrophoreses sur gel d'amidon et
sur Sephadex. II cherche a obtenir des histones homogenes, ne donnant qu'un
seul constituant a l'electrophorese ou par analyse des groupements N terminaux.
D a deja prepare" certaines fractions qui semblent homogenes et va commencer
les analyses.

D. — Sur des cultures d'Escherickia coli en milieu synthetique, M. R. Sutra
etudie Faction de la chlorpromazine a des concentrations variant de 2.10 a
5-io-s M. Entre ces limites, la chlorpromazine provoque un retard de croissance
sans modifier le temps moyen du developpement d'une generation (1 h. 35 m),
en phase exponentieUe. A la concentration de 6.10-5, la culture est complement
Hihibee.

M. Sutra a cherche a elucider le mode d'action de la chlorpromazine sur les
acides nucleiques d'E. coli, en particulier a l'aide d'acide orotique marque par ^ ,
a la concentration de 6.io~5 M. II a constate que cet acide n'est pas incorpore
dans les cellules, aux erreurs d'experiences pres, et ne convient done pas a des
^esures de renouvellement de l'ARN.

M. Sutra a egalement utilise Tad^nine -8C" comme precurseur et constate
Welle n'a aucun effet sur la croissance de la culture, tout en etant mcorporee,
*urtout dans la phase de latence. Cette incorporation est plus len'e dans la phase
^Ponentielle. Enfin, elle est plus faible en presence de chlorpromazine.

II. - METABOLISME CELLULAJRE

n A. - M. A-J. Rosenberg, M™ R. Emanoil-Ravicovitch et M"« C H
C»vet ont poursuivi leurs recherches sur le metabolisme flavimque et la
^ o n pendant la periode precancereuse, en mettant des rate1 a des regimes carencfe
e n flavines, en proteines et en leur ajoutant du jaune d^euI[e ^fj\CjTt

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

inique, 1'azobenzene reductase. . . t , _r . rJ r -
En r6gime standard equilibre, la reaction de detoxication est du 1 ordre>
En regime cancerigene, la courbe se rapproche d'une sigmo.de Aprte dc

J* de r^ime, si on ne enforce pas les aliments en FAD la detox^t'on
?**. le taux d* flavines du rat ayant beaucoup baiss6. Apres 4 mois de regime,
a diminution de l'apoenzyme s'ajoute * c e l l e du ^"^^ . nt n i W ia Aimi.
„ Pe cette etude comparative des differents regimes, ^ . ^ f ^ ^ m A
pSon de la detoxication au cours de la periode de P f - ^ J ^ S S f ^ h
1"? * la carence en flavines et en proteines; toutefois, e l l e , ^ f e ^ / " e u i
f ^ n C e de DAB. Us ont, d'ailleurs, observe que le cancerigene, donne seul,
» «urtout sur la diminution de l'apoenzyme t r a n s f o r m a t i o n s histolo-

„. Les effets qu'ils ont obsen'es correspondent a to ^ ™ ™ f ™ , i c e
J j j f comme le montrent des examens pratiques paraUelement dans le serv,ce

* M. le Professeur A. Lacassagne. . . - ^ j ^ r iJeriwon-
c M. A,J. Rosenberg, M- R . Emanoil-Ravicovitch f ^ C H j ^
C C t °n t ^ k m e n t e t u d ie l'influence de 1'hydrocortisone et de h J m ^ ^ e

Ne sur l'azobenzene reductase, montrant que l'hydrocortisone augmente le
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taux de flavines totales et le taux de l'azobenzene reductase tandis que l'hormone
thyreotrope n'agit pas sur le taux de flavines ni sur la reaction enzymatique.

B. — M. A.-J. Rosenberg, M l le C. Rameix et M. A. Endo ont etudie les
variations d'activite de quelques enzymes pendant la cancerisation et les carences
en flavines et en proteines : l'aldolase, la glyceraldehyde phosphate deshydro-
genase, la 3-phosphokinase, la lacticodeshydrogenase, la glycerophosphate deshy-
drogenase, Tenzyme malique, la malicodeshydrogenase, la glutamate-pyruvate
transaminase et la glutamate-oxalacetate transaminase. Us ont done etudie quelques
enzymes de la glycolyse et du cycle de Krebs et 2 transaminases. Les dosages
ont ete faits en suivant la variation du DPN ou du TPN, soit parce que ces subs-
tances sont les co-facteurs des enzymes etudies, soit parce qu'on fait un couplage
avec une reaction catalysee par une deshydrogenase dont le co-facteur est le DPN-

Us ont observe que les variations enzymatiques se placent toujours entre les
valeurs qu'on trouve pour l'etat normal et celles qu'on trouve pour l'etat canc&eu*
et precedent les lesions histologiques observees dans le service de M. le Professeur
A. Lacassagne.

Comme pour l'etude de la detoxication, les comparaisons ont ete faites entre
un regime normal, equilibre, un regime carence en flavines et en proteines et ce
dernier regime additionne de jaune de beurre. Us ont montre que l'activite des
enzymes du foie varie des qu'on modifie le regime normal, mais qu'apres 6 jours,
les effets sont imputables au DAB ou (et) a la carence proteique. L'activite des
enzymes du metabolisme glucidique augmente avec les trois types de regime, alors
que les transaminases diminuent ou meme disparaissent dans la cellule tumorale-
Pour qu'elles diminuent, au cours de la carence seule, il faut maintenir les rats
8 mois au regime carence.

M. A.-J. Rosenberg, Mme A. Fourcade et M l le A. Ruet ont mis au point une
technique de preparation, controlee au microscope electronique, qui perinet

d'obtenir des mitochondries de petite taille (M) et de grande taille (G) dont ws

ont etudie quelques proprietes biochimiques. Les phosphorylations oxydatives
sont differentes entre les deux types et le quotient respiratoire du type G est le
double de celui du type M. En outre, les agents de gonflement, actifs sur M>
sont sans action sur G. Ceci tend a montrer que le type G correspond k un eta*
de gonflement plus grand que celui de M ou a une etape differente dans le «turn*
over » mitochondrial.

Continuant leur etude de la teneur en eau des mitochondries, mais cette
fois-ci en presence de saccharose-C14, ils ont mis en evidence un effet inhibited
du saccharose, meme a l'etat de traces, sur Teffet stabilisateur de l'ADP.

Enfin, par des methodes cinetiques, ils ont montre que les mitochondr^
subissent une lesion irreversible dans la solution de Ringer. P/O diminue e

par gonflement progressif des mitochondries, on aboutit a un nouvel etat d'
libre.

LISTE DES PUBLICATIONS

L. HIRSCHBEIN. « Recherches sur les histones du placenta humain ». Thfcse de Dod0

es-Sciences soutenue le 21 mars 1962, a Paris.



BIOCHIMIE A 29

L. HIRSCHBEIN, R. ROZENCWAJG et Y. KHOUVINE. « Effet des histones sur Incorporation
des acides amines dans les proteines des particules nucleates ». C. R. Acad. bet.,
1962, 225, 273.

J-P. ZALTA, R. ROZENCWAJG, N. CARASSO et P. FAVART. « Isolement d'une fraction de
noyaux cellulaires dont la purete est controlee au microscope electromque ». c. K.
Acad. Set., 1962, 255, 412.

D. SZAFARZ et S. DUGANZIC. « Proprietes de sous-fractions obtenues par fractionnement
isoelectrique du liquide cytoplasmique de tissus normaux et cancereux ». mu. HOC.
Chim. Biol., 1962, 44, 435.

A. FOURCADE et A.-J. ROSENBERG. « Quelques donnees quantitatives nouyelles sur_La
r6partition de la catalase dans la cellule hepatique ». Bull. Soc. Chtm.Btol., 1902,4*,
471.

A. FOURCADE, D. SZAFARZ et A.-J. ROSENBERG. « Teneur en eau des mitochondries du
foie de rat ». Bull. Soc. Chim. Biol., 1962, 44, 683.

*• EMANOIL-RAVICOVITCH. « Teneur en flavines hydrosolubles des d i J 6 r e n t e s / ™ ^ " 8

cellulaires au cours de la cancerisation par le p-dimethylaminoazobenzene (UA»; •.
Bull. Soc. Chim. Biol, 1962, 44, 219.

*• EMANOIL-RAVICOVITCH, C. HERISSON-CAVET et A.-J. ROSENBERG. « Effet de 1 ura-
diation sur la d6toxication du p-dimethylaminoazobenzene (DAB) par le toie ae m
au cours de la cancerisation ». Bull. Soc. Chim. Biol, 1962,44, 867.

J- COMBE. « Recherches sur les histones de I'epith61ioma T8 de Guerin ... Diplome
d'Htudes Superieures (ENSET).

c - DUCASSE. « Teneur en acides nucleiques des particules subnucl6aires ... Diplome

d'fitudes Supdrieures (ENSET).
Y- KHOUVINE a fait un rapport sur les proprietes physico-chimiques d » h

Varsovie et deux conferences al'Universite de Salonique sur la B i o s y n ^ e j
t6ines et sur le Metabolisme des acides nucl6iques des cellules normales et

M ' T O S E N B E R G a fait des conferences de Biochimie a la Faculte'des Sciences de Rabat.
II a et6 invite au Statistical Institute de Calcutta comme«visiting ™ J ^ y ^ _
Plusieurs conferences, a organise le laboratoire de biochimie^pu s • J ^ J J ^ \
rences a Bubaneshwar, Madras, Bengalore, Bombay, Poona, Deh. et Benares sur
Biochimie des cellules normales, precancereuses et neoplasiques.

COMPOSITION DU SERVICE

I. — Biochimie des nucleoproteides.

M- Y. KHOUVINE, Directeur scientific^ au C.N.R.S., Directeur de Labo-

ratoire a 1'fitude pratique des Hautes Etudes.
M. D. SZAFARZ, Charg6 de Recherches au C.N.R.b.
M. R. SUTRA, Charge de Recherches au C N £ S .
M. J.-P. ZALTA, Charge de Recherches au C.N.R.S., Chet ae trava

pratique des Hautes Etudes.
MUe L. HIRSCHBEIN, Attachee de Recherches au C.N.K.s>.
M»e L. ROZENCWAJG, Attachee de Recherches au C.N.K.&.



30 RAPPORTS DES TRAVAUX EFFECTUfe EN 1962

Mll« J. COMBE, Licenciee (Diplome d'fitudes Superieures).
M^e c. DUCASSE, Licenciee (Diplome d'fitudes SupSrieures).
M. C. E. SRIPATI, Assistant a llnstitut du Cancer de Madras.
M. M. DANA, Interne en Medecine.
M. J. OKUDA, Maitre de conferences a la Faculte de Medecine de Nagoya.
M. L. BENAROCHE, Boursier de la Ligue nationale fran?aise contre le Cancer.
M. J.-C. PRAGER, Collaborates technique au C.N.R.S.
Mm* M. MILET, Collaborateur technique au C.N.R.S.
Mm* M.-C. GAUTHIER, Collaborateur technique au C.N.R.S.

II. — Metabolisme cellulaire.

M. A.-J. ROSENBERG, Professeur a la Faculty des Sciences de Poitiers,
Directeur-adjoint a Fficole pratique des Hautes fitudes.

M. O. ENDO, Docteur en medecine, Assistant a la Facult6 de midecine de
Tokyo.

M*e R. RAVICOVITCH, Attachee de Recherches au C.N.R.S.
M*e A. FOURCADE, Attached de Recherches au C.N.R.S.
M l le C. RAMEIX, Boursiere de la Ligue nationale fran?aise contre le Cancer.
M"« C. HERISSON-CAVET, Boursiere de la Mission culturelle fran?aise au

Maroc.
M l le A. RUET, Collaborateur technique au C.N.R.S.



SERVICE DE BIOCHIMIE B

Rapport de M*e M. GRUNBERG-MANAGO, Chargee de Service.

I. — STRUCTURE ET SYNTHZSE ENZYMATIQUE
DES RIBOPOLYNUCL&OTIDES

Les recherches poursuivies font partie d'un programme a long terme qui
Porte sur l'etude des divers mecanismes de la biosynthese des polyribonucleotides,
le^r structure physico-chimique et leur fonction dans la cellule vivante. Nous
avons particulierement etudie les questions suivantes :

a) Code genetique et biosynthese des prot&nes,
*) Mecanisme d'action de la polynucleotide phosphorylase,
c) Role des amino acides dans la synthese de TARN par la cellule bacterienne

et effet des analogues d'amino acides (en particulier methyltryptophane),
d) Synthese des polyribonucleotides chez la levure.

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

raulee par certains ARN, comme es AKIN « J » - «
systeme a permis a Matthaei et Nirenberg de fare une
I .?. «^ . t^A nor un homooolvmere

«*. ^utilisation de ce systeme a permis a Matthaei et Nirenberg de faire une
me fondamentale : lorsque 1'ARN est remplace par un homopolymere

que, tel que l'acide polyuridy^^ « P 0 ^ U » P 0 ^ T^Zrl
* ^ 1'UDP V Ja polynucleotide phosphorylase), le systeme 11> mcorpore

la phenylalanine, apparemment ^'exclusion de tout autre acde: anun6
se synthetise est de k polyphenylalanine. Cette - 4 ™ * * ' L J S T ^ J
point un moyen relativement simple pour aborder le problem*^do code

erininer la composition en bases des unites de codage pour chaque ammo

'ar la suite, des homopolymeres et des copolymeres contenant deux ou trois
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bases differentes en proportions variees ont ete prepares par la polynucleotide
phosphorylase et essayes pour l'incorporation des differents amino acides ; dans
la plupart des cas, une des bases des copolymeres etait l'uracile. Le rapport entrc
la stimulation de l'acide amine et celui de la phenylalanine est compare au rapport
entre les quantites de triplets UUU pris comme standard et des autres triplets
possibles. Dans ces experiences, on suppose que chaque acide amine est code
par un triplet. Le calcul de la frequence des triplets est fonde sur le postulat que
les nudeotides sont distribues au hasard dans les polymeres et Ton a souvent
admis que la proportion de bases dans les polymeres etait la meme que la pro-
portion des nucleosides diphosphates correspondants utilises pour leur prepa-
ration. Nous avons montre, en collaboration avec le Dr. Bretscher du laboratoirc
du Dr. Crick (Cambridge, Angleterre) et avec l'aide de M. et Mm e Dondon, que
l'hypothese selon laquelle la composition en bases des polymeres est la meme que
celle du melange reactionnel k partir duquel ils sont formes n'est pas verifiee dans
beaucoup de cas et que la composition de certaines unites de codage determinee
par differents chercheurs pourrait, par consequent, etre incorrecte. De plus, il
etait generalement admis que les differents peptides peuvent etre tous aussi facile-
ment obtenus et qu'un seul triplet est lu (UUU dans le cas du standard). Nous
avons montre que la stimulation de Incorporation d'un acide amine par le poly U
n'est pas limitee & 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 impurete
dans la C14-leucine, ni k une impurete dans le poly U. L'hydrolyse d'un poly U «
montre que les impuretes totales de C, A, G ou I sont inferieures k 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 UI). 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 attribue
un role dans le codage.

Une des caracteristiques du code, tel qu'il avait ete determine jusqu'ici paf

les autres auteurs, etait que toutes les sequences contenaient des U. Cependan*
cela semble peu vraisemblable car Ton aurait alors une tres forte proportion de U
dans le messager hypothetique, ce qui amenerait a prevoir une composition A/p
elevee pour TADN. Nos experiences avec des poly CA (copolymeres compos^
d'unites d'acide cytidylique et adenylique) ont montre qu'il n'etait pas necessaif^
que les triplets contiennent des U, car nous avons trouve que le polymere CA
obtenu permet Incorporation de proline et de petites quantite de threonine &
d'histidine. Nous pouvons done conclure de nos experiences que tous les triplets

ne contiennent pas necessairement de U et que les correspondances entre &&
acides amines donnes et des triplets peuvent etre erronees lorsqu'elles sont
sur des incorporations de faible amplitude.

Certaines donnees semblent indiquer que le code n'est pas k chevauchefltfn

et qu'il est lu a partir d'une extremite fixe du « modele » polyribonucleotidique§

Nous ne connaissons pas la direction de cette lecture et cette question est &n*
aucun doute d'une importance primordiale.

Des experiences preliminaires, effectuees en collaboration avec M.
avec des polymeres « Blocks » (polymeres prepares avec la polynucleotide p
phorylase et purifies par le Dr. Monier sur colonne de Hershey) comment1
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ou finissant par une tongue sequence d'adde polyuridylique, tels que pCpCpC.....
PUpUpU ou pUpUpU pCpCpC suggerent que la lecture commence au residu
nudeosidique, car seuls les pCpCpC pUpUpU sont actifs pour 1 incorporation
de la phenylalanine. Cependant, en collaboration avec le Dr. Michelson, nous
avons montre que les polymeres esterifies par le PO4 au residu nucleosidique
en 3', tels que pUpU Up sont aussi actifs que le poly U non esterifie en ce qui
concerne la stimulation de l'incorporation de la phenylalanine. Ce nest done pas
k groupe hydroxyl libre du nucleoside terminal qui determine le sens de la lecture.
par contre, l'efficacite d'un poly U quant a l'incorporation de la phenylalanine
^ diminuee de moitie si le nucleoside uridylique terminal est remplace par un
autre groupement chimique.

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

I. Enzyme d'Azotobacter ou de E. coH. - La polynudeotide phosphorylase
semble appartenir a un groupe d'enzymes catalysant la synthese de polynudeotides
d°nt la composition n'est guere affectee par la nature de l'amorceur ajoute Le
^ n i s m e sdon lequel s'effectue l'amorcage par les oUgonucleotides n est pas
^nnu. Nous avons reussi recemment a isoler d'A. mnelandit et de E. cob des pre-
Parations de polynucleotide phosphorylase qui requiert, dans certaines condi-
^ns, de facon absolue, un amorceur pour la polymerisation des nucleosides diphos-
PWs. Utilisant ces preparations purifiees, nous avons entrepns une etude sur w
^ q u e et les reactions d'echange et de polymerisation dans leurs rapports avec
le mode d'action des amorceurs (polynudeotides et oligonudeotides).
, Les r&ultats des etudes cinetiques effectuees en coUaboration avec M«« Code-
S et Mne Yon paraissent en accord avec l'hypothese selon laqueUee subst«t
J5» la polynucLide phosphorylase d'Azotobacter est l'ADP hbre et non

P-lVTcr
• g". . . „ ._ 1. _u-,»o A» latence observee tors de la

de
Divers facteurs peuvent influer sur la phase de latence obser

Polymerisation (Mg++ polylysine et oligonudeotides). L etude ae
e& facteurs sur la conformation de l'enzyme est en cours. ^^nhnrolvse

r. ^ etudes ont egalement ete poursuivies sur le mecanisme de la **&»***
^ i o n qui se fait par etapes, 1'attaque commencant au residu nucleosidique da
^ m e r e 4 On sait que les oligonude'otides composes de 2 a S ^ . ^ ^
^ e s ne sont pi phosphorolyses si le residu nud osidique terminal estM*te
Jf <* 3' par un residu PO,. Nous avons montre, en collaboration avec M I«
^ Dr. Michelson, qu'il y a phosphorolyse, malgre la pnsenee du grouj>e PO4

> n a l en 3', si 1'on utilise des oligon^eotides contenant un nombre d mute^
^onucleotidiques egales ou superieures a xo. L'influence desdrve«^sub^ tuante
J. ̂ cleoside terminal des polymeres sur la capacite de phosphorolyse a egalement

S? °u. Polyundyhques, ainsi que. ceUe des. « « T ^ f concentration en
competitive, mais peut etre levee par addition d une; iorre i.
L'ARN n'a pas d'action sur la polymerisation. Ce phenomene est a 1 etude.
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Mm e Belzeska, sous la direction du Dr. Michelson a mis au point une methode
simplifiee et plus efficace de purification de la phosphotransferase et de la pyri-
midine nucleoside phosphorylase que celle decrite par d'autres auteurs. La phos-
photransferase transfere le phosphate a la position 5' du nucleoside accepteur,
tandis que la nucleoside phosphorylase catalyse la reaction suivante :

Nucleoside pyrimidique + P ^ Base + ribose phosphate

M m e Belzeska a etudie le mecanisme d'action et la specificite de ces enzymes qui
seront utilises afin d'obtenir des derives radioactifs pour nos etudes sur le meca-
nisme de synthese des ribopolynucleotides et, en particulier, Texamen des vitesses
de synthese de ruridine-5' phosphate a partir de l'uridine par la phosphotrans-
ferase en utilisant comme donneurs divers phosphates monoalkyl et monaryl, *
montre qu'en general Tefficacite de la phosphorylation est etroitement liee & 1*
reactivite chimique du donneur phosphate et qu'elle est fonction des charges
positives de Tatome de phosphore. Le phosphoramidate est egalement un donneur
tres efficace, bien qu'il ne soit ni un derive O-alkyl ni aryl.

2. Separation de la polynucleotide phosphorylase chez CL perfringens en deux
composants. — Nous avons isole precedemment, en collaboration avec M. Dolift
une polynucleotide phosphorylase d'une bacterie anaerobie, Clostridum per/rifl*
gens, qui differait en beaucoup de proprietes des enzymes decrits jusqu'a present-
L'enzyme purifie est actif avec le GDP, mais ne polymerise pas le CDP ou TUDP»
et d'autre part, la phosphorolyse de Pacide polyadenylique ou de Tacide polyuy1*
dylique est tres faible, alors que ces deux reactions ont lieu en presence d'extraits
bruts. Avec le Dr. Knight, nous avons isole, k partir des extraits de CL per/ring^'
une autre fraction qui, elle, polymerise TUDP, le CDP, TADP et le GDP et phos-
phorolyse les differents polymeres. Nous etudions actuellement ces deux enzymes*
en collaboration avec le Dr. Fitt. Le premier possede une autre particularite : 'a

polymerisation de Tenzyme purifie est stimulee tres fortement par la polylysine'
Mfime dans les extraits bruts, la synthese du polyadenylate est stimulee par cC

polypeptide, TefFet etant accompagne d'une diminution de la constante de i h ^
lis apparente sur TADP.

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

II a ete montre, dans une souche de E. colt requerant le tryptophane, Qu . •
avait une relation entre la synthese de TARN et Tactivite de la polynucleo^
phosphorylase : en absence de synthese proteique (presence de h l p h e n i c 0 ^
elles sont Tune et Tautre fonction du tryptophane ajoute au milieu. Les resm
obtenus en collaboration avec M. Thang et le Dr. Williams et avec Taide
M l l e Reveillon, indiquent que, malgre la presence de chloramphenicol, ^
proteines peuvent etre synthetisees de novo; la polynucleotide phosphory* ^
parait etre une de ces proteines. Le tryptophane peut etre remplace par le y
5-methyltryptophane ou par le 5-hydroxytryptophane. Ces derniers resul
pourraient s'expliquer, soit par Tincorporation de ces analogues dans les P .
teines, en particulier dans la polynucleotide phosphorylase ou ils rempla?aiefl
tryptophane sans changement d'activite de Tenzyme, soit par Tinduction p**
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analogues de la formation de la tryptophane synthetose dans ce mutant quj nor-
malement en est depourvu. Les experiences sur l'incorporation de 1 mdole- L.
dans les protemes, en presence de methyltryptophane et de chloramphenicol
eliminent cette derniere hypothese. ,

L'action des amino acides et de leurs analogues sur la synthese de 1AKN n est
Pas encore claire, bien que quelques hypotheses aient ete proposees pour en rendre
compte. En collaboration avec M. Thang, nous avons trouve que tous les ana-
kgues du tryptophane permettent la synthese de l'ARN chez le mutant tryp-
e* absence de tryptophane, mais a condition que les cellules se trouvent en pre-
sence de chloramphenicol. Cette synthese est fonction de la concentration en
chloramphenicol.

D. — SYNTHESE DE L'ARN CHEZ LA LEVURE.

M. Tavlitzki, en collaboration avec M"' Cousin et avec 1'aide de Mme Talou
a continue ses etudes sur la synthese des ribopolynucleotides chez les levures.
^appelons que les extraits obtenus a partir de cellules de levure contiennent au
moins trois systemes qui catalysent l'incorporation des nucleotides di- et tripnos-
Phates dans les preapites acido-insolubles. Deux de ces systemes sont solubles
et catalysent respectivement l'incorporation de l'ADP et de l'ATP, lactm e de
Ce dernier etant stimulee par le SARN. Le troisieme, de nature particulaire
^atalyse l'incorporation des triphosphates. L'etude du ^ ^ j f ' ^ Z S
f« Polymere synthetise indique qu'il s'agit probablement d'une ARN P ^ y 1 " ^
L Element, la purification et la localisation des enzymes est actuellement en cours.

II. - M6TAB0LISME INTERMEDIAJRE

A. — SYSTEME ENZYMATIQUE RECEPTEUR DE L'ADRENALINE.

. Au cours d'experiences efFectuees paraUelement sur des e j ^ • g g ' *
J8 r« et des cellules d'ascites provenant d'un hepatome, M. Meyer•.̂  etuie es
Editions d'activation de la phosphorylase du glycogene. II a « « « £ * £ £
^ a i t s obtenus a partir des cellules cancereuses, ceUules qm sont depourvues
Je glycogene, ne catalysent ni la synthese ni la degradation de cette
}*• experiences preliminaires suggerent que les cellules d'ascites sont,
J. Phosphorylase kinase, enzyme catalysant la phosphorylation de u
rylaô  :5 .. ^ . / .. •./ I. i- » , J , . P nm catalyse laphorylase kinase, enzyme catalys f

inactive. En outre, I'activit6 de la cyclase,
-Z\ S'-cydique, e s tres faible dans les cellu e ? ^ ^

ni active par 1'adrenaline, ni inhibe par 1'acetylcholme, comme c
les ceUules normales. L a cellule d'ascite est ains. ^ ^ 5 ^ ^ !

^ l6ce t e u r k r a c t i o n d e s substances regulatnces du systeme neuro

B. - MiTABOLISME D'ACETOBACTER XYLINUM.

L>etude comparative du metabolisme de Acetobacter - O ^ V ^ S S t
^n milieu seim-synthetique comprenant soit le glucose, sort le fructose comme
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unique source de carbone a ete poursuivie par M. Prieur : d'une part, par la mise
en evidence des activites enzymatiques pouvant etre impliquees dans les trois
grands cycles de degradation des hexoses, d'autre part, par la recherche des
causes susceptibles de provoquer les differences d'equipement enzymatique cons-
tatees entre chaque type de bacteries.

II a ete possible d'eliminer Thypothese d'une selection de mutants (presents
dans la souche-stock) lors de la croissance sur milieu « glucose » ou « fructose »•

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

Les bacteries « fructose » ne peuvent degrader les hexoses par la voie Embden-
Meyerhof par suite de l'absence de phosphofructokinase. Par contre elles pos-
sedent tous les enzymes de la voie des uronates.

L'etude de Tequipement enzymatique d'extraits de bacteries ayant pousse sur
fructose puis mises en presence de glucose est en cours. Les premiers resulta^
montrent que, si la respiration des intermediates phosphoryles de la voie Embden-
Meyerhof rapproche fortement cet extrait bacterien de Pextrait « glucose », 1*
phosphofructokinase ne reparait pas, interdisant toute degradation par cette voie.
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SERVICE DE PHYSIOLOGIE

Rapport de M. T H . CAHN, Chef de Service.

Les recherches physiologiques et pathologiques des derniers vingt ans ont
fait ressortir la grande importance du metabolisme des lipides et de ses troubles
dans le fonctionnement des organismes superieurs. MM. Cahn et Houget ont
montre, il y a quelques annees, que chez le lapin une grande partie des glucides
alimentaires est transformee en lipides deja au cours de la traversee de la paroi
intestinale. Ce processus doit se faire chez tous les Herbivores et aussi chez les
Carnivores dont la nourriture comprend un fort pourcentage d'hydrates de
carbone.

Par quels mecanismes ce processus de conversion des glucides alimentaires
en lipides se trouve-t-il integre dans Pactivite metabolique de Torganisme et quels
sont les agents mis en oeuvre ? L'insuline facilite Tentree du glucose dans les
tissus et elle stimule la transformation des glucides en lipides ; elle est done vrai-
semblablement associee a ce processus. Un ensemble de donnees de la biblio*
graphie fait penser que les hormones de la corticale des glandes surrenales jouent
aussi un role dans cette transformation. C'est une d'elles, la cortisone, qui a ete
etudiee au laboratoire. Les recherches sont faites sur des lapins males et femelles*
nourris et a jeun, auxquels on injecte quotidiennement pendant 5 jours 1 f
par kg de cortisone. Pendant toute la duree de Pexperience qui comporte l
jours temoins avant et apres la periode des injections, on suit le rythme
taire des animaux, les taux sanguins du glucose et des acides gras esterifies
que Texcretion azotee; on mesure constamment les echanges gazeux des
maux. Les effets observes varient d'intensite d'un animal k Tautre. Les m
cations de la composition sanguine sont en general plus importantes chez les

femelles que chez les males. Les indications qui suivent veulent donner une idee

generate des effets observes.
La cortisone stimule Tappetit des animaux; ceux qui mangeaient tres peU

avant les injections peuvent doubler leur absorption alimentaire. Elle provoqu

aussi plus ou moins rapidement une ascension glycemique qui s'accuse de jouf e
t

jour et est surtout forte pendant la resorption alimentaire. On observe nS^
6 3 7 heures apres le debut de la prise de nourriture quotidienne, des
glycemiques d'un niveau de plus en plus eleve. Le lendemain matin,
Tentree en jeu des mecanismes regulateurs, la glycemie arrive de moins en
a revenir h son niveau normal. Ces hyperglycemies s'accompagnent de glucos ;
Apres la cessation des injections, ces hyperglycemies postprandiales persist*
pendant deux k trois jours, puis rapidement la glycemie redevient normale
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Un effet de la cortisone soit pour diminuer Pinsulino-secretion soit pour inactiver
j> ,P a r t l e s o n action. Cette explication ne cadre pas avec le fait bien etabli que sous
, et *fe *a cortisone les depots de glycogene hepatique sont extremement eleves
Ors.qu'en absence d'insuline c'est tout le contraire qui se produit.

La cortisone produit, des la premiere injection, une chute rapide et importante
, t a u x d e s acides gras esterifies du sang et ce taux, malgre la mise en ceuvre des
ecanismes de defense, ne revient qu'au bout de 2 h 3 jours k son niveau de

raP>H r t 'PuiS k taUX d e s a c i d e s g r a s est^r i f i& P e u t augmenter a v e c u n e g r a n d e

^Piaite et amener des hyperlipemies comme celles que Ton observe au cours de
.^betes graves. Ces hyperlipemies s'accusent generalement apres 1'arret des
^ jec t l°ns de cortisone, puis en 4 a 5 jours le taux des acides gras esterifies retourne
1 a n°rmale. Ici encore, comme dans le cas des glucides, se pose le probleme de
su f ° r ^ n f • AJout°ns encore que la cortisone provoque tres rapidement une

production de corps cetoniques et qu'elle augmente le catabolisme des com-
poses azotes ; tous ces effets disparaissent de meme rapidement apres 1'arret des
sections de cortisone.

gl , .si d e s injections repetees de cortisone font apparaitre de fortes hyper-
^ ycemies avec glucosuries, des hyperlipemies qui peuvent etre tres importantes,
az

 e fUrProduction de composes cetoniques et une augmentation du catabolisme
l e V ^C S ° n t ^ ^es s y m P t ^ m e s qui caracterisent le diabete par absence d'insuline,

iabete dit pancreatique. On peut done parler d'un diabete cortisonique. De
m^me c |ue Rapport d'insuline supprime tous les symptomes du diabetique, de
, me Garret des injections de cortisone amene en quelques jours un retour k

r a t Q 9 U e l s sont les renseignements que nous fournit l'etude des echanges respi-

p . s glucides qui inondent progressivement Torganisme sont en tres grande
d > o r i 8 i n e alimentaire. On observe bien une tres faible chute du quotient

ire qui Dourrait etre le resultat d'une transformation de lipides en glucides
S u rP r o^ct ion de corps cetoniques produit le m&ne effet. I/etude des

nous montre d'autre part que la cortisone ne modifie pas Tintensite
b i l d d 6 k

dautre part que la c p
ust ions> ^ue l e t a u x tThs 6lew6 d e s ] i P i d e s c i r c u l a n t s e s t d o n c d6 k ,une

n i n t e n s e d e s lipides de reserve, inutile pourrait-on dire puisqu'elle
bien PaS n 6 c e s s i tee par 1'augmentation des besoins energetiques et qu'elle doit

hvo v r ° V e n i r de la mise en i e u d'un facteur de d6fense contre r a C t i ° n pre.mi*re

on nk P^m i a n t e de la cortisone. Enfin, des la cessation des injections de cortisone,
den ^ u n e ascension importante des valeurs du quotient respiratoire, pouvant
C S e r 1>Unit(^ i nd iquant que le stockage important des glucides du k cette

e Cesse et 9™ 1>excfa de s u c r e a i n s i lib6r6 e s t aUSSit6t t r a n s f o r m e . e n

' Ce r & u l t a t fait penser aussi que la cortisone peut inhiber la transformationCres i ib tt k l'hyperglyc^mie qu'i
des & u l t a t fait penser aussi que la cortisone pe
1 a tJU C r e s en g r a i s s e s ^ cet effet peut contribuer tant k l'hyperglyc^mie qu'i
j , a i s s e m e n t d u t a u x ^ a d d e s ^^ ^ ^ j f i ^ q u i s'observent aussitot apres
enii C t !° n de ''hormone. Si cette action inhibitrice de la conversion des glucides
dUe f 1 ^tait suffisamment intense, la cortisone devrait supprimer Textra-chaleur

Aversion des aliments, or nous avons vu qu'il n'en est nen, les echanges
nt aussi elev& qu'ils 1'etaient avant rinjection de cortisone. Les experiences
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faites jusqu'aujourd'hui ne nous permettent pas de repondre definitivement
sur ces problemes metaboliques si importants pour un fonctionnement normal
de l'organisme.

Partant de l'hypoth&se que l'anemie radioinduite pouvait etre due k une auto*
immunisation, Mm e Lourau a recherche un autoanticorps chez des animaux
irradies (methode de Coombs et test k la bromeline) et examine si des hematies
irradiees in vitro deviennent antigeniques. Les premiers resultats ne sont pas
en faveur de Texistence d'une reaction specifique, mais plutot d'une modification
de la surface des hematies, 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 precedents : ,

I. fade des propriety biologiques du Hpopolysaccharide antigdmque Pmko
<lue nous avons isole du bacille tuberculeux.

II. Ittude d e Electrisation superfidelle d'iliments ^ ™ ™ « ^
ides et ceUules tumorales) au moyen de nos ^ P ^ ^ ^ ^ f t S
principe assure la Constance du Ph des milieux soumis a 1 electrophorese.

l- - ttude comparative des ipreuves intradermques auPmko et a la tuberculine
enfonction de I'etat des pieces d'exirese de sujets tuberculeux.

, J'ai deja signal* comment la decouverte paradoxale du r6le essentiel joui par
le constituant Upopolysaccharidique Pmko dans le d*'l°Wem^J&{?'
^berculinique nous a amenes a mettre en evidence une hypersensibxhte de type

- Hcrmis de faire une etude comparative uca • » — - - - -
*"*«• k la tuberculine et au Pmko, chez des sujets tuberculeux ou non,
lnUiltanement a ces deux epreuves. ^e,,itatc relatifs aux
„. Je rappelle que cette 6tSde a montre, par ^«^^ffj^k une
•JW» tuberculeux (495 sur 702) dont chaque cas particulier a 6te sô m
^de c H n i q u e n u S u s e , que I'intensit6 relative de ces deux reactions
Action de l'anciennete et du caractere evolutif de la « " » inflammatoires
„ Les tuberculoses aigufe, caseifiantes et *"%"**£%£ X c u l i n e de
^ecrosantes, s'accompagnent generalemenf: de ^ f ^ ^ f p ^ c c h a r i d e
S 1 M e n s i t 6 ' n e t t e m e n t superieure a ceUe des reactions v v J

^AlWer,, les tuberculoses evoluant ^ J ^ T ^ ^ S i
S E S y t

h <?JCifiCatiOn' ^ T S l s f q ^ t p o u r c e n t a g e des reactions•anent predominante et forte. C est ainsî q j- antigene,
0 d'intensitd predominant̂  et ^^XTJlo^s^s dltant
Ujnê gradation ^ ^ ^ u ^ J ^ ^ ^ ^ ^ ^

de
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Pmko d'intensite predominante, et celui des reactions fortes h cet antigene, etaient
respectivement aussi sieves que 79 et 40 % contre 8 et 4 % pour les reactions
tuberculiniques.

L'anciennete de la maladie qui temoigne d'une resistance certaine k l'infection
tuberculeuse se revelait ainsi un facteur preponderant pour le developpement et
le maintien de l'hypersensibilite au lipopolysaccharide Pmko. Le fait que cette
hypersensibilite est d'autant plus intense et permanente que la tuberculose
s'eloigne davantage de sa phase aigue pour evoluer dans un sens favorable, sefli-
blait bien indiquer que cette hypersensibilite au Pmko9 longtemps insoup$onnee>
devait etre liee aux processus de resistance de Vorganisme contre Vinfection tubef'
culeuse.

Nous avons perise, ainsi que je l'ai indique dans un de mes precedents rap-
ports, qu'il pourrait fetre interessant de mettre k l'epreuve ces conclusions dans le
cas de tuberculeux pulmonaires devant subir une exerese, en confrontant l'etat
des pieces prelevees avec les resultats des deux epreuves intradermiques faites
simultanement quelques jours avant l'operation. Cette recherche a ete entreprise

en collaboration avec le Dr. Gresland et le Dr. Kourilsky, et grandement faci-
litfe par Paimable assentiment de M. Georges Canetti de mettre k notre dispo-
sition les examens pathologiques et bacteriologiques faits par lui-m&ne et

M. Grosset a l'Institut Pasteur sur les pieces d'exerese des malades operes * ^
Fondation Foch, dans le Service du Dr. Hertzog. Elle est maintenant termini
et a port6 sur 80 sujets.

On pouvait logiquement penser que la richesse en bacilles d'une part, I*
presence ou l'absence de caseum d'autre part, auraient une certaine incidence su*
l'intensite des reactions observees. Nous avons constate que ces deux facteutf
etaient sans influence apparente sur les predominances d'intensite de Tune
de l'autre de ces hypersensibilites distinctes, revelees par ces reactions
dermiques.

Par contre, nous avons pu saisir une correlation precise entre un
anatomique, la sclerose inflammatoire, et le developpement d'une hypersensib1111"
au Pmko d'intensite predominante. Nous avons constate que la predominance
l'hypersensibilite au Pmko croit avec l'importance de la sclerose, et d'autre pa !
que les scleroses qui accompagnent une hypersensibilite au Pmko d'intens*
predominante, se developpent surtout dans les tuberculoses de longue dur. \
La relation essentielle qui s'etait degagee de notre etude clinique entre I'ir"*1*1

relative de la reaction au Pmko et l'anciennete de la maladie se trouve i<
De plus, le fait que la presence de fibrose est generalement associee a une
nance de Thypersensibilite au Pmko, semble bien indiquer que le
de cette hypersensibilite accompagne un processus devolution qui a toujours &"
considere comme favorable.

