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Ht~TI~ROGI~NI~ITt~ DES GRANULES CYTOPLASMIQUES 

DU FOIE DE SOURIS* 

par 

H U B E R T  CHANTRENNE 

Laboratoires de Morphologie animale et de Physiologie cellulaire. FaculM des Sciences. 
Universit~ de Bruxelles (Belgique) 

INTRODUCTION 

Les travaux de CLAUDE 1, 2, 3, 4, BRACHET e t  JEENER ~, SCHNEIDER s, HOGEBOOM, 

CLAUDE et HOTCHKISS ~ ont montr6 que l'acide ribonucl6ique et divers enzymes sont 
associ~s aux particules cytoplasmiques qu'on isole par centrifugation ~ grande vitesse 
d'extraits de foie de mammif~res. 

CLAUDE 4 distingue deux sortes de granules: les "gros granules" et les "microsomes". 
Les gros granules s'obtiennent en centrifugeant ~ 2000 g pendant 25 minutes tm extrait 
pr6alablement d6barrass6 des d6bris cellulaires et des noyaux par trois br~ves centri- 
fugations ~ 15oo g. Les "microsomes" s'obtiennent en centrifugeant k 1800o g pendant 
90 minutes l'extrait d6barrass6 des "gros granules". Les gros granules et les microsomes 
different par leur composition et leur teneur en divers enzymes 4, ~. Selon CLAUDE, leS gros 
granules seraient des mitochondries ou des grains de secr6tion. 

Certaines observations de CLAUDE 4 et notre propre exp6rience de ce mat6riel nous 
dormaient ~ penser que les granules n'ont probablement pas des dimensions uniformes : 
nous nous sommes propos6 de rechercher dans quelle mesure on peut consid6rer que les 
~ranules se r6partissent en deux formations distinctes. 

Nous avons d6termin6 la vitesse de s6dimentation de l'acide ribonucl6ique dans 
diff6rentes conditions de centrifugation. Nos r6sultats indiquent que l'acide ribonucl6ique 
est associ~ ~ des particules dou6es de vitesses de s6dimentation tr~s diverses. 

Par centrifugation fractionn6e, nous avons isol6 arbitrairement 5 fractions de gra- 
nules et nous avons d6termin6 leur teneur en acide ribonucl~ique, en phosphore lipo- 
soluble, en phosphatase alcaline (glyc6rophosphate) et en ad6nosinepyrophosphatase, 
par rapport k leur teneur en azote. 

Les chiffres mettent en 6vidence des diff6rences marqu6es de composition entre les 
cinq fractions. Les teneurs en azote, en phosphore liposoluble et en enzymes s'ordolment 
d'une fa~on suggestive quand on les exprime en fonction de la richesse en acide ribo- 
nucl6ique. 

PARTIE EXPI~RIMENTALE 

MaMriel 
Foies de souris adultes. Les animaux utilis6s n 'avaient  plus re~u de nourriture depuis 12 A 15 

heures. 

* Travail effectu6 avec l 'appui du Fonds National de la Recherche Scientifique. 
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L'animal 6tait anesth6si6 A l '6ther et d6capit6; on pr61evait le foie et on le refroidissait aussit6t 
o °. Le foie 6tait alors pes6, broy6 ~ la chambre froide dans un mortier froid contenant 2 ml d 'un 

tampon froid et  qlielques grains de sable. On ajoutait  ensuite assez de tampon pour obtenir un 
volume de suspension 6gal ~ io fois celui de l'organe. On centrifugeait la suspension ~ 146o g pendant  
7 minutes; le culot 6fair 61imin6, et le liquide soumis ~ une nouvelle centrifugation de 7 minutes 
146o g. Le liquide surnageant de la seconde centrifugation constitue l 'extrai t  que nous 6tudiions. 
L'examen microscopique ne permet d'y d6celer ni d6bris cellulaires, ni noyaux. 

Toutes les op6rations d6crites ci-dessus 6taient effectu6es dans la chambre froide (+  2°). 

Centrifugation 
Nous disposions de trois centrifugeuses dont les caract$ristiques sont indiqu6es ci-dessous: 

ritesse 
~ayon au fond des tubes 
~orce centrifuge au fond des tubes 
tauteur de la colonne liquide 

3000 tours/minute 
14. 5 cm 
146o g 
3 cm 

II  

9000 tours/minute 
6.25 cm 
5700 g 
2 cm 

III  

55000 tours/minute 
3.0 cm 

IOLOOO g 
1.2 cm 

Toutes lea centrifugations ~ 146o g e t  ~ 57oo g ont 6t6 effectu6es en chambre froide (+  2 °) les 
ultracentrifugations (dana une toupie D'HENRIOT et HUGUENARD) ~ la temperature du laboratoire 
(i7 ~ 2o°); lorsque l 'ultracentrifugation durait  une heure, la temp6rature de la toupie atteiffnait 25 
27 ° ell fin d'exp&ience. 

Apr6s chaque centrifugation, on 61iminait autant  que possible la pellicule de graisse qui se forme 
la surface du liquide, puis on pr61evait la majeure partie du liquide surnageant ~ l'aide d'une 

pipette,  en 6vitant d'aspirer la couche de liquide (env. 3 mm) au contact imm@diat du culot. Ensuite 
cet te  couche de liquide 6tait @limin6e. 

