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Résumé 

L'ARN messager codant pour 1  ' u t é rog lob ine  a  é t é  l o c a l i s é  chez l a  l a p i n e  dans 

1  a  corne  u t é r i n e  e t  dans l e  poumon après h y b r i d a t i o n  i n  s i t u .  Les sec t i ons  de 

t i s s u s  f i x é e s  à 1  ' a l c o o l  ac ide  acé t ique  o n t  é t é  hybr idées à 1  'ADN complémentaire 

marqué au t r i t i u m .  Les séquences hybr idées  o n t  é t é  détectées p a r  

rad ioau tograph ie .  Des expér iences " con t rô l es "  u t i l i s a n t  l 'ADN t r i t i é  du pBR 322 

démontrent l a  s p é c i f i c i t é  du marquage observé. Dans l e  poumon, 1'ARN messager de 

l ' u t é r o g l o b i n e  p résen t  en f a i b l e  concen t ra t i on  a  pu ê t r e  c l a i r emen t  l o c a l i s é  

après t r a i t e m e n t  des coupes à 1  a  Nucléase SI. 

Dans l e s  cornes u t é r i n e s  de l a  l a p i n e  gestante,  1  'ARN messager de 

1  ' u t é rog lob i  ne v i  sua1 i sé p a r  des g ra ins  d 'a rgen t ,  a  é t é  t r ouvé  dans 1  ' é p i t h é l i u m  

de 1  'endomètre. La concen t ra t i on  e s t  p l u s  impor tan te  dans l e s  c e l l u l e s  de 

1  ' é p i t h é l i u m  g l a n d u l a i r e  que dans l e s  c e l l u l e s  de 1  ' é p i t h é l i u m  de sur face.  Le 

marquage e s t  r é p a r t i  dans 1  e  cytoplasme. Prat iquement t o u t e s  l e s  ce1 l u l e s  

ép i  thé1 i a l  es con t iennent  des ARN messagers de 1  ' u t é rog lob ine .  Par con t re ,  on en 

observe t r è s  peu dans l e s  ép i t hé l i ums  de l a  corne u t é r i n e  chez l a  l a p i n e  non 

gestante.  

Dans l e  poumon, une r é t e n t i o n  é levée de r a d i o a c t i v i t é  se t r ouve  dans l e s  

c e l l u l e s  c i l i é e s  de 1  ' é p i t h é l i u m  des bronches e t  des b ronch io les  a l o r s  que l e s  

ce1 1  u l  es à mucus apparai  ssent non marquées. C e r t a i  nes ce1 1  u l  es bordant 1  es canaux 

a l v é o l a i r e s  e t  l e s  a l véo les  du parenchyme pulmonaire montrent un l é g e r  marquage. 

Aucune d i f f é r e n c e  dans l a  r é p a r t i t i o n  des g r a i n s  d ' a rgen t  n ' a  é t é  observée dans 

1  e  poumon chez l a  1  ap ine gestante ou non gestante.  Des essa is  de l o c a l i s a t i o n  des 

ARN messagers de l ' u t é r o g l o b i n e  on t  é t é  également r é a l i s é s  dans l a  vess ie  e t  

1  ' a p p a r e i l  d i g e s t i f .  

Dans l e  t r a c t u s  g é n i t a l ,  l a  progestérone a  une i n f l u e n c e  su r  l e  mécanisme de 

s é c r é t i o n  de 1  'u té rog lob ine ,  aussi l a  d i s t r i b u t i o n  de l a  progestérone a  é t é  

é t u d i é e  par  rad ioau tograph i  e  dans 1  ' u t é rus  e t  l e  vagin, mai s  également dans 1  a  

vess ie  e t  l ' a p p a r e i l  d i g e s t i f .  Des c e l l u l e s  c i b l e s  de l a  progestérone on t  é t é  

l o c a l i s é e s  p l u s  spécialement dans l e  t r a c t u s  g é n i t a l  (corne u t é r i n e ,  endocol, 

vag in )  mais auss i  dans l a  musculeuse de l a  vess ie .  De nombreux récep teurs  de l a  

progestérone sont  p résen ts  dans 1  a  p a r o i  des v a i  sseaux sanguins p r inc ipa lement  

s i t u é s  dans l e  myomètre de 1  'u té rus .  



Ces résultats i l lustrent  l ' in té rê t  de la  technique d'hybridation i n  situ 
pour localiser des ce1 lules codant pour une protéine. I l s  montrent que les 
ce1 lules épi thél iales de 1 a corne utérine chez la lapine gestante de 5 jours sont 
riches en ARNm de l'utéroglobine alors que les récepteurs de l a  progestérone sont 
pri nci pal ement 1 ocal i sés dans les ce1 1 ul es du chorion à proximité des épi thél i ums 
de surface e t  glandulaire. Ce travail peut contribuer à une meilleure 
connaissance de l a  régulation par l a  progestérone de l a  synthèse de 
1 'utêroglobine chez la  lapine. 

Mots clefs : 

ARNm de 1 ' utérogl obi ne 
Récepteurs de la progestérone 
Hybridation in si tu 
Radi oautographi e 
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INTRODUCTION GENERALE 



L '  u té rog lob i  ne, aussi appelée b l a s t o k i  nine, e s t  une p ro té ine  composée de 

deux sous u n i t é s  de 71 acides aminés chacune (Popp e t  c o l  1  ., 1978 ; Ponst ingl  

e t  c o l l  . , 1978 ; Atger e t  c o l l  . , 1980a). Son poids molécu la i re  e s t  

approximativement de 10 000 (Atger  e t  M i  lgrom, 1977). E l  l e  e s t  par t i cu l iè rement  

l o c a l i s é e  dans 1  'u té rus  de l a  l ap ine  (Beier,  1966 ; 1967a e t  b  ; Krisknan e t  

Daniel ,  1967 ; Johnson, 1972 ; Kirchner,  1976a e t  b ) .  Une augmentation 

c ro i ssan te  de son taux a  é té  observée du l e r  au 4éme j o u r  de 1  a  gestat ion,  

(Beier ,  1968 ; Daniel ,  1976 ; Kao e t  Bul lock, 1981) s u i v i e  d'une d iminut ion  

progressive jusqu'au 9éme j o u r  à p a r t i r  duquel l ' u t é r o g l o b i n e  devient  

d i f f i c i  lement dé tec tab le  (Beier,  1976). Cet te p ro té ine  a  également é t é  trouvée 

dans d 'au t res  t i s s u s  : système g é n i t a l  mâle, poumon, i n t e s t i n ,  par  des méthodes 

biochimiques (K i rchner  e t  Schroer, 1976 ; Feigelson e t  c o l l  ., 1977 ; Beier  e t  

c o l  1  ., 1980) e t  immunohi stochimiques (Noske e t  Feigelson, 1976 ; Noske e t  

Goodi ng, 1978 ; Beier  e t  co l  1  ., 1978 ; E l  Etreby e t  c o l  1  ., 1983). Des t races  

d  'un antigène présumé ident ique à 1  'u té rog lob ine  on t  é t é  détectées par  

immunoélectrophorèse dans des fragments de vagin, de vessie e t  de duodénum 

(Noske e t  Feigelson, 1976 ; Noske e t  Gooding, 1978). , 

Bi  en que son r ô l e  physiologique ne s o i t  pas c la i rement  démontré, l a  

capac i té  de l ' u t é r o g l o b i n e  à se l i e r  à l a  progestérone a  é t é  conf irmée à l ' a i d e  

de préparat ions d 'u té rog lob ine  p u r i f i é e s  (Beato e t  Beier,  1975 ; Beato, 1976 ; 

Fr id lansky  e t  Milgrom, 1976 ; Beato e t  c o l l  ., 1977). Cet te p r o p r i é t é  a  permis 

p lus ieu rs  hypothèses. Cet te p ro té ine  p o u r r a i t  a g i r  comme un t ranspor teur  de 

s té ro ïde  (Beato, 1977) e t  a lors,  e l l e  ma in t i end ra i t  une concent ra t ion  élevée de 

progestérone dans 1  a  lumière u t é r i n e  de l a  l ap ine  (Bockshanl e t  Kirchner, 

1981 ) . En s  ' associant à 1  a  progestérone, 1  ' u térog l  obi ne p r o t é g e r a i t  1  'embryon 

du s té ro ïde  exogène (Whitten, 1957 ; Daniel  e t  Levy, 1964 ; Roblero, 1973). 

L '  hypothèse i n i t i a l e  selon 1  aquel l e  1  'u té rog lob ine  s e r a i t  ind ispensable pour l a  

p ré implanta t ion  de 1  'embryon (Krishnan e t  Daniel ,  1967 ; Gulyas e t  co l  l., 1969; 

E l  -Banna e t  Danie l ,  1972a e t  b)  n ' e s t  pas admise par  Maurer e t  Be ie r  (1976). 

Le r ô l e  de 1  'u té rog lob ine  sur l e  développement de 1  'embryon n ' e s t  pas confirmé 

(Be ier  e t  c o l l .  1980). Comme 1  'u té rog lob ine  ne semble pas uniquement 

syn thé t i  sée dans 1  'endomètre, sa présence dans d 'au t res  t i s s u s  d e v r a i t  ê t r e  

considérée dans 1  es fu tu res  i n v e s t i g a t i o n s  s  ' in té ressant  à son r ô l e  

physiologique. 



Les progrès considérables r é a l i s é s  ces dern ières années en b i o l o g i e  

molécu la i re  permettent actuel lement de dé tec ter  des séquences d 'ac ides 

nucléiques dans des t i s s u s  par  des techniques d 'hyb r ida t i on .  Ce1 l e s - c i  

cons i s ten t  en l a  réassoc ia t ion  d'un b r i n  d'ADN complémentaire r a d i o a c t i f  (sonde 

spéc i f ique)  s o i t  avec l e  b r i n  d'ADN correspondant s o i t  avec son ARN messager. 

La méthode employée dépend du problème à résoudre. S ' i l  s ' a g i t  de l a  

l o c a l i s a t i o n  d 'un ARNm sur des coupes de t i s s u s  on e f f e c t u e  l ' h y b r i d a t i o n  i n  - 
s i t u ,  s ' i l  s ' a g i t  de l a  q u a n t i f i c a t i o n  de séquences dlARNm e t  de 1  'étude - 
p a r t i e l  l e  de son organ isa t ion  on u t i l i s e  1  ' hyb r ida t i on  i n  v i t r o .  Ains i ,  

1  'analyse de 1  'ARNm de 1  'u té rog lob ine  hybr idé avec son ADNc a  pu ê t r e  r é a l i s é e  

dans 1  'endomètre e t  l e  poumon de même que 1  'étude de sa concentrat ion sous 

1  ' e f f e t  de d i f f é r e n t s  t ra i tements  hormonaux (Savouret e t  c o l  1  . , 1980 ; Loosfel  t 

e t  c o l l . ,  1981a e t  b ) .  Dans ces t ravaux u t i l i s a n t  des techniques d 'hyb r ida t i on  

en so lu t i on ,  1  'endomètre e s t  considéré dans son ensemble, e t  il e s t  a l o r s  

d i f f i c i l e  de savo i r  s i  l a  réponse hormonale e s t  l a  même pour tous l e s  

cons t i t uan ts  t i s s u 1  a i res .  Aussi, seules l e s  hybr ida t ions  i n  s i t u  sont capables 

de l o c a l i s e r  l e s  ARNm dans l e s  d i f f é r e n t s  types c e l l u l a i r e s ,  donc de préc iser  

l e s  l i e u x  de synthèse de l ' u té rog lob ine ,  ce qu i  présente également un avantage 

sur  1  es techniques immunocytochimiques. 

Le bu t  du t r a v a i l  présenté dans l e  premier chap i t re  a  é té  d ' é t u d i e r  l a  

d i s t r i b u t i o n  des ARN messagers de l ' u t é r o g l o b i n e  dans p lus ieu rs  organes chez l a  

l a p i n e  au moyen de l a  technique d ' h y b r i d a t i o n  i n  s i t u .  Cet te étude a  é t é  

en t rep r i se  en c o l l a b o r a t i o n  avec 1  ' U n i t é  135 INSERM ( B i c ê t r e )  qu i  nous a  f o u r n i  

l e s  sondes t r i t i é e s  (sondes spéc i f iques  : ADNc 3~ de 1  'ARNm de 1  'u té rog lob ine  

e t  sondes non spéci f iques : ADN 3~ du plasmide pBR 322 pour l e s  expériences 

con t rô les ) .  

