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Identification des sites d’attachement spécifiques d’arginine
et de valine dans des RNA d’origines différentes. VIII

M. Bersanskr, C. FiscHER-FERRARO et P. BOURGAREL
Service de Biochimie cellulaire de I'Institut Pasteur, Paris

(Regu le 11 septembre/23 novembre 1967)



The binding sites, to which [CJarginine and [*C]valine are linked to a messenger-like RNA
of Alcaligenes faecalis in the presence of ATP and a purified “polypeptide synthetase’ preparation
from the same organism, have been identified. From a large scale incubation mixture, [14C]Arg-
RNA was isolated and degraded with ribonuclease. By electrophoretic and chromatographic
methods two compounds were obtained, CpUp-[**C]Arg, and CpUp-[1C]Arg-Cp. Evidence is
presented indicating that the carboxylic group of the amino acid was bound in ester linkage to
the hydroxyl in 2'-position of the uridylic ribose. The same compound were obtained when an
RNA fraction from Escherichia coli was used. Similar experiment with [*4C]valine yielded CpCp-
[14C]Val and CpCp-[4C]Val-Cp with either RNA fraction. With TYMV-RNA as acceptor, CpCp-
[##C]Val was identified. The possible significance of these results is discussed.

A plusieurs reprises nous avons décrit un systéme
soluble purifié capable de synthétiser in vitro des
oligopeptides [1—3]. Ce systéme est constitué de
préparation enzymatique purifiée (polypeptide syn-
thétases) et de certaines fractions de RNA particulier
provenant d’Alcaligenes faecalis ou d’Escherichia
coli [4]. Dans la préparation des polypeptide syn-
thétases il existe trés certainement un enzyme pour
chaque acide aminé catalysant en présence soit de
chacun des quatre ribonucleoside-5'-triphosphates,
soit de deux seulement, la fixation d’un acide aminé
donné dans des RNA utilisés [6]. Les RNA actifs
dans le présent systéme sont des RNA & marquage
rapide provenant des bactéries, des levures, des
cellules du foie de rat [4] et le TYMV RNA provenant
de la mosaique jaune du navet [9]. La fixation sans
compétition de quantités importantes d’acides aminés
& des RNA actifs d’origine bactérienne suggérait déja
que les acides aminés fixés devraient étre liés & des
sites localisés le long de la chaine des RNA.

Nous présentons ici les données relatives & I'isole-
ment et & l'identification de di- et de trinucléotides
porteurs de [*4Clarginine et de [14C]valine. Ces com-
posés ont été isolés & partir de complexe [14CJAA-
mRNA formé in vitro entre acide aminé L marqué
au 4C et le RNA actif dans le présent systéme.

Abréviations non usuelles. Fraction d’acide ribonucléique
4 marquage rapide ayant certaines caractéristiques du RNA
messager, mRNA (matriciel); acide aminé marqué au 14C,
[MCJAA; tobacco yellow mosaic virus (virus de la mosaique
jaune du navet), TYMV; tiches radioactives migrant ou
ne migrant pas vers la cathode, N, ou N,; mélange des
izel,o;l;%r;s 2’ et 3’ du CMP et de I'UMP, Cyd-2'(3’)-P et Urd-

( Enzyme. Ribonucléase (EC 2.7.7.16).

MATERIEL ET METHODES

Souches bactériennes. Les bactéries d’Alcaligenes
faecalis ont été cultivées en milieu trypticase [6],
celles d’Escherichia coli B en milieu synthétique 63 [7]
et récoltées avant la fin de la phase exponentielle de
croissance.

Préparations enzymatiques. La méthode permet-
tant d’isoler et de purifier les préparations enzy-
matiques (polypeptide synthétases) a été décrite [5].
La fraction gel 8-1 a été utilisée (étape 5).

