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Présence d’une vasotocine dans la neurohypophyse de
la grenouille (Rana esculenta L.)

Les hormones neurohypophysaires du poulet responsables des activités ocytocique
et pressique ont été récemment purifiées!:? et trois substances ont pu étre mises en
¢vidence alors que chez les mammiféres deux hormones seulement, Iocviocine et la
vasopressine, rendent compte des activités mentionnées. Il a paru intéressant d’étudier
les principes actifs des vertébrés inférieurs chez lesquels la régulation du métabolisme
hydrominéral pose des problemes différents de ceux des mammiféres et des oiscaux.
L’existence d’un facteur nouveau chez les vertébrés a sang froid a été suggérée par
PicKERING ET HELLER®, SAWYER ¢t al.?, et MAETZ et al.5% sur la base de données
ptarmacologiques. L'hypophyse de grenouille se prétant ais¢ment a la séparation
des lobes “antérieur” et “postérieur”, ce matériel a été choisi en premier lieu.

La dissection de 20,000 glandes a fourni 2 g de poudre acétonique post-hypo-
physaire titrant environ 1 unité U.S.P. ocytocique ou vasopressique/mg. L’activité
“natriférique”, c’est-a-dire I’action sur le transport actif du sodium a travers la peau
isolée de grenouille, a été mesurée par la méthode de Ussing” modifiée par MOREL ¢t al 8,
en prenant comme référence le standard post-hypophysaire U.S.P., qui par convention
posséde 2 unités natriférique/mg. La poudre post-hypophysaire de grenouille titre
environ 1o unités natriférique/mg.

Deux préparations ont été effectuées en utilisant chaque fois 1 g de maticre
premiére. La purification a été entreprise en adsorbant spécifiquement les hormones
sur une protéine, la neurophysine du mouton®. L’extraction de la poudre par H,SO,
dilué¢, Taddition de neurophysine et la préparation du complexe par NaCl sont
conduites de la facon antérieurement décrite pour la purification des hormones du
pouletl. A ce stade environ 70-80 9%, des trois activités sont recueillies. Le complexe
est dissocié par l'acide trichloracétique a 5 9, qui précipite la neurophysine mais laisse
les principes actifs en solution (50 a 70 %, des 3 activités); aprés élimination de I'acide,
les hormones sont chromatographiées sur une colonne d’Amberlite IRC-50 en utilisant
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Fig. 1. Chromatographie des hormones neurohypophysaires de la grenouille sur Amberlite IRC-50:

les hormones sont adsorbées au sommet d’une colonne de résine forme H (0.9 X 10 cm); la colonne

est ensuite équilibrée avec un tampon acétate d’ammonium o.1 A7 & pH 5.0 et le gradient est
successivement réalisé avec des solutions 0.5 M et 0.75 M a pH 7.7.
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un gradient de pH et de force ionique au moyen de tampons acétate d’ammonium.
La Fig. 1 indique les résultats en cc qui concerne les activités ocytocique et pressique.

On constate la présence d’au moins trois substances actives. La premiére sortie de
la colonne posscde la majeure partic de activité ocytocique récupérée. La seconde
posséde les deux activités ocytocique et pressique. La troisicme ne posséde pratique-
ment que I'activité pressique et sa position sur le chromatogramme correspond a
celle de T'arginine-vasopressine des mammiféres. Les tubes contenant la deuxiéme
substance sont réunis et une fraction du matériel est rechromatographiée sur une
colonne de carboxyméthylcellulose (1.5 - 22 cm) en utilisant un gradient de pH et
de force ionique au moyen de tampons acétate d’ammonium (0.02 M, pH 5.23 0.2 M,
pH 7.0). On recueille des fractions de 1ml et on dose les trois activités pressique,
ocytocique et natriférique dans les tubes. On constate une coincidence des courbes
des 3 activités qui plaide en faveur de homogénéité du matériel. L'hydrolyse du
produit par HCI 6 N fournit les acides aminés suivants: (Cys),, Tyr, Ileu, Asp, u,
Pro, Arg, Gly avee une faible quantit¢ d’Ala. La substance isolée correspond par sa
composition en acides aminés, sa position sur le chromatogramme d’Amberlite IRC-50
et ses propri¢tés biologiques & une nouvelle hormone déja obtenue & partir de la
posthypophyse de poulet?; sa composition parait identique a celle d'un analogue de
la vasopressine, I’arginine-vasotocine, svnthétis¢ par KATSOYANNIS ET DU VIGNEAUDO.
Drautre part, étudices sur différents tests, les propriétés biologiques du produit isol¢
se sont avérées comparables i celles de l'arginine-vasotocine de synthese®. Ces résultats
sont en accord avec les observations pharmacologiques de SAWYER! suggérant
Pexistence de cette hormone chez les vertébrés inférieurs.
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I’arginine-vasotocine de synthése nous a été aimablement fournie par Dr. pu VIGNEATUD
que nous tenons a remercier.
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