Jusqu' à présent,  1  ' u té rog l  obi  ne a  é t é  m i  se en évidence chez un seul 

mamnifère : l e  l a p i n  aussi b ien  mâle que femel le. La r é g u l a t i o n  hormonale de sa 

séc ré t i on  e s t  d i f f é r e n t e  selon l e s  t i s s u s .  Dans l a  corne u tér ine ,  l a  synthèse 

de 1  ' u té rog l  obi  ne e s t  cont ro lée  par 1  a  progestérone (Bu1 lock  e t  co l  1  ., 1976 ; 

Atger  e t  M i  lgrom, 1977 ; ~ e i ~ e l s o n  e t  c o l l  . , 1977). Ce l l e -c i  apparaî t  avo i r  un 

double e f f e t  ; e l l e  i n d u i t  1  'ARN messager de 1  'u té rog lob ine  e t  p o u r r a i t  exercer 

une régu l  a t i o n  secondaire post t r a n s c r i p t i o n n e l  l e  non i d e n t i f i é e  (Loosfe l t  e t  

c o l  1  ., 1981 a  ) . La progestérone p r o d u i t  une augmentation t r o i  s  f o i s  p l  us élevée 

de l a  concentrat ion d 'u té rog lob ine  par  rappor t  à c e l l e  de ses ARNm tand is  que 

l ' o e s t r a d i o l  augmente, dans des propor t ions  ident iques,  l a  concentrat ion 

d 'u té rog lob ine  e t  c e l l e  de ses ARNm (Loosfe l t  e t  c o l l  . , 1981b). En revanche, 

dans l e  poumon, n i  1  a  sécré t ion  d 'utéroglobine,  n i  l a  concentrat ion de ses ARNm 

ne sont in f luencées par  1  ' oes t rad io l  ou 1  a  progestérone (Savouret e t  co l  1  ., 



La progestérone i n te r venan t  dans l a  r é g u l a t i o n  de 1  ' u t é r o g l o b i n e  e t  de ses 

ARN messagers dans c e r t a i n s  t i s s u s ,  il nous a  semblé i n t é r e s s a n t  de dé tec te r  s i  

l e s  c e l l u l e s  r i c h e s  en ARN messagers de l ' u t é r o g l o b i n e  pouvaient  correspondre 

chez l a  l a p i n e  aux c e l l u l e s  c i b l e s  de l a  progestérone. Aussi, nous avons 

e n t r e p r i s  1  a  l o c a l  i s a t i o n  rad ioautographique des récep teurs  de 1  a  progestérone 

dans l e s  organes où l a  présence des ARNm de l ' u t é r o g l o b i n e  a v a i t  é t é  envisagée. 

Les r é s u l t a t s  de c e t t e  é tude o n t  f a i t  l ' o b j e t  du deuxième Chapi t re .  



CHAPITRE 1 

DETECTION DES 

ARN MESSAGERS DE L'UTEROGLOBINE 

DANS DIFFERENTS ORGANES CHEZ L A  

LAPINE PAR HYBRIDATION I N  SITU. 



INTRODUCTION 



L'ARN messager de 1  'u té rog lob ine  a  é t é  p u r i f i é  (A tger  e t  M i  lgrom, 1977), 

1  'ADN complémentaire a  é t é  syn thét isé  (Atger e t  c o l  1  ., 1980a ; Savouret e t  

c o l  1  ., 1980) e t  i n t r o d u i t  dans un p l  asmide (Atger  e t  c o l  1  ., 1980b, 1981 ) . Par 

clonage, on o b t i e n t  a i n s i  de nombreux plasmides contenant chacun une molécule 

d  'ADN complémentai re. Ces ADNc sont marqués au t r i t i u m  par  coupure s u b s t i t u t i o n  

( "n i ck - t rans la t i on " )  . Dans 1  a  technique d ' h y b r i d a t i o n  i n  s i t u  que nous avons 

m i  se au po in t ,  1  es ARNm de 1  'u té rog lob ine  hybridés aux A D N C ~ H  sont 1  ocal i sés 

su r  nos coupes de t i s s u s  par r a d i  oautographi e. Dans ce t r a v a i  1, 1  a  méthode 

d ' h y b r i d a t i o n  i n  s i t u  d'Hudson e t  c o l l .  (1981) a  é t é  retenue après p lus ieu rs  

essa is  e t  comparaisons avec d 'au t res  protocoles expérimentaux (D.E.A. 

Tranchant, 1982). 11 a  f a l l u  cependant 1  'adapter à n o t r e  matér ie l  e t  apporter 

ce r ta ines  mod i f i ca t i ons  en vue d ' o b t e n i r  l e  marquage spéc i f ique optimum sur nos 

radioautographies. Lors de l a  mise au p o i n t  de l a  technique dans l e  

l abo ra to i re ,  p lus ieu rs  problèmes se sont  posés comme : l e  choix du f i x a t e u r ,  l a  

q u a n t i t é  de m i l i e u  de préhybr ida t ion  e t  d ' hyb r ida t i on  à déposer sur nos coupes, 

1  a  composit ion l a  durée e t  l a  température des lavages. La p lupa r t  d ' e n t r e  eux 

o n t  é t é  réso lus  au cours du D.E.A. (Tranchant, 1982) notamment l a  mise au p o i n t  

de 1  avages s u f f i  samment puissants pour déstabi 1  i ser 1  es hybrides non 

spéc i f iques  sans provoquer l e  déco1 lement des sect ions. P l  us récemment, des 

amél io ra t ions  on t  encore é t é  apportées à 1  a  méthodologie comme l e  t ra i tement  à 
3 l a  nucléase SI. Cet te enzyme qu i  a  pour bu t  d ' é l i m i n e r  l e s  séquences dlADNc H 

incorrectement hybridées a  permis de r é d u i r e  considérablement l e  marquage non 

spéci f ique.  Les coupes hybridées sont ensu i te  recouvertes par une mince couche 

d  'ému1 s i  on photographique. Cet te dern iè re  e s t  développée après un temps 

d  ' expos i t i on  des radioautographi es p lus  ou moins long e t  l e s  hybr ides ARNm-ADNc 

peuvent ê t r e  v i sua l i sés  par l e s  gra ins  d 'argent .  Cet te  méthode d 'hyb r ida t i on  - i n  

s i t u  nous a  donné des r é s u l t a t s  sa t i s fa i san ts ,  ces quat re  dern ières années 

(Warembourg e t  c o l l . ,  1985a e t  b, 1986a). 

La l o c a l i s a t i o n  des ARN messagers de 1  'u té rog lob ine  dans l a  corne u t é r i n e  

e t  l e  poumon a  é t é  étudiée chez l a  l a p i n e  prépubère, chez 1  a  1  apine à 5  j ou rs  

de ges ta t i on  e t  chez l a  l ap ine  non gestante. Espérant pouvoir  dé tec ter  des 

v a r i a t i o n s  d8ARNm de l ' u té rog lob ine ,  nous avons également essayé d 'hyb r ide r  des 

coupes de corne u t é r i n e  e t  de poumon de lap ines  prépubères t r a i t é e s  aux 

stéroïdes.  Des essais de dé tec t i on  d'ARNm de l ' u t é r o g l o b i n e  ont  é t é  e n t r e p r i s  

dans d 'au t res  organes (endocol, trompe, vagin, vessie, oesophage, duodénum e t  

co lon)  prélevés uniquement chez l a  l a p i n e  gestante de 5  jours .  A f in  de v é r i f i e r  

1  a  s p é c i f i c i t é  des hybrides ARNm-ADNc formés, des expériences cont rô les  sont 

effectuées sur des coupes adjacentes de t i s s u s  au moyen d 'un  ADN r a d i o a c t i f  



non complémentaire de 1 'utérogl obi ne. L' appréciation du marquage a é t é  f a i t e  
d 'après des observations microscopiques e t  des microphotographies à par t i r  
desquelles une évaluation approximative du  nombre des ARNm de 1 'utéroglobine 
dans les  types ce11 ulaires e s t  possible par quantification des grains d'argent. 
Pour nous permettre d'apprécier les  limites de l a  technique, des coupes de fo ie  
ont é t é  hybridées, car dans ce t  organe, l a  concentration en ARNm de 
1 ' utérogl obi ne a é t é  évaluée approximativement au 1 /1000éme de ce1 l e  mesurée 
dans 1 'endomètre de 1 a 1 api ne gestante de 5 jours (Atger e t  col 1 ., 1980a). 

La première partie de ce t t e  thèse décri t  tout d'abord l a  technique 
d'hybridation in s i tu  e t  expose ensuite l e s  résu l ta t s  obtenus qui ont f a i t  
récemment 1 'objet  d'une pub1 ication (Warembourg e t  col 1 ., 1986b). 



MATERIELS ET TECHNIQUES 



3 1 - Obten t ion  des sondes spéc i f i ques  d'ADNc H e t  des sondes c o n t r ô l e s  non 

spéc i f ioues  d'ADN 3~ du olasmide DBR 322. 

Ces d i f f é r e n t e s  sondes nous o n t  é t é  f o u r n i e s  pa r  l e  Labo ra to i r e  du 

Professeur  M i  lgrom (U 135 INSERM, B i c ê t r e ) .  Comme l a  p répa ra t i on  de ces sondes 

n ' e s t  pas l e  b u t  de n o t r e  t r a v a i l ,  dans ce paragraphe, nous n ' e n  exposerons que 

t r è s  br ièvement l e s  p r i n c i p a l e s  étapes d ' é l a b o r a t i o n  d 'après l e s  pub1 i c a t i o n s  

des auteurs.  (A tge r  e t  M i  lgrom, 1977 ; Atge r  e t  c o l  l., 1980 a e t  b ; Atger  e t  

c o l l . ,  1981) (schéma 1 ) .  

1 - Synthèse de 1 'ADNc à 1 'ARNm (schéma 1, phase A) 

L'ARN messager e s t  e x t r a i t  à p a r t i r  de 1 'endomètre de l a  1 apine au 5éme 

j o u r  de l a  g e s t a t i o n  e t  p u r i f i é .  Cet ARN messager e s t  incubé avec des 

désoxyr ibonuc léo t ides  t r i phospha tes  en présence d 'une t r a n s c r i p t a s e  inverse .  

Une molécule hyb r i de  ARN messager-ADN complémentaire e s t  a l o r s  obtenue. L '  ARNm 

e s t  hydro lysé  e t  l'ADN complémentaire récupéré pa r  chromatographie. La 

f o rma t i on  d ' un  c o u r t  segment autocomplémentaire q u i  s ' e s t  r e p l i é  en c roche t  

s e r t  d'amorce pour  l a  synthèse du deuxième b r i n  d'ADN. L'ADN polymérase 1 e s t  

u t i  1 i se pour c e t t e  synthèse de 1 'ADN ant icomplémentaire.  La nucléase S I  ouvre 

l ' e x t r é m i t é  en é p i n g l e  à cheveu e t  é l i m i n e  c e t t e  boucle.  On o b t i e n t  a l o r s  une 

molécule d'ADN b i ca téna i re .  L'ADN double b r i n  e s t  a l l ongé  à chaque e x t r é m i t é  3 '  

OH de rés idus  désoxyribonucléot idiques C ( p o l y  dC ; c = c y t o s i n e )  p a r  a c t i o n  

de 1 a t r ans fé rase  te rmina le .  

2 - Prépara t ion  de 1 'ADN d ' u n  plasmide (schéma 1, phase B) 

Le plasmide pBR 322 c o n t i e n t  deux gènes dont  l e s  p r o d u i t s  d ' exp ress ion  

con fé ren t  aux b a c t é r i e s  l a  r és i s tance  aux a n t i b i o t i q u e s  a m p i c i l l i n e  e t  

t e t r a c y c l i n e .  Le s i t e  de coupure pa r  1 'enzyme de r e s t r i c t i o n  P s t  1 e s t  s i t u é  

dans l e  gène de l ' a m p i c i l l i n e .  Le pBR 322 e s t  l i n é a r i s é  pa r  d i g e s t i o n  p a r  

P s t  1. 

3 - Confec t ion  du plasmide recombinant (schéma 1, phase C) 

Le pBR 322 a i n s i  l i n é a r i s é  posséde deux ex t rémi tés  qu i  peuvent s e r v i r  
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d'amorce à une enzyme, l a  t rans férase terminale,  dont  1 a p r o p r i é t é  e s t  de 

polyméri ser des désoxyribonucléot ides tr iphosphates. A i  ns i  1 a molécule du 

plasmide incubée avec l a  t rans férase te rmina le  en présence de d GTP 

(désoxyribonucléot ides G t r iphosphates ; G= guanine) se t rouve prolongée à ses 

deux ex t rémi tés  3 '  OH par  des séquences monofi 1 a i res  de poly-dG. On a de 1 a 

même façon a jou té  sur  l a  molécule d'ADN complémentaire des séquences 

monof i la i res  de poly-dc-. S i  maintenant, on met en présence l e s  molécules d'ADN 

e t  de plasmide a i n s i  al longées respectivement avec l e  poly-dc e t  l e  poly-dG, 

1 es p o r t i o n s  monofi 1 a i res  complémentaires vont s ' appar ie r  en t re  e l  l es ,  

refermant a i n s i  1 a molécule d'ADN se lon  une s t r u c t u r e  c i r c u l a i r e .  

4 - Transformation d'une bac tér ie ,  ampl i f i c a t i o n  du p l  asmide hybr ide 

(schéma 1, phase D) 

Des bac té r i es  (Escheri  ch i  a c o l i  ) avec des paro i  s ce1 l u 1  a i  r e s  auparavant 

f r a g i  1 i sées sont transformées par i n t é g r a t i o n  des p l  asmides hybr ides dans l e u r  

cytoplasme. Une f o i s  i n t r o d u i t e ,  l a  molécule recombinante se m u l t i p l i e  grâce au 

système de r é p l i c a t i o n  du vecteur. Après a m p l i f i c a t i o n  de p lus ieu rs  m i  1 l i o n s  de 

fo i s ,  chaque molécule donne naissance à un clone, c ' e s t - à - d i r e  â une popu la t ion  

de p l  asmides génét iquement homogènes e t  qu i  propagent un fragment détermi né. 

