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Summary. — Alkaline phosphatase was studied in cell lines
estahlished from Radiation Leukemia Virus induced thymic Iym-
phomas of C537BL/Ka mice. The eytochemical staining techniques
and flow eytofluorimetry analysis described by Dolbeare et al.
(J. Histochem. Cytochem., 1980, 28, 419-426) were used. The
alkaline phosphatase found in lymphoma cells was heat labile
and L-homoarginine, L-phenylalanine and p-bromotetramisole
sensitive and is probably similar to the isoenzyme present in
mouse placenta, kidney and liver. Very little alkaline phospha-
tase activity was detected in normal thymus of adult mice, sug-
gesting that the method used in the paper could be helpful for
studying the emergence of the first neoplastic cells during the
leukemogenic process.

Résumé. — La phosphatase alcaline a été mise en évidence
dans des lignées de lymphomes induits par le virus des radio-
leucoses chez la Souris, en utilisant la méthode de coloration
cytochimique et d’analyse cytofluorimétrique décrite par Dol-
beare et coll. (J. Histochem. Cytochem., 1980, 28, 419-426). L’en-
zyme trouvée dans les cellules tumorales est sensible 4 la cha-
leur, 4 la L-phénylalanine, L-homoarginine et au p-bromoté-
tramisole, ce qui 'apparente aux phosphatases alcalines obser-
vées dans le placenta, le foie et le rein. Dans le thymus de la
souris adulte mormale, seules de trés rares cellules contien-
nent des phosphatases alcalines. Ces données indiquent que la
méthode employée dans ce travail peut étre un outil de choix
pour étudier I’apparition des premiéres cellules néoplasiques au
cours de la leucémogenese.
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Chez 1a souris C57-BL/Ka_, des iymphomeg thymigueg sont induilg
expérimentalement Par Vinoculating d’un rétroyirps 4 action lente,
appelé le Radpy (Virns deg Radioleu-coses) (1, 2). Dang le thymus,
les « cellules cibles » sensibles 4 Pinfection par le Radly appartien-
Nent a une SOus-population de cellules lymphoides qui S’apparentent
aux formes Jeg Plus jeunes de 1a Iymp-hopo'iése T (3). A 1a suife de
l'infection, une réplicatign virale intenge S¢ manifeste dapg Lensem-
ble des thymocytes du cortex, puig, aprés une longue Période de
Iatence, des tnmenrg Iymphoides se développent (3, 4),

DPés ainsij que dans jeg lignéeg cellolaires établies 4 partir de teleg
tumenrs (5, 6). Les Phosphatages alcalines Pourraient servip de

Animaug o4 Méthodes, __ CerLurgs, La lignée BL/VL3 4 été
établie 3 bartir dup Iymphome indnit par le Radly chez [a Souris
C57BI./Ka (8) et leg lignées v, T2, T3 4 Ppartir de lymphomesg pro-
voqués par inocwlatign de RadLvsz j des souris de méme sonche
appliquant 1y méthode de Lieberman el coll. (§), Les cellules sont
cultivées dapg le miljeq RPMI 1649 {Gibeo, Gand, BeIgique) addi-
tionné de 19 P. 100 de Sérum de vean feetg] de’wcomp-lémenté (SVF),
d’antibiotiques et de mercaptoéthang],

Des Suspensions (e cellules thymiquesg Oormales gont Préparées
en utilisant deg souris CS7BI /Ky dgées drup mois, selon up Procédé
décrit antérieuremeny (9).

CoLorarroy CYTOCHIMIQUE, _ _ Les celluleg Sont fixées dang une
solution de formajdéhyde a1 p 160 dans upe solution saline tam-
ponnée an phosphate (PBS) (pH 7.4} pendant 5 minutes, Aprés cen-
trifugation 4 00 g pendan: 16 minutes, leg cellules song remises ep
Suspension § ], “oncentration de 5 X 108/m] dapg une solution de
Na(] 3 0,85 p. 100, Deux centg microlitres (e la Suspension cellulaire
sont ajouiés 3 9 m! d’upe sohition Q’incubation Composée selop une
légire modification de Ia technique de Dolbeare et coll, (7) . tampon
Tris-borate 0,1 M, PH 9, Mg, 5 nM, Raphtol As-Mx (Sigma) 1,0 mpM,
Fast Red TR (Sigma) 0,2 mM. Aprés ype incubation de 5 mn 4 tem-
Pérature ordinaire, 1 ) de SVF egt introduit ay fond du tube 4 Faide
d’une pipette Pasteqr. Apres centrifugation 3 200 g pendant 10 miny.
tes, les cellules s0nt mises ep Suspension dang 1 ml de PRS,

