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ù .. Dans cette introduction avant d'indiquer les grandes lisnes de notre travail, nous voudrions exroser brièvement l'intéret des recherches biochimiques faites au niveau des structures celluliires et les raisons qui nous ont conduit pour de telles recherches à l'étude de l'analyse granulométrique,
L'emploi du microscope électronique en biolosie a permis de mettre en évidence l'extrême complexité de la cellule qui reste dans l'état actuel de nos connaissances la véritable unité de mutière vivante, Le perfectionnement de cet appareil, la mise au point de nouveaux procédés cytologiques d'observation ont per= mis des progrès considérables au cours de ces toutes dernières années, au point de révéler l'état structuré d'orgunites cytoplasmiques dont l'existence même était insouncçconnée auparavant,
Il est banal de rappeler qu'à toute différentiation morphologique correspond une différentiation fonctionnelle, physiologique, Ceci est vrai à toutes les échelles depuis l'animal supérieur jusqu'à la cellule, À la complexité que révèle le mi croscope électronique correspond sans aucun doute une spécialisation du rôle de chaque type de structure et au sein de Ces structures cette affirmation restera encore valable,
La localisation en tel lieu, sur telle structure définie de certains constituants et systèmes enzymatiques complexes et la réalisation en ce lieu des conditions physico-chimiques permettant l'orientation d'une réaction dans un sens préférentiel. doivent, selon nous, conditionner le rôle de cette structure dans le fonctionnement cellulaire. Par oprosition à cette différentiation des diverses structures, le cytoplasme dans lequel elles baïignent est homogène, possède ses activités enzymatiques propres et nous apparaît comme un milieu intérieur devant assurer la coordination, la régulation des diverses fonctions, permettant par là même le maintien de l'organisation caractéristique de l'état vivant,
L'étude de la constitution et des propriétés de chaque type de structure décelable, aïinsi que de la phase cytoplasmique, doit donc permettre de mieux pénétrer les mécanismes intimes - pré sidant à certains des phénomènes caractéristiques de la vie - qui échappaient aux investigations faites à l'échelle du tissu, Une telle étude a été rendu possible depuis les travaux de CLAUDE (19) qui en 1941 a montré que Lion pouvait par centrifugations fractionnées séparer les noyaux, les mitochondries et les microsomes, du cytoplasme. Ces belles recherches de CLAUDE ont ouvert un vaste champ d'investigation aux biologistes. Si de nombreux faits concernant la localisation dans la cellule de tel constituant ou
de telle activité enzymatique ont été rassemblés depuis cette date
seul un petit nombre de conclusions fermes s'en déprage,
En effet pour être significatives, des recherches faites sur les structures isolées supposent réalisées les trois conditions suivantes
- intégrité des structures, - pureté des fractions, - isolement quantitatif de ces fractions,
Les conclusions théoriques concernant la localisation élective de certains enzymes et par suite le rôle des structures, sont fonction de 1: valeur de la méthode et dans son état primitif celle de CLAUDE est loin de répondre aux conditions énumérées cidessus,
Nous avions abordé des recherches pour préciser le rôle des acides nucléiques dans le fonctionnement cellulaire, mais nous nous sommes rapidement aperçus qu'en dépit des différentes modifi cations introduites par HOGEBOO!M et coll., la méthode de CLAUDE n'était pas adaptée au but que nous poursuivions., Nous nous sommes donc attaché à tons iorer afin de satisfaire au maximum aux trois conditions fondamentales, Dans la première partie de ce travail sont décrites les deux techniques bas es sur le principe des centrifugations fractionnées auxquelles nous avons «bouti : l'une permettant une meilleure séparation des différentes structures, dans un état de plus grande pureté et aussi quantitativement que possible, l'autre conduisant à l'obtention de noyaux pirfaitement purs.
Mais au cours de ces recherches il nous est apparu que le principe même sur lequel repose ces méthodes rend impossible de concilier pour l'ensemble des fractions cellulaires les trois conditions précédemment définies et nous avons été amené à nous adresser à un principe différent : celui de l'analyse granulométrique. L'analyse granulométrique ne conduit plus à l'isolement de fractions pures, mais permet par l'étude des varistions de composition des culots en fonction des temps de centrifugation de calculer la répartition des constituants suivant la taille des particules.
Part rapport: nude sranulométrie classique, nous avons eu résoudre des difficultés de deux ordres :
: les problèmes posés par la nature du matériel biologique, les particules possédant des propriétés osmotiques, et une constitution Et variable avec leur taille,
- . problèmes théoriques, les solutions mathématiques existantes n'étant pas applicables au cas des tubes inclinés utilisés dans les centrifugeurs à srande vitesse,
La 2e Partie de cette thèse est consacrée à l'exposé des solutions que nous avons de et à leur vérification expérimentale,
La 3e Partie comporte l'application de la méthode granulométrique à l'étude de la répartition de l'acide ribonucléique et des protéines dans la cellule hépatique du rat normal. Nous avons discuté la signification SAR tU des fractions que nous avons mises en évidence,
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STRUCTURES CELLULAIRES
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Si l'on excepte Les trav:ux de BÉHRENS (6) qui obtint, dès 1932, par centrifusation, des noysux à partir d'un tissu desséché au préalable, puis ceux de BENSLEY (7) qui isola en 1934 les premières mitochondries à partir du foie de cobaye, on doit reconnaître que c ‘est à CLAUDE (19) que revient le mérite d'avoir, en 1941, séparé par centrifugations, à p-rtir de cellules äanimales, des groupes de granules de t: illes différéntes,. IL put sin si mettre en évidence, pour la prenière fois, grâce au microscope électronique, des éléments submicroscomitues ‘muxquels il donna le nom de microsomes, Depuis, d'inportantes modifications ont été apportées à . ES primitive ; le rempl.cement des solutions saline ar le saccharose hypertonique à 30 p. 100, introduit par HOGEBOON (41) et ses collaborateurs, constitue notamment un très gros progrès en permettant, d'une part, un meilleur fractionnement, d'autre pirt, une bonne conversation des caractères morphologiques des éléments et, dans une certaine mesure, le respect de leur intégrité chimique et enzymatique,
Cependant, quelles que soient les conditions réalisées, aucun auteur, jusqu'ici, n'a :pu mettre au point unéwCechnique sa tisfaisant au double critère suivant : pureté et totalité pour chacun des types de structures, |
DOUNCE (30), par exemple, obtient des noyaux purs, mais il nencherche pus à les avoir quantitativement et, de plus, sa méthode ne concerne pas l'obtention des granules cytoplasmiques. LEUTHARDT et MULLER (55), KENNEDY et LEHNINGLR (49), CUNYHINGHAM, GRIFFIN et LUCK (25) de leur côté, séparent les gros et les petits gränules mais, d'une part, ils néglisent les noy.ux, et, d'autre part, ne s'intéressent pas à l'aspect quantitatif de 1a° séparation non plus qu'au degré de pureté des fractions obtenues. La méthode proposée par HOGEBOOM et SCHNEIDER (41) mérite une mention spèciale, car elle est la seule à permettre un fractionnement complet du tissu en noyaux, mitochondries, microsomes et phase homogène du cÿytoplasme ; miis les auteurs reconnaissent que leur friction nucléaire, en particulier, reste souillée de mitochondries, de cellules. intactes.et de débris conjonctifs ce qui implique que leur technique ne. livre pas de facon .uantitètive les diverses.
structures, B) TECHNIQUE Nous avons retenu düuns la méthode de HOGEBOOK, quelcues-
unes des importantes modifications qu'ils ont apportées à l: tech nique primitive de CLAUDE : saccharose à 30 p. 100 comme milieu
de dispersion, vitesses et durées de centrifugation pour plusieurs des séparations, Mais pour atteindre les buts que nous nous provosions nous ävons dû 1: reprendre point per point et
luistaireusubirune réelle transformauron,
On'3. utilisé comme mitériel. le foier de rat Le rët,, après un jeûne de 24 heures, est tué p:r décapitation et le foie, prélevé rapidement, est porté à l: chambre froide à + 2° où seront effectuées toutes les manipul'tions ultérieures,
T°} SEPARATION DE LA’ TOTALITE DES STRUCTURES
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Le foie est plon:é pendant quelques secondes dns de l'eau glacée afin d'élininer la majeure partie du sang, soigneusement essoré sur papier filtre et pesé. IL est couné ‘’inement puis broyé dans un mortier pendant 5 min, Le broyit est introduit quantitativement “dans un homogénéiseur à l'aide d'une solution de saccharose à 30 p. 100 (0,88 M) à raison de 2 cm par g. de foie mis en oeuvre, On homogénéise pendant 3 min à 1200 t/m. On ue
alors une nouvelle quantité de saccharose à 30 p, 100 (8 cm? par g. de foie) et on poursuit l'homogénéisation pendant l1 min, À ce stade on vérifie au microscope à ‘contraste de phase qu'il n'y a plus de cellules intactes.
Cet homogénéisat est centrifugé 2 heures à 150.000 gravités. On prélève lors la pellicule de sraisse, on décante le surnageant S, (phase cytoplasmique homogène), le culot D+ représente, la totalité des structures sédimentées,
2°) OBTENTION Di LA FRACTION "NOYAUX"
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Le dépôt global des structures Dt est remis en suspension dans le saccharose à 30 p, 100 (10 ae pare, desfôotels l'homogénéisat est centrifugé 30 m. sous une accélération de 600 gravités, On. obtient. un: culot Dy contenant les noyauxisouillés
de nombreux débris de tissu conjonctif et de mitochondries et un liquide Surnageant $] contenint les mitochondries et les microsomes que l'on réserve pour les séparations ultérieures,
Le culot D, est homozénéisé dans du saccharose à 30 p. 100 (2 cm? par g. de foie) et céntrifugé 30 min à 600 gravités, Le liquide surnareant S) “ui contient des mitochondries et des microsomes partiellement Sédimentés üvec D] est joint au liquide 951. Le nouveau culot D, est remis en suspension dins du saccharose
fu
à 30 p. 100 (10 cm? par x. de foie) additionné d'acide citrique OH ep N1000) "La ntsusrension est alors filtrée successivement
sur trois tamis n° 30/20, 40/24 et 120/L2 et se trouve débarrissée JOSÉ r ESA SSU COMIONcLLM A ONnNTL Centrifusée âlors 20 min à
600 B. ; le culot D; est constitué p:r des noy.ux pratiquement purs. Le liquide surnigeañt 53 est conservé pour l'analyse,
JACOB TENTTON AO LA FRACTION ":ITOCHONDRIES"
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Les liquides S, et S, réunis sont centrifugés pencant 20 min à 24.000 gravités, Le liquide surnageant 5, est conservé et le culot D, remis en suspension dans le saccharose à 30 p. 100 (5ucm” pare, de foie) On centrifuge à nouveuu 20 min à 24,000 gravités. Le liquide surnageënt $5 est joint à Sy Le dépôt est cons titué par les itochondries,
L°) OBTENTION DE LA FRACTION MLICROSONES
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Les liquides $S, et S5 réunis sont centrifugés à 150,000 gravités pendant 2 heures, Le “liquide surnageant S46 est joint à So.
Le dépôt D, est constitué par les “microsomes" sédimentables en 2 hèures à 150,000 gravités. L'enserible du fractionnement est schématisé dans le tableau I.
C) APPAREILLACE
sa HO:OGENSET SEURS
Les homogénéiseurs sont du type Potter et Elvehjem (76), Nous avons rejeté l'emploi des apnareils en verre qui provoquent la destruction d'une proportion importante des noyaux et utilisons des homogénéiseurs entièrement en plexiglass, usinés de ficon à avoir entre le corps et le piston un jeu de 0,02 à 0,03 mm.
2°) CENTRIFUCEURS
Les centrifugeurs utilisés. sont
1°) L'"Internationil Centrifuge", modèle PR 1, refroidi (nous ‘l'avons réglé à + 2° C.) permettant d'obtenir une accélération maxima de 40.000 g. ;
2°) Le centrifugeur SERVALL, modèle SS 2, tournant dans le vide ; il permet d'obtenir une accélération de 50,000 Be La tête est refroidie à + 2° avant utilisation, la température des tubes ne dépasse pas alors + 6° après 2 heures de centrifugation,.
3°) Le centrifugeur SPINCO, modèle L, permettant une accélération de 150.000 g. Les accélérations données sont calculées pour le fond des tubes,
3°) APPAREIL A DECANTATION
Pour réaliser une décantation satisfaisante des cu- Lots et éviter leur remise en suspension partielle, nous avons utilisé le dispositif suivant :
Une pipette de contenance appropriée est adaptée à une fiole à vide par un tuyau de caoutchouc muni d'un robinet à pointeau (fig, 1l).
On fait préalablement le vide dans 1a fiole, puis, en
ouvrant le robinet, on provoque dans la pipette une aspiration lente et régulière,
L°) TAMIS
Les suspensions de noyaux sont filtrées successivement sur 3 tamis de laiton, nous avons.adopté les tailles suivantes - tamis n° 30/20, diamètre des mailles 600 p - tamis n° Ve ns diamètre des mailles 450 k - tamis n° 120/42, diamètre des mailles 120 y
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D) CONCLUSION
La méthode de centrifuration fractionnée que nous avons
établie se caractérise Dar à
oi
Une libération complète de toutes les structures par une étude soisneuse des conditions du broyage et de l'homog rénéisation initiale. C'est là. urnetCondition mécessaire. s1 l'on veut établir des bilans valables de répartition des constituants cellulaires, et la composition spécifique de chaque type de structure ; L'obtention de noyaux ours, Ce résultat est acquis du fait qu'il ne subsiste plus de cellule dans l'honogénat initial et cu'un tamisase aporoprié écarte tout tissu conjonctif,
L'introduction de certaines modifications dont le but est de permettre une récolte quantitative de toutes les structures libérées |: les liquides delavage des différents culots sont toujours réunis au surnageant vrincipul en cours de fractionnement, et toutes les décantations sont effectuées à l'aide d'un dispositif qui les rend duantitatives,
Cependant nous ne sommes arrivés uux buts proposés - pureté et totalité des différentes Structures - que grâce à l'introduction d'un temps supplémentaire dont l'importance pratique nous semble canitale: : dès l'obtention de l'homogé néisat, nous lui faisons subir une-centrifuñation initiale à l: plus grande vitesse possible, Cette: centrifugation permet de séparer dès L'Écoro :
a) L'ensemble des li-ides libres non liés aux protéines ou nu- ‘cléoprotéines cytoplasmi. ues ; ces graisses rassemblées à la surface peuvent être recueillies et ne sont plus susceptibles par la suite de souiller les structures ; c'est un point important qui,.à notre connaisse nce, “ toujours été négligé : les lipides libres représentent, en èffet, chez le Rat normal par exemple, L5.à 20 p..100es lipidesttotauX dusfois (17)
b) La presque totalité de la phase dispersée du.cytopläsme ;
c) La totalité des structures : noyaux, mitochondries et ceux des microsomes que nos centrifuseurs permettent de sédimenter,
En dépit des améliorations qu'elle comporte notre techue comme toutes les techniques de centrifugations fractionées, livre des noyaux ayant subi une ältération morpholosicue révélée par l'examen microscopique à un fort srossissement et correspondant à la perte d'une partie de leurs constituants.
ÉrnVLsageant pous L'avenir une série derrechesrches sur les 2cides nucléïiques des noyzux au niveau du nucléole et suc celluliire dans divers états physiolo-iques ou psthologiques nous nous sommes attachés à la mise au point d'une technique permet tant l'isolement de noyiux intacts et purs en s2 icrifiont les eu- Grp lracciOons du, broyat cellulaire,
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À) Introduction
Le problème de l'isolement des noy.ux à préoccupé les biologistes bien avant que le principe du frictionnement cellulaire par centrifugation n'ait été donné par CLAUDE,. Les diverses techniques établies n'ont pu jusqu'ici concilier les trois aSpeoLs suivants :
- pureté de la préparation, - maintien de l'intégrité morpholosique et chimique, - obtention quantitative de cette structure,
Les techniques de :ARSHAK (60), B£&HRENS (6), DOUNCE (29, 30) conduisent à l'isolement, avec un rendement très faible, de noyaux purs mais ayant subi de profondes :ltérations, HOG£BOOM (42) isole la presque totalité des noyaux d'un homogénéisat de foie mois au prix d'une longue purification entraînant l'altération inévitable de cette structure. Nous &vons cherché à résoudre ce problème par une voie différente,
B) Principe
Dans un milieu de dispersion isotonique, donc de densité inférieure à celle de toutes les structures, l'isolement des noyaux ne peut être accompli que par li méthode des centrifugations fractionnées, Or, le principe même de cette méthode, c'est-à-dire l'utilisation des différences de vitesses de sédimentation entre particules, ne permet p:s, théoriquement, une sép-ration totale puisque toutes les prticules se déplacent dans le même sens, Ce n'est qu'en multipliint les centrifugations que l'on peut espérer parvenir à un isolement satisfaisant,
Par contre l'utilisation des différences de densité existant entre les particules permet cette séparation totale puisque seules les particules dont l: densité est supérieure à celle du milieu sédimentent au cours d'une centrifugation, les autres se déplaçant en sens inverse, Une seule centrifugation suffit donc à séparer les particules les plus denses si l'on peut utiliser un milieu de densité suffisamment grande,
Dans un honogénéisat de tissu, la densité des noyaux est notablement supérieure à celle des autres structures (mitochondries, microsomes) et à celle des cellules intactes notamment conjonctives, qu'il importe d'écarter. IL nous fallait trouver un milieu de dispersion de densité suffisamment élevée,
n'altérant pas les structures cellulaires, Les solutions très concentrées de saccharose répondent exactement à ce but car entre 0,88 et 2,5 M nous n'avons pas observé d'altération morphologique visible au contraste de phase soit des mitochondries soit des noyaux, Nous ne donnerons pas ici le détail de nos recherches mis seulement le résultat auquel nous avons abouti.
C) Mode Opératoire
Toutes les manipulitions étant effectuées à 0°, le tissu est homogénéisé dans 20 volumes de saccharose 2,2 M (d = 1,28) et l'homogénéisat est centrifugé 1 h à 40,000 g. La totalité des noyaux se rassemble en un culot ayant l'aspect d'une gelée incolore ; les débris de tissu conjonctif, les cellules éventuellement présentes et les mitochondries se rassemblent en surface.
