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PROPRIETES DE NUCLEOLES DEBARRASSES DE CHROMATINE PERINUCLEOLAIRE, 
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A method is devised for isolation of pure nucleoli, devoid of perinucleolar chromatin, from rat hepatoma in a 
medium of high ionic strength (I = 1, MgCl2 = 0.33 M). 

1. Introduction 

L’etude des constituants nucleolaires, par exemple 
du DNA de la chromatine intra-nucleolaire, des RNA, 
des particules, exige la preparation de nucleoles d& 
pourvus de contaminations nucleoplasmiques. De plus, 
se pose le probl&me generalement non resolu, de l’eli- 
mination de la chromatine p&inucl6olaire ainsi que 
des particules qui lui sont li6es. Nous avons atteint ce 
but en traitant les noyaux par un milieu contenant 
MgC12 B une concentration qui correspond .a une force 
ionique Clevee I = 1 (MgC12 0,33 M) en presence d’un 
tensio-actif non ionique. 

2. Mattiel et m&hodes 

Les cellules provenant de l’hepatome ascitique de 
rat de Zajdela sont rdcoltees et le RNA nucleolaire est 
marque par de l’uridine t&Me par incubation .des cel- 
lules in vitro, puis les noyaux sont isolds selon une 
methode deja d&rite [l] . 

Les noyaux ainsi prepares, en fonction du but pour- 
@vi, peuvent dtre la& dans un milieu adbquat, par 
exemple, dans une solution de CaC12 3-10-S M, saccha- 
rose 0,25 M, polyvinylsulfate (PVS) 20 &ml. 

Le culot nucleaire lave est repris (1,s X 108 noyaux) 
dans 2 ml de saccharose 0,23 M, contenant du PVS 20 
&/ml. On ajoute, en operant dans la glace, 1 ml de la 
solution suivante: tris-HCl 1W2 M, pH 7,4, MgCl2 M, 
Emkalyx-pluronic F88- 1% (tensio-actif constitue dune 
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base hydrophobe polypropylenique lice a une partie 
hydrophile polyoxyethylenique-Kuhhnann). La sus- 
pension devient rapidement visqueuse et au micros- 
cope a contraste de phase, on constate que les noyaux 
&latent, la chromatine semble se solubiliser. Les nu- 
cleoles apparaissent t&s denses. La suspension est 
soumise a l’action de l’homogeneiseur Ultra-turrax 
fonctionnant a basse vitesse (au quart de sa tension 
normale d’alimentation), pendant environ 45 sec. La 
viscosite devient alors tres faible et les nucleoles sont 
libres dans le milieu. Cette suspension nucleolaire est 
deposee sur 15 ml dune solution de saccharose M, 
MgC12 0,33 M, PVS 20 pg./ml (solution S Mg) con- 
tenue dans un tube a centrifuger d’un diametre de 25 
mm. On centrifuge en rotor horizontal 20 min a 900 
g. A la fm de la centrifugation, on d&ante par retour- 
nement et l’on essuie soigneusement les parois de tube 
rest6 retourne avec du papier filtre. Ce culot de nu- 
cleoles est lave par remise en suspension dans un milieu 
adequat et recentrifuge. 

3. Propri&& des nucl4oles ainsi prdparh 

En microscopic Blectronique*, les nucleoles pr8 

* Nous remercions vivement Monsieur le Docteur Bernhard, 
Directeur du Laboratoire de Microscopic Electronique de 
lkstitut de Recherches Scientifiques sur le cancer a Vilie 
juif, pour avoir bien voulu prockder a l’examen et au con- 
tr& de nos priparations nucliolaires et pour les conseils 
qui nous ont ite’ des plus profitables. 
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Fig. 1. Brof& de shnentation en gradient de saccharose de RNA extraits de: 
a) nuclioles p&par&s selon la m&ode d&rite; 
b) nuckles prkpar& selon la m&ode de Nakamura (31. 

Les RNA sont extraits =jon la m&ode de Nakamura et al. [ 31 i partit de nu&oles p&par& i partir de cellules marqu&s par in- 
cubation de 30 min i 37 C en milieu de culture 199 contenant de l’uridine 3H (75 #X/ml, activite’ spkiftque 21 Ci/mmole). La 
solution de RNA est d&o&e i la surface d’un gradient de 5 ml de solution de saccharose lo-40% [ 31 dans un tube du rotor Spin- 
co SW 50 et centrifug6e 90 min i 48.000 rpm. Le gradient est recolte par fraction de 3 gouttes aprb percement du fond du tube. 
.-.-.-.-. D.O. 
. . . . . . . . . cpm. 

Blanche I. Fractions de nuclioles purifies. Fixation glutamkMhyde, 1,6% tampon&e au phosphate Siirensen 45 min a et b. Nu- 
ctioles de cellules d’ascite de rat. 

a) Isolement selon la m&ho& d&rite. 
Grossissement: 25 .OOO 

b) M&ne technique 
Grossissement: 40.000 

c et d, nucl&les de foie de rat 
c) Nuclioles p&par& selon la technique du Nakamura [ 31 

Grossissement: 30.080 
d) Nuclkrles p&pa&s selon Nakamura [ 31 puis trait& par le milieu S Mg 

Grossissement: 30.000 
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sentent une architecture assez modifiee et certaines 
vacuites (planche 1, figures a et b). Les firbilles sont 
morphologiquement alter&, la chromatine intranu- 
cleolaire n’est plus distinguable. Mais il importe de 
souligner, que ces preparations sont pratiquement dB 

CPm 

2000 

moo 

1000 

500 

i^! 
i ! 
i ! 
; . ..! 

i’ :! 

j! _$. 
!; : i!,. 
1 

. :\. 
: 