Nous avons egalement constate que le pourcentage des reactions d'inteflS
predominante au Pmko s'accroit en fonction de l'anciennete de la maladie, et <1
est beaucoup plus eleve (77 %) dans le groupe des rechutes datant de ph*9

deux ans, que dans celui oil la derniere poussee evolutive est relativement reccn

(moins de deux ans) oil il atteint seulement la valeur de 43 %. Ces resultats co^
foment l'influence de l'anciennete de la maladie et celle du contexte evoK*
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de la tuberculose sur le developpement de Thypersensibilite au Pmko, revelees
Par l'etude des tuberculeux en Clinique.

Ainsi, Tanalyse des resultats fournis par les intensites des reactions intra-
"ermiques au Pmko et a la tuberculine observers chez les malades operes, en
'onction de l'etat des pieces d'exerese et des observations cliniques (approfondies)
relatives k chaque sujet, a pleinement confirme les conclusions tirees de notre
etude clinique. Ces conclusions ont meme ete renforcees par la correlation remar-
kable qui s'est degagee de cette etude, entre la pr&ence de scleroses e*tendues
^contestables, toujours considerees comme un processus devolution favorable,
et le developpement d'une hypersensibilite au Pmko d'intensite predominante.

Vexpirience d'essai de vaccination de Bovides contre la Tuberculose avec le
lPopolysaccharide Pmko se poursuit dans les conditions decrites dans notre pre-
sent rapport. Ces Bovides sont actuellement dans une ferme infectee du Loiret,

a i \ contact de betes tuberculeuses. L'ensemble des animaux « immunises », des
^imaux controle et des animaux tuberculeux seront prochainement soumis k
eP*euve du test tuberculinique.

n. — Uetude de Velectrisation superficielle des spermatozoides d'origine bovine
* Poursuit dans le sens indique dans notre precedent rapport. Nous

erchons actuellement a realiser une separation des spermatozoides, selon
/,Ur charge, dans des conditions oil ils ne seraient pas alteres par le traitement
eiectrophoretique.

caS>itude * la charSe ekctrique de souches de cellules hautement ou faiblement
deVM*"* e s t touJours poursuivie en collaboration avec M. Barski, de 1 hopital
• h / j u i f- L e s fesultats obtenus jusqu'ici semblent indiquer que la repartition
rtot q U e d e s Electrisations est differente pour des souches de maligmtes diffe-

les- Une separation des cellules selon leur charge semble possible.
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INTRODUCTION

Depuis quelque temps, VInstitut de Biologie Physico-Chimique subit
serie de transformations internes qui out ete rendues necessaires par

olution rapide de Vensemble des disciplines de la biologie fondamentale.
\lnsiy Uy a quelques anneesy etait institue le Service de Biochimie Quan-
lque, et Vannee passee a vu Vinstallation dyun Service de Physiologie
li'CYobiettn.p. Ttiviao +1*** *irk*<n> C*nil anno 'Prnwrni^ Clms re nnviipnn ser-Wicrobienne. Dirige par notre Collegue Franfois Gros, ce nouveau set

Vlce doit accroitre Vimportance au sein de notre Institut de ce domaine
c*P*tal qu'il est usuel aujourd'hui d'appeler biologie moleculaire. Qu'il
™e soit permis de souhaiter la bienvenue dans notre Institut et dans ces
Pages a cette nouvelle equipe et a son Chef

Cette transformation de notre Maison, nous la devons en grande
vortie a la clairvoyance et a Vaction energique et continue de M. le Pro-
Jesseur Wurmser qui a assume la direction de VInstitut depuis ig58.
2U moment oil il devient Administrates Honoraire et oil j'ai Vhonneur
? «« succeder au poste d'Administrates, je suis sur de traduire les sen-

r 1 ^ du Conseil dyAdministration et de tons les travailleurs de VInstitut
** «« exprimant notre sincere et profonde reconnaissance pour ce qu'il
o AT Pour ^ developpement et le rayonnement de cette Maison, sans
Holier la serie de realisations materiefles dont il a pris Vinitiative : en

PjWicuiiey la construction de la salle des seminaires et de la cafeteria,
wcontribuent efficacement au bien-Ure des chercheurs etpar la a Vaccrois-
ernent du rendement de leurs travaux.
^ La periode de transition et de transformation n'est pas termvnee.
°*fr ma part, je ferai de mon mieux pour poursuivre en collaboration
nir»» avec notre Comiu de j)irectim et notre Conseil d*Administration

entreprise de sorte que notre Institut, tout en gardant sa person-
ropre et unique au monde, partidpe le plus efficacement possible

grande et merveilleuse aventure de la biologie moderne.
B. PULLMAN.



SERVICE DE BIOPHYSIQUE

Rapport de M*e FILITTI-WURMSER, Chargee de Service.

I. — PROT£lNES DES SERUMS HUMAINS

Les travaux anterieurs sur les isohemagglutinines ont fait cette annee l'objet
de plusieurs exposes d'ensemble et d'une discussion d'ordre statistique. On en
trouvera Vindication dans la liste des publications. Us confirment l'interpr£ta-
tion que nous avons donnee des relations trouvees, k Pinterieur du groupe des
isoagglutinines de meme specificite, entre leurs proprietes physicochimiques
et le genotype des sujets dont elles proviennent.

L'etude des lieux et des modalites de biosynthese des diverses proteines
circulantes reste la ligne generate de nos recherches.

Certaines anomalies pathologiques peuvent apporter des informations
la question. Un travail, entrepris avec Fequipe dirigee par M. Hartmann k
Faculte de Medecine, a pour objet la recherche de correlations entre les
portions de diverses globulines anormales.

Incidemment, des resultats nouveaux ont £te obtenus dans l'etude d'un anti-
corps de leptospirose Australis. Ce travail a permis de montrer la nature macro-
moleculaire de Tanticorps. Une ultracentrifugation analytique du serum k etc
effectuee dans une cellule k double compartiment afin d'appauvrir le comparts
ment axial en proteine lourde et en enrichir le compartiment peripherique-
Les contenus des deux compartiments etaient soumis a des immunoelectropho*
reses et a des agglutinations-lyses vis k vis des leptospires.

D'autre part, une 61ectrophorese k flux continu des proteines du
separait les constituants de mobilite gamma et ceux de mobilite alpha 2.
relargage et redissolution, les deux fractions etaient soumises a Tultracentr1*
fugation sur solvant piege, pour purifier les macroglobulines. La purification
etait controlee par ultracentrifugation analytique et immunoelectrophorese-
L'ensemble des experiences etablit l'existence d'un anticorps macromol6culaif^
et portant le determinisme antigenique p v . Ce resultat a ete enfin confif^
par la methode des anticorps fluorescents.

II. — ENZYMOLOGIE

Comme les annees precedentes, les recherches de Mme F. Labeyrie et d

ses collaborateurs ont porte sur le mode d'action des lacticodeshydrogenas
de la levure. Elles comportent essentiellement :
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a) la purification des differentes lacticodeshydrogenases presentes dans
Jes Ievures cultivees en anaerobiose a partir de souches normales et de souches
mutees,

b) la caracterisation des configurations des centres actifs des divers enzymes
et Tetude chimique de la partie proteiquecomprenant : Thydrolyse menagee
des enzymes a Taide de diverses peptidases, le fractionnement des hydroly-
8ats par chromatographie, la comparaison des peptides formes par les differents
enzymes et Tanalyse sequentielle des peptides remarquables.

i. D-lacticodeshydrogenase (D-LDH). — Cet enzyme contient deux cofac-
teurs dissociables, le zinc qui a fait notamment l'objet de travaux ddcrits dans
le rapport de Tan dernier, et la flavineadenine-dinucleotide (FAD). M. Iwatsubo
a determine le potentiel d'oxydoreduction de ce groupe prosthetique. La methode
a consiste dans l'etude spectrophotometrique de Tequilibre des formes reduite
et oxydee de Tenzyme avec le systeme D-lactate*=±pyruvate. Le spectre differen-
tiel de la D-LDH fait apparaitre avec un leger deplacement les deux pics carac-
^ristiques de la flavine, a 385 mjx et a 455 mpi. Quand on ajoute k une solution
d'enzyme une quantite de D-lactate un peu plus grande que celle de I'oxygene
dissous, Tabsorption a 450 mjx diminue instantanement. Si Ton ajoute alors
du pyruvate, Tabsorption augmente immediatement. La reaction est comptete-
^ent reversible.

L'equilibre peut etre ecrit :

F + L?=±F H + P + H+

F et F H etant respectivement Tenzyme oxyde et reduit, L le lactate et P, le
Pyruvate. En effet, on trouve que le logarithme du rapport

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

aUgmente de 1 pour un accroissement ApH = 1. Le potentiel de demi reduction
de la D-LDH est calcule a partir du potentiel du systeme D-lactate-pyruvate
et trouve egal i — 0,78 volts a pH = 7.

Un interet de ces resultats est dans la comparaison avec les valeurs trouvees
Pour d'autres flavoproteines et dans Tinterpretation qui devra en etre donnee
ei^ termes de mode de liaison du groupe prosthetique £ la proteine.

Une autre determination effectuee sur la D-lacticodeshydrogenase est celle
de son poids moleculaire. M. Iwatsubo et M l l e Curdel ont employe une methode
aPplicable aux enzymes non purifies. Elle est basee sur les proprietes des tamis
{^oleculaires, c'est-k-dire, sur le fait que les petites molecules diffusent dans
1 ^u d'imbibition de certains gels, alors que les molecules plus grandes n'y
P^etrent pas pour des raisons steriques. II a ete trouve une relation entre les
flumes dilution de quatre proteines de poids moleculaire connu et les valeurs
de ces poids moleculaires. La position de la D-LDH sur cette courbe d'etalon-
nage correspond k un poids moleculaire de 103 000, resultat reproductible a
z P. 100 pres.
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2. L-lacticodeshydrogenase (flavocytochrome b2). — Une hydrolyse trypsique
exhaustive a conduit k la separation d'un noyau resistant, portant tout Theme
de l'enzyme dans le rapport d'un heme par unite proteique de 12000.

La preparation de cette petite hemoproteine et de Tapohemoenzyme totale
a rendu possible la recherche d'une interaction entre flavine et heme, comme
11 en existe entre flavine et lactate, d'apres les travaux rapportes Tan dernier.
On est, en effet, a meme de comparer les proprietes de Theme en presence ou
en Tabsence de la flavine fixee & Tenzyme. Les resultats obtenus jusqu'ici ne
sont pas en faveur d'une interaction flavine-heme.

III. — ASSOCIATION DES GLOBINES A UH&ME

L'etude poursuivie par M. Banerjee depuis quelques annees a pour but de
rechercher les relations existant entre la fonction physiologique de Themoglo-
bine et ses caracteristiques physico-chimiques. Ces recherches sont tout parti-
culierement orientees sur la liaison heme-globine. On etudie d'une part le role
de cette liaison dans Tarchitecture de la molecule, et, d'autre part, Teffet eventuel-
lement produit sur Tenergie de cette liaison par de petites modifications de carac-
tere connu provoquees dans la partie proteique.

1. Role de I*heme dans la cohesion interne de rhemoglobine. — Ayant precedem-
ment montre la reversibilite de Tassociation heme-globine dans la methemo-
globine, M. Banerjee a pu etudier une des consequences de la dissociation de
Theme sur Tetat de la proteine. Rappelons que cette dissociation se fait en milieu
neutre, et qu'elle est, par suite, extremement restreinte, itant donne la valeur
elevee de Tenergie libre d'association. II a done ete necessaire d'avoir recours
h un ligant proteique ayant une forte afEnite pour Theme. Une apoproteine a
pu etre ainsi liberee et isolee.

Diverses techniques, dont un test thermodynamique classique dit de « dilu-
tion », montrent que la presence des groupes heminiques est indispensable pour
que les quatre chaines peptidiques restent associees comme elles le sont dans
la molecule d'hemoglobine. Une fois Themine dissociee, la molecule perd sa
cohesion. Puisqu'il est connu que les groupes prosthetiques ne participent pas
directement k la liaison des chaines entre elles, la dissociation de Th^me doit
entrainer la perte d'une complementarite de structures par suite d'un change-
ment de conformation plus ou moins generalise.

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

Afin de mieux apprecier un role eventuel des groupes thiols, tant dans Tequi-
libre d'oxygenation que dans Tequilibre hfeme-globine, MM. Cassoly et Banerjee
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°nt commence a etudier une hemoproteine k chaihe unique, la myoglobine de
thon, qui contient un groupe thiol a la difference des myoglobines de mammi-

IV. — PHOTOSYNTH&SE

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

i. La technique de dosage amperometrique de Toxygene a &e considera-
Diement amelioree sur le plan de la sensibility et de la rapidite de reponse. II
est possible actuellement de deceler des productions d'oxygene de l'ordre du
y ioo oooe de la concentration de la chlorophylle, ce qui a permis d'entreprendre
<jes etudes cinetiques trfcs fines portant sur 1'effet d'eclats lumineux de tres courte
uree. Un dispositif de mesure de la fluorescence a ete adjoint k 1'appareil ampfro-
etrique ; il rend possibles les mesures simultanees des variations de rendement

ae fluorescence et de vitesse d'emission d'oxygene.

2. Les travaux exposes dans la these de doctorat de M. Joliot ont ete repris
^ relation avec la theorie moderne de la photosynth&e oil Ton suppose Texis-
ence de deux reactions photochimiques distinctes, sensibiKsees par des pig-

ments differents.
Les resultats obtenus ont entierement confirme le bien fonde de cette concep-

^n. Le precurseur, responsable du jet d'oxygene qui s'observe au debut de la
Periode d'illumination, est detruit par Tune des reactions photochimiques et
rtforme par 1'autre.

A Tetat stationnaire, la concentration d'equilibre de ce precurseur depend
e la longueur d'onde, et elle est determinee par le rapport des constantes de
rtes d d

, p pp
des deux reactions photochimiques. Les variations de ce rapport, suivant

*ju il est mesure dans la bande d'absorption de la chlorophylle A, ou dans celle
f la chlorophylle B, font supposer que la reaction de destruction du precurseur
Oxygene est sensibilisee par des pigments comprenant la chlorophylle B et
e sa formation est sensibilisee par des pigments essentiellement constitues

la chlorophylle A.
M. Morin a entrepris l'etude de la fluorescence au debut de la periode d'illu-
ation pour de tres fortes intensity lumineuses. Les cinetiques observ^es

ces conditions etant tres rapides, il a ete necessaire de construire un dispo-
etablissant Tillumination des algues en un temps nettement inferieur a

li oooe sec.; le dispositif utilise qui comprend une carabine 22 long rifle per-
^ e t d'obtenir des temps d'ouverture du faisceau, inferieurs k 3/100 oooe de

econde. Alors qu'aux faibles intensity lumineuses, la montee initiale de fluo-
^fcence est determinee par des constantes de vitesse thermiques et photochi-
j^^Ues, aux fortes intensites, la cinetique n'est determinee que par des constantes

e vitesse photochimiques. Ces cinetiques sont alors identiques a celles observees
c,.Pfesence de certains inhibiteurs connus pour decoupler la reaction photo-
g. unique libfrant Toxygene des reactions thermiques qui Taccompagnent.

len que les cinetiques observees en tres fortes lumieres ou en presence d'inhibi-
Urs fte dependent que de constantes de vitesse photochimiques, elles ne sont
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pas du premier ordre. Un certain nombre d'interpretations ont ete proposees
pour expliquer cette particularity.

Le travail de M. Morin a done permis d'isoler la reaction photochimique
responsable de la production d'oxygene de l'ensemble des reactions thermiques
et photochimiques impliquees dans le processus photosynthetique. II a fait
Tobjet d'une publication au Journal de Chimie Physique (actuellement sous
presse). II est, pour le moment, repris par M. Delosme qui a dejk apporte un
certain nombre d'ameliorations techniques.

Mm e Joliot a entrepris un travail portant sur l'etude des relations entre la
vitesse Remission d'oxygene et la concentration des complexes precurseurs
d'oxygene.

V. — DIVERS

Mm e Filitti-Wurmser a apporte, par des determinations de poids mole-
culaires une contribution k de nouvelles recherches entreprises par MM. Roche,
Bessis, Fine et Autran sur l'hemoglobine d'ArenicoIa marina.

Deux methodes ont £te employees :

1. la methode de l'approche de l'equilibre a fourni comme valeur du poids
moleculaire M 2 900 000 ± 54 000 k pH = 7,3 ;

2. les mesures independantes du coefficient de sedimentation et du coeffi-
cient de diffusion ont ete effectuees. Les resultats S°20W = 54 ± o, 5. io"18 et
D°20W = 1, 66 ± o, 15. io~7 cm2 sec . 1 - donnent une valeur de M egale ^
3 027 000 ± 360 000, par consequent, tout & fait coherente avec la premiere
determination. On peut conclure des autres recherches effectuees sur le pig-
ment que, lorsque celui-ci est altere, il apparait comme constitue par 12 subu*

CONFERENCES ET COLLOQUES

M. Wurmser a donne 6 conferences k Tokyo, Osaka, Hakata, Wakayama
et Kyoto.

M m e Filitti-Wurmser a donne 4 conferences k Tokyo, Osaka, Wakayama
et Kyoto.

MM. Baudras, Iwatsubo et M l l e Curdel ont presente des communications
k la Reunion Commune de la Societe de Biochimie et de la Societe de h i i e
Biologique.

Mmes Labeyrie, Jacquot-Armand et M l l e s Naslin, Curdel, MM. Iwatsubo
et Baudras ont presente des communications au Colloque de Biologie Ml
culaire.
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SERVICE DE BIOCHIMIE THEORIQUE

Rapport de M. BERNARD PULLMAN, Chef de Service.

I. - STRUCTURE &LECTRONIQUE DES PROT&NES

, En collaboration avec le D' Del Re de l'Institut de Physique Theorique de
•'University de Naples et du Professeur Yonezawa de l'Umversrte de Kyoto
(Japon), nous avons mene a bien une etude d'ensemble ayant pour objet la deter-
f̂ ination de la structure electronique de tous les acides oc-ammes entrant dans
la constitution des proteines. La grande majorite de ces acides comportant des
r*idus sature"s, il s'agissait dans ce travail essentiellement de h determination
d<* niveaux d'energie et des fonctions d'onde correspondant a la distribution
d<* electrons <r de ces composes (les donnees analogues associees aux electrons *
d* fractions aromatiques de certains de ces acides ont deja ete evaluees an eneu-
r«ment). La methode utilisee pour cette etude des electrons c a ete etablie par
.Del Re et represente une application aux systemes satures d'un procede ana ogue
k la methode des orbitales molexulaires dans l'approximation de Huckel. JLe
Javail lui-meme est un premier exemple duplication des methodes de la Chinue
Q«antique aux systemes biochimiques satures. 'i«-r5mi«i „
, Ont 6te determinees, en particulier, les distributions des charges electtiques <r
S !<* formes neutre, dipolaire, cationique et aniomque des vmgt acides a-ami-
** des proteines. Ces r&ultats, susceptibles de nombreuses applications ont
? mis en correlation, en particulier, avec les deplace ^ J * " ^ * * * * -
V observes en resonance nudeaire magnetique dans differents solvante par
J*ieurs groupes d e chercheurs. U n parallelisme g6n^al ^ . ^ X ^
^ e n L ks valeurs des d6placements chimiques (8H) et celles des c^
^troniques des hydrogenes (Q.) ou des carbones porteurs; de ces hyjognes

(Q«)- Les resultats peuvent en fait etre represent^ par l'equation generale .

SH = -AQ0 - BQ. + C,

£ ^thode des moindres carres conduisant aux valeurs A = 9 ,?J B = 133,93.
^ =* 9,67 pour les donnees relatives aux solutions alcahnes et acdes. Ce r&ultet

>e q/en a c c o r d a v e c h theorie gen6rale la contribution de Q. 4 la valeur
^placement chimique est plus importante que ceUe de Uo- .

es recherches ont egalement ete poursuivies sur des caract6nst.ques macro
^Uires des Prot6in«, en particulier sur la question controversy de 1 aptt-

de ces macromolecules a fonctionner comme des semiconducteurs. Dans
effectues jusqu'ici sur ce sujet, tels ceux effectues dans les annees
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rlcentes dans notre laboratoire par Mm e Suard, la conjugaison a l'echelle macro-
mol6culaire etait attribute aux possibilites de d61ocalisation electronique a tra-
vers les liaisons hydrogene susceptibles de se former entre les groupements
peptidiques. B. Pullman a observe qu'au point de vue de telles recherches, le
cas de la polyglycine est particulier. En effet, la presence de deux hydrogenes
sur le carbone a de la glycine permet de considerer cet acide amine comme un
systeme 7c, Thyperconjugaison du groupe CH2 servant de pont entre les elec-
trons mobiles des fonctions amines et carboxyles. La polyglycine peut done
etre traitee comme un systeme 7: unique et constitue ainsi le cas le plus favorable
pour la manifestation (et revaluation) de bandes d'energie eventuelles. Les cal-
culs effectues dans cette hypothese conduisent a attribuer une valeur d'environ
7 ev a la largeur de la transition entre la plus haute bande de valence n et la pluS

basse bande de conduction. Ce resultat va a l'encontre de l'attribution d'une
semi-conductivite electronique intrinseque appreciable a une proteine corres-
pondant au modele adopte.

II. — STRUCTURE ELECTRONIQUE DES ACIDES NUCLEIQUES

Les recherches effectuees durant Tannee 1963 sur la structure electronique

des acides nucl&ques sont de trois sortes correspondant respectivement & :

1) l'accumulation de renseignements supplementaires sur les propriety electro*
niques des bases puriques et pyrimidiques, 2) le perfectionnement de la descrip'
tion du mode d'interaction des bases complementaires a travers les liaisons hydro*
gene et 3) Tetablissement des caracteristiques des bandes d'^nergie eventuell^
resultant de Interaction a l'echelle macromol&ulaire des paires de bases supcr*
posees.

Prenant comme point de depart les calculs self-consistant de Veillard e

Pullman sur la repartition des charges electriques dans les bases puriques c

pyrimidiques des acides nucleiques, M m e s Berthod et Pullman ont evalue '^
valeurs et les directions des moments dipolaires et de certains moments de t
sitions de ces composes. Dans revaluation des moments dipolaires il a et£
compte, naturellement, a la fois des systemes d'&ectrons n et cr, les
associes a ces derniers systemes etant evalues par une application de la
de Del Re. Un accord satisfaisant avec Texp&ience a 6t6 obtenu pour des
connus (purine, adenine, uracile), et la prediction a 6t6 faite que ces
doivent etre plus eleves pour la cytosine et la guanine que pour Tadenine &
thymine. Ce resultat est important a la fois pour la stabilite interne des ad
nucleiques et pour l'interaction du type « en sandwich » entre ces acides et ^
substances aromatiques. En effet, la valeur de ces moments joue un r6le ltti^iQti
tant dans la determination de la grandeur des interactions Van der Waals-L°n

 e

susceptibles de mettre en jeu ces differents composes. Le resultat precite apP° ^
done une confirmation complementaire de notre prediction anterieure su

role privilegie que devrait jouer la paire guanine-cytosine dans de telles ltite^\
tions. En revanche , en ce qui concerne les moments de transition, ce tra

uf$
a montre la necessity d'&udes plus perfectionnees. De telles etudes sont en c

actuellement.
M m e Pullman a effectu6 des recherches sur le modele de la liaison
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gene impliquant la participation de l'orbitale ap, vide de cet atome*£
mission des effets de conjugaison entre deux systemes - | » e a f

l'mteraction de deux systemes conjugues a travers une i j 6 j.
*e utilised pour 1'fcude des paires complements des bases des acides nucieiqu
et les conclusions comparees a celles des travaux anteneurs

M. Ladik a fcudie la possibilite d'existence des ^ - ^
homopolynudeotides construits a l'aide des bases ^
nudeiques, par recouvrement des nuages ^ctroruques des ^ J ^ ^
La meme etude a 6t6 effective pour l'ensemb *^J£™£* de ce8 resultats
complementaires superposees. Une extrapolation P ^ J S e dm ces acides
a«x acides nucleiques eux-memes V ^ ^ ^ ^ S ^ L a d'environ
d'une serie de bandes d'energ.e ^ " P ^ ^ X T a s S e bande libre, en accord
a.s-3 ev. entre la plus haute bande ^ P ^ ^ t o e S e s relatives a la semi-
apparent assez satisfaisant avec des donndes experiment
conductivity de ces acides.

III. - MUTAGENESE ET CARCINOGENESE

Des recherches sur les aspects ̂ c u ^ ^ ^ ^ ^ t
vies, essentiellement par M« Pullman, « ! « • * « £ ^Tradiat ions (ultra-
'es mutations spontandes aux mutations P ^ r i m L u e s diverses. L'accent
violettesouionisantes)ouinduites par des s u b s ^ J J ^ ^ J " ^ , d c s muta-
» «tf mU sur la possibilite qu'ont ™ *S^£*Znik> entre les bases en

en mentant les probabilites de couplages « " 0 ^ e ,e9 c o n s
» «tf mU sur la possibilite quont ™ ^ £ n i k > entr
tions en augmentant les probabilites de couplages « " 0 ^ e

 g u r ,e9 c o n s .
Jgissant, pafexemple, sur I'equilibre entre• ^ ^ n ^ d r o l y s e des liaisons
tantes de dissociation acide ou encore sur la racuu ,

t, pafexemple, sur Iequilibre e n ^ ^ n ^ d r o l y s e des liaisons
ntes de dissociation acide ou encore sur la racuu , ^ d i f K r e n t s

glycosidiques. L'etude a fourni des indication' P ^ c ^ U f
 ib l c8 . Ainsi, par

»8ents prteites sur ces differents facteurs de mutation^p d > u n e

^mple, la the^rie prevoit que ^citation * * J 2 S la probabilite d'exis-
^diation ultraviolette doit accroitre d'une fa?on g6nera^ P ^^

^ c e de toutes les bases dans une forme ^ J - f ^ S o n plus selective doit
\ frequence des couplages erronfe alors qu u n e s'tUfe fes radiations ioni-
re8ner a ce point de vue lors d'une lonisation P r°™lu~ P

d a u x pyrimidines
^ntes L bbilit latives d e mutations J * ^ " D

P
6 desa u py

D e
P

m 6 m e , des

e8ner a ce point de vue lors dune lonis P
^ntes. Les probabilites relatives d e mutations J ^ D ,
s»tur6es sur la liaison S-6, ont 6te 6tudi6es d j ^ g . ™ ^ d e s bases, en
c*lculs explicites sur la structure 61ectron.que des denves a y ^

f^iculier des derives alcoyles en N7 de ta^^SjS alcoyles par rupture
J*o» de la facilite de depurination des aade ^ ^ J ^ de 33 diposi-
*e la liaison glycosidique de la guamne du tail ae n i v e a u
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lonisation acide
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H000H
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FIG. 1. — Les principaux si&ges d'action des agents mutagines sur TADN.
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Paires de bases provenant d'un couplage errone du k la presence d'une base
us une forme tautomere rare. Cette &ude permet de prevoir, par exemple, les

««ocHfications de reactivite chimique susceptibles d'etre provoquees par de tels
couplages errones.

tn ce qui concerne les problemes de la carcinogenese, nos travaux de cette
^nees ont encore ete centres dans une large mesure sur le probleme crucial du

ecanisme et de la signification des interactions s'operant ou pouvant s'opfrer
U'A substances cancerogenes et les polym£res biologiques fondamentaux
^ ides nuc'eiques et proteines). Tout d'abord nous avons ete obliges de conti-
^uer notre travail de critique des theories qui postulent I'implication, dans la
j *rciru>genese, des facteurs de transfert de charges. J'ai deji rendu compte dans
j j ? 1 1 ^ rapport de notre critique de deux telles theories, celles de Mason et

e Blr^s« 1963 a vu la naissance d'une autre theorie du meme genre, proposee
tt r ^ o n . e t Nash et qui postule, essentiellement, que les cancerigenes doivent

re a *a fois b o n s donneurs et bons accepteurs d'electrons. Rien n'est plus facile
s ffi , ' d ^ m ° n t r e r le caractere completement errone de cette proposition. II
I f d'evaluer les donnees correspondantes. Par exemple nous avons evalu£

pouvoir donneur et accepteur d'electrons pour tous les hydrocarbures aroma-
?UCS q U i ? n t ^ e s s ay^ s au point de vue de leur activite cancerogine. Les risul-

sont resumes dans le tableau I oil ces composes sont classes dans Tordre
^ pouvoir donneur et accepteur croissant. II est evident que la proposition
son et Nash n'a aucun fondement. Toute une serie de critiques plus fonda-
les ont egalement ete opposees k leur theorie.

t> D'autre part, & l'occasion du Colloque International sur la Theorie Quan-
f ^e des Polynucleotides et Polypeptides, qui s'est tenu h TUniversite de Stan-
°ra en Californie en mars 1963, A et B. Pullman ont effectue une mise au point

j n e r a Ie sur le probleme de la signification possible dans la carcinogenese des
nteractions entre les cancerogenes d'une part et les proteines ou les acides

Jjucleiques d'autre part. II resulte k notre avis de l'etude de Tensemble des donn&s
'leoriques et experimentales disponibles, que les interactions chimiques avec

f
es proteines, du type de celles observees par l'ecole de Madison (Heidelberger,
es Millers et leurs collaborateurs) sont les seules qui, actuellement, offrent une
°rrelation satisfaisante avec les exigences de la theorie et, en meme temps, sont
,e.s seules qui paraissent, au point de vue experimental, etre Itees d'une fa^on
jrecte et quantitative au phenomene de la cancerisation chimique. Certes,
apr£s les decouvertes r^centes presque tous les groupes de substances cance-

°genes paraissent interagir aussi dircctement avec les acides nucleiqucs, cer-
ains meme d'une fa?on prononcee, et nous avons nous-memes fourni une ana-

i Tf
j p
/Se> au niveau electronique, du mecanisme de ces interactions. Toutefois, ces
f rac t ions paraissent dans la plupart des cas etre depourvues de spdeificite
!s-£-vis des substances actives, ou Stre sans relation avec la grandeur de Tacti-

cn t t e s* tuation pose un probleme difficile mais fondamental. La cancerisation
r,

IIlPortant le plus probablement une perturbation de Tappareil genetique, la
^Percussion de Faction du cancerogene sur les acides nucleiques doit n^cessaire-

nt faire partie du processus de la cancerisation. L'analyse precise sugg&re
^ la majorite des cas, en particulier pour les substances aromatiques, un

Canisme d'action indirecte, par Tintermediaire du complexe proteine-cance-
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TABLEAU I. —Lepouvoir donneur (ou accepteur) d*electrons des hydrocarbures aromatiques,
mesure par la valeur du coefficient \ k \ de son orbitale moleculaire la plus haute
occupee (ou la plus Basse litre).

Compos6 M Activity
canc&ogine

Benzine
Triph&iyline
Naphtal&ne
Phinanthr&ne
3, 4-Benzph6nanthrene
i, 2, 6, 7-Dibenzpyrtee
l9 2, 5, 6-Dibenzph6nanthr£ne
Coron&ne
3, 4, 5, 6-Dibenzph6nanthr&ne
1, 2, 3, 4-Dibenzph6nanthrene
Chrys&ne
Picfene

2, 3, 4-Dibenzanthracene
2-Benzpyrene
2, 7, 8-Dibenzanthracene
2, 5, 6-Dibenzanthracene

Pyrfene
, 2-Benzanthracene
, 2-Benzperyline

Pentaphene
2, 3, 5, 6-Dibenzphenanthrene
Anthracene
2, 3, 7, 8-Dibenzph6nanthrine
1, 2, 3, 4-Dibenzpyrene
4, 5, 10, 11-Di ( i \ 2'-Naphtho)-Chrysene
3, 4-Benzpyrene
1, 2, 9, io-Dibenznaphtac&ne
i', 2;-Anthra-i, 2-Anthracene
1, 2, 7, 8-Dibenznaphtacene
x> 2> 3> 4-Dibenznaphtacene
2, 3, 8, 9-Dibenzp6ryl&ne
2;, I'-Anthra-i, 2-Anthracene
P&ylene
3, 4, 9, io-Dibenzpyrine
i, 2-Benznaphtacene
3, 4, 8, 9-Dibenzpyrene
2', 3'-Naphto-3, 4-Pyrene
Naphtacine
Anthanthrene
3, 4, 9, 10-Di (2', 3'-Naphto)-Pyrine
Pentac&ne
Naphthodianthrine

I
0,684
0,618
0,605
0,566
o,555
0,550
o,539
o,535

0,520
0,501
o,499
o,497
0,492
O.473
o,455

o,439
o,437
0,419
0,414
0,405
o,398
0,383

0,361
0,360
o,358
0,356
0,356
0,348
o,347
0,342
0,327
0,303
0,303
0,295
0,291
0,273
0,220
0,177
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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«tere,presen e
par B. Pullman au Colloque International sur les Aspects Molecula res de la
Mutagenese et la Carcinogenese qui doit se tenir a Oak Ridge en avnl 1964.

IV. - ASPECTS ELECTRONIQUES DES REACTIONS METABOLIQUES
PROBLEMES DE PHARMACOLOGIE

Ont &e etudiees en particulier les reactions de transfert enzymatique des
groupes me"thyles et les reactions d'oxydation. ra-;i:«/ He«

M"e Perault et B. Pullman ont etabli que 1'emplacement et la **«**£
0- et N-methylations des molecules conjuguees sont * * ™ 2
ment par la ch ige electronique des atomes de O et N et que
Elation oxydative des derives alcoyles correspondents ^
* h ii d l'tme de O ou N m
Elation oxydative des derives alcoyles c o r r e s p e
*ent par la charge positive nette de l'atome de O ou N . ^ J ^ S
g r o ? kl C l t t i d i e n t que le mecamsme de transfert enzy— - ^ alcoyle. Ces resultats indiquent que le mecanisme
•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 pa1^coenzyme
^ l'acide folique ou des groupes bicarbones par les acetyltransferases
. Le probleme particuliLment difficile des aspects **«%*£*£ ^

t'ons d'oxydation et surtout d'hydroxylation meUbohque a ete ^ " " ^ ^
beaucoup de soin par M. Diner qui s'est fixe pour but d etudiet_ oe probkme
dans son ensemble. Son travail a done comporte 1'execut.on d un vaste ^ V »
f calculs sur un ensemble tres diversifie ^ " ^ S j S T ? ^ S u e s

Actions, que ce soient des constituants naturels de 1 o f g W ^
d'utiliti pharmacologique. II apparait que les reactions d nydipharmacologique. II apparait que les reaction ^J

observes inLo ou a Mde des fractions microsomales
a interpreter sur la base des proprietes ^ ^ " ^

l l h d l P ntre ^

--H4UC ooservees in vivo ou a i aiuc «̂ *» -*- . , r^tat fonda-
*fficiles a interpreter sur la base des proprietes a - * 0 " " ! ^ J L % £ ^
^ntal des molecules hydroxylees. Par contre, ^ ^ ^ ^ ^ ^ L X ^ -
la«on s'interpretent ailment a l'aide des caracteristiques " g S T S S ^ t o
J°<* interato^iques ou des paires flectroniques hbres de I atome d azote,«
» molecule a I'etat excit6 ou dans I'ion i - ^ - J l ^ L S S L e5 inter-

9

theoriqu*"c Plus ces r&ultats theoriques eclairent ie m<*.*™» 1
an, l a i s s a n t p e n s e r q u e , o l y g e n e moleculaire n'y - ^

^x libres hydroxyle ou perhydroxyle, mais que la molecule
Petturb6e sous l'effet d'un catalyseur. -ffprtiifea sur les
f Par ailleurs des 6tudes preliminaires ont egalement ^ f ^ ^ ' '
a<*eurs electroniques intervenant dans les reactions de conjuga.son m6tebohquc

^ParticuUer dans les reactions de glucuromdation et dans les reactions

m e ^ r S m a n a indiqu. la signification de ***
Elucidation de certains aspects electroniques de la P^
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de la phenothiazine, de l'activite psychomimetique des antagonistes de la sero-
tine, de faction antitumorale des antimetabolites de l'acide folique, dans l'inter-
pretation des acetylations, des methylations, des reductions et des conjugaisons
metaboliques d'un certain nombre de produits pharmacologiques importants.

V. — DIVERS

Veillard et Pullman ont 6tudi6 les facteurs responsables de l'incorporation
selective de certaines bases puriques dans les analogues de la vitamine B12. Par-
tant des resultats cristallographiques indiquant que la liaison adenine-ribose se
fait dans cette molecule par rintermediaire de l'atome N7 au lieu de l'atome N9

de Facide adenylique habituel et que, par consequent, la liaison de coordinance
avec l'atome de cobalt implique N9, ces auteurs ont emis l'hypothese que la
possibility d'incorporation d'une base purique dans le squelette de la vitamine BX2
pourrait etre liee a la facilite de conversion de la forme tautomere usuelle du
squelette purique (qui est la forme I) en la forme tautomere rare II, done a la
difference de stabilite entre ces deux formes. Le systeme des liaisons localises
etant le meme dans les deux formes, la difference de stabilite est represent^

NH

NH

I II

par la difference des energies de resonance pour le systeme d'electrons 7c
calcul explicite de ces energies pour les deux formes tautomeres de bases puriq
dont les possibilites d'incorporation dans la vitamine B12 ont ete etudiees exp£~
rimentalement confirme dans l'ensemble l'hypothese de Veillard et Pullman-

Grace a certains travaux experimentaux recents de Duchesne et ses colla*
borateurs, B. Pullman a pu examiner le probleme des facteurs responsables de

la radioresistance des solides organiques conjugues. Ce dernier auteur a fl**s

en evidence auparavant Texistence d'une correlation entre une telle radioresis*
tance et la valeur de Tenergie de resonance par electron 7c de la molecule conju"
guee. Deux savants russes Voevodskii et Molin ont propose plus recenuneflt
Texistence d'une correlation semblable entre la radioresistance et la positi0*1

du premier singulet excite des molecules en question. Or il est evident que l&
deux correlations ne sauraient etre valables ensemble que dans les composeS

dans lesquels une correlation interne existe entre l'energie de resonance paf

electron n et la position du premier singulet excite. Les etudes effectuees Pa

Duchesne et ses collaborateurs sur des composes judicieusement choisis d*nS

lesquels cette correlation interne n'est pas conservee, montrent que seule y eS

valable la correlation mettant en jeu l'energie de resonance.
Valdemoro et B. Pullman ont etudie les facteurs responsables des
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Pnetes photochromiques de plusieurs groupes de substances organiques et,
n particulier, les orfAo-nitrotoluenes. L'existence de photochromie est attri-

j,U<§e dans ce groupe de molecules k la production d'une forme tautomere sous
effct de l'irradiation, par deplacement d'un hydrogene relativement mobile.
msi par exemple dans le cas des orf/w-nitrotoluenes, la forme A incolore

e transforme sous l'effet de l'irradiation en la forme B coloree. La disparition
e 1 irradiation s'accompagne d'une ^transformation de la forme B en la forme A,

a°nc de la disparition de la couleur.

