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I. L'ARN messager EUCARYOTIQUE. 

La structure tridimensionnelle d'une protéine, ses caracté­

ristiques physiques et, éventuellement son rôle fonctionnel, reposent 

sur la séquence en acides aminés dont cette protéine est constituée. 

Cette séquence est génétiquement déterminée par la séquence en nucléo­

tides au niveau de l'ADN. 

L'information génétique est perpetuée par la réplication. Ce 

processus implique la duplication de l'ADN qui aboutit à la synthèse de 

deux copies identiques à la matrice nucléique mère. 

L'information doit également se transmettre. Or, l'ADN des 

eucaryotes est presque totalement contenu dans le noyau alors que la 

synthèse protéique s'effectue surtout dans le cytoplasme. 

Une molécule, autre que l'ADN, doit transporter l'information: l'ARN 

est un candidat logique. On la trouve à la fois dans le noyau et le 

cytoplasme. De plus, la synthèse protéique est accompagnée d'une augmen­

tation de l'ARN cytoplasmique et de sa vitesse de renouvellement 

(Lehninger, 1985). 

L'ARN était l'élèment manquant du dogme de la biologie molé­

culaire selon lequel l'information génétique passe de l'ADN vers l'ARN 

puis vers les protéines grâce aux réactions de transcription et de 

traduction. Jacob et Monod appelèrent cet ARN le messager. 

A côté de celui-ci, d'autres ARN sont synthétisés. 

Les ARN ribosomigues (ARNr) s'associent avec plus de 70 protéines pour 

former un complexe hautement structuré le ribosome (Vandenhaute, 

1982). (fig. 1 ). 
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Les ARN de transfert (ARNt) sont de petits polyribonucléotides formés 

d'une seule cha!ne continue d'environ 80 nucléotides et dont la confor­

mation bidimensionnelle présente la forme d'une ''feuille de trèfle" 

(Vandenhaute, 1981). Ils assurent le transfert d'acides aminés du cyto­

plasme vers le peptide naissant dans l'ordre dicté par la séquence nu­

cléotidique de l'ARN messager (fig. 2). 

Contrairement à l'ARNm bactérien polycistronique, l'ARNm 

eucaryotique est invariablement traduit en une seule chaîne polypepti­

dique (Lewin, 1985). De plus, ce dernier n'est pas directement 

traductible, comme l'est son analogue bactérien, mais fait l'objet d'une 

série de modifications covalentes dans sa séquence et à ses extrémités 

5 1 et 3 1 , au cours de son exportation nucléocytoplasmique. C'est la 

maturation post-transcriptionnelle de l'ARNm eucaryotique. 

Une de ces modifications attirera plus particulièrement notre 

attention: la coiffe méthylée de l'extrémité 5 1 • 

I.1. Caractéristiques structurales de l'ARNm. 

I.1 .1. Structure primaire (Vandenhaute, 1980). 

La figure 3 résume les régions identifiées dans la séquence 

de l'ARNm. 

a. La coiffe 

A son extremité 5 1 terminale, l'ARNm des eucaryotes comporte 

très généralement une guanine méthylée en N? • Celle-ci est liée par un 

pont 5'-5'triphosphate à l'avant dernier résidu de la cha!ne polynu­

cléotidique. L'anté - et le pénultième nucléotide peuvent être méthylés 

en positi on 2 1 - 0 du ribose. 
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b. Le leader. 

Cette séquence de nucléotides de longueur variable, comprise 

entre la coiffe et le codon initiateur AUG, ne code pas pour des pro­

téines. 

c. La partie codante du messager. 

Le premier codon du messager est toujours AUG, le codon ini­

tiateur, tandis que le dernier est un codon stop ou non-sens (UGA, UAA, 

UAG). 

Les autres bases de cette séquence constitue une suite ininterrompue de 

triplets qui détérminent la succession des acides aminés de la chaîne 

polypeptidique complète. 

d. Le trailer. 

Le trailer est une région non-codante. Elle est caractérisée 

par la présence d'une séquence AAUAAA qui se trouve du côté 3 1 de la 

plupart des ARNm étudiés. Cette séquence est très conservée, tout comme 

celle de 10 à 20 nucléotides qui la sépare de la queue de poly (A). 

e. La queue de poly (A). 

Le poly (A) est une séquence monotone de A liés de façon 

convalente à l'extrémité 3 1 OH des messagers et comprenant de 50 à 200 

résidus. Elle serait présente dans la majorité des ARNm eucaryotiques 

sauf chez les ARNm d'histones. 

I.1 .2. Sructure secondaire. 

Après sa transcription, l'ARNm monocaténaire peut se replier 

localement pour former des structures bicaténaires similaires à celles 
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de l'ADN (Kafatos et Gelinas, 1974). Ces structures peuvent augmenter la 

stabilité de la molécule en lui conférant une protection locale vis à 

vis de l'attaque des ribonucléases (fig. 4). 

I.2. Biosynthèse de l'ARNm. 

La transcription est l'étape principale durant laquelle l'ex­

pression d'un gène est contrôlée (Lewin, 1985). 

L'appareil de transcription des eucaryotes est plus complexe et moins 

connu que celui des bactéries. C'est pourquoi nous nous refèrerons de 

temps à autre aux mécanismes de transcription procaryotiques. 

I.2.1. L'ARN - polymérase. 

Les noyaux eucaryotes possèdent 3 types d'ARN-polymérase. 

L'ARN polymérase I, localisée dans le nucléole est impliquée dans la 

biosynthèse de l'ARN - ribosomial. les deux autres se retrouvent dans le 

nucléoplasme. l'ARN polymérase II est spécialisée dans la biosynthèse de 

l'ARN messager, la III dans la biosynthèse des ARN de transfert, l'ARN5S 

et d'autres petits ARN à fonctions inconnues. On ne connaît que très 

peu de choses de ces enzymes (Lewin, 1985). 

Par contre, l'ARN polymérase de E.coli est bien connue (fig. 

5). Elle peut synthétiser non seulement l'ARNm mais aussi l'ARNr et 

l'ARNt. 

l'holoenzyme (d'un PM de l'ordre de SD0.000) est constituée de 5 sous-
. / 1 

uni tés polypeptidiques : C{ ~ 
7 
~ J (:3 J ~ • Le core enzyme ( O'..z. fa !3 ) est la 

composante catalytique.o est un effecteur allostérique qui augmente 

l'affinité de l'enzyme pour des sites spécifiques d'initiation, les 

promoteurs, et qui réduit l'affinité pour les sites non-spécifiques. 

(Lewin, 1985). 
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I.2.2. Les promoteurs (Lewin, 1985). 

Un promoteur est une séquence de l'ADN contrôlant l'initia­

tion de la transcription. Le premier nucléotide intégré dans l'ARNm 

correspond au nucléotide +1, c'est le "startpoint" (fig. 6). 

Le promoteur pour l'ARN polymérase II est réparti en 3 ré-

gions. 

- Le "startpoint" ne présente pas de véritable homologie mais il existe 

une tendance à ce que la première base de l'ARN soit une adénine bordée 

de deux pyrimidines. 

- Trente paires de bases (pb) en amont du "startpoint se trouve la TATA 

box. Sa fonction est de renseigner l'ARN polymérase sur la position du 

"startpoint. Cette séquence correspond et a la même fonction que la 

séquence en -10 d'E.coli. 

Une troisième séquence hautement conservée est localisée entre -40 et 

-110 (fig. 6). Elle promeut une initiation efficiente mais sans préci­

sion. 

Une séquence à fonction semblable se retrouve autour du nucléotide -35 

chez E. coli. 

Chez les bactéries, des mutations ont permis de montrer que 

l'ARN polymérase aborde l'ADN par une seule face. La plupart des points 

de contact se concentrent au niveau des positions -10 et -35 sur un des 

deux brins (fig. 7). 

I.2.3. L'initiation. (Lewin, 1985) 

L'initiation de la transcription par l'ARN polymérase II 

nécessiterait des facteurs protéiques ancillaires. 
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Chez les bactéries, l'holoenzyme se fixe sur le promoteur. 

L'ADN se déroule localement, une courte séquence à simple brin est libé­

rée. 

Lors de la formation du lien phosphodiester entre les deux premiers 

nucléotides de l'ARN, le facteur est libéré (fig. 8). 

I.2.4. L'élongation et la terminaison. 

L'ARNm nouvellement synthétisé s'hybride localement avec 

l'ADN monocaténaire. Au fur et à mesure que l'ARN polymérase progresse, 

l'ADN se déroule en aval afin d'exposer de nouvelles séquences. 

L'ARN est déplacé de son site d'hybridation avec le brin codant. 

Celui-ci va dès lors pouvoir se rehybrider avec le brin partenaire et 

reformer la double hélice (fig. 9). 

On ignore comment se termine la transcription chez les euca­

ryotes. Le messager subit une série de modifications post-transcription­

nelles empêchant la mise en évidence de séquence(s) responsable(s) de 

la terminaison (Lewin, 1985). 

Le phénomène est bien connu chez les bactéries. 

La présence de séquences palindrome entraîne la formation d'une boucle 

sur l'ARNm. Celle-ci conduit à un arrêt momentané ou définitif de la 

trancription. L'ARNm est complètement déplacé, de son site de synthèse, 

l'enzyme quitte l'ADN et la double hélice de celui-ci se reforme (fig. 

9). 

Remarque 

Bien que notre étude se situe au niveau des phénomènes eucaryotiques, il 

nous paraît important d'aborder, ici, plus précisément, les mécanismes 

de transcription chez les bactériophages ainsi que la transcription in 

vi tro. 
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En effet, l'ARN messager eucaryotique qui sera utilisé dans ce travail 

est produit dans un système de transcription "in vitro" sous la dépen­

dance de promoteurs de bactériphage. 

I.2.5. La transcription chez les bactériophages. 

Lors de l'infection d'E. coli par le bactériphage T7, la 

machinerie transcriptionnelle de la cellule hôte est d'abord détournée 

vers la transcription des gènes phagiens (early gene). La transcription 

des gènes tardifs (late gene) est assurée soit par l'ARN polymérase de 

l'hôte, soit par l'ARN polymérase codée par le génome du bactériophage. 

La disosition des gènes long de l'ADN T et donc l'ordre avec lequel ils 

sont exprimés permet la synthèse des protéines aux moments adéquats de 

l'infection une T7 ARN polymérase, les protéines de la réplication, 

les protéines de structure et d'assemblage des nouvelles particules 

virales 

a) Les ARN polymérases (Chamberlin et Ryan, 1982) 

Des bactériophages T3 et SP6 partagent de nombreuses caracté­

ristiques avec le T7: 

Leurs ARN polymérases sont désignées comme semblables (T? like RNA poly­

mérases). 

Contrairement aux ARN polymérases bactériennes, ce sont de simples cha­

înes polypeptidiques (d'un poids moléculaire de l'ordre de 100.000) 

dont l'activité enzymatique ne nécessite aucun facteur complémentaire. 

Auparavant, la T7 ARN polymérase était isolée, en faible 

quantité à partir des extraits d'E. coli infecté par la phage T7. Le 

gène a maintenant été cloné dans un plasmide sous la dépendance d'un 

promoteur fort. (Davanloo, 1984). 

La SP6 ARN polymérase est isolée en grande quantité à partir de 

Salmonella thyphimirium LT2 infectées par la phage SP6 (Butler, 1982). 
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Ces enzymes présentent une très grande spécificité pour leur promoteur. 

b) Les promoteurs (Chamberlin et Ryan, 1982). 

Il existe 3 classes de promoteurs sur l'ADN de T?. Les promo­

teurs de classe I sont spécifiques à l'ARN polymérase bactérienne. Les 

promoteurs de classe II et III sont spécifiques à la T? ARN polymérase 

(fig. 11). Les promoteurs de classe II sont très faibles; les gènes de 

classe II ne sont exprimés que durant les premiers instants de l'infec­

tion. Treize promoteurs de classe II ont été identifiés sur l'ADN de 

T7. 

Le génome de T? contient également 5 promoteurs de classe 

III. Ils sont responsables de la synthèse tardive de plus de 90% des 

transcrits. 

Les promoteurs de la T3 ARN polymérase sont très semblables à 

ceux trouvés chez T?. Ici, aussi, il existe des promoteurs forts (classe 

III) et faibles (classe II). L'analyse de séquences des différents pro­

moteurs sur l'ADN de T? dévoile de nombreuses homologies à la hauteur du 

"start point" (fig. 12). 

Tous les promoteurs de classe III partagent une même sé­

quence de 23 paires de bases. Elle commence 17 pb en amont du "start 

point" (-17) et continue 6 pb en aval de ce site (+6). 

Les promoteurs de classe II sont quasiment similaires. 

La SP6 ARN polymérase ne s'annonce pas sur les promoteurs de T? ou T3. 

La spécificité du promoteur SP6 repose donc sur les séquences de -8 à 

-1 7 (fig. 1 2). 
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c) Les étapes de la transcription (Chamberlin et Ryan, 

1982). 

Les mécanismes de la transcription chez les bactériophages 

sont peu connus. Ceci est dû au fait que d'une part les polymérases 

phagiennes ne forment pas de complexes stables avec les promoteurs et 

que d'autre part le temps de l'élongation sur l'ADN phagien est très 

court (de 3 à 60 secondes sur l'ADN de T7). 

Malgré ces difficultés expérimentales, quelques caractéristiques peuvent 

se dégager. 

- La fixation de la polymérase sur son promoteur conduit à un déroule­

ment local de l'ADN dans la région -5 à +1. L'enzyme, comme chez E. 

coli, forme un complexe ouvert avec cette région où les bases du brin 

transcrit sont disponibles pour un appariement avec les substrats nuclé­

otidiques. 

- Chez T3, dès que les nucléotides sont ajoutés, le complexe T3 polymé­

rase promoteur est stabilisé. 

- La vitesse d'élongation de l'ARN par la T7 ou T3 ARN polymérase est de 

200 à 300 nucléotides par seconde à 37°C. C'est 10 fois plus rapide que 

les enzymes bactériennes dans les mêmes conditions. 

- Les cinétiques de synthèse du T7 ARN présentent malgré cela un retard. 

Ce retard n'est pas aboli par une augmentation de la concentration en 

ADN ou en nucléotides. Il résulterait de l'instabilité du complexe poly­

mérase - promoteur. La polymérase devrait rencontrer de nombreux promo­

teurs avant que la liaison avec les nucléotides et l'initiation de la 

synthèse de l'ARN ne stabilisent pas le complexe. 

- On connaît peu de choses sur l'étape de terminaison de la transcrip­

tion, sur la libération de l'ARN - polymérase phagienne. 
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Comme nous le verrons ultérieurement, cette étape doit être 

efficace de façon à permettre plusieurs recyclages de l'ARN polymérase 

phagienne. 

I.2.6. La transcription in vitro. 

La transcription in vitro consiste en la production d'une 

population homogène d'ARN transcrits à partir d'une séquence d'ADN adja­

cente à un promoteur spécifique. L'ARN ainsi synthétisé est le point de 

départ de nombreuses études et est à la base de nouvelles techniques 

la régulation de la transcription et ses facteurs, l'étude des mécani­

smes d'épissage et de la traduction in vitro et in vivo, la production 

de sondes radioactives. 

Les systèmes envisagés diffèrent selon l'origine de l'ARN polymérase 

utilisée. 

a) Les systèmes eucaryotigues (Rao, 1982) 

Ces systèmes font intervenir les ARN polymérases eucaryoti­

ques et sont employés dans l'étude des mécanismes de la régulation de la 

transcription chez les eucaryotes. 

Les premières études ont concerné les gènes spécifiques de 

l'ARN polymérase III eucaryotique. Les différents facteurs indispensa­

bles à la réaction ont été partiellement purifiés et un système de tran­

scription in vitro eucaryotique a pu être reconstitué. 

Ultérieurement, il a été montré qu'un promoteur tardif de 

l'adénovirus de type 2 peut initier une transcription catalysée par 

l 'ARN polymérase II lorsqu'elle est suplée par des extraits cellulai-

res. 
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Manley et col (1980) ont développé un système de transcrip­

tion acellulaire pour l'étude de la synthèse de l'ARN messager dans les 

cellules de mammifères. Il consiste en un extrait concentré de cellules 

Hela présentant une activité ARN polymérase II endogène et pouvant ini­

tier la transcription sur un ADN exogène. Ce système a été testé avec 

l'ADN de l'adénovirus et a été utilisé pour la transcription spécifique 

des gènes de la conalbumine et de l'ovalbumine de poule, et de la 

globine humaine. 

b) Les systèmes bactériens (Chamberlin et col., 1983). 

Les ARN polymérases bactériennes font l'objet de nombreuses 

études biochimiques. L'holoenzyme purifiée présente une grande spécifi­

cité in vitro : elle transcrit à partir des promoteurs spécifiques et 

répond efficacement aux signaux de terminaison codés de 1 1 ADN. 

Néanmoins ces systèmes ne permettent pas d'obtenir de grande 

quantité d'ARNm. L'enzyme s'inactive rapidement et ne peut assurer plu­

sieurs cycles de transcription. 

Le complexe d'élongation est très stable, l'inactivation survient donc 

soit lors de l'étape de fixation sur le promoteur, soit après la termi­

naison et avant la nouvelle fixation. 

Différents facteurs peuvent conduire à l'inactivation 

1. Une perte d'activité est observée lorsque de faibles con­

centrations en enzyme sont utilisées suite à la libération asynchrone 

des polymérases à partir des terminateurs. Dans ce cas, les enzymes 

pourraient jouer un rôle de protection. 
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2. La polymérase peut se lier au niveau de cassures ou des 

extremités libres de l'ADN ou l'ARN. Ces régions entrent en compétition 

avec les promoteurs spécifiques et diminuent la concentration. 

3. L'ARN polymérase est sujette à l'inactivation thermique : 

son temps de demi-vie est de 20 minutes à 30°C. Ce facteur devient prin­

cipal lors de réactions faisant intervenir des promoteurs faibles où 

plusieurs minutes sont nécessaires avant la formation du complexe ADN -

enzyme. Dans certains cas, avec promoteur faible, il est impossible 

d'obtenir plus de 0,1 ARN par polymérase active ajoutée. 

Deux procédures alternatives sont envisageables pour augmen­

ter l'efficience de la transcription in vitro: 

Grâce aux techniques de clonage, il est possible d'insérer la séquence 

à transcrire sous la dépendance d'un promoteur fort. 

L'autre approche vise à employer les ARN polymérases de bactériophage et 

leur promoteur. Nous aborderons cette alternative dans le paragraphe c. 

Les manipulations des séquences en vue de leur transcription 

se pratiquent au niveau de plasmides. Le plasmide de Stueber et col 

(1984) contient un promoteur fort dérivé du coliphage T5. Un gène étran­

ger inséré en aval de ce promoteur, peut être exprimé in vitro avec une 

haute efficience en utilisant l'ARN polymérase d'E. Coli pour sa trans­

cription et éventuellement des extraits cellulaires pro- ou eucaryoti­

ques pour la traduction de l'ARNm produit (fig. 13). 

c) Les systèmes de bactériophage 

- L'avantage (Chamberlin et col., 1983). 

Tandis que l'ARN polymérase bactérienne est rapidement ina-
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ctivée, l'ARN polymérase des bactériophages peut catalyser une synthèse 

prolongée d'ARN. Cette synthèse implique un recyclage important vu la 

vitesse d'élongation rapide et la présence de courtes unités de trans­

cription sur l'ADN phagien normal: durant 60 minutes de réaction avec 

l'ADN de T?, la T? ARN polymérase doit se recycler au moins 180 fois. 

Il ne peut donc pas y avoir de perte d'enzyme à chaque cycle. 

Contrairement à la polymérase bactérienne, l'enzyme phagienne se lie 

faiblement à d'autres sites non-spécifiques: L'ARN produit, les cas­

sures dans l'ADN, les extrémités libres de l'ADN. 

La capacité de ces enzymes phagiennes de synthétiser de très grandes 

quantités d'ARN in vitro n'est possible que si l'ADN contient les promo­

teurs spécifiques. 

- le principe 

De nombreux vecteurs de clonage pour la transcription ont été 

construits. Ils contiennent un promoteur fort de bactériophage en amont 

d'un site multiple de clonage. Une endonucléase de restriction clive le 

plasmide au niveau d'une séquence spécifique et unique de ce site. Un 

gène étranger dont les extrémités 5 1 et 3 1 sont compatibles avec les 

extrémités libres du plasmide, est inséré et recircularise le vecteur 

(fig. 14). 

Afin d'obtenir une population homogène de transcrits, le 

plasmide est linéarisé au niveau d'un site unique de restriction situé à 

proximité de l'extrémité 3 1 du gène inséré. 

La polymérase se fixe sur le promoteur, catalyse l'élongation de l'ARN 

et est 11 relâchée" après la formation du dernier lien phosphodiester de 

l'extrémité. 

Il s'agit de la synthèse in vitro d'ARNm par 11 run off" de l'ARN polymé-

rase. 



Eco RI Sstl Sac I Sma 1 8am Hl Xba I Sa/ 1 Pstl Hind Ill 

/ 

51bp 
polylinker 

,,,,.,..-
" " Pstl I \ 

• 

.... , 
2:102 

/ 
Ampicillin gene 

1 
\ 
\ 

' '-... 
pSP62-Pl 

....._ __ ,,,,.,.. 

pT713 
2818 bp 

\ 
1 

/ 
I 

/ 

~ch~m a ris 1 ue l Gues VACt e ur s 
;1 ve c des f\R[·J po lymé r c1se s rie 

2000 

Polyllnker 
pUC 18 or 19 

220 ( + 1) 

NH 1 
(2533) 

Amp' 

pSP61T7-19 
2884 bp 

pTZ18R 
pTZ19R 

2.9kb 

1000 

pBR322 

f.lult1ülf:-Clon1rv.; 
Sil':: 

..... ,.,. 

... 

Eco R 1 
721 

Mu111ple 
Cloning 
Site 
Hind Ill 

772 

r·4 " tr a nscrif')tion comp2t i bles 
b a ct é rioph a g e s p é c ifi , ue s . 



14 

- Les vecteurs 

Quelques vecteurs disponibles dans le commerce sont décrits à 

la fig. 15. 

