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SUMMARY 

The anterior pituitary and the hypoth~~us of the normal and castrated rat contain soluble 
receptors for testosterone, present in the 105.OOOg supemat~ts. The capacity of macro- 
molecular fixation of testosterone is greater in anterior hypophysis than in hypothalamus. 

Raising the incubation temperature of slices and of homogenates results in a decrease of the 
binding capacity of testosterone. These receptors are macromolecules whose molecular weight 
most likely exceeds 100.000 and whose nature is, at least in part, protein. 

The bound radioactive material consists partly of testosterone and partly of an unidentified 
steroid (Compound X). Dihydrotestosterone and 4-androstene-3,17-dione are minor con- 
stituents. 

INTRODUCTION 

LE RGLE du complexe hypothalamo-hypophysaire dans le controle de la secretion 
des hormones sexuelles est desormais bien Ctabli[l-4]. Divers groupes de 
chercheurs ont, d’ailleurs, demontre une accumulation et une retention de 
l’oestradiol dans l’hy~physe antirieure et l’hy~thalamus [5- 121. De notre 
c&i, nous avons Ctudii les modal&es de la pen&ration et de l’accumulation in 
viva et in vitro de la ( 1 .2-3H) testosterone dans I’hypophyse antbrieure, l’hypo- 
thalamus et le cerveau du rat normal ou castre [13.14]. Recemment, nous avons 
mis en evidence la presence d’une association macromoleculaire de la testosterone 
dans ces organes de la regulation de l’hormonogenese [ 151. Poursuivant nos 
travaux sur le micanisme d’action de ia testosterone au niveau du complexe 
hypothalamo-hypophysaire, nous avons etudie quelques caractkistiques du 
‘recepteur’ cytoplasmique hypophysaire et hypothalamique de cet androgene. 

MATtSRlEL ET MeTHODES 

~ut~rje~ bjo~~g~q~e. Toutes les experiences ont et6 effecttrees avec des rats 
mriles et ad&es de souche Wistar (Elevage Janvier- 53- Le Genest). Les 
animaux ont ete sacrifies par decapitation, sans anesthisie au moyen d’une 
guillotine (Havard Apparatus). 

rcrj TestostProne. La ( 1,2aH) testosterone fournie par le CEN (Belgique) a 
une activite specifique de 42 Ci par mmol. La solution d’origine: benz&re- 
ethanol (90 : 10) est Cvaporee B set sous vide. Le residu est repris par une quantite 
aliquote d’ethanol B 95”. Cette solution mere est, ensuite, dilde soit par du milieu 
tampon-phosphate 0,05 M pour les incubations in vitro, soit par du s&-urn physio- 
logique pour les injections 1 .C. 

La purete de la ( 1 .2-3H) testosterone. test&e par chromatographie sur papier 
dans le systeme de Kochakian et Stidworthy [ 171, est de 99,1%. 
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Injections intrrr-ccrrotidiennes (I.C. I. Elles sont faites darts la carotide primitive. 
apt-h denudation de I’artere. et au moyen d’un catheter epicranien. les rats &ant 
prealablement anesthesies par injection intra-piritoniale d’une solution de 
Nembutal. Chaque rat recoit une injection de 50~1 d’une solution de f$H] 
testosterone obtenue par dilution dune solution-mere ethanohque dans du serum 
physiologique. II est sacrifie par decapitation 5 min apres I-injection. 

Prhparation des tissus et mkthode dfincllbcztion 

Apt-es decapitation, les hypophyses anterieures et Ies hypothalamus sont 
rapidement preleves et peses. Quatre a six organes sont utilises h chaque ex- 
perience. 

HamogPnats. Les tissus sont homogeneises a I’aide d’un appareil de Potter. 
dans 3 ml d’une solution tampon-phosphate 0.05 M, de pH 7.4. Apres filtration 
sur gaze, les homogenats sont mis a incuber en presence de ( I.Z!-:jH) testosterone 
et d’0,. Iis sent, ensuite, centrifuges B 8OOg et a 0°C et les surnageants sont sou- 
mis a une gel-filtration sur colonne de Sephadex G 25-tam~n-phosphate 0.05 M. 

Coupes. Quatre hypothalamus et quatre hypophyser anterieures coupes en 
tranches minces sont places en incubation dans 3 ml de solution de Krebs ren- 
fermant une quantite determinCe de [3H] testosterone. Les incubations sont 
effectuees en atmosphere d’0,. sous agitation constante. a des temperatures et 
des temps variables suivant les experiences. A la fin de la periode ~incubation, 
les coupes sont extraites du milieu de survie, rincees avec du liquide de Krebs et 
broyees au Potter. L’homogenat est centrifuge a 800 ,q a 0°C et le surnageant est 
filtr6 sur colonne de gel de Sephadex G 25-tampon-phosphate 0,05 M. 

