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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 heterogenes (Hn-RNA) localis& dans les 

noyaux des cellules de mammiferes [l-4] sont asso- 

ties a des proteines. L’ensemble forme des particules 
ribonucleoproteiques (Hn-RNP) the taille tres heterogene, 
avec des coefficients de sedimentation de 1.5 S ?I plus 
de 200 S [S-9]. La presence dans les molecules de 
Hn-RNA, de sequences de bases analogues a celles des 
RNA messagers cytoplasmiques (m-RNA), suggere que 
ces RNA nucleaires pourraient 6tre les precurseurs des 

RNA messagers [ 1 O-l 31. On ne sait cependant pas 
clairement si toutes les particules nucleaires Hn-RNP 

sont des formes de maturation des m-RNA, ou si plu- 
sieurs classes de I-In-RNP co-existent, l’une contenant 
les vrais precurseurs des RNA messagers cytoplasmiques, 
les autres contenant des produits de transcription du 
genome, qui ne quitteront pas le noyau [13-161.11 
est montre dans cette etude, que les particules nucle- 
aires Hn-RNP peuvent 6tre separees en 2 classes, apres 

centrifugation en gradient de metrizamide: (a) une 
classe de densite 1,31 g/ml environ, constituee de 
particules a marquage rapide, de grande taille, diffusant 
facilement des noyaux sous l’action de certains deter- 
gents: (b) une seconde classe de particules plus petite;, 
de densite 1.18 g/ml, non diffusibles, necessitant 
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apparemment des temps de marquage plus longs pour 
etre bien mises en evidence dans les noyaux. 

2. Mkthodcs 

2.1. Culture des cellules et marquage des RNA 
LES cellules Cl1 D LM (TK-) sont cultivees en sus- 

pension dans le mileu Eagle-Dulbecco (Gibco, Long 
Island N.Y.) avec 10% de serum de veau, et de la 
bromodeoxyuridine 30 pg/ml de mileu [ 171. L,es 
autres conditions experimentales (addition d’actino- 
mycine D, marquage des RNA par l’uridine radioac- 
tive) ont Bgalement Cte d&rites preckdemment [ 171. 

2.2. Isolement des noyaux, et priparation des 
sumageants nu&aires 
Les cellules, apres recolte puis lavage dans une 

solution saline (Phosphate buffered saline), sont resus- 
pendues dans 15 volumes de la solution I (Tri-HCl 

0.04 M pH 7.5 NH.,ClO.O2 M acetate de magnesium 
0.003 M et sucrose 0.25 M). Les cellules sont cassees 
a 0-4”C, par addition du detergent non-ionique 
Nonidet P 40 O.S%, et 10 allers-retours dans un homo- 
geneiseur manuel en Teflon. Ce traitement provoque 
la rupture de l’ensemble des cellules; un peu de mate- 
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riel cytoplasmique reste cependant encore attache aux 
noyaux IibCrCs. Apres centrifugation a 1000 g, les 

noyaux sont remis en suspension dans la solution I 
(meme volume que precedemment), et trait& par un 

second detergent, soit le Triton X-100 1% [ 181, soit 
le CClanol [ 191 (Celanol 252, Rhone-Progil, France) 
O.OS%, puis homogeneisation manuelle (10 a 20 
allers-retours). Ce second traitement solubilise la 
plupart des membranes cytoplasmiques residuelles. 
Apres observation par microscopic en contraste de 
phase, les noyaux sont centrifuges dans le sucrose 0.4 
M a I 800 g. Le culot de noyaux purities est resuspendu 
dans la solution II (triethanolamine 0.02 M pH 7.5, 
NaClO.1 M, KC1 0.025 M et acetate de magnesium 

0.0025 M), et casses par sonication a la frequence 
maximum (10 Kc) pendant une minute (Raytheon 
Oscillator model DF 101). La rupture des noyaux est 
verifiee par microscopic optique. Le sonicat est centri- 
fuge (centrifugeuse Sorvall refrigeree) pendant 15 
minutes a 30 000 g. Le materiei chromatinien et nu- 
cleolaire est elimine, et le surnageant 30 000 g rep&. 
Le surnageant nucleaire ainsi obtenu, constitue le 

materiel utilise dans cette etude. 

2.3. Centrifugation en gradients de densitt 
Les solutions de Metrizamide (2-(3-acetamido-5-N- 

methyl-adtamido-2,4,6-tri-iodobenzamido)-2-deoxy- 

D-glucose) peuvent atteindre, avec une viscosite 
relativement peu BlevCe, des densites suffsantes pour 
separer par centrifugation isopycnique les particules 
ribonucleoproteiques non fix&es prealablement [20]. 