A
HO 0

B

I ^n vue de certaines applications possibles des substances photochromes dans
defense contre les effets destructeurs d'une irradiation puissante, un pro-

cme particuli&rement important concerne la duree de la persistance possible
e la forme coloree apres la cessation de l'irradiation. Les travaux de MUe Valde-
°ro et B. Pullman ont permis d'etablir une regie quantitative rattachant la

(];^
e de la decoloration, done du retour k la forme tautomere primitive, & la

ice d'energie de resonance entre les deux formes. D'une manure generate,
ie de resonance de la forme A est toujours sup&ieure k celle de la forme B

^ ii en est de meme pour son energie de transition au premier ctat excit£). La
| , | e precitee montre que la vitesse de decoloration est proportionnelle & l'exc&s

de resonance de la forme A par rapport k la forme B. Les auteurs ont
t etudie d'une maniere tres d&aill6e l'influence de divers types de
nts sur cet 6quilibre tautomere.

tiT a*"eurs> t o u t e u n e s ^ e de travaux de caractfre technique ont 6t6 effec-
es par differents travailleurs du laboratoire en relation avec le perfectionne-
e n t m&ne des methodes de la chimie quantique que nous utilisons et certains

^ ces perfectionnements ont 6t6 appliques k l'ftude de la structure electronique
tjC ^ l 1 6 '^^ molecules simples. II convient de signaler dans ce domaine en par-

u*ier les travaux de M. Berthier sur l'6tude des systemes k couches electro-
z^ues incompletes, etude qui rencontre de grandes difficultes pratiques. En

. n o d e du champ self-consistant, celles-ci proviennent du fait que chaque
^Pe d'orbitales contenu dans la fonction d'onde totale est defini par une equation
n ^artree-Fock differente. De nombreux procedfe ont ete proposes pour tour-
Mm ^^ c u '^ i m a is peu ont re$u des applications effectives. M. Berthier et
. e Baudet ont introduit un certain nombre de modifications dans la technique

de
8 maf"ces"densite, de maniere k la rendre utilisable pour la determination

t
 s ,Orbitales moleculaires des composes de ce genre £ 1'aide d'ordinateurs flec-
ra<T I^Ues* ^ ^ t r e d'exemple, ils ont calcule les premiers dtats electroniques du
j. ,1Cal benzyle en minimisant non seulement l'energie de Tetat fondamental,

8 aussi celle des deux premiers doublets excites et celle du premier quadru-
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plet. Les resultats ainsi obtenus donnent une interpretation satisfaisante des
spectres electroniques et E.P.R. de ce radical.

Dans ce domaine de recherche de chimie theorique, M. Kutzelnigg a apporte
une contribution importante a la resolution du probleme de deux electrons
en mecanique quantique par determination directe des orbitales naturelles;
MmeB Serre et Le Goff ont etudie la structure electronique de NO2 et de N2O4 \
MM. Veillard et Del Re ont etudie 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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Rapport de M™ y. KHOUVINE, Chargte de Service.

Nous avons, cette annee, approfondi le mecanisme de la biosynthese des
P'otemes par les noyaux entiers ou delates, les particules de Sripati et les ribo-

^es Nous avons l i i l ' d d l l l frobie des

^ 8 june de beurre ains qe p
n t i ° n de mi tochondries pures et intactes.

M. C. E. Sripati a etudie le m&abolisme des particules qui sortent des noyaux
cours de Tincubation, en marquant d'abord les cellules entires de l'hdpatome

c*tique avec *2P, 1'acide orotique -14C et avec des acides amines enticement
^rques par 14C. Le marquage est fait pendant 5 i 30 minutes. Les particules
^ se marquent pas pendant les 5 premieres minutes, puis le surnageant se marque
c» enfin, apres 30 minutes les radioelements sont incorporfe par les particules.
fcT proPri&&» ain«i que les teneurs en ADN, ARN et proteines, prouvent que
Hu f' w s o n t ^ormees par ce qu'on appelle la chromatine nucleaire. Le
^ cleole reste intact k 1'interieur, comme le montrent les microphotographies

ectroniques, et c'est lui qui fixe rapidement les radioelements.
^ Le metabolisme des particules a ete egalement &udi£ avec les m&nes pre-
Htf*?**9 in vitrOy c>est" i-dire apres leur isolement. L'incorporation des acides
ap \n6s e s t b<aucoup plus lente que dans les cellules entieres et TATP est retrouvi,
^ r e s 20 minutes, dans une fraction acido-insoluble. L'etude enzymatique doit

^rer le role des polymerases dans ces syst^mes.
le

 1VI- C E. Sripati a, en outre, cherche si la glycolyse anaerobie nucteaire suit
cycle des pentosesphosphates. Pour cela, il a incube des noyaux de foie nor-

tivV p r & e n c e de x» 14C-glucose et de 6, 14C-glucose,en mesurant la radioac-
de * d^ C02 degage pendant l'incubation. II a observe que la radioactivity
Prn 2 e s t beau<x>up plus grande quand le substrat est le i, 14C-glucose. Ceci
Cy ,

UVe q^e le metabolisme glucidique du noyau se fait aussi par utilisation du
W d e S Pentosesphosphates. Mais, comme dans le cycle de Meyerhof, Tuti-
inh'k011 du glucose-6-phosphate est meilleure que celle du glucose et les noyaux
He !!?e^ la glycolyse anaerobie cytoplasmique si le substrat est du glucose et
c*t i m h i b e n t Pas si c'est du gluco-6-phosphate. L'interpretation de ccs resultats
et i . m ^ e que celle qui a ete dejJi proposee et qui fait jouer un role k TAMP

* la formation d'ATP.
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L'6tude enzymatique a montre que l'addition de glutathion oxyde favorise
Faction de la glucose-6-deshydrogenase et de la 6-phospho-gluconate-deshy-
drogenase qui dependent de TPN, en acceptant les electrons de DPNH ou,
directement, ceux de TPNH, a condition qu'il y ait des traces de TPNH dans
le milieu.

L'ensemble des resultats de M. Sripati fera l'objet d'une these de doctorat
es-sciences d'etat.

MM. J. Okuda et D. Szafarz, pour etudier la synthese des proteines par
les noyaux de foie, ont d'abord compare plusieurs methodes de preparation avant
de choisir celle qui utilise les tensio-actifs avec laquelle ils ont obtenu rapide-
ment et avec de bons rendements des noyaux purs. Ils ont ensuite broye ccs
noyaux et separe 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 etudie quelques proprietes
de ces fractions, en particulier Faction de la DNase, de la RNase et de l'ATP-
La DNase inhibe 75 % de Incorporation, la RNase est sans action et l'ATP>
qui est sans action sur le systeme normal, reactive un peu les fractions qui ont
ete traitees par la DNase. La fraction qui ne sedimente pas a 105 000 g contient
un inhibiteur de Incorporation. Cet inhibiteur est relativement stable, n'etant
inactive qu'apr&s 10 minutes de chauffage a ioo° et n'est pas dialysable. II existc

aussi dans la fraction soluble du cytoplasme. Son action parait fort interessante
et son etude sera continuee.

MM. J. Okuda et D. Szafarz ont egalement etudie 1'incorporation des acid#
amines, en particulier celle de la lysine -14C dans les particules de Sripati qul

sortent des noyaux au cours de l'incubation a 370 dans le tampon TRIS, ec
le foie normal et le foie en regeneration de Rat. Ils ont observe que les pi
des deux types de foie contiennent 2,5 fois plus de proteines basiques du type

histone que de prot&nes acides et que l'incorporation est plus faible dans le

proteines basiques que dans les proteines 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 synthetisees pendant la mitose sont stocked
dans les cellules au repos pour y controler, plus tard, les syntheses.

M. Szafarz, cherchant a elucider le mecanisme de la cancerisatio
par le DAB, a commence l'etude de la formation de complexes entre le Vy
et quelques proteines telles que les histones, les protamines et la serumalbuinin •
La fixation du DAB sur les proteines peut etre suivie au spectrophotometre P
les variations du rapport des densites optiques a 410 et a 452 mjx. La variati
est plus grande avec les histones qu'avec les albumines. De plus, Talcool ®**.
cie le complexe DAB-serumalbumine et ne dissocie pas le complexe DAB-*11

tone. . ^
M l l e R. Rozencwajg et M. J.-P. Zalta continuent k etudier l'incorpo^0 ̂

des acides amines marques dans les proteines des noyaux des cellules de \y^^c

tome ascitique de Zajdela. Apr&s avoir obtenu les noyaux entiers k lfaidc ^
tensio-actifs anioniques, ils les font eclater mecaniquement et centrifugeI1

faible vitesse. Le culot est surtout forme de nucleoles et de chromatine et l*1
 t

pore activement les acides amines. A Taide de ces fragments nucleaires, l l s

d
g

determine le role des proteines basiques du type histone dans
Apres traitement acide, l'incorporation augmente nettement, bien que la
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sition des fragments ait ete beaucoup modifiee. En effet HQ a disso*^
So % des proteines, 30 % de l'ARN et 15 % de l ^ ^ , ^ 1 ^ dete"
proprietes des fragments nucleaires ne change pas, comme 1 ont p ouve^es deter
mirations des conditions optimales de Incorporation, mvaro "£™***nce

ii d ihibitions et des stimuktoons Cest

% ^incorporation, que le c h l o r P ^
ede 25 %, tandis que Addition des 4 nucleo ***»$& • » £ * * * g j

exogene, stimule l'incorporation. Selon le type a AIKJ J V
ire de foie, de cellules ascitiques, ARN « messager » de foie, AKIN ;,

stimulation varie de 70 a 300 %. MM T Huppert et
M. J.-P. Zalta, en collaboration avec M»* Rozencwajg, » « J ^ £ ^ d e la

^leaires « s p ~ e s
T . J .P. Zalta, en collabo J^£^de la
L- Montagnier, poursuivent l'etude des systemes ^leaires « s p ~ e s
synthese £ ^tro de l'ARN viral du virus de l'encephalomyehte du Rat,
Pilules d'ascite d'Ehrlich. ,. . ^QI,:cmP de l'inhibi-

E M Zl tudie ^ ™ « 2 ~ £ "
ules dascite dEhrlich. ,. . ^QI,:
En collaboration avec M. Boer, M. Zalta etudie ^ ™ « 2 £ , e p r o .

i d de 1|amm
. En collaboration avec M. Boer, M. Z ^ 2 £

^ n , par le chloramph6nicol, de l'incorporation des aade 1|amm d^
^ des ribosomes de foie de Rat. Us poursuivent egalemerrt: 1 tt^

ment et de la structure des ribosomes de foie de Rat, apres

f ina le s du s-ARN, la synthese d'une fraction de 8 a w a>n ^ ^m

'en»ent inhibee. Par sa composition en bases qu l
A

s^ aPp"C" a e e r „ c'est proba-
Pfr son marquage, cet ARN pourrait 6tre un ARN « m» R r A c t y nomy-
JSent la synthese de cet ARN qui rend ^ t i 0 » ^ ^ l \Je\\c se
£ faible (20 a 30 %) et de plus, inconstant* Cette mtnb ^ P ^ ^

^ouv e > fc ^ r o , a p r e s 2 a 4 heures d'lncubatton **•£ ^ a v e c u n e

Je 1 incorporation m eifro par les ARN, elle se fait, pour «sio Ju ^
fracJon 8-,o S dont la composition en bases est voisme de cdte a o m a z i n e

, M. R. Sutra a continue ses recherches sur 1 influence ae ^ .nhib._
J j incorporation d e 1'adenine 8-»C par J « fcH« ^ ^ de8 retards

d
 U r a g t t a d e s c o n c e n t r a t i o n s v a r i a n t d e 2 . 1 0 a 5 . 1 0 m , P * * Uer j u s q u ' a

J ^issance et une diminution de ?***?**>»*<£ jg£o
V % en , ! , « „ „ „«„, u rnn^ntrations les plus fortes. 11 se P

- J . Rosenberg et M~ Emanoil-Ravicovitch ont
t ^ o l i s m e d e s g ^ d a n s l e s cellules normales ^ ^ ' m , n c 6 e n f l »
v> du ^e de Rat. Les animaux ont et6 soumis a unr ^m e a

1168 « en proteines, additionne ou non de jaune de beurre [V*
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minoazobenzene). La precancerisation a surtout retenu leur attention. Us ont
etudie les variations du taux des flavines, des nucleotides flaviniques, le role
de la DAB-reductase dans la detoxication du foie et le role des hormones.

Us ont montre que la diminution du taux des flavines est caracteristique des
cellules neoplasiques. Au cours de la cancerisation ce taux varie, dans les
cellules normales, meme lorsqu'elles sont voisines des nodules cancereux. Ik
ont, egalement, montre que la cancerisation modifie, non seulement le taux
global des flavines, mais qu'elle agit preferentiellement sur certains nucleo-
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 egalement etre mis en evidence par r etude de la
detoxication du foie par la DAB-reductase dont le coenzyme est FAD. Apres
avoir montre que cet enzyme est localise sur les membranes ergastoplasmiques,
ils ont prouve, par une etude cinetique, que la disparition de FAD, au cours
de la cancerisation, provoque une diminution de Tactivite enzymatique qui»
apres 4 mois de regime, a completement disparu. Le role de la DAB-reductase
et celui de FAD est egalement mis en evidence dans Faction des rayons X. Au
d£but de la cancerisation, l'irradiation empeche la diminution de FAD, ce qul

conserve a la DAB-reductase son pouvoir de detoxication, mais apres 4 mois
de regime carance en flavines, en prot&nes et additionne de DAB, l'irradiation
n'a plus aucun effet.

Enfin, M. A.-J. Rosenberg et Mm e Emanoil-Ravicovitch ont etudie Faction
de Thydrocortisone et de Thormone thyreotrope sur le taux des flavines et su*
Tactivite de la DAB-reductase. L'hydrocortisone augmente le taux de FAD
et Tactivite de la DAB-reductase, tandis que Faction de Phormone thyreotrope

est negligeable.
L'ensemble de ces recherches doit etre reuni par Mm e Emanoil-Ravicovitcb

dans une these de doctorat es-sciences qu'elle soutiendra cette annee, apportant
une contribution tres importante k retude de la precancerisation et de la n
cerisation par le jaune de beurre.
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SERVICE DE BIOCHIMIE B

Rapport de M™ M. GRUNBERG-MANAGO, Chargee de Service.

Nous avons poursuivi 1*etude des mecanismes de la biosynthfese des poly"
ribonucleotides, de leur structure physico-chimique et de leur role dans la syn*
these des proteines, en nous attachant plus particulierement aux points suivants •

A) Transfert de l'information et nature du code genetique.

B) £tude des proprietes physico-chimiques des polynucleotides renfermafl*
des bases atypiques.

C) Mecanisme de synthese enzymatique des ribopolynucleotides.
a) Polynucleotide phosphorylase.
b) Synthfese de TARN chez les levures.

D) Degradation des acides ribonucleiques.

E) Role du chloramphenicol et des analogues d'amino-acides dans la $yn*
thfcse des ARN et des proteines.

A. — TRANSFERT DE L'INFORMATION ET NATURE DU CODE G^N^TIQUE.

En collaboration avec M. Michelson et avec Taide de M. et Mm e Dondoj1'
nous avons plus specialement etudie l'effet de la substitution k la position 5 *r
noyau uracile par differents groupes (chlore, brome, iode, fluor, methyl, hydroxyle»
ribose) sur le pouvoir qu'ont les polymeres de stimuler l'incorporation des aci<|c

amines dans un systeme isole de E. coli. Ceci afin de preciser le mecanisme <*j
mutations et des modifications phenotypiques qui se produisent k la suite
Incorporation des analogues de bases dans TADN ou TARN. t

Nous avons trouve que les polynucleotides substitues — et, contrairein^
k ce qui avait &e trouve precedemment par d'autres auteurs, le poly ^u0T°^q p p , py ^
et le poly methyl-U — sont plus ou moins actifs pour l'incorporation de la P**
nylalanine. Les conditions de pH et de temperature sont cependant crftfol|*
pour Tefficacitd du poly FU k stimuler l'incorporation de la phenylalanine.

l l '
ncorpoation de a pheny

contre, le poly pseudo-U est inactif pour la synthese de la polyphenylal*nl '
mais cela peut s'expliquer par sa structure secondaire; la temperature de fasl

de ce polymere est de l'ordre de 6o° et il est vraisemblable que sa ^
l'empeche de former des complexes avec le codon complementaire du s-A .
Ceci est confirme par le fait que le copolymere (U, pseudo-U) qui ne p°sS
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Pas de structure ordonnee dans les conditions expenmentales, stimule l'incor-
poration de la phenylalanine. TT T n ^ r , p rH OH

L'ordre d'efficacite des polymeres est le suivant: U, I>Br>C1 ,FJCH.UH-
De plas, nous avons montre que l'acide P ° W » ™ ^ ^ ^ * k

ment ^incorporation de la leucine, de V ^ ^ ^ } ^ ' ^ ^ ^ U
degre moindre, celle de la serine (codon assigne UUC), ^ S ^ S T
\ hydroxy-U et methyl-U sont totalement inactifs en ce qui concerne la

S h ^ l e poly BrU puisse coder pour la serine et jo
*erait en accord avec le mecanisme des mutations indmtes V»
(Postule par Watson et Crick et par Freese), mecanisme qui
formes tautomeres rares des bases (comme la forme ^ . ^ ^ ^ p r o -
JrU devrait s'apparier normalement, comme le U avec 1 ademne m « f P
babilite d'un couplage avec la guanine n'est pas f ^ J ^ ^ i suggere
cache du poly FU vis-a-vis de la serine est un«sulm utf^e^du ^ ^
que le fluorouracile ne peut jouer le r6le d un C dans jc c o ° Jdifi t ions p h e .
Par l'ARN. Or, c'est ainsi qu'ont ete jusqu'ici exphquees les modincau P
notypiques causees par le FU. comporter comme un
. Le pouvoir du BrU de coder pour l'isoleucme et dej« comp
J semble difficile a expliquer en invoquant la stabilisation de sa u>
^ous avons verifie que kcodon pour l'isoleucme est bien UUA e ^ o n
* UUU. Nous avons alors etudie 1'effet de la bromurafcon & h c ^ la
avons trouve que l'acide polybromocytidyhque code P lu s f , ^ t ^truc-
froline que le poly C lui-meme, ce qui s'exphque peut-etre ***** fi Q codc
»re du poly BrC est moins ordonnee que ce le du P ^ ^ g P

s^nactif par
Element pour la threonine (CAA ou CCA) abrs que 1 e j j ^ ^ p a r t i ' q

P
u e ,

J°ntte le poly BrC est inactif pour l'histidine (CCA), la lysme,
alanine, la valine et l'arginine. krnmees peuvent jouer le role

Ces resultats suggerent que les P ^ ^ ^ d a n s d e u x maisjamais

C festis" S J ̂ R " ^
Une hypothese a ete proposee pour rendre co

^ r q u e r que le poly BrU code mieux pour 1 * J » ^ J " J ^ le C. Le fait
^ est-il possible que le BrU remplace le A p i " ^ ^ % ^ A e8t le meme
1Ue le poly BrU soit inactif pour la tyrosine - dont c C C A ^
g* Pour 1'isoleucine - et le BrC pour 1'hisUdme - d o n * k ^ ^ ^ ou

J meme que pour la threonine - mdique que le comj> ^ . ^
uBrCentantqueApourraitdePendredesrapported^ ^ ^ ^ ^

J? le triplet complementaire du f ^ ' g ^ g A dans la meme position
J^nine et le codon pour l'isoleucine oat chacun un _^ isoleucine
^ le triplet. Ceci est en « ^ ^ , t a ^ S t £ T d . l'acide nitreux.

r ont ete observes dans la proteine du W j a p don8 Wnotypiques
7 fysteme utilise offre done un moyen d etude des mo c h i m i ques des
! d°nne la possibility d'etablir une comparison avec les base



34 RAPPORTS DES TRAVAUX EFFECTORS EN 1963

B. — ETUDE DES PROPRI£T£S PHYSICO-CHIMIQUES DES POLYNUCUSOTIDES
RENFERMANT DES BASES ATYPIQUES.

M. Michelson et M. Pochon ont synthetise differents analogues de purines
et de pyrimidines et les ont convertis en nucleoside-5' diettriphosphates qui servent
de substrats pour la polynucleotide phosphorylase et TARN polymerase. L'intro-
duction de substituants d'un type donne modifie considerablement la structure
electronique de la base et permet d'etudier d'une mani&re plus precise l'influence
de ces structures sur les proprietes des polymeres.

Afin d'etudier, en collaboration avec M. Douzou et M. Helene, les diverses
formes tautomeriques de la cytosine, M. Pochon et M. Michelson ont synthe-
tise divers composes substitues de cette base : 3 methyl, 1-3 dimethyl, 1,3 N
trimethyl, 1 methyl, 3 methyl N6, acetyl, 3 methyl N6 benzoyl cytosine.
deux bandes d'absorption de ce dernier compose etant proches, un nou
substituant a ete introduit afin de les ecarter : 3 methyl 5-bromo N6 benzoyl
cytosine.

II etait interessant d'etablir une relation entre le comportement biologiquC

et les proprietes physico-chimiques de polymeres formes d'analogues de bases*
Dans ce but, M. Michelson et M. Massoulie ont entrepris l'etude des stability*
comparees des complexes helicoidaux formes par les acides polyuridyliques 5 halo*
genes et le poly A. Les resultats ont fourni des renseignements importants ŝ J
les facteurs ayant une influence sur la stabilite de la double h61ice de l'AD^
(liaison hydrogene, effet d'empilement, facteurs steriques).

D'autre part, M. Massoulie a egalement poursuivi ses travaux sur les CO&*
plexes entre poly A et poly U et en particulier a cherche k determiner l'influeflce

du pH, ce qui a permis de mettre en evidence la formation d'un nouveau comply
non dterit jusqu'ici. f .

L'acide polypseudouridylique et l'acide poly-5-hydroxyuridylique ont e ^
synthetises par M. Pochon et M. W. E. Cohn k partir des nucleosides pyropboS^
phates correspondants, par la polynucleotide phosphorylase. Des etudes p"?
siques ont ete effectuees sur ces polymferes, notamment, determination des
courbes de chauffage, courbes de melange. M. Pochon a pu ainsi montrer
ces polymeres forment, avec l'acide polyadenylique, des helices a trois b
L'acide polypseudouridylique possede une structure propre tres stable,
cela a dejk et6 mentionne ci-dessus, puisque celle-ci disparait seulement
M. Michelson a effectue des etudes similaires sur les analogues des acides
cytidyliques et polyadenyliques.

Un autre point important concerne Interpretation des mecanismes de tn&
tion par desamination de la guanine. Aussi M. Michelson, avec l'aide

Mile Monny, a-t-il entrepris l'etude de l'acide polyxanthylique. Contrairetf*e

au poly I et au poly G, cet acide ne forme pas de complexes helicoidaux • ^
le poly C. Par contre, il en forme avec le poly A et le poly U. Neanmoii^; ^
polymere est totalement inactif dans le systeme de synthese in vitro des protei ^
et ne favorise pas l'incorporation de la phenylalanine (codon, UUU) ni dc

lysine (codon, AAA).
Enfin, M. Massoulie, en collaboration avec M. Michelson, a cherche

au point des methodes enzymatiques permettant d'eliminer selectivemen
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r&idus indus dans les boucles externes des complexes imparfaits entre un homo-
Polynud^otide et un copolynucl&rtide. Le modele choisi a ete le poly I et le
Poly (C, U) et l'enzyme utilise est une endonudease sans specificite vis-i-yis
des bases (voir plus loin), mais dont l'efficacite depend de la structure secondaire
d<* polymeres. L'utilisation de cet enzyme pourrait apporter des donnees sur
* structure des s-ARN specifiques pour les acides amines. Aussi M. Fochon
6 1M. Michelson etudient-ils actuellement des mdthodes pour purifier les s-ARN
8Pecifiques.

C. — MECANISME DE SYNTHESE ENZYMATIQUE.

a) Polynucleotide phosphorylase, - Avec M. Williams et l'aide de M™• Thang,
n»us avons mis au point une methode de purification de la polynucltotide pnos-
Phorylase, isolee a partir d'E. coK, ce qut permet d'obtenir, avec de bons rende-
m<*ts, un enzyme purifid 300 a 600 fois (environ dix fois plus actif qucj ceux
W ont 6te d^crits prec^demment) et qui est pratiquement hbre de nucleuses,
1 acides nucl^iques, de phosphatases et de kinases. Cette preparation peut done
^e utiUs^e pour fcudier la sequence des bases nucleotidiques dans les ARN
2 » effectivement ete employee par M™ Singer et M. Fraenkel-Conrat pour une
^ d e sur la sequence d<£ bases de l'ARN du TMV. Cette preparation punfiee
^nvient 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 0 ^ ^
t»on de l'ADP et de l'UDP, dans les conditions optima; de plus ™«» ™J
^ t r 6 q u e la synthese de poly A s'effectue de turn et non a partir d un eventuei
P°lynucleotide contaminant Enzyme. Cependant, de nombreux facteurs^ en
Ja«iculier certaines conditions physiques et l'uree peuvent provoquerjon retard
2 «*oe inhiber la polymerisation de l'ADP ou de l'UDP. Leur dnr»ri^ sug
I** qu'ils n'agissent pas sur un site specifique de l'enzyme, mais qu « ^ P « ™ J
ft* un chapmen? de structure non specifique La phase de latence peut «rc
Z* P« addition d'oligonucleotides a groupe hydroxyle terminal 1 bre, ou

e en , c e u x . c i
 g

r e s t a u r e n t Element en partie l'activite de 1 enzyme
traitement par l'uree. L'effet de ces oligonucleotides sur la structure
me est actueUement a l'e"tude. , ,

polynucleotide phosphorylase de M. lysodeiktuus a egalement
e M6 A YJeiJdu

 y
recedent, cet enzyme a un b e s o i n ^

k S, Clnet>que enzymatique et que ses ventables fut)Str^ l'enzvme

4S*T- et non le «>mPlexe ADP-Mg; la r ^ 0 ^ r d a r i a q S a
Q *f ^ * « * * & « "A une c i n 6 t t r Piant2 Nous avons pu darifieration de l'ADP et celle du Mg sont interdependantes Nous_avon p

f e n c e s en exprimant les results ~J»^£?™Z ^ fvait
^"complexe ADP-Mg, et non en fonction de
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D'autre part, les etudes de l'enzyme estrait de Cl. perfringens, et en parti-
culier les methodes de purification de cet enzyme ont ete poursuivies par M. Fitt.

b) Synthese de VARN chez les levures. — M. Tavlitzki et M l l e Cousin ont
continue F etude systematique des enzymes de la levure qui catalysent la syn-
these des polyribonucleotides.

Le syst&ne de nature particulaire dont il a ete question dans les rapports
precedents a pu etre localise. En effet, l'activite d'incorporation de l'ATP, non
stimule par le s-ARN, qui le caracterise, est associee aux ribosomes, Par ailleurs,
des renseignements ont ete obtenus en ce qui concerne l'intervention eventuelle
de l'ADN ou de TARN dans les reactions de synthese. Le fait que la DNase
ne soit pas inhibitrice et que l'actinomycine D soit depourvue d'activite rend
peu probable la participation de l'ADN a la reaction. Par contre, la RNase est
inhibitrice dans des conditions ou elle est inactive sur le produit de la reaction*
Ceci suggere qu'il s'agit d'un systeme dans lequel TARN pourrait jouer le r6k
d'un amorceur.

L'activite d'incorporation de l'ADP, qui a ete mise en evidence dans U*
fractions non-sedimentables, s'accompagne d'une activite phosphorolytique*
L'isolement par chromatographie des produits de degradation de l'acide polyad^-
nylique permet de constater que la substance principalement formee est l'ADP*
Ceci indique que Ton pourrait avoir affaire a un enzyme se rapprochant d'ufle

polynucleotide phosphorylase.
Des recherches ont egalement ete effectuees a l'aide de fragments de mito*

chondries preparees dans le laboratoire de M. Slonimski, a partir de cellules &
levure a respiration normale et de cellules « petite colonie ». II a ete constate
que ces fragments catalysent Incorporation de l'ATP et, plus faiblement, cell*
de l'ADP, dans des precipites acido-insolubles. L'incorporation de TATP c s t

inhibee par la RNase ainsi que par la DNase et Tactinomycine D. Elle est stimuli
par Taddition d'ADN et cette stimulation est nettement plus forte lorsque l'°n

utilise des fragments de mitochondries isolees a partir de cellules « petite coloni^9-
II semble done que les mitochondries possedent au moins un systeme de synth&e

de TARN et que l'ADN intervient dans la reaction.
Enfin, M. Tavlitzki et MUe Cousin ont etendu leurs recherches k

souches de levure, ce qui leur a permis de constater que les enzymes qu'i
y sont egalement presents.

D. — DEGRADATION DES ACIDES RIBONUCL&QUES.

a) Phosphodiesterase de venin de serpent. — M l l e Cousin a etudie
de la structure secondaire des polyribonucleotides sur leur degradation par

de la phosphodiesterase de venin de serpent. Par contre, les polymeres ,
vus de structure secondaire sont rapidement degrades. Dans les conditions 1*
lis&s, le s-ARN et l'ARN ribosomal de levure ne sont degrades que tres p
tiellement par l'enzyme. Ceci est en accord avec ce que Ton sait de la struct
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du s-ARN et suggere que l'ARN ribosomal pr&ente egalement des
regions dont la structure est ordonnee.

b) Enzymes de E. colt. — M. Michelson, avec l'aide de M l le Monny, a isole
, U x diesterases k partir de E. colu Toutes deux sont des endonucleases et clivent
ARN et les polyribonucleotides en donnant des nucleosides 2', 3' phosphates

^cliques. Ces enzymes different toutefois par leur comportement chromato-
Sraphique sur les colonnes de DEAE et par leur besoin en Mg. Us clivent pr£-
erentiellement les polynucleotides n'ayant pas de liens hydrogene et pourront

Vraisemblablement etre utilises pour hydrolyser les residus des nucleotides dans
es ARN non engages dans la structure helicoi'dale.

E. — ROLE DU CHLORAMPH^NICOL ET DES ANALOGUES D'AMINO-ACIDES

DANS LA SYNTHfeSE DES A R N ET DES PROT&NES.

En collaboration avec M. Thang et M. Williams et avec Taide de M l le R^veil-
°n» nous avions montre pr&6demment, en utilisant un mutant d'E. colt

^tryptophane-) que la synthese de certaines proteines n'est pas inhibee par le chlo-
aiJiphenicol k faible concentration et qu'il s'agissait bien de synthese prtfcren-
leUe de certaines prot^nes et non d'une synthese residuelle de Tensemble des

P^teines. Dans les m&nes conditions, la polynucltetide phosphorylase peut
t r e synthetisee de novo. C'est la premiere fois que Ton met en Evidence une
Mhese preferentielle de certaines proteines enzymatiques (polynucl&tide

Phosphorylase, ARN polymerase, etc..) en presence de chloramphenicol. Les
e^

uls autres cas connus jusqu'i present concernent les proteines des membranes
certains peptides. Ces resultats posent le probteme du m&anisme d'action

J! cWoramphenicol dans la synthese des proteines. La synthese de la polynu-
leotide phosphorylase est egalement constatee chez ce meme mutant lorsque

tryptophane est remplace par le 5-methyltryptophane, a condition que le
d

moramphenicol soit present k faible concentration. La presence simultanfc
d^

 chloramphenicol et du 5-methyltryptophane ne provoque cependant pas de
g ^ d a t i o n d e Pr^eines pr6-existantes.

, iVf. Thang a alors envisage les possibility d'incorporation dans les prot(§mes
/[ S;m6thyltryptophane qui etait considere jusqu'i present comme ne pouvant
d

 e mcorpore. Des experiences de culture du mutant tryptophane , en pr&ence
jnri.

trvPtophane et de Hs-5-methyltryptophane, k des concentrations varies,
(Tpq

A
Ueilt qu'il y a incorporation du S-methyltryptophane dans les proteines

^ 95° C non solubles). , P A D X I

D r ,L hez le meme mutant, M. Thang a montre que la synthtee de 1 ARN en
p r ? e n c e de s-methyltryptophane (au lieu de tryptophane) requicrt aussi la
S e ^ e du chloramphenicol. L'action du S-methyltryptophane n e s observe
11 ^Vec les mutants qui requierent le tryptophane pour la synth&e de 1 ARN.
ph

8*git d'une action propre k l'analogue, et non d'une liberation de trypto-
trvn^ p r o v e nant d'une degradation des proteines, car la presence dc 5-mrthyl-
uJpt0Phane et de chloramph&iicol ne permet aucune synth&e dARN chez

JJJtte mutant de E. coti (threonine- et leucine").
Ph* - a u t t e Part, M. Thang a constate recemment que la pr&ence de chloram-

en»col est egalement requise pour la synthtee de l'ARN chez un autre mutant
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(phenylalanine~), en presence des analogues thienylalanine et parafluopheny-
lalanine dont on sait qu'ils peuvent etre incorpores dans les proteines a la place
de la phenylalanine. Les resultats semblent indiquer un role direct du chloram-
phenicol dans la synthese de TARN, independant de son activite inhibitrice dans
la synth&se des proteines.

F. — TRANSFORMATIONS CHEZ USTILAGO.

M. Tavlitzki, avec Taide de Mm e Talou, a entrepris l'etude des phenomfenes
de transformation qui ont ete observes par le Professeur Nozeran chez UstUago*
Cet organisme se presente habituellement sous forme mycelienne, mais donne
naissance de fa9on sporadique a des formes unicellulaires, formes « levures »
qui se reproduisent comme telles et fournissent des clones stables. Les cellules
qui constituent ces clones ont la propriete d'induire la transformation totale
du mycelium en formes levures, qui a leur tour possedent la meme propriete.
Avant d'aborder l'£tude biochimique de ces phenomenes, il a paru utile de pr̂ "
ciser les besoins nutritifs des deux types cellulaires. M. Tavlitzki a pu elaborer
des milieux de culture definis pour les deux formes d1Ustilago. II a alors constate
que la proliferation du mycelium s'effectue dans un milieu ne contenant que

du glucose et du sulfate d'ammonium, alors que les cellules de levure qui en sont
issues requierent en outre l'arginine et la lysine, et cela de fa$on specifique*
Les milieux ainsi definis ont facilite Tetude des modalites de la transformation
et des facteurs qui y interviennent.

Le stade suivant a consiste a mettre au point une methode d'etude quanti-
tative de la transformation. Ceci a pu etre realise dans des conditions telles que

les resultats sont obtenus rapidement et de fa$on tres reproductible : il su®
de mettre le mycelium pendant quelques heures en suspension dans un milicU

oil s'est effectuee la multiplication des levures, pour observer Tapparition de

cellules transformees dont le nombre est fonction de la concentration en nriHeU

transformant. L'un des problemes qui se pose maintenant est de determine

la nature de la (ou des) substance(s) en cause. Les premieres experiences realise^
dans ce sens ont permis a M. Tavlitzki de constater qu'il s'agit vraisemblable*
ment d'un seul facteur et que Ton pourrait avoir affaire a une molecule relate
vement petite.

G. — M^TABOLISME DE ACETOBACTER XYLINUM.

L'etude comparative du metabolisme de Acetobacter xylinunt ayant p°
sur milieu synthetique comprenant, soit le fructose, soit le glucose, comme
de carbone, a permis a M. Prieur de demontrer :

— que les bacteries entretenues sur fructose (« F ») degradent les ^
par la mise en jeu de reactions impliquees dans le cycle des pentoses, avec
possibility de derivation du metabolisme par la voie des uronates;

— que les bacteries entretenues sur glucose (« G ») degradent le gluC°0/
et le fructose dans la proportion de 60 % par la voie Embden-Meyerhof et de 4° '°
par oxydation en acide gluconique.
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L'&ude des activites enzymatiques des bacteries pouss&s sur glucose ou
^r fructose a permis de classer les enzymes dont Tactivite depend des condi-
tlons de culture en trois groupes :

x) la phosphofructokinase : cet enzyme est present dans les bacteries « G »
^ Persiste pendant au moins cinq generations lorsque ces bacteries sont repiquees

ans un milieu fructose. Absent des bacteries « F », Tenzyme ne reparait pas
Orsque Ton repasse en milieu glucose.

z) groupe de la phosphoglucomutase : il comprend, outre cet enzyme, la glu-
^ose-6-phosphate deshydrogenase, la 6-phosphogluconique deshydrogenase et
a glycerokinase. Ces enzymes sont presents dans les bacteries « F » et persistent

^and on passe du fructose au glucose. Bien qu'absentes des bacteries entrete-
ues sur glucose, leurs activites apparaissent lorsque ces dernieres sont repiquees

•* milieu fructose.

.. 3) groupe de VUDPG-deshydrogenase : il comprend egalement la fructose
^nase. Presents dans les bacteries « F », leur activite disparait apres passage

Ur milieu glucose et reparait lorsque les bacteries « G » sont repiquees sur milieu

t II a ete verifie que la population est homogene en ce qui concerne le compor-
e m^n t des bacteries quant k leur croissance sur les deux sucres.

^ Le mecanisme de regulation de Tactivite ou de la formation des enzymes
e -4- xylinum en fonction du milieu de culture est k T&ude.

H. — RECHERCHES SUR LE MODE D'ACTION DE L'INSULINE.

. ^ Meyer s'est attach^ h mettre au point un systime d'incorporation des
lair S a i ? i n & d a n s I e s Protiines en utilisant les fibroblastes et les fibres muscu-

r^s- L'insuline stimule cette incorporation.
Ce *?• Meyer etudie actuellement les causes de cette stimulation en utilisant

rtains inhibiteurs tels que 1'actinomycine et la puromycine.
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Rapport de M. FRANCOIS GROS, Chef de Service.

ETUDE DES PROPRI&TES ET DU ROLE DES ACIDES RIBONUCLEIQUES
DANS LA SYNTHESE DES PROTEINES

Les rechcrches entreprises se reclament d'un programme d'etude k long
terme sur les proprietes des acides ribonucleiques et leur role dans la synthese
des proteines. Toutefois un accent particulier a etc mis sur les acides ribonu-
cleiques « messagers », agents de transfert de reformation genetique, et sur les
relations existant entre leur metabolisme et les mecanismes de regulation eel-
lulaire.