Ils présentent des caractéristiques communes: un gène de résistance à 

un antibiotique, une origine de réplication et un ou deux promoteurs 

forts de bactériophage jouxtant un site multiple de clonage. 
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I.3. Les modifications post-transcriptionnelles de l'ARNm 

Les produits primaires de la transcription ne sont pas dire-

ctement traductibles ils doivent d'abord subir une maturation 

post-transcriptionnelle au cours de leur exportation nucléa-cytoplasmi­

que. Le processus de transformation des pré-ARN en ARNm est très comp­

lexe il comprend l'ajoute d'une coiffe à l'extrémité 5 1 , la polyadény­

lation 3 1 terminale, des méthylations internes et le phénomène d'épis­

sage (Vandenhaute, 1980). 

phe II.2 

coiffage. 

I.3.1. La coiffe. 

Les mécanismes de la réaction seront décrits dans le paragra­

nous nous limiterons ici à une description du contexte de 

L'addition d'une guanosine dans une position inverse à l'ex­

trémité 5 1 du pré-ARN et la méthylation de son azote 7 représentent, 

sans doute, les premières modifications affectant le messager. Ceci 

laisse supposer que les enzymes de coiffage sont physiquement associées 

entre elles at avec l'ARN polymérase, au moins durant l'étape d'initia­

tion de la transcription (Joue et Manley, 1982). 

Lors de la purification de l'ARN polymérase du virus de la 

vaccine, Shuman et col (1980) ont repéré une activité de coiffage dans 

la fraction • Ceci suggère l'existence d'une association intime entre 

les enzymes de coiffage et l' AR[~ polymérase dans le "core" du virus. 

D'autres arguments renforçant l'idée d'une interaction fon­

ctionnelle ont été révéléspar les travaux de Furuichi sur le virus de l a 

polyhédrose cytoplasmique du ver à soie (CPV). Dès 1978, Furuichi a 

observé que la synthèse, in vitro, de l'ARNm du CPV était considérable­

ment stimulée par la présence du donneur de méthyle, la S adénosyl-
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méthionine (fig. 17). Ces ARNm présentaient tous une extrémité 5 1 coif­

fée et méthylée. 

Mais la stimulation de la transcription n'était pas due A la 

méthylation de la coiffe: un effet similaire était obtenu en présence 

de la S - adénosylhomocystéine (SAH) qui est un inhibiteur de la méthy­

lation de la coiffe. 

Furuichi proposa un mécanisme. La SAM, le SAH ou d'autres analogues 

adénylés interagissent avec le site actif de la méthyltransférase (voir 

paragraphe II.2). Cette interaction induirait un changement de conforma­

tion au niveau de l'ARN polymérase associée qui initierait, alors, la 

synthèse de l'ARNm. 

I.3.2. La polyadénylation. 

La polyadénylation s'effectue essentiellement dans le noyau à 

une phase terminale de la maturation des messagers (Vandenhaute 

1980). 

La réaction apparaît comme un processus en trois étapes: !'ARN poly­

rnérase II termine la transcription au niveau d'une séquence de l'extré­

mité 3 1 , le terminateur. Une endonucléase clive le pré-ARNm environ 15 

nucléotides en aval d'une séquence AAUAAA. L'extrémité 31 nouvellement 

formée est polyadénylée par une poly (A) polymérase. Cette enzyme semble 

reconnaître la même séquence consensus (Grandfoot; 1982 ; 1984). 

La fonction de la queue de poly (A) n'est pas connue avec 

certitude. 

Elle jouerait un rôle dans la stabilité et lors de l'exportation de 

l'ARNm nature du noyau vers le cytoplasme (Arendes, 1980). 
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I.3.3. Les méthylations internes. 

Certains ARNm peuvent subir des méthylations internes, sou­

vent en position N - 6 d'adénines, rarement en position 5 d'une cyto­

sine. Ces méthylations internes sont plus ou moins fréquentes suivant 

l'espèce d'ARNm. Elles s'effectueraient dans le noyau (Vandenhaute. 

1980). Le rôle de ces groupements méthyles n'est pas encore déterminé 

avec certitude. 

Chez l'adénovirus, les méthyles sont ajoutés à l'ARNm qui 

n'ont pas encore été épissés (voir paragraphe suivant), comme chez les 

pré-ARNm, ces méthyles pourraient jouer un rôle de protection des por­

tions du transcrit primaire qui ne doivent pas être éliminées lors de 

l'épissage (Darnell, 1986). 

I.3.4. L'~pissage (ou splicing). 

Le splicing est le processus de formation des ARNm en "mosa­

Ique'' par excision de différentes séquences du pré-ARNm (les introns) 

suivie de la ressoudure des fragments initialement éloignés (les exons). 

Ce phénomène se produit dans le noyau des eucaryotes (Vandenhaute 

1980). 

La présence d'une courte séquence consensus 5 1 GT ••• 

intron ••• AG 3', très conservée a pu être mise en évidence dans la ma­

jorité des gènes structuraux des eucaryotes. Ceci suggère l'existence 

d'un mécanisme commun pour l'excision des introns. Ce mécanisme fait 

intervenir une petite particule nucléaire ribonucléoprotéique dont la 

séquence est complémentaire aux séquences des frontières intron- exon et 

exon-intron du pré-ARNm (fig.1 8 ). Via un appariement des bases , cette 

particule pourrait amener les jonctions dans une juxtaposition correcte 

permettant dès lors, l' épissage enzymatique des exons et l' é limination 

des introns (Lehninger, 1985). 
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II. LA COIFFE. 

II.1. Définitions, types, distributions. 

Les ARN messagers de la majorité des eucaryotes et de la 

plupart de leur virus sont caractérisés par une extrémité 5 1 coiffée par 

une 7-méthylguanosine. La guanosine est liée par un pont triphosphate 5' 

- 5 1 au pénultième nucléotide et est méthylée au niveau de l'azote 7. 

tm1 
C'est la coiffe de "type □", G(5') ppp (5') Xp --- (fig.19). 

Une méthylation supplémentaire se retrouve sur d'autres ARNm 

en position 2 1 - 0 du ribose du pénultième nucléotide. Cette coiffe avec 
m 7 mi" 

deux groupements méthyles est de "type 1 ", G(5') ppp (5') Xp ---. 

Lorsque le pénultième nucléotide 

une adénine, un autre méthyle est parfois 
m7 

base. Cette coiffe est de "type 1 "', G(5 1 ) 

des coiffes de "type 1" est 

présent en position NB de la 
mN·6 m 

PPP (5') Ap 

Enfin, une seconde méthylation en position 2'- 0 du ribose de 

l'antépénultième nucléotide se rencontre fréquemment chez les mammifè­

res, y compris l'homme. C'est la coiffe de "type 2", 
m 7 m, m~ ) 

G(5') ppp (5') Xp Yp --- (Moss, 1984 

Chez les ARNm viraux, la pénultième base est toujours une 

purine. Les virus végétaux présentent généralement une coiffe de "type 

□" tandis que la plupart des virus animaux contiennent une coiffe de 

"type 1". 

Chez les ARNm cellulaires, la pénultième base est soit une 

purine, soit une pyrimidine. Les ARNm des eucaryotes inférieurs présen-
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tent exclusivement des coiffes où cette avant dernière base est une 

purine, les pyrimidines apparaissent progressivement au cours de l'évo­

lution. Au fur et à mesure de celle-ci, la complexité des coiffes aug­

mente. 

Les coiffes de certains organismes unicellulaires tel que Saccharomyces 

cerevisiae sont de "type □". La larve d'Artemia salina et l'oursin de 

mer contiennent une coiffe de "type 111 • Les insectes et les mammifères 

présentent à la fois des coiffes de "type 111 et de "type 2". 

Les ARNm des végétaux arborent préférentiellement des coiffes de "type 

□". 

Certains ARNm font exceptions l'ARNm mitochondrial des 

cellules Hela, l'ARNm du virus de la nécrose du tabac, du virus de la 

polyomélite et de l'encéphalomyocardite ne contiennent pas de coiffe 

(Locht, 1984). 
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II.2. Les enzymes et les mécanismes de coiffage 

II.2.1. Les virus 

a) Le virus de la vaccine et son enzyme de coiffage 

Certains virus, comme celui de la vaccine, possédent les 

enzymes de synthèse et de modification de l'ARNm dans leur particule 

infectieuse. Ils offrent un système idéal pour l'étude in vitro de la 

maturation de l'ARNm eucaryotique. 

- La purification des enzymes. 

Les enzymes de coiffage de ce virus ont été purifiées par 

Martin et col. dès 1975(a). Dans la procédure initiale de purification, 

les enzymes étai.;"ntsolubilisées à partir de cores viraux et purifiées sur 

des colonnes échangeuses d'ions et d'affinité. Ces premières études 

montrèrent que le complexe enzymatique purifié est multifonctionnel. 

Il contient à la fois une activité guanylyltransférase et 7 - méthyl­

transférase. Son poids moléculaire est de 127.000. Il est comp~~é de 

deux sous-unités de 95.000 et 31.400 (Martin et col., 1975 b ). De nou­

velles techniques chromatographiques ont permis de démontrer que ce 

complexe purifié contient également une activité ARN triphosphatase (S. 

Venkatesan et col, 1980). Selon Martin et col., ces trois activités sont 

inséparables durant la purification. 

Par contre Monroy et col. (1978) ont purifié un complexe de 

120.000 daltons. Par une électrophorèse non-dénaturante, la guanylyl­

transférase d'un poids moléculaire de 59.000 a pu être séparée des 

autres activités. Ses propriétés sont différentes de celles décrites par 

Martin et col. 



0 

0 0 0 
Il Il Il 

-o-P - O- P - 0 -P-O-CH 

1 1 1 
2 

o- o - o- O 

b--, J be-, J L_ ... _, -

'( {3 "' 

OH OH 

Fig.~O.- La guano s ine triphosphate : GTP 



21 

- Les mécanismes. 

Lorsque l'enveloppe du virus de la vaccine est détruite, le 

core devient perméable aux ribonucléotides et à la S adénosylméthi-

onine, donneuse de groupement méthyle. Des ARNm contenant 
m7 m m7 m 

G(5')ppp(5 1 )A ou G(5 1 )ppp(5 1 )G sont synthétisés dans ces 

conditions. 

De plus, l'utilisation de ribonucléotides triphosphates 

au niveau des posi tians ol.) f3 
1 

/ permet de retracer 

des évènements (fig.20). 

Le complexe purifié catalyse les réactions suivantes 

(1) ppp XpYp 

i /3 °" 
ARNm triphosphatase;> pp XpYp + Pi 

/Jtl. t 

32 
marqués au P 

la chronologie 

(2) pp XpYp + GTP ARNm guanylyltransférase:;:.,,G(5 1 )ppp XpYp + PPi 
~ 

( ) ( ) ( ) , , IYYlî_ ( ' ) 3 G 5 1 pppXpYp + SAM ARNm G-7- methyltransferase~. G 5 pppXpYp + 

SAH 

Lors de la réaction (1 ), le phosphate terminal est clivé 

par l'ARNM5 1 triphosphatase. Sur une base molaire, la triphosphatase est 

100 fois plus active que la guanylyltransférase qui lui est associée. 

Son activité semble être stimulée par la présence de GTP bien qu'il ne 

soit pas indispensable (Venkatesan et col, 198 ). 

Dans une seconde étape, l'ARN guanylyltransférase catalyse le 

transfert de GMP à partir de GTP sur l'extrémité 5' diphosphate de 

l'ARNm. 

Le 7-méthyl GTP ainsi que l'ATP, CTP,UTP, GDP ou GMP ne peuvent jouer le 

rôle de donneur de coiffe. L'inactivité en présence 7 méthyl GTP con­

firme bien que la méthylation de la guanosine survient après le coiffage 

de l'ARNm (Martin et Moss, 1976). Des concentrations élevées en ppi 

inhibent la réaction inverse. 
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En 1981, Shuman et Hurwitz ont proposé un mécanisme cataly­

tique. La guanylyltransférase du virus catalyse cette réaction d'échange 

GTP - PPi, en l'absence d 1 ARNm accepteur de coiffe. Ceci suppose que la 

transguanylation passe par un état interm;diaire 

~ 

Gppp + Enzyme 
tf 

----:> Enzyme - pG + PPi (2a) 

~ 

L'enzyme réagit avec un GTP pour former l'intermediaire enzyme-guanylate 

: le résidu GMP est lié de manière covalente à la sous-unité de 95.000 

daltons de l'enzyme; un pyrophosphate ppi est libéré concomittamment. 

L'enzyme guanylée transfert alors son GMP sur le diphosphate terminal de 

l'ARNm. 

~ * 
(2b) Enzyme - PG + ~ Xp Yp ------➔ Gp, Xp Yp 

Lorsque la guanylyltransférase est séparée des autres constituants du 

complexe enzymatique selon la technique de Monroy et col, une activité 

spécifique de coiffage des extrémités 5 1 ppp peut être également mise en 

évidence. 

Lors de la réaction (3), la coiffe de l'ARNm est méthylée par 

l 'ARN (guanine -7-)- méthyltransférase qui transfert un groupement mé­

thyle provenant de la SAM vers la position de la guanine terminale. 

L'addition rapide du méthyle protége la coiffe de la réaction i nverse et 

améliore donc l'efficience des modifications 5' (Martin et mass, 1975). 

Nous décrirons cette enzyme de façon détaillée dans le chapitre I I I. 
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Une dernière réaction 

rn:, /Yn"l- IW'I 

G(5')ppp Xp Yp + SAM ----~ G(5 1 )ppp Xp Yp + SAH 

Consiste en la méthylation du pénultième nucléotide. L'en­

zyme, l'ARNm (nucléotide -2-)-méthyltransférase catalyse le transfert 

d'un méthyle provenant de la SAM vers la position 2 1 0 du ribose 

(Ensinger et col, 1975). Elle semble indépendante du complexe 

guanylyl-7-méthyltransférase: elle en est d'ailleurs séparée lors de la 

purification. Il s'agit d'un simple polypeptide d'un poids moléculaire 

de 38.000 (Barbara et Moss , 1978). 

nn1-- /Ynr 
Seuls les ARNm se terminant pour Gppp-A et par GpppG sont les 

accepteurs de méthyle. 

Par contre, les ARNm se terminant par pX - ou ppX ou G(5 1 )pppX - ne sont 

pas accepteurs. Cette spécificité suggère que la méthylation en position 

2' est la dernière étape de formation de la coiffe de "type 1 11 , après la 

guanylation et la 7-méthylation. 

/lTFt 
Les dinucléotides triphosphates tels que G(5' )ppp(5')G ou 

.l?n?G(5')ppp(5' )A sont de pauvres substrats pour cette méthylase ; cette 

activité nécessite donc une séquence polyribonucléotidique adjacente à 

la coiffe. La méthylation de cet avant dernier nucléotide (guanine ou 

adénine) est assurée par la même enzyme ; l'adénine semble être mé­

thylée plus rapidement. 

2.1.2. Les autres virus. 

Les mécanismes de coiffage chez les autres virus sont sensi­

blement différents de ceux du virus de la vaccine exception faite des 

r éovirus qui présentent des modifications 5 1 post-transcriptionnelles 

fort semblables. 
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Par contre, chez le virus de la polyhédrose cytoplasmique, le 

coiffage serait un évènement pré-transcriptionnel obligatoire. Il im­

plique également le transfert d'un GMP à partir de GTP vers l'ARN ac­

cepteur. 

Les mécanismes de coiffage du virus de la stomatite vésicu­

leuse différent des autres systèmes. La réaction implique le transfert 

d'un résidu GDP à partir de GTP sur le monophosphate de l'extrémité 5 1 

de l'ARNm. Ce dernier peut provenir soit du clivage interne d'un pré­

curseur, soit du clivage des phosphates~ et O (fig.21 ). 

En présence de faibles concentrations en SAM, une coiffe de type 

G ( 5 1 }pppA'tm est formée. Seules des concentrations supérieures en SAM 

permettent la méthylation de la guanine. 

La 2 1 - 0 méthylation précèderait ici, la 7-méthylation. (Moss, 1980) 

II.2.2. Les eucaryotes 

La figure 22 résume les mécanismes de coiffage de l'ARN euca-

ryotique. 

a) L'ARNm 5 1 triphosphatase 

Cette enzyme est étroitement associée à la guanylyltrans­

férase chez Artenia salina, Saccharomyces cerevisiae et les cellules de 

foie de rat. 

Par contre, l'activité triphosphatase est écartée lors de la purifica­

tion de la guanylyltransférase des cellules Hela (Venkatesan et Moss, 

1980). 
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b) L'ARN guanylyltransférase 

L'activité guanylyltransférase a été isolée à partir de no­

yaux de foie de rat par Mizumoto et Lipman (1979). L'enzyme est séparée 

de la guanine-7-méthyltransférase après une filtration chromatographique 

sur séphadex G-150. Des poids moléculaires de 65.000 Daltons pour l'en­

zyme de coiffage et de 130.000 Daltons pour la méthylase en ont été 

déduits. 

La guanylyltransférase, purifiée 350 fois, catalyse la réaction d'échan­

ge GTP - PPi en l'absence d'ARNm accepteur de coiffe. La réaction évolue 

vers un interm~diaire covalent enzyme'v GMP, comme dans le cas de l'en­

zyme de coiffage du virus de la vaccine (Mizumoto et col., 1982). 

La guanylyltransférase de noyaux de cellules HeLa a été puri­

fiée 1000 fois par Venkatesen et col. (1980). Les activités de triphos­

phatase et de 7 - méthyltransférase sont éliminées lors de la purifica­

tion. GTP et ITP sont les seuls donneurs de coiffes effectifs. L'incapa­

cité d'utiliser le 7-méthyl GTP comme donneur indique que la méthylation 

est subséquente au coiffage. L'ARN-5'-diphosphate est le seul accepteur 

de coiffe ; les mono et triphosphates ne sont pas coiffés. Un intermé­

diaire covalent guanylyltransférase~GMP a été également mis en éviden­

ce. Le poids moléculaire de l'enzyme est estimé à 48.500 par centrifuga­

tion sur gradient de sucrase. 

Les caractéristiques de la guanylyltransférase de germes de 

blé (65.000 D.) ressemblent à celles des cellules Hela. 

Les résultats récents de purifications et caractérisations de 

la guanylyltransférase concernent l'enzyme de Saccharomyces cerevisiae. 

Itoh et col (1983) ont purifié 800 fois l'activité guanylyltransférase 

de la levure de bière. Après une colonne de séphadex G-200, les activi­

tés de coiffage et de méthylation sont éluées ensembles mais sont rapi­

dement séparées lors de la purification. 
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Ceci diffère des enzymes de foie de rat où la guanylyltransférase 

(65.000 D) et la 7-méthyltransférase (130.000 D) sont séparées après une 

chromatographie sur G-150. 

Une activité 5 1 triphosphatase est associéeà l'enzyme partiellement 

purifiée. Le poids moléculaire du complexe enzyme 'v GMP est estimé à 

45.000. 

Quelques mois plus tard, la même équipe est parvenue à purifier la 

guanylyltransférase de la levure jusqu'à une homogénité apparente. L'en­

zyme, d'un poids moléculaire de 140.0001 est composée de deux polypepti­

des de 45.000 D (~) et 39.000 D (~).Leur ratio molaire est proche de 

l'unité. La protéine oligomérique serait composée de deux chaîneso( ~t /3 
Or, chez Artenia salina l'enzyme de coiffage partiellement purifiée 

subit une légère protéolyse et est ensuite clivée en deux domaines stru­

cturaux de 44.000 D et 20.000 D correspondant aux activités natives de 

guanylyltransférase et 5 1 triphosphatase. La comparaison de ces poids 

moléculairesavec ceux de Saccharomyces cerevisiae laisse supposer que la 

guanylyltransférase et la 5 1 triphosphatase existent sous forme de deux 

sous-unités différentes~ et {6. 

La découverte du complexe interm;diaire confirme que la sous-unité~ est 

bien le centre catalytique de la transguanylation, même en l'absence de/3 

(Itoh et col., 1984.a). 

La 5 1 triphosphatase peut hydrolyser le phosphate de pppGp mais un 

ARNm avec une chaîne plus longue sera un meilleur substrat. 

La guanylyltransférase utilise le GTP comme donneur de coiffe et 

ppGpCpCp(Np)n comme accepteur. Les AR Nm se terminant par un di ou tri­

phosphate sont coiffés tandis que les mononucléotides tels que GDP ou 

ppGp sont inertes. Cependant, l'enzyme peut utiliser ppGpC et ppGpCpC 

comme accepteur : la présence d'au moins un lien phosphodiester semble 
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donc être suffisant pour cette activité de transguanylation qui va 

intervenir très tôt lors de la transcription (Itoh et col., 1984.b). 

c) L'ARNm (guanine-?-) méthyltransférase 

Cette enzyme est facilement séparée des activités de triphos­

phatase et guanylyltransférase chez la levure, le germe de blé, la cel­

lule Hela, la cellule de foie de rat. La dissociation des trois activi­

tés est plus difficile chez le virus de la vaccine. 

En 1976, Ensinger et Moss ont isolé et caractérisé la 7-méthyltrans­

férase des cellules Hela. Ils ont purifié l'enzyme 165 fois après chro­

matographie sur DEAE cellulose, 0NA-agarose et CM-séphadex et ont estimé 

son poids moléculaire à 56.000. Les coiffes synthétiques G(5' )ppp(5')G 

sont de bons accepteurs de méthyles; GTP, G0P et G(5 1 )pppp(5 1 )G ne sont 

pas méthylées tandis que G(5')pp(5')G l'est faiblement. 

C. Locht (1984) a purifié l'enzyme à partir de germes de blé 

et de Saccharomyces cerevisiae. Chez la levure, l'activité a 

été purifiée plus de 700 fois après chromatographie sur 

DEAE-cellulose, DNA-agarose et poly(V)-sépharose. Le poids 

moléculaire de l'enzyme est estimé à 49.000. 

- L'enzyme purifiée est très stable 

méthyles sur l'analogue de coiffe 

l'incorporation de 

G(5 1 )ppp(5 1 )G augmente 

linéairement pendant au moins 6 heures à 30°C. 