Actides ribonucléiques. Les RNA ont été isolés &
I'aide de phénol et les fractions enriches en RNA &
marquage rapide (mRNA) ont été obtenues par
fractionnement des RNA totaux & I’aide de sulfate
d’ammonium d’aprés la méthode décrite [4]. Une
fraction de RNA actif précipitant entre 60—65°},,
et Pautre entre 80—909/, de la saturation en sulfate
d’ammonium, ont été caractérisées comme RNA 2
marquage rapide [4]. Le RNA isolé & partir de virus
de la mosaique jaune de navet a ét6 aimablement mis
& notre disposition par M. le Professeur L. Hirth et
par le Dr. J. M. Bové.

Acides aminés. La pL-[Clarginine et la pL-[14C)-
valine (activité spécifique 5 mC/mmole) proviennent
du Commissariat & I’Energie Atomique; les ribo-
nucléoside-5'-triphosphates de Pabst Co. et Duchapt-
Caron (Montrouge, Seine); la ribonucléase pancréa-
tique de Worthington Biochemical Co.; le meta-
périodate de sodium de Serlabo (Paris); la phos-
phatase prostatique a été prédarée par le Dr. A. M.
Michelson.

Solvants pour chromatographie. (a) éthanol-acétate
d’ammonium M pH 5.0 (70:30, v/v); (b) n-butanol—
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acide acétique —ean (70:10:20, v/v/v). Les papiers
Whatmann n° 13 ont été utilisés,

Synthése du complexe [MCJAA-mRNA, Le miliey
d’incubation contient, dans un volume final de 10 3
30ml: MgCl,, 200 pmoles; tampon Tris-H(] (PH 7,6),
600 pmoles; DL-[YClacide-aming, 6 pmoles (30 pC);
RNA matriciel 4’4 lealigenes faecalis ou d’Escherichiq
coli, 80—120 mg; de la mosaique jaune du navet,
100—160 mg; enzyme gel 8-1, 5 mg [5]. Aprés 30 min
d’incubation 3 32° le complexe [MCJAA-RNA est
précipité et lavé par HCIO, 0,3 N, redissous dans
1—3ml de tampon suceinate 0.2M (pH 6,0) puis
dialysé une nuit contre du tampon acétate 0,01 M
(PH 4,1). Les protéines précipitées sont éliminées
Par centrifugation; le Surnageant contenant le com.
Plexe [UCJAA RNA est concentré & froid & 1—1,5 ).

Dégradation  dy complexe [MUCJAA-RNA. Le
complexe est incubé 3 24° (tampon acétate 0,1 M de
PH 4,1) avec de Ia ribonucléase Pancréatique (RNA/
ribonucléase — 100/1,5) pendant 24 h pour le [M(].
Arg-RNA et 2—3 | pour le [4C]Val-RNA. Ces temps
favorables ont été déterminés expérimentalement,

Séparation par électrophorése deg produits de
dégradation dy complexe [1UC]44-RNA. Aprés action
de la ribonucléase, le matérie] insoluble 3, PH 3,5 est
¢liminé et Jeo Surnageant déposé sur Papier What-
man n°1 préalablement iImbibé de tampon acétate
50 mM pH 3,5 (1—2 mg/em) et soumis & une électro.
phorése de 1—3 1 (55 voltsjem; 1,5—2 mAjem) 4 la

Isolement et purification des taches radioactives.
La tache N, radioactive (voir I’ionogramme) qui
migre nettement veps la cathode peut, selon l’ex.
Périence, étre plus ou moing diffuse; le Papier
contenant cette tache est excisé et le matériel radio-
actif concentré & I’aide de solvant () puis élué avec
une solution d’acide acétique 0,01 N additionnée de
HCIO, (concentration finaJe 10-°N). Le matériel
radioactif est Iyophilisé & froid, purifié par électro-
phorése dans Jes conditions décrites Ppuis par chro-
matographie sur papier Whatman n° 1 3 Paide du
solvant (b), et enfin analysé.

