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SUMMARY 

Evidence of independent action of neurohypophyseal peptides on water permeability and 
sodium active transport in frog urinary bladder 

Both water  permeabili ty and sodium active transport  are increased in frog 
urinary bladder by  neurohypophyseal peptides. Assays of hormone analogs on 
various biological structures indicate, however, that  these two effects are not strictly 
correlated and that  they could result from two separate actions of the hormone. 

In the present study, natriferic and hydrosmotic activities have been mea- 
sured simultaneously and a comparison of relative activities of oxytocin and argi- 
nine vasotocin achieved. 

Doses of oxytocin and arginine vasotocin that  produce the same increment of 
net water  flow, induce significantly different increases in short-circuit current. This 
fact implies a dissociation of the two effects which probably occurs at the hormone 
receptor level. 

INTRODUCTION 

Un argument  en faveur de l 'existence de deux actions ind6pendantes des pep- 
tides neurohypophysaires sur la perm~abilit6 ~ l 'ean et aux 61ectrolytes de la peau 
et de la vessie des amphibiens a 6t6 tir6 pr6c6demment I de la comparaison des 
activitds relatives de l 'ocytocine et de celtains de ses analogues sur ces deux perm6- 
abilit6s. 

La mise en 6vidence pour certains couples de peptides de rapports d'activit6s 
diff6rents pour Faction sur le courant de court-circuit (effet natrif6rique) et pour 
celle sur le flux net d 'ean (effet hydrosmotique) implique, en effet, une dissociation 
de ces deux actions, et ce, tr~s probablement,  d~s le niveau du r6cepteur de l 'hormone. 

Dans ce t rava iP  cependant, la d6termination des activit6s natrif6riques et 
hydrosmotiques avait  6t6 r~alis6e dans des conditions biologiques diff~rentes et il 
restait  possible que cette difference ffit A l'origine des r6sultats observ6sl, *. Nous 
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avons dans le pr6sent travail, grace A la mise au point d'une technique ad6quate, 
proc6d6 ~. la mesure simultan6e des deux activit6s biologiques pour un couple de 
peptides: l'arginine vasotocine et l'ocytocine. Les r6sultats obtenus confirment nos 
observations ant6rieures et excluent toute possibilit6 d'erreur due aux conditions 
exp6rimentales. 

MATERIEL ET M1~THODES 

Ce travail a 6t6 effectu6 sur la vessie isol6e de Rana esculenta L. Les animaux, 
qui proviennent de Vend6e sont conserv6s d~s leur arriv6e au laboratoire dans de l'eau 
courante maintenue ~ 2 ± 2 °. 

La vessie, pr6alablement remplie de Ringer est isol6e et rapidement mont6e 
la mani~re d'un diaphragme (surface 1.75 cm a) entre deux chambres coniques en 
lucite. Sa face s6reuse repose sur une toile en nylon (diam~tre de ill, 45/~; mailles, 
60 # x 60 #). 

La chambre s6reuse (volume 5 ml) est emplie de solution de Ringer (Na+, 
II4.5mequiv/1; K +, 5mequiv/1; Ca 2+, 2mequiv/1; CI-, II9mequiv/1; HCO3-, 
2.5 mequiv/1; pH 8.1), oxyg6n6e par barbottage d'air. Sauf indication contraire 
dans le texte,  la chambre muqueuse est emplie d'une solution hypotonique (Na+, 
7.5mequiv/1; K +, 5mequiv/1; Ca 2+, 2mequiv/1; CI-, I2.5mequiv/1; HCO3-, 
2.5 mequiv/1). Le m61ange de cette solution qui n'est pas gaz~e est assur6 au moyen 
d'un agitateur magn~tique. Dans tous les cas, le montage est suivi d'une p~riode 
d'6quilibration (environ i h e t  30 min) pendant laquelle la diff6rence de potentiel 
et le flux net d'eau spontan6s sont enregistr6s. Toutes les exp6riences sont faites 
temperature ambiante. 

