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RÉSUMÉ

L’effet de l’hydroxyde de potassium sur les chromosomes humains a été étudié. Trois sortes
d’aspects peuvent être observés : aspect en « pointillé n des chromatides qui pourrait corres-
pondre à un aspect particulier correspondant à la structure en spirale des chromosomes ; bandes
G ; aspect partiellement inverse de celui des bandes C. La localisation des bandes inverses des
bandes C dans certaines régions centromériques et à certaines constrictions secondaires suggère
que l’hydroxyde de potassium agit principalement sur le DNA satellite, et particulièrement
sur le DNAs II.

L’hydroxyde de sodium a été utilisé dans les premières techniques d’obtention
des bandes C et G avec coloration par le Giemsa (ARRIGHI et Hsu, 1971 ; DRETS et

SHAW, 1971 ; SCHNEDL, 1971). SuMNER ! al. (1971) ont montré que l’emploi de la
soude n’était pas nécessaire à l’obtention des bandes G. A l’inverse nous avons obtenu
des bandes G en utilisant l’hydroxyde de sodium seul, avant coloration par le

Giemsa (BERGER, 1972). Nous avons ensuite étudié de façon systématique l’effet
de l’hydroxyde de potassium sur les chromosomes humains afin de le comparer à
celui de l’hydroxyde de potassium.

MATÉRIEI, ET MÉTHODES

Les chromosomes ont été préparés à partir de cultures de sang provenant de zj sujets des
deux sexes examinés à divers titres. Ces cultures ont été faites selon notre microméthode habi-
tuelle (solution hypotonique : liC1 0,07,5M; fixation avec le mélange éthanol-acide acétique
dans les proportions 3 : i). Les solutions d’hydroxyde de potassium sont préparées juste avant



l’emploi, à des concentrations variant entre o,ooozM et o,oorM. Les lames utilisées, préparées à
des intervalles de temps divers, compris entre quelques heures et quelques jours, sont plongées
à température ambiante dans la solution d’hydroxyde de potassium pendant une durée allant
de vingt secondes à 10 minutes. Elles sont ensuite rincées à l’eau courante et plongées dans une
solution de Giemsa à 4 p. 100 tamponnée à pH 6,7.

RÉSULTATS

L’action de l’hydroxyde de potassium sur les chromosomes donne plusieurs
sortes de résultats. Il nous est apparu que les aspects les plus intéressants ont été
obtenus à la concentration de o,oooSM, avec des lames préparées la veille de la
manipulation. Les effets sont moins nets avec des lames plus anciennes, et ils sont
difficiles à contrôler avec des lames préparées dans la même journée. Le temps d’ac-
tion optimum dans ces conditions varie quelque peu selon les sujets et selon le résultat
désiré. Il est compris en moyenne entre 3 et 6 minutes.

On peut distinguer trois sortes de résultats selon la durée d’action de la solution
de potasse, soit, en allant du temps le plus bref au temps le plus long : un aspect
en « pointillé », un « marquage o en bandes G, un aspect paraissant inverse de celui
des bandes C (Pl. I, fig. r).

On peut en effet observer sur certaines préparations une série de points de dimen-
sion identique sur chaque chromosome et régulièrement espacés sur les deux chro-
matides soeurs, donnant l’impression d’un pointillé régulier. Le nombre de points
varie avec le degré de contraction des chromosomes ; ils sont d’autant plus nombreux
que les chromosomes sont moins contractés et que la longueur de l’élément est plus
grande. La distribution des points est le plus souvent identique sur les deux chroma-
tides d’un chromosome métaphasique. Il est à remarquer que le chromosome n° 17
réagit particulièrement avec l’hydroxyde de potassium. L’aspect en « pointillé »

peut parfois être rendu plus manifeste après coloration par l’orangé d’acridine et
examen en lumière ultraviolette.

Un aspect de bandes G peut également être obtenu avec cette méthode. Ces
bandes sont tout à fait comparables à celles qui sont obtenues avec d’autres tech-
niques de bandes G (Paris Conference, 1971). Il n’est pas exceptionnel d’observer
dans une même cellule un aspect intermédiaire entre celui des « pointillés n et celui
des bandes G, certains chromosomes étant marqués en bandes G, d’autres en poin-
tillé.

Avec les temps d’action plus long de la solution de potasse, les chromosomes
ont un aspect différent : les régions proches du centromère et certaines constrictions
secondaires sont pâles, peu colorées, donnant une apparence en quelque sorte inverse
de celle des bandes C. La distribution de ces zones peu colorées par le Giemsa
n’est cependant pas entièrement superposable à celle des bandes C telle qu’elle a
été définie à la Conférence de Paris (1971). Les différences essentielles portent sur
la présence de zones peu colorées sur les chromosomes n° 2, sur l’un des nOS 4-5=
sur deux éléments du groupes C (en plus du n° 9), sur un des chromosomes du
groupe D, le 16 étant le plus souvent moins « marqué » qu’avec les techniques des
bandes C (Pl. I, fig. 2).