Cytosols. Quatre hypophyses anterieures et hypothalamus sont homogeneises 
dans une solution tampon-phosphate 0.05 M. Apt-es une premiere centrifugation 
B 800~. le stirnageant est soumis a une seconde centrifu~tion a 105.000~ 
pendant I h. dans le rotor S W 50 d’une centrifugeuse L, Beckman. Apt-es in- 
cubation en presence de [3H] testosterone. le cytosol est analyse par chromato- 
graphie sur gels de Sephadex G 25-tampon phosphate 0,OS M, de Sephadex 
G 100 ou de Sepharose 6 B. 

Des cytosols ont CtC prepares de la meme maniere a partir d’organes de rat 
ayant recu une injection intra-carotidienne et de coupes pr~alabiement incubees 
en presence d’hormone tritiee scion le protocole indique ci-dessus. 

Chromutogruphies sur gels de Sephades 

S@phudex G 25. Les extraits hypophysaires et hypothalamiques sont frac- 
tionnes sur des colonnes de gel de Sephadex G 25 equilibre dans la solution 
tampon-phosphate 0,05 M, de pH 7.4. Les colonnes renfermant 5 g de gel ont une 
hauteur de 27 cm et un diametre de 0,9 cm. Le volume d’exclusion mesure par 
passage d’une solution de Bleu dexttan 2000 est de 6 ml. La testosterone ‘liie’ 
est Cluee entre le 6 eme et le I Z eme ml. /‘hormone libre entre le 18 eme et ie 30 
&me ml. Le debit est de 30 ml/h. 

Les elutions sont rtalisees a l’aide de la solution tampon-phosphate 0,05 M. 
Les eluats sont collectes par fractions de 2 ml sur lesqueiles sont dosees les 
proteines et la radioactivite. 

Sephadex G 100. Nous avons utilisi des colonnes de 38 cm de hauteur et de 
2.5 cm de diambre renfermant 20 g de gel prepare dans la solution tampon-phos- 
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phate 0,05 M. Leur volume d’exclusion est de 5 1 ml, leur debit de I9 ml par heure 
et la testosterone ‘libre’ est recueillie entre le 180 &me et le 200 tme ml. 

Sepharose 6 B. Les colonnes utilisees sont identiques aux precedentes. Elles 
renferment 250 ml de gel de Sepharose 6 B Cquiiibre dans la solution tampon 
phosphate 0,05 M. Le volume d’exclusion est de 55 ml et la testosterone ‘libre’ 
est recueillie a partir du 200 &me ml. 

Toutes les gel-filtrations ont CtC effectuees a +8”C. Les differents types de gel 
ont CtC fournis par Pharmacia Uppsala (Suede). 

Experiences de comphtition. Elles ont CtC faites sur des cytosols d’hypophyse 
anterieure et d’hypothalamus incubes a 25°C pendant 30 min, en presence de 
1 x IOJ’M (0,4 r*_Ci) de [3H] testosterone par mg de proteines et des sterdides 
competiteurs a la meme dose. Les cytosols temoins et ceux renfermant le steroi’de 
competiteur ont CtC, ensuite, filtres sur colonne de gel de Sephadex G 25tampon- 
phosphate 0,05 M. Les resultats sont exprimes en pourcentage de la radioactivite 
‘like’ dans l’essai par rapport a la quantite de la radioactivite ‘like’ dans le temoin. 

Caructhrisation des sthroiiies. L’etude de la nature de I’androgene ‘lice’ a it& 
entreprise apt-es incubation de cytosol d’hypophyse anterieure de d’hypothalamus 
en presence de r3H] testosterone. La radioactiviti ‘lice’ est isolee par filtration 
sur gel de Sephadex G 25-tampon-phosphate 0,05 M et les sterdides sont extraits 
par la methode de Folch. et u1.[16]. Apres addition aux extraits de 2Opg de 
testosterone. de dihydrotestosterone, d’androstanediol; d’androstanedione et 
d’androsdnedione*, comme Ctalons intemes, les sterdides sont &pares par chro- 
matographie descendante sur papier Whatman no 2 decoupe en bandelettes de 
3 cm de largeur dans le systeme de Kochakian et Stidworthy, a 30°C. (Papier 
Whatman no 2 impregne de propylene glycol-methanol (I : l), solvants : benzene- 
cyclohexane (1 : 1) satures en propylene giycol[17]. 

Les sterdides temoins sont rev&s par le reactif de Zimmerman au 2,4- 
dinitrobenzene [ 181 ou rep&s, pour certains d’entre eux, par examen des 
chromatogrammes a 240 mp. Les bandelettes sont ensuite decouples cm par cm 
et la radioactivite mesuree par comptage en scintillation iiquide. 

Mdthodes de dosage 

Prothines. Elles sont do&es par la technique de Lowry et ul.[ 193 en utilisant 
une solution de serum-albumine de boeuf comme substance de reference. 

Acide dPsoxyribonu&ique (ADN). I1 a Cte dose par la technique colori- 
metrique de Ceriotti [20]. 