Pour laver lea culots, on lea remet ta i t  en suspension en lea agi tant  dana un volume de tampon 
6gal au volume d 'ext ra i t  dont ils provenaient; on centrifugeait alors dana des conditions identiques 

celles de la centrifugation qui avait  permis d'isoler le culot, et  on 61iminait complStement le liquide 
de lavage. 

Dosage de l'azote 
M6thode de KJELDAHL, appareil de MARKHAM 9. Titration A l'aide d'une microburette de LINDER- 

STROM-LANG. Quantit6 d'azote par prise : IO A 5 ° .  lO -9 g. 
Tous lea dosages, y compris la min6ralisation, ont 6t6 effectu6s en triple. 
Concordance : I ~ 2 %. 

Dosage de l'acide ribonucl~ique* 
A l'aide d'une pipette  ~ constriction, on pr618ve 3oo A 5oo/M de la suspension ~ analyser et on 

lea introduit  dana un pet i t  tube A centrifuger; on ajoute un volume 6gal d 'une solution A 20 % d'acide 
trichlorac6tique, on laisse une heure ~ la glaci6re, on centrifuge et on rejet te  le liquide surnageant. 
On lave deux lois le pr6cipit6 avec une solution A io % d'acide trichlorac6tique, puis deux lois 
l'alcool et  une lois A l'6ther. On dess6che le pr6cipit6 dana le vide. On t ra i te  le pr6cipit6 par 3oo/*1 
d'une solution M/5 de NaaHPO 4 pendant  3 ° minutes A ioo °. On recueille l 'extrai t  qui contient l'acide 
ribonucl6ique, dana un pet i t  tube tar6; on procSde ~ une seconde extraction de 15 minutes A lOO% on 
ajoute le second extra i t  au premier et  on compl6te avec de l 'eau jusqu'A un volume donn6 (par 
exemple o.8 ml) par pes6e ~ 2 mg pr6s**. 

On dose l'acide ribonucl6ique dana cet extra i t  par la m6thode de BARRENSCHEEN et PEHAM 10. 
Lea valeurs indiqu6es sont calcul6es par comparaison avec une solution d'acide nucl6ique de la levure 
B.D.H. dont on a d6termin6 la concentration d'aprSs la teneur  en phosphore et  la formule de LEVXNE. 

Dana chaque s6rie de mesures on a inclus deux dosages de la solution de r6f6rence afin d'6tre 
l 'abri d'erreurs que peuvent amener de peti tes  diff@rences dana lea conditions du chauffage ou dana 
la concentration de la solution d'orcine. 

Tous lea dosages ont 6t6 effectu6s en triple. 
Concordance: I ~ 4 %. 

* M6thode de DAVlDSON et WAYMOUTH 18 modifi6e par I~. JI~I~NER (Communication personnelle). 
* * SCHNeIDeR n a mis au point r6cemment une m6thode d 'extract ion des acides nucl6iques par 

de l'acide trichlorac6tique chaud. Des essais comparatifs nous ont montr6 que l 'extraction de l'acide 
ribonucl6ique des extrai ts  de foie par l'acide trichlorac6tique chaud, ou par le phosphate de sodium 
chaud, donnent  des r6sultats qui concordent parfaitement.  
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Dosage du phospkore liposoluble 
Extraction selon SCHNEIDER 11. MinSralisation dans l'acide perchlorique. Dosage du phosphore 

par la mSthode microanalytique de BERENBLUM et CHAIN x2 technique modifiSe parWIAMX z3. 

D~termination de l'acliviM de la phosphatase alcaline 
Dans de peti ts  tubes A essais, on introduit  4oo/zl de la suspension enzymatique et 4oo/zl d 'une 

solution contenant 575 mg de glycocolle, 585 mg NaC1 et 3oo mg de MgC1, cristallis6 pour ioo ml 
d'eau; enfin ou ajoute 40o/~1 d'une solution A 2.5 % de glycSrophosphate de sodium (dans les tSmoins 
le glycSrophosphate est remplac6 par de l'eau). Le PH de la solution de glycocoUe et celui de la solution 
de glycSrophosphate sont ajustSs prSalablement ~, 9.0. Les tubes bouch~ sont mis en thermosta t  ~, 38°. 

Apr~s un temps d'incubation dStermin6, on prSl~ve ioo/z l  de solution, ajoute un volume 6gal 
d'une solution ~ 2o % d'acide trichlorac6tique, on laisse une demi-heure A la glaciate, on centrifuge 
et on dose le phosphate par la m6thode de BERENBLUM et CHAIN ~, 18. 

Pour les pr6parations StudiSes, l'expSrience a montr6 que la libSration du phosphate est lin6aire 
pendant  les quatre premieres heures au moins, et que la quantitS de phosphate libSrS en un temps 
donnS est proportionnelle g la concentration de l ' ext ra i t  enzymatique. Nous avons adopts pour 
mesure de l 'activit6 de la phosphatase la quantit6 de P inorganique libSr6 en trois heures dans les 
conditions indiquSes ci-dessus. 

