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bPRL-NIH-B4 :
hCG

hPL ;
ou
hCS
HPSM
ou
bPL
ou
bCS
FSH
LH
PMSG
ou
eCG
NIH

ou
NIAMDD

ABREVIATIONS ET SYMBOLES

bovin{e)

équin(e)

humain(e)

ovin(e)

hormone de croissance, hormone somatotrope,
somatotropine

hormone de croissance bovine, standard du NIH
n® 18

prolactine

prolactine bovine, standard du NIH n° 4
hormone chorionique gonadotrope humaine, chorio-
gonadotropine humaine

hormone lactogéne placentaire humaine

hormone chorionique somato-mammotrope humaine
hormone placentaire somato-mammotrope bovine

hormone lactogéne placentaire bovine

hormone chorionique somato-mammotrope bovine
follitropine, hormone folliculestimulante
lutropine, hormone Tutéinisante

hormone gonadotrope sérique de jument gravide

hormone chorionique gonadotrope équine
National Institutes of Health, Bethesda, Maryland,
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National Institute of Arthritis, Metabolism and
Digestive Diseases



cpm
dpm

tom

mmole
pmole
nmole
fmole
é6q.GH

gramme; s$'i1 stagit de centrifugation, g signi-
fie accélération de la pesanteur
nanogramme

picogramme

nanometre

sodium dodecyl sulfate ou sodium lauryl sulfate
tris(hydroxyméthyle) aminométhane
albumine sérique bovine
diéthylaminoéthyle

carboxyméthyle

sulfopropyle

poids moléculaire

point ou pH isoélectrique

Mole/litre, molaire

picomole/litre, picomolaire

constante d'association & 1'équilibre
constante de vitesse d'association
constante de vitesse de dissociation
Curie

millicurie

microcurie

picocurie

unité internationale

milliunité internationale

millilitre

microlitre

coups par minute

: désintégrations par minute, unité de radioacti-

vité correspondant & 0,45 pCi

tours par minute

millimole

picomaole

nanomole

femtomaole

gquantité d'HPSM équivalente 3 la quantité d'hor-
mone de croissance exprimée dans le dosage par
liaison radiocompétitive de cette hormone



éq.PRL

B/Bo

logit B/Bo

quantité d'HPSM équivalente 3 la quantité de
prolactine exprimée dans le dosage par liaison
radiocompétitive de cette hormone

hormone radiomarquée 1iée spécifigquement en
présence d'hormone froide par rapport & 1'hormone
radiomarquée 1iée spécifiquement en absence
d'hormone froide

In (B/BO) / (1-B/Bo)
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0. INTRODUCTION

Dans le cadre de nos recherches cliniques
et expérimentales sur la physiopathologie de la reproduction
chez la vache, nous avons étudié, dans un premier temps, les
sécrétions hypophysaires et ovariennes. Le but essentiel de
ces recherches était de mieux comprendre la régulation de
T'activité sexuelle au cours du cycle oestral ainsi que lors
de certains états pathologiques s'accompagnant d'une perturba-
tion de cette activité ( Derivaux et coll1.,1976 a,b,c; Beckers
et col11.,,1978).

Pour réaliser ces é€tudes, une bonne part de notre
travail de recherche a porté sur la mise au point de différents
systemes de dosages hormonaux notamment des hormones stérofdes
{ Beckers et :coll.:zl975 a.hy Ectors et coli., 1975 Massip et
coll1,,1977; De Coster et co011.,1979).

Deés 1971, les travaux de Robertson et Sarda permet-
taient d'entrevoir 1'utilisation du dosage de la progestérone
comme moyen de diagnostic précoce de la gestation chez les dif-
férentes espéces animales. Cette méthode consiste a doser la
progestérone lorsque la durée d'un cycle s'est écouTée'depuis
la saillie ou 1'insémination artificielle. Si 1'animal est
gestant, le taux de progestérone reste élevé tandis gque dans
le cas contraire, le corps jaune a subi la lTutéolyse, une nou-
velle phase folliculaire s'est développée et le taux de proges-
térone est faible. F

Le dosage peut s'éffectuer dans le sérum, dans le lait (Heap
et ¢011.,1973) ou encore dans le créme du lait( Hoffmann et
coll.,1977).



Pour rendre ce type de diagnostic applicable en routine, il
restait 3 préciser les conditions de conservation des échantil-
lTons durant le laps de temps nécessaire 3 leur acheminement
vers le laboratoire. Pour empécher la multiplication bacté-
rienne, le lait est additionné de dichromate de potassium; pour
inhiber la dégradation enzymatique de la progestérone au contact
des globules rouges, le sang est additionné d'azide de sodium

( Delahaut et co0l11.,1979).

L'obligation de connaitre la date de la saillie limite
quelque peu le champ d'application du diagnostic de gestation
basé sur le dosage de la progestérone. Cette situation nous
a amenés a rechercher d'autres méthodes reposant sur la mise
en évidence ou le dosage d'une hormone ou d'une protéine spéci-

fique. du placenta.

Avant d'entamer 1'exposé de nos recherches et pour
mieux les situer, nous décrirons brigvement la morphologie
du développement embryonnaire et du placenta chez la vache.

Peu de temps aprés la fécondation, 1'oeuf entame sa
phase de multiplication qui le conduira successivement au
stade de 8 cellules vers le 3% jour aprés la fécondation; au
stade morula vers le 4%-5° jour et au stade de blastula entre
le 7% et 1e 8% jour ( Chang,1952; Betteridge,1977).

Le blastocyste sort de 1a membrane pellucide vers le 9% ou
10® jour. D&s ce moment, le trophoblaste prend 1'aspect d'un
sac fusiforme dont T1a taille est approximativement de 0,18 mm
de long vers le 10% jour et de 160 mm vers le 13% jour.

Vers le 20% jour enfin, son développement lui permet
d'atteindre la deuxiame corne utérine.

Les rapports entre le blastocyste et 1'endométre
s'établissent progressivement et leur évolution peut se décom-
poser comme suit:



a)

La phase de vie libre qui s'étend jusqu'au 18% jour.

Durant cette période, le blastocyste se nourrit des sécré-
tions et des débris épithéliaux en provenance de 1'endométre
{ Fig:la):

La phase de juxtaposition qui s'étend du 18% au 20°® Jour,
Cette étape se caractérise par la juxtaposition du tro-
phoblaste et de 1'endomégtre. Des cellules binucléées appa-
raissent dans le trophoblaste mais elles n'ont pas encore
entamé leur migration (Fig.1lb).

La phase draccollement comprise entre le 20% et 1e¢ 28% jour
[ Fig.l ©.d gt &)

A partir du 20° jour, les cellules binucléées pénétrent dans
1'épithélium utérin et fusionnent avec lui pour donner

des cellules géantes. Ensuite, ces dernigres cedent la
place & un épithélium cubique dont la partie supérieure est
fortement festonnée.

Ces digitations de 1'endomegtre s'engrénent avec celles
du chorion et c'est le premier stade de 1'accollement défi-
nitif. D&s ce moment, les cellules binucléées restent plu-
td0t cantonnées dans la partie foetale et les quelques mi-
grations qui se déroulent encore durant la gestation ne
s'accompagnent plus de remaniement de 1'épithélium utérin
( Greenstein et col11.,1958; Wathes et Wooding,1980).

La période cotylédonnaire.

Les premiéres ébauches de cotylédons se forment vers le

208 SOe.jour, Elles se présentent d'abord sous 1'aspect

de plages rouges apparaissant d la surface du chorion en face
des " cotylédons utérins". Leurs villosités s'interpéne-
trent pour assurer une surface d'échange importante entre

la mére et le foetus.

Le placenta formé est de type localisé, cotylédonnaire,

épithélio-chorial: 1'épithélium utérin et 1'épithélium chorial



Fig.1 - FORMATION DES PREMIERES CONNEXIONS PLACENTAIRES
CHEZ LES BOVINS,

a. Epithélium utérin normal

b. Phase de juxtaposition

c. Premigres migrations des cellules binucléées dans 1'épithé-
lTium utérin

d. Formation des cellules géantes multinucléées et remaniement
de 1'épithélium utérin

[1°]

Premiers engrénements des villosités placentaires ——m

— D'apres Wathes et Wooding,l980 -



sont en contact étroit mais six couches histologigues séparent
les circulations maternelle et foetale. Ce sont successive-
ment, T'endothélium des capillaires du chorion, le tissu con-
jonctif et 1'épithélium chorial d'une part, 1'épithélium endo-
métrial, le tissu conjonctif et 1'endothélium des capillaires
utérins d'autre part.

Le cotylédon utérin ou maternel est constitué d'un bouquet
de villosités soutenues par un axe conjonctivo-vasculaire; i1
devient palpable par fouiller rectal & partir du 4% mois. Le
nombre de cotylédons varie de 80 a 120.

D'un développement proportionnel a celui du cotylédon maternel,
le cotylédon trophoblastique ou foetal fait partie intégrante du
chorian; i1 est pourvu d'une vascularisation importante.

Apres cette description succincte des différentes

parties constitutives du placenta, nous passerons en revue
les principales substances qu'il sécreéte dans 1'espéce humaine,
ovine, équine ainsi que bovine.

Nous avons classé ces produits de sécrétion en quatre grandes
catégories:
- hormones présentant une activité gonadotrope
- protéines placentaires n'ayant pas d'activité hormonale

connue actuellement
- hormones stéroides
- hormones présentant une activité somatotrope et mammotrope.
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0.1. HORFMONES PRESENTANT UNE ACTIVITE GONADOTROPE

0.1.1. HCG

Dés 1927, Aschheim et Zondek mettent en
évidence par dosage biologique, une activité gonadotrope
dans 1'urine de femme enceinte. Par la suite, de nombreux
travaux sont consacrés a cette hormone et permettent de pré-
ciser son origine, sa structure, son activité et sa concen-
tration dans le sang et dans 1'urine.

L'étude chimique de 1'hCG a été réalisée essentiel-
lement par Bellisario et co0l11.(1973) et Carlsen et col1.(1973)
ainsi que par Morgan et col1.(1975).

L'hCG est une glycoprotéine d'un poids moléculaire de
= 38.000. Elle est constituée de deux sous-unités; la sous=
unité « et la sous-unité 3.

La premigdre comprend une chaine peptidique de 92 acides
aminéds et deux chaines oligosaccharidiques greffées sur les
acides aminés occupant les positions 52 et 78. Cette sous-
unité o est presque identique 3 la sous-unité a de 1'hormone
lutéinisante humaine { hLHa).

La sous-unité 3, constituée de 145 acides aminés, présente
également une grande similitude avec la sous-unité 3 de la
LH humaine ( hLHB): 115 acides aminés sont identiques. La
sous=-unité 3 d'hCG comporte en outre 30 acides aminés sup-
plémentaires du c8té carboxyl-terminal de la séquence et
plusieurs chaines glycosidiques attachées a 1'asparagine,
en position 13 et 30 ainsi gqu'd la sérine en position 118,
119 et 131

L'hCG est produite par le tissu placentaire essentiel-

I

lement au niveau du syncytiotrophoblaste ( Midgley et Pierce,



1962). I1 semblerait cependant que la sous-unité a puisse
aussi @tre synthétisée au niveau du cytotrophoblaste
( Franchimont et co011.,1972).

Différentes méthodes in vitro permettent de détecter
1'hCG dans Te sang et dans 1'urine dés le ge-128 jour apreés
la fécondation ( Marshall et col11.,1968; Kosasa et coll1.,1974a;
Mishell et co0l11.,1974). Sa concentration dans le sang et dans
T'urine est tres élevée durant le premier trimestre de la
grossesse ( Jones et coll.,1944).

I1 parait raisonnable d'attribuer & 1'hCG le rdle
de " signal embryonnaire" permettant le maintien de la gesta-
tion, car elle assure Ta persistance du corps jaune et stimule
la sécrétion de progestérone ( Stock et coll.,1971).

L'apparition précoce de 1'hCG et les concentrations
€levées rencontrées en début de gestation ont permis la mise
au point d'une série de tests de diagnostic précoce de la
grossesse. La détection et le dosade de 1'hCG ont pu se faire
suivant différentes méthodes,biologiques d'abord, immunologi-
ques ensuite et enfin celles utilisant pour 1la réaction de
compétition, une préparation de récepteurs membranaires.

Depuis la publication de Midgley et Ram (1965), de
nombreux systemes de dosages radioimmunologiques ont été mis
au point mais tous présentaient une réaction croisée importante
avec la LH.

Quelques années plus tard, en immunisant des lapins au moyen
de la sous-unité B d'hCG purifiéde, différents auteurs sont
parvenus a préciser les conditions d'un dosage radioimmu-
nologigue plus spécifique ( Vaitukaitis et col11.,1972; Kosasa
et co0l11.,1974b; Hennen et coll1.,1976).

Le dosage par liaison radiocompétitive aux récep-
teurs membranaires est réalisé par liaison de 1'hormone & une



préparation membranaire obtenue a partir de corps jaunes de
bovins, (Saxena et coll.,1974),d'homogénats testiculaires de
rats (Catt et col1.,1972 ; Ketelslegers et coll.,,1974 , ou
d'homogénats de corps jaunes de rates en pseudogestation in-
duite par 1'administration de PMSG et d'hCG (Lee et Ryan,1975).

0.1.2. PMSG ou eCG

Des 1930, Cole et Hart mettent en évidence
la PMSG dans le sang de juments gravides. Sécrétée par les
cupules endométriales, cette gonadotropine est présente dans
le sang de la jument du 40% au 130° jour de la gestation (Cole
et Hart, 1942).

Décrites pour la premigdre fois en 1912 par Schauder
puis par Clegg et col1.{1954) et Amoroso (1955), les cupules
endométriales font leur apparition das le 36% ou 38 Jjour
de la gestation et se présentent comme une série de plages
plus pdles disposées tout autour de la vésicule ombilicale.
Elles se développent assez rapidement pour atteindre 2 3
10 cm de long sur 1 & 3 cm de large entre le 60% et le 75°
jour de la gestation ( Moor et coll1.,1975); elles commencent
i3 régresser a partir du 100% jour pour disparaitre complete-
ment au 130%- 150° jour. A partir du 75 jour, le centre des
cupules contient un produit d'aspect compact, pdteux, melli-
fare dont la teneur en PMSG atteint 1.000.000 UI par gramme
de tissu frais (Clegg et coll.,1954).

Les cupules endométriales en activité sont consti-
tuées de grandes cellules assez semblables aux cellules
lutéales possédant parfois 1 ou 2 gros noyaux et un cyto-
plasme pile.

Allen et Moor (1972) ont montré que ces cupules endomé-



triales sont en réalité constituées de cellules du trophoblaste
qui colonisent 1'endométre aux environs du 36%- 38°% Jjour de
la gestation.

Durant la gestation, 1'&@nesse sécréte également de
la PMSG mais en guantité moindre que la jument.

La jument saillie par un dne et donc gestante d'une mule
ou d'un mulet n'en sécréte pratiguement pas; par contre,
1'dnesse saillie par un étalon et donc gestante d'un bardot
{(ou bardeau) produit de la PMSG en trés grande quantité
( Allen ,1975).

La PMSG est une glycoprotéine d'un poids moléculaire
de = 64.000 contenant un pourcentage élevé de sucres (46,7%)
et d'acide sialigque ( 13,5 %).

Elle est constituée de 2 sous-unités ,a et B,dont 1'as-
sociation est indispensable & 1'activité biologique (Gospoda-
rowicz et Papkoff,1967: Papkoff,1974; Papkoff et col11.,1978;
Christakos et Bah1,1979).

Alors que 1'hCG posseéde essentiellement une activité
de type LH (Brody,1969; Louvet et col1.,1976), la PMSG
est douée a la fois d'une activité FSH et LH. Chez le rat,
cette double activité est mise en évidence tant par les dosages
biologiques (Papkoff, 1574;Papkoff et col11.,1978) que par
les dosages par liaison radiocompétitive aux récepteurs

membranaires ( Stewart et col1.,1976).

La mise en évidence de la PMSG dans le sérum de la

jument gestante peut s'éffectuer par des méthodes biologiques
( Aschheim et Zondek,1928a;1928b; Friedmann,1929; Gailli-
Mainini,1947) et immunologiques (Wide et Wide,1963; Allen,1969;
Ikemoto et col11.,1964,1965; Richards,1967;0e Coster et coll.,
1980).

Jusqu'a présent, il n'existe pas encore de dosage radio-
immunologique homologue et spécifique de la PMSG car tous



les systames présentent une rédaction croisée importante avec
les gonadotropines hypophysaires édquines. Cela tient proba-
blement & la grande similitude de structure entre la PMSG et
les hormones hypophysaires gonadotropes dans cette espéce.
Suite aux travaux de Moore et coll1.(1981) cités par Pierce
et Parsons (1981), i1 semble que les séguences de la PMSG,
de la FSH et de la LH éguines présentent un degré important

de similitude.

Un certain nombre d'expériences montrent
que le blastocyste de brebis exerce une activité Tutéotrope.
En effet, Rowson et Moor (1967) prolongent la vie du corps
jaune chez la brebis en injectant dans 1'utérus des homogénats
d'embryons prélevés au 13%-14% jour de 1a gestation.

Parallélement,Godkin et col11.(1978) ont montré
gue des homogénats de méme type | 13%-15% jour) stimulent la
production de progestérone par les cellules Tutédales mainte-
nues en culture,

Lacroix et Martal (1979) sont parvenus, au moyen d'un
dosage par liaison radiocompétitive aux récepteurs membranaires
de corps jaune, a mettre en évidence un facteur lutéotrope
d'origine placentaire (0CG}. Ce facteur lutéotrope est
détectable dans les extraits de placenta dés le 15% jour
apras la fécondation et atteint sa concentration maximale au
130% jour de 1la gestation., L'oCG est susceptible de contrdler
la sécrétion de progestérone par le corps jaune.
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Tous les essais de mise en évidence d'une
activité gonadotrope dans le sang et 1'urine de la vache ges-
tante par des méthodes biologigques se sont révélés infructueux
(Foster,1956).

Cependant, Foote et Kaushik (1963) utilisant la méthode
de Parlow (1961), détectent une activité gonadotrope de type
LH dans les placentas prélevés au 150°® Jjour de la gestation.

En 1980, Northey et French injectent dans 1'utérus
de vaches cyclées des broyats d'embryons prélevés au 15%.18°
jour et constatent une prolongation de la durée de vie du
corps Jjaune.

Parallglement, Beal et col1.(1981) montrent que
ces mémes homogénats stimulent la production de progesté-
rone par les cellules lutéales en culture.

Lukaszewska et Hansel {1980) et Humblot(1981) ont
constaté, qu'entre le 10% et le 18% jour apres 1a saillie, les
concentrations plasmatiques de progestérone sont plus élevées
chez les vaches gestantes que chez les vaches cyclées. Cette
observation tend a montrer que, dés cette épogue, 1'embryon
peut produire une ou plusieurs substances lutéotropes capables

de stimuler la production de progestérone par le corps jaune.

