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R E C H E R C H E S  SUR L E  R O L E  D E  LA P H O S P H A T A S E  

A L C A L I N E  DES  N O Y A U X  

par 

J. BRACHET ET R. JEENER 

Labora~ires de Mo~ho~ogie anima~ e~ ~ P ~ o l o g ~  ~ l e ,  U n ~  ~bm de B r ~ e ~ s  ~ e ~  

I. INTRODUCTION 

Les nombreux auteurs qui, ~ la suite de GOMORI, ont recherch6 h ~ c ~ a f i o n  de la 
phosphatase McMine dans Ms tssus Ms plus vafi6~ ont tous i n ~ 6  sur le fMt que la r6ac- 
t ~ n  est surtout intense dans les noyaux (GOMORI, BOURNE, WILLMER, MOOD, KRUGELIS, 
DANIELLI ET CATCHESIDE, DEMPSEY ET W~LOCKI, etc.). En effet, ~ part qu~ques cas 
partcuHers off l 'enzyme se trouve en abundance darts le cytoplasm~ tMs que la zone 
c o ~ e  du rein et la muqueuse i n t e s t n ~  ce sont la chromatne  et le nud6~e  qui se 
cMorent le plus fo~ement.  Ces con~ata t~ns  sont du reste en p a ~ t  accord avec Ms 
r6sultats de DOUNCE sur les noyaux ~ol~s du f~e de Mamm~res :  des dosages quan- 
t f f a ~  lui ont, en eflet, mon~6 que la phosphatase McMine est le seul enzyme ~tud~ 
jusque m~ntenant  qui se trouve en plus grandes quantit6s dans le noyau que dans le 
cytoplasme. A vrai dire, l 'un de nous (J. B.) n'a pas observ~ d 'accumulat~n de la pho~ 
phatase Mc~ine dans la v~sicule germinative ~M6e des oocytes de grenouill~ par rapport 
au cytoplasme: m~s  ce r~sultat n~gatif n'est pas fMt pour nous surprendre, puisqu'fl 
s'agit d'un noyau off le suc nud6a~e l 'empo~e de beaucoup sur la chromatine au point 
de vue quant f fa tL 

Le r6M de la phosphatase McMine darts les noyaux n'apparMt pas encore dMrement. 
WILLMER a ~gnM6 que dans Ms cellules cultiv6es in vgro la r6act~n serMt beaucoup 
plus intense dans les chromosomes que dans la chromatne  des noyaux au repos: pareille 
observat~n sugg~re une intervention de la phosphatase McaHne dans la r6duplication 
des chromosomes et, plus partcu5~rement,  dans la synth~se de leur acide thymonu- 
d6ique. MMs les con~ata t~ns  de WILLMER ne parM~ent pas a v e r  une p o ~ e  g6n~ral~ 
car MOOD n'a pu retrouver le fMt dans le cas de l 'embryon de poulet; en outr~ darts les 
~ufs  d'Amphibiens en vMe de d6veMppement, la r~action de GO~ORI demeure ~ s  f~bM 
pendant toute la segmentation et la ga~rulation, tant dans Ms noyaux au repos que 
darts les chromosomes: Yembryon est cependant ~ ce moment le ~ g e  d'une rapide syn- 
th~se d 'a~de t h y m ~ l u ~ q u e  (BRACHE~. 

On peut n6anmoins pr6sumer, en rMson de la ~cal isat~n ~ c t e  de la phosphatase 
alcaline des noyaux au niveau de la chromatine et des nud6~es, Yexi~ence d'un Hen 
entre cet enzyme et Ms compos6s phosphor6s les plus impo~an~  du noyau ce~ulak~ les 
acides nud~ques ;  en p a ~ u H e L  on peut se demander M la phosphatase alcaline nud6ake 
n ' inter~endrMt pas darts le m6tabolisme des addes nud~ques  en contr61ant la vitesse 
du renouveHement (turnover ra t~  du phosphore de Fadde thymonucl6ique. On sMt, en 
effet, par  les t ravaux de HEVESY ET OTTESEN et de HAMMARSTEN ET HEVESY, que la 
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vitesse du renouvellement du phosphore de Fa~de thymonuc~ique,  mesur~e h l'aide de 
P radioactiL vafie fortement d'un organe k Fautre chez M rat:  les chiffres en % donn~s 
par  les auteurs scandinaves pour le remplacement quofidien du P de l'acide thymonu- 
clNque sont les suivants: muqueuse intestinale 15, rate 5.8, test~ule 2.6, muscle L9, 
rein et cerveau o.6. 

