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SUMMARY 

Analysis of the dose-response relationships for the action of oxytocin and noradrenalin 
on frog skin and frog bladder 

The dose-response relationships for the action of oxytocin and noradrenalin on 
active Na + transport  by  the isolated skin of the frog Rana esculenta, and for the action 
of oxytocin on water permeabili ty of the isolated bladder in the same species, have 
been analysed. 

The experimental curves are hyperbolic in the case of noradrenalin and S-shaped 
in the case of oxytocin for its action on the skin as well as for its action on the bladder. 

Since the final effects of both oxytocin and noradrenalin result most probably 
from the intermediacy of 3',5'-cyclic AMP, it is suggested tha t  the differences ob- 
served between the dose-response relationships for these two hormones indicate the 
existence of different mechanisms for the binding of oxytocin and noradrenalin to 
their specific receptor sites. 

The hyperbolic curves for noradrenalin would indicate a reversible binding of 
the hormone to independent receptor sites. The S-shaped curves obtained for oxytocin 
would indicate, on the contrary, the existence of interactions between the different 
receptor sites. 

INTRODUCTION 

Dans un travail  ant6rieur 1, nous avons montr6 que la noradr6naline dans un 
certain domaine de concentration produit des effets biologiques identiques ~t ceux de 
l 'ocytocine sur la peau isol6e de la grenouille: augmentation du transport  de sodium 
et perm6abilisation /~ l'eau. Comme pour Faction de la vasopressine sur la vessie 
de crapaud (cf. bibl. 2), le 3' ,5'-AMP cyclique est vraisemblablement impliqu6 dans 
l 'action de l 'ocytocine et de la noradr6naline sur la peaul: la th6ophylline, inhibiteur 
de la destruction du 3',5'-AMP cyclique, potentialise 6galement les effets de ces deux 
hormones et ceux du nucl6otide exog6ne. Cependant, plusieurs arguments exp6ri- 

Abr6viation : DCI, dichloroisopropylart6r6nol. 
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mentaux sugg~rent 1'existence de rdcepteurs distincts pour les cat6cholamines et les 
hormones neurohypophysaires, en particulier l'inhibition des effets de la noradrdnaline 
par le dichloroisopropylart6r6nol (DCI) alors que les effets de l'ocytocine ne sont pas 
modifi6s. 

Dans ce travail, les m6canismes des interactions de l'ocytocine et de la nor- 
adrdnaline avec leurs rdcepteurs sp6cifiques sont 6tudi6s de mani~re indirecte en com- 
parant : (I) les relations dose-effet biologique 6tablies respectivement pour l'ocytocine 
et la noradr6naline sur la peau de la grenouille en utilisant la stimulation du transport 
actif de sodium (action natrifdrique) comme mesure de leur effet hiologique. (2) Les 
relations dose-effet biologique 6tablies pour deux effets diffdrents de l 'ocytocine: 
action natrifdrique sur la peau et action hydrosmotique (augmentation de la per- 
m6abilitd osmotique ~t l'eau) sur la vessie. 

METHODES 

Les exp6riences ont 6t6 rdalis6es sur des grenouilles, Rana esculenta, provenant 
de Roumanie. Les animaux sont conservds ~ 2 ° et ramends ~ la temp6rature du 
laboratoire au moins 48 h avant les expdriences. 

Le flux net de sodium est mesurd sur la peau isol6e par la m6thode du courant 
de court-circuit3; l'appareil utilis6 est celui dficrit par MOREL, ODIER ET LUCARAIN 4 
qui permet la mesure simultan6e du courant de court-circuit traversant 6 fragments 
de la m~me prdparation, symdtriques deux ~ deux par rapport ~ l'axe ant~ropostdrieur 
de l'animal. L'intensit6 de l'effet natrif6rique sur la peau est mesur6e par la diffdrence 
(~A.cm -2) entre le courant de court-circuit au maximum de la stimulation et le 
courant en l'absence d'hormone. 

Le flux net d'eau traversant 2 fragments de la m~me vessie placde entre 2 
milieux de pression osmotique diffdrente (Ringer du c6t6 sdreux et Ringer dilud de 
moiti6 du c6t6 muqueux) est mesurd de fa~on continue selon la technique propos6e 
par BOURGUET ET JARD 5. L'intensit6 de l'effet hydrosmotique de l'ocytocine est 
mesurde par l'accroissement du flux net d'eau exprim6 en /~l.min -1.cm -~. Les hor- 
mones utilis6es sont : l 'ocytocine de synth~se (Syntocinon, Sandoz) et la noradr6naline 
(Rh6ne Poulenc). 