La tache N, radioactive qui reste prés de lorigine

ment de 159/;).
Traitement avec NalO,. Environ 20—30 pg de N,

sont déposés sur Papier Whatman n° § puis la réaction

effectuée d’aprés la méthode de Gordon et ¢oll, [8].
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Traitement par la phosphatase prostatique. 20 3
30 ug de N, ou de N; sont incubés & 24° dans du
tampon succinate 0,05 M (PH 6,0) avec 20 pg de
phosphatase. Temps 20 min. IL’acide aminé esf
détaché de N, ou de N, par KOH 0,05 N pendant
15 min & 24°,

Tdentification des nucléotides. L’hydrolyse de N,
et de N, (4, de 1,5 & 2,0, & 260 my) purifiés est,
effectuée par KOH 0,45 N pendant 24 h 3 37°. La
colonne de Dowex X.1 (200—400 mesh), est, utilisée
pour la séparation des nucléotides et des nucléosides
[4].

W o

Fig. 1. Tonogramme des produits
[MClArg-RNA q'4. faecalis.
2 heures. Le RNA de . coli do

RESULTATS
Constituants de Nl-[HC’]Arg et de Nz-[l“C']Arg

Sur I'ionogramme (Fig. 1) représentant une partie
du complexe [MC]Arg-RNA dégradé (RNA Provenant

&’ Alealigenes faecalis ot A’ Escherich; coli) on observe

que la [“CJarginine libre, et Pautre N,-[MC]Arg se
déplagant peu dans Je méme sens. L’analyse de N;-
[*C)Arg purifié montre (Tableau 1) 1a stoechiométrie
suivante: 1 Arg, 1 Cyd-2/(3')-P ot de 1 Urd-2’(3’)-P.
Il s’agit done d’un dinucléotide (CpUp) porteur
d’arginine. Dans les meilleures conditions, le N;-
[MCJArg représente environ 309/ de I[*Clarginine
initialement attachée ay RNA (Tableau 1). Le spectre
de Ni-[MCJArg avant et aprés hydrolyse ne différe
pas de celui d*un mélange équimolaire de Cyd-2/(3").p
et d'Urd-2/(3").p (Fig.2). La tache Ny[“C]Arg (Fig.1)
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Tableau 1. Complexe mRNA["]C-Arg

Composition Rendement

Radioactivité
AR, (x107%) Arginine Cyd-2'(8)-P Urd-2(3")-P en M
coups/min nmoles s
Alcaligenes [aecalis
RNA-["C]Arg 560 860 100
N,-[MC]Arg 168 260 250 270 30
N,-[14C]Arg 280 430 910 440 50
Escherichia coli
RNA-[4C)Arg 456 700 100
N;-[H#C)Arg 130 200 180 210 28
N,-[1C]Arg 190 280 570 270 42
06
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LONGUEUR D'ONDE (my)
Fig.2. Spectre d’absorption wultraviolet de N,-[MC]Arg en
miliew acide (O). Par comparaison, le spectre d’absorption
d’'un mélange de Cyd-2/(3")-P et de’Urd-2'(3')-P est donné
en trait plein ( )

est constituée (Tableau1) de: 1[C]Arg, 2 Cyt-
2'(3")-P, 1 Urd-2'(3')-P. 11 s’agit done d’un trinucléo-
tide CpUpCp auquel Iarginine est attachée. Le N,-
[MC]Arg représente environ 509/, d’arginine totale
lite au RNA (Tableau 1). Les résultats concernant
le complexe [YMC]Arg-RNA d’E. coli montrent
(Tableau 1) que 14 aussi la [MCJarginine est liée dans
le N, au CpUp d’une part et au CpUpCp d’autre
part, comme dansle cas de [YC]Arg-RNA &’ 4. faecalis.
Il est & remarquer que l'incubation du complexe
[MC]Arg-RNA en présence de ribonucléase pendant
24 et souvent 36 heures ne suffisait pas & dégrader
le CpUp et le CpUpCp lorsqu’ils sont porteurs
d’arginine.