Ces differences sont suffisamment 61evfies pour qu'on puisse esp6rer relever des 
variations nettes dans l'intenNtd de la r6acfion de la phosphate alcaline dans ~es noyaux 
des diff6rents organes 6tudids par HEVESY ET OTTESEN: c'est ce que nous avons essay6 
de faire. 

II. M~THODES ET MAT~EL 

Nous avons utilis6 la m6thode ddsormais dasNque de GOMORI, qU'H e~  inutHe de 
d~ctire en d6tail iN: M seul substrat  employ6 fitMt M glyc~rophosphate de Na ~ 2% 
dans un tampon au v6ronM. Le pr6cipit6 de phosphate de cal~um ~tait rendu viNb~ 
par des t rN temen~  succesNN des coupes par le nitrate de cobalt et M sulfure d 'ammo- 
nium. Les essMs de contr61e usueN, en Fabsence de substrat,  ont ~t6 executes chaque 
fois. En outre, nous avons v6fifi6 que la r~action devient n~gativ~ en rMson de Fina~ 
fivation de renzyme,  lorsque Ms preparations sont chauff6es ~ sec pendant IO min 
~ IOO ° C. 

Afin de pouvoir comparer dans de bonnes conditions Einten~t6 de la r6action dans 
les divers organes 6tudi6s, deux coupes de chacun de ceux-~ 6talent plac6es c6te A c6te 
sur le m~me porte-objet; les observations ont port6 sur ~intestin, la rate, M testicu1~ 
M fo~, M r~n, le cerveau et M muscM stri6 de souMs; tous ces organe~ provenant des 
m6mes animaux, 6t~ent donc traff6s ~multan6ment depuis la fixat~n dans Ealcool 
jusqu'A Eexamen final. 

La p lupa~ des cytologi~es qui se sont servis de la m~thode de GO~ORI pour la 
d6tecfion de la phosphatase Mcaline dans divers t~sus ont eu recours k des temps d'incu- 
bation prolong6s, de Fordre de 12 ~ 24 heure~ afin ~obteni r  des colorations extr~mement 
intenses; une teHe mani~re de f~re n ' 6 t~ t  6videmment pas ~ cons~Her dans M cas 
pr6sent o~ nous cherchions ~ comparer de fa¢on semi-quantitative la teneur en enzyme 
des noyaux dans Ms diff6rents organes: H 6tMt en effet ~ pr6voir que l ' inten~t6 de la 
r~acfion deviendrMt uniforme dans tous Ks noyaux pour Ms longues p6fiodes dqncu- 
bafion. C ~ M a d  vafiMent donc dans nos exp6fiences de 15 m i n k  20 heures. 

III. R~SULTATS EXP~BIMENTAUX 

Ain~ qu'on pouvait  M penser, Ks noyaux de tous Ms organes 6tud~s n o ~ s s e n t  
intens6ment ~rsque la r6acfion de GOMORI est effectu6e apr~s 15 ~ 20 heures d'incu- 
bafion avec M substrat;  par contre, des diff6rences con~d6rabMs s 'observent lorsque la 
dur6e de Fincubat~n est fimRde de 15 rain ~ 3 heure~ C'est ain~ qu'apr~s immer~on 
dans M glyc6rophosphate pendant un quart  d'heure, seu~ Ks noyaux de la muqueuse 
inte~inaM - -  surtout au niveau des cryptes de L~berk~hn - -  fourn~sent une r~action 
net tement  poMfive; dans tous les autres organes ~ate, t e ~ u M ,  r~n,  cerveau et m u s ~ ,  
FintenMt6 de la r6action e~  la m~me que dans Ks contr6M~ 

