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ACIDES NUCLEIQUES ET
PHOSPHATASES AU COURS DE PHENOMENES DE CROISSANCE
PROVOQUES PAR L’OESTRADIOL ET LA PROLACTINE

par

R. JEENER
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INTRODUCTION

Malgré lintérét que beaucoup de biologistes témoignent a I'heure actuelle pour
I'étude comparative des caractéres des cellules en croissance active dans le cas de la
croissance normale et dans celui des tumeurs, il est frappant de constater que la compa-
raison n’a pas été étendue aux organes dont la croissance peut étre brusquement
déclenchée sous I'influence d’hormones variées. Ces phénoménes de croissance s’effec-
tuent cependant souvent avec une trés grande rapidité et il semble que leur étude doive
fournir des renseignements précieux sur les caractéres de cellules ou s’effectue une
synthase active de protéines. Cette étude devra étre menée de front par des méthodes
biochimiques et histochimiques. C’est ce que nous nous sommes efforcés de faire en pre-
nant comme premiers objets d’'investigation les acides nucléiques, dont la détection
histochimique et le dosage ont fait de grands progrés au cours de ces derniéres années,
et les phosphatases, ferments dont la mise en évidence histochimique est la plus aisée.
Ce choix ne se justifie pas seulement par des raisons techniques. L’étude paralléle des
acides nucléiques et des phosphatases pourrait, en effet, nous fournir d’utiles renseigne-
ments sur les rapports qui semblent unir les uns et les autres, ainsi quel'indique notam-
ment le fait que I’abondance de la phosphatase alcaline du noyau des tissus d’'un mammi-
fére varie avecla vitesse du “turnover” del'acide thymonucléique (BRACHETET JEENER?),
D’autre part, il parait tous les jours plus évident que les acides nucléiques, en particulier
I'acide ribonucléique, doivent jouer un rdle dans la synthése des protéines (BRACHET,
CASPERSSON) et nous avons a nous demander si les phosphatases ne font pas partie du
complexe de facteurs intervenant dans cette syntheése.

MATERIEL ET METHODES

Les deux phénoménes étudiés le plus souvent ont été, d’une part, 'accroissement
considérable de la paroi vaginale et utérine de souris adultes, ovariectomisées depuis un
mois, sous l'influence d’une injection sous-cutanée de 10 y de benzoate d’cestradiol en
solution dans I'huile, et, d’autre part, 'accroissement non moins marqué de la paroi du
jabot de Pigeons adultes en repos sexuel sous I'influence d’injections, répétées toutes les
24 heures, d’extraits du lobe antérieur de I'hypophyse de vache contenant de la prolactine
et préparés suivant la technique de GARDNER ET TURNER? (20 mg poids sec par injection),
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ces injections étant faites dans le muscle pectoral. Accessoirement, ont été utilisés le
pancréas de souris ou de rat, le foie, le cerveau et le rein des mémes animaux injectés
ou non d’cestradiol.

Les dosages ont ét¢ effectués sur les tissus divisés en coupes minces a 'aide d’un
microtome & congélation et homogénéisés 4 la température de 2° C a 'aide d’un broyeur
constitué par un cone de verre rodé s’ajustant sur le fond également rod¢ d’un tube de
centrifugeuse épais.

La détermination de l'activité de la phosphatase alcaline est pratiquée sur une
partie de la suspension ajoutée a un mélange de glycérophosphate de soude et de nitrate
de calcium en présence d'un tampon au véronal et de chlorure de magnésium (FELL ET
Danierri®). Le P orthophosphorique libéré est dosé par la méthode de BERENBLUM
ET CHAINY,

Les mémes suspensions ont été utilisées pour les dosages de l'acide ribonucléique
par lorcine et de I'acide thymonucléique par la diphénylamine (SCHNEIDER®). Les quan-
tités trouvées sont rapportées au poids sec d'une partie de la suspension précipitée par
P'acide trichloracétique, ou a la teneur en azote total de ce précipité (méthode de KjerL-
DAHL, appareil de MARKHAMS).

La mise en évidence histochimique des phosphatases a été réalisée par la méthode
de GovoRI légérement modifiée. Chaque fois qu'une comparaison devait étre faite entre
deux séries de coupes, celles-ci ont été traitées simultanément sur la méme lame porte-
objet. En outre, la méme comparaison était effectuée aprés action du glycérophosphate
pendant des durées variables (BRACHET ET JEENER!} en commengant par des durées
suffisamment courtes pour que des différences entre les quantités de phosphatases
présentes puissent se manifester.

La détection des acides nucléiques a été effectuée, sur du matériel fixé au Zenker, par
1a technique de FEULGEN, pour I'acide thymonucléique, le bleu de toluidine et laribonu-
cléase suivant BRACHET pour I'acide ribonucléique. La ribonucléase était préparée suivant
la technique de FISCHER ef coll.”.