Ces expériences, encore incomplétes, semblent tou-
tefois démontrer 1'existence chez la vache, d'une hormone cho-
rionique gonadotrope de type bCG.



0.2. PROTEINES PLACENTAIRES H'AYANT PAS D’ACTIVITE HORMONALE
CONNUE.

Dans une revue publiée en 1979, Bohn rap-
porte la mise en évidence de plusieurs protéines spécifiques
de la grossesse ( Schwangerschaftsproteine,SP et Plazentapro-
teine,PP).

Quelques unes ont été purifides par des techniques de
précipitation et de chromatographie. Au cours de ces purifi-
cations, elles étaient identifiées par des méthodes électro-
phorétiques et immunologiques.

Certaines d'entre elles (1a SPl et la PPSJ présentent
un intérét clinigue non négligeable car elles permettent de
surveiller la fonction placenaire et de suivre 1'évolution
de certaines tumeurs trophoblastiques.

La SPl,
110.000 (Teisner et col1.,1980) est dosée par méthode radio-

glycoprotéine d'un poids moléculaire de 90 2

immunologique. Elle est détectable dans le sang maternel dés
le 18%-20° jour suivant la fécondation; son taux s'élave en- :
suite régulidrement pour atteindre 150 ug/ml aux environs
de la 40°% semaine de 1la grossesse.
La demi-vie de cette protéine est relativement longue
( = 30 heures).

La PP5 est dosée par méthode immunologigque et peut
présenter un réel intérét dans la surveillance de la grossesse
( Obiekwe et col1.,1980).

Ces différentes protédines sont vraisemblablement produites
par le syncytiotrophoblaste.

Chez la brebis at chez la vache, différents
auteurs ont réalisé des broyats d'embryons ou de placentas
pour immuniser des lapins en vue de 1'obtention d'antisérums.
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I[1s se sont ensuite attachés &@ la mise au point de tests
immunologiques permettant le diagnostic précoce de la gestation
( Cerini et co11.,1976; Staples et col1.,1976).

Jusqu'a présent, les résultats de ces investigations ne sont
guére concluants. La cause ,du moins partielle, de ces échecs,
doit 8tre recherchée dans le manque de pureté de ces préparations.

0.3. HORMONES STEROIDES

Durant la gestation et dans la plupart des
especes, le sang maternel renferme des concentrations élevées
de stéroides. Ces derniers trouvent leur origine dans les
glandes endocrines maternelles , dans le placenta et plus tard
dans le foetus.

Chez la femme, jusqu'aux environs de la
10% semaine (Yoshimi et c011.,1969), le corps jaune, stimulé
par 1'hCG, constitue certainement la principale source d'hor-
mones stéroides. Le placenta prend alors le relais et.sécréte
une grande guantité de progestérone. C(Cette derniére est éli-
minée dans 1'urine sous forme de pregnandiol.

Le profil d'excrétion de ce stéroide établi par Shearman
(1959) et précisé par Jayle et col1.(1965),Jayle et Henry
(1965) et Calliga et col1.(1965) montre une ascendance régu-
ligre depuis la 11¢ ou 12°€ semaine jusgu'au terme de la gros-
sesse.

Des explorations systématiques'du taux des oestro-
génes ont été pratiquées durant la grossesse grdce aux dosages
bioclogiques et radioimmunologiques. Ces recherches ont montré
gue le taux des oestrogénes du sang comme de 1'urine s'éleéve



dés le début de la grossesse pour se stabiliser & 1'approche
du terme.

~ Le dosage de 1'oestradiol plasmatique ou urinaire est
fréquemment réalisé pour suivre 1'évolution de la grossesse,

guand un processus pathologique est & craindre, notamment dans
les cas de toxémie de gestation ou de diabéte maternel.

Chez la jument, le taux de la progestérone
plasmatique augmente progressivement, pour atteindre un maxi-
mum vers le 60° jour ; i1 diminue ensuite forciement, pour pré-
senter une nouvelle augmentation durant le dernier mois de la
gestation.

Le dosage de la progestérone, aux environs du 18% - 20®
jour aprés la saillie, peut 8tre intéressant comme moyen de
diagnostic précoce de la gestation. Si la jument est gestante,
le corps Jjaune cyclique se transforme en corps Jjaune de ges-
tation, et le taux de progestérone plasmatique est élevé. Si
au contraire, la jument n'est pas gestante, le corps jaune
cyclique subit la Tutéolyse et le taux de ﬁrogestérone rejoint
son niveau de base.

Le taux des oestrogénes plasmatiques augmente progres-
sivement 3 partir de 1la 10% semaine pour atteindre un maximum
vers le 240°% jour, puis redescendre lentement jusqu'au moment

de la parturition.

Le profil de 1'excrétion urinaire des ocestrogénes,
détectables dés le 1208 jour, est & peu prés identique.

Leur mise an évidence par des méthodes biologiques (Miller,
1935) ou fluorométriques ( Gallot et Roussel, 1935; Cuboni,
1958) est utilisée comme méthode classique de diagnostic de
gestation.
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Chez la brebis, en début de gestation, la
progestérone est sécrétée uniquement'par le corps jaune,
et ce n'est que vers le 50e ou 70¢ jour de la gestation que
le placenta produit suffisamment de progestérone ( Ricketts
et F1int,1980) pour maintenir la gestation aprés ovariectomie
(Casida et Warwick,1945).

Chez la vache,dés 1958,Short (1958a;
1958b) montre que durant la gestation, le taux de progestérone
plasmatique reste assez constant, et gque sa valeur ne dépasse
guére celle d'un corps jaune cyclique soit 7 a 10 ng/ml.
La sécrétion de progestérone par le placenta commence
tardivement car,pratiquée jusqu'au 150° jour, l'ovariectomie
interrompt la gestation ( Mc Donald et col1.,1953).

De nombreux travaux ont été entrepris pour mettre
en évidence les oestrogénes urinaires durant la gestation
chez la vache.

Dans un premier temps, Lesbouyries et co11.(1937) et
Berthelon (1937) ont testé sans grand succés différentes
techniques biologiques.

Par 1a suite, de nombreux auteurs, parmi lesquels Arbib
et D'Arches (1954) ont utilisé la technique colorimétrique de
Kober(1931), mais leurs résultats ont été faussés par la pré-
sence de substances fluorescentes existant dans 1'urine des
ruminants., Toutes les tentatives entreprises en vue d'éli-
miner ces molécules, se sont soldées par des échecs (Bertrand
et Ferney,1957).

En outre, selon Leclercg et Derivaux (1962) le taux des
oestrogénes urinaires reste trés faible durant toute la ges-
tation chez la vache.

Récemment, par un dosage radioimmunologique, Heap
et Hamon( 1979a,1979b) ont détecté la présence de sulfate
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d'oestrone dans le lait, dags le 4% 80" jour aprégs la fécon-
dation. La confirmation de ces résultats pourrait ouvrir la
voie 3 1'élaboration d'un moyen de diagnostic de gestation
(Heap et Holdsworth,1981).

0.4. HORMONES PRESENTANT UHE ACTIVITE SOMATOTROPE ET MAFMOTROPE

L'existence de ce type d'hormone est connue
depuis longtemps. Dés 1933, Selye et coll. ont montré ,chez
le rat hypophysectomisé, entre le 10% et 1e 14°% jour de 1a ges-
tation, que la présence d'une fonction pituitaire intacte n'est
pas nécessaire au maintien d'une gestation normale, ni au dérou-
lement normal de la parturition, ni au déclenchement de la lac-
tation. Par la suite, de nombreuses études furent réalisées.
Mous nous limiterons cependant aux observations qui permettent
de mieux introduire, et de mieux situer nos résultats expéri-
mentaux.

0.4.1. HPL ou HCS

En 1961, Fukushima isole & partir du placen-
ta humain, et par différentes méthodes de précipitation, une
protéine douée d'une activité somatotrope, mise en évidence
par le test de 1'accroissement de 1'épiphyse tibiale chez
le rat hypophysectomisé.

L'année suivante, Josimovich et Mac Laren(1962)
isolent probablement la mé&me protéine mais ils lui reconnais-
sent surtout une activité prolactinique élevée. Cette protéine
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présente une parenté immunologique importante avec 1'hor-
mone de croissance; elle peut &tre mise en évidence au moyen
de tests immunologiques utilisant un antisérum antihormone de
croissance.

Par 1a suite, cette hormone est purifiée par Kaplan
et Grumbach (1964) ainsi que par Friesen (1965). Elle est
caractérisée par Li et co11.(1971) ,Sherwood et co11.(1971),
Niall et col11.(1971), Li et Dixon (1971).

La séquence définitive de 1'hPL est établie par Li et
coll: [1973).

Les études de ces derniers ont permis d'établir que la
structure de 1'hPL comprend 191 acides aminés et non 190
comme on le pensait auparavant.

Ainsi qu'il apparait dans le tableau 1., un résidu valine
occupe 1'extrémité N.terminale tandis qu'un résidu phényl-
alanine se trouve en position C.terminale.

L*hPL comporte deux ponts disulfures intracaténaires entre
les résidus cystéinigues occupant les positions 53 et 165 et
ceux occupant les positions 182 et 189.

Mesuré par filtration sur gel et par osmométrie réalisée
a un pH compris entre 3,6 et 8,4 ,le poids moléculaire de 1'hPL
correspond & une valeur de 21.600 + 900 ( Bewley et Li,1971).
Cependant, des formes de poids moléculaire plus élevé existent
et correspondraient a des polyméres (Andrews,1969). De méme,
Schneider et co011.(1975) ont observé 1'existence, dans des
extraits placentaires et le sérum de femmes gravides, d'une
forme d'hPL de poids moléculaire de 45.000. Cette forme d'hPL
présente par conséquent un pic d'élution, sur Sephadex G-100,
plus précoce gque celui de 1'hPL monomérique, mais reste d'immu-
noréactivité semblable a celle de ce dernier. Cette agrégation,
en cours de purification, des molécules d'hormone somato-mammo-
trope placentaire est probablement & 1'origine d'une des diffi-
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Tableau 1- COMPARAISON DES HOMOLOGIES EXTERNES DES STRUCTURES
PRIMAIRES D'HCS, D'HGH eT D'HPRL,

1 10
HCS H-Val Gln Thr Val Pro x X X X X X X X
HGH H-Phe Pro Thr Ile Pro x X X X X X X X
HPRL H-Leu Pro Ile Cys Pro Gly Gly Ala Ala Arg Cys Gln Val

20
HCS x Leu Ser Arg Leu Phe Asp His Ala Met Leu GlIn Ala
HGH x Leu Ser Arg Leu Phe Asp Asn Ala Met Leu Arg Ala

HPRL Thr Leu Arg Asp Leu Phe Asp Arg Ala Val Val Leu Ser

30
HCS His Arg Ala His Gln Leu Ala Ile Asp Thr Tyr Gln Glu
HGH His Arg Leu His Gin Leu Ala Phe Asp Thr Tyr GIn Glu

HPRL His Tyr Ile His Asn Leu Ser Ser Glu Met Phe Ser Glu

40 50
HCS Phe Glu Glu Thr Tyr Ile Pro Lys Asp Gln Lys Tyr Ser
HGH Phe Glu Glu Ala Tyr Ile Pro Lys Glu Gln Lys Tyr Ser

HPRL Phe Asp Lys Arg Tyr x x x Thr His Gly Arg Gly

60
HCS Phe Leu His Asp Ser Gln Thr Ser Phe Cys Phe Ser Asp
HGH Phe Leu Gln Asn Pro GIn Thr Ser Leu Cys Phe Ser Glu

HPRL Phe Ile Thr Lys Ala Ile Asn Ser x Cys His Thr Ser

70
HCS Ser Ile Pro Thr Pro Ser Asn Met Glu Glu Thr Gln Gln
HGH Ser Ile Pro Thr Pro Ser Asn Arg Glu Glu Thr GIn Gln

HPRL Ser Leu Ala Thr Pro Glu Asp Lys Glu Gln Ala Gin Gln
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Tableau 1- COMPARAISON DES HOMOLOGIES EXTERNES DES STRUCTURES
PRIMAIRES D'HCS,D'HGH ET D'HPRL (suite).

80 g0
HCS Lys Ser Asn Leu Glu Leu Leu Arg Ile Ser Leu Leu Leu
HGH Lys Ser Asn Leu Gln Leu Leu Arg Ile Ser Leu Leu Leu
HPRL Met Asn GIn Lys Asp Phe Leu Val Ser Ile Leu Ile Leu
100
HCS *Ile Glu Ser Trp Leu Glu Pro Val Arg Phe Leu Arg Ser
HGH ITe GIn Ser Trp Leu Glu Pro Val GIn Phe Leu Arg Ser
HPRL x Arg Ser Trp Asn Glu Pro Leu Tyr His Leu Val Thr
} 110
HCS X Met Phe Ala Asn Asn Leu Val Tyr Asp Thr Ser Asp
HGH x Val Phe Ala Asn Ser Leu Val Tyr Gly Ala Ser Asn

HPRL Glu Val Arg Gly (Asx) GIn Glu Ala Pro Glu Ala Ile Leu

120 130
HCS Ser Asp Asp Tyr His Leu x x x Leu Lys Asp Leu
HGH Ser Asp Val Tyr Asp Leu x x. x Leu Lys Asp Leu

HPRL Ser Lys Ala Val Glu Ile Glu Glu G1n Thr Lys Arg Leu

140
HCS Glu Glu Gly Ile Gln Thr Leu Met Gly Arg Leu Glu Asp
HGH Glu Glu Gly Ile GIn Thr Leu Met Gly Arg Leu Glu Asp

HPRL Leu Glu Gly Met Glu Leu Ile Val Ser Gln Val His Pro

150
HCS Gly Ser Arg Arg Thr Gly Gin Ile Leu Lys Gln Thr Tyr
HGH Gly Ser Pro Arg Thr Gly Gln Ile Phe Lys G1n Thr Tyr

HPRL Glu Thr Lys Glu Asp Glu Ile «x x Tyr Pro Val Trp



Tableau 1- COMPARAISON DES HOMOLOGIES EXTERNES DES STRUCTURES
PRIMAIRES D'HCS.D'HGH ET D'HPRL (suite).

160
HCS Ser Lys Phe Asp Thr x Asn Ser His Asn His Asp Ala
HGH Ser Lys Phe Asp Thr x Asn Ser His Asn Asp Asp Ala

HPRL Ser Gly Leu Pro Ser Leu GIn Met Ala Asp Glu Ser Glu

170 180
HCS Leu Leu Lys Asn x Tyr Gly Leu Leu Tyr Cys Phe Arg
HGH Leu Leu Lys Asn x Tyr Gly Leu Leu Tyr Cys Phe Arg

HPRL Arg Leu Ser Ala Tyr Tyr Asn Leu Leu His Cys Leu Arg

190
HCS Lys Asp Met Asp Lys Val Glu Thr Phe Leu Arg Met Val
HGH Lys Asp Met Asp Lys VYal Glu Thr Phe Leu Arg Ile Val

HPRL Arg Asp Ser His Lys Ile Asp Asn Tyr Leu Lys Leu Leu

200
HCS Gln Cys Arg Ser x Val Glu Gly Ser Cys Gly Phe-0H
HGH GIn Cys Arg Ser x VYal Glu Gly Ser Cys Gly Phe-0OH

HPRL Lys Cys Arg Ile Ile His Asn Asn Asn Cys-0H

La numérotation , des acides aminés, reprise dans le tableau,
ne correspond & la séguence d'aucune de ces trois molécules:
1'hGH et 1'hCS comprennent 191 acides aminés.tandis gque
1'hPRL en comporte 198.

Pour mettre 2n évidence une homologie entre ces trois mols-
cules, nous avons &té obliges de meénager des intervalles en
éertains endroits de la_séquence de l'une ou l'autre molécule.

Ces @spaces sont representés par la lettre X.



cultés technigues rencontrées dans la caractérisation de ce
type d'hormone.

Si 1'hPL est comparée aux hormones hypophysaires
humaines possédant le méme type d'activité & savoir la pro-
lactine et 1'hormone de croissance, un certain nombre de
similitudes de structure apparaissent.

L'hPL présente une structure trés proche de celle de
T'hormone de croissance hypophysaire,

La comparaison de leurs séquences complétes (tableau 1)
permet de constater gue 162 des 191 acides aminés constitutifs
sont identiques et occupent les mémes positions, portant &

84 % 1'homologie de ces deux molécules. De plus, si 1'on se
réféere aux critéres, de phylogénie des protéines, énoncés par
Dayhoff (1972), 20 des 29 acides aminés restants, pourraient
avoir subi des mutations génétiques ne s'accompagnant que de
légeres modifications des propriétés physico-chimiques de la
molécule. Cette situation porterait 1'homologie de 1'hPL et
de 1'hGH & 95 %.

[1 faut en outre signaler que dans les deux molécules, les
ponts disulfures sont situés aux mémes endroits, soit entre
les acides aminés 53 et 165 et les acides aminés 182 et 189.
Les peptides obtenus aprés digestion a la trypsine ont la
méme mobilité électrophorétique et le méme comportement en
chromatographie.

La structure tridimensionnelle de 1'hPL parait également,
selon les renseignements partiels dont on dispose, trés
comparable a celle de 1'hGH ( Bewley et Li1,1971); toutes deux
contiennent notamment environ 45 % de constituants a-hélicoTdaux
( Aloj et Edelhock,1971; Holladay et Puett,1977).

L'hPL présente aussi certaines similitudes de structure
avec la prolactine humaine dont la séquence a été établie plus
récemment par Shome et Parlow (1977).



La prolactine est une holoprotéine constituée de 198 acides
aminés ( tableau 1), qui comporte 3 ponts disulfures intracaté-
naires entre les acides aminés 4 et 11, 58 et 173 ainsi que
190 et 198.

Si 1'on compare les structures primaires de la prolactine
et de 1'hPL, 48 acides aminés sont identiques et se retrouvent
en méme position dans les deux hormones. De plus, 80 des 150
acides aminés restants peuvent, selon les critéres énoncés
par Dayhoff, 8tre considérés comme similaires parce qu' ils
auraient subi des mutations n'entrainant que de faibles modifi-
cations de leurs propriédtés chimiques. Selon cette conception,
1'hPL et 1a prolactine humaine présentent donc 128 acides aminés
homologues. L'homologie maximale entre ces molécules est donc
de 64 %.

En conclusion, 1'hPL semble beaucoup plus proche de
1'hormone de croissance { homologie de structure: 95 %) , que
de la prolactine humaine ( homologie de structure :64 %).

I1 est intéressant de mettre en relation ces consi-
dérations sur la similitude de structure de ces protéines avec
leur activité biologique.