Rudiouctiuitk. La radioactivite en milieu aqueux a CtC comptee en scintilla- 
tion liquide apt-es addition du melange de Bray [20]. La radioactivite des chromato- 
grammes est mesuree apres dicoupage en bandelettes de 1 cm de largeur et 
immersion dans 10 ml du melange : PPO 5 g, dimethyl POPOP 0,l g, toluene 
1000 ml. Les comptages sont effectues a I’aide d’un compteur Marck I (Nuclear 
Chicago). Les corrections de quenching sont faites suivant la mithode du rapport. 
des canaux avec standard exteme. Le rendement moyen est de 30% pour le 
tritium dans nos conditions experimentales. 

*Noms CONDUITS urilishs. Testosttrone : 17/l-hydroxy-4-androstin-3-one, Androstknedione : 4- 
androstkne-3.17-dione. androstanedione : 5a-androstane-3.17-dione. androstanediol: Sa-androstane- 
3.17-dial. dihydrotestostCrone: 17P-hydroxy-5a-androstan-3-one. 
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R&U LTATS 

( 1) Mise en Pvidence d’une msociution rn~~cromolP~~lrluirr de ILI [1,2-:‘N]tes- 
tostkone 

(a) In vitro. La filtration sur gel de Sephadex G 25 de surnageants 800~. 
obtenus apt-es centrifugation d’homogenats prepares a partir de coupes d’hypo- 
physes et d’hypothalamus incubes en presence d’hormone tritiee permet la mise 
en evidence dune association macromoleculaire de I’androgene (Fig. I ). La quan- 
tite d’hormone like est, en moyenne, de I,5 X lo-‘“M par mg de proteines hypo- 
physaires et de 3,6 x 10J5M par mg de proteines hypothalamiques (moyenne de 
4 experiences effect&es chacune avec 4 rats). 

La presence d’un ‘recepteur’ cytoplasmique soluble a ete demontree par chro- 
matographie sur gel de Sephadex G 25 de surnageants 105.000~ prepares a 
partir de coupes d’hypophyses et d’hypothalamus incubees en presence de [CiH] 
testosterone. Le passage simultane des proteines et d’une partie de la radioactivite 
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Fig. I. Separation par filtration sur gel de Sephadex G 25 de la testosterone liee et libre 

presente dans des surnageants 800 g et des cytosols d’hypophyse et d’hypothalamus. 

Apres incubation de coupes de 4 hypophyses et 4 hypothalamus a 25°C. pendant 

30 min. dans 3 ml de solution de Krebs renfermant 4 X IO-‘*M de [“HItestosterone ( I .6 

&i). Apris centrifugation a 8OOg. les surnageants ont ite filtris sur colonne de 

Sephadex G 25tampon phosphate 0.05 M. 

Apres incubation de cytosols, obtenus a partir de 4 hypophyses et 4 hypothalamus. 

pendant 30 min. h 25°C. dans 3 ml de solution tampon phosphate 0.05 M contenant 

9 x IO-“M de j:‘H]testosterone par mg de proteines (0.37/~Cil. Les cytosols hypo- 

physaires ont ete filtres sur des colonnes de 5g de gel de Sephadex G 25. ceux de 

I’hypothalamus sur des colonnes de IO g de gel (volume d’exclusion IO ml). 

En trait plein: elution des proteines, en trait pointilk: eiution de la rddioactivite. 
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permet de penser qu’il s’agit dune association macromoleculaire soluble. Le taux 
d’hormone IiCe est de 4 x 10J4M par mg de proteines d’hypophyse et de 3.2 X lo- 
15M par mg de proteines d’hypothalamus. 

L’existence d’un ‘recepteur’ cytoplasmique soluble darts I’hypophyse et 
I’hypothalamus a Cte confirmee par filtration sur gel de Sephadex G 25 de cytosols 
incubes en presence de [3H]testost&one (Fig. I). L’incubation des cytosols avec 
I’hormone assure, en outre, une augmentation de la capacite de fixation des 
‘proteines receptrices’, puisque 7 x 10J4M de testosterone sont IiCes par mg de 
proteines d’hypophyse et 1,7 x 10J4M par mg de proteines hypothalamiques 
(moyenne de 4 experiences portant chacune sur 4 rats). 

(b) In ho. La presence de ‘recepteurs’ de la testosterone dans le cytoplasme 
de I’hypophyse anterieure et de I’hypothalamus a CtC confirmee apt-es injection 
intra-carotidienne de [sH]testosterone. La filtration sur gel de Sephadex G 25 
permet, a nouveau, d’identifier, dans la fraction exclue, une similitude de passage 
entre les proteines et la radioactivite (Fig. 2). La quantite totale de radioactivite 
captee par organe est faible. Elle ne represente pas plus de 0,006% de la dose 
injectee. L’activite spkcifique du ‘recepteur’ hypophysaire est. en moyenne, de 
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Fig. 2. Mise en Cvidence d’une association macromoltculaire de la [SH]testost&one dans 
des cytosols hypophysaires et hypothalamiques aprks injection de I’hormone. 

Filtration sur gel de Sephadex G 25 tampon phosphate 0,05 M de cytosols prtpaks 
B partir de lots de 8 hypophyses et 8 hypothalamus, apres injection inter-carotidienne & 

chaque rat de 2 x 10J”M (8,4 $3) de PHItestosterone. 
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4 x 10J4M par mg de protkine. celle du ‘rkepteur’ de I’hypothalamus est de 
0 5 x 10J”M. . 