La metrizamide (Nyegaard and Co. A/S) est mise en 
solution dans TKM (Tris-HC10.05 M pH 7.5, KC1 
0.025 M et acetate de magnesium 0.0025 M) a la 
concentration 41 gr% (poids/volume). Cette solution 
est distribuee dans les tubes de 5 ml du rotor SW 50; 
le surnageant nucleaire 30 000 g (0.7 ml) dans la 
solution II, est place au dessus; la centrifugation 
(centrifugeuse Beckman L 50) est effect&e a 4°C et 
30 000 toun/min. pendant 65 heures. La densite des 
fractions recueillies est calculee a partir de la mesure 
de l’indice de refraction. Le gradient de densitd obtenu 
n’est par lineaire (voir figures). On peut tirer avantage 
de la forme de la courbe de densite, pour tres bien 
separer des regions de densite voisine. Les conditions 
experimentales de centrifugation en gradient de CsCl, 
apres fixation des particules ribonucleoproteiques par 
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le formaldehyde, sont celles d&rites anterieurement 

P71. 

3. Resultats 

3.1. Siparation des particules nuclkaires en 2 classes, 
apr&s ten trifugation isopycnique en gradients de 
mktrizamide 

3.1 .l . Les particules Hn-RNP marquees par l’uridine 

radioactive en absence d’actinomycine D 
(i) Les RNA nucleaires heterogenes nouvellement 

synthetises, presents dans Ies particules du surnageant 
nucleaire, peuvent 6tre mis en evidence par des mar- 

quages courts (de 10 min. a 1 heure), en absence d’ac- 
tinomycine D [ 5-91. Les RNA des cellules CllD ont 
et& marques par la [14C]uridine pendant 1 heure; les 

noyaux et les surnageants 30 000 g ont Bte prepares, 
et les particules Hn-RNP separees dans un gradient de 
metrizamide (voir Methodes). Le resultat obtenu 

(fig.1, Aa-r ) met en evidence un pit principal dans 
la zone de densite 1.31 g/ml, et l’ebauche d’un second 

pit a la densite 1.18 g/ml environ, dent il sera question 
plus loin. Les memes particules, prealablement fixees, 

migrent en gradient de CsCl (tig.2) a la densite 1.42 g/ml, 
densite des particules I-In-RNP dans ces conditions [9] ; 
il n’y a pas de materiel marque migrant dans la zone de 
densite des ribosomes (1.50-l .55 g/ml) (fig.2). 

(ii) Si le marquage est prolong6 pendant 8 heures 
(fIg.1, Ae__s), on constate la presence nette du second 
pit dans la region de densite 1.18 g/ml. La densite de 
ce materiel est differente de celIe des ribosomes qui, 
dans ces conditions experimentales, forment en gra- 
dient de metrizamide, un pit a la densite 1.25 g/ml, 
mais est tres proche de la densite des m-RNP, sit&e 

aussi aux environs de 1 .18 g/ml (courbes non montrees). 
Cette seconde classe de particules nucleaires necessite 
done apparemment un temps plus long pour dtre 
marqd. 

3.1.2. Les particules I-In-RNP marquees par l’uridine 
radioactive, en presence d’actinomycine D 
Le marquage des RNA nucleaires en presence 

d’actinomycine D (0.04 fig/ml), et la separation des 
particules Hn-RNP en gradient de metrizamide, ont 
eu pour but d’dliminer compktement de I’analyse 
les RNA ribosomaux, et de rechercher si l’actinomycine 
D ajoutee pendant des temps longs aux cultures de 
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Fig.1. Pro51 de densite en gradients de mbtrizamide, des particules nuclbires Hn-RNP, marquees par la [ 14C] uridine pendant 1 
heure (A,, _ ,) et 8 heures .(A, ,_& Les sumageants 30 000 g (voir Methodes) sont mis sur une solution de metrizamide a 41 g%; 
la centrifugation est effect&e a 4°C pendant 65 heures avec le rotor SW 50, a 30 000 tourslmin. 

cellules CllD [ 171 diminuait ou non preferentielle- 
ment la synthese de I’une des 2 classes de particules 
nucltkires. 