L'activité somatotrope de 1'hPL, dosée par le test
de 1'accroissement de 1'épiphyse tibiale ( Greenspan et coll.,
1949) varie considérablement d'une préparation a 1'autre, mais
elle reste toujours 40 & 400 fois plus faible que celle de
1'hormone de croissance hypophysaire.

La captation du 355 et de Ta Thymidine 3

H par le cartilage
costal et la cellule adipeuse de rat hypophysectomisé augmente
proportionnellement & la concentration d'hPL, mais elle demeure
toujours inférieure & la captation produite par 1'hormone de
croissance.

Dans un dosage de 1'hormone de croissance humaine, par
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liaison radiocompétitive aux récepteurs membranaires préparés
a partir de tissuhépatique humain ( Carr et Friesen, 1976),
1'"hPL présente une activité spécifique environ 200 fois plus
faible que celle de 1'hormone de référence ( hGH). Ce systéme
de dosage est tras spécifique vis-&-vis de 1'hormone de
croissance humaine; en effet, ni les hormones somatotropes
d'autres espéces (ovine, bovine), ni la prolactine (humaine,
ovine) n'interferent dans cette liaison.

Les activités lactogénique et mammotrope de 1'hPL ont
6té précisées par le test du jabot de pigeon et par le test
de stimulation d'explants de glande mammaire, maintenus en
culture ( Josimovich et Mac Laren, 1962; Friesen,1965); 1'hPL
présente une activité spécifique Tactogénique et mammotrope
a2 peu prés équivalente 2 celle de la prolactine.

Les résultats du dosage par liaison radiocompétitive
aux récepteurs membranaires ( Shiu et ¢011.,1973) sont en con-
cordance avec ces observations.

Ces études comparatives sont réalisées in vitro ou
sur animaux de laboratoire; elles semblent cependant montrer
que T'activité prolactinique spécifique de 1'hPL est approxi-
mativement 50 fois supérieure & son activité spécifique soma-
totrope.

L'activité métabolique de 1'hPL parait revétir une
grande importance : elle s'exerce sur le métabolisme gluci-
dique, lipidique et azoté,.

Bien que dépourvue d'activité hyperglycémiante directe,
1'hPL contrecarre 1'effet hypoglycémiant de 1'insuline exo-
géne (Beck,1970; Beck et Daughaday,1967).

En outre, Malaisse et co11.(1969) ont montré que le pré-
traitement de rats hypophysectomisés au moyen d'hPL produit
une augmentation de la sécrétion de 1'insuline. Cette



expérience montre que 1'hPL pourrait avoir un effet stimulant
sur l'activité sécrétoire des Tlots de Langerhans.

L*hPL entraine une mobilisation et une libération des

acides gras libres, tant in vitro qu'in vivo et, par voie
de conséguence, une augmentation des corps cétoniques circu-
lants. Toutefois, cette activité lipolytique et cétogéne est
beaucoup plus faible que celle de 1'hormone de croissance.

Selon Leake et Burt (1969) 1'hPL favoriserait également
la Tipogénése en augmentant le métabolisme général du tissu
adipeux.

Florini et col11.(1966) observent que 1'administration
d'hPL ( 4 & 16 mg/jour) ou d'hormone de croissance (0,2 mg/jour)
aux rats hypophysectomisés augmente le nombre de ribosomes et
1tactivité protéosynthétique au niveau du muscle. Cette
expérience démontre ltactivité anabolisante de 1'hPL.

Le.contrdle de 1a sécrétion de 1'hPL serait essentiel-
lement assuré par la glycémie : il est bien démontré ,en effet,
que 1'hypoglycémie augmente la sécrétion de T'hormone. Cepen-
dant, 1'hyperglycémie provogquée ne réduit cette sécrétion que
dans de faibles proportions (Gaspard,1980).

L'hPL est tras vraisemblablement sécrétéde au niveau
du syncytiotrophoblaste ainsi que 1'ont montré successi-
vement Sciarra et col1.(1963); Beck et co0l11.(1969); de
Ikonicoff et ¢col11.(1971); Sedlacek et col11.(1976); Watkins
(1978) et Gaspard ( 1980).

Elle serait déja présente dans le placenta dés le
12¢ jour suivant la fécondation ( Currie et col11.,1966).
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Actuellement, le dosage de 1'hPL se réalise essentielle-
ment suivant la méthode radioimmunologique. De nombreux
systémés ont été décrits en détail ( Grumbach et Kaplan,1964;
Schalch et Parker,1964; Beck et col11.,1965).

L'hPL est détectable dans le sérum maternel dés la 5°
semaine d'aménorrhée. Sa concentration s'éleve lentement
jusgu'a Ja mi-gestation puis de maniére accélérée, atteignant
des pics de sécrétion vers la 36% semaine. Durant cette
période, le taux est en moyenne de 7 ug/ml, ensuite,il
décroit trés lentement et régulikrement jusqu'au moment de
1'accouchement ( Gaspard,l1980).

0.4.2. oPL ou oCS

Deés 1972, en se basant sur la stimulation
d'explants de glande mammaire, maintenus en culture, Buttle
et ¢coll. ont signalé 1'existence dans Je sérum de la chévre
gestante d'une hormone 2 activité prolactinique ( Buttle et
col11.,1972). Toutefois, ce systéme de détection ne permet
pas de différencier 1'activité de 1'hormone placentaire de
celle de la prolactine d'origine hypophysaire.

Plus tard,Kelly et ¢011.(1974) ont mis en évidence
une activité prolactinique dans le sang périphérique de
la brebis. Ces auteurs ont utilisé le dosage de la prolactine,
par liaison radiocompétitive aux récepteurs membranaires.
Ce systeme ne permet pas non plus de distinguer Ta prolac-
tine hypophysaire de 1‘'hormone placentaire.

L'"hormone lactogéne placentaire ovine a été purifiée
par Fellows et co0l11.(1974); Martal et Djiane (1975); Martal
et coll. (1975,1976); Chan et c011.(1976) et enfin par Reddy
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et Watkins (1978a).

Cette hormone est une holoprotéine d'un poids molécu-
laire de 22.000 ( électrophorése en gel de polyacrylamide SDS)
cependant, la valeur de son point isoélectrique varie quelgue
peu suivant les préparations: 7,2 (Martal et Djiane,1975),

6,3 et 7,7 (Hurley et co011.,1977) ou encore 8,3 ( Chan et coll.,
1976},

D'apres Fellows et coll. (1974) 1'oPL serait consti-
tuée de 192 acides aminés. Sa structure comprendrait 3 ponts
disulfures.

L'hormone lactogéne placentaire ovine est vraisembla-
blement sécrétée par les cellules mono ou binuclédes se
trouvant au niveau des villosités placentaires ( Martal et
coll1.,1977; Reddy et Watkins;1978b; Wooding,1981).

La migration de ces cellules, a travers la barrigre placen-
taire, pourrait représenter un mécanisme normal de transport
de 1'oPL du foetus vers la mére; cette hypothdse a été émise

par Steven et co0l1.(1978).

L'oPL présente des activités somatotrope, mammotrope
et lactogéne.

L'activité somatotrope a été évaluée par le test de
1'accroissement de 1'épiphyse tibiale et de l1a croissance
pondérale du rat hypophysectomisé. L'oPL s'y révele trois
fois moins active que 1'hormone de croissance.

Par contre, dans le dosage par liaison radiocompétitive
aux récepteurs membranaires, elle présente une activité soma-
totrope équivalente a celle de 1'hormone de croissance soit
0,8 Ul/mg (Martal et Djiane, 1975,1977) ,soit 1,3 Ul/mg
( Chan et co0l11.,1976). Cette différence pourrait s'expliguer
par le manque de spécificité du dosage de 1'hormone de
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croissance par liaison radiocompétitive aux récepteurs hépa-
tiques de lapines., En effet, 1a prolactine et les hormones
lactogénes placentaires interférent dans ce systéme.

L'activité prolactinique a été évaluée par le test
de stimulation de la glande mammaire maintenue en culture.
Dans ce test im vitro ,1'oPL présente une activité équiva-
lente & celle de la prolactine. Ce résultat concorde avec
celui obtenu dans Te dosage de la prolactine par liaison

radiocompétitive aux récepteurs membranaires de lapine.

L'activité mammogénique et lactogénique mesurée
in vivo sur brebis, préalablement traitées par la bromocryp-
tine, est équivalente a celle de 1a prolactine ( Martal,1980).

L'activité métaboligue de 1'0PL n'‘a guére été étudiée
Jjusqu'a présent.

L'oPL pourrait intervenir, par son action lipolytique dans
1'étiologie de la toxémie de gestation chez la brebis (Martal,
1980).

La mise au point d'un dosage radioimmunologique spéci~-
fique a permis a différents auteurs de déterminer la concen-
tration de 1'oPL dans les différentes parties du placenta et
dans le sérum de la brebis (Handwerger et co0l11.,1974,1977;
Martal et Djiane, 1977).

L'hormone est détectable dans le sang maternel dés le
50 - 60¢ jour de la gestation puis sa concentration s'éleve
réguliérement entre le 50% et le 100°% jour aprés la fécondation,
époque a laguelle est atteint le taux d'un ug/ml; niveau
qui se maintient jusqu'au moment de la parturition (Chan et
col1.,1978a; Robertson et col11.,,1980).
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0.4.3. BPL.BCS ou HPSM

Les connaissances actuelles a propos de
*
1'hormone placentaire somato-mammotrope bovine sont bien
moins développées que celles acquises au sujet de 1'hPL et de
1'o0PL.

En 1976, Buttle et Forsyth ont mis en évidence une
activité lactogénique dans les cotylédons de vache, prélevés
a partir du 36° jour de 1a gestation ef cultivés en présence.
d'explants de glande mammaire de souris.

Par contre, dans le sérum, ces mémes auteurs ne trouvent
aucune autre activité lactogénique que celle de 1a prolactine
hypophysaire. 11 faut toutefois noter que la sensibilité
de la méthode basée sur la stimulation d'explants de glande
mammaire est relativement faible, elle correspond approxi-

mativement & 70 ng de prolactine par ml de sérum.

En 1976 également, Bolander et Fellows ont purifié
a partir du placenta une hormone protéique douée d'une activité
mammotrope et somatotrope (bPL). Leur préparation est haomo-
géne mais trés peu active biologiquement. Son poids molécu-
laire, déterminé par filtration sur gel en présence de chlorure
de guanidine et de dithiotreitol est de 22.150 et son point
isoélectrique est de 5,9

La mise au point d'un dosage radioimmunologique spéci-
figque leur a permis de déterminer la concentration plasmatigue

* Cette hormone est déja connue sous le nom de " Bovine Pla-
cental Lactogen(bPL)" ou " Bovine Chorionic Somatomammotro-
phin(bCS)". Nous préférons l'appellation "Hormone Placen-
taire Somatotrope et Mammotrope (HPSM)" qui rend compte

de la dualité de l'activité hormonale.
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de 1'HPSM chez la vache gestante (Bolander et col1.,1976).
L*hormone n'apparajt gque tardivement dans le sang maternel
(160e - 200¢ jour) mais son taux s'éléve rapidement pour
atteindre des concentrations se situant aux environs d'un ug/ml
au moment de la parturition.

D'autres équipes se sont intéressées a la purifica-
tion et a la caractérisation de cette hormone, mais elles
n‘ont publié que des résultats partiels qui ne concordent
pas avec ceux de Bolander et Fellows(1976).

Roy et col1., (1977) ont obtenu une préparation homo-
géne dont le poids moléculaire est de = 60.000.
Dans les dosages par liaison radiocompétitive aux récepteurs
membranaires, cette hormone présente une activité somatotrope
de 0,3 UI/mg et une activité prolactinique de 7 Ul/mg.

Haydén et Forsyth (1979) ont purifié une protéine dont
le point isoélectrique est de 5,3 et le poids moléculaire de
45.000. Leur préparation possade une activité équivalente 2
celle de la prolactine dans le test de stimulation de 1la

glande mammaire,

Enfin, en 1980, Bremel et coll. ont isolé une hormone
présentant un niveau d'activité élevé dans les dosages de la
prolactine et de 1'hormone de croissance par liaison radio-
compétitive aux récepteurs membranaires. Aprés électro-
phorese en gel de polyacrylamide SDS, seule la bande corres-
pondant a un poids moléculaire de 32.000 est active et se
lie aux récepteurs.

Devant ces résultats qui nous paraissaient
discutables ( Bolander et co011.,1976) ou divergents et
incompiets ( Roy et co011.,1977; Hayden et Forsyth,1979), nous
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avons jugé intéressant de reprendre 1'étude de 1'HPSM.

Notre recherche a pour objectif 1'isclement et la
purification de 1'HPSM de manigre a disposer d'une prépa-
ration pure et tres active, nous permettant de mettre au
point un dosage radioimmunologique spécifique et sensible

applicable a la détermination des concentrations sériques
maternelle et foetale de 1'hormone.

Pour mener & bien ces travaux, nous avons procédé
en plusieurs étapes:

- choix et mise au point de méthodes susceptibles de mettre
en évidence 1'activité de 1'HPSM dans les différentes
fractions obtenues au cours de la purification;

- isolement et purification de 1'hormone 3 partir du placenta
{ Beckers et co0l11,,1980);

- étude des propriétés physico-chimiques de 1a protéine
purifiée;

- caractérisation de la liaison de 1'HPSM radiomarquée, de
1'HPSM purifide et de 1'HPSM native, aux récepteurs mem-
branaires de lapine gestante ( Beckers et Ectors,l1981);

- mise en évidence et caractérisation partielle de sites
récepteurs somatotropes et prolactiniques au niveau de
différents tissus prélevés chez la vache;

- mise au point d'un dosage radioimmunclogique spécifique
et sensible;

- détermination des concentrations en HPSM des cotylédons
trophoblastiques et utérins, des liquides amniotiques et
allantoidiens, ainsi que des sérums foetaux et maternels
(Beckers et col11.,1982).



CHAPITRE I

1. CHOIX ET MISE AU POINT DES METHODES PERMETTANT DE REPERER
L’ACTIVITE HORMONALE DE L’HPSH,

1.1. INTRODUCTION

Le dosage ou du moins le repérage, de 1'ac-
tivité de 1'hormone recherchée dans les différentes fractions,
produites par les méthodes de séparation, augmente les chances
de succes d'une purification, entreprise a partir d'un extrait
contenant de nombreuses protéines différentes.

Les travaux de Bolander et Fellows(1976) ainsi que
ceux de Kelly et coll. (1976) ont montré que 1'hormone placen-
taire somato-mammotrope bovine posséde une activité biologique
bifonctionnelle ( prolactinique et somatotrope). Cette caracté-
ristique se retrouve également pour les hormones équivalentes
isolées chez d'autres espéces, humaine et ovine notamment,

La mise en évidence d'une activité hormonale peut en
principe faire appel a diverses techniques: biologiques, radio-
immunologiques ou basées sur une liaison radiocompétitive aux
sites de fixation membranaires.

Les dosages biologiques de la prolactine et de 1'hor-
mone somatotrope suivant les techniques de Lyons et Page (1935)
ainsi que d'Evans et coll. (1943), permettent la mise en évidence
des deux activités de 1'hormone placentaire apparentée, Cepen-
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dant 1a complexité de leur réalisation rend ces dosages ina-
déquats si 1'on veut suivre T'enrichissement de 1'hormone au
cours des différentes manipulations qu'exige son isolement;
nous ne les avons donc pas retenus.

Les dosages radioimmunologiques de la prolactine et
de 1'hormone de croissance bovines sont trés spécifiques
des hormones hypophysaires et ne permettent pas de repérer,
dans cette espéce, 1'hormone placentaire.

La méthode de dosage,par liaison radiocompétitive
aux sites de fixation membranaires, a retenu notre attention
car elle présente les avantages du dosage radioimmunologique
sur le plan de 1a facilité et de la rapidité d'exécution, tout
en restant suffisamment proche du dosage biologigque, par son
principe.

Les dosages , par liaison radiocompétitive aux sites de
fixation membranaires, reposent sur 1'organisation d'une
compétition entre 1'hormone radiomarquée et 1'hormone native
— ou non radioactive encore dite froide —pour la liaison
aux"récepteurs membranaires®.

L'ensemble des données expérimentales et théoriques
acquises a ce jour ont conduit a Tla définition d'une série de
critéres auxgquels doit rdpondre 1'intéraction d'une substance
biclogiquement active avec ses récepteurs ( Ketelslegers,1982).

Ltaffinité de la réaction d'une drogue ou d'une hormone avec
sonrécepteur doit 8tre élevée. C(Ceci est en effet indispen-
sable pour permettre une occupation significative des récep-
teurs aux trés faibles concentrations auxquelles 1a plupart
des substances pharmacologiques et hormonales sont actives.

L'interaction entre une drogue ou une hormone et son
récepteur doit étre spécifique.

Les récepteurs d'une drogue ou d'une hormone doivent E&tre
localisés de fagon spécifique au niveau des cellules cibles.

La réaction de la drogue ou de T1'hormone avec ses sites
récepteurs doit pouvoir &tre mise en corrélation avec une
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réponse biologique de la cellule cible.

Pour nous conformer & 1'appellation habituelle, nous
utiliserons, tout au long de ce travail, le terme " récepteurs
membranaires”. Il est bien entendu que ce terme doit &tre
pris dans le sens plus restrictif de sites de fixation {(liaison)
de 1'hormone au niveau de la membrane cellulaire. En effet,
nous n'avons pas fait 1a démonstration gque la fixation de

1'hormone entrainait un effet biologique spécifique.

Les performances du dosage par liaison radiocom-
pétitive aux récepteurs membranaires sont limitées par la
qualité des réactifs sur lesquels il repose: 1'hormone radio-
marquée et la préparation de récepteurs.

La premiére 1imitation provient de la difficulté,
gu'il y a,de marguer les hormones par un radioisotope
afin d'obtenir une radioactivité spécifique élevée sans
entrainer de dénaturation. <Conscients de ces difficultés, nous
avons utilisé une méthode douce de marquage enzymatique selon
Thorell et Johansson (1971). Malgré ces précautions, une
fraction de 1'hormone est dégradée et les diverses méthodes
de séparation mises en oeuvre pour 1'éliminer ne s'avérent
pas tres efficaces. Lors de 1'interprétation des résultats,
il est ,par conséquent,de la plus haute importance de tenir
compte de cette fraction dégradée de 1'hormone radiomarquée,
La méthode, permettant de déterminer 1'importance relative
de cette fraction,sera développée ultérieurement.

La seconde limitation est inhérente & la difficulté
technique d'isoler les récepteurs membranaires qui sont des
molécules labiles et peu solubles,

Dans 1a plupart des cas, la préparation des récepteurs
consiste en une homogénéisation du tissu cible de 1'hormone,
suivie de deux centrifugations destinées a augmenter au
maximum la proportion de membranes cellulaires.
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Le dosage d'une activité prolactinique associée 3
une activité somatotrope permet de repérer 1'HPSM dans les
extraits de cotylédons et dans les différentes fractions
obtenues au cours de la purification.