Remis envsuspension dans le saccharose 2,2 M les noyaux se dispersent aisément rendant leur numération facile, Leur conservation à 0° est excellente : au bout d'un mois, ils ne présentent encore aucune altération notable,
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Introduction
un
Les techniques de centrifugations fractionnées possèdent des inconvénients inhérents à leur principe même. La nécessité de faire subir à chaque fraction isolée une série de lavages précédés d'homogénéisations conduit à des pertes inévitables et surtout à une altération des structures plus ou moins importantes suivant leur degré de frarilité,.
D'autre part, ces techniques ne sont pas reproductibles, les conditions de centrifugation définies pour un «ppereil donné ne sont pas transposables à un autre type d'aprareil, Cet inconvénient pourraît être évité si l'on connaissait les caractéristiques de sédimentation propres à chaque fraction,
L'anclyse granulométrique que nous avons appli.ué dëns ce but à l'étude des structures cellulaires nous à permis :
a) de déterminer les constantes de sédimentation des particules intra-cellulaires,
b) de définir des fractions homo ènes correspondant à des populations distinctés de perticules et ayant des constantes de sédimentation définies,
Ces résultats rendent possible l'établissement de méthodes de fractionnement générales, indépendantes des appareils.
En outre, l'analyse granulométrique permet de déterminer directement la répartition de tous les constituants de la cellule que l'on peut doser avec précision ; elle présente alors sur le méthode de fractionnement l'avantage de supnrimer les lavages nuisibles au maintien de l'intégrité des structures et par là même de conduire à des résultats beaucoup plus sûrs,
GROSSE ET RCE ET
L'ANALYSE GRANULOMETRIQUE CLASSIQUE
—————_—— em mme +
Lo LI
” crateté ill a ne, té 4 L6 suite \! .
Ê ; Û : : ñ NUL: 2 ven pore mi | » AVC NE TA vu f | cit AD A4 tré suive 4
nl o 2 ‘ta
don € ph d'ovaa sale :
: UE Un Gé RrEa EURE
E WT Te HS 2 Li " Lutte re "FEAR 48 LEE 1 *
nat) 35 005 7 cs rer tek 2. be LAURS w Kett ah <
Meet Se MMNITEEEN Ma to AE LP AE HAUTS ps
11 7 RER) Ce, 3p- à Le TS MES here DS 2 dés à |
ne. “27 e:
SR aisée vassétle 124
rt génie def DBOE
: ; à EP. LE De 3 . LL :
LA NN 1, Li RL Hd 9 1: [VO ALES C3 " ; + FRPITEST TON de eu (ui précises
r L'analyse granulométrique appliquée à l'étude des colloïdes se propose de caractériser une suspension
- pir la taille moyenne des pirticules - par la dispersion plus ou moins grande des tailles autour de cette taille moyenne,
2 méthodes sont principalement utilisées dans ce but.
importante,
‘) © RATS : + RAS he A : = eu _ par rrivité ou par centrifuration permet de éterminer la répartition pondérale des particules à partir
de leur vitesse de sédimentation ; c'est une méthode indirec-
te mais totalement objective,
, Les premiers travaux sur la sédimentation pir gravité sont ceux de SViDBERCG (96) en 1911 et d'ODEN (68) en 1916. L'application de la force centrifuge à ce problème a été faite par SVEDBERG (97, 98, 99) en 1923, Depuis de nombreux auteurs ont perfectionné ces techniques ; Les travaux les plus marquants sont ceux de l'ARSHALL (61), BECHOLD et SCHLESINGER (5), RONYJALTER et VENDL (82), HAUSER (36), BRON (13), ROBESON et D'ARTIN (80, 61), KAMACK (48).
C'est ia méthode d'anaälyse par centrifugationu qui présente le plus d'intérêt dans l'étude des particules cytoplasmiques, dont la composition est complexe et variable, En effet, cette méthode permet d'étudier non seulement la répartition pondérale mais également la répartition de chacun des constituants
chimiques des particules,
A) DEFIYITIONS
1°) Paramètre
Dans l'étude théorique de la sédimentation par centrifugation, chaque particule est définie par un paramètre ; le plus représentatif est le diamètre car les particules colloïdales sont généralement sphériques, muis par souci d'exactitude la plupart des auteurs utilisent maintenant l£ notion del'diamètre srhérique équivalent! c'est le diamètre d'une particule rigoureuse ment sphérique qui, par rapport à une particule quelconque prend
li même vitesse de sédimentation sous l'action de 1: même accélération,.
Le diamètre sphérique équivalent, D, est déterminé d'avrès la loi de STOKES en fonction des éléments de la sédimentation
d - d ee US (1) 18 "
V : vitesse de déplacement d'une varticule sous l'action d'une accélération dywdensité dé la,particule
d.: densité du milieu de dispersion nm : viscosité du milieu de dispersion,
Dans le domaine de l'ultracentrifugation, on utilise couramment comme paramètre la constante de sédimentation d'une particule, Cette grandeur que l'on désisrne par s a été définie par SVÉDBERG comme la vitesse d'équilibre prise p:r une particule donnée dans un milieu donné sous l'action de l'unité d'accélération.
GS) À sie (2) Y
La constante de TE EU a la dimension d'un temps, l'unité est le svedberg qui vaut 107 centimètre par seconde par sa FE
294) Suspension n_homodispersée
On _appelle ainsi une suspension dont toutes les particules ont la même constante de sédimentation, c'est-à-dire même forme, même taille et même densité.
3°) Suspension hétérodisnersée Une telle suspension contient des particules de taille, de forme et de densité variées, Théoriquement les constantes de sédimentation peuvent y préndre toutes les vileurs comprises entretdiet. khiinfini,
L°) Inconnue
C'est le poids des particules d'un FR le donné. On appelle fonction de répartition une grandeur F (D) telle que FE db représente le pourcentare pondéral des particules de diamètres compris entre D et D + dD,
B) SOLUTIONS
Les diverses solutions proposées peuvent être divisées en 2 groupes :
1°) Sédimentation avec convection
C'est la théorie de SCHLESINGER (84) selon laquelle les mouvements de convection dûs aux variations de température et les trépidations provoquées par l'appareil entraînent un brassage continuel de la suspension, qui reste en tous points homogène au cours de la centrifugation, La solution développée par SCHLESTNGER s'applique uniquement aux suspensions homodispersées ; elle permet le calcul du diamètre. unique des particules présentes d'arrès les variations de concentration de la suspension mesurée au bout de temps donnés,
ee manne de eue ee nee en ne + de ee
Lorsqu'une suspension n'est soumise à aucune a, itation ni à aucun mouvement de convection au cours d'une centrifugation, les particules se déplacent en suivant la direction de la force centrifuge ; leurs trajectoires sont donc rectilignes, horizonta-
les, et, dans ün plan horizontal, radiales, C'est la théorie adoptée par la plupart des auteurs,
Chacune de ces deux théories ne s'applique rigoureusement qu'à un cas idéal, dont en pratique on devra s'approcher le plus possible. Cependant ELFORD (33), puis LEPINE (54) ont indiqué que le champ de force créé par La centrifusation s'oppose au brässage de la suspension, dès lors il semble très difficile de realiser les conditions définies par SCHLESINGER d'un brassage parfait et instantané. On devra donc se rapprocher le plus possible des conditions idéales de la sédimentation sans convection, Sans se soumettre aux conditions extrêmement strictes de l'ultra
centrifugation, il est possible, comme l'a montré BROUN (13) d'éliminer presque totalement les vibrations pair l'emploi d'un rotor autoéquilibreur et par un équilibrage risoureux des tubes, La suprression des mouvements de convection peut être obtenue dans un centrifugeur à température constante, tel que ETInternas tibnalPRel où Le fixité dela température € est m.intenue à
T 1° c et en opérant à 4° c, la température de densité maxima
de l'eau (*}),
De nombreuses méthodes ont été proposées pour repré senter la répartition granulométrique d'une susnension hétérodispersée ; celles-ci ont été nissées en revue par ALSTINURF, La plus simple et la plus souvent utilisée est dûe à ODEN (69) ; elle consiste à porter en ibcisses les diamètres et en ordonnées
Rat TONELIONMUIUAT,
C'est une courbe EN éns, configuration théorique la plus probable Torsqu'! Eds T d'une population unique, la majorité des particules avant un diamètre voisin du diamètre moyen (HAUSER (36) }),. |
La pente de cette courbe permet de déterminer la fonction de répartition F(Z) d'arrès l'équation 4:
Re; ne ADR LUS ARS AAA DA SAR ne 6 4400 A + AS ROUE ne CR 42 à UD nn UN OU AM à 2 RL AR, A QlAr mue ne du Là 00 ane mesures at - uen. 0 = <a ne
#* La viscosité évéyee du saccharose 0,68 Le utilisé dans nos expériences est un facteur supplé mentaire s'opposant à la création de courants de convection,
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Avant d'envisager les conditions d'apnlication de l'anslyse granulométrique à l'étude d'un homorénéisat de tissu -il convient de préciser les caractères particuliers du m.tériel étudié,
1°) Les particules sont "vivantes", elles constituent vraisemblablement des systèmes Osmotiques comme cel: a été prouvé dans .le cas des mitochondries par OPIE (70) et de DUVE (32), et sont donc susceptibles de modifier leur taille et leur di par cbsorption ou perte d'eau suivant le milieu utiisé,
2°) Les particules sont complexes :; leur composition et par conséquent leur densité varient suivant les fractions. Les Hoyaursont une, densité de 1,36 à.1,4T selon ALLHREN (LI la densité des mitochondries et des microsomes n'est pas connue avec précision, mais du fait de leur niture lipoprotéique, on peut leurattribuer-uné densité probable .de.l,20 environ:
À) DEFINITIONS
Dans ces conditions les définitions données uu chapitre 2 » . 4 A . 2 précédent doivent être modifiées,
1°) Paramètre
Il n'est plus possible de choisir le diamètre. dont le calcul à partir de la loi de STOKES
suppose que d, est constant et connu. Nous avons donc choisi la constante de Sédimentation, s, dans le milieu de dispersion uti- Lisénle). |
te ot tn he te om om + 2 2
# Dans le cas de particules $phériques d1-do 2 GS = _
Pour chaque fraction dont nous connuîtrons la densité d,, cette relation nous permettra de traduire les constantes de sédimentation en diamètres sphériques équivalents qui concrétisent mieux l'ordre de grandeur des particules,
At) + 2°) Inconnue
Le changement de paramètre entraîne les nouvelles définitions suivantes :
- la fonction de répartition est désignée par F(s}j, - F(s)ds représente le pourcentage rondéral des particules de NA ER ï sédimentation comprises entre s et s + ds,
ml ds sera la fonction cumulés de répartition. T1 est à noter que les quantités F(s) €e (5) peuvent aussi bien représenter les poids d'un sue associé aux
-particules de constante s,
B) CONDITIONS OPÆRATOIRES
1°) Choix du milieu de dispersion
Le milieu utilisé doit miintenir l'intégrité morpholosique et chimique des structures et conduire à une suspension de particules bien isolées les unes des autres, condition absolument stricte dans l'analyse granulométrique,
Le problème de la recherche de milieux physiologiques intracellulairesa été étudié notamment pr CHA!BERS (14), LOYRY (57) et KOPAC (50), et dans son application à l'isolement des structures cellulaires par HOGEBOOM (41), ‘'ILBUR et ANDE RSON (101), DALTON (26), HOSTER (44), SCHNLIDER et rTEnrauN (86), ZAJDELA et MORIN (102) ; Les résultats obtenus 5e résument ainsi:
Les solutions salines provoquent toujours une a”grégation massive des structures et souvent leur gonflement,
Les solutions de substinces organidues évitent l'aggrégation mais provoquent un gonflement pouvant aller. jusqu'à _la lyse des structures,
Actuellement, le sacchirose seul, à des concentrations supérieures à.0,75 M, préconisé par HOGEBOOM, s'avère cäpable de miintenir l'intégrité des structures et d'éviter leur aggrégation, Mais sa densité et sa viscosité élevées gênent considérablement li sédimentation des microsomes,
Pour mettre au point un milieu de dispersion physiologique évitant les inconvénients des solutions de saccharose nous
avions pensé à utiliser les effets «ntazonistes des ions ; ces
effets se manifestent en effet aussi bien sur les phénomènes de ER rn. ne. ae les phénomènes de précipitation des colloïdes (LOEB RUBINSTEIN (83), LUCKE et Mc CUTCHEON (58), GELTHORN et ANT (35) }. Ces recherches ne nous ont pas donné de résultats satisfaisants, | ;
2°) Appareil
Les centrifugations doivent être effectuées à température constante et voisine de + 1° pour obtenir une sédinmentation sans convection ; cette busse température évite par ailleurs l'autolyse des structures, Les vitesses de rotation doivent être élevées pour permettre l'étude des microsomes dans le saccharose 0,88 M,
Nous avons utilisé le centrifugeur Internationel PR 1, à tenpérature constante et réglable, dont la vitesse maxima ’est de 22,000 t/m ; les tubes, dans lu tête n° 291 utilisée, sont inclinés à 45°,
C) CALCUL DE LA REPARTITION
Tous les centrifugeurs à grande vitesse sont à tubes inclinés, mis aucune solution de l'analyse granulométrique dans ces conditions n'a été établie, La formule de PICKELS (72) ne permet de calculer que le temps de sédimentation totale d'une suspension et non les fractions sédimentées en fonction du temps,
Nous avons été amenée ainsi à reprendre dans son ensemble le problème théorique de l'analyse granulométrique pour pouvoir l'appliquer au cas des tubes inclinés à 45°. Le chapitre suivant sera consacré à l'établissement des équations granulométriquesrelatives à diverses formes de tubes,
Les solutions proposées sont applicables non seule ment à l'étude des structures cellulaires mais à tout autre pro blème de granulométrie dont elles élurgissent le champ d'application en permettant l'étude de suspensions très fines,
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Dans un tube à centrifuger, l'accélération y n'est pas constante mais proportionnelle à la distance horizontale x d'un point donné à l'axe de rotation
y = x Ke
» étant la vitesse angulaire, L'équation fondamentale du mouvement d'une parti-
cule de constante de sédimntation s, sera, d'après les équations 2 et 5:
O sr
Cette équation n'est valaosle qu'autant que Le on puisse négliger le phénomène de la diffusion. Le carré moyen du déplacement en fonction du temps d'une particule sphérique de diamètre D dans un milieu de viscosité n Suivant une direction ox est donné par la formule d'EINSTEIN
2 RT 2t N 3rnD
Nous adm ttrons que l'effet de la diffusion pourra être négligé lorsque le déplacement moyen sera inférieur au centième de la distance à parcourir par les particules dans le tube de centrifugation *.
B) CONVENTIONS
Un nus jet M8 000 ef) End cu (on nus on
1°) La suspensions soumise à la centrifugation est contenue
* Dans les conditions où nous opérons, température = 40, milieu = saccharose 0,88 M:
"RT be 13 "Fr =.0,58 x OS
n 0,055 poises.
DM)
dans un volume V de forme quelconque, mais possédant un axe de révolution OA horizontal (hes 7).
"À et B désignent les distances respectives du fond du tube
et de la surface libre de la suspension à l'axe 00! du centrifugeur,
T représente le temps minimum de sédimentation totale d'une
suspension homodispersée, Il est défini par le temps au
bout duquel la particule QUI TAC DLUST EONE Lips à accom-
plir aura rencontré une paroi. En pratique c lest le trajet AB, car la particule située au point B- au temps o a, à la fois, la vitesse initiale la plus faible:
(ax)
(at).
et le chemin à parcourir (A = B) le plus long. La valeur de T obtenue par intégration de l'équation 6 est
En -
se
Fractions sédimentées.
Nous adopterons les conventions suivantes:
f :; représente la fraction sédimentée d'une suspension homodispersée en un temps t tel que
D A Lee UT
p : représente la fraction sédimentée en un temps t à une suspension hétérodispersée.
Particule sédimentée.
Nous considérons qu'une particule est sédimentée
lorsqu'elle est arrivée au contact d'une paroi, en effet:
a) d'après BROWN (13), au contact d'une paroi les particules s'accolent pour former des aggrégats de volume considérable par rapport à celui des particules isolées, ceux-ci gagnent alors très rapidement le fond du tube.
b) garterss aggrégats ne gagnent pas le fond du tube, c'est qu ‘ils adhérent suffisamment à la paroïi pour ne pas en être détachés lors de la décantation, lorsque celle-ci est faîte avec précaution.
C) CALCUL DE LA FRACTION SEDIMENTES EN FONCTION DU TEMPS
0) Suspensions Homodispersées.
FO
Hicure 45:
I1 est plus aisé dans un premier temps de définir la fraction non sédimentée f':
tre il fi
C'est le rapport du nombre des particules qui sc sont
déplacées sans avoir rencontré une paroi au nombre total des particules présentes,
Le nombre total des particules dans une suspension homogène est proportionnel au volume V de la suspension: volume limité par les parois et la surface libre verticale Bo
Le nombre des particules non sédimentées est proportionnel à un volume v (hachuré sur la figure 8), lieu géomé-
re 4 À # "2 LES 4 le ? a ae Le Pe 1e pra 4 : ' F HE. - .
| | ee Lo DE | | | | RE Pr à EU ne |
SO M
trique au temps o des particules n'ayant pas encore rencontré une paroi au bout du temps t; nous l'appellerons ‘volume non - sédimenté"..
La fraction sédimentée est alors f = 1 - —<— et le problème se réduit à calculer v en fonction du temps.
Faisons momen tanément abstraction du tube et prenons trois plans parallèles verticaux Pis Le et pe Pr con» tient l'axe 00!, les distances de Rae ne à P, sont respectivement x et y, liées par l'équation |
sut xe
Ne
Figure 5 (coupe horizontale).
Ces trois plans partagent toute droite en segments propor-
tionnels,
Ê — = STE ne ‘= 1. 0
Par conséquent, toutes les particules situées au temps o dans le plan P. seront au temps t dans le plan P. Inversement, toute particule situéc au tomps t dans lo plan P so trouvait au tomps o dans 1c plan P..
Reprenons alors le volume V.
