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RECHERCHES

SUR L'INCORPORATION DU RADIO.SULFATE
DANS LA PRÉHYPOPHYSE CHEZ LA SOURIS

IN VIVO ET IN VITRO

PAR

I,l. Drlirx.t.r'.rr

En des recherches antérieure-s ( r), norls a'ons rapporté
1los résultats cle l'étucle antoraclio.grapiriq". cle l,adénorrvpo_
physe de souris après injection cie'r;Lrlio-*trut.. Nous avionsdéjà précisé d1_n. cette publication la 

"ut.rr. histochimique
cles celluies préhypophysàires .1ui .srnt le lieu cl,une intensefixation de radi.i-soufie après'aclnrirrisrration de radio_sri_fate. Err effet, cle 1'étude càrnparati,e cles autoradiographies
et.cles collpes colorées, nolls_a'ions pu conclr.a qrra-raa'a"r_
lules oii i'incorporation cle s''s est t*' ptu, intense sont aldé_hyde-fuchsine Gomori prsitives (.^\ F:b *j, bieu Ar.ir; pr.i_tives (BA+) et acicie periociiclue-Sch;rr pôsiti.,es (p.A.s.+).

Mais, cl'Llne part, la technirlue. autoracriographique ne per-met.pas cle préciser la forr:re chimiqrre des 
-ruàioi.otopes'cré_

tectés; d'autre part, on sait q,e si res tissus cre ]{ammifères
ne perl\'ent métaboliser re sonfre nrinéra1, sorls forme de s,1_fate, en soufre ,rganirlue (z). on constate toutefois que cettetransformation est possibie a, nive;*r cru t,be .ris.rtlî g;".anx bactéries intestinales (e).

,9.'..1 po-L1rqr1oi rrous a\.ons cherché à identifier par clesméthodes biochimiqnes et par le test t isto.t i*ique cle laméthyiation (3) la nature o.gani.1r,. or--*inérale du radio-
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sollfre détecté par ia technique autoradiographique au niveau
des cellules B.A.*, P.A.S.+, A.F.G.' de la préhypophyse de
Souris.

De plus. nous avons étudié par 1a technique autoradio-
graphique i'incorporation clu radio-soufre all niveau cle la
préhypohyse de Souris placée dans ies conditions de la cul-
ture organotypique sur miiieu semi-synthétique, ce qui per-
met d'éliminer l'apport ér,entuel de "S organique prorrenant
des bactéries intestinales.

MarÉnrEL Er l,fÉrr:oops

I. - Préhltfofh,t'sc in aiao

Cette étude porte sur ro8 Souris mâ1es et femelies pesant
de r8 it z5 g parmi lesquelles 3Z ont été utilisées pour l'étude
biochimique. 7r ont été soumises à l'étude histoautoradio-
graphique.

Les doses de radi,o-sulfate injectées par voie intrapérito-
néale ont été de roo à 2oo microcuries par Souris et 1es

autopsies pratiquées z4 et 72 heures après f injection.

a) Etude h,i st oa,aû oradio graphiqr,te.

L'hypophl'se et un fragment de rectum cle chaque'animal
ont été fixés au formol à ro % Après déshydratation et
inclusion à Ia paraffine. les coupes d'irypophyse et de rectttm
de. ,chaque animal sont placées côte à côte stlr les mêmes
lames. Après déparaffinage, les lames sont recouvertes d'une
émulsion photographique pelliculaire (AR ro Koclak).

Pour chaque cas, nous avons sottmis un certain nombre
de coupes à I'oxyclation at1 permanganate-sttlfurique arrant
1'application de 1'érnttlsion photographique.

Après un temps cl'expositior-r cl'ttn à clettx ttt,ois, nous a\/ons
proèéclé aL1 développement. Les collpes préalablenrent ox-v-
dées ou non aL1 pernlanganate-sulfurique sont. après passage

dans le formol à rc "A afin de durcir l'émulsion photogra-
phique. colorées au B.A. à pH o.z puis au glychémalurr cle

Mayer, au glychémalun seul ou au Bleu cle Toluicline.
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bS Etude histo'chimique par le (( test de la, méth,ylatio'n: »,

Les colrpes d'hypophyse et cle rectum provenant du même
animal sont réparties srtr 9 lames, clont trois servent de té-
tnoins, trois sont nréthylées à 6o" pendant 12 à zr1 heures
et trois placées clerns cle l'eau ciistiilée à 6o" penclant 12 à 2+
heures.

