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SUMMARY 

Adrenals from 22-day-old rabbit foetuses were cultivated in vitro in the presence of [“Cl- 
sodium acetate, which was converted to [“Cl-labelled corticosteroids. These were purified by 
thin layer chromatography, derivative formation and recrystallization to constant specific activ- 
ity. The.addition of tritiated hormones at the beginning of the analysis allowed the determina- 
tion of a recovery percentage for each hormone. By relating the constant specific activity value 
for the [“Cl-label1 to the recovery percentage, levels of hormone synthesis could be deter- 
mined. The formation of cortisol and aldosterone was the highest; corticosterone, cortisone and 
1 I-dehydrocorticosterone were synthesized in lesser amounts. 

INTRODUCTION 

LE PROBL~ME de l’abondance relative des diffirents corticostCro’ides sCcr&Cs par 
la surrknale embryonnaire de Mammifkre a dkja fait I’objet de maints travaux. 
Dans toutes les espkces CtudiCes, qu’il s’agisse de l’Homme[l], du Mouton[2,3], 
du Chien [4] ou du Macaque [5], la s&-&ion de cortisol est apparue la plus impor- 
tante. 

Dans des travaux antkrieurs, nous avions montrC que la surrCnale embryon- 
naire de Lapin synthktisait de la cortisone, du cortisol, de la corticostkrone, de la 
II-dChydrocorticostCrone et de 1’aldostCrone & partir d’acktate de sodium [“‘Cl 
[6,7]. Le present travail aborde le c&C quantitatif de cette synthkse. Nous avons 
choisi le stade de 22 jours comme Ctant intermkdiaire entre les stades de 20 et 26 
jours ayant servi pour l’analyse qualitative. 

MATERIEL ET METHODES 

Le principe de la mCthode est le suivant. Les surknales sont cultivCes in vitro 
en prksence d’acktate de Na [“Cl, qu’elles transforment en corticost&oides. 
Ceux-ci sont purifiCs par chromatographie et recristallisks B activitk spkifique 
constante. L’addition d’hormones tritikes au dCbut de l’analyse permettra de 
dkterminer par comparaison les pourcentages de r&cup&ration des hormones 
marqukes au “‘C. L’activitC spkcifique corrigke par le pourcentage de rdcupkration 
et ramenke ti une mCme quantitk d’entraineur mesurera le taux de synthbse des 
hormones. 

En pratique, les surrknales de 67 embryons de Lapin Bleu de Vienne Sg.gCs de 22 
jours et 7 k 2 h ont CtC explantkes sur le milieu de Wolff et haffen [8]. On depose 
une gouttelette de 0,02 ml (0,04 mCi) d’une solution d’acetate de Na [‘*Cl (C. E. A., 
Gif-sur-Yvette; AS. 91 mCi/mmol) dans du liquide de Tyrode & la surface de 
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chacun des 13 milieux utilises et on les met a incuber pendant 24 h a 375°C. 11s 
sont conserves a -20°C jusqu’au moment de I’analyse. 

Les hormones recherchees sont la cortisone, le cortisol, la corticosterone, la 
1 I-dehydrocorticosterone et l’aldosterone. On ajoute ces memes hormones 
tritiees aux milieux avant l’homogeneisation et l’extraction. Les quatre premieres 
provenaient de I’1.R.E. (MO]) et I’aldosterone du Radiochemical Centre 
(Amersham). Leur purete radiochimique, Cgale ou superieure a 96%, a CtC 
controlee par chromatographie sur couche mince dans differents systemes de 
solvants. L’extraction se fait par le melange ether-dichloromethane 2: 1 (v/v). 
L’extrait IavC et s&he est delipide a froid par du methanol a 70%, puis 
rechromatographie sur couche mince de gel de silice Merck GF 254 dans le 
systeme chloroforme-methanol-eau, 188 : 12 : 1 (v/v)[9], pour &parer les 5 
corticosteroi’des. Ceux-ci sont rechromatographies deux ou trois fois sous forme 
de derives [IO]. Apres prelevement de 1/25e du dernier Cluat en vue de la 
determination du pourcentage de recuperation, on ajoute au reste 15 ou 20mg 
d’entraineur non radioactif (Tableau 1). On prelbve aussi un Cchantillon de cris- 
taux 0, de composition radiochimique identique a celle de l’eluat. Si I’activite 
specifique des cristaux 0 due au ‘H est superieure a celle des cristaux 1 ou 2, cela 
voudra dire que I’hormone tritiee s’est altCrCe au tours des manipulations et il 
faudra corriger le pourcentage de recuperation par le rapport 