Le plan P._ découpe V suivant un cercle S,. Les trajectoires contenues*à l'intérieur du cercle S aécbupent dans le plan P, une surface S.. Cette surface Sy (Hachurée sur figurc $) est le lieu géométrique des particules non sédimentées du plan PL ‘
Or, à chaque valeur de x correspond une valeur de y,
donc de Sy et de Se Se o86t ainsi Uno fonction de x. Lo volume
v est engendré par cette surfaco Sx lorsque x varie de la Va— leur B_ à la distance critique X pour laquelle 0; étant la distance à l'axe 00! d'un plan vertical tel que les parti- CULES QUE il Contient au temps o seraient dans le plan À (plan vertical tangent au volume V) au tomps t, sa valeur nous sera donnée. par intégration de l'équation 6 :
ï, rie (8) d'où: | ÿ S À X X. (9) | @) | Ÿ her at > ne | £ re 217 RE Ne Pete | "1 | | | | | | LE | | A NP ” QU I 7 Se re Figure 6 (coupe horizontale), et: Va 4% = fau Calcul de S$
o Dame lon D en ne 0 ee X
Prenons maintenant deux plans horizontaux H et H!, "H'contenant l'axe do révolution OA coupe le cercle S_ sut Yant un segment de longueur 2 c, H! situé à la distando ver- ‘ticale h de H (o < h < c) coupe 1e cercle Sy suivant une corde de longueur 2u et la surface & Suivant un segment de longucur 2: (figure B ) |
Les relations suivantes sont immédiates:
He naeshelior te
ra da W
et w apparaît comme fonction à la fois de x ot de h. 8, est engondreé par 10 sogmont 2w quand h varie -ce à +c,
D'où: + SURE Sri X +0 DES. à V = CR 2wdahâx r+ B -c
Si maîintenant nous figurons (figure 7 }) le coroiceSs Se ses intersections par lés plans H ot H!, La valour dë u (demi-cordc) est
U = DR h
et la valcour do w
Figure 7, & +c ) d'où: s, =f 2#+ ÿe° -n° an UC
cxpreossion qui, après intégration, conduit à l'équation 10
ni Cdt à 2: mes (10)
Ainsi, quelle que soit la forme du volume de révolution.V,, La sûurlace 5, est, toujours donnée par l'équation 10 *, et v par l'expressiofi générale
f c‘ax (11)
SL
X est fonction uniquement de t (équation Bis c est une fonction de x qui ne dépend que de la forme du tube, ; : F V
Le calcul de la fraction sédimentée f = 1 - —— nécessite également la connaissance de Vs l'équation ph n'est aisément soluble que dans le cas où V est un volume régulier: cylindrique, conique, sphérique, ellipsoïdal, V est alors
LA
donné .par une expression géométrique simple.
2°) Suspensions Hétérodispersées.
Une suspension hétérodispersée peut être considérée comme le mélange d'une infinité de suspensions homodispersées de constantes de sédimentation s comprises entre o et l'oœ, chacune se comportant de façon indépendante au cours de la centrifugation, Au bout d'un temps t, à chacune correspond donc une fraction sédimentée f telle que nous l'avons définie au paragraphe précédents la fraction sédimentée p de la suspension hétérodispersée apparaît alors comme la somme de toutes les fractions f,
co p em r.ms és o
ais nous avons vu également qu'à chaque valeur de s correspond une distance critique X (équation 8)
ui CU
Parmi l'infinité de valeurs de X, l'une est égale à B, elle correspond à une valeur particulière de s que nous appellerons S: constante de sédimentation critique, c'est la
RC * On pourrait d'ailleurs démontrer que la surface S.,est une
.lellipse de 1/2 grand axe c et de 1/2 petit axe c ins
plus faible constante de sédimentation des particules totalement sédimentées dans le temps t.
L'équation 7 nous donne la valeur de S:
La constante critique S partage l'ensemble des particules en deux groupes:
- les particules de constante s > S, qui sont donc totalement sédimentées et pour lesquelles f sera toujours 1. - les particules de constante s < S partiellement sédimentées.
La fraction sédimentée au bout du temps &t sera ains i:
S Jen De nl tirlelde tale liede (13) (e) S
Nous avons ainsi établi l'équation générale donnant la fraction sédimentée en fonction au temps d'une suspension hétérodispersée dont on a supposé connue la fonction de distribution F(s). En pratique, 116 problème ssteinverse, nous considérons comme inconnue dans l'équation 13 la fonction F(s), p étant une fonction connue du temps que l'on détermine expérimentalement.
D) CALCUL DE LA FONCTION DE REPARTITION
Nous Te AFors à propos de chaque cas particulier que
dans l'équation 15, l'expression Re PS est tools on
forme Co *PENEN ne cf (1-6 #5)r(s)às + 0, f (1-e 4$)F(s)as +...0, f (1-e nE)F(s)ds O o Ro où OC; Cu; soeC Cos Cysee00, Sont des coefficients dépendant
uniquement de la forme du tube. L'équation 135 peut être mise sous la forme
8 Co o CS ADO c,f te S-1)F(s)ds + Cf le -1)F(s)ds + ... O q O CH HOME CeN Sl)r(s)ds
Pour-Le résoudre, nous utiliserons l'artifice de ROBISON et MARTIN, qui consiste à additionner l'équation 15 et ses dérivées successives multipliées par Sh (n étant l'ordre de la dérivée) ec par un facteur numérique approprié, de façon à à faire apparaître les intégrales suivantes:
5 | 2 3 Gas cl C1 - (2) + 5 (0,5) - £ (C2) + …)e © - DF(s)ds S Ce ChX o l'E(1- (05) +5 (08) - & (0 8) + ...)e - LIF(s)ds (@)
Ces expressions pourront être négligées, sous réserve de certaines conditions que nous envisagerons à propos de chaque cas particulier.
: Nous aboutirons alors à une équation différentielle linéaire, de la Forme suivante:
o nt on nt ED D ut NET en S ds + MQ __ il Le ah Pe (p+m, STÉ + re DS _ 5 eo )]
dont ‘la solution générale sera:
S = LE F Cu dp Fe Q — J f1 (p+m, SE + mn se _ +,
jML O
II - TUBES EN FORME DE SECTEUR
D tt ot et te nt ct pt, nt mt at ne ot D te D D D ot po ne De ne en mé D M moe ie om mt De ns De done pe ne Dot on Dot Do ee ee
Un tube en forme de secteur est constitué par deux parois latérales nee les parois supérieures et inférieures étant horizontales
19) Calcul de la fonction de répartition
eue ons ont pu mg ue met c=0 out 8 me un out dns: eit 108 4 008 2+0 ane mu m0 NUS SUN NS Du Out ous né ouf ouf mn put on ou: ons
Dans le cas d'une suspension homodts pensée} la
fraction sédimentée est, d'après ROMWALTER et VENDL (82) Ke = Sa Het st d'où, en remplaçant X par sa valeur 4e * site nee -2su°t)
expression qui permet de calculer 8,
Dans le cas d'une suspension hétérodispersée, l'équation générale 13 devient:
co AC Bed D 280 TE Do 'Fdide +1) —#—# (1-e )F(s)ds (14) Fa o À -B
que nous pouvons écrire sous la forme:
b£ S 28 u 1 -p =Q + TRTEU CA TES AS NTM lE) D sh 0
avec les conventions ‘suivantes:
A/B eut D Ln A/B
2 a Le Nous additionnerons alors l'équation 15 et ses deux
premières dérivéss par rapport à S, multipliées respective-
ment par 28 et 1/2 S%, et aboutirons ainsi à l'équation 16:
d'aprés l'équation 12.
2 2 a CLSC TE nue CREME 6 Q + mer S GTR Le (p+25 äS te 5 RE ) (15)
en négligeant toutefois le terme:
2 8 2 -2aà | —— [Tia + 88 +2 ae S _ {r(s)as (17)
Dire 9 ©
La solution de l'équation différentielle 15 est:
A 6 hp RSR s LR ) 8% las (18) ht À LE Re à LA 2 ‘ ie 5 (e] ds ue où M a pour valeur # —.
L'équation 18 serait difficile à utiliser sous a # à ô :
cette forme; par intégration il est possible d'en donner deux expressions équivalentes:
Le La: TS S | _. M(3-ü) .M,d M, F 13 M-1 1 = 5 DE 3 S a + sl-1) (1-2) ci Jrs das (19) 10 = p+is (20)
L'équation 19, analogue à l'équation de Robison et Martin, est directement utilisables le terme se peut être
évalué graphiquement et l'intégrale calculée avec une très bonne précision au moyen de la.rêgle de SIMPSON,
LA Q ° L'équation 20 sera envisagée ultérieurement comme point de départ de solutions simplifiées,
Gre)
20) Conditions de validité
Le coefficient M, ayant pour valeur ee L ne
“a dépend que des caractéristiques géométriques de Se occupé par la suspension, Le rapport A/E peut varier en théorie de 1 à +, mais les solutions 19 et 20 n'étant que des solutions approchées il convient de déterminer entre quelles limites du rapport A/8 elles resteront valables,
A) Examinons tout d'abord le cas limite où A/B = 1, M prend alors la valeur 2 et les deux équations 19 et 20 se réduisent à
ee t Dole
Cervcas Limite a une signification physiques.pour une hauteur À - B donnée de la suspension, le fait que 1e rapport A/B tende vers 1 suppose que À et B tendent tous les deux vers oo. laîs alors plusieurs conséquences en découlent:
- les trajectoires tendent à devenir parallêles, - le gradiant qu champ d'accélération tend vers o.
Ce sont là les caractéristiques de la sédimentation sous l'action de la pesanteur,
Or, l'équation donnant Q dans la sédimentation par Dai accomplie dané un tube parallélépipédique, est galement
de telle sorte que les équations 19 et 20 sont exactes à la limite inférieure A/B = 1,
B) Envisageons maintenant le cas général où A/B est supérieur #1:
L approximation effectuée est représentée par l'expression 17, mais ne peut être évaluée que dans certains cas: particuliers, Posons :
à S A TR NS Li", M NOUS Ru
_ Cette expression, où a, s et S sont des grandeurs positives, est toujours négative, de même que sa dérivée DAPPFENOOEL Ua S
unes — c <> se A
Tr
Y ést donc une fonction décroissante, mais comme elle est négative, sa valeur absolue croît avec s et &ans l'intervalle de o à S elle est maxima pour s = S,
Envisageons donc les deux cas particuliers suivants:
a) La quantité Fs) est constante dans l'intervalle o - S; l'approximation aura pour valeur
ie S) E = Q—5— J vds D -1 (e) où après intégration 5) + E ik F 7 " + =) Q b'-1
Nous appellerons E l'erreur moyenne.
b) La quantité F(s) est nulle dans l'intervalle o - 8 sauf pour une valeur particulière s, l'approximation est ce cas:
OS C
Le = Dm
ot d'après ce qui précède, maxima lorsque s = S, L'erreur maxima Ris introduite par l'approximation | o85 donc :
| | Se E ne (1 Æ aa _ aa ) Q D 1
Le tableau 3 donne les valeurs des rapports E/Q et E,/Q
relatifs à l'équation 19 pour différentes valeurs as D: Nous pouvons fixer la limite supérieure de b à LS en effet, nous pouvons considérer que l'erreur réelle ne
CZ & (W
s'écarte jamais beaucoup de l'erreur moyenne E, égale dans ce cas à 1,07 p.cent. Ce n'est qu'exceptionnellement qu'elle s'approche de l'erreur maxima E (ici 4 p.cent), le tableau 2 montre en effet la croissalice rapide de
l'expression
b à 5 Y avec le rapport “.
2 tt tt pt té mt ét ét té D té té D me M ee ee ee ee ee D et te Qt me me ee ponte ie ponte me te ee dote Pt pme ones nt mme ee ie ee ne ie te ie DS ee de pe ee ee mt me de de de ce ie de De me ee me
co ee ou EE ES
\ D ut ot tt om gt nl mt Gt Me nt mé et oi Dé mé Dé ét nt et EU D D D D ét et mé ol eo ee ee te ce ee ms et D ee De D Ré D De pe De ee De ne US ES Se D Se ee Mt St DU ee A ee me ee De me em me Re ee
Tableau 2
Ces conclusions sont d'ailleurs corroborées par RO- BISON et MARTIN: dans une équation analogue à l'équation 19, ils sont amenés à négliger le.terme
-2a- 2) & 2 4. => D D Po D. À :
—$— J Dlite Æ + 28725) 0 -17 F(D)ap Diet © À 2
et ont montré que cette approximation est encore négligeable pour une valeur de b aussi élevée que 1,4206, Or, les valeurs de E et Æ& relatives à l'expression cidessus seraient x:
En
La faible valeur de E/Q (0,57 p.cent) permet ici de toa une valeur particulièrement élevée de ES (68h, cent ). ; ;
30) Simplifications de la solution
a) Première simplification
Dans l'équation 20, le coefficient de l'intégrale
est petit. IL était tentant de vérifier si la sup-
pression du térme contenant l'intégrale était possible sans entraîner une approximation trop considérable, 1'#quat oh 20 se réduisant alors à:
£ 2 Ml RCA Lao Dee Ke
L'approximation d'une équation générale
k étant un coefficient quelconque, est donnée, dans le cas de tube en forme de secteur, par l'expression
2 S à -2ax
—ÿ— j [(1+2ak8)e -1] F(s)ds
Le tableau 3 donne les valeurs du rapport E/Q relatif à l'équation 21 pour diverses valeurs dé 0% LE apparaît ainsi que l'équation 21 est d'une précision légèrement supé-
rieure à l'équation 19,
b) Deuxiême simplification
Il apparaît pour de faibles valeurs de. b que le coefficient E est très peu différent de la quantité
+] Q] 9 s ETAT e Nous avons ainsi 6t6 amené à envisager l'équation
LQ = p+-Èbil gp (22)
et la grandeur de L'approximation qu'elle entraîne, Les valeurs du rapport E/Q relatif à 1'équation 22; consignées dans le tableau 2, montrent à nouveau un progrès dans la précision, de telle sorte que la valeur limite du rapport A/3 peut être
portée pour l'équation 22 à 1,42.
Plusieurs équations équivalentes à l'équation 22 peuvent en être déduites, D'après la définition de la constante
a de sédimentation 8 = —5— on pout écrire:
b+ 1-Q = pe t
ROBISON et MARTIN ayant démontré expérimentalement la possibilité de considérer le produit t comme un facteur unique, si nous désignons ut par 6, l'équation 22 conduit à
ina re Sp 6 à
Enfin, la relation entre la constante de sédimentation S et le diamètre sphérique équivalent Z
KE tee le à = =. S LSan permet d'écrire: | È 2 b+1 dp re DORE LPADT GUN Ver CAR I | ll Le 1,3 _ 1,4206 | 2
(E /Q -0,0058 -0,0202 |-0, 0401 -0, 0681 /-0,217 Equation 19( |--+-.""d--vmemmtemmmmmmtsmm—— (£E/Q -0,0017 |-0,005%|-0, 0108 -0,0192 |-0,067
quation 21 E/Q | 0 |-0,0010 |-0, 0037 -0, 0079 -0,0147 25, 054
Equation 22 E/Q| 0 Ho, 0005 +0, 0028 |+0 ,0045 +0, ,0072 |+0,035
OR DRE I REL PRRE 7. 5 LAN R Ole NOR L'ORRE e ee te ee et te eo a ee LE mt mt mt me mm te meme bn mnt me te mt me mn mme Got ns mme Poe
Tableau 3
III - TUBES CYLINDRIQUES A FOND PLAT
Fleurs 8.
10) Calcul de la fonction dc répartition.
en 0 où 0 out ut Vu nt CE ut nt Œué 0 OU UE 0 Œu MES US MU DD Ou Aou Due me GS Ou Ou AN En Œuf mnt mu Œus mu
Calculons v d'après la formulo 11 on remarquant quo toutes les scctions S, sont 6galess ot que ce est constant ct égal à R, rayon du tubo : ve À
v = 7 —- RÉ(X-B)
V cest lo volume d'un cylindres:
V = x R° (A-B) la fraction-sédimentéo d'une suspension homodispcrséc
e ee + Poe ST
e = (AH) = B(ax LE
| nn ou, on remplaçant X par sa valcur Ac LOS.
| pet FF SE eme 284 ) Bt) CT ê)
-sora ici
équation qui permet de calculer s,
; Dans lo cas d'unc susponsion hétérodisporséc, l'équation générale 15 devient:
2 2 US co S DANCE "BU PR TEL She F(s)äs | pe " A5 = B équation qui, avec les convontions habituelles AVES F2 En A/B a DE : £
peut être écrite sous la forme:
S -aà "Si)r(a)as - = Je Si)risds (25) (e
b S Pts ue, JA O Additionnons alors membre à mebre l'équation 25 ct ses deux premières dérivées par rapport à S, multipliées respectivement par 28 et -S£, nous obtenons:
QE a gré er me Aus (pros Ip. : Ré MISES Sb{b-1) ds ere as vous
sous réserve que l'on aît le droit de négliger le terme:
b À 8 a -2a$ L D ER EE (2m à À [( 1+2az + 2a si -1'F(s)ds _ DT 7 [K l+az on a Æ )e -1 F(s)c Oo x APM ©
si l'on pose:
Aibe(bau) seras
nous sommes ramenés à l'équation 16 et par conséquent aus
.-mêmes .solutions (équations 18, 19 et 20) que dans le cas tubes en forme de secteur mais avec une coefficient M dif férent.
‘20) Conditions de validité ‘
A) Dans le tas où.b = 1, M = 2, comme dans le cas du tube en forme de secteur, les équations 19 et <0 sont donc SAaoûes
à la limite inférieure: ; Ds Fidle
B) Dans le cas général où b > 1, l'approximation est donnée par l'expression 24, Posons:
2e 2e. : 2 2 -aà Yi Le Lies + 2a D 1 |- Del Ltaé + 5)e -l:
Y et sa dérivée par rapport à 8
sont Line Ib D PRES
Nous ‘pouvons à nouveau aérinir l'erreur moyenne ct l'orrour maxima dont los cxprossions sont ici:
s = -pi- En, ALL ;
Dans 16 tableau 4 sont aa les valeurs des rapports E/Q et E nm PR HUE valeurs de b.
30) Simplifications de la solution.