RESULTATS
A. CROISSANCE DU VAGIN ET DE L'UTERUS DE SOURIS SOUS L'INFLUENCE DE L’OESTRADIOL

Vagin. Examen histochimique

La description des effects de I'cestradiol sur I'épithélium vaginal de la souris castrée

est classique. Nous pouvons nous limiter ici aux faits qui nous intéressent directement.
’épithélium de la Souris castrée depuis un mois est constitué par deux couches de cellu-
les seulement. La couche profonde présente des noyaux riches en acide thymonucléique,
exceptionellement 4 'état de mitose, et une trés faible quantité de cytoplasme contenant
de I'acide ribonucléique peu abondant. La couche superficielle ne contient que fort peu
de chacun de ces acides nucléiques. L’injection de I'cestradiol ne provoque aucun
changement dans la couche superficielle alors que la couche profonde entre en proliféra-
tion active. La hauteur des cellules augmente considérablement, le volume des noyaux
s’accroit, le cytoplasme devient plus abondant et s’enrichit en acide ribonucléique. Les
cellules résultant de la prolifération de la couche basale changent rapidement d’aspect.
Déja 24 heures apres I'injection, il en existe 5 4 6 couches. Les plus voisines de la couche
profonde ot1 se produit la multiplication cellulaire sont remarquables par le grand volume
de leur cytoplasme et son extréme basophilie. En nous écartant progressivement de la
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couche basale, nous rencontrons des cellules plus vieilles, de plus en plus aplaties et
dont la basophilie cytoplasmique décroit progressivement jusqu’a disparaitre presque
complétement. Simultanément la taille des noyaux diminue ainsi que la quantité d’acide
thymonucléique qu’ils contiennent (voir Fig. 2, a et b). Cette basophilie cytoplasmique
parait entiérement due 4 'accumulation d’acide ribonucléique. En effet, un traitement
de 30 min & 60° a I'aide d'une solution de ribonucléase fait disparaitre toute trace de
colorabilité du cytoplasme par le bleu de toluidine alors que le traitement des coupes
témoins a l'aide d’une solution de méme concentration en sulfate d’ammonium et de
méme py ne diminue que fort peu cette colorabilité.

Comparons la préparation qui vient d’étre décrite a une autre, provenant du méme
organe, ol les groupes sulfhydriles des protéines ont été mis en évidence par leur réac-
tion avec le ferricyanure et la transformation du ferrocyanure formé en bleu de Prusse
(CHEVREMONT?®). Au fur et & mesure que la basophilie cytoplasmique diminue le nombre
de —SH réactifs augmente. Au niveau des cellules olt la basbphilie a entiérement dis-
paru la réaction des -SH atteint son maximum et se manifeste par une coloration d'un
bleu intense. Superpesés a cette couche riche en groupes —SH réactifs se trouve enfin une
mince couche de cellules kératinisées dans laquelle la réaction des —SH a totalement et
brusquement disparu. Chez la Souris castrée aucune trace de réaction des groupes —SH
ne se présente dans I'épithélium vaginal. Ces caractéres histochimiques de 1’épithélium
en croissance témoignent de 'abondante synthése de kératine qui y est effectuée.

Les effets de l'injection de l'cestradiol se manifestent de maniére non moins
caractéristique sur les coupes ol la phosphatase alcaline a été mise en évidence. L’épi-
thélium vaginal de la Souris castrée ne montre rien de plus quele tissu sous-jacent, ¢’est-
a-dire un trés léger précipité de sulfure de cobalt dans les noyaux et des traces de réaction
a peine visibles dans le cytoplasme. Par contre, 24 heures aprés l'injection de 10 y
d’cestradiol, 1'épithélium épaissi du vagin se présente comme un large trait noir visible
a I'ceil nu méme si I'action de la phosphatase sur le substrat n’a duré qu’une heure.
Ainsi que le montre la Fig. 1 (a et b) cette réaction fort intense se manifeste essentielle-
ment dans le cytoplasme, les noyaux apparaissant sur les coupes comme de larges
espaces clairs. Il est & noter, d’autre part,’qu’aprés 24 heures d’action de I'cestradiol,
cette grande abondance de la phosphatase cytoplasmique est réalisée dans toute 1'épais-
seur de I'épithélium alors que, aprés 3 jours, la réaction des phosphatases est fort atté-
nuée dans la couche superficielle de cellules ol la kératinisation est compléte. Le tissu
sous-jacent montre également une accentuation de la réaction des phosphatases, mais
celle-ci est insignifiante en comparaison de ce qui se produit dans I’épithélium.

Dans quelques expériences, le glycérophosphate de soude a été remplacé soit par
de 'acide zymonucléique (fraction A de CHANTRENNE?) soit par les tétranucléotides
résultant de la dépolymérisation de I'acide thymonucléique par la thymonucléase*.

L’image histologique obtenue aprés action du premier substrat était identique a
celle obtenue a I'aide de glycérophosphate de soude. Par contre, I'emploi des tétranu-
cléotides de I'acide thymonucléique n’a conduit qu’a des réactions phosphatasiques trés
faibles ou méme douteuses.

Vagin. Données quantitatives

L’épaississement de 1'épithélium vaginal réalisé en 24 heures sous I'influence de
10 y d’cestradiol se traduit par une augmentation de 50 4 60% de I'azote protéique total

* Je remercie MM. CHANTRENNE ET REBUFFAT qui ont bien voulu mettre ces deux substances
a ma disposition.
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de 'organe. Cette augmentation résulte pour la plus grande partie (go%) de 'apparition
de protéines insolubles en solutions salines de diverses concentrations (0.005 d 0.5 M),
ou la kératine prend vraisemblablement la plus large place.

Que l'extréme basophilie cytoplasmique de Vépithélium vaginal en prolifération
doive étre attribuée a la présence d’acide ribonucléique se trouve confirmé par le fait
que, 24 heures apres Uinjection de I'cestradiol, la vagin en contient au total 160 4 1850%,
de plus, la teneur de l'organe en acide ribonucléique par rapport au poids sec total
passant de 1.6 a 2.79%, par exemple. Enfin, la multiplication des cellules de I'épithélium
vaginal se traduit par une augmentation de 100% de la quantité totale d’acide thymo-
nucléique présente dans le vagin, la quantité d’acide thymonucléique rapportée au
poids sec passant de 4.9 & 6.4%,.