Ddtermination de l'activit6 de l'Ad~nosinepyrophosphatase 
MSthode de DuBolS et  POTT~-R 14. 
A.T.P. pr6p~r6 selon une nouveUe mSthode que COR! a eu l 'amabilit6 de nous communiquer et  

qui comporte une extraction de muscle par HgC11 suivie d'une purification de I'A.T.P. sous forme de 
sel de Hg et  de Ba. 

Des essais d 'orientation nous ont permis de choisir une concentration d 'enzyme telle que la 
libSration de phosphate reste linSaire pendant  au moins 3 ° minutes,  et  soit proportionnelle i~ la 
quantit6 d 'ext ra i t  enzymatique pr~sel~t. 

Dosage du phosphate par la m6thode de BP.REI~LUM et CHAIN 11' 13. Nous avons adopts pour 
mesure de l 'activit6 de l 'apyrase la quantit6 de P inorganique libSrS en 15 minutes A 38o dans des 
conditions dScrites par DUBOlS et  POTTER. 

R~SULTATS 

Sktimentation de l'acide ribonucl~ique 
BECHHOLD et SCHLESINGER 8 ont montr6 que la concentration d'une suspension de 

particules dou6es d'une vitesse de s~dimentation d6fmie, varie au cours de la centrifuga- 
tion selon la loi 

In C - - R o J 2  k t 
Co - -  h ~  

dalls laquelle: 
Co = concentration au temps o; C = concentration au temps t; R ----- rayon de la 
centrifugeuse au fond des tubes; o~ = vitesse angtflaire; ~/ = viscosit6 du milieu; k = 
vitesse de s6dimentation dans un champ unitaire (pour des particules sph6riques et 
ind6formables: 

k = 2  (ap- -am)  0 2 
9 

oh ffp et am repr6sentent le poids sp6cifique des particules et du milieu et 0 le rayon des 
particules). 

Cette loi n'est valable qu'~ condition que le liquide centrifug~ reste homog~ne au 
cours de la centrifugatioll, et que le d6p6t soit assez compact pour que toute particule 
qui ra  atteint ne puisse plus se remettre el1 suspension. 

Darts nos experiences, ces deux conditions 6talent remplies: le liquide n'6tait ~t 
l'abri ni des vibrations m6caniques lli des courallts de convection, nous pouvons donc 
consid6rer 0 qu'il 6tait soumis ~ tm brassage colltinuel; dans aucun cas, lions ll'avons 
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observ6 de limites de s6dimentation. Les culots des centrifugations ~t 5700 get IOLOOO g 
ont l'aspect d'un gel qui adh&re au fond du tube, et qui est £ ce point compact qu'on 
peut retoumer le tube et m~me le rincer sans d6placer le culot. Pour remettre le d6p6t 
en suspension, il faut le disperser en petits fragments dans le tampon et agiter longue- 
ment le liquide en l'aspirant et en le refoulant £ de nombreuses reprises k travers l'extr& 
mit6 efffl6e d'une pipette. Aussi pouvons-nous consid6rer qu'au cours de la centrifugation 
toute particule qui atteint le culot s'y incorpore et ne retoume pas dans le liquide 
surnageant. 

La formule de SCHLESINGER est doric applicable. A l'aide de cette formule nous 
avons calcul6 la vitesse de s6dimentation de l'acide ribonucl6ique dans diverses condi- 
tions de centrifugation, h partir de la teneur en acide nucl6ique du liquide sumageant. 

Nous avons pr6par6 les extraits de foie dans trois tampons diff6rents, car au cours 
d'une recherche ant6rieure 16 nous avions constat6 que la nature du tampon a une 
influence sur la vitesse de s6dimentation de l'acide nucl6ique. CLAUDE 4 a fait des cons- 
tatations analogues. 

Les r6sultats montrent que la vitesse de s~dimentation de l'acide nucl6ique varie 
au cours de la centrifugation. Cela signifie que l'acide nucl6ique du cytoplasme est 
associ6 ~ des particules douses de vitesses de s6dimentation tr~s diverses, donc ~ des 
particules qui diff6rent consid6rablement par leurs dimensions, leur forme ou leur densit6. 

Cette h6t6rodispersion se manifeste aussi bien dans les extraits isotoniques (NaC1 
0.85 %) que dans le phosphate dilu6 M/ISO ou concentr6 M/IS. 

T A B L E  I 

UN E X T R A I T  DE F O I E  DE SOURIS DANS UN TAMPON D E  PHOSPHATE g / I S O  P H  7.2 A ~T~ CE N T RI FU G ~  

25  MINUTES ~t 146o g. LE L I Q U I D E  SURNAGEANT A ]~T]~ CENTRIFUG]~ )k 5 7 0 0  g POUR DES DURI~ES VARI-  

ABLES. ON A DOSE L ' A C I D E  RIBONUCL]~IQUR P P ~ S E N T  DANS LE L I ~ U I D E  SURNAGEANT 

Dur6e de la 
cent r i fugat ion  

O 

5 rain. 
io  
16 

25 

35 

Acide nucl6ique 
par  ml 

2547 
237 
225 
218 
21o 
2o6 

C 
l°gl0 Co 

O 

~.969 
i-.948 

¥.934 
1.918 
1.91o 

Vitesse de 
s6d imenta t ion  

145 . 10--I2 tin. dyne. sec--2 

122 

97 
76 
58 

T A B L E  I I  

ON EXTRAIT DE F O I E  DE SOURIS DANG LE M~ME TAMPON D E  PHOSPHATE M / I 5 0  P H  7 .2  A ~ T ~  SOUMIS 

A DES CENTRIFUGATIONS DE D U R ~ E S  DIVRRSES ~ IOIOOO g .  ON A DOS~ L ' A C I D E  RIBONUCL]~IQUE DANG 

LE L I Q U I D E  SURNAGEANT 

C Vitesse  de Dur6e de la Acide nucl6ique logt0 - 
cent r i fugat ion  par  ml co s6d imenta t ion  