20 

Fig. 2. Devenir du RNA nucliolaire au cows d’incubation des 
nuclhles in vitro. Marquage prklable de cellules pendant 10 
min (conditions comme pour fig. 1). Les nucMoles sont prb 
par&s selon m&ode d&rite, lavb dans la solution SMg ou 
dans la solution S. L’incubation est rhlide 21 30°C pendant 
7 min dans le milieu NaCl 0,l M, MgCl2 0,Ol M. TrkHCl pH 
7,4 0,Ol M (Vesco et al. [4] ) contenant 200 &ml de RNA 
ribosomique exoghe (Uau et al. [5]). Les RNA sont extraits 
et analyds comme pour fa. 1. La radioactivith est seule in- 
diquhe du fait de la prksence de RNA exoghe dans le milieu 
d’incubation. 
-.-.-.-.-.- RNA extrait des nucGoles Gmoins non incub&. 
. . . . . . . . . . . RNA extrait des nucl.5oles incub& aprb lavage dans 

solution SMg. 
xxxxx RNA extrait des nucle’oles incube’s aprhs lavage dans 

solution S. 

pourvues de contaminations nucleoplasmiques. De 
plus, la chromatine perinucleolaire est eliminee. On 
peut &miner la chromate perinucleolaire de nucleoles 
prealablement isoles selon la technique de Nakamura 
et al. [3] (planche 1, figure c) en les traitant ensuite 
selon la technique d&rite (planche 1 figure d). 

Dam les nucleoles ainsi prepares, le dosage du DNA 
indique un contenu de 0,25 pg par nucleole, alors que 
dans les nucldoles prepares selon la methode de Naka- 
mura [3], on dose 1 pg de DNA par nucleole, la chro- 
matine p&nucleolaire comprise. Done, dans nos pre- 
parations, bien que la chromatine intranucleolaire 
n’apparaisse plus 1 l’etat structure, le DNA est retenu, 
au moins en partie dam le nucleole. 

Quelle que soit la methode de preparation des nu- 
cleoles, les RNA nucleolaires contiennent une propor- 
tion importante de fractions de constante de sedimen- 
tation Bgale ou superieure a 45 S (fig. 1, a et b). Les 
nucleoles isoles selon notre technique (fig. 1 a) sont 
relativement plus riches en RNA 45 S nouvellement 
synthetise que ceux isoles selon Nakamura et al. [3] 
(fig. 1 b). Ceci s’explique probablement par une sta- 
bilisation des RNA nucleolaires dans nos conditions de 
preparation. C’est ainsi que les RNA de nucleoles laves 
en solution SMg puis incubes pendant 7 min a 30°C 
(fig. 2) n’evoluent pratiquement pas. Par contre, aprbs 
lavage par passage a travers une solution de saccharose 
M contenant 20 &ml de PVS (solution S), on con- 
state, au tours de l’incubation, une transformation des 
RNA precurseurs qui peut etre comparee 1 celle deja 
obtenue par Vesco et al. [4] ainsi que Liau et al. [5]. 

Notons que l’utilisation de NaCl en solution de 
haute force ionique (I = 1) ne permet pas d’obtenir 
d’aussi bonnes preparations que celles faites en pre- 
sence de MgC12. 

3. Discussion 

Diverses methodes de preparation de nucleoles ont 
CtC d&rites. Certaines, en presence de DNAase, mettent 
en oeuvre une force ionique relativement Blevee; par 
exemple Vesco et Penman [4] utihsent une solution 
de NaCl de I = 0,5. Entre nos mains, aucune de ces 
m&odes ne donne des fractions aussi pures. Par ail- 
leurs, elles ne permettent pas d’bliminer la chromatine 
perinucleolaire. 
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Les RNA nucldoraires sont stables au tours de la 
preparation des nuclkoles et les RNA extraits sont 
riches en fractions lourdes de 45 S et plus. Cette sta- 
bilisation est probablement un effet de la force ionique 
6levke du milieu de prbparation (Liau et al. [5]). 11 
semble en 6tre de meme pour la m&hodc d&rite par 
Vesco et al. [4] . Notons que rkemment Sharma et al. 
[8] ont montrd l’existence, dans le rdsidu nuclkaire 
d’extraction par NaC12 M, de RNA 60 S et 80 S qui 
pourraient 6tre prkurseurs de RNA 45 S. 

En dCpit de l’altdration morphologique de la chro- 
matine intranuclkolaire et des particules fibrillaires, 
dont on sait que ce sont les premiers BlCments i pr& 
senter un marquage au tours du processus de syntkse 
des RNA nucleolaires in uiuo [7] , nos prdparations 
prksentent, in vitro, d’une part, une activite d’incor- 
poration dans les RNA de ribonucl6osides monophos- 
phates $ partir de ribonucldosides triphosphates [6] 
et, d’autre part, la capacitd de transformation des RNA 
lourds prkurseurs. Ces pkparations nucl6olaires con- 
stituent un materiel expkrimental qui ne posdde pro- 
bablement pas les fonctions compktes normales du 
nuclt?ole, mais permet 1’6tude du dkroulement au moins 
partiel de certain6 phCnom&nes. 

Mais surtout, il convient d’insister sur le fait que la 
puretC des preparations obtenues et Wmination de la 
chromatine pkinucl6olaire nous assurent de l’origine 
intranucl6olaire des Blkments que nous Btudions. Cette 
elimination diffdrentielle nous permet d’aborder les 
rdles respectifs de la chromatine pkinucldolaire et de 
la chromatine intranucleolaire. L’Btude du DNA, des 
syst&nes enzymatiques, des particules intranucleolaires 
est en tours. 
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