(21 Variations de l’uss~~iaf~o~ rnacr~rno~~~ltl~l~r~ de ~~~l~ld~~~~~l~ 

(a) E$ets de la tempkrarure ~i~clibuti~n. L’incubation d’homogknats d’hypo- 
physes antkieures et d’hypothalamus, pendant 30 min. A 37”C, 25°C et 5°C en 
prksence de [3H]testost&one montre que le taux de l’association macromolicu- 
laire dkroit avec I’ilevation de la tempkrature (Fig. 3). Pour les hypophyses 
ant&ewes. le taux d’androg&ne lib par mg de prodines est de 2 X 1 O-‘:‘M. 
1.9 X IO-13M et de 1 x 10-13M, respectivement B 5°C. 25°C et 37°C. En ce qui 
concerne les hypothalamus, la quantitk d’androgkne 1% par mg de protkines est 
de 1,3 X lo-13M B 5”C, 0.5 x 10J3M 825°C et de 0,5 X 10-l:SM j 37°C. 

Des rksultats similaires ont 6tt obtenus apt& incubation de coupes d’hypo- 
physes et d’hypothalamus, pendant 30 min. B des temptkatures identiques aux 
pr&Cdentes (Fig. 3). Dans te cas de l’hy~thalamus. on observe une augmentation 
du taux d’androg&ne 1% au tours d’abaissement de la temperature du milieu 
d’incubation. La teneur en radioactivite like aux protiines est de 0.28 X IO-‘:‘M 
k 37”C, 0.37 x 10J”M B 25°C et de 080 x lo-‘“M B 5°C. 

Les ksultats obtenus avec les coupes d’hypophyses sont quelque peu diffk 
rents, la quantitk d’hormone fix&e aux protkines itant de 2-5 x IO-*“M B 37°C. 
0,65 x IO-13M B 25°C et 0,9 x IO-‘“M B 5°C. 

(b) Eflefs de ia dur& des ~ncubafiu~s. Les taux d’androgkne IiC ont &C 
mesurCs apt-& incubation de coupes d’hypophyses ankrieures et d’hypothalamus 
pendant 30. 60. 90 et 120 min. Pour ce dernier organe, la teneur en testostkrone 
like croit avec l’allongement de la dur6e des incubations. Elle est de 0.4 X 1 0J3M 
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LPB HYPO~AL~MUS 

Fig. 3. EiTets de la tempirature d’incubation des homo&tats et des coupes d’hypophysea 
ant&ewes et d’hypoth~~~lmus sur le taux de ~~H]testost~rone lice. 

Les homoyinats provenant de 4 hypophyses et de 4 hypo&h~l~mus ant 6tk incub& 
dam 3 ml de solution-tampon phosphate 0.05 M. pendant 30 min. h 37°C. ‘14°C et 5°C. 
en presence de I.1 x IO-“‘M de FlH]testostCrone l4.6pCi). Aprks centrifugation B 
800 g, les surnayeants ont btt filtrOs sur gel de Sephadex G Z-tampon phosphate 0,OS M. 

Les coupes d’orgdnes ont itC incubies pendant 30 min. ddns 3 ml de liquide de Krebs 
renfermant I x 10J”M de F$H]testostkrone (4.2 $Zi). 
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par mg de protkne aprks 30 min. 0.3 X IO JsM aprks 60 min, 0.7 x 10J3M aprks 
90 min et 1.4 X 1 0-'"M aprks 120 min (Fig. 4). 

Le comportement du ‘rkepteur hypophysaire est diffkrent puisque la quan- 
tit6 d’androgkne IiC par mg de protkines est de 2,0X 10J3M et de 2,l X 10J3M 
aprks 30 et 60 min. Elle est identique (3.0 x 10J3M) apt-& 90 et 120 min d’incuba- 
tion. 

, M.lo-” ,.r 
ng proteincs n ANTE-HYPOPHYSE 

m HYPOTHALAMUS 

I, 
00 00 120 millrt,t 

Fig. 4. Variations du taux de la [W]testosttrone like en fonction de la duke des incuba- 
tions de coupes d’hypophyses et d’hypothalamus. 

Les coupes de 4 hypophyses et 4 hypothalamus ont &i incubkes B 37°C. pendant 30. 
60. 90 et I20 min. dans 3 ml de liquide de Krebs renfermant 1.2 x 10-l”M (5 &i) de 
[3H]testost&one. Aprks homogkntisation. puis centrifugation B 800 g, les sumageants 

ant &k filtrks sur gel de Sephadex G 25-tampon-phosphate. 