TABLEAU 1
ACTION DE 20 y D’OESTRADIOL SUR LE VAGIN ET L'UTERUS D’'UNE SOURIS CASTREE: PRELEVEMENTS
24 h APRES L’INJECTION

.

o VAGIN
Doids | Poidssee | RN total lfdlgpor LA DR pljﬁféb .
en mg onmg ‘ ey poids sec total eny au poids sec

Témoin . . 8 1.9 30 1.6 94 4.9

Oestradiol . 17.6 3 8o 2.7 192 6.4

UTERUS
Témoin . . 12.6 2.4 96 4.0 340 14.4
Qestradiol . 35 5.3 200 3.8 340 6.4

La suspension de tissu vaginal broyé provoque & py 9 la libération 4 partir de gly-
cérophosphate de soude de quantités de phosphore inorganique énormément accrues
aprés 24 heures d’action préalable del’cestradiol. Le P libéré en 3 heures passe, par exemple,
de 114 v dans le vagin au repos & 931 v par mg de N protéique dans le vagin en croissance.
L’activité phosphatasique la plus élevée qui ait été observée aprés 24 h d’action de
U'cestradiol se traduisait par une libération de 1492 y de P par mg de N protéique en
3ha37”

Il est & noter que ces données quantitatives valent pour I'ensemble de I'organe. Les
concentrations des cellules de I'épithélium vaginal en acides nucléinues et en phospha-
tases sont évidemment beaucoup plus élevées, puisque les tissus sous-jacents ne contien-
nent que de trés petites quantités de ces substances, ainsi que le révéle I'examen histo-
chimique.

Utérus. Examen histochimique

L’injection de 10 y d’cestradiol & une Souris castrée provoque une augmentation
massive du volume de l’organe en 24 heures. Cette augmentation de volume porte
principalement sur la musculature circulaire et longitudinale ot n’apparaissent cependant
pas de mitoses. Des divisions cellulaires se produisent dans la muqueuse mais sont peu
nombreuses. Compte tenu du fait que la muqueuse de I'utérus ne représente chez la
Souris qu'une portion minime du volume de Porgane, la croissance de 'utérus différe donc
nettement de celle du vagin par le fait qu’elle se produit sans étre accompagnée de multi-
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Fig. 1. Mise en évidence de Pactivité de la phosphatase alcaline (méthode de (:9MORI) dans: a) la
parol du vagin d’une Souris castrée, b) une paroi semblable 24 h aprés Vinjection de 10 p d’oestradiol,
¢) I'uterus d’une Souris castrée, d) un organe semblable 24 h aprés U'injection de 10 9 d’oestradiol.
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LFig. 2. Mise en ¢vidence des acides ribo- ¢t thymonucléique par le bleu de toluidine dans: a) la paroi

du vagin d’une Souris castrée, b) une paroi semblable 48 h aprés Uinjection de 10y d’oestradiol,

c) la paroi de la glande du jabot d’un Pigeon a I'é¢tat de repos, d) une paroi scmiblable 48 h aprés
I'injection de prolactine.
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plication cellulaire. Nos observations cadrent a ce point de vue avec celles de ALLEN,
SmiTH ET GARDNER!® qui, méme en bloquant les mitoses en métaphase par la colchicine
et en multipliant ainsi les chances d’observer celles qui se seraient produites dans les
24 heures qui suivent I'injection d’hormones, n’arrivent pas a en mettre en évidence dans
la musculature de 1'utérus, alors qu’elles apparaissent en trés grand nombre dans 1'épi-
thélium vaginal.

La musculature de l'utérus de la Souris castrée est extrémement riche en noyaux
serrés les uns contre les autres. Ces noyaux montrent une réaction de FEULGEN intense.
Lorsque le volume de I'utérus augmente sous l'influence de I'cestradiol, ces noyaux
grossissent, s’écartert et l'intensité de leur coloration diminue fortement. Les noyaux de
la muqueuse restent peu nombreux et ne montrent qu'une réaction de FEULGEN faible,
aussi bien aprés l'injection g i'avant. L’acide thymonucléique qu’ils contiennent ne
représente qu’'une faible portion de I’acide thymonucléique total de l'organe.

Le cytoplasme des cellules musculaires de ’animal castré est peu abondant et ne
laisse que difficilement apprécier sa teneur en acide ribonucléique sur les coupes traitées
par le bleu de toluidine, tant la basophilie des noyaux est intense. Sous I'influence de
I'cestradiol le volume du cytoplasme s’accroit notablement et la présence d’acide
ribonucléique peut v étre mise en évidence. Cette augmentation du volume du cyto-
plasme se produit en méme temps que s’accentue la différenciation des fibres muscu-
laires qui prennent V'allure caractéristique de fuseaux allongés. Cette différenciation plus
marquée est peut-&tre a mettre en rapport avec I'activité contractile spontanée de 'uté-
rus qui apparait simultanément.