O 

5 min. 
IO 

20  

3o 

91 7 
54.5 
38.7 
28.2 
2 0 . 0  

o 

i-.778 
1.628 

1.49I 
~.342 

m 

2 0 . 5  i o - - i2  c m . d y n e . s e e ' - 2  

I 7 . 2  

11.8 
IO.I 
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T A B L E  I I I  

UN E X T R A I T  DE F O I E  DE SOURIS DANS UN TAMPON D E  PHOSPHATE M / I  5 PH 7 .2 A SUBI TROIS CENTRI-  

FUGATIONS SUCCESSIVES A DES VITESSES DIFF]~RENTES.  ON A D O S ~  L ' A C I D E  R I B O N U C L ~ I Q U E  DANS LE 

L I Q U I D E  SURNAGEANT D E  CHACUNE DES CENTRIFUGATIONS 

Centr i fugat ion 

O 
20 min  it x 460 g 
5 ° rain it 5700 g 
3 o m i n A  IOZOOOg 

Acide nucl6ique 
r e s t an t  dans  le 

liquide su rnagean t  

(IOO) 

94 
86 
3 ° 

l ~ d u c t i o n  de la 
concentra t ion  

0.94 
o.915 
0.349 

Vitesse de 
s6dimenta t ion  

i40 . iO-X2 cm/d./see'-= 
4 ° . io  -12 

7" IO--12 

T A B L E  IV 

UN E X T RAIT  D E  F O l ~  DANS ONE SOLUTION A 0 . 8  5 °/o DE  ~ laC1  DANS UN TAMPON DE PHOSPHATE M]I5 o PH 

7.2  A SUBI UNE S ~ R I E  D E  CENTRIFUGATIONS SUCCESSIVES SELON LE SCHEMA FIG.  I .  ON A DOS]~ L ' A C I D E  

R I B O N U C L ~ I Q U E  DANS LE L I Q U I D E  SURNAGEANT DE CHACUNE DES CENTRIFUGATIONS 

Acide nuclf ique R~duction de la Vitesse de 
Centr ifugat ion r e s t an t  dans  le 

concentra t ion s&limentat ion 
liquide su rnagean t  

O 
2.3o rain it 146og 

+ 2 .  6 min it 57oog  
+ 2 . 6 o m i n  A 57oog 
+ 2 .  6 m i n  A xoxooog  
+ 2.6o rain ~t 1oi ooo g 

1oo% 
85.3 
80. 4 
74.0 
38.8 
30.0 

0.853 
0.943 
0.920 
0.525 
0.772 

I66. IO -12 Gin-dyne .sec "-2 
48.3 • I0 -I2 

7.o. iO--X~t 
I 0 "  10  -12  

o.46. io  -12 

Centrifugations fractionn~es 

I. lsolement de trois fractions 

Un extrai t  de foie de souris dans un tampon de phosphate M]I5O PH 7 .2 a 6t6 
centrifug~ 20 minutes ~ 146o g. Le sddiment lav~ est gris beige et opaque, il constitue la 
fraction a. Le liquide surnageant est centrifug6 h 570o g pendant  50 minutes. Le culot 
lay6 constitue la fraction b; ce culot est plus compact  et plus t ransparent  que a. Le 
liquide surnageant est centrifug6 ~ IOLOOO g pendant  30 minutes. Le culot lav6 est rose 
orange, tout ~ fait transparent,  il constitue la fraction c. 

On a dos~ l 'azote total  et l 'acide ribonucl~ique et d6termin6 l 'activit6 de la phospha- 
tase alcaline dans ces trois fractions: 

Fract  ion 
~, ac. nucl6ique 

mg  azote 

239 
51o 
844 

mg azote 

mg  ac. nucl6ique 

4.I8 
1.96 
I . I 9  

Phospha tase  

Phosphore  7 Phosphore  

mg  azote mg ac. nucl6ique 

131 549 
I53 300 

57 68 
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II. Isolement de 5 fractions 

L'extrait de foie a 6t6 fractionn6 comme l'indique le sch6ma (Fig. I). 0n a dos6 
l'azote total, l'acide ribonucl6ique, le phosphore liposohble et d6termin6 l'activit6 de la 
phosphatase alcaline et de l'ad6nosinepyrophosphatase dans les cinq fractions. 

I 
Culot 

lavage 
! 