Le dosage de la proiactine a été réalisé selon Shiu
et col11.(1973),%es récepteurs étaient préparéds a partir de
glandes mammaires prélevées sur des lapines en gestation
avancée,ou ayant mis bas depuis peu de temps.

Le dosage de 1'hormone de croissance a été effectuéd
suivant 1a méthode de Tsushima et Friesen(1973); les récepteurs
étaient préparés a partir du foie de lapine.

1.2. MATERIELS ET METHODES

1.2.1. PREPARATION DES REACTIFS
1.2.1.1. RADIOMARQUAGE DES HORMONES A L'IODE 125
Radiomarquage de la prolactine

La rdaction s‘'effectue dans un tube de
polystyréne (8§ x 40 mm) dans lequel sont ajoutés successi-
vement:

- 25 ug d'hormone (PRL-NIH-B4) diluéde dans 25 ul de tampon
phosphate sodico-potassique 0,05 M;pH 7,5;

- 25 ug de tampon phosphate sodico-potassique 0,5 M;pH 7,5;

- 10 ul de ~¥aI 125 correspondant a 1 mCi (Amersham IMS 30};

~ 10 ul de lactoperoxydase (0,5 ug) Boehringer (160 U/mg/,
diluéde en tampon phosphate sodico-potassique 0,05 4;pH 7,5;

- 5 ul d'Hzo (perhydrol Merck) a la concentration de 1/30.000;

2
- agitation modérée de la solution pendant 2 minutes;



~35-

- seconde addition de 5 ul d'H & 1/30.000;

202

- nouvelle agitation pendant 2 minutes;

- chargement du milieu de margquage sur une colonne ( 1 x 35 cm)
de Sephadex G-75 ( Pharmacia) éguilibrée en tampon Tris-HCI
0,025 M;MgC1

Vv de Cohn).

2 0,01 M ; pH 7,5 contenant 0,1 % bSA (fraction

L*'élution de la colonne est réaliséde au moyen du méme
tampon et l'éluat est collecté en fractions d'un ml qui sont
immédiatement diludes 10 fois.

La radiocactivité de chagque fraction est déterminéde au moyen
d'un compteur y , puis l'hormone est diluéde et congeléde a -20°C.
Seules les fractions centrales du pic d'élution des protéines,

sont utilisédes pour les dosages.

Radiomarquage de 1'hormone de croissance

L'hormone de croissance est solubilisée a
pH alcalin puis le radiomarguage s'effectue exactement de la

méme maniére gue pour la prolactine.

La chromatographie de l'hormone radiomarquée laisse
apparaitre réguliérement un premier pic correspondant & des
moldcules de poids moléculaire élevé. Il s'agit de fractions
contenant une proportion importante d'hormone dénaturée et
probablement agglomérée. Nous avons observé gue ces derniéres

ne se lient gue trés faiblement aux récepteurs.
1.2.1.2. PREPARATION DES RECEPTEURS MEMBRANAIRES
Traitement des lapines
Les glandes mammaires ont été prélevées

sur des lapines,en fin de gestation ou venant de mettre bas.

Ces lapines sont traitédes par 3 injections de 2 mg de bromo-
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»*
cryptine réalisdes 36,24 et 12 heures avant le prélévement.

La bromocryptine, tout comme la dopamine, inhibe la
sécrétion et la libération de la prolactine par 1"hypophyse
st de ce fait exerce un effet de dédsaturation des récepteurs
( Djiane et coll. ,h1977); c'est la raison pour laquelle nous
l'avons systématiquement utilisde dans le but d'augmenter la
concentration des sites de fixation au niveau de la glande

mammaire de lapine.

La Bromocryptine a &té solubilisde de la maniére
suivante: 20 mg de Bromocryptine et 20 mg d'acide lactigque
sont dissous par addition, goutte a goutte,d'alcool a 70%.
Cette solubilisation est effectuée dans un bécher de 15 ml,
sous agitation constante et en chauffant légérement. La
solution est diluéde jusgu'a une concentration de 2 mg/ml au
moyen de Nacl 9 °/,,, puis elle est stockde a 4°C , & l'obscu-

ritd et & pH infédrieur ou édgal a 7.
Prélavement des tissus.

Directement apreés l'euthanasie des lapines,
les glandes mammaires et le foie sont prélevés, disséquéds,

divisés en fragments de 2,5 g et stockés & =-50°C.
Production de la suspension tissulaire de récepteurs.

Les opérations, rdalisdes en maintenant la
température aux environs de 0°C., peuvent se résumer comme
sulit:

a) homogénédisation: le tissu est placé dans un tube de 50 ml,

* Nous remercions le Professeur Flickiger de la firme Sandoz,

Bdle, qui nous a fourni gracieusement la Bromocryptine.
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additionné de 12,5 ml de sucrose 0,3 M et homogénéisé au

moyen d'un broyeur mécanigue de type Ultra-Turrax (20.000

tpm), pendant 10 secondes. L'opération est répétéde six fois

en replagant chaque fois le tube dans le bain d'eau glacée
de maniére a éviter tout réchauffement de la suspension;
b) filtration et centrifugation : le broyat est filtré sur
¢ épaisseurs de gaze puis centrifugé a 15.000 g, pendant

20 minutes & 4°C;

¢) récolte du surnageant: le surnageant est repris puls soumis

a une nouvelle centrifugation & 35.000 ¢ pendant 5 heures
a 4°¢;

[N
~

élimination du surnageant: le surnageant est éliminé avec

précaution;

e) récolte du culot:le culot est repris et homogénéisé au
moyen d'un broyeur en verre de type Dounce(508 u);

f) détermination de la teneur en protéines; la concentration
en protéines de la suspension est déterminéde selon la
technigue de Lowry et coll.(1951) aprés solubilisation
par traitement de 30 minutes, au moyen de sodium dodécyl
sulfate & la concentration de 75 ug/ml;

g) répartition et stockage: la suspension de récepteurs ,

dilude & raison de 15 mg de protéines/ml est répartie

3

par fractions d'un ml et congelée a -20°C.

1.2.2. DosaGES

1.2.2.1. DOSAGE DE LA PROLACTINE

Le dosage,de la prolactine, par liaison
radiocompétitive aux récepteurs membranaires, est réalisé en
tubes de polystyréne de 13 x 70 mm selon la méthode de Shiu
et coll. (1973), modifiée de la maniére suivante:
~ un tampon Tris-HCl1 0,025 M;MgC12 0,0l M;pH 7,6;0,1 %bSA;
0,01 % de sulfate de néomycine est utilisé pour toutes les

dilutions;
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- le volume d'incubation est de 500 ul;

- les réactifs sont ajoutés dans l'ordre suivant:

- 100 ul de standard de référence ou d'extrait & doser;

- 200 ul de tampon;

- 100 ul d'hormone radioactive (traceur) correspondant a
15.000 cpm; )

- 100 ul de la suspension de récepteurs correspondant & une
concentration de 125 ug de protéines. Cette guantité de
récepteurs est choigsie de fagon a lier = 25 % de l'hormone
radiomarquée;

- incubation durant 16 & 20 heures & tempdrature ambiante ou
durant 1 heure & 37°C;

- addition a tous les tubes de 3 ml de tampon froid (4°C);

- centrifugation immédiate a 2.000 g pendant 20 minutes a
4°C;

- élimination du surnageant;

- lavagé du culot par 3 ml de tampon froid et nouvelle centri-
fugation;

- aprés élimination du surnageant, détermination de la radio=~
activitd au moyen d'un compteur de scintillation gamma,

possédant une efficience de 65 %.

1.2.2.2. DOSAGE DE L'HORMONE DE CROISSANCE

Le dosage de l'hormone de croissance est
réalisé suivant la méthode de Tsushima et Friesen (1973).
Afin d'uniformiser les méthodes et de réaliser les dilutions
dans un méme tampon, le chlorure de calcium est remplacé par
du chlorure de magnésium . Cette modification ne diminue pas

la gualité des résultats.
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1.2.3. DEFINITIONS DES PARAMETRES DES DOSAGES PAR LIAISON
RADIOCOMPETITIVE AUX RECEPTEURS MEMBRANAIRES

1.2.3.1. RADIOACTIVITE TOTALE (T)

La radicactivité totale correspond a la
gquantité d'hormone radiomarquée ajoutée & tous les tubes du
dosage. Bien que ce paramétre puisse étre défini en terme de
concentration (M) ou en unité de poids (pg) ,nous préférons
l'exprimer par la mesure de radioactivité (cpm) déterminéde

au moyen d'un compteur & scintillation gamma.

1.2.3.2. LIAISON TOTALE (BT)

Au terme de l'incubation de 1'hormone
marguée en présence de la suspension de récepteurs, soit
16 heures & 20°C, les fractions d'hormone libre et liée
sont sépardes et la radiocactivité de la fraction lide est

déterminde au moyen d'un compteur de scintillation gamma.
y

1.2.3.3. LIAISON NON éPECIFIQUE (NSB)

Au cours de l'ingcubation de l'hormone radio-
marquée et de la suspension de récepteurs membranaires, une
fraction de l'hormone se lie spécifiquement aux récepteurs
tandis gu'une autre peut se lier & la surface du tube et a
des particules de l1'homogénat tissulaire. Cette liaison est
dite non spécifigue ou aspécifigque (NSB).

Elle est ddterminéde en incubant, la suspension de récep-
teurs en présence d'une faible quantité d'hormone radiocactive
et d'une concentration trés élevée d'hormone”"froide” (1 ug).
Ainsi l'hormone " froide” — présente en concentration plus
de 1.000 fois supérieure & celle de l'hormone radiomarguéde—
sature préférentiellement tous les sites de liaison spécifigue.

En fin d'incubation (16 heures a 20°C) les fractions libre et
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lide sont sépardes et la radioactivité du culot est déterminée.
Celle-ci correspond & la liaison non spécifique - de l'hormone
radicactive- aux parois du tube et a la surface des particules
tissulaires. Cette liaison non spécifigque peut étre expri-
mée en cpm ou mieux en pourcentage de la gquantité d'hormone

radiocactive ajoutée au milieu (T).
1.2.3.4. LIAISON SPECIFIQUE (8B)

La liaison spécifique correspond a la liaison
totale (BT) dont on soustrait la liaison non spécifigue
( B= BT ~ NSB). Elle est le plus souvent exprimée en pour-
centage de la radiocactivité totale ajoutde au milieu B/T.
La liaison spécifique mesurée en absence d'hormone“froide",
dans le milieu,est représentde par Bo. Les liaisons spéci=-
fiques mesurées en présence d'hormone " froide” seront généra-

lement rapportdes au Bo et exprimées en pourcentage de celui-ci.

1.2.3.5. CAPACITE MAXIMALE DE LIAISON DE L‘'HORMONE RADIO-
MARQUEE :{ Bmax/T.) .

La capacité maximale de liaison est déter-
minée en incubant, pendant 16 heures a 20°C, une faible
gquantité d'hormone radioactive ( = 15.000 cpm), en présence
de gquantités croissantes de suspension de récepteurs
Passé ce ddlai, les différentes fractions sont sépardes et la
radiocactivitéd spécifigquement lide est déterminde.

. Le pourcentage d'hormone radicactive liéde augmente'
progressivement en fonction de la gquantité de récepteurs.

A partir d'une concentration sulffisante en récepteurs, elle
atteiqf un maximum . Dans certains cas, elle décroit ensuite
lentement. Cette diminution de liaison spécifique, en pré-
sence d'un large excés de récepteurs, s'explique par les phé-
noménes de dégradation des rdcepteurs et de l'hormone libre,

en cours d'incubation.
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Dans le cas de la liaison aux rédcepteurs membranalires
de lapine, nous avons cependant observé gue cette dégradation
reste faible; elle peut dés lors étre considéréde comme

négligeable.
1.2.3.6. FRACTION INTACTE DE L'HORMONE RADIOMARQUEE(FI)

Dans la mesure ol l'on peut exclure les
phénoménes de dénaturation, la " fraction intacte’ de
lthormone radioactive peut étre assimilée & sa capacité
maximale de liaison. L'estimation de la " fractior intacte”
de l'hormone radiomarquée est importante car il faut en
tenir compte pour déterminer les concentrations réelles
en hormone & l'éguilibre. En effet, lorsgue les récepteurs
sont incubés, par exemple, en présence de 100.000 cpm
d'hormone radiomarguée, si la "fraction intacte” du
" traceur” est de 45%, ces récepteurs sont en réalité en
présence de 45.000 cpm d'hormone radiocactive réellement

capable de se lier.

1.2.3.7. RADIOACTIVITE SPECIFIQUE (RS)

L'appréciation du rendement de marqguage gul
devrait servir de base au calcul de la radiocactivité spé-
cifigue est malaisée. En effet, une partie de l'hormone est
retenue dans la colonne lors de la chromatographie gui
suit le margqguage. De plus, cette méthode déterminerait
la radiocactivité spécifique moyenne de toute l'hormone radio-
active. Or on sait qu'une partie seulement de l'hormone
radiomarqguée,soit la"fraction intacte” du “traceur”,est
capable de se lier aux récepteurs. Cr'est donc la radiocacti-
vité spécifique de cette population de moléculés marquées
et capables de se lier aux récepteurs gu'il importe de déter-

miner.
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C'est pourquoi, nous avons calculé la radiocactivité
spécifique de 1'hormone radiomarquée par la méthode d'" auto-
inhibitionv, réalisée dans les conditions expérimentales du
dosage ,par liaison radiocompétitive, lui-méme. Cette méthode,
décrite en radioimmunologie par Gocke et coll.(1969),

Aunter (1971),Roulston (1979) et adaptée par Ketelslegers
et coll.(1974) aux dosages, par liaison radiocompétitive

aux reécepteurs membranaires, comporte les dtapes suivantes:

- Etablissement de la courbe d'inhibition (courbe standard)
de 1a liaison de 1'hormone radioactive par 1'hormone“froide"
Une faible concentration d'hormone radiocactive
( = 15.000 cpm) est incubée avec la préparation de récepteurs
en présence de guantitds croissantes d'hormone "froide".

L'hormone radiomargquéde et l'hormone " froide" entrent
en compétition pour la liaison aux rdcepteurs et, de ce fait,
la gquantité d'hormone radioactivei lide en fin d'incubation,
est d'autant plus faible gque la concentration en hormone
"froide" est plus édlevée.

Le rapport B/T entre la radiocactivité lide et la radio-
activité totale est calculé au terme de l'incubation. La
courbe standard (d'inhibition) est établie en portant,en
ordonnée,le rapport de la radicactivité totale et,en abdscisse,
le logarithme de la quantité d'hormone "froide” ajoutéde

dans le milieu. (Fig.2, courbe A).

- Etablissement de la courbe d' "auto-inhibition" de la

fixation de 1'hormone radiomarquée aux récepteurs.

Des gqguantités croissantes d'hormone radiomarguée

sont incubées avec la préparation de récepcteurs. Ce
phénoméne peut étre représenté sous forme d'une courbe
d'"auto-inhibition* (Fig.2 ,courbe 3) en portant en ordonnée
le rapport B/T et en abscisse le logarithme de la diffe-
rence entre la radioactivité totale ajoutéde & chague tube

et la radioactivité (15.000 cpm par tube) utilisée dans
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Fig.2 -DETERMINATION DE LA RADIOACTIVITE SPECIFIQUE DE
L’'HORMONE RADIOMARQUEE,

104 105 106 ax106
100 ¢ 4 . & , -30
cpm/ tube
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Courbe A: courbe d'inhibition — de la liaison — par 1'hormone
froide.
Courbe B:

courbe d' auto-inhibition — de la liaison - par

1'hormone radioactive.

oot x t/89
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l'établissement de la courbe standard d'inhibition ( courbe A).
La base de cette représentation est donc de considérer une
partie de l'hormone radiocactive (15.000 cpm) — ajoutde & tous
les tubes — comme " traceur* et le reste de la radiocactivitd
( variable pour chaque tube) comme hormone inhibitrice de la
fixation, de la radiocactivité, aux sites de liaison.

5i l'hormone radiomarquée a conservé les mémes propriétés
de liaison — aux récepteurs — que l'hormone " froide", les
courbes A et B doivent étre paralléles en représentation logit.
La comparaison des deux courbes permet de déterminer la radio-
activité spdcifique de l'hormone radiomarquée ou plutdt
l'éguivalence entre une quantité d'hormone radiocactive
( cpm par tube) et une quantité d'hormone "froide” (ng par
tube), possédant l'une et l'autre un méme effet d'inhibition
de la liaison —~ d'une guantité fixde (15.000 cpm) d'hormone
radioactive — dans le systéme expérimental méme ol sera

utilisée cette hormone radiocactive,

Lee et Ryan (1973) comparaient les courbes d'inhibition

obtenues en incubant avec les récepteurs des quantlitéds crois-
125

santes d'hormone "froide” ou d'hormone marquée par 1! I et
en utilisant en tant gque “traceur® une faible gquantité

. . . . 131
d'hormone marguée par un autre isotope radioactif (1’ I par

exemple). Cette meéthode présente l'inconvénient par rapport
4 la méthode d'"auto-inhibition" utilisée ici, d'imposer

deux radiomargquages.

La radiocactivité spécifique d'une hormone peut varier
d'un marquage a l’autre. Il importe donc de la déterminer
pour chaque "traceur®“ utilisé dans une caractérisation de la
liaison hormone-récepteurs.

Dans l'exemple repris dans la Fig.2; 2,15 ng d'hor-
mone "froide"” correspondent a 500.000 cpm d'hormone radio-
marqudée. La radiocactivité spécifique de l'hormone radio-
marquée est donc de 232.500 cpm/ng ou 130 uCi/ug ou encore

x> 6 yCi/pmole.
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1.2.4. CARACTERISTIQUES DES PREPARATIONS HORMONALES

Pour mettre au point ces dosages, nous
avons utilisé des préparations de prolactine et d'hormone de
croissance bovines, que nous a fournies gracieusement le NIH.
Le choix d'hormones — hypophysaires — bovines se justifie
du fait gque notre recherche porte sur une hormone - placentaire-—

bovine également.
1.2.4.1. bPRL-NIH-B4

Déterminée suivant la méthode de Riddle
et coll. (1933) l'activité biologique spécifigue de cette

préparation de prolactine bovine est de 18,5 UI/mg

Déterminde suivant la méthode de Marx et coll.(1942)
modifide par Parlow et coll.(1965), sa contamination en
hormone de croissance ( son activité somatotrope spécifigue)

est inférieure & 0,01 UI/mg'.
1.2.4.2. bGH-NIH-B18

Déterminée suivant la méthode de Marx et
coll.(1942), modifiéde par Parlow et coll.(1965), l'activité
biologigque spécifique de cette préparation d'hormone de

®
croissance bovine est de 0,81 UI/mg .

Déterminée suivant la méthode de Riddle et coll.(1933),
sa contamination en prolactine ( son activité prolactinigue

»
spécifique) est infdrieure & 0,5 UI/mg .