- Contrairement à l'enzyme de germesde blé, celle de levure 

semble préférer l'analogue G(5')ppp(5')A à l'analogue 

G(5')ppp(5 1 )G. G(5)ppp(5')U et g(5 1 )ppp(5')C sont de faibles 

substrats. L ' .enzyme reconnaîtrait donc de préférence les 

coiffes dont le penultième nucléotide est une purine ceci 

reflète la situation in vivo où 75% des coiffes sont de type 

G(5 1 )ppp(5 1 )Ap - et 25% de type G(5 1 )ppp(S' )Gp - L'enzyme 

ne méthyle pas le G~P, le GDP ou le GTP. 
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L'augmentation d'incorporation de groupement méthyle est 

linéaire en fonction de la quantité d'enzyme ajoutée. 

- La cinétique de la réaction révèle une valeur apparente de 

K l"'\ de :,f M pour la SAM. 

- La SAH inhibe fortement la méthylation. 

Une température de 30° et un PH de 7 sont les conditions 

optimales de méthylation. 

- Les cations divalents sont fortement inhibiteurs. Contrai­

rement aux 7-méthyltransférase des cellules Hela et de germes 

de blé, le NaCl et le KCl n'ont pas d'effet de stimulation 

sur l'enzyme de la levure. 

d) L'ARN (nucléotide-2 1 -) méthyltransférase. 

Deux nucléotides -2 1 -méthyltransférases ont été identifiées 

dans les cellules Hela. L'une, nucléaire, est responsable de la forma­

tion des coiffes de type 1 ; l'autre, nucléaire et cytoplasmique, des 

coiffes de types 2. 

Les affinités de la coiffe 1 méthyltransférase pour les ARNm se termi­

nant par G(5' )ppp(5') Xp ou fm'c(5 1 )ppp(5') Xp sont identiques. Il est 

dès lors impossible de préciser si la méthylation sur le G-terminal par 

la 7-guanyltransférase est antérieure ou ultérieure à celle-ci. 

La compartimentation différente des deux enzymes laisse supposer que la 

coiffe de type 2 soit formée après la coiffe de type 1 (Langberg et 

lfioss , 1981). 

e ) L'ARNm (2'-0-méthyladénosine-N-6)-m~thyltransférase. 

Cette enzyme a été purifiée à partir du cytoplasme de cel ­

lules Hela. 
Elle catalyse la formation de coiffe de type 1' à partir de coiffe de 

type 1 et de SAM (Keith et col, 1978 ). 
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II.3. Les rôles fonctionnels de la coiffe de l'ARNm. 

II.3.1. La transcription. 

Comme il a été décrit dans le paragraphe I.2.1, les modifica­

tions de l'extrémité 5 1 surviennent extrêmement tôt dans la synthèse 

de l'ARNm par l'ARN polymérase II. 

Nous avons vu que, chez l'adénovirus de type 2, la formation 

de la coiffe, et entre autre sa méthylation, sont couplées avec l'étape 

d'initiation de la transcription. 

Ce modèle est en accord avec la possibilité d'une association 

intime entre les enzymes de coiffage et l'ARN polymérase II au moment de 

l'initiation de la transcription (Jove et Manley, 1982). 

Quelques mois plus tard, Coppola et col. (1983), dans des 

conditions de transcription in vitro limitantes en UTP, ont produit à 

partir du promoteur de l 1 Ad2 des ARNm abortifs ayant au plus 20 nucléo­

tides de long. 

Aucun de ces petits ARNm n'étai t coiffé. Par contre, des AR Nm 

de 75 bases étaient complètement coiffés et méthylés. 

Ils en conclurent que le coiffage est un évènement survenant 

tôt durant la transcription mais qui n'est pas couplé intimement à 

l'initiation au sens strict. 

Les ARNm plus petits que 20 nucléotides, enfouis dans l'ARN 

polymérase, ne seraient pas accessibles aux enzymes de coiffage . On 

ignore donc, à l'heure actuelle, si la formation de la coiffe est impli­

quéeoù même nécessaire dans l' initiation de la transcription. 

Une exception tout de même. En 1981, Plotch et col. ont 

proposé un mécanisme unique où la présence d'une "amorce" coiffée est 
. + 

nécessaire à l'initiation de l a transcription de l'ARN du virus de la 

grippe . 
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Ils ont mis en évidence, dans le core viral, une endonucléase 

qui clive les ARNm coiffés de l'hôte, une dizaine de nucléotides en 

aval de l'extrémité 5'. Chez les messagers de la}- globine, cette 

digestion génère des fragments coiffés de 13 nucléotides. Ceux-ci ser­

vent à l'initiation de la transcription virale (fig.23). 

II.3.2. La stabilité de l'ARNm. 

Contrairement aux ARNm des procaryotes, les ARNm eucar~oti­

ques sont particulièrement stables (Lewin, 156). La modification de 

l'extrémité 5 1 n'est pas étrangère à la stabilité accrue. 

Furuichi et col. (1977) ont injecté des ARNm du réovirus 

coiffés ou non-coiffés dans des cocytes de Xenopus laevis. Après 8 heu­

res d'incubation, ils récupèrèrent 55% des messagers coiffés (
1111

t GpppG 

ou GpppG) et 25% des messagers lorsqu'ils n'étaient pas coiffés (ppG 

pppG,mou pppG) (fig.24). 

Les cinétiques de dégradation des ARNm avec une coiffe méthy­

lée ou non-méthylée sont identiques. Donc, la protection de l'ARNm ne 

résulte pas d'une interaction avec la machinerie de synthèse protéique 

puisque les ARNm terminés par GpppG ne sont pas traduits (voir paragra­

phe II.3.4) et restent stables. 

Une équipe japonaise (Shimotohno et col, 1977) a obtenu des 

résultats semblables avec les ARNm du virus de la polyhédrose cytopla­

smique (CPV). Après quelques minutes d'incubation des messagers dans un 

système acellulaire de germesde blé, l'ARN n'est dégradé qu'après l'éli­

mination de la 7-méthylguanosine terminale. Ils conclurent que la stru­

cture particulière de la coiffe est résistante à l'activité exonucléoti-

dique 5 1 3' (fig.25). 

II.3.3. Les modifications de l'ARNm. 

Konarska et col. (1984) ont montré que la structure de la 

coiffe joue un rôle important lors de l'épissage des pré-ARNrn d 1 ad2 

dans un extrait acellulaire de cellules Hela. 

L' épissage es t fo rtement inhibé par des ana logues de coi f fe s tel s que 
~1 ~~ 

GpppG ou GTP lorsqu'ils sont a joutés au début de l a r éaction. 

Ils n'ont pas d'effet s s emblables lorsqu'il s s ont ajou tés au cour s de 

l ' i ncubation. 
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Ceci suggère que la reconnaissance de la coiffe est une étape indispen-

sable dans la formation du complexe ribonucléoproteique actif et spéci­

fique à lâ réaction de "Splicing". 

Très récemment, Patzelt et col. (1987) ont confirmé le rôle 

inhibiteur des aniogues de la coiffe lors de l'assemblage de ce comple­

xe. Ils montrent également que sa formation est fortement réduite lors­

que l'ARNm n'est pas coiffé. 

D'autres études (Chai et col. 1986) suggèrent que des pro­

téines (de type hnRNPc) sont impliq ué ES dans l'assemblage du complexe 

d'épissage. L'isolement de ces protéines par des anticorps monoclonaux 

conduit à une diminution du nombre de complexes actifs formés. Ces pro­

téines joueraient le rôle de facteur de reconnaissance de la coiffe. 

Elles sont désignées par Patzelt (1983) comme protéines fixa­

trices de coiffe nucléaires. 

Le rôle de la coiffe dans la maturation de l'ARN est haute­

ment spécifique et, ne se limite donc pas à une protection contre la 

dégradation exonucléotidique. 

II.3.4. La synthèse protéique. 

De nombreuses études démontrent que la structure de la coiffe 

est impliquée dans les mécanismes d'initiation de la synthèse protéi ­

que . 

a. L'importance du méthyle. 

Dès 1975, Bath et col. ont montré que les ARNm du réovirus et 

du virus de la stomatite vésiculeuse (VSV) synthétisés in vitro en pré­

sence de SAM stimulent la synthèse protéique dans une plus grande mesure 

que l'ARNm non-méthylé. De plus, la SAH, un inhibiteur de la méthyla­

tion, bloque la traduction des ARNm non-méthylés et n'influence pas la 

synthèse protéique à partir des ARNm rnéthylés. Ils conclurent que la 

méthylation de l'extrémité 5 1 de l'ARNm viral est nécessaire à sa tra­

duction. 
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L'an~ée suivante, Rose et Lodish (1976), ont nuancé les idées 

de Bath. La ~- élimination de la 7-méthylguanosine réduit le taux de 

synthèse protéique d'un facteur 3 mais ne l'annule pas complètement. La 

structure de la coiffe semble donc avoir un effet médiateur plutôt 

qu'obligatoire pendant les premiers instants de la liaison ARNm - ribo­

some. 

Lors de la synthèse in vitro d'ARNm du réovirus, Furuichi et 

col. (1979) ont remplacé la S - adénosylméthionine par la S - adénolsyl­

éthionine. Ils ont obtenu des ARNm (70%) présentant une extrémité 5 1 de 
~~ Rt 

type GpppG et GpppA. 

Les ARNm éthylés, et pas les non-alkylés, sont traduits dans les lysats 

de germes de blé ou de réticulocytes avec une efficience comparable à 

celle des ARNm méthylés. La ?-alkylation, de la guanosine terminale, 

plutôt que sa 7-méthylation, semble donc influencer positivement la 

traduction. 

b. L'importance de la coiffe. 

Après le retr ait de l eur coiffe, les ARNm du virus de l a 

vacc ine perdent toute leur capacité de se lier aux ribosomes dans un 

s ystème de t raduction acellulaire (S. l~ut huhrishman et col ; 1978). 

Le rajoute d'un 7-méthyl guanosine par l e complexe guany lyltransférase 

guanine-7-méthyltransfér ase du virus r estaure les potentialités de tra­

duction du messager. 

Paterson et Rosenberg (1 979) ont remarqué que l es AR~m procaryotiques 

étaient traduits avec une efficience équivalente à celle des ARNm euca­

ryotiques sans coif fe . Ils ont a lors coi ffé des ARNm procaryotiques avec 

le complexe enzymatique de la vaccine (cité plus haut ) . Dans un syst~me 

de traduc tion acellulaire de ge rmesde bl é , ces nouveaux messagers pré­

sentent un taux de traduction comparable (et même sup~rieur) ~ celui 

des ARNm eucaryotiques . 

L'AHNm circu l aris0 (par une î4-ARN-ligose) de~ - Kozak (1 979) ne permet 

pas l a fixation des ribosomes eucaryotiques . Par contre , l es ribosomes 

d'E . coli s ' y associent s2ns difficultés . 

Ces nombreux a r guments exp6rimentaux s ugg~rent c l airen1en t que 

la µrésence d'une coif fe méthylée en position 7 de G ost indispensable 
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pour la promotion de l'extrémité 5 1 de l'ARNm durant l'étape d'initia­

tion de la traduction. 

c. Les effets des analogues de coiffe. 

Des expériences alternatives utilisant des analogues de coif­

fe ont également pu démontrer de manière indirecte le rôle de la coiffe 

au niveau de l'initiation de la traduction. 

Hickley et col (1976) ont démontré que la traduction de 

l'ARNm de la globine de lapin dans un système de traduction acellulaire 

de germesde blé, est inhibé par le nucléotide 7-méthylguanosine-5'­

monophosphate ( /'l"f"lr-G ( 5' ) p). Toute autre guanosine sans groupement rné­

thy lé, ou avec un phosphate dans une position différente ne permet pas 

cette inhibition. Ils proposent que le rm~G(5 1 )p empêche l'association 

de l'ARNm avec le ribosome : le nucléotide interagit avec le site du 

ribosome ou d'un facteur d'initiation qui se lie normalement avec l'ex­

trémité 1'ntc(5)pppf•l ••• de 1 1 AR Nm. 

Des effets inhibiteurs semblables ont été observés avec 
fYO"t 

G(5' )pp et 

'l'l"IJG ( 5 ' ) ppp ( 5 ' ) X -rn • 

Ces analogues de coiffe n'inhibent pas la traduction de poly(U) et de 

l' AR fJrn du vi rus de la nécrose du tabac qui ne sont naturellement pas 

coiffés (Hickley et col; 1076) . 

La présence d'un méthyle en position 7 de l a guanosine et d'une liaison 

phosphate en 5' seraient les conditions minimal es d 'inhibition de la 

traduction. Ces caractéristiques stéréochimiques sont à la base des 

mécani smes moléculaires de reconnaissance de l'extrémité 5' par les 

nombreux facteurs d'initiation protéique. 
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II.4. La coiffe et l'initiation de la traduction. 

L'initiation de la traduction chez les procaryotes et chez 

les eucaryotes diffère par de nombreux aspects (Lewin, 1985). Chez les 

bactéries, les deux sous-unités ribosomales (30 Set 50 S) s'associent 

directement au niveau de la séquence entourant le codon d'initiation AUG 

(fig.26) . 

Chez les eucaryotes, par contre, la petite sous-unité 40 S doit d'abord 

reconnaître l'extrémité 5 1 de l'ARNm, s'enfiler autour de celle-ci et 

migrer jusqu'au premier codon d'initiation où elle s'associe avec la 

grande sous-unité 60 S (Kozak ; 1983). 

La petite sous-unité ne se fixe pas directement sur l'extré­

mité 5 1 du messager: elle s'associe puis interagit préalablement avec 

différents facteurs d'initiation. 

II.4.1. Formation du complexe ternaire (Lewin, 1985) 

Dans un premier temps, un GTP se lie au facteur eIF 2 

(fig .27). Cette association augmente l'affinité de ce facteur pour le 

Met-ARN-tF, qui est alors lié. Cet ARN de transfert particulier diffère 

du Met-ARN-t élongateur par sa structure . 

Il en résulte que le ARN-t-F est capable d'interagir avec les facteurs 

d'initiation, avec la petite sous-unité mais est capable de participer à 

l'élongation. 

eIF-2, GTP et le ARN-t-F forment le complexe ternaire. 

Subséquemment, le complexe ternaire s'associe avec une 

sous-unité 40S libre, dans une r éaction indépendante de la présence du 

messager. 
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II.4.2. Facteurs d'initiation. (fig.28). 

De nombreuses études, dont celles menées par Sonenberg, ont 

montré que le facteur de reconnaissance de la coiffe, lors de l'initia­

tion de la traduction, existe en tant que complexe. Celui-ci présente à 

la fois les fonctions de reconnaissance de la coiffe et de déroulement 

de la structure secondaire du messager. 

Dès 1978, Sonenberg et col ont détecté un polypeptide de 

24.000 daltons qui interagit spécifiquement avec l'ARNm. Cette interac­

tion est inhibée par des analogues de la coiffe de type Gp et 

Gpp. 

Le polypeptide a été identifié comme étant la protéine fixatrice de 

coiffe ou cap binding protein (CBP) (Traschel, 1980). 

Des anticorps monoclonaux, dirigés contre cet 24-CBP, se sont révélés 

capables d'inhiber l'interaction de ce polypeptide avec l'ARNm du réa­

virus (Sonenberg et col, 1981 ). 

En fait, cette CBP ou eIF-4E existe et fonctionne comme 

sous-unité d'une CBp plus importante, le complexe multiprotéique CBpII 

ou eIF-4F. Ce dernier contient eIF-4A, eIF-4E et une sous-unité de 

220.000 daltons (Spirin, 345 ; 1984). 

Nous l'avons vu, le facteur eIF-2 intervient durant les premiers ins­

tants de l'initiation de la traduction. 

Le facteur eIF-3 joue un rôle dans la reconnaissance et même la dis­

crimination des ARNm. 

Le facteur eIF-1 et eIF-4C assistent également la liaison ARNm 

-sous-unité 40S (Spirin, 345, 1984). 

Sonenberg (1981) a identifié, en plus de la 24 -CBP , d'autres 

polypeptides ayant un poids moléculaire de 28 .000 , 50 .000 et 80 . 000 qui 
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peuvent reconnaitre et, subséquemment, interagir spécifiquement avec la 

coiffe de l'ARNm du réovirus. 

L'interaction de ces derniers polypeptides est complètement dépendante 

de la présence d'ATP, par opposition à la 24-CBP qui en est indépen­

dante. 

Les polypeptides de 50 et 80 kD ont été reconnus par Grifo et col (1982) 

comme étant, respectivement, les facteurs d'initiation eIF-4A et 

eIF -48. 

II.4.3. Association de la sous-unité 405 avec l'ARNm. 

De plus en plus d'arguments renforcent l'idée qu'une des 

fonctions des protéines fixatrices de la coiffe serait de déstabiliser 

ou de réarranger la structure secondaire de l'ARNm de manière à permet­

tre l'approche puis la fixation de la sous-unité 405 (5pirin, 1984). 

Dans un environnement de force ionique élevée, la structure 

secondaire de l'ARN est augmentée. Celle-ci empêche certains facteurs 

de la dérouler et d'initier la traduction (Lee et col , 1983) . 

Lorsque la structure secondaire de l'ARNm est réduite, les polypeptides 

de 50 et 80 kD peuvent interagir avec la structure de la coiffe sans 

ATP, mais en présence de la 24-CBP. 

Ces observations suggèrent que la structure secondaire de l'ARNm déter­

mine l'accessibilité de la coiffe pour certains facteurs de reconnais­

sance . 

Le complexe 24-CBP-50kD-80kD pourrait interagir avec la coif­
selon 

fe la séquence suivante : la 24-CBP reconnait la coiffe, la structure 

secondaire de l'ARNm est déroulée selon un mécanisme ATP-dépendant , les 
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et interagissent avec la stru-

Cette interaction faciliterait la liaison de la sous-unité 40S avec 

l'extrémité 5' de l'ARNm (Lee et col, 1983). 
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III. LA METHYLATION. 

III.1. La méthylation dans la cellule. 

La source de groupement méthyle est une méthionine 
.I 

sous la forme d'un intermediaire présentant une forte énergie 

libre d'hydrolyse, la S - adénosyl - L - méthionine (Adams et 

col, 1986. Casellas, 1978). 

III.1.1. Méthylation des protéines. 

Les enzymes responsables de la méthylation des 

protéines sont de trois types (casellas, 1978) : 

- La protéine méthylase I méthyle les groupements guanidino 

des résidus arginine. 

La protéine méthylase II méthyle certains groupements car­

boxyles libres des résidus glutamyl et aspartyl. 

- La protéine méthylase III méthyle le groupement - NH.l des 

résidus lysine. 

III.1.2. Méthylation de l'ADN (Adams et col, 1986 

1 08-111 ) 

Les bases méthylées de l'ADN sont de deux types 

celles qui sont incorporées telles quelles dans la séquence 

par l'ADN polymérase et celles qui sont méthylées après la 

synthèse de l'ADN. 

Chez les eucaryotes, la séquence d'ADN reconnue et méthylée 

par les méthyltransférasesest: 

5' - CG - 3 1 chez les animaux et 5' - CNG - 3' 

- G C - GNC -

chez les plantes. 
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Tous les sites de reconnaissance ne sont pas méthylés la 

méthylation est spécifique d'un tissu. 

La corrélation qui existe entre le degré de méthylation d'un 

gène et expression suggère que les gènes actifs sont · hypo­

méthylés. 

III.1.3. Méthylation des ARN. 

Les ARN méthyltransférase catalysent les modifica­

tions post-transcriptionnelles des ARN. Les résidus méthylés 

sont présents chez l'ARNr, l'ARNt et l'ARNm (5~11 et Kline, 

1982). 

La majorité des méthylations affectant l'ARNr se 

situe en 2 1 - 0 - ribose des nucléotides. 

La double paire de méthyles sur les deux adénines de l'ex­

trémité 3 1 de l'ARNr de la petite sous-unité (procaryotique 

et eucaryotique) semble jouer un rôle dans l'initiation de 

la synthèse protéique. L'inhibition des méthylases, qui cata-

lysent ces modifications, stoppe 

tian chez les procaryotes. 

l'initiation de la traduc-

Chez les eucaryotes, ces modifications surviennent dans le 

cytoplasme tandis que la conversion d'une base en une autre 

(uridine en pseudouridine) est un ph6nomène nucl6aire. (Adams 

et col 1986). 

43 nucléotides rares résultant d'une modification 

post-transcriptionnelle ont été identifiés chez les AR Nt 

(Adams et col, 1986) . 

Par contre, seulement 5 enzymes modifiant l'ARNt ont été 

purifié• avec au moins 50% de pureté. 

Le rôle de ces modifications n'est pas clair. 
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La présence de nucléotides odifiés dans l'ARNt des mitochon­

dries et des chloroplastes a également été remarquée. (Soll 

et Kline, 1982). 

Les méthylations internes de l'ARNm ont été moins 

étudiées que les modifications 5 1 terminales. Les ARNm sont 

méthylés, en N-6 d'une ou de quelques adénines, rarement en 

position 5 d'une cytosine. Ces méthylations internes sont 

plus ou moins fréquentes suivant l'espèce d'ARNm. Leur rôle 

est inconnu. 

III.2. La méthylation in vitro. 

II . 2.1. Substrats de l'ARNm (guanine-?-) méthyl­

transférase du virus de la vaccine. 

Un ARNm non méthylé peut être facilement obtenu, 

avec le virus de la vaccine, par une transcription in vitro 

utilisant l'ARN polymérase du virion en l'absence de SAM. 

En présence de tels ARN (coiffé et non-méthylé), l'enzyme du 

virus méthyle seulement la guanosine de la coiffe et ce, 

exclusivement en position N-7. 

L'enzyme méthyle aussi GpppX, GTP, dGTP, GDP, GMP, la guano­

sine et ITP. Les méthylations de ces substrats nécessitent de 

hautes concentrations en accepteur (Km pour GTP = 0,53mM, 

pour GpppG = 0,12mM) par rapport aux méthylations d'ARN coif-
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fés (Km pour Gppp (A)n = 0,2~m). L'effet de la longueur de 

l'ARN sur la méthylation de sa coiffe n'a jamais été étudié 

(Schuman et Hurwitz, 1982). 