3o min 1 I460 g 
I 

I 1 
Culot Liquide 

rejet~ 

Foie broy6 dans le tampon Sa 

min ] 7 min 146° g 6o 57oog 
[ 

I I 
Culot rejet6 Liquide Culot Liquide 

7 min 146o g lavage [ 

[ ! 60 min 5700 g 60 min ]57oo g 
Culot 
rejet~ I I I [ 

Culot Liquide Culot Liquide 
3o mintI460 g i, ~ - ~  re jet6 re jet6 i8 

Liquide 

6 min(57oo g 

3 ° min 146o g 

I i 
Culot Liquide 
re jet6 S 1 

I I 
Culot Liquide 

lavage 1 
6 rain 57oo g 6 min 57oo g 

i I I I 
Culot Liquide Culot Liquide 

- ~  re jet6 re jet6 S, 

I 
C u l o t  

6 min [ IOlOOO g 
I 

Culot 

lavagel g I 
6 mini iOlOOO 6 min 1o10oo g 

I I I 
Liquide Culot Liquide 
re jet6 re jet6 S~ 

t 
6o min iOlOOO g 

I 
L i q u i d e  

I I 
Culot Liquide 
lavage S 

6omin iOlOOO g 

I L 
Culot Liquide 

- - ~  rejet~ 

Fig. I, Sch6ma du fractionnement 

EXTRAIT PP~PAR~ DANS UH TAMPON DE PHOSPHATE M/150 PH 7 .2 

Frac- 
tion 

~ac.nucl. mg azote 
mg azote mg ac. 

nucl. 

A 91 
B 16I 
C 320 
D 285 
E lO25 

References p. 448. 

11.O 
6.21 
3.13 
3.51 
0.98 

7 P liposohble Phosphatase 
7 P liMr6 

Apyrase 
7 P liMr6 

p a r  

mgN 
par par mgac.] 

nag N nucl. 

42 460 
43 27o 
69 22o 
41 I4o 
17 17 

par par mg ac. 
mgN nucl. 

56 615 
71 441 

I O O  313 
73 256 

1 I 

480 
53 ° 
525 
240 
30 

par mg ac. 
nucl. 

527o 
329o 
I64o 
842 
29 
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EXTRAIT PRI~PAR~ DANS UNE SOLUTION A 0.85 ~o de  NaC1 DANS UN TAMPON DE PHOSPHATE M/I5  o PH 7.2 

Frac- 
tion 

A 
B 
C 
D 
E 

~, ac. nucl_____~, 
mg azote 

46.3 
84.o 

165 
392 
720 

mg azote 
mg ac. 
nucl. 

21.6 
11.9 

6 .06  

2.55 
1.39 

P liposoluble 

par par mgac. 
mgN nucl. 

62.5 132o 
48.0 721 
84.2 511 
72.1 I84 
33 .8 47 

Phosphatase 
p Plib@r6 

par par mg ac. 
mgN nucl. 

80. 7 171o 
I13 135 ° 
I 8 I  IIOO 

148 379 
4 6 

i _ _  I 

Apyrase 
P libTre 

par par mgac. 
mg N nucl. 

385 814o 
327 391o 
278 169o 
179 457 
113 157 

Afin de les rendre  plus 610quents, nous avons  reprTsent6 g r a ph ique me n t  ces rTsultats.  
Dans  la  F igure  2 les teneurs  en acide nuclTique, en phosphore  l iposoluble,  e t  l ' a c t iv i t6  
des enzymes  ont  6t6 exprimTes p a r  r a p p o r t  ~ l ' azo te  t o t a l ;  dans  la F igure  3, on a expr im6 
ces m4mes g randeurs  en fonct ion de la t eneur  en acide nuclTique. 

I =lO07d'acide nucldique pot mg IV. 

=207 P fib~r~ per Io phoephete$e, pe~ m 9 N. 

D =507 P /ib(r~ por I'od~[noMnepyrophosphotose. 

=?0~ P liposoluble pormg IV. 

E D 

m 

I 
~ : :  

o C 

Fig. 2. Teneurs des diffTrents groupes de granules A, B, C, D, E en acide ribonuclTique, phosphore 
liposoluble, phosphatase alcaline et adTnosinepyrophosphatase, rapport4es A leur teneur en azote total 

La  Figure  2 rTv~le la  g rande  hTtTrogTnTit6 des par t icu les  cy top lasmiques ,  elle 
mon t r e  que les cinq groupes  de granules  que nous avons  isol4s a r b i t r a i r e m e n t  p a r  centr i -  
fugat ion  fractionnTe dill@rent tous  p a r  leur  compos i t ion  et  leur  richesse en enzymes.  

La  F igure  3 mon t r e  que si on exp r ime  les quant i tTs  des d ivers  cons t i t uan t s  non 
plus  r a p p o r t  ~ l ' azo te  to ta l ,  mais  p a r  r a p p o r t  h l ' ac ide  nuclTique, ces quant i tTs s ' o rdon-  
nen t  d ' une  fa~on v r a i m e n t  f r appan te ,  e t  sont  d ' a u t a n t  plus grandes  que les granules  
sTdimentent  plus r ap idemen t .  
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• = ?rag P fibe'rd par I'od6nosinepyrophosphatose, par mg d'ocide 
nuc/~ique. 

D =2OO~ P hb~rd par Io phosphotose, por rng d'ocide nue/~iqu~. 