A.S. r3H] constante 
A.S. r3H] Cr.0 

La radioactivite due au 3H et au “‘C est mesuree a I’aide d’un spectrometre a 
scintillation en milieu liquide Mark I (Nuclear-Chicago Corp.). 

Rkdtats qualitatifs 

RESULTATS 

La synthese de cortisol, de corticosterone, de 1 I-dehydrocorticosterone et 
d’aldosterone est demontree par la Constance de l’activite specifique due au “‘C au 
tours des recristallisations successives (Tableau 1). En ce qui concerne la cor- 
tisone, I’activite specifique des cristaux 3, 4 et 5 n’est constante qu’a 7,4% prbs. 
Mais si la baisse de I’activite specifique est de 24,1% au tours des trois premieres 
recristallisations, elle n’est plus que de 1,4% au tours des deux dernibres. Par 
ailleurs, le rapport ‘H/‘“C, qui est un autre indice de la purete radiochimique des 
cristaux, est constant d&s la troisibme recristallisation (11,5, 12,4 et 11,3). 11 est 
done permis de considerer I’identite de la cortisone comme Ctablie et d’estimer a 
360 d.p.m./mg la valeur constante de I’activite specifique. 

Re’sultats quantitatifs 

Le Tableau 2, qui donne l’acticite specifique due au ‘H, montre que seule 
I’aldosterone s’est alteree au tours des manipulations. Son pourcentage de 
recuperation devra done Ctre corrige par le rapport $$$. Une contre-Cpreuve a 
consist6 a chromatographier un tchantillon d’aldosterone tritite pure et a le 
recristalliser: I’activite specifique accuse effectivement une baisse entre les cris- 
taux 0 et 1. 
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Tableau 1. Recristallisations des corticostkroiiies. Activitt spkcifique due au “C exprimee en en 
d.p.m./mg 

Cortisone Cortisol Corticostkone 1 I-D6hydrocorticostCrone Aldost&rone 

E.M. 1 
Cr. 1 
E.M. 2 
Cr. 2 
E.M. 3 
Cr. 3 
E.M. 4 
Cr. 4 
E.M. 5 
Cr. 5 
E.M. 6 
Cr. 6 
Moyenne 
% de cons- 
tanee 
Moyenne 
corrigke 

3850 582 822 258 
535 374 520 Xi-1 

1760 650 
434 13601 

600 
SOS 

360 (estimke) 360 

1-4 1.3 

L- 545 
489 

497 
516 

- 

515 

506 

3,4 

212 

1,9 

159 

3300 
502 

1550 
416 

2150 
405 

705 

381 

4>7 

286 

La cortisone et le cortisol ont et6 recristallisCes sous forme d’androst&netrione et la corticostkrone 
sous forme de 11-dkhydrocorticost&one. Les recristallisations ont Btd faites dans les systkmes 
chlorofo~e-rn~~anol~ther de p&role, dichiorom~~~e-m~~anol~ther de p&role ou 
a~~one~hlorofo~~ther de p&role. Les vsleurs constantes sont encadrees. Rappelons qu’li la suite 
d’iixelrod et al. (11) on considke que la Constance est obtenue quand les trois den&es valeurs de 
l’activitt spkifique des cristaux ne diffkent pas de plus de 5% de la valeur moyenne. Cr. : cristaux; E. 
M. : eaux-m&es. 

La 1 I-d6hydrocorticostCrone et l’aldostkrone ayant 6t6 recristallisdes avec 15 mg d’entraineur, 
alors que 2Omg avaient &t6 utilises pour la cortisone, I’hydrocortisone et la corticostkrone, il faut 
corriger l’activitb spkcifique moyenne des deux premibres par le rapport 314. La dernikre iigne du 
tableau donne cette actkit sptkifique moyenne corrigke. 