Le procéclé cle (( méthvlation )) est celui de F-rscrran et
Lrrua (3). Toutes les lames sont ensuite recouvertes d'une
émuision photographique (AR ro Kodak). Après L1n mois
cl'exposition, llorls avons procéclé aL1 cléveloppement et à la
coloration des lames conrme ci-dessus.

c) Etudc bioclinr,ique.

L'hypophyse et un fragment cle foie provenant dr-r même
animal et ayant sr-rbi le même trzritement que les hypophvses
conservées -pollr l'examen histologique (fixation formol à
rc "/., déshydratation à l'alcooi, toluène) sont soumis sépa-
rément à l'hydrolyse acide (HCl, 6 N pendant azl heures à
r ro"). Les hydrolysats radioactifs sont débarrassés de
l'acide chlorhydrique par lyophylisation. Chaque résidu sec
est dissous clans o,o5 ml cl'eau. r,a solution cle chacun cles
hydrolysats est répartie sllr deux bandes de papier à élec-
trophorèse.

Sur nne cies bancies. nolls a\rons ajouté du 3uSo+Nar. Puis
les bancles cle papier sont sonmises à l'analyse électrophoré-
tique dans les conclitions suivzrntes: acicle fôrmiqu. , ^N, 

ro
rrolts par cm pendant r h. 3o.

Dans 3 cas, après traitement par la technique histologique.
ies broyats non hyclr,lr,sés c1e i'hypophvse et du fraement
cle foie, ont été répartis séparément sur cies bancles cle papier
à électrophorèse et nous avons ajouté dr-r utso+Na: .ur ure
cles cieux bancles cie chaque organe. Pr-ris 1es bandes cle papier
sont analysées par électrophorèse clans les mêmes conciitions
que ci-clessrls. Ceci afin cle noLls assllrer que la fixation his-
tologique a éliminé les éventr-rels clifrérents composés libres
contenant clu 3iS présents clans 1a préhirpophy'se ou le foie,
avant la fixation aL1 formol.
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Dans toutes ces expériences. la détectiori du ou des com-
posés radioactifs ainsi séparés est obtenLle par l'étude auto-
radiographique des bandes de papier à électrophorèse (film
Iiodirex, durée d'exposition r à ; mois).

De plus, nous a\rons coloré à la ninhydrine ies bancies de
papier pour mettre en ér,idence les constituants proticiiques
séparés par 1'électrophorèse.

II. - Préh,yltofhtsc in, aitro

Nor-rs a\rons utiiisé la tecirnique de culture organotypiclue
sur gélose cie \Vorrr et l{apnnx (+) en milieu semi-synthé-
tique à 37' (milieu Lépine et gé1ose à t ./. en quantités
égales) selon A. PBrnovrc (5).

Après avoir enlerré les iobes postérieur et intermédiaire.
les fragments cle préh1,poph,vse sont cléposés sur le milieu
de culture gélosé contenant s microcuries de raclio-sulfate
par ml.

Après cles ciélais de z-4 h, 48 h et trois jours. les fragments
provenant de la même préhypophyse sont fixés soit au formol
à rc'Â, soit au Bouin-Hollande mociifié cl'après HsnraNr
(6).

Seules les coupes de fragments fixés au formol ont été
soumises à l'étude autoradiographique alors que sur les cori-
pes cle fragments fixés au Bouin-Herlant. nous avons pra-
tiqué ies colorations a1t 8.A., P.A.S. et tétrachromique
d'HrnraNr (Z).

RÉsurr:ats

A) Etude histoautoradiooralthiEte
de la ttréhtfophtse fu z,izo.

Les résultats obtenus sont icienticiLles à ceux présentés par
ailleurs ( t ).

Nous apportons ici certaine.s précisions grâce à la possi-
bilité cie col,orer au B.A. les atttoradiographies cles collpes
ox1,dées ar1 permal-lganate-sulfurique avant l'application de
l'émulsion photographique AR ro. Notts r,érifions dans cha-
que cas que ni l'oxvdation préalable des coupes, ni la colo-
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ration au B.A. n'entraînent de perte significative de la radio-
activité en comparant I'intensité cle 1a radio-activité des cou-
pes oxyclées zr celle cles coupes non oxydées (fig. r et z) et
pour une même lame, avant et après ia coioration au B.A.

Nous avons pu zrinsi constater qu'aru niveau d'une même
préhypophyse, f intensité cte la raclioactivité diffère cl'une cel-
lule BA+ à l'autre: on note, en efret, la présence de cellules

, ,tl,*., ?.

î
'ffi,;:;r,,;,

Li^- l-

üÿ§

Frc. 1.

Cas 645 - lame 3.