* Données fournies par le NIH.
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1.3. RESULTATS

1.3.1. DOSAGE DE LA PROLACTINE

Le dosage de la prolactine, par liaison
radiocompétitive aux récepteurs membranaires mammaires de
lapines gestantes, s'est avéré sensible (0,75 ng/tube) et
spécifique (Fig.3).

L‘hormone de croissance (bGH-NIH-B18) n'interfare
que par sa contamination en prolactine ( confer 1.2.4.page 45).
La fraction intacte de 1'hormone radioactive varie

quelque peu d'un marquage 3 1'autre, mais sa valeur reste tou-
jours suffisante ( 35 & 50%).

1.3.2. DOSAGE DE L'HORMONE DE CROISSANCE

Le dosage de l1'hormone de croissance, par
liaison radiocompétitive aux récepteurs hépatiques de
lapinfe gestante est sensible ( 0,18 ng/tube; Fig.4).

Cependant, ce systeame manque de spécificité; la
prolactine entre en.compétition, de maniére importante,
avec 1'hormone de croissance ( radioactive) pour 1'occupation
des récepteurs hépatiques. Cette interférence est de loin
supérieure a la contamination de la préparation de prolactine
(bPRL-NIH-B4) en hormone de croissance (confer 1.2.4., page 45).

1.4. DISCUSSION

Cette étape de notre recherche avait pour
but, le choix et la mise au point de méthodes permettant de
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Fig.3 - DOSAGE DE LA PROLACTINE PAR LIAISON RADIOCOMPETITIVE
AUX RECEPTEURS MEMBRANAIRES MAMMAIRES DE LAPINE
GESTANTE,

95,
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Conditions: - 100 ul de prolactine radicactive correspondant i

15.000 cpm (T);
- 100 ul de suspension de récepteurs correspondant
2 120 ug de protéines { Lowry SDS);
- volume d'incubation: 500 ul;
- conditions d'incubation: 16 heures & 20°C.

Caractéristiques: NSB = 440 cpm = 3 %; Bo/T = 22 %: Bmax/T = 46%

En abscisse:(échelle logarithmique) Quantité d'hormone froide,

additionnée au milieu ( ng/tube).

En ordonnée:( échelle logit) B/Bo x 100.

# = prolactine, bPRL-NIH-B4.
A - hormone de croissance,bGH-NIH-B18,
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Fig.4 - DOSAGE DE L'HORMONE DE CROISSANCE PAR LIAISON RADIO-
COMPETITIVE AUX RECEPTEURS MEMBRANAIRES HEPATIQUES
DE LAPINE GESTANTE.
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100 ul d'hormone radiomarquée correspondant a
15.000 cpm (T);
- 100 1 de suspension de récepteurs correspondant
3 100 ug de protéines ( Lowry SDS);

- volume d'incubation: 500 ul;

- conditions d'incubation: 16 heures a 20°C,
Caractéristiques: NSB = 500 cpm = 3,3 %;B0/T = 19 %; Bmax/T = 39 %.
En abscisse: (échelle logarithmique) Quantité d'hormone froide,

additionnée ay milieu (ng/tube).
En ordonnée:( échelle logit) B8/80 x 100.
A = hormone de croissance, bGH-NIH-B18.
% = prolactine, bPRL-NIH-B84.

Conditions:
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repérer 1'activité hormonale de 1'HPSM, au cours des différentes
étapes de la purification. Notre choix s'est porté sur les
dosages de la prolactine et de 1'hormone somatotrope par

liaison radiocompétitive aux récepteurs membranaires. Etant
donné que ces méthodes devaient &tre reproduites un grand

nombre de fois, nous en avons optimisé les conditions.

La préparation des réactifs a fait 1'objet d'un soin
particulier; dans ces conditions cependant, elle s'est avérée
reproductibie.

Notamment en ce qui concerne les hormones radioactives,
nous avons observé une capacité maximale de liaison toujours
satisfaisante ( prolactine 35 a 50 %; hormone de croissance
30 a 45 %). La valeur plus faible de la capacité maximale
de liaison, dans les dosages par liaison aux récepteurs
membranaires que dans les dosages radioimmunologiques, confirme
la stabilité relative des propriétés immunologiques des
hormones polypeptidiques et 1a plus grande fragilité de leur
capacité de liaison aux récepteurs.

Nos tentatives de remplacer les récepteurs mammaires
de lapines gestantes par des récepteurs mammaires de vaches
ont été rapidement abandonnées. En effet, elles se sont
traduites par l1'obligation d'utiliser une quantité importante
de suspension de récepteurs ( = 1 a 1,5 mg/tube) pour obser-
ver une liaison mesurable. Dans ces conditions, la liaison

non spécifique est trés élevée ( 8 a 12 %) et diminue la
précision du dosage.

L'interférence de Ta prolactine dans le dosage de
1'hormone de croissance est relativement importante et peut
varier selon la préparation de récepteurs, probablement en
fonction de 1'état physiologique de la lapine sur laquelle a
été prélevé le foie.

L'observation d'une interférence de la prolactine dans Tle
dosage de 1'hormone de croissance — par liaison radiocompétitive



aux récepteurs hépatiques de lapin — a été relevée édgalement
par Posner et coll. (1974),Gerasimo et col11.(1979) et par
Hughes (1979).

Dans le cadre de notre recherche, cependant, cette inter-
férence de 1a prolactine dans le dosage de 1'hormone de
croissance n'était pas génante du fait que 1'HPSM présente
intrinséquement ces deux types d'activités hormonales.

Grdce 3 leur réalisation simple et rapide, ces techni-
ques de dosage — par liaison radioccompétitive aux récepteurs
membranaires — nous ont permis d'entreprendre 1'isolement
et la purification de 1'HPSM dans des conditions favorables.



CHAPITRE I1I

2. ISOLEMENT DE L'HORMONE

2.1. INTRODUCTION

Au moment d'entreprendre la purification
de 1'HPSM, nous nous sommes interrogés sur 1'opportunité de
suivre la méthode décrite par Bolander et Fellows (1976).
Nous y avons renoncé car ces auteurs préparent une poudre
placentaire qu'ils traitent a pH acide et en présence de
dithiotreitol. Or l'expérience que nous avons acquise
au cours de la purification de 1a follitropine bovine (Beckers
et coT].,l977), nous a appris qu'il est préférable de purifier
les hormones protéiques en choisissant les méthodes les moins
dénaturantes possibles, en assurant un déroulement rapide des
opérations a la température de 4°C, en évitant, chaque fois
gue c'est possible 1a lyophilisation.

2.2. MATERIELS ET METHODES

2.2.1. EXTRACTION DE L'HORMONE

2.2.1.1. RECHERCHE DE LA PARTIE DU PLACENTA LA PLUS RICHE
EN HORMONE.

Les utérus sont prélevés & l'abattoir,placés
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immédiatement dans un bac de glace et ramends au laboratoire
dans les plus brefs délais.

Les différentes parties sont dissédquées soigneusement de
fagon a recueillir sédpardment le liquide amniotigue, le liguide
allantoidien, les cotylédons foetaux, les cotylédons maternels
et le sang du foetus.

Prédalablement au dosage, les cotylddons ont subli une extrac-
tion au moyen d'un tampon Tris-HCl 0,05 d; pH 7,6 dans un
rapport poids/volume de 1/5.

L'activité hormonale est recherchée au moyen du dosage
de la prolactine et de l'hormone somatotrope par liaison radio-
compétitive aux rédcepteurs membranaires.

Le dosage des protdines a &té rédalisé suivant la méthode
de Lowry et coll. (1951) en utilisant l'albumine sérigue

bovine comme standard.

2.2.1.2. RECHERCHE DE L'EPOQUE DE LA GESTATION LA PLUS FAVORABLE
POUR LE PRELEVEMENT.

Notre objectif fut alors de préciser
l'époque de la gestation durant laquelle le placenta est le
plus riche en hormone.

L'extraction et les dosages furent réaliséds sur des coty-
lédons foetaux prélevéds & diffédrents moments de la gestation,

a4 partir du 2% - 3% pois de celle-ci.
2.2.1.3. RECHERCHE DU PROQOCEDE OPTIMAL D'EXTRACTION

Les conditions optimales d'extraction
furent détermindes en rfaisant varier la nature et le pH du
tampon ainsi que le nombre et la duréde des extractions.

Ces expériences sont résumées dans le tableau 2.
2.2.1.4. DEVELOPPEMENT DU PROCEDE D'EXTRACTION

Apres en avoir précisd les conditions



Tableau 2 - RECHERCHE D'UN PROCEDE D'EXTRACTION EFFICACE,

Procédé

Nbre

d'extractions

Tampon A
Nature M
CHJCOONH4 0,1
CH,COONH ;- 0,1
CHJCOONH4 0,1
CH3COONH4 0,1
CHJCOONH4 0,1
NH4HC03 0,1
NH HCO '0,1

Tampon B
Nature M
- 0,1
HCO 0,1
NH4 3 ,
NH4HCO3 0,1
HC 0,1
NH4 03 ’
Hc
NH4 co3 0,1
- 0,1
NH HCO 0,1

4 3

-ES-
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optimales, nous avons réalisé cette &tape de la maniére

suivante:

~ toutes les opérations sont effectuédes a 4°C;.

- dissection soigneuse de trois & cing kilos de cotylédons
foetaux;

- lavage avec une solution de NaCl 9 °/,, pour &liminer le
sang;

- broyage dans une machine & hacher la viande;

- homogénédisation dans un broyeur de type Sorvall (1,2 litre),
vitesse 12.000 tpm pendant 30 sec.;

- extraction en tampon NH HCO, 0,1 M ajusté a pH 9,5 avec

du NH4OH dans un rappori poids/volume de 1/5;
- agitation de la suspension durant 16 heures;
- centrifugation a8 13.000 g pendant 40 minutes;
- rédcolte du liquide surnageant aprés avoir dcarté les matiéres

grasses.

2.2.2. PRECIPITATION DES PROTEINES AU SULFATE D’AMMOMIUM

Afin de choisir les meilleures conditions
de prédcipitation de l'hormone, nous avons testé des concen-
trations croissantes de sulfate d'ammonium édtaldes entre 20 et
30 % de saturation.

Les premiers essals nous ont permis de préciser les con-
ditions les plus favorables pour la précipitation de l'hormone.

La précipitation au sulfate d'ammonium se déroule comme suit:

- le liguide surnageant provenant de l'extraction est addition-
né lentement et sous agitation continue, de sulfate d'ammo-
nium en poudre jusqu'a l’'obtention d'un taux de saturation
de 35 %, soit 209 g/litre;

- le milieu est ensuite laissé au repos pendant 4 heures;

- les protédines précipitédes sont dcartées par centrifugation
(10.000 g /30 minutes);

- le surnageant est additionné de sulfate d'ammonium de maniére
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4 atteindre 65 % de saturation, soit 200 g/litre;

~ aprés dissolution compléte du sel, la solution est abandon-
née telle quelle durant 16 heures puis elle est centrifugéde
a 10.000 ¢ pendant 30 minutes;

- le surnageant est €liminé et le précipité est solubilisé
dans un volume d'environ 4 litres de tampon NH HCO, 0,06 ¥;

¢ 3
pE 9,5 pour 5 kg de cotylédons. La concentration en

protéines de cette solution est approximativement de 10 mg
par ml;

- la solution est dialysée dans des membranes Visking tubing
(Union Carbide) de 20 x 300 mm contre un volume de 20 litres
de tampon renouvelé 5 folis & 5 heures d'intervalle;

- aprés dialyse, la solution est centrifugée & 27.000 ¢ pendant
120 minutes pour é€liminer les protéines gqui ont floculé;

- lt'activité hormonale et la concentration en protdines sont

détermindes suivant les techniqgues décrites antérieurement.

2.2.3. PURIFICATION DES PROTEINES PAR CHROMATOGRAPHIE

2.2.3.1. CHROMATOGRAPHIE SUR RESINE ECHANGEUSE D'ANIONS

Notre choix s'est porté sur le gel DEAE-
Sephadex A-25 ( Pharmacia) plutdt que le gel DEAE-Sephadex A-50
parce qu'’il permet une élutionrn plus rapide des colonnes.
De ce fait, l'emploi de ce gel permet une réduction de la
durée du traitement minimisant ainsi les risques de déna-

turation de 1l'hormone.

Différents essais ont permis de préciser gue 1'impor-
tance du pH d'édguilibration de la colonne n'est pas détermi-
nante.

Les protéines sént dludes en augmentant la force ionigue
du tampon,soit par étapes, soit graduellement; la premiére

méthode nous a paru plus efficace.
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Les différentes manipulations peuvent se résumer
comme suit: les protéines ( 50 & 60 g) diludes en tampon
NH4HC03 0,06 M; pH 9,5 sont chargées sur une colonne ( 10O x
20 cm} de DEAE-Sephadex A-25 (Pharmacia),préalablement dqui-
librée dans le méme tampon.

Aprés le chargement, la colonne est lavée avec approxi-
mativement 20 litres de tampon jusqu'a ce gue la densité
optique de l'dluat déterminde 4 280 nm soit inférieure & 0,08.
Le volume récolté ( = 25 litres) constitue la fraction I.

Ensuite, la force ionigque du tampon est augmentde pour
atteindre la molarité de 0,075 en NH4HC03 a pH 9,5. La
colonne est lavée avec environ 20 & 30 litres du nouveau
tampon jusqu'd ce que la densité optigque (280 nm) de 1l'éluat
soit Inférieure 4 0,08. Le volume rdcolté (= 25 litres)
constitue la fraction II.

La force ionigque est 4 nouveau augmentéde pour atteindre
la molarité de 0,1 en NH4HC03 & pH 9,5. La colonne est
lavde jusqu'a ce gque la densité optique {( 280 nm) soit Iinfé-
rieure ou égale a 0,08. Le volume récolté ( = 35 litres)
constitue la fraction III.

Enfin, un dernier tampon de force ionigue plus dlevée
( NH HACO., 0,1 M; pH 9,5 ; Nacl 0,3 M) est appligué sur la

4 3
colonne pour édluer le restant des protéines accrochées.

Les dosages des protdines totales et de l'activitd

hormonale sont effectués sur chagqgue fraction.

La fraction contenant le maximum d'hormone est con-
centrée au moyen d'une cassette Millipore (porosité de la
2 . N
membrane PM 10,000, surface 2.325 cm ) jusqu'a un volume de

3 a 10 mg de protéines par ml.
2.2.3.2. CHROMATOGRAPHIE D'HYDROPHOBICITE

En fonction du degré d'hydrophobicité

qu'elles présentent, les protédines se lient, avec une affinité
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plus ou moins grande, a des radicaux "octyl" ou "phenyl",

portés par un support insoluble tel gue le Sepharose CL-4B.

Aprés avoir essayé le gel Octyl-Sepharose CL-4B, dont les

propriétés hydrophobes sont trés accusées, nous avons retenu

la chromatographie sur Phenyl-Sepharose CL-4B (Pharmacia).
Cette chromatographie se déroule de la maniére suivante:

- l'extrait contenant l'activité hormonale et provenant de la

colonne de DEAE-Sephadex A-25 ( fraction III) est additionné

de NacCl, & la concentration 0,1 M et de (NH,) 504 jusqgu'a

la concentration 1 M; ¢

-~ la solutiorn est chargée sur une colonne de Phenyl-Sepharose
CL-4B prélablement éqguilibréde dans le méme tampon;

- le lavage est réalisé selon un gradient linéaire 2 x 2 litres
ou le .tamponrn A est le tampon de chargement et le tampon B est
constitué de NH4HCO3 0,1 M; NaCl 0,1 ¥; pH 9,5 dilué a 50 %
dans de l'éthyléne-glycol;

- 1l'éluat est récolté par fractions de 25 ml;

-~ la densité optigue ainsi gue l'activité hormonale sont déter-

mindes sur chacune des fractions.

2.2.3.3. CHROMATOGRAPHIE D'AFFINITE SUR BLUE SEPHAROSE CL-6B

) Pour tenter d'dliminer l'albumine contaminant

la préparation d'HPSM, nous avons employé la technigue de
Travis et Pannell (1973,1974), gul utilisent la chromatographie
sur Blue Sepharose CL-6B. Cependant, dans les conditions
décrites par ces derniers, c'est-a-dire en tampon enrichi de
NaCl a la molarité de 0,5, l'albumine bovine n'est pas retenue
par la colonne.

D'autres essais, au cours desguels la colonne fut éguilibrée
en Tris-HCl 0,025 M ou 0,005 M, ajusté & un pH compris entre
7 et 8, ont montré que dans ces conditions 1'HPSM se lie au

Cibacron (Blue).

Retenue pour la purification de 1'HPSH,

cette méthode a été réalisée de la maniére suivante:



- les fractions riches en activité provenant de la chromato-
graphie précédente, sont mélangées puis concentrées par
ultrafiltration jusqu'’'a un volume de 250 ml ( 5 mg de pro-
tédines par ml);

- ensuite, la solution est traitde par filtration sur gel
— rdalisée dans une colonne ( 8 x 20 c¢m) de Sephadex G-25
Fine = pour amener les protéines en tampon Tris-H4Cl 0,02 M4;

MgCl,_, 0,005 M; pH 7,5;

- une iolonne ( 6 x 20 cm) de Blue Sepharose CL-6B (Pharmacia),
préalablement équilibrée dans le méme tampon, est chargde de
la solution contenant les protéines puis lavée avec le tampon
jusgu'a ce que la densité optique ( 235 nm) soit inférieure
a 0,05;

- un gradient lindaire de force ionigque ( 2 x 2 litres) est
dtabli : le tampon A est le tampon de départ, tandis que le
tampon B est constitué de Tris-HCIl 0,02 M; MgCl2 0,005 H;

pH 7,5 ; XCl1 0,3 H.

2.2.3.4. PRODUCTION D'UNE COLONNE D'AFFINITE SPECIFIQUE DE
L*ALBUMINE SERIQUE BOVINE.

Production d'un antisérum antialbumine sérique bovine

Trois lapins , dgés de 5 a 6 mois, sont
immunisés, suivant la technique de Vaitukaitis et coll.(1971),
au moyen de 500 pg de bSA ( Boehringer,n® 238040) diluée
dans 500 ul d'adjuvant complet de Freund ( Difco). Les Injec-
tions sont répétdes 3 fois, & 2 semaines d'intervalle.

Trois mois aprés la premiére immunisation, les lapins sont
sacrifiéds et le maximum de sang est récolté.

Le sérum obtenu ( 50 a 70 ml) est testé selon la technigue
d'Cuchterlony (1948,1949),modifide par Hartmann et Toilliez
(1957). Du fait de leur édquivalence, les antisérums ont

été mélangés.
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Purification des immunoglobulines

Les immunoglobulines sont précipitées par
le sulfate d'ammonium & 50 % de saturation ( Kekwick,1940),
puis purifiédes par chromatographie sur DEAE-Sephadex A-50
(Pharmacia), équilibrée en acédtate de sodium 0,05 M; pHE 5,

selon la technigue de Harboe et Ingild (1973).