~ =20mg N totol par mg d'ecide nucldique, r 

~ = IO0~P Iiposoluble pot" mg d~acide nucl~ique. I 
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:" 
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Fig. 3- Teneurs des diff6rents groupes de granules A, B, C, D, E en azote total,  phosphore liposoluble, 
phosphatase alcaline et  ad6nosinepyrophosphatase,  rapport6es ~, leur t eneur  en acide ribonucldique 

Aspect des diff~rentes fractions 

a. Culots 

Le cnlot A est beige et opaque, Best  compact, plus translucide clue A; C est trans- 
parent et ros~, D et E ont l'aspect d'une gel~e parfaitement transparente, rose orange. 

b. Suspensions 

Les suspensions obtenues en agitant les diff6rents culots au contact du tampon 
sont fortement opalescentes, surtout pour les fractions A, Bet  C; l'opalescence de D est 
moins intense. Les suspensions de E paraissent jaunAtres et optiquement vides, ~ la 
lumi~re du jour; un 6clairage lat6ral puissant y fait apparattre une opalescence. 

c. Aspect ultramicroscopique 

La suspension de A est form6e de particules sph~riques de dimensions diverses, 
certaines forment de petits amas ou des chalnes courtes, la plupart sont isol~es. On 
distingue de plus quelques objets ponctuels plus briUants. 

Si on a utilis6 du sable lots du broyage du tissu, on volt aussi clans la fraction A de 
petits fragments de quartz: ils ont l'aspect de petits miroirs bouscul6s par l'agitation 
mol6culaire et qui pirouettent darts la solution en lansant des 6clairs tr~s briUants. Ce 
sont eux qu'on apergoit d'abord quand on examine la suspension. 

B ressemble ~ A, mais les particules sph6riques sont plus petites, on ne pent dis- 
tinguer leur forme sph6rique qu'au plus fort grossissement, les points briUants sont tr~s 
rares, et il n 'y  a plus de particules de quartz. 
References p. 448. 
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C: ~ premiere vue, tout  le champ de l'ultramicroscope parait gris; sous un bon 
~clairage, ou per~oit lln foisormement intense, le fond gris se r6sout en particules, ou 
peut-~tre en amas de particules tr~s petites, agit6es d 'un mouvement brownien extr6me- 
ment rapide. 

D. Fond gris uniforme; on ne distingue plus les particules individuellemellt; on en 
per~oit cependant le mouvement d'ensemble quand on provoque un 6coulement du 
liquide entre lame et lamelle. 

E. Rien qu'un fond gris tr~s pen lumineux. 

L'examen des diff6rentes fractions ~ l'ultramicroscope montre donc clue les granules 
de la fraction E sollt si petits qu'ils 6chappent ~ l 'observation; ceux de la fraction A ollt 
des dimensions largement microscopiques, on en distingue parfaitemellt la forme et les 
contours. Entre ces deux extremes, on trouve des granules ayant  routes les dimensions 
interm6diaires. 

Les diff6rellces de vitesse de s6dimentation traduisent dollc des diff6rences de taille 
et pas (seulement) des diff6rences de dellsit& n semble que toutes les tailles soiellt 
repr6sent6es. 

DISCUSSION 

I. CLAUDE a isol6 deux groupes de particules cytoplasmiques: les ,,gros granules" 
et les ,,microsomes"; en adoptallt d 'autres conditions de centrifugatioll, nous avolls isoM 
cinq fractions diff6rentes. I1 semble qu'on puisse r6partir les granules ell autant de groupes 
qu'on voudra, et rien dans nos exp6riences lli dans nos observations n'indique qu'il 
existe de d6marcations bien llettes entre diff6rellts groupes de granules. 

En nous basant sur l 'analyse de la centrifugation de BECHHOLD et SCHLESINGER 8 
nous avons calcul6 la r6partition darts les cinq fractions que nous avolls d6finies (Fig. I) 
de particules qui formeraient tree suspension parfaitement hdt6rodisperse, c'est-~-dire 
dalls laqueUe routes les vitesses de s6dimentation seraient repr6sent6es. On peut y par- 
venir par application r6p6t~e de la formule de SCHLESINGER ~ chaque centrifugation 
effectu6e (y compris les lavages et les centrifugations interm6diaires) et ~ chaque vitesse 
de s6dimentatioll. Nous avons ef-50% ? 

J 

fectu6 ce calcul pour des vitesses de 
s6dimentation 6chelonn~es de IO -12 

40000 IO-12 cm/dyne/sec ~. La Figure 
4 rassemble les r6sultats de ce calcul. 
Les courbes expriment le pourcen- 
tage de la quantit6 primitive de 
chaque esp~ce de particules qui se 
trouvera dans les diff~rentes frac- 
tions. (Afill de relldre la figure plus 
claire et de grouper tousles r6sultats 
en un m~me graphique, nous avons 
dfi repr6senter la vitesse de s6dimen- 
tation en coordonn~es logarithmi- 
clues). Ces courbes de distribution 
des particules ne donnent l'image de 
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Fig. 4- R6partition th6orique dans les cinq fractions 
d6fmies plus haut de particules form_ant une suspension 
h6t6rodisperse. Les courbes expriment le pourcentage de 
chaque esp~ce de granules (d~finies par leur vitesse de 
s~limentation) qui se trouvera dans chacune des frac- 

tions A, B, C, D, E. Calcul selon BECHHOLD et 
SCHLESINGER 6 
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la composition relative des cinq fractions que si les particules de toutes les esp~ces 
sont repr6sent6es en nombre 6gal dans l 'extrait. Rien ne nous permet 6videmment 
d'affirmer qu'il en soit ainsi. Quoi qu'il en soit, ce graphique indique pour chaque vitesse 
de s6dimentation les quantit6s relatives des granules de l'esp~ce correspondante qu'on 
peut s 'attendre ~t trouver dans ctlacune des fractions ; il indique donc le degr6 de s6para- 
tion pour ctlaque vitesse de sddimentation. 