Une grande partie des recherches en cours ont 6te commencees dans le Ser-
vice du Professeur J. Monod & l'lnstitut Pasteur, avant leur poursuite dans le
laboratoire de Physiologie Microbienne a l'lnstitut de Biologie Physico-Chi-
mique, laboratoire dont l'amenagement et l'equipement ont commence en aout 62
pour s'achever pratiquement en mars 63. Par ailleurs, bon nombre de projets
se d^veloppent en liaison etroite avec les Services de Biochimie Cellulaire et de
Ginetique Microbienne de Tlnstitut Pasteur, ainsi qu'avec le Service de Bio*
chimie B de l'lnstitut de Biologie.

Les principaux themes de recherches et les equipes qui en ont la respofl*
sabilite peuvent etre classes de la maniere suivante :

1. — Controle de la synthise des ARN messagers chez les micro-organtsineSt

a) Effets de l'induction de proteines specifiques sur la synthese des AR^
messagers correspondants. Ce travail est principalement entrepris par *e

Dr S. Naono avec la participation du DT A. Shedlovsky et la collaboration tech-
nique de M l l e J. Rouviere.

b) Contrdle coordonne des syntheses d'ARN par les amino-acides
responsables de ce travail sont les DrB L. Legault et D. Nierlich avec la coll**
boration technique de Mm e Fagot.

c) Synthese et fonction des ARN messagers bacteriens au cours de l'infcC

tion phagique. Responsables de ce travail: D" A. Shedlovsky et J. Wyngaarde*1-

2. — Mtiabolisme des ARN messagers et syntheses des proteines.

a) Renouvellement metabolique des ARN messagers chez E. colu
sable : Dr R. Soffer.
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b) Mode d'attachement des ARN messagers aux particules ribosomiques.
Ce travail est effectue sous la responsabilite des D" D. et F. Hayes avec la colla-
boration technique de M l le M.-F. Guerin.

3. — ARN messagers et differentiation.

a) Chez les erythroblastes aviaires. Responsable de ce travail : D' Scherrer
avec la collaboration technique de M1Ie L. Voegelin.

b) Dans les 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 polynucleotides sur l^ctivite de la RNA
Polymerase d'E coli. Transcription des oligonudeotides. Trava.l 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

I. — A R N MESSAGERS ET CONTR6LE DE LA SYNTHESE DES PROTEINES.

D a) InductibilUi des ARN messagers. - Ce f vail commence k HnstiUjt
P«teur par le Dr S. Naono en collaboration avec les D' G Attard^ êt F Jacob
f et6 poursuivi dans mon laboratoire, principalement par le D' S Naono Afnm
» regulation des biosyntheses proteiques par les produrts des g ^ ^ ™ *
represseurs) peut s'exercer a deux echelons distincts et non « » « ^

^compatibles de Expression genetique : lors de la transcription du matene
S ^ i q u e en ARN messagers, ou lors du dech.ffrage de ces "ledgers ^qw
^duit a la genese des liaisons peptidiques. Une des approches •«££«£
P«ur analyser ce probleme consiste a determiner si, chez des cellules
P«ur la biosynthL d'enzymes definis, les ARN «^f^€^
^ enzymes sont ou non preexistants. Deux systemes ont «

ife/celui responsable de la synthese des enzymes imphqu*
n du galactose et celui qui controle les enzymes ^ b o l ^

fdes. Des methodes original ont et6 developpees qui permettent la
Ioij et le dosage des ARN messagers selectivement produit̂ • 1 « J «

P

5 est sous contrdle des operons « Gal » ou « Lac », les cellu
C d e s t r a c e s des ARN messagers correspondants Apres u™"--- r_. .
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Cette proportion reflete d'ailleurs la proportion des proteines totales qui cons-
tituent les enzymes neoformes par induction. Chez les organismes synthetisant
de maniere constitutive les enzymes sous controle d'un operon donne, les ARN
messagers homologues de ces operons sont detectables en proportions tres
abondantes, superieures a celles atteintes apres induction de l'homologue bacte-
rien de type sauvage. Les resultats s'interpretent aisement par un controle direct
des represseurs sur la transcription des genes en ARN messagers. De plus par
induction de bacteries Lac+ dans des conditions dites preferentielles (au cours
de la diauxie en presence d'un melange de glucose et de lactose), on peut demon-
trer une accumulation considerable d'ARN messagers specifiques de l'operon
Lac, par fractionnement chromatographique sur colonnes de Kieselghur albu*
mine methylee. Cette methode se prete a la preparation eventuelle de quantites
importantes d'ARN messagers specifiques d'un operon donne, et devrait per-
mettre l'etude de son activite biologique dans des systemes subcellulaires.

On sait qu'hormis la repression par les produits des genes regulateurs, la
cellule dispose d'autres moyens pour abolir rexpression pleiotropique des genes
inclus dans un operon donne. II s'agit d'une mutation du site de l'operateur
(mutation o°). Nous avons pu etablir que chez les mutants de type o° on ne

pouvait deceler, par les techniques d' hybridisation, d'ARN messagers comply-
mentaires de l'operon mute. Par contre, il a ete demontre par Beckwith q^c

la plupart des mutant o° sont suppressibles, resultat impliquant que ces mutants
synthetisent les ARN messagers specifiques de l'operon considere. La contra-
diction apparente entre les resultats de Beckwith et les notres conduit a penser
que la mutation type o° entraine la formation d'un messager dont Tun oeS

« codons », voisin de l'origine du site primaire d'attachement des ribosofltfs*
comporte un « non sens », c'est-k-dire, n'est pas dechiffrable en amino-acjdc

correspondant. De tels messagers « non sens»sont sans doute rapidement detruits-

b) Coordination des syntheses d'ARN messagers et d'ARN metaboliquerne**
stables. — En dehors des mecanismes assurant une regulation specifique de &
transcription au niveau d'operons definis, mecanismes mettant en jeu l ' t o n
des represseurs, la cellule dispose de mecanismes regulateurs tres generaux
interessent non seulement la production de tous les ARN messagers mais
lement celle des autres types d'ARN. Ainsi la carence en un amino-acide sp
fique chez un organisme auxotrophique pour cet amino-acide, arrete la synthes
de tous les ARN (Gros et Gros, Pardee et Prestidge). Le mecanisme intime <*̂
ce controle a fait l'objet d'etudes recentes par Kurland et Maaloe ainsi que Pa

Stent et Brenner. En absence d'un amino-acide quelconque, TARN de transit"»
habituellement combine a cet amino-acide se trouve « decharge » et inhibe
RNA polymerase. Le Dr A. Tissieres, lors d'un stage dans notre groupe & l'InS \
tut Pasteur, a pu demontrer en effet que l'ARN soluble (s-ARN) non harg
inhibe in vitro la transcription de l'ADN de coli par la polymerase tandis q
le s-ARN prealablement charge en presence de tous les amino-acides n'estQ1*
trts faible inhibiteur. A l'appui de ce mecanisme, Mm e Legault a pu veri
egalement que la synthese de diverses classes d'ARN (ribosomique, t r a I T n S j
messager) faisait l'objet d'un controle coordonne par les amino-acides. Aj
en carence d'un amino-acide, les taux de syntheses des 3 types d'ARN c

 t

laires sont reduits dans les memes proportions. De plus, chez un mutant ay
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perdu la capacity de contr61e par lesamino-acides,les3 W - d ' A W continuent
de s'accumGler dans des proportions semblables au cours dela carence « M .
amino-acide particulier (mutants dits . ^ I J ^ S Z Z Z Z
tene ne peut synthetiser de Prot6me par defau ^ 0 ^ ^
1 inhibition de la polymerase par le s-ARN decnarge cv L
des differentes classl d'ARN. M. D. Nierhch s'est joint j ^ M ^ £
depuis deux mois pour poursuivre l'etude des mecamsmes entramant la
genetique du controle par les amino-acides chez les mutants « relaxed ».

c) ** * Vinfection pka^ sur la » * » %*"*£% - S
*essagers bacteriens. - Lorsqu'une celule d ^ . f « * « * inIJ { , ^ l a b o r e r des
^ulent de la serie T, elle perd quasi instantanement la cap^•«» c e U e de

Proteines spedfiques (Monod et Wollman) m a j s . * « * « * £ £ de r6plication,
^nthetiser les proteines specifiques du b a c t e " ? P ^ e j ^ S i
Protdines d'enveloppes). Le mecanisme unp i

macromoleculaires sous l'influence d'
avait ete montre (Nomura) que chez E coh infecte
messagers bacteriens semble etre empechee, tandis ^ ^ ^ s h e d

8«s accumulfe sont homologues du genome P h W e ' ™ L e ,-„ wVr0. IU ont
lov% et J. Wyngaarden ont entrepris r A ™ ^ ^ ? ? ^ * , h capa-
observe que, dans les extraits de bactenes mfectees pendam:$ ^
c« d'incorporation des nucleosides triphosphates r a d ' ° a ^ J u l e 8 n o n infec-

ite de 9
Po % par rapport a ceUe fxtraUs provenant de c e l l u ^ ^ ^

La perte d'activite anabohque n'est pas d u e * " ^ fl
 n u d f i q u e p e u t

les bacteries infectees puisque, apres ^ ^ ' ^ . T R N A polymerase
i de matrice pour la synthese de RNA en P ^ ^ f ^ b i t i o n o b s e r v e e .

Des etudessont en cours pour p r e c * * £ ™ ™ ^ ™ ? i t le PhageT4

vsky et Wyngaarden ont en outre montre que î inr ^ ^ mar_
it pendant pL de 10 minutes (30" Q l \ d f ^ J Z dinitrophenol.
rapide d'E. coli qui s'observe normaKTKlmenUnfectees (ARN messa-

RN kmarquage rapide des bact&ies P r c a l f ^de^nouvellement normal
f* Produit par le phage) presente au contraire un taux de ™» a r r e t d e s

^ presence de DNP). Ce fait s'interprete • f ' ^ ^ ^ n W * des poly-
8y«emes de lecture qui assurent la synthese des proteines f a i t e m ent
^ e s . Un tel efFet s'observe de facon q ^ n s t a n a^ ba C t tones classique-
^e de l'arret immediat des syntheses de proteines bacter

observe".

II. - MfcABOUSMB DBS ARN - - * - • « C0U

DE LA SYNTHESE DES PROTEINES.

»e U x a s p . . de ce Prob,me ont particulierement re,nu

-) Renouvellement metabolique de 1'ARN messager chez E
h) Attachement des ARN messagers aux nbosomes.

d >) nenmvellement mitaboUque de ^JjTgJ'Z collaboration avec le
5* Probleme qui avait debute k L I n s ! t ? ^ v U i n s i qu'avec le D'Naono,
U C- Woese (Boursier de la General Electric Company) ainsi q
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a ete poursuivie par le Dr R. Soffer dans mon laboratoire. II avait et6 demontrl
que TARN messager des bacteries est une molecule k vie breve mais on ignorait
ce qu'il advenait des atomes constituant la molecule au cours de son renouvelle-
ment. L'emploi d'inhibiteurs appropries (Dinitrophenol, Proflavine) qui bloquent
la transcription du DNA in vitro par la RNA polymerase, nous a permis de
preciser ce point et de determiner combien de fois un codon present dans le
messager est « Lu » en moyenne, avant d'etre detruit. En presence des inhibiteurs
mentionnes l'ARN messager, prealablement marque par un isotope radioactif*
se decompose en produits acido-solubles. Dans les conditions normales au con-
traire, les fragments resultant de la degradation des messagers sont reemployes
k la synthese des ARN metaboliquement stables. La synthese des proteines
se poursuit pendant quelques minutes in vivo apr&s addition de DNP et le calcul
demontre qu'une chaine de messager fonctionne de 5 a 10 fois en moyenne avant
d'fetre detruite. Ce n'est done pas la lecture des unites de codage qui en entraine
la destruction mais un autre mecanisme encore inconnu. L'ARN provenant de
bacteries ayant perdu in vivo leur ARN messager en presence de DNP est inca-
pable de stimuler la synthfcse des proteines in vitro. Au contraire les ribosomes
provenant de bacteries prealablement traitees par le DNP sont parfaitemen*
competents pour la synthese des proteines dans des systemes subcellulaires*

b) Attachement des ARN messagers aux ribosomes. — Les D r s Donal et
Fran$oise Hayes ont poursuivi les recherches qu'ils avaient commencees a Tins"
titut Pasteur sur les complexes reversibles d'ARN messagers et d'ARN riboso*
miques. L'association des messagers et des ribosomes est la condition indispen-
sable k toute synthese proteique mais on possede peu d'information sur la nature
des liaisons unissant ces elements cellulaires. D. et F. Hayes ont observe qu'en

presence d'ions Mg++ ou de sels k concentration elevee, des complexes defifl^
se forment entre ARN messagers d'E. coli et ARN ribosomiques libres. CcCl

est revelable par des experiences de centrifugation en gradient de saccharose*
Les ARN 16 S et 23 S participent au meme degre k ce phenomene d'aggrega*
tion, d'ailleurs reversible, si la concentration saline est abaissee. Ce mode d'asso*
ciation pourrait bien intervenir dans l'appariement de tous les messagers au*
ribosomes. Ainsi les homopolymeres radioactifs suivants : poly U, poly C e

poly G, forment avec les ARN 23 S et 16 S des aggr^gats qui sedimentent lu^
rapidement que les subunites ribosomiques elles-memes. Le poly A qui
incapable de former des polysomes artificiels avec les ribosomes de E. coli (
man) et ne fixe probablement qu'un seul ribosome k la fois, ne presente pa* g
propriete de former des complexes avec les ARN 16 S et 23 S libres. L'ARN 23
a beaucoup plus d'affinite pour les homopolymeres que l'ARN 16 S, et Yipf*
tion -^ de poly U ou de poly C a d e l'ARN 23 S purifie, entraine la format^
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*
sieurs chaines de 23 S. II est vraisemblable que ces appariements se font pa*
liaisons hydrogenes entre polymeres et certaines regions de l'ARN 23 S n

engagees elles-memes dans une structure secondaire.
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III . — A R N MESSAGERS ET DIFFERENTIATION.

L'etude des mecanismes de differentiation est
capitale pour divers secteurs de la Biologic La decouverte des AKN
et l'analyse des mecanismes de contr61e chez les microorganismese,
a envisager cette etude a l'echelle moleculaire. Nous avons ^ e " c * .
Per l'emploi de deux systemes biologiques chez Muels les ^mfototions d^
la differentiation sont particulierement frappantes et se pretent bien a des etudes
toochimiques :

«) les erythroblastes aviaires.
b) les spores bacteriennes.

a) Les erythroblastes. — Des travaux avaient ete entrepris
collaboration avec le Professeur I. London a l'lnstitut Pasteur.oratioTavec le Professeur I. Londo

6tendus et poursuivis par le D' K. Scherrer dans mon
les cellules f o r m a t r i c e s d'hemoglobine chez les " ^
ux bien definis, contrairement aux cellules hemoglobmogenes
mammiferes. A priori les erythroblastes d'oiseaux P ^ " 1 f ^ ^ 2 -
les reticulocytes des mammiferes de pouvo* * l f ^ * * S mettont en
probablement spteifiques de la globine. Dans des expinences metunt

des marquages isotopiques relativement brefs,
Wntre que les &to*J£ synthetisent des A ^ J

d°nt une fraction peut fitre consideree comme
et dont le reste a lesproprietes cinetiques de r
lomv rk\ M M f A ARN mes

p
J* pourraient etre pr/sents. II ressort * ^ £ * 2 ^ Z * infime
mc8sager naturel (marque in vivo) ne represente 1 expression q
P'nie du genome present dans cette cellule diff6renc.ee, de 1 ordre

. J) Spores de Bacillus subtilis. - MM. G e o r g « i B ^ ^ c h e ^ T s 7 .
Jjdient le metabolisme des acides ribonuctopw^: d« P " J J ^ ^ tran8.
^ en voie de sporulation ou dans des spores en«Jfl

de
g

diffcrcnciation impli-
Ormatl0n bacteries-spores est un remarqu^ exemp'e ff ) e t c e r t a i n s des
JJ« une serie d'etapes dont le controle genetque g ^ J 6 ^ d e s objectif8

b i ° C h i m i ^ ( A u b e r t ) " m m '" i contriB E * 8 WochimiquM (Aubert) commencent a e n ™ mecanismes contrd-
^ u x de8 P e r c h e s entreprises est de c o m p r e ^ ^ f c ^
f»>» chronologie de cette differenaation. II est; dej^a q^ H^^ ^ ^

'a sporulation et jusque vers la fin de ce pr , 6[ne& q u i s e m b i e n t

^gmentant plus de masse synthetisent des ARW« V bacteries
J? sieges d'un renouvellement m6tabolique intense absent c
*Por°genes maintenues dans des conditions identiques. Une
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tante des ARN synthetises est representee par des ARN messagers et des
experiences d'hybridisation et de chromatographies devraient permettre d'etabli*
si les « messagers >> et les proteines, apparaissant aux diverses phases de la sporu-
lation (qui couvre une periode d'environ 7 heures), appartiennent k des classes
chimiquement differentes.

La spore terminee ne renferme que tres peu de ribosomes mais contient
une fraction d'ARN dont les constantes de sedimentation 8-10 S different de
celles des ARN ribosomiques, ainsi que TARN de transfert. Des le debut de
la germination TARN 10 S disparait rapidement et Ton assiste k la resynth&e
de TARN ribosomique (type 16 S) et des ribosomes.

IV. — TRANSCRIPTION DU DNA PAR LA RNA POLYMERASE in vitro.

Nous nous interessons k l'etude de facteurs capables de modifier l'activite
de la RNA polymerase in vitro et en particulier aux effets des oligo et des poly-
nucleotides sur l'activite de ce systeme. En collaboration avec J. M. Dubert et
M. Michelson, nous avons pu montrer que des oligonucleotides k chaines tres
courtes ( 2 3 4 residus), qu'ils comportent ou non un residu 3' hydroxyle substitue
par un radical phosphate, stimulent la vitesse de synthese du RNA k partir du
DNA d'E. coli en presence de RNA polymerase et des 4 ribosides triphosphates-
Des oligonucleotides k longue chaine (environ 10 residus) ainsi que la plup&rt
des polynucleotides testes inhibent au contraire fortement la reaction.

M l l e R. Cukier (en collaboration avec MM. Michelson et Dubert) entreprefld
une etude plus approfondie de ce phenomene afin de determiner si les oligonu-
cleotides k longue chaine ne deviennent inhibiteurs que pour autant qu'ils servefl*
de matrices k l'enzyme. II ressort d'experiences preliminaires que les ol igoy
de structure pU (pUp)n chez lesquels n varie de 1 a 5, stimulent la transcript!01*
du DNA d'E. coli par la polymerase, tandis que le compose de type pApA(p^)
oil n = 8 ou 9, inhibe la reaction. L'incorporation d'ATP'14 en presence de ces
divers oligonucleotides commence k s'observer pour n = 5 ; elle est alors du
meme ordre qu'en presence de poly U. Avec le compose pApA(pU)n, ou n ^ j'
la vitesse d'incorporation de C14 ATP est de 2,5 k 3 fois plus elevee qu'avec le

poly U (dans des conditions de saturation par les composes). Des etudes entre*
prises avec la serie des oligoadenylates pA(pAp)n, oil n varie de 2 a 8, demontrc^
que la vitesse d'incorporation de C14 UTP ne devient detectable qu'i partir 0
n = 6, et augmente tres rapidement quand n atteint 7 ou 8. Le compose pA(P^P'.
avec n = 8 est un inhibiteur marque de la synthese de RNA en presence de D™^
d'E. coli in vitro.

II est done clair que la RNA polymerase, enzyme assurant la transcript10^
des genes en RNA, est susceptible de copier des segments tres courts de p°}L
nucleotides, segments dont la longueur correspond sensiblement k 6 (°'*
ou 7 (oligo A) residus nucleotidiques. Toutefois Tenzyme copie avec une y*
nettement superieure des oligonucleotides dont la longueur comprend 8

CONCLUSION.

La poursuite de nos etudes sur les ARN messagers bacteriens devraits>ofl .„
ter plus specifiquement vers l'obtention de systemes de transcription de ^^
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*• ">? *? ou p2 Lac, \ . r~~ " — ' «vo paiuiuics AOg OU p, Lac

^if iera l^aTdeTTr 8 ge?et l<»uf? « Gal » ou « Lac »»). Nous esperons pouvoir

r^essagers'rr TMA6 S L E S . 1 * ^ f * * ' i^.^ript ion ennon de copier un segment genetique a opera-
es des theories relatives au role des opeVateurs

la synthes^ARM1 * ]'e'mpIoi de S y S * m e 8 s u b c e l l u l a i r e s «>pables d'assumer"^ n w T p i J S 1 Cn P r T n C C d ADN> Ct CapaWe de SyntWtiser des P r o t e i n e s-
n i s «* biocWmTau. H0UV u ^ ' ^ U f P° u r s u i v r e n o s "cherches sur le meca-
Phages S f r J u 1

J
m h l b l t M n d e s syntheses bacteriennes par les bacterio-

Pfoduites nL 1 T d e v r a i e n t Permettre de preciser la nature des substances
tJ>ese o,, ut P ge Ou aPPort«» lore de sa penetration, qui bloquent la syn-

Par ai I f ° n c ? o n n e m e n t des messagers bacteriens.
lo8ues ont i " ' * t e c h n iques d'hybridisation des ADN et des ARN homo-
r«Ponse Zt suffisamment developpees pour qu'il soit permis d'esperer qu'une
Ies lien^T f,P?°.rtee au Probteme des mecanismes de la differenciation dans
de l a \ ™ £ jTet ^u i synthetisent 1'hemoglobine. De plus, Tetude in vitro
Cel'ules a d^C p a r d e S preParations de chromatides provenant des
renseiffnem ^ * tadeS de I e u r differenciation pourrait fournu- egalement des
Ia Possibirt*'1!? t f e S p r & i e u x s u r Ia nature du controle implique. D'autre part,
ment ran'Ii raar(Juer Par des precureeurs radioactifs des ARN a renouvelle-
lite d e

4 P i a e Provenant des cellules d'erythroblastes laisse entrevoir la possibi-
•P<cifiai,-U j ,,'.aVec la fracti<>n polysomique de ces cellules, l'ARN messager

Nous ' e m o B l o b i n e et d > e n etudier les propriftes.
a Ja cont'681*6™"8 ^"fin P° u v o i r c o n s a c r e r une part importante de nos recherches
Prendre i)Uat l0 .n d'^tudes que, faute de temps, nous n'avons pu jusqu'ici entre-
nuclemi S a g l t de p r^c i s e r Ie mecanisme d'action de divers analogues de bases
Sait. de A s . u b s t a n c e s incorporables dans l'ARN messager et capables, on le
^form . P r o d u i r e des alterations dans les proprietes biologiques des enzymes
^"tes d* 1^ probleme d'un grand interet pour la comprehension des meca-
PhysicQgi". cpdage peut dtre aborde en particulier par une analyse chimique et
110118 im

 q u e . P ^ i s e des antigenes proteiques capables de donner des reac-
^"'ent T U n n!'<lues croisees avec la galactosidase, produits qui s'accu-
5 Fluor« certains mutants d'E. colt lorsque l'uracile est remplac^ par le

lu<*o-uracile dans l'ARN messager.
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SERVICE DE CHIMIE MACROMOLECULAIRE

Rapport de M™ A. DOBRY-DUCLAUX, Chef de Laboratoire.

Comme les annees precedentes, les sujets traites au laboratoire se divisent
en deux groupes :

I. — CONSTITUTION CHIMIQUE DES CENTRES ACTIFS DES ENZYMES

Dans le rapport de 1962, M m e Dobry-Duclaux a indique qu'elle a trouve
des enzymes pour lesquels la fixation du substrat S et de son produit de reaction
S' ne s'effectue pas sur la meme fonction chimique du centre actif. Ce resultat>
en rapport non seulement avec la constitution chimique du centre actif, nia^
egalement avec le mecanisme intime de la reaction enzymatique, demanda* •
une etude approfondie. Aussi a-t-elle analyse cette annee-ci un certain nomb*e

d'enzymes, en portant surtout son attention sur les hydrogenases qui catalyse**'
en presence du coenzyme I ou du coenzyme II, la transformation du groupe -CO*
du substrat en groupe -CHOH-. Mm e Dobry-Duclaux a pu expliquer la fixa*
tion du substrat S et de son produit de reaction S' sur des fonctions chimiqueS

differentes par la presence dans le centre actif d'une fonction « variable », PoU*
vant prendre deux formes, en equilibre suivant la nature du milieu. Cette fonc*
tion « variable » ne sert pas uniquement a la fixation des substrats, mais elle Paft1'
cipe elle-mSme a la reaction, en se transformant d'une forme en une autre, e

en se regenerant sous l'influence du milieu.
Dans le cas des deshydrogenases etudiees, cette fonction « variable » se pr *

sente sous une forme protonisee et non protonisee, dont l'equilibre depe*1

du pH du milieu. Le substrat S, contenant le groupe carbonyle, se fixerait sij
la forme protonisee, laquelle cederait un atome d'hydrogene au substrat et
charge positive au coenzyme; par contre, le substrat S', possedant le group
-CHOH-, se fixerait sur la forme non protonisee de la fonction « variable ^
laquelle accepterait un atome d'hydrogene et la charge du coenzyme. Qu

au second atome d'hydrogene, implique dans la reaction, il provient, comme 0
le sait, du coenzyme. m - $

D'apres les resultats obtenus par Mm e Dobry-Duclaux, la fonction « variap1 ^
serait, dans les deshydrogenases etudiees, soit l'imidazole, soit le groupe ami
L'identification de ces groupes est rendue possible par l'emploi d'un inhibi
specifique, le sel de Roussin (voir les rapports des annees precedentes), *lu\
se fixe que sur Tune des deux formes, protonisee, des fonctions basiques
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i q u r d r q u e s t i o n 6tudi6G Par M™ Dobry-Duclaux est la nature chi-
e s t chila? I T 1 * * P a r I e s (*ue I s Ie m * t a l indispensable a l'activite enzymatique
n >a Pas n - e n f yme d'une part et au coenzyme d'autre part. Cette question
cifique n a b o r d < * jusqu'k present par suite de l'absence d'un reactif sp6-
Duclaux ^^ ? 6 d i s t i n S u e r I a n a t u r e chimique des ligants. Or Mm* Dobry-
ment sur 1 °nh'G} n ( J e P r&edente que le meme sel de Roussin se fixe egale-
Cette fixati^ es> , m a i s uniquement sur ceux dont les ligants sont azotes.
en2ymatiQ °^ S U r chflat^ d u c e n t r e a c t i f provoque une inhibition de Tactivirt

1

xati
en2ymatiQ °^ SUr chf.lat^ du centre actif provoque
les deux ' ^ 1>inWbiteur est competitif dans ce cas avec le coenzyme dans
tioii entre 1 S r & c t i o n > en empechant sa fixation sur le chelate. La distinc-
^ Plus a n ^ t U r e a z o t <k et non azotee des ligants reliant le metal au coenzyme
k •'enzvm P E U e n > e s t P ° s s i b l e que lorsque les ligants reliant le m&al

LesV'C T S ° n t P a S e u x - m g m e s des ligants azotes.
***** d e s l ^ ' ° b t e n u s d a n s l e c a s d e s alcool-, lactate-, glutamate- et isoci-
9Ue : ^ r o 8 e n a s es et de la glutamate-oxalacetate transaminase indiquent

d e s substmf P y r i d i n i q u e d u D P N n e participe pas directement dans la f ixation

a. e Zinc est chelate k Penzyme par des ligants azotfe dans Palcool deshy-
et par des ligants non azotes dans la glutamate deshydrogenase.

d a n s 1'ale 1 jf Ct Ie D P N H s o n t 'ies au Zinc par leur groupe pyrophosphate
Ch61ate ^ . ^ M r o g e n a s e . Dans la glutamate deshydrogenase, le DPN est

DPNH C ? a r d e s liS*nts azotes, probablement de Padenine, tandis que
e s t ^ au Zinc par des ligants non azotes.

ans Ia glutamate-oxalacetate transaminase, l'acide amine et non Tacide
» se fixe sur un groupe basique et ionise de la combinaison de Penzyme

- Phosphate de pyridoxal.

wocitrate deshydrogenase contient dans son centre actif une fonction
°nisee, sur laquelle se fixe le cetoglutarate. La reaction semble proceder
seule etape et non en deux. L'acces de Pinhibiteur k cette fonction est
5 steriquement par Pisocitrate, fixe sur Penzyme.
an« 1- ^ I a j a c t a t e deshydrogenase, les resultats obtenus sont en

Protonisee k la forme non protonisee.

JI- — CHIMIE-PHYSIQUE DES MACROMOL&CULES

ues r. de 'a masse moleculaire des macromolecules minerales ou orga-
la p

 e a i t en partant de 1'equilibre obtenu par sedimentation. Sous l'action
t j^

 Santeur seule, cet equilibre n'est atteint qu'apres un temps demesure-
8 qui peut se chiffrer en annees. Aussi est-il necessaire de substituer a
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la simple pesanteur la force centrifuge qui donne des resultats en quelques heures.
Mais ces appareils sont tres couteux et leur emploi est limite.

M. J. Duclaux et Mm e Ch. Cohn ont pense que des resultats equivalents
pouvaient £tre obtenus plus simplement avec des appareils normaux des labo-
ratoires. En efFet, si la solution etudiee est contenue dans un tube vertical seitii-
permeable (collodion ou cellophane), la sedimentation et Pultrafiltration se fon*
en meme temps et Tequilibre final est atteint plus rapidement, quelquefois
100 fois plus vite. Mais bien que la mesure soit ainsi rendue possible, elle demande
encore plusieurs semaines. Pour Taccelerer, il faudrait avoir recours en plus *
une force centrifuge faible (par exemple 100 fois la pesanteur, au lieu de 100 000
fois dans les ultracentrifuges). Cette force peut etre obtenue avec n'importe quel
centrifugeur de laboratoire, tournant au ralenti. Nous n'avons pas aborde expc*
rimentalement cette etude, l'organisation du laboratoire ne permettant pas de
le faire dans de bonnes conditions. Mais un memoire theorique est en court
d'impression au Journal de Chimie Physique.

A la fin de l'annee, M. J. Duclaux et Mm* Ch. Cohn ont repris l'etude de
l'osmose et de la pression osmotique par une methode nouvelle et a priori
doxale, puisqu'elle consiste a faire filtrer un liquide au travers d'une paroi i
meable, constituee par un tube de chlorure de polyvinyle du type
Les resultats qualitatifs sont tres satisfaisants, mais nous ne savons pas enco'e

si des mesures exactes seront possibles. De toute maniere une contribution sef*
apportee a la theorie des membranes, qui est un des chapitres les plus obscu*8

de la biophysique.
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Rapport de M. TH. CAHN, Chef de Service.

,cs annees precedentes, MM. Cahn et Houget avaient etudie sur le Lapin
gig odlncations que provoquent des injections journalieres de doses physiolo-
des fS c o r t i s o n e sur la circulation des glucides et des lipides. Us ont observe
la gi CS' Pf em^eres heures suivant la premiere injection une legere ascension de
tere ^°enVe > celle-ci va en s'accusant si Ton poursuit les injections, avec ce carac-
cjes Particulier de presenter des sommets au cours de la resorption intestinale
*nJect"lmentS' y^yPerShc^m^ persiste un ou deux jours apres la cessation des
tjOn d

l 0? s > Pu f̂ retourne rapidement au niveau normal. Au cuntraire des varia-
tOut d? * S^cemie, celles de la lipemie se font dans des sens opposes : on observe
48 j^ ab°rd une chute du taux des acides gras estetifies qui se maintient durant
n*ie UrCS ^ P e u Pr^s» Pu^s» d > u ne fagon fort variable avec les individus, la lipe-

x ProSress ivement et peut atteindre, surtout chez les femelles, des
tr^s elevees donnant au plasma un aspect laiteux. La lipemie maximale
6 ^ ^ l le 'endemain ou le surlendemain de la cessation des injec-tions^ g ndemain ou le surlende j

prOv • P U l s eUe redescend en deux a trois jours a son niveau initial. La cortisone
lites j * U e ^ o n c des modifications importantes dans la circulation des metabo-
Cette • Pr°W&me qui se pose alors, est de savoir s'il s'agit d'un effet direct sur
c ' e s t - £ C ! ^ U l a t i o n p a r u n e i n f l u e n c e sur la mobilisation ou la mise en reserve,

.p a r u n e m o d i f i c a t i o n de Ia permeabilite cellulaire comme c'est en
a r t i e Ie c a s pour Tinsuline, ou s'il s'agit d'une consequence d'une action

C .pIus P r o f o n d e agissant au niveau des tissus. C'est cet aspect du
6 q u i a fait le sujet des recherches entreprises cette annee.
qUe.s a u t e u r s ayant etudie Faction de la cortisone sur les echanges respi-
a v i i f i

USsi mone. Ladrenaline administree p p
*ution 7 C h u t e du q u o t i e n t respiratoire, mais cette chute est due i une dimi-
r ^ r v e A 1 > i n 8 e s t i on alimentaire qui oblige 1'animal k bruler des graisses de

n 7
r ^ r v e A 1 > i n 8 e s t i on alimentaire qui oblige 1'animal k bruler des graisses de
de Ce 2 . A u contraire la cortisone stimule l'appetit et les animaux absorbent
au8me * U n e p I u s S r a n d e quantite de glucides et on devrait s'attendre a une
inJecti0

 du q u o t i e n t respiratoire. Or l'experience montre qu'avec des
8 j ns quotidi d i l t i t respiratoire reste
Jecti0 q t i e n t respiratoire. Or p

48 jje
 ns quotidiennes de cortisone, le quotient respiratoire reste pendant

? I a n J ? k un niyeau relativement bas. II s'agit d'un changement important
fs*Uait u d e s combustibles brules par l'animal. Et, pour en connaitre l'ampleur,

11 chercher k determiner avec le maximum de precision la quantite des
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divers combustibles brules d'abord chez les animaux normaux alimentes, puis
chez les memes recevant des injections journalieres de cortisone. Nous nous
sommes efforces en meme temps de chiffrer les quantites de glucides, lipides
et protides apportees par l'alimentation, ainsi que leurs coefficients d'utilisatiofl
digestive; les transformations que subissent en partie les aliments dans le gr°s

intestin introduisent toutefois une sous-estimation qui peut atteindre 10 pour
cent.

Le calcul montre que la cortisone, par la stimulation de l'appetit, peut aug*
menter Tapport de glucides en moyenne (dix experiences) de 7,8 g par jour alors
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 considers'
blement pendant que celle des glucides diminue.

II faut faire ressortir un autre aspect des perturbations metaboliques qu'efl-
traine la cortisone. Dans des recherches anterieures, MM. Cahn et Houg^
avaient montre que le Lapin transforme une partie importante des glucides
alimentaires en lipides et ceci dejk au cours de l'absorption intestinale ; ce proces-
sus se traduit par une augmentation du quotient respiratoire. Or ce processus
semble aboli ou fortement diminue par la cortisone.

Ainsi la cortisone stimule l'appetit du Lapin et de ce fait augmente l'app°rt

des glucides et en meme temps elle entrave fortement les deux mecanisflies
principaux de lutte contre un afflux excessif de glucides : leur combustion et leuf

transformation en lipides.
Ce sont ces inhibitions metaboliques qui sont k l'origine des pointes hypef*

glycemiques postprandiales et de l'accumulation considerable de glycog^nC

dans le foie. C'est l'augmentation compensatrice de la combustion des lipWcS

qui est la cause de la diminution du taux des lipides sanguins dans les premi^fCS

48 heures d'action de la cortisone. Ces variations de la circulation des metabo*
lites sont done consecutives k un changement du metabolisme tissulaire.

Bien que Ton continue les injections de cortisone, l'organisme cofliineD
des le troisieme jour k reagir et k mettre en jeu des mecanismes de compensate ^
et Ton constate qu'aux 4e et 5e jour des injections, alors que l'apport aliment**
des glucides est reste pratiquement le meme, leur combustion augmefl
fortement, de pres de 9 g. en moyenne par jour, de sorte que leur participate0 ^
aux d6penses depasse meme celle de la periode normale. La combustion <j
lipides diminue en consequence; il ne semble pas que la transformation
glucides en lipides ait repris. t

Lorsqu'on cesse les injections, la prise de nourriture diminue legerefl^
et de ce fait aussi l'apport des glucides, mais la reaction de l'organisme, cox^
libere de la contrainte imposee par la cortisone, fait que la combustion des g
cides augmente en moyenne de 9 g par jour de sorte que leur combustion coU
78 pour cent des depenses et Ton voit, quand l'apport alimentaire est suffi*f[

r£apparaitre, et ceci avec une intensite accrue, la transformation des glu^j ^
alimentaires en lipides. En trois ou quatre jours tout semble rentrer

1>Ordre'Nous voyons done en conclusion, que la cortisone modifie profonden*^
l'ativite metabolique de l'organisme : en inhibant directement ou indirecte
la combustion des glucides, elle oblige l'organisme a bruler des graisses de rese
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re un apport accru d'aliments et specialement de glucides; elle s oppose
i a la transformation des sucres en graisses. L'organisme pnve de ses moyens

^entiels de maitriser 1'apport des glucides s'en trouve htteralement monde
« dans nos experiences le taux du glycogene h6patique depasse i S pour cent: du
Poids frais ! Ai bout de deux jours, l'organisme met en oeuvre des ^can^mes
c°mPensateurs et, malgre l'administration de cortisone, la combustion des sucres
redevient a peu ores normale. ,, . n»riTiaie.

Toutefois la synthese des glucides en lipides ne semble reprendre normale
ment qu'apres la cessation des injections de cortisone. A -nrtisone

Ainsi les profondes modifications metaboliques qu'entrame ^cortisone
i riations du ^ P 0 ^ °

Ainsi les profondes modifications m e t a q q
Pfnnettent-elles de comprendre les importantes variations du ^
gucides et des lipides sanguins : la glycemie monte, et surtout dans la
festive, parce que l'organisme brule moins de glucose neffe ctue
^formation ordinaire en graisses, et voit ses dep6ts de
a« maximum incapables bienSt de stacker lesnouveaux.sucres
v°nt s'echapper dans une glucosurie croissante. La Upemie baisse
^ r e s heures d'action de la cortisone parce que la combustion des hp^
^mulee fortement; une mobilisation des reserves grasses s ensmt, elle se oe
loPPe alors que l'organisme commence a en restreindre la " ^ " ^ j f j g
Mons la lipemie monter a des valeurs considerables qui seront̂ êncore depa^ees
Ju?nd l'organisme retrouve a la cessation des injections de cortisone » P « ^
ht^ de transformer en lipides les quantites anormales de glucides quil avait
Venues.