Dans le cas d'un tube ane à fond ee une équation générale
__ d Lumne p + LS
conduit à une erreur moyenne
PENSE (14k) _ Q
a) Nous avons calculé et reporté dans 1e tableau 4 les valeurs de l'erreur moyenne introduite par l'équation 21
dp HT S (21)
ds
ie est ici très voisin de la valeur b
elle-même. Nous avons donc vérifié de la même façon la validité de l'équation 25:
b) Le céofficient £
Mure | 2,3082
es 81 se LL -0,0017 | -0,0127
Equation 25 E/Q @) +0,0015 LF0,0055 +0,O115
me De Ds + De ame dt M Dm mnt De Do Do De de dé De D Do Doté D De D D ont D US + EU DS EU DES MUR AU Eee DC ee Mu AUS mue AC deu ue ec ue Sec ee ee ec dc ec eue
(E/Q c Equation 19 È
Tableau 4
“torer que 1'équati on 19 n "est st utilisable pour des valeurs de b supérieures à 1,20, l'équation 25 de forme particulièrement simple se montre plus exacte et son n domaine de validité peut être étendu jusqu'à la valeur Del,
Comme l'équation 22 étudiée précédemment , l'équation 25 peut être écrite sous deux forms équivalentes:
S = > _dp_ L Q p b € dé
Ver d CE em er
et 1 -0Q
IV - TUBES À FOND HEMISPHERIQUE
M me me Œ— sum Etes Mes Ms ns meme te me Mi me
ae Dee ee des ee Mes mme tm Mme nn an Det mme De D
Li | ra ge | AE ; 4 | 7 "A Î L C { 1 | É E Me Hi j De { NT Fr En + à L RG pe : | Ÿ | \ ; | ; ke D ie \ More re | LS ; | ss + \ | Murs -dnr # = :
Er 2 NÉ :
: ail —— F igu re 9 ;
Nous nous limiterons au cas où la suspension occupe exactement le volume de l'hémisphère terminal dont le rayon R = À = B, et le volume:
1°) Calcul de la fonction de répartition.
Dans le cas d'une suspension homodispersée:
D'après la formule 11 | | | k # RE Pers J c‘ax (A1) B où, d'après la figure 13
où en remplaçant y par sa valeur x + ot en développant
e Gé = x À +2 x À + 47 - 2 ap X x l'expression de v' x TE x We or Se —- x° + 2Bx + X(A-2B) | ax =R devient, après intégrations vy = EL- + (£°e B°) + 85(x7-5*) + 2X(4-2B)(X-B))
La fraction sédimentée f = 1 - a sera _ (2a-3B)(AŸ-XÈ) - 3B(A-2B)(A-X) + B°(a- À)
et en remplaçant X par sa valeur 4e 2%.
- A°(24-8B) esu tt) _ 3AB(A- =28); Lost) i
équation permettant le calcul de s.
Dans Le: cas d'une suspension hétérodispersée:
l'équation générale 13 devient, avec les conventions habituelles:
De po 0 + | (0e oui 2(b-1) (26) S S ee D ne dd eg F Le S-1)Ple) a 2 ; Fu 2(b=1)° jus Hi
Posons encore, pour simplifier:
DA[2DEA ne Sb(b-2) is pe 2(b-1)° 2(b-1)° 2(b-1)
. L'équation 26 dovicnt: : | SERRE 8 ; s S -2a2 S a+ S as = Q+af (se S-1)F(s)ds - Bf le °-1)F(s)ds +y/f le ”-1)Fsds o O | UT:
Do ce NOUS additionnerons l'équation 26 et ses trois premières dérivées par rapport à S; multipliées respectivement PATRONS, 0/25 06 ]/6:5°1ot nous obtiendrons l'équation Suivante :
2 DUYAC : 7
5: d Sr là # a rdQ 1 - (p+53502 4 S19 + SE) =, Q + + S + (87) 2 4e Bas 2(b-1)2 ds
à la condition que l'on puisse négliger le terme suivant:
É: 8 sn . -2a$ LÉ œ F É ( (1+28x Ce 222 TS À Che )e -1) ] F(s)ds O EVE S Pod 2 oo res = $ £ [ (1+as Se metE >) Ets en —)e -1)] F(s)ds | (28) | S £ GLS Soi = + y | [i (i-ab.r Se - 8 8) 1) Te(ehas o 5 2 ‘se GR 8 &
Cettc équation est résolue. comme précédemment et conduiît à la solution 29:
S 2 SAS VAN d CRT | SR | M1 Q = f [ HIPEN(DIGSRR + Do D en et S as 29 EL a 7 RSS ] Ki
nn où M a pour valeur 2 PE :
10 L'intégration par parties de l'expression 29 con duit à l'expression 30, analogue à l'équation 19:
Do =, (W-emi)n + JE (on) s BARS LR
| | ù a té = + (u-1)(me2)(ues) À f ps S (e)
20) Conditions de Validité
À) Dans le cas limite où b = 1, M prend la valeur £ et l'équation 30 se réduit à:
| ME D 20e 1 NS MP RE Dogs SE + 7 8° + (81)
C'est également la solution obtenue dans le cas de la sédimentation par gravité accomplie dans un tube hémisphérique.
B) Cas général: b > se
La grandeur de l'approximation est donnée par l'exprossion 28,
Posons :
ne Biz Lo Yoe Er fD+ £_ 25, jÿ Écrit nÉ = )e re 28 3 8' or OS ë SiBdéc À à LA 5 + PET ë (58) 2 (SJUÉS
dr ann s ec A ARE a°s° re +8 a*s° se de a*s° ", LÉ di die és GE
mais les quantités 2% étant petites, nous pouvons admettre que l'adjonction d'un terme supplémentaire aux développo-
Se S 5] + = À à 2a=. a OQ— : monts en série des fonctions 6°"S, e 5,0 S, contenues
dans l'équation 32 conduirait à une expression globale trôs petite:
An 207 et 4 4 2ax . C (1 + =. 4 : SR Et + nn Je ET
-ff (1 + 2s RD ne S + 48 )e SEM S 8 6 5:88 440 a as" D |] %# + AR IL = + _ + DORE | O d s SO 69 as
& 4 5 AE <a 74e. 0 Fi “RE en Scene ho 08 2 y 18,588 4 He 4 é | AE OMS PA
ct par conséquent:
aY CA ds # S
s ôtant positif, la fonction Y ot sa dérivée sont toujours de même signe ct, comme dans les cas précédents, la valeur absolue do Y sera maxima lorsque s = S.
Nous pouvons alors définir comme précédomment les crrours moyenne (E) ot maxima (E )
RS DRASS UE 2(0-1) 2(b-1) E = -[1 - Amen) + à 7 Q 2(b-1) RIM Out Lo se PO UN OR # mere LL
2 ie = &a(b-1) 2(b-1)
fe
Le tableau 6 comporto es des numériques de BE et E calculées pour différentes REA de b, comprises entre 1 ot l; 4. LE sas ut
Un ie ds: la croissance. de la fonction Y avec le rapport à RU asser 5,
Tableau 5.
30) Simplifications de la solution.
a) Promiôro simplification.
L! équation 29 peut être mise par intégration par parties sous La formé:
pe 3M21 & ; M «2 d° (M-1)(M-2)(M-3) 1 r°4*p QM-1 1=Q = p+ 8 s2 d°p AE PAL a AL su POP PCA | ML 4 6 bo ail) : Nés as
‘Comme pour l'équation RO nous avons cherché si L'équation 34 qui on dérive. était applicable:
i se 2 Mel. A Diqer lier one 0 dem Qre pot pe Sas ES Se (34).
Celle-ci, d'atilours, redonne bien L'équation 51 pour M =. 2.ct.1 équation CICR Tor M=.8%.
/ E erreur moyenne introduite par une équation. # d généralo : LS ’
es et. ADO Le © a°p L=Q = p+ k} s) a ‘ ko S 5
dans le cas de tubes hémisphériques este.
TE een) (ie) Pen
dés Cette formule nous permet de calculer les valeurs de E/Q relatives à l'équation 34 (tableau 6).
b) Deuxième simplification.
Les coefficients _— et __. de l'équation 34 sont très voisins respectivement des grandeurs 1 + e et —
Nous avons donc calculé (tableau 6) les erreurs E/Q relatives à l'équation suivante:
1-Q = p+(i+-R)s + D s° IR (35) as | b' ai PL on Le LUS AE 155 [1,4 | M BD 201 0 200 ; 2,826 mn .|3/8/0,36439/0,35719)0,35492|0,34637 |0,35870
SESSIONS DS DE D D nt ts ml ne oo om me eu
D Ce PQ Put Ds ne D nn Vanne (ot Domi Do Dans Que SG ns SR EE LS eu ému Sn nee pa em manne tnt amet conne om ann um mue eme atom ane monts . — ——— RES rene, male
. ee ee ne me ce md
Tableau ce
de ADProx mation ntroduite Dar 4 Squation 30 ap ai j ! parait négli-
geable dans le domaine des valeurs de b comprises entre 1 de
1,40, les deux erreurs E et Ems nulles pour b = 1, passent par
Ne ue se à b = 1,175 ot décroissent ensuite:
elles s annulent à nouveau pour b = 1,4808 (M = 3 té î
30 se réduisant alors à: | ne
dp 3 d“p der ne 5 (33)
c) Troisième simplification,
Nous connaîssons deux équations mathématiquement
exactes:
SOS Re ie | 1-Q = p + sie PR 15 + — S 5 pour b = 1 ds a 1 2 be QU Dre + RENE RE pour b = 1,4808
as
Nous pouvons nous demander si pour toute valeur de b n'existerait pas une équation exacte de la forme
dp ÉCUE S dS + ko S
Q = p+k 5 ds
Une telle équation conduit à une erreur moyenne
B = -[1-(mn)(ue)7] Q
et à une erreur E' dans le cas où F(s) est nul pour touté va leur de s inférieure à S
Pour déterminer k. ot k., il suffit de poser la condition que E ot E! soiertnuls, d'où
PAT Bon 0 à TR © Li Mes à ui 1 dp Hasta L'eQ Te) Cp # ne _ 1) S as + ST S mrLE (36)
Cette équation n'ost pas encore mathématiquement cxacte mais l'approximation qu'olle comporte est absolument négligeable on pratique. Nous montrecrons en effot sur un exemple précis que l'orreur maxima possible est oxtremement faible (tableau 7):
e = orrour sur F(s) (E = f cds = 0)
Tabilsenr ee,
40) Conclusion,
= ns 0 ce onk eut eue cm uns en
Dans le cas des tubcs hémisphériques, nous avons établi une solution presque rigoureuse au problème du calcul de la répartition (équation 36), L'équation 35, dont les cocfficionts sont faciles à calculer, est d'une exactitude suffisante on pratique. Comme les équations 22 ot 25, l'équation 35 pout Ctreo écrite sous deux formes équivalentes:
”. 2 1-Q = p-6 __. + Û 9° Pope He de” où 6e = pt | dZ
où Z ost le "diamètre sphérique équivalent",
V = TUBES À FOND ELLIPSOIDAL
F F ed | : de ER oo 7 i x , H 3 “ te À | | È | À RS SE ER / | | ARS ee (@ : | | " ; | f i ! 1 + l_ IKIG ls L LE DIE hi 0 LE AT LE pu ne : De rer D es RS ” ds = 4 i i | | LE | | | Î | tt Î . | | . << Ë Ë - 4 | m: | Je | : — | j Se { | | | Î Si | ki [al F! are IF ?
| ES memes À | LL 1 en ame, a B RU 2 ee Î es = = se \ RE ! _ _ _ él LM Bot Pons Pen LONORARR RET : LENNET ER SENS À ellipsoide applati à: ellipsoïde allongé Figure 10.
2 cas sont à considérer suivant qu'il s'agit d'un semiellipsoïde allongé ou d'un semi-ellipsoïde applati ; ces 2 cas -seront d'ailleurs traités simultanément,
Nous nous limitons au cas où la suspension occupe éxactement le volume du semi-ellipsoïde, c'est-à-dire E F G F',
La distance 0G sera désignée par À La distance OE sera désignée pèr B .
La hauteur de la suspension 5» EG = À -B
EF CES Le rapport des axes 757 sera désigné par k, G k étant plus grand que 1 pour l'ellipsoïde applati et ‘plus petit que L'pour l'ellipsoïde allongé.
Dans le cas d'une suspension homodispersée, la fraction sédimentée f est :
où RE pt à: si c< ax
Pour évaluer c nous utilisons les remarques suivan- LOS
si nous considérons le cercle de rayon EF
ce = TH = JK FR - m2or Je AT NA nb IE RM Tan D) K d'où = Uk Fa NB) Gi)
Dans les mêmes conditions de centrifugation le volume non sédimenté dans un semi-ellipsoïde quelconque est égal au volume non sédimenté dans une hémisphère, multiplié par le carrédu rapport des axes de l'ellipsoïde.
D'autre part V, volume total du semi-ellipsoïde est donné dans les 2 cas par l'expression
Y = {nr EF2 EC soit encore V = pen x (A - B)? k<
donc égal lui aussi au volume de l'hémisphère de rayon À - B, multiplié par le carré du rapport des axes de l'ellipsoïde,
Ainsi, dans les mêmes conditions de centrifugation, la fraction sédimentée dans un tube semi-ellipsoïdal est rigoureusement égale à la fraction sédimentée dans un tube hémisphérique. ee) 2 2SUTT sut sut f = dl-e ) -B(1-e ) +y(l-e )
.. Il est évident que tous les résultats établis pour les tubes hémisphériques s'appliquent aux tubes semi-ellipsoïdaux. Le calcul de la répartition se fera à partir des équations 34,35 ot 36 avec la même précision.
Conclusion
L'étude de ce dernier cas présente un intérêt non négligeable parce qu'il généralise le cas de l'hémisphère,
En pratique, il sera toujours difficile d'obtenir un tube de centrifugeur en verre à fond rigoureusement hémisphérique, mais ce dernier pourra presque toujours être assimilé à un semi-ellipsoïde,
VI:= TUBES INCLINES À
SL == me me nue vont es mme ou me mie ne moe mes = de mu
Nous nous limitons au cas où la hauteur de suspension A = B est égale au rayon de l'hémisphère terminal R, Dans ce
cas le volume occupé par la suspension : AEBD' (figure 11) est peu différent du volume de l'hémisphère ADBD' ; les grandeurs
v et V relatives au cas des tubes hémisphériques vont subir ici des variations peu importantes que nous nous proposons de calcu- Er,
soit AV l'accroissement du volume total de la suspension et Av l'accroissement du volume non sédimenté.
LSjeCalouitdenv
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Figurons une section du volume AEBD' par un plan vertical y : la section ASy du volume AV est représentée par la partie h2churée Ag; Il, de la figure 12, Elle forme une sorte de
croissant limité par une demi-ellipse L, H L, de grandeur cons-
tante dont le demi grand axe LH = R V2 et le demi petit axe LL, = R, et un 1/2 cercle de rayon variable KT ; cette 1/2
ellipse et ce 1/2 cercle sont tangents en 2 points Jet Je Lorsque le plan y se déplace de B à B + 35 le sommet [ :H de la demi-ellipse se déplace le long de EM, le centre K du cercle se déplace le long de AB et les points de tangence J7 et J, se déplacent sur le grand cercle de l'hémisvhère de diamètre MM".
La surface de ce croissant apparaît ainsi maxima pour Pen bnulle pour y = B'RAUR- lervolume AV eat donn jor l'expression : V2 B+R
AY =f Ve ASy dy
B Ii est Apte à l'aide de la formule prismoïdale R AV = = (ASy, + L ASy, + ASy,)
dans laquelle
AS Y, correspond à y, = B + is AS y. correspond à y = B + LR LE
L : 2V2 AS y, correspond à ER
mDans chaque cas, ASy est calculé en retranchant de
l'aire du segment JAHJ, relatif à la demi ellipse l'aire du segnent Ji1J, du demi cercle,
, à MAMIE LE 2 > uprleue R°y2 arc sin Ba, : R a, (97 ie J,) | de CR eu 0) “luUR ee R+(R£-ue)arc sin paies |] R -u
UE u= MEL = KE Be UE Le résultat de ce calcul donne
MDP ONIOLEULPAR
ou encore ÂY 0,068 V
rHNCiculrde AY
= = = en en ue «es en ee ee ie eu © ous = =
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Figure 15
étant une fonction de t, Av également variera avec t ; nous denlercmenwWapourrplüsieuré valeursidest soit fe 14 jt sx PT PR UMR IRErSS
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Nous n'avons effectué ces calculs que dans un cas particulier, celui qui correspond à l'utilisation du centrifugeur International P R 1, tête n° 291 avec tubes de 20 cm? à fond hémisphérique,
Re PR trim A = 75,0 mm B = 62,9 mm 3 Le calcul est analogue à celui de AV, Av est engendré par la surface x entre les limites AS, = --- AS | »'4 à y = ( ù ) (*) X = --- (B + ----) et x, = B (*), () À 2 :
R —- (B + ---) A V2 av = J AS dx (37) B
et peut être calculé par la formule prismoïdale
Av = . (x - x.) (4LASx,] - ASx;)
Pour chaque valeur de t, la valeur de X correspondante est donnée par relation
si. et résultats de ces calculs sont consignés dans le tableau 6,
* On peut remarquer que Av est nul pour certaines valeurs de t; en effet lorsque t croît de o à T, il arrive un moment où
À | Dee (B nu est plus grand que B + 7 “tie plan Y, passe alors
entre A et M (figure 15}-et découpe le volume suivant un simple cercle, % et4AS, Sont alors nuls, Ceci a lieu lorsque
KES HAE SEE , Soit dans le cas actuel : X <6,6019 cm, valeurs A+B (ÿY2-1) + qui correspondant à 0,725 <--- 4 ik
sd:
3°). Cas d'une suspension homodispersée
Lo .. Nous avons fait figurer däns le: tableau. 8 les quanti- HS IV: SPC à l'aide de di RE $
v = ---fp---- (x3-B2) + 3B (X2-B2) + 3x(4-2B)(X-B)]
— = ll - Dm fractions sédimentées dans un tube hémisphérique FE V V+AV :
ire = LL - ---- , fractions sédinentées en tube incliné :; V+AV | |
l'erreur commise en SA es VE 1 à pour: la fraction sédimentée en
Luc inclinés apparaît faible : l'erreur maxima évaluée d'après la courbe 1 (figure 18) serait d' environ 6 ? Da 100 pour t compris: enCroror CÉMCT
Mais: :dans le cas d'une suspension homodispersée où nous ne voulons que déterminer s, nous sommes libres de choisir t ; nous.nous placerons däns les meilleures conditions possi-
bles en prenant pour t une valeur comprise entre 3 T et Ft le
s“seraralors calculé avec une erreur inférieure à 0,6"p. 100
=) he d'une : ‘suspension hétérodispérsée
= nm es ns mn on mn _ sun " Si uns me es ue = cn on ons 0008
Envisageons maintenant l'importance de l'erreur commise en appliquant l'équation 34 au cas des tubes-inclinés,
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Tableau 8
eut LE EL O si f A ”d ”.