Activation du Sepharose 48

Le Sepharose 4B est activé au bromure de
cyanogéne selon la technigue d'Axen et coll.(1967). Les opé-
rations se déroulent comme sSulit:

- 50 g de CNBr sont solubilisés dans 2 litres d'eau désioni-
sée, sous agitation constante pendant 20 & 30 minutes;

- 175 ml1 ( environ 50 g) de Sepharose 4B ( Pharmacia) sont
ajoutés en une fois;

- le pH est amené entre 10 et 11 et maintenu dans cette zone,
par addition continue d'une solution 0,2 M de NaOH (environ
500 ml), pendant une période de 5 a 6 minutes;

- le Sepharose 4B est versé sur un filtre en verre fritts,
et lavé successivement au moyen d'eau désionisée froide
( 5 litres), d'acécone 50 % ( 5 litres) et d'un tampon
NaHCO3 0,1 M; NaCl C,5 M; pH § ( 10 litres).

Couplage des immunoglobulines au Sepharose activé

Les opérations se déroulent comme suit:

3
0,1 M; NaCl 0,5 M; pH 8,sont mises en présence du Sepharose

~ les protéines a coupler,diludes dans le tampon NaHCO

4B activé au CNBr, dans les proportions de 15 mg d'immuno-
globulines pour 5 ml de gel;

- la solution est maintenue sous agitation par rotation lente
( 25 tours par minute) pendant 24 a 36 heures a 4°C;

-~ le Sepharose 4B activé, couplé aux immunoglobulines anti-
albumine sérigue bovine, est alors lavé sur un filtre en

verre fritté, afin d'éliminer les protéines non couplées
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au Sepharose ( = 15 % en moyenne);

- les sites activés résiduels non occupés par les protéines,
sont saturés par une solution 0,1 4 d'éthanolamine; pH 38,
pendant 1 a 2 heures;

- le gel est lavé successivement par du tampon NaHCO, 0,1 H;

3
pH 8 puis par du tampon acétate de sodium 0,1 M; pHd 4 pendant
l & 2 heures et enfin repris en tampon Tris-HCl 0,02 4;

4gCl., 0,005 M; pH 7,5; NaN., 0,02 % et stocké a 4°C.

2 3

Détermination de la capacité de liaison du Sepharose
48 spécifique de 1'albumine bovine.

Pour calculer la capacité de liaison du

Sepharose 4B spécifique de l'albuline bovine, une colonne de
1,5 x 12,5 em ,dquilibrée en Tris-fCl 0,02 M; #gCl, 0,005 u;
pH 7,5, est chargée d'une solution de bSA a la concentration
de 100 ug/ml.

Le Sepharose 4B spécifigque de l'albumine est capable
d'épuiser 140 ml de la sclution,correspondant au total a
14 mg d'albumine ; la capacité de liaison du Sepharose 43
spécifique de l'albumine est‘donc de = 0,6 mg de bSA par ml

de gel( Fig.5).

2.2.3.5. PRODUCTION D'UNE COLONNE D'AFFINITE SPECIFIQUE DE
L'HEMOGLOBINE BOVINE.

Purification de 1'hémoglobine foetale et maternelle

Peu de temps aprés l'abattage, d'une vache
gestante, le sang de la mére et du foetus sont recueillis
sérarément dans des tubes héparinds. Aprés centrifugation a
3.000 g pendant 20 minutes, le plasma est &carté soigneusement.

Les érythrocytes sont lavéds 2 fois, par une solution de
vyacl 9 °/,, puls repris dans un volume &€gal d'eau distillée,

pour provoguer l'hémolyse. La solution est agitde pendant



Fig.5 - DETERMINATION DE LA CAPACITE DU SEPHAROSE 4B SPECIFIQUE
DE L'ALBUMINE SERIQUE BOVINE,

D.O.
A
3
2.
R
pose o e a fractions
20 40 60 80 100 120 140

La colonne ( 1,5 x 12,5 ém), de Sepharose 4B\spéc1’fique de
1'albumine , équilibrée en tampon Tris-HC1 0,02 M; MgC]2 0,005 M;
pH 7,5, est chargée par une solution de-bSA, & la concentration
de 100 ug par ml diluée dans le méme tampon., L'élution est
réalisée selon un débit de 8 ml/heure.

En abscisse: numéro des fractions de 2 ml
En ordonnée: e = densité optique ( 235 nm).
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quelques minutes, en présence de tétrachlorure de carbone,

dans le rapport d'un volume de cc14 pour 5 volumes d'hémolysat.
Les différentes phases sont sédpardes par centrifugation;

le tétrachlorure ainsi que la phase intermédiaire sont

dcartéds (Koepke et coll. ,1975).

Dosage de 1'hémoglobine

Le dosage de l'hémoglobine est réalisé sui=
vant la méthode de Drabkin (1946). L'absorbance de la soclu=-
tion est déterminéde aprés transformation de l1'hémoglobine

en cyanométhémoglobine.
Production d'antisérums spécifiques de 1'hémoglobine

Au total, 6 lapins ont été immunisés au
moyen de l'hémoglobine foetale tandis que 3 l'dtaient au
moyen de l'hémoglobine adulte.

Tous les antisdrums obtenus se sont révélés utilisables.

Purification des immunoglobulines et couplage au
Sepharose 48

Les antisérums ainsi obtenus sont traités
en vue d'isoler les immunoglobulines (IgG) et de les coupler
au Sepharose activé, de la méme maniére gue les antisdrums

antjialbumine.

Détermination de 1a capacité de liaison du Sepharose
48 spécifique de 1'hémoglobine.

La capacité de fixation du Sepharose 4B
spédifigue de l'hémoglobine hovine est déterminde comme pour
l'albumine bovine. Une colonne ( 1,5 x 10 cm) de Sepharose
4B spécifique de l'hdmoglobine Ffoetale bovine, dquilibrée

en Tris-HCl C©,02 H; MgC12 0,005 4 ;pH 7,5 est chargde au
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moyen d'une solution d'hémoglobine foetale a la concentration
de 100 uyg par ml. La densité optique est déterminde & 542 nm.
Le Sepharose 4B spécifigue de 1'hémoglobine, fixe = 1,1 mg

d'antigéne par ml de gel.

2.2.3.6. CONDITIONS D'UTILISATION D'UNE COLONME D'AFFINITE
SPECIFIQUE DE L'ALBUMINE ET DE L'HEMOGLOBINE DANS
LE SCHEMA DE PURIFICATION.

Les réactifs ainsi préparéds nous ont
permis de réaliser l'épuisement de la préparation d'HPSM de

la maniére suivante:

- la colonne conténant le Sepharose 4B, spécifigue de l'albu-
mine et de l'hémoglobine ( 1 x 10 cm),est équilibrée en
tampon Tris-HCl 0,02 M; MgC12 0,005 M; pH 7,5; elle est
lavée abondamment pour éliminer complétement toutes les
protéines, gui ne sont pas liédes par liaison covalente ou
gqui sont partiellement dénaturédes;

- prélablement au chargement, les fractions riches en activité
hormonale, provenant de la colonne Blue Sepharcose CL-6B
sont mélangées puis concentrées par ultrafiltration (cellule
Millipore 70 mm de diamétre, membrane PM 10.00C, pression
4 bars), jusqu'a un volume de 3C ml ( 2 a 3 mg de protéines
par ml);

~ la solution est ensuite traitéde par filtration sur gel de

Sephadex G-25 ( colonne 2,5 x 25 cm) pour amener les protéines

en tampon Tris-HCl 0,02 M; MgCl_, 0,005 M; pE 7,5;

- la solution contenant 1'HPSHM esi chargée sur la colonne
spécifigue de l'albumine et de 1'hémoglobine en adoptant un
débit de 2 ml par heure;

- au fur et & mesure de son élution, la solution, débarrassée
de l'albumine et de l'hémoglobine qu'’elle contenait, est

chargéde sur la colonne suivante.
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2.2.3.7. CHROMATOGRAPHIE D'AFFINITE SUR MATREX GEL RED A

La colonne ( 1,5 x 10 cm) de Matrex Gel
Red A (Amicon), préalablement équilibrée en Tris-HCl 0,02 M;
chlz 0,005 M; pH 7,5, est chargée par raccordement direct
4 la colonne d'affinité.

Aprés le chargement, le gel est lavé par le tampon de
départ, puis les protéines sont €ludes par un gradient de
force ionigue.

La densité optique et l'activité hormonale sont déterminédes

dans les différentes fractions.
2.2.3.8. DIALYSE ET LYQPHILISATION

La solution contenant l'hormone est
dialysée contre un tampon NH4HC03 0,005 4; ajusté & pH 8,5

au moyen de NH4OH. La solution est congelde a =-50°C et

lyophilisée.

2.3. RESULTATS

L'activité hormonale de 1'HPSM a été
repérée — dans les différents extraits, et dans les diffé-
rentes fractions obtenues en cours de purification — au moyen
des dosages de la prolactine et de 1'hormone de croissance,
par liaison radiocompétitive aux récepteurs membranaires, 1I1
faut cependant signaler gque les premiers dosages ont révélé
1'absence de parallélisme entre les courbes de dilutions
des extraits d'HPSM et celles des standards de référence:
prolactine et hormone de croissance.

Nous avons tenu compte de cette absence de parallé-
lisme des courbes de dilutions, en calculant les concentrations
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en HPSM & partir des valeurs obtenues pour une inhibition d'en-
viron 50 % de la liaison.

En raison de cette absence de parallélisme — entre les
pentes des courbes d'inhibition par les hormones de référence
et les préparations contenant 1'HPSM — les concentrations en
HPSM sont donc exprimées dans les limites de validité de ces
dosages; nous exprimons cette limitation par les expressions
éq.PRL ou éq.GH.

2.3.1. EXTRACTION DE L’HORMONE
2.3.1.1. PARTIE DU PLACENTA LA PLUS RICHE EN HORMONE

Des différentes parties constitutives du
placenta, les cotylédons foetaux sont les plus riches en
hormone ( tableau 3); ils ont, de ce fait, été choisis comme
matériel de départ pour la purification.

2.3.1.2. EPOQUE DE LA GESTATION LA PLUS FAVORABLE POUR LE
PRELEVEMENT.

La teneur des cotylédons foetaux en hormone

est assez constante au cours de la gestation (tableau 4).

Toutefois, l'extrait de placentas jeunes est en
général trés visqueux tandis que celui de placentas dgés
contient beaucoup de sang, du fait de 1a vascularisation
importante de ces derniers. C(es éléments, viscosité et présence
de sang, sont défavorables aux opérations ultérieures de
purification; en conséqguence,nous n'avons récolté que des
placentas d'dge moyen.

2.3.1.3. PROCEDE OPTIMAL D'EXTRACTION

Les différentes extractions réalisées
dans des conditions déterminées, ont permis de préciser le



-66-

Tableau 3 - ACTIVITE HORMONALE DANS LES DIFFERENTES PARTIES
DU PLACENTA,

Activité hormonale

* %
Tissus éq.PRL éq.GH Protéines
mg/kg mg/kg mg/kg
Cotyl. foet. 26 ’ 76 40.600
Cotyl. mat. 7 20 55.340
* %
éq.PRL éq.GH Protéines
mg/litre mg/litre mg/litre
. . *do %k * Je %
Lig. amniot. < 0,02 < 0,03 260
Y v % * % %
Lig. allant. < 0,11 < 0,19 | 2.920
%* % % % % %
Plasma foet. < 0,07 < 0,20 -
* L'expérience a porté sur 13 placentas d'dges différents

(2,5 a 3 mois).

*x Le dosage des protéines a &té rdalisé suivant la méthode

de Lowry et coll.(1951) en utilisant la bSA comme standard.

*** plusieurs valeurs se situent en-dessous de la sensibilité

du dosage.
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Tableau 4 - RICHESSE DES COTYLEDONS FOETAUX EN HORMONE,
SUIVANT LE MOMENT DE LA GESTATION,

Activité hormonale

Age du foetus éq.PRL éq.GH Protéines”
en mois mg/kg mg/kg mg/kg
233 23 75 39.400
233 17 75 28.000
2 33 14 - 22.700
3 18 57 34.900
3 15 - 29.600
3 , 23 - 120 41.000
334 23 90 40.200
4315 25 52 30.400
5 40 - 45.500
7 (jumeaux) 28 . 57 47.800
8 34 85 87.200

* Le dosage des protéines a été rédalisé suivant la méthode

de Lowry et coll. (1951) en utilisant la bSA comme standard.
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procédé d'extraction le plus efficace ( tableau 5).

Réalisée en tampon NH4HCO3 0,1 M ajusté a pH 9,5
avec du NH4OH et en respectant un rapport poids de tissu /volume
de tampon de 1/5, l1'extraction permet de récupérer en moyenne
par kg de cotylédons frais une activité hormonale équivalente
3 23,5 mg de prolactine (bPRL-NIH-B4) ou 85 mg d'hormone de
croissance ( bGH-NIH-818). Dans ces conditions, 42,5 g de
protéines totales ( Lowry) sont également extraites par kg
de cotylédons foetaux.

2.3.2. PRECIPITATION DES PROTEINES AU SULFATE D’AMMONIUM

La précipitation des protéines au sulfate
d'ammonium s'accompagne d'un facteur d'enrichissement de
T'activité hormonale de 2,4. Une grande gquantité de protéines
contaminantes est écartée, cependant, environ 50 % de 1'activité
hormonale est également perdue au cours de cette édtape.

2.3.3. PURIFICATION DE L’HPSH PAR CHROMATOGRAPHIE,

Aprés la précipitation des protéines au
sulfate d'ammonium, nous avons décidé de poursuivre la purifica-
tion de 1'HPSM par chromatographie plutdt que par précipi-
tation au moyen de solvants tels que 1'acétone, 1'éthanol,
le rivanol ou le butanol.

2.3.3.1. CHROMATOGRAPHIE SUR RESINE ECHANGEUSE D'ANIONS,DEAE-
SEPHADEX A-25. '

La purification de la préparation par
chromatographie sur résine échangeuse d'anions constitue la
premiére étape chromatographique de notre schéma définitif.

Les dosages des protéines et de l1'activité hormonale



Tableau 5 - DETERMIMATION D'UN PROCEDE D'EXTRACTION EFFICACE: ACTIVITE HORMONALE
EXTRAITE DE COTYLEDOMNS FOETAUX EN FONCTION DU PROCEDE UTILISE,

Procédé

A »n A w

Tampon A
nature pH
CH3C00NH4 5,0
CH3C00NH4 5,0
CH3COONH4. 6,0
CH3C00NH4 6,0
CH3C00NH4 6,5
NH4HC03 9,5
NH4HC03 9,5

Tampon B
nature pH
NH4HCO3 9,5
NH4HCO3 9,5
NH4HCO3 10,5
NH4HCO3 9,5
NH,HCO 9,5

Quantité d'hormone extraite par kg de cotylédons

Total
18" extrait 2% extrait 187 ext. + 2% ext.
éq.GH éq.PRL éq.GH éq.PRL éq.GH éq.PRL
mg mg ma mg mg mg
o
w
]
4 1 - - 4 1
3 2 19 6 22 8
46 18 53 20 99 38
45 18 55 18 100 36
56 21 52 14 108 35
78 29 - - 78 29
82 25 31 13 113 38
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permettent de repérer la fraction la plus riche en hormone
(fraction III) dans laquelle 1'HPSM se trouve purifiée 3,5 fois.
Le rendement de récupération de 1'activité hormonale au cours

de cette étape est de = 57 %.

2.3.3.2. CHROMATOGRAPHIE D'HYDROPHOBICITE SUR PHENYL-SEPHAROSE
CL-48

Aprés la chromatographie sur DEAE-Sephadex
A-25, les protéines se trouvent dans un tampon dont la force
ionique et le pH sont relativement élevés. Ces conditions
paraissent favorables & la conservation de 1'activité hor-
monale de 1'HPSM, il nous a donc paru logique d'appliquer
a ce stade une chromatographie d'hydrophobicité.

Les résultats de cette chromatographie apparaissent dans la
Fig.6. L'hormone se trouve =— concentrée — dans les fractions
médianes du gradient de force ionique, elle est enrichie
4,4 fois. Le rendement de récupération de 1'activité hor-
monale est de = 61 %.

2.3.3.3. CHROMATOGRAPHIE D'AFFINITE SUR BLUE SEPHAROSE CL-68

A ce stade de la purification, la prépara-
tion posséde un niveau d'activité relativement faible et
présente une image hétérogiéne en électrophoraése sur gel de
polyacrylamide révélant notamment la présence d'hémoglobine
et d'albumine, Développée dans le but initial d'éliminer
1'albumine bovine, de la méme maniégre que 1'albumine humaine,
la chromatographie sur Blue Sepharose CL-6B a été modifide
et s'est révélée trés efficace pour enrichir la préparation
en activité hormonale. L'élution des protéines par un gra-
dient de force ionique permet de concentrer 1'HPSM dans
quelques fractions. L'activité hormonale s'en trouve enri-
chie de 11,6 fois ; le rendement de récupération de l'acti-
vité, au cours de cette chromatographie, est de = 55 % (Fig.7).
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Fig.6 - CHROMATOGRAPHIE SUR PHENYL-SEPHAROSE CL-4B
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La colonne{ 5 x 15 cm) est équilibrée en NH4HCO3 0,1 M; NaCl
0,1 M;(NH4)ZSO4 IM; pH 9,5. Aprés chargement d'environ 5 g

de protéines, la colonne est lavée par 500 ml de tampon d'équi-
libration puis les protéines sont éluées par un gradient liné-
aire de 2 fois 2 litres: le tampon A est le tampon d'équili-
bration et le tampon B est du tampon NH4HCO3 0,1 M; NaCl 0,1 M;
pH 9,5 dilué a 50 % dans de 1'éthylene-glycol.

Le débit est de 120 ml/heure, la température de 4°C.
En_abscisse: numéro des fractions de 25 ml.

densité optique (280 nm)

activité prolactinique ( ug/ml)
activité somatotrope ( ug/ml)

début du gradient

-

En ordonnée: a gauche e
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3 droite ®
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La colonne ( 6 x 20 cm) est équilibrée en Tris-HC1 0,02 M;
MgCl2 0,005 M; pH 7,5. Apres le chargement d'environ 800 mg

de protéines, la colonne est lavée par le tampon d'équilibra-
tion puis éluée par un gradient linédaire de 2 fois 2 litres, le
tampon A est le tampon d'équilibration, le tampon B est le
tampon A additionné de KC1 0,3 M.

Le débit est de 180 ml/heure et la température de 4°C.

En _abscisse: numéro des fractions de 25 ml.