Mais c'est apr6s 2 ~ 3 heures d'incubation que Ks r6su~ats Ms plus nets s 'obtiennent : 
ain~ qu'on peut le vo~ sur Ks microphotographies de la Fig. i ,  les noyaux des ce~ules 
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Fig .  i .  Mise on 6 v i d c n c e  de la p h o s p h a t a s e  a l c a l m c  p a r  la m d t h o d c  de (;OMORI. S u l ~ t r a t :  g l h c ( , ~ .  
p h o s p h a t e  de Na.  Dur&? d ' i n c u b a t i o n :  ~ h e u r c s  fi 37 ° . ~, I n t c s ~ n  de S o u r i s :  R 6 a c t i o n  t r6s  i n t e n s e  
des  n o y a u x  e t  du  pd le  a l h c a l  des  cer iums de la  m u q u e u s e .  ~. T e s ~ c u l e  de  S o u r i s :  R d a c t i o n  d i m i n u a n t  
d 3 n t e n M t 6  fi m c s u r e  que  la  spermatog(~n~se  p rog rc s sc .  3. l {a t e  de S o u r i s :  R 6 a c ~ o n  d ' i n t c n M t 6  indga lc  
d a n s  les  d i f fd ren t s  n o y a u x .  4- l~ein de S o u r N :  R 6 a c t i o n  e x t r & n c m c n t  for te  d a n s  la c ~ r l K a ~ ;  l ' i n t en .  

s i td  de  ~t r d a c t i o n  clans les n o y a u x  d i m i n u e  c o n s i d d r a M c m e n t  darts  I;l m£'duHairt~. 
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Igig. 2. Mdmcs ~xmditions exp6r imcnta l ( s  quc t~mr I~t /:ig. ~. 5- & r v e a u  de Souri>: l,cs ntml6¢fles 
r&gissen~ for temcnt ;  la chromnt inc  fnil~cment. ~. Muscle stri6 dc ~ouris: I.~,s nomb~cux novaux 
sont  invisibles en raison d(, ]cur failfle r6action. 7. l?oie de  ]¢at  no Pma l :  l¢6acfion positive des nucl6oles 
ct  de In chromMinc.  S. lCoie tit' l(nt cn rf, K6ndration (7 s hcurcM: l , ' intensiI6 de 1~1 rGwtion clans h,s 
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de la muqueuse intesfinMe fourn~sent mMntenant une r 6 a ~ n  intense; c'est encore 
dmls Ms cryptes de Lieberkfihn et Ms ~andes  a~acentes  que M n N r d ~ e m e n t  des noyaux 
est M plus marqu6, tandis que dans Ms vilbsit6s, Ms noyaux r 6 a ~ e n t  plus faiblement 
que M cytoplasme. Les noyaux des cellules de N rate ~u~ou t  dans Ms corps de MMph~hi), 
comme FavaMnt d ~  vu W~LOCKI ~ DEMPSE¥, et du tes t~ul~ donnent mMntenant une 
r 6 a ~ n  tr6s ne t~men t  positive, dont Fin~nMt6 n'approche toutefNs pas ceHe de la 
muqueuse inte~inMe; dans M t e ~ u l e ,  Ms noyaux des ceriums de Se~oH, des sperma- 
togonies et des spermatocytes rdagissent plus fo~ement  que ceux des spermatides et 
des spermatozNdes, MnN que Favaff d ~  NgnM6 E. KRUGEM~ Dans M rdn,  tou jou~ 
apr6s 2 ~ 3 heures d ' incubat~n,  Ms noyaux de la zone corficMe sont net tement positi~, 
tant  dans Ms glom6rules de MMph~hi que dans Ms tubes urini~res; M cytoplasme de 
ces d e ~ n ~  donne naturellement une r6acfion e x ~ m e m e n t  intense, qui tend ~ masquer 
~elle des noyaux. MNs dans la zone m~duHake, la r6ac t~n  de la phosphatase est tr&s 
fNble, presque n6gative. I1 en va de m~me dans ~ cerveau, off seuls Ms noyaux des neu- 
rones sont poNt~s, de manibre discrete, ~MHeu~. Enfin, on n'observe aucun nok- 
d ~ e m e n t  appr6dabM des noyaux dans Ms muscles ~ti6s: ce n ' e~  qu'en pro~ngeant  
la dur6e de Fincubafion jusqu% une dizMne d'heures qu'on parvient k y d6cder la p r ~  
Hence de Fenzyme. 

On v d t  donc qu'H ex~te un parall61isme tr~s sati~Msant entre Pintendt6 de la 
r ~ a ~ n  de GO~ORI pour N phosphatase McMine dans Ms noyaux des diff6ren~ organes 
6tud~s et la v i te~e du renouvdMment du phosphore de Fadde thymonudNque salon 
HEVESY ET OTTESEN. 