II.2.2. Mé thylation in vitro de A l'ARNm 

sous-méthylé de levure par l'ARNm (guanine-?-)- méthyltrans­

férase purifiée. 

a. Construction d'une souche strictement auxo-

trophe pour la SAM. 

Chez S. cerevisiae, la dernière étape dans la 

biosynthèse de la SAM et catalysée par la SAM synthétase ou 

L-méthionine-S-adénosyl-transférase. Cette activité existe 

sous forme de deux isoenzymes: la SAM synthétase I et II, 

codées par deux gènes non-liés SAM1 et SAM2. 

C. Locht (1985) a construit une souche double mutante en 

croisant deux souches de levure présentant chacune une muta­

tion en SAM1 ou en SAM2 : une auxotrophie stricte pour la SAM 

nécessite des mutations au niveau des deux gènes. 

Cette souche K1000, est alors utilisée pour la production 

d'ARNm sous-méthylé. 

b. r~thylation in vitro de l'ARNm sous-méthylé. 

(C. Locht, 1985 ) 

l'ARNm poly(A) , isolé à partir de la souche K1000 

après 90 minutes de privation de SAM, a été méthyl é signifi­

cativement avec les ARNm (guanine-?-) méthyltransférase par­

tiellement purifiée de germesde blé et de l a levure. 

Par contre, l'ARNm poly (A) extrait à partir de l a m~me 

souche mais sans privation de SA~ ou à partir d'une souche 

sauvage ne montre pas une telle incorporation. 
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L'analyse des AR Nm méthylés in vitro montre que la 

sous-méthylation a lieu au niveau de la coiffe de l'extrémité 

5'. 

La sous-méthylation affecte, plus précisément, des 

messagers contenant des extrémités 5 1 de type GpppG et GpppA 

car la méthylation in vitro génère des rapports GpppG sur 

GpppA de 1/2 par la réaction avec la méthyltransférase de 

germeJde blé, et 1/3 pour celle avec les enzymes de levure. 

Le rapport de 1/3 correspond à ce que est décrit in vivo; 

ceci pour suggérer que la transcription par l'ARN polymérase 

II commence préférentiellement avec ATP chez S. cervisiae. 

Aucune pyrimidine dans la coiffe n'a pu être détecté par 

méthylation de celle-ci in vitro ou in vivo. 

La transcription commence donc exclusivement par une purine. 

Aucune méthylation sur les riboses, ni de méthylation interne 

n'a été décelée ., ce qui correspond à la situation in vivo 

chez la levure. 
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III.3. But du travail 

coiffe 

Jusqu'à 

par l'ARNm 

présent, l'étude in vitro de la méthylation de la 

(guanine-7-)-méthyltransférase utilisait comme 

substrat des ARNm viraux ou de levure sous-méthylés. 

Il nous 

type d'expériences 

substrat nouveau 

paraît intéressant d'ouvrir la voie à un nouveau 

de méthylation, basées sur l'utilisation d'un 

un ARNm eucaryotique synthétisé in vitro, coiffé et 

dépourvu de toute méthylation. 

Ce mémoire aura donc comme but, d'abord d'isoler, en grande 

quantité, l'ARNrn (guanine-7-)-méthyltransférase à partir de la levure 

Saccharomyces cerevisiae. Cet organisme présente l'avantage que ses AR Nrn 

ne contiennent pas de méthylations internes, ni de méthylations 

terminales autre que la 7-méthylguanosine. Ceci élimine les risques de 

contamination par des ARNm-méthyltransférases autre que la 

7-méthyltransférase. 

De plus la levure est un organisme facilement manipulable en laboratoire 

et dont la souche peut être choisie en fonction de l' é tude biochimique 

envisagée. 

Nous nous proposons, ensuite, de tester cette enzyme in vitro 

s ur un AR Nm coiffé , synthétisé in vitro à partir d'un AON-c eucaryotique 

( l'ADfJ-c du lysozyme de poule) cloné dans un vecteur compatibl e avec l e 

système de transcription des bactériophages SP6 et T?. 
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I. PURIFICATION PARTIELLE DE L'ARN-m (GUANINE-7-)-METHYLTRANSFERASE 

DE Saccharomyces cerevisiae. 

I.1. Souche de levure. 

La souche Saccharomyces cerevisiae VY 1160 ( Dr. P.V. Venkov, 

Bulgarian Academy of Sciences) est osmosensible: elle nécessite un 

milieu de culture enrichi en Sorbitol (10%). Dans l'eau, les cellules 

libèrent 50 à 90% de leur contenu (Venkov, 1974). 

En plus de son osmosens ibilité, ce mutant est sensible à la rifampicine 

et à une augmentation de températur e. Son génotype estcC, mal, gal 2, 

ade 1, trp-, leu-, t h:r, r-ho , osm
5

, rif
5 

et t 5 (tableau I) . 

I.2. Milieux de culture. 

Le milieu de culture solide est un milieu riche, YPD + sorbi­

tol 10%, qui contient en poids par volume d'eau distillée (P/V), 

yeast-extract (Difco) 1% 

peptone de caséine (Merck) 2% 

glucose monohydraté (Merck) 2% 

agar (oxoid) 2% 

Sorbitol (UCB) 10% 

Le PH est ajusté à 4,8 avec l'HCl concentré. 

Le milieu de culture liquide YM5 + sorbitol 10% contient 

1 • yeast extract (Difco) o, 1 % 

peptone de caséine (Merck) 0,2% 

adénine (Merck) 0,0□2% 

Succinate de sodium (UCB) 1% 



Le PH est ajusté à 5,8 avec l'HCL concentré. 

2. Sorbitol (UCB) 10% 

Le PH est ajusté à 5,8 avec Na0H. 

3. yeast nitrogen base (Difco) 0,67% 

glucose monohydraté (Merck) 1% 
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Les solutions 1 et 2 sont stérilisées s2parément dans l'auto­

clave à 120°C pendant 20 minutes tandis que la sol~tion 3 est stérilisée 

par filtration tangentielle sur Stérivex-GS 0, 21/m· 

I.3. Culture des cellules de levure. 

Une préculture de 20 ml de milieu YM5 + sorbitol 10% est 

réalisée à partir d'une colonie isolée. Lor sque cette préculture at­

teint une densité optique de 3-4 à 420 nm, 6ml de celle-ci servent à 

inoculer 2 litres de milieu YM5 + sorbitol 10%. Les cultures croissent 

sous agitation constante (125 tpm) à une température de 30°C. 

I.4. Lyse des cellules. 

Le mode opératoire est décrit par C. Locht (1 984). 

Durant la phase exponentielle de croissance (D.0. de 0,72 ' a 

420 nm), les cultures sont refroidies dans la glace fo ndante. 

Les cellules de levure sont centrifugées à 5000 tpm (r otor GSA, centri­

fugeuse Sorvall) dans des bouteilles de 250 ml pendant 5 minutes à 0°C. 

Le milieu de culture est décanté, les cellules sont resuspendues et 

lavées deux fois dans du sorbitol 10% froid. 
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Par gramme de cellules recueillies, 2 ml d'eau stérile froide 

sont ajoutés. Les cellules osmosensibles sont resuspendues, transvasées 

dans un patter Eljehjem et lysées au vortex avec une agitation maximale 

durant 5 fois 90 secondes. La suspension est refroidie dans la glace 

fondante entre chaque agitation. 

Dans une seconde étape, la suspension est hornogénisée par un traitement 

de 30 coups de piston (1500 tpm) dans un patter. 

L'homogénat est ajust§ à Tris-HCl 50 mM PH 7, 9 , EDTA 0 ,1 mrl, 

OTT 1 mM et éthyl~ne glycol 35% (V/V). Le mélange est centrifugé dans un 

t ube carex de 15 ml à 10 .000 tpm (rotor HB-4, centrifugeuse Sorvall) 

pendant 10 minutes à 0°C. Le surnageant est, ensuite, réparti dans des 

tubes Eppendorf et centrifugé dans une centrifugeuse de table (12.000 

tprn) pendant 20 minutes. 

Les surnageants constituent la fraction enzymatique. 

I.5. Dosage des proté1nes. 

La teneur en proté1nes des fractions recueillies est mesurée 

à 595 nm selon la méthode de Bradford (1976). 

Une courbe standard est établie au moyen de la sérumalbumine bovine. 

I.6. Test d'activité de l'A RM-m(guanine-7-)méthyltransférase 

L'activité de méthylation est testée sur un analogue de l a 

coiffe la diguanosine triphosphate, G(5')ppp( 5')G, disponible dans le 

commerce (Pharmacia). Ce test est décrit par C. Locht (1 984). 

Le mé lange réactionnel de 7, 5 ~l contient Tris-HCl 25 mr,: PH 

7,5 , OTT 2 mM, S- Adénosyl-(m6thyl- H) méthionine 3 Ci (1 5 Ci/mmole , 

Arnerst1am), CpppG 1 mf•l et 2 , ~ de fraction enzymat ique. LI ensembl e est 

incubé à 30°C pendant 3 ou 4 heures . 
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Par gramme de cellules recueillies, 2 ml d'eau stérile froide 

sont ajoutés. Les cellules osmosensibles sont resuspendues, transvasées 

dans un patter Eljehjem et lysées au vortex avec une agitation maximale 

durant 5 fois 90 secondes. La suspension est refroidie dans la glace 

fondante entre chaque agitation. 

Dans une seconde étape, la suspension est homogénisée par un traitement 

de 30 coups de piston (1500 tpm) dans un patter. 

L1 homogénat est ajusté à Tris-HCl 50 mM PH 7,9, EDTA 0,1 mM, 

OTT 1 mM et éthylène glycol 35% (V/V ) . Le mélange est centrifugé dans un 

tube carex de 15 ml à 10.000 tpm (rotor HB-4, centrifugeuse Sorvall) 

pendant 10 minutes à 0°C. Lé surnageant est, ensuite, réparti dans des 

tubes Eppendorf et centrifugé dans une centrifugeuse de table (12.000 

tpm) pendant 20 minutes. 

Les surnageants constituent la fraction enzymatique. 

I.5. Dosage des protéines. 

La teneur en protéines des fractions recueillies est mesurée 

à 595 nm selon la méthode de Bradford (1976). 

Une courbe standard est établie au moyen de la sérumalbumine bovine. 

I.6. Test d'activité de l'ARM-m(guanine-7-)méthyltran:3f (3 r ,,,, 

L'activité de méthylation est testée sur un analogue de la 

coiffe : la diguanosine triphosphate , G(5 1 )ppp(S')G, disponible dans le 

commerce (Pharmacia). Ce test est décrit par C. Locht (1984). 

Le mélange réactionnel de 7, 5jll contient Tris-HCl 25 mM PH 

7,5, OTT 2 mM, S-Adénosyl-(métily .l -3H) mét hionine 3_)J.Ci (15 Ci/mmole, 

Amersham), GpppG 1 mM et 2,~l dë! f ca::tion enzymat i que . L'ensemble est 

incubé à 30°C pendant 3 ou 4 heures . 
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~l du mélange sont déposés sur un filtre de DEAE-cellulose 

(DE-81, 2,3 cm Whatman). Après séchage à température ambiante, le 

filtre est lavé 5 fois 10 minutes dans du formiate d'ammonium 25 mM PHS, 

immergé brièvement dans l'eau distillée puis plongé dans 

l'alcool-éther. 

Le filtre est séché sous vide, les coiffes (GpppG) sont élué­

es avec 0,5 ml de chlorure de lithium 1M. La radioactivité est comptée 

dans 5 ml d 1 aqualuma dans un compteur Beckman LS-3150 T. 

I.7. Purification de l'ARN-m (guanine-7-)-méthyltransférase. 

Toutes les étapes de la purification sont réalisées à 4°C. 

Le tampon d'élution et de stockage des protéines est le TEDG 

Tris HCl 50 mM PH 7,9 

EDTA O, 1 mM PH 7,9 

OTT 1 mM 

éthylène glycol 35% (V/V) 

triton X-100 0,1% (V/V) 

Le surnageant est appliqué sur une matrice échangeuse 

d'anions QAE-Zetaprep (une amino-éthyle quaternaire modifiée de LKB) 

équilibrée avec le tampon TEDG sans NaCl avec un débit de 270 ml/ heure. 

Une expérience préliminaire a été réalisée afin de déterminer 

la force ionique d'élution de l'activité de méthylation: le matériel 

retenu est élué par un gradient discontinu avec le tampon TEDG contenant 

0 mYl, 20 mM, 40 mM, 60 mM, 100 mM, 200 mM, 300 mM, 1 M NaCl. 

Au vu des résultats, la colonne Zetaprep est lavée le tampon 

TEDG contenant 20 mM NaCl; l'activité est éluée avec du TEOG 100 mM 

NaCl. 
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Les protéines actives sont déposées sur une colonne (1,5 x 

25 cm) échangeuse de cations, une carboxy-méthyle sépharose CL-68 de 

pharmacia prélablement équilibrée avec le tampon TEDG 100 mM NaCl avec 

un débit de 24 ml par heure. Les protéines non-fixées sont éliminées 

après un lavage avec le tampon TEDG 100 mM NaCl tandis que l'activité de 

méthylation est éluée avec le TEDG 350 mM NaCl. 

Les fractions actives sont groupées et désalées sur une Pd 10 

(1,5 x 5 cm), une colonne G-25 de Pharmacia. 

Les protéines sont déposées sur une colonne (1,0 x 6 cm) de 

DNA-agarose (P-L Biochemicals) équilibrée avec le tampon TEDG contenant 

100 mM NaCl avec un débit de 4 ml par heure. 

Les fractions contenant l'activité d'ARN-m 

(guanine-7-)-méthyltransférase sont aliquotées et stockées à -20°C. 

I.8. Analyse des protéines par électrophorèse verticale, 

L'électrophorèse est réalisée dans un gel SDS-polyocrylamide 

(10%) surmonté par une gel de concentration (3%). 

Le gel de séparation contient 

P/V). 
6,65 ml d'une solution acrylamide-bisacrylamide (3□%/□ ,8% 

5,3 ml de Tris-HCl 1 ,5 M (PH 8,8) 

7,75 ml d'eau distillée 

8,75_)J-l de Temed 

52,~l de persulfate d'ammonium 1 □% 

0, 2 ml de SOS 10% 
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Le gel de concentration est préparé à partir de 

3 ml de la solution acryl-bisacrylamide (30%/0,8% P/V) 

7,5 ml de Tris-HCl 0,5 M (PH 6,8) 

18,9 ml d'eau distillée 

15.)H de Temed 

0,3 ml de persulfate d'ammonium 10% 

0,3 ml de SOS 10% 

Le tampon d'électrophorèse (PH 8,3) est composé de 

25 mM 

192 mM 

Tris 

glycine 

SOS 0,1% (P/V) 

Le tampon d'échantillon (concentré 2 fois) PH 6,8 est composé de 

Tris 

SOS 

bleu de bromophénol 

mercaptoéthanol 

glycérol 

125 mM 

4% (P/V) 

0,002% (P/V) 

10% (V/V) 

20% (V/V) 

Les fractions protéiques à analyser sont diluées 2 fois dans 

le tampon d'échantillon. Les protéines sont dénaturées à 100°C pendant 

5 minutes. L'électrophorèse est réalisée sous une tension de 12 volts/cm 

pendant 4 heures. 

Les protéines sont visualisées après coloration au bleu de 

Coomassie ou à l'argent. 
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- Coloration au bleu de Coomasie. (Hayes et col. 1969) 

Après migration, les protéines sont fixées dans du TCA 12% 

pendant 30 minutes puis sont colorées pendant 1 heure dans une solution 

contenant 500 mg de bleu de Coomassie, 115 ml de méthanol, 115 ml d'eau 

distillée et 20 ml d'acide acétique. Le gel est décoloré dans un mélange 

de méthanol/eau/acide acétique (45/45/10) et est immergé 90 minutes dans 

du méthanol 30% - glycérol 3% avant d'être séché sous-vide. 

- Coloration à l'argent. 

Cette technique est inspirée de la méthode de Merril (1979). 

Après migration, les protéines sont fixées en immergeant le gel dans 

une solution méthanol 50% - acide acétique 12% pendant 30 minutes. Afin 

d'éliminer l'excès de SOS et de permettre au gel de se décontracter 

avant la coloration, il est rincé trois fois 10 minutes dans des bains 

contenant de l'éthanol 10% - acide acétique 5%. 

Ensuite, les protéines sont oxydées dans une solution de 

bichromate de potassium 3,4 mM - acide nitrique 3,2 mM pendant 15 minu­

tes. Le gel est lavé 3 fois 30 minutes dans l'eau distillée, plongé dans 

le nitrate d'argent 20 mM pendant 30 minutes puis lavé dans l'eau dis­

tillée. Après quelques minutes d'immersion dans la solution réductrice 

de développement (carbonate de sodium 0,28 M - formaldéhyde 9 mM), les 

bandes protéiques brunes apparaissent. La réaction est arrêté dans 

l'acide acétique 3%. Le gel est stocké dans le méthanol 30% - glycérol 

3% avant d'être séché sous vide. 

La taille des protéines (en daltons) est estimée d'après 

leur mobilité électrophorétique (Shapiro et col 1968). La courbe 

d'étalonnage est construite à partir de protéines de poids moléculaire 

connus. 



- Ces protéines marqueurs (Sigma) sont 

l'albumine bovine 66.000 O. 

l'ovalbumine 45.000 O. 

la glycéraldéhyde-3-P-déshydrogénase 36.000 O. 

1 1anhydrase carbonique 29.000 O. 

le trypsinogène 24.000 O. 

l'inhibiteur de la trypsine 20.000 O. 

l'Q'.:- lactalbumine 14.200 O. 

_ Des ma r queurs de la firme ~harmacia ont ég aleme n t 

é té util i sés . 

la phosphorylase B 94 . 000 0 

la bov in e sér um albumi ne 67 . 000 0 

l ' ovall umi ne 43 . 000 0 

l ' anhyd r ase carbonique 30 . 000 D 

l ' i nhibiteur de la tr ypsi ne 

de Soja 20 . 100 D 

1
1

- lactalbumi ne 14 . 400 0 
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II. CLONAGE DE L'ADN-c OU LYSOZYME DE POULET. 

II.1. plasmide et AON-c. 

Le vecteur utilisé est le pGem-blue, commercialisé par 

Promega. C' est un petit plasmide de 2,75 kilobases dont la matrice 

provient du pUC 19 (fig.1). 

Les plasmides pUC, construits par Messing (1984), sont déri­

vés du pBR 322. Une portion du gène lac Z (/3- galactosidase) du phage M 

13 mp a été introduite dans le fragment Pvu II/ Eco RI de pBR 322 por­

tant le gène de resistance de l'ampicilline (/3- lactamase) et l'origine 

de réplication pour E.coli. (fig.2). 

Certains sites de restriction du fragment de pBR 322 ont été 

détruits par délétion ou par mutagenèse de manière à ce qu'ils soient 

présents uniquement dans le site multiple de clonage inséré au début de 

la séquence codant par le peptide de la /3- galactosidase. 

L'introduction de cette batterie de sites uniques ne modifie pas la 

phase de lecture du gène. 

La portion du gène lac Z contient également le promoteur, l'opérateur et 

le gène codant pour le répresseur de l'opéron lactose (fig.3). 

En plus de ces caratéristiques, le plasmide pGem-blue possède 

deux promoteurs très spécifiques (de bactériophage) bordant le site 

multiple de clonage. Le premier promoteur, sur le brin interne, est 

reconnu par la SP6 ARN polymérase; le second, sur le brin externe, est 

reconnu par le T7 ARN polymérase (fig.4). 