Pour leg eXpériences Q'inhibition Spécifique, de Ia L—phenyla]anine
(Sigma), de 1a L—homoarginine {Sigma) ot de Poxalate de P-brome-




ANALYSE CYTOFLUQORIMETRIQUE, — Un cytofluorimetre de flux FACS
IV (Becton Dickinson) équipé d’un laser a Argon 164,05 (Specira
Physics) a été utilisé dans les conditions suivanies : puissance dun
laser ; 200 mW, longueur d'onde d'excitation : 514,5 nm ; photo-
détecteur EMI Model 9798 B.

Résultats, — MISE EN EVIDENCE DES PHOSPHATASES ALCALINES DANS
LES CELLULES LYMPHOMATEUSES. — Aprés incubation dans le milieu
contenant le subsirat Naphtol-AS-MX et le colorant Fast Red TR, les
cellnles BL/VL3 présentent une fluorescence rouge alors que les
cellules incubées dans une solution témoin (ot Ie substrat a été omis)
ne montrent aucune fluorescence. Le cytofluorimétre de flux permet
d’analyser semi-quantifativement l’intensité de la réaction cytochi-
mique. La figure 1 montre un histogramme ol le nombre de ceilules
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Histogramme cytoflucrimétrique de I'activité des phosphatases alcalines
dans des cellules lymphomateuses BL/VL3 et dans des thymocytes normaux.
Dans les témoins, le milieu d*incubation ne contient pas de substrat.

est moniré en fonction de Vintensité de fluorescence cellulaire (expri-
més en unités arbitraires), qui est proportionnelle au niveau d’activité
enzymatique dans chaque cellule (7). Toutes les cellules lymphoma-
teuses contiennent des phosphatases alcalines; le plus souvent, la
courbe de distribution de I'intensité de fluorescence est biphasique.
Les cellules des lignées T1, T2 et T3 contiennent également des
phosphatases alcalines ; I’intensité de la réaction est analogue a celle
observée dans les cellules BL/VL3 (données non montrées).




Contrairement aux suspensions de cellules tumorales, les prepa-
rations de cellules thymiques normales ne montrent aucune fliores-
cence significative aprés traitement dans la solution d’incubation
(figure 1). Un trés faible pourcentage (compris entre 0,05 % et
0,1 %) d’entre elles présente une {luorescence sapérieure a celle obser-
vée dans les fémoins.

CARACTERISTIQUES DES PHOSPHATASES ALCALINES EXPRIMEES DANS LES
CELLULES LYMPHOMATEUSES. — Dans les tissus de la souris, deux types
principaux de phosphatases alcalines peuvent é&tre distingués grice
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Inhibition par la chaleur de l'activité des phosphatases alcalines dans les
cellnles BL/VL3, Dans le contrdle, le milieu dincubation contient le substrat
et le Fast Red TR ; dans le témoin, le milien ne contient pas de substrat. Les
celluies sont préchauffées & 56°C avant d’8tre remises en suspension dans le
miliew d’incubation complet.

4 Pemploi d’inhibiteurs spécifiques : les phosphatases alcalines expri-
mées dans le placenta, le rein et le foie sont sensibles a laction de
la chaleur et a des traitements par la L-phénylalanine et au p-bromo-
tétramizole, :contrairement aux phosphatases alcalines intestinales (19).




Quand les suspensions de cellules lymphomateuses sont chauffées
a 65° C pendant 5 minutes avant de pratiquer la réaction cytochi-
mique, la fluorescence des cellules BL/VL3 est réduite au nivean
observé dans les témoins. De la méme facon, un préchaunffage des
cellules fumorales 4 56° ¢ diminue ou abolit Pactivité enzymatique
(figure 2).
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Inhibition partielle par le L-phénylalanine de 1'activiié des phosphatases
alcalines dans les cellules BL/VL3, Les contrdle et témoin sont identiques 4
ceux de la figure 2. L’inhibition est obtenue en ajoutant 0,02 M de L-phényl-
alanine au milieu d’incubation cemplet.