Afin de confirmer la r6alit6 d'une pardHe reNfion, nous avons 6tendu nos observa- 
t~ns  & deux autres types de ceHuMs o~ la vffesse du renouve~ement du P de Facide 
~hymonucMique a &6 mesur6e: Ms globuMs rouges nudges de N Poule et M fde  en r6g6nf- 
r a t~n  apr~s h@atectomie. 

HEVESY ET OTTESEN ont en effet monD6 que M P de l ' adde  thymonud6ique ne se 
renouveHe pratiqumnent pas dans Ms 6rythrocytes de la PouM; ~ on applique N r6ac- 
don de GOMORI g u n  f fot t~  de sang de Poule, apr~s fixation ~ FMcod, on n'obfient pas 
de nokcNsement appr6dables des noyaux, m~me quand l ' incubat~n avec M glyc6ro- 
phosphate se prdonge pendant une quinzMne d'heures. Afin de v~fifier ce r6suRat n6ga- 
tff par une m6thode {mti~rement diff~rente, nous avons pr@ar6 une suspendon de noyaux 
de globules rouges de Poule suivant la technique utilg~e pr6c6demment par 1' un de 
nous (R. JEENER): cette suspenNon de noyaux, apr~s lavag< a 6t6 incub6e avec du 
~yc6rophosphate ~ p~ 9 et M phosphore inorganique fib6r6 a 6t6 dos6 par N technique 
de BERENBLUM ET CHAIN. Nous avons conaat6  que, dans ces condi t~n~ l 'hydrdyse  
du glyc~rophosphate est tr~s lente et fMble. Les noyaux des 6rythrocytes de Poule sont 
donc ce~Nnement  beaucoup plus pauvres en phosphatase Mcaline que ceux du foM o~ 
DOUNCE a trouv6 cet enzyme en abondance; H serMt ce~Mnement int6re~ant d'6tudier 
au mSme pr int  de vue des noyaux ~oDs de la muqueuse intestinMe, en raNon de Mur 
fichesse en phosphatase Mcaline, ~ en juger par la r 6 a ~ n  de Go~o~I. 

DMu~es con~a ta t~ng  encore viennent appuyer Fhypoth~se d'~n Hen entre la 
phosphatase Mca~ne des noyaux et M renouvdMment du P de l ' adde  thymonudf ique:  
c'est MnN que HEVESY ET OTTESEN ont 6tabli que ]es ce~ules souches des globules rouges, 
& Finverse des 6rythrocytes milts, renouve~ent Mur P thymonucMique g une vi te~e 
appr6dablm Or nous avons observfi que fi on provoque exp6rimentalement une an6m~ 
chez la PouM par injection de ph6nylhydrazine, Ms globules rouges immatur6s qui se 
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trouvent en abondance darts M sang donnent une r6act~n de la phosphatase Mcaline 
nettement poNtive au niveau de Murs noyaux. 

Enfin, on sMt par Ms ~ avaux  de BRUES, TRACY ET COHN que la vitesse du renouveH~ 
ment du Phosphore de l ' adde  thymonuddique Faccd~re tr6s fo~ement  dans M fo% 
lorsque cet organe est M N~ge d'une impo~ante  rdgdndrat%n apr~s large h6patectomie 
paAMM: cette vitesse atteint son maximum 3 h 4 jours apr6s l'opdrat%n, au moment  
oh la croi~ance et l 'activk6 mito~que sont Ms plus intenses. Nous avons donc jug6 utile 
de suivre la teneur en phosphatase Mcahne du fo% par la m6thode de GOMORI au cours 
de la r6g6n6rat~n chez ~ rat : conformdment aux prdvi~ons, nous avons observ6, dans 
deux expffiences di~inctes, une nette diff6rence en faveur des noyaux dans M fo~ en 
rfg6n6ration. Si, par exemple, on trMte ~multan6ment par la m6thode de Go~oRI des 
coupes d 'un fMe normM et du m~me organe au 36me jour de r6g6ndration, on constate 
que Ms noyaux du fNe prdMv6 avant l 'op6rat~n ne donnent qu 'une tr6s fMble r6action 
apr6s 2 heures ~incubat%n dans M glyc6rophosphate; dans M fo% en rdgdn6rat%n, au 
con~Mre, la chromatine et M nud6~e  sont intens6ment colords en noK. L'intenMtd de 
la r6act%n de GOMORI clans M cytoplasme sembM au conttaire dimilmer quelque peu 
dans M t~su en r6g6n6ration. 

