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A method is devised for isolation of pure nucleoli, devoid of perinucleolar chromatin, from rat hepatomaina

medium of high ionic strength (I = 1, MgCly = 0.33 M).

1. Introduction

L’étude des constituants nucléolaires, par exemple
du DNA de la chromatine intra-nucléolaire, des RNA,
des particules, exige la préparation de nucléoles dé-
pourvus de contaminations nucléoplasmiques. De plus,
se pose le probléme généralement non résolu, de I'éli-
mination de la chromatine périnucléolaire ainsi que
des particules qui lui sont liées. Nous avons atteint ce
but en traitant les noyaux par un milieu contenant
MgCl, 4 une concentration qui correspond 4 une force
jonique élevée I = 1 (MgCl, 0,33 M) en présence d’un
tensio-actif non ionique.

2. Matériel et méthodes

Les cellules provenant de ’hépatome ascitique de
rat de Zajdela sont récoltées et le RNA nucléolaire est
marqué par de I'uridine tritiée par incubation des cel-
lules in vitro, puis les noyaux sont isolés selon une
méthode déja décrite [1].

Les noyaux ainsi préparés, en fonction du but pour-
suivi, peuvent étre lavés dans un milieu adéquat, par
exemple, dans une solution de CaCl, 3-103 M, saccha-
rose 0,25 M, polyvinylsulfate (PVS) 20 ug/ml.

Le culot nucléaire lavé est repris (1,5 X 108 noyaux)
dans 2 ml de saccharose 0,23 M, contenant du PVS 20
pg/ml. On ajoute, en opérant dans la glace, 1 ml de la
solution suivante: tris-HC1 10-2 M, pH 7,4, MgCh M,
Emkalyx-pluronic F88—1% (tensio-actif constitué d’une
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base hydrophobe polypropylénique liée 4 une partie
hydrophile polyoxyéthylénique-Kuhimann). La sus-
pension devient rapidement visqueuse et au micros-
cope a contraste de phase, on constate que les noyaux
éclatent, la chromatine semble se solubiliser. Les nu-
cléoles apparaissent trés denses. La suspension est
soumise a I’action de ’hnomogénéiseur Ultra-turrax
fonctionnant & basse vitesse (au quart de sa tension
normale d’alimentation), pendant environ 45 sec. La
viscosité devient alors trés faible et les nucléoles sont
libres dans le milieu. Cette suspension nucléolaire est
déposée sur 15 ml d’une solution de saccharose M,
MgCl, 0,33 M, PVS 20 ug/mi (solution S Mg) con-
tenue dans un tube 3 centrifuger d’un diametre de 25
mm. On centrifuge en rotor horizontal 20 min 4 900
g. A la fin de la centrifugation, on décante par retour-
nement et I’on essuie soigneusement les parois de tube
resté retourné avec du papier filtre. Ce culot de nu-
cléoles est lavé par remise en suspension dans un milieu
adéquat et recentrifugé.

3. Propriétés des nucléoles ainsi préparés

En microscopie électronique*, les nucléoles pré-

* Nous remercions vivement Monsieur le Docteur Bernhard,
Directeur du Laboratoire de Microscopie Electronique de
I'Institut de Recherches Scientifiques sur le cancer a Vilie:
juif, pour avoir bien voulu procéder a 'examen et au con-
tréle de nos préparations nucléolaires et pour les conseils
qui nous ont été des plus profitables.
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Fig. 1. Profils de sédimentation en gradient de saccharose de RNA extraits de:

a) nucléoles préparérs selon la méthode décrite;

b) nucléoles préparés selon la méthode de Nakamura [3].
Les RNA sont extraits selon la méthode de Nakamura et al. [3] 4 pertir de nucléoles préparés a partir de cellules marquées par in-
cubation de 30 min 4 37 C en milieu de culture 199 contenant de 'uridine 3H (75 uCi/ml, activité spécifique 21 Ci/mmole). La
solution de RNA est déposée 4 la surface d’un gradient de 5 ml de solution de saccharose 10—40% [3] dans un tube du rotor Spin-
co SW 50 et centrifugée 90 min 4 48.000 rpm. Le gradient est récolté par fraction de 3 gouttes aprés percement du fond du tube.

e DO

Planche I. Fractions de nucléoles purifiés. Fixation glutaraldéhyde, 1,6% tamponnée au phosphate Sérensen 45 min a et b. Nu-
cléoles de cellules d’ascite de rat.
a) Isolement selon la methode décrite.
Grossissement: 25.000
b) Méme technique
Grossissement: 40.000
¢ et d, nucléoles de foie de rat
c) Nucléoles préparés selon la technique du Nakamura [3]
Grossissement: 30.000
d) Nucléoles préparés selon Nakamura [3] puis traités par le milieu S Mg
Grossissement: 30.000