Etablissement des relations dose-effet biologique 
(I) Action natrifdrique. Apr&s I o u  2 h d'6quilibration du courant de court- 

circuit, une m6me dose d'ocytocine (3.7' lO-9 M) est ajoutde sur les 6 voies; les rdsul- 
tats de cette premiere stimulation ne sont jamais utilisds pour l'6tablissement de la 
relation dose-effet. 

Dans le cas de l'ocytocine, 2 types d'expdriences ont 6t6 rdalisdes. Dans le 
premier type d'expdrience, sur chaque fragment, 3 a 4 concentrations diff6rentes 
d'hormone sont appliqudes dans un ordre al6atoire et s6par~es par des p6riodes de 
rin~age jusqu'~ retour au flux de base. Si la r6ponse initiale est identique sur les 6 
fragments, la relation dose-effet biologique est 6tablie en utilisant les r~sultats ob- 
tenus sur les 6 voies de mesure; si la sensibilitd des fragments ant6rieurs et post6rieurs 
est diffdrente, elle est 6tablie sur les couples de voles sym6triques dont la r6ponse 
initiale est la m~me. Dans le cas oh les r6ponses ~ deux doses identiques d'hormone,. 
ajout6es l 'une au d6but et l 'autre A la fin de l'exp6rience, ne sont pas 6gales, les 
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r6sultats de la manipulation sont 6cart6s. Dans le second type d'expfirience, les dif- 
f6rentes concentrations d'ocytocine sont ajout6es dans un ordre croissant sans retour 
au flux de base entre chaque stimulation (r@onses cumulfies). La relation dose-effet 
biologique est 6tablie ind6pendamment pour chacune des 6 voies de mesure. Si les 
valeurs du courant de court-circuit mesurdes avant les stimulations cumul6es et apr~s 
rin~age sont tr~s diff6rentes, les r6sultats sont 6cart6s. Les relations dose-effet ob- 
tenues par ces 2 m6thodes sont identiques. 

Dans le cas de la noradr6naline, sur chaque fragment, 7 ~ 8 concentrations 
diff6rentes sont appliqu6es dans un ordre al6atoire, et s6pardes par des p6riodes de 
rin~age. La relation dose-effet est 6tablie ind@endamment pour chacune des 6 voles 
de mesure. 

(2) Action hydrosmotique. Les effets de 8 ~ io concentrations diff6rentes d'ocy- 
tocine r6parties en ordre al6atoire sont mesur6s sur chacun des 2 fragments de la 
vessie. La relation dose-effet biologique est 6tablie ind6pendamment sur chacune des 
2 voies de mesure. 

RESULTATS 

La Fig. I pr6sente ~ titre d'exemple 3 courbes exp6rimentales. Elle montre 
(A) que l'intensit6 de l'effet natrif6rique de la noradr6naline sur la peau croit avec la 
concentration d'hormone selon une relation d'allure hyperbolique tendant asympto- 
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Fig. I. Repr6sentat ion directe de 3 exemples de relation dose-effet biologique. A, action natri-  
f6rique de la noradr6naline sur la peau; B, action natrif6rique de l 'ocytocine sur  la peau;  C, 
action hydrosmot ique  de l 'ocytocine sur  la vessie. En  ordonn6es: l ' intensit6 de l'effet biologique 
(E). En  abscisses: la concentrat ion (H) de l 'hormone.  
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Fig. 2. Repr6sentat ions en inverse des relations dose-effet pr6sent6es dans la Fig. i. A, B, C, voir 
Fig. i. En  ordonn6es: l ' inverse de l'effet biologique. En abscisses: ] ' inverse de la concentrat ion 
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t iquement vers un effet maximum. Au contraire, pour les 2 effets biologiques de 
l'ocytocine (action natrif6rique sur la peau (B) et action hydrosmotique sur la vessie 
(C)), l'allure g6n6rale de la courbe est sigmoide; elle est pratiquement lin6aire dans 
sa pattie moyenne; l'effet maximum est atteint rapidement en augmentant la concen- 
tration d'hormone. 

La nature hyperbolique de la relation dose-effet biologique 6tablie pour la 
noradr6naline apparait clairement sur la Fig. 2A. I1 existe en effet une corr61ation 
lin6aire 6troite entre l'inverse de l'effet et l'inverse de la concentration d'hormone. 
En revanche, ce mode de repr6sentation, appliqu6 aux relations dose-effet biologique 
6tablies pour l'ocytocine tant sur la peau que sur la vessie, fait apparaitre une d& 
viation syst6matique pour les fortes concentrations d'hormone (Figs. 2B et C). 