V4 id AE SE = RS S Horm one un pre 4 me — S - S - S S l À 4 Figure 14
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La courbe (figure 14) représente pour un temps de centrifugation t fixe les fractions sédimentées en fonction de 5, F(s) ayant été suprosé constant et égal à 1. Entre O et S' nous avons tracé les 2.courbes f et f. à partir des valeurs du tablea 8, en effet la relation 39 rapprôchée de la relation 38
L, /x s dE /p “ Rare | € permet d'écrire : _. = te
Considérons l'équation générale 13 s 400 MOMIE RANES He) deme El F(s)ds
La surface totale sous la courbe représente p. La portion de surface au delà de $S représente co c'est-à-dire 1 - Q,
F(s)ds
& La surface 0SS! estf £F(s)ds ou encore
O (0SS5') = p- (1 - Q)
la surface comprise entre les 2 courbes FLet F7 Ce
et S' représente l'erreur introduite par l'inclinaison des tubes, et que nous voulons évaluer,
Calculons la quantité e = /f (PET Re e)
règle de SIMPSON
on #1, 001
3 cas alors peuvent être considérés
Tout le matériel sédimentable est contenu dans l'intervalle O - ---, l'erreur peut alors atteindre le chiffre extrême de
6,5 p. 100 signalé à propos des suspensions homodispersées : c'est une éventualité très peu probable,
Tout le matériel est contenu dans l'intervalle O - S, l'erreur sera en moyenne !
Cas général
D L sera Emeg0,DISE eee
SOLT
EH
© ‘æ) et ee ON =
CET - Q) est toujours plus petit que p, l'erreur sera donc Loujouretniérieure à. 1,86 p. 100 ce qui constitue une valeur très acceptable,
59) Généralisation
ps mn us mu © ons ee © = mes © ee en cs on es one em
Pour une valeur donnée de v, le rapport --- grandit Â À lorsque --- diminue, et la quantité Av augmente d'après l'équa-
tion 37, V étant constant la quantité f se rapproche de la quantité Lo. L'erreur diminue donc quand le rapport AA diminue,
6°) Conclusion
Les équations 34,38, 36 établies dans le cas de tubes hémisphériques horizontaux sont encore applicables lorsque ces tubes sont inclinés à 45°, tant que le rapport A/p est inférieur trio
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Cette 2e Partie consacrée à la vérification expérir.entale des équations établies dans la Ire Partie, est donnee étulenent comme un exemple de l'application pratique de notre méthode, C'est pourquoi nous montrerons les différents modes possibles d'utilisation des équations proposées.
Nous avons sounis la même suspension à 3 séries de centrifugations effectuées dans des tubes de forme différente :
a) tubes hénisphériques en position horizontale, b) tubes hénispheriques inclinés à 45°, | | c) tubes cylindri.ues à fond plit en position horizontule,
afin de verifier si l'al répartition des tailles des particules calculée dans chaque série de centrifugation conduisait bien aux mêmes résultats et si d'autre part Les résultats obtenus par centrifusation concordaient uvec l: répartition déterminée pur un examen microsconique,
A) Obtention de la suspension Nous avons vréparé une susrension de cellules de levure de bière en homogénéisant à l'appareil de POSTER (76) 2 gr. de levure sèche dans 100 cm? de solution de saccharose 0,88 M (30 p. 100) et en centrifugeant 2 minutes à 1500 t/m, aïin d'éliminer la majeure partie des asglomérats de cellules,
Au microscope cette suspension ne présente plus que de rares agglomérats, la majorité des cellules étant isolées ; les cellules sont de forme ovoîde et leurs dimensions varient de Hour ypour les plus petites à Sh-sur Gu pour les plus grandes, Si on assimile ces cellules à des Sd nes allongés, l'augmentation AS. de leur constante de sédimentation par rapport à
S) = Late) Lai celle de sphères de mêne volume peut être calculée au moyen de l: formule de HERZOG (39)
AS CESR, LE mnt CHU loss use Pere S see
Us Cette augmentation est négligeable
Obs T1001pour Les petites cellules 0,2 p. 100 pour les plus grosses cellules
et nous permet d'utiliser la formule \ÿ ee DES 0e À b
au calcul de leurs diamètres sphériques équivalents, Ceux-ci séront Compris entre 3,3/6br5,3u,
B) Détermination des facteurs de centrifugation
1°) Caractéristiques des tubes
— 0 on me us cn ee 0 mu es A + 0 es un nt ns on ue et eu mn Cu eu out
Les mesures sont faites à 1 mm près pour la détermination de À distance du.fond du tube à l'axe de rotation, et à O,1 mm près pour .la détermination du diamètre et de la hauteur (A - B) de la suspension ; il est inutile de dépasser cette précision car la courbure de la surface libre sous l'effet de la force centrifuge produit un allongement (€) de la distance B de cet ordre d'après l'expression
OÙ D est le diamètre du tube,
Dans ces conditions Ln A/B est calculé avec. une précision de 1 p. 100 environ,
a) Tubes hémisphériques horizontaux
DOS ee CH An e0 mm BJ=,:1900,8,.
on calcule les valeurs utiles suivantes volume de la suspension = 6,0 cm?
A/B Lnb
HI HW fl
# . # . . . “ le] hémisphériques inclinéss PA
b}) tubes Ds uu26s Leon A Era onilt B = 164,6 mm
COUR | à 5 | volume de la suspension = 6,4 cm Duel 026 a = 0,083
c) tubes cylindriques à fond pl t horizontaux D = 30 ra £ 204 mm PB: #=, 0163;2L
robe?
volume de la suspension = 14,6 cm” Le ME Dane nes 1e a = 0,108
2°) Mesure de la vitesse anguläire
Le centrifugeur Internätionsl PR 1 que nous =vons utilisé comporte un co“pte-tour donnint l: vitesse de rotacion en tours par minute = N, La vitesse ansulaïire en radians par seconde est dOnCu) 2mN.
Les indications du compte-tour ont été vérifiées :vec un Stroboscope (Stroboret)* de 500. en 500 tours/minute entre 500 et 4500 tours/minute,
3°) Déterminition de la durée de centrifugetion
me nn me mn ne NN Mn Cut One Lun mn 04e PA mm mue Lu OS mue ns Les lé mu ue mn ou us on né nie me ne = me me mn eue ee © on ©
Cette déterminuition doit tenir compte des périodes d'accélération et de ralentissement du centrifugeur, Nous avons opéré de la façon suivante : pour chaque centrifugation, nous établissons
SAR OsAne--mpt-hneunenr ms (émene dommites 0 + on , ce. memes) 24. mu don sub: raser ca affiner nl «de eu
nn mm de. em ne de nn cam maman
# Constructeur : Société de Recherches Mécaniques et Physiques -— 2, Rue Danton - Levallois-Perret (Seine)
une courbe des vitesses de rotation en fonction du temps (exemple, fig, 15).
TA
PRPUTE NUE
Dé o à t} la vitesse croît, nous notons les valeurs Wade 10 en 10.secondes,.De t7..à.t la vitesse reste constante = uw. Nous notons l'instänt t où nous coupons le courant, De E- à to la vitesse décroît, nous notons les valeurs de w' de 5 en 5 secondes,
9 que nous appelons N extension le facteur temps - aura donc pour valeur :
, ©] to Hit C ef (AR 0 1h
le terme entre : parenthèses constitue la correction de temps ;
ce terme toujours négatif en pratique est assez faible pour:
que l'on puisse le négliger dans les centrifugations de longue
durée ,..c test-à-dire de plus. de 20 minutes environ. tn € Nous déterminons les valeurs des intégrales p re dt
et f 2 u1* dt par la je de STHPEON,
Nous avons utilisé le centrifugeur à la température de + L°c, la constance de la température est assurée à SH os Les tubes en position horizontale sont placés dans la tête n° 284 munie de réducteurs de diamètre ; les tubes inclinés sont placés dans la veto nt Gels La suspension de levure est maintenue durant toute l'expérience à la température de 4° est agitée avant chaque prise. Chaque centrifugation est effectuée
Où (@»)
avec 2 tubes, équilibrés rigoureusement pour éviter toute vibration durant la centrifugation, Les décantations sont effectuées le plus rapidement possible après l'arrêt du centrifugeur et avec les précautions indiquées pour éviter toute remise en suspension du culot, Chaque culot est remis ensuite en suspension dans 15 cm d'eau distillée: et centrifugé 20 minutes à 4000 t/m de façon à éliminer le saccharose et à récuperer la totalité des particules, Les culots sont ensuite portés à l'étude à 105° pendant 4 heures et nous déterminons le poids sec moyen des 2 tubes de chaque centrifugation.
Les fractions sédimentées (p) sont calculées par comparaison avec Le poids sec d'un culot obtenu par une centrifugation à grande vitesse (20 minutes à 4000 t/m) d'une partie aliquote de la suspension et lavé pour éliminer le saccharose dans les mêmes conditions que les culots précédents,
20) Résultats
Les résultats sont consignés dans les 3 tableaux suivants, où nous avons fait figurer les valeurs de S, constante de sédimentation critique, calculées d'après la formule
S A" ne
Dci: Le (A) 2 4 fuga- :secon-:rad/sect ut : Correc- : a : S sp. 0: Pionanciroes =: : 2 2rclor : : AUD : : : : LCR, Sa :
1 :1260 : 84,8 :9,08x100:-0,16x100:8,92x100:0,807x10 8: : CNT O re 7h, 3,06 eneOSOË, END OL cine OMe 0002: RR 7 0: 053,5 12,05 mr 00) Ud e OT kb : 720: 39,841,14 - :-0,005 - 11,195 - :6,3hù = ND,500:
tableau 9 à - Tubes hémisphériques horizontaux
M AU dorées TREND EU TT BARRONNAILEETANEE dE re Dar: CON 1: (a) : o RNQUS 5
à 14 vd . ,
Q qe Li e.
5 :1260:83,8:8,85x100:-0,21x100:8,62x100:0,960x10 7: 1 : 6 720: 81. ÉRSTEONLE ED MAIN CR 08:11 66 2320, 960: F4 0 MON ESS DOME A0) PR 10 di re: 2.02 sh 0 7/0: 8 660: 1 0: ue 0 OEM SN EE À 6,58 = SOS:
tablea b - Tubes hémisphréiques inclinés à 45°
(a * ="0,083) :Centrifu-: : EN =, : Correc- : PR - :
BOULON MEN CELA pu MESSE 42 HT OT ar 5 S 2 08. : n° : : : à ee : : :
Vos 1-21) 0eT En. SR EE COR one es à .
9 :1260: DOS SAUTS LIRIOTEO PAROI 2 US ON O6 2x OC 1. 10 TOO PS LS C6 C3 Er : 0 23 Droi 6,60 “sl 6% =, 1080207 11 060% 77,5:%3,06 = : 0: 32 - : 3,64 - :2197 + OR "688: de 660$ 645% LE 06-
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tableau 9 c - Tubes à fond plat horizontaux fé = 0,108) D) Calcul de la répartition
I - Tubes hémisphériques
— me ue = en ms nn en ee un © eme es eme ee mec © un eus
Nous traiterons ensemble le cas des tubes hémisphériques en position horizontale et Jércasrtdes, Cubes hémisphériques en po sition inclinée à 45° puisqu'ils obéissent aux mêmes équations, Nous montrerons à titre d'exemple que le calcul peut être conduit de plusieurs façons différentes,
1°) Utilisation de l'équation dp Eng AE Ke
eo Le da 3 ag
_—- “e Nous traçons la courbe p = #f (C + 1089} à partir.
‘: des valeurs de p trouvées expérimentalement ; L'iGELEsA Re d'un
: quadrillage semi-logarithmique évite d'ailleurs le calcul des
: quantités log 06, Nous choisissons alors arbitraïrement: une série
: de valeurs de ©, pour lesquelles nous déterminons les termes,
oo ob. ET e2 d<p_ , p est obtenu directement sur la courbe Hdos de” | |
‘par interpolation. rl stobtient: à partir de. ls perte Gene sé de
courbe en chaque point ; en effet
l'utilisation d'un quadrillage semi-logarithmique rend-aisée la mesure de la pente ; en effet il suffit de tracer en chaque : point: la tangente à la courbe, la différence des ordonnées de ° cette: droite mesurées à l'origine de 2 modules consécutifs est : égale: à.la pente au point considéré, La détermination du terme & ----- nécessite le tracé fou o: nee pe Ds ne: dE
de: la. courbe ha de’ log. 8. La pente de cette
courbe dérivée mesurée comme ci-dessus a pour valeur
2) | 2 __4_(_e88-) ne 0e a_dP_ + ce d (C+1og®) | de 49 dp Le PA À ar à = et permet, 9--?- étant connu, de calculere-®-R:, Les termes
9 aa
a RES ; Le : ©
sise doivent être déterminés avec soin et en nombre suffisant aa d
# d pour permettre un bon tracé de la courbe0--P- en fonction de 9, et une évalurtion correcte du terme : QE | k | 9° --<-E5, ag
À ce point du calcul, nous connaissons la répartition Q en fonction de 8; il nous reste à déterminer le p:ranètre, lié à ®, qui définit 12 dimension des particules ; ce sera :
= Soit 5, la constante de sédimentition calculée à partir de la formule
SES Fra = soit le diamètre sphérique équivalent Z, lié à pair la relation : T18na
le calcul de Z à partir de @ n'était justifié que lorsque la Suspension étudiée est constituée de particules identiques au point de vue composition, donc ayant même densité (d,). Dans cette série d'expériences nous avons déterminé :
M "0,053 poises à1° dy = Re La de Dolls si
, dp ; 2 ‘dep É : :
a : p SOS ntton IL TRS Ep lxQ S UT : de : doter SOEneuE- uote ONE 2nti5 im 1002 O6 2000 2 083105042 030951 :07276:4360x107© :7, 47: "02 “BBCODE Fons GANG MODE a 7e 060 ! LME : 3 ces 00i 701 + 01360 9 2005002 0209240002 aa: sh - HP: FO IOLOV ES CO 2008MOÉOTÉON SONMOCeISOULS. lee : 5 siFROMOTSeRS CROSS uR I TIOULOOeS OLD LT 15 CRPACOS Po fe 0,020 1 = Di LOS MD QUAD 06: de Deere :10 ne : 0 HN O0 1 É 00621072.» LUN IEES tubes hémisphériques horizontaux
‘ ; dp CAES ; ?
: 9 : p 5 Q---— Ê HD 1-Q : D LEA:
; sv Adeline re DR Ce : 1,5 x 100: 0,573 : 0,278 :- 0,058 :0,274:5,54x10"8 :8,02: se - 0 GS 4n042 “OL em 2702, 15'as 6,94:
mn SR 20, DE Oil re t0ne PR : -Dan0, 015 ct D,254:000,0, 02H00), 32772,07 LOI & pol: : 5 féosa MAMMA, LOTO, 63250,06 .— Au 0:
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tubes hémisphériques inclinés
Te
2°) Utilisation de l'équation
| 2b dp pt AG ËE
y nnQuE pat Lure mens] SERRE EME SR 3 ds 5 ds
Il est nécessaire alors de calculer au préalsble les valeurs de S qui correspondent aux valeurs M pe de ‘0, La détermination des termes p, 5 :dp._ et s< -£2B- est faite comme ds S
dans le cas précédent à partir des.courbes
(CO + log 5)
tracées sur papier auadrillé semilogarithmique. C'est ce mode de tea que nous adopterons paris suite,
x. Les 2 expériences effectuées avec les tubes hémisphé riques, l'une en position horizontale et l'autre en position inclinée conduisent à 2 courbes p = f (c + logS) presque rigoureusement superposables, Etant donné, d'autre part, que les coefficients de.lt'é quation sont pratiquement les mêmes :
ét 7oMpour La __2b
0 ,358 et 0 ,362 pour b À
nous n'avons effectué le calcul de 12 répartition que dans le cas des tübes inclinés ; les résultats donnés dans le tableau suivant et reproduits Sur la courbe 19 seraient pratiquement les mêmes ‘pour FES tubes horizontaux, |
dp 2 dp: 2 DS ii pra bros 07102 SR ER HuC, GS. : Hs en ds: HN
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tubes hémisphériques inclinés
SUIINE Remirque :
Nous pourrions Écalenent De Ces expériences ci ilculer
s directe: sent. la répartition én fonction du diziètre sphérique : | équi vi: lent en utilisant. l'équation
b+2 do DR ne Q = DO + les Te 0 50, me b az NE TE
AE ob - Tubes à on pr horizontaux
Le) Utilisation de AtéquatTon L-Q = p+bsS---- Nous appliquons le mode de calcul décrit pour les tubes
hémisphériques, HAE leroLoul et iciacres MimAMdiLé puisque l'équition ne contient pas le terme
os ton 48° ; : d ae De 5 S D Tia ‘ 1-Q ROMANE | D DO do oo do PA Sos EN 1 OO O 0 PS0 AL D A0 09 |: 0 ÉÉPOTENO 702007:
pu - :.0,590.:- 0,292 OMC D Rene 0 00 RER 0,466 := 0,179 :0,267
1Hopisau.n? PL 20) Utilisation de l'équation M(3-M) CNE UN A0 RTS HISNe ALL p + S = + = (M-1)(M-2) Pr m0) ds 2 as 2 sh ©
Cet exemple montre la simplification :pportée par notre équation par rapport au type d'équation de ROBISON et MARTIN,
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E) Conclusion
Les résultats fournis par l'analyse granulo-métrique dans trois expériences différentes concordent d'une façon satisfaisante comme il ressort de l'examen de la courbe (fig. 16) et des tableaux,
L'examen microscopique nous avait montré que la suspension contenait :
- quelques amas de cellules, ; LAPS , - une majorité de cellules isolées dont les diamètres sphériques équivalents étaient compris entre 3,3u et 5,3.