(3) Etude de la sptMficit8 des ‘keptcurs’ hypophysaire et hypothalamique 

La spCcificitC des rkepteurs a CtC CtudiCe par incubation de cytosols hypo- 
physaires et hypothalamiques en prksence de rH]testostCrone et de sttrdides 
non radioactifs. Les rksultats ont CtC rassembles dans le Tableau 1. 11s indiquent 
clairement que l’hypophyse antkrieure contient un ‘rkcepteur’ cytoplasmique 
spkifique de la testostkrone. Seule, en effet, l’hormone mPle diminue de 30% la 
fixation de la [3H]testostCrone. Les autres stCroYdes testes sont sans effet. 

Le ‘rkepteur’ cytoplasmique de l’hypothalamus ne semble pas presenter une 
spCcificitC aussi ktroite que celui de I’hypophyse. l’androstknedione et la dihydro- 
testostkrone modifiant partiellement la capacite de fixation du rkcepteur vis B vis 
de la testostkrone. 

(4) Etude du comportement des ‘rkepteurs hypophysaire et hypothalamique de 
la testostirone sur gel de Sephadex G 100 et Shpharose 6 B 

Des cytosols obtenus aprks incubation de coupes d’hypophyses et d’hypotha- 
lamus. en prksence de [3H]testost&rone. et des cytosols incub& en prksence de 
l’androgkne radioactif ont CtC soumis k des chromatographies sur gel de Sephadex 
G 100 et SCpharose 6 B. 

Sur Sephadex G 100. les protkines du cytosol hypophysaire sont iluies en 
deux fractions principales. La premiere est exclue du gel, elle est recueillie entre 
le 48kme et le 88kme ml. son maximum Gtant situ6 au 56ime ml. La seconde est 
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Tableau I. Effet de competition de quelques steroides sur la 
fixation de la [3H]testosterone aux recepteurs cytoplasmiques de 
I’hypophyse anterieure et I’hypothalamus. Incubation des cytosols- 
temoins, 30 min. a 25°C. en presence de 1 x IO-“M de [:‘H]testos- 
t&one (O,JpCi) par mg de proteines. et des cytosols-essais en 
presence de 1 x IO-“M de [3H]testosterone lO.4pCil et de I % IO- 
“M de stero’ide competiteur. A la fin de I’incubation. les cytosols ont 
Cte filtres sur gel de Sephadex G 25-tampon-phosphate 0.05 hl. et 

la radioactivite de la fraction exclue determiner 

Steroi’de froid 

Testosterone 
Dihydrotestosterone 
Androstine-3.17-dione 
17P-oestradiol 

Variations en % du taux de 
[“HItestosterone ii& aux 

recepteurs cytoplasmiques 

Hypophyse Hypothalamus 

-30% -12% 
+3% -28% 

+I2% -10% 
16% +3% 

CluCe plus tardivement du 88eme ml au 128kme ml. La radioactivite like est 
obtenue du 48eme au 64eme ml (Fig. 5). 

La filtration sur Sephadex G 100 des proteines du cytosol hypothalamique. 
les separe en trois fractions. dont les maxima sont situ& respectivement aux 
66eme. 82eme et 104eme ml (Fig. 5). La testosterone like est Cl&e entre le 50eme 
et le 74eme ml (Fig. 5 ). 

Dans les deux cas. hypophyse et hypothalamus, les recepteurs cytoplasmiques 
de la testosterone sont exclus des gels de Sephadex G 100. 

Les resultats obtenus avec des colonnes de Sepharose 6 B sont moins nets. 
II semblerait neanmoins que le recepteur cytoplasmique de I’hypothalamus soit 
moins retenu sur le gel que celui de I’hypophyse (Fig. 6). 

(5) Rkpartition de la radioactivite’ entre culots et surnageants 800 g 

L’Ctude de la repartition entre sediments 800 g et surnageants 800 g obtenus 
apt-es incubation d’homogenats ou de coupes d’hypophyses et d’hypothalamus est 
interessante a noter. En effet. quelles que soient la temperature des incubations 
et leur duke, nous avons toujours constate que les culots 8001: d’origine hypo- 
thalamique renferment plus de radioactivite que les surnageants correspondants 
(Fig. 7). Apt-es incubation de coupes d’hypothalamus a 25°C pendant 30 min. le 
pourcentage de captation pour 100 mg de cet organe est. en moyenne. de 4.33% 
pour les surnageants 800 g, de 5.5% pour les culots 800 g et 3.35% pour les 
cytosols. La radioactivite des culots 8OOg represente 56% de la radioactivite 
totale captee par les coupes. On observe une phenomene inverse pour les 
hypophyses (Fig. 7). Le calcul du taux d’androgene capte par 100 mg de tissu 
montre, qu’en moyenne 15% de la radioactivite sont retrouves dans les sur- 
nageants 8OOg, 12.5% dans le cytosoi et 2.8% seulement dans le culot 8OOg. 
Celui-ci ne renferme que 15% du tritium intra-hypophysaire. II existe. done. 
entre ces deux organes des differences fondamentales dans la repartition intra- 
cellulaire de I’androgene. 
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Fig. 5. Filtration SW gel de Sephadex G 100~tampon-phosphate 0.05 M 
cytoplasmique hypophysaire et hypothalamique de la [3H]testostCrone. 

du recepteur 

Apres incubation de cytosols hypophysaires et hypothalamiques a 25°C. pendant 
30 min en presence de 0.9 x IOJ’M (0.37 &i) de [SH]testost6rone. ceux-ci ont et6 
filtres sur colonne de Sephadex G 25-tampon phosphate 0,05 M. La fraction exclue a 
et& ensuite. soumise a une chromatographie sur gel de Sephadex G 100 dans le tampon 

phosphate 0.05 M. 