La séquence de l'ADN-c du lysozyme de poulet est décrite par 

J. Oberto (1985) (fig.5). Les simulations de restriction avec plus de 50 

endonucléases, disponibles dans le commerce, ont été réalisées avec le 

programme DNA-inspector II sur Mac-Intosch. La figure 6 résume la cons­

truction et le clonage d'un ADN-c type. 
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1 ~ET ARC SER LEU LEU ILE LEU VA!. LEU 
CTGTGTACCACACTGGCAACATG AGG TCT TTG CTA ATC TTC GTG CTT 

+1 20 

CYS PHE q;o PRO !,,EU ALA ALA LEU Gt.Y LYS VAL PHE GLY ARC CY S GLU LEU ALA ALA ALA 
TG C TTC crc CCC CTG GCT GCT CTC GGG AU GTC TTT GGA CGA TGT GAG CTG GCA CCG CCT 

40 60 80 

MET LYS ARG HIS GLY LEU ASP ASN TYR ARC GLY TYR SER LEU GLY ASN TRP VAL CYS ALA 
an UG CGT CAC GGA CTT GAT u c TAT CGG GCA TAC AGC CTC GGA AAC ':'GG GTG TCT GCC 

100 120 140 

A l, A LYS PHE GLU SER ASN PHE ASN TH R GLN ALA THR ASN ARG ASN THR ASP GLY SER THR 
GfA AU TTC GAG ACT AAC TTC AAC ACC CAG GCT ACA AAC CGT AA C ACC GAT GGG AGT AC C 

160 180 200 

- ~p TYR CLY ILE LEU GLN ILE ASN SER ARC TRP TRP CYS ASN ASP GLY ARC THR PRO GLY 
GAC TAC CGA ATC CTA CAC ATC AA C AGC CGC TGG TGG TGC AAC GAT CGC AGG ACC CCA CGC 

220 240 260 

Sf' R ARC ASN LE U CYS ASN ILE PRO CYS SER ALA LEU LEU SER SER ASP ILE THR ALA SER 
TCC AGG AAC CTG TGC AAC ATC CCG TGC '!'CA GCC CTG CTG AGC TCA CAC ATA ACA GCG AGC 

280 300 320 

VA L ASN :ys ALA LYS LYS ILE VAL SER ASP Cl.Y ASN Cl.Y MET ASN ALA TRP VAL ALA TRP 
GTÇ AAC '!'~C GCG AA G AA r; ATC GT C AGC GAT GGA AAC CGC ATG AAC GCG TGG GTC GCC TGG 

340 360 380 

1 ~ ,; ASN ARC CYS LYS GLY THR ASP VA L GLN ALA TRP ILE ARG GLY CYS ARG LEU ààà GGA 
c,c uc CGC TCC AAG CGT ACC CAC GTf" rac GCG TCG Arc· AGA GCC TGC CGC CTC TGA 

400 420 440 

CCTCCCGCACCCGCCCCCCCCCCTG CACAGCCGG C~GCTTTGCGAGCGCCACGCTACCCGCTTGGCAGTTTTAAA CGCA 

460 480 500 520 

TCCC:TCA TT U ~ AC6ACTA T ACGG,A A AC CC· 

s .. o ss, 

5.-Sé q uenc e nu c l é otid iq ue de l' ADN - c du l ys oz yme de poule t et 
des r égi on s a djacente s (décrite pa r J . Obe rt o , 19 85 ). 
La pa rti e codante est c o n t enue ent r e l es c o o r don né es +1 et 444 . 
La s é q ue nce e n acides aminés c orre sponda n te e s t indiquée 
conjointement . 



mRNA Queue poly A 5•---------------~3• 
lOligo dT ajouté pour former 

une amorce complémentaire 

Poly A 5•-------------~ 
lTranscriptase reverse 

plus d.NTP 

Amorce de 
polyT 

mRNA 5•------i:========~~· 

l 
Brin de cDNA a 

Séparer le nouveau cDNA 
de l'hybride, ajouter DNA 
polymérase I 
et dNTPs Poly T 

c:::==.---..;...--------~ 5' 
cDNA à un seul brin 

à cheveux Poly T lDNA polymérase I plus dNTPs 
forment un brin complémentaire 
donnant un duplex en épingle 

c::::=========~~5' -~3' 

l 
cDNA en épingle Poly A 

5 ' 

3 ' A- A- A- A- A 
5 ' 

à cheveux 
Clivage de l'épingle à cheveux 
et élimination des queues 
par des nucléases spécifiques 

l 
cDNA à double brin 

Formation de queues 
poly A par la transférase 
terminale + dA TP 

Le cDNA à double brin avec des queues 
poly A est maintenant prêt à être 
incorporé dans un vecteur 

5' 

5 
A-A - A-A - A 3 ' 

Fi g . 6.- Qu' est - c e qu 'un ADN -c ? 
Un ADN - c doub l e brin est con s truit à pa rtir d ' un ARN m. 
Une fois qu e l ' An~ m d ' un gè n □ do nn é a é t é i s ol é , il peut ~tre 
transcrit en ADN com pl éme nt a ir e pa r l a tr a nsc ri pta se r é ver s e. 
Cette e nzym e n é c ess it e un ADN amor c e fourni pa r un po lydî 
compl é mentair e de l a q ueue d e polJA e n 3 1 de l ' ARN m. 
Le nouv 8 a U brin ADN - c est sépar é e t utilis é à la foi s comm e 
a morc e e t comm e matrice par l ' ADN polym ~rase I pour fo rm e r 
u n d u plex d ' ADN-c. 
L' ép ingl e à cheveux es t cl iv é e,t a illée. 
Les extré mit és so nt modifiée s de mani é r e à pe rmettre l ' 
inco r por a tion d e l a séque nc e dan s un ve ct e u r . (d ' apr è s Lhenin ge r 
1985 ). 
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le facteur F ' s e trouve sur un épisome et code pour 

lespili sexuels de la surface bact é rienne. 

u ne mutation dans ce gène empêche toute conjugaison 

avec une souche naturelle. 
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F i g . ? .-L ocali s ati on de s ma r queurs p r é sents chez une bactérie de la 
souc he TC1 d ' E . coli hébe r ge a n t un o l asmide pU C. 
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Afin de tirer parti des propriétés du pGem-blue et de resti­

tuer une /3- galactosidase fonctionnelle, le plasmide est cloné dans une 

souche appropriée. 

II.2. Souche bactérienne. 

La souche bactérienne hôte utilisée dans les expériences de 

clonage est la souche TG 1 d'Escherichia coli (Amersham). 

Elle est caractérisée par les marqueurs chromosomiques su ivants 6 l ac 
- q ( pro, sup E, thi F', hsd R, tra D 36, pro AB, lac I , ZAM 15 tableau 

II). 

Chaque bactérie de la souche TG 1 héberge quelques copies de 

l'épisome F' (de 5 à 10) sur lequel se trouve le gène lac I muté, le 

promoteur, l'opérateur et le gène lac Z délété partiellement (fig.7). 

Afin de garantir la présence de F', 2 gènes de l'opéron pra­

line du chromosome bactérien sont délétés. L1auxotrophie qui en résulte 

est corrigée par l'insertion des 2 gènes sauvages sur F'. L'épisome est 

maintenu dans la cellule, en propageant la bactérie sur milieu minimum. 

Le gène lac I muté de F' est responsable de la production de 

répresseur en quantité 10 fois supérieure à la normale. Les répresseurs 

bloquent les opérateurs (lac 0) des l'épisomes F'. Lorsqu'un plasmide 

exogène de type pUC, par exemple, est présent dans la cellule, quelques 

opérateurs restent libres. En effet, le nombre de répresseurs produits 

par le gène lac I normal est trop faible pour réprimer complètement tous 

les opérateurs plasmidiques étant donné que le nombre de copies du plas­

mide est de plusieurs centaines par cellules. 

Le gène lac Z de F' est délété dans l a région codant pour le 

peptide CX: de l'extrémité amino-terminale de la /3- galactosidase. L'en­

zyme produite est inactive. 
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Par contre, si la cellule héberge des plasmides pUC ou pGem 

Blue, une /3- galactosidase 

intragénique entre les peptides 

active est restituée par complémentation 

de la séquence intacte du plasmide et 

de la séquence délétée de l'épisome F'. 

peptide 

La présence du site multiple de clonage dans la séquence du 

du plasmide n'affecte pas la complémentation intragénique et 

permet la restitution d'une /3- galactosidase fonctionnelle. 

Ce phénomène est à la base de la détection des clones où lep Gem-blue 

contient 1 1 ADN-c du lysozyme en son site multiple de clonage (voir plus 

loin). 

II.3. Transformation des bactéries. 

II.3.1. La transformation proprement dite. 

L'ADN plasmidique est introduit dans la bactérie hôte (E. 

coli) selon la méthode artificielle de Cohen et col. (1973). 

Le chlorure de calcium et l'ADN forment un complexe qui 
, 

re-

siste aux désoxyribonucléases et qui adhère à la surface bactérienne. Le 

complexe migre dans la cellule lors d'un bref choc thermique. 

Les cellules sont d'abord rendues ''compétentes" par un trai­

tement dans une solution hypotonique de Ca Cl2. Elles sont conservées 

en suspension de Ca c12 50 mM - glycérol 50% à -70 C. 

Un stock de ces cellules était disponible au laboratoire. 

0,2 ml de cellules compétentes sont exposées, à environ, 0,1 

/ 9 d'ADN plasmidique. Le mélange est incubé dans la glace pendant 40 

minutes puis à 42°C pendant 2 minutes. La suspension est diluée dans 1 

ml de milieu de culture 2 x YT (voir plus loin) et est incubée à 37°C 

pendant 1 heure. 
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Cette incubation permet aux cellules de "récupérer" après le 

choc osmotique et aux gènes transformants de s'exprimer avant l'étale­

ment des cellules sur milieu solide sélectif. 

II.3.2. Sélection et identification des transformants. 

La présence du plasmide dans la cellule, l'insertion d'une 

séquence étrangère dans celui-ci peuvent ~tre révélés macroscopiquement 

en ajoutant certains composés aux milieux de culture. 

a. Composition des milieux de culture. 

Le milieu de culture est le LB (Luria - Bertani). 

Il contient en poids par volume d'eau distillée (P/V), 

bacto - tryptone 

bacto - yeast extract 

chlorure de sodium 

(OXOID) 

(OXOIO) 

(UCB) 

Le milieu riche en 2 x YT est également utilisé. 

Il est composé en P/V de: 

bacto - tryptone (OXOIO) 1,6% 

bacto - yeast extract (OXOIO) 0,5% 

chlorure de sodium (UCB) 0,5% 

Na OH 1N 0,9% (V/V) 

Si les milieux sont solides, 1,5% de bacto-agar (OXOID) sont ajoutés. 
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b. Sélection des transformants. 

La sélection des bactéries transformées par un plasmide por­

teur de résistance à un antibiotique se fait à l'aide de milieux sélec­

tifs. Ils sont liquides ou solides. Dans les 2 cas, l'antibiotique est 

ajouté au milieu de culture, après stérilisation (par autoclave) et 

refroidissement de celui-ci. 

La quantité d'antibiotique varie selon divers facteurs 

- la résistance propre de la souche 

- le nombre de copies du plasmide 

- le taux de synthèse du produit du gène de résistance 

- le mécanisme d'action de ce produit, ••• 

La sélection des bactéries transformées par lep Gem-blue se 

fait sur un milieu contenant 53/19 d'ampicilline pa r ml . 

c. Identification des recombinants. 

Nous l'avons vu précédemment, les bactéries t r3nsformées, par 

un plasmide de type pUC ou pGem-blue contiennent une /3- galactosidase 

fonctionnelle. 

L'insertion d' un gène étranger dans le site multiple de clonage du pla­

smide interro~pt la séquence du peptide : la complémentation ne peut se 

faire et la,fa- galactosidase n'est pas reconstituée. 

L'identification de ces clones se fait sur un milieu indica­

teur contenant de l'X-gal et de l'IPTG. Le premier, l e 5 - brama - 4 

chlora - 3 - indolyl -/3- D - galactoside est un substrat chromogénique 

pour la/3- ga l actosidase . Le second, l'isopropyl /3 - D - thiogalacto­

pyranoside, es t un analogue chimique du galactose : il ne peut être 

cl.i1Jé par l a/3- galactosidase . Il facilitera l 'activit2 du gène lac Z en 
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se liant et en inactivant le répresseur de l'opéron (fig. 3a). Les colo­

nies où les cellules contiennent le p Gem-blue intact apparaîtront 

bleues. Par contre, si le plasmide est recombinant, lap- galactosidase 

n'est pas restituée et les colonies apparaîtront blanches. 

II.4. Préparation d'ADN plasmidigue. 

II.4.1. Préparation rapide d'ADN plasmidigue. 

La méthode est celle décrite par Holnes et Quickley (1985) 

elle n'est utilisée dans ce travail que dans un but ana lytique. 

Les précultures (cultures en petites quantités) se font dans 

10 ml de milieu LB en présence d'ampicilline (5~g / ml). 

Un système de barboteur - éprouvette, relié à une pompe à air, permet 

d'obtenir une bonne oxygénation des précultures: après 16 heures d'in­

cubation à 37°C, on observe une concentration bactérienne très élevée (5 

- 6 D.O. à 550nm / ml) (fig. 8) 

La préculture est arr~tée en phase stationnaire de crois­

sance. 1,5 ml de la suspension sont centrifugés dans une centrifugeuse à 

Eppendorf pendant 5 minutes. Le culot cellulaire est resuspendu dans du 

tampon TELT: 

Tris-HCl 

EDTA 

Triton X-100 

LiCl 

50 mM PH 8 

62,5 mM PH 8 

0,4% (V/V) 
2,5 M 

0,2 mg de lysozyme est ajouté à la suspension. Elle est portée à 100°C 

(au bain marie) pendant, exactement, une minute puis est refroidie dans 

la glace pendant 5 minutes. 
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La température élevée et, secondairement, le lysozyme et le triton X -

100 provoquent la lyse des cellules. 

Le mélange est ensuite centrifugé dans une centrifugeuse à Eppendorf à 

température ambiante pendant 15 minutes. Le chlorure de lithium permet 

de garder l'ADN plasmidique en solution, alors que les protéines, l'ARN 

de haut poids moléculaire et l'ADN chromosomique sont dénaturés et pré­

cipitent avec les débris membranaires. Vu sa petite taille et sa forme 

circulaire, 1 1 ADN plasmidique résiste aux conditions dénaturantes. 

Le culot est éliminé et les macromolécules de la solution 

surnageante sont précipitées avec 2 volumes d'éthanol froid à -80°C 

pendant 1 heure ou à -20°C pendant 15 heures. 

La solution est centrifugée dans une centrifugeuse à Eppendorf pendant 

30 minutes à 4°C. Le culot est séché sous vide et est suspendu dans le 

tampon TE contenant 

Tris - HCl 10 mM PHS 

EDTA 1 mM PHS 

Cette solution est stockée à -20°C. 

II.4.2. Extraction au phénol/ chloroforme. 

L'extraction au phénol/ chloroforme permet de dénaturer et 

d'éliminer les protéines de la solution d'acides nucléiques. La présence 

d'enzymes protéolytiques, de désoxyribo-, de ribonucléases est à pro­

scrire lors des réactions de restriction, de ligation, de transcription 

et de méthylation. 

La méthode est décrite par Maniatis et col (p. 458 1984). 

La solution dénaturante est composée de 49% (V/V) de phénol distillé 

sous vide, 49% (V/V) de chloroforme et 2% (V/V) d'alcool isoamylique 

réduit la formation de mousse et facilite la séparation des deux phases. 
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La solution d'ADN ou d 1 ARN est combinée avec un volume égal de la solu­

tion dénaturante. Elles sont homogénisées au vortex jusqu'à la formation 

d'une émulsion. Les deux phases sont séparées après une centrifugation 

de 4 minutes dans une centrifugeuse à Eppendorf. La phase aqueuse supé­

rieure est prélevée en évitant tout contact avec l'interface. Afin de 

récupérer le maximum du matériel, la phase organique est extraite avec 

un volume égal de tampon TE. Après l'homogénéisation et la séparation 

des deux phases, la seconde solution aqueuse est ajoutée la première. 

Une troisième extraction peut-être envisagée en opérant comme précédem­

ment. 

Les traces de phénol et de chloroforme qui persistent dans la 

phase aqueuse sont éliminées par une extraction à l'éther. 4 volumes 

d'éther (saturée en eau) sont ajoutés à la solution. Les phases sont 

homogénisées au vortex jusqu'à émulsion et sont séparées par une brève 

centrifugation. La phase étherée supérieure est écartée et l'opération 

est répétée. 

Les macromolécules nucléiques sont précipitées avec 2,5 volu­

mes d'éthanol 100% et 0,1 volume d'acétate de sodium 3M PH4,6 à -70°C 

pendant 1 heure. La solution est centrifugée à 4°C pendant 30 minutes 

puis décantée. Le culot est séché sous vide puis redissout dans du tam­

pon TE. 

II.4.3. Préparation d'ADN plasmidigue par lyse claire. 

La méthode a été décrite par Katz et col (1973). 

Elle permet de préparer de l'ADN plus pur et en grande quantité, néces­

saire aux expériences de transcription ultérieures. 
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a. Lyse claire. 

1 ml de préculture (10 ml) est utilisé pour inoculer 100 ml 

de milieu LB 
, 

d'ampicilline (5~g / ml). La culture est en presence 

centrifugée à 4000 tpm pendant 10 minutes à 4°C (rotor JA-20 centri-

fugeuse Beckman J-21B). Le culot cellulaire est lavé avec 20 ml d'une 

solution glacée de: 

NaCl 0,1 M 

Tris 1 0mM PHS 

EDTA 1mM 

Le surnageant est décanté et le culot est resuspendu dans 1,6 ml d'une 

solution froide de: 

glucose 50mM 

Tris 25mM PHS 

EDTA 10mM 

400 _}Al de cette solution glucosée contenant 80 mgr de lysozyme y sont 

a j outés. Le mélange est incubé 30 minutes dans la glace. 
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On y ajoute 4 ml d'une solution de Na□H 0,2 N, SOS 1% et on agite par 

inversion. Après 10 minutes d'incubation à 0°C, 3ml de KAc 3M PH4,8 sont 

ajoutés au mélange. Celui-ci est homogénisé par inversion et incubé 10 

minutes à 0°C. 

Une centrifugation à 14.000 

(rotor JA-20; centrifugeuse Beckman J - 21 

tpm 

8) 

pendant 30 minutes à 4°C 

permet de séparer le 

surnageant contenant l'ADN plasmidique, d'un culot de débris cellulaires 

insolubles. 

On ajoute, au surnageant, 0,6 volume d'isopropanol et on 

laisse incuber 15 minutes à température ambiante. 

Le mélange est centrifugé à 11.000 tpm pendant 30 minutes à 

température ambiante (rotor JA 14; centrifugeuse Beckman J - 21 B). 

Le culot est lavé une fois avec l'éthanol 70% et resuspendu dans du 

tampon TE. 

b. Isolement du plasmide par gradient de chlorure de césium. 

0,95 gr de CsCl et 0,1 mg de bromure d'éthidium sont ajoutés 

par ml de la solution d'acides nucléiques. L'indice de réfraction de la 

solution est mesuré au réfractomètre (Zeiss) et ajusté à 1,394 _:t 0,001. 

L'indice de réfraction augmente par addition de CsCl et diminue par 

dilution de la solution avec du TE. 

La préparation est centrifugée, dans des tubes Beckman Quick 

Seal, à 40.000 tpm pendant 72 heures à 16°C (rotor 60-Ti 

ultracentrifugeuse Beckman L5 - 65). 

Au cours de la centrifugation, les molécules d'ADN migrent au 

sein du gradient et s'immobilisent ' ou leur densité s'équilibre avec 
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celle du CsCl. Par leurs conformations différentes, l'ADN chromosomique 

et l'ADN plasmidique OC et CCC fixent des quantités différentes de 

bromure d'éthidium (BET) (fig. 9-10). 

L'état superenroulé de l'ADN plasmidique CCC limite 

l'incorporation des molécules de BET tandis que la forme OC et l'ADN 

chromosomique, les accumulent plus facilement. Etant donné que le BET 

allège l'ADN, l'ADN plasmidique CCC migrera plus loin, au cours de la 

centrifugation isopycnique, par rapport aux autres conformations. 

L'ADN est visualisé sous les U.V. à 366 nm. Le complexe 

résultant de l'association ADN-BET émet sous cette lumière une 

fluorescence supérieure par rapport aux molécules de bromure d'éthidium 

de la solution. La bande d'ADN plasmidique CCC est extraite au moyen 

d'une seringue en evitant une contamination par la bande supérieure 

représentant l'ADN chromosomique et par l'ARN bactérien au fond du tube 

(fig. 11 ) • 

c. Purification et concentration du plasmide. 

Le bromure d'éthidium est éliminé par extractions répétées à 

l'alcool isoamylique saturé en CsCl jusqu'à ce que la phase aqueuse 

inférieure soit complètement incolore (de 3-4 fois). 

L'élimination du CsCl se fait par dialyse de la préparation 

contre 2 litres de TE durant 24 heures à 4°C. Le TE est renouvelé toutes 

les 8 heures. 

La préparation de plasmide est 

Celui-ci est renouvelé jusqu'à ce que le volume 

réduit à 2 ml environ. 

concentrée au Ficoll 400. 

de l'échantillon soit 

L'ADN plasmidique est précipité ' a l'éthanol. Après 
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Fig. 12 .-Sé qu e nc e s reconnues par l e s enzym e s de restriction utilisées 
lor s de s e xp é rience s de clonage et d e transcription in vitro . 

Force ioni q ue enz yme Tri s - HCl PH r~ 9 c:;1
2 

OTT Na Cl 
mM mM - mM mM 

---
8 l ev ée Hin c II 50 7 , 5 10 1 100 

Se a I 5 0 7 , 5 10 1 100 

'Tl oye nn e Barn H 1 10 7, 5 10 1 50 

Hind II I 10 7 , 5 10 l 5 0 

Pvu II 10 7 , 5 10 1 5 0 

Nae I 6 8 , 2 6 10 5 0 

fa ible Kpn I ,- 7 , 6 6 1 0 6 ( 3 ) 0 

·n t e r méd iaire Nae I Kpn I 6 7,9 6 10 6 

Ta bl ea u III .- Co mposition de s t a mpo n s de r es triction . 

( 1 ) Maniatis , 104 , 1 90 4 

( 2 ) Bo e hrin ge r rev ie uw 

( 3 ) a i ns i q ue Trit o n X- 100 0 , 01 1 (V/V) 

Ré f é r e nces. 

( 1) 

( 1 ) 

( 1 ) 

( 1) 

( l ) 

( 2 ) 

( 2 ) 



centrifugation, le culot est lavé à l'éthanol 7□%, puis à l'éthanol 9□% 

il est séché sous vide avant d'~tre resuspendu dans un volume 

déterminé de TE (:_Yg 01). La concentration de la solution est mesurée 

par spectrophotométrie. 

II.5. Manipulations de l'ADN plasmidigue. 

II.5.1. Réactions de restriction. 

Une endonucléase de restriction reconnaît et clive l'ADN au 

niveau d'une courte séquence spécifique. A l'endroit de la coupure, 

l'enzyme génère: 

- soit des protubérance monocaténaires 5 1 , par exemple 

Barn H1 

* 5 1 
--- GGATCC --- 3 1 

1 
1 

' 

3' --- CCTA GG --- 5 1 

Î 

5' --- G 

5 
3 1 --- CCTAG 

I 

5 
+ GATCC --- 31 

1 

G --- 5' 

- soi t des protubérances monocaténaires 3 1 , par exemple 

Kpn I 

Nae I 

i 
5 1 

--- GGTACC - -- 3 1 

1 
1 

-- - -• 1 
1 

' 3 1 -- - CCATGG --- 5 1 

t 

1 

3 
5 1 

--- GGTAC + 

3 1 
--- C 

- soit des bouts francs, par exemple 

i 
5 ' --- GCCGGC --- 31 

c : 
1 
1 
1 

t 

5 1 
--- GCC + ... 

, ' 

C --- 3 1 

1 

3 
CATGG --- 5 1 

GGC --- 3 1 



Activity 

Ligotion of 
cohesive ends 

Reoction 

For exemple : 
5' OH 3' 

. . ·pA- pC- pGJ pA- pA- p T - p T - pC- pG- p T 

T p-Gp- Cp-T p- T p-Ap-AprGP -Cp-Ap ·. ·, 
3' OH 5 

ATP ! Mg++ 

· ·· pA-pC -pG-pA-pA-pT-pT-pC-pG - pT 

Tp-Gp-Cp-Tp-Tp-Ap-Ap-Gp-Cp-Ap 

fig . 1 3 .-Exemple de r éaction de ligat i o n à bouts collants 
ca t a ly sée par l a T4 ADN ligas e . 
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Les réactions se pratiquent dans un volume total de 10 ou de 

59,)11 à une température et dans un tampon de restriction caractéristique 

de l'enzyme utilisée. Ces tampons de restriction sont décrits dans le 

tableau III. Lors de la double restriction Kpn I - Nae I, un tampon 

intermédiaire est préparé. 