Les colonies t é t r a c y c l i n e s  rés i s tan tes  e t  amp ic i l l i nes  sensib les sont i so lées .  

5 - Isolement du plasmide hybr ide a m p l i f i é  (schéma 1, phase E) 

La l y s e  des colonies d lEscher ich ia  c o l i  permet 1 ' i s o l a t i o n  des plasmides 

hybrides. 

6 - Marquage iso top ique des fragments de r e s t r i c t i o n  (schéma 1, phase F)  

Après d i g e s t i o n  par  Ps t I ,  l e s  fragments de r e s t r i c t i o n  correspondant à 

1 'ADN complémentaire de 1 'u té rog lob i  ne sont i s o l é s  par é lect rophorèse en gel  de 

po lyacry l  amide. Ces fragments (1 50 e t  450 nuc léo t ides)  sont uniformément 

marqués au t r i t i u m  par  coupure-subst i tu t ion  ( n i c k - t r a n s l a t i o n )  de 1 a façon 

suivante : 1 p g  d'ADN e s t  marqué au t r i t i u m  par  incubat ion  20 mn à 14°C dans 

100 p l  d'une s o l u t i o n  contenant 50mM T r i s  HC1, pH 7.6, 5mM ch lo ru re  magnésium, 

2mM d i t h i o t r e i t o l ,  100pC i  de 3~ d ATP (Act .  Spec. 13 Ci/mmole), 100pC i  de 3~ 
3 dCTP (Act.  Spec. 26 C i  /mmole), 100 pCi de H dGTP (Act. Spec. 11 Ci/mmole) , 100 

-3 

pCi de 'H dTTP (Ac t .  SPec. 107 Ci/mmole) e t  20 u n i t é s  d'ADN polymérase 1 

(Boehringer) . L '  i nco rpo ra t i on  e s t  s u i v i e  par p r é c i p i t a t i o n  d ' a l i q u o t e s  avec de 



1 'ac ide  t r i c h l  oracét ique 10% à d i f f é r e n t s  temps d ' incubat ion .  Lorsque ce1 l e - c i  

a t t e i n t  son maximum, l a  réac t i on  e s t  a r rê tée  par add i t i on  de 20mM edta, 0,1% 

SDS. L'ADN marqué e s t  a lo rs  chromatographié par  passage sur  une colonne de 

Sephadex G 75 é q u i l i b r é e  en lOmM T r i s  HCL pH 7,6, 1mM edta, lOOmM NaCl. 

L ' a c t i v i t é  spéc i f i que  des sondes a i n s i  préparées e s t  de 1 ' o rd re  de 8 x 106 

dpm/pg d 'ADN. 

7 - Nature des sondes non s ~ é c i f i a u e s  

Les sondes non spécif iques, qu i  ont  se rv i  pour nos expériences contrô les,  

sont composées de fragments d'ADN marqué au t r i t i u m  comme précédemment, qu i  

proviennent du plasmide pBR 322 mais qu i  ne sont pas complémentaires de 1'ARNm 

de l ' u té rog lob ine .  La t a i l l e  de ces sondes d'ADN 3~ e s t  de 75 à 1632 

n uc l  é o t i  des. 

II - Technique d ' h y b r i d a t i o n  i n  s i t u  pour l o c a l i s e r  1'ARN messager de 

l ' u t é r o g l o b i n e  à p a r t i r  de 1'ADNc 3~ 

1 - M a t é r i e l  b io log ique 

Quinze 1 api nes New-Zeal and (Charles R i  vers France) sont u t i  1 i sées : c i n q  

lap ines  gestantes de 3 - + 0,5 kg au 5éme j o u r  de l a  ges ta t ion  ( l e  j o u r  O é t a n t  

c e l u i  de 1 'accouplement e t  l e  j o u r  5 ce1 u i  du s a c r i f i c e ) ,  deux 1 api nes non 

gestantes de r&me poids e t  h u i t  lap ines  prépubéres de 1 - + 0,2 kg. S i x  des 

lap ines  prépubéres reço ivent  quotidiennement une i n j e c t i o n  sous cutanée, s o i t  

de 5 y g ,  s o i t  de 250 ~g d 'oes t rad io l  (Roussel U c l a f )  ou de 5 mg de progestérone 

(Roussel U c l a f )  dans 0,5 m l  d ' h u i l e  de sésame (Sigma) pendant 6 j ou rs  avant l e  

s a c r i f i c e  t a n d i s  que l e s  2 autres ne reço ivent  que l ' h u i l e  de sésame. Les 

animaux sont s a c r i f i é s  par décapi tat ion.  Les organes (corne u tér ine ,  poumon, 

endocol , trompe, vagi n, vessie, oesophage, duodénum, colon e t  f o i e )  sont a l  o rs  

disséqués l e  p lus  rapidement poss ib le  e t  découpés en fragments. 

2 - P r é ~ a r a t i o n  des t i s s u s  

a )  F i x a t i o n  

Les pièces sont f i xées  à 4OC pendant 20 heures dans l e  mélange a l coo l -  

ac ide acét ique su ivant  : 3 volumes d 'a l coo l  absolu pour 1 volume d 'ac ide  



acét ique. E l l e s  sont deshydratées à température ambiante pendant 17 heures dans 

1 ' a l coo l  à 95" ( 2  bains) ,  pendant 45 heures dans 1 ' a l coo l  absolu (3 bains)  pu i s  

passées dans 3 bains de to luène de 1 heure chacun. 

b )  I nc lus ions  e t  coupes 

Après i n c l u s i o n  des pièces dans 1 a p a r a f f i n e  (Paraplast  Lancer) à 56°C 

(premier ba in  pendant 2 heures, deuxième ba in  pendant 4 heures ) , e l  1 es sont 

débi tées au microtome en coupes de 6 ym d'épaisseur.  Ces dern ières sont é ta lées  

avec de l 'a lbumine sur des lames microscopiques préalablement gélat inées ( l e  

t ra i tement  des 1 ames e s t  exposé c i -après  dans l e  paragraphe 3a). Une ou 

p lus ieu rs  coupes sont déposées sur  l e s  lames. 

c )  Déparaff inage e t  déshydratat ion des coupes 

Les coupes sont déparaff inées par  passages successifs dans l e  to luène 

(3 bains de 10 minutes),  dans 1 ' a l coo l  absolu (2 bains de 10 minutes) e t  dans 

1 ' a lcoo l  à 95" pendant 15 minutes. E l  l e s  sont a l o r s  séchées pendant quelques 

secondes à température ambiante avant l ' h y b r i d a t i o n .  

3 - Techniaue d 'hyb r ida t i on  i n  s i t u  

a )  Préparat ion des instruments e t  de l a  v e r r e r i e  

Des gants s t é r i l e s  sont nécessaires pour t o u t e  manipulat ion de l'ADN. 

Tout l e  ma té r i e l  en contact  avec c e t  ADN (béchers, aimants, cônes, p ipe t tes ,  

1 amel les,  pinces, a i g u i l l e s  montées etc..  . ) e s t  auparavant s i  l i c o n é  ( s o l u t i o n  

de s i l i cone ,  Serva ; prê te  à 1 'emploi)  e t  s t é r i l i s é  durant 90 minutes à 180°C 

pour l e  verre, 20 minutes à 110°C pour l e  matér ie l  p las t ique.  Pour 1 ' ob ten t i on  

de 1 ames gé l  a t i  nées, des 1 ames microscopiques sont nettoyées pendant p lus ieu rs  

j o u r s  dans 1 'ac ide  sulfo-chromique, r incées p lus ieurs  f o i s  à 1 'eau courante, 

p u i s  à l ' e a u  d i s t i l l é e ,  passées à l ' a l c o o l  70°C pendant 2 à 3 minutes e t  mises 

à sécher à 40°C. Les lames propres sont ensu i te  immergées dans une s o l u t i o n  de 

g é l a t i n e  à 0,5% contenant 5% d ' a l u n  de chrome e t  mises à sécher à 40°C. 



b )  Produ i ts  chimiques employés 

Les p rodu i t s  u t i l i s é s  proviennent des sociétés suivantes : 

- MERCK (Glycero l  , Zn C l 2 ,  formami de, Na2HP04, EDTA, anhydride 

(phosphorique, gel a t ine ,  ch1 o ru re  de sodium, c i t r a t e  de sodium). 

- SIGMA (ADN de sperme de Hareng, sérum albumine bovine, nucléase 

SI  

- PHARMACIA FINE CHEMICALS ( f i c o l l  400) 

- SERVA ( p o l y v i n y l  p y r r o l  idone) 

- BOEHRINGER MANNHEIM GmbH (ARN de t r a n s f e r t  de levure)  

- BDH CHEMICALS L t d  POOL ENGLAND (sodium dodecyl s u l f a t e  : 

SDS 1. 

c l  P r é ~ a r a t i o n  des d i f f é r e n t e s  so lu t i ons  dans l e  m i l i e u  d ' h v b r i d a t i o n  

e t  dans l e s  1  avages 

- L'eau u t i l i s é e  pour l a  p répara t ion  de 1  'ADN pour l e s  m i l i eux  de 

préhybr ida t ion  e t  d ' hyb r ida t i on  e s t  b i d i s t i l  l é e  e t  s t é r i l i s é e .  

- L'ADN ' complémentaire t r i t i é  spéc i f ique de 1  'ARN messager de 

1  'u té rog lob ine  (sonde spéc i f ique)  e t  1  'ADN tri t i é  non spéc i f ique (sonde non 

spéc i f ique)  nous ont  é t é  f o u r n i s  par 1  ' U n i t é  135 INSERM. Ces sondes par  
6  f r a c t i o n  de 10 dpm, sont gardées sous forme lyophi  1  i sée au 1  abora to i re  à - 

6  80°C jusqu'au moment de l e u r s  u t i l i s a t i o n s  : chaque f r a c t i o n  de 10 dpm permet 

1  ' hyb r ida t i on  sur 10 1  ames. 

- L'ARNt de l evu re  nous a  é t é  f o u r n i  par  ce même l a b o r a t o i r e  INSERM c a r  

i 1 nécessi te une p u r i f i c a t i o n  par p lus ieu rs  ex t rac t i ons  au phenol su i v ies  par  

une e x t r a c t i o n  par  1  e  ch1 oroforme. 

- L'ADN de sperme de hareng l y o p h i l i s é  qui  permet de sa turer  l e  m i l i e u  

d ' h y b r i d a t i o n  e s t  préparé à une concent ra t ion  de 10 mg/ml d'eau s t é r i l e .  Le 

mélange e s t  d issout  sous a g i t a t i o n  cont inue pendant une n u i t  à 4°C avant de 

s u b i r  des passages successi fs  dans des a i g u i l l e s  de diamètre de p l u s  en p l u s  

f i n  (0,8 mm x  40 mm ; 0,7 mm x  40 mm ; 0,5 mm x  16 mm ; 0,45 mm x 13 mm). Ce 

processus permet d ' o b t e n i r  des cassures mécaniques de 1  'ADN b ica téna i re .  Des 

a l i quo tes  de 0,5 m l  de c e t  ADN sont placées dans des tubes s t é r i l e s .  L'ADN e s t  

ensu i te  dénaturé à 100°C pendant 10 minutes pu i s  rapidement r e f r o i d i  dans l a  

g lace p i l é e  e t  stocké à - 18°C. 

- La s o l u t i o n  normale de "Denhardt" (0,02% sérum albumine bovine, 0,02% 

f i  co l  1  400, 0,02% p o l y v i  ny l  p y r r o l  i done) e s t  préparée 1  O0 f o i s  concentrée e t  

e s t  stockée par f r a c t i o n  de 0,5 e t  4  m l  à - 18°C. 

- Le tampon 1  x  SSC : 150mM Nacl, 15mM c i t r a t e  de Na à pH 7,0, e s t  



préparé à une concentrat ion de 20 x SSC e t  stocké au r é f r i g é r a t e u r .  Avant 

chaque u t i l i s a t i o n ,  l e  pH e s t  v é r i f i é .  

- Le tampon de l a  nucléase S I  : 0,03M c i t r a t e  de Na, 0,3M Nacl, 0,003M 

Znc12, 5% g l ycé ro l ,  a j u s t é  à pH 4,5 avec de 1 ' ac ide  acét ique e s t  s t é r i l i s é  à 

180°C pendant 90 minutes. 

d )  Préhybr idat ion e t  hyb r ida t i on  d'après 1 a technique d'Hudson e t  c o l  1. 

(1981) mod i f iée  

- Dans un premier temps, l e s  t i s s u s  subissent une préhybr ida t ion .  

Chaque coupe déshydratée e s t  recouverte par 100 p l  de m i l i e u  dont  l a  

composit ion e s t  1 a suivante : 

50% formamide 

0,5% Na Dod So4 (SDS : sodium dodecyl s u l f a t e )  

50mM Na2HP04 

0,2% sérum albumine bovine 

0,2% F i c o l l  400 1 s o l u t i o n  de Denhardt x 10 

0,2% p o l y v i  ny l  p y r r o l  i done 

0,1% ADN de sperme de Hareng dénaturé de nouveau 10 minutes à 100°C p u i s  

rapidement r e f r o i d i  dans l a  glace p i l é e .  