A ctivit~ hydrosmotique 
L'activit6 hydrosmotique est estim~e ~ partir  des variations du flux net d'eau 

provoqu6es. La technique de mesure de ce flux a 6t6 d6crite pr6c6demment s. I1 s'agit 
d'une mesure volum6trique comportant l 'enregistrement de la quantit6 d'eau r6- 
inject6e dans la chambre muqueuse pour compenser le flux net d'eau A travers la 
pr6paration. Cette technique fournit une mesure quasi continue (un point par 
minute) et permet donc de suivre de mani~re pr6cise la cin6tique de r6ponse ~ l'hor- 
mone. 

A ctivitd natrifdrique 
Cette activit6 est estim6e par les variations du courant de court-circuit s que 

provoquent les peptides. La technique d'enregistrement utilis6e est celle d6crite par 
MOREL, MAETZ ET LUCARAIN 5. Les solutions baignant les deux faces 6rant diff6- 
rentes, pour 61iminer toute diff6rence de potentiel Ace niveau, la jonction avec les 
61ectrodes au calomel a 6t6 assur6e au moyen d'un capillaire empli d'une solution de 
KC1 satur6e dont l 'extr6mit6 est orient6e vers le haut (diam~tre, environ IOO/,). 

Mesure du flux entrant de sodium 
Les mesures du flux entrant  de sodium ont 6t6 effectu6es A l'aide de 24Na. 
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Protocole expdrimental et calcul des activit~s 
Les exp6riences o,it 6t6 conduites de mani~re A d6finir pour chaque pr6paration 

des doses sous maximales d'arginine vasotocine et d'ocytocine entrainant un accrois- 
sement identique du flux net d'eau. Le rapport  des activit6s natrif6riques des deux 
peptides est ensuite calcul6 el1 tenant  compte des accroissements correspondants du 
courant de court-circuit. 

Le courant de court-circuit pr6sente fr6quemment une d6rive au cours du 
temps.  Dans ce cas, sa valeur de base est estim6e par  interpolation. 

Peptides utilisds 
Les deux peptides utilis6s dans ce travail, l 'ocytocine (Syntocinon Sandoz) 

et l 'arginine vasotocine ont ~t6 obtenus par  synthbse* et employ6s A des concentra- 
tions variant  de 0.625 A IO miUi-unit6s hydrosmotiques par  ml (mU~/ml). 

RESULTATS 

Relation entre le f luz entrant de sodium et le courant de court-circuit 
On salt que le courant de court-circuit mesur6 A travers  une preparation dont 

les deux faces sont baign6es par  une solution de Ringer constitue une mesure fidble 
du flux net de sodium qui la traverse4, e. Ce flux net repr~sente la somme alg6brique 
d 'un flux entrant ,  stimulable par l 'hormone, et correspondant ~ un transport  actif, 
et d 'un flux sortant, non influenc6 par  l 'hormone. Nos exp6riences ayant  6t6 faites en 
pr6sence d 'un milieu muqueux fortement hypotonique, nous avons recherch6 queUe 
6tait  la relation entre le courant de court-circuit et le flux entrant  de sodium en 
pr6sence et en absence d'ocytocine. 

Les r~sultats de 26 p~riodes exp~rimentales de IO min sont rapport~s dans 
la Fig. I. I1 y apparai t  que m~me si le courant de court-circuit pr6sente g6n6ralement 
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Fig. i. Relation entre le flux en t r an t  de sodium, et le courant  de court-circuit  mesur~s en pre- 
sence (©) et en absence d 'ocytocine (0) sur  la vessie de Rana esculenta (milieu sdreux, Ringer;  
milieu muqueux ,  Ringer dilu~ 2o lois), y = o.o84 + 1.o78 x. 

* Nous tenons  k remercier M. le Dr BOISSONAS de la maison Sandoz qui a mis gracieusement  
ces deux peptides k notre  disposition. 
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une valeur plus 61evde que ne le laisserait pr6voir le flux entrant de sodium mesur6 
simultan6ment, il en reprdsente, n6anmoins, aussi bien en pr6sence qu'en absence 
d'ocytocine, une estimation satisfaisante. 

