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We have shown the existence in rat liver of free light cytoplasmic particles containing a stable, rapidly labelled 

RNA. These particles differ from the 45 S ribosomal fraction by several characters. 

The buoyant density and sedimentation properties suggest that these particles are similar to dRNA ribonucleo- 

protein particles released from polysomes and to those present in rat liver nuclei. 

1. Introduction 

Des particules ribonuckoprotkques (RNP) conte- 
nant du dRNA associk g des protknes (informosomes 
ou dRNP) ont ktk d&rites d’abord dans des homo- 
gknates d’embryons d’oursin et de Poisson [ 1,2] , puis 
dans le surnageant postmitochondrial de vers g soie 
[3] , d’embryons d’oursin [4], de cellules L [S] ainsi 
que dans le noyau, les polysomes hkpatiques [6,7] et 
les microsomes du cerveau de rat [8]. Les rCsultats 
prt$.entCs dans cette note concernent une population 
h&kogkne de particules RNP “IBgkres” de constantes 
de skdimentation infkrieures & 40 S et qui existent g 
1’Ctat libre dans le cytoplasme de foie de rat. La teneur 
de ces particules en protknes et en RNA, la composi- 
tion en bases de ce RNA rapidement marquC, la den- 
sit& Q l’kquilibre dans du CsCl, permettent de les dis- 
tinguer nettement des sous-unit& ribosomiques 45 S. 

2. MatCriel et mkthodes 

Des rats mdes, adultes, de souche Wistar, maintenus 
15 heures au jeOne avant le sacrifice, reeoivent soit une 
injection intraveineuse, soit intrapkritonkale de 4 mc 
d’uridine-3H/rat et sont sacrifiCs aprt?s 40 ou 240 min. 
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Le foie est homogCn&sC dans 2,s fois son volume de 
milieu H contenant 0,3 M de saccharose, 1,s mM 

MgCI,, 30 mM KCO,H, 20 mM K,HPO,, 20 mM 
KH2PO4 pH 7,8 et du polyvinylsulfate de sodium 
40 pg/ml. Aprks Climination des noyaux et des mito- 
chondries (1.5 min g 20.000 X g) et des microsomes 
(75 min i 105.000 X g), la partie supkrieure du sur- 
nageant postmicrosomique est traitte au DOC 0,5% 
concentration finale. Une centrifugation de 180 min 
g 105 .OOO X g fournit un culot constitk essentielle- 
ment par des particules postmicrosomiques, ainsi 
que quelques ribosomes monom&es et dim&es. Le 
RNA et les protkines sont doses respectivement par 
la mCthode g l’orcinol et par celle de Lowry. 

3. Rksultats 

Le fractionnement d’une suspension de particules 
postmicrosomiques de foie de rat sur un gradient 
lirkaire de saccharose (5-25%) fournit un profil de 
densitk optique qui permet de distinguer trois zones. 
Le coefficient de kdimentation des particules de ces 
trois zones itabli par ultracentrifugation analytique 
correspond g 65,45 et 23 S respectivement (fig. 1A). 
Les pits 65 et 45 S correspondent probablement & 
des particules subribosomiques prkcurseurs des ribo- 
somes. Aprks un marquage g l’uridine-3H pendant 
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Figs. 1 et 2. Profil de ddimentation des particules postmicro- 
somiques en gradient de saccharose 5-25% dans le tampon H 
14 heures h 21.000 tours/min (rotor SW 25-2). Les rats ont 
iti sacrifies 40 min (fig. 1) et 4 heures (fig. 2) apres une in- 
jection de 4 mc d’uridine-3H/rat. Fig. 1: les particules ont 6ti 
dkpodes avant (A) et apres action de la ribonuclease (B) 
(0,l erg/ml 20 min B 3’C). U Densite optique i 260 rnp 
corrigee pour l’absorption due a la ferritine. O-----O Radio- 

activiti totale du materiel acido-insoluble. 

Fig. 3. Profil de sedimentation des particules postmicrosomi- 
ques en gradient preform6 de CsCl(1,20-1,70 g/cm3, 16 heures 
i 45.000 tours/min, rotor SW 65, 10°C). Les particules ont Btk 
precedemment fraction&es sur gradient de saccharose puis 
centrifugees 5 heures a 50.000 tours/mm (R 65), fix&es au 
form01 6% 20 heures et dialysees contre le tampon triethanol- 
amine 0,Ol M pH 7,4, KC1 0,025 M et MgClz 0,OOlS M. Les 
rats ont et& sacrifles 40 min apres une injection de 4 mc 
d’uridine-3H/rat.M Densitk optique des particules 65 S 
et 45 S ajoutees comme marqueurs. O-----Z Radioactivite des 
particules leg&es provenant de 2 gradients de saccharose sem- 
blables i ceux des figs. 1 et 2 apres elimination des dernieres 

fractions. x- x Densite de la solution de CsCl. 
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40 min ou 4 heures, le materiel radioactif est polydis- 
perse et I’activite specifique la plus Clevee se situe 
dans la zone du materiel qui ddimente entre 10 et 
40 S (fig. 1A et 2). L’evaluation a BtC faite d’apres 
Martin et Ames [9] en prenant comme reference les 
RNP 65 S. 