Le mélange d'incubation est composé de 1 ou de 5)11 de tampon 

de restriction (10 fois concentré), de 1 à 5 unité enzymatique par _)1.g 

d'ADN plasmidique le volume est porté à 10 ou 50)11 avec de l'eau 

stérile. L'incubation est menée à 37°C pendant 1 à 3 heures puis les 

enzymes sont dénaturées à 70°C durant 5 minutes. 

Les protéines peuvent être éventuellement éliminées par une 

extraction au phénol/ chloroforme (50/50) avant de mettre en évidence 

les produits de la restriction par une électrophorèse horizontale dans 

un gel d'agarose (voir paragraphe II.6). 

II.5.2. Réaction de l i gation. 

L'insertion de l'ADN-c du lysozyme dans le pGem-blue clivé 

est rendue possible par la T4 ADN ligase. Cette enzyme catalyse la 

formation de liens phosphodiesters entre les groupements 3 1 -hydroxyles 

et 5 1 -phosphate de deux nucléotides adjacents (fig. 13). 

Le tampon de ligation est composé de 

Tris HCl 

MgCl 

OTT 

ATP 

20mM 

10mM 

10mM 

1~ 

PH?,4 
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Le mélange de la réaction est composé de 

1 _)Ll de pGem-blue ( + 1 DO ng) 

2, S_}H de 1 1 ADN-C du lysozyme ( + 100 ng) 

2)11 de tampon de ligation (10 fois concentré) 

1_}11 de T~ ADN ligase (1unité enzymatique). 

Le volume est porté à 20)1-1 avec de l'eau stérile. Le mélange est incubé 

une nuit à 15°C. 

II.6. Analyse de l'ADN plasmidigue. 

Chacune des étapes du clonage est suivie par un gel d'agarose 

de type minigel (75 x 105 mm), qui permet d'estimer rapidement la 

qualité et la quantitéde l'ADN cloné. La méthode est décrite par Sharp 

et col (1973). 

0,8% d'agarose (P/V) sont dissous à chaud dans le tampon 

d'électrophorèse TBE: 

Tris-base 

acide borique 

EDTA 

La solution est refroidie ' a 

89mM 

89mM 

2mM PHS 

et est coulée dans un 

support horizontal. Le gel est déposé dans une cuve à électrophorèse de 

type Pharmacia et est légèrement submergé dans du tampon TBE. 

L'échantillon est préparé dans une solution (6 fois concentrée) 

contenant du glucose 40% (P/V) et du bleu de bromophénol 0,025% (P/V). 

Le glucose alourdit l'échantillon et facilite ainsi le dépôt dans le 

puits. Le bleu de bromophénol permet de suivre l a migration 

électrophorétique. Celle-ci s'effectue sous une tension de 8 volts/cm. 



Fragment Numberof Daltons 
# base pairs (1) 
1 23,130 15.0 x106 

2 9,419 6.12x106 

3 6,557 4.26x106 

4 4,371 2.84x106 

5 2,322 1.51x106 

6 2,028 1.32x106 

1.0% 
7 564 0.37x106 

Agarose 8 125 0.08x106 

Fi g . 14 .- Des cr ip t ion dos di ff ére nt s fragmen t s ob t enus ap rès d i gestion 
de 1 1 /.\ON du phage /\ par l ' enzyme de rest ri cti on Hind III. 

EcoR 
ADN -c lys 

bla . RBS 

p□SS lys cat 

Xbal 

Fi g . 15 .- » e ~c ription du plasm i de p0S 5 lys?. 

( 
morcea u de gel 

3 0 minut 

à l ') . OC:O tpm 

Fi g . 15 .-0 is pos ition des 2 tubes e t du filt r e lors de l ' extractio n .• i 

un fra g ment ~ ' AD~ à pa r tir d ' un gel d ' a ga ros e . 



pendant 

d'eau) 

nm). 
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Afin de visualiser les fragments d'ADN, le gel est plongé 

30 minutes dans une solution de bromure d'éthidium (0,5)lg 0ml 

les bandes sont révélées sous une lumière ultra-violette (302 

La taille des fragments (en kilobases) est estimée à partir 

de leur mobilité électrophorétique (en mm). La courbe d'étalonnage est 

construite à partir des fragments générés par le clivage de l'ADN 

linéaire du phage\ par l'enzyme de restriction Hind III (fig.14). 

II.7. Extraction d'un fragment d'ADN à partir d'un gel 

d 1agarose. 

Cette méthode est décrite par ZHU (1985). Elle est utilisée 

dans ce travail afin d'isoler rapidement l'ADN-c du lysozyme de poulet à 

partir du plasmide p0S5 lys 7 (fig. 15). 

Sous la lumière Li.V, la portion de gel contenant le fragment 

désiré est découpée à l'aide d'un scalpel. Le morceau de gel est placé 

sur un filtre millipore GVWp 04700 humecté d'eau distillée et disposée 

en "cornet" dans un tube Eppendorf. Celui-ci est percé d'un trou ' a 

l'extrémité de sa partie conique et est déposé dans un second Eppendorf 

(fig. 16). 

L'ensemble est centrifugé dans une centrifugeu~à 

pendant 10 minutes à température ambiante. 

Eppendorf 

La matrice d'agarose est retenue par la membrane tandis que la phase 

aqueuse contenant l'ADN plasmidique passe à travers le filtre et se 

retrouve dans l'Eppendorf inférieur. 

L1 ADN est ensuite nettoyé par une extraction au phénol/ 

chloroforme, à l'éther, suivie d'une précipitation à l'éthanol (voir 

paragraphe II.4.2). 
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III. Synth~se in vitro d'ARNm. 

La méthode de transcription in vitro est celle décrite par E. 

Capieaux (1987). 

III.1. Préliminaire. 

L'ARNm synthétisé se dégrade très rapidement sous l'action 

de~ ribonucléases. Certaines précautions seront donc prises automatique­

ment lors de ces expériences. 

Les manipulations s'effectuent toujours dans la glace, avec des gants et 

le plus rapidement possible. 

Le matériel (tubes Eppendorf, pointes •• • ) est stérilisé le jour même à 

l'autoclave (121°C pendant 20 minutes). 

Toutes les solutions, ainsi que l'eau, sont a liquotées par volumes adé­

quats et sont stockées à -20°C. Chaque fraction aliquote n'est utilisée 

qu'une seule foi s . 

Le OTT (Si gma) e s t f raîchement préparé . 
- Le coiffage co-transcriptionnel 

Auparavant l'addition de la coiffe était obtenue en utilisant 

les enzymes de coiffage du virus de la vaccine (cfr paragraphe II.2.1.) 

(Green et col. 1985). 

Cette procédure nécessite de l'ARN et, le rendement de la réaction es t 

limité à 20 - 60¼ (Pelletier et Sonenberg 1985). Contreras et col 

(1 983 ) ont proposé une r éaction (trans cription - coiffage) en une seule 

é tape où il est possible de synthétiser plusieurs _;{i g d'AR Nm coiffé en 

amorçant une ARN polymérase bactérienne sur des coiffes présynthétisées , 

disponibles dans l e commerce. 

Cette analogue de coiffe GpppX est choisi de f açon à ce que le X cor­

responde à celui du premier nucl éotide incorporé dans l'ARNm. 

La concentration de ce ribonucléotide est réduite d'un facteur 5 à 25 

tandis que la concentration en analogue de coiffe es t a justé à celle des 

3 autres ribonucléotides. 

Dans ces conditions limitan t es en XTP, l e taux de transcrip­

tion est plus faible mai s la plupart des AR N s ynthétisés sont coiffés 

(au moins de 90%). 

Cette procédur e a é té adaptée pour le s ARN polymér as es de bactériophage 

par Pel letier et Sonenberg (1 985) . 

I c i aussi, l' enz yme s ' i ni t i e sur l' ana l ogue de coif fe . Selon leur mode 

expér i mental, au moins 95% des t r anscr i pt s s ont coi ffés par la structure 

GpppG lorsque l a transcript ion est catalysée par SP6 ARN polymérase . 



pGEM'"-blue 
Plasmld (2.75 Kb) 

SP6 Transcription Start 

r 

Mun oie C,on.r.g 
S:e 

Eco Al 
Sac 1 
Kpn 1 
Sma l 
A~a 1 

Bam Hl 
Xoa 1 
H,nc Il 
Ace 1 

Sa/ 1 
Ps/1 
Sph 1 
H,nd Ill 

Arrows show d1rec11on 
and sta rt of transcnpuon 

ATTTA GGTGA CACTA TAGAA TACTC AAGCT TGCAT GCCTG CAGGT q;ACT 

CTAGA 

_ _J 
}(ba 1 

• • 

Fig . 17 

SP6 Promoter 
11 11 11 IL 

Hindlll Sph 1 Pst 1 Sali 
Ace 1 

T7 Transcription Start Hinc Il 

7 
GGAIC.. Î CCCGG GTACC GAGCT CGAAT TCGCC CTATA GTGAG TCGTA 

l 1 1 1 1 11 
T7 Promoter 

8am Hl Ava 1 
Kpnl Sac 1 Eco RI 

Xma 1 

Smal 

Sé quence int e rne ( 3 1 5 1
) de la r ég ion inter p romot e ur 

ou site multiple de clonag e. 



III.2. Transcription in vitro. 

Deux types d'ARNm peuvent être produits. 

- Protocole 1 Synthèse d'ARNm non-coiffé. 

Le mélange de réaction contient Tris-HCL 40mfil PH7,5 

OTT 

f1lg Cl 

ATP 

CTP 

UTP 

GTP 

RNasine 

10mM 

15mf•l 

0 ,5mM 

0,5mfiJ 

0 , 5mfiJ 

0,5mi•l 

50 unités 

ADI~ 1_,ftg 
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ARN polymérase 15 unités. 

- Protocole 2 Synthèse d'ARNm coiffé. 

GpppX est choisi de façon à ce que le X corresponde au premier nucléo­

tide qui initie la transcription. Que ce soit pour le SP6 ou pour la T7 

ARN polymérase, il s'agit de GTP (fig. 17). La concentration de l'analo­

gue de coiffe GpppG est de 0 , 25mM . De manière à forcer l'initiation de 

la transcription sur cet analogue, la concentration du nucléotide GTP 

est réduite d'un facteur 5 (0,1 mM). 

Les autres concentrations sont identiques à celles décrites dans le 

protocole 1. 

Le volume total de la solution de transcription est de SOJd. Les compo­

sants doivent être ajoutés impérativement dans l'ordre énoncé dans le 

protocole 1. 
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L'analogue de coiffe est ajouté avant l'ADN. 

Le mélange est homogénéisé à la pipette. 1/1 de celui-ci 

sont prélevés avant l'incubation et stockés à 0°C. Après 10 minutes 

d'incubation à 37°C, ~l du mélange sont à nouveau prélevés. 

Les deux échantillons sont alourdis par ~l de glycérol 50% stérile et 

déposés dans les puits d'un gel d 1agarose 1% contenant 3/g de bromure 

d'éthidium par ml. Le tampon d'électrophorèse est du Tris-acétate 

(TEA) , 

Tris-base 40mM 

acétate 40mM 

EDTA 2mM 

Etant donné que le bleu de bromophénol migre avec la même vitesse que 

l'ARNm,le colorant, permettant de suivre la migration, est déposé dans 

un puits voisin Pendant les 5 à 8 minutes de migration 

électrophorétique , l'ARNm est purifié. 

III.3. Purification de l'ARNm. 

De manière à éliminer les coiffes non intégrées dans l'ARNm 

et les ions inhibiteurs de la méthylation, la solution de transcription 

est filtrée sur un tamis moléculaire (Séphadex G-50) . 

10 /-1 de bleu dextran stérile (10mg/ml) sont ajoutés au mé­

lange. Le bleu dextran et les acides nucléiques migrent avec la fraction 

exclue. La ou les gouttes les plus bleues sont recueillies dans des 

tubes Eppendorf préalablement refroidis à -20°C. 

Le matériel est utilisé immédiatement ou stocké à -20°C. 
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IV. Coiffage in vitro. 

Les ARN issus du protocole 2 (paragraphe III.3) peuvent être 

coiffés in vitro par la guanylyltransférase du virus de la vaccine dis­

ponible chez BRL. 

Les conditions de réaction de coiffage et de transcription n'étant pas 

identiques, l'ARNm subit une étape de purification par précipitation et 

lavage à l'éthanol (voir paragraphe II.4.3.e). 

La réaction de coiffage se pratique dans un volume total de 

31/1• La solution contient: 

Tris-HCl 

IYlgCL 

KCl 

OTT 

BSA 

mJasine 

GTP 

50mf1i 

1, 25mM 

6mf;] 

3,)J-g 

PH 7,9 

30 unités 

o, □4mfll 

Apr~s 45 minutes d'incubation à 37°C, l'ARNm est à nouveau purifié par 

précipitation et lavé à l'éthanol. 

V. Mé thylation in vitro de l'ARNm . 

La méthode utilisée est inspirée de celle décrite par C. 

Locht (1984) . 

Le mélange de méthylation in vitro contient 

Tris-HCl 

OTT 

20mlïJ 

1 mî·l 

PH 7, 5 
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S - adénosyl (méthyl -
3 

H) méthionine O, 6 /ci / 1r1. 

et 0,3 volume de fraction enzymatique. 

Après 30 à 180 minutes d'incubation à 30°C, la réaction est arrêté par 

l'ajout de 0,2 ml de tampon TEN: 

Tris-HCl 

EOTA 

î~aCl 

O, 1 M 

1mfl1 

□, 1 M. 

PH9 

L' ARN est précipité, en présence de 50))-9 d' ARN "carrier", avec 10 ml de 

TCA 1 □% pendant 30 minutes dans la glace fondante . Le précipité est 

récupéré sur des filtres en fibres de verre (2,5 cm, Whatman - GF/C). 

Les filtres sont lavés avec 20 ml de TCA 5% froid puis avec 10 ml 

d'alcool-éther avant d'être séché sous vide. 

La radioactivité est comptée dans 5 ml d'aqualuma dans un compteur 

Beckman ls-315DT. 
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o. o. 

QA E-cellulo se 

o.o. 
cr1- s e pha ro s e 

Test d ' a c ti vit é 

C C 
PPP 

D.D 

0 f· J P. - a g a ros e 0 Test d ' a ctivit é 

G G ppp 

ARN -ly s 

~ 
1' 
11 
11 
1 1 
/ 1 

1 
1 
1 
1 

cpm 

cpm 

NaC 
mf·~ 

CPM 

F i g • o • - R é s u m é de s é ta pe s de l a pur i f i c a t ion de l ' /}J; fl m ( gua nin e - 7 - ) -
méthylt r ans f é rase de la levur e . 
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I. PURIFICATION PARTIELLE DE L'ARNm (guanine-7-)-METHYL­

TRA NSFERASE DE Saccharomyces cerevisiae. 

I.1. Activité enzymatique d'un extrait brut de levure 

L'incubation d'un extrait brut de levure en présence de 

G(5')ppp(5' )G comme substrat accepteur révèle une activité totale anor­

malement faible (Tableau I). La réaction de transméthylation, est en 

fait, inhibée. 

L'inhibiteur, une molécule de petite taille, a été mis en évidence par 

C. Locht (1984). Il pourrait s'agir de la S-adénosyl-homocystéine (PM= 

384), le produit de la réaction. 

X+ SAM méthyltransférase, X - CH3 + SAH. 

Cette molécule est un inhibiteur très puissant qui n'est pas spécifique 

à l'ARNm (guanine-7-)-rnéthyltransférase mais qui inhibe également la 

plupart des méthyltransférases décrites (C. Locht; 1984). 

Comme le suugère l'évolution des activités totales du tableau 

I, l'inhibiteur est élinminé lors de la première étape de la purifica­

tion de l'enzyme. 

I.2. Chromatographie sur QAE - cellulose (Zetaprep). 

I.2.1. Oetermination de la force ionique d'élution. 

Les profils de concentration en protéines et d'activité enzy­

mat ique lors d'un gradient discontinu en NaCl nous permettent de faire 

deux observations dont nous tirerons parti (fig. 1 ). 
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activité 

nmole -CH3 

41.6 h . ml 

27 .9 10 000 cpm 

1 3 . 9 

____ ___ _ _ ____ ___ 1 __ 181 

Fi g. 1.- Chromato1rnnhie ci8 1 1 /\fl~m ( ~uan ine-7-)-m ~th yl trRnsf~rAse 
de lpvure sur 0/\[ -c ellulose en vue tlG d ~ termi ner la force 
ionique d'élution. Lo su rna ']er1 nt d'un ly sr1 t brut de J.::i 
souche de levun~ osmosensible VY llfifl est a 17 pli'lu~ c;ur 
une colonne de fl/\[ -c e.llul os P. . L'Rlution est r éalisén a11Rc 
un r:irarlirrnt discontinu e n fJ F1C l rl;:ins l e b:1rnpon T[Or; conte­
n a n t o , 7- o , Ml , R n , J. no , 2 r 1 n , '3 r 1 n , J u 11 o m r-1 r J ac 1. 
La concentrr1tion Pn nrot~inns (e •> Pt l'A~tivit~ pn 7y ­
mat i riue (* *) s ont mnstJrP.BS cornme décrit d;rns " 1'-1at~rir:,l 
et f'lfHhodes ". 

341 
----------------'.';> 

fraction ( nO 1 
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1. La majorité des protéines de levure autre que l'enzyme ne s'accro­

chent pas sur la QAE-Zetaprep; elles sont dès lors éliminées au premier 

lavage avec le tampon TEDG sans NaCl. 

La plupart des protéines accrochées sur la matrice sont elles, éluées 

des concentrations en NaCl supérieures à 200mM. 

Ces protéines présentent une activité spécifique très faible. 

' a 

2. L'activité en ARNm (guanine-7-)-méthyltransférase est décrochée à des 

f orces ioniques de 40 et 60mM NaCl avec une activité spécifique élevée. 

Au cours des expériences préparatives de l'enzyme, nous avons adapté la 

force ionique de décrochage à 100mM en NaCl, après avoir lavé la matrice 

avec du tampon contenant 20mM NaCl (fig.2). 

l 

11 21 31 41 51 61 71 79 

FRAC Tl ON n· 

t100 ,,Atl) 

Fi g . 2 .- Chromat ographie d e l ' ARN m (guanine- 7~ -m ét hyltransf é ­
rase de levure sur QA E - cellulose . Le surna gea n t 
d ' un lysat b r u t de la so uche de le v ur e osmose nsible 
Vy 11 6 0 est a pp liq ué su r une colonne de "~ [ - cellulose . 
L ' éluti on e st r Palis ée avec le tampon TE DG contenant 
100 mM NaCl au moment i n diqu é par la f l è c he . 
La co nc en tr a tjon e n prot é in e s (e e ) 
e s t me s u r é e c o r1 m e d é c r i t d ;; n s 11 Mé'\: é r i e l e t ,~1 é t h o d e s 11 
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matique (* *) so n t mesu r é es co mme décrit dans 
" Matériel et Mét hodes ". 
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I.2.2. Elution de l'activité. 

Cette première étape de chromatographie augmente l'activité 

spécifique d'environ 29 fois. Plus de 14□□% de l'activité totale sont 

récupérés. L'activité en ARNm (G-7)-méthyltransférase purifiée avec 

cette matrice est appelée fraction QAE-cellulose. 

I.3. Chromatographie sur CM-Sépharose CL-6B. 

La fraction QAE-cellulose est appliquée sur une CM-Sépharose 

(fig. 3). 

La plupart des protéines contaminantes de la QAE-cellulose sont élimi­

nées dans le lavage tandis que l'activité de méthylation est éluée en un 

seul pic, centré sur le pic protéique. L'activité spécifique à 

l'ARNm(G-7)-méthyltransférase augmente de482 fois après cette seconde 

colonne. 

I.4. Chromatographie sur ONA-agarose. 

Les fractions actives 74 à 86, appelées fraction CM-Sépha­

rose, sont groupées et désalées sur une PD10. Aucune perte protéique 

n'est observée lors de l'élimination des sels. Cette opération a pour 

conséquence de diluer, environ 1,5 fois, la fraction CM-Sépharose. 

Celle-ci est alors chromatographiée par affinité sur une colonne de 

Df~A-agarose (fig. 4) où l'ARNm(G-7) méthyltransférase est éluée en un 

seul pic vers 400mM NaCl. 

Cette étape de purification permet de se débarasser de la 

protéine contaminante principale qui se co-purifiait jusqu'alors avec 

l'enzyme. 

Après cette troisième chromatographie, l'activité enzymatique spécifique 

est purifiée de plus de 700 fois avec une récupération de 700¼ par rap­

port au lysat brut. 
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Fig .5. Ana ly se dRs fractions nrot é iques r e cuei l li e s au c ou rs 
des dif fé r entes g t ar,es de pu rifi catio n de l ' ARNm ( G-7) 
mé thylt r ansf é r as e pa r é le ctr o phor è se s ur ge l SDS-poly­
acrylamide 10 %, co lor é à l ' arg ent. 
l )l q ri e r,r ot éine s est dé ~osé su r ch aq ue p i ste . 

Piste l = sta ndard Pha rm acia 
Pis te 2 = l ysat b rut de VY11 60 
Pis t e 3 = fractio n prot éiq ue du l a va ge de l a 8~ E- zetap r e p 
Pi s te 4 = f rac tio n a c t ive du déc r ochage de la QA E- zeta pr ep 
Pi s te 5 - fract ion prot é i q ue du l a vag e de la CM- sép harose CL- 6B 
Pi s te 8 = fractio n ac tive d u déc roch age de l a c r - sép ha ro se 

CL- 68 
Pi s t e 6 = fract ion prot éiq ue du l avage de l a nNA - 2ga ros e 
Pi s te 7 = fr ac tion ac tiv e du d9crochage de l a ON A- aga ro se . 
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I.5. Analyse des protéines par élèctrophorèse. 