Constituants de Ni-[YMCJVal et de N,-[1*C{Val

L’ionogramme des produits de dégradation du
complexe [MC]Val-RNA indépendamment de ’origine
des RNA utilisés montre essenticllement 2 taches
radioactives, N;-[MC]Val et N,-[MC]Val (Iig.3). Apres

Fig.3. Ionogramme des produits de dégradation du complexe

[YC]Val-RNA du TYMV. Durée de la séparation: 1 heure.

Le RNA de A. faecalis et d’E. coli donnent des résultats
identiques

purification, la N;-[*C]Val migre moins rapidement
vers la cathode que lors de la premiére électrophorése.
Les raisons de ce changement nous échappent actu-
ellement. L’analyse de N,-[**C]Val montre que ce
produit hydrolysé¢ par KOH donne 1 Val et 2 Cyd-
2(3")-P. 1l s’agit done d’un dinucléotide CpCp-[**C]-
Val (Tableau 2). Le spectre d’absorption ultraviolet
de N;-[¥C]Val déterminé avant et aprés hydrolyse
par KOH ne différe pas de celui du Cyd-2'(3")-F
purifié (Fig.4). Dans DIhydrolysat alcalin du N,-
[1C]Val on trouve 1 Val et 3 Cyd-2/(3°)-P (Tableau 2):
il sagit d’un trinucléotide CpCp-[MC]Val-Cp. Le
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Tablean 2. Complexe mRNA-[C]Val tion sont séparés sur colonne de Dowex [4]. Le
Todio: Composttion Tableau 3 montre la présence de 1 Cyd-2'(3')-P et
Matériel activits — Rendement e 1 uridine, ce dernier provenant de 1’Urd-3’-P:
(x10)  Valine Cyd-2'(3’).p en c’est done bien I'Urd-3-P qui porte le phosphate

coups/min nmoles % libre en position 8’

4. Jaecalis Le trinucleotide CpUp-[*C]Arg-Cp est d’abord
Nopgya %0 P traité par la phosphatase ot Ihydrolyse aloaline
Nofuc]Val 150 380 fie0 50 produit { Cyt-2/(3')-P, 1 Urd-2/(3')-P et 1 cytidine,

E. coli Aprés traitement du CpUp-[“CJArg—Cp par la phos-
.RNA-[“C]Val 205 520 100 phatase puis par le métaperiodste et hydrolyse
N,-[1C]Val 60 160 320 30 ménagée, les résultats anal iques montrent la pré-
N,-[1C]Val 86 220 680 42 sence d'un dérivé dialdéhyde de cytidine et d’un

TYMV dinucléotide CpUp. L’ordre de ce dernier est établi
%N[ﬁg]‘%l" al gg lgg 140 12(2) comme dans le cas du dinucléotide-[14C]Arg.

-
Nature de la liaison dans Pacide aminé-dinucléotide
et dans Vacide aminé-trinucléotide
06 Le complexe [“CJacide aminé-RNA ainsi que le
di- et le trinucléotide-acide aminé sont stables en
05 milieu acide & froid. L’hydroxylamine 0,2 M (pH 7,0)
w c u c u c v
%m 2 -OH 2 H-(!=0 2 AA
o =] _OH+HIO4—> | H-c=0 +HIOz +H20 ] +HIO4
§ 03 4 \P \P\I \p ¥l
< sl N @ s o (b)
02 + M-Clarg
\3 ¢ “éxou C U ko) ¢ v
o \ 2] wiog 2] 21 HC0 s
TN N g @ e N
220 260 31')5 5 N (c} s Pase (1) 5
LONGUEUR D'ONDE {my) N [¥ClArg Ni-['CArg Ni=[%ClArg

Fig.4. Spectre d’absorption wliraviolet de Ny-[MC]Val purifié Fig.5. Action du métapériodate sur CpU. (a) réaction positive;
en miliew acide (O). Par comparaison, le spectre d’absorption sur N,-[“C]Arg aprés traitement par KOH; (b) réaction
du Cyd-2'(3')-P est donné en trait plain ( ) négative, et aprés traitements successifs par la phosphatase

