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Des extraits de cellules tr~s vari~es contiennent tous des particules eentrifugeables 
comportant de l'acide ribonucl~iquO, 2, 8, 4, s, 6. I1 a pu ~tre d~montr~ que ces liens entre 
l'acide ribonucl~ique et les particules existent effectivement dans la cellule et ne con- 
stituent pas un arte-fact 1, 6. Mais une fraction non n~gligeable de l'acide ribonucl~ique, 
particuli~rement importante dans les extraits de cellules en multiplication active 1, l, 4,6,7 
ne se laisse pas centrifuger ~ 6o,ooo g, 6o min ; cette fraction pr~sente un turnover plus 
~lev~ que celui des fractions centrifugeables, ce qui d~montre qu'il ne s'agit pas d'acide 
ribonucl~ique d~tach~ des particules et conduit ~ supposer qu'elle joue un r61e physio- 
logique important 6, 8, 9 

Nous nous sommes propose, dans ce travail, d'essayer d'~tablir si l'acide ribonu- 
cl~ique non s~diment~ est sons une forme ionis~e dans l'~tat normal de la cellule, oll 
s'il pr6sente avec des prot6ines des liaisons stables analogues h celles existant dans les 
particules cytoplasmiques ou les virus x°. 

Que la question se pose est clairement indiqu~ par les r~sultats des recherches 
~lectrophor~tiques de LONGSWORTH ET MCISNES xx, montrant que l'acide ribonucl~ique 
est capable d'interaction avec l'ovalbumine ~ certains PH et pas ~ d'autres, et par les 
experiences de KLECZKOWSKI TM, qui montrent qu'il s'~tablit des liaisons entre l'acide 
ribolmcl~ique et toute une s6rie de prot~ines, pour autant que les pH r~alis~s soient 
interm~diaires entre les points iso~lectriques de l'acide nucleique et de la prot~ine 
~tudi~e, liaisons qui se rompent ~ des forces ioniques ~lev~es. 

Ces diverses ~tudes ont port6 sur des m~langes artificiels d'acide ribonucleique de la 
levure et de prot~ines diverses. Les p~ et les forces ioniques utilis~s par les auteurs ne 
r~pondeat que rarement aux conditions physiologiques. Dans notre recherche, nous 
avons cherch~ ~ reproduire les conditions r~alis~es darts le milieu intracellulaire et nous 
avons uniquement utflis~ des extraits de cellules. 

MATERIEL ET TECHNIQUES 

x. Materiel 
Comme matc~riel principal nous svons utilis~ des cultures du flagellste sans chlorophylle "Polyto- 

mella coeca", cultivd sur milieu synthdtique xa. iNous avons dgalement dtudid, mais de fa~on moins 
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approfondie, l 'acide ribonucl~ique du liquide surnageant d'ultracentrifugation du foie de rat  nouveau- 
n~ et de l 'oviducte de poule en p~riode de ponte, organes faisant tons deux une forte synth~se de 
prot~ines. 

2. Milieux d' extraction 

a. pour Polytomella: Afin d'obtenir l 'extrait  dana un milieu imitant  autant  que possible les 
conditions realis6es au sein de la cellule, nous avons choisi la solution de CHAMBERS xi, sorte de "Ringer 
intracellulaire", dont l 'auteur a v~rifi6 qu'elle n'alt~re pas l 'etat  colloidal du cytoplasme de divers 
protistes lorsqu'elle est injectee dans la cellule. Cette solution, depourvue de Ca ++, est tamponnee 
par du phosphate M/2oo pour des PH compris entre 6 et 8, par de l 'acetate pour des PH inferieurs. 
Sa composition, en dehors du tampon, est: KC1 o.52%, NaCI o.i75%, citrate de Na o.25%. 

b. pour le/oie de rats nouveau-n~s: Cherchant encore une fois ~ r~aliser un milieu "intracellulaire", 
nous nous sommes inspir~ des cormaissances acquises sur la composition ionique du milieu intra- 
cellulaire de foie de rat  16. La solution utilis~e a la composition suivante: KHtPO , o.o19 M, KzHPO 4 
o.o64 M, KHCO, o.o2o M, KCI o.oi8 M; son PH est 7.3. 

c. pour l'oviducte de poule: Nous nons sommes servi de la m~me solution que pour le foie de rat. 

