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Summary

Separation of nuclear Hn-RNP particles into two density classes, following isopycnic centrifugation in metrizamide gradients, is
reported. One class (density 1.31 g/ml) is rapidly labelled, and contains polydisperse heterogeneous high molecular weight particles,
easily diffusible from intact nuclei under certain conditions. The other class (density 1.18 g/ml) is of lower molecular weight, not
diffusible, and needs apparently a longer time to be labelled and/or to accumulate inside the nuclei.

1. Introduction

Les RNA hétérogénes (Hn-RNA) localisés dans les
noyaux des cellules de mammiféres [1—4] sont asso-
ciés a des protéines. L’ensemble forme des particules
ribonucléoprotéiques (Hn-RNP) the taille trés hétérogéne,
avec des coefficients de sédimentation de 15 S a plus
de 200 S [5—9]. La présence dans les molécules de
Hn-RNA, de séquences de bases analogues i celles des
RNA messagers cytoplasmiques (m-RNA), suggére que
ces RNA nucléaires pourraient étre les précurseurs des
RNA messagers [10—13]. On ne sait cependant pas
clairement si toutes les particules nucléaires Hn-RNP
sont des formes de maturation des m-RNA, ou si plu-
sieurs classes de Hn-RNP co-existent, I'une contenant
les vrais précurseurs des RNA messagers cytoplasmiques,
les autres contenant des produits de transcription du
génome, qui ne quitteront pas le noyau [13-~16]. 11
est montré dans cette étude, que les particules nuclé-
aires Hn-RNP peuvent étre séparées en 2 classes, aprés
centrifugation en gradient de métrizamide: (a) une
classe de densité 1,31 g/ml environ, constituée de
particules & marquage rapide, de grande taille, diffusant
facilement des noyaux sous P’action de certains déter-
gents: (b) une seconde classe de particules plus petites,
de densité 1.18 g/ml, non diffusibles, nécessitant
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apparemment des temps de marquage plus longs pour
étre bien mises en évidence dans les noyaux.

2. Méthodes

2.1. Culture des cellules et marquage des RNA

Les cellules C11D LM (TK ™) sont cultivées en sus-
pension dans le mileu Eagle-Dulbecco (Gibco, Long
Island N.Y.) avec 10% de sérum de veau, et de la
bromodéoxyuridine 30 ug/ml de mileu [17]. Les
autres conditions expérimentales (addition d’actino-
mycine D, marquage des RNA par 'uridine radioac-
tive) ont également été décrites précédemment [17].

2.2. Isolement des noyaux, et préparation des

surnageants nucléaires

Les cellules, aprés récolte puis lavage dans une
solution saline (Phosphate buffered saline), sont resus-
pendues dans 15 volumes de la solution I (Tris—HCl
0.04 M pH 7.5 NH,Cl1 0.02 M acétate de magnésium
0.003 M et sucrose 0.25 M). Les cellules sont cassées
4 0—4°C, par addition du détergent non-ionique
Nonidet P 40 0.5%, et 10 allers-retours dans un homo-
généiseur manuel en Teflon. Ce traitement provoque
la rupture de I’ensemble des cellules; un peu de maté-
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riel cytoplasmique reste cependant encore attaché aux
noyaux libérés. Aprés centrifugation a 1000 g, les
noyaux sont remis en suspension dans la solution I
(méme volume que précédemment), et traités par un
second détergent, soit le Triton X-100 1% [18], soit
le Célanol ”Q] (Fnlannl 2582 Rhéna-Prooil. Francal

AU tiania a7y (vRiadd Vi L4, SIVIULTTIVURLL, 1 ialilv)

0.05%, puis homogenelsatlon manuelle (10 4 20
allers-retours). Ce second traitement solubilise la
plupart des membranes cytoplasmiques résiduelles.
Aprés observation par microscopie en contraste de
phase, les noyaux sont centrifugés dans le sucrose 0.4
M 4 1800 g. Le culot de noyaux purifiés est resuspendu

3 & : NN M 1Y 7T7 &
dans la solution II (triéthanolamine 0.02 M pH 7.5,

NaCl 0.1 M, KCl1 0.025 M et acétate de magnésium
0.0025 M), et cassés par sonication a la fréquence
maximum (10 Kc) pendant une minute (Raytheon
Oscillator model DF 101). La rupture des noyaux est
vérifiée par microscopie optique. Le sonicat est centri-
fugé (centrifugeuse Sorvall réfrigérée) pendant 15
IIllIlul.eS a DU UUU 8. LC mdu:nel unromdunlen et nu-
cléolaire est éliminé, et le surnageant 30 000 g repris.
e surnageant nucléaire ainsi obtenu, constitue le

matériel utilisé dans cette étude.

