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BIOLOGIE MOLECULAIRE. — Séparation de Ia transcriptase inverse de 'ADN
polymérase ADN dépendante. Analyse de I'ADN synthétisé sur le modéle de
LARN transformant. Note (*) de M. Mirko Beljanski, présentée par M. Pierre
Lépine. . i

La transcriptase inverse d'E. cofi, physiquement séparée de PADN polymérase ADN dépend.
synthétise in vitro, sur le modéle de 'ARN transformant, un ADN, Cet ADN est complémentaire de
FARN ct p dc une masse moléculaire identi

Nous avons bri¢vement décrit P'existence d’une enzyme présente dans le sur-
nageant 105000 x g d’E. coli qui, en présence des 4 désoxy ribonucléoside-5'-tri-
phosphates (d-XTP) et d’un ARN transformant [(*), (*)] synthétise un produit
acido-précipitable possédant les caractéristiques de PADN ()

Nous démontrons ici que la transcriptase inverse, aisément séparable de FADN
polymérase ADN dépendante chez E, coli sauvage ou mutant sho-R (*), se trouve
sous 2 formes : libre et associée 3 un ARN. L'ADN synthétisé par la transcriptase
inverse a été analysé, . .

Les extraits des bactéries sont préparés comme décrit (®). Les débris cellulaires
et les ribosomes sont éliminés soit par centrifugation 4 105 000 x g soit par précipita-
tion & I'aide de (NH.,),SO, (28 %) (pH maintenu & 7,4). Les protéines du surnageant
sont précipitées par (NH,),S0, (50 %), dialysées, adsorbées sur colonne de « DEAE »
cellulose (0,90 mEq/g) puis éluées par un gradient linéaire : Tris-HCI 102 M
(pH 7,3)—Tris-HC1 10> M (pH 7,3) + KC1 0,5 M + MgCl, 10~*M + mercapto-
éthanol 10~* M. La polymérisation des 4 d-XTP-H fut recherchée dans chacune
des fractions (prise 0,05 ml) en 'absence et en présence d’ARN transformant et
d’ADN de thymus, utilisés séparément.

Le milieu d’incubation (0,2 ml) contenait : Tris-HCl 10-2 M (pH 7,65) :
25 pMoles ; MgCl, : 2 pMoles ; d-ATP, d-TTP, d-CTP, d-*H-GTP, 50000 cpm :
5 nMoles de chacun. ARN transformant ou ADN de thymus : 2 pg. Incubation a
36° pendant 20 mn. La radioactivité du matériel acido-précipitable lavé est déterminée
a Taide d’un compteur & scintillation.

RESULTATS. — La figure | montre les fractions de Ia colonne de DEAE cellulose
contenant les enzymes qui polymérisent les d-XTP.

Région I: Transcriptase inverse lide & PARN. — L’activité endogéne de cette
enzyme (fig. 1, région I) est trés forte (tableau I); Elle dépend d’un ARN associé a

" Penzyme elle-méme ; Pactivité disparait en présence de RNase ne contenant pas de

DNase. L'addition d’ARN ou d'ADN exogéne est sans effet sur cette transcriptase
inverse qui présente certaines analogics avec celle isolée des cellules normales d’em-
bryons de Poulet ().

Région II : La transcriptase inverse libre est essentiellement présente dans les
fractions de la région II qui chevauchent en partie avec celles de la région III. En
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TABLEAU I, — Activité de la transcriptase inverse des bactéries matantes E. coli M S00 Sho-R
(pmoles de d-XTP-3H incorpords en 20 mn 3 60 ug de protéines)

Enzyme liée 3 I'ARN - Eazyme libre

T —
Milicu complet v.......ovunvnennn... 330 Mitieu complet ........cvvvunnvennn.... 222
Milieu + RNase pancréatique (30 yg) .. 92 Milieu — ARN transformant ........... <1
Milicu 4 RNase T; (20 yp)............ Milicu — ARN de la transcriptase liée. . ... <l
Milicu + ARN transformant (2 pg). ... Milicu — d-CTP, d-TTP, d-ATP ... ceeen <2

Milicu 4+ ADN de thymus (2 ug) ..... Milieu + RNasc pancréatique et T; (20 pg
Milieu + rifampicine 20pig ........... dechaque) vo.veenninniiinrenieennnn. 23
Milieu + N-déméthylrifampicine 20 ug.. 172 Milicu 4 rifampicine 20 pg 80
Milieu + actinomycine D 2,5pg ....... 145 Milicu + N-déméthylrifompicine20pg . ... 89
Milicu 4 actinomycine D 2,5 pg.. ....... 110
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Fig. 1. — Eluat des protéines d’E. coli M 500 sho-R (colonne DEAE ccllulosc). Région I : transcriptase
inverse liéc ; région I1 ; transcriptase inverse libre ; région 111 : ADN polymérase ADN dépendante,

*H4-PRODUIT (C.P.M x 107%)
wn

présence des 4 d-XTP, Pactivité endogéne de la transcriptase inverse libre (région II)
est trés faible. L'addition d’un ARN transformant ou de FARN isolé i partir de la
transcriptase inverse I (tableau I) permet la synthése d’ADN. La RNase pancréa-
tique et T, détruisent la matrice et I'activité ne s’exprime plus. La rifampicine ct la
N-déméthylrifampicine (¢) inhibent I'activité des transcriptases inverses (tableau I)
sans pour autant affecter celle de FADN polymérase ADN dépendante (). Par
contre, I'actinomycine D inhibe I'activité de ces 2 enzymes.