En ordonnée: i gauche e = densité optique( 235 nm)

3 droite = activité somatotrope ( ug/ml)
3 droite A& = activité prolactinigue { ug/ml)
—=—= molarité de KC1(M)

t = début du gradient.
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2.3.3.4. CHROMATOGRAPHIE D'AFFINITE SUR SEPHAROSE 4B SPECIFIQUE
DE L'ALBUMINE SERIQUE ET DE L'HEMOGLOBINE FOETALE
BOVINES

Suite aux traitements antérieurs, la prépa-
ration présente a ce stade, une activité hormonale élevée mais
T1'électrophorése en gel de polyacrylamide révele une faible
bande supplémentaire qui correspond a 1'albumine sérique(bSA)
( Fig.8).

En immunodiffusion sur gel d'Agar, la méme préparation
présente une zone de précipitation avec un antisérum anti-
albumine, a partir d'une concentration supérieure a 50 ug.

Cette contamination par la bSA s‘explique, partiellement
du moins, par 1'éiution presque simultanée de celle-ci et de
1*HPSM sur Blue Sepharose CL-68.

Bien qu'elle soit en quantité relativement faible (< 5 %)
la présence de la bSA peut néanmoins 8&tre génante dans la
production d'antisérums. '

Afin de 1'éliminer complétement et rapidement, nous avons
eu recours a 1'épuisement par chromatographie d'affinité
sur Sepharose 48 spécifique de 1'albumine sérique bovine.

Apres chromatographie sur Blue Sepharose CL-6B, 1la
préparation d'HPSM présente le plus souvent une couleur rosée
laissant suspecter la présence d'hémoglobine.Cette contamination
comme 1a bSA est difficilement éliminée car, sur résine
échangeuse d'anions notamment, le comportement de ces protéines
ne différe pas grandement de celui de 1'HPSM. Les points
(ou pH) isoélectriques sont en effet assez proches : hémo-
globine foetale = 6,8 ; bSA = 4,7 et HPSM = 5,2. C(es obser-
vations nous ont amenés & mettre au point un systéme de chro-
matographie d'affinité basé sur 1'utilisation de Sepharose
4B spécifique de 1'hémoglobine foetale et adulte bovine.

La chromatographie de 1'extrait contenant 1'hormone,
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Fig. 8 - ELECTROPHORESE DE DEUX PREPARATIONS D'HPSM, EN GEL
DE POLYACRYLAMIDE,

L'électrophorése est réalisée en gel de polyacrylamide

( acrylamide 7,5 % + 2,5 % de bisacrylamide dans 1'acrylamide)
en tampon glycine 0,5 M ajusté a pH 8,3 avec du Tris. La
migration se poursuit durant 5 heures ,dans un champ de

10 V/cm & la température de 4°C (confer 3.2.1. ,page 85).

* = prédparation d'HPSM n°® 322;20,40,80 ug ,légérement conta-
minée par 1'albumine

= albumine sérique bovine

HPSM purifiée

hormone de croissance ( bGH-NIH-B18)

prolactine( bPRL-NIH-B4)

WN ==
"
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sur une colonne d'affinité spécifique de 1'albumine et de
1'hémoglobine, a été réalisée dans les conditions décrites
antérieurement. Au fur et a mesure de son élution, la solution
débarrassée de 1'albumine et de 1'hémoglobine gqu'elle contenait
est chargée sur la colonne suivante. (Matrex Gel Red A).

Cette maniére de procéder permet une élution selon un débit
relativement faible sans allongement trop important de la durée
des opérations. Etant donné que cette chromatographie était
réalisée en connexion avec la suivante, nous n'avons pas

établi son rendement.

2.3.3.5. CHROMATOGRAPHIE SUR MATREX GEL RED A

Réalisée en dernier lieu, cette chromato-
graphie permet d'enrichir la préparation hormonaile 3,5 fois
( Fig.9); son rendement est de 52 %. La préparation hormo-
nale présente un niveau d'activité tres élevé et s'avére homo-
géne en électrophorése en gel de polyacrylamide ( Fig.8).

2.3.3.6. DIALYSE ET LYOPHILISATION

Les fractions les plus actives sont mé-
langées puis dialysées contre un tampon NH4HCO3 0,005 M;
ajusté é_pH 8,5 au moyen de NH4OH. Enfin , la solution conte-
nant 1'hormone est lyophilisée.

2.3.4. SCHEMA DE PURIFICATION DE L'HPSHM

La séquence de ces différentes étapes a
été étudiée de maniere a limiter au maximum Je nombre de dia-
lyses. L'extraction de 1'hormone par un tampon a pH 9,5 est
suivie d'une précipitation au sulfate d'ammonium et d'une
série de cing chromatographies réalisées sur : DEAE-Sephadex
A-25, Phenyl-Sepharose CL-4B, Blue Sepharose CL-6B, Sepharose
48 spécifique de 1'albumine et de 1'hémoglobine et enfin
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Fig.9 - CHROMATOGRAPHIE D'AFFINITE sUR MATREX GeL ReDp A,

pg/mi
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La colonne {( 1,5 x 10 cm) est équilibrée en Tris-HC1 0,02 M;
MgC]2 0,005 M; pH 7,5. Aprés chargement de 40 mg de protéines,
la colonne est lavée par le tampon d'équilibration puis, les
protéines sont éluées par un gradient lindaire de 2 fois

500 m1; le tampon A est le tampon d'éguilibration, le tampon 8
est du tampon A ,additionné de KC1 0,3 M.

Le débit est de 80 ml/heure et la température de 4°C.

En abscisse: numéro des fractions de 12 ml

En ordonnéde: & gauche e = densité optique ( 235 nm)
a droite A = activité prolactinique { z=g/ml)
a droite # = activité somatotrope ( ug/ml)

‘ = début du gradient
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Matrex Gel Red A

Le facteur d'enrichissement est calculé en rapportant
1tactivité spécifique ( activité hormonale/protéines) de
chaque étape de la purification a celle de 1'extrait initial
( tableau 6).
L'application minutieuse de ce schéma de purification permet

d'enrichir = 1,500 fois la préparation en HPSM,

Dans le dosage de la prolactine, la quantité d'HPSM
nécessaire pour produire une inhibition de 50 % de la liaison
correspond a 0,8 fois celle de prolactine NIH-B4 — capable
d'entrainer cette méme inhibition de 50 % - (Fig.10).

Dans le dosage de 1'hormone de croissance, la quan-
tité d'HPSM capable de produire une inhibition de 50 % de
la liaison équivaut a 0,3 fois celle de 1'hormone de croissance
NIH-B18 — nécessaire a produire cette méme inhibition— (Fig.1l).

L'absence de parallélisme entre les courbes d'inhi-
bition — produites par les diverses préparations d'HPSM et
celles produites par les hormones hypophysaires de référence —
situe T'HPSM comme agoniste partiel de ces hormones dans les
dosages. Dans ces conditions, i1 parait plus logique de
comparer 1'HPSM aux hormones hypophysaires, non plus en termes
d*inhibition de 50 % mais plutdt en fonction de la guantité
minimale d'hormone capable d'inhiber la 1iaison de 1'hormone
radioactive. .

Dans le dosage de la prolactine, la plus petite
quantité d‘HPSM produisant une inhibition significative de
la liaison de 1'hormone radioactive est de 0,13 ng; par
comparaison ,celle .de prolactine (PRL-NIH-B4) est de 0,75 ng.

Dans le dosage de 1'hormone de croissance,
la plus petite quantité d'HPSM produisant une inhibition
significative de 1a liaison de 1'hormone radioactive est de
0,08 ng; par comparaison, celle de 1'hormone de croissance
(GH-NIH-B18) est de 0,18 ng.



Tableau 6 - ACTIVITE HO&MONALE DE LA PREPARATION AU COURS DES DIFFERENTES ETAPES DE
L’ ISOLEMENT , RENDEMENT DE LA PURIFICATION ET FACTEUR D'ENRICHISSEMENT

DE L'HORMONE,

Etapes de 1'isolement Protéines
(mg)

Extrait d'un kg de

cotyl. foetaux 42.500
Précipité 65 %

(NH4)2504 8.500
DEAE-Sephadex A-25

Fraction III (0,1 M) 1.390
Phenyl-Sepharose CL-48 193
Blue Sepharose CL-68 9

Sepharose 4B spécifique
de 1'albumine et de
1'hémoglobine -

Matrex Gel Red A 1

Activité hormonale

40,2

23,4
14,9
7,8

4,4

Récupération
de l'activité
hormonale en %

48

28
17

* Ces résultats correspondent & la moyenne de 3 purifications.

Facteur
d'enrichissement

37
433

1.510

_81-
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Fig. 10- ETUDE DU COMPORTEMENT DE L’HPSM DAMS LE DOSAGE DE LA
PROLACTINE PAR LIAISON RADIOCOMPETITIVE AUX RECEPTEURS
MEMBRANAIRES MAMMAIRES DE LAPINE GESTANTE,
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PRL.B4
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¥ L4

L) 1 4
o1 1 10 100 1000
125,

Caractéristiques: T = 15.000 cpm PRL NSB = 440 cpm = 3 %;
Bo/T = 22 %; Bmax/T = 46 %.
En abscisse: ( échelle logarithmique) Quantité d'hormone froide,

additionnée au milieu{ ng/tube).
En ordonnée: ( échelle Togit) B/Bo x 100.

Hormone Pente Dose produisant une Dose minimale pro-
inhibition de 50 % duisant une inhi-
de la liaison bition (ng/tube)

{ ng/tube)
Prolactine - 1,02 6,07 + 0,25 0,75
Hormone de
croissance - 1,29 554,20 + 22,50 75,13
HPSM .
purifiée - 0,72 4,75 + 0,14 0,13

* Pente significativement différente ( P<0,05) de celle obtenue

pour la courbe d'inhibition par la prolactine bPRL-NIH-B4.
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Fig.1l - ETUDE DU cOMPORTEMENT DE L’'HPSI DANS LE DOSAGE DE
L’HORMONE DE CROISSANCE PAR LIAISON RADIOCOMPETITIVE
AUX RECEPTEURS MEMBRANAIRES HEPATIQUES DE LAPINE
GESTANTE,
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Caractéristiques: T = 15.000 cpm GH I; NSB = 500 cpm = 3,3 %;
Bo/T = 19 %; Bmax/T = 39 %.
En abscisse: ( échelle logarithmique). Quantité d'hormone

froide, additionnée au milieu{ ng/tube)
En ordonnée: ( échelle logit) B8/Bo x 100.

Hormone Pente Dose produisant une Dose minimale
inhibition de 50 % produisant une
de la liaison : inhibition
{ ng/tube ) { ng/tube )

Hormone de

croissance - 0,66 4,99 + 0,18 0,18
Prolactine - 0,64 29,98 + 1,09 0,84
HPSM purifide - 0,817 1,33 + 0,04 0,08

* Pente significativement différente ( P < 0,05 ) de celle
obtenue pour la courbe d'inhibition par l'hormone de

croissance bGH-NIH-BIS
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2.4. DISCUSSION

L'optimisation d'un schéma de purification
de 1'HPSM n'a été possible que suite & une longue série
d'essais au cours desquels de nombreuses techniques ont été
éprouvées . La plupart se sont révélées inopérantes ou mal
adaptées & notre préparation, elles ont, de ce fait, été
abandonnées.

Parmi ces méthodes, nous signalerons en particulier:

- la filtration sur gel, qui s'est révélée efficace mais qui
reste mal adaptée au traitement de grandes quantités de
protéines;

- 1a chromatographie sur résines échangeuses de cations
(CM ou SP-Sephadex) qui nous a fourni des résulats médiocres
suite & 1'insolubilisation d'une fraction importante des
protéines, lorsque le pH de la solution est inférieur a 6;

- la chromatographie d'adsorption sur hydroxylapatite qui
ne permet aucun enrichissement de 1‘'hormone;

- la chromatographie d'affinité sur Con A-Sepharose qui
s'est révélée inutile.

Ces premiers essais ont attiré notre attention sur

la dégradation rapide de 1'HPSM en solution. Des lors, 1'effi-

cacité d'une méthode de purification apparait comme liée,

du moins partiellement, & sa rapidité.

L*application du schéma de purification comprend
différentes étapes qui doivent @tre réalisées dans un ordre
déterminé., La séquence comprend les étapes suivantes:
extraction de 1'hormone a partir des cotylédons foetaux, pré-
cipitation des protéines au sulfate d'ammonium et enfin cing
étapes chromatographiques. Ces dernieres sont basées sur
différentes propriétés des protéines: charge électrique, hydro-
phobicité, affinité spécifique des immunoglobulines — immobi-
lisées — pour Teur antigéne homologue et affinité des protéines



-82-~

pour les colorants de type Cybacron (Blue Sepharose.CL-68)
ou Procton (Matrex Gel Red A.)

Au cours de ces opérations, 1'hormone est purifiéde
environ 1.500 fois. <Ce facteur de purification est nettement
plus élevé que celui décrit par Bolander et Fellows (1376)
qui ont enrichi leur préparation initiale 41 fois, et que
celui de Hayden et Forsyth (1979) qui ont purifié 1'HPSM

300 a 500 fois.

Les deux activités principales, prolactinique et
somatotrope de 1'HPSM sont dosées, au cours de chacune des
différentes édtapes de son enrichissement et,aucune discordance
n‘est observée dans les résuitats de ces dosages. En effet,
en dehors de 1'erreur de quantification due & 1'absence de
parallélisme des courbes de dilution, 1'enrichissement
suit la méme progression dans les deux systémes de dosage.
Cette observation suggére fortement que c'est bien Ta méme
protéine qui possade simultanément ces deux activités.

Dans le dosage de 1a prolactine et dans celui de
1'hormone de croissance, par liaison radiocompétitive aux
récepteurs membranaires, les pentes des courbes d'inhibition
par 1'HPSM, ne sont pas paralleles & celles des standards,
utilisés dans ces dosages, de sorte qu'‘aucune comparaison
quantitative d'activité ne peut &tre établie ( Fig.l0 et 11};
1'HPSM doit &tre considérée comme agoniste partiel de la
prolactine et de l'hormone de croissance. Dans la limite
de validité des comparaisons qui peuvent 8tre faites,
1'HPSM possede, & la fois, une activité prolactinique et une
activité somatotrope élevées. Cette caractéristique 1'appa-
rente & 1'0CS (oPL), qui présente également ces deux activités
a un niveau élevé ,mais Ta distingue considérablement de
1'hPL qui ne posséde qu'une faible activité somatotrope.
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Bien que les correspondances soient difficiles a
établir, a cause de la variété des standards de référence
et des systémes de dosage utilisés, nous pouvons tenter de
comparer notre préparation a celles des autres auteurs '
ayant purifié 1'HPSM.

Bolander et Fellows (1976) obtiennent une préparation dont
1'activité est tres faible. Dans leurs dosages par liaison
radiocompétitive aux récepteurs membranaires, 1 mg de cette
hormone présente la méme activité que 1,3 ug de prolactine
(NIH-B3) et que 630 ng d'hormone de croissance (NIH-B17) bovines.
Dans leurs expériences, les courbes d'inhibition de la tiaison
par le bPL apparaissent comme paralleles & celles des stan-
dards de référence.

Roy et coll., (1977) ont purifié une hormone présentant une

.

activité somatotrope équivalente a 0,3 UI/mg et une activité
prolactinique équivalente &8 7 Ul/mg ,mesurées selon la méthode
de dosage par liaison radiocompétitive aux récepteurs mem-
branaires. Ce niveau d'activité n'est pas sensiblement
différent de celui de notre préparation, bien gu'il soit
inférieur surtout en ce qui concerne Ttactivité somatotrope.
Enfin, Hayden et Forsyth (1979) ont obtenu une prépa-
ration de bPL, douée d'une activité biologique équivalente
a celle de la prolactine ovine ( 25 Ul/mg protéine) . Cette
activité a été mesurée dans un test biologique in vitro
basé sur la stimulation de 1'activité sécrétoire de la glande
mammaire de souris.



CHAPITRE II1

3. ETUDE DES CARACTERISTIQUES PHYSICO-CHIMIQUES DE L’HPSM,

3.1. INTRODUCTION

Nous disposions d'une préparation d'HPSM
tres active dans les dosages de la prolactine et de 1'hormone
somatotrope, par liaison radiocompétitive aux récepteurs
membranaires. [1 nous a paru intéressant d'étudier les carac-
teres physico-chimiques de cette molécule hormonale placentaire,
dans le but plus particulier de la comparer aux hormones hypo-
physaires, auxquelles elle est apparentée.

Nos recherches ont d'abord porté sur le contrdle de
1'homogénéité de la préparation;ensuite elles ont eu pour
objectif la détermination du poids moléculaire (PM) et du point
isoélectrique (pHi) de 1'HPSM,

3.2. MATERIELS ET METHODES

3.2.1. ELECTROPHORESE EN GEL DE POLYACRYLAMIDE

Cette technigue fut développde selon les
méthodes d'Ornstein (1964) et de Davis (1964), modifides de la

maniére suivante:
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Préparation du gel

7,4 g d'acrylamide et 0,2 g de bisacrylamide
sont dissous dans 95 ml de tampon glycine (0,5 M) ajustd i
pd 8,3 au moyen de Tris puis additionnés successivement de
75 mg de persulfate d'ammonium dilués dans 5 ml de tampon
Tris-glucine et de 150 ul de Temed ( N-N'=-N'-N'-tdtraméthyléne-
diamine). La solution est ensuite versée dans l'emplacement
prévu a4 cet effet dans l'appareil d'électrophorése. Un peigne
est placé au-dessus du gel de maniere a créer 20 godets de
= 50 ul. La polymérisation est compléte aprés 10 a 15 minutes.
Le gel est ensuite refroidi & 0°C, puis le peigne est retiré
et les deux réservoirs d'édlectrodes sont remplis de tampon
glycine 0,5 M ajusté & pH 8,3 au moyen de Tris. Les dimen-
sions du gel sont les suivantes: largeur= 20 cm; hauteur =10 cm;

dpaisseur= 0,15 cm.

Préparation des échantillons

Les protéines sont diluédes a la concentra-
tion de 2 mg/ml dans du tampon Tris-glycine 0,5 M; pH 8,3 ;
10 % de glycérol (V/V) et additionnédes de gquelques grains de
bleu de bromophénol. Cing a 25 ul ( 10 & 50 ug de protédines)

sont déposés dans chaque godet.

Migration

L'électrophorése est assuréde grdce a un
champ électrique de 3 V/cm durant 1/2 heure puis de 10V/cm
pendant 4 a 5 heures, soit jusqu'au moment ou le bleu de
bromophénol a parcouru toute la hauteur du gel. La tempéra-
ture est maintenue aux environs de 0°C au moyen du systéme

réfrigérant avec circulation de liguide.
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Fixation

Le gel est fix€ pendant 16 heures & tempé-
rature ordinaire dans un mélange eau(7), méthanol (3) (V/V)
additionné de 144 g/l d'acide trichloracétique et de 34 g/l

dtacide sulfosalicyligue.