2.3. Centrifugation en gradients de densité
Les soiutions de Métrizamide (2-(3-acétamido-5-V-
méthyl-acétamido-2,4,6-tri-iodobenzamido)-2-déoxy-

N.aluicose) nauvent attaindre avec une viscositd
LrgmutUot ) pruvllin atlLiilic, avel Ulic VIisLOsi$

relativement peu élevée, des densités suffisantes pour
séparer par centrifugation isopycnique les particules
ribonucléoprotéiques non fixées préalablement [20].
La métrizamide (Nyegaard and Co. A/S) est mise en
solution dans TKM (Tris—HC1 0.05 M pH 7.5, KCl
0.025 M et acétate de magnésium 0.0025M)ala
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est distribuée dans les tubes de 5 ml du rotor SW 50;
le surnageant nucléaire 30 000 g (0.7 ml) dans la
solution II, est placé au dessus; la centrifugation
(centrifugeuse Beckman L 50) est effectuée a 4°C, et
30 000 tours/min. pendant 65 heures. La densité des
fractions recueillies est calculée & partir de la mesure
de I'indice de réfraction. Le gradient de densité obtenu
n’est par linéaire (voir figures). On peut tirer avantage
de la forme de la courbe de densité, pour trés bien
séparer des régions de densité voisine. Les conditions
expérimentales de centrifugation en gradient de CsCl,
apreés fixation des particules ribonucléoprotéiques par
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le formaldéhyde, sont celles décrites antérieurement
{17].

3. Resultats

3.1. Séparation des particules nucléaires en 2 classes,
apres centrifugation isopycnique en gradients de
métrizamide

3.1.1. Les particules Hn-RNP marquées par Iuridine
radioactive en absence d’actinomycine D
(i) Les RNA nucléaires hétérogénes nouvellement

qunthdticde mridcante dane lag nartinnlas A1 guirnagaant
DylllllULlDCD, IJIUBDII(A) Uualw ivo Hﬂl LILUIVO UU suliiagvasit

nucléaire, peuvent étre mis en évidence par des mar-
quages courts (de 10 min. 4 1 heure), en absence d’ac-
tinomycine D [5—9]. Les RNA des cellules CI1D ont
été marqués par la ['*Cluridine pendant 1 heure; les
noyaux et les surnageants 30 000 g ont été préparés,

et les particules Hn-RNP séparées dans un gradient de
métrizamide (voir Méthodes). Le résultat obtenu
(fig.1, Aq_;) met en évidence un pic principal dans

la zone de densité 1.31 g/ml, et ’ébauche d’un second
pic 4 la densité 1.18 g/ml environ, dont il sera question
plus loin. Les mémes particules, préalablement fixées,
migrent en gradient de CsCl (fig.2) 4 la densité 1.42 g/ml,
densité des particules Hn-RNP dans ces conditions [9];
ii n’y a pas de matériei marqué migrant dans la zone de
densité des ribosomes (1.50~1.55 g/ml) (fig.2).

(ii) Si la marauaoe est nrolonaed nendant 8 heures
11) 31 le marquage est prolonge pengant & hieures
iy b | {4 i g BY ¥

(fig.1, Ay _g), on constate la présence nette du second
pic dans la région de densité 1.18 g/ml. La densité de

ce matériel est différente de celle des ribosomes qui,
dans ces conditions expérimentales, forment en gra-
dient de métrizamide, un pic 4 la densité 1.25 g/ml,
mais est trés proche de la densité des m-RNP, située
aussi aux environs de 1.18 g/ml (courbes non montrées).
Cette seconde classe de particules nucléaires nécessite
donc apparemment un temps plus long pour étre

marqué.

3.1.2. Les particules Hn-RNP marquées par I'uridine
radioactive, en présence d’actinomycine D
Lz marquage des RNA nucléaires en présence
d’actinomycine D (0.04 ug/ml), et la séparation des
particules Hn-RNP en gradient de métrizamide, ont
eu pour but d’éliminer complétement de Panalyse
les RNA ribosomaux, et de rechercher si ’actinomycine

D ajoutée pendant des temps longs aux cultures de
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Fig.1. Profil de densité en gradients de métrizamide, des particules nucléaires Hn-RNP, marquées par la ['*C]uridine pendant 1
heure (A, _,) et 8 heures (A, _,). Les surnageants 30 000 g (voir Méthodes) sont mis sur une solution de métrizamide a 41 g%;
la centrifugation est effectuée a 4°C pendant 65 heures avec le rotor SW 50, 2 30 000 tours/min.

cellules C11D [17] diminuait ou non préférentielle-
ment la synthése de 'une des 2 classes de particules
nucléaires.