La formule de SCHLESINGER montre d'autre part  qu'en multipliant les lavages et 
les centrifugations interm6diaires, on s6pare de mieux en mieux les diff6rentes fractions. 

Par  exemple, la concentration de particules correspondant ~t k = 75"1o-12 est 
r~duite au I/IO de sa valenr apr~s 6 minutes de centrifugation ~ IOLOOO g dans l'appareil 
que nous utilisons. Une nouvelle centrifugation du liquide surnageant r6duira encore dix 
lois la concentration de ces particules et l 'am~nera donc au I/IOO de sa valeur primitive. 

D8 m~.me, des lavages r6pt~t6s des culots 61imineront rapidement les particules 
faible vitesse de s6dimentation. 

En multipliant les lavages et les centrifugations interm6diaires, on pent donc isoler 
d'une suspension parfaitement la6t6rodisperse des fractions assez bien d61imit6es et 
offrant une komog6n6it6 relative. 

Nous ne croyons donc pas qu'il y ait lieu de consid6rer les diff6rents groupes de 
granules qu'on pent isoler par centrifugation fractionn~e comme des formations cellu- 
laires fondamentalement diff6rentes. L'aspect des "gros granules" de CLAUDE est tr~s 
diff6rent de celui des "microsomes"; mais si on isole cinq fractions au lieu de deux, on 
constate que l'aspect des culots et l 'aspect ultramicroscopique des granules varient 
progressivement d'une fraction ~t l 'autre. 

I1 ne nous parait pas possible en tout cas de supposer qu'il existe deux types bien 
distincts de granules: de gros granules qui contiendraient des enzymes et de petits qui 
n'en contiendraient pas. Nous voyons en effet que non seulement la teneur en enzymes 
par rapport ~ l'azote total, mais aussi les quantit6s relatives des diff6rents enzymes et 
des divers constituants varient d'une fraction ~t l 'autre. DSs lors, pour expliquer les 
diff6rences de composition des cinq fractions par des m61anges de granules de types 
diff6rents, il faudrait supposer qu'il existe autant  de types de granules que de constituants 
~tudi~s. 

D'autre part, les diff6rences de concentration en enzymes et en constituants (par 
rapport ~ l'azote total) qu'on observe d'une fraction ~t l 'autre, sont beaucoup plus 
petites que celles qu'on observerait si chaque enzyme 6tait associ6 ~ des granules dou6s 
d'une vitesse de s6dimentation d~finie et unique (voir courbes de distribution Fig. 4); 
il faut donc admettre clue chaque enzyme se rencontre en association avec des particules 
douses de vitesses de s6dimentation diverses. 

L'image que nous sugg~rent nos r~sultats est donc celle d'une grande h~t~rog6n~it6 
des particules cytoplasmiques, n importe cependant de souligner que cette h6t~rog6n~it6 
est essentieUement d'ordre quantitatif:  diff6rences de vitesse de s6dimentation (taille et 
densitY), diff6rences de composition et de teneur en enzymes. Mais derriere cette h6t6ro- 
g6n~it6 quantitative subsiste une parent6, qni fut d'ailleurs d6ja soulign6e par CLAUDE 1,4. 

Lorsqu'on utilise pour chaque essai un foie de souris, on trouve d'une exp6rience 
l 'autre des fluctuations notables des teneurs en enzymes dans les diff6rentes fractions. 
Par exemple, nous avons observ6 que la plus grande richesse en phosphatase alcaline 
(exprim6e par rapport ~ l'azote) se situe soit k la fraction B soit ~ la fraction C ; l'ad6no- 
sinepyrophosphatase peut pr6senter un maximum d'activit~ ~ la fraction B. Mais tree 
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observation reste constante : c'est que l'acide nucl6ique est d 'autant  plus abondant dans 
les granules qu'ils sont plus difficilement s6dimentables, c'est-k-dire plus petits. 

Si on exprime l'activit6 des enzymes, la teneur en azote et en P liposoluble par rap- 
port ~ l'acide ribonucl6ique pr6sent, on volt les chiffres s'ordonner d'une mani~re tr6s 
frappante: tr~s bas pour la fraction form6e des particules les plus petites, ils s'61+vent 
r6gnli~rement quand on consid~re des particules de plus el1 plus grosses*. Tout se passe 
comme si les granules des diff6rentes fractions repr6sentaient diff6rents degr6s de d6ve- 
loppement de complexes lipoprot6iques qui croitraient; comme si des prot6ines et des 
enzymes s'61aboraient autour d'lm germe tr~s riche en acide ribonucl6ique. Les varia- 
tions des proportions des diff6rents constituants et enzymes apparaltraient alors comme 
des ,,dysharmonies de croissance" de ces particules. 

