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NOTE
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RÉSUMÉ

L’estimation du contenu en hormone somatotrope d’une hypophyse nécessite au préalable
son homogénéisation. Trois types de traitements ont été envisagés : ultraturrax, ultrasons,
potter. Les deux premiers détruisent l’activité biologique. Seul le broyage au potter la conserve.

INTRODUCTION

Le test d’accroissement en épaisseur du cartilage de tibia de rat hypophysectomisé (EVANS
et al., 1943 ; GREENSPAN et al., 1949; GESHWIND et Li, 1955) est classiquement utilisé pour
mesurer l’activité somatotrope de l’hypophyse. Cette glande doit auparavant être mise sous
forme injectable, donc homogénéisée. Des déboires initiaux nous ont amenés à voir dans quelle
mesure ce traitement pouvait affecter les résultats obtenus.

MATÉRIEL ET MÉTHODES

Nous avons testé trois types de mise en suspension dans l’eau distillée du tissu hypophysaire :
a) par projection à grande vitesse (ZO o0o t/mn) du matériel tissulaire contre un stator

d’acier crénelé, type Ultraturrax ;





b) par ultrasons de fréquence 20 00o hertz ;
e) par écrasement à la main dans un broyeur de Potter-Elvehjem.
Dans les minutes qui suivent son prélèvement, chaque hypophyse est pesée, mise en suspen-

sion par homogénéisation au Potter, congelée et conservée à - 250C en attendant d’être dosée.
Pour obtenir une bonne homogénéisation le broyage durait dans chaque cas de 2 à 3 minutes,

en chambre froide à + 40C. Cette durée totale représente la somme d’une succession de petites
séquences d’une dizaine de secondes pour éviter une élévation de température de la solution.
Ont été ainsi traités une GH bovine purifiée (BGH Byla lot oi/69) et des tissus hypophysaires
totaux.

Les conditions expérimentales sont les mêmes que celles décrites précédemment (voir « Do-
sage de l’hormone de croissance (GH) par le test tibia : importance du choix des animaux o).

RESULTATS

Les données de la figure i nous permettent de constater que l’activité biologique de la solu-
tion standard contenant la GH purifiée (droite Sl-S2) n’est en rien affectée par son traitement
au Potter (S3-S4). Par contre, après traitement à l’Ultraturrax, cette même solution standard

perd toute activité biologique (Sl-S2)
Avec du matériel hypophysaire brut, le même phénomène se produit. Une hypophyse homo-

généisée au Potter donne une droite réponse P.-p2 parallèle au standard SeS2’ Lorsque la glande
est traitée à l’Ultraturrax (Tl-T2) ou aux ultrasons (UeU2). on assiste à un effondrement de
l’activité biologique.

Par ailleurs, un changement d’aspect très net se produit au sein de la solution standard
après passage à l’Ultraturrax : de parfaitement limpide, elle devient trouble. Elle peut être recla-



rifiée par centrifugation avec obtention d’un culot, mais la dialyse de ce culot contre un tampon
à pH élevé pendant 72 heures n’a pas permis sa remise en solution.

En électrophorèse sur gel de polyacrylamide à 7,5 p. 100 la BGH Byla 69/01 donne trois
bandes caractéristiques. Après traitement de la solution à l’Ultraturrax ou aux ultrasons, ces
trois bandes disparaissent complètement (fig. 2).

DISCUSSION

Toutes les observations faites : perte d’activité biologique, augmentation de la turbidité
de la solution et obtention d’un culot de centrifugation, disparition des pics d’électrophorèse,
laissent penser que des traitements mécaniques violents comme l’homogénéisation à l’Ultraturrax
ou aux ultrasons provoquent une dénaturation de la protéine hormonale. Le fait que le culot
de centrifugation ne puisse être remis en solution après une dialyse prolongée contre un tampon
de pH élevé permet de supposer que cette dénaturation est irréversible.

La protéine, soluble à l’origine, se présente après dénaturation sous forme d’agrégats, qui
précipitent. Ces agrégats auraient un encombrement spatial beaucoup trop important pour pou-
voir pénétrer dans le gel de polyacrylamide, ce qui expliquerait la disparition des deux bandes
de migration.

Au niveau moléculaire, on peut supposer que les liaisons hydrogènes, responsables de la
structure tertiaire de la protéine, ont été rompues par l’énergie mécanique, entraînant une des-
tructuration de la molécule, et se sont spontanément réétablies entre chaînes de façon anarchique,
provoquant l’apparition des agrégats (MARTY et MORETTI).

Un récent rapport de FROHMAN et al. (r972) fait mention d’une chute marquée d’immuno-
réactivité de préparations purifiées de GH de différentes origines après ultrasonication. Il est

donc possible que l’activité immunologique comme l’activité biologique soit affectée par ce type
de traitement.

Reçu pour publication en octobre 1973.
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SUMMARY

DETERMINATION OF PITUITARY SOMATOTROPIC ACTIVITY BY TIBIA TEST : I

EFFECT OF THE HOMOGENEIZING PROCESS OF THE GLAND

To estimate the pituitary growth hormone content, the gland must be previously homo-
geneized. Three different treaments have been considered : ultraturrax, ultrasound, potter.
Both the first impair any biological activity; only the latter preserves it.
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