(i) La figure 3 montre les résultats obtenus,
lorsque les cellules ont été cultivées pendant 5 heures
(fig.3, As_s) et 8 heures (fig.3, Ag_s), avec l'actino-
mycine D. Le matériel du pic 1.31 g/ml apparait le
premier marqué; le matériel du pic 1.18 g/ml n’appa-
rait qu’aprés un marquage plus long. On retrouve ainsi
les résultats observés en absence d’actinomycine D.

(ii) Les particules Hn-RNP synthétisées dans les
noyaux de cellules C11D cultivées en présence d’actino-
mycine D pendant des temps longs [17] ont été exa-
minées. La figure 4 donne les résultats différents
obtenus dans 2 expériences indépendantes. Dans les
2 cas, les cellules ont été en contact avec I’actinomycine
D pendant 28 heures, et les RNA marqués pendant 8
heures, de 1a 201¢me 3 1a 28#me heyre [17]. Dans les
2 expériences (fig.4) on retrouve le pic du matériel
marqué 4 la densité 1.18 g/ml. Par contre il y a absence
compléte du matériel marqué 4 la densité 1.31 g/ml,
dans une expérience (fig.4 II). Les paricules Hn-RNP
correspondant au matériel séparé en 2 pics dans la
figure 4 I, avaient en gradient de sucrose, un profil de
sédimentation caractéristique des particules de grande

taille, avec des coefficients de sédimentation étalés
jusqu’a plus de 200 S. Par contraste, les particules
nucléaires ne contenant que le matériel migrant 4
la densité 1.18 g/ml dans la figure 4 11, avaient en
gradients de sucrose un profil de sédimentation
correspondant 4 des particules de taille plus petite,
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Fig.2. Profil de densité en gradient de CsCl, des particules
nucléaires Hn-RNP marquées par la [**C]uridine pendant
1 heure.
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Fig.3. Profils de densité en gradients de métrizamide des particules nucléaires Hn-RNP marquées par I'uridine radioactive

pendant 5 heures (A, _;) et 8 heures (A, _,) en présence d’actinomycine D. L’actinomycine D (0.04 pg/ml) est ajoutée 30 min.
avant le marquage. Les autres conditions expérimentales sont celles de la figure 1.

ne dépassant pas 50 S, avec un maximum entre 20 et ment étudié. Une action sélective de 1’actinomycine
35 S (courbes non montrées). Le matériel du pic de D sur la synthése des 2 classes de particules nucléaires
densité 1.31 g/ml en métrizamide, semble donc bien ne peut pas étre clairement établie dans ces expérien-
correspondre aux particules nucléaires hétérogénes ces (fig.4 I, IT). Les observations présentées dans le

de grande taille, 2 marquage rapide [5-9]. Le paragraphe suivant (Paragr. 3.2.) suggérent une autre
matériel contenu dans le pic 1.18 g/ml est actuelle- hypothése pouvant expliquer ’absence de matériel de
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Fig.4. Profils de densité en gradients de métrizamide, des particules nucléaires des noyaux de eellules C11D cultivées pendant
28 heures en présence d’actinomycine D (0.04 ug/ml). (I) Profil de densité de particules Hn-RNP de grande taille (de 15 S 2
plus de 200 S). (1) Profil de densité de particules Hn-RNP ayant des coefficients de sédimentation inférieurs 2 50 S, en

gradient de sucrose.

344



Volume 56, number 2 FEBS LETTERS August 1975
L. A0—1
z A B
< .
¢ \-
2 50004 (* 50004 \ 1,30
s A =
E \\ . \‘\. €
0 B \\ ®
g \ s
S R
< . f —_—
= Y \ \ 4
wd
i \ ‘ - a
¢ L] ] \ \ .
! \ , \ !
10004 "-.j\ \ 1000 ,f PR SR Y :
\ » °
. \.
W ",
\vv'\ / Sy

T LB T ¥

T 1
5 15 25

v T
5 15 25

N° DES FRACTIONS

Fig.5. Action des détergents sur 'extraction des particules nucléaires Hn-RNP; profils de densité en gradients de métrizamide. Le
marquage des RNA est effectué pendant 1 heure; aprés rupture des cellules (voir Méthodes), centrifugation puis resuspension des
noyaux en 2 parts égales. L’une est traitée par le Triton X-100 1%; 'autre par le Célanol 252 0.05%. Les noyaux sont recueillis et
cassés (voir Méthodes) et les surnageants mis sur la solution de métrizamide et centrifugés (voir fig.1). (A) Particules nucléaires des
noyaux traitées par le Triton X-100 (B) Particules nucléaires des noyaux traités par le Célanol 252.

densité 1.31 g/ml dans les noyaux de I'expérience de
la figure 4 II.