Comparaison des cinEtiques d'accroissement du flux net d'eau en presence d'arginine 
vasotocine et d'ocytocine 

Certains r6sultats exp6rimentaux indiquent que le maximum de l'action est 
obtenu plus rapidement apr~s ocytocine qu'apr~s arginine vasotocine (voir par 
exemple Fig. 4). Nous avons recherch6 dans une sCrie d'exp6riences si cette difference 
6tait significative. Les doses de peptide ont ~t¢ choisies de mani~re A entralner des 
r6ponses sous maximales et d'intensit6s comparables pour l'arginine vasotocine et 
l 'ocytocine (accroissements moyens observ6s: arginine vasotocine, i.oo + 0.08 tul/ 
1.75 cm 2 par min; ocytocine, 1.o2 + o.Ii/~1/i.75 cm 2 par min). Les valeurs moyennes 
de II  essais avec ces deux peptides sont reprises dans la Fig. 2. Ces moyennes ont 
6t6 calculdes apr~s transformation des accroissements instantan6s en pour cent de 
l'accroissement maximal observ6 pour la stimulation consid6r¢e. On y voit que les 
variations de flux net d'eau provoqu6es par l'arginine vasotocine se d6veloppent 
pros de 2 lois plus lentement que celles plovoqu~es par l'ocytocine. 
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Fig. 2. Evo lu t ion  du  f lux ne t  d ' e au  apr~s s t i m u l a t i o n  pa r  l 'ocytocine  (A) e t  l ' a rg in ine  vaso toc ine  
(B). Les doses utilis~es (addi t ion au  t e m p s  z~ro) son t  d6termin6es  de mani~re  ~ ob ten i r  des accrois- 
s e m e n t s  d ' in tens i tds  comparab les .  Les  va leur s  reprdsent6es  son t  des  m o y e n n e s  de i i essais, 
affectdes de leur  erreur.  Elles on t  6t6 calculdes apr~s t r a n s f o r m a t i o n  pou r  c h a q u e  s t imu la t i on  
hormona le ,  des acc ro i s sements  i n s t a n t a n 6 s  en pour  cen t  de l ' acc ro i s sement  m a x i m a l  observd,  

Aucune comparaison syst6matique des cin6tiques de variation du courant de 
court-circuit sous l'influence de l'arginine vasotocine et de l'ocytocine n'a ~t~ faite. 
Les r6sultats observes au cours de l 'enregistrement simultan6 des deux effets ne se 
pr~tent pas ~ cette analyse puisqu'en effet les accroissements observ6s ont toujours 
6t~ plus ~lev6s pour l 'ocytocine que pour l'arginine vasotocine. 

Comparaison des cinEtiques d'accroissement du courant de court-circuit et du flux net 
d'eau sous ocytocine 

Une des cons6quences possibles de l'existence de r¢cepteurs distincts pour 
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chacun des effets biologiques est l 'apparition d'un asynchronisme dans le d6veloppe- 
ment des actions. 

Nous l'avons recherch6e sur cinq pi6parations pour lesquelles les cin6tiques 
d'accroissement du flux net d'eau et du courant de court-circuit ont 6t6 d~termin6es 
simultan6ment. Dans cette s6rie, les vessies ont 6t6 mont6es en pr6sence de solution 
de Ringer dilute de moiti6 du c6t~ muqueux et court-circuit6es d~s leur montage. La 
stimulation a 6t6 r~alis~e au moyen de doses sous maximales d'ocytocine. 
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Fig. 3. Evo lu t ion  du courant  de court-circuit  (0) et  du flux ne t  d 'eau  ( × ) apr~s s t imula t ion  par  
l 'ocytocine  (adjonct ion au t e m p s  z6ro). Ces moyennes  de 5 essais, affectc~es de leur erreur, on t  
~t6 calcul~es apr~s t ransformat ion ,  pour  chaque s t imula t ion  hormonale,  des accroissements  in- 
s tan tan6s  en pour  cent  de l 'accroissement  maximal  observ6. 