Nous ne voulons voir dans cette interpr6tation de nos r6sultats qu'une simple tlypo- 
th~se de travail qui devra ~tre ~prouv~e par des recllerches ult6rieures. Elle est apparen- 
t~e aux interpr6tations de la signification des granules propos~es par BRACHET et 
JEENER s, BRACHET 15, CLAUDE 1, MOOG et STEINBACH 17, elle les prolonge et les englobe. 

Notons que cette interpr6tation viendrait expliquer aussi une constatation faite 
pr6c6demment par J. BRACHET et nous-m6melS: dans les oeufs vierges et les embryons 
jeunes, l'acide ribonucl6ique n'est pas s~diment6 en IO minutes ~ 60000 g; au cours du 
d6veloppement, une fraction de plus en plus importante de l'acide ribonucl6ique devient 
s6dimentable dans ces m~mes conditions. Nous avions exprim6 ces r6sultats ell disant 
que l'acide ribonucl6ique d'abord ,,libre" se combine au cours du d6veloppement ~ des 
particules s6dimentables. I1 se pourrait en fait, que l'acide ribonucl6ique soit associ6 
de petites particules qui croltraient au cours du d6veloppement. 

C'est k des exp6riences nouvelles qu'il appartient de trancher ces questions. Le tr~s 
int6ressant travail de F. MOOG et STEINBACH 17 sur la variation de la teneur en phospha- 
tase des granules de l 'embryon de poulet au cours du d6veloppement, indique la voie 

suivre. 
2. Dans le pr6sent travail, nous nous sommes attach6 k d6terminer la composition, 

la teneur en deux enzymes et quelques constituants des diff6rentes fractions isol6es; 
nous n'avons pas cherch6 ~ d6terminer la fagon dont la quantit6 totale &enzymes ou de 
constituants se r6partit entre les diff6rentes fractions, ainsi que cela fut fait dans de 
nombreux travaux. Les activit6s fermentaires que nous trouvons dans les granules les 
plus petits sont g6n6ralement plus faibles clue celles que nous trouvons dans les plus gros, 
mais elles leur restent comparables. Cependant comme les plus gros granules repr6sentent 
dans la cellule une masse beaucoup plus consid6rable clue les plus petits, il est certain 
que la plus grande masse d'enzymes est associ6e k des granules gros ou moyens ainsi que 
le montrent des t ravaux nombreux, notamment ceux de CLAUDE 4 et collaborateurs 6' ~. 

C'est un r6el plaisir pour nous d'exprimer aux Professeurs J. BRACHET et R. JEERER nos vifs 
remerciements pour les critiques et les suggestions que nous leur devons. 

~ S U M ~  

Dans les extrai ts  de foie de souris, l 'acide ribonucl6ique, les phospholipides, la phosphatase 
alcaline et l 'ad6nosinepyrophosphatase sont associ6s A des particules de dimensions t r t s  diverses. 

Cinq groupes de granules out 6t6 isol6s par centrifugation fractionn6e; ils different les uns des 
autres par leur composition et  leur teneur  en enzymes. 

* Toutefois dans les extrai ts  faits dans un tampon de phosphate M/IS o, on trouve toujours (4 
exp6riences) un exc~s d 'azote total  par rapport  A l'acide nucl6ique A la fraction C. Mais mSme alors 
la relation t i en t  pour les enzymes et les phospholipides. 
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Contrairement ~ l'opinion g6n6ralement admise, il ne semble pas qu'on puisse classer les par t i -  
cules en deux categories dont l 'une contiendrait  des granules perteurs de ferments et  l 'autre des 
granules d~pourvus d'enzymes. 

Plus les granules sont petits,  plus ils contiennent d'acide ribonucl~ique (par mg d'azote). 
Suit une discussion de ces r~sultats et  des interpr6tations qu'ils sugg~rent. 

SUMMARY 

In mouse liver extracts,  ribonucleic acid, phospholipids, alkaline phosphomonoesterase and 
adenosinepyrophosphatase are bound to particles of many different sizes. 

Five groups of granules have been separated by differential centrifugation. They differ in com- 
position and in enzyme content.  

The results do not agree with the  generally accepted view according to which the particles 
could be classified into two groups, the  one composed of granules containing enzymes, the other  of 
enzyme free granules. 

The smaller the  granules are, the more nucleic acid they  contain (per mg nitrogen). 
These results and their  possible implications are discussed. 

ZUSAMMENFASSUNG 

In M~useleberextrakten sind die Ribonucleins~ure, die Phospholipide, die alkalische Phospha- 
tase und die Adenosinpyrophosphatase mit  Teilchen yon sehr verschiedenen Dimensionen assoziiert. 

F f n f  Gruppen Teilchen wurden durch fraktionertes Zentrifugieren isoliert; sie unterschieden 
sich voneinander durch ihre Zusammensetzung und ihren Enzymgehalt.  

Im Gegensatz zu der allgemein gangbaren Auffassung wird nicht der Eindruck erhalten, dass 
man die Teilchen in zwei Kategorien einteilen kann, yon denen die eine die Teilchen enthiilt, die 
Enzymtr/iger sind und die andere enzymarme Teilchen. 

Je ldeiner die Teilchen, desto mehr Ribonucleinsiiure enthal ten sic (pro mg Stickstoff). 
Es folgt noch eine Diskussion dieser Resulate und der Interpretationen, zu denen die Resultate  

Anlass geben. 
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