Mme Lourau , ^ ^ e son travaU sur iWmie qui suit une Jj
^e totale. Elle a constate qu'une hemagglutinine specfique d̂ esp

l
p
e
e
8 Propriety d'un anticorps immun, apparait dans le sang au bout de S o jou

jjjt s'y maintenir pendant 3 mois, mais que, pour l'observer, .1 est le plus
dl8pensable d'eliminer un inhibiteur. Mrticidier de I'anemie

L analyse des proprietes d e cette ^ ^ V L^aul"nteresser aux
,el le provoque chez ranimal normal, a conduit M i^u

^ par injection d'antiserum et elle a pu montrer
? Pas un phenomene exceptional, mais au f0

Sect ion dPun serum hemagg.utinant, qu'il s o i l ^ g
meme possible que ce soit la reponse a une hemolyse de

V?ra egalement examine. ^niiniier l'auto-immu-
Lourau envisage done deux mecanismes pour « » j g ^ . du c a r a c .
pres irradiation' : une hemolyse pr^oce f ^ ^ T a v a i l actuel

que des hematie8. cette h y p o t o ^ a 3 n C
 divers organe8

te d'une part a explorer les proprietes hemolysam ŝ ^
"?aux irradies, d'autre part, a immuniser des animaux contre
'ees in vitro par de fortes doses de rayons X.
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de Mue NINE CHOUCROUN, Directeur de Laboratoire.

» se sont poursuivies dans les deux directions qui int&essent
laboratoire :

tude des proprUtes biologiques du lipopolysaccharide Pmko.

*oides f f i i j rfctrisa*ion superfidelle d'eltonents figures vivants (spermato-
ceuuies tumorales), au moyen de nos dispositifs d'electrophorese.

• — Recherches concernant Ie lipopolysaccharide antigenique Pmko.

tu*nt ^TJ^Tu"6 t * * * * * * du P^o. - Je rappelle que ce consti-
m°rts D Z " tuberculeux a ete trouve dans un extrait huileux de bacilles
J ' a re en v » e d>analyser le mecanisme de Faction exaltante de l'huile

sur certames propri^tes du bacille, en particulier sur 1'effet specifique
nypersensibilite tuberculinique. Nous avions pense, et nous avons

. -u5r,r,,o«? CCt e x c i P i e n t huileux agissait en captant, de la surface bact&ienne,
JOu^ Par r re.SponsabIes de cet efFet specifique. En dehors du rdle essentiel
" S u e J C

r
c o n s t | t u a n t Mpidique dans le d^veloppement de 1'allergie tubercu-

!mPort^nt P ° f o I y s a c c h a r i d e Pmko s'est revele un antigkie particulierement
» par le nombre des proprietes qu'il est seul k partager avec le corps
tout entier.

preparation de ce constituant, k partir de Textrait huileux
-*>«*ne s I comPortait la precipitation des substances extraites par le

Pu'ation e a n t organique ayant permis cette precipitation, dont la mani-
'epenH1 graJ^. es qu a n t ites n'est pas sans presenter des dangers de toxicite.
avec p bl^n qu'ayant identifie l'analogie chimique de ce lipopolysaccha-
u haroi ( l u > ^ n d e r s on avait signale etre contenu dans les cires isol&s par

e tuberculeux, par une methode d'exploration chimique, nous avons
extraire par utilisation du dioxane, pour la raison majeure suivante :

5 y e u x Permettait Telimination totale des corps bacillaires, par centri-
-wtnod H l̂ v i t e s s e ' ce <lu* n'etait pas le cas avec les solvants utilises dans

^ e n t n^C ^ n d e r s o n . L'absence de debris bacillaires etait une condition hau-
7**t d u 0 ^ 1 - 1 6 P ° U r ^tabIir l e s proprietes sp&ifiques biologiques de toutcons-

^Ui r^gna"t fC1"e t u b e r culeux> en raison de la conviction fermement etablie
? e t s s p / -ff rS> ? u e s e u l Ie c o r P s bacillaire tout entier pouvait provoquer les

^ober^v UCS ™P o r t a n t s de ce microorganisme, connus depuis le temps
r ^oc^-r

Popolysaccharide Pmko, contenu dans le precipite obtenu au moyen
8*
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du dioxane, se trouve k une etape de T extraction de ce precipite par les solvants
organiques usuels, en solution dans du chloroforme additionne de 5 % de metha-
nol. Nous avons pense que la methode ultrasonique de disintegration nous per-
mettrait peut-fetre de faire une extraction directe, si nous soumettions k cette
action notre materiel bacillaire, dans le solvant organique oil le constituant a extraire
etait soluble. La connaissance des proprietes physiques et chimiques du Pinko,
devait nous permettre de le separer des autres constituants de la cellule bacte-
rienne, eventuellement liberes et retenus en solution dans le milieu de suspension*

Cette methode d'extraction s'est revelee tres efficace, et nous a permfe
d'extraire le Pmko, avec un rendement qui est passe de 1 & 6 environ, pour une
masse donnee de bacilles. Le degre de solubilite dans Tether de petrole, du lipo*
polysaccharide Pmko, que n'a pas ce meme constituant du bacille extrait par
la methode d'Anderson, et designe dans la nomenclature de Lederer et Asse-
lineau sous le nom de « Cires D », a permis de rassembler par centrifugation &
grande vitesse, et d'eliminer, tout debris bacillaire colorable par le Ziehl.

Nous avons verifie que le Pmko ainsi obtenu avait les memes proprietes bio-
logiques que notre Pmko original, en ce qui regarde Tactivite serologique des
sucres separes par hydrolyse alcaline, et aussi en ce qui regarde la capacity
de deceler avec la m&ne intensite, Thypersensibilite developpee chez fc8

sujets tuberculeux, contre ce constituant lipopolysaccharidique.
Cette nouvelle methode de preparation, moins laborieuse, plus rapide et pluS

economique que notre methode de recherche, d'extraction par Thuile de paraf"
fine, permettra sans doute une diffusion plus grande de cet antigene, dont nous
avons decrit dans des rapports precedents, la propriete de deceler specifiquement*
au meme titre que la tuberculine, Thypersensibilite developpee par le contact
prealable de Torganisme avec le bacille de Koch.

2) Utilisation du Pmko, comme agent therapeutique efficace, chez des
allergiques, atteints de maladies etrangeres h la tuberculose.

La publication de nos recherches sur les intensites comparees des reacti°nS

intradermiques, au Pmko et a la tuberculine, chez des sujets tuberculeux, °u

allergiques sans tuberculose clinique, a incite de nombreux cliniciens a utilis^
le Pmko dans les cas oil une allergie aux constituants du bacille de Koch
soup?onnee. En dehors des phtisiologues franfais ou etrangers, qui ont ^
confirme les conclusions de notre longue etude qui a mis en evidence une hypef"
sensibilite au lipopolysaccharide Pmko distincte de Thypersensibilite tubertfj'
Unique et liee aux facteurs de resistance de Torganisme, des cliniciens
TAUergie se sont egalement interesses a cet antigene, capable de deceler a

meme titre que la tuberculine, une hypersensibilite au bacille de Koch.
On rencontre frequemment, dans des affections d'etiologie inconnue, &$ ^

« allergiques », des sujets reagissant fortement aux constituants du bacille tu -
culeux, i la tuberculine en particulier. Bien que le mecanisme de cette ^ r ^
soit inexplique, une therapeutique de desensibilisation par des doses
tuberculine a souvent 6te appliquee, entrainant parfois une certaine

Nous avons pense que cette allergie au bacille de Koch, revelee dans
cas par la tuberculine, pouvait fitre liee, avec plus de specificite, au co
lipopolysaccharidique du bacille tuberculeux. Parmi les recherches poursui
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dans ce sens, les resultats de l'etude precise faite par le V^Henocq,
giste d e 1'Hopital d e l'lnstitut Pasteur, semblent P ^ ^ "

Au cours d'une experimentation portant jusqu'ici sur " " ^ S J W
sujets, le Dr Henocq a'pu constater 1'efficacite du P « M n o n ^ u ^ n t pour
la detection d'allergies non revelees par la tuberculin,;- " T J ^ 0 ^ q u e

gene therapeutique, bien supporte, et pouvant agir a *« ^ ™ " L ^ doses
i/Soooo. d e mLgrammes ' l e traitement d f ^ ^ S ^ ^
appropriees de Pmko a gfcieralement entraine une nette a m ^ 0 " " e v e l &

'as d'asthmes, de rhumatismes, particulierement de psoras, qm s etaient
^fractaires a toute autre therapeutique. vnir;mentale souvent diffi-

Ce travail qui se poursuit avec une precision ^ P ^ ^ t o g r a p h i q u e s
J e k realiser dans l e domaine dinique, avec des document Photog^ j ^
June grande nettete, devrait permettre de niieux jomprendre ^ t

** la persistance d'une hypersensibilite au bacille de Koch, datont g
d'une primo-infection banale, et d'apporter ainsi quelque darte sur eti g
confuse de ces affections si complexes.

3) Experience d'essai de vaccination des BaviMs ^ £ ? % . £
Upopolysaccharide Pmko, se poursuit dans les ^ d i t i o n ^ c r t m * ^

P^dents rapports. Cette experience qui comprend 20 « ™ * £ 6 s era
«immunises » avec le Pmko et 10 animaux controles, comiLencee « 19 ^

e dans quelques semaines par l'abattage de tous les a n i ^ £ ^ . ^ ^
se des lesions tuberculeuses pr&entes c h « % c e S

h ^ X c 5 e u s e s , devrait
s pendant plus de dix-huit mois au contact ^ betes tubercuie &

us renseigner sur les propri6t& immunisantes du Pmko, pour a
e*pos6s a la voie naturelle de contamination.

H- — Velude de Velectrisation
2* nous sont regulierement fournis par les f™™££ i T i p ^ des
Pursuit dans le sens indique" dans nos precedents "PP 0™ ^ .^ oil Us
8Permatozoides selon l'importance de leur charge, d sms a<~ ible. L'inse-
ne. ambient pas alteres par le traitement e ^ 1 ^ 0 ^ ? " 6 ' " * ^ de verifier
"^nation des populations selectionnees par electropnorese p ^ p r o d uits
J leur potentiel de feo>ndation a &e maintenu et, dan̂ . c ec , _
Je insemination des populations les plus chargees P - g ^ d£ popula-

anc« significative de Tun des sexes, les produits delinsemi
^ les moins chargees, une preponderance de 1 autre *n.^^^ ^^

Vitude de V electrisation superficielle de souches de " ^ ^ ^ a permis
J""ncbeuses, poursuivie en collaboration avec «L ^ ^ d e u x

r***blir, dans des conditions physiologiques tres comp e l c c t r i q u e et
> C K la relation entrevue par certains auteurs entre la cnarg

"?ali8nite. ^ . T ^ provenaient du tissu
n i l

L es deux souches cellulaires utdisees Pa et r * .; -fr0 p a r M. Barski,
^*»°^*^to*mmCs7VU^*^m£^ a l'action
>« x96i. Mais, alors que la souche P2 n'avaitgm ^ fc ^
' e ^ trypsine, l a souche PTT12 avait dans son h « d ^ p ^ ^ ^

-ctues par trypsinisation. Cette souche a presciu ,j b o u t de 10
i g n i t e , produisant regulierement des tumeurs palpables
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& 15 jours, tuant en moins de deux mois les souris C57 BL inoculees par voie
sous-cutanee, avec des doses de l'ordre de 25.io3 cellules. La souche P2, par
contre, n'a commence a manifester quelque pouvoir cancereux qu'au bout des
18 premiers mois de culture, sa tres faible malignite se traduisant par la produc-
tion de tumeurs occasionnelles, apres inoculation d'une dose de cellules de l'ordre
de 5.io6.

Les conditions bien definies de culture de ces deux souches, menees paral-
lelement dans un milieu identique assuraient un rythme de passage et une rapidite
de croissance comparables pour chacune des deux souches. Ce dernier caractere
etait particulierement souhaitable, pour etablir, sans ambiguite, toute relation
possible entre la charge electrique des cellules et leur malignite, certains auteurs
ayant cru pouvoir conclure de leurs experiences d'electrophorese comparee sur
des cellules hepatiques adultes, ou en voie de regeneration, que l'intensite de
la multiplication cellulaire pouvait expliquer, dans tous les cas, une augmenta-
tion de la mobilite electrophoretique:

L'etude de l'electrisation superficielle de ces deux souches PTT12 haute-
ment maligne, et P2 faiblement canc&euse, a ete faite avec notre dispositif pour
l'observation microscopique de l'electrophorfese. Les cellules ont ete mises en
suspension dans un milieu tampon phosphate a pH 7,2, contenant 15 % de

dextran, qui assurait une sedimentation negligeable des cellules pendant la dur&
des mesures de mobilites. Ces cellules avaient ete dispersees, lavees, et mises
en suspension dans un tampon phosphate a pH 7,2, dans des conditions identiques*
avant d'etre remises en suspension dans le milieu au dextran.

Dans ces conditions d'experimentation, nous avons trouve de maniere cons*
tante, dans plusieurs series de mesures relatives k ces deux souches et portant

sur une cinquantaine de determinations de mobilites, que la repartition statis*
tique des mobilites etait differente pour les suspensions cellulaires P2 et PTTi2»
les mobilites des cellules de la souche hautement maligne PTT12 se repartissan*
autour d'une valeur moyenne plus elevee que celle des mobilites des cellules de *a

souche faiblement cancer erne P2.
Ainsi, nos observations semblent confirmer rexistence d'une relation ent*e

la malignite des cellules et la densite de leur charge electrique superficieUf'
independante de Faction que l'intensite de la multiplication cellulaire peut avo*
sur cette electrisation. Ce caractere differentiel d'electrisation, aisement S^'
rable par l'electrophorese, devrait permettre la separation des populations
malignites difFerentes, coexistant au sein d'une souche sauvage.

LISTE DES PUBLICATIONS

R. KOURILSKY, N. CHOUCROUN et P. GRESLAND. « fitude des epreuves intradermi}lu^
a la tuberculine et au lipopolysaccharide Pmko, en fonction de Tetat des V1

d'exerese de sujets tuberculeux ». Revue de Tuberculose et de Pneutnologie, 1963,27, W

G. BARSKI et N. CHOUCROUN. « Vitesses 61ectrophor6tiques des cellules m

de souris ayant acquis in vitro des degres differents de malignity ». C. R. Acad.
1964, 258, 2442.



RAPPORT DE M1Ie N. CHOUCROUN

COMPOSITION DU LABORATOIRE

M"« N. CHOUCROUN, Directeur de Recherches au C.N.R.S,
M"»e J. BAZIN, Collaboratrice technique au C.N.R.S.
M"e c. SANSON, Collaboratrice technique au C.N.R.S.



PROFESSEURS EN VISITE

Au cours de l'annee 1963, I'lnstitut de Biologie Physico-Chimique a re9U>
pour des sejours de diverses durees, les personnalites suivantes :

M. W. E. COHN, du Laboratoire National d'Oakridge (Tennessee);
M. S. S. COHEN, Professeur h l'Universit6 de Pennsylvanie;
M. FRAENKEL-CONRAT, Professeur k l'Universit6 de Californie;

M. G. DEL RE, Professeur k I'lnstitut de Chimie Theorique de Naples;
Le docteur J. LADIK, de I'lnstitut de Chimie de l'Academie des Sciences de

Hongrie.



TABLE DES MATlfiRES

COMPOSITION DU CONSEIL D'ADMINISTRATION 5

COMPOSITION DU COMITE DE DIRECTION 6

INTRODUCTION 7

SERVICE DE BIOPHYSIQUE, rapport de M™ S. FILITTI-WURMSER, Chargee
de Service 9

SERVICE DE BIOCHIMIE THfiORIQUE, rapport de M. B. PULLMAN, Chef
de Service 15

SERVICE DE BIOCHIMIE A, rapport de M™ Y. KHOUVINE, Chargee de
Service : 27

SERVICE DE BIOCHIMIE B, rapport de Mm* M. GRUNBERG-MANAGO,

Chargfe de Service 32

SERVICE DE PHYSIOLOGIE MICROBIENNE, rapport de M. F. GROS,

Chef de Service 42

SERVICE DE CHIMIE MACROMOLfiCULAIRE, rapport de M™ A. DOBRY-
DUCLAUX, Chef de Laboratoire 52

SERVICE DE PHYSIOLOGIE, rapport de M. Th. CAHN, Chef de Service.. 55

LABORATOIRE de M11* N. CHOUCROUN 59

EN VISITE 64



IMPRIMERIE F. PAILLART

ABBEVILLE

- 9139-
*• trimestrs X964.



FONDATION EDMOND DE ROTHSCHILD
POUR LE D^VELOPPEMENT DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUB

INSTITUT DE BIOLOGIE
PHYSICO-CHIMIQUE

RAPPORTS

SUR LES TRAVAUX EFFECTU&

AU COURS DE L'ANNEE

I964

13, RUE PIERRE-CURIE

PARIS-Ve



CONSEIL D'ADMINISTRATION

President :

M. FRANCIS PERRIN, Membre de l'Institut, Professeur au College de France, Haut-
Commissaire a Tfinergie Atomique.

Vice-Presidents :

M. G. CHAMPETIER, Membre de l'lnstitut, Professeur a la Faculte des Sciences

M.tPTERROINE, Professeur honoraire a la Faculte des Sciences de Strasbourg.
Directeur du Centre de Recherches sur la Nutntion au C.N.R.S.

Secretaire GitUral :

M. B. PULLMAN, Professeur a la Facult6 des Sciences de Paris.

Trisorier :

M. EDMOND DE ROTHSCHILD.

MM. E. AUBEL, Professeur honoraire a la Faculte des Sciences de Paris.
P. AUGER, Professeur a la Facult* des Sciences de Pans_
M. BINET, Membre de l'lnstitut, Doyen honors de la Faculte de M*decme

. Directeur a 1'Ecole des Hautes Etudes, Directeur scientifique

R. COUR*R?ER, Secretaire Perpetuel de l'Acad*nie des Sciences de^Paris^
J. DUCLAUX, Membre de 1'Institut, Professeur honoraire au College de France.

B. EPHRUSSI, Professeur a la Faculte des Sciences•* * J »
h de la Facult6 de Pharmace

B. EPHRUSSI, Professeur a la
R. FABRE, Membre de l'lnstitut, Doyen honoraire de la

L. F A G t Membre de Hnstitut, Professeur honoraire au Museum National

(t)d'Histoire Naturelle (t)«

Naturelle.



6 RAPPORTS DES TRAVAUX EFFECTORS EN 1964

MM. A. KIRMANN, Professeur a la Faculte des Sciences de Paris, Directeur-adjoint
de rficole Normale Superieure.

R. LATARJET, Directeur de l'lnstitut du Radium.
£. LEDERER, Professeur a la Faculty des Sciences de Paris.
A. LWOFF, F.R.S., Professeur a la Facult6 des Sciences de Paris, Chef de Ser-

vice a Tlnstitut Pasteur.
J. PARROD, Professeur a la Facult6 des Sciences de Strasbourg.
J. ROCHE, Membre de Tlnstitut, Professeur au Collfege de France, Recteur

de l'Universit£ de Paris.
M*e A. DE ROTHSCHILD.
Lord ROTHSCHILD, F.R.S., Professeur a TUniversite de Cambridge.
MM. L. SACHS, Tresorier honoraire.

M. J. TONNELAT, Professeur a la Facult6 des Sciences de Paris.
J. TREFOUEL, Membre de Tlnstitut, Directeur de l'lnstitut Pasteur.
R. WURMSER, Professeur honoraire a la Faculte des Sciences de Paris.

COMITfi DE DIRECTION

MM. E. AUBEL, TH. CAHN, G. CHAMPETIER, J. DUCLAUX, B. EPHRUSSI,
R. HEIM, E. LEDERER, FRANCIS PERRIN, B. PULLMAN, E. DE ROTHSCHILD,
E. TERROINE, J. TREFOUEL, R. WURMSER.



SERVICE DE BIOPHYSIQUE

Rapport de M™ FILITTI-WURMSER, Chargee dc Service.

I. — GLOBULINES DES SCRUMS HUMAINS

En collaboration avec le Professeur L. Hartmann de la Faculte de Medecine,
. C. Gentou et M. Hofnung, nous avons poursuivi Tetude comparative

des macroglobulines des serums 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 synthese de ces proteines.

Les constantes de sedimentation, les mobilites electrophoretiques et le com-
P°rtement en immunoelectrophorese revelent des differences individuelles dans
les anomalies moleculaires des gamma-macroglobulines.
, . Rappelons que les diagrammes d'ultracentrifugation analytique mettent en
evidence dans les serums humains d'individus normaux trois pics de gradient
de concentration, A, G et M dont les constantes de sedimentation, exprimees
ei* unites Svedberg, avoisinent respectivement 4 S, 6 S, 16 S, et qui represented
^spectivement 87 ± 5 %, 10,7 ± 5 % et 2,3 ± 0,7 % de la concentration totale.
^ es valeurs relatives rapportees a la concentration normale des proteines sont

6 8/1 ± 4,7, s g/1 ± i,s et 1,5 g/1 ± 0,7. Une maladie, dite de Waldenstrom,
est;Caracterisee par Tapparition dans le serum de constituants proteiques de grands
P°lds moleculaires. II a ete possible d'etudier 57 de ces serums. Les constituants
°^rds se repartissent le plus souvent en deux pics Mx et M2, parfois en trois

Mlf M2 et M3, rarement en un seul pic. L'analyse statistique a mis en 6vi-
les points suivants :

a) pour le pic principal Mx les valeurs de S°20.w sont comprises entre 15,6 S
X9 S S S M B 8 S

p p p x .
X9,3 S avec deux dominantes : S°20.w MjA = 17S et So20.w M2B = 18,3 S.

. *) pour le second pic de macromolecules M2 les valeurs de S°20.w sont com-
lses entre 22 S et 29 S avec deux dominantes : S°20.w M^ = 23,9 S et S°20.w

7>
c) Le troisieme pic de macromolecules M3, le moins important quantitati-
e n t | e s t a u s s i plus rare et correspond k une constante de sedimentation

20.W de Tordre de 36 S.

. d ) Le calcul des correlations entre les concentrations des divers constituants
oj* deux k deux dans un meme groupe A ou B montre qu'un certain seuil de
Co

ncentration de M1 est necessaire pour qu'apparaisse M2 et une certaine
ncentration de Ma pour qu'apparaisse M8.
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Selon la microclectrophorese en milieu liquide et l'immunoelectrophor&se
ces constituants Mlv M2 et M3 sont des gamma globulines de mobilitc yt ou Yt
portant le determinant antiglnique p2M. Nous avons separe les macroglobulines
de 15 serums et compare les proportions des constituants M l f M2 ct M3 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 represente i % de la concentration en proteines, dans 2 cas la pro-
portion de M3 atteint 13 %, dans 2 autres cas enfin, les valeurs sont inter-
mediates.

Ces resultats ne sont pas en faveur d'un equilibre de polymerisation, hypo-
thfcse qui pouvait etre faite pour expliquer lcs correlations trouvees entre les
3 constituants Mlv M2, M3 dans les serums.

lie travail actuellement en cours montrc que, dans certains cas, les consti-
tuants M2 et M3 resultent d'une association entre les constituants Mt et l'al-
buminc. On ne peut encore preciscr s'il existe entre ces deux proteines une rela-
tion antigene-anticorps ou une association type haptoglobine-hemoglobine. Le
travail sera poursuivi pour essayer dc rlpondre & cette question et pour recher-
cher l'origine dc la deviation de la biosynth&se proteique qui fait apparaitre des
grandes quantitcs dc macroglobulincs.

Dans la ligne dc rechcrches conccrnant l'interpr&ation des donnees de l'ul-
tracentrifugation, j'ai entrepris l'extension au cas des systemes ternaires macro-
molcculaires de la methode d'Archibald pour la determination des poids moll-
culaircs.

II. — ENZYMOLOGIE

D-lacticodeshydrog£nase. — Les travaux antlrieurs du groupe dirigl
Mm e Labeyrie ont ^tabli que cet enzyme a deux groupes prosth^tiques disso-
ciablcs, une flavine ad^nine dinucleotide (FAD) et un Zn^ f attach^ vraisembla-
blement sur deux imidazolcs d'histidine. M l l e Curdel s'est attach6e cette annie
k l'ltudc compare de Tenzyme natif et des Co f + - et Mn f f-nioenzymes form&
par addition des cations correspondant & l'enzyme priv£ de son ZnH +. Elle •
montr6 que les variations des constantes cinetiques KM avec le pH n'etaient pa5

paralliles dans les deux cas ; pour le Zn-enzyme, KM cst li£ h l'ionisation d'un
seul proton alors que pour les Co- ct Mn-n6oenzymes, KM est lie & l'ionisation
dc deux protons.

En collaboration avec lc Professeur Tysarovski de TUniversiti de Varsovief

invitd & travailler quelques semaincs k l'lnstitut de Biologie Physico-Chimique,
cllc a £tudie Taction des reactifs des groupes -SH et de 1'histidine sur la D-LDH \
citons en particulier : le monoiodacltate, l'iodac^tamide, parachloromcrcuriben*
zoate. Les r&ultats ont montr6 que sur 1'apoenzyme (enzyme natif privl du
Zn M ) , sc trouvent deux groupes accessibles au monoiodacltate, ces groups
^tant masques par le zinc sur l'enzyme lui-m£me. II s'agit de groupes ionisable*
vers pH 5,5, acccssibles sous la forme acide, qui sont vraiscmblablement d
imidazoles d'histidine. Ces groupes pourraient done gtre les deux groupes
lateurs du zinc.
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L-lacticodeshydrogtnase. — Rappelons que cet enzyme est obtenu k l'ltat
cristallin en quantite notable; il se prete pour cela aux Etudes par les mlthodes
Physiques.

II porte deux groupes prosth&iques organiques diflterents, un heme c et
une flavinemononucleotide (FMN); la connaissance du role de chacun d'eux
dans le transfert d'electrons du substrat k Tacceptcur est un dcs premiers objec-
ts en vue. L'examen des proprie"tes de ces groupes prosthetiques k Vital com-
bine avec la prot&ne permettra de voir quelles modifications leur confere la
fixation k Tenzyme et quelle influence ces modifications apportcnt k leur r&c-
tivit6

M. Baudras, qui avait pu s£parer la flavine (sans separation dc Theme) en
°btenant Tapo-enzyme correspondant, a cristallise Tenzyme reconstitue par
addition de FMN k celui-ci; sans FMN, Th&noprotc'ine nc cristallise pas dans
'* memes 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 evidence Tcffet
^operateur du substrat L-lactate dans cette fixation.

Parallelement, M. Iwatsubo a utilise un montage spectro-fluorom&rique qu'il
* realise" pour permettre I'&ude des reactions rapides mcttant en jcu de trfcs
feibles variations de lumiere e*mise ou transmise (voir chapitre xv). II a tftudtt
ainsi dans differentes conditions : i) la vitesse de combinaison dc la flavine k
k protiine; 2) la vitesse de dissociation, aprcs dilution, du complcxc flavopro-

i e ; 3) les equilibres de dissociation. Ces experiences rcposcnt sur lc fait
la flavine libre est fluorescente tandis que la flavine fixde k IVnzymc n'est
du tout fluorescente.

Ces determinations ont montr£ que les deux sites dc Funitc moliculaire
l 80ooo (portant deux himes) fixent FMN dc fafon independante avee la meme
affiniti (Kd = 6.10-9 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 memes proportions Taflinite. Ceci suggcre la presence de forces dc repulsion
e|ectrostatique entre FMN et la protiine. Les ions carboxyliqucs agisscnt d'unc
^anicre particuliere en augmentant Tinergie de la liaison ct en diminuant la
Vltesse de dissociation du complexc. Cet effct devient tris important avee lac-
^ et oxalate (respectivement substrat et inhibiteur comp<5titif).
* M. Baudras a, en outre, montre* que la flavine est csscntiellc non seulement
* ''activite enzymatique, mais aussi k la reduction de Theme dc Tcnzymc par
le substrat. M. Iwatsubo et MIIe Di Franco, par des mesurcs spectrophotomi-
triques de cinetiques rapides, ont pu apporter des informations complemen-
taires k ce sujet. Ils ont ddtermin* en effet les vitcsscs de reduction par le lac-
jj11 dans des conditions identiques, d'une part des acccptcurs, d'autrc part de

et de la flavine de Tenzyme lui-mfime. Ces reactions evolucnt en quelques
de seconde dans des conditions 011 elles sont particulierement lentes

acides, basse tempdrature). Les r&ultats ont montrd que Theme de Tcn-
xyme est r£duit beaucoup plus lentement que la flavine. Les acccptcurs sont
r^uits moins vite que la flavine mais plus rapidement que Theme. On peut

de ces donne*es que la reduction des acceptcurs est r£alis6e par ^change
ns avec la flavine, Theme ne paraissant y jouer aucun role direct. Ceci
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contredirait les hypotheses emises dans plusieurs laboratoires etrangers, s'ils
s'etendaient aux conditions optimales (pH 7, 300 C); M. Iwatsubo a construit
recemment un appareillage special pour les cinetiques tr&s rapides; il permettra,
nous Tesperons, de resoudre ce probleme.

La question se pose de savoir comment se repartissent les deux electrons
apportes par le lactate entre Theme monoelectronique et la flavine dielectro-
nique. L'hypothese a ete faite par certains chercheurs que la flavine ne serait
reduite qu'Jt l'etat semi-quinonique. M. Baudras a montre par titrage de cet
enzyme avec le L-lactate en milieu anoxyque, que 1,5 mole de lactate (soit trois
electrons) provoquent la reduction complete des deux groupes prosthetiques;
c'est dire que la flavine passe effectivement a Tetat totalement reduit. Dans les
conditions ou le lactate n'est pas saturant, il s'etablit un simple equilibre statis-
tique d'oxydo-reduction entre les formes totalement oxydee et totalement reduite
de Theme et de la flavine. Cet equilibre se realise effectivement parce que les
potentiels de demi-reduction de ces deux groupes prosthetiques, fixes k Ten-
zyme, sont tres voisins. En effet, les determinations de M. Baudras ont montre
respectivement + 34 mv pour Theme (un electron) et — 18 mv pour la flavine
(deux Electrons). Le premier est relativement bas pour une hemoproteine, le

deuxieme relativement tres eleve pour une flavoproteine; ces conditions favo-
risent le transfert d'electron de Tun k Tautre avec une perte minimale d'energie-

III. — STRUCTURE ET FONCTIONS DE UHtMOGLOBINE

Le groupe dirige par M. Banerjee a poursuivi ses recherches sur la relation
entre structure et fonctions de Themoglobine. L'accent a ete mis, comme Tann&
derniere, sur Tetude du transfert d'heme. Rappelons qu'il s'agit de la perte de

ce groupe prosthetique par Themoproteine au profit d'un « ligand », ce dernief

etant choisi de manifere i avoir un fort pouvoir complexant vis-a-vis de Theme. Le

ligand utilise le plus souvent est Tapoproteine extraite de la myoglobine de chew-

Role des hemes dans Vintegrite de la structure tetramere de Vhemoglobine. ^
Des conclusions interessantes & ce point de vue ont pu etre tirees par M. Banerjee
et M m e 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 montre que la perte d'heme par la methemoglobine resulte toujours
en la fragmentation de cette molecule, puisqu'il apparait dans un tel melange

un constituant nouveau, d'un poids moleculaire de 34000, ou, dans certain5

cas, de 17 000. L'equilibre rapide tetramere ?=* dimere =̂± monomere t
dans une solution de methemoglobine est done supprime k la suite du
d'h&me. Les sous-unites subissent vraisemblablement des changements de con-
formation entrainant au niveau des surfaces la perte d'une complementary
indispensable a Tassociation.

Recherches des formes d'hemoprottines partiellement saturees d'hbne. —
transfert d'heme est un phenomene cooperatif, comme Test le transfert d'
gene (deoxyg^nation). En concentrations non-saturantes de Theme, deux espe<*s
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qui abondent sont celles dont l'equipement hematinique est, soit inexistant,
soit au complet. Pourtant, il n'est pas interdit de penser que des formes mter-
m^diaires existent en petites concentrations. Par l'analyse d'une solution de
mithemoglobine a moitie depourvue d'heme, MM. Cassoly et Banerjee ont pu
isoler un constituant qui semble repondre a cette description. De nombreuses
donnees, tant spectrophotometriques que d'analyse chimique, tendent a montrer
qu'il s'agit d'un tetramere dont deux chaines seulement sont porteuses d heme.
La courbe d'oxygenation, analogue a celle de la myoglobine traduit 1 absence
^interaction entre les hemes ainsi qu'une affinite vis-a-vis de loxygene supe-
rieure a celle de 1'bimoglobine. . ... .tArm.

La physionomie exceptionnelle de cette molecule en fart un modele interes-
sant pour rechercher le mecanisme d'interaction entre les chaines; «««JJ*;>*'
*>ly a entrepris, en collaboration avec M. Iwatsubo, une etude sur ce mecamsme,
lotamment par la technique de fluorometrie. .

Parmi d'autres techniques pouvant servir dans ce type d etudes, figu e cdk
des reactions proteine-colorants. MM. Banerjee et Roquefort 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 j P £ g
»gent de transfert de haute efficacite par sa constante d'assoc^on ^e ^
f-vis de 1'heme, presente pourtant quelques desavantages; le transit dheme
» ce ligand est un processus tres lent. Puisqu'un t ^ . ^ * 0 1 * ;
?vec quelques ligands de petite taille, la dimension moleculaire diii hgandpanu
Jouer un dl V ? i b l b l e m e n t ce rdle consiste
?vec quelques ligands de petite taille, la dimension moleculaire diii g ^ p
Jouer un rdle. V?aisemblablement, ce rdle consiste a interdire ou non la forma
Jon d'un complexe intermediaire, l'heme 6tont enfoui dans « « ? ? " " f^
**<* de la molLle . La recherche des ligands a lafoisa forte affimt6 pour 1 heme
et de petites dimensions ne pouvait manquer d'interet.

Au cours des travaux menes dans ce but, M. Banerjee a P « J » | ~
^ p s interessants. II s'agit de polypeptides, de poids molecu ^

et 5 500, resultant du raccourcissement de la chame d
54i h i i Tus les trois se hent d % r S

de la grande vitesse de combinaison, comme l'a pu voir M. Banerj
Elaboration avec MM. Wyman et Antonini au cours d un bref sejour k
tuto Regina Elena a Rome. Les deux autres peptides, obtenus par 1 act.
W d e cyanogene sur la chaine de myoglobine, et quacheve de
ea quantity suffisantes M»« Stetekowski, sont en cours d etude.

IV -FLUORESCENCE DES PROTEINES
ET MODIFICATIONS STRUCTURALES

, Le developpement de l'etude fluorometrique des proteines est relativement
recent. 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 proteines sont lies intimement a la structure, la distance &
l'orientation des acides amines aromatiques. En particulier, l'interaction entre
des groupes prosthetiques et des acides amines aromatiques provoque une varia-
tion notable de la fluorescence.

Pour etudier ces problemes, M. Iwatsubo a construit un spectrofluorometre
rapide et sensible. La luminosite tr&s grande du syst&me optique et le faible
bruit de fond du detecteur permettent de mesurer remission tr&s faible de fluo-
rescence.

M. Iwatsubo et M l l e Di Franco ont etudie les caracteres fluorometriques de
certaines proteines, en particulier, des hemoproteines, et ont etudie le meca-
nisme de Tinteraction et du transfert d'6nergie entre des groupes prosthetiques
et la partie proteique.

L-lacticodeshydrogenase de la levure (poids moleculaire 180 000). — Celle-ci
porte 7 tryptophanes, 2 FMN et 2 hemes sur une molecule proteique. Le spectre
d'emission de la fluorescence de la partie proteique montre un maximum d'emis-
sion a 325 mfx, deplace de 25 m̂ 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. Si Ton modifie la structure de la proteine par action de Turee, de rlac-
tif SH ou de pH tres acides, e t c . , le maximum d'emission de fluorescence se
trouve & 350 m(jL comme pour le tryptophane seul.

L'intensite de fluorescence de la partie proteique est fortement influencec
par la fixation des groupes prosthetiques. Le titrage fluorometrique montre que
le rendement quantique Q egal 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 FMN. Reciproque-
ment, la fluorescence en FMN (maximum a 540 m(i, Q egal & 0,26) est eteinte
completement par fixation a Themoproteine.

L'interaction lointaine entre les groupes prosthetiques et les tryptophanes
peut fitre effectuee par le mecanisme de «transfert par resonance », par le chan-
gement de la configuration tertiaire de la prot&ne provoque par la fixation des
groupes prosthetiques.

Hemoglobine. — En collaboration avec MM. Banerjee et Cassoly, M l l e

Franco et M. Iwatsubo ont etudie fluorometriquement l'interaction de l
moglobine et de l'apomyoglobine avec Theme.

L'hemoglobine (poids moleculaire 64 000) porte 4 hemes et 6 tryptophanes
(2 sur les chaines a, 4 sur les chaines (3). MM. Banerjee et Cassoly ont trouve
un derive de Themoglobine portant seulement 2 hemes sur les 4 chaines. tfi
caractere fluorometrique de ce produit est etudie en detail.

Le spectre d'emission de la fluorescence de ce produit est analogue k ceh*1

de Tapohemoglobine (maximum d'emission a 335 mjx). Cependant, le rende-
ment quantique de fluorescence observe (Q egal a 0,025 — °>°3) e s t beaucoup
plus faible que celui d'un melange equivalent de Tapohemoglobine et Th£ifle

(Q 6gal a 0,07).
Si Ton dissocie les 2 hemes fixes sur ce produit, la fluorescence de Tap0'

proteine augmente jusqu'au niveau de la fluorescence de Tapoh£moglobine
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native (Q egal k 0,14). Reciproquement, cette fluorescence r&iduelle est com-
Ptetement eteinte par addition stoechiometrique de l'heme aux sites libres de
fixation.

II en resulte que les 2 hemes fixes sur ce produit peuvent eteindre la fluo-
rescence des tryptophanes des autres chames peptidiques.

Transfert d'energie ilectronique par resonance dans des proteines. — M. Iwat-
subo et M11* Di Franco ont etudie le mecanisme de transfert d'energie dectro-
nique entre des acides amines aromatiques et des groupes prosthetiques fixes
sur des proteines specifiques. Us ont excite des proteines k 290 mji. et ont observe
* fluorescence caract£ristique des groupes prosthetiques qui ne peuvent pas

etre excites k cette longueur d'onde k Petat libre. Les complexes diphosphopy-
Ĵ dine nucleotide-L-lacticodeshydrogenase de coeur, 1 dimethylamino-naphta-
^nesulfonate-serum albumine, protoporphyrine-apohemoglobine ont 6te Studies.

L'efficacite de transfert d'energie a ete mesuree sur le complexe apohemo-
globine-protoporphyrine. Apres correction des reponses spectrales pour tenir
compte du reseau et du photomultiplicateur, les nombres de photons 1) absorbes
Par les tryptophanes et 2) emis par les protoporphyrines ont ete mesures. Toute
. nergie des photons absorbes est effectivement transferee aux protoporphy-

rines. Ces r&ultats sont en excellent accord avec le calcul de Weber effectu£
selon la theorie de Forster.