(1) puis par KOH (2): (d) réaction Ppositive)

&Tﬁ?&% ga(geﬁl:_?&cﬁe%r:fﬁ:f tv;:i;m&l:ugod; détache lentement ma.ig déﬁnitiv.ement Pacide aminé
70°/yselon expérience. Il est intéressant de souligner du complexe [9] co qui sgggéralfz fortement qu’une
qu’aprés hydrolyse par KOH du complexe [M4C]Val. liagison ester ’et.non amide était forz'née entre le
> g IXMV (Ny-[CIVal) on obtient 1 valine ot~ 3tboxylo e I'acide sminé ot une partio du rucléo-
2 Cyd-2/(3')-P. Nous constatons donc que la valine  tfide. Le spectre d abs.orptlon ultravlol?t d_u nucléo-
fixée par le RNA soit 4’4, faecalis, soit . coli, soit  tide-acide aminé ne différe Pas de celui (Fig.2 et 4)

TYMV 972N des mémes nucléotides sans acide aming ce qui montre
parlo RNA de » ost attaché au Cyd-2'(3')- . que 'acide aminé n’est pas 1ié & 'une des bases. T1

] . restait finalement la possibilité que ’acide aminé soit

Ordre des.nucle’ot?des d:ms le di- et le attaché par son carboxyle 3 I'hydroyxle en position 2’
brinucléotide-[14C] Arg du ribose nucléotidique. Dans le cas dy dinucléotide-

Nous avons vu que le dinucléotide-[“C]Arg [¥Clacide aminé la Fig.5 montre que: (a) le méta.-
devrait &tre constitus de Cyd-3'-P et d’Urd-3'-P liés periodate agit sur un nucléotide lorsque deux hydro-
par une liaison phosphodiester (Fig.6). Afin de droxyles adjacents sont libres; (b) le HIQ, n’agit pas
déterminer la position respective de ces deux nuc-  sur Je composé N,-[1CJArg (ici hypothétiquement
léotides, le dinucléotide-[l‘C]Arg est incubé d’abord représenté); (c) aprés traitement du N;-[*C)Arg par
en présence de phosphatase Prostatique, puis hydro- KOH ((“ClArg libérée) le HIO, n’agit toujours pas
lysé & ’aide de KOH, et enfin les produits de dégrada-  sur ce composé ce qui montre que Ihydroxyle de

18 European J. Biochem., Vol. 4




188 Sites de fixation d’arginine et de valine dans différents RNA

Tableau 3. Nucléotides de Ny-[C]Arg et de N,-[4C]Arg
38 action de KOH
Les analyses sont effectuées sur N,-[4CJArg et Ny-[*ClArg
urifiés. L'action de la phosphatase prostatique est suivie
*hydrolyse par KOH. La séparation des nucléotides et des
nudléosides est effectuée sur colonne de Dowex-1 et est
controlée par chromatographie sur papier

Nucléotides Nucléosides
Composés Cyd-2’  Urd-2
prhe )P cyd Urd
nmoles nmoles
N;-[MC]Arg 120 130 — -
N, [4ClArg aprés
action de la
phosphatase 120 - - 120
N,-[*C)Arg 430 220 — —_
N,-[2C]Arg aprés
action de la
phosphatase 220 210 230 -
¢ 2 2
0/ I/R ¢ v é RC
2 0 /EH" » ;.?’1
3 3 NHS
PP R | P | P
5 s
Ni-Arg Np-Arg

Fig.6. Structures de Ny-Arg et de Ny-Arg

Juridine en position 3’ devrait porter le phosphate;
(d) finalement le métapériodate n’agit sur le CpUp-
[2C)Arg (ou sur le CpCp-[4C]Val) qu’aprés traitement
de ce composé par la phosphatase prostatique
d’abord, qui enldve le phosphate en position 3’ puis
par KOH qui détache I'acide aminé.

