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Summary. The effect of sexual factors on intestinal alkaline phosphatase activity in rats.

The immunoelectrophoretic method of Laurell has been used for a study of rat intes-
tinal alkaline phosphatase in various sexual conditions. The resuits showed that ileal
alkaline phosphatase depended on the sex and the estrous cycle. Duodenal and jejunal
enzymes did not depend on these factors. Both ileal enzymatic activity and calcium reten-
tion had the same distribution. Estrous females showed higher values and males lower
ones. Diestrous and gonadectomized animals presented values between those of the estrous
females and the males.

Introduction.

L'intensification des échanges calciques s’accompagne dans des circonstances
variées d’une activité accrue de la phosphatase alcaline. Pendant le remaniement du
test des mollusques oU les incorporations du Ca sont augmentées, une augmentation
concomitante d'activité phosphatasique est enregistrée (Manigault, 1939). Au cours de
la réparation d'une fracture une forte activité phosphatasique apparait au niveau du cal
(Dulce, 1960). Le rat en rachitisme chronique par défaut de facteurs d’utilisation du Ca
présente une intensification des échanges calciques de I'os (Dupuis, 1971) a laquelle
correspond une exaltation d’activité phosphatasique osseuse (Fontaine et al., 1977).
Dans la muqueuse iléale de rats dont I'absorption est spontanément élevée, s’observe
également une activité phosphatasique élevée (Fontaine et al., 1977).

A maintes reprises nous avons observé que I'absorption et la rétention du calcium,
chez le rat, sont fonction du sexe et du cycle cestral (Fontaine, 1969, 1971, 1973 ; Dupuis
et Fontaine, 1978). La femelle de plus de six mois est plus réactive que le male et c’est
en cestrus que la femelle absorbe et retient le plus de calcium. Ces différences dans
I'aptitude du méle et de la femelle a utiliser le calcium ne correspondraient-elles pas a
des différences d’activité phosphatasique au niveau intestinal ?
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Conditions expérimentales.

Les activités phosphatasiques en divers lieux de I'intestin de rats Wistar, adultes de
sept mois, sont étudiées en fonction de I’état sexuel des animaux. Ceux-ci sont choisis de
sorte que leur équilibre hormonal soit normal (mdles entiers ou femelles cyclées) ou
qu’ils soient soustraits aux influences hormonales sexuelles (animaux gonadectomisés).
Les femelles ovariectomisées regoivent ou non des hormones sexuelles (cestrogénes
et progestérone) par voie sous cutanée.

Les animaux sont sacrifiés au chloroforme. L’intestin est coupé en quatre portions :
fe duodénum et les trois autres portions jéjunum I, jéjunum Il et iléum étant obtenues
en coupant le reste de Iintestin en trois parties égales.

La muqueuse est prélevée par raclage a la spatule sur une plaque réfrigérée. La
phosphatase alcaline est extraite de ’homogénat de muqueuse en milieu tamponné
(tris-HCI 0,02 M, pH = 7,4 ; 1 mM MgCl,) par action du butanol et de I'acétone
(Lafont, 1975). Le p-nitrophénylphosphate (15 mM en milieu tamponné carbonate
30 mM, pH = 9,8) est le substrat utilisé pour la mesure de I'activité phosphatasique de
cette préparation.

Le dosage électroimmunologique employé (Laurell, 1972) est une méthode quan-
titative qui associe la spécificité de I'immunochimie & la rapidité de I’électrophorése. ||
est réalisé sur des dilutions croissantes de solutions de phosphatases semi-purifiées, au
sein d’un gel d’agarose (indubiose A 37, IBF) contenant I’anticorps. Celui-ci est produit
par un lapin ayant requ une préparation purifiée de phosphatase alcaline de muqueuse
d’intestin gréle de rats impubéres. L’électrophorése détermine des pics dont la hauteur
est proportionnelle a la quantité d’antigénes déposés. L’activité enzymatique des immu-
noprécipités est révélée par une réaction colorée spécifique de la phosphatase alcaline
(3-naphtyl-phosphate 5 mM : MgCl, 1 mM ; tampon carbonate 30 mM, pH = 9.8 ;
Fast Blue RR Sigma). Les unités d’enzyme par ml rapportées a la hauteur des pics en
mm s’alignent sur une droite dont la pente est proportionnelle & I'activité moléculaire
de I’enzyme.

Résultats.

La comparaison des mesures directes des phosphatases de I'homogénat de
muqueuse de divers lots de rats n’est pas satisfaisante. Les résultats exprimés par rap-
port aux protéines de la muqueuse sont trés variables a I'intérieur d’'un méme groupe.
Il n’est donc pas possible de conclure a une différence entre les lots étudiés par cette
méthode.