V. — PHOTOSYNTHESE

Le groupe dirig^ par M. Joliot a poursuivi ses recherches portant sur la
Photosynthese chez Chlorella pyrenoidosa.

L'etude simultanee des variations de Tintensite de la fluorescence de la chlo-
Phylle et de la vitesse d'emission d'oxygene a ete reprise en mettant k profit
J* ameliorations apportees aux techniques. Pendant les premieres secondes
. "Emulation, on peut distinguer deux phases cinetiques generalement bien

%
 l) une phase dite d'activation pendant laquelle vitesse d'emission d'oxy-

8ene et fluorescence croissent simultanement; 2) une seconde phase nette-
^ n t plus longue pendant laquelle la fluorescence augmente alors que la vitesse

emission d'oxygene diminue.

a pu mettre en evidence deux relations lineaires exprimant successive-
le parallelisme et la complementarite des variations de la vitesse d'emis-
'oxygene et de Tintensite de fluorescence. Les inhibiteurs specifiques de
i d'oxygene ont pour effet d'augmenter la variation de fluorescence

la phase initiale. La seconde phase est au contraire tres reduite mai3
lineaire de complementarite reste valable. Aux tres fortes concen-

d'inhibiteurs, la vitesse d'emission d'oxygene est nulle; seule la pre-
e phase reste visible sur les cinetiques de fluorescence. Celles-ci ne sont

Ofs determinees que par des constantes de vitesse photochimiques mais ne sont
Pendant pas de forme exponentielle. Les inhibiteurs decouplent la reaction
otochimique des reactions thermiques permettant la regeneration du com-
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plexe photochimique. Un certain nombre d'hypoth&ses peut etre propose pour
interpreter ces experiences :

1) la relation de complementarite suggere que la reaction photochimique
et la fluorescence sont deux voies directement concurrentes permettant la dis-
sipation de l'energie photique; 2) la rapidite de la phase photochimique ini-
tiate montre que la concentration des centres photochimiques impliques doit
etre tres inferieure & la concentration de chlorophylle; 3) l'existence d'une
seconde phase cin&ique beaucoup plus lente peut s'expliquer en admettant
qu'il existe, au debut de la periode d'illumination, une reserve d'oxydant suscep-
tible de regenerer le complexe photochimique. Le maximum de fluorescence et
le minimum de vitesse ne seraient atteints que lorsque cette reserve serait epuisle.
Les inhibiteurs de remission d'oxygene auraient alors pour effet de bloquer cette
reaction de regeneration. On a pu montrer qu'il existait un equilibre d'oxydo-
rlduction entre cette reserve d'oxydant et le complexe photochimique.

Mm e Joliot a termini un travail portant sur l'identification, k partir de donn&s
cin&iques, des complexes photochimiques intervenant dans le processus photo-
synthetique.

II avait &e montre precedemment (voir rapports anterieurs) que deux com-
poses interviennent directement dans les reactions d'emission d'oxygene. Un de
ces composes (E) peut Stre dose en mesurant la quantity d'oxygene 6mis & 1*
suite d'un eclair electronique de trbs courte duree et d'intensit6 saturante. l^
second compost (A), environ dix fois plus concentre, peut Stre dose en mesurant
la quantite d'oxygene emise a la suite d'une illumination continue de forte inten-
site (jet d'oxygene). Mm e Joliot a etudie les relations entre la vitesse d'&nission
d'oxygfcne et la concentration de ces deux composes. Alors que les fonctions
Voa = / (A) sont de forme trhs complexe et variable, la fonction Voa = / (r*
est independante des conditions experimentales utilises (temperature, concen-
trations d'inhibiteurs, e t c . ) , ce qui suggere que le compose E peut etre iden-
tifie avec le complexe photochimique. II faut cependant remarquer que la rela-
tion Voa = / (E) n'est pas lineaire. La reaction photochimique ne serait done
pas du premier ordre.

L'etude des relations entre les concentrations de E et A mesur£es dans dcS

conditions de photosynthese stationnaire a montre qu'il existait entre les forme8

oxydie et reduite de ces deux composes un equilibre d'oxydoreduction dont la
constante a pu etre mesuree.

Les resultats qui viennent d'etre exposes sont tout h. fait coherents avec ceuX
obtenus par l'etude simultanee des cin&iques de fluorescence et d'emission
d'oxygene; l'ensemble de ces faits experimentaux s'accorde avec le schema
suivant :

(1) chlEi _hv^ chlEH

(2) chlEH + A * = * chlE + AH
. 0

(3) chlE + H2O J^ chlEH + (OH)^ 2

oh chlE represente le complexe photochimique actif (non fluorescent), chlE**
le complexe photochimique reduit (fluorescent), A le compost permettant &
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^g&ieration du complexe photochimique. Apres une longuc periode d'obscu-
rite, le complexe photochimique est sous une forme inactive (chlEi) et doit
subir une activation photochimique avant de participer a Tequilibre (2). La
deshydrogenation du compose AH est liee Si la reduction du gaz carbonique.
Ce schema semble en contradiction avec deux faits experimentaux relatifs k
1'ordre de reaction photochimique. Les reactions photochimiques (1) et (3) sont
obligatoirement du premier ordre; or, d'une part, les cinetiques photochimiques
<fe fluorescence observees en presence d'inhibiteurs ne sont pas exponentielles,
d'autre part, la vitesse Remission d'oxygene n'est pas proportionnelle & la con-
centration du complexe photochimique E. En fait, on observe que le rapport
de la vitesse d'emission d'oxygene k la concentration du complexe photochi-
mique augmente a mesure que la concentration du complexe diminue. Ce phe-
nomene a pu etre interprets en admettant que le complexe photochimique sous
s* forme desactivee (chlEH) n'est plus susceptible de pieger l'energie photique.
L'energie parvenant k un tel centre peut alors etre transferee i nouveau vers
un centre photochimique actif. La probability pour un centre actif d'absorber
Ur* photon augmente done i mesure que ces centres disparaissent. Une analyse
^athematique de cette hypothese a permis d'obtenir des equations theoriques
rePresentant k la fois qualitativement et quantitativement les differents faits
experimentaux.
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SERVICE DE BIOCHIMIE THEORIQUE

Rapport de M. BERNARD PULLMAN, Chef de Service.

I. — PROPRI&T&S &LECTRONIQUES DES ACIDES NUCL&IQUES
ET DE LEURS CONSTITUANTS

Une partie notable de notre activite en 1964 a encore eu pour objet l'&ude
de divers aspects de la structure electronique des acides nucleiques et de leurs
c°nstituants. En particulier, notre attention s'est centree sur la determination
aussi precise que possible des grandeurs physicochimiques qui sont suscep-
^bles d'intervenir dans les associations moleculaires impliquant ces biomoll-
£ules. En effet, l'etude du mecanisme de telles associations et de la nature des
forces mises en jeu parait etre actuellement une des preoccupations essentielles
de la biologie moleculaire.
. Or, les forces principales susceptibles d'etre impliquees dans de telles asso-

ciations sont a priori de trois types principaux : 1) les liaisons hydrogenes;
*) les forces de Van der Waals-London, et 3) les transferts de charges.

D calculs fondamentaux ayant ete effectues au laboratoire l'annle prece-
l

y
^ente sur la representation quantique de la liaison hydrogfene, ce sont les deux
*ferni£res des forces precitees qui ont retenu surtout notre attention. Or les
Ofces de Van der Waals-London comportent comme on le sait trois compo-

^ai*t^s principales : les forces electrostatiques, les forces d'induction et les forces
e dispersion. La formule generate donnant Tattraction moyenne entre deux

m°lecules dues k ces forces est, schematiquement, je le rappelle :

tiVeS>^ S O n t l e s m o m e n t s dipolaires, les a les polarisabilit^s et les I les poten-
els d'ionisation des molecules impliquees dans Tassociation. Quant aux forces

pe ^ansfert de charges, la stabilisation energ&ique de Tetat fondamental de
^sociation par ce mode d'interaction peut fitre representee schematiquement

ID - EA + Ca

Cuj 1 et C2 sont approximativement des constantes au sein d'une serie de moli-
1 aflf .aPParent^esi ID est le potentiel d'ionisation du donneur d'electron et EA

^nit dectronique de Taccepteur d'electron.
determination de ces differentes forces intermol^culaires necessite done la
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connaissance des valeurs des moments dipolaires, des potentiels d'ionisation, des
affinites electroniques et des polarisabilites des molecules. Or les valeurs expe-
rimentales de ces differentes grandeurs sont pratiquement inconnues dans l'en-
semble des biomolecules. D'oii l'interet particulier des recherches theoriques.

MmeB Berthod et Pullman ont perfectionne les procedes de determination
theorique des moments dipolaires. Ce perfectionnement a comporte deux ele-
ments. Ainsi, l'annee precedente, ces chercheurs ont utilise la methode de Del
Re pour calculer les composantes du moment dipolaire des purines et pyrimi-
dines biologiques dues a leurs electrons a. Toutefois la methode de Del Re a
ete etablie surtout pour les electrons a des molecules saturees. Les atomes des
composes conjugues etant en general dans des etats de valence assez differents
de ceux des composes satures, il a paru necessaire d'adapter le procede de Del
Re de maniere a tenir compte de ces variations. Cela a ete fait par les auteurs
precites, l'element essentiel du perfectionnement consistant a relier les inte-
grates coulombiennes aux electronegativites des orbitales (et non plus aux elec-
tronegativites globales des atomes) qui sont alors necessairement differentes
selon l'etat d'hybridation de l'electron considere. Parall&lement, des modifica-
tions ont egalement ete introduites dans les integrates de Coulomb des electrons
n afin de reproduire le plus correctement possible les moments dipolaires de
composes de reference.

L'ensemble des parametres ainsi obtenus a alors ete utilise par M m e s Ber-
thod et Pullman pour le calcul de moments dipolaires d'une vaste serie de mole-
cules biologiques et, en particulier, d'un grand nombre de purines et de pyri-
midines. L'excellent accord constate entre la theorie et l'experience dans les
quelques cas oil les moments experimentaux sont connus justifie de considered
comme probablement tres sures les predictions concernant les moments inconnus.

D'autre part, Mm e s Berthod et Pullman ont egalement etendu leurs calcufc
a la determination des moments des paires des bases complementaires adenine*
thymine et guanine-cytosine des acides nucleiques. 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 hydrogene a la valeur d&
moments. Cette derniere contribution peut valoir de i k 2 Debyes et est done
loin d'etre negligeable. Le resultat essentiel dans ce domaine est la prediction
selon laquelle le moment dipolaire de la paire guanine-cytosine (8,1 D) devrait
etre beaucoup plus eleve que celui de la paire adenine-thymine (0,9 D).

Parmi les autres resultats des travaux de M m e s Berthod et Pullman sur le

squelette a des molecules conjuguees, il convient de signaler en particulier
calculs sur les energies des differentes formes tautomeres des bases pur
et pyrimidiques des acides nucleiques. Cette application permet d'eViter de
appel dans ce domaine, comme cela a ete fait jusqu'ici, aux valeurs e m i i
des energies de liaison. MmeB Berthod et Pullman ont montre : 1) que les
gies a sont nettement plus grandes dans les formes lactam que dans les
lactim et legerement plus grandes dans les formes imino que dans les forme5

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 l'ensemblc

les formes lactam et amino des bases sont leurs formes les plus stables et
4) de toutes les bases des acides nucleiques la cytosine est celle qui devrait
le plus facilement dans une forme tautomere rare.

m
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En ce qui concerne les potentiels d'ionisation moleculaire, Mme Pullman et
M. Rossi ont introduit des ameliorations tres substantielles dans revaluation de
^ quantites par la methode du champ moleculaire self-consistant. Us y sont
Parvenus par une modification des valeurs des potentiels d'ionisation des etats
de valence atomiques. De plus, ils ont etendu leurs calculs h 1'evaluation des
Potentiels d'ionisation des paires libres presentes sur certains heteroatomes des
bases puriques et pyrimidiques. Le proc&ie fut experimente sur une quinzaine
d'heterocydes conjugues simples pour lesquels il a reussi a reproduire d'une fa$on
tres satisfaisante les potentiels d'ionisation connus experimentalement. Appliqu6
aux bases des acides nucleiques, le procede a alors conduit k la prediction des
valeurs des potentiels d'ionisation de leurs electrons n et des paires libres. On
Prevoit: i) que le premier potentiel d'ionisation de ces bases doit etre celui de
leurs Electrons n; 2) que le potentiel le plus faible doit &re celui de la guanine
(7>6 ev) et le plus eleve celui de l'uracile (9,0 ev) et 3) que les potentiels d'ioni-
sation des doublets libres situes sur les oxygfcnes des groupes carbonyles des
bases (9,4 — 10,3 ev) doivent etre plus faibles que ceux de leurs azotes (c^ 11 ev.)

Les recherches sur les valeurs precises des affinites electroniques des bio-
^olecules qui s'averent difficiles sont en cours. En attendant, des valeurs appro-
v e s sont obtenues k l'aide d'une courbe etalon reliant les affinites estimees
dans quelques composes de reference a l'energie de leur plus basse orbitale
^ol^culaire libre ou evaluees & partir des potentiels de reduction polarogra-
Phiques & l'aide d'equations semi-empiriques.

B. Pullman a applique certains des resultats precedents k 1'evaluation de
lordre relatif des energies d'activation pour la semiconductivite electronique
^es bases puriques et pyrimidiques des acides nucleiques. Le point de depart
^e cette evaluation est la theorie qui base la semiconductivit^ des solides moli-
Culaires organiques sur la formation de porteurs de charges par un mecanisme
donneur-accepteur d'electron. Selon cette theorie, I'̂ nergie necessaire pour
Cr«er la separation des charges h une distance oil les interactions coulombiennes
s°nt n^gligeables est donnee par :

E = Ic - Ec = ID - EA - P+ - P- =« ID - EA - *

^ Ic est le potentiel d'ionisation du cristal, Ec l'affinite 61ectronique du cristal,
lh le potentiel d'ionisation de la molecule-donneur d'electron, EA l'affinit^ elec-
^r°nique de la molecule-accepteur d'electron, P+ et P^ l'energie de polarisation
d.Ue i la presence, respectivement, d'une charge positive ou d'une charge n£ga-
^lve dans le cristal polarisable, ces deux dernieres energies pouvant 6tre consi-
^r^es comme etant egales k la meme quantite P.

. La quantite ID-EA apparait done comme une grandeur fondamentale dans
a ^termination des energies d'activation pour la semiconductivite, en parti-

pul/er pour la comparaison de ces energies au sein d'une serie de composes,
s t̂ant assez constant et oscillant peu autour de la valeur moyenne de 1,6 ev.
^n Valuation a permis de reproduire d'une fa9on tres satisfaisante l'ordre rela-
d

tf des energies d'activation pour l'ensemble des bases puriques et pyrimidiques
?a acides nucleiques, ce qui constitue un fort argument en faveur du m&a-
lSl&e « donneur-accepteur » de la semiconductivite. Toutefois les valeurs absolues
* ^ergies d'activation theorique sont trop fortes et ce point necessite une
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investigation supplemental, fitendu aux acides nudeiques eux-memes, ce
point de vue permet de prevoir que la semiconductivite de ces polymeres bio-
logiques devrait croitre avec l'augmentation de la proportion de guanine-cyto*
sine dans leur constitution. Ce resultat est une illustration de plus du caract&re
plus prononce des interactions electroniques entre des paires guanine-cytosine
qu'entre des paires ad6nine-thymine dans les acides nudeiques. Cette caracti-
ristique generate, prevue par la theorie depuis longtemps et cela, que Ton consid&re
les interactions par transfert de charges ou celles dues aux forces electrostatiques
et de dispersion, peut etre consideree comme verifiee recemment dans une cer-
taine mesure par rintercalement preferentiel des aminoacridines dans les acides
nudeiques entre des paires adenine-thymine adjacentes oil la resistance k une
telle penetration doit done etre moindre.

Dans un domaine un peu different mais qui concerne egalement les consti-
tuants des acides nudeiques, Mm e Pullman a utilise la methode de perturbations
pour prevoir l'influence des heteroatomes et des substituants sur l'6quilibre
tautomere des purines et des pyrimidines. II s'agit des equilibres lactam-lactim,
amino-imine et de la migration du proton entre N7 et No des bases puriques.
Le probl&me se pose, en particulier, dans le phenomene des mutations par ana-
logues des bases mais aussi dans certains phenomenes de chelation et dans
retude de Incorporation des analogues des bases puriques dans la vitamine
B12. M m e Pullman a donne les formules generates permettant de prevoir, par
perturbation sur les bases originelles, Teffet de remplacement d'un carbone du
cycle par un azote et a indique une serie de resultats relatifs k l'effet d'un tel
remplacement dans les principales purines et pyrimidines biologiques.

II. — PHOTODIMERISATION DE LA THYMINE

Bien que ce soit Ik une propriete qui comme celles discutees auparavant
concerne encore un des constituants des acides nudeiques, son caractere special
merite une mention & part. Deux hypotheses existaient & propos du mecanisme
de la photodimerisation de la thymine, la reaction probablement la plus impor-
tante en photobiologie des acides nudeiques : Tune faisait dependre ce meca*
nisme de la polarite de la liaison C5 — C6, l'autre impliquait dans la reaction
le premier etat triplet. Aucune ne disposait d'arguments reellement persuasifs*
En etudiant la structure electronique de la thymine et de tous ses analogues
qui ont 6te experimentes en vue d'une photodimerisation, Mm e Mantione ct
B. Pullman ont, d'une part, demontre l'absence de toute relation entre la pola-
rite de la liaison C6 — C6 des pyrimidines et leur aptitude & se photodimerise*
et, d'autre part, apporte de forts arguments en faveur du role du premier triplct

excite dans cette reaction. Ainsi, Us ont, en premier lieu, montre que dans le

premier triplet excite de la thymine la plus forte concentration des electrons
decouples se produit sur Pensemble des carbones 5 et 6 sur lesquels s'effectu^
la dimerisation. Us ont montre ensuite que le rendement en photodimere p°uf

une serie d'analogues de la thymine est parallele 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 photodimense plus.

On peut estimer qu'une telle condition, non seulement confirme 1 imph,
cation probable du premier triplet excite dans la reaction, mais met c n e n d m
de plus les caracteristiques electroniques de cet etat responsable du rendement
de la reaction.

Ill - PROPKtfrtS ELECTRONIQUES DES PROTEINES
ET DE LEURS CONSTITUANTS

Yonezawa Del Re et Pullman ont etendu leurs travaux sur la structure elec-
tronlqTTaddJfamines des proteines a Tetude de • « « * £ £
dissociation. En considerant que la variation de l'energie au cours du V™**™
de la dissociation est determinee essentiellement, d'une part par h vamtton de

des travaux theoriques qui ont eu pour cbjet le

existence
transmission de

6ner-

Pour autant qu'elle soit electronique, est extrinseque.

IV. - VITAMINES ET COENZYMES

.5 1- : ^ « o VivHrnaene imoliquant 1d̂iaire VqJ **>££*" rfS%£»<£^
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deux theories pre'citees et ont propose des experiences devant permettre de
decider entre la valeur de ces deux theories.

Collin et Pullman ont egalement reetudie certains aspects du mecanisme
de fonctionnement de la thiamine en introduisant, d'une part, quelques perfec-
tionnements techniques, en particulier en ce qui concerne les parametres carac-
t£ristiques du soufre, et en tenant compte, d'autre part, de certains resultats
tres recents concernant les echanges isotopiques (deuterium) dans les com-
poses thiazolium et de leurs spectres de resonance magnetique nucleaire. Les
calculs perfectionnes permettent d'obtenir une correlation lineaire entre les
charges electroniques des carbones et le deplacement chimique des protons.
Les considerations basees sur cette distribution des charges et l'effet des fac-
teurs electrostatiques permettent de rendre compte du taux d'echange isoto-
pique sur la position C2 d'un grand nombre de composes thiazolium. L'etude
apporte dans Pensemble une confirmation du mecanisme de Breslow pour le
fonctionnement enzymatique de la thiamine.

Veillard et Pullman ont developpe les etudes faites precedemment au labo-
ratoire par M l l e Spanjard et Pullman sur la structure electronique des ferro-
porphyrines biologiques, etudes faites dans {'approximation de la tetracoordi-
nence, en introduisant l'effet de l'hexacoordinence du metal. Une des modifi-
cations les plus importantes mise en evidence par ce developpement concerne
la nature de la plus basse orbitale moleculaire libre du systeme. Alors que dans
le cas de la tetracoordinence cette orbitale, situee tres bas, est essentiellement
une orbitale 3dz2 du metal dirigee perpendiculairement au plan du noyau por*
phine, c'est une orbitale essentiellement porphyrique dans le cas de l'hexacoor-
dinence. De meme, la plus haute orbitale occupee de la ferroporphyrine, tout
en etant tres haut placee, est dans le cas de l'hexacoordinence une orbitale essen-
tiellement porphyrique. Par ailleurs la distribution des charges a laquelle on
arrive dans le cas de l'hexacoordinence est en accord trfcs satisfaisant avec le
principe d'electroneutralite de Pauling.

Veillard et Pullman ont egalement etudie d'une fa^on tres semblable k celle
de leur travail sur les porphyrines certains aspects de la structure electronique
de la vitamine B12, en particulier les caracteristiques du systeme central forme
par le noyau corrine et l'atome de cobalt. Les auteurs ont montre que ce sys-
teme hexacoordonne possede une plus basse orbitale libre situee relativement
tres bas et doit done manifester une affinite electronique appreciable.

Malrieu et Pullman ont effectue une etude tres detaillee de Tinfluence du
pliage sur les proprietes electroniques de risoalloxazine reduite et de son radical
libre obtenu en milieu acide. II s'agit dans ce travail du pliage le long de l'axe
passant par les deux atomes d'azote du cycle central. Parmi les proprietes elec-
troniques sur lesquelles s'est centree particulierement l'attention des auteurs
etait Tlnergie de la plus haute orbitale moleculaire de risoalloxazine reduite et
la distribution des densites de spin dans le radical libre. Les groupements atta-
ches aux azotes du cycle central peuvent prendre chacun, en cas de pliage*
deux positions par rapport aux cycles lateraux et il en resulte quatre configt^
rations pliees limites h etudier. On constate qu'Ji la fois Tenergie de la plus haute
orbitale moleculaire occupee et la distribution des densites de spin dans le radi-
cal libre sont tres sensibles aux modifications de la structure geometrique. La

plus haute orbitale occupee qui etait antiliante dans la configuration plane
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Uante dans les configurations pliees, la molecule restant toutefois un tr&s bon
donneur d'electrons dans la majorite de celles-ci. L'etude de la distribution
theorique des densites de spin dans les differentes formes pliees du radical libre
offre la possibility d'en deduire, par comparaison avec les resultats experimentaux,
la configuration geometrique la plus probable de ce radical. Les contradictions
existant entre les resultats experimentaux des differents groupes de chercheurs
ne permettent pas d'aboutir, en ce moment, a une conclusion definitive dans
ce domaine.

La situation est plus nette dans le cas du radical libre deriv£ de la pheno-
thiazine et dont la structure electronique, en particulier la distribution des den-
sites de spin, a egalement ete etudiee par Malrieu et Pullman en fonction du
pliage de la molecule le long de l'axe passant par les deux heteroatomes cen-
traux. Dans ce cas les renseignements experimentaux sur les valeurs des den-
sites de spin etant plus surs, les auteurs montrent que leur comparaison avec
les densites de spin calculees pour les differentes configurations spatiales du
radical phenothiazinique permet de choisir la configuration la plus probable.
C'est la configuration pliee dans laquelle le proton attache a l'azote se trouve
Place entre les deux cycles lateraux. Toutefois, en combinant ces renseignements
avec ceux provenant de l'etude des potentiels d'oxydation polarographique, les
auteurs montrent que dans les derives io-substitues de la phenothiazine, le radi-
cal aliphatique trop volumineux est place hors des cycles lateraux. Ces calculs
Perfectionnes montrent Egalement que la plus haute orbitale moleculaire occupee
de la phenothiazine est liante dans toutes ces configurations.

Tout comme les travaux de Mme8 Berthod et Pullman ont montr6 la possi-
bilite d'une etude quantique explicite et quantitative des systemes a de biomo-
tecules les travaux de Malrieu et Pullman montrent la possibility d'une etude

d
, s travaux de Malrieu et Pullman montrent la possibility dune etude

analogue des systemes non-plans. Ainsi disparaissent peu a peu certaines res-
trictions techniques qui limitaient quelque peu le champ ^'application pos-
sible des methodes quantiques en biochimie ou biophysique.

V. — DIVERS

Au cours d'une etude par la methode de champ moleculaire self-consistant
Sans contrainte de spin de la structure electronique des carbenes, M. Schneider
? ^ m e Serre ont examine en particulier les caracteristiques de structure de
aminocyanomethylfene, dimere de HCN, considere par certains auteurs comme

ayant probablement joue un role important dans revolution biochimique. L'etude
a Porte k la fois sur la forme biradicalaire de ce compose (H2 N - C - C s N )
et sur la forme tautomere iminocyanomethane (HN = CH - C s N), Les
Calculs permettent de prevoir que la forme la plus stable de ce compose serait
P.r°bablement k forme biradicalaire qui est d'ailleurs caracterisee par une ener-
&* de resonance particulierement elevee, de l'ordre de 90 Kcal/mole contre
^ Kcal/mole pour la forme iminocyanomethane. L'etude de la distribution des

ensites de spin dans le biradical indique une forte localisation de ces densites,
°n seulement sur le carbone « bivalent » mais egalement sur l'azote de la liai-
n C s N. Cette situation cadre bien avec la r£activit6 presumee du dimere
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susceptible d'intervenir dans des condensations conduisant par exemple k l'ade-
nine.

B. Pullman a effectue une etude critique de la proposition de Bolton selon
laquelle Texistence d'approches moleculaires particulierement rlduits dans les
cristaux de certains composes polycarbonyles (e.g. alloxane) serait due k une
polarite particulierement elevee des carbonyles mis en jeu dans ces contacts. II
a montre qu'en realite les liaisons carbonyles impliquees dans ces contacts rap-
proches sont caracterisees surtout par un indice mobile particulierement eleve,
une charge nette positive sur le carbone egalement tres elevee mais, en revanche,
par une charge negative relativement tres faible sur leur oxygene.

Plusieurs mises au point importantes ont ete pr£parees par certains travail-
leurs du laboratoire a l'occasion des exposes presentes aux differentes reunions
internationales. Ces mises au point contiennent naturellement souvent beau-
coup de resultats nouveaux. Ces exposes g£neraux ont port£ sur les mecanismes
electroniques de la mutagenese (A. et B. Pullman, Colloque International de
Chimie Quantique, Sanibel Island, Floride, Janvier 1964), sur les mecanismes
electroniques dans la carcinogenese chimique (B. Pullman, Colloque Inter-
national sur les Aspects Moleculaires de la Carcinogenese et de la Mutagenese,
Oak Ridge, avril 1964), sur la structure electronique des radicaux libres biolo-
giques (A. Pullman, Colloque International de la Societe de Chimie Physique
sur la Structure des Radicaux Libres, Bordeaux, mai 1964), sur les complexes
de transfert de charges en biochimie (B. Pullman, 6e Congres International de
Biochimie, New York, aout 1964), sur les aspects electroniques de la biophy-
sique (B. et A. Pullman a l'Ecole Internationale de Biophysique Moleculaire,
Squaw Valley, aout 1964) et sur les liaisons hydrog&ne et les bandes d'energie
dans les proteines (A. Pullman a l'£cole Internationale de Chimie Quantique,
Istanboul, septembre 1964).

Par ailleurs, comme chaque annee, toute une serie de travaux techniques de
Chimie Quantique ont ete effectues au laboratoire en vue de perfectionner les
methodes memes d'etude des structures electroniques. Bien que ces travaux
soient d'une importance fondamentale pour nos recherches, leur expose ne
trouve pas sa place dans ce rapport. Signalons seulement l'importante contri-
bution de M. Rossi qui a etabli une nouvelle methode pour la solution des pro-
bl^mes variationnels dans les procedes LCAO, particulierement utile pour
retude d'etats triplets, et le developpement continu des recherches de M. Ber-
thier sur une m&hode self-consistante rationalisee.
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SERVICE DE BIOCHIMIE A

Rapport de Mm e Y. KHOUVINE, Chargee de Service.

Mes collaborateurs ont poursuivi leurs recherches, commencees depuis plu-
sieurs annees. Mm e R. Emanoil-Ravicovitch a donne Tensemble des siennes
dans une these de Doctorat-es Sciences dont l'essentiel a ete resum6 dans le
rapport de 1'annee derniere. M. C. E. Sripati, M l l e R. Rozencwajg et Mm« A.
Fourcade ont fait progresser les leurs de telle fa9on que Ton peut esperer que
* partie experimentale de leurs theses est tres avancee.

M. C. E. Sripati a montre que les noyaux des cellules h£patiques de Rat
normal ou porteur de l'hepatome ascitique de Zajdela conservent la possibility
de synthetiser, in vitro, les acides nucleiques et les proteines. Us possedent cer-
tains systemes enzymatiques tels que les enzymes de la chaine glycolytique
d'Embden-Meyerhof, excepte l'hexokinase. II a mis, aussi, en evidence la pre-
sence d'une adenylate-kinase et d'un phosphoenol-pyruvate-kinase. Ces enzymes
doivent etre des constituants nucleaires, etant donne que les preparations de
noyaux sont depourvues de contaminants cytoplasmiques et pr&entent un haut
degr6 d'integrite morphologique. II semble bien que les cellules normales, aussi
Wen que les cellules neoplasiques, ont Tequipement enzymatique necessaire
Pour remplir, independamment, plusieurs fonctions, telles que le metabolisme
des hydrates de carbone, menant k la synthese du ribose et des acides amines,
ainsi que Tutilisation de ces metabolites pour la synthese des acides nucl&ques
et des proteines. II a aussi montre que TATPase nucleaire, dont la concentra-
^on est elevee, est insensible au dinitrophenol, mais que son activite est tres
augmentee par les ions Mg++ . Le noyau pourrait done avoir une certaine inde-
Pendance metabolique mais, par sa pauvrete en hexokinase, il depend du cyto-
Pksme pour la phosphorylation du glucose. La regulation par des interactions
ftuclfo-cytoplasmiques serait une hypothese satisfaisante puisque, pour toutes
les fractions cellulaires, la synthfese des coenzymes pyrimidiques se fait unique-
ment dans le noyau.

R# Rozencwajg poursuit Tetude d'un syst&ne d'incorporation des
amines dans les proteines provenant d'une fraction nucleaire de l'h^pa-

e ascitique de Zajdela, aprfes centrifugation k faible vitesse. Ce systeme agit
addition de facteurs solubles ni apport energetique exterieur. II possfede
tous les elements necessaires h la synthtee proteique. II ne represente qu'une
partie de la fraction sedimentable puisque, par oscillation sonique ou par

action de tensio-actifs, on peut modifier sa composition et changer sa teneur
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en proteines, ADN et ARN, sans changer son pouvoir d'incorporation.
M l l e Rozencwajg a montre egalement que ce systeme, apres incubation avec
des acides amines, synth6tise des substances dont elle a pu isoler, apres soni-
cation et digestion trypsique, un complexe soluble trichloracetique.

M. A. Boer, en collaboration avec M l l e Rozencwajg et M. J.-P. Zalta, a
etudie l'inhibition des syntheses proteiques par rActinomycine dans les cel-
lules de l'hepatome ascitique de Zajdela. Cette inhibition, qui est fonction du
temps de preincubation, ne depasse pas 30 k 40 %. Dans les memes conditions,
95 % de Incorporation de P32 est inhibee.

Si on compare ces resultats k ceux qu'on obtient avec les bactfries, chez
lesquelles la synthese des proteines est completement bloquee, on peut penser
qu'il existe, dans les cellules animates, des ARN « messagers » relativement
stables et (ou) que la synthese des ARN continue en presence d'Actinomycine.

M. Boer, en collaboration avec M m e 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 montre que la resistance relative du D-ARN tient, probablement,
a sa faible teneur en dGMP, puisque rActinomycine se lie specifiquement au
dGMP de l'ADN. Comme on sait aussi, in vitro, que la synthese sur un ADN
a un seul brin est beaucoup moins sensible a rActinomycine que celle qui se
fait sur un ADN a 2 brins, il est possible que, dans le foie, une partie de la syn-
these de TARN « messager » se fasse sur un ADN a un seul brin, d'autant plus
que les proportions d'AMP et d'UMP sont inegales.

Afin de savoir si le metabolisme des acides nucleiques dyE. coli est modifil
par la chlorpromazine, M. R. Sutra a determine les conditions les meilleures
de Incorporation de Padenine 8-C11 en la dosant dans les acides aJenylique
et guanylique de TARN et dans Pad6nine et la guanine de l'ADN. En repe-
rant ces experiences en presence de chlorpromazine, M. Sutra montrera Fac-
tion de cet inhibiteur sur la synthese des acides nucleiques d'E. coli.

M. D. Szafarz a poursuivi 1'etude de l'inhibiteur dont, avec M. J. Okuda,
il a montre Fexistence dans la fraction soluble du noyau hepatique du Rat. Ce
facteur est de nature proteique, de faible poids moleculaire et migre, a l'elec-
trophorese, vers la cathode. Ce dernier caractere semble indiquer que l'inhi-
biteur est une proteine de type basique. In vitro. Incorporation des acides
amines dans les proteines est inhibee. Avec M. T. Matsu'ura, M. D. Szafarz
a commence l'analyse chimique de cette proteine pour en connaitre le rapport
acides bibasiques/acides dicarboxyliques et cherche i mettre en evidence quelque*
proprietes caracteristiques de Tinhibition.

D'autre part, M. Szafarz, en collaboration avec M l l e M. Galy-Fajou, etudie
les complexes du diaminoazobenzene avec les proteines. L'affinite du colorant
est grande pour les histones, faible pour la serumalbumine et nulle pour les
tamines et la trypsine. Le complexe avec la serumalbumine est retenu par
filtre millipore de 0,45 [i et semble etre dissocie par la nitrocellulose qui i
le colorant.

Bien que M l l e L. Klyszejko ait quitte mon laboratoire, elle a pu continued
k. la Faculte des Sciences de Lodz, ses recherches sur les nucleoproteides &
pancreas de Boeuf. Elle a mis au point l'isolement des noyaux par l'acide citrique
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« I. separation des RNP, DNP et protfines insoluble.. BU a, ensute, sj*»re
Us DOT en protein., du OTe histone, protemes non bas,q»<s du W « * * " -
lines et en nroteines risidueUes. Par electtophorese, eUe a etudie 1 homogeneite

7 " T S B ?£2£t!JS2

universities le lui permettent, viendra quelques mois
M A T Rosenbere et M«« A. Fourcade ont montre que des mitochon

ont, en outre, une activite respiratoire reduite et ne reaguaent pas
LWlyse de leur equipement enzymatique est en cours

D'autre part, M Rosenberg et M- Fourcade ont : m»aujpouMm
recente de cancerisation par la diethylmtrosamme Us en ont verrfie
et la specified. En suivant Involution de l'actmte " £ W « ^ * $
canceriition, iU ont observe que la catalase ne d.sparait pas au debut
toxication par le colorant.

M°»e R Emanoil-Ravicovitch a soutenu sa these le 17
sant ses recherches sur les flavines en general et sur un
ParticuUer, la DAB-reductase dans la cellule hepatique
cours de la cancerisation experimentale ainsi que dans la cellule

^ I t u d i e actuellement, avec M . Szafars, " — 1 « * S S ^ S
e DAB et les fractions sub-cellulaires du ** * » £ ™ £ cobranT et^uent
membranes ergatoplasmiques ont une grande ^ J T *£Z» M« Ema-
^ r6le imporLnt dans la precancerisation exp6nmentale, role que M
noa-Ravicovitch avait d̂ ja souligne dans sa these.
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& de Boeuf. HI. Fractionnement des histones.
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Rapport de M*e M. GRUNBERG-MANAGO, Chargee de Service.

L'etude des mecanismes de la biosynthese des polyribonucteotides, de leur
structure physico-chimique et de leur role dans la synthese des proteines a ete
Poursuivie. Nous nous sommes cette annee plus particulierement attaches aux
Points suivants :

A) Mecanisme (faction de la polynucteotide phosphorylase.

B) fitude de la structure secondaire et des sequences d'ARN :
a) Degradation de TARN du TMV

b) Degradation du S-ARN.

Role du chloramphenicol et des analogues d'acides amines dans la syn-
des ARN et des proteines.

D) fiftide des propri£tes physico-chimiques des polynucleotides contenant
bases atypiques.

E) Code genetique et biosynthese des proteines.

A. — MECANISME D'ACTION DE LA POLYNUCL&)TIDE PHOSPHORYLASE.

Comme nous Tavons mentionne dans notre dernier rapport, nous avons
°btenu, en collaboration avec M. Williams et avec l'aide de Mm e Thang, une
Preparation hautement purifiee de E. colt qui nous a permis de pousser plus
^n notre 6tude de la polynucteotide phosphorylase. En effet, alors que pour

enzym e je ^ lysodeikticus, il a ete trouve qu'un amorceur oligonucleotide a
rou hydroxyle terminal libre etait absolument necessaire et que Tenzyme

l i d l l d li
p y

tlache sur cet oligonucleotide des unites de mononucleotides, le role des oli-
8°nudeotides n'a pas encore ete clarifie dans le cas de Tenzyme de E. coli et
I * -4. vinelandii. En particulier, les deux groupes d'oligonucleotides, a hydroxyle
p b r e ou h. 3' phosphate, semblent avoir un effet activant, puisqu'ils peuvent
e

U n et Tautre supprimer la phase de latence induite par diverses conditions
^Perimentales, telles qu'un traitement par Turee, par exemple. Par contre,

°̂Us avons trouve, en collaboration avec M l l e Lucas, que les oligonucleotides
ti°nt le groupe hydroxyle en 3' est libre, protegent Tenzyme contre l'inactiva-
I - Par la chaleur, alors que ceux est6rifi6s en 3' n'ont aucun effet protecteur.

e tfavail de M l l e Lucas a ete repris et continue par M. Harvey.
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II apparait done que les oligonucleotides peuvent avoir deux effets : ceux
dont le groupe hydroxyle est libre et qui peuvent servir de point de depart pour
de nouvelles chaines et etre incorpores dans les polymeres se combinent avec
le groupe actif de l'enzyme; ceux dont le groupe hydroxyle est esterifie en 3'
(ainsi 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'uree est etudiee actuellement en detail par M. Harvey.
Une des applications de la stabilite thermique de la polynucleotide phos-

phorylase se trouve realisee dans la synthese de l'acide polyguanylique d'un
poids moleculaire eleve. En effet, la preparation de cet homopolymere s'etait
jusqu'ici revelee infructueuse, et son obtention, en collaboration avec M. Thang
et avec l'aide de M l l e Graffe, permet de combler le vide des etudes tant phy-
sico-chimiques que biologiques a l'aide du poly G.