IV. DISCUSSION DES R~SULTATS 

On vNt  que tous nos essNs concordent pour indiquer que M r6M de la phosphatase 
Mcaline des noyaux est d ' a~ure r  M renouvdMment du Phosphore de Facide thymonu- 
~Nque;  une telle interpr6tat~n des r6sukats concorde 6gMement avec ce que nous 
savons sur M m~abol isme des andes nudNques et Ms phosphatases dans Ms tumeu~:  
Ms recherches de v. EULER ET HERESY, tout comme certes de KOaMANN ET ROSC~ et 
DE BRUES, JACKSON ET COHN ont en effet 6tabH dNrement  que M renouvellement du 
Phosphore de l 'aNde thymonudNque est con~d~rabMment acc616r6 chez FanimN can- 
c6reux. Or Ms dosages de EDLBACHER ET KOLLER ont d6montr6 que la teneur en n u ~ o -  
phosphatase ~ v e  fo~ement  dans Ms tumeurs exp~fimentNes; en outre, Ms recherches 
cytochimiques plus r~centes de BIESELE ET BIESEL~ qui ont f a r  usage, tout comme nous, 
de la m6thode de GONORI, montrent  que la teneur en phosphatase Mcaline des noyaux 
s ' ~ v e  fo~ement  dans F6piderme N~que  cMui-N se canc6fise sous Faction du m~thyl 
cholanthr~ne. La corr~afion entre une teneur ~ev~e en phosphatase Mcaline des noyaux 
et un renouv~Mment rapide du Phosphore de Fadde thymonucMique sembM donc b~n  
reposer sur des bases exp6rimentales nombreuses et so~des. Une pareille conduNon 
s'accorde b ~ n  aus~ avec Ms observations cytochimiques de E. KRUGE~IS mon~an t  que 
la chromatine et M nud6oM cont~nnent  une phosphatase a t taquant  Fadde thymonu- 
~ i q u ~  de pr6~rence ~ FaNde fibonudNque; c'est au con~Mre ce dernier qui construe  
~ mNHeur s u b . r a t  dans M cas du cytoplasme. ToutefNs, FaNde thymonu~Nque n ' e ~  
d6phosphoryl~ par M noyau que ~ q f f f l  a 6t6 dfpolym6fis6 au pr6MabM: ~ est donc ~ 
supposer qu'une d6pdym6rase pr6c~de la phosphatase Mcaline ~ q u e  M Phosphore de 
l'acide thymonucMique se renouveHe. 

Le fMt que, salon DANIELLI ET CATCHE~gE Mn~ que KRVGELIS, MS diff6rents 
segmen~ des chromosomes g6ants, dans Ms glandes saHva~es des Dipt~res, fourn~sent 
une r6action phosphata~que d'intensR6 in6gMe, sugg~re la posNbilit6 d'une variation 
de la vi te~e du renouvMMment du Phosphore de FaNde thymonudNque,  d 'un g~ne ~ 
Fautre. Une hypoth~se anMogu~ mais plus accessibM ~ Fexpf~menta t~n ,  se pr6sente 
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~ Fesprit dans M cas des muN d'Amphibiens envde  de dfvebppement ,  oh ~ phosphatase 
Mcaline offre une d i ~ b u t ~ n  un~orme pendant la segmentation seulement: d6s la 
gastrulation, et surtout pendant la neurulation, Ms noyaux des diff6rentes r6~ons de 
l 'embryon se mettent ~ r6a~r avec une intensR6 in6gMe (BRACHE% KRUGELI~. I1 se 
peut que clans Ms r6g~ns Ms plus actives au pMnt de vue morphog6n~ique, oh Ms noyaux 
sont plus Nches en phosphatase Mcaline qu'ailleur% M renouvMMment du Phosphore 
de Fadde thymonuclfique sMt particuli6rement rapide. 