Les rapports d’absorption 260 mp/280 rnp sont de 
1- 1,2 pour la fraction a constantes de sedimentation 
inferieures a 40 S, et de 1,8-2,l pour les sous-unites 
ribosomiques 45 S. Les particules subribosomiques 
45 S contiennent 65 pour cent de proteines et 35 pour 
cent de RNA, les particules leg&es de 10 a 40 S, 
acido-precipitables, 90 pour cent de proteines et 10 
pour cent de RNA. Notons cependant qu’une fraction 
des proteines des particules leg&es pourrait etre le 
resultat d’un phenomene d’adsorption. On ne detecte 
pas de DNA dans la region de ces particules. L’analyse 
de la distribution des bases du RNA extrait de ces 
dernieres particules apres un marquage au s2P pendant 
2,12 ou 24 heures, fournit un rapport G + C/A + U 
Cgal a 1,0-l ,I, plus voisin de celui du DNA (0,80) 
que de celui du rRNA (1,65) ou du tRNA (1,6) de 
foie de rat. 

En presence de l’inhibiteur nature1 de la ribonucle- 
ase de foie de rat, le RNA extrait des dRNP sedimente 
dans un gradient de saccharose entre 6- 12 S alors 
que le RNA extrait des particules 45 S donne un seul 
constituant de 18 S. De plus, les particules leg&es 
heterogenes a faibles constantes de sedimentation sont 
relativement peu sensibles a la ribonuclease. Un traite- 
ment a la ribonuclease (0,l pg/ml pendant 20 min a 
3°C) n’entraine pas de reduction du materiel radio- 

actif acido-precipitable (fig. 1 B). 
Dans un gradient de CsCI, les sous-unites riboso- 

miques 65 S et 45 S forment dans 1’UV deux bandes 
d’absorption et leurs densites a l‘equilibre sont res- 
pectivement 1,58-l ,60 et 153-l ,50 g/ems. Aprbs 
un marquage a I’uridine-3H pendant 40 min ou 
4 heures, la majeure partie de la radioactivite a une 
distribution polydisperse et comcide avec de faibles 
traces de materiel absorbant dans I’UV. Ce materiel 
heterogene dont l’activite specifique est tres Clevee 
presente une densite a l’equilibre, dans du CsCl, de 
1,30- 1,35 a 1,48 g/cm3 (fig. 3). Des resultats sem- 
blables sont obtenus avec ou sans traitement du sur- 
nageant postmicrosomique au DOC. 
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4. Discussion 

Nos r&&tats suggerent que du dRNA cytoplasmi- 
que, independant des polysomes, est associe a des 
proteines. Une fraction de ces structures particulaires 
coddimente dans un gradient de saccharose avec les 
sous-unites ribosomiques 45 S mais elle s’en distingue 
par la densite a l’bquilibre dans du CsCl, la teneur et 
la nature du RNA. 

Parallelement a nos travaux, Kempf et Mandel [lo] 
ont montre que des particules analogues isolees de la 
fraction postmicrosomique d’un plasmocytome stimu- 
lait la synthese acellulaire de proteines en presence de 
ribosomes d’origine animale. 

Les particules que nous decrivons dans le surna- 
geant postmicrosomique peuvent dtre rapprochees de 
celles trouvees par Samarina et al. [6] dans les noyaux 
de cellules hepatiques ainsi que de celles liberees des 
polysomes a l’aide d’EDTA par Henshaw [ 71 et des 

microsomes de cerveau de rat par Samec et al. [8]. 
La mise en evidence par nos methodes de fraction- 

nement de telles particules dans le cytoplasme de foie 
de rat serait en faveur de l’hypothese que le transport 
du mRNA du noyau vers les ribosomes cytoplasmiques 
s’effectuerait sous la forme dun complexe mRNA- 
proteines. 

La caracterisation des proteines de ces dRNP pour- 
rait apporter un argument decisif en vue de l’hypothese 
formulee. Ce travail est en tours. 

References 

[I] A.S.Spirin et M.Nemer, Science 150 (1965) 214. 

[2] A.S.Spirin, N.V.Belitsina et M.A.Ajtkhozhin, Zh. 

Obsch. Biol. 25 (1964) 321. 

[3] F.C.Kafatos, Proc. NatlsAcad. Sci. 59 (1968) 1251. 

[4] A.A.Infante et M.Nemer, J. Mol. Biol. 32 (1968) 543. 

[5] R.P.Perry et D.E.Kelley, J. Mol. Biol. 35 (1968) 37. 

[6] O.P.Samarina, E.M.Lukanidin, J.Molnar et G.P.Georgiev, 

J. Mol. BioI. 33 (1968) 254. 

[7] E.C.Henshaw, J. Mol. Biol. 36 (1968) 401. 

[S] J.Samec, M.Jacob et P.Mandel, J. Neurochem. 14 (1967) 

887. 

[9] RGMartin et B.N.Ames, J. Biol. Chem. 236 (1961) 

1372. 
[lo] J.Kempf et P.MandeI, Life Sci., in press. 