Ainsi que le montre la comparaison des microphotographies ¢ et d dela Fig. 1 I’action
de I'cestradiol se traduit, déja aprés 24 heures, par une augmentation massive de la
réaction de GOMORI pour la phosphatase alcaline. Dans 'utérus de la Souris castrée
depuis 1 mois la muqueuse et la musculature circulaire ne montrent aucune réaction.
Le dépo6t de sulfure de cobalt est au contraire assez abondant dans la musculature
longitudinale dont la différenciation histologique reste plus nette que celle de la muscu-
lature circulaire. Chez les Souris castrées depuis 2 ou 3 mois, la réaction phosphatasique
de la musculature longitudinale est beaucoup plus faible. Les diverses régions de 'utérus
répondent inégalement a l'action de l'cestradiol, ainsi que ATKINSON ET ELFTMANNIL
Pont déja observé. La modification la plus frappante est I'apparition sur les coupes
transversales de 'organe d’un épais anneau noir de sulfure de cobalt dans toute I’étendue
de la couche musculaire circulaire oli la phosphatase alcaline a subi un enrichissement
considérable se manifestant principalement dans les noyaux cellulaires.

La teneur en phosphatase alcaline de la musculature longitudinale augmente égale-
ment, mais cette augmentation n’est nette que chez les animaux castrés depuis 2 mois
ou plus. Enfin, la muqueuse utérine s’enrichit en phosphatase alcaline sous V'influence
de I'cestradiol. L'examen des coupes montre que la quantité de ferment apparu dans
cette région ne représente qu'une partie assez minime de celle née dans la musculature
du fait du faible développement de cette muqueuse chez la Souris.

La réaction de GOMORI effectuée en remplagant le glycérophosphate de soude par
du ribonucléate ou du thymonucléate a fait apparaitre en présence du ribonucléate des
images histologiques presque identiques a celles obtenues avec le glycérophosphate, alors
qu’en présence du thymonucléate du P inorganique ne paraissait pas avoir été libére,
sauf au niveau des cellules de la muqueuse et en trés petite quantité seulement (substrats
identiques & ceux employés dans I'étude du vagin).

Bibliographie p. 452[453.
28



446 R. JEENER VOL. 2 (1948)

11 ne semble pas se vérifier & premiére vue sur notre matériel que le noyau et le
cytoplasme contiendraient des sytémes enzymatiques différents, capables de libérer le
P inorganique a partir des tétranucléotides de l'acide thymonucléique dans le cas du
noyau, a partir de I'acide ribonucléique dans le cas du cytoplasme (KRUGELIS'?).

En effet, 'acide ribonucléique donne une réaction presque aussi intense que le
glycérophosphate de soude a la fois dans le cytoplasme des cellules de I'épithélium vaginal
(voir plus haut) et dans le noyau des cellules musculaires de 1'utérus.

Utérus. Données quantitatives

Sous l'influence d’une injection de 10 y d’cestradiol le poids humide de I'organe
augmente en 24 heures de 100 4 200%,, son poids sec de 57.5 a 121 %.

Contrairement 4 ce qui se passe dans le vagin cette augmentation du poids sec
s’accompagne d’un accroissement paralléle des fractions protéiques solubles et insolubles
dans I'Edsall. Nous avons cherché a savoir si la quantité de myosine présente dans
Uutérus s’accrolssait sous I'influence de I'cestradiol. Les données recueillies a cet égard
sont peu satisfaisantes. La technique utilisée pour le dosage de la myosine a consisté a
extraire le tissu finement divis¢ par le liquide d’Edsall en agitant mécaniquement la
suspension pendant quelques heures. La solution obtenue était ensuite centrifugée et
dialysée. Nous n’avons pu éviter que la nucléohistone, présente en grandes quantités
dans V'utérus et dissoute par 'Edsall ne précipite en méme temps que la myosine.
Pour obtenir le poids de la myosine recueillie nous avons soustrait du poids total du
précipité le poids de la nucléohistone, calculé d’aprés la quantité d’acide thymonucléique
en admettant que cet acide représentait 50% du poids du nucléoprotéide. Le calcul
effectué sur cette base conduit 4 admettre une augmentation du poids de la myosine de
70 &4 80% en 24 heures. L’examen histologique confirme dans une certaine mesure cette
conclusion. Rappelons en effet que les cellules de la musculature circulaire de I'utérus
au repos présentent un cytoplasme trés peu abondant, les noyaux étant tassés étroite-
ment les uns contre les autres. Sous I'influence de I'cestradiol on voit la masse de cyto-
plasme augmenter rapidement et les fibres musculaires acquérir leur différenciation
typique.

Parallélement 4 1'accroissement de la quantité de protéines présente dans 'utérus,
se produit un accroissement de la quantité totale d’acide ribonucleique (9o a 100%),
mais, contrairement & ce qui se produit dans le cas du vagin, la teneur en acide ribonu-
cléique de l'utérus, rapportée au poids sec, ne se modifie pas de maniére appréciable.

Comme pouvait le faire supposer I’examen histochimique, la quantité totale d’acide
thymonucléique n’augmente pas en 24 heures sous U'influence de I'cestradiol. Quant a
la teneur en acide thymonucléique rapportée au poids sec, elle diminue en 24 heures de
20 4 50%.

Enfin, tout comme dans le cas du vagin, I'cestradiol produit en 24 heures une trés
considérable augmentation de la teneur de 'organe en phosphatase alcaline. Rapportées
A 1 mg d’azote protéique, les quantités d’orthophosphate libérées a partir du glycéro-
phosphate de soude s’accroissent de 120 & 500% en 24 heures, la quantité la plus grande
d’orthophosphate libérée en 3 heures & 37° par 1 mg de N protéique ayant été de
1590 y de P.