Coloration

Le gel est ensuite coloré pendant 1 heure
1/2 & température ordinaire dans un mélange d'eau désionisée
(4,5), méthanol (4,5), acide acétigue (1) (V/V/V) contenant

2,5 g de bleu de Coomassie R 25C par litre (0,25 %).
Décoloration

Le gel est décoloré par passages successifs
dans plusieurs bains d'un mélange d'eau désioniséde (1), méthanol
( 0,3), acide aceétigue (0,1) (V/V/V). La décoloration est

poursuivie jusgu'ad clarification du fond du gel.

3.2.2. ELECTROPHORESE EN GEL DE POLYACRYLAMIDE REALISEE EN
PRESENCE DE SIS,

La technigue fut développée selon les
méthodes de Shapiro et coll.(1967); Weber et Osborn [(1969);
Pitt-Rivers et Impiombato (1968) et Nelson (1971) modifiées

de la maniére suivante:
Préparation du gel

7,4 g d'acrylamide et 0,2 g de bisacry-~-
lamide sont dissous dans 95 ml de tampon phosphate 0,1 M;
pH 7,1 contenant 10 g/l de SDS. Ce mélange est additionné

de 75 mg de persulfate d'ammonium dilués dans 5 ml de tampon
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et de 150 ul de Temed. La solution ainsi préparde est versée
dans l'emplacement prévu a cet effet dans l'appareil d'édlec-
trophorése. La polymérisation est compléte aprés 10 a 15
minutes. Le gel est refroidi a 0°C, les réservoirs d'élec-
trodes sont remplis de tampon phosphate de sodium 0,1 M;

pH 7,1. Les dimensions du gel sont les suivantes: largeur=

20 cm; hauteur= 10 cm; épaisseur= 0,15 cm.
Préparation des échantillons

Les protdines sont solubilisédes & la concen-
tration de .1 a 2 mg/ml dans le tampon phosphate O,l1 M;pH 7,1
contenant 1 % en volume de 2-mercaptodthanol et 1 % en poids
de SDS. Les €dchantillons sont incubds pendant 16 heures &
30°C dans un bain-marie. Avant le chargement, chaque édchantillon

est additionné de glycdrol et de gquelques grains de bromophénol.
Migration

L'électrophorése est assurde par un champ
dlectrigque de 3 V/cm durant 1 heure puis dé 10 V/cm durant
5 a 6 heures,soit jusgqu'au moment ou le bleu de bromophénol
a parcouru toutre la hauteur du gel. La température est maintenue

4 0°C pendant toute la migration.
Fixation, coloration et décoloration

Ces dtapes sont rédalisdes de la méme maniére

que précédemment.

3.2.3. FOCALISATION ISOELECTRIQUE EN GEL DE POLYACRYLAMIDE

La focalisation isodlectrique en gel de
polyacrylamide a été rédalisde suivant les méthodes de Svensson

(1361); Vesterberg et Svensson (1966); Leaback et Rutter(1968);
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Dale et Latner (1968); Wrighley (1968). Elle a été dévelop-

pée de la maniére suivante:
Préparation des tampons

Le tampon anodigue est constitué d'acide

glutamique 0,04 M; le tampon cathodigue ,d'histidine 0,2 M.
Préparation du gel

2,5 g d’acrylamide et 0,150 g de bisa-
crylamide sont solubiliséds dans 50 ml d'eau distillée. Ce
mélange est additionné successivement de 3 ml d'ampholytes
(Pharmalytes) pH ¢ - 6,5 ou pH 3 - 10, de 500 yl d'une solu-
tion de persulfate d'ammonium a 75 mg/ml et de 75 ul de Temed.

Ainsi préparde, la solution est versée dans l'emplacement

prévu & cet effet dans l'appareil d'électrophorése. La
polymérisation est compléte aprés 10 & 15 minutes. Les dimen-
sions du gel sont: hauteur = 10 cm; largeur= 5,5 cm; épaisseur=

0,15 cm; le godet créé au-dessus a 2 cm de large ( contenance
= 150 ul). Le gel est réfroidi a 0°C, les réservoirs d'élec~-
trodes sont remplis au moyen des tampons anodigue et cathodigue

décrits ci-dessus.

Préparation des échantillons

50 ug de protéines.sont solubilisés dans
une solution contenant 10 % de glycérol et guelgues grains de
bleu de bromoph€nol. Cette solution est ensuite déposéde dans

le godet du gel.
Migration
Une préélectrophorése est réalisée pendant

1l heure, dans un champ de 8 V/cm; l'intensité du courant est

de = 7 mA.
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L'électrophorése, proprement dite, est conduite pendant 16 a
17 heures dans un champ de = 8 V/cm; l'intensité du courant
diminue progressivement jusqu'a = 1 mid. La température

est maintenue a 0°C pendant toute la migration.
Coloration

Le gel est coloré dans un solution d'acide

perchlorigue & 3,4 % et de bleu de Coomassie R 250 a 0,04 %,
pendant 24 2 48 heures (Reisner et coll.,1975).

Décoloration

Cette derniere est rfalisde dans un mélange
contenant 500 ml d'eau, 150 ml de méthanol et 50 ml d'acide

acétique.

3.2.4. ETUDE DU POIDS MOLECULAIRE,

Le.poids moléculaire de 1'HPSM a été déter-
miné par électrophorése en gel de polyacrylamide en présence
de SDS, par comparaison avec d'autres protéines de poids molé-
culaire connu: cytochrome C (PM = 12.500), chymotrypsinogéne
( PM = 25.000), albumine de blanc d'oceuf (PM = 45,000), sous
unitd de 1l'aldolase (PM = 39.500), albumine sérique bovine
(PM = 68.000).

3.2.5. ETUDE DU POINT ISOELECTRIQUE

3.2.5.1. ETUDE DU pHi PAR UNE SERIE D'ELECTROPHORESES REALISEES
A DIFFERENTS pH.

Utilisant la méthode publide par Longsworth

{1941}, nous avons réalisé plusieurs dlectrophoréses de



-91-

l1'HPSM & différents pH : pH 8,3 en Tris-glycine 0,5 M¥; pH 6,9
en Tris-acide acétique; pH 5,8 en tampon phosphate de sodium
et & pH 4,6 en acédtate de sodium.

A pH 4,6, 1'HPSM s'insolubilise et l'électrophorése est

impossible.

3.2.5.2. ETUDE DU pHi PAR FOCALISATION ISOELECTRIQUE EN
GEL DE POLYACRYLAMIDE

La focalisation isoélectrigue en gel de
polyacrylamide est rdalisée de la maniére décrite précédemment.
Directement aprés la migration, le gel est coupé en deux

sur toute sa longueur.
Une moitié est découpée transversalement en petits fragments
de 5 mm de long. Ceux-ci sont incubés séparément pendant
2 heures dans des tubes contenant 2 ml d'eau désionisée.
Passé ce dédlai, le pH de chague échantillon est déterminé
et reporté sur papier millimétré en vue d'établir une échelle

de pH.

3.3. RESULTATS

3.3.1. HOMOGENEITE DE LA PREPARATION D'HPSM

3.3.1.1. ELECTROPHORESE EN GEL DE POLYACRYLAMIDE

La Fig.8 représente 1'image de migration
d'une préparation d'HPSM purifiée en électrophorése
en gel de polyacrylamide. Elle montre son homogénéité
de charge et permet la comparaison avec la prolactine(PRL-NIH-
B4) et 1'hormone de croissance ( GH-NIH-B18).
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3.3.1.2. ELECTROPHORESE EN GEL DE POLYACRYLAMIDE SDS

L'image électrophorétigque présentée 3 1la
Fig.12 montre que la préparation d'HPSM est également
homogéne selon le critére de la taille moléculaire.

3.3.1.3. FOCALISATION ISOELECTRIQUE EN GEL DE POLYACRYLAMIDE

L'image de la migration de la préparation
d'HPSM purifiée, en focalisation isoélectrique permet de
repérer une bande principale entourée de deux autres bandes
d'intensité plus faible. (Fig.13).

3.3.2. PoIDS MOLECULAIRE (PM)

L'électrophorése en gel de polyacrylamide,
réalisée en présence de SDS permet de situer le poids molé-
cultaire de 1'HPSM aux environs de 33.000 daltons ( Fig.12).

Ce résultat est obtenu en comparant la migration de 1'HPSM

IS

& celle de différentes protéines de poids moléculaire connu.

3.3.3. POINT ISOELECTRIQUE (PHI)

Le point isoélectrique de 1'HPSM a é&té
déterminé par une série d'électrophoréses rédalisédes 3 diffé-
rents pH : 8,3 ; 6,9 et 5,8 (Fig.1l4). L'utilisation d'un
pH plus acide (4,8) s'est révélée impossible car la protéine
stinsolubilise.

Cette méthode permet, néanmoins, de situer le point
isoédlectrique de notre préparation d'HPSM aux environs de 5,2.

En focalisation isoélectrique en gel de polyacrylamide,la
bande la plus intense correspond au pH de 5,2 (Fig.l1l3).
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Fig.12 - ELECTROPHORESE DE L'HPSM EN GEL DE POLYACRYLAMIDE SDS:

DETERMINATION DE SON PM PAR COMPARAISON A DES PROTEINES

CONNUES,

DETERMINATION DU PM

Migration (c¢m)
10,

PM

| S . S S it
T 3 4 56 7gapcatens
105

Les chiffres inscrits sur la photo et dans le graphique
correspondent aux protéines suivantes:

1= cytochrome C :PM = 12,500 daltons;

2= chymotrypsinogéne: PM = 25,000 daltons;

3= hormone placentaire somato-mammotrope;

4= albumine de blanc d'oeuf : PM = 45,000 daltons;

5= albumine sérique bovine: PM = 68.000 daltons;

6= sous-unité de 1'aldolase: PM = 39.500 daltons.



Fig.13 - FOCALISATION ISOELECTRIQUE DE L’'HPSHM PURIFIEE EN GEL
'DE POLYACRYLAMIDE,

DETERMINATION DU PHi

z /

migration

6§ 8 (cmid

~ o
Fa

La focalisation isoélectrique représentée sur la photo a été
réalisée dans les conditions décrites dans le texte en utili-
sant des ampholytes de pH 4 & 6,5. La courbe de pH représentée
a droite est issue d'une focalisation isoélectrique réalisée
en présence d'ampholytes de pH 3 & 10.

e ;. @ndroit oll se Lrouve 1'HPSM en fin de migration,
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Fig. 14 - DETERMINATION DU POINT ISOELECTRIQUE (PHI) DE.

L'HPSM PAR LA REALISATION, A PH DIFFERENTS. DE
PLUSIEURS ELECTROPHORESES EN GEL DE POLYACRYLAMIDE,

Mobilite
8-

6

4

En abscisse: pH ( en unité) cm2
En ordonnée: mobilité ( u. sec. ! par V.cm'l) ou x 1074
S ————— V.sec.

Au cours de ces différentes électrophoréeses réalisées a pH
décroissants {( 8,3; 6,9 et 5,8) la mobilité de 1'HPSM a été
établie selon la formule suivante:

vitesse

mobilité =
champ
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3.4. DISCUSSION

L'homogénéité de la préparation d'HPSM
a été contrdlde par différentes techniques : électrophoreése,
électrophorése en présence de SDS et enfin focalisation iso-
électrique en gel de polyacrylamide. Si les deux premiéres
technigues plaident en faveur d'une homogénéité parfaite de
la préparation, la troisigme révadle une certaine hétérogénéi-
té due a3 la présence de deux fractions mineures. Ces derniéres
pourraient correspondre a des formes de déamidation de 1la
protéine, & moins qu'elles ne refletent 1'existence d'iso-
hormones comme cela a été décrit pour 1'hormone de croissance
humaine ( Yadley et col1.,1973).

Deux méthodes différentes nous ont permis de fixer
le point isoélectrique de 1'HPSM & = 5,2, Ce résultat dif-
fare peu de celui de Hayden et Forsyth (1979) (pHi = 5,3)
et de celui de Bolander et Fellows (1976) { pHi = 5,9).

En ce qui concerne le poids moléculaire de 1'HPSM,
notre résultat ( = 33.000 daltons) concorde avec les travaux
de Bremel et col11.(1980) mais diffeare de ceux de Bolander
et Fellows (1976) qui attribuent & 1'HPSM un poids moléculaire
de 22.150 , de ceux de Roy et ¢o011.(1977) qui évaluent son
poids moléculaire & 60.000 et enfin de ceux de Hayden et
Forsyth (1979) qui le situent & 45,000 daltons. Ces auteurs
ont établi le poids moléculaire de 1'HPSM par chromatographie
sur gel ( filtration moléculaire). Notre expérience montre
cependant que cette méthode fournit le plus souvent un profil
élargi centré sur des poids moléculaires variant de = 30.000
a = 60.000. Selon toute vraisemblance, ces profils é]argjs
sont dus a des agrégats de molécules intactes ou de fragments
de molécules d'HPSM. Ce phénoméne explique probablement la

variabilité de la valeur du poids moléculaire rapportée par
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ces différents auteurs. C'est la raison pour laguelle nous
avons retenu — comme méthode de détermination du poids molécu-
laire — 1'électrophorése en gel de polyacrylamide SDS apreés
solubilisation de la préparation hormonale — hautement puri-
fiée et tres active — en SDS et 2-Mercaptoéthanol.

La valeur du poids moléculaire que nous avons déter-
minée,soit 33.000 daltons, laisse entrevoir une grande dif-
férence entre 1'HPSM et les hormones hypophysaires apparentées:
1'hormone de croissance bovine, qui comporte 191 acides aminés
et présente un poids moléculaire de 21.600 (Wallis,1973) ainsi
que la prolactine bovine, qui comprend 199 acides aminés et
présente un poids moléculaire de 22.500 (Wallis,1974),

A ce propos, i1 parait intéressant de rappeler 1'hy-
pothése de Njall et co011.(1971) suggérant 1'existence d'un
petit peptide ancestral a 1'origine de toutes les hormones
Tactogéniques et somatotropes, qu'elles soient d'origine
hypophysaire ou piacentaire. (e peptide qui, initialement
était constitué de 25 & 50 acides aminés, aurait subi plusieurs
duplications génigues au cours de 1'évolution. En effet,
la duplication des génes est considérée comme un moyen habi-
tuel de diversification génétique au cours de 1'évolution des
vertébrés (Dayhoff,1972).

Les hormones hypophysaires et placentaires déja
étudiées, telles 1T'hPL, 1'0PRL et 1'hGH, dans lesquelles
quatre zones d'homologie interne se retrouvent, contiendraient
4 fois ce peptide ancestral; i1 est possible que 1'HPSM
dont le poids mofécu1aire est de 33.000 daltons en comprennne
6 répliques. Cette proposition reste évidemment conjecturale.

Cette particularité de structure de 1'HPSM est compa-
tible avec une activité hormonale bifonctionnelle tres élevée,
ainsi que le montrent les résultats de nos recherches ulté-
rieures.



CHAPITRE IV

4. ETUDE DE LA LIAISON DE L’HPSH AUX RECEPTEURS MEMBRANAIRES
DE LAPINE GESTANTE.

4.1. INTRODUCTION

Tout au long des différentes étapes de la
purification, nous avons repéré 1'HPSM, en mesurant son
activité prolactinique et somatotrope, dans les dosages de
la prolactine et de 1'hormone de croissance, par liaison
radiocompétitive aux récepteurs membranaires. Les courbes
de dilution, des différentes préparations d'HPSM, ne sont

pas paralleéles a celles des standards de référence PRL-NIH-B4
et GH-NIH-B18 ( Fig.10 et Fig.11l).

.

Cette observation nous a amenés a étudier la liaison
de 1'HPSM aux récepteurs membranaires de lapines gestantes.

Dans un premier temps, cette étude impligue le mar-
quage de 1'hormone & 1'iode 125 et la caractérisation de
1'hormone radioactive.

Dans un deuxiéme temps, nous avons comparé le compor-
tement de 1'HPSM purifiée a celui de 1'HPSM native. En
effet, le grand nombre d'étapes nécessaires a la purification
de 1'HPSM pouvait nols faire craindre une dénaturation par-
tielle de 1'hormone, susceptibie de modifier sa liaison aux
récepteurs.
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Dans un troisiéme temps, nous avons caractérisé et
comparé entre elles, les liaisons de 1'HPSM, de 1'hormone de
croissance et de 1a prolactine aux récepteurs hépatiques et
mammaires de lapine gestante. C(Cette édtude se justifie du
fait de l'activité bifonctionnelle de 1'HPSM, capable de se
lier a la fois aux récepteurs somatotropes et aux récepteurs
mammotropes.

4.2. PIATERIELS ET METHODES

4.2.1. RADIOMARQUAGE DE L'HPSHM A L'1ope 125

L'HPSM a été margquée a l1'iode 125 suivant
la méthode a la lactoperoxydase de Thorell et Johansson(1l971)
dans les proportions de 2,5 et 5 ug d'hormone pour Il mCi
d'iode 125. La technigque a étéd décrite en détail au paragraphe
1.2.1.1., page 34.

4.2.2. PREPARATION DES FRACTIONS TISSULAIRES RICHES EN
RECEPTEURS.,

Ces derniéres ont é&té prépardes exactement
de la méme maniére gue pour les dosages de la prolactine et

de l'hormone de croissance (paragraphe 1.2.1.2., page 35).

4.2.3. PréparRATION DE L'HPSH NATIVE

L'hormone native a &ét€ preéparde de la

maniére suivante:

- les cotylédons foetaux et maternels sont broyés pendant
environ une minute et extraits dans un rapport poids/
volume de 1/5 en tampon glycine 0,05 M ajusté a pH 7,5

par de l'hydroxyde de sodium et additionné de chlcrure de
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sodium 9 g/litre;

- l'extraction est poursuivie pendant une heure a la tempé-
rature de 4°C puis la solution est clarifide par centrifu-
gation & 13.000 ¢ pendant 40 minutes & 4°C.

Ce mode d'extraction a été choisi en vue

d'éviter toute dénaturation de l'hormone.

4.2.4. MESURE DE LA LIAISON DE L'HPSM Aux RECEPTEURS

4.2.4.1. RECEPTEURS HEPATIQUES

L'incubation est réalisée dans des tubes
de cristal de polystyréne ( 75 x 13 mm); les réactifs sont
ajoutés dans l'ordre suivant:

- 100 ul d'HPSM radiomarguée correspondant & 15.000 cpm;
- 100 ul de suspension de récepteurs correspondant & 140 ug

de protéines;

100 pl de la dilution d'hormone froide ou de la solution
a doser;

- 200 ul de tampon.

Les tubes sont incubés durant 16 heures & 20°C.

Aprés centrifugation et lavage du culot, la radiocactivité

est déterminde au moyen d'un compteur gamma.
4.2.4.2. RECEPTEURS MAMMAIRES.

Les conditions