3. Fractionnement 

Les cellules de Polytomella sont prelev~es en phase exponentielle de croissance, centrifug~es 
A 2ooo t /m et lavees au liquide de C~AM~R~S tamponn~, puis homog*n*is~es m~caniquement. L'homo- 
g~nat est centrifuge ~ i2,ooo t/m, le culot ~limine, et le liquide surnageant centrifug~ pendant une 
heure k 4oooo t /m (6o,ooo ~). C'est le liquide surnageant de cette derni~re centrifugatioa qui sera 
soumis k l 'analyse ~lectrophor~tique. 

Les autres tissns, apr~s homogen~is~tion au mix-blend, sont centrifuges dans les m~mes con- 
ditions que les cellules de Polytomella. 

4. Analyse aectrophor~tique 

Les liquides surnageants de la centrifugation k 40,0oo t /m sont dialyses contre la solutionw 
tampon correspondante. 

Une premiere serie d'expdriences d'dlectrophor~se ont dtd effectudes avec un appareil d'dlectro- 
phor~se d'aprbs LONOSWORTH le*. Ces analyses ont dtd exdcutees ~ o ° C, apr~s des dialyses prolongdes. 
Ces premieres expdriences ont port6 uniquement sur des cellules de Polytomella. 

La suite des expdriences a dt6 poursuivie avec des rdsultats identiques ~ l'alde de l 'appareil 
de microelectrophor~se d'apr&s ANTWEILER 17. Cet appareil prdsente l 'avantage de ne ndcessiter que 
de petites quantitds du liquide ~ analyser et un laps de temps relativement court pour effectuer une 
analyse dlectrophordtique. Les mesures se font par interfdromdtrie tout le long de la cellule d'dlectro- 
phor~se; on obtient ainsi la courbe intdgrale (n ~ f(x)), dormant l 'indice de rdfraction ou la concen- 
trat ion en fonction de la distance parcourue, courbe qu'il suflit de diffdrentier pour obtenir la courbe 

maxima (dn/dx = f(x)) comparable ~ celle que donne la "Schlierenmethode". Les analyses avec 
cet appareil ont 6td effectudes ~ i2 ° C environ, la dialyse en microcuves spdciales ne dure que deux 
heures au maximum. 

Au cours des expdriences r&aisdes avec l 'appareil d'ANTWEILER, nOUS n'avons pas cherchd 
ddterminer la valeur absolue des mobilitds; nous nous sommes contentd de faire des dlectrophor~ses 
tdmoins avec de l'acide ribonucldique, dans les m~mes conditions de PH, de force ionique et de 
concentration que dans les extraits. Nous avons utilisd dans ce but, d 'une part, de l'acide ribonu- 
cldique hautement polymdrisd**, d'autre part  de l'acide ribonucldique plus ddgradd (SCHWARZ). 
L'influence du degrd de polymdrisation de l'acide ribonucldique sur la mobilitd semble peu marqude is 
et ne peut rendre caduques les conclusions que nous tirons de nos expdriences, 

Les exp6rienees ont dtd effectudes ~ divers PH, afin de suivre le comportement des liaisons de 
l'acide ribonucldique dans uu large domaine de PH ddbordant de part  et d 'autre des limites physio- 
logiques. Nous avons dgalement effectud quelques expdriences ~ des forces ioniques variables et 
ddbordant aussi des limites physiologiques. 

Chaque extrait  soumis ~ l 'analyse dlectrophordtique a dtd dgalement analysd pour sa teneur en 
acide ribonucldique. Celui-ci est extrait  selon la mdthode de SCHNEIDER et dosd par la mdthode 

l'orcine lb. 