La Fig. 3 repr6sente l'~volution au cours du temps de l'accroissement du 
courant de court-circuit et du flux net d'eau apr~s addition d'une dose d'hoimone au 
temps z~ro. I1 s'agit de valeurs moyennes (5 exp6riences) et les augmentations de 
flux ont ~t6 exprim6es en % de l 'augmentation maximale observ6e au cours de la 
r6action consid~r6e. On y voit que Faction de l 'hormone sur le courant de court- 
circuit se d6veloppe plus rapidement que ceUe sur le flux net d'eau, le temps n6cessaire 
pour atteindre 50% de raccroissement maximal ~tant de 6.2 ± 1.21 min pour le 
courant de court-circuit et lO.2 :k 0.87 pour l'eau. 

Rappor~ des ac~ivi~ds natrifdriques de l'ocytocine et l'arginine vasotocine d activitd 
hydrosmotique dgale 

La Fig. 4 repr~sente des enregistrements du courant de court-circuit (pattie 
sup6rieure) et du flux net d'eau (partie inf~rieure) obtenus au cours d'une exp6rience 
de mesure simultan~e. 

Trois doses d'hormones ont ~t~ ajout~es successivement (625/~Un/ml), et 
maintenues au contact de la face s6reuse de la pr6paration jusqu'A ce que le flux net 
d'eau et le courant de court-circuit atteignent leur valeur maximale. La solution de 
Ringer du compartiment s6reux est alors renouvel6e (interruption des trac~s) et la 
dose suivante d'hormone n'est ajout~e que lorsque les flux sont revenus A leur valeur 
de base. On peut constater sur cette figure que pour un accroissement donn6 du 
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Fig. 4. Comparaison des activitgs relatives de l 'ocytocine (OCY) et  de l 'arginine vasotocine (AVT). 
Enreg i s t r ement  s imultan6 du courant  de court-circuit  (trac6 supdrieur) e t  du flux ne t  d 'eau  
(tracd inf6rieur) k t ravers  la vessie urinaire de Rana esculenta. La concent ra t ion  en AVT a 6td 
choisie de mani~re ~ obteni r  une augmenta t ion  du flux ne t  d 'eau  aussi comparable  que possible 
"~ celle observde pour  ocytocine. L 'ac t ion  s imultande sur  le courant  de court-circuit  est  plus im- 
por t an te  pour l 'ocytocine que pour  l 'arginine vasotocine.  

flux net d'eau, l'ocytocine entraine une augmentation plus importante du courant de 
court-circuit que l'arginine vasotocine. 

Le Tableau I rassemble les r6sultats obtenus sur cinq pr6parations diffdrentes. 
A activit6 identique sur le flux net d'eau, l'ocytocine s'av~re plus active que l'arginine 
vasotocine sur le courant de court-circuit. Le rapport d'activit6 moyen ocytocine/ 
arginine vasotocine est de 2.58 ~ 0.236 et diff~re significativement de I (P < o.oi). 

DISCUSSION 

Le protocole exp6rimental adopt6 comporte la mesure simultan6e des deux 
effets, natrif6rique et hydrosmotique. 

La mesure du courant de court-circuit implique en principe l'emploi de milieux 
s6reux et muqueux de concentrations 6gales pour tous les 61ectrolytes perm6ants; 
celle du flux net d'eau impose, par ailleurs, l'existence d'une diff6rence de pression 