L’addition de 0,02M -de L-phénylalanine au milien d’incubation
réduil considérablement la fluorescence des cellules BL/VL3 (fig. 3).
Une inhibition comparable est ohservée lorsque la I.-homoarginine
est ajoutée a4 la solution (donnée nen montrée).

Enfin, si la réaction cytochimique est réalisée en présence de
p-bromotétramisole, Pactivité des phosphatases alcalines est abolie
ou diminuée en fonction de la concentration de inhibiteur dans la
solution (fig. 4).

Discussion. — Le présent travail rapporte la détection cytochi-
mique et I'analyse cytofluorimétrique des phosphatases alcalines
exprimées sur les membranes dés celliles de lymphomes thymiques
induits par le virus des radioleucoses. L’inactivation par la chaleur



et la sensibilité aux agents inhibiteurs tels que la L-phénylalanine
et le p-bromotéiramisole apparentent des phosphatases alcalines des
cellules lymphomateuses & celles exprimées normalement dans le
placentus, le foie et les reins chez la souris (10). Des études biochi-
miques et immunochimiques sont en cours pour caractériser ces
enzymes avec plus de précision.

La méthode utilisée dans ce travail a permis de metire en évidence
des phosphatases alcalines dans des lignées de lymphomes induites
par le virus de Moloney, telles que la lignée YAC-1, ainsi que dans
des lignées de lymphomes radio-induits, L’expression enzymatique
ne semble pas liée 4 une production de particules virales par les
cellules tumorales : en effet, des cellules d'un lymphome radio-induit
BL/RL12-NP, qui ne produit pas de virions, contiennent également
des phosphatases alcalines membranaires (6, 11, Boniver : résultats
non publiés).
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Inhibition par le p-bromotétramisole de PPactivité des phosphatases alcalines
dans les eellules BL/VL2. Différentes concentratjons de Pinhibiteur sont
ajoutées au milien d’incubation. Les contrdle et témoin sont analogues & ceux
de la figure 2.

Dans le thymus de la souris normale, une activité enzymatique im-
portante ne peut étre démonirée que chez le feetus (5, 6). Par contre,
chez la jeune souris adulte, seules de irés rares cellules porteuses de
phosphatases alcalines peuvent étre décelées. Une étude ultrastructu-
rale réalisée dans notre laboratoire (6) démontre qu’elles correspon-
dent 4 des cellules lymphoides particuliéres, appelées ¢ cellules nurses




thymiques » (12). Les complexes Iympho-épithéliaux ainsi formés con-
tiennent environ 0,1 % des lymphoeytes thymiques ; ils sont consi-
dérés comme le site anatomique des premiéres étapes de la lympho-
poidse T' (12),

Les cellules Iymphoides du thymus normal qui contiennent des
phosphatases alcalines pourraient dés lors appartenir 4 ane population
de cellules trés jeunes dans la lignée T. (Vest d’ailleurs parmi de tels
éléments « immatures » quwon trouve les cellules cibles sensibles &
Pinfection par le virus RadLV (3). En outre, aprés I'inoculation du
virus 4 la souris, Ies premiéres cellules producirices de virus appa-
raissent au sein des « cellules nurses thymiques» (13). Ces observa-
tions nous ont fait émetire ’hypothése que cellules contenant de la
phosphatase alecaline et cellules cibles pour le RadLV appartiennent
4 un méme groupe de cellules lymphoides jeunes, sans doute associées
aux « cellules nurses thymiques » (14).

Ces observations sur I'expression des phosphatases alcalines sur de
rares cellules thymiques normales et sur les cellules lymphomateuses
font penser gue cette enzyme pourrait étre un <« marqueur » intéres-
sant pour I'étude de la cancérisation du thymus induite par Ie RadLV,
I.a méthode de détection cytochimiqgue et d’analyse cytofluorimétrique
décrite dans ce travail apparait comme un procédé pour une telle re-
cherche, qui est en cours dans notre laboratoire (***).
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