L’aspect du chromosome Y est particulier chez certaines personnes : il existe



à l’extrémité du bras long une zone intensément colorée par le Giemsa, mais moins
étendue que celle que l’on observe avec la technique des bandes C ou la coloration
avec les dérivés de la quinacrine. On a l’impression dans ces cas qu’il existe deux
régions différentes à l’extrémité du bras long de l’Y, une zone intensément colorée
et une zone plus pâle, plus colorée que le reste du chromosome.

DISCUSSION

L’effet des bases sur les chromosomes de hamster chinois a été étudié par KATO
et NIORIWAKI (1972) qui ont ainsi obtenu des bandes et signalé l’effet brutal qu’elles
peuvent avoir sur les préparations microscopiques.

L’aspect « en pointillé » est difficile à interpréter actuellement avec certitude.
La taille identique de chacun des points sur tous les chromosomes d’une même cellule,
leur distribution régulière le long des chromatides et leur concordance entre chroma-
tides s&oelig;urs, suggèrent qu’il peut s’agir d’un aspect particulier de la spiralisation des
chromosomes. Cette interprétation est rendue d’autant plus plausible que dans cer-
taines cellules un aspect en spirale proche de celui décrit par OHNUCKI (1968) et
Ruzicxn (ig73) peut être observé. Il est cependant difficile de faire un décompte précis
des points puisque leur nombre varie avec le degré d’élongation des chromosomes.
Cette étude quantitative serait entachée d’une marge d’erreur non négligeable,
comme le montrent les travaux des deux auteurs mentionnés ci-dessus, qui ont étudié
cette spiralisation avec d’autres méthodes.

L’obtention des bandes G avec l’hydroxyde de potassium nous avait d’abord
paru pouvoir être due à un effet sur les protéines acides constitutives des chromo-
somes. L’interprétation du rôle des techniques de production des bandes G doit en
fait être reconsidérée car on peut obtenir ces bandes sans autre préparation que
l’emploi de colorant de Giemsa dilué (TAKAYAMA, zg7q ; Wat,2H!R et al., zg!4). Les
bandes G correspondent donc vraisemblablement à une structure prééxistante des
chromosomes, les différentes techniques de production de bandes G ne les induisant
pas, mais favorisant seulement leur révélation.

L’aspect particulier des régions centromériques et des constrictions secondaires
obtenu après action de l’hydroxyde de potassium mérite d’être discuté. La locali-
sation même des zones peu colorées dans ces régions et sa similitude partielle avec
celle des bandes C fait penser que la potasse a agi sur l’hétérochromatine correspon-
dant au DNA satellite. On peut distinguer au moins quatre sorte de DNA satellite qui
se différencient par certaines caractéristiques biochimiques, en particulier les densi-
tés appréciées par sédimentation en chlorure de césium alcalin (CORNEO et al., rg73).
La localisation des DNA satellite I, II et III sur les chromosomes humains est

connue (JONES et CORNEO, 1971 ; JONES et coll., 1973 et ig7q.), et celle du DNAs IV
l’est en partie (SAUNDERS et colt. ig72 ; EVANs et al., zg74). Elle correspond à peu
près à celle des bandes C. Or il existe des différences entre la localisation des bandes C
et celle des régions peu colorées après action de l’hydroxyde de potassium. Ces

différences portent avant tout sur le chromosome 2, en général peu marqué avec
la technique des bandes C, et qui contient du DNAs II et III. Les chromo-
somes 4 et 5 diffèrent par le fait que le premier contient du D!7As I, II et III



alors que le second contient du I)NAs I et III. Enfin les chromosomes 7 et 10 contien-

nent du DNAs II. On peut donc penser que l’hydroxyde de potassium agit préféren-
tiellement sur le DNAs II, plus que sur le DNAs III et surtout I. Ainsi s’expliquerait
également l’aspect particulier du chromosome Y, dont on sait qu’il contient les 4
sortes de DNA satellite. Il n’est d’ailleurs pas impossible que le DNAs IV soit aussi
plus réactif que le DNAs I vis-à-vis de l’hydroxyde de potassium. Dans cette hypo-
thèse le chromosome II pourrait en contenir.

Colloque D. G. R. S.T., Biologie de la Pvocvéation,
Paris, 7-8 mars 1975.
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SUMMARY

EFFECT OF POTASSIUM HYDROXIDE ON HUMAN CHROMOSOMES

The effect of potassium hydroxide on human chromosomes was studied. Three kinds of pat-
terns were observed : dotted appearance which could be a particular aspect of figure of chro-
mosomes spiral structure, G bands, and partially reverse C-bands. The location of reverse C
bands in the centromere and secondary constrictions regions suggests that potassium hydroxide
acts mainly on DNA satellite, and mainly on D:’B As II.
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