0,1% ARN de t r a n s f e r t  de levure  

0,6M NaCl 

5mM EDTA 

Les lames sont immédiatement placées dans une b o i t e  de p é t r i  en 

atmosphêre rendue humide, pendant 2 heures à 40°C. E l l e s  sont ensu i te  r incées à 

1 ' a l c o o l  absolu pendant 5 minutes e t  séchées à température ambiante avant 

1 'hybr ida t ion .  

- Dans un deuxième temps, cent p l  du m i l i e u  précédemment énoncé sont  
3 3 a jou tés  à l a  f r a c t i o n  de 106 dpm d8ADNc H ou d'ADN H du plasmide pBR 322 ce 

q u i  permet une hyb r ida t i on  sur  10 lames. La s o l u t i o n  e s t  cent r i fugée e t  

dénaturée 2 minutes à 100°C p u i s  rapidement r e f r o i d i e  dans l a  glace. Sur chaque 

coupe sont déposés 10 y 1  de sonde spéc i f ique ou non spéci f ique,  ce qu i  

correspond envi ron à 1 o5 dprn s o i t  approximativement 12,5 ng d'ADN 3 ~ .  Une 

1 amelle (1  $ 8  cm x 1,8 cm) s i l i c o n é e  e t  s t é r i l i s é e  e s t  a l o r s  posée sur  l e s  

coupes e t  l u t é e  avec une c o l l e  à base de gomme l a t e x  (Kleer- tak rubber cernent 

Mecanorma). Les lames sont mises à hybr ider  à 40°C pendant 20 heures en 

atmosphère humide. 



e )  Lavaqes d ' a ~ r è s  l a  technique de Man ia t is  e t  co l1  . (1978) mod i f iée  

Après 1 'hybr ida t ion ,  l e s  1 amelles sont dél icatement enlevées e t  l e s  

lames sont passées dans d i f f é r e n t e s  so lu t ions  : 

- quatres lavages de une heure chacun à 68°C dans une s o l u t i o n  

contenant : 

* 2 x S S C  pH7,O 

* 1 x s o l u t i o n  de "Denhardt" 

* 0,1% SDS 

- cinquième t ra i t emen t  d'une heure à température ambiante dans l a  

s o l u t i o n  suivante : 

* 2 x S S C  pH7,O 

* 50% f ormamide 

* 0,1% SDS 

- sixième lavage de 10 minutes à température ambiante dans : 

* 0,5 x SSC pH 7,O 

* 50% formamide 

- septième t ra i t emen t  de 15 minutes à température ambiante dans : 

* 0,2 x SSC pH 7,O 

f ) Traitement "nucléase S I "  appl iqué à 1 a p lupa r t  des coupes de poumon 

L'examen des premières coupes de poumons hybridées, a révé lé  un 

marquage t r o p  important.  A f i n  d ' y  remédier, nous avons employé l a  nucléase S I .  

Ce t te  enzyme spéc i f ique des acides nucléiques simple b r i n  e s t  employée a f i n  

d ' é l i m i n e r  l e s  ext rémi tés dlADNc 3~ non appariées à 1 'ARN messager. Ce 

t ra i t emen t  a pour e f f e t  de diminuer l e  b r u i t  de fond ; i 1 a a l o r s  é t é  

systématiquement e f f e c t u é  sur l e s  autres coupes. La nucléase S I  e s t  une 

méta l lopro té ine  nécessi tant  l a  présence d ' i o n  Zn '+ e t  ayant une bonne a c t i v i t é  

à un pH 4,5 environ. Dans 90 m l  de tampon "nucléase S I "  pH 4,5 sont a joutés : 

- 0,045 mg/ml d'ADN de sperme de hareng dénaturé 10 minutes à 100°C 

p u i s  rapidement r e f r o i d i  dans de l a  glace p i l ée .  

- 90 uni tés/ml  de nucléase S1 



Les lames sont  a l o r s  placées dans c e t t e  s o l u t i o n  pendant une heure à 

50°C. E l l e s  subissent  ensu i t e  3 lavages success i f s  de 10 minutes à température 

ambiante dans 0,2 x SSC pH 7,O. 

Nous s ignalons que t o u t e s  l e s  i l l u s t r a t i o n s  concernant l e  poumon on t  

é t é  p r i s e s  à p a r t i r  de sec t i ons  t r a i t é e s  par  l a  nucléase S1 à l ' e x c e p t i o n  de l a  

planche V, f i g u r e  a e t  de l a  planche I X ,  f i g u r e  a. 

4 - Radioautographie e t  c o l o r a t i o n  des coupes 

a Radioautographi e 

Aprës l e  d e r n i e r  lavage l e s  coupes sont  déshydratées dans l ' a l c o o l  à 

70" ( 10  minutes)  p u i s  dans 1 ' a l c o o l  à 95" ( 1  0 minutes)  e t  séchées à température 

ambi ante pendant 5 minutes. 

Dans un tube bo re l ,  1 'émuls ion n u c l é a i r e  de t ype  NTB2 ou NTB3 (Kodak) 

e s t  a l o r s  d i l u é e  de m o i t i é  dans l ' e a u  d i s t i l l é e  à 40°C en chambre n o i r e .  La 

s o l u t i o n  a i n s i  préparée c o n t i e n t  de nombreuses b u l l e s  d ' a i r .  A f i n  de l e s  

61 im iner ,  des 1 ames propres sont  trempées ve r t i ca l emen t  dans 1 'ému1 s i o n  

n u c l é a i r e  e t  r e t i r é e s  d ' u n  mouvement l e n t  e t  r é g u l i e r .  Les coupes hybr idées 

son t  ensu i t e  émulsionnées de façon  iden t ique .  Après séchage d ' e n v i r o n  24 heures 

à température ambiante, à 1 ' a b r i  de l a  lumière,  l e s  lames sont placées dans une 

b o î t e  n o i r e  étanche en présence d 'anhydr ide phosphorique e t  stockées à 4°C. La 

durée d ' e x p o s i t i o n  e s t  c o n t r ô l é e  en p ré levan t  des lames t e s t s  à d i f f é r e n t s  

i n t e r v a l l e s  de temps de 21 à 140 j o u r s  su i van t  l e s  organes é tud iés .  Les coupes 

son t  a l o r s  revé lées  dans du D 19 B Kodak pendant 3 m i  nutes à 20°C, rapidement 

r i n c é e s  dans l ' e a u  d i s t i l l é e ,  f i x é e s  dans du t h i o s u l f a t e  de sodium à 30% 

pendant 5 minutes e t  e n f i n  lavées pendant 10 minutes dans l ' e a u  d i s t i l l é e .  

b )  Co lo ra t ions  des coupes 

Les t i s s u s  sont  co lo rés  pa r  l e  v e r t  de méthy le  py ron ine  ou par  

1 ' hémal un éosine. I l s  son t  ensui  t e  deshydratés dans 1 ' a l c o o l  absolu ( 2  ba ins  de 

10  minutes)  e t  passés dans du t o l uène  (2  ba ins  de 10 minutes) .  Les 1 ames sont  

a l o r s  montées avec du 1 ' E u k i t t .  L ' i n t ê r ê t  du v e r t  de méthyle py ron ine  e s t  de 

c o l o r e r  modérement l ' é m u l s i o n  n u c l é a i r e  ; pa r  c o n t r e  ce c o l o r a n t  ne permet pas 

de  d é l i m i t e r  avec p r é c i s i o n  l e s  s t r u c t u r e s  des organes é tud iés .  Aussi une 

c o l o r a t i o n  h i  s t o l o g i  que de Masson a é t é  nécessai re  e t  e f f ec tuée  sur  quelques 

coupes adjacentes. 



5 - Analyse q u a n t i t a t i v e  des g r a i n s  d ' a rgen t  

Les comptages des g ra ins  d ' a rgen t  sont  e f f ec tués  sur  photographies 

agrandies (G x  1825) avec 1  ' a p p a r e i l  de mesure MPO/AMOl Kontron aimablement mis 

à n o t r e  d i s p o s i t i o n  par  G. T o r p i e r  (U 167 INSERM, L i l l e ) .  D i f f é r e n t e s  sec t ions  

d  'organes (cornes u t é r i n e s  e t  poumons), hybr idées l o r s  d 'une  même 

expér imentat ion,  provenant d 'un  même animal e t  soumises à une e x p o s i t i o n  

rad ioau tograph ique  d 'une durée équ iva len te  son t  u t i l i s é e s .  Le comptage des 

g r a i n s  d ' a rgen t  e s t  e f f e c t u é  su r  1  es d i f f é r e n t s  types ce1 1  u l  a i r e s  d 'une  même 

s e c t i o n  d'organe. Chaque va leu r  obtenue représen te  l e  nombre de g r a i n s  d ' a rgen t  
2  pa r  100 um de t i s s u .  Pour chaque t y p e  c e l l u l a i r e ,  une s é r i e  de 36 va leurs  a  

permis  l e  c a l c u l  de 1  a  moyenne e t  de son é c a r t  t y p e  ( v a l e u r s  ind iquées dans l e s  

t ab leaux  1, 2  e t  3 dans l e s  r é s u l t a t s  du c h a p i t r e  1). Par d é f i n i t i o n ,  l e  b r u i t  

de f o n d  correspond au nombre de g ra ins  d ' a rgen t  p résen ts  su r  l a  lame 

émulsionnée en dehors de 1  a  coupe. Ce t t e  mesure du b r u i t  de fond  prat iquement 

n é g l i g a b l e  a  é t é  dédu i te  des va leurs  ind iquées dans ces tableaux. Par con t re  
3 l e s  va leurs  obtenues dans l e s  cas des h y b r i d a t i o n s  avec 1  'ADN H (sonde non 

s p é c i f i q u e  = sonde c o n t r ô l e )  correspondent au marquage non spéc i f i que .  Lorsque 

1  a  moyenne des g ra ins  d ' a rgen t  aprés h y b r i d a t i o n  avec 1  'ADNc 3~ e s t  env i ron  5 
3  f o i s  supér ieure à c e l l e  obtenue aprés h y b r i d a t i o n  avec l 'ADN H du plasmide, 

nous pouvons cons idére r  l e  marquage comme hautement spéc i f ique .  Par con t re  s i  

l e s  r a p p o r t s  e n t r e  ces moyennes sont  de 1  à 3, il nous e s t  p l us  d i f f i c i l e  

d ' a f f i r m e r  1  a  s p é c i f i c i t é  du marquage. 

Paramètres c a r a c t é r i s a n t  l e s  s é r i e s  de mesure 

- Chaque va leu r  (X) obtenue représen te  l e  nombre de g r a i n s  d ' a rgen t  
2  p résen ts  pa r  1 0 0 ~ m  de t i s s u .  

- La moyenne c a l c u l é e  (FI e s t  1  a  somme des va leurs  X d i v i s é e  par  l e  nombre 

n  (36)  de va leurs .  - 
X = E X / n  

- "x "  e s t  l ' é c a r t  t ype  d'une va leu r  à l a  moyenne - 
x = X - X  

2 - La var iance  S  e s t  c a l c u l é e  

E c a r t  t y p e  ou e r r e u r  s tanda r t  S 



L o c a l i s a t i o n  des ARN messagers de 1  ' u t é rog lob i  ne dans l a  corne u té r i ne .  A - ............................................ ................................. ................................................................................ 

Avant d 'exposer nos r é s u l t a t s ,  nous rappelerons rapidement l ' o r g a n i s a t i o n  

de l a  corne u t é r i n e  e t  ses mod i f i ca t i ons  au début de l a  ges ta t ion .  

Une coupe t ransversa le  de corne u t é r i n e  montre à 1  'observa t ion  en 

microscopie photonique 3 t ypes  de tuniques. De l a  lumière vers  l ' e x t é r i e u r  : 

1  'endomètre, l e  myomètre e t  1  a séreuse. 

- L'endomètre e s t  composé d ' u n  ép i t hé l i um e t  d ' u n  chor ion.  ~ ' é ~ i t h é l i h n  de 

revêtement e s t  de t ype  c y l i n d r i q u e  simple ; il s ' i n f l é c h i t  par  e n d r o i t  à 

l ' i n t é r i e u r  du chor ion.  Ce d e r n i e r  e s t  c o n s t i t u é  de t i s s u  c o n j o n c t i f  lâche. Les 

p r i nc i paux  changements de s t r u c t u r e  observés chez une l a p i n e  gestante de 5 

j o u r s  au n iveau de l 'endomètre sont l e s  su ivants  : l e s  c e l l u l e s  c i l i é e s  e t  

s é c r é t r i c e s  se mu1 t i p 1  i e n t  considérablement, ,ce q u i  p r o d u i t  de nombreuses 

i nvaginat ions g l  anduriformes dans l e  chor ion.  Les glandes deviennent t r è s  

f 1  exueuses, contournées e t  1  ongues. En f in ,  1  e  c h o r i o n  s u b i t  un développement 

vascu la i r e  impor tant .  