Autoradiographie non colorée du lobe latéral <i'une préhypophyse c1e Souris
mâle ayant reçu 100 microcuries cie racliosulfate. Autopsie 24 h iprès f injection.
Lame recouverte par 1'émulsion photographique, sans oxydation préalatle au
permanganate sulfurique.

Noter la présence abondante, dans ce cas, cie zones intensément ra<iioactives.

intensément raclioactives. le plus soll\/ent perl nombrellses.
rle cellules faiblement raclioactives et c1e cellules clont l'inten-
sité de la raclioactivité est éga1e à cel1e cles cellules BA-.

Ces variations c.le f intensité cle la raclioactivité aL1 ni\reau
cles cellr-rles B.\- cle la mêrne hypophyse pellvent être dues
à cles clifrérences clnalitatives (8) ori qllantitatives clu méta-
bolisme des difrérentes ce11r-rles RA+ or1 encore au fait qlle
ces cellules se trouvent zi des stades clift-érents d'un même ôr-
cle sécrétoire. Ouant aux variations. d'un animal à l'autre, àn
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nombre des celluies BA+ intensément radioactives. nous ne
pouvons en tenir compte, étant donné les conditions c1e nos
expériences: en efret, n.ot1s avons injecté la même quantité
de radio-sulfate à des souris c1e poids différents (18 à 2.5 gr)
et les temps d'exposition ne sont pas constants.

Enfin. dans les cas ci'antopsie 2+ h après f injection cle

raclic,-sulfate. f intensité cle la radioactivité cles cellules BA+

Fre.2.

Cas 645 - lame 4.

Autoradiographie (même cas que 1a figure 1) coiorée au B.A. à 1rH 0,2.
Lame oxydée au permanganate sulfurique avant l'application tle l'émulsion pho-
tographique.

Noter, en comparant avec la figurc 1, que ni l'oxydation au permanganate-sul-
furique, ni la coioration au B.A. n'ont entrair-ré de diminution appréciable du
nombre des grains pl-rotographiques.

préhypophysaires apparait nettelrelrt inférieure à celle des

cellules à mrlcLls cle f intestin qui sont connlles pour leur
richesse en mucopolysaccharicles sulfatés; par contre. chez
les animarlx szlcrifiés 7z h après f injection. f intensité de la
r,adioactivité de certaines cellules BA+ préhvpophysaires,
toujours très intense, est sttpérieure or1 égale zr cel1e des cel-
luies ir mncus cle I'intestirr. Ceci indirluc a\rec certitude clue

Ie renouveliement cles groupes suifatés :-ron libres (cf. l'étude

* ,.b\tl
ÿL; rt
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biochirnique) est plus lent clans certaines cellules BA+ préhy-
pophysaires que dans les celluies à mucus de I'intestin.

B) Ë,twde bioch,i,rnique.

Les autoradiographies des bandes de papier à électropho-
rèse des broyats d'hypophyses et de fragmènts c1e foie fixés.

Frc. 3.

Autoradiographies de bancies électrophorétiques (cas n" s23).
a) ar5gr*a, à titre de témoin.
b) autoradiographie cle la bande éiectrophorétique cie la moitié de f iry.droll.sat

hypophysaire additionné de 3ôSO*Na. à titre rle témoin.
c) autoradiographie de Ia bande électrophorétique de l'autre moitié de l,h1<irc,-

lysat hypophysaire.
Noter la présence en b et c dtune seule bande radioactive.

+

I

I

C
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nrais non hydroll,sés par HCl, montrent une zorrc radioactive
localisée au trait de départ sur ie papier. On exclut I'impossi-
biiité éventuelie de migration des groupements suifate con--

.*,.-'7:ffi

, : :;i1:ii

'..|

Frc. 4.

Cas N 523

Àutoradiographie (à gauche) et bancle électrophorétique (à droite) colorée
à la ninhydrine d'un fragment de foie provenant du même animal que la figure 3.

Noter la présence de zones radioactives ninhydrine-positives.

tenus dans 1es broyats par le fait que du t'SO+Irlaz ajouté
allx broyats a\:ant l'électrolri-rorèse a, dans les mêmes condi-
tions. la migration clu raclio-sulfate témoin.

A1-rrès h1,drol1'se dans 33 cas, l'unique zoîe radioactive
décelable par autoradiograirhie sur les bancles d'électropho-
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rèse d'hypophyses correspond à une substance qui migre de
la même façon que le radio-sulf ate ajouté à l'hydàlysat
avant l'électrophorèse (fig. 3). De plus, cette unique zone
radioactive est de nature non protidique ainsi qu'en témoigne
E fait qu'elle est dépourvue de matériel ninhyàrine positlve.
Par contre, clans un cas, norls avons observé ,rrr. ,onè raciio-
active supplémentaire de très faible intensité et ninhvclrine
positive.