La figure 5 met en évidence la purification progressive de 

l'ARNrn (guanine-7-)-méthyltransférase. La seconde colonne, échangeuse de 

cations se révèle fortement purificatrice (piste 8) la colonne 

d'affinité permet de séparer les 2 protéines majeures retrouvées après 
CM-sépharose (piste 7). 



1 2 3 

Fig.6. An a lyse des fr a ctions actives e n ARNm ( C-7)-m é thyltrans­
fé r ase , recueillie s ap r ès purification, par é lectropho­
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3 = standard Pha rmaci a 
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Les figures 6 et 7 confirment la purification de l'enzyme 

après DNA-agarose. Les colorations au bleu de Co ,masie et à l'argent 

révèlent une bande unique correspondant à une protéine dont le poids 

moléculaire estimé entre 49.500 et 55.000 Daltons (fig.B). 

Le poids moléculaire de l'ARNm (guanine-7-)-méthyltransférase deS. 

cervisiae est à rapprocher de celui de l'enzyme monomérique 

correspondante, découverte dans les cellules HeLa (PM = 56.000 D) 

d'après Ensinger et col. 1976). 

Toutefois, nous sommes conscients que la bande de 49.500 Daltons 

visualisée sur gel 505-polycrylamide peut correspondre à une sous-unité 

de l'ARNm (guanine-7-)-méthyltransférase. 

En effet, d'après les résultats obtenus par Itoh et col. (1983), l'ARNm 

(guanine-7-)-méthyltransférase serait oligométrique, puisqu'elle est 

co-éluée avec l'ARNm guanylyltransférase (d'un PM de 140.000) quand un 

lysat de Saccharomyces cerevisiae est chromatographié sur Séphadex 

G-200. 

Pour rappel, l'ARNm méthyltransférase des cellules de foie de rat a un 

PM de 130.000. 

L'association des activités triphosphatase, de coiffage et de 

méthylation n'a pu ~tre mis en évidence que chez le virus de la vaccine 

où le PM du complexe enzymatique est de l'ordre de 127.000. 
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II. CLONAGE DE L'ADN-c DU LYSOZY~E DE POULE. 

A ce stade du travail, nous possédons une ARNm (guanine-7-)­

méthyltransférase de levure partiellement purifiée. Son activité enzyma­

tique a été testée, au cours de la purification, en utilisant un analo­

gue de coiffe synthétique comme substrat. 

Lors d'études antérieures, cette enzyme s ' est avérée également capable 

de méthyler in vitro l'ARNm de levure, sous méthylé in vivo au niveau de 

la coiffe 5 1 terminale (Locht; 1985). 

Nous nous proposons, dans la suite de ce travail, de synthétiser in 

vitro un nouveau substrat méthylable: un ARNm coiffé mais non-méthylé, 

homologue à l'ARNm naturel du lysoz yme de poulet . 

La synthèse d'un tel ARNm, en grande quantité, implique le 

clonage de l'ADN-c du lysozyme (ADN-c lys) dans un vecteur faisant pa­

rtie d 'un système de transcription fonctionnel et précis. 

L'ADN-c lys sera purifié, inséré dans le plasmide pGem-blue et amplifié 

chez E. coli. Les clones recombinants seront identifiés de façon à per­

mettre leur utilisation lors des expériences de transcription in vitro 

(fig. 10). 

II.1. Purification et clonage de l'ADN-c lys. 

Le fragment d'ADN-c lys est isolé du plasmide pDS5 lys? par 

restriction avec l'enzyme BamH I. 

Le fragment est ensuite purifié lors d'une électrophorèse en 

gel d'agarose (fig. 11 ). 

L' ADN-c lys récupÉ!ré par la méthode de Zhu ( voir 11 r,1a tériel et 

f lé thodes 1
: ) est introduit dans une r éaction de ligation en présence du 

plasmide pGem- blue linéarisé en son s ite J aml I I. 
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Les clones transformés par les produits de la ligation sont 

identifiés par la couleur des colonies sur le milieu solide sélectif: 

15% des colonies sont blanches. Parmi ces clones se trouvent ceux qui 

hébergent le plasmide pGem-blue contenant l'ADN-c lys en son site BamH 

I. 

Afin de vérifier l'état et de caractériser les nouvelles 

constructions, des préparations rapides d'ADN plasmidique sont réalisées 

à partir de 12 clones recombinants choisis au hasard (fig. 12). 

Dans chaque cas, une restriction avec l'enzyme BamH I libère le fragment 

d'ADN-c lys (fig. 13). 

Comme le suggère les figures, le clone 3 semble héberger un plasmide 

contenant deux fragments d'ADN-c adjacents au niveau du site BamH I. 

II.2. Taille et carte de restriction de l'ADN-c lys. 

La taille du fragment d'ADN-c lys inséré dans le pGem-blue 

est estimée à 610 pb (fig. 14). Cette taille a été confirmée par une 

autre estimation utilisant les marqueurs générés par la restriction de 

l'ADN du phage par l'enzyme Cla I. 

La recherche de l'orientation du fragment dans le pGem-blue, 

la linéarisation du plasmide en vue d'une transcription in vitro, néces­

sitent la présence de sites de restriction à des positions précises dans 

l a séquence de l'ADN-c lys. 

La carte de restriction partielle, établie par ordinateur à partir de la 

séquence de l'ADN-c lys de J. 0berto (1984), est décrite à la figure 

15.Le nombre et la posi tion des sites reconnus par les 58 enzymes de 

restriction testées sont renseignés dans les tableaux I et II. 

La séquence analysée est de 576 nucléotides (de - 20 à +556) 

elle contient l'entiereté de la séquence codant pour le lysozyme (de 
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+1 à +444) (J. Oberto, 1984). 

Or, l'ADN-c lys utilisé ici mesure 610 nucléotides (de -8 à 602) : nous 

n'avons pu recueillir aucune information quant à la séquence 

nucléotidique 3 1 terminale. 

Comme nous le verrons dans le paragraphe suivant, c'est probablement 

dans cette région que se situe un site Hinc II inattendu. 

II.3. Orientation de l'AON-c lys. 

L'ADN-c lys peut s'insérer au site BamH I du pGem-blue selon 

les 2 orientations décrites à la figure 16. 

La synthèse de l'ARNm désiré à partir d'un des deux promoteurs du ve­

cteur nécessite une disposition adéquate de l'ADN-c lys : l'extrémité 51 

(côté nucléotide +1) de celui-ci doit être accolé à proximité du pro­

moteur qui initiera la transcription in vitro. 

La présence des deux promoteurs SP6 et T?, sur des brins opposés, permet 

donc la transcription sur les deux orientations. 

L'orientation du fragment est déterminée en soumettant le 

plasmide recombinant à une enzyme de restriction qui reconnaît, à la 

fois: 

un site unique dans la matrice du pGem-blue, à proximité d'une des 

extrémités de l'ADN-c lys. La séquence nucléotidique du pUC19 ( 11 Matériel 

et Méthodes 11
) est prise comme référence (fig. 17). 

- et un site unique très asymétrique dans l'AUN-c lys. 

L'enzyme Kpn I r épondait à ces conditions, mais le site unique dans la 

séquence de l'ADN-c lys n'a pu être r évél é . 

L'orientation est, dès lors, déterminée par une réaction de double res­

triction faisant intervenir les enzymes Kp n I et Nae I (fig. 16). 

+ Kpn I reconnaît un site uniaue dans le site multiple de 
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clonage du plasmide à 5 pb en amont du site d'insertion 

BamH I. 

+ Nae I-ne reconnaît aucun site dans la matrice du pGem-blue 

(comme dans celle du pUC 19). 

- reconnaît deux sites, aux positions +434 et +477 de 

l'ADN-c lys. La distance entre ces deux derniers est trop 

faible pour interférer avec la recherche des orientations. 

Mais nous en tiendrons compte dans nos calculs. 

L'orientation adéquate pour une transcription avec la T7 AR N polymérase 

se retrouve dans le vecteur A où la double restriction génère des fra­

gments de: 

447 pb (5 + 8 + 434) 

et de 2870 pb (2750 - 5 + 125) . 

L'orientation adéquate pour une transcription avec la SP6 polymérase se 

retrouve dans le vecteur B où la double restriction génère des fragments 

de : 

130 pb (5 + 125) 

et de 3187 pb (2750 - 5 + 8 + 434) . 

La différence de 317 pb entre les fragments des vecteurs A et a est 

suffisante pour déterminer les orientat ions (fig.1 8 ) ; la taille des 

fragments est confirm~e par une courbe d' é talonnage (fig .1 □) . 

Parmi les 12 clones recombinants analysés: 

- Les clones 4, ?, 15 contiennent l e vecteur A. 

- Les clones 1, 6 , 8 , 9, 12, 13, 14, contiennent le vecteur B. 

- l'orientation du clone 2 n' a pas été déterminée . 

- les orientations des deux fragments d'ADN-c lys du clone 3 

sont décrites à la figure 22 . 

Les expériences de transcriptions qu i suivent seront réalisé-
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es avec la T? ARN plymérase, sur le plasmide du clone 7 appelé pGem-7; 

ou avec la SP6 ARN polymérase, sur le plasmide du clone 1 appelé 

pGem-6. 

Remarque Les 
,, . 

exper1ences de linéarisation des plasmides pGem-6 et 

pGem-7 ont révélé la présence d'un site Hinc II inattendu 

dans la séquence 3' terminale de l'ADN-c lys. 

Ce site ne se révèle uniquement qu'avec le pGem-6 où cette 

extrémité 3 1 terminale est à l'opposé, par rapport à l'ADN-c 

lys, du site Hinc II du site multiple de clonage (fig. 20). 

Une restriction avec l'enzyme Hinc II sur le pGem-6 aura donc 

pour conséquence une libération du fragment d'ADN-c lys (fig. 

21 ) • 

Ces 2 sites étant peu distants dans le pGem-7, une restric­

tion avec l'enzyme Hinc II ne fera que rapprocher de quelques 

nucléotides le site de linéarisation du plasmide T?. 

Fig. 21 : Déte r mi natio n de la pr és ence d 'un site Hi nc II dans 
l' ADN - c lys. 

Pi s te 1 = pGe m-7 dig é r é par Hinc II : l es d e u x sites Hi nc II 
so nt très p roche s l ' u n de l ' aut re. 

Pi s te 2 ~ pG em - 6 dig é r é pa r Hinc II : l' ADN - c est lib ~r é pa r 
coupure a u niveau d u site Hinc II in at ten d u de l ' ex ­
tr é mi t é 3 1 et du s ite Hi nc II du MCS 
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III. Synthèse in vitro d'ARNm. 

III.1. Principe de la méthode. 

III. 1 • 1 • Rappel. 

Le système de transcription de bactériophage est utilisé de 

manière à produire de grande quantité d'ARNm (plusieurs g). En plus de 

cet aspect quantitatif, les conditions expérimentales sont adaptées pour 

initier la transcription sur une coiffe, dont le second nucléotide est 

complémentaire au premier nucléotide de la séquence à transcrire. La 

convergence de ces deux principes devrait nous fournir de grande quan­

tité d'ARNm coiffé, substrat indispendable aux réactions de méthylation 

qui suivront. 

Ce système de transcription contient une option supplémentaire qui per­

met de choisir la longueur des AR Nm à synthétiser, en linéarisant le 

plasmide en des sites plus ou moins éloignés du promoteur impliqué. 

III.1.2. Choix de l'enzyme de restriction linéarisante. 

La linéarisation du plasmide ne peut se faire n'importe où 

ni, avec n'importe quelle enzyme de restriction. 

a. Position du site de coupure. 

La synthèse d'ARNm homologue à l'ARNm du lysozyme de poule 

impose que le plasmide soit linéarisé à proximité de l'extrémité 3' de 

l'ADN-c lys au niveau d'un site absent ailleurs dans l'ADN-c lys. 
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Comme nous l'avons déjà annoncé, la séquence nucléotidique 3' 

terminale est inconnue. 

Notre choix s'est alors porté sur les sites multiples de clonage jou­

xtant le fragment inséré (et absents de la séquence de l'ADN-c lys). Les 

sites EcoRI et Hinc II ont été choisi pour des transcriptions cataly­

sées, respectivement, par la SP6 ARN polymérase (pGem-6) et T? ARN poly­

mérase (pGem-7). De plus, ces enzymes répondent à la condition décrite 

en b. 

La présence du site Hinc II inattendu dans la séquence de l'ADN-~ lys 

est à ce niveau un avantage. En effet, il va permettre la linéarisation 

du pGem-7, par restriction à hauteur de l'extrémité 3 1 de l'ADN-c lys 

(fig. 20). 

b. Type de coupure. 

Toutes les enzymes de restriction ne peuvent être utilisées 

pour linéariser le plasmide en vue d'une transcription in vitro par "run 

off" de l'ARN polymérase. 

Lorsque le plasmide est linéarisé par une enzyme générant une protubé-

rance 3 1 ( voir ur,1atriel et ~lé thodes 11 ), la SP6 ou T? ARr'J polymérase pro-

duit. de grande quanti té d I ARr,jrn "anormaux n qui, dans certaines condi­

tions, peuvent repr~senter plus de 9□; des transcripts (~irendorf et 

Jendrisak , 1985). 

Selon , Schenborn et Mierendorf (19~5), ces ARNm proviennent en majorité 

d' une transcription sur le brin d'ADN opposé non-codant. 

Certains modèles peuvent expliquer ces observations: 

1. Le promoteur pourrait attirer les polymérases, mais certaines de ces 

polymérases peuvent initier la transcription à l'extrémité 3 1
, juste en 

aval du promoteur. 
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Fig . 23 : Schém a des r l asm ide s pSPT 18 et 1 9 . 
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2. La protubérance monocaténaire de l'extrémité 3' pourrait être un 

site préféré par l'ARN polymérase pour initier la transcription. 

3. Certaines ARN polymérases pourraient initier la transcription norma­

lement mais, plutôt que d'être relâchée à hauteur de l'extrémité 3', 

elles la contourneraient et continueraient la transcription sur le brin 

opposé non-codant. 

Par contre, lorsque le plasmide est linéarisé avec une enzyme 

générant des protubérances 5' ou des bouts francs, la quantité d'AR Nm 
11 anormaux 11 produite est inférieure à 1% (Schenborn et r1lirendorf , 1985). 

Les enzymes choisies lors de nos linéarisations génèreront donc soit des 

bouts francs, (Hinc II Sea I), soit des protubérances 5 1 (Pvu II ; 

EcoR I). 

III.1 .3. Remarques. 

1 . Toutes les réactions de restriction sur les différents plasmides 

utilisés lors de ces expériences de transcript ion se sont révélées com­

plètes . 

2 . L'ARNm désiré peut-être synthétis~ soit à partir du pGem-6, soit à 

partir du pGem-7. Nous avons choisi une synth~se d'ARNm catalysée par le 

T7 ARN polymérase sur le pGem-7: l'enzyme est plus stable et ne requi­

ert pas les adjuvants nécessaires à l'activité de la SP6 AR N polymé­

r ase. 

III.2. Mi se au point des conditions expérimentales 

La synthèse d ' ARNm à partir de la construction pGem-7 n'a pu 

être réalisée qu'après certaines expériences préliminaires qui sont 

retracées dans ce paragraphe. 

_J 



------------ --------------------------------

b. 

-
72 1 

72 1 

Fig . 24 

Fig . 25 

Piste 

a. 

pSPT 18-19 

3100 pb ori/ 

1888 

Sea I 

Plasmides nSPT 18 et pSrT 19 ~ l ' ~ta t ~i r culaire ( a ) 
e t ap r ~s li n~a risation a u niveau du s it e de r estric ­
ti on Pvu Il o u Sea! (b) 
La taille rie l'ADN (en paires de bases ), du promoteur 
T 7 jus~u ' a u site de coupure e n a val, correspo nd à la 
taille de l'ARNm sy nth étisé . 
1 cm= 15 ll pb. 

1 2 3 4 1 2 3 4 

Analyse , s ur g8 l d ' ayarose 
l'ARNm sy nth ét is é à rartir 

l ~ en nr~ s ~nce de BET , ~e 
des plasmides décrits 

ci -dessous . 
Un Rchantillon de 7 
cr intion · 

lest prélevé du méla ng e de trans-

l = pSPT 10 circul a ire a va nt 
2 = après 
] = pSPT 19 circ ul a ire avant 

transc ription ID') 
trn nscr i ption 10 1 ) 

transcri.ption □') 
t r ans c r iptio n 10') ar:, r ès 

104 

Pvul 



87 

Les premières experiences de transcription in vitro sont 

pratiquées sur les plasmides pSPT18 et pSPT19 fournis par Boehringer 

(fig.23 ). Ces deux plasmides différent seulement par l'orientation du 

site multiple de clonage entre les promoteurs SP6 et T?. Ces plasmides 

sont adaptés et ont été éprouvés pour la transcription in vitro ils 

sont utilisés, dans ce travail, pour la mise au point de la méthode. 

Les expériences de transcription in vitro ultérieures sont 

pratiquées sur le pGem-blue et sur nos propres constructions. 

L'utilisation de ces plasmides à l'état circulaire va nous permettre, 

dans un premier temps, d'éprouver le système de transcription (ARN poly­

mérase, promoteur, ribonucléotides, ••• ). 

De plus, afin de recueillir une grande quantité d'ARNm, ceux-ci seront 

synthétisés selon le protocole 1 ( voir 11 ~latériel et f11éthodes") où les 4 

ribonucléotides sont en concentration égale dans le mélange. 

Dans une seconde étape de la démarche, les ARNm seront synthétisés à 

partir de ces mêmes plasmides linéarisés, en l'absence de coiffe. 

Ensuite, nous é tudierons l'effet des coiffes analogues GpppG et de la 

concentration limitante en GTP sur la synthèse d'ARf~m à partir de plas­

mides circulaires et linéaires. 

Les AR Nm synthétisés à partir de ces plasmides auront donc, 

une séquence quelconque, ce qui importe peu à ce stade de la mise au 

point. 

III. 2 .1. Synth~se d 'A RNm à partir de plasmide circulaire 

Dans ce cas, la T7 AR N polymérase se fi xe sur le promoteur et 

synthétise une population hétérogène d ' ARNm dont la taille minimum (en 

bases) correspond à l a taille du plasmi de (en paires de bases). 

Les premi èr es transcriptions ont ét é r éalisées sur l es plasmides pSPT 18 

e t 19 circulaires (fig. 24 et 25 ). 

Quelques observations peuvent être faites 
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Les ARNm synthétisés à partir des différentes formes des plasmides 

circulaires (CCC et OC) se répartissent entre la forme "superenroulée" 

et le puits de dépôt des échantillons . 

Les ARNm les plus longs ne migrent que peu ou pas, même lorsque le 

temps de migration électrophorétique est doublé. 

- La traînée fluorescente se détachant de l'ARNm indique que l'ARNm se 

dégrade durant la migration dans le gel d'agarose non-stérile. 

De manière à tester l'efficience des promoteurs des plasmides pGem, la. 

transcription: , qui a. suivi, CL , été réalisée sur le pGem-blue cir­

culaire (fig. 26 et 27). 

III.2.2. Synthèse d'ARNm à partir de plasmides linéarisés. 

La linéarisation du plasmide implique la synthèse d'une 

population homogène d'ARNm de taille unique et connue. 

Nos premières expériences de transcription sur plasmide linéaire ne nous 

permettrait pas de mettre en évidence l'ARNm synthétisé . 
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de l ' ARNm sy nth é tis é à pa rtir des p l asmides déc r its 
c i - desso u s . 
Un écha ntill on de 7_))-1 e s t pr é lev é d u mé la nge de 
t ran sc ri pt ion. 

l = pSPT 1 8 c ircul a ire ava nt 
2 = ap r è s 
3 = l in éarisé en Se a 
4 = 
5 = 
6 = 

l in éa ris é en Pvu 

transc r iptio n (O') 
tra nsc ription (10') 
I a va nt t r an s c ri pti on ( 0 1 ) 

après tr an scription ( 10 ') 
II a vant t r a nsc ription ( 0 1 ) 

après t r ansc r ip ti o n (1 0 1 ) 



89 

Comme nous l ' avons décrit dans 11 i1latériel et fi1é thodes" 1 1 ARNm 

est révélé dans le gel d'agarose par la coloration au bromure 

d'éthidium. Cette molécule s'intercale entre les bases complémentaires 

au niveau des structures secondaires des ARNm (et de la double hélice de 

1' ADN). 

La visualisation du matériel fluorescent dépendra donc en partie de la 

quantité de structure secondaire, elle même fonction de la taille et de 

la séquence ribonucléotidique. 

Le seul paramètre sur lequel nous pouvons jouer en vue 

d'améliorer l a visualisation, est la longueur des transcrits: plus 

l'ARNm est long, plus les possibilités de structure secondaires sont 

nombreuses. 

De manière à 

est linéarisé 

Pvu II ( +104) 

s ynthétiser 

en son site 

(fig . 24) . 

des ARNm de grande taille, le plasmide pSPT 18 

unique Sea I (+ 1888) ou en son site unique 

Les ARNm synthétisés par 

1288 bases (avec Sea I) 

la T7 AR N polymérase auront donc une taille de 

ou de 3072 bases (avec Pvu II), longueur 

maximale autorisée avec le pSPT 18 linéaire (fig . 24) . 

Différentes quantités d ' ARi~rn sont synthétisés à partir des 

deux type s de linéarisation: contrairement à ce que nous attendions, 

l'ARNm produit à partir du pSPT 18/pVu II est peu visible malgré sa 

grande taille (piste 6) . La faible quantité de transcripts synthétisés 

pourrait résulter de la position du site de coupure du plasmide : le 

site pVu II n'est qu'à une trentaine de paires de bases du nucléotide 
11 startpoint 11 (position +72) de la T7 ARN polymérase, ce qui correspond 

plus ou moins à la taille du prrn11oteur T7 ( f · ---: • ') q , 

La T7 ARN polymérase aurait des difficultés de se fixer sur une séquence 

promoteur tronquée au niveau de 1 1 extrémité jouxtée par le si te pVu II. 