Sur la Fig. 3, les relations dose-effet correspondant aux 3 exemples choisis sont 
reprdsentfes en portant" log E/(Emax--E) (E: intensit6 de l'effet biologique; Emax: 
intensit6 de l'effet biologique maximum) en fonction de log H (H: concentration de 
l'hormone). Ce mode de repr6sentation transforme un arc d'hyperbole en une droite 
de pente (n) 6gale ~ I. Initialement utilis6 par HILL 6 pour l'6tude de la courbe de 
saturation de l'h6moglobine par l'oxyg6ne et ultfrieurement par plusieurs auteursT, s 
pour l'6tude de la cin6tique d'enzymes r6gulateurs, il permet de transformer les 
courbes sigmoides obtenues en droites de pente sup6rieure A I. Ce syst6me de coordon- 
nfes fair apparaitre une relation lindaire satisfaisante rant pour la noradr6naline que 
pour l'ocytocine. 

Le Tableau I donne les valeurs des pentes des droites de r6gression lin4aire 
calcul6es pour l'ensemble des courbes exp6rimentales. On remarquera que les valeurs 
obtenues pour la noradrdnaline sont toutes tr6s voisines de l'unit6; leur moyenne" 
1.o 4 ne diff6re pas significativement de I. Ces r6sultats montrent que les relations dose-  

T A B L E A U  I 

V A L t ~ U R S  D E S  P E N T E S  D E S  D R O I T E S  O B T G N U E S  D A N S  L E  M O D E  D E  R E P R E S E N T A T I O N  D E  H I L L  

Les valeurs numdriques de n repr6sentent pour l'ensemble des exp6riences les tlentes des droites 
de  r6gression lin6aire entre log E/(Emax --- E) e t  l o g H  (coordoun6es de HILL). Les valeurs moyennes 
de n (~) sont compar6es k 1. 

Ocytocine 
Noradrdnaline (action 
natrifdrique sur la peau) Action natriffrique sur la peau 

Exp.  Nombre n Exp.  
No. de doses No. 

I 5 1 . 1 5  8 

2 6 i . i i  9 

3* 7 0.95 i o  
4 5 0.97 I I * 
5 9 I . I I  12 

6 7 1"°4 13 
7 6 0.92 14 

n = 1.o4 ± 0.09 
t = o . 3 7  o 
o.8 ~ > P > o . 7  

Action hydrosmotique sur 
la vessie 

Nombre n Exp .  Nombre n 
de doses No. de doses 

12 1.45 15 6 1.22 
6 2.o2 16 7 1-48 
6 1.59 17 7 1.52 
6 1.99 18" 7 2.o6 

7 1.77 19 9 1-44 
5 1.68 20 7 1.28 
6 1.48 21 6 1.6o 

= 1.71 q: o.23 
t = 8 . 2 1 0  

P < o . o o i  

* Exp6riences utilis6es pour l'illustration. 

= 1.5o ~ 0 .24 
t = 5.572 
0.005 2> P ~- o . o o i  
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effet biologique peuvent  8tre d6crites de mani~re satisfaisante par  une hyperbole. Au 
contraire, pour l 'ocytocine, les valeurs obtenues, bien que plus dispers6es, sont toutes 
sup6rieures ~ I ;  leurs moyennes (~---- 1.71 pour l 'action natrif~rique sur la peau et 

= 1.5o pour Faction hydrosmotique sur la vessie) sont voisines et significativement 
sup6rieures ~ l'unit6. De telles valeurs excluent que, dans le cas de l 'ocytocine, les 
relations dose-effet biologique puissent ~tre de nature hyperbolique. 

DISCUSSION 

Les relations dose-effet biologique pour l 'action des hormones neurohypophy- 
saires ont 6t6 6tudi6es sur plusieurs r6cepteurs. Pour Faction antidiur6tique de la 
vasopressine chez le rat, et Faction de la vasotocine sur le rein de la grenouille, HOL- 
LANDER et al2 d'une part,  JARD TM d'autre  part,  observent que la relation dose-effet 
biologique pent ~tre d6crite par  une relation hyperbolique. I1 en est de m~me pour 
Faction de la vasopressine sur la perm6abilit6 ~ l 'eau de la vessie de crapaud n. Dans 
ce travail,  nous montrons, au contraire, que la relation 6tablie pour l 'action hydros- 
motique de l 'ocytocine sur la vessie de grenouille est de nature sigmoide. I1 est vrais- 
semblable que l 'extension de l 'analyse aux r6gions extremes de la courbe dans ce dernier 
cas permet de rendre compte de la diff6rence entre ces r6sultats et ceux d'EDELMAN, 
PETERSEN ET OULYASSY 11. Une relation de nature sigmoide est 6galement obtenue 
pour Faction natrif6rique de l'ocytocine, alors que pour l 'action de la noradr6naline 
la relation est hyperbolique. 