Darts nos conditions experimentales, la quasi totalite des noyaux de l’hypo- 
physe et de l’hypothalamus se trouve dans les culots 8OOg. Les dosages de 
I’ADN effect&s sur ces derniers nous ont. en effet. montre que 90% de l’acide 
dCsoxyribonucl&que sont dans le culot 800 g hypophysaire et 96% darts le culot 
800 g hypothalamique (Fig. 7). 

(6) Etude de la nature de I’androgPne lib aux ‘re’cepteurs’ cytoplasmiques de 
I’hypophyse et de l’hypothalamus 

Afin de determiner la nature de I’androgine lie, des incubations de cytosols 
hypophysaires et hypothalamiques ont CtC realisees a 25”C, pendant des temps 
variables, en presence de [3H]testostCrone. Apt-es passage sur gel de Sephadex 
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Fig. 6. Chromatographie WI gel de Sepharose F, B dc&j :~~cp:~trr~ h:k?;:;lti!.~;~~r?\ “I 
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Fig. 7. Ripartitiun de la radioactivittj entre wmagennts 800,~ et culots 800 :r itbtenos 
aprks incubation de coupes d’hypo~~dlamos et d’hypophyses antirreutes en presence de 

la f%ftestost~rone. 

G 25, la radioactiviti liCe a &C extraite par la m&ode de Foich et ~l.[16] et les 

st&oi’des sCparCs par c~r~rn~to~~phie de 5 h dans fe syst5me de Kochakian et 

Stidworthy. Dans celui-ci, I‘androstanediol a un RF’ de O.lI). la testobrone de 

0.22, la di~ydrotestost~rone de 0.40, l’~ndrost~nedi~ne de 0.62 et I’androstane- 

dione de 0.80. 

Ce systkme de solvants nous a permis de constater I’htt&ogCnCiti des andro- 
genes Ii&. tant dans l’hyp~physe que dans l’~y~~th~l~mus. puisque nous avons 

constat la prCsence d’androst&nedione, de dihydrotestustCrone, de testost&one 
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et d’un compose X non identifie. Les deux premiers sterdides representent moins 
de 10% de la radioactivite totale des chromatogrammes. Par contre. il est sur- 
prenant de constater qu’apres 60 min d’incubations a 25°C de cytosols hypo- 
physaires. la testosterone ne constitue que 28% en moyenne de la radioactivite 
IiCe tandis que le sterdide X represente 59%. Des resultats analogues ont CtC 
obtenus avec des cytosols hypothalamiques incubes dans les memes conditions, 
I’hormone male representant 20% de la radioactivite totale des chromatogrammes 
et le compose X. 56%. 

La nature du derive X nous est encore inconnue. Si dans le systeme de solvants 
de Kochakian et Stidworthy son RF est identique a. celui de I’androstanedione, it 
est different apres une chromatographie de 3 h 30 sur papier Whatman no 2 dans 
le melange: methanol, eau. hexane (9. I. IO) [3 11. II s’agit, en tout cas. d’un compose 
peu polaire. 

DISCUSSION ET CONCLUSIONS 

La filtration sur gel de Sephadex G 25tampon-phosphate 0.05 M de sur- 
nageants 8OOg prepares apt-es incubation d’homogenats totaux ou de coupes 
d’hypophyses et d’hypothalamus nous a permis de mettre en evidence une 
association macromoleculaire de la [3H]testost&one. Nous avons. en effet, 
observe, dans tous les cas, un passage simultane de la radioactivite et des proteines 
exclues du gel. Cette coincidence laisse a penser, qu’une partie de I’androgene 
intra-cellulaire est IiCe a une molecule de nature vraisemblablement proteique. 

Cette association androgene-macromolecule a. en outre. CtC mise en evidence 
soit dans des cytosols obtenus apt-es incubation de coupes. soit dans des cytosols 
incubes en presence de [3H]testosterone. soit encore dans les cytosols prepares 
apres injection intra-carotidienne de I’androgene. Ceci suggere la presence, dans 
le cytoplasme de I’hypophyse anterieure et de I’hypothalamus du rat adulte et 
normal. d’un ‘recepteur soluble de I’androgene. 

II est a noter que dans les experiences effect&es in uivo, la quantite d’andro- 
gene libre est tres faible, la quasi totalite &ant lice ce qui n’est pas le cas dans 
celles faites in vitro. 