Enfin, sur les autoradiographies cles bandes d'électropho-
rèse cle foies fixés puis hydroiysés, on observe en plus d',nne
zone radioactive correspondant à des ions "SOu-. plusieur_.
bandes raciioactives ninhydrine-positives (fiS. ù.

Ainsi ces résultats indiquent que le "S décelé sur les his-
toautoradiographies cl'hypophyses correspond à cL_r radio-
sulfate, mais aussi, pour une faible prri, compte tenu du
cas unique cité ci-dessus et de l'étude du foie. à du soufre
organique de nature protidique. N,ous ne potlvons cionc pas
affirmer la nature exacte du uus incorporé dnnr 1es celitiles
préhypophysaires BA+ qui, rappelons-le, sont généralement
peu nombreuses.

c'est pourquoi nous avons jrgé opportnn d'r-rtiiiser le
« test histochimiqr-re cle 1a méthvlation », qui a la propriété
d'éliminer les grollpements sulfates incorpôrés dans les cei-
lules (q - ro).

C) Etude ,par le test listochinriqu,,e d.e la ncéthtrlation.

AJors que 1es corlpes témoins et celles piacées dans i'ean
distillée à 6o' présentent cles zones intensément radio-actir.es
corresponclant à cles cellr-rles BA+. on constate au niveau cles
corlpes méthylées l'absence totale cle zones intensément ra-
dioactirres jointe à une ciisparition quasi t,otale c1e la raclio-
activité anssi bien ar1 niveau cies corlpes d'hypophvses q11e
des cellules à muctls clu tube digestif.

Etant cionné 1a spécificité clu (( test cle la méthvlation ))
vis-à-vis des- groupements Soo, nolls poLl\,ons .orr.1.l.. qrle
1e radio-soufre décelé srlr les autoradlographies aL1 ni'eau
des cellules BA+ préhl,pophvsaires correspond en totalité.
sinon en presque totalité. à clu radio-sulfate.
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D) Culture arganotypiqu,e dc préh,y'polthyse.

L'examen cies fragments préhypophysaires fixés au Bouin-
Flerlant et colorés par le 8.4.. P.A.S. ot1 par 1a coloration
tétrachromique d'Herlant permet de constater que clans les
clélais de cuiture utiiisés, les expiants contiennent les mêmes
variétés celluiaires chronrophiies que la préhypophvse in, situ
ifis. s).

1u
r':!î"à7

.t:i

1

Fragment de préh1'grphyse de
cie culture sur milieu contenant
tion au P.A.S.-glychémaiun.

Frc. 5.

Cas 55

Sotrris mâle fixé au Bouin-Herlant, après 72 h
5 microcuries de radiosulfate par ml. Colora-

De l'étucie cles autoradiograpiries de fragments préhypo-
phvsaires cultir,és et fixés ar1 formol, norls pouvons conclure
qtre les résultats obtenus h aitro sont identiques à ceux ob-
tenrls irt. aiao. On obserrre en efret des zones intensément
radioactives qui corresponclent à cles cellules B.A.+, P.A.S.+
{ fig. 6).

Ces résultats nous permettent donc d'afrirnrer que cer-
taitres celluies préhl,pophysaires B.A.+, P.A.S.+ utilisent
intensément ùt zlitro comtne itt aizto des groupements SOn
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lors de leur métabolisme, contrairement aux autres variétés
cellulaires préhypophysaires. En conséquence, ces cellules
B.A.+ doivent posséder soit électivement, soit à un taux plus
élevé par rapport aux autres variétés cellulaires préhypophy-
saires, ies .enzymes nécessaires au métabolisme dr-r sulfate.

:*.:.Las JJ
Autoradiographie d'un fragment de préhypophyse (même cas que la figure 5).

Noter la présence de zones intensément radioactives.

Coxcr.usroNs

De i'ensemble de ces études histoautoradiographiques, his-
tochimiques et biochimiques, norls pouvons conclure à f in-
tense parti,cipation cles ions suifate au métabolisme cle cer-
taines cellules B.A.+, P.A.s.+ cle 1a préhypophyse cle souris,
in aiao et in ui,tro.' ces grollpements sulfates étant vraisem-
blablement iiés atlx constituants rnucopolysacchariciiques con-
tenus dans ces cellules (8).

(Laboratoire cl'Histologie et Enrbrt,ologie I de la Fuctilté
de Médecine de Lille et Département de,s .lpptications Biologiques
d,u Centre de Recherches Nucléaires de Strasboilrq.\
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