L’analyse du trinucléotide-[1¢C]Arg (Tableau 3) a
montré que Pordre des nucléotides est le suivant:
CpUpCp. Le métaperiodate n’agit pas sur ce composé,
ce qui prouve que le nucléotide Cp ne posstde pas
d’hydroxyle libre en position 2’ ou 3'. Contrairement
au CpUp-[1CJArg le traitement du CpUpCp-[ClArg
par la phosphatase prostatique seulement permet au
periodate d’agir. On constate donc que le Cp terminal
ne porte pas la [14Clarginine.

Par analogie avec le CpUp-[*C]Arg dans lequel
Varginine est attachée & I’hydroxyle en position 2’ de
1'Urd-8'-P nous concluons que dans le CpUp-[*C]-
Arg-Cp cet acide aminé est 1ié & 1'Urd-3"-P. La struc-
ture serait celle représentée dans la Fig.6.

Dans le cas du trinucléotide-[*¢C]Val nous avons
montré que la valine ne se trouve pas attachée au
dernier Cp du trinucléotide. Les données présentées
dans ce chapitre et Pobservation que ’hydroxylamine
détache lentement I'acide aminé du complexe [9]
permettent de conclure que I'acide aminé attaché au
RNA matriciel et par conséquent au di- ou trinucléo-
tide isolé est lié par son carboxyle & ’hydroxyle en
position 2’ du ribose nucléotidique.

European J. Biochem.

CONCLUSIONS ET DISCUSSION

A partir de complexe [14CJAA-mRNA synthétisé
in vitro 3 V'aide de polypeptide synthétases et ’ATP

" nous avons, aprds dégradation du complexe, isolé et

identifié certains fragments de RNA porteurs d’acides
aminés marqués au 1C. Dans le cas de [*C]Arg-RNA
un dinucléotide, CpUp-[¢C]Arg et un trinucléotide
CpUp[**C]Arg-Cp ont été jdentifiés et analysés. Dans
les composés isolés (RNA d’Alcaligenes faecalis et
&’ Bscherichia coli) la [WClerginine est attachée 2
I’hydroxyle en position 2’ du ribose de 1'Urd-3'-P.
Parmi les produits de dégradation du complexe
[“C]Val-RNA (d’Alcaligenes faecalis, d’Escherichia
coli et RNA du TYMV) nous avons isolé un dinucléo-
tide CpCp-[*C]Val et un trinucléotide CpCp-[14C)-
Val-Cp chacun portant en quantité stoechiométrique
la [#C]valine. Le rendement (la somme de dinucléo-
tide-[¥C]AA + trinucléotide-[¥CJAA) varie selon
Pexpérience et peut atteindre dans le meilleur cas
environ 70/, de la quantité totale d’acide aminé
initialement fixé dans le mRNA.

Par des moyens chimiques et enzymatiques, nous
avons montré que la liaison qui unit la [*Clarginine
et la [4C]valine aux oligonucléotides isolés est formée
entre le carboxyle de ’acide aminé et 'hydroxyle en
position 2’ du ribose nucléotidique. 11 serait intér-
essant de vérifier au moyen de modeles chimiques la
structure de CpUp-[4C]Arg et celle de CpUp-[*C}-
Arg-Cp.

L’obtention du CpUp-[1*C]Arg & partir du com-
plexe [“C]Arg-RNA en présence de ribonucléase
peut s’expliquer de la fagon suivante: la [*C]Jarginine
liée par son carboxyle & I’hydroxyle en position 2' de
’Urd-3’-P peut réagir par son groupement & aminé
avec le phosphate rendant celui-ci cyclique et per-
mettant & la ribonucléase de couper la liaison entre
1'Urd-3'-P porteur de [MClarginine et le nucléotide
suivant (ce dernier n’est pas nécessairement le Cyd-
3’-P). De plus I'arginine peut réagir par son groupe-
ment y aminé soit avec la cytosine, soit avec le phos-
phate du Cyd-3'-P adjacent, stabilisant ainsi la
liaison phosphodiester vis & vis de la ribonucléase.