- Le myomètre e s t  c o n s t i t u é  shématiquement de 3 tun iques musculaires : une 

couche s u p e r f i c i e l  l e  externe composée de f i b r e s  muscul a i r es  1  i sses 

1 ongi t u d i  na1 es, une f i  ne couche i ntermédi a i r e  f a i t e  de f i b r e s  muscul a i  r e s  

1  i sses c i r c u l a i r e s  e t  l ong i t ud ina les  e t  une couche profonde i n t e r n e  formée de 

f i b r e s  muscul a i r e s  l i s s e s  c i r c u l a i r e s .  Le myomètre d 'une l a p i n e  à 5 j o u r s  de 

g e s t a t i o n  s u b i t  un processus d 'hyper t roph ie .  Les f i b r e s  musculaires se 

m u l t i p l i e n t  e t  augmentent de t a i l l e  a i n s i  que l e s  éléments c o n j o n c t i f s  au tou r  

de ces f i b r e s .  Le diamètre des vaisseaux sanguins i n f i l t r é s  dans l e  myomètre 

e s t  devenu p lus  impor tant .  Toutes ces mod i f i ca t i ons  con t r i buen t  à doubler 1  a 

pa ro i  muscul a i r e  de 1  a  corne u té r i ne .  Les f i b r e s  c i r c u l a i r e s  e t  1  ongi t u d i n a l e s  

de 1  a  couche i n te rméd ia i r e  s 'entremél an t  dans p l us i eu rs  d i r e c t i o n s  se 

confondent f a c i  lement avec ce1 l e s  des deux autres format ions muscul a i res.  Les 

r é s u l t a t s  obtenus au cours des hyb r i da t i on  i n  s i t u  seron t  mentionnés uniquement 

au n iveau des 2 couches p r i n c i p a l e s  : externe e t  i n t e r n e .  

- La séreuse e s t  une tun ique  f i b reuse  t r è s  f i n e ,  enveloppant l e  myomètre, 

t r è s  peu v i s i b l e  sur  nos radioautographies. 



P l  anche 1 

D i  s t r i  but ion des ARN messagers de 1 'u té rog lob i  ne dans 1  'endomètre de l a  

corne u tér ine  de l a  l ap ine  gestante après hybr ida t ion  i n  s i t u  avec 

1  'ADNc 3~ ( f i g  a-d). 

a  e t  c  : Concentration de l a  r a d i o a c t i v i t é  dans 1  'ép i thé l ium g landu la i re  (-1 
e t  dans l e s  c e l l u l e s  é p i t h é l i a l e s  formant l e  fond des v i l l o s i t é s  

c h  : chorion * : lumière 

b  e t  d  : Marquage intense sur l e s  glandes profondes. 

La p a r t i e  supérieure de l a  f i g u r e  b e s t  un agrandissement de l a  

rég ion  encadrée f i g  a. 

ch  : chorion 

a  : Temps d 'expos i t ion  : 36 jours ; (G. X 350) 

b : Temps d 'expos i t ion  : 36 jours ; ( G .  X 700) 

c  e t  d  : Temps d 'expos i t ion  : 36 jours ; ( G .  X 560) 





1 - Chez l a  1 apine gestante de 5 j o u r s  

Les r é s u l t a t s  p r é l i m i n a i r e s  obtenus, l o r s  du D.E.A., sur  l a  corne u t é r i n e  

son t  i n c l u s  dans ce paragraphe. D 'au t res  expériences on t  permis depuis une 

analyse p l u s  approfondie à l a  f o i s  q u a l i t a t i v e  e t  q u a n t i t a t i v e  de l a  

d i s t r i b u t i o n  des ARN messagers de l ' u t é r o g l o b i n e .  Leur présence e s t  v i s u a l i s é e  

dans l e s  ce1 l u 1  es marquées pa r  des g ra ins  d 'a rgen t  pr inc ipa lement  1 oca l  i sés 

dans l e  cytoplasme. 

l 'endomètre 1 - ------------- ------------ 

L'augmentat ion de l ' é p a i s s e u r  de l 'endomètre se c a r a c t é r i s e  par un t r è s  

grand développement des glandes u té r i nes  e t  des v i l l o s i t é s  qu i ,  de ce f a i t ,  

occupent t o u t e  l a  hauteur  de l 'endomètre.  La concent ra t ion  l a  p l us  impor tante 

de  g r a i n s  d 'a rgen t  s 'observe t o u t  pa r t i cu l i è remen t  dans l ' é p i t h é l i u m  des 

glandes profondes proche du myomètre ( P l .  1, f i g  a-d, P l .  II, f i g  a, t ab leau  1, 

f i g  1 ) .  Les i nvag ina t i ons  aussi  appelées d i g i t a t i o n s  en d o i g t  de gant, q u i  

c o n s t i t u e n t  l e s  v i l l o s i t é s  sont tap issées d ' un  ép i t hé l i um également for tement  

marqué ( P l .  II, f i g  b e t  e l .  Au niveau de ce d e r n i e r  marquage une l égè re  

décroissance e s t  p a r f o i s  constatée à p a r t i r  des c e l l u l e s  formant l e  fond  des 

v i l l o s i t é s  jusqu'aux c e l l u l e s  proches de l a  c a v i t é  u t é r i n e  p r i n c i p a l e .  Les ARN 

messagers sont  r é p a r t i s  dans l a  t o t a l i t é  du cytoplasme des c e l l u l e s  

é p i  t h é l  i a les  g l  andul a i r e s  cependant 1 a p a r t i e  ap i ca le  de ce r t a i nes  d ' e n t r e  

e l l e s  e s t  p l u s  pa r t i cu l i è remen t  r i c h e  en g ra ins  d ' a rgen t  ( P l .  II, f i g  c ) .  

Quant aux ce1 1 u l  es de 1 ' ép i  t h é l  i um de surface, bordant 1 a 1 umière u t é r i n e ,  

e l  l e s  présentent une concent ra t ion  impor tante de r a d i o a c t i v i t é  ( P l .  II, f i g  a 

e t  e ; tab leau  1, f i g  1 ) .  Cependant quelques-unes d ' e n t r e  e l  l e s  ne sont pas 

marquées. Le nombre moyen de g ra ins  d 'a rgen t  sur  l 'ensemble des c e l l u l e s  de c e t  

é p i t h é l i u m  e s t  i n f é r i e u r  à c e l u i  r e l e v é  au niveau des c e l l u l e s  é p i t h é l i a l e s  

g l andu la i r es  ( tab leau  1, f i g  1 ) .  
3 Après h y b r i d a t i o n  avec 1 'ADNc H, l e s  ép i thé l iums de sur face e t  g l andu la i r e  

son t  respectivement 5 à 7 f o i s  p l us  marqués que l e s  mêmes types  c e l l u l a i r e s  

après h y b r i d a t i o n  avec 1 'ADN 3~ non complémentaire de 1 ' u t é rog l  obi  ne ( t ab leau  
3 

1, f i g  1). Après i ncuba t i on  des coupes avec 1 'ADN H du pBR 322, l e s  images de 

marquage précédemment d é c r i  t e s  ne sont p l  us re t rouvées n i  su r  1 es ép i  t h é l  i ums 

g l a n d u l a i r e  (comparer P l .  II, f i g  c e t  d )  n i  sur  l ' é p i t h é l i u m  de sur face  

(comparer P l .  II, f i g  e e t  f ) .  Les analyses q u a n t i t a t i v e s  conf i rment  ces 

d i f f é r e n t e s  observat ions ( t ab leau  1, f i g  1 ) .  Le marquage t r è s  in tense  observé 

s u r  l e s  ép i thé l iums peut donc ê t r e  considéré comme spéc i f ique .  

Contrairement aux ép i  t h é l  i ums, t r è s  peu de g ra ins  d '  argent  apparaissent 

dans l e  chor ion. De p lus,  i l s  sont uniformément dispersés sur  l e s  éléments 



Planche II 

Radioautographies de 1  'endomètre de l a  corne u t é r i n e  de l a  l ap ine  
3  gestante après h y b r i d a t i o n  i n  s i t u  avec 1  'ADNc H ( f i g  a, b, c  e t  e)  e t  

après hyb r i da t i on  i n  s i t u  avec 1  'ADN 3~ du plasmide pBR 322 ( f i g  d  e t  

a  : Concentrat ion p l us  impor tante des ARN messagers sur  1  ' ép i t hé l i um 

g landu la i r e  (4 que sur  1  ' ép i t hé l i um de sur face ( e ) .  

temps d ' expos i t i on  : 21 j o u r s  ; (G. X 560) 

b  : Radioautographie montrant l e  marquage des d i g i t a t i o n s  en d o i g t  de 

gant  de 1  'ép i  thé1 ium de surface. 

temps d ' expos i t i on  : 36 j o u r s  ; (G. X 350) 

c  e t  d  : Sect ions adjacentes de glandes u té r i nes .  

On note une concent ra t ion  impor tante de g ra ins  d 'argent ,  

essen t i  e l  1  ement cytoplasmique (noyau : n- ) après hyb r i da t i on  avec 
3 1 ' ADNc H ( f i g  c )  e t  1  ' absence de marquage spéc i f i que  sur  1  a  coupe 

c o n t r ô l e  ( f i g  d l .  

temps d ' expos i t i on  : 21 Jours ; (G. X 700) 

e  e t  f : Comparaison du marquage de l ' é p i t h é l i u m  de sur face e t  des 

v i  1  l o s i t é s  après h y b r i d a t i o n  i n  s i t u  avec 1  a  sonde spéc i f i que  ( f i g  

e )  ou après incuba t ion  avec l a  sonde c o n t r ô l e  ( f i g  f ) .  

temps d ' expos i t i on  : 21 j o u r s  ; (G. X 700) 

* : 1 umière 

ch  : chor ion 





- 
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Tableau 1 

o i s t r i b u t i o n  des g r a i n s  d 'argent  dans l e s  d i f f é r e n t s  t i s s u s  de l a  corne u t é r i n e  

de l a  l a p i n e  gestante de 5  j o u r s  aprds h y b r i d a t i o n  i n  s i t u  

avec ltADNc 3~ de l l u t é r o g l o b i n e  ou l'ADN 3~ du plasmide pBR 322. 

* Chaque va leur  e s t  l a  moyenne des g ra ins  d'argentpar 100ym2 de t i s s u  + é c a r t  type. - 
Temps d ' e x p o s i t i o n  des radioautographies : 21 jou rs .  

. 

F i g u r e  1 : Histogramme représen tan t  l a  moyenne des g r a i n s  d 'a rgen t  exprimées dans l e  Tableau 1. - 

7 Sonde s p é o i f  ique 

II Sonde non s p é c i f i q u e  

I 

T I S S U S  

é p i t h é l i u m  é p i t h é l i u m  chor ion  muscle muscle 
g l a n d u l a i r e  de c i r c u l a i r e  l o n g i t u d i n a l  

Lapines Gestantes 

O 
L 
C, 
rO) 
I 
O 
u = 
w 

O 
L 
C, 

I 
O 
% = 

sur face  i n t e r n e  externe 

on e  
s p é c i f i q u e  
AONc 3 ~  

24.5 - + 5.9 * 

15.0 + 2.9 - 

5,6 2 1.7 

8.3 2 1.9 

4.0 2 

é p i t h é l i u m  

g l a n d u l a i r e  

é p i t h é l i u m  
de 
sur face  

c h o r i o n  

muscle 
c i r c u l a i r e  
i n t e r n e  

muscle 
l o n g i t u d i n a l  
externe 

-d 

spéc i f i que  
ADN 3~ du 
pBR 322 

3.3 0.9 

3.6 2 0.9 

I 

1.8 _+ 0.8 

3.3 2 1.0 

1.7 2 0.67 

b 



Planche III 

Radioautographies du myomètre de l a  corne u t é r i n e  de 1  a  l ap ine  gestante 
C) 

après hyb r i da t i on  i n  s i t u  avec 1  'ADNc 'H ( f i g  a e t  b )  e t  après 

h y b r i d a t i o n  i n  s i t u  avec 1  'ADN 3~ du plasmide pBR 322 ( f i g  c  e t  d l .  

a  : F i  b res  muscul a i r e s  c i r c u l a i r e s  in ternes.  

b : F i  b res  muscul a i r e s  1  ongi t u d i  na1 es externes. 

c  : Sec t ion  con t rô l e  - F ib res  muscul a i r es  c i r c u l a i r e s  in te rnes .  

d : Sec t ion  con t rô l e  - F ib res  musculaires l ong i t ud ina les  externes. 

a-d : temps d ' e x p o s i t i o n  : 21 j ou rs  ; (G. X 700) 

noyau de 1 a  f i b r e  : n  - 





constituant la  couche sous épithéliale t e l  que : les  cellules rét iculaires  e t  

fusiformes, les  fibres de réticuline e t  les  vaisseaux sanguins (P l .  1, f i g  a-d; 

Pl. I I ,  f i g  c ; Tableau 1,  f igure 1 ) .  

La radioactivité présente sur les f ibres  musculaires 1 i ~ s e s  circulaires 

internes (Pl .  I I I ,  f i g  a )  e t  sur les f ibres  longitudinales externes (Pl.  I I I ,  

f i g  b )  e s t  beaucoup moins importante que sur les  cellules épithéliales de 

1 'endomètre (tableau 1, f ig  1 ) .  Bien qu'uniforme dans son intensi té  pour une 

même couche musculaire, l e  marquage es t  supérieur dans l e  muscle circulaire  

interne (tableau 1, f ig  1 ) .  I l  nous a semblé après observation d ' u n  grand 

nombre de coupes que les  grains d'argent étaient préférentiellement localisés 

sur l e  cytoplasme des fibres musculaires. Cependant, après hybridation avec 

l'ADN 3~ (P l .  I I I ,  f i g  a e t  b )  ou après incubation avec la sonde contrôle (Pl .  