Quelle que soit la technique utilisee, incubation d’homogenats, de coupes, de 
cytosols ou injections intra-carotidiennes, nos resultats montrent que la quantite 
d’androgine lie par mg de proteines est toujours plus importante darts le cyto- 
plasme de I’hypophyse anterieure que dans celui de I’hypothalamus. Ces con- 
stations confirment nos travaux antirieurs au tours desquels I’bude des modalites 
de la penetration et de la captation de la [3H]testostCrone nous avait permis de 
mettre en evidence une concentration prCf&entielle de I’hormone dans I’hypo- 
physe [ 13-l 51. Des conclusions analogues ont etC faites par Resko e? al.[22]. Roy 
et Laumas[23]. Whalen et al.[24]. De leur cot& Kato et Villee ont obtenu des 
resultats identiques avec [3H]oestradiol [8.9]. 

L-etude de la specificiti des ‘recepteurs’ cytoplasmiques semble montrer que 
le ‘recepteur’ hypophysaire posdde une affinite plus selective vis a vis de la 
testosterone que celui de I’hypothalamus. Seule. en effet. I’addition a parties Cgales 
de I’hormone naturelle diminue de 30% la fixation de la [3H]testosterone. Aucun 
des analogues testes n’a d’effets pas m@me la dihydrotestosterone qui selon 
Jaffe [26] et Martini et cr/.[27] serait le principal metabolite de la testosterone darts 
cette glande. Nos etudes &ant limitees au ‘ricepteur’ cytoplasmique, il es? 
possible que celui-ci a l’inverse de son homologue nucleaire ait une affinite speci- 
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fique pour i’hormone inchangke. Bruchovsky et Wilson ont. en effet. montrC qur. 
dans la prostate, la transformation de la testostkrone en dihydrotestost&one 
s’effectue principalement dans ies noyeux 1281. Anderson et Liao ont de leur c&6 
constat une rktention s6lective de ce mCtaboiite dans Ies noyaux de cet organe 

~291. 
L’absence de compCtition observke entre la testost&one et ses mPtaboiites 

ne now surprend pas puisque now n’avons dCcei6. au niveau des Ecepteurs 
cytopiasmiques de i’hypophyse et de l’hypothalamus qu’une faible quantiti 
d’androsdnedione et de dihydrostestost&one. 

Le ‘ricepteur soluble de i’hypophyse. comme ceiui de l’hypothaiamus. sembie 
avoir un poids mol6cuiaire sup&ieur ?I lOO.OOO puisqu’il est exclu des gels de 
Sephadex G 100. Sa nature est vraisemblabiement protCique pour avoir constat& 
aprks incubation de la fraction exclue du gel de Sephadex G 25 en prCsence de 
trypsine, une diminution de 43% de la radioactivitk IiCe au ‘rtkeptew hypo- 
physaire. et de 69% de celle de i’hypotha~amus. 

L’incubation d’homogenats d’hypophyses et ~hypothaiamus en prisence de 
tH]testostCrone et B des tempkratures variables prouve la iabiiitb de la liaison 
macromolCcuiaire de I’androgkne. L’6lCvation de la templrature du milieu 
d’incubation induit dans ies deux organes une diminution de la quantite d’andro- 
g&e Ii& La thermolabiiitC de la liaison tendrait B accrCditer sa nature non 
covalente. Cette baisse du taux de la radioactivity IZe provoquCe par i’616vation 
de tempkrature des incubations d’homogCnats peut $tre due soit B une instabiliti 
de la liaison androgl?ne-macromoiCcuie. soit B une augmentation du mCtaboiisme 
de la testost&one soit encore B une destruction partieiie du Ecepteur’ par action 
d’enzymes protColytiques. Des conclusions simiiaires peuvent @tre dCduites des 
expkriences effect&es par incubation de coupes d’hypothaiamus B YC, 25°C et 
37°C. Le taux d’androgkne liC est inversement proportionnel B i’iiivation de la 
temp&atute des Incubations. Les r&uitats obtenus ap&s incubation de coupes 
d’hypophyses sont diff&ents puisqu’g 37°C la quantitC d’hormone ii&e est 
supkrieure B ceiie observCe apr$s incubation & 25°C et B 5°C. II est possible que 
la liaison de la protCine cytoplasmique hypophysaire avec I’androgtne soit plus 
stable que ceile de i’hypothaiamus. 

Nous avons 6tudii. au tours de quelques experiences, la capacitC de fixation 
de i’androgitne par son Xcepteur dans i’hypophyse. i’hypothalamus de rats 
ad&es et cast&s depuis 40 jours. Si la quantitC globale d’hormone IiCe par 
organe est plus importante chez les cast& que chez ies normaux. par contre 
i’activitk specifique du Xcepteur c’est B dire la quantitC d’hormone ii6e par mg 
de prot&nes n’est significativement pas diffbrente entre ies orchidectomisCs et 
ies non opCr&. Ceci tient au fait que, comme i’ont dCmontr6 Vaiotaire et Duval. 
la castration provoque. au niveau de I’adCnohypophyse. une augmentation du 
poids de cette glande et un accroissement de son contenu en protkines. ADN et 
ARN [25]. 