* Nous remercions vivement M. le Professeur V. DESREUX et les differents chercheurs de son 
service (Chimie physique, Universit~ de Li&ge) pour la raise ~ notre disposition de l 'appareil 
d'61ectrophor~se. 

* *  Nous remercions M. GHYSEN du Laboratoire de Chimie physique, Universit6 de Liege, 
pour les ~chantillons d'acide ribonucleique hautement polym~ris~. 
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RJ~SULTATS 

I. Diagrammes d'~lectrophor~se ~ diff~rents Pn (cdlules de Polytomdla) 

Des ~lectrophor~ses ont 6t6 effectu~es aux Pn de 5.65, 6.33, 7.00, 7.38 et 8.20. Les 
diagrammes sont caract6ris6s par une s6rie de pointes, de mobilit6s bien d6finies et 
variant peu, sinon pas du tout, dans la zone de PH examinee. Toutes ces pointes ont 
une mobilit6 largement inf6rieure k celle de l'acide ribonucl6ique fibre. A titre d'exemple, 
nous donnons le diagramme d'une ~lectrophor~se effectu~e k p~ 5.65 (Fig. 2); l 'extrait 
6tudi6 contenait 0.39 % d'acide ribonucl6ique. Si cet acide 6tait sous forme libre (ionis~e), 
il occuperait dans le diagramme d'~lectrophor~se la position indiqu~e par la courbe en 
pointill6s. Ainsi qu'on peut le voir, aucune trace appr6ciable d'acide ribonucl6ique n'a 
~t~ d~tect6e ~t cette place. Cette courbe en pointill6s a ~t6 obtenue ~ partir d'une solution 
d'acide nucl6ique dans le liquide de CHAMBERS tamponn~ au m~me PH. 

Fig. 1. Elec t rophor~se  de l iquide  s u r n a g e a n t  de 
Polytomella darts l ' appare i l  de LONGSWORTH. 

PH = 7.00; #z = o.16 

/ \ 
Fig.  2. Elec t rophor~se  de l iqu ide  surnagear t t  
de Polytomella d a m  l ' appare i l  d'ANTWEILER. 

PH = 5.65; P = o.16 

Les Fig. I e t  2 rendent bien compte de la concordauce des r~sultats obtenus avec 
les deux appareils dont nous nous sommes servi: les deux diagrammes mettent en 
~vidence les m~mes trois s6ries de pointes et l'absence de pointe d6celable correspondant 
/t l'acide ribonucl6ique libre. 

2. Diagrammes d'~lectrophor~se d di~rentes /orces ioniques (ceUules de Polytomella) 

Nous nous sommes plac6 h des forces ioniques de 0.08, o.16 (force ionique du liquide 
de CHAMBERS et r~alis6e pour les exp6riences ~t diff~rents Pn) et o.31. Les diagrammes 
ont une allure diff6rente de ceux faits ~t force ionique ~gale k o.i6; mais encore une lois, 
aucune pointe correspondant ~ la quantit6 d'acide ribonucl6ique dos6e Ix'apparalt 
(Fig. 3 et 4). 

3. Diagvammes d'~lactvophor~se de lissus autres que Polylomdla 

Les ~lectrophor~es ont ~t~ effectu~es k Pa 7.3 et k force ionique 0.25. La Fig. 5 
montre le diagramme obtenu pour le foie de rat nouveau-n6; la courbe en pointill6s 
correspond au diagramme donn~ par une solution d'acide riboaucl6ique de m~mes pa 
et force ionique et de concentration ~gale k celle dos6e dans l'extrait h~patique (liquide 
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sumageant d'ultracentrifugation). L'oviducte de poule en p6riode de ponte a donn6 un 
extrait trop opaque, aucun m6nisque n'a 6t6 mis en 6vidence; n6anmoins, nous avons 
pu v6ritier que, aussi darts ce cas, il ne peut gtre 
d6cel6 de m~nisque qui aurait la mobilit6 corres- 
pondante ~ cene de l'acide ribonucl6ique libre. 