Région 1II: ADN polymérase ADN dépendante. — L’éluat de cette région
contient essenticllement 'ADN polymérase ADN dépendante et une certaine
activité de Ia transcriptase inverse libre due au chevauchement des courbes (régions I1
et III). .

Nature de I'ARN lié & la transcriptase inverse I. — Détaché de la transcriptase
inverse (région I) par des procédés classiques (*) 'ARN ne conticnt pas ’ADN
(tableau II). Sa composition en nucléotides est proche de celle de FPARN transfor-
mant ou ¢pisomal (*) (tablcau 111) contenant les bascs puriques cn excls el ayant

./‘
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TasLeav 1. — Analyse de 'ARN 1ié & la transcriptase inverse (région 1)

Dosage

=== —~—————__ Réaction A la
par absorption diphénylamine
260/280 nm 4260 nm par ribose (ADN)
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Fig. 2. — Synth&se in vitro & 68° d*un hybndc ¢ 1. Hybride ADN-3H-ARN-transformant ; pas d'hybride
formé eatre I"ADN-3H et I'ARN ribosomique d'E. coli sho-R, 2 ni avec PADN 3

une masse moléculaire d’environ 6 S. La transcriptase inverse libre peut utiliser cet
ARN comme matrice pour synthétiser PADN (tableau I).

Complémentarité entre ' ADN->H synthétisé et son moddle, ' ARN transformant
d’E. coli. — L'’ADN-H a été synthétisé par la transcriptase inverse libre en utilisant
PARN transformant excrété par les bactéries E. coli M’ 500 Sho-R (*). Aprés purifi-
cation de FADN-*H, I'analyse (tableau III) montre que les nucléotides-*H consti-
tuant 'ADN-*H sont en rapport complémentaire avec PARN transformant. D’autre
part, hybride synthétique formé par chauffage 3 68¢ (°) de I'ADN-*H et de PARN
transformant, sédimente sur gradient de Cs,80, dans la région de densité situde
entre FARN et PADN. 1l s’agit de Ihybride ADN-*H-ARN ( fig. 2). Par contre
PADN-*H ne s’hybride ni avec FARN ribosomique ni avec I'ADN total d’E. colf
M 500 Sho-R. -

La masse moléculaire de YADN-3H synthétisé par la transcriptase inverse
d’E. coli en présence ’ARN transformant a dté déterminée sur gradient de saccha-
rose aprés traitement de 'ADN-*H par la soude 0,3 M pendant 16 h & 24 oC. Le
coeflicicnt de sédimentation cst d'environ 6 S, valcur identique 2 celle trouvée pour
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. TasLeav 1Il. — Rapport des bases de I'ARN transformant
ct de I'ADN synthétisé par la transcriptase inverse sur le modéle de I'ARN transformant

moles pour 100 moles de nucléotides

ARN ARN lié & la trans- SH-ADN
Nuckéotid formant criptase inverse synthétisé ADN d'E. coli
311 32,5 173 24,5
13,0 36,0 18,8 24,8
180 16,0 30,8 24,6
17,8 15,5 33,1 26,1
G+A G+A C+T C+T
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Fig. 3. — Profil de PADN-3H synthétisé par la transcriptase inverse libre,
Gradicnt de saccharose (pH neutre et alcalin)

PARN transformant lui-méme (3), ce qui correspohd 4 une masse moléculaire -

1,6 x 10° (fig. 3).

Signalons qu'un ARN riche en purines vient d’étre découvert comme é&tant
indispensable pour la synthése de 'ADN du phage ® x 174 (%), ce qui trace une
intéressante analogie de mécanisme avec nos résultats montrant Pexistence chez
E. coli ’ARN transformants riches en purines (') et d’une transcriptase inverse
capable de transcrire ces ARN en ADN complémentaires.

’
(*) Séance du 19 février 1973.
(') M. BELIANSKI et coll., Comptes rendus, 272, Séric D, 1971, p. 2107 et 2736.
(3} M. BEUIANSKI, P. MANIGAULT et coll., Proc. Nat. Acad. Se. USA, 69, 1972, p. 191.
(3) M. BewsaNski, Comptes rendus, 274, Série D, 1972, p. 2801.
(9 C. Y. Kano et H. Tesan, Proc. Naf. Acad. Sc. USA, 69, 1972, p. 1550.
() M. BeLianski et M. PLawecki, Academic Press (sous presse).
(%) N-déméthylrifampicine AF/ABDP cis L 9254 nous a été fourni par Gruppo Lepetit, Milan.
(M R. ScutxmaN et coll., Proc. Nat. Acad. Sc., USA, 69, 1972, p. 2691.
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