331



Volume 6, number 4
sentent une architecture assez modifiée et certaines
vacuités (planche 1, figures a et b). Les firbilles sont
morphologiquement altérés, la chromatine intranu-

cléolaire n’est plus distinguable. Mais il importe de
souligner, que ces préparations sont pratiquement dé-
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Fig. 2. Devenir du RNA nucléolaire au cours d’incubation des
nucléoles in vitro. Marquage préalable de cellules pendant 10
min (conditions comme pour fig. 1). Les nucléoles sont pré-
parés selon méthode décrite, lavés dans la soluti%n SMg ou
dans la solution S. L’incubation est réalisée 4 30 C pendant

7 min dans le milieu NaC1 0,1 M, MgCl3 0,01 M, Tris-HCl pH
7,4 0,01 M (Vesco et al. [4]) contenant 200 ug/ml de RNA
ribosomique exogéne (liau et al. [5]). Les RNA sont extraits
et analysés comme pour fig. 1. La radioactivité est seule in-
diquée du fait de 1a présence de RNA exogéne dans le milieu
d’incubation.

----------- RNA extrait des nucléoles témoins non incubés.
RNA extrait des nucléoles incubés aprés lavage dans
solution SMg.

RNA extrait des nucléoles incubés aprés lavage dans
solution S.

XXXXX
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pourvues de contaminations nucléoplasmiques. De
plus, la chromatine périnucléolaire est éliminée. On
peut éliminer la chromate périnucléolaire de nucléoles
préalablement isolés selon la technique de Nakamura
et al. [3] (planche 1, figure c) en les traitant ensuite
selon la technique décrite (planche 1 figure d).

Dans les nucléoles ainsi préparés, le dosage du DNA
indique un contenu de 0,25 pg par nucléole, alors que
dans les nucléoles préparés selon la méthode de Naka-
mura [3], on dose 1 pg de DNA par nucléole, la chro-
matine périnucléolaire comprise. Donc, dans nos pré-
parations, bien que la chromatine intranucléolaire
n’apparaisse plus 4 I’état structuré, le DNA est retenu,
au moins en partie dans le nucléole.

Quelle que soit la méthode de préparation des nu-
cléoles, les RNA nucléolaires contiennent une propor-
tion importante de fractions de constante de sédimen-
tation égale ou supérieure 4 45 S (fig. 1,a et b). Les
nucléoles isolés selon notre technique (fig. 1 a) sont
relativement plus riches en RNA 45 S nouvellement
synthétisé que ceux isolés selon Nakamura et al. [3]
(fig. 1 b). Ceci s’explique probablement par une sta-
bilisation des RNA nucléolaires dans nos conditions de
préparation. C’est ainsi que les RNA de nucléoles lavés
en solution SMg puis incubés pendant 7 min a 30°C
(fig. 2) n’évoluent pratiquement pas. Par contre, aprés
lavage par passage & travers une solution de saccharose
M contenant 20 ug/ml de PVS (solution S), on con-
state, au cours de I'incubation, une transformation des
RNA précurseurs qui peut étre comparée 2 celle déja
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 préparations que celles faites en pré-
sence de MgCl,.

3. Discussion

Diverses méthodes de préparation de nucléoles ont
été décrites. Certaines, en présence de DNAase, mettent
en oeuvre une force ionique relativement élevée; par
exemple Vesco et Penman [4] utilisent une solution
de NaCl de I = 0,5. Entre nos mains, aucune de ces
méthodes ne donne des fractions aussi pures. Par ail-
leurs, elles ne permettent pas d’éliminer la chromatine
périnucléolaire.
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Les RNA nucléoraires sont stables au cours de la
préparation des nucléoles 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
éievée du milieu de préparation (Liau et ai. {5]). Ii
semble en étre de méme pour la méthodé décrite par

Vaeco et al fA‘ Natone anse récemmoent Sharma at al
VESCO €1 al, |4 . INotons que recemment snarma et al,

[8] ont montre ’existence, dans le résidu nucléaire
d’extraction par NaCl2 M, de RNA 60 S et 80S qui
pourraient étre précurseurs de RNA 45 S.

En dépit de I’altération morphologique de la chro-
matine intranucléolaire et des particules fibrillaires,
dont on sait que ce sont les premiers éléments 4 pré-
senter un marquage au cours du processus de syntése
des RNA nucléolaires in vivo [7], nos préparations
présentent, in vitro, d’une part, une activité d’incor-
poration dans les RNA de ribonucléosides monophos-
phates 3 partir de ribonucléosides triphosphates [6]
et, d’autre part, la capacité de transformation des RNA
lourds précurseurs. Ces préparations nucléolaires con-
stituent un matériel expérimental qui ne posséde pro-
bablement pas les fonctions complétes normales du

nucléole, mais permet I’étude du déroulement au moins

partiel de certains phénoménes.
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Mais surtout, il convient d’insister sur le fait que la
pureté des préparations obtenues et ’élimination de la
chromatine périnucléolaire nous assurent de 1’origine
intranucléolaire des éléments que nous étudions. Cette
élimination différentielle nous permet d’aborder les
réles respectifs de la chromatine périnucléolaire et de
1a chromatine intranncléolaire. I’étude du DNA | des

1d CIL UMIALLILC It QliBivUIQIL Y, av Vilue W a/iSia,y Wod

systémes enzymatiques, des particules intranucléolaires
est en cours.
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