DISCUSSION 

Ces "r6sultats, concordants sur le point de 
savoir sous quelle fonne l'acide ribonucl6ique 
de la fraction cytoplasmique k la vitesse de 
s6dimentation la plus basse se pr6sente, montrent 
nettement que celui-ci est englob6 dans des com- 
plexes, pour des valeurs du PH et de la force 
ionique d6bordant largement autour de celles 
r6alis6es dans la ceUule; la nature des liaisons 
darts lesquelles l'acide ribonuc16ique intervient 
reste encore ind6termin6e, que ce soient des 
liaisons sel ou des liaisons de complexes analogues 

ceUes d$crites par KLECZKOWSKI zi. 
Comme d'autre part, dans les tissus 6tudi6s, 

les autres fractions cytoplasmiques contiennent 
de l'acide ribonucl6ique li6 k des particules 
lipido-prot6iques d6jk connues sous les noms de 
mitochondries, granules, microsomes, nous som- 
mes amen6 ~ conclure clue, nulle part darts le 
cytoplasme, l' acide ribonucl~ique n' existe ~ l'~tat 
libra. 

Le complexe "nucl6oprot6ique" de la frac- 
tion cytoplasmique ~ vitesse de s6dimentation 
la plus basse semble d'autre part ne pas gtre 
de nature homog~ne. En effet, l'acidification 
progressive de rextrai t  conduit k un premier 
pr6cipit6 riche el1 acide ribonucl6ique, qui se 
forme k p~ 5.2o. Le liquide surnageant ~ PH 5.2o 
contient encore une partie importante de l'acide 
ribonucl6ique de l'extrait, dont l'analyse 61ectro- 
phor6tique montre qu'elle ne consiste pas en 
acide nucl6ique libre. L'acidification plus pouss6e 
de la solution ne conduit pas k un pr6cipit6 
d'acide ribonucl6ique pour des Pt~ voisins de 5.2o; 
cette fraction"nucl6oprot6ique" ne pr6cipite qu'~ 
p~ 2.20, c'est-k-dire au voisinage du point iso- 

Fig. 3. Elec t rophor~se  de l iqu ide  su rna-  
gean t  de Polytomellct darts l ' appare i l  

d'ANTWEILER. PH = 7.0; /.L --~ o.31 

Fig.  4- Elec t rophor~se  de l iquide  su rna -  
gean t  de Polytomdla darts Fappare i l  

d'ANTwEIL~R. PH = 7.O; /~ = o.08 

A 
Fig. 5. Elec t rophor~se  de l iqu ide  su rna -  
gean t  de  foie de r a t  nouveau-n6 ,  dans  

l ' appare i l  d*ANTWEILER. 
PH = 7.3; /* = o.25 

61ectrique de l'acide ribonucl6ique. Ces deux pr6cipit6s contierment la quasi-totalit6 
de l'acide ribonucl6ique du liquide sumageant de centrifugation ~ 6o ooo g, ~ savoir 
82.3%; le rapport P/N est dans ces deux pr~cipit~s respectivement de 5% et de 8%. 
On pourrait ainsi supposer que, dans la fraction non centrifugeable du cytoplasme, 
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l 'acide ribonucl6ique existe sous la forme de deux ribonucl~oprot~ides diff~rents. 
I1 est int~ressant de noter  que les t ravaux  de LONGSWORTH ET MCIm~ES xl et les 

constatat ions que nous avons pu faire nous-m~me dans les conditions oh nous nous 
sommes plac6 montrent  qu'i l  ne s '6tablit  de liaison entre l 'acide ribonucl6ique et l 'oval- 
bumine qu'~ des p~ relat ivement bas, tandis que pour les prot6ines cytoplasmiques,  le 
lieu se maintient  dans un large domaine de Ptl. I l  en ressortirait que les prot6ines du 
cytoplasme ont  des propri6t6s diff6rentes de celles de l 'ovalbumine et que diff~rentes 
prot6ines peuvent  pr6senter avec l 'acide ribonucl6ique des liaisons de types vali6s. 