T A B L E A U  I 

RAPPORT DES ACTIVIT~S NATRIF~RIQUES DE L'OCYTOCINE ET DE L'ARGININE VASOTOCINE ~ ACTIVIT~ 
'HYDROSMOTI~UE' ]~GALE 

Expdrience Rapports ocytocine/arginine vasotocine successifs Rapport 
No. moyen 

205 2.3 ° 3.5 ° 2.50 2.78 
215 1.8o 3.oo 2.4o 
245 1.73 2.oo 1.79 1.84 

16 3-57 2-98 3.28 
26 3.09 2.12 2.60 

Moyenne gdn~rale 2.58 ± 0.236 (S.E.) 
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osmotique entre les deux faces de la pr6paration. L'emploi d'un milieu s6reux rendu 
hypertonique par l 'adjonction d'une solute non-61ectrolytique devrait permettre de 
satisfaire ces deux exigences. Nous l'avons cependant 6vit6 au cours de ces exp6- 
riences. 

On sait, en effet, que dans ces conditions la diff6rence de potentiel et le courant 
de court-circuit sont abaiss~s de mani~re importante. La vessie de Rana esculenta 
est particuli~rement sensible Aces augmentations de la pression osmotique du milieu 
s6reux et pr6sente en outre, dans certains cas, une augmentation massive de sa 
perm6abilit6 osmotique ~t l'eauT, 8. 

L'emploi d'un milieu muqueux hypotonique entraine une in6galit6 des con- 
centrations du sodium et des chlorures entre les deux faces de la pr6paration. Cepen- 
dant m6me dans ces conditions, il apparait que le courant de court-circuit constitue 
une estimation satisfaisante du transport actif de sodium, et que l'activit6 hormonale 
mesur~e correspond bien ~ l'activit~ natrif~rique. 

Le clit~re d'activit6 retenu est la valeur de l'accroissement du flux net d'eau 
et du courant de court-circuit obtenu sous stimulation et l'efficacit6 relative des 
diff6rents peptides est 6tablie en comparant Faction sur le courant de court-circuit, 
de doses sous maximales choisies pour entrainer un accroissement identique du flux 
net d'eau. 

I1 convient de remarquer ici que, pour un m~me accroissement du flux, les 
actions de deux peptides peuvent pr6senter des cin6tiques diff6rentes. Ainsi, la cin~- 
tique de r6ponse h l'arginine vasotocine est significativement plus lente que ceUe de 
r6ponse ~ l'ocytocine. Peut-6tre cette divergence est-elle li6e aux diff6rences de 
concentrations de peptide utilis6es, mais aucune explication d6finitive ne pent ~tre 
donn6e actuellement, et malgr6 cette observation, nous avons consid6r~ que deux 
doses sont comparables lorsqu'elles aboutissent h u n  mdme accroissement du flux. 

Dans ces limites, les r6sultats rapport6s ici confirment que l'introduction en 
position 8 de la mol6cule d'ocytocine d'un reste arginine (arginine vasotocine) 
s'accompagne d'une modification in6gale des activit~s natrif~rique et hydrosmo- 
tique et que les r6sultats obtenus pr6c~demment 1 ne peuvent 8tre expliqu6s par des 
diff6rences dans les conditions exp~rimentales de mesure. 

L'enregistrement simultan~ et continu des deux effets biologiques de l'hormone 
permet d 'apporter un argument suppl6mentaire en faveur de leur relative ind6pen- 
dance. I1 consiste en la raise en 6vidence d'une pr6cession de l'accroissement du 
courant de court-circuit sur l'accroissement du flux net d'eau apr&s addition d'hor- 
mone. 

Cette dissociation des deux effets biologiques dans le temps est parfaitement 
compatible avec l'hypoth~se d'une dualit6 des r6cepteurs de l'hormone. Elle n'en 
constitue cependant pas une preuve car elle pourrait 6galement r6sulter de l'existence 
de deux effecteurs distincts, pour le sodium et pour l'eau, mais qui seraient activds 

partir  d'un r6cepteur unique de l'hormone. 
Nos experiences apportent, donc, un argument suppMmentaire ~ la th~se qui 

fait d6pendre les variations de perm6abilit6 A l'eau et au sodium, de deux actions 
ind6pendantes  des peptides neurohypophysaires. Ils sont en accord avec d'autres 
observations 9-12, qui impliquent 6galement une dissociation de ces processus, dont 
la fr6quente association avait conduit A penser qu'ils r6sultaient d'une seule action 13,14. 