Fote, rein, cerveau, plasma sanguin
La puissante action de I'cestradiol sur la teneur en phosphatase alcaline du vagin
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et de T'utérus ne s’exerce nullement sur I'ensemble des tissus de 'animal. Nous n’avons
observé aucune modification de cette teneur dans le rein, le cerveau et le plasma sanguin.
Dans le cas du foie, une légére augmentation de la teneur en phosphatase alcaline semble
se manifester (15 & 309%), mais elle est trop faible pour que nous puissions admettre sa
réalité sans une étude statistique qui n’a pas ét¢ faite. L’examen histochimique confirme
toutefois I'existence du phénomene.

B. CROISSANCE DE LA MUQUEUSE DU JABOT DE PIGEON SOUS L'INFLUENCE
DE LA PROLACTINE
Examen histochimique

Les caractéres histochimiques de la croissance des muqueuses vaginale et utérine
sous I'influence de I’cestradiol pourraient étre considérés, soit comme des manifestations
particuliéres de 'action d’une hormone stéroide, soit comme des caractéres généraux de
tout processus de croissance. Il nous a paru intéressant d’essayer de trancher la question
en comparant 1'action d'une hormone protéique, la prolactine, a celle de I'cestradiol.

Lorsqu’un Pigeon a été isolé pendant quelques semaines les “‘glandes” du jabot se
trouvent A I'état de repos et apparaissent comme deux zones circulaires de la paroi a
peine différenciées par leur épaisseur et leur vascularisation. A leur niveau, la muqueuse
est constituée par une mince couche de cellules 4 noyaux trés basophiles et ne montrant
qu’un trés petit nombre de mitoses.

Du c6té de la lumiére de la glande, cette couche cellulaire est revétue de cellules
aplaties montrant des traces d'un processus de kératinisation, ainsi qu’en témoigne la
présence dans les cellules les plus profondes de protéines réduisant trés légérement le
ferricyanure (technique de CHEVREMONT).

La muqueuse du jabot est enfin revétue extérieurement d'une mince couche muscu-
laire et conjonctive.

Deux doses de 10 ou 20 mg de la préparation contenant la prolactine injectées dans
les muscles pectoraux a 24 heures d’intervalle provoquent dans la couche profonde de la
muqueuse une multiplication cellulaire intense accompagnée d’un enrichissement du
cytoplasme en acide ribonucléique. Cette transformation de la muqueuse a un caractére
massif, ainsi qu’en témoignent les microphotographies c et d, Fig. 2. Tout comme dans
le cas du vagin, une multiplication cellulaire rapide ne se poursuit que dans les régions
les plus profondes de I'épithélium. I1 se constitue ainsi des couches superposées de cellules
ou le cytoplasme devient trés volumineux en méme temps que les mitoses s’arrétent. Ces
cellules conservent la plus grande partie de I'acide ribonucléique qu’elles contenaient,
leur noyau restant riche en acide thymonucléique. Contrairement a ce qui se passe dans
le cas du vagin, elles ne s’aplatissent pas et ne montrent aucun signe de kératinisation.

Notons d’autre part que ce rapide épaississement de I’épithélium du jabot n’est pas
accompagné de I'édification de tissu conjonctif. Au fur et & mesure que la paroi du jabot
s’épaissit, les cellules les plus superficielles se détachent et constituent une masse gra-
nuleuse dans la Iumiére de 1'organe.

L’épaississement de la paroi du jabot se produit essentiellement dans I’épithélium
dont nous venons de décrire la prolifération. Les couches musculaire et conjonctive sous-
jacentes se renforcent également, mais dans des proportions beaucoup plus faibles.

La prolactine est sans effet sur l'intensité de la réaction de G6MoR1 pour la phos-
phatase alcaline. Aussi bien dans la muqueuse en prolifération que dans la muqueuse
au repos, cette réaction, A peine marquée, méme aprés des incubations de 24 heures en
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présence du substrat, se limite aux noyaux. A ce point de vue, les caractéres de la crois-
sance de Ja muqueuse du jabot de Pigeon s’opposent nettement a ce que nous avons
observé dans le cas de la muqueuse vaginale de Souris.

Données quantitatives

Les cellules de la muqueuse du jabot se dissocient aisément et se séparent dela couche
musculaire et conjonctive sous-jacente par simple écrasement de 1'organe a l'aide du
pilon de 'homogénéiseur décrit au début de ce travail.

Les dosages effectués sur la glande du jabot entitre ont toujours été exécutés sur
l'organe au repos ou au début de sa croissance (48 heures aprés linjection, le plus
souvent) de maniére que les résultats obtenus ne soient pas rendus difficiles & inter-
préter par accumulation des produits élaborés dans les cellules prétes i se détacher
de la ntuqueuse. Aprés 48 heures d’action de la prolactine, le poids sec des glandes du
jabot a augmenté de 100 4 1539%. L’azote protéique augmente dans les mémes propor-
tions. 11 s’est donc produit dans I'organe étudié une synthése de protéines dont la vitesse
est comparable a celle qui se manifeste dans le vagin de la Souris sous l'influence de
I'cestradiol. Comme dans ce dernier organe, 'accroissement de la vitesse de synthése des
protéines s’accompagne d'une augmentation de la teneur de l'organe en acide ribonu-
cléique calculée par rapport 4 I'azote protéique (55 a 60% en 48 heures). Par contre, la
teneur en acide thymonucléique, rapportée 4 l'azote protéique, ne change pas, bien
que la quantité totale d’acide thymonucléique augmente en méme temps que se multi-
plient les cellules.