Par contre, l'ARNm synthétisé à partir de pSPT 18/Sca I est beaucoup 

plus visible (piste 4) . 
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Il semble, également, que la quantité d 1 ARNm très longs synthétisés à 

partir du plasmide pSPT 18 circulaire soit plus importante que la 

quantité d'ARNm produite à partir des formes linéaires du plasmide 

(piste 2). L'étape d'initiation de la transcription serait une étape 

limitante lors des recyclages de la T7 ARN polymérase en présence du 

substrat linéaire. 

Afin de tester la possibilité d'être transcrit à l'état 

linéaire, le pGem-blue est linéarisé en son site unique Sea I (+1650) 

(fig.27). L'ARNm synthétisé à partir de celui-ci (1650 bases) est 

également peu visible (fig.30). 

III.2.3. Problème lié à la synthèse d 1 ARNm coiffé . 

Jusqu'à présent les ARNm ont été produits selon le protocole 

( voir llf11atér iel et f•lé thodes") où les 4 ribonucléotides ont la même 

concentration. 

L'étape suivante de notre démarche consiste à produire des ARNm coiffé 

selon le protocole 2 . 

Les effets de la présence d 1 un analogue synthétique de coiffe 

GpppG et surtout, de la concentration réduite en GTP , ont été testé sur 

l e pSPT 16 circulaire , d'abord (fig.31) et sur l e même plasmide 

linéarisé avec Sea I ensui te (fig.32). 

L'utilisation du protocole 2 ne semble pas affecter 

négativement le taux de synthèse d 1 ARNm ~ partir du plasmide circulaire. 

Par contre , lorsque la forme linéaire du plasmide est utilisée comme 

substrat, l'ARNm est synthétisé en plus faible quantité. 

Ces résultats suggèrent une nouvelle fois que, les 

modifications apportées par le protocole 2 en vue de synthétiser des 

ARNm coiffés ont pour conséquence de renforcer l'aspect limitant de 
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l'étape d'initiation de la transcription. 

Ceci se remarque seulement dans le cas d'une synthèse d'ARNm à partir du 

plasmide linéaire où les étapes de ré-initiation et de recyclage de la 

T7 ARN polymérase sont multiples par rapport à l'élongation continue de 

l'enzyme sur le plasmide circulaire. 

Le but de ces transcriptions étant de fournir un ARNm coiffé, 

le protocole 2 sera utilisé ultérieurement. Le protocole 1 est tout de 

même utilisé sur le pSPT 18/ScaI ; les ARNm ainsi synthétisés seront 

coiffés post-transcriptionnellement par la guanylyltransférase du virus 

de la vaccine en l'absence de SAM. 

III.3. ~ynthèse d'ARNm à partir du plasmide pGem-7 

Le test de transcription sur le plasmide pGem-7 circulaire 

s'est révèlé positif (fig.33). 

De manière à·. 'synthétiser une population homogène d I ARrJ-lys 

(environ 600 bases) , nous avions convenu de linéariser le pGem-7 au 

niveau du site Hinc II, en aval de l'ADN-c lys. 

Compte tenu des problèmes de visualisation rencontrés auparavant 2 types 

d'ARNm de longueurs différentes sont à nouveau synthétisés: 

les premiers, à partir du pGem-7 linéarisé en Hinc II , ont une taille de 

650 bases au moins, en raison de la présence du site Hinc II inattendu 

dans la séquence 3' terminale de l'ADN-c lys (fig.34). 

Les seconds, de 2260 bases, sont synthétisés à partir du pGem-7 

linéarisé en Sea I . Ces ARrJm "hybrides" contiennent donc une séquence 

d'environ 650 bases (correspondant à l'ADN-c lys) prolongée par une 

séquence d ' environ 1600 bases codées par la matrice du plasmide pGem 

(fig . 34) . 

Seuls ces ARNm sont visibles (fig . 35 ). 
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Les premières ARNm (600 bases), s'ils sont synthétisés, sont 

indécelables. Ceci résulterait donc, d'une taille trop petite (peu de 

structure secondaire) et/ou d'une trop faible quantité d'ARNm synthétisé 

(conséquence des difficultés de ré-initiation). 

Nous utiliserons ces deux types d 1 ARNm lors des expériences 

de méthylations. 

III.4. Purification de l'ARNm 

L'élimination des coiffes GpppG contaminantes et des ions 

inhibiteurs de la méthylation est assurée par la filtration du mélange 

de transcription sur une Séphadex G-50. 

La figure 36 confirme la co-élution du bleu dextran et de l'ARNm (piste 

3). 
L'absence d'AR Nm sur la piste 2 résulte de sa dégr adation dans le gel 

non-stérile durant l'étape de purification de l a solution. Les ARNm 

purifiés sont directement utilisés dans les expériences de méthylation. 
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H2 0 + G pppG 
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H
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Tableau IV .- Tes t de mé th yl a tion in vi tr o sur diff é rent s s ubs t r ats 
a vec l a fraction CM- sépharose . 
L ' r1 ct ivit é est mesurée comme dé crit da ns " Maté riel e t 
i• \ ,§ th O rl 2 S 11 • 
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IV. METHYLATION in vitro DE L'ARNm 

A ce stade final du travail, nous avons rassemblé l'enzyme de 

méthylation et le substrat méthylable. 

L'ARNm (guanine-7-)-méthyltransférase a été purifiée partiellement à 

partir de Saccharomyces cerevisiae. 

Les ARNm coiffés de longueurs et de séquences différentes ont, quant à 

eux, été synthétisés in vitro, dans un système de transcription à partir 

de promoteurs de bactériophage. 

D' autres ARNm, non coiffés lors de la transcription, l'ont été 

subséquemment par utilisation de l'enzyme multifonctionnelle du virus de 

la vaccine. 

IV.1. Conditions expérimentales. 

Les quelques expériences de méthylation ont fait intervenir 

différents AR Nm comme substrat : les ARf\lm synthétisés à partir des 

plasmides 

pSPT 18 linéarisé en Sea! 

pGem-7 linéarisé en Hinc II 

pGeni-7 linéarisé en Sea I. 

L'ARNm (guanine-7-)-méthyltransférase provient soit de la 

f raction purifi6e, soit de la fraction CM-Sépharose . 

Les premières expériences de méthylation, r éalisées selon le 

protocole de C. Locht (1 984 ), ne nous ayant pas permis de déceler une 

incorporation significative de radioactivité dans le matériel 

TCA-insoluble, nous avons ét é amenés à modifier le protocole de 

mé t hylation (TABLEAU IV). 



Ta ble a u V.- Mé t h yl a t i on de l ' ARNm s o us - mé th yl é de l evure a va nt 
e t a ~r è s l a mod i f ic a tion ex pé r ime nt a le . 

g [?m/he ur e 

av a nt 3533 

ap r è s 2 7 60 

123 

Fi g . 3 7 Ana ly se , s ur ge l d ' a q a ro s e 1% e n p r é se nce de BE T, 
de l ' ARN m s ynth é t i sé àpa r t i r d u p l a smi de pGem - bl ue 
c ir c ul a i r e . 

0 i s t e 1 - a va nt t r an s cr ip tio n ( 0 ' ) 
2- ap r ès tr ans dr i pt i o n (10 ' ) 
3 - et 45 minu t e s d' i ncub a tio n 

d a n s l e mé l a nge de mé t h y l.a tio n. 
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Afin de réduire les possibilités de dégradation et d'éviter les pertes 

de ARNm néo-synthétisés, une étape d'extraction au phénol-chloroforme a 

été omise. Cette modification ne semble pas influencer significativement 

le rendement de la méthylation de l'ARNm sous-méthylé de levure (Tableau 

V). 

IV.2. Résultats obtenus 

A nouveau, aucune incorporation de radioactivité 

reproductible n'a pu être décelée dans le matériel TCA-insoluble 

Afin de déterminer les causes de la non-méthylation, différentes 

questions se sont posées. 

IV.2.1. L'ARNm est-il dégradé durant la méthylation? 

Après 45 minutes d'incubation dans le mélange de méthylation 

en l ' absence de SAM, aucune dégradation de l'ARNm n'a été mise en 

évidence (fig.37). 

Ce résultat confirme ceux de C. Locht (1984). Il a montré que 

moins de 2% de l'ARNm d'E. coli uniformément marqué au tritium, est 

converti en matériel TCA-soluble lors d'une incubation dans le mélange 

de méthylation. 

De même aucun clivage endonucléolytique de l'ARNm n'est détectable par 

analyse sur gradient de sucrase des polysomes de souris préalablement 

incubés en présence d'une fraction enzymatique purifiée (C. Locht 

1984). 

L'absence d'activité RNAsique dans la fraction purifiée est 

une conséquence de l'utilisation de la souche de levure osmosensible VY 

1160 dont la lyse osmotique douce pr~serve la structure des vacuoles et 

empêche ainsi, la libération des nucléases et des protéases (Venkov 



s ur G pppG sur G pppG s ur ARNm so us -

mé thylé 
* * ** 

enzyme seule 20876 1412 6 138 1 

+ pG em - 7 Sea I 110 1 6 1058 4 1049 

+ pGem-7 Hin c I I 93 7 9 7069 656 

pS PT 1 8 circ ul. 8775 - - --

Ta blea u VI - Dé mo nst r ati on de l ' effet i nhibite ur de l' ADN 
da n s l es r é actio ns de mé thylatio n de l ' analog ue 
de la co iffe ou de l ' ARNm so us - mé thyl é de levure . 
L ' acti vi t é es t me s ur é e comme déc rit da ns 
" r·1 a t é r i e 1 e t r1 é t h o d e s " • 

* deux fractions en zym atiq ues diff é re n tes o n t é t é testoe 

** ap r ès ~5 minutes d ' incu ba tio n. 
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1979). 

IV.2.2. La méthylation est-elle inhibée? 

L'utilisation d'une colonne de DNA-agarose comme dernière 

étape chromatographique lors de la purification de l'ARNm 

(guanine-7-)-méthyltransférase, suggère que l'enzyme est capable 

d'interagir avec les molécules d'ADN plasrnidique persistant dans le 

mélange de méthylation. 

Afin de vérifier cette hypothèse, 1 g de différents ADN 

plasmidique a été ajouté à des mélanges de méthylation 

intervenir divers substrats méthylables. 

faisant 

Nous avons ainsi pu mettre en évidence, une inhibition de la méthylation 

de l'ordre de 50% (Tableau VI). 

IV.2.3. Le nombre de molécules d'ARNm est-il suffisant? 

Au cours des expériences de transcription in vitro, l'ARNm 

synthétisé a été détecté par une électrophorèse dans un gel d'agarose en 

présence de bromure d'éthidium. Cette analyse n'es t que qualitative, 

elle ne permet pas d'obtenir des données précises quant à la quantité 

d'ARNm transcrit. 

Par contre, il est possible, par un raisonnement inverse, 

d'estimer le nombre minimum de molécules d'ARNm coiffé requis pour 

permettre une incorporation significative de r adio-activité au niveau de 

la structure de la coiffe. 

Une radioactivité de 10.000 cpm détectée dans le matériel TCA-insoluble 

nécessite que 1,3 10 molécules d'AR Nm coiffé soient méthylées. La 

taille moyennes des ARNm au cours de nos différentes expériences de 

transcription étant de 1000 nucléotides, ce nombre de molécules 

correspond à 0 ,75 g d'ARNm. 

Il semblerait donc que cette quantité minimale , compte tenu de 
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l'inhibition de l'enzyme, n'ait pu être obtenue dans notre système de 

transcription. 
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et des champignons inférieurs 

(7-méthylguanosine terminale) à 

Nous avons isolé l'enzyme reponsable de cette méthylation unique chez 

Saccharomyces cerevisiae selon un protocole permettant d'en obtenir de 

grande quantité (0,5 à 1 mg). 

L'ARNm (guanine-7-)-méthyltransférase, purifiée plus de 700 fois, a été 

analysée par électrophorèse dans un gel SDS-polycrylamide. Une 

coloration très sensible au nitrate d'argent ne révèle qu'une seule 

protéine de 49.500 à 55.000 Daltons. Ce PM est à rapprocher de celui qui 

a été déterminé pour l'enzyme correspondante dans les cellules HeLa (PM 

= 56.000; Ensinger et col. ; 1976). 

Pour éprouver, l'activité de méthylation de l'enzyme purifiée 

dans un test in vitro sur un substrat autre que ceux utilisés 

antérieurement (nucléotides, analogue de la coiffe et ARNm sous-méthylé 

de levure) nous avons synthétisé in vitro, un ARNm coiffé, non-méthylé à 

partir de l'ADN-c du lyozyme de poule. 

Cet ADN-c avait été préalablement 

transcription, le plasmide pGem-blue 

bactériophage SP6 et T7. 

cloné dans 

comportant 

un 

les 

vecteur 

promoteurs 

de 

du 

Dans un premier temps nous nous sommes attachés à définir les 

conditions expérimentales permettant de mener à bien les expériences de 

transcription in vitro. 

Nous avons ensuite synthétisé des ARNm coiffés homologues à l'ARN-lys de 

poulet à partir de notre plasmide recombinant pGem-7, Cet ARNm, 

analysable qualitativement par électrophorèse n'a, malheureusement, pu 

être caractérisé quantitativement. 
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Ce manque d'information quant à la quantité d'ARNm obtenu est, 

partiellement, à la base des difficultés rencontrées lors des 

expériences de méthylation " in vitro" faisant intervenir notre enzyme 

purifiée. 

De plus, l'ADN plasmidique, co-purifiée avec l'ARNm s'est avéré être un 

puissant inhibiteur de la méthylation. 

Afin d'optimiser, les conditions expérimentales du test de 

méthylation in vitro, quelques modifications devraient être apportées. 

D'abord, l'enzyme doit être préservée de toute inhibition par l'AOf~ en 

traitant le mélange de transcription de la □NA ase I (libre de toute 

activité RNasique) ou encore par filtration sur une colonne 

d'hydroxyl-apatite. 

Ensuite, il est impératif de quantifier l'ARNm synthétisé in vitro. Sa 

quantité est estimable lorsqu'il est synthétisé à partir de 

ribonucléotides radioactifs. 

Nos ARNm n'étant pas radioactifs, une quantification serait possible par 

l'absorbance au spectrophotomètre à 256 nm. Ceci suppose, évidement que 

la quantité d'ARNm transcrit soit décelable (de l'ordre de 5 g ou 0 , 1 

0 . 0 . 256 nm). 

Une autre méthode consisterait à analyser l'ARNm synthétisé in vi tro par 

é lectrophorèse en gel d'agarose dans des conditions dénaturantes 

(formaldéhyde, glyoxal) et à comparer sa fluorescence à celle des 

marqueurs ribonucléiques de taille e t de quantité connues . 

D'autres méthodes quantitatrices tel que la coloration à l'orcinol en 

mil i eu acide ou l'hybridation avec des sondes r adioactivés peuvent être 

éga lement envi sagée . 
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Ces mises au point expérimentales terminées, une 

caractérisation fonctionnelle de l'ARNm (guanine-7-)-méthyltransférase 

sera envisageable. 

La possibilité de choisir la taille de l'ARNm synthétisé in vitro permet 

d'étudier l'effet de la longueur du transcrit sur les mécanismes 

catalytiques de la méthylation de la coiffe. 

L'ARNm synthétisé in vitro et/ou méthylé 

co-transcriptionnellemnt (en amorçant le ARN polymérase sur une coiffée 

méthylée) ou post-transcriptionnellement par notre enzyme pourrait 

servir de substrat à d'autres enzymes de méthylation animales ou virale 

pour la transformation de coiffe de type Den coiffe de type 1 ou 2. 

Le rôle fonctionnel de ces méthylations pourrait être déterminé par 

traduction des messagers dans des lysats acellulaires de germes de blé 

ou de réticulocytes de lapin. 
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ERRATA 

page 1, ligne 14, lire le à la place de la 

page 3, 

page 4b, 
page 6, 
page 7, 

page 10, 
page 12, 

page 15, 
page 16, 
page 17, 
page 28, 
page 29, 
page 30, 

page 31, 
page 32, 

page 33, 
page 38, 
page 41, 

ligne 18, lire élément à la place de élèment 
ligne 8, lire déterminent à la place de détérminent 
ligne 17, lire covalente à la place de convalente 
figure 6, lire dernières à la place de derniéres 
figure 8, lire synthèse à la place de synthése 
ligne 3, lire bactériophage à la place de bactériphage 
ligne 5, lire bactériophage à la place de bactériphage 
ligne 23, lire infectée à la place de infecté 
dernière ligne, lire le phage à la place de la phage 
ligne 23, lire supplée à la place de suplée 
ligne 2, lire extrémités à la place de extremités 
ligne 8, lire avec un à la place de avec 
ligne 6, lire ajout à la place de ajoute 
dernière ligne, lire mature à la place de nature 
ligne 8, lire aux ARNm à la place de à 1 'ARNm 
ligne 9, lire méthyltransférases à la place de méthyltransférase 
ligne 24, lire ou à la place de où 
ligne 11, lire oocytes à la place de cocytes 
ligne 12, lire récupérèrent à la place de récupèrèrent 
ligne 2, lire ribonucléoprotéique à la place de ribonucléoproteique 
ligne 8, lire S-adénosyl- à la place de S-adénolsyl-
ligne 20, lire guanylyltransférase- à la place de guanylyltransférase 
ligne 29, lire T4-ARN-ligase à la place de T4-ARN-ligose 
ligne 9, lire inhibée à la place de inhibé 
ligne 9, lire Casellas à la place de casellas 

ligne 24, lire méthyltransférases à la place de méthyltransférase 
ligne 25, lire purifiées à la place de purifiée 

page 42, ligne 9, lire qui à la place de que 
ligne 12, lire détectée à la place de détecté 

page 46, ligne 3, lire potter à la place de patter 
ligne 6, lire homogénéisée à la place de homogénisée 

page 46, ligne 24, lire 0,469 µCi à la place de Ci 



page 49, 

page 51, 

page 52, 
page 53, 

page 53b, 

page 54, 

page 55, 
page 60, 

page 64, 

page 67, 
page 73, 

page 73a, 
page 74b, 
page 77, 

page 77c, 

page 79, 

page 80, 
page 81a, 

page 85, 
page 86b, 
page 87b, 

page 89, 

page 91, 

page 95, 

page 97, 

ligne 3, lire Pharmacia à la place de pharmacia 
ligne 15, lire polyacrylamide à la place de polyocrylamide 
ligne 21 , lire arrêtée à la place de arrêté 

ligne 16, lire l 1a- lactalbumine 
ligne 12, lire la séquence codant pour le peptide a de 
ligne 15, lire la portion du gène -lac Z est précédée par 

le promoteur 
ligne 19, lire le premier promoteur est reconnu par la SP6 ARM 

polymérase; le second est reconnu par la T7 ARM polymérase 

tableau II, lire le facteur est un épisome qui code pour 

tableau II, lire lac Z ~M15 
ligne 7, lire sup E, Hri, hsDR-, F 1, Fra D36, 

ligne 20, lire les opérateurs du F1 et du plasmide 
libres 

ligne 21, lire par le gène lac Iq normal 

ligne 20, lire - 70°C à la place de - 70 C 
ligne 15, lire éthérée à la place de étherée 

pUC restent 

lire la séquence reconnue par l'enzyme Mac est décrite 

à l a figure 12 
' ligne 17, lire disposé à la place de disposée 
ligne 15, lire suggère à la place de suugère 
l 1échelle d1absorbance en ordonnée est de 0, 1 par 3,5 cm 

figure 3, ligne 3, lire éluées à la place de éluant 
ligne 4, lire moléculaire est estimé à la place de moléculaire estimé 
ligne 13, lire oligomérique à la place de oligométrique 
tableau I, lire activité dans 2,5µ1 à la place de activité dans 2,5 l 

figure 10, lire résumé du clonage de 11ARM-C lys. 

dernière ligne, lire entièreté à la place de entiereté 
figure 18, la piste bl correspond à 1 •analyse d'un clone 

non-recombinant, d'une colonnie bleue 
figure 19, en ordonnée, il s'agit du log. de paires de bases. 

ligne 5 , lire choisis ;à la place de choisi 
figure 25, ligne 4, lire 7 µl à la place de 7 l 
figure 27, ligne 4, lire 7 µl à la placé de 7 l 
ligne 7 , lire elle-même à la place de elle même 
ligne 11, lire structures à la place de structure 

ligne 18 , lire testés à la place de testé 
ligne 13., lire révélé à la place de révèlé 
ligne 21, lire radioactivité à la place de radio-activité 
ligne 25, lire moyenne à la place de moyennes 
ligne 18, lire lysozyme à la place de lyozyme 



page 98, ligne 5, lire co-purifié à la place de co-purifiée 
ligne 24, lire telle que à la place de tel que 
ligne 25, lire radioactives à la place de radioactivés 

page 99, ligne 8, lire 1 'ARN polymérase à la place de le ARN polymérase 

De manière à faciliter le repérage des figures, leur numéro est à faire 
précéder . - dans la partie Introduction de l I indice 

- dans la partie Matériel et Méthode de l'indice 
1 

2 
- dans la partie Résultats de l'indice 3 



An nexe. 

Détail du calcul du nomh re de coif fesm é thyl é es pe rme tta nt une 

in corporation de 1 0 . 0CO c orn . 

1.- Un mélange de mé thyl ati on standard de 7,~l contient 

0,4 6:)lci 3 H ou 31 , 2 pmo le5 de SAM triti ée ( PM =399) 

ou 1, 8 9. 1013 mol é cules 

6 H = 2 , 2 • 10 dpm 

3 H = 1,0 3 • 10 6 dpm 

L'efficience de com pta ge du tritium étant de 15 %, 

1, 89 • 10 13 molécules po rt eu ses de -C H3 tritié correspond 

à une radioactivité de 1 55.000 cpm. 

2 .- donc, 10.0 00 c pm corr es pon de nt à 1,3 • 10 1 2 molécules t riti é es. 

La lon g ueur moyenne des ARNm synt hétisés in vitro est de 

1 000 nucl é otides ce qui corres po nd à un PM de 330 . 000 

6,02 4.10 23 molé cules= 33 0 . 0 00 g r 

1, o 3 .1 0 1 2 molécu les = 0 ,7 \,fag r d 1 ARrJm tritié • 

Nae..:c: 

pGEM_ -X 

Fig. 22. Description du plasmide contenant un double c-DNA lys. 

; 