(i) La figure 3 montre les resultats obtenus, 
lorsque les cellules ont Cte cultivees pendant 5 heures 
(fig.3, As-s) et 8 heures (fig.3, As-s), avec l’actino- 
mycine D. Le. materiel du pit 1.31 g/ml apparait le 

premier marque; le materiel du pit 1 .I 8 g/ml n’appa- 
raft qu’apres un marquage plus long. On retrouve ainsi 
les resultats observes en absence d’actinomycine D. 

(ii) Les particules Hn-RNP synthetisees dans les 
noyaux de cellules CllD cultivees en presence d’actino- 
mycine D pendant des temps longs [ 171 ont et6 exa- 
minces. La figure 4 donne les r&hats differents 

obtenus dans 2 experiences independantes. Dans les 
2 cas, les cellules ont et6 en contact avec l’actinomycine 
D pendant 28 heures, et les RNA marques pendant 8 
heures, de la 20ieme a la 28’eme heure [ 171. Dans les 
2 experiences (fig.4) on retrouve le pit du materiel 
marque a la densite 1.18 g/ml. Par contre il y a absence 
complete du materiel marque a la densite 1.31 g/ml, 
dans une experience (fig.4 II). Les paricules Hn-RNP 
correspondant au materiel s6pare en 2 pits dans la 
figure 4 I, avaient en gradient de sucrose, un profil de 
sedimentation caracteristique des particules de grande 

taille, avec des coefficients de sedimentation Btales 
jusqu’a plus de 200 S. Par contraste, les particules 
nucleaires ne contenant que le materiel migrant a 
la densitd 1 .I 8 g/ml dans la figure 4 II, avaient en 
gradients de sucrose un profil de sedimentation 

correspondant I des particules de taille plus petite, 
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Fig.2. Profil de densite en gradient de CsCI, des partictdes 
nucldaires Hn-RNP marquees par la [ r 4C ] uridine pendant 
1 heure. 
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Fig.3. Profils de densite en gradients de metrizamide des particules nucleaires Hn-RNP marquees par l’uridine radioactive 
pendant 5 heures (A, --5) et 8 heures (A, -a) en presence d’actinomycine D. L’actinomycine D (0.04 ng/ml) est ajoutee 30 min. 
avant le marquage. Les autres conditions experimentales sont celles de la figure 1. 

ne depassant pas 50 S, avec un maximum entre 20 et 

3.5 S (courbes non montrees). Le materiel du pit de 
densite 1.31 g/ml en metrizamide, semble done bien 

ment CtudiC. Une action selective de l’actinomycine 
D sur la synthese des 2 classes de particules nucleaires 
ne peut pas etre clairement Ctablie dans ces experien- 

correspondre aux particules nucleaires heterogenes ces (fig.4 I, II). Les observations presentees dans le 

de grande taille, a marquage rapide [S-9]. Le paragraphe suivant (Paragr. 3.2.) suggerent une autre 

materiel contenu dans le pit 1 .18 g/ml est actuelle- hypothese pouvant expliquer l’absence de materiel de 
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Fig.4. Profils de densite en gradients de metrizamide, des particules nucleaires des noyaux de eellules CllD cultivees pendant 
28 heures en presence d’actinomycine D (0.04 rg/ml). (1) Profil de densite de particules Hn-RNP de grande taille (de 15 S a 
plus de 200 S). (II) Profil de densite de particules Hn-RNP ayant des coefficients de sedimentation inferieurs a 50 S, en 
gradient de sucrose. 

344 



Volume 56, number 2 FEBS LETTERS August 1975 

“o-1 

-I I I I I , 

5 15 25 

B 

1.30 

h, 
F 
_\ 
ul 

U 

1,2o,y 
3; 
Z 

p” 

i 

1,lO 

No DES FRACTIONS 

Fig.5. Action des detergents sur I’extraction des particules nucleaires Hn-RNP; profils de densite en gradients de mbtrizamide. Le 
marquage des RNA est effect& pendant 1 heure; apres rupture des cellules (voir Methodes), centrifugation puis resuspension des 
noyaux en 2 parts Bgales. L’une est traitee par le Triton X-100 1%; l’autre par le CBlanol252 0.05%. Les hoyaux sont recueillis et 
cask (voir Methodes) et les surnageants mis sur la solution de metrizamide et centrifuges (voir tig.1). (A) Particules nucleaires des 
noyaux trait&es par le Triton X-100 (B) Particules nucleaires des noyaux trait& par le Cdlanol252. 

densit 1.31 g/ml dans les noyaux de l’expkrience de 
la figure 4 II. 