Nous avons ~galement constat~ que l 'addit ion ~ un extrait  de Polytomdla de petites 
quantit6s d 'acide ribonucl~ique de levure libre (sous forme ionis6e), rant  k Pti physio- 
logique qu'~ des PI~ largement diff6rents, donnait  un diagramme d'61ectrophor~se dans 
lequel on ne pouvai t  d6tecter de m6nisque correspondant ~ cet acide libre. Celui-ci s 'est 
donc li6 k des prot6ines pr6sentes dans rextra i t .  Ceci 6rant, il est ~vident que l 'acide 
ribonucl6ique de la cellule ne peut  exister k l '6tat  libre, cette derni~re disposant d 'un  
exc~s de prot6ines susceptibles de fixer de l 'acide ribonucl6ique. Les liaisons qui s'6tablis- 
sent entre ces prot6ines et l 'acide nucl6ique ne sont pas du type  sel ordinaire, ces derni~res 
se dissociant dans un champ 61ectrophor6tique ~ pi~ convenablement  choisi. 

Nous pouvons done retenir comme conclusion certaine l 'existence de complexes 
nucl6oprot6iques dans la fraction non centrifugeable du cytoplasme et l 'absence totale, 
du moins en quantit6s d6celables, de l 'acide ribonucl6ique k l '6tat  libre. Une des formes 
possibles de ces complexes a un point iso~lectrique proche de 5.2o, tandis qu 'une  autre 
aurai t  le sien k un P~t beaucoup plus bas. Enfin, les liaisons existant entre l 'acide ribonu- 
cl6ique et les prot6ines cytoplasmiques sont particuli~rement stablest0; elles ne peuvent  
~tre rompues dans un champ 61ectrophor~tique, m~me quand on fait varier les conditions 
de Pn et de force ionique dans de tr~s larges limites; eUes semblent ~tre de nature  
diff~rente de celles qu 'on observe entre l 'acide ribonucl6ique et une prot6ine banale 
comme l 'ovalbumine;  eUes ne sont donc vraiscmblablement pas ~lectrovalentes. 

R#-SUM~- 

La fraction de l'acide ribonucl6ique cytoplasmique qui ne s6dimente pas en une heure sons 
6o, ooo g est li6e g des prot6ines par des liaisons stables analogues g celles existant dans le cas des 
granules ribonucl6oprot6iques (mitochondries, microsomes). Ces liaisons persistent pour des valeurs 
du PH et de la force ionique d6bordant largement en dehors de celles r~alis~es dans le cytoplasme 
normal. Les nucl6oprot6ides 6tudi6s sont vraisemblablement de deux types distincts. 

SUMMARY 

The fraction of the cytoplasmic ribonucleic acid which does not sediment in one hour at 60,000 g, 
is bound to proteins by stable bonds, which are analogous to those existing in the ribonucleoproteic 
granules (mitochondria, microsomes). These bonds are not ruptured for values of PH and ionic 
strength which are beyond those existing in the normal cytoplasm. The nucleoproteins studied seem 
to be of two distinct types. 

ZUSAMMENFASSUNG 

Die Ribonukleinstiurefraktion aus Cytoplasma, die in einer Stunde bei 6o,ooo g rdcht sedimen- 
tiert, ist durch stabile Bindungen an Proteine gebunden; diese Bindungen sind den, in den Cyto- 
plasmateilchen vorkommenden ~llmlich. Sie werden auch bei PH- und Ionenstt~rke-werten, die viel 
von denen des normalen Cytoplasmns abweichen, nicht zerstOrt. Die untersuchten Nuldeoproteine 
gehOren wahrscheinlich zwei verschiedenen Typen an. 
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