I I I ,  f i g  c e t  d ) ,  l e  rapport entre les  moyennes de grains d'argent par 100 um2 
de t issu n'est  que de 2,5. 11 nous apparaît bien faible  pour plaider en faveur 

d'un marquage spécifique au niveau du myomètre. 

I I  - Chez l a  lapine non gestante 

1 ' endomètre ------------- 
A------------ 

A 1 'inverse de l a  1 apine gestante 1 'endomètre de l a  lapine non gestante de 

poids équivalent, e s t  nettement moins dével oppé. L '  épi thél i um de surface a peu 

d'invaginations, l e s  glandes sont rares e t  leurs branches de divisions sont en 

pe t i t  nombre. Les grains d'argent, peu nombreux, s'observent principalement sur 

1 e cytoplasme des ce11 ules épithéliales gl andul aires e t  dans quelques ce1 lules 

isolées de l'épithélium de surface (Pl.  IV, f ig .  a ) .  

En comparant ce marquage avec celui précédemment décrit chez l a  lapine 

gestante, on constate, au niveau des mêmes types cellulaires des épithéliums 

que les moyennes des grains d'argent par 100 um2 sont beaucoup plus faibles.  Le 

rapport entre les  valeurs obtenues avec l a  sonde spécifique (Pl .  IV, f ig  a) ou 

avec l a  sonde non spécifique ( P l .  IV, f i g .  b )  es t  de l 'ordre de 2 à 2,5 pour 

l e s  épithéliums (tableau I I ,  f i g .  I I ) .  La distribution non uniforme des grains 

d 'argent peut 1 ai sser supposer que certaines ce1 1 ul es épi thél i ales sont 

marquées spécifiquement. Par contre, l e  fa ib le  marquage, uniformément réparti 

dans l e  chorion ne semble pas indiquer l a  présence d'ARN messager de 



- 

Planche I V  

Radioautographies de l a  corne u té r i ne  de l a  lap ine  non gestante ( f i g  a, 

b e t  c )  e t  de l a p i n e  prépubère ( f i g  d ) .  

a  : Loca l isa t ion  de 1 a r a d i o a c t i v i t é  dans 1 'endomètre après hyb r ida t i on  i n  
3 

- 
s i t u  avec 1'ADNc H. 

e  : épi  thé1 ium de surface 

ch : chorion * : 1 umière 

3 b : Sect ion de 1 'endomètre après hybr ida t ion  i n  s i t u  avec 1 'ADN H du plasmide 

pBR 322. 

c : F i  bres muscul a i res  c i  r c u l  a i res  in ternes du myomètre après hybr ida t ion  i n  
3 

- 
s i t u  avec 1'ADNc H. 

3 d : Endomètre de l ap ine  prépubère après hybr ida t ion  avec 1 'ADNc H. 

e  : épi thél ium de surface 

ch : chorion * : lumière 

a, b e t  c  : temps d 'expos i t ion  : 21 j ou rs  ; (G.  X 700) 

d : temps d 'expos i t ion  : 147 j o u r s  ; (G. X 560) 





1 ' u té rog lob ine  (P l .  I V ,  f i g .  a ) .  

l e  myomètre ---- -------- ------------- 

Q u e l l e  que s o i t  l a  sonde u t i l i s é e ,  spéc i f i que  ( P l .  I V ,  f i g .  c )  ou con t re le ,  

t r è s  peu de g ra ins  d ' a rgen t  sont observés sur l e s  f i b r e s  musculaires du 

myomètre. De plus, l e  f a i b l e  r appo r t  e n t r e  l e s  moyennes obtenues après 
3 i n cuba t i on  avec l'ADN H ( t ab leau  II, f i g  I I )  ne permet pas de conc lure à un 

marquage spéc i f ique .  

1  II - Chez l a  l ap ine  prépubère 

1 - non t r a i t é e  aux s té ro i des  

Chez l a  1  apine prépubère, l e  diamètre de l a  corne u t é r i n e  e s t  de 5 à 1 0  

f o i s  p lus  p e t i t  que c e l u i  de 1 a 1 apine gestante de 5 jours .  Après 150 j o u r s  

d ' e x p o s i t i o n  des préparat ions,  temps 5 f o i s  p lus  long  que nécessaire pour l e s  

coupes de 1 api  ne ges tan te  ou non gestante, seulement quelques g ra ins  d 'a rgen t  

son t  d ispersés sur 1  'ensemble de 1 'endomètre e t  du myomëtre ( P l  . I V ,  f i g .  d )  . 
Aucun marquage spéc i f i que  n ' a  é t é  décelé. 

2 - t r a i t é e  aux s té ro i des  

L '  admi n i  s t r a t i o n  d ' o e s t r a d i o l  ( f a i b l e  dose ou f o r t e  dose) ou de  

progestérone a u r a i t  dû provoquer un e f f e t  su r  l a  concen t ra t ion  en ARN messager 

de  1 'u té rog lob ine .  Que l  que s o i t  l e  s té ro îde  e t  l a  dose i n j ec tée ,  l e s  coupes de 

corne  u t é r i n e  présentent  l a  même i n t e n s i t é  de marquage malgré un temps 

d ' e x p o s i t i o n  de 150 j o u r s .  Les g ra ins  d 'a rgen t  sont uniformément dispersés s u r  

l 'endomètre e t  l e  myomètre. On peut  cependant noter  que l e s  coupes apparaissent 

p l u s  marquées que c e l l e s  observées chez l e s  lap ines  prépubères non t r a i t é e s .  Il 

semble d i f f i c i l e  de dé tec te r  e t  de met t re  en évidence, par  h y b r i d a t i o n  i n  s i t u ,  

des v a r i a t i o n s  d '  ARN messagers en p e t i t e  quan t i  té .  
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Tableau 2 

D i s t r i b u t i o n  des g r a i n s  d t a r g e n t  dans l e s  d i f f é r e n t s  t i s s u s  de l a  corne u t é r i n e  

de l a  l a p i n e  non gestante aprés h y b r i d a t i o n  i n  s i t u  
3 3 avec l1ADNc H  de l ' u t é r o g l o b i n e  ou l'ADN H  du plasmide pBR 322. 

I I Lapines non gestantes 

* Chaque va leur  e s t  l a  moyenne des g r a i n s  d ta rgen t  présents par  100 p i 2  de t i s s u  + é c a r t  t ype  
- 

Temps d ' e x p o s i t i o n  des rad ioau tograph ies  : 21 jours. 

T i s s u s  

al 
L 
C, 
#al 
e 
O * 
I: 

F i g u r e  2 : Histogramme représen tan t  l e s  moyennes des g r a i n s  d 'a rgen t  exprimées dans l e  tab leau  2  

Sonde 
spéc i f i que  
ADNc 3~ 

3.8 2 0.73 * 

3.0 2 0.72 

2.8 2 0.77 

al 

#al 
R 
O = 

W 

Sonde s p é c i f i q u e  

Sonde non 
spéc i f i que  
ADN 3~ du 
pBR 322 

1.7 2 0.56 

1.3 2 0.45 

1.4 2 0.49 

é p i t h é l i u a  

g l a n d u l a i r e  

é p i t h é l i u m  
de 
sur face  

chor ion  

muscle 
c i r c u l a i r e  
i n t e r n e  

muscle 
l o n g i t u d i n a l  
externe 

é p i t h é l i u m  é p i t h é l i u m  
g l a n d u l a i r e  de 

surface 

2.5 2 0.65 

2.1 + 0.48 - 

(-1 Sonde non s p é c i f i q u e  

1.9 2 0.62 

1.5 + 0.44 - 

chor ion  muscle muscle 
c i r c u l a i r e  l o n g i t u d i n a l  
i n t e r n e  ex te rne  



P l  anche V 

Radioautographies de bronchi 01 es du poumon de 1  a  1  api ne gestante apres 
* 

hyb r ida t i on  i n  s i t u  avec 1'ADNc 'H. 

a : coupe ayant subi l e s  lavages hab i tue ls  sans t ra i tement  à 1  a  nucléase S I .  - 

b : coupe ayant subi l e s  lavages hab i tue ls  s u i v i s  par un t ra i tement  à l a  

nucléase S I .  

e  : épi thel ium *: lumière 

a  e t  b : temps d 'expos i t ion  : 66 j o u r s  ; (G. X 575). 
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L o c a l i s a t i o n  des ARN messagers de 1  ' u t é rog lob i  ne dans l e  poumon B - ................................................ ........................ .......................................................................... 

1  - Chez 1  a  l a p i n e  gestante de 5 j o u r s  

1  - Les bronches - 

La pa ro i  épaisse des bronches e s t  formée de deux tun iques  : 1  'une externe 

f i b r o - é l a s t i q u e ,  l ' a u t r e  i n t e r n e  c o n s t i t u a n t  l a  muqueuse. Cet te  de rn iè re  donne 

s u r  une lumière  i r r é g u l i è r e  du f a i t  de l a  présence de nombreux p l i s  de 

1  ' ép i  t h é l  ium pr ismat ique e t  pseudo -s t ra t i f i é .  Q u e l l e  que s o i t  l a  rég ion  du 

poumon observée, un marquage impor tan t  apparai t sur c e t  é p i  t h é l  i um. 

Au cours des premières expériences, nous avons rencon t ré  des d i f f i c u l t é s  

dans l ' a n a l y s e  des rad ioautographies du poumon dues à une f o r t e  accumulation de 

g r a i n s  d ' a r g e n t  (P l .  V, f i g .  a).  Aussi, il a é t é  nécessai re  d 'amé l io re r  l a  

q u a l i t é  du marquage. Après de nombreux essais,  l e  t r a i t emen t  de nos sect ions à 

1  a  nucléase SI, à l a  s u i t e  des lavages hab i tue ls ,  s ' e s t  avéré donner des 

r é s u l t a t s  assez s a t i s f a i s a n t s  en rédu isan t  considérablement l e  marquage non 

s p é c i f i q u e  ( P l .  V, f i g .  b ) .  Les r é s u l t a t s  énoncés dans l e s  paragraphes 1 e t  III 

sont  d é c r i t s  à p a r t i r  de lames t r a i t é e s  à l a  nucléase SI. 

Les ARN messagers de l ' u t é r o g l o b i n e  sont présents  dans c e r t a i n s  types 

ce1 1  u l  a i r e s  de 1  ' ép i  t h é l  ium des vo ies  r e s p i r a t o i r e s .  Les ce1 l u l e s  c i  1  iées, 

prédominantes, é t r o i t e s  avec un noyau a l longé  en p o s i t i o n  basale, montrent de 

nombreux g r a i n s  d 'a rgen t  ( P l .  V I ,  f i g .  a  e t  b ) .  Les c e l l u l e s  ca l i c i f o rmes  

beaucoup p l u s  volumineuses qu i  sécré ten t  un mucus épais  ne sont pas marquées. 

E l l e s  s ' i n t e r c a l e n t  en t re  l e s  c e l l u l e s  c i l i é e s  dans une p ropo r t i on  de une pour 

c i n q  mais peuvent aussi se r e t r o u v e r  en groupe (P l .  V I ,  f i g .  c ) .  

Les ce1 l u l e s  à 1  a  base de 1  ' é p i  t h é l  ium d i  t es  "basales ou de remplacement" 

q u i  ne sont  jamais en con tac t  avec l a  lumière présentent  aussi des g ra ins  

d  ' argent.  Le marquage e s t  pr inc ipa lement  1  o c a l i  sé sur 1  e  cy top l  asme 

p é r i  n u c l é a i r e  de 1  'ensemble des c e l l u l e s  marquées. Sur 1  es ce1 l u l e s  

é p i t h é l i a l e s  c i l i é e s  e t  basales, l a  moyenne des g ra ins  d 'a rgen t  présents par  

100 um2 de t i s s u  e s t  env i ron  6  f o i s  p lus  impor tante après hyb r i da t i on  avec 
3 3 1'ADNc H qu'avec l'ADN H du plasmide ( tab leau  III, f i g .  I I I )  ; (P l .  V I 1  ; 

comparer f i g .  a  e t  b ) .  

Au con t ra i r e ,  l e s  aut res s t r uc tu res  de l a  bronche t e l l e s  que : l e  chor ion 

( P l .  V I I ,  f i g .  a ) ,  l e  muscle de Reissessen cons t i t ué  de fa isceaux de f i b r e s  

1  i s s e s  c i r c u l a i r e s  ( P l .  V I I ,  f i g .  c l ,  l e s  pièces ca r t i l ag ineuses  sous forme de 



Planche VI 

Localisation des ARN messagers de 1 'utéroglobine dans l e  poumon de l a  
3 lapine gestante après hybridation i n  s i t u  avec I'ADNc H. 

a ,  b e t  c : Epithélium des bronches 

-: cellules c i l i ées  
e : épithélium 
ch : chorion 
m : muscle de Reissessen 

: cellules caliciformes * : lumière 

a e t  c : temps d'exposition ; 70 jours ; ( G .  X 560) 
b : temps d'exposition ; 70 jours ; ( G .  X 700) 





nodules a l longés (P l .  V I I ,  f i g .  d)  ne sont pas spécif iquement marquées (Tableau 

III, f i g .  I I I ) .  

2 - Les b ronch io les  - 

Les ARN messagers de l ' u t é r o g l o b i n e  sont présents  dans de nombreuses 

ce1 l u l e s  ép i  t h é l  i a l e s  des b ronch io les  aussi b i e n  festonnées que terminales (P l .  