La stabilite i la chaleur de la polynucleotide phosphorylase nous a permis
egalement, en collaboration avec M l l e Lucas, d'etudier le mecanisme selon lequel
la polymerisation est inhibee en presence de polymeres k bases complementaires
de celles des diphosphates. En particulier, l'effet du poly U (acide polyuridy-
lique) sur la polymerisation de l'ADP a pu etre etudie a des temperatures elevees.
A 300 le poly U inhibe fortement cette polymerisation alors qu'i 370 l'inhibi-
tion est beaucoup plus faible et qu'i 420 elle est presque negligeable.

Ces r£sultats suggfcrent le mecanisme suivant : un adenylate (de 10 i
20 nudeotides) est synthetise; un complexe se forme entre le poly U et cet
adenylate (Tm = 400); ce complexe inhibe une synth&se posterieure de poly A.
Lorsque la temperature est suffisamment elevee pour que ce complexe, oligo A
+ poly U, soit detruit, la synthese reprend.

L'6tude du mecanisme de polymerisation est en cours au moyen d'analogues
de diphosphates; elle a ete commencee en collaboration avec M. S. S. Cohen*
lors de son sejour k l'lnstitut au moyen de Tarabinosyl CDP et de desoxy CDP
qui sont des inhibiteurs.

D'autre part, M. Thang, avec Taide de M m e Thang et en collaboration avec
MM. Babinet, Roller et Dubert, du groupe de M. Monod k Tlnstitut Pasteur,
a trouve que divers metaux peuvent remplacer le M g + + dans la polymerisation
et la phosphorolyse. Certains ne catalysent cependant que Tune des reactions.
Ceci donnerait un nouveau moyen d'approche pour l'elucidation du mecanisznc
d'action de la polynucleotide phosphorylase.

Par ailleurs, M l l e M6ry etudie avec l'enzyme de M. lysodeikticus les condi-
tions de synthese des polymeres blocs commenfant par une longue sequent
differente d'homopolymeres donnes qui peuvent etre tres utiles pour la clarifi*
cation de l'etude du code genetique.

Enfin, Teffet de la polylysine et des electrolytes sur la polynucteotide phos*
phorylase de CL perfringens a &e etudiee en detail par M. Fitt. La polylysinc

stimule la polymerisation de l'ADP et du GDP, et inhibe celle de l'UDP et d*
CDP. Tous les electrolytes stimulent egalement la polymerisation de l'ADP n

absence de polylysine, mais on observe une phase de latence qui est s u p i
par l'addition de polynucleotides ou d'oligonudeotides. Au contraire, en
sence de polylysine, la vitesse de la reaction est lin£aire des le debut de la
merisation. La polylysine et les electrolytes diminuent de 10 fois environ
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Ks pour l'ADP, mais la polylysine augmente, de plus, la Vm. La polylysine deplace
egaiement l'equilibre de la reaction en se combinant k 1'acide polyadenylique

B. — ISTUDE DE LA STRUCTURE SECONDAIRE ET DES SEQUENCES D'ARN.

Jusqu'i present on ne possede pas de m&hodes adequates permettant d'&u-
djer la sequence des bases dans les ribopolynucteotides. La polynucleotide phos-
Pnorylase pourrait 6tre utile pour ce genre d'etudes. En effet, c'est une exonu-

attaquant sp£cifiquement l'extremite nucleosidique de la chaine ayant le
position 3' et le groupement 5' li
le. De plus, aucune specificite
part, la preparation purifiee que

«e contient aucune activite endonucleasique.

a) Degradation de VARN du TMV. — En collaboration avec B. Singer et
**• Fraenkel-Conrat, de Berkeley, en visite a l'lnstitut, nous avons effectu ,̂
avec l'aide de M. Dondon, une digestion limitee de TARN du TMV par la
Polynucleotide phosphorylase a 0 ° ; celle-ci a libere un groupe de nucltosides
5 diphosphates, ce qui correspondrait a une attaque de l'extremte 5' liee a la
cllame. Le fait d'enlever un segment terminal de 20-50 nucleotides ne diminue
4Ue de peu I'infectivit6. La replication d'un ARN tronque, auquel manquaient
jusqu'i 30 residus, a donne une progeniture dont l'ARN, examine par les m&nes
jftethodes enzymatiques, ne peut fitre distingue, en ce qui concerne la sequence
fcrmiiiale de nucleotides, de l'ARN non traite.

L'exp l̂ication de ce ph&iom&ne est actuellement en cours d'etude.

k
 b) Degradation du S-ARN. — A l'inverse de tous les autres ARN, le S-ARN,

37°» resiste a la phosphorolyse dans une proportion de 70 %. Nous avions
P°stule, avec M. Monier, que ceci etait du a la structure secondaire de cet ARN.

a stability de la polynucleotide phosphorylase a la chaleur nous a permis,
j ec M. Thang et l'aide de M11* Reveillon, de montrer que le S-ARN est tota-
^ement hydrolyse lorsque Ton eleve sufHsamment la temperature (6o°) pour

tenir sa fusion, confirmant ainsi que la resistance, k 370, est bien due a la
ructure secondaire. Cette observation a conduit a une etude sur le mecanisme

e la phosphorolyse du S-ARN. Les resultats obtenus sur le S-ARN total ainsi
Vie sur l'ARN specifique pour la serine (en collaboration avec M. Zachau de

ologne) o n t m o n t r ^ qu e i»attaque des molecules du S-ARN par la polynu-
eotide phosphorylase, a 6o° et meme a une concentration elev^e d'enzyme,

e
 e s t Pas simultanee. II a ete suggere qu'un rapport molaire enzyme/S-ARN

jjSt necessaire P o u r qu'il y ait une attaque simultanee de toutes les chaines du
"ARN. M. Guschlbauer a recherche les conditions d'etudes de la sequence;

en particulier une methode spectrale permettant l'analyse des bases — y
On*pris les bases rares du S-ARN — a ete mise au point.

j> . ^n autre enzyme a ete isole du rein de mouton. Ce travail commence a
. ^ceton par Mme Grunberg-Manago et M. Fresco a ete continue a Paris par
e ' Kasai. A l'inverse de la polynucleotide phosphorylase, cet enzyme est une

Qonuclease; il ne presente pas de specificite en ce qui concerne les bases,
a i s n'attaque pas les regions ordonnees des polynucleotides. L'emploi de cet
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enzyme peut etre utile pour les etudes sur la structure secondaire et nous sommes
en train <f en etudier Faction, en particulier sur le S-ARN. Par ailleurs, cet
enzyme peut egalement fitre fort utile pour preparer une serie d'oligonucleotides
5 POj necessaires k l'etude du code in vitro, ainsi qu'i l'etude du mecanisme
des differents enzymes jouant un role dans les reactions de polymerisation.

C. — ROLE DU CHLORAMPH^NICOL ET DES ANALOGUES D'ACIDES AMINES

DANS LA SYNTHfeSE DES A R N ET DES PROT&NES.

Les etudes effectuees sur la synthese des ARN totaux chez les auxotrophes
de E. coli ont conduit a formuler l'hypothese selon laquelle les acides amines
jouent dans cette synthese un role regulateur en neutralisant l'effet des repres-
seurs specifiques des syst£mes formateurs d'ARN. L'idee selon laquelle ces
represseurs seraient des ARN de transfert, non charges d'acides amines, a meme
et£ avancee. Certaines observations sur l'etude de TARN polymerase sont en
accord avec l'hypothese proposee. Toutefois, ce mode de regulation ne rend pas
compte des resultats obtenus par M. Thang par l'etude de Faction des analogues
d'acides amines et celle du chloramphenicol sur la synthese des ARN et des
prot&nes. Des analogues incorporables, comme le p-fluorophenyl-alanine, ne
peuvent induire la synthese des ARN qu'en presence de chloramphenicol.
D'autres analogues, consideres comme non activables et non attachables &
l'ARN de transfert (5-m^thyltryptophane) agissent comme inducteurs de b
synthese de l'ARN, mais ceci seulement lorsque le chloramphenicol est present*
Ces observations mettent en lumiere le role possible du chloramphenicol, soit
comme activateur specifique des systemes formateurs d'ARN, soit comme sta*
bilisateur de cette synthese. M. Thang, avec l'aide de M l l e 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 l'incorporabilite de cer-
tains analogues consideres comme non incorporables.

D. — liTUDE DES PROPRIETIES PHYSICO-CHIMIQUES

DES POLYNUCLfe>TIDES CONTENANT DES BASES ATYPIQUES.

MM. Michelson et Pochon ont poursuivi, en collaboration avec MM. Dou*
zou et Helene, l'etude des diverses formes tautomeriques de la cytosine, et ofl*
synthetise de nouveaux composes substitues de cette base. Ce travail prilifl11*
naire a conduit a l'etude du transfert d'energie entre les deux bases, lfitfjf
purique, l'autre pyrimidique, d'un dinucleotide. Ce transfert d'energie est din*
cile k mettre en Evidence, car lorsque Ton excite la base purique, on excite &&*
lement la base pyrimidique. D'autre part l'intensite de fluorescence et de P f̂f"
phorescence est faible. L'intensite du transfert d'energie pour un dinucliotid
contenant 1'adenine et la cytosine varie suivant le type de liaison internucte0'
tidique. Des oligonucleotides contenant des analogues de la cytosine serofl̂
prochainement synthetises afin d'avoir des donnees supplementaires sur ce pr°*
bl^me.

D'autre part, parallelement a la preparation de nombreux
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formes d'analogues de bases qui ont 6t£ examines dans le systeme prot&que,
M. Michelson a poursuivi les Etudes physico-chimiques de ces derives, avec
1'aide de MUe Monny et de deux ettidiants du 3e cycle, MM. Favre et Henry.

M. Massoulie a continue son etude, par absorption optique, de la dissoda-
tion thermique du complexe poly ( A + U+ U). II a pu mettre en evidence
deux longueurs d'ondes pour lesqudles l'absorption de l'un des complexes
formes, mais non celle de 1'autre, differe de l'absorption optique des polymeres
Spares. Cette observation est utilisee pour etudier les complexes poly (A + U)
et poly (A + U + U), et l'interpretotion des i&ultats est confirmee par la reac-
tion du formol avec ces systemes.

E. — CODE GBNETIQUE ET BIOSYNTHESE DES PROTEINES.

En collaboration avec M. Michelson, avec l'aide de M. et Mme Dondon,
nous avons poursuivi l'etude du mecanisme de l'assodation entre le codon de
J'ARN messager et l'anti-codon du S-ARN; en particulier, nous avons cher-
che a savoir si 1'appariement de ces bases se fait selon le modele de Watson et
Crick, en introduisant divers substituants dans les bases, ce qui modine leur
structure electronique et par consequent la stabilite de leur appariement avec
fes bases complementaires. Les analogues de l'adenine ont ete formes par substi-
tution d'un hydrogene du groupe amine par un groupe hydroxymethyl, methyl
ou hydroxy&hyl; les analogues de l'uracile par substitution de groupes lode,
brome, hydroxyl, fluor, methyl ou ribose. L'influence d'autres agents externes,
tel* que temperature, pH, concentration en Mg, streptomycme, etc... a ega e-
ment ete etudiee, ainsi que l'effet de introduction de bases non-sens dans les
Polymerts et de modifications du residu nudeosidique.

L'ensemble des resultats peut, pour le moment, se resumer amsi :
Dans la plupart des cas, le lien entre le messager et le S-ARN se: fai: bien

P« appariement des bases suivant le modele dassique de Watson et Crick (cet
fPPariement dassique est mis en evidence par la capatite des analogues substi-
t u * en s a remplacer 1'uracile et par le remplacement de la guanine par I hy-
Poxanthine. De plus, les etudes sur l'effet du pH et de ^temperature sur ;Im-
J<*Poration de la phenyl-alanine en presence de poly FU, mdiauent que les
'acteurs influen9ant la stabilite des appariement specifiques des 6
d e m e n t l'incorporation. Lorsque 1'appariement des bases est u,...^--
,uPPrim6 (par exemple methyl U), l'analogue est non-fonctionnel Par ai
^terference de 1'appariement par la substitution d'un H dans k^ OTe™^
^-amine de 1'adenine, par un groupement alkyl, rend l'adenine non-fonc
tlonnelle.

Cependant, les resultats obtenus avec divers analogues indEquent qu une
> n e tolerance est permise : d'autres types de liens peuvent « 2 ^ « «
2Ue toutes les bases du codon ne soient pas ^ e s s a i r e s . P o u r

f
l a ^ d O " c ^

^ P l e x e si la stabUite des liaisons est augmentde, ce qui peut am«»«d« cas
J^biguite (un meme codon codant pour plusieurs acides <£»££?£
^ n C e de poly U, il y a non seulement incorporation de P b ^ n i n e , ^ m a i s
^ l e m e n t d . U e u c i ' n e / d e l e u c i n e et de s6rine; en presence de poly BrC, il
y incorporation de proline, mais egalement de threonine.

D ' ^ t r e part, certains ion^, des solvants, et surtout la streptomycine, aug-
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mentent les ambiguites et indiquent que les ribosomes jouent un role tr&s impor-
tant dans la specificite des liens S-ARN — ARN messager.

L'introduction de bases non-sens produit un dommage qui varie suivant la
nature du non-sens introduit. Enfin, un leger changement k l'extremite du nucleo-
side peut affecter profondement la capacity qu'a le polymfere de favoriser une
incorporation d'acide amine, ce qui suggere que la lecture ne commence pas
au milieu de la chaine. Les causes profondes des ambiguites sont k retude en
collaboration avec M. McLaughlin, et cette etude semble importante tant pour
la comprehension du mecanisme de transcription qu'en ce qui concerne la con-
fiance que Ton peut accorder aux unites de codage telles qu'elles sont deter-
mines dans le systeme in vitro.

Tous les polymeres necessaires a cette 6tude ont ete prepares par Mm e Don-
don et M l l e Graffe.

F. — TRANSFORMATIONS CHEZ Ustilago.

M. Tavlitzki et M m e Talou ont continue F&ude des phenomenes qui con-
duisent k la production de formes levures h partir d1Ustilago. Apres avoir £la-
bor£ une methode d'etude quantitative de la transformation, ils se sont attaches
k mettre au point une technique qui permette de disposer de quantites suffi-
santes de facteur transformant. Une serie d'exp^riences leur a permis de cons-
tater que Ton peut obtenir des preparations actives lorsqu'on laisse proliferer
les levures dans des milieux complexes ou dans des milieux definis dont on
peut sans inconvenient abaisser la concentration en sels. Ils ont finalement fix£
leur choix sur la technique qui consiste k mettre les levures en suspension pen-
dant quelques jours dans de Peau distill6e, technique dont l'avantage est de
fournir des preparations depourvues des constituants des milieux de culture
et des produits du metabolisme.

Ayant observe que la substance en cause est thermostable, qu'elle dialyse
et qu'elle n'est pas adsorbee par le charbon, M. Tavlitzki et Mm e Talou ont
mis au point une methode d'isolement qui utilise ces proprietes. Ils ont cons-
tate ensuite que Pactivite transformante accompagne le materiel qui fournit des
reactions 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 resultats obtenus au
cours de cette etude, mis en parallele avec Pobservation selon laquelle la papaine
inactive le facteur transformant, suggerent que ce dernier pourrait etre cons-
titue en tout ou en partie d'une substance de nature polypeptidique dont le
poids moleculaire serait superieur ou egal k cinq mille. II faudra cependant
attendre que la purification du facteur soit plus avancee pour pouvoir l'affirmer*

G. — PH^NOMfeNES D'lNDUCTION ET DE REPRESSION ENZYMATIQUES
CHEZ Acetobacter xylinum.

M. Prieur a montre que le fructose et le glucose utilises comme sources &
carbone par une souche d1Acetobacter xylinum y provoquent, chacun en ce qul

le concerne, la formation d'un 6quipement enzymatique qui se traduit par u#
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metabolisme glucidique different. Rappelons que la bact&ie qui a utilise le
fructose (type « F ») degrade les glucides par le cycle des pentoses, tandis que
la bact&ie qui a utilise le glucose (type « G ») metabolise les sucres par la voie
Embden-Meyerhof.

Lorsque chacun des types bacteriens « F » et« G » est mis en presence du
glucide qui induit Tautre type, on s'aper^oit que certaines activites enzyma-
tiques apparaissent, tandis que d'autres disparaissent. Ainsi :

— le fait de mettre le type « G » k proliferer dans un milieu k base de
fructose y provoque Tapparition de toutes les activites enzymatiques qui lui
faisaient defaut par rapport a « F » (fructose kinase, phosphoglucomutase,
glucose-6-phosphate deshydrogenase, 6-phosphogluconique deshydrogenase, gly-
cerokinase, UDPG-deshydrogenase). Lorsque cette meme experience est effectuee
dans des conditions de non-proliferation, on constate en outre la disparition
de la 6-phosphofructokinase et de la phosphoglyc&omutase;

•— le fait de mettre le type « F » en presence de glucose y provoque, en crois-
sance, la disparition de PUDPG-deshydrogenase et de la fructose kinase, enzymes
dont l'activite persiste lorsque Texperience est effectuee dans des conditions de
non-proliferation.

Le passage d'un glucide h l'autre a aussi pour consequence des changements
de specificite de certaines deshydrogenases envers le coenzyme necessaire k leur
activite :

— la 6-phosphogluconique deshydrogenase, qui est specifique du DPN en
(< F », devient specifique du TPN apres croissance de « F » en milieu glucose,
^t enz3'me, inactif en « G » est synthetise lorsque ce type bacterien est mis h
mcuber dans une solution de fructose et son activite s'exerce indifferemment
avec le DPN ou le TPN ;

— la G-6-P-deshydrogenase existe dans les deux types bacteriens, « F » et
<( G », et exige le TPN. Lorsque le type « F » est mis & proliterer dans un milieu
au glucose, on constate une augmentation de Tactivite specifique de cet enzyme
^ui devient indifferent au coenzyme qui lui est n&essaire.

Un « effet glucose » doit s'exercer sur les six premiers enzymes cit& dont
les activites, induites par le fructose, sont reprim6es par le glucose. II a 6t6 cons-
kte que pour quatre d'entre eux (phosphoglucomutase, G-6-P-deshydrog^nase,
6-P-G-deshydrogenase et glycerokinase), un effet de pr^induction par le fruc-
tose empfeche leur disparition lorsque « F » est mis k proliferer en milieu glucose.

Le fructose agit comme represseur vis-k-vis de la 6-P-fructokinase et de la
Phosphoglyceromutase, avec effet de preinduction par le glucose.

Comme il a pu etre prouve que les differences constatees entre les types
Jacteriens etudies sont d'ordre phenotypique, 1'ensemble de ces resultats tend
4 naontrer que Ton a reuni les conditions dans lesquelles il est devenu possible
d? niaintenir, avec des phenotypes differents, deux populations bacteriennes de
genotype identique, en les faisant croitre dans des conditions identiques.
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H. — M&TABOLISME DE LA CYSTATHIONINE CHEZ LES MICROORGANISMES.

Revenue des litats-Unis, Mm e Delavier-Klutchko a poursuivi le travail
entrepris lk-bas sur le metabolisme de la cystathionine. Cet acide amine, par
l'intermediaire duquel se fait le transfert du soufre entre la cysteine et l'homo-
cysteine — reaction de trans-sulfuration — represente une etape de la biosyn-
these de la methionine et a ainsi un role physiologique important. Cette reaction
de transsulfuration procede par une serie de reactions de substitution et d'eli-
mination catalysees par des enzymes dont le pyridoxal phosphate est le coen-
zyme. II a ete demontre que cette reaction est reversible chez Neurospora crassa
et Saccharomyces Cerevisiae, et irreversible chez deux especes bacteriennes voi-
sines, Escherichia coli et Salmonella typhimurium, oil elle procede de la cysteine
vers l'homocysteine, — direction inverse de la reaction connue chez les tissus
animaux. En effet, Neurospora et la levure degradent la cystathionine en cys-
teine et a-cetobutyrate d'une part (« y elimination ») et en homocysteine et pyru-
vate d'autre part (« (3 elimination »). E. coli et Salmonella ne possedent qu'un
« p enzyme » qui differe d'ailleurs par certaines de ses proprietes de son homologue
isol6 chez Neurospora.

Neurospora et la levure catalysent la « (3 synthese » de la cystathionine a par-*
tir de l'homocysteine et de la serine, « (3 synthese » qu'il n'a pas ete possible de
mettre en evidence chez E. coli et Salmonella. Ces bacteries, par contre, synthe-
tisent la cystathionine k partir de Thomoserine et de la cysteine — « y rempla-
cement ». Cette synthese de la cystathionine par « y substitution » a ete demon-
tr^e chez Neurospora par l'etude genetique de souches mutantes, mais le systeme
enzymatique implique n'a pu, jusqu'ici, etre mis en evidence, ni chez Neurospora,
ni chez la levure.

M. Galvez est charge des preparations de culture et de l'entretien des souches
bacteriennes.

Toutes les publications relatives aux travaux du service ont ete redigees
avec l'aide de M m e Costinesco qui assure en outre l'administration bilingue du
service assistee de Mm e Guillermic.
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Rapport de M. FRANCOIS GROS, Chef de Service.

Nous avons poursuivi l'etude des propri6t6s, des mecanismes de synth&se
et du role des acides ribonucleiques. Cependant, les efforts de notre labora-
toire, au cours de l'annee ecoulee, se sont portes plus specialement sur les rela-
tions entre le controle de la synthese des proteines specifiques, lors des phe-
nomenes de regulation ou de differentiation cellulaires, et le metabolisme des
ARN messagers.

Afin de faciliter la discussion des travaux realises au cours de l'annee 64 nous
d&rirons done tout d'abord quels ont ete nos principaux themes de recherches
et preciserons 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 specifiques sur la synthese des ARN messa-
gers correspondents — Transcription preferentielle de Voperon lactose au cours de
la diauxie.

Cette etude a ete menee k bien par le Dr. S. Naono avec la collaboration
de M l l e J. Rouviere.

b) Coordination entre « synthese » et « lecture » des ARN messagers — Le role
des ribosomes dans le detachement des messagers « naissants ».

Les responsables de ce travail sont le Dr. Naono, le Dr. A. Shedlovsky (qui
a rejoint les fitats-Unis en juin 64) et M l l e Rouviere.

B. — ETUDES AU MOYEN DE SYST^MES ACELLULAIRES.

a) Synthise de messagers dans des extraits de bactMes infecties par le baeti"
riophage T4.

Ce travail, commence en septembre 63 par les Drs. A. Shedlovsky et J. Wyn-
gaarden, (tous deux de retour aux Etats-Unis) est poursuivi actuellement
le Dr. Naono avec la collaboration de Mm e D. Gros. Par ailleurs, les Drs. J.
lant, R. Weisberg et D. Luzzati ont entrepris un projet d'etudes
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(i I'aide d'extraits acellulaires) sur le phenomene d'immuniti dirige contre le
phage lambda, dans des systemes lysogenes surinfectes k haute multiplicity.

b) ttude deVactivite ARN polymerase chez des bacteries apres ttansferts dans
*f milieux enrichis ou appauvris en aminoacides.
li K^̂ S ^ r S ' ^ e S a u ^ et Nierlich avaient la responsabilite de ce travail. Le Dr. Nier-
ch vient de terminer son sejour en France; il sera remplace pour ce travail par

le Dr. L. Dalgarno a partir de fevrier 1965.

c) Off*** de la carence en thymine sur la capacite des bacteries a synthitiser des
N tnessagers.sagers.

1 k Ce t r a v a a e s t s o u s la responsabilite complete du Dr. D. Luzzati avec la col
^boration technique de Mme Fagot.

n. — PROPRI£T£S DES COMPLEXES REVERSIBLES
ARN MESSAGERS — ARN RIBOSOMIQUES

Les Drs. D. et F. Hayes ainsi que M l l e M. F. Guerin (technicienne) ont
la charge de ce travail.

III. — ARN RIBOSOMIQUES ET MESSAGERS
DANS UN SYSTEME DIFF&RENCI&

A. — L'&IYTHROBLASTE AVIAIRE.

Cette etude k long terme est confiee a la responsabilite du Dr. K. Scherrer
a°nt les collaborateurs sont les Drs. L. Marcaud et B. Breckenridge, recem-
ment arrive des £tats-Unis. M l l e M. F. Latarjet y apporte egalement son con-
c°urs ben^vole depuis octobre.

B. — LA SPORE DE B. SUBTILIS.

. Ce travail constitue Tun des aspects du sujet de thfese de M. G. Balassa.
es aspects genetiques et morphologiques de ce probleme relevent de la direc-

l°n du Dr. P. Schaeffer au laboratoire duquel M. Balassa est administrative-
ment rattacW.

IV. — PROPRltTiS DES ENZYMES DE TRANSCRIPTION

A. — IDENTIFICATION DES PRODUITS DE TRANSCRIPTION

DE L ' A D N DU PHAGE DG.

Ce travail amorce Tan dernier est poursuivi par le Dr. Naono conjointement
ec le Dr. Dubert (Institut Pasteur) avec les collaborations de Mme Gros et

de Mae R o u v i i r e
 V
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B. — TRANSCRIPTION DES OLIGORIBONUCL^OTIDES.

Les Drs. R. Cukier et D. Hayes ont la responsabilite de ce probl&me.

v. — ETUDES BIOCHIMIQUES SUR LA PROT£INOG£NESE
CHEZ LES MUTANTS D9E. COLI THERMOSENSIBLES

Ce travail fait l'objet de la these de M. M. Yaniv. Divers aspects en sont
toutefois etudi£s avec la collaboration effective du Dr. Koyama qui assure en
outre la responsabilite des Etudes genetiques sur ce probleme.

1. — CONTROLE DE LA SYNTHBSE DES ARN MESSAGERS
CHEZ LES MICROORGANISMES

1. — ETUDES « IN VIVO ».

a) InductibiliU des ARN messagers. — Transcription preferentielle de l'ope-
ron lactose pendant la diauxie.

L'emploi des techniques d'hybridation artificielle entre ARN messagers et
ADN de sequence homologue nous avait conduits a demontrer il y a dej& deux
ans (Attardi, Naono, Rouviere, Jacob et Gros) que l'induction des enzymes
specifiques dependant d'un operon particulier entraine une accumulation des
ARN messagers complementaires de cet operon. Outre les implications de ce
resultat quant aux mlcanismes de la regulation, il laissait entrevoir que toute
condition tendant k accroitre le taux differentiel de synthese d'enzymes speci-
fiques entrainerait une accumulation des « messagers » correspondants dans des
proportions similaires. On pouvait done esperer tirer parti de cette prediction
pour chercher k purifier le produit de transcription d'un operon genetique sp£-
cifique.

En collaboration avec le Dr. S. Naono et avec Paide de M l l e Rouviere, nous
avons precisement observe que lors de la periode de transition qui s6pare la
croissance d'une culture d'E. coli sur milieu mineral renfermant un m61ange
de glucose et de lactose, on assistait k une synthese preferentielle des proteines
controlees par l'operon lactose.

D'une part, en effet, le taux differentiel de synthese de la (3-galactosidase
et de la galactoside transacetylase (tous deux enzymes inductibles dependant
de deux des genes du systeme lactose) est environ 7 k 8 fois plus eleve dans les
5 premieres minutes precedant la seconde vague de croissance diauxique (cf-
Monod) qui caracterise « l'adaptation » des bacteries au lactose. D'autre part,
lorsque une pulsion (1 min.) d'acides amines radioactifs est pratiquee au cours
de cette « transition diauxique » et que Ton analyse sur colonne « type DEAE *
les proteines neoformees, la radioactivite est distribute de fagon quasi exclusive
en 3 fractions. Deux d'entre elles coincident exactement avec les emplacements
chromatographiques de la galactosidase et de l'acetylase, la 3e pouvant ^
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sent, le produit «ventuel

P-galactoslsfet'depourvu " ^ ^ ^ i ' w . d e 1'ordre
Ces resultats indiquent que tout aû  mains p e n a a p r e f e r e n t i e l l e -

dequelquesminute,,lasuspension d e ^ « * ™ , < £ d e p a r t 'J t correcte,
w«rt les proteines de l'operon k ^ ^ ^ S ^ L enzymes et de leurs mes-
on doit attendre, vu le principe de coindu£b*te d<a agme nt ^
sagers, que les ARN complementaires de * ° ^ ° ™ t a u x formes pendant
proportion trh importante de la fraction des messagers totau
la phase precedant ^adaptation jM fectose chromatographique des

Ce point a et6 clairement etabh tent pai: i ana y Hershey) que
messagers ainsi produits (en utilisant la W ^ J J ^ g J de ^ccharose. On
par l'etude de leur sedimentation dans un gradient uneai i d e

i d 'ne
par l'etude de leur sedimentation dans un S"»-'" N ^ ^ ^ ^ rapide
a pu ainsi montrer la predominance d'une frac ^ d ARN a ma q g J> g

eluable a haute force ionique, ^ f ^ ^ ^ ^ ^ ^ a m t de genes
et ayant la remarquable propriete de s hybnder ^ ^ J avec u n ADN
lactose (ADN purifie provenant de Up some Flac) ma ^ . ^ d , A R N

d ^ r ^ e n t a n t une deletion compete J ^ ^ * ^ * - *
26 S tres aisement separable du reste des ARN am q ^ r o p o r t i o n
done le produit de transcription tres punfie <k 1 operon ^ We d e g A R N

des messagers « lactose » ainsi accumules, parf »ppo« A R N

a marquag'e rapide, est voisine de H ^ ^ S S P- % de 30 k
messagers « vrais » ne represented chez R « f l ^ & ( B o l t o n et
40 % de l'ensemble des polyribonucleotides rapidement ma 4

McCar%). . nrincioe de coinductibilite des
En conclusion, ce travail demontre ^ J J"^f induction des proteines

messagers et des proteines s'apphque_ meme l̂orsque ^ ^
specifies est priferentielle. De plus, il est desormais p^ss F^ ^ ^
de p r e ] , a r e r le produit resultant ^ la ^ e n p t ^ n d« ge n fe

etudier 1^ proprietes. Le fait que l ^ J N a ^ u m u U . ^ ^
lactose se presente comme une fracton r e l a t i v ^ e " f i J ja transcription de
culaire compris entre 1,3 et 1,5 million, suggere enim qu
Pnn î-̂ M U/«fnoA <»ct nnivrifitroniauc.

p 3
lactose est polycistronique.

b ) Coor^ion e»tre ^ e -

£i5^^£o ^ i i t car
hes d'&Vrff chez qui une mutation P j g ^ J t « » 1» g^ (z, y

teur lactose » abolit de fa9on pleiotropique 1 expres c e m i n

« a ) commandes par cet « operateur » ^ ^ ^ (00),
d«xe existait dans le fait que ces mutants operateu « i^terieur

•LI M, lies mutations locahsees a 1 exttneur
ct) d'une part, sont *m^™££jZ., lecture » des codons « non sens .d<5 la region lactose et susceptibles d aifecter la

Hpresseurs de Beckwith); J > A R N m e 8 8 a g e r

^ ^ £ ^ V bi
esseurs de Beckwith); J > A R N m e 8 8 a g e r

d'autre part ne paraissent pas ^ 8 ^ £ 0 ^ V o f f r a i e n t : ou bien
ementaire de la region lactose. Deux expiicau



48 RAPPORTS DES TRAVAUX EFFECTUfe EN 1964

lorsqu'un messager polycistronique est porteur d'un codon « non sens » au pole
initial de lecture, il est detache de l'ADN sur lequel il prend naissance mais se
detruit tres rapidement, ou bien il ne peut etre libere de l'ADN au contact
duquel il s'est forme, parce que l'attachement des ribosomes aux « messagers
naissants » serait indispensable au detachement de ces derniers.

Cette derniere hypothese etait d'autant plus seduisante qu'il parait raison-
nable de supposer l'existence d'une coordination entre la synthese des messa-
gers et leur « lecture » par les ribosomes. Le fait que les messagers isoles apres
deproteinisation soient generalement incapables de former des polysomes in vitro
(Haselkorn) renfor^ait l'idee que les ribosomes commencent k s'attacher au
messager lors mime de sa synthese in vivo. Bremer et Stent avaient egalement
ete conduits a postuler que la reaction du messager avec les ribosomes permet
la dissociation du complexe que forme ce messager avec l'ADN, puisque, en
absence de ribosomes, le produit resultant de la transcription de l'ADN par la
RNA polymerase n'est jamais dissocie de sa matrice. Enfin recemment Niren-
berg a d6montre que les ribosomes peuvent s'attacher a l'ADN in vitro pour
autant que ce dernier soit porteur d'une chaine de messager non dissocie.

Pour analyser le role eventuel des ribosomes dans la dissociation des ARN
messagers neoformes, nous avons recherche si le taux de renouvellement de
ceux-ci dependait du contenu cellulaire en ribosomes. Cette relation a ete etu-
di£e dans des cellules d'E. coli, prealablement appauvries en ribosomes, par carence
prolongee en ions Magnesium. On sait, en effet, qu'aprfcs une telle carence, les
ribosomes ne sont pratiquement plus detectables dans des extraits des cellules
carencees. La perte des ribosomes n'est pas lethale cependant. En outre, si Ton
transfere les bacteries carencees en milieu renfermant du Magnesium, les ribo-
somes sont reform6s, apres une certaine latence, selon une cinetique autocataly-
tique. En prelevant les bacteries a des stades differents de cette resynthese on
peut disposer de cellules dont la teneur en particules ribosomiques varie dans
de tres grandes limites.

Nous avons pu montrer que le taux initial de synthese des messagers (frac-
tion des ARN hybridables avec un exc&s d'ADN homologue) est proportionnel
au contenu en ribosomes. II semble bien que les ribosomes agissent commc
facteurs limitants dans le mecanisme de dissociation plutot que dans le meca-
nisme de transcription : en effet le pourcentage des ARN messagers qui sont
d6composables en presence d'inhibiteurs de la transcription (acriflavines, dini-
troph£nol) est proportionnel k la teneur en ribosomes par cellule.

Enfin, tout recemment, nous avons pu montrer qu'une fraction tres impor-
tante des messagers synth&ises dans des cellules privees de ribosomes formait
un complexe avec VADN, complexe sedimentable entre 50 S et 60 S dans des
lysate de sph&oplastes prepares a partir des cellules carencees. Ce complexe
est dissociable en presence de dodecyl-sulfate de sodium k 0,4 % comme Test
celui qui maintient reunis l'ADN et son produit de copiage par l'ARN poly*
merase purifiee (Stent). On sait, qu'en revanche, dans une cellule normale, la quasi
totalite des messagers est associee aux ribosomes sous la forme d'aggregats mill-
tiribosomiques (polysomes). Le role des ribosomes dans le mecanisme de deta-
chement des ARN messagers pouvait s'expliquer en admettant qu'une chaine
de messager est « traduite » en proteines au fur et a mesure de sa formation*
Toutefois, ceci ne parait pas etre le cas, ainsi que nous l'avons observe : on peut,
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en effet, interrompre la synthese des proteines par des inhibiteurs (tels que la
Puromycine ou le chloramphe'nicol) sans modifier, pour autant, le taux de syn-
these des messagers globaux, ou de messagers specifiques (galactosidase). II
semble done que l'attachement des ribosomes sur les messagers au pdle cor-
respondant a Vinitiation de la lecture suffise a accelerer la dissociation des mes-
sagers naissants a partir de leur matrice. Ce resultat est en accord avec l'obser-
vation de Nirenberg montrant que, m6me en presence de puromycine, ou de
chloramph&ucol, le complexe ADN-ARN messager form6 par l'ARN polyme-
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 reglable par
leur capacite dissociation avec les ribosomes, il est a priori difficile d'&ablir,
du moins par des Etudes in vivo, a quel niveau de la synthese des prote"ines s'exerce
1'action des represseurs. II parait desormais fort vraisemblable que seul l'emploi
de systemes acellulaires devrait permettre de resoudre ce probleme. De la nos
efforts pour etablir, dans des systemes acellulaires, les manifestations des m&a-
nismes regulateurs.

a) Synthese de messagers dans des extraits provenant de bacteries infecties par
fa phages virulents.

L'infection des bacteries par un phage virulent constitue un modele appro-
Prie a l'etude des mecanismes de regulation de la biosynthese des messagers.
°n sait depuis les experiences de SS. Cohen, Volkin et Astrachan, Nomura et
SPiegelm'*n, Brenner, Jacob et Meselson que l'infection par un phage de la
Serie T arrfce la synthese des principaux types d'ARN bacteriens (ARN mes-
sager, ARN soluble, ARN ribosomal). Elle s'accompagne au contraire de la
Production d'ARN messagers repr&entant le produit de transcription du genome
viral. Le mecanisme responsable de l'arret des transcriptions de l'ADN bacte-
rien demeure encore obscur. Nomura avait cependant observe" que la destruc-
tion pure et simple de cet ADN n'en est pas la cause, contrairement a ce qui
avait 6t6 primitivement avance\ Le mtoe auteur a observe que, lorsque 1 infec-
tl°n a lieu en presence de chloramphenicol, l'arrfc des syntheses d ARN ribo-
8omal n'a pas lieu, mais que celui de la synthese des messagers bacteriens se pro-
d u « comme dans les conditions normales. Toutefois les etudes de Nomura
Presentaient un caractere purement qualitatif. Les Drs. A. Shedlovsky et J. Wyn-
8aarden ont observe que l'arret de production des messagers bacteriens est
e*tremement rapide et l'on peut penser que, dans la minute m6me qui suit 1 in-
jection de l'ADN phagique, elle est complete. Ce resultat semble decouler d expe-
r>ences • dans lesquelles fut etudie l'effet de l'infection phagique sur la con-
centration du messager specifique de la p-galactosidase chez des cellules pr6-
!nduites. En effet des populations d'E. coli chez lesquelles on a precedemment
mduit la synthese du « messager p-galactosidase » par addition d'IPTG en pre-
"en°e de s methyl tryptophane, voient ce messager specifique disparaitre *-*•
^Pidement apres infection. (II faut d'ailleurs noter que la duree de vie moy

* Effectuees en collaboration avec le Dr. A. Kepes.

tres
moyenne
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du messager « galactosidase » chez les cellules infectees est sensiblement plus courte
que celle calculee chez des cellules normales brusquement privees d'inducteur).

Ce resultat, bien que suggerant un arret immediat de la capacite & produire
des messagers bacteriens, n'excluait pas, il est vrai, une interference avec « Vexpres-
sion » de ces messagers plutot qu'avec leur synthese puisque la methode employee
pour mesurer le niveau cellulaire en un messager specifique fait precisement
appel ici k la mesure de l'accroissement d'activite enzymatique qui resulte de
son expression.