L'examen des deux tableaux 10 et 11 montre
- qu'environ 27 p. 100 du mtériel semble: appartenir à des particules-de diamètre supérieur à 8 u + ceci correspond en réalité à la présence des agglomérats de cellules,
- que la population analysée est composée de particules de diamètres sphériques équivalents compris entre 31 et
ÉRIT: . ‘
L'ordre de grandeur des particules déterminé par l'analyse granulométrique est donc en très bon accord avec
*la mesure directe effectuée au microscope. On ne peut
d'ailleurs conclure des faibles différences observées à un défaut d'exactitude de la méthode granulométrique, la précision qu'elle donne étant bien supérieure à la précision des mesures effectuées au microscope, |
ET DES PROTEINES DANS LA CELLULE HEPATIQUE DE RAT
Nous avons aprliiué notre méthode d'analyse granulométrique à l'étude de la répartition de l'acide ribonucléique dans la ceTTure es de rat,
qe) Détermination des ficteurs de centrifugation
Toutes les expériences ont été effectuées à la température de 4° (Ÿ 1°) avec le centrifugeur "International PR 1": la tête n° 291 utilisée: porte 4 tubes de “lusteroïd''* moulés, à fond hémisrhérique, inclinés à 45°,
À) Caractéristiques des tubes
diamètre = 24,2 mm À sun 75 mm B = 62,9 mm
valeurs à partir desquelles nous calculons :
voluñe de la suspension : 3,96 cm?
b Rd A a RE CE re
B) Mesure de la vitesse
La tête n° 291 est mûe par l'intermédiaire d'un système ‘“multispeed" dont le facteur de multiplication de vitesse est 4,56, La vitesse lue au compteur étant N tours par minute, la vitesse angulaire exprimée en radians par seconde est
Dre 11,50, 010 0,1775 "0.
C) Correction de temps
La correction de temps a été effectuée pour toute cen-
trifugation d'une durée supérieure à 20 minutes comme il a été indiqué dans la 2e Partie,
me tm mes ot mm be nt A à ame — uen ntnse mme somme demie el deu bit à - sine de à à sen
*# acétate de cellulose
2°) Mode opératoire
A) Obtention de la suspension
Nous avons utilisé le foie entier de rat WISTAR, mîle, adulte, Après un jeûne de 24 heures, l'animal est tué par décapitation, Le foie, prélevé immédiitement, est finement coupé aux ciseaux, On introduit 5 gr de ce motériel dans un homogénéiseur de POTTER (76) en verre avec 50 cm? de saccharose 0,88 M, On homogénéise pendant 2 minutes à 1200 tours/minute environ, Dans ces conditions, quelques cellules échäaprent au broyage, par contre les dommages causés aux structures, et particulièrement aux noyaux, éléments les plus fragiles en raison de leur grande taille, sont réduits au minimum.
L'homogénéisat ainsi obtenu est filtré sur coton de verre et le filtre est lavé avec du sacchaurose 0,88 M jusqu'à obtention d'un volume total de 200 cm, Cette filtration a pour effet d'éliminer les débris de tissu conjonctif et les agglomérats de noyaux qui pourraient perturber la sédimentation des particules isolées,
Un examen au microscope à contraste de phase permet de vérifier l'absence d'asglutination des particules et d'évaluer grossièrenent là proportion de cellules intactes,. Lorsque cette proportion est notable, on effectue une numération des cellules et des noyaux afin de déterminer exactement le pourcentage de cellules non broyées et d'effectuer les corrections nécessaires HensTenceloul CÉPLÉ rÉPArTCICIiON
B) Centrifugations
Le nombre de centrifugations effectuées par expérience a varié de 6 à 10 ; les vitesses et les durées des centrifu-ations ont été choisies de facon à explorer successivement certains domaines de constantes dé sédimentation.
L'homopénéisat est agité avant chaque vrise : shasve centrifugation est effectuée avec 4 tubes contenant :4 cm? d'homogénéisat ; les tubes sont rigoureusement équilibrés 2 à 2 pour éviter toute vibration au cours de la centrifugation. Aussitôt après l'arrêt de centrifugeur, les tubes sont décintés avec soin à l'aide d'un dispositif spécial évitant toute remise en suspen— sion des culots, ,
C) Lavage
Il est nécessaire de faire subir un lavage aux cülots pour éliminer le liquide qui les imprègne, Celui-ci contient en effet les protéines et l'acide ribonucléique de la phase homogène qui viendraient fausser les dosages, |
Les 4 culots provénant d'une même centrifusgation sont remis en suspension au moyen d'un piston de verre épousant la forme des tubes et réunis dans un volume total de 4 em? de saccharo- : se 0,88 M.: Cette nouvelle suspension est centrifugée à la vitesse ! maxima du centrifugeur pendant un temps suffisant pour conserver : ‘dans. de culot La totalité des structures précédemment sédimentées.
D) Dosages
2 porte sur la série des culots ti Sur. 2 prises GE Te de l'homogénéisat,:
La- détermination des acides Danton dl die Fo et
. désoxyribonucléique est effectuée selon la méthode de séparation : de SCHMIDT et TANNHAUSER (85): par un dosage colorimétrique de phosphore d'après la technique de MACHEBOEUF et DELSAL (50), La teneur en azote protéique et nucléique est déterminée var la méthode de KJEIDAHL sur une partie aliquote de la disestion alcaline.
cs RG Ssultats
Pour chaque expérience ont été établies 2 courbes de répartition : azote protéique et acide ribonucléique, Le calcul de la répartition a été effectué comne ll 'ENECAaECritidinstianse Partie à l'aide de.l'é eos
2 6 dE EN pan L-Q = p+(l + ----):5S ---- + --- ST ---:- | 3 UN MAÉ as?
dans er NS on à pris comme valeurs des CORRE Une L'+ ---- = ci 8 l 3.
aUs te .
EXPERIENCE N° I
A) Données expérimentales
en Om mn es on me nus ns on en nus von de me ee «en en eue en me on en
L'homogénéisat contenait moins de 1,p., 100 de cellules intactes,. Sa teneur en acide desoxyribonucléique rapportée à 100 gr de tissu est de 28 mg, exprimée en phosphore, La viscosité et la densité du milieu de dispersion ont été déterminées sur le liquide He de la centrifugation a Me RC n 0 ,0415 à 1°
CHR PARA à 49
Wu
78 AETUE tableau des centrifurations :
ue neo uen -- mm ces or + de mes dm mené dede Ot à eu deb ee Viet cer
:Centrifu-:! É : «)
: gation :seconde:rad/sec: uw t : COrreC= : 9 : o ren : FBTOT RO De : : : RTS 7° Rae inch A de lB0 an (IC 1;,73x107 : 0, LOxLOY :1, 33x10 6: 1320X107 : D DJ. 600 11:0 © ‘OOo AUD TIENNE ee. 1200 PORN ne LD Un NLUS DER : k HIPOGeAT TOME 7É =. ‘4 PONS 0,0" ! 5 HP PO0s MIO cn E — 445 - : 3,96- 6 1ATEDOMR EE LOGS G201 eu : :HO2O! Æ 0,486-
+ os pe de ee nb ee de it de pe à on motte cum om een sean
tableau des fractions:sédimentées
: ARN #æaNsprotéiques 0 2 ; : (mg) :P(ARN+P, ):p (Nprot ):
PDIOE Nes L6 ; LS FAURE ETC 1EP0RA A OS OM IEC DhLaNe tie 0232 Halte
, DCR : 3,96 12" 0 OÉDSRE UE
n sn 2 20 k L:02 Fe OS SAONE ECM
RES en : D EG) 5 GO ŒOSLÈS
HU CNEr 37e G,6ke. + 0,920 : ‘Diôee : homogé- :
: néisat
a LO8 10,64
: moyenne : 408 2 10462 AU HER! $
mm
nn un 2 à 0 ne ae em = set not 0 — none mue comm, … te ont amet = en à
Les prises sont de 16 cm? d'homorénéisit à LTD OU ACC Corréspondent à 0,400 gr.'de tissu frais,
B) Répartition
mn ue me me me nm ms ds
: Les résultats sont contenus dans les tableaux 138644, et les courbes de répartition tracées en traits pleins sur Les fi- EUTES A LILCETU IS °
AE SARA acide ribonucliéique ) Les résultats sont exprimés ie : phosphoprotéine |) en ug de phosphore,
te.
Les courbes présentent une succession de paliers sépaés par des portions de courbe ascendintes. Seules. les pèrties a. correspondent à la présence effoctive des pärticules,les paliers manifestant l'absence: de particules séperent entre elles les différentes fractions, L'examen: d'une courbe de rénartition perñet donc ‘te
- de dénombrer les. fractions présentes et. de déterminer pour chacune d'elle les conSTAÏTES de sédimentation moxima.et minima,
- au point de vue constituant, de déterminer par la différence des ordonnées de:2 paliers consécutifs la proportion du constituant appartenant à la fraction: ainsi délimitée,
a) Fractions
La Courbe de répartition de l'azote. rrotéique montre ainsi 2 paliers, séparant 3 fractions :
- 12 fraction noyaux", donit la piärtie ascendante correspondänte serait.située au. delà des limités de la.courbe .; Si nous calcu-e ons en effet la. constante de sédimentation dans le saccharose 0,88 i. d'un.noyau par la formule et RONA LET LOUE
à RTE une densité de 1 , 40 et un TE tr A 12 1CH nous trouvons un chiffre de l'ordre dévLOSOUCERO LOT ;
- 1a fraction ie dont les PT sédimentation varient de 100 à:25 x 10*--—, cé ‘qui pour une densité probable dé 1,60 correspondraitièvtess pe articules de ANDanC-hoStoCss dimensions correspondent effectivement à. l'ordre.de grandeur des mi-: tochondries observées au microscope dans le saccharose 0; 8824
- Une fraction de microsomes dont la constante de “sédiméntation maximesest.LONx 107% mais dont . la constänte ninja n'est pas déterminée et se: trouverait au délà de 0,5 x 107, limite des constantes de sédimentation explorées dans: cette expérience, les diamètres correspondänts calculés pour une densité probable de L°0 varieraient: de 300 Fa à. moins de 70 my,
La RE de: répartition de: l'acide. ribonucléique donne: pratiquement pour les 3 fractions les mêmes valeurs des constantes de sédimentation. livites, ce qui constitue. une vé érification.
‘b) Co omposi ti on. des. fractions
Les ordonnées moyennes des paliers sont:
pour latoourpeude Drezoté protéique s 0,115 et O: 355
ACIDE RIBONUCI
PER FA TES ae de & HE FS RTE AE ed
SALONS A dpi 1,8 EE sé
: ds 5 dec ds :
10,920: VI: or 0 "0,125:- - 0,225:
ea 2. 830:- 0,125! 0 0,125:- 0,225:
lies 5e 10 717: - 0,125: OR 1FOIA AIO Een:
RE Os lB 0,138 O Mail tyID6| -0PL8
20 10h Et = 0110: 002 O LS 0,194:
: 25 10, 422: - 0,095:hl0,087! 0,182: - 0,171:
38 10,387: - 0,071. O4 BP ST07ENE 0,128:
re 10,381: - 0,071; - 0,006! 0,065! - 0,128:
80 10,325: - 0 0,102; - 0,120! -0,012 - Ce
890 10,313 - 0 117: Re ns Pere
MIO OMAN A0 2L:000,012:: 0,103: 210 Ba:
0 Mois 10% 0,005: 0 170:2 De:
: 500 :0,14h:- 0,050: O,04é: 0 ,098 : Fe ;090 :
LUTQUE (ARN) + PHOSTHOPROTLINES (rhosphore de 1!)
Hableau n9%13
AZOTH PROTETQUE
FR DD
ACL ON ds ‘ GED S -—-: dpi ---5-i
ROSE M EReR da
NA...) da: CNE RE 210,076: 0,012: 0,068 EROVO60A 0,010 ‘0,070 260,060: : 10,00% 0,069 40/07 01008-00060 -.0,059:- 0,015: 0,044 = 0, 06080, 003: À 0.057 20 060, “On TX 107060 OO 0 OR 00 200, DÉLS 0,032 N0 1074 = 0,035: D,022:1. 0,008 20.032000 000 NO OT A EU 2 POP SE M Ve:
-10,047:- 0,007 0,050 - 0,075:- 0,173:- 0,098 loi -oalee 000 020: 0.07 010 de LO Diibr0 008 0e 000: NO el M Di) OO ONE OA - 0,109: 0,066: 0,175 - 0,090: 0,061: 0,151 PO OL 012
bios
Tableau n° 14
dp Fe
0, 1570 NUE CEE
QE 0,032 : O,478 0,108 0,028 0,435 0,093; 0,024: 0,408 0,106: 0,018 | 0,366 0,108; 0,023 : 0,352 0,108; 0,024 : 0,356 0097 1 00m 0, 0,074: 0,030 : 0,356 0,063; 0,023: 0,352 0,058: 0,016: 0,344 0,056; 0,012 : 0,399 0,085 : - 0,020 : 0,270 0,135 ; - 0,039 : 0,188 0,187 ; = 0,012 : 0,149 a oRien Loiié on NORME 0 OBS DTA O0 A0 de dé Loue 0,110 de Goo dt a Fo a on
SOTequoutiodxe sMeTEA « (ToN SOUSTIEËXE) HNIHLOHI HLOZY
IT Sms
OT
OT
OT
CODE ne
SRE
(4 SP (OT O0 + dp®
"SV PORT SoTequourzedxe SsImetea © (T oN OOUSTIOÏXE ) HNDITTONNOGIH HALO
ST SMS TI
OT QE OT (SIRE =. = LERU 9e per M rase Gt V7 réepscy 2 Tr
pour la courbe déni tREnN (ei : 0,095 et ir ce qui nous permet de donner les chiffres suivants :
Les noyaux contiennent 11,5 p. 100 de l'azote protéique et 9,5 p.100 de l'acide ribonucléique dede celtules, le rapport protéines est 6,73, les mitochondries contiennent 24:p. 100 de
color | l'azote protéique et 23 p. 100 de L'ARN,
L£$ microsomes de constante de sédimentätion suvérieure HU, 4x 0 contiennent 16,3 p, 100 de l'azote protéique et n2p, O0ide LUN,
EXPERIENCE N° 2 | A) Données expérimentales
en on ee nt ons me un ue OL mm Eu 6 nas muS mu nm nu Len ne dos eu dan
L'homogénéisat contenait 2 p, 100 de cellules int:ctes
Tableau des centrifugations
EE D ed qu ont oh 1e te tt ren te à 4 cite + hou sénat ie mg édite = he eme, se mean ent entr me « pt tamis et meurent tn te à 2
: Centrifu-: È : Le Det w* Lune COrrECELON: 9 ; s : HF ivIOnN n:seconde:rad/sec: : : (IC. CS):
. L : LÉO : 495 :k, 4IXIO/ += 0,49x107:3,92x107 : 449x10- ; 2 : L80 : ÉODIESE Mol mn0 A al ee eme :
DT DU RRULÉ SE psc trente: Se ON CE es LPS k Ho O0 nl, Jde ie Gr ea 0 5 = 07 5 5 1 700 et 060 OT _ :33% _ RE 6 Re Or 0 LUE IS eo = 2,07- :
HG 00 à Di T0 1900 a à due OUI O et
sante à mn ane manne 2 mm nn meme. Sie. M de Dia cat à dune, PRE: a né nn den -vte dme coqmens
# ;: Dans cette expérience, nous attribuons à l'ARN le somne du phosphore de L'ARN et des phosphoprotéines, le phosphore des phosphoprotéines n'ayant pas été dosé, Celui-ci ne représente dans les expériences suivantes qu'une faible part de cette somme (8 à 10 p. 100), il ne s'ensuit donc qu'une légère incertitude sur les pourcentages d'ARN indiqués, k .
©) — Tableau des fractions sédimentées
en + éme msi 4 ee à CRETE en mue es AM coment —e memes
D Me Ntprotédaues (2): (2m :prise:_ ADN ANS He :p(ARN)e:D(Nproti"
ia T0 ci an nos + 0,087 sr0 LUI . FN _ Le : RER 1,9% : CLS ; 0,209 ‘ Per di on pe LION. : 3542, 0,306. 1EOBLOE
DOS ER L OÙ ce OS EN OLLOST IE 0 POLE
LL: DR RE CON, SABLE ds 86.1 Vis OUPS IE TES ONE 27 : En Te SM nn, déc T0L O07S 20 en : Tan À He 7) Los BAD Lt SOS OUT OUEN :Surneceant 8: _- AM EU D : + :
den a:O0gr, 1: 1 AIT 508: PS Po) ; : :
culot L'+S7 :Ogr, L: 68 à 340 : : : ; s: : moyenne ___ :0: Our, k: 68 5hS Ps tler Mile diet :
(1) chiffres exprimés en BE de nee
de cellules intactes dans l'homog Me énéisats
(2) chiffres corrigés en tenant compte de là présence de 2 p. 100
B) Répartition
tiilsaux N°15, léset 17 et courbes N° 19 et 20,
C) Résultats
a) Fractions
Les PO ondrt Se ont des Dneaies de sédimentation : comprises entre: e0 et 50 X 102
La constante de sédimentation maxima pour les microso=: mes est de 6 x 10-11 la constante minima est au. delà de 0,5 +'IDT-- 4ihprS des valeurs, explorées,.
b) Composition des fractions |
Les ue noyennes de paliers sont ::
j 0,113 et 0,360 pour l'azote protéique 0; Dos. et 0; 250 Dour rl LARN,
Les noyiux contiennent 11,3 p, 100 de l'azote protéique. et 5,5 p. 100 de l'ARN du tissu, ce qui conduit aux rapports suivant ARN protéines , :
PR ee
Les mitochondries contiennent 24,7 PHAIO0 ee l'azote protéi qué. et 19,5 p. 100 de l'ARN du foie ét les microsomes de constant dé sédimentation supérieure à 0,5. x 10 L (70 mp environ) contien EAN OR LU se Mopsone protéique es, DiTLOOrTe ER TReERe
rapport phosphore d ue qui est de 40,5 pour l'homogénéite Drotéique
sat. total passe de 352 pour Mine Fo obdniee à 74,5 pour Tes2mis crosomes,
16 x Loue p :
Ed 07e.
CNET PPT 10, 498 - 6 10,491:
ch 10, 464:
8 OT A oc Lo 0,605:
NE cr0.510 25 TES 7 0,318 30 OS 10 DICO :0,280:
BAIL
CCE CCE DE . eMELT :
ae a an our mue pus ee ne a@e à
: dr ee eo PA S) : dp : En
x 101 D HET rue d“p ee ET as? :
in 0 ci eo Cha: -10.005 |: 0 058: 40 AE RNCS MO NCE ME lO ol: (0,061 do:toi.
DR EC NO doc 007 20 20:
L M :0,S5D 0/07: = 00,0e0 4 00,008.-10, 140 DUT OT 2 D 27: 0 lo.