Phosphatases

L’activité de la phosphatase alcaline du tissu homogénéisé est extrémement faible
(30 y de P libéré par mg de N protéique en I heure) et n’augmente pas sous l'influence
de la prolactine. Ce fait est frappant si 'on se rappelle que le vagin excité par ’cestradiol
contenait une quantité de phosphatase alcaline capable de libérer pres de 500 y par mg
de N protéique dans le méme temps).

Nous avons examiné si la présence, dans le jabot, de phosphatase acide, n’expliquerait
pas dans une certaine mesure la différence entre vagin de Souris et jabot de Pigeon.
L’activité de la phosphatase acide (tampon 4 py 5) est beaucoup plus faible encore que
celle de la phosphatase alcaline et n’augmente pas plus que cette derniére apres injection
de prolactine. I’examen histochimique permet de confirmer cette conclusion. La crois-
sance rapide de l’épithélium du jabot ne s’accompagne donc apparemment d’aucune
augmentation de la teneur en phosphatase.

C. LES PHOSPHATASES DU PANCREAS

En présence des résultats discordants fournis par I'étude des relations qui pour-
raient exister entre la croissance d’un organe et 'abondance des phosphatases qu'il
renferme, il a paru intéressant d’examiner la teneur en phosphatases du pancréas ot
s’effectue une synthése massive de protéines indépendante de tout phénomeéne de multi-
plication cellulaire.

Ainsi que plusieurs auteurs 'ont déja signalé, I'étude histochimique de la phospha-
tase alcaline du pancréas de Mammiféres variés ne permet pas la mise en évidence de
ce ferment dans les cellules exocrines. Seules les parois des canaux secréteurs paraissent
en contenir (pr. bibl. voir Jacopy!3).
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L’étude quantitative de l'activité phosphatasique du tissu pancréatique homo-
généisé du Rat confirme parfaitement ces données. En présence d’un tampon a py 9,
pareille préparation ne libére que 7 y de P par heure et par mg de N protéique. C'est
l1a Yactivité de loin la plus faible que nous avons eu l'occasion de constater dans les divers
organes examinés au cours de la présente recherche.

L’activité phosphatasique qui se manifeste & py 5 est plus faible encore (2 a 5 y
par mg de N protéique en 3 heures).

L’extréme pauvreté en phosphatases du pancréas pourrait n’étre qu’apparente et
résulter d'une action protéolytique qu’exercerait sur ces ferments la trypsine pancréa-
tique au cours de la préparation des extraits et des coupes, ou pendant la période
d’incubation dans le glycérophosphate de soude. Nous pensons avoir pu écarter cette
cause d’erreur en montrant que 'activité d’'une préparation de phosphatase de U'intestin
de Souris, purifiée suivant ALBERS, n’était en rien diminuée lorsqu’elle était ajoutée
au tissu pancréatique de Rat au moment ol celui-ci était homogénéisé, le mélange
obtenu étant ensuite traité suivant la technique habituelle pour la détermination de la
phosphatase alcaline.

Cette donnée cadre d’ailleurs parfaitement avec les résultats déja anciens de
EHRENSVARD!4, suivant lequel la trypsine n’inactiverait pas la phosphatase alcaline.

Notons que les cellules secrétrices du pancréas, si pauvres en phosphatases, sont en
méme temps parmi les plus riches en acide ribonucléique (BRACHET!S),

DISCUSSION

Les observations exposées ci-dessus montrent dans tous les cas étudiés que les
cellules oli une synthése rapide de protéines est provoquée par une hormone stéroide
(cestradiol) ou une hormone protéique (prolactine) s’enrichissent en acide ribonucléique,
ainsi que le prouvent aussi bien le dosage de ce corps par rapport 4 'azote protéique
que sa mise en évidence histochimique par la méthode de BRACHET. Pareille relation
est bien connue dans d’autres cas depuis les recherches de BRACHET et de CASPERSSON*.
Il est cependant intéressant de noter qu’elle s’est manifestée au cours de nos expériences
dans des conditions physiologiques fort différentes.

La synthése des protéines dans la muqueuse vaginale de la Souris et dans la mu-
queuse du jabot de Pigeon est en effet accompagnée d’une multiplication cellulaire intense.
Celle-ci, par contre, est nulle dans la musculatu rede 1'utérus de Souris. Or, dans les trois
cas, la teneur en acide ribonucléique augmente, I'acide thymonucléique se comportant de
facons diverses.

La ot il y a multiplication cellulaire (vagin, jabot), la quantité totale d’acide
thymonucléique augmente, la teneur de I'organe en acide thymonucléique par unité
de poids sec augmentant dans le cas du vagin restant constante dans le cas du jabot.
Par contre, la quantité totale d’acide thymonucléique de l'utérus ne s’accroit pas.
Comme une synthése importante de protéines est néanmoins réalisée, la teneur de cet
organe en acide thymonucléique par unité de poids sec diminue.

11 existe donc un lien quantitatif entre la synthése des protéines et I'abondance de I'acide
ribonucléique, alors que semblable lien ne vessort nullement de nos observations dans le cas
de Uacide thymonucléique.

* Signalons notamment dans le domaine de I’endocrinologie les travaux de MM. DESCLIN?® ET
HERLANTZ
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Notons toutefois que I'utérus au repos est d’une richesse exceptionnelle en acide
thymonucléique et que la croissance de l'organe pourrait se trouver en quelque sorte
préparée dans I'état de repos. L’absence d’acroissement de la quantité d’acide thymonu-
cléique ne signifie nullement que ce corps ne présente aucune activité métabolique en
liaison avec la synthése des protéines, mais, peut-étre, que les quantités qui se dégra-
dent sont ¢gales a celles qui sont synthétisées.