Tableau 2. Activid spkcifique due au ‘H (c.p.m./mg) 

Cortisone Cortisol Corticostkone 1 I-Dkhydrocorticosttrone AldostCrone 

g; 

E.k 3 

~~~s;:l~~ 

Cr. 3 1200 
E.M. 4 1840 

Cr. 4 1020 
E.M. 5 1150 
Cr. 5 1150 
E.M. 6 1180 
Cr. 6 1170 

Cr: cristaux; E.M.: eaux-meres. Les valeurs constantes sont encadrees. On voit que seuls les 
cristaux 0 de l’aldostbrone contenaient de l’activit(! contaminante. La valeur constante de l’activitb 
spkcifique est de 1160 c.p.m./mg. 
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Tableau 3. Pourcentages de recuperation et taux de synthtse des corticosteroides 

Cortisone Cortisol Corticosttrone 1 I-Dehydrocorticosterone Aldosterone 

Pourcentage de 
recuperation 34,O 15,3 37.2 20,04 12.5 

Activite specifique 
finale (d.p.m./mg) 1060 2350 1370 715 2290 

Taux de synthtse 
relatifs 0,45 I 0,58 0,33 0,98 

L’activite sptcifique finale est obtenue en corrigeant I’activite specifique moyenne du Tableau I par 

le pourcentage de recuperation. 

Le Tableau 3 donne les pourcentages de recuperation des hormones, ainsi que 
leur taux de synthese. Le taux de synthese est mesure par l’activite specifique due 
au 14C pour un pourcentage de recuperation de 100%. 11 ressort de ce tableau que 
le cortisol et l’aldosterone, dont les taux de synthese sont voisins, sont les deux 
hormones les plus abondantes. Suivent dans l’ordre la corticosterone, la cortisone 
et la 1 I-dehydrocorticosterone. 

DISCUSSION ET CONCLUSION 

Chez un embryon d’aussi petite taille que celui de Lapin, le dosage in uteru des 
corticosteroi’des dans le sang veineux surknalien parait difficilement realisable et 
nous avons aborde le probleme en determinant des taux de synthese in vitro. Mais 
en rtalisant la culture organotypique des surrCnales plutot que l’incubation de 
coupes de tissu ou d’un homogenat et en choisissant un precurseur aussi uni- 
versellement repandu que la&ate de Na, nous avons tent6 de nous rapprocher le 
plus possible des conditions existant chez l’embryon. Mais il serait hasardeux 
d’aller plus loin et d’affirmer que nos resultats refletent fidelement les rapports 
quantitatifs existant in viva entre les differentes hormones. 11 y a lieu aussi de se 
demander dans quelle mesure les syntheses hormonales a partir d’acetate de Na 
exogbne recouvrent exactement celles qui se font a partir des precurseurs 
endogenes. 

Chez le Lapin adulte, les dosages effectuts par Vinson et al. [12] dans le sang 
veineux surrCnalien montrent que la corticosterone est l’hormone predominante 
(155 t 11 pg/lOO ml), suivie par le cortisol(21+4), la desoxycorticosterone (18+3) 
et l’aldosterone (3 t 1). In vitro, a partir des precurseurs endogenes, la synthese de 
cortisol est legbrement accrue par rapport a celle de corticosterone. Chez l’em- 
bryon, dans les conditions de nos experiences, l’hormone predominante est le 
cortisol, conjointement avec l’aldosterone. Ce qui frappe dans ces resultats, c’est 
que non seulement la corticosterone est supplant&e par le cortisol mais encore par 
l’aldosterone. Chez l’embryon de Mouton, la seule espece, en dehors du Lapin, ou 
l’on dispose de don&es quantitatives concernant l’aldosterone, celle-ci ne 
represente qu’approximativement le 1/50e du cortisol dans le sang veineux 
surrenalien[3]. D’autres especes devront etre Ctudiies a cet Cgard. 
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