On a propos6 r6cemment l 'intervention du 3',5'-ad6nosine monophosphate 
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cyclique comme interm6diaire d'action de l'hormone 15. Dans cette hypoth~se, il 
faudrait pour expliquer nos r6sultats, admettre la production du 3',5'-ad6nosine 
monophosphate cyclique A deux endloits distincts de la ceUule. Ce sch6ma, d6j~ 
propos6 par PETERSEN ET EDELMAN n e s t  d'ailleurs en accord avec le principe d'une 
616vation locale de la concentration du 3',5'-ad6nosine monophosphate cyclique, 
dans la cellule 16. Ils pourraient 6galement se comprendre si les deux effets de l'hor- 
mone se produisaient dans des cellules diff6rentes. 

I~SUMt 

Les peptides neurohypophysailes augmentent simultan6ment la perm6abilit6 
l'eau et au sodium de la vessie des amphibiens. La comparaison des activit6s biolo- 

giques d'analogues de structure de l 'hormone indique cependant que ces deux effets 
ne sont pas strictement li6s et qu'ils pourraient r~sulter de deux actions s6par6es de 
ces peptides. 

Nous avons, dans le pr6sent travail, au cours de mesures simultan6es des 
activit6s hydrosmotique et natrif6rique, compar6 les activit6s respectives de l'ocy- 
tocine et de l'arginine vasotocine. Nos r6sultats montrent que des concentrations de 
ces deux peptides, qui provoquent le m~me accroissement du flux net d'eau, entral- 
nent des variations significativement diff6rentes du courant de court-circuit. Cette ob- 
servation implique une dissociation des deux effets, qui est vraisemblablement r6alis6e 
dbs le niveau du r6cepteur de l'hormone. 

B I B L I O G R A P H I E  

i J.  BOURGUET ET J. MA~xz, Biochim. Biophys. Acta, 52 (1961) 552. 
2 J. ORLOFF ET J. S. HAI~DLER, Am. J. Med., 36 (1964) 686. 
3 J- BOURGUET ET S. JARD, Biochim. Biophys. Acta, 88 (1964) 442. 
4 H. H. USSlNG, Syrup. Soc. Exptl. Biol., 8 (1954) 407. 
5 F. MOREL, J. MAEXZ ETC.  LI~CARAIN, Biochim. Biophys. Acta, 28 (1958) 619. 
6 A. LEAr, J.  ANDERSON ET L. B. PAGE, J. Gen. Physiol., 41 (1958) 657. 
7 P. J. BENXLEV, Comp. Biochem. Physiol., I2 (1964) 233. 
8 H. H. USSlNG, Acta Physiol. Scand., 63 (I965) 141. 
9 P. J.  BENTLEY, J. Endocrinol., I8 (1959) 327. 

io  P. J.  BENTLEY, J. Endocrinol., 21 (196o) 161. 
i i  M. J. PETERSEN E'r I. S. EDELMAN, J. Clin. Invest., 43 (1964) 583 • 
I2 N. S. LICHTENSTEIN E T A.  LEAF, J .  Clin. Invest., 44 (1965) 1328. 
13 V. KOEFOED-JOHNSEN ET H. H.  USSlNG, Acta Physiol. Scand., 28 (1953) 6o. 
14 ]3. ANDERSEN ET H. H. USSlNG, Acta Physiol. Stand., 39 (1957) 228. 
15 J. ORLOFF ET J. S. HANDLER, d r. Clin. Invest., 41 (1962) 702. 
16 J. S. HANDLER, R . W .  BUCHTER, E. W.  SUTItERLAND ET J. ORLOFF, J. Biol. Chem., 24 ° 

(1965) 4524 • 

Biochim. Biophys. Acta, 135 (1967) 693-7 °0  