Une seconde remarque peut étre faite. Aussi bien dans le cas de 'utérus que dans
celui du vagin et du jabot de Pigeon, la quantité d’acide ribonucléique synthétisée au
cours de la croissance est égale a 3.5 &4 5% de la quantité de protéines néoformées.

L’existence de cette relation constante apporte une base plus précise & l'idée que
la synthese des protéines est liée a la présence d’acide ribonucléique et nous montre en
outre que le méme lien quantitatif se retrouve dans des conditions physiologiques trés
différentes. En effet, la muqueuse du vagin de Souris et celle du jabot de Pigeon mon-
trent d’innombrables mitoses, alors que la musculature de I'utérus, qui constitue la plus
grande partie de cet organe, en est totalement dépourvuc. D’autre part, lc cytoplasme
des cellules de la muqueuse vaginale est infiniment plus riche en acide ribonucléique que
celui des fibres musculaires de 'utérus ainsi qu’en témoigne leur affinité trés inégale pour
les colorants basiques.

Puisque la cellule ne peut, semble-t-il, synthétiser de protéines sans synthétiser en
méme temps une proportion fixe d’acide ribonucléique, et que, d’autre part, Ia plus
grande partie de ce corps se trouve combinée dans des complexes de dimensions macro-
moléculaires (granules) contenant en méme temps des protéines et des phospholipides,
I'hypothése que les protéines sont initialement synthétisées sous la forme de granules
parait justifiée. Ces granules présentant au point de vue de leur composition et de leurs
dimensions des analogies avec certains virus (BRACHET ET JEENER'), nous pourrions
imaginer qu’ils se multiplient par un mécanisme analogue. Une premicre phase de la
synthése des protéines au cours de laquelle cette multiplication s’effectuerait, serait
caractérisée par la présence de grandes quantités d’acide ribonucléique. Mais, ainsi que
nous l'avons signal¢, la teneur en acide ribonucléique des cellules de la muqueuse
vaginale et de la muqueuse du jabot diminue lorsqu’elles vieillissent et que des protéines
spéciales (kératine du vagin, protéines caractéristiques du “lait” de Pigeon) s’y accumu-
lent. Cette seconde phase (différenciation) pourrait correspondre & un remaniement des
molécules initialement synthétisées par un processus que les phénoménes de remplace-
ment des protéines étudiés par SCHOENHEIMER ET RITTENBERG rendent concevable.
Cette hypothése cadrerait avec les vues récemment exposées par THORELLY qui admet
que la synthése de I'hémoglobine ne s'effectue qu'au cours d’une seconde phase de la
maturation de 1'érythroblaste pendant laquelle la teneur en acide ribonucléique, tres
¢élevée pendant la phase de croissance, diminue considérablement.

Si les divers organes étudiés au cours de ce travail se comportent de maniére fort
semblable en ce qui concerne I'acide ribonucléique, ils montrent au contraire les diffé-
rences les plus nettes si 'on étudie les variations subies par les phosphatases du noyau
et du cytoplasme sous I'influence de I'cestradiol et de la prolactine.

De nombreux cas oi1 'abondance de la phosphatase alcaline du noyau varie paral-
lelement 4 la vitesse du “‘turnover” du P de l'acide thymonuciéique ont été signalés
(BRACHET ET JEENER') et 'hypothése a été faite que la phosphatase jouerait un role
dans le métabolisme de 'acide thymonucléique.

Il paraitrait logique d’admettre que la phosphatase alcaline du cytoplasme pourrait
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jouer un réle analogue dans le métabolisme de I'acide ribonucléique. Comme ce corps
parait impliqué, d’'une maniére totalement inconnue encore, dans la synthése des pro-
téines, nous pourrions nous attendre a voir la teneur du cytoplasme en phosphatase
augmenter lorsqu’une synthése massive de protéines y est déclenchée et que de 'acide
ribonucléique s’y accumule. C’est bien ce qui se passe dans le cas de la croissance de la
muqueuse vaginale provoquée par l'cestradiol. Dans le cas de la croissance de l'utérus
également, la phosphatase alcaline s’accumule dans le cytoplasme des cellules muscu-
laires, bien que le phénoméne soit surtout frappant en ce qui concerne la phosphatase
alcaline des noyaux.

Toutefois, I'idée d’'un lien entre 1’abondance de la phosphatase alcaline, le métabo-
lisme des acides nucléiques et la syntheése des protéines se heurte a des difficultés impor-
tantes. Nous avons vu en premier lieu que la croissance de la muqueuse du jabot de
Pigeon sous I'influence de la prolactine ne s’accompagnait d’aucune augmentation de
la teneur des cellules en phosphatases alcaline ou acide, bien que de I'acide ribonucléique
s’y accumule en grandes quantités. D’autre part, ces cellules, ou s’effectue une syntheése
massive de protéines, sont trés pauvres en phosphatases. Il en est de méme pour les
cellules exocrines du pancréas ol s’effectue également une synthése importante de
protéines, ou I'acide ribonucléique est particuliérement abondant (BRACHET!?) et ol ce
corps manifeste un métabolisme intense lié au cycle secrétoire (CASPERSSONS),

Il semble donc que la remarquable augmentation de la teneur en phosphatase
alcaline du vagin et de I'utérus sous l'influence de I'cestradiol doive trouver une autre
explication.