Les données présentées ici et celles antérieurement
décrites [2] montrent que les polypeptide-synthétases
sélectionnent les acides aminés pour les fixer & des
sites situés & P'intérieur de la chaine des RNA matri-
ciels. Les 20 acides aminés sont susceptibles de
g'attacher sans compétition détectable aux mRNA;
on trouve donc 1 acide aminé pour 6 & 15 nucléotides.
A ls différence du RNA de transfert fixant les acides
aminés uniquement en présence d’ATP et les at-
tachant toujours & adénosine terminale, les mRNA

que nous avons utilisés peuvent selon la nature de
I’acide aming, fixer celui-ci soit en présence de chaque
nucléoside triphosphate soit en présence de deux
seulement [5]. 11 est particulidrement intéressant de
remarquer que le RNA du TYMV (masse molé-
culaire = 2 X 109) acepte en présence de polypeptide-

Lt v en e w e L % e e fe

PR

Vol.4

nai
nou
mas
teck
trav

Hea
tion
du

18¢



Vol.4, No.2, 1868

synthétases et d’une source d’énergie certains acides
aminés lorsque 'intégrité de ce RNA semble étre
conservée [9]. Parmi les produits de dégradation du
complexe [1C]Val-RNA du TYMV nous avons
identifié le CpCp-[*C]Val (comme dans le cas des
RNA d’Alealigenes faecalis et d’Escherichia coli),
sans toutefois préciser si la [1¢C]valine est lide & un
segment privilégié du RNA du TYMV.

Plusieurs auteurs [10,13] ont constaté que des
RNA isolés & partir d’extraits cellulaires d’origines
différentes, sont porteurs d’acides aminés fortement
liés. Pour certains il s’agirait de liaison phosphoamide
[10,11], pour d’autres la liaison n’a pas été précisée
(13]. Le mécanisme par lequel les acides aminés
s’attachent & ces RNA n’a pas été précisé; il ne cadre
toutefois pas avec le mécanisme proposé pour le
tRNA [13,16]. Des nucléotides-peptides [14,15,17,
18] et des nucléotides-acides aminés [19,20] ont été
trouvés par plusieurs auteurs dans des extraits cellu:
laires. Nous pensons qu’il s’agit 13 de produits de
dégradation du mRNA chargé en acides aminés,
étant donné que les polypeptide-synthétases sont
toujours présentes dans les extraits cellulaires d’ori-
gines différentes [1].

De I’ensemble des faits que nous venons de pré-
senter et tenant compte de nos résultats concernant
les RNA actifs des bactéries, levures, tissus animaux
et RNA du TYMYV [4,9] nous concluons qu’un site
spécifique situé dans le mRNA auquel un acide aminé
donnsé est attaché en présence d’enzymes (polypeptide-
synthétases) est le méme indépendamment de P’origine
des RNA utilisés, du moins pour les bactéries.

Les résultats décrits et nos observations prélimi-
naires [21] permettent de penser que ces RNA que
nous pouvons désormais appeler matriciels ont des
masses moléculaires différentes et pourraient, par des
techniques appropriées, étre is0lés et caractérisés. Ce
travail est en cours.

Ce travail a bénéficié de I'aide des National Institutes of
Health, du Jane Goffin Childs Memorial Fund, de la Déléga-
tion Générale & la Recherche Scientifique et Technique, et
du Commissariat & I'Energie Atomique.
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Note added tn proof. In a preliminary note (C.R.Ac.Sec.
Paris. 1968, 266, Série D —845 —847) we have described differ-
ent characteristics of purified template RNA (RNA matri-
ciel). Its sedimentation coefficient is 5,6 S and molecular
weight 50.000. The chain is terminated by uridine in 3’ OH
position and by uridine diphosphate in 5’-OH position.
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