Le Dr. S. Naono, avec la collaboration de Mm e Daniele Gros a done repris
ces etudes, en utilisant, pour mesurer les ARN messagers produits, la technique
de Hall et Nygaard, qui permet de doser directement les differents types dc
messagers accumules, en tirant partie de leur seule homologie chimique avec
l'ADN. On peut des lors montrer que la capacite d'E. coli BB ou 2 300 a syn-
thetiser des messagers homospecifiques est perdue en deux minutes environ
(pour une multiplicity de 6). En revanche, apres ce delai, le systeme infecte ne
synthetise plus que des messagers complementaires de l'ADN de T4. La perte
de capacite a fabriquer les messagers specifiques de l'hote n'est que faiblement
ralentie lorsque Tinfection se produit en presence de chloramphenicol. II appa-
rait ainsi que la production de proteines « phagiques » n'est pas necessaire a l'in-
terruption des mecanismes de transcription de l'ADN bacterien. Les resultats
de ces etudes cinetiques in vivo ont alors encourage le Dr. Naono et Mm e Gros
a etudier dans des extraits de bacteries infectees comment variait la capacite
de ces extraits a synthetiser des ARN messagers, bacteriens ou phagiques, selon
le stade d'infection des bacteries.

A des intervalles reguliers apres infection, des echantillons etaient rapide-
ment refroidis et soumis a une extraction par broyage en presence d'aluminc
On mesurait dans chaque extrait la quantite d'ARN messagers homologues
des ADN d'E. coli ou du phage T4 produits, apres incubation des extraits
(pendant une duree constante) en presence des 4 ribonucleosides-triphos-
phates. // a ete observe que les cinetiques des capacites relatives a produire des
messagers bacteriens ou viraux, etaient les memes in vitro que chez les bacteria
intactes. Ceci est vrai, encore une fois, que l'infection ait lieu ou non en presence
de chloramphenicol. Ainsi, meme lorsque le phage ne peut repliquer son mate-
riel genetique, et lorsque l'ADN de l'hote a preserve son integrite (le chloram*
phenicol empechant l'apparition d'exonuclease phagique), TARN polymerase
parait etre incapable de transcrire l'ADN d'E. coli present dans cet extrait tandis
qu'elle peut transcrire l'ADN provenant du phage.

Un tel systeme devrait se preter directement a l'etude du mecanisme de

l'inhibition observee, ainsi qu'k l'isolement eventuel de l'inhibiteur dont on •
tout lieu de penser qu'il est directement infecte par le phage. De telles etudes
sont en cours.

b) Activite de la RNA polymerase chez les bacteries, apres transfert en
enrichis ou appauvris en aminoacides.

On sait que l'addition d'aminoacides dans une culture bacterienne maintenu*
en croissance exponentielle, dans un milieu mineral, entraine la repression qu^1

instantanee des enzymes intervenant dans la biosynthfcse de ces aminoacides-
Inversement, lorsqu'une population de bacteries, maintenues en presence &
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certains aminoacides, est transferee en milieu mineral sans ces aminoacides, on
assiste k la derepression des enzymes impliques dans la synthese de ces meta-
bolites. Mm« L. Legault, ainsi que M. Don Nierlich, en stage dans mon ser-
vice, ont observe que l'activite de la RNA polymerase globale, mesuree dans
des extraits de bacteries ayant subi de tels transferts, variait dê  fa^on syme-
trique en fonction de la nature de ce transfert: ainsi le taux initial ^incorporation
de nucleosides triphosphates radioactifs (reaction ADN dependante) est r6duit
de 30 k 40 % dans les premieres minutes qui suivent l'addition d'un melange
d'aminoacides k la culture. Inversement apres transfert d'une population bacte-
rienne d'un milieu « riche » en aminoacides, a un milieu « pauvre » on assiste
* un accroissement de 30 k 50 % de l'activite « polymerase » dans les extraits
des bacteries correspondantes. L'ARN synthetise in vitro sous la dependance
de l'ADN, representant essentiellement l'ensemble des ARN messagers, on est
fonde de penser que les variations observees dans l'activite de l'ARN polyme-
rase traduiraient les effets respectifs de « repression » ou de « ^repression »,
consecutifs k l'addition, ou k l'enlevement des aminoacides. Des etudes sont en
cours pour chercher k etablir si les ARN syntheses in vitro, dans les deux con-
ditions qui viennent d'etre decrites, represented des collections difftrentes d AKIM
Messagers, resultant de la transcription d'un nombre plus ou moins grand de
segments genetiques, selon que Ton reprime ou dereprime les bacteries vn vivo.
Nous pensons pouvoir preciser ce point par des experiences d'hybndation.

c) Effets de la carence en thymine sur la capacite a synthetiser des ARN mes-
Sagers. . .

Mme D. L u z z a t i a v e c ia collaboration technique de Mm e Fagot a poursuiyi
des recherches concernant les efFets consecutifs k la carence en thymine sur la

^ des nucleosides triphosphates en liaison covalente dans 1 ARN. tnhn,
>1 s'avere que l'ADN des bacteries carencees est impropre a servir de matnce
Pour la synthese d'ARN, vis-a-vis de la RNA polymerase punfiee. II resulte
d>etudes plus r^centes,

«) que la cinetique de la perte de capacite de synthetiser l'ARN in vivo est
^s voisine de la cinetique de l'effet lethal consecutif a la mort par carence en
thymine;

, P) que les bacteries carencees, bien qu'incapables de synthetiser de l'ARN
(•nessager aussi bien que ribosomal), paraissent renfermer cependant unJU*W
^ s a g e r « stable . capable de deplacer, par competition, des hybndes» obtenus

ARN messagers radioactifs de bacteries normales, et leurs ADN homo-
gues.

L'hypothese de travail qui oriente actuellement les . . . .
>. lors de la carence en thymine, se forment des complexes ou hybndes

A*>N-ARN, probablement en des secteurs de I ' A J N f B B J " *
^ c a t i o n . La persistance d'une certaine quantite d ARN sur 1 ADN des bac-
h e s carencees, rendrait ce dernier impropre a servir de matnce pour la syn-
h«se de nouveaux ARN messagers in vitro.
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II. — PROPRI&T&S DES COMPLEXES
ARN MESSAGERS — ARN RIBOSOMIQUES

On ne poss&de que peu d'information sur le mecanisme qui maintient la
cohesion du messager et des ribosomes. Depuis pres de deux ans, M. Donal
Hayes et M m e Fran^oise Hayes avec la collaboration de M l l e Guerin ont done
analyse les proprietes de complexes reversibles entre ARN messagers, naturels
ou artificiels, et ARN ribosomiques libres. De tels complexes se forment lorsque
la force ionique du milieu est elevee (ex : 0,6 M en NaCl) et se dissocient lors-
qu'on l'abaisse k nouveau. Les effets du pH et de la temperature sur la stabilite
de tels complexes ont ete etudies en detail.

Les resultats les plus nouveaux qui meritent par ailleurs d'etre soulign6s
sont les suivants :

1) Quand la temperature n'excede pas 40 C, et lorsque la force ionique est
grande, on assiste a la formation de complexes reversibles entre TARN messagef
d'E. coli et le combinat des ARN types 16 S et 23 S, lesquels (ainsi que Pa observe
Roger Monier) sont capables de s'associer reversiblement. L'edifice ainsi obtenu
sedimente aux alentours de 40 S-50 S et correspond a celui qui resulte de l'union
d'un ribosome 70 S et d'une molecule de messager. Si la temperature excede
5 a 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 stoechiometrie du complexe
observe entre TARN messager et le combinat ARN 16 S + 23 S, suggfere que
des appariements entre les polynucleotides messagers et ribosomiques suffi-
raient a expliquer l'attachement des messagers aux ribosomes.

2) Les appariements entre ARN messagers et ARN ribosomiques font inter-
venir des liaisons types hydrogenes entre bases nudeiques des messagers et
bases complementaires presentes dans les ARN ribosomiques. Toutefois comme
ces derniers sont tres riches en guanine, ce sont les appariements avec ces bases
qui sont les plus aises. Ceci explique que le poly C ait une affinite considerable
pour les ARN types 23 S et 16 S (une molecule d'ARN 23 S peut fixer pres de
20 molecules de poly C). Le poly G peut s'apparier en formant des liaisons
types G-G. Le poly U s'apparie, d'ailleurs beaucoup plus faiblement, avec des
residus adenine, puisque la formylation menagee des ARN ribosomiques abolit
specifiquement cet appariement. Le poly A ne s'associe pas du tout, probable-
ment a cause de la facilite avec laquelle il forme des helices homologues.

III. — MtTABOLISME DES ARN MESSAGERS
DANS DES SYSTEMES DIFF&RENCI&S

A. — ERYTHROBLASTES AVIAIRES.

Comme nous Tavons dejk souligne, la lignee des cellules formatrices
moglobine chez les oiseaux presente un interet physiologique particulier pour
des etudes sur les bases chimiques de la differentiation. Les 6rythroblastes,
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comme les fcythrocytes sont des cellules nuclees. Or, tandis que les premiers
sont le si£ge d'une intense synthese d'h&noglobine, les seconds ne servent plus
qu au stockage de cette proteine. Les raisons qui conduisent, d'une part k la
formation quasi exclusive d'hemoglobine chez les erythroblastes jeunes, d'autre
Part k 1 arrfet de cette synthese chez les &ythrocytes ont constitue notre preoc-
cupation majeure.

M. K. Scherrer, M™ L. Marcaud, auxquels s'est joint recemment M. Brec-
Kenndge, ont reussi k demontrer la presence d'ARN messagers k marquage rapide
chez les erythroblastes jeunes. Ces « messagers » sont caracterises par leur pro-
Pnete d'etre associes a des polysomes, par leur capacite a se renouveler en pre-
sence d'actinomycine D et enfin par leur propri&e k former des hybrides com-
Plementaires avec l'ADN homologue. Le fonctionnement d'un grand nombre
ae genes semble persister chez les erythroblastes, si l'on en juge par le fait
que pr£s de i % de l'ADN qui en provient peut 6tre « satur£ » par des messa-
gers complementaires.

La predominance vraisemblable d'un messager qui serait specifique de l'he-
moglobine est cependant suggeree par le fait que TARN k marquage rapide,
extrait des polysomes, presente un pic de sedimentation tres marque aux alen-
ours de 8 S, valeur qui caracteriserait 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 recente de M11* Latarjet) pour tenter de purifier ce
Materiel. Par ailleurs, les erythroblastes (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
etude syst6matique des proprietes et du role de ces « eosomes » geants est en
cours.

B. — SPORES DE B. SUBTILIS.

L'&ude du metabolisme des acides ribonucleiques et de son controle au
C o u r s ^e !a sporulation et de la germination a ete poursuivie.

II importe d'insister principalement sur les resultats relatifs au controle de
a synthese d'ARN par les aminoacides lors de la sporulation. II a ete observe

que, chez les souches sporogenes en cours de sporulation, le taux de synthfcse
u RNA (mesure par incorporation d'uracile C14 car il s'agit de renouvelle-

^ent plutot que de synthese nette) est stimule dans des proportions trfes mar-
quees (5 k 6 fois) par l'addition de chloramphenicol. L'addition d'un melange

aminoacides et de chloramphenicol ne stimule guere plus que celle de chlo-
r^P^enicol seul. En revanche, chez les mutants oligosporogenes absolus, le

ramph6nicol ne provoque aucune stimulation. Par contre, chez les mutants
melange de tous les aminoacides et de chloramphenicol stimule k nouveau

^4 fois la synthese d'ARN. Ces faits sont interpretes en supposant que,
la souche sporogene normale existe une protease activable, au debut de la

Porulation, et capable de liberer suffisamment d'aminoacides dans le pool cel-
, a i r e P°ur « induire » la synthese de TARN (au sens defini par Stent et Brenner
est-£-dire, probablement, en rechargeant TARN de transfert). Chez les asporo-

8 nes absolus (oligo-sporogenes), cette protease n'existerait pas ou bien serait
Active. Quatorze mutants asporogfenes ont ete etudies. Tous ceux d'entre eux
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qui sont bloques k un stade precoce (oligosporogenes) sont incapables de synthe-
tiser de TARN si les aminoacides inducteurs sont absents. Ceux dont le bloc
genetique concerne une etape intermediaire de la sporulation (c'est-k-dire chez
qui ce phenomene peut « debuter ») sont, du moins partiellement, stimules dans
leur synthese d'ARN par la chloromycetine seule. Ces phenomenes ouvrent des
perspectives interessantes sur les modalites de controle d'un processus de diffe-
rentiation par l'intermediaire des aminoacides ou des proteases qui les liberent.
Par ailleurs, les efforts pour mettre en evidence un ARN messager stable (Aron-
son), au cours de la sporulation, se sont averes negatifs.

Une etude cin&ique de la synthese des principales macromolecules : ARN,
ADN, proteines, a ete effectuee au debut de la germination. L'existence d'une
proteine initiatrice dont la synthese est requise pour amorcer la replication de
I9ADN a iti clairement demontree.

IV. — PROPRI&T&S DES ENZYMES DE TRANSCRIPTION

A. — IDENTIFICATION DES PRODUITS DE TRANSCRIPTION
DE L ' A D N DU PHAGE X DG.

En collaboration avec MM. S. Naono et J. M. Dubert (Institut Pasteur)
avec l'aide technique de Mm e D. Gros, nous recherchons si le copiage enzyma-
tique par la RNA polymerase de l'ADN provenant du phage transducteur X dg
(phage dont le genome insere l'operon galactose d'E. colt) aboutit a la produc-
tion d'ARN messager homologue des genes galactose et si les dimensions mole-
culaires des messagers « gal»specifiques qui seraient ainsi formes, correspondent,
ou non, a celles de l'operon « gal ».

Le but de ces recherches est : d'une part de fournir un systeme d'essai bio-
chimique de Pactivite des represseurs des genes galactose (en supposant que
les represseurs interferent directement avec la transcription DNA-RNA); d'autre
part de determiner si la structure de TADN est sufHsante pour contenir la ponc-
tuation de depart ou d'arret du copiage enzymatique. En d'autres termes la
RNA polymerase reconnait-elle des operateurs specifiques sur TADN, ou s'at-
tache-t-elle au hasard & celui-ci ? Ce travail bien que preliminaire a conduit

aux resultats suivants :

1) Le produit de copiage global de l'ADN « X dg » une fois detache de sa
matrice par le dodecylsulfate de sodium, sedimente avec une constante de 14 S.
II s'agit done en moyenne d'une collection d'ARN de poids moleculaire relati*
vement eleve. Ce resultat est sans doute attribuable au fait que la polymerase
est hautement purifiee et exempte de nucleases.

2) En hybridant comparativement les produits de copiage des ADN types
X et X dg respectivement, avec les ADN denatures types X ou X dg, et en calcu-
lant la quantite de messagers ainsi hybrides dans chaque cas, on peut demontrer
que pres de 30 % du materiel provenant du copiage de l'ADN X dg est de type
« galactose ». Cette valeur est plus elevee que ne le laisserait prevoir le pour'
centage de genes « gal » dans l'ADN X dg. II se pourrait done que la RNA poly-
merase d'E. coliy ait une affinite plus marquee pour les genes « gal » que pour les
g&nes de X.
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Quoi qu'il en soit, nous n'avons pas encore determine si TARN homologue
des genes « gal » present dans le produit de copiage de l'ADN X dg, avait ou non
des dimensions moleculaires voisines de celle de l'operon galactose.

B. — TRANSCRIPTION DES OLIGORIBONUCLEOTIDES.

Nous avons decrit Tan dernier les etudes preliminaires de M l l e R. Cukier
sur les modalites de transcription des oligoribonucleotides dont l'isolement a
et6 effectue par M. Michelson. II s'averait que le nombre minimum de residus
requis pour que ces oligonucleotides puissent agir comme matrices de l'ARN
polymerase d'E. coli est voisin de 8 (oligo A ou oligo U). Par ailleurs, dans les
conditions employees (en particulier en presence de la quantite d'ions Mn++
generalement utilisee pour les essais), le produit de copiage de l'oligoribo A8

en presence d'UTP, etait un poly U qui formait des helices avec les ohgo A,
eux-memes, dans un rapport 2 U : i A. La reaction s'arretait done lorsque toutes
les molecules d'oligo A se trouvaient « emprisonnees » dans un complexe avec
le poly U forme. II a ete observe, cette annee, que, si la concentration en ions
Mn++ est abaissee 5 fois, le complexe « poly U : oligo A » se dissocie, et la reac-
tion peut des lors evoluer de facon catalytique. On peut incorporer pratiquement
tout l'UTP ajoute comme substrat dans du poly U (un rapport de 8 U incorpores
Pour chaque residu de A present a ete obtenu). Le poly U ainsi forme contient
pres de 400 residus comme le demontre l'analyse des proportions respectiyes
d'UMP, d'uridine et d'uridine diphosphate observers apres 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 THERM0SENS1BLE D'E. COLI

Un tres grand nombre de mutants d'E. coli (CR34) capables de croitre a des
temperatures atteignant 32° C mais incapables de croitre a 41° C ont ete isoles.
Parmi ces mutants, ceux chez lesquels, en cours de culture, on n observe meme
Plus d'accroissement de densite optique a 410 C sont, pour la plupart, totolement
incapables de synthetiser des proteines a cette temperature. En general, au
cours d'un transfer! de 310 C a 410 C on observe un arret des syntheses P«>te.ques
apres des durees tres courtes, comprises entre 1 a S minutes selon les mutants
Studies. En revanche les acides nucleiques continuent de saccumuler : 1AKN
Pendant 30 a 40 minutes, et l'ADN quelquefois plus longtemps.

De tels mutants constituent, en principe, un materiel de choix pour etudier
•e determinisme genetique des elements intervenant dans la biosynthese des
Proteines : ribosomes, enzymes d'activation, enzymes de transfert, sRNA.etc.
On sait en effet que, jusqu'i present, il n'a pas ete possible de localiser les deter-
minants gen6tiques qui contr&lent les proprietes de ces elements.

Notre premier objectif est done de preciser a quel stade particuher de la
avnthese des proteines les mutants dont nous disposons sont blpques.

Les mutants CRT, et CRT7 ont une activit6 ARN polymerase normale *
30 comme a 400C. Les surnageants obtenus apres extraction de ces mutente
^nt incapables cependant de stimuler a 400 C la synthese des proteines a partir
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de ribosomes purifies emanant de la souche sauvage CR34 et d'ARN messager
engendre par transcription de l'ADN de T4. A 300 C, l'activite des surnageants
des deux mutants est seulement la moitie de celle d'un surnageant provenant
de CR^. Les ribosomes des deux mutants etudies sont au contraire parfaite-
ment « competents » a 400 C pour la synthese de proteines en presence des sur-
nageants emanants de la souche sauvage. Toutefois l'incompetence des « sur-
nageants » des mutants CRT2 et CRT7 n'est pas observee lorsque le messager
mis en oeuvre est du poly U. Tout porte done a croire que l'alteration caracteri-
sant les mutants etudies concerne soit l'activite de sRNA particuliers soit celle
de certains enzymes d'activation. Si les surnageants CRT2 et CRT7 sont melanges
en presence des ribosomes CR34 et du messager provenant de l'ADN T4, on
n'observe pas a 400 C de potentialisation tres marquee de leurs effets. II est done
vraisemblable que les facteurs modifies dans les surnageants CRT2 et CRT7

sont les memes.
Des etudes sont en cours pour preciser la nature des systemes d'activation

(ou des sRNA) modifies chez les mutants CRT2 et CRT7, et pour determiner
1 emplacement des genes qui controlent ces systemes. *

CONCLUSION

La demonstration que, dans des cellules depourvues de ribosomes, TARN
messager demeure associe a l'etat de complexe avec l'ADN est, pensons-nous,
riche de perspectives. Outre son implication pour les mecanismes de detache-
ment des messagers naissants, elle devrait permettre de rechercher si l'induc-
tion (chez des cellules sans ribosomes) d'un operon specifique fait apparaitre, ou
non, le messager naissant correspondant, en association avec les genes induits,
et fournir aussi des precisions importantes sur le niveau d'action des represseurs.

Ainsi que nous nous l'etions propose, nous nous sommes orientes plus sp6-
cifiquement, cette annee, vers l'emploi de systemes acellulaires pour analyser
les mecanismes regulateurs de la synthese des ARN. D'ores et deja, il semble
fonde d'esperer preciser le mecanisme du blocage de la transcription des ADN
bacteriens par les phages virulents.

Plus encore, nos etudes sur les messagers synthetises dans des extraits
de bact^ries reprimees ou dereprimees pour la biosynthese d'aminoacides (et
recemment celles qui concernent Vinduction des prophages chez les bacteries
lysog&nes) pourraient ouvrir la voie a l'etude de Faction des represseurs in vitro*

Des perspectives egalement interessantes paraissent s'ouvrir avec l'etude des
mutants bacteriens thermosensibles. Elles devraient logiquement correspondre
a la localisation des genes controlant les elements fondamentaux du complexe
formateur de prot&nes.

• Tout recemment les Etudes de M. Yaniv ont conduit k montrer que les mutants
et CRT7 possedent tous deux un enzyme d'activation de la valine qui est non fonctionnel

» C.
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Rapport de M. T H . CAHN, Chef de Service.

Dans le cadre de leurs etudes sur la regulation hormonale du metabolisme
des organismes superieurs MM. Cahn et Houget se sont particulierement atta-
ches ces dernieres annees a Faction d'une hormone du cortex de la surrenale,
la cortisone, qu'ils ont administr£e au Lapin k la dose journaliere de i mg par kg.

Leur etude a ete aussi complete que possible : ils ont chiffre les apports
alimentaires quotidiens en glucides, lipides et proteines ainsi que les quantites
de ces metabolites brulees journellement par les animaux avant, pendant et
aprts le traitement a la cortisone. En plus, ils ont determine chaque jour dans
les periodes 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 h£patique et musculaire ainsi que les lipides hepatiques.

L'ensemble des donnees recueillies permet pour la premiere fois de pre-
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 depenses energetiques de l'ani-
mal mais elle influence profondement la combustion, la transformation et le
transport des glucides et des lipides, et, a un moindre degre, la combustion
des proteines.

Des sa premiere injection, elle stimule l'app£tit des animaux et la quantite
de glucides absorbee se trouve ainsi en moyenne augmentee d'environ 10 g par
J°ur, et, malgre cela, on constate pendant les deux premiers jours une diminu-
tion journaliere de la combustion de ce metabolite de 9 g en moyenne. Ainsi
chez le Lapin alimente il y aura journellement un apport de glucides depas-
sant de pres de 20 g les quantites brulees. Chez un animal normal cet exces
de glucides serait en partie stocke sous forme de glycogene hepatique, et pour
la plus grande part transforme en lipides de reserve, transformation que les
auteurs ont montre il y a quelques annees seproduire deja au cours de la tra-
versee de la paroi intestinale. La cortisone abolit completement cette lipoge-
n^se. Malgre l'absence de ce puissant moyen de maitriser un exces de glucides
alimentaires on ne constate que de tres faibles hyperglycemies pendant les deux
ou trois premiers jours d'administration de cortisone. Cela est du a une exalta-
tion des processus de mise en reserve de glycogfene dans le foie et les muscles :
*e troisieme jour du traitement a la cortisone le foie a en effet une masse presque
double de la normale et son taux de glycogene atteint la valeur extraordinaire
^e l5 g pour 100 g frais en meme temps que le taux du glycogene musculaire
avoisine le double de ce qu'il est normalement.
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Les possibilites de stockage de glucides ont alors largement atteint leurs
limites et si Ton continue les injections de cortisone on voit apparaitre des
hyperglycemies considerables, surtout accusees dans la periode post-absorptive,
et qui s'accompagnent d'enormes glucosuries pouvant d£passer chez certains
animaux 30 g par jour ! Pourtant, des le troisieme ou le quatrieme jour des injec-
tions, on constate que l'organisme reagit contre les perturbations causees par
Thormone : la combustion des glucides reprend peu a peu son niveau habituel,
atteint en general vers le cinquieme jour; mais la transformation de l'excfcs de
glucides alimentaires en lipides fait toujours defaut, ce qui explique les hypergly-
cemies et les glucosuries.

On remarquera que l'ensemble des resultats concernant les glucides etablit
d'une maniere indubitable l'independance entre les valeurs de la glycemie et
Timportance de la combustion des glucides; or tres generalement c'est la con-
ception inverse qui est acceptee, souvent implicitement d'ailleurs.

Lorsque Ton cesse les injections de cortisone les enormes depots de glyco-
gene, restes jusque-la comme figes, se vident si rapidement que malgre rexal-
tation de la combustion des glucides — qui couvre alors environ 90 % des
depenses energetiques, pourcentage jamais atteint dans les conditions normales —
malgre la reprise vigoureuse de la transformation des glucides en lipides, Por-
ganisme se trouve inonde de glucose et c'est le deuxieme jour apres la cessa-
tion des injections de Phormone que les hyperglycemies et les glucosuries sont
souvent les plus fortes.

Ces dereglements du m&abolisme des glucides cessent rapidement et en
quelques jours la marche des processus et la regulation de la glyc&nie rede-
viennent normales.

Le metabolisme des lipides est lui aussi fortement perturbe par la corti-
sone. Des la premiere injection on voit la combustion des lipides s'intensifier,
et cela compense la diminution de combustion des glucides. En meme temps
il se produit une chute profonde du taux des lipides sanguins, chute qui se main-
tient pendant deux jours, et qui doit etre la consequence d'une certaine inhibi-
tion du processus normal de mobilisation des graisses a partir de leurs depots.
Cet etat de choses entraine aussi dans ce domaine une reaction de Porganisme
d'une intensite extraordinaire : a partir du troisieme jour d'administration de
cortisone la mobilisation des lipides de reserve, entravee jusqu'ici, s'intensifie
considerablement et entraine des taux de lipides sanguins de jour en jour plus
eleves, pouvant atteindre 10 fois les valeurs normales, surtout chez les femelles.
II est possible que ces taux si sieves soient dus non seulement a Pacceleration
des processus de mobilisation mais encore au fait que la combustion des lipides
s'amenuise a partir du troisieme.jour d'administration de cortisone en meme
temps que Ton voit la combustion des glucides retrouver peu k peu son inten-
site habituelle. Contrairement a ce que l'on constate dans les conditions nor-
males, cette intense mobilisation de lipides n'est pas accompagnee 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 k 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 degradation des proteines qu'elle
augmente, mais dans une assez faible mesure, chez l'animal alimente ou l'aug-
mentation de l'alimentation assure un bilan presque equilibre. Chez l'animal
jeuneur les depenses azotees sont beaucoup plus fortement acc61lr6es par la cor-
tisone.

L'origine alimentaire evidente de certaines des perturbations que Ton vient
de voir est confirmee par les resultats obtenus chez les animaux maintenus au
jeiine tout le temps de Pexperience : chez eux on ne constate pas d'hypergly-
cemie notable bien que la cortisone impose toujours au debut une nette dimi-
nution de la combustion des glucides de reserve. Le metabolisme des lipides
ainsi que leur circulation ne sont pratiquement pas touches chez l'animal jeu-
neur recevant de la cortisone : la mobilisation des lipides se produit sans entraves,
et on ne trouve pas les hyperlipemies reactionnelles constatees chez les animaux
alimentes. Toutefois lors de la realimentation apres la fin du traitement k la cor-
tisone il se produit une augmentation de la lipemie qui rappelle celle decrite
plus haut, bien que d'une intensite beaucoup plus faible.

Ainsi les perturbations metaboliques qu'entraine la cortisone rappellent gros-
si&rement certaines des caract&istiques du diabete pancreatique au point que
1'on parle couramment de « diabete cortisonique ». Pourtant des differences fon-
damentales les separent : les hyperglycemies du diabete persistent pendant le
jeiine alors que les hyperglycemies cortisoniques sont uniquement d'origine
alimentaire; les depots de glycogene sont insignifiants dans le diabete, alors
qu'ils sont plethoriques dans le diabete cortisonique; les liplmies du diabete
sont accpmpagnees de foies gras alors que les lipemies cortisoniques ne le sont
Pas; la fonte proteique est intense dans le diabete alors que le catabolisme azote
n'est que faiblement augmente dans le diabete cortisonique.
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LABORATOIRE DE CHIMIE MACROMOLECULAIRE

Rapport de Mm* A. DOBRY-DUCLAUX, Chef de Laboratoire.

Comme dans les annees precedentes, les sujets traites au laboratoire se
divisent en deux groupes :

I. — CONSTITUTION CHIMIQUE DES CENTRES ACTIFS DES ENZYMES

Les recherches de cette annee font suite & celles des annees precedentes.
Grace & une nouvelle methode mise au point au laboratoire et decrite prec£dem-
ment, il est devenu possible de detecter la presence des groupes basiques azotes
dans les centres actifs des enzymes et de determiner les substrats qui se fixent
sur ces groupes, ainsi que le role qu'ils jouent dans la reaction elle-meme.

Les rlsultats obtenus cette annee sont les suivants :

1) La malate deshydrogenase contient dans son centre actif des groupes
basiques azotes sur lesquels se fixe l'oxalacetate dans un sens de la reaction et
le NAD+ dans Pautre sens.

2) La glycerine-I-phosphate deshydrogenase contient egalement dans son
centre actif des groupes basiques azotes sur lesquels se fixe le dihydroxyacetone-
phosphate dans un sens de la reaction et le NAD+ dans l'autre sens.

3) L'alcool-deshydrogenase du foie chelate le zinc par desl igands azotes,
comme le fait celle de la levure, etudiee precedemment. Le mode de fixation
du coenzyme oxyde et du coenzyme reduit est egalement identique pour les
deux isoenzymes.

4) Par contre, un autre enzyme, contenant du zinc dans son centre actif,
la carboxypeptidase A, ne chelate pas le zinc par des ligands exclusivement
azotes. En effet, le sel de Roussin ne se fixe pas sur le chelate et n'est pas com-
petitif avec le substrat. Ce resultat est en accord avec celui de Vallee qui a pu
mettre en evidence la fixation du zinc sur l'enzyme par un groupe sulfhydrile,
& cote d'autres ligands inconnus.

5) Quant k la glucose-6-phosphate deshydrogenase, etudiee egalement cette
annee, elle ne se prete a l'essai que dans un seul sens de la reaction, 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 azotes.
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Le nombre d'enzymes etudies jusqu'a present s'eleve a 19. Ce nombre est
encore trop restreint pour pouvoir en deduire des conclusions generates. II serait
surtout necessaire de voir si la fixation des substrats dans chaque groupe d'en-
zymes, catalysant des reactions analogues, se fait sur les memes groupes chimi-
ques. Dans ce but, Peffort des deux derniferes annees s'est porte principalement
sur des deshydrogenases, agissant en presence du coenzyme I ou du coen-
zyme II. Parmi ces 9 deshydrogenases, deux seulement presenters une simili-
tude complete, a savoir la malate- et la glycerine-I-phosphate deshydrogenases.
Dans les deux cas, le substrat oxyde et le coenzyme oxyde se fixent sur les groupes
basiques azotes. Une similitude partielle se retrouve egalement pour toutes
les hydrogenases catalysant les acides a-cetoniques jusqu'aux a-alcools acides.
Chez tous les quatre enzymes etudies jusqu'i present (malate-, lactate-, isoci-
trate- et glycerine-I-phosphate deshydrogenases), le substrat oxyde se fixe sur
les groupes basiques azotes. L'analyse des resultats obtenus indique la partici-
pation directe de ces groupes dans chacune de ces reactions.

Les cinq autres deshydrogenases etudiees catalysent des reactions diffe-
rentes, aussi 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 Mm e Cohn, ont ete suspendus pendant des mois. II s'ensuit
que les resultats obtenus ne sont pas aussi nombreux que dans les annees pre-
cedentea. Us se rapportent aux problemes essentiels de la chimie colloi'dale, k
savoir au mode de la reactivite des particules colloidales. La conception predo-
minante jusqu'ici etait que les particules colloidales reagissent essentiellement
par absorption; comme exemple de ce mode de reaction, on citait entre autres
la formation des laques colorees, puisque celles-ci ne suivaient pas en appa-
rence les lois de la chimie. Or leur formation, comme M. Duclaux et Mm e Cohn
ont pu le montrer, est en realite une reaction stoechiometrique, ce qui contredit
la conception purement physique d'absorption. Pour pouvoir mettre cette stoe-
chiometrie en evidence, ils ont demontre que seuls les atomes qui possedent
des groupes ionises (et pas les atomes qui forment la charpente tridimensionelle)
sont susceptibles de reaction chimique.

M. Duclaux et Mm e Cohn ont commence recemment un travail sur la migra-
tion unilaterale de Teau k travers des membranes organiques sous Tinfluence
de diverses substances. Ce travail debute et sera analyse dans le prochain rap-
Port.
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Rapport de M l le NINE CHOUCROUN, Directeur de Laboratoire.

I. — Recherches concernant le lipopolysaccharide Pmko extrait du bacille tuber-
culeux.

1) Nous avons deja signale l'efficacite d'une nouvelle methode d'extraction
de ce lipopolysaccharide, par disintegration ultrasonique du materiel bacillaire,
dans le milieu organique oil ce constituant est precisement soluble. La connais-
sance des proprietes physiques et chimiques de cet antigene permet de le separer
des autres constituants de la cellule bacterienne, liberes et retenus en solution
dans le milieu de suspension. Nous avons entrepris l'identification de ces autres
constituants, pour des bacilles provenant de souches de virulences differentes.

2) L'etude comparative des intensities des reactions intradermiques au lipo-
polysaccharide Pmko et a la tuberculine, faite sur quelques centaines de sujets
tuberculeux, a des stades differents de la maladie, nous avait permis d'etablir
1'influence de Tanciennete de la maladie et celle du contexte evolutif de la tuber-
culose sar le developpement de Thypersensibilite au Pmko. L'anciennete de la
maladie, qui temoigne d'une resistance certaine a l'infection tuberculeuse, se
niontrait un facteur preponderant du developpement et du maintien de cette
allergie, dont par ailleurs Pintensite est generalement d'autant plus forte que
la tuberculose s'eloigne davantage de sa phase aigiie, pour evoluer dans un sens
favorable. Ces r&ultats ont ete confirmes, et m^me renforces, dans le cas de
tuberculeux pulmonaires devant subir une exerese, par la confrontation de Tetat
des pieces anatomiques prelevees, avec les r&ultats des epreuves intradermiques
Pratiquees quelques jours avant l'operation. Tout semblait bien indiquer que le
diveloppement de l'hypersensibilite au lipopolysaccharide Pmko etait lii aux
processus de resistance contre Tinfection tuberculeuse.

On pouvait se demander si Taptitude de l'organisme a developper cette
hypersensibilite n'etait pas Tune des manifestations de sa resistance naturelle
contre le bacille de Koch. Le fait que le cobaye, si vulnerable a Tinfection tuber-
culeuse, developpe difficilement un degr£ appreciable d'hypersensibilite au
Pmko incitait a le croire. Mais une riponse precise ne pouvait etre donn£e que
Par des animaux de meme espece presentant genetiquement des resistances
differentes au developpement de Tinfection par le bacille de Koch.

Un tel materiel experimental, unique en son genre, a ete patiemment cons-
au cours des trente dernieres ann6es, par le Dr. Max Lurie de Philadelphie,

a bien voulu nous offrir de Tutiliser pour elucider certains aspects de l'ac-
du Pmko. II s'agit de families de lapins lentement selectionnes, dont le degre
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de resistance a l'infection tuberculeuse est parfaitement connu, et rigoureuse-
ment determine par le nombre de lesions primaires qui se developpent chez
l'animal normal, apres l'inhalation d'un nombre defini de bacilles tuberculeux
virulents d'origine humaine.

Des experiences ont ete entreprises dans le laboratoire du Dr. Lurie, sur des
lapins appartenant respectivement a la famille T la plus resistante, a la famille
C la moins resistante, et aux families FC et AD de resistance moyenne. Les
premiers rlsultats indiquent nettement que, dans les memes conditions d'im-
munisation avec le lipopolysaccharide Pmko, les lapins de la famille T deve-
loppent le degre le plus eleve d'hypersensibilite au Pmko ; les lapins de la famille
C le degre le moins eleve, et les lapins des families FC et AD des degres inter-
mediates d'intensite de cette hypersensibilite. La resistance naturelle de Vorga-
nisme senible done Men favoriser le developpement de Vhypersensibilite au Pmko.

L'etude histologique precise des reactions intradermiques qui revMent cette
hypersensibilite, chez des animaux de resistance ou de susceptibilite bien d6finies,
devrait permettre de mieux comprendre le mecanisme du developpement de
cette hypersensibilite au lipopolysaccharide du bacille de Koch, et son role dans
la resistance a l'infection.

3) Comme je l'ai souvent rappele, le polysaccharide separ£ par hydrolyse
alcaline du Pmko est un antigene-hapt^ne serologiquement tr£s actif dans la
determination des anticorps polysaccharidiques qui se d£veloppent au cours de
Timmunisation experimentale par le bacille de Koch. Par ailleurs cet antig&ne
serologique est le seul qui permette une precipitation directe d'anticorps contenus
dans le serum des sujets tuberculeux. Les anticorps polysaccharidiques qu'il
precipite ne sont decelables dans la circulation que si la tuberculose a au moins
six mois d'anciennete, mais grace a la specificite 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 cherche a utiliser ce test de precipitation pour
le depistage serologique d'une tuberculose evolutive chez les Bovides. Mais
nous n'avons jamais reussi a obtenir de precipite specifique avec les serums
d'animaux tuberculeux, en raison peut-fitre de la presence de substances inhi-
bitrices que nous n'avons pu identifier.

Nous avons r£cemment essay£ Faction de cet antigene sur les globulines
isolees de ces serums, a la fois par la methode de precipitation directe, et par
les methodes de double diffusion et de microelectrophor&se. Ce travail qui est
en cours, semble devoir apporter une solution satisfaisante au probleme du depis-
tage de la tuberculose chez les Bovides. Ce test serait un complement fort utile
du test tuberculinique, qui n'est pas toujours Indication que ranimal reagis-
sant est atteint d'une tuberculose en Evolution.

II. — Vetude de Velectrisation superficielle des spermatozoides d'origine bovine,
et la separation de ces elements selon l'importance de leur charge, se poursuit
dans le sens indique dans nos precedents rapports. En vue de rinsemination
eventuelle des populations selectionnees par eiectrophorese, e'est dans un milieu
a base de lait que ces spermatozoides doivent etre soumis a l'action du champ
eiectrique, et nous avons du definir a nouveau les conditions dans lesquelles,



RAPPORT DE M l l e N. CHOUCROUN 67

dans ce milieu, ces elements ne soient pas alteres par le traitement electro-
phoretique.

Nous avons d'autre part commence l'6tude comparative de l'electrisation
superficielle de certaines cellules provenant d'animaux sensibilises au Pmko, et
des cellules homologues provenant d'animaux normaux. Cette etude pourrait
permettre de mettre en evidence des anticorps cellulaires non decelables par
d'autres m&hodes.
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