Nous pourrions songer a la chercher dans ’action spécifique qu’exerceraient divers
corps stéroides ou corps voisins sur les phosphatases en rapprochant l'influence de
I'cestradiol sur la phosphatase alcaline du vagin et de l'utérus de celle des substances
androgénes sur la phosphatase acide de la prostate (GuTMAN?®), du méthylcholanthréne
sur la phosphatase des cellules basales de 1’épiderme de la Souris (BIESELE?Y), d’extraits
du cortex surrénal sur la phosphatase alcaline du foie (KOoCHAKIAN2Y).

Une telle hypothése rendrait compte de ce que la croissance du vagin et de 'utérus
est accompagnée d'une accumulation de phosphatases, alors que la croissance du jabot
de Pigeon, provoquée par une hormone protéique, ne 1'est pas.

Une autre possibilité d’interprétation nous est fournie par ’hypothése de DANIELLI2,
suivant laquelle 'accumulation des phosphatases pourrait étre, dans de nombreux cas
(plaies cutanées en régénération, cellules basales des poils par exemple), en relation avec
la synthése de protéines fibreuses.

Nous voyons, en effet, qu'une augmentation de la phosphatase alcaline se produit
dans la muqueuse vaginale ol se manifeste une synthése abondante de kératine, dans
la musculature circulaire de I'utérus olt nous avons toutes raisons de croire que s’effectue
une synthése de mvosine, c’est-d-dire précisément la ol s’accumulent des protéines
fibreuses typiques. Au contraire, dans le jabot ol rien n'indique la synthése de kératine,
de collagéne, de myosine, ainsi que dans le pancréas, ol ne sont certainement pas syn-
thétisées des protéines de ce groupe, les phosphatases sont trés peu abondantes et, dans
le cas du jabot, le restent au moment de la croissance.

L’idée d'une relation entre I'abondance des phosphatases et la vitesse de synthése
des protéines fibreuses seules ne trouve évidemment aucune justification sur le plan
biochimique, car il est bien difficile d’imaginer que les protéines globulaires seraient
synthétisées par un mécanisme différent. N’oublions pas cependant que le role des
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phosphatases dans cette synthese reste fort mystérieux et contentons-nous d’cnregistrer
le fait que I'étude de divers processus de croissance provoqués par des hormones a fait
surgir incontestablement des arguments nouveaux en faveur de 'hypothése de DANIELLL.

RESUME

La synthése massive de protéines provoquée par I'oestradiol dans le vagin ct Putérus de la
Souris castrée s’accompagne d’une accumulation d’acide ribonucléique ct de phosphomonocstérase
alcaline dans cet organe.

La synthése également rapide des protéincs par la muqueuse du jabot de Pigeon sous 'influcnce
de la prolactine n’entraine que le premier de ces phénomeéncs, la teneur en phosphomonoestérase
alcaline restant & tout moment trés basse. De méme, la tencur en phosphomonoestérase alcaline du
pancréas est faible, bien que cet organe soit le lieu d'une synthésc active de protéincs.

I1 existe un rapport constant entre les quantités de protéines ct d’acide ribonucléique synth¢-
tis¢es au début de la croissance. Parcil rapport n’existe pas dans lc cas de 'acide thymonucléique.

L’accumulation de phosphomonoestérase alcaline dans le vagin et l'utérus en croissance pout-
rait étre li€e & la synthése de protéines fibreuses que le jabot et le pancréas ne produisent pas.

SUMMARY

The considerable synthesis of proteins occurring in the vagina and uterus of castrated Mice as
a result of oestradiol injection, is accompanied by an accumulation of ribonucleic acid and alkaline
phosphomonoesterase in these organs.

The equally rapid protein synthesis in the mucosa of the gizzard of pigeons treated with pro-
lactin is accompanied by the first phenomenon only; the amount of alkaline phosphomonoesterase
present remains very low during the whole process. Pancreas also contains but little alkaline phos-
phomonoesterase although a very active synthesis of proteins takes place in this organ.

There is a constant relation between the amounts of proteins and ribonucleic acid formed during
the first stages of growth. No such relation exists for desoxyribosenucleic acid.

The accumulation of alkaline phosphomonoesterase in growing vagina and uterus might bear
relation to the formation of fibrous proteins that are not synthesised by the gizzard gland or pancreas.

ZUSAMMENFASSUNG

Die bedeutende Eiweissynthese, die durch Oestradiol in der Vagina und dem Uterus kastrierter
Méuse hervorgerufen wird, wird von der Anhdufung von Ribonukleinsdure und alkalischer Phos-
phomonoesterase in diesen Organen begleitet.

Die ebensoschnelle Eiweissynthese in der Schleimhaut des Taubenkropfes unter dem Einfluss
von Prolactin wird nur von der ersteren dieser Erscheinungen begleitet; der Gehalt an alkalischer
Phosphomonoesterase bleibt die ganze Zeit sehr niedrig. Ebenso ist der Gehalt der Pankreas an alka-
lischer Phosphomonoesterase gering, wihrend dieses Organ der Ort einer aktiven Eiweissynthese ist.

Es besteht ein Zusammenhang zwischen den im Beginn des Wachstums synthetisierten Eiweiss-
und Ribonukleinsiuremengen. Eine derartige Beziehung bestcht nicht fiir die Thymonukleinsdure.

Die Anhdufung der alkalischen Phosphomonoestcrase in Vagina und Uterus wihrend des
Wachstums kdnnte mit der Synthese faseriger Eiwcisskorper zusammenhéngen, die Kropf und Pan-
kreas nicht produzieren.
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