5,80, 5208e.0/L11Pe 0,010: 40,101: .+ 0,200:
Dire DALIE 0 0,112: pere AO É0E 0110 0,035 0e :l 00 on:
8 :0,490:- 0,107: O,047 : 0,154: 0 Où HO LPO ET AO -D:056-À -D-157N = -D-180:
OL
: 15 :0,437:- 0,069 0,052 : Dee ON MONE DPI Oi05M 0,053 s AaD OR = 007:
fe HO OBE SONO SL eÉ : 0,051: - 0,092:
D EN CEE LE 0,070: - 0,117:
HO © Ho Fo ci Pe ne CDR TE 200!
Do CS PRE FOOD 010 NORGE Ge BEA SO PLON 0 OL Ori O NES:
IN Co il A0 ER A0 0 PONS 10,002 à lPOPÉDOr ID OL:
ie OR TON 0 NO 00H ON ADO Lost DES D 1100. :0,222 -0,110 0,088 : 0, SE NE ES ue el D bee 0 0bers DO: Liét 20 Liv:
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Tableau n° 16
AZOTE PROTELQUE
2 ne. , do 1,8 8 ie 0,4 AS 2 ds CEE
TT O2 00e 0,023:
CP CR
SOTSJUOUTIOUXE sIneteA e
(E où oouerredxy) ANDIALOUX HLOZV
6T ©MMSTI
ER
Q Le
d-T sa (S0°O + LS) DOS MERS Œ ——
SOTRJUOUTIOÏXO SMOTEA e (Z ‘où DOUOTIOUXE) ANDIHIONNONIE ACIOV
OC EXnSTI
YO AZOTE PROTEÉIQUE : ; dpt 4 bé s:kyp 1k05 = 0h 5e:
ie Lu ; : ds: 2 as:
emtanmné #n mnes M me ete 2 2e dns eme Cet | ces à eee ae ne
ie 1 See 0 p = 0 7
RC 0 SCO 0,325 :0,658:70, 110; 0,022:
10,550: ir 10, 520: -0, 143: 0,020:
10, 502: Dao 10,475: -0, 202: 0,058:
TS
\O OO —J ONE ES ne) O Lex!
— = + ON Se © re) el LO
MONET A 0,108 10 SO 7 Ode 20 10,420? 0,185 :0,396:-0,09É: 0,035:
30 6,391 O,170e:0,S60:e0 Tite 00e 40 CRS 0, , L66 :0,342: =0,213:- 0,022 20 0,333 0,157 :0,315 -0,270 0,043 60 0,303 0,148 :0,286: 08/0007 70 0,281 OS LEO. 3: 0,206 0 PEN OO 80 0,260 0,133 10/26 -0 25 AO 100 D e22 OP LeD SEC el AE 079:
M=2,391 k = 1/6 (M? - Gi + 11)
ky, = M/6 (-1) (M-2) (3-M)
EXP ERT ENCE : Ne 5
Cette expérience à eu spécialement pour but l'étude des nitochondries, Les centrifusations ont été choisies de façon à grouper. les valeurs expé érimentales dans :la rérion des. constantes de sédinentotion correspondant äux mitochondries, ceci afin de vé: rifier l'homogénéité de cette fraction ou dans le Cas -COnLraine de mettre. en évidence plusieurs fractions qui n! US pus été dé 1 celées dans les 2 expériences préliminaires,
À) Données néritento les
Ds mieu mt mn et me RAI me où ui de ces tes Le ee 20 2 ve
Ta bleau des centrifugations
2 net 2 0 A De Ut nn emmené à mu mn Ad ie de een den and me Au mes - 0 el Abbas code le de, DA ee eg mue a ce nes
rCentrifue: ia 4 NT ce ! Correc- 14 gation :seconde: :rad/sec: NÉE tn LAON ; 8 S SRE RE ARR RS NE EPA ice re en LH. Ce Gas.
ia i 180 : 280 :1,41x107:- 0,35x10751 AE :1660x10 : 2 D ni 010 .Phén 2 0m dci 0d- HE RP PU TER ES 20) »UUab On At DIE te 0 0
He Eu mO00brs G60e:141,0r = OST es rdrODs— ta ES b ! 960 : SE RiOUe QUO EN 4 008 2" y TO DEN 6 sd 0brard TOOL eLLES scans HE fr imel le
« 4 Q men De comte ce nn A Le = A0 JA à pme anse rond rene man mime SR A ed ve ue an is Je un en ntm
L'homogénéisat contenait moihs de 1 p. 100: de cellules non broyé ÈS « Sa teneur en mg de BOGEPR RES de l'ADN D'PHOULeS à: 10C gr de foie frais était de 18 12%
Fractions Sédimentées
dr: FR :N protéique: rs À a : Fo de phosphore) : (ng) :p.(ARN):p (Nrprot}: ; (1) : ; | SCULOL:N? L 8 mb 1. LV 'OAD HAUTE 0,042 ‘ BC 24 ; Lobe 03070: @) 130 Me Le RS EME ETES ro D art 6545 ST AU De on 200 : 0 7282 5 86,5 FO RN MiiORe té, lue, : se 92,5 : HAS : 0 RO: se 380 : Homogéné sisat: : : - CR 316 AO RE 320 " 10,96 à ; s Moyenne : CHA) : LUC el Fe :
0 . sm “… … es à —.. h Me more ns tn - - CE « à um se tetes fente Mt - -e mt se ne mme ii lidint sas perd anses ares Penn ah AE Nes EE BTE
(1) Tous les chiffres correspondent à 0,4 gr de foie frais,
Cr
ds
171104 07206: UL020: TOUR Vi OP DO:
t- 0,121: Ge
Ho 1151: 0,100: 0,066 : Q,166:- 0,180:
100 edit: 0,074: 0,057 APE MER 150 _:10,084:- 0,054: 0,046 : 0,100:- 0,097:
200 10,069: 0,043: 0,035 | 0,01Ét 0,077:
LA
Pa à COR OU PAU Rue NE JET ve RE VF SEUUOSONERSSS S -<L- 2 .
41: ; d'pnes ds : ADN dp: AA pe Le D no Nes 1608 Ep 10 Dom ARTE ds ro UO: as° : as: a:
: & . ds® . , C
12 : 0,380 : 0,046: 0,047 0,003 #40 083: 0,01 0 ES 15 : 0,370 = 0,036: DOG de, tee L_ 0,065 0,021:0, 326 16 : 0,369 :- 0,035: 0 | 0,035 :- 0,063 : 0,014:0,320 20 : 0,360 - 0,050:- 0,084 - 0,034 2 0,090 :- 0,014:0,256 PRO ER UT CU 1000) - 0,140 - 0,010:0,193 Here 0,001 .0, 12 = 0,044 - 0,164 :- 0,018:0,144 D CRC RS ON LEA" : 0,011:0,081
LE : 0,269 52 0,132: 0 : 0,132 ï- 0,238 : 0,053:0,084 50 0,263 i- 0,131: 0,016 : 0,147 à. 0,236 : 0,059:0,086
60 : 0,240 :- 0,127: 0,043 © 0,170 ‘- 0,228 : 0,068:0,080 OA TO PPOOIETS POSER ONE MED 0,074 :0,082 80 0,199 :- 0,109: 0,066 ï 0,175 M oMoe 0,070:0,073 100 0,179 è 0,092: 0,064 0,156 à 0,166 ; 0,062:0,075 ROUEN di070E Ok d-l0,186 M 0,126 E 0,047 :0,063 200 D IL 0,058: 0,040 0,098 7 0,104 0,039:0,056 250 —: 0,108 1 0,050: 0,034 0,084 “ 0,090 0,034:0,052
Tableau n°19
SETEFUOUTIOUXS SInoteA
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B) Répartition
Tableaux : 18 et 19 et courbes : (figure 21)
C) Résultats
La fraction mitochondries est bien unique et les constantes de sé sdimentation dans cette nn varient de ses 4O x 10-11 (unité c,0,5.).
Cette fraction contienti£, p p.1100 dé Nero te pro Ho: EE DID. UPS LIARN, pce qui gonduit Ssunerapporc : phosphore de l'ARN (ug)
azote protéique .(mg)
égal à 26, 8, légèrement inférieur à ce même rapport établi ÉCR 1 'homogénéisat qui est de 29,1,
EXPERIENCE N
Cette expérience comme là précédente a eu un but restreint : l'étude de l'homogénéité de la fraction microsome, Le domaine des constantes de sédimentation exploré a été étendu jusqutà (03e 10-iLu CCS,
A) Données expérimentales
mt eus nus un nus ue men ouf un un men ou ous eme eme eme ue eus es ur es veus
L'homogénéisat était à 1,66 p. 100 de foie frais et contenait 2 p. 100 de cellules non "broyées. SA teneur en ADN rapportée à 100 gr de foie frais était de 16 mg, exprimée en phosphore,
Tableau des centrifugations
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Centrifugation: . Fa ï ki : . ; . :
- rio : Secon es: (réd/ sec mu usa - l G60 975 90 ,3 x 1041): LOTO E - ; 2 2515 0 io Ie100 105 - ad — !
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: 8 sn COMENT 10 :1860 = : 0,940 - :
4 9 ÉROBOL 44 25270 : 3090 _ : 0,569 - ; 10 aie Ori eee te :6030 - : 0,292 - :
(1) La correction de temps (és OLA rXx 107) a été effectuée.
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(1) Chiffres corrigés pour tenir compte de la présence de 5-p;- 100 de cellules non broyées,
B) Répartition
Tableaux N° 20 ët 21 et courbes.(figüres N° 28 ét 46)
Ghthésuttetsisuot ù
a) Fractions
Nous avons pu mettre en évidence dans le doryine des constantes de sédimentation comprisés entre 0,3 x 107+1et 20 x 10-11 ünités €, GI MAOATEACTÉEONS distinctes de microsomes :
La Ire fraction (fraction I) dont les constantes de sédimentation: dans le-saccharose 0,88 M sont comprises entre 2,5-et. bec ide correspondant à des particules dont :les diamètres probables vont. de 150 à 230 mu, Mon ce - La fraction II de constantes comprises A fn L . E PE ie No
correspond à des diamètres Probables de particules de 60 à 105 my.
.b) Composition des Fractions
. La: fraction I contiente 1 p. 100 de l'azote protéique et: SEP: 100 de L'ARN du foie, :
| La fraction sin contient 10 “pa 100 de l'azote protéique et: 5 DpAONs GETLTARN, Pr TTE
= 1© (OS am | LONTSUNS x DS > LD 9 AS) ae)
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Tableau n° 22
; dp : a 2 . dp:
Den dose do Le Che 0:
: Si as: 35:
Li 6,237:-0,019: 0 0,019;- 0,0% :
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eo KO
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: Expériences :
FE - DL Re 10 19 10e
tb A DO le te
: de ; L 2 5 Pme limorne" Le AnNosTy 18,5 ARN (T) ; NOT #70 85 LPO (2) 5. 2,65: 2,13 : 2,73 . _BRN nee (3.18 DD AR Ch 6 20 PR N . . È . P. : :
0 Sn PE SR Er.
“poses ; 0,2 N ADN . ; / protéines ; :
sens 11673 : 6,75: < : ____ADN :
SECRETS 1O1T) ‘TOO
: ARN (%) 23 - 19,5:4%49%be:
M N, (Z) Res PLEASE RE cn) 32 26,8 ER LE L) : k LU } 121-005 7061=20028 : ARN (%) es te et | Pis N (%) re CE ARN (3) (125 APRES H = Homogénéisat correspondant à 0,100 gr. de foie frais N = Noyaux M = Mitochondries P = Microsomes (1) = chiffres exprimés en HE de phosphore (2) = azote protéique exprimé en mg (3) = phosphore de l'ARN (ug) azote protéique (mg) (4) = Fractions incomplètes, limitées aux particules de 70
mu environ,
Tableau.n° 22
2 Au oi Jar rae 100. de l'azote protéique du foie et 52: 5 p. 100 de l'ARN “ppartiennent à l'ensemble des microsomes ainsi Acer Phosphore de L'ARN (ug ) . | LETÉROOPE Es an TN nr ed danse. qui est de 32 _Azote protéique (mg)
pour L'honogénétsat, pa isse de 79 pour la fraction Ma 101 pour ke fraction-TIT;
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GENERALISATION DES TECHNIQUES DE CENTRIFUGATIONS FRACTIONNEES
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SE A analyse granulométrique peut conduire à dos résultats plus précis que les méthodes de fractionnement, elle suppose cependant que le constituant dont on veut Géterminer la répartition puisse être dosé avec précision.
La Jet des structures cellulaires demeure donc indispensable dans ceftains cas:
- localisation d'une activité enzymatique, ” études antigéniques sur les structures, - séparation de particules virus.
Mais les constantes de sédimentation déterminées par granulométrie peuvent nous servir à définir d'une maniére objective les conditions d'obtention de fractions reproductibles, quel que soit le centrifugeur utilisés nous en ARE r rons un exemple dans le cas du foie de rat,
Les constantes de sédimentation dans le saccharose 0,88 M des diverses fractions cellulaires du foie de rat sont:
noyaux 10-0007 10,11 unités C.G.s, mitochondries Tone 100 5 si à) En unités C,G.5. microsomes I 2e Où ARNO LO 11 unités C.G.S.
microsomes II 0,4 à ie 10 unités C.G.S.
Ces résultats nous permettent se calculer les conditions: temps, vitesses de centrifugation et nombre de lavages nécessaires à l'isolement de fractions pures pour un appareil donné en utilisant la formule dé PICKELS (72). Cette
formule que nous Gcrivons sous . la forme.
TER
pour conserver nos notations antérieurespermet de calculer le temps de sédimentation totale des particules de constante de sédimentation donnée. Elle s'applique au cas des tubes inclinés, quelle que soit. leur inclinaison, avec une exactitude suffisante pour le but que nous poursuivons maintenant,
I1 convient de noter qu lune contrifugation n FC compiè tement définie que lorsqu'on donne quatre élémentss la duréc, la vitesse, le rayon maximum (A) et le rayon minimum (B);: éléments que 1! on peut combiner entre eux d'ailleurs en
donnant par exemple: la durée et les accélérations maxima et minima. Or, il est rare que les auteurs de techniques de centrifugations fractionnées définissent complètement les conditions des centrifugations qu'ils préconisent.
109) Obtention des fractions brutes
Nous prendrons comme exemple le cas où A/B est égal à 2, pour des tubes entièrement pleinss en effet, Ce Cas se rencontre fréquemment (International tête N°291, SPINCO (L) tête N°40), La formule de PICKELS donne alors, en pronant les valeurs minima des constantes de chaque fraction:
noyaux :
Es 7x10? , goit par exemple 10 minutes à 1000t/m mitochondries Op
in]
ue
4,65x10°, soit 25 min. à 17.000 t/m * 3,5x1010, soit 1150 à 22.000 t/m ##
microsomes I 1,75x101+, soit 2145 à 40.000 t/m #%*
microsoms II
CHICICHAICE
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20) Lavages
A) Conditions de centrifugation.
Par la remise en suspension d'un culot dans 1e saccharose 0,88 M les valeurs de d_ ot n se trouvent modifiées ct augmentéess; l'homogénéisation dù tissu on effot avait provoqué une dilution de la solution de saccharose: lés constantes de sédimentation dans le milieu neuf sont diminuécs de 20 p.cent environ et le facteur UW°Et doit être augmenté de 20 p.cent. Ce résultat peut être obtenu en augmentant soit la vitesse de 10 p.cent soit la durée de 20 p.cent.
On prendra par exemple. les conditions suivantes:
_lavages des noyaux 10 minutes à ‘1100 t/m lavages dos mitochondries 30 minutes à 17000 t/m
RP 3 4 PR SR RO he Panier : CORP TX * Vitesse correspondant pour l'International à une accélération maxima de 24.000 g. Une centrifugation de 20 minutes dans ces conditions ne sédimenterait totalement que.les particules de constante süpérioure à 18,5 x 107 LE \ #* Vitesse correspondant à une accélération maxima pour l'International de 40.000 g.
**# Accélération maxima pour le SPINCO, 145,000 g.
lavages des microsomes I 2 h 10
22000 t/m lavages des microsomæs II 3 h 20
B) Nombre re de lavages.
Lors de la contrifugation initiale, une fraction donnée, dont la constante de sédimentation minima est S, est toujours contaminée par la sédimentation partielle des particules inférieures. Si l'on désigne par f la proportion sédi= montée des particules on au bout de n lavages cette proportion sérea-réduits 2 fre Connaissant Lis LICE donc aisé de détorminer le nombre EE lavages noce einen pour amener la contamination au-dessous d'une valeur donnée. En général, dans un tube incliné entièrement plein, on ne connaît pas exactement f, mais pour une particule de constante S',frost! peu différent mais toujours supérieur au rapport
st comme consoquence de l'accroissement de la force centrifuge avec le rayon de rotation. On pourra donc prendre comme väicür minima de f, le rapport à. I1 est évident d'autre part que l'impureté sera d'autant plus difficile à éliminer que sa constante de sédimentation est plus grande, il suffit donc
(sf ne l'élimination des plus grossos particules contaminantes
Noyaux :
| — -11 (1 és 11 7 ° ° DO O0D0 ELU 51 = 100x 10 (la valeur minima de f sera 0,01). Un soul lavage suffira pour ne laisser dans le culot que moins de 1 p.cent des grosses mitochondries,
Mitochondries:
Le rapport = est voisin de 0,5. La contamination exprimée
on pourcentage des plus gros microsomes de la fonction I sera de: 1
12,9 p.cent au bout de 2 lavages ca p.cent au bout de 4 lavages eu p.cont au bout de 5 lavages nl cent SU Dout. dé 6 lavaces.
Deux lavages sont nettement insuffisants et 11 faudra, suivant le degré de pure té désiré, effectuer au minimum de quatre à six lavagcs.