V I I I ,  f i g .  a-c) . Ces bronchio les subissent progressivement des changements de 

s t r u c t u r e  pa r  r appo r t  aux bronches précédemment d é c r i  t es .  Le c a r t i  1 age 

d i s p a r a î t  e t  1 ' ép i t hé l i um se r é d u i t  à une seule rangée de c e l l u l e s .  Bien que 

p l u s i e u r s  types  ce11 u l  a i r e s  a i e n t  é t é  ca rac té r i sés  en microscopie é l ec t ron ique  

au niveau de c e t  ép i thé l ium,  nous ne pouvons d i s t i n g u e r  en microscopie optique, 

su r  nos rad ioautographies,  que des c e l l u l e s  ép i  t h é l  i a les  cubiques e t  des 

c e l l u l e s  ca l i c i f o rmes .  Ces dern iè res  qu i  ne sont v i s i b l e s  que dans l e s  

b ronch io les  festonnées ne présentent  aucun marquage t a n d i s  que 1 es ce1 1 u l e s  

cubiques renferment  de nombreux g ra ins  d 'a rgen t  p a r f o i s  p l us  concentrés au p ô l e  

ap i ca l .  Comme précédemment pour l e s  bronches, l e  t i s s u  sous ép i  t h é l  i a l  des 

b ronch io les  ne c o n t i e n t  que t r è s  peu de g ra ins  d 'argent .  

L ' é p i t h é l i u m  des b ronch io les  e s t  env i ron  s i x  f o i s  p l us  marqué après 

h y b r i d a t i o n  avec 1'ADNc 3~ qu'avec l'ADN du plasmide (Tableau III, f i g .  I I I ) .  
Les d i f f é r e n t e s  observat ions e t  l e s  va leurs  dans l e  tab leau  III r é v è l e n t  que l a  

l o c a l i s a t i o n  e t  l a  concen t ra t ion  en ARN messager de l ' u t é r o g l o b i n e  sont 

comparables à c e l l e s  t rouvées dans l e s  bronches (Tableau III, f i g .  III). On 

remarque que c e t t e  d i s t r i b u t i o n  par 100 um2 des ARN messagers de l ' u t é r o g l o b i n e  

e s t  moins impor tan te  que c e l l e  t rouvée dans l e s  ép i thé l iums de l a  corne u t é r i n e  

chez l a  l a p i n e  gestante de 5 j o u r s  (comparer Tableau 1, f i g .  1 avec Tableau 

III, f i g .  III). 

3 - - Le parenchyme pulmonaire 

Un marquage no tab le  e s t  à s i g n a l e r  sur  l e  parenchyme c o n s t i t u é  d ' a l véo les  

pulmonaires é t ro i t emen t  juxtaposées e t  de canaux a l véo la i r es .  Ces s t r uc tu res  

présentent  une pa ro i  d 'épaisseur  i néga le  ; t r è s  mince dans l e s  a lvéoles 

proprement d i t e s ,  e l l e  e s t  r e l a t i vemen t  épaisse au niveau de l ' o u v e r t u r e  des 

a lvéo les  dans l e  canal. Ces c rê tes  i n t e r a l  véo la i res  sont tap issées de ce1 I u l e s  

ép i  t h é l  i ales cubiques reposant su r  des f i b r e s  61 ast iques t a n d i s  que 

1 ' ép i  t h é l  i um de revétement de 1 a paro i  a l v é o l a i r e  mince forme 1 a v r a i e  surface 

r e s p i r a t o i r e .  L' endothélium de nombreux capi  11 a i r e s  j oux ten t  1 a 1 ame basale de 

c e t  ép i  t h é l  ium. 



Planche V I 1  

Radioautographies des bronches du poumon de l a  lap ine gestante après 

hybr ida t ion  i n  s i t u  avec. 1  'ADNc 'H ( f i g  a, c  e t  d) e t  après hybr ida t ion  

i n  s i t u  avec l'ADN 3~ du plasmide pBR 322 ( f i g  b) .  

a  e t  b  : Comparaison du marquage de 1  'ép i thél ium ( e l ,  du chorion (ch) e t  du 

muscle (ml après hybr ida t ion  avec l a  sonde spéci f ique ( f i g  a) ou 

après incubat ion avec l a  sonde con t rô le  ( f i g  b )  *: lumière 

: F i  bres muscul a i r e s  l i s s e s  du muscle de Reissessen (ml. 

: Car t i lage h y a l i n  d'une bronche 

a-d : temps d 'expos i t ion  : 70 jours  ; ( G .  X 700). 





B ien  que 1  ' u t i l i s a t i o n  de l a  nucléase S1 permette une n e t t e  amé l i o ra t i on  de 

1  a  q u a l i t é  du marquage dans l e  parenchyme, l a  c o l o r a t i o n  au v e r t  de méthy le  

pyronine ne permet pas de d i s t i n g u e r  avec p r é c i s i o n  l e s  d i f f é r e n t s  t ypes  

ce1 1  u l  a i r es .  

Des g ra ins  d ' a rgen t  sont s i  tués p l  us pa r t i cu l i è remen t  su r  ce r t a i nes  

ce1 1  u l es  ép i  t h é l  i a l  es des pa ro i s  a l  véol  a i  r e s  après hyb r i da t i on  avec 1  ' ADNc 3~ 

( P l .  I X ,  f i g .  a) .  Par cont re ,  dans ces rég ions,  t r è s  peu de g ra ins  d ' a rgen t  

s  'observent su r  l e s  coupes incubées avec l a  sonde c o n t r ô l e  (P l .  I X ,  f i g .  b). 

Comparée aux t i  ssus sous é p i t h é l i a u x  des bronches e t  des b ronch io les  ( t i  ssu 

sous ép i  t h é l  i al ,  muscle de Rei ssessen, c a r t i  1  age) , 1 a  moyenne des g r a i n s  

d ' a rgen t  par  100 um2 e s t  p l us  élevée dans l e  parenchyme pulmonaire (Tableau 

III, f i g .  I I I ) .  Le rappo r t  e n t r e  l e s  moyennes obtenues à p a r t i r  des coupes 
3 hybridées avec 1'ADNc 3~ ou avec l'ADN H du plasmide pBR 322 e s t  de 2,5 

(Tableau III, f i g .  I I I ) .  B ien  que ce rappo r t  ne s o i t  pas t r è s  é l evé  l e  marquage 

non r é p a r t i  uniformément permet d 'env isager  l a  présence d'ARN messagers de 

1  ' u té rog l  obi  ne dans ce r t a i nes  ce1 1  u l  es ép i  t h é l  i a l  es de 1  a  paro i  des alvéoles.  

4 - Les a r t è r e s  pulmonaires - 

Les a r t è r e s  e t  a r t é r i o l e s  pulmonaires se r a m i f i e n t  para1 l è l  ement aux vo ies  

r e s p i r a t o i r e s  pour donner naissance au réseau capi  11 a i r e  des p a r o i s  

i n t e r a l v é o l a i r e s .  Peu de g ra ins  d 'a rgen t  sont  observés, aussi b i e n  sur  l e s  
3 coupes hybr idées avec 1  'ADNc H ( P l .  I X ,  f i g .  c l ,  que sur l e s  sect ions après 

i ncuba t i on  avec l a  sonde non spéc i f i que  ( P l .  I X ,  f i g .  d ) .  Au comptage, l e  

r appo r t  obtenu e n t r e  l e s  moyennes e s t  t r è s  f a i b l e  (Tableau III, f i g .  III) e t  ne 

permet pas de déce le r  un marquage spéc i f ique .  

II - Chez l a  l a p i n e  non qestante 

Chez l a  1  apine non gestante, nos premiers r é s u l t a t s  provenant de lames de 

poumon non t r a i t é e s  par  1  a  nucl  éase SI montra ient  un marquage p a r t i c u l  ièrement 

in tense  sur  l ' é p i t h é l i u m  des vo ies r e s p i r a t o i r e s  ( P l .  X, f i g .  a). Par l a  s u i t e ,  

après t r a i t emen t  à 1  a  nucléase SI des sec t ions  de poumon, l a  r a d i o a c t i v i t é  

présente l a  même d i s t r i b u t i o n  mais l e s  g ra ins  d 'a rgen t  sont  moins nombreux. Ce 

de rn ie r  marquage e s t  i den t i que  à c e l u i  précédemment d é c r i t  chez l a  l a p i n e  

gestante.  Pour l e s  aut res t i s sus ,  t e l s  que : l e  chor ion, l e  muscle de 

Rei ssessen, l e  c a r t i  1  age des bronches a i n s i  que 1  e  parenchyme, 1  a  concen t ra t ion  

de l a  r a d i o a c t i v i t é  e s t  semblable à c e l l e  observée chez l a  l a p i n e  gestante. 



Planche VI11 

D i s t r i b u t i o n  des ARN messagers de 1  'u téroglobine dans l e  poumon de l a  
3  1  apine gestante après hybr ida t ion  i n  s i t u  avec 1  'ADNc H. 

a  : Montage d'une bronchio le festonnée montrant une concentrat ion de l a  

r a d i o a c t i v i t é  dans 1  'ép i thél ium (e) .  

ch : chorion *: lumière 

b  : Autre bronchiole festonnée. 

e  : épithél ium 

c  : Accumulation de gra ins d 'argent  sur 1  'ép i thé l ium ( e l  d'une bronchio le 

terminale. *: lumière. 

a  : temps d 'expos i t ion  : 70 j o u r s  ; (G. X 700) 

b  : temps d 'expos i t ion  : 70 j o u r s  ; ( G .  X 350) 

c  : temps d 'expos i t ion  : 54 j o u r s  ; (G. X 350) 





Tableau 3 

D i s t r i b u t i o n  des g r a i n s  d 'argent  dans l e s  d i f f é r e n t s  t i s s u s  de poumons de l a  l a p i n e  
3 

gestante de 5 j o u r s  après h y b r i d a t i o n  i n  s i t u  avec ltADNc H de l l u t é r o g l o b i n e  
3 

ou l'ADN H du plasmide pBR 322. 

on e  non 
Sondes spéc i f i que  spéci f ique 

~ 0 1 ' ~ ~  du 
pBR 322 

I é p i t h é l i u m  des 
b ronch io les  

bronches (sauf c e l l u l e s  
c a l i c i f  ormes) 

I parenchyme 
pulmonaire 

l 2.6 + 0.86 0.8 2 0.30 
é p i t h é l i a l  - I I 

9.5 - + 1.80 

I muscle de 
Reissessen I 2.1 2 0.74 1,6 2 0.43 I I 

q . 6  - + 0.44 

I c a r t i l a g e  des 
bronches 

t 1 

* Chaque va leur  e s t  l a  moyenne des g r a i n s  d 'a rgen t  présents par  100 p i 2  de t i s s u  - + é c a r t  t ype  

Temps d 'expos i t i on  des radioautographies : 70 jours. 

F i g u r e  3 : Histogramme représentant  l e s  moyennes des g r a i n s  d 'argent  exprimées dans l e  tab leau 3 

Sonde s p é c i f i q u e  

1 1 Sonde non spéc i f i que  

é p i t h é l i u m  é p i t h é l i u m  parenchyme muscle a r t è r e s  c a r t i l a g e s  
des des pulmonaire de e t  des 
b ronch io les  bronches Beissessen a r t é r i o l e s  bronches 

t i s s u s  
SOUS 

é p i t h é l i a l  



Planche I X  

Radioautographies de poumon de 1  a  1  api ne gestante après hybr ida t ion  i n  - 
s i t u  avec 1  'ADNc 3~ ( f i g  a  e t  c )  e t  après hybr ida t ion  i n  s i t u  avec 1  'ADN 

G u  plasmide pBR 322 ( f i g  b e t  d l .  

a  : Loca l i sa t i on  de l a  r a d i o a c t i v i t é  sur l e s  paro is  des alvéoles (a )  du 

parenchyme pulmonaire. 

b : Sect ion cont rô le  du parenchyme pulmonaire. 

c : Paroi d'une a r tè re  pulmonaire (O ) *.: lumière 

d  : Sect ion cont rô le  de l a  paro i  d'une a r tè re  pulmonaire. 

a-d : temps d 'expos i t ion  : 70 jours  ; (G. X 700). 





Quelques g ra ins  d 'a rgen t  sont  uniformément d ispersés sur l e s  coupes c o n t r ô l e s  

( P l .  X, f i g .  b ) .  

II 1 - Chez 1 a 1 ap i  ne ~ r é ~ u b è r e  t r a i  t é e  à 1  ' o e s t r a d i o l  

La présence d 'ARN messagers de 1 ' u té rog l  obi  ne e s t  détectée dans 

1 ' ép i  t h é l  i um des bronches e t  des bronchi  01 es. Comme pour 1  a  1 ap i  ne gestante, 

1  es c e l l u l e s  ép i  t h é l  i a l  es cubiques sont  marquées sur  1  'ensemble du cytoplasme 

( P l .  X, f i g .  c ) .  11 f a u t  cependant s i g n a l e r  qu'une expos i t i on  p l us  longue de 

nos rad ioautographies (131 j o u r s  au l i e u  de 70 j o u r s  pour l a  l a p i n e  gestante)  a  

é t é  nécessaire pour o b t e n i r  une densi  t é  de g ra ins  d ' a rgen t  pratiquement 

i d e n t i q u e  à c e l l e  observée chez l a  l a p i n e  gestante.  Ce marquage p l u s  d i f f i c i l e  

à appa ra î t r e  p o u r r a i t  s i g n i f i e r  un nombre moins impor tant  dlARN messagers de 

1 ' u t é rog lob i  ne chez 1 a 1 api ne prépubère. Sur l e s  aut res s t r u c t u r e s  aucun 

marquage spéc i f ique  n ' a  é t é  dé tec té  à 131 j ou rs .  La comparaison du marquage 

avec l e s  coupes con t rô l es  ( P l .  X, f i g .  d )  permet de me t t r e  en évidence 1 a 

présence d'ARN messagers de l ' u t é r o g l o b i n e  au niveau de l ' é p i t h é l i u m  des 

bronches e t  des b ronch io les  chez 1 a l a p i n e  prépubère. 