La similitude des relations dose-effet 6tablies pour deux actions biologiques 
distinctes de l 'ocytocine sur deux structures diff6rentes, la peau et la vessie, montre 
que les caract6ristiques de cette relation ne sont pas li6es ~ la nature de l 'action 
6tudi6e. La diff6rence entre les relations 6tablies pour un m~me effet biologique pro- 
duit par deux hormones diff6rentes, l 'ocytocine et la noradr6naline, confirme cette 
interpr6tation. L'ocytocine et la noradr6naline agissant vraisemblablement en sti- 
mulant la production du mfime m6diateur, le 3',5'-AMP cyclique, il est logique d'ad- 
mettre que la chaine des r6actions postdrieures ~ la production du 3',5'-AMP cyclique 
est commune ~ Faction de ces deux hormones et que, par cons6quent, les diff6rences 
entre les relations dose-effet biologique interviennent ~ une 6tape pf6c6dant la pro- 
duction du mfdiateur.  Elles pourraient ~tre li6es ~ la nature de l ' interaction entre 
l 'hormone et son r6cepteur. 

Si l 'on admet que: (I) l 'hormone se fixe sur un r6cepteur spfcifique; (2) la 
concentration de l 'hormone au niveau de son rdcepteur est 6gale ou directement 
proportionnelle ~ sa concentration dans le milieu de Ringer au contact de la pr6pa- 
ration ; (3) l 'intensit6 de l'effet biologique est directement proportionnelle ~ la concen- 
tration dn complexe hormone-r6cepteur, les relations dose-effet d6crivent la cin6tique 
de saturation du r6cepteur hormonal. 

Les relations obtenues pour la noradr6naline sont identiques ~t une isotherme 
d'adsorption d 'un gaz sur un solide 12 et ~ la cin6tique de saturation par leur substrat  
des enzymes de type michaelien la. Dans ces deux cas les courbes obtenues peuvent 
~tre interpr6t6es en admet tan t  une fixation r6versible du ligand (mol6cules de gaz 
ou mol6cules du substrat) sur des sites rfcepteurs ind6pendants. Un m6canisme 
identique pent rendre compte des relations dose-effet biologique 6tablies pour l 'action 
de la noradr6naline. 
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Les relations sigmoides obtenues pour l 'action de l 'ocytocine prfsentent  des 
analogies avec la cin6tique de saturation de l'h6moglobine par l 'oxyg6ne ou la cin6- 
tique de saturation de l 'h6moglobine par l 'oxyg6ne ou la cinftique de saturation de 
divers enzymes r6gulateurs par leurs ligands (substrat ou effecteur). Elles pourraient 
fitre interpr6t6es, comme dans ces deux derniers cas, en admet tant  l 'existence d'inter- 
actions entre sites de fixation. Les m6canismes nlol6culaires invoqu6s pour rendre 
eompte de ces interactions s clans la moldcule d'h6moglobine ou les mol6cules d'en- 
zymes allost6riques pourraient ~tre appliqu6es au cas du r6cepteur hormonal. 

Toutefois, il convient de remarquer que les hypoth6ses introduites dans l 'inter- 
pr6tation des relations dose-effet biologique sont actuellement difficilement v6rifiables. 
N6anmoins, elles permettent  de d6erire de fa~on simple les relations dose-effet ob- 
serv6es pour la noradr6naline. Dans le cas de l'ocytocine, l 'existence d'une courbe 
sigmoide pr6sentant une r6gion moyenne de pente 61ev6e, permettrait ,  en assurant 
une variation importante de l'effet pour de faibles variations de concentration, de 
rendre compte du r61e r6gulateur efficace de l'horlnone. 

R£SCMg 

Les relations dose-effet biologique ont 6t6 analys6es pour l 'action natrif4rique 
(stimulation du transport  actif de sodium) de l 'oeytocine et de la noradr6naline sur 
la peau isol6e de la grenouille Rana esculenta et pour Faction hydrosmotique (augmen- 
tation de la perm6abilit6 osmotique pour l'eau) de l 'ocytocine sur la vessie isol6e de 
la m6me esp6ce. 

Les courbes exp6rimentales obtenues sont de nature hyperbolique pour Faction 
de la noradrdnaline alors qu'elles sont de forme sigmoide pour Faction de l 'ocytocine 
tant  sur la peau que sur la vessie. 

L'action de l 'ocytocine et de la noradr6naline sur la peau r6sultant vraisembla- 
blement de la stimulation de la production d'un m6diateur commun: le 3',5'-AMP 
cyclique, il est sugg6r6 que les diff6rences observfies entre les relations dose-effet 
biologique pour ces deux hormones sont li6es & la nature de leurs interactions avec 
leurs r6cepteurs sp6cifiques. 

Les courbes hyperboliques obtenues pour la noradr6naline indiqueraient une 
fixation r6versible de l 'hormone en des sites ind6pendants; les courbes sigmoides 
obtenues pour l 'ocytocine traduiraient au contraire, l 'existence d'interactions entre 
ses sites r6cepteurs. 
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