La Mgnificat~n biochimique et b iob~que  de ce renouvellement demeure mMheu- 
reusement obscure: on serMt ~ premi6re vue tent6 de ~ rapprocher de la synth~se de 
Yadde thymonud~que  au cou~ des mRoses. Le f~ t  que darts Ms organes oh ~ vite~e de 
renouveHement du P thymonucMique e~ la plus grande (muqueuse inte~inMe, tesficul% 
ra t~  Ms m~oses s~lt  nombreuse% consfitue un argument en faveur d'une teHe hypo- 
th6se; Facc6~rat~n de ce m6tabolisme phosphor6 lors de la canc6~safion et de la rfg& 
n6rat~n du fo~ plaide dans M m6me sens. ToutMM% nous avons vu plus haut que Ms 
~uN en vMe de segmentat~n, oh Facfivit6 m~o5que et N synth6se d 'adde thymonu- 
ddique sont conMd6rables, sont tr6s pauvres en phosphatase Mcaline; cet enzyme 
n'apparMt en quantit6s appr6dabMs qu'au moment de la gastrulation, c'esN~-dire 
N~que la cro~sance d6bute; H ne f a r  pas de doute que Fembryon est M Mhge d'une 
synth6se impo~ante de phosphatase Mcaline dans Ms noyaux au moment oh H entre 
dans une phase active de croNsance et de diff6renc~t~n (MooG BRACHET). Dans ces 
condi~on% on peut se demander M la phosphatase Mcaline et M renouvMMment du P 
de FaMde thymonucl6ique ne jouerMent pas un r6M dans Ms ph6nom6nes de cro~sance 
et Ms synth6ses concomRantes de prot~ne% plut6t que dans la mul t ip l~at~n des 
chromosomes. 

Une pareille hypoth6se serMt en harmonie avec Ms observations r6centes de BRAD- 
FIELD et de JEENER sugg6rant une intervention de N phosphatase aMaHne dans la syn- 
th6se des prot~nes fibreuse% MnM qu'avec Ms id6es courantes (BRACHE% CASPERSSON) 
sur le r61e des andes nud~ques  dans la synthfse des protNnes. Si, comme de nombreux 
biochim~tes M pensent actuellement, la synth6se de HMsons peptidiques est 56e ~ des 
r6acfions de phosphorylat~ns (P. CO~E~, CHANTRENNE) ~ n'est pas interdit de penser 
que M m6taboHsme phosphor6 de Fadde thymonucl6ique, con~6M par la phosphatase 
a~aHne pr6sente dmas la chromafin% ne soft infimement ~6 ~ la synth6se des protNnes. 
Par~He supposit~n ~ouve un certMn appui dans M IMt que, sdon FRIEDBER~ la 
muqueuse intesfinM% dont on a vu plus haut qu'elle occupe une Mtuat~n p~v~fg~e 
au double point de vue de la vitesse du remplacement du P de Padde thymonucMique 
et de la ~chesse en phosphatase MeaHne des noyaux, e~  Porgane oh la synth6se des 
FrotNnes est la plus rapide. 

R~SUM~ 

La teneur  en phosphatase  a~al ine des noyaux,  teHe que le montre la m6thode cytochimique 
de GOMORL vafie for tement  d 'un  organe ~ l%utre; erie sembM bien 4tre toujours en rapport  constant  
a v e c l a  vitesse du renouvel lement  du phosphore de l~cide thymonucl6ique.  

SUMMARY 

The alkaline phosphatase content  of the nuclei f rom va~ous  tssue% as ind~a ted  by GOMORI% 
cytochemical method,  shows conMderabM variat ions;  there ~ a dose and constant  relationship 
between the nuclear alkaline phosphatase content  and the rate of the desoxyribonucM~ a n d  turnoveL 
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ZUSAMMENFASSUNG 

Der Gehalt  von K ~ n e n  an ~ k a l i s c h ~  P h ~ p h ~ e ,  der mi t  der z~ochemNchen  M~hode  von 
Go~o~I ~ s t i m m t  w i ~ ,  vaMiert s ta rk  bci ~ c l l ~ d e n e n  Organen, ~ ~ h N n t  a b ~  i m m ~  i n ~ o ~ n ~ m  
Vcrhfiitnis zur (;esdxwindigkeit  tier Erncuerung  des P h ~ p h ~ s  tier Thymonuk le in s~u~  zu stehen. 
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