3.2. Extraction diffkrentielle des particules nuclkaires 
Hn-RNP, par les d&events 
Quelques experiences avaient suggere que les lavages 

trop rep&es, et l’homogeneisation prolongee des 
noyaux en presence de detergent (plus particulierement 
le CClanol252) pourraient provoquer, en absence de 
rupture des noyaux, I’extraction des particules Hn-RNP 

de densite 1.31 g/ml. Cette eventualit a et6 testee de 

la facon suivante: les RNA ont CtC marques pendant 1 
heure, et les noyaux lib&es apres lyse des cellules par 
le Nonidet P-40. La suspension de noyaux a et6 separee 
en 2 parts Bgales, et l’une traitee par le Triton X-100, 
l’autre par le Celanol252. Apres centrifugation, les 
noyaux ont Cte casses et les surnageants 30 000 g mis 
sur la solution de metrizamide (voir Methodes). La 

figure 5 montre les resultats obtenus apres centrifuga- 
tion: (a) le surnageant 30 000 g des noyaux trait& par 
le Triton X-100 (fig.SA). contient les 2 categories de 
Hn-RNP, avec predominance du materiel marque 
dans le pit de densite 1.31 g/ml (conditions sembla- 

bles a celles de la figure 1 A,, _r ); (b) le surnageant 
des noyaux trait& par le Celanol (fig.SB) ne contient 
que le materiel migrant aux densite 1.18 g/ml. Sur la 
base de la radioactivite, on voit que la quantite de 
particules Hn-RNP presentes dans le pit de densite 
1 .I8 g/ml est demeuree inchangee (fig.SA et SB). 11 
pourrait &tre interessant de rapprocher ces resultats, 
d’une observation faite en microscopic electronique 
par J. P. Zalta (communication personnelle) selon 
laquelle le traitement des noyaux de cellules de Foie 
par le CClanol251 [ 191 peut entrainer l’extraction du 
materiel particulaire ribonucleoprottique habituelle- 
ment situ6 dans les regions interchromatiniennes des 
noyaux. 
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4. Discussion 

La centrifugation en gradient de m&izamide, permet 

de &parer 2 classes de particules nucleaires: (a) l’une 
de densite 1.31 g/ml, constituee de Hn-RNP de grande 

taille, correspondant aux particules heterogenes Ctudiees 

apres des temps de marquage courts [5-91; l’autre de 
densite 1 .18 g/ml, formee de particules de petite taille, 

bien mises en evidence aprbs des temps de marquage 
plus longs. Ces resultats ne precisent cependant pas, 
les relations qui pourraient ou non exister entre ces 
2 classes. Actuellement, deux possibilites peuvent dtre 
envisagees: (1) une relation de precurseurs P produits: 
la plus grande taille des particules de densite 1.3 1 
g/ml, la rapidite de leur marquage, le retard de l’appa- 
rition de la radioactivite dans le pit de densite 1.18 
g/ml, la taille de ces particules, seraient des arguments 
en faveur de cette hypothese; (2) l’existence de 2 
ensembles independants de particules Hn-RNP, l’un 
restant dans le noyau (densite 1.31 g/ml), l’autre &ant 
export6 vers le cytoplasme (densite 1 .18 g/ml); les 

arguments en faveur de cette seconde Bventualite 
seraient les differences de densite en metrizamide et 

de sensibilite aux detergents. 11 convient de remarquer 
en outre, que les differences qui portent sur la taille 
et les temps apparents de marquage ne sont pas incom- 
patibles avec cette derniere hypothese [ 13- 151. 

Les detergents permettent d’extraire selectivement, 
a partir de noyaux apparemment intacts, les particules 
heterogenes de grande taille; les 2 classes de particules 

I-In-RNP sembleraient done avoir des localisations intra- 
nucleaires differentes. Les methodes biochimiques 
associees aux observations en microscopic Clectronique 
pourraient preciser ce point. Des particules ribonucle- 
oproteiques de petite taille (30 ou 45 S) ont Bte obte- 
nues par diffusion, apres lavage rep&C des noyaux dam 
une solution saline [ 5,2 l-231. Ce caractere d’extracti- 
bilite differencie cette particule du materiel de densite 
1.18 g/ml, et l’apparenterait, en premiere approximation, 
aux particules hettrogbnes (15 S b plus de 200 S) de 
densite 1.31 g/ml en metrizamide. L’isolement des 2 
classes de particules nucleaires de densitd 1.3 1, et 1 .I 8 
g/ml en gradients de metrizamide, devrait faciliter 
l’etude comparative de leurs constituants: proteines, 
et RNA (polyadenylation, et recherche des sequences 
messageres). 
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