Microsomes TL:
| ht Le rapport + est ici de 0,6, la contamination par les gros microsomes de la fraction II sera de | |
2e p.cent au bout de 2 lavages :< 5 p.tent au. bout de 5 lavages < 2 p.cent au bout de 7 lavages CaAlLep,cent au bout 06 6 Llavagesr
Dans ce cas cinq lavages seront souvent: encore îinsuffisants. |
Il semble bien que les auteurs de tecmmiques de centrifugations fractionnéos n'aient pas eu jusqu'ici conscience de l'importance de ce facteur. La nécessité de très nombreux lavages est cependant un fait que l'expérience suivante met claîrement en évidence. ;
Les microsomes obtenus par une centrifugation de 2 heures à 40.000 g/ au centrifugeur International ont été - sounis successivement à quatre lavages dans les mêmes conditions de centrifugation: *
ee ee me D Se M de M eue ms — —_—— 5 —— ee me De fous Po Dot me one me De D D D ee DS M MS DS ee Me qe ee ee me me en me ms ie Me me mc seu
Azote total Azote total Azote du culot (u&) | du surnagoant (ug)| enlevè p.cent
1 Maovases AT OGE 2e lavage : 1 .884 BOMIAVAUOS | 2 111,509 4e lavage | 1.380
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HOGEBOOM (41) donne un exemple analogue de lavage de mitochondries,
Re nn PE a As
* Pour évitor une destruction partielle des structures, les culots, avant chaque nouvelle centrifugation, ont 6té remis on suspension par une agitation de dix minutes au moyen d'un agitateur à palette,
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LT VESTE Le ” BE Gn tél
Ts sa #93 29 ASE. dc fr pe: sé EME
[ + & 2er Hinata anse
RE A Ge. LAC Es Éd in Pt Fées pa DE (Tes
A | . | 489 (% LA ; M ES IN SON La LT pt mes on à ts dre D, | LE
LE Û e 4
TO
Nous avons exposé précédemment pourquoi les résultats de l'analyse granulométrique devaient selon nous être considérés comme plus sûrs que ceux obtenus en fractionnant les structures: suppression des nombreux lavages provoquant l'altération des structures, Examinons les conclusions qui ressortent de l'examen du tableau 22 où sont rassemblés les résultats de quatre expériences sur le foie de rat.
A) RATE Tos des fractions
19) Noyaux.
&) La proportion des protéines par rapport à l'acide désoxyribonucléique est plus élevée que les valeurs obtenuos dans les expériences de fractionnement par MARSHAK (60), BARNUM (3), DOUNCE (30), SCHNEIDER (90). La différence s'explique par une diffusion des protéines et peut-être de l'acide ribonucléique au travers de la membrane au cours des lavages répétés des noyaux effectués par ces auteurs. Cette perte de substances nucléaires a été mise en évidence par POLLISTER (73,74).
b) Par SOU les valeurs du rapport
ac ide : ribonucléique
. acide HR ner de
obtenues (BeT divers autours (DOUNCE (30), HOGEBOOM (41), MARSHAK (60), SCHNEIDER . (88,92, 93) sont Érés variables mais toujours supériourcs à nos propres résultats. Dans ces expériences la contamination par 1es mitochondries ot los cellules résiduelles, malgré les lavages, CSLRSUS périeure à la perte éventuclle d'acide ribonucléique. La teneur réelle des noyaux en ce constituant est faible ot explique ANR des crreurs RENIARE commises.
c) Bien que 16 rapport nucléoplasmique exprimé biochimique | ment nous semble d'une signification plus précise et plus
: e intéressante quo le rapport volume nucléair
volume cellulaire des cyto-
logistes, nous croyons intéressant de signaler qu'en calculant à partir de nos chiffres le rapport:
azote des nucléînes et protéines nucléaires
azote des nucléines, et: protéines cellulaires
on trouve une valeur comprise entre 0.12 et 0,20. Les déterminations cytologiques de volumes d' S (8 des et comprises entre 0,10 et 0,18 (SCHNEIDER (87), JOHNSTON (47), MIRSKY et RIS (14). Le calcul effectué à partir des diverses expériences de fractionnement donnerait un rapport manifestement trop faible, compris entre 0,05 et 0,10.
29) Mitochondries,
La part de l'azote protéique contenue dans les mitochondries est remarquable men firouos égale à 25 p.cent,. La netteté de ces résultats montre tout l'intérêt de notre technique, La richesse. en mitochondries est en effet caractéristique de l'espèce pour un tissu donné à l'état normal (79,100) et les variations sont concomitantes de conditions exceptionnelles ou pathologiques. Les résultats obtenus par DALTON (26), PRICE et coll. (77,78,94), sont plus élevés: 30 à 35 p.cent. Cette différence est facilement explicable, nous’ avons .en of — fet montré dans le chapitre précédent que les mitochondries, après deux lavages, contiennent encore une heu importante de gros microsomes,
Si, dans cette fraction, on calcule le rapport
acide ribonucléique
protéines
on le trouve plus HUE que pour l'ensemble de la cellule alors que l'on verra qu'il est beaucoup plus. élevé pour les microsomes. Ces phénomènes ont été également observés par HOGEBOOM et SCHNEIDER (91), cependant nos résultats nous semblent ns significatifs pour deux raisons :
. = le maintien de 1! intégrité de cette structure, - le calcul effectué par rapport à l'azote protéique et non 1l' RUES total, be aucoup plus FE à variations.
30) Microsomes.
Ici le rorxparaison de nos rfanliote avec les résul-
tats antérieurs ne peut être hs tass car, dans les expgCrienes
faîtes par fractionnement, chaque auteur définit arbitrairement la fraction microsome en fonction de la vitesse limite du cen-
trifugeur qu'il utilise, ce qui le conduit à isoler une proportion variable des microsomes (3,15,31,40,41,45,89,91,92,93).
Notre travail nous a permis de définir et la présence de ceux fractions distinctes parmi les microsomes de taille supérieure à 60 my environ et les conditions désormais reproductibles de leur isolement. La première fraction, correspondant à des particules dont le diamètre moyen est 200 xu, ne contient que 8,9 p.cent de l'azote protéique et 21 p.cent de l'acide ribonucléique de la cellule. La deuxième fraction, dont les particules ont des diamètres voisins de 80 mu, cst quantitativemnt plus importante et renferme 10 p.cent de l'azote protéique et 51 p.cent de l'acide ribonucléique de la cellule.
Le rapport ass Rae est toujours très élevé dans le cas des microsome" SE°ERSñonte darlasfractlioncisablai fraction IT:
B) Signification morphologique des fractions.
L'identification des granules isolées par la centrifugation d'un homogénéisat aux formations structurelles de la cellule ne soulève de difficultés qu'en ce qui concerne les petites structures, Les noyaux sont en effet facilement reconnaissables., |
Les courbes des figures 20 à 24 montrent que les mitochondries constituent une fraction unique au point de vus constante de sédimentation, Le problème de l'origine de ces particules nc se pose pas, elles correspondent bien aux structures identifiées comme mitochondries par le cytologiste dans la cellule: même taille, mêmes caractères de coloration. Ce sont des organites cellulaîres possédant une membrane (CLAU- DE ot FULLAM (23), DALTON (26), ZOLLINGER (65) et des propriétés osmotiques mises en évidence par de DUVE (11), HOGEBOON (41) et OPIE (70,71). Leurs rôles physiologiques ont fait, depuis les travaux de MAYER ct SCHAEFFER (62) en 1913, l'objet de très nombreuses recherches résumées dans la rovue récente. de HOGEBOOM, SCHNEIDER ct STRIEBICH tés)
Il n'en va pas de même des microsomes ct la mise cn évidence dans nos expériences de deux frartions distinctes mérite un examen approfondi. Do plus, si nos appareils nous
ont limité à l'étude des particules de diamètre supérieur a 60 mu + Îl est très vraisemblable qu'en poursuivant la sédimentation on trouve de nouvelles fractions correspondant aux particules de diamètres inférieurs et ayant peut-être une constitution différente.
Ces très petites particules sont en effet nettement. visibles sur la figure 5. Les observations de SLAUTTERPACK (95) vont aussi dans ce sens, Nous rapprocherons nos résultats der céuxrobtenus par fractionnement, puis nous discuterons la signification même du terme microsome. af
Le premier, CHANTRENNE (15), en 1947, a montré vi hétérogénéité de la fraction "microsomes!"', mais ayant suivi l'évolution de la constitution chimique en fonction de la vi- “tesse de centrifugation et non de la taille des particules, i1 n'a pu analyser que des mélanges en proportions variables de ces parvicules,. Le milieu de dispersion qu'il utilisait était le C1K qui a été abandonné depuis parce qu'il provoquait l'aggrégation des différentes structures, D'autres auteurs: BARNUNM (3), NOVIKOFF (67), ont également apporté des arguments en faveur de l'hétérogénéité de ces structures mais sans pouvoir définir des fractions homogênes, Pour toutes ces raisons nous ne nous étendrons pas sur los résultats de ces auteurs.
j,! état initial des microsomcs dans la cellule est encoro hypothtieuc,. En céfot, si cos. particules sorrospondaient dans l'osprit do CLAUDE, qui les a ÉRTS PE Iè..promior,-aux, granulos sphôria: ucg do naturo basophilo * que l'oxamon au microscops électreique lui révélait dans a cellules en culture,:ilconvient do remarquer que cette forme n'est qu ‘'oxceptionnelloment observée "in situ! par les cytologistes dans da cellule hépatique et que les microsomes isolés par centrifugation (Figrre 5) ne présentent pas non plus de forme réguliôre. Par aîl leurs, l'examen au microsope électronique dé la, cellule hépat iquo après fixation par l'acide osmique ne révèle pas de structures morphologiquement superposables aux microsoms isolés par nous. Mais, étudiant au moyen de coupes ultrafines la morphologie de ce type de cellules au microscopo électronique, OER- LONG, BERNHARD, GAUTIER, HAGUENEAU (8,9,10, 142 6GeDAIMONs (272: NA onË aécélé, par contre, des structures spéciales, filamenss bouscs, fixant l'acide osmiquo. ,Les variations quantitatives
de ces filaments au cours du jeûne et de la. réalimntation ù
Les cytologistes appallent basophiles les structures ou régions de la cellule qui, en raison de lour caractère
acide, ont une grande affinité pour les colorants basiques;
cette propriété correspond à la présence d'acide nucléiaucs
HE
sont paralléles aux variations de basophilice révélécs par l'examen au microscope optique de ces mêmes cellules, co qui a conduit OBERLING et ses collaborateurs à identifier ces filaments aux structures basophiles cytoplasmiques et à les désigner du nom d''ergastoplasme",
Selon toute vraisemblance, les microsomes, particules riches en acide ribonucléique, proviennent de la fragmentation de l'ergastoplasme au cours du broyage du tissu. Mais comment peut-on expliquer que cette fragmentation donne naissance à plusieurs types de granules définis au point de vue taille ot constitution chimique”?
k Nos essais systématiques d'homogénéisation pratiqués dans le but d'isoler et d'observer de tels filaments ont toujours échoué, or, on ne peut penser, étant donné leur dimension, à une dilacération mécanique par l'homogénéiseur.
Nous sommes ainsi amenés à nous représenter l'ergastoplasme comme formé non de véribables filaments, mais d'alignements de particules préexistantes, de types définis, correspondant aux microsomes, orientés dans la cellule vivante d'une façon telle que la fixation par l'acide osmique conduit à dos images filamenteuses, La simple dispersion du contenu cellulaire dans un milieu aqueux suffirait à libéror ces particules et à détruire la faible cohésion qui les maîintenait en position réciproque.
à L'intérêt qui s'attache aux microsomes tient au role que BRACHET * et plusieurs biochimistes leur attribuent dans la synthèse des protéines collulairess dans tous les cas où cette synthôse est importante, les réactions cytochimiques révèlont une forte réaction basophile cet les observations au microscope électronique une augmentation de l'ergastoplasme.
DE DE RER
* BRACHET J. Embryologic chimique (Masson).
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Dans ce travail, avant d'exposer nos recherchos personnelles, nous avons, dans une brêve introduction, &onné les raisons qui nous ont conduit à nous attacher au problème de la séparation des diverses structures cellulaires en vue d'étudier le rôle dévolu à chacune d'elles dans le chimisme de la cellule. La compréhension des phénomènes caractéristiques de "l'état vivant! sera Fe plus en plus profonde au fur et à mesure que + méthodes d'investigation permettront de descendre dans l'échelle des organites intracellulaires et de dégager les mécanismes physico-chimiques assurant et la coordination et la régulation du fonctionnement de ces structures en vue de maintenir la fixité du type cellulaire étudié.
Après avoir fait porter nos premiers efforts sur l'amélioration et l'institution de techniques basées sur le principe de celle de CLAUDE - centrifugations différentielles - nous avons 6t6 amené à nous adresser à a granulométrique comme méthode d'étude du contenu cellulaire. L'utilisation de la granulométrie en Biologie posait un cer tain nombre de problèmes théoriques dont la résolution constitue la partie principale de cette thèse.
TI — Dans la première partie de cette thèse, nous avons décrit les deux méthodes, basées sur le principe des centrifugations fractionnées, que nous avons mises au point en prenant comme objectif, d'une part l'isolement de fractions pures de la façon 14 plus quantitative possible et d'autre part la réduction au minimum des altérations inévitables subies par les structures dans ce type de fractionnement:
19) Une technique de fractionnement permettant de séparer à partir d'un tissu cinq fractions correspondant aux noyaux, mitochondries, microsomes, phase homogène et inclusions lipidiques . Son originalité est de séparer, immédiatement après l'obtention du broyat cellulaire obtenu dans des conditions rigoureusement définies, l'ensemble des structures de la phase homogène en écartant les lipides, non liés aux protéines et nucléoprotéines et originairement rassemblés dans les vacuoles., Outre la possibilité d'un meilleur fractionnement des structures, cette technique perme & l'étude correcte de la répartition des lipides et de l'établissement de leurs caractéristiques au niveau de
chaque structure,
20) Une technique d'isolement à l'état de grande pureté de tous les noyaux demeurés intacts au cours du broyage du tissu. Utilisant la différence de densité entre cette structure et les autres particules intracellulaires, nous avons adopté comme milieu de dispersion concentré permettant uno sédimentation rapide, sélective, des noyaux, une solution de saccharose 2,2 M qui ne provoque aucune altération morphologique, ainsi que le démontre un examen cytologique fait après un mois de conservation à 07.
IT - Ayant exposé les raisons qui empêchent la généralisation et la reproductibilité des techniques de fractionnement, nous avons conclu à la nécessité de définir les fractions par leurs constantes de sédimentation, Pour définir cette grandeur nous avons fait appel à l'analyse granulométrique
TL nous a fallu, dans un premier temps, reprendre l'étude théorique de 1! analyse granulométrique afin d'établir les solutions mathématiques applicables aux centrifugations à grande vitesse se faisant le plus souvent en tubes inclinés, pour l'étude des structures cellulaires,
Depuis les premiers travaux de SVEDBERG en 1913, plusieurs solutions ont été apportées à ce problème, La plus récente, donnée par ROBISON et MARTIN, permet de déterminer dans une suspension hétérodispersée 1a répartition des particules en fonction de leur diamètre. Cette solution cependant est limitée à l'utilisation de tubes horizontaux en forme de secteur ou cylindriques et conduit à des calculs compliqués.
10) Noùüs avons montré que dans l'étude d'une suspension de particules intracellulaires, constituant un système hétérodispersé complexe, le seul paramètre valable, définissant une particule, est sa constante de sédimentation.
20) Nous avons établi les équations qui donnent la proportion des particules sédimentées en fonction du temps et en avons déduit les solutions suivantes:
a) dans le cas des tubes horizontaux en forme de secteur,
nf 1 à LR 2b+1 dis RO QU DUR CRE SRE NS Te
solution dans laque lle Q représente la proportion des particules de constantes de sédimentation inférieures
à une constante donnée S et p Rs proportion des particules effectivement sédimentées dans le temps nécesaire à la sédimentation totale des particules de constanté S; b est un coefficient égal au rapport de la distance maxima à la distance minima des particules à l'axe de rotation du centrifugeur;
b) l'étude du cas des tubes horizontaux cylindriques nous ” a conduit à la solution
eine Ep ob rap Éoes.e DM
Ces deux. équations sont d'une précision supérieure à l'équation établie par ROBISON et MARTIN, bien que d'une forme beaucoup plus simple;
c) la solution que nous proposons dans le cas des tubes horizontaux à fond hémisphérique ou semi-ellipsoîdal
est:
2b dns. mb laid BTS art “47 S ECS
Nous avons A Lx qu'elle * St applicable dans le cas de tubes hémisphériques inclinés à. 450 entre certaînes limites du 56200 De
30) La “Edo te de ces solutions a 6t6 établie expérimentalement sur une suspens L'on de cellules de: levure de tailles connues,
L' SH 1SSe SE de courbes de répartition mt en évidence: l'existence de populations de particules ayant des constantes de sédimentatiôn définies, |
III - Dans la troisième partie de nos recherches, nous avons donné comme exemple de l'application de la granulométrie en physiologie ‘cellulaire, nos recherches sur la cellule hépatique du Rat normal. Nous avons choisi ce tissu en raison de ses nombreuses fonctions physiologiques auxquelles doit correspondre une différenciation morphologique se traduisant par l'existence de structures multiples, dont les proportions et les constitutions varieront en fonction des conditions physiologiques auxquelles l'animal est
soumis.
AE
La détermination des constantes de sédimentation des particules nous a permis de montrer:
a) que la fraction ‘"mitochondries" est homogène et correspond à une population de particules réparties statistiquement autour d'une taille NE
b) que ; par contre, les microsomes que nous avons pu étudier avec nos appareils (de diamètre Compris entre 300 et 60nu environ) se divisent en deux fractions distinctes au point de vue taille et composition.
Nous avons utilisé la méthode grenulométrique pour établir, dans la cellule hépatique du rat, la répartition de l'acide ribonucléique et des protéines, estimées par leur
azote, Les différences observées entre nos résultats et
ceux de nos devanciers s'expliquent par le fait que notre technique évite l'altération des structures.
La signification mor phologique de s microsomes a été discutée: elle semble correspondre à une ultra-structure riche en acide ribonucléique,. mise récemment en évidence par les cytologistes et. appelée par certains d'entre eux 'ergastoplasme". L'intérêt présenté par les microsomes tient aux nombreuses recherches qui tendent à leur attribuer un rôle important dans la, FREE des protéines et: ribonucléines cytoplasmiques..
L'isolement de fractions pures: rat Motesaneeb te lorsque : L'of véut localiser une action enzymatique par exemple.
Nous avons montré comment la détérmination des constantes
de sédimentation pourrait assurer” la reproductibilité des techniques de fractionnement et permettre la. FORASLs0 des différents NES dans ce domaine
ee? NT
Dans le vaste domaine ouvert récémment par CLAUDE à
la recherche physiologique, nous pensons que la granulométrie. doit permettre d'aborder avec rigueur l'étudé de nouveaux aspects du fonctionnement cellulaire ‘e& coniiribuer par là même à la connaissance LE mécanismes de Len |
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