L’&ude de la &partition de la radioactivite entre les cuiots et ies surnageants 
80Oa obtenus apres incu~tion de coupes ou d’homog~nats d’hypophyses et 
d’hypothalamus confirme i’existence de diff&ences fondamentales dans Ia capta- 
tion et la repartition de i’androgkne dans ces deux organes. Les cuiots 8OOg 
d’origine hypothalamique renferment toujours au moins autant de radioactivitk 
que les surnageants 800 g correspondants quelle que soit la tempkrature du milieu 
des incubations ou ieur durke. A i’inverse. les surnageants 8OOg hypophysaires 
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renferment davantage d’androgkne tritiC que les culots 8OOg. Nos r&ultats sont 
en accord avec ceux de Roy et Laumas qui ont montr&. r&emment, qu’apres 
perfusion de [3H]testostCrone. 82% de la radioactivitk sont retrouvis dans le 
surnageant 1 OS.000 a provenant d’homog&ats d’hypophyses de rat et 9% seule- 
ment dans la fraction nucliaire[23]. Du point de vue de la &partition entre cyto- 
plasme et noyaux, I’hypothalamus aurait un comportement proche des organes 
cibles, vCsicules Gminales et prostate. dans lesquels ces memes auteurs ont 
trouve une rkpartition sensiblement &gale de la radioactiviti entre noyaux et 
cytosol[23]. Apt-& avoir constate que plus de 90% de I’ADN sont dans les culots 
800 g. on peut raisonnablement en dCduire que ces diff&-ences tr& sensibles dans 
la r&partition de la radioactivitk nuclCaire sont dties g des modalit& de captation 
de I’hormone propre & chacun de ces deux organes. II est tvidemment indispens- 
able de vCrifier I’importance de ce phCnomene en rapportant le taux de la radio- 
activitt! g celui de I’ADN. Des recherches sont entreprises actuellement dans ce 
laboratoire. Elles nous permettront de vCrifier & partir de noyaux hypophysaires 
et hypothalamiques purifiCs, si les premiers renferment effectivement moins de 
radioactiviti que les seconds. Pour I’instant, la signification biologique de cette 
r&partition dissemblable nous Cchappe. II est possible d’envisager, nCanmoins, 
une p&&ration de I’hormone dans tous les noyaux des diffkrentes rCgions 
hypothalamiques et sa captation sClective par les noyaux des cellules gonadotropes 
de I’hypophyse antkrieure. L’autoradiographie de coupes d’hypophyses devrait 
permettre de verifier cette hypothese. Quoi qu’il en soit, B ces diff&ences de con- 
centration intra-nuclCaire de I’androgkne doivent correspondre des mtcanismes 
d’action hormonale propre B chacun de ces deux organes. 

II ttait indispensable de connaitre la nature du stCrdide IiC aux ‘rgcepteurs 
cytoplasmiques de I’hypophyse ant&ieure et de I’hypothalamus. Nous avons itC 
surpris de constater. tout d’abord, I’hCtCrogCn&t& stCrdidique de la fraction exclue 
du gel de Sephadex G 25 et provenant de cytosols hypophysaire et hypothalamique. 
La chromatographie sur papier dans le systkme de solvants de Kochakian[ 171 
nous a, en effet, permis de constaler la prCsence d’androst&nedione, de dihydro- 
testost&one. de testost&one et d’un composC X de faible polarit& Les deux 
premiers stCroi’des reprisentent. P eux deux, moins de 10% de la radioactiviti 
totale IiCe. La faible teneur de la fraction IiCe en dihydrotestost&one est caract&- 
istique et elle ne correspond pas aux conclusions de JafT~5[26] et Martini et a1.[27] 
qui considerent ce St&-dide comme &ant le principal mCtabolite de la testost&one 
dans I’hypophyse et I’hypothalamus. II est vrai que ces auteurs ont CtudiC le 
mCtabolisme de I’hormone mQle, globalement, sans tenir compte des fractions 
stCroFdiques libres et IiCes, et sans distinction de mCtabolisme cytoplasmique ou 
nuclkaire. II est possible que la transformation de la testost&one en dihydrotesto- 
s&one s’effectue principalement dans les noyaux cellulaires & I’image de ce qui 
a CtC dCmontrC pour la prostate par Bruchovsky et Wilson[28]. Mainwaring[29], 
Unhjem [33] ou dans les microsomes [3 11. 

La nature du compost5 X nous est inconnue. Si dans le systkme de solvants de 
Kochakian[ I71 son RF est identique & celui de I’androstanedione, il en est 
diffkrent apr&s une chromatographie de 3 h 30 dans le milieu de Kowarski et al. 
[3 11. II faut souligner. en outre. la rapidit et I’importance de la transformation de 
la testost&one dans le cytoplasme de I’hypophyse antkrieure comme dans celui 
de I’hypothalamus. D’aprks des travaux en tours nous pouvons affirmer que le 
taux de la r&partition des stCroTdes ‘lies’ dans les cytosols de prostate de rat est 
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diffkrent de celui de I’hypophyse et de I’hypothalamus. II sera interessunt de 

conna’itre la nature de ce compost? X et de rechercher sa prkence clans les t-C- 

cepteurs nuclkaires de ces deux organek 
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