Au contraire, I'électroimmunodiffusion simple fait apparaitre des différences
d’activité enzymatique selon le sexe du rat.

Pour I'iléum les expériences sont représentées sur les figures 1a et 1b. Elles sont a
considérer séparément, le voltage de I’électrophorése n’étant pas de méme valeur
(50 V par plaque pour les animaux groupés par 5 et 25 V par plaque pour les indivi-
duels). Chaque expérience considére des femelles en cestrus et en dicestrus des femelles
ovariectomisées et des males normaux. De plus, seul un des deux groupes d’expé-
riences porte sur des méles orchidectomisés et sur des femelles qui, ovariectomisées,
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regoivent des hormones (cestradiol et progestérone). Les droites de la figure 1b sont
tracées selon les pentes moyennes avec I'écart-type de la moyenne. L'éventail des
répartitions des droites traduit une activité enzymatique en rapport avec Iétat sexuel
des rats. En effet, la pente la plus forte qui correspond & I'activité enzymatique la plus
élevée, est donnée par les femelles en cestrus et la pente la plus faible est donnée par
les males. Entre ces deux valeurs se répartissent graduellement du plus haut vers le
plus bas les femelles ovariectomisées recevant des hormones, les femelles en dicestrus,
les femelles ovariectomisées et les mdles orchidectomisés.
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FIG. 1 a-c. — Interprétation graphique de I’électroimmuncdiffusion simple de phosphatases alcalines
de mugqueuses intestinales de rats adultes.

madles ; — .- — madles orchidectomisés ;- +----- femelles ovariectomisées ; — — — femelles
en dioestrus ; ------- femelles ovariectomisées + hormones (cestrogéne et progestérone) ;
—-—— femelles en cestrus.

FIG. 1a : iléums traités par groupe de 5.

FIG. 1b : iléums traités individuellement (p < 0,01 entre males et femelles ovariectomisées ; p < 0,001
entre femelles en cestrus et femelles ovariectomisées).

FIG. 1c : muqueuses de diverses parties de I'intestin groupées par 5.

Le schéma n’est pas du tout le méme avec le duodénum ou le jéjunum (voir fig. 1¢c).
Les pentes des droites obtenues pour chaque lot ne sont pas significativement diffé-
rentes a l'intérieur de chaque groupe.
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Discussion.

Cette répartition des valeurs enzymatiques au niveau de I'iléum est & rapprocher
de celle de la rétention des alcalino-terreux chez ces mémes animaux (Fontaine, 1969,
1971, 1973 ; Dupuis et Fontaine, 1978). En effet, pour les rats de onze mois la rétention
d’un alcalino-terreux radioactif, le 83Sr, mesurée d’aprés la radioactivité d’un os long
(tabl. 1) ou Pabsorption de #5Ca, déterminée au moyen d’anses iléales injectées in situ
(tabl. 1) ne sont pas de mé&me valeur selon I’état sexuel du rat et I’éventail de répartition

TABLEAU |

Critéres d’utilisation de I’alcalino-terreux

858r d’un os long

(Tibia ou Fémur) Coefficient d’absorption

p.1 000 de la dose 45Ca p. 100 **
regue/g os *

Durée de I'expérience

30 mn 120 mn
cestrus ..., 7 06 16 -+ 29 30 +1,7(Y)
Femelles { dicestrus ............ 5404 14 +1,0 15,5+ 1,9
ovariectomisées ...... 44 0,2
Méles . ... 3403 13,5+ 2,8 15 4+15

* Le radioélément est administré par sonde cesophagienne.

** Une anse iléale de 12 cm ligaturée in sifu est injectée de 1 ml d’une solution de
CaCl, 10 mM - 0,1 1Ci #Ca. Aprés minéralisation de I'anse, on obtient le coefficient d’absorp-
fion :

45Ca injecté — %5Ca résiduel

100 .
45Ca injecté 7

(!) F < 0,001.

est superposable a celui obtenu par la mesure au moyen de la réaction immuno-
logique de I'activité de la phosphatase alcaline iléale. Ainsi la ratte adulte utilise mieux
le calcium que le mdle, ’absorption, chez ceite espéce, se faisant surtout au niveauv de
I'iléum (Cramer and Coop, 1959). Ces faits s’accordent avec nos présentes observa-
tions selon lesquelles certaines qualités de la phosphatase alcaline de l'iféum de Ia
femelle sont supérieures a celle du méle.

Commission CNERNA Digestion-Absorption/Association
des Physiologistes, Paris 5-6 ocfobre 1978.
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