3.2. Extraction différentielle des particules nucléaires

Hn-RNP, par les détergents

Quelques expériences avaient suggéré que les lavages
trop répétés, et 'homogénéisation prolongée des
noyaux en présence de détergent (plus particuliérement
le Célanol 252) pourraient provoquer, en absence de
rupture des noyaux, 'extraction des particules Hn-RNP
de densité 1.31 g/ml. Cette éventualité a été testée de
la facon suivante: les RNA ont été marqués pendant !
heure, et les noyaux libérés aprés lyse des cellules par
le Nonidet P-40. La suspension de noyaux a été séparée
en 2 parts égales, et I'une traitée par le Triton X-100,
Pautre par le Celanol 252. Aprés centrifugation, les
noyaux ont été cassés et les surnageants 30 000 g mis
sur la solution de métrizamide (voir Méthodes). La

figure 5 montre les résultats obtenus aprés centrifuga-
tion: (a) le surnageant 30 000 g des noyaux traités par
le Triton X-100 (fig.5A) contient les 2 catégories de
Hn-RNP, avec prédominance du matériel marqué
dans le pic de densité 1.31 g/ml (conditions sembla-
bles 4 celles de la figure 1 Ay_;); (b) le surnageant
des noyaux traités par le Célanol (fig.5B) ne contient
que le matériel migrant aux densité 1.18 g/ml. Sur la
base de la radioactivité, on voit que la quantité de
particules Hn-RNP présentes dans le pic de densité
1.18 g/ml est demeurée inchangée (fig.5A et 5B). Il
pourrait étre intéressant de rapprocher ces résultats,
d’une observation faite en microscopie électronique
par J. P. Zalta (communication personnelle) selon
laquelle le traitement des noyaux de cellules de Foie

" par le Célanol 251 [19] peut entrainer I'extraction du

matériel particulaire ribonucléoprotéique habituelle-
ment situé dans les régions interchromatiniennes des
noyaux.
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4. Discussion

La centrifugation en gradient de métrizamide, permet
de séparer 2 classes de particules nucléaires: (a) I'une
de densité 1.31 g/ml, constituée de Hn-RNP de grande
taille, correspondant aux particules hétérogénes étudiées
aprés des temps de marquage courts [5—9]; 'autre de
densité 1.18 g/ml, formée de particules de petite taille,
bien mises en évidence aprés des temps de marquage
plus longs. Ces résultats ne précisent cependant pas,
les relations qui pourraient ou non exister entre ces
2 classes. Actuellement, deux possibilités peuvent étre
envisagées: (1) une relation de précurseurs i produits:
la plus grande taille des particules de densité 1.31
g/ml, la rapidité de leur marquage, le retard de ’appa-
rition de la radioactivité dans le pic de densité 1.18
g/ml, la taille de ces particules, seraient des arguments
en faveur de cette hypothése; (2) existence de 2
ensembles indépendants de particules Hn-RNP, I’'un
restant dans le noyau (densité 1.31 g/ml), Pautre étant
exporté vers le cytoplasme (densité 1.18 g/ml); les
arguments en faveur de cette seconde éventualité
seraient les différences de densité en métrizamide et
de sensibilité aux détergents. Il convient de remarquer
en outre, que les différences qui portent sur la taille
et les temps apparents de marquage ne sont pas incom-
patibles avec cette derniére hypothése [13~15].

Les détergents permettent d’extraire sélectivement,
a partir de noyaux apparemment intacts, les particules
hétérogénes de grande taille; les 2 classes de particules
Hn-RNP sembleraient donc avoir des localisations intra-
nucléaires différentes. Les méthodes biochimiques
associées aux observations en microscopie électronique
pourraient préciser ce point. Des particules ribonuclé-
oprotéiques de petite taille (30 ou 45 S) ont été obte-
nues par diffusion, aprés lavage répété des noyaux dans
une solution saline [5,21—-23]. Ce caractére d’extracti-
bilité différencie cette particule du matériel de densité
1.18 g/ml, et 'apparenterait, en premiére approximation,
aux particules hétérogénes (15 S a plus de 200 S) de
densité 1.31 g/ml en métrizamide. L’isolement des 2
classes de particules nucléaires de densité 1.31,et 1.18
g/ml en gradients de métrizamide, devrait faciliter
I’étude comparative de leurs constituants: protéines,
et RNA (polyadénylation, et recherche des séquences
messagéres).
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