Essais de d é t e c t i o n  des ARN messag_ers de 1 'u té rog lob ine  dans d i f f é r e n t s  c - ------------------ ----- ----------------- ---- ------------- ......................... ...................................................................................... 
organes chez 1 a 1 aei ne à 5 j ou rs  de ~ s t a t i o n  -- ------------------- --------- ---------- -------- .................................................. 

1 - Tractus g é n i t a l  

1  ) 1  'endocol 

Dans l 'endomètre,  l e  marquage de l ' é p i t h é l i u m  simple de sur face  e s t  
3  légérement p l us  impor tant  après h y b r i d a t i o n  avec 1 'ADNc H ( P l .  X I ,  f i g .  a), 

qu'après i ncuba t i on  avec l'ADN 3~ du plasmide ( P l .  X I ,  f i g .  b ) .  Les g ra ins  

d ' a rgen t  sont essen t i e l  lement l o c a l i s é s  sur  l e  cytoplasme des c e l l u l e s  

ép i  t h é l  i ales. On cons ta te  une d i f f é r e n c e  impor tante dans 1 a concen t ra t ion  de 1 a 

r a d i o a c t i v i t é  e n t r e  l ' é p i t h é l i u m  de 1 'endocol e t  c e l u i  de l a  corne u té r i ne .  

B i  en que ces deux organes so ien t  t r è s  proches, i 1 semble que l e  1  i e u  de 

synthèse de 1 ' u t é rog lob ine  s o i t  t r è s  1 o c a l i  sé. Le chor ion, l e s  f i b r e s  

musculaires du myomëtre, aussi b i en  i n t e r n e s  qu'externes ne présentent  pas de 

marquage spéc i f ique .  



P l  anche X 

Radioautographies de poumon de l a  l ap ine  non gestante ( f i g  a e t  b )  e t  de 

l ap ine  prépubère préalablement t r a i t é e  à 1 'oes t rad io l  ( f i g  c  e t  d).  

a  : Concentration de l a  r a d i o a c t i v i t é  dans 1 'ép i  t h é l  ium ( e )  d'une bronchio le 

après hybr idat ion i n  s i t u  avec 1 'ADNc 3 ~ .  Nous signalerons que c e t t e  
radioautographie prov ien t  de 1 ames de poumons non t r a i t é e s  par 1 a nuclease 

S1 l o r s  des lavages, ce qu i  vraisemblablement amène un marquage 

par t icu l ièrement  in tense sur 1 ' ép i  t hé l  ium. *: lumière. 

3 b : Section de bronchio le après hybr ida t ion  i n  s i t u  avec 1 'ADN H du plasmide 

pBR 322. 

c  : Présence d'ARN messagers de 1 'u téroglobine dans 1 'ép i thé l ium ( e )  d'une 
3 bronche après hybr ida t ion  i n  s i t u  avec 1'ADNc H *: lumière. 

3 d : Section de bronche après hybr ida t ion  i n  s i  t u  avec 1 'ADN H du p l  asmide 

pBR 322. 

a : temps d 'expos i t ion  : 70 j o u r s  : (G. X 560) 

b : temps d 'expos i t ion  : 70 jou rs  ; (G. X 350) 

c  : temps d 'expos i t ion  : 140 j ou rs  ; (G. X 560) 

d : temps d 'expos i t ion  : 131 j ou rs  ; (G. X 560) 





2 )  La trompe 

Les sec t ions  étud iées on t  é t é  pré levées dans 1 'ampoule, p a r t i e  de l a  trompe 

au vo is inage de l ' o v a i r e .  La f a i b l e  d i f f é r e n c e  de marquage e n t r e  l e s  coupes 
3 hybr idées avec 1 'ADNc H ( P l .  X I ,  f i g .  c )  e t  l e s  coupes c o n t r ô l e s  ( P l .  X I ,  f i g .  

d l  ne nous permet pas de conc lu re  à l a  présence dlARN messagers de 

1 ' u té rog l  ob i  ne. 

3 )  Le vagin 

Les essa is  de dé tec t i on  des ARN messagers de l ' u t é r o g l o b i n e  pou rsu i v i s  dans 

l 'ensemble du t r a c t u s  g é n i t a l  n ' o n t  pas donné de r é s u l t a t s  p o s i t i f s  dans l e  

vagin.  

II - Vessie 

L ' é p i t h é l i u m  pavimenteux e t  p l u r i s t r a t i f i é  c o n s t i t u a n t  avec l e  chor ion  une 

muqueuse épaisse e t  p l i s s é e  montre de nombreux g r a i n s  d 'a rgen t  (P l .  X I ,  f i g .  

e l .  Cependant, c e t t e  impor tante concen t ra t ion  de r a d i o a c t i v i t é  ne semble pas 

correspondre à un marquage spéc i f i que  ca r  des g ra ins  d ' a rgen t  s 'observent 

également en grand nombre sur l e s  coupes con t rô l es  ( P l .  X I ,  f i g .  f ) .  

III - Appare i l  d i g e s t i f  

1  ) oesophage 

L ' ép i  t h é l  i um parimenteux e t  s t r a t i f  i é présente un marquage dont 1  ' i n t e n s i t é  

diminue de l a  couche basale vers l a  lumière. Peu de g ra ins  d 'a rgen t  s 'observent 

su r  l e s  c e l l u l e s  s u p e r f i c i e l l e s  ( P l .  X I I ,  f i g .  a ) .  Après comparaison avec l e s  

coupescon t rô l es  ( P l .  X I I ,  f i g .  b) ,  il semblera i t  que l a  l o c a l i s a t i o n d e s  

g r a i n s  pr inc ipa lement  dans l e  cytoplasme des ce1 1 u l e s  ép i  t h é l  i a l e s  ind ique  1 a 

présence dlARN messagers de l ' u t é r o g l o b i n e .  Au con t ra i r e ,  l e s  au t res  s t r uc tu res  

de l a  muqueuse, de l a  sous muqueuse e t  de l a  musculeuse montrent un marquage 
3 3 i d e n t i q u e  après h y b r i d a t i o n  avec 1'ADNc H ou après i ncuba t i on  avec l'ADN H du 

p l  asmide pBR 322. 

2 )  I n t e s t i n  (duodénum - co lon)  

L '  ép i  th61 ium simpl e  de revêtement, comme t o u t e s  1 es au t res  s t ruc tu res  du 

duodénum ne sont pas marquées spéci f iquement ( P l .  X I I ,  f i g .  c ) .  Les r é s u l t a t s  

sont également n é g a t i f s  pour l e  colon. 



Planche X I  

a  e t  b : Radioautographies d'endocol de l a  1  apine gestante. Comparaison du 

marquage de 1  ' ép i t hé l i um de sur face ( e l  e t  du chor ion  (ch)  après 
3 hyb r i da t i on  i n  s i t u  avec 1  'ADNc H ( f i g  a) ou après h y b r i d a t i o n  i n  - 

s i t u  avec l'ADN 3~ du plasmide pBR 322 ( f i g  b). - 

c e t  d  : Radioautographies de trompe de l a  l a p i n e  gestante après h y b r i d a t i o n  

avec 1  a  sonde spéc i f ique ( f i g  c )  ou après i ncuba t i on  avec 1  a  sonde 

c o n t r ô l e  ( f i g  d ) .  

e : ép i thé l ium 

ch : chor ion * : 1 umiëre 

e  e t  f : Radioautographies de vess ie  de l a  l a p i n e  gestante. On no te  une 

concentrat ion impor tante de g ra ins  d  ' argent aussi b i e n  sur  

1  'ép i thé l ium des coupes hybr idées avec 1  'ADNc 3~ ( f i g  e )  que su r  

c e l u i  des coupes hybr idées avec 1  'ADN 3~ du pBR 322 ( f i g  f ) .  

e  : ép i thé l ium 

ch  : chor ion * : 1 umière 

a  : temps d ' e x p o s i t i o n  : 60 j ou rs  ; (G. X 560) 

b : temps d ' e x p o s i t i o n  : 53 j ou rs  ; (G. X 560) 

c : temps d ' e x p o s i t i o n  : 101 j ou rs  ; (G. x  700) 

d  : temps d ' e x p o s i t i o n  : 101 j ou rs  ; (G. X 560) 

e  e t  f : temps d ' e x p o s i t i o n  : 101 j o u r s  ; (G. X 700) 





3 )  F o i e  - 
Aucun marquage spéc i f i que  n ' a  é t é  observé sur  l e s  c e l l u l e s  hépatiques, s u r  

l e s  capi  11 a i r e s  sinusoïdes ou sur  1  es veines cen t ro lobu l  a i res .  A 1  'observa t ion  

1  a  q u a n t i t é  des g ra ins  d ' a rgen t  e s t  1  a  même sur  l e s  coupes hybr idées avec 1  a  

sonde spéc i f i que  ( P l .  XII, f i g .  d) ou avec l a  sonde non spéc i f i que  ( P l .  XII, 
f i g .  e ) .  



Planche X I I  

a  e t  b  : Radioautographies d'oesophage de l a  lap ine  gestante. Comparaison du 

marquage de 1  'ép i thé l ium ( e l  e t  du chor ion (ch) après hybr ida t ion  i n  

- 3 - s i t u  avec llADNc 3~ ( f i g  a) ou apres hybr ida t ion  avec l'ADN H du 

plasmide pBR 322 ( f i g  b) .  *: 1 umi6re 

: Radioautographi e  du duodénum de 1  a  1  api ne gestante après hybr ida t ion  
3  i n  s i t u  avec 1'ADNc H. 

e  : épi thél ium 

ch  : chorion * : lumière 

d  e t  e  : Loca l isa t ion  de l a  r a d i o a c t i v i t é  dans l e  f o i e  de l a  lap ine  gestante 
3  après hybr ida t ion  i n  s i t u  avec 1  'ADNc H ( f i g  d) ou après hybr ida t ion  

3 i n  s i t u  avec l ' A D N  H du plasmide pBR 322 ( f i g  e l .  *: lumière de l a  veine cent ro lobu la i re .  

a  : temps d 'expos i t ion  : 101 jours ; (G. X 700) 

b  : temps d 'expos i t ion  : 101 jours  ; (G. X 560) 

c : temps d 'expos i t ion  : 101 jours  ; (G. X 350) 

d  e t  e  : temps d 'expos i t ion  : 29 jours  ; (G. X 560) 





DISCUSSION 



Ces r é s u l t a t s  démontrent l ' i n t é r ê t  de l a  technique d ' h y b r i d a t i o n  i n  s i t u  

pour dé tec te r  l e s  l i e u x  de synthèse de l ' u t é r o g l o b i n e .  La comparaison, en t re  l e  
3 3 marquage obtenu sur  l e s  coupes hybr idées avec 1'ADNc H e t  l ' A D N  H du plasmide 

pBR 322, permet de v é r i f i e r  l a  s p é c i f i c i t é  des hybr ides ARNm-ADNc formés. Le 

marquage a  é t é  est imé comme hautement spéc i f i que  quand l a  moyenne des g ra ins  

d ' a r g e n t  présents  par  100 un2 de t i s s u  après hyb r i da t i on  avec I'ADNc 3~ e s t  
3 env i ron  5 f o i s  supér ieure à c e l l e  obtenue après incuba t ion  avec l ' A D N  H du pBR 

3 22. 

Chez l a  1  api ne gestante de 5 jours ,  1  a  corne u t é r i n e  semble ê t r e  l e  1  i e u  

p r i v i l é g i é  de 1  a  synthèse de 1  'u té rog lob ine  p r inc ipa lement  dans l e s  ce1 l u l e s  

ép i  t h é l  i ales  g landu la i res ,  s u i v i  es par  l e s  ce1 1  u l  es de 1  ' é p i  t h é l  i um de surface. 

Dans 1  es ce1 l u 1  es ép i  thé1 i a l  es g l  andul a i res ,  1  es ARNm de 1  ' u té rog l  obi  ne sont 

s i  tués dans 1  'ensemble du c y t o p l  asme avec t o u t e f o i  s  une concent ra t ion  p l  us 

impor tan te  de g ra ins  d ' a rgen t  dans l a  p a r t i e  ap ica le  de ce r t a i nes  d ' e n t r e  

e l  l es .  Dans l e  myomètre, 1  a  concen t ra t ion  de 1  a  r a d i o a c t i v i t é  e s t  p l us  

impor tan te  sur  1  e  muscle c i r c u l a i r e  i n t e r n e  que sur l e  muscle l o n g i t u d i n a l  

externe. B ien que s i t ués  dans l e  cytoplasme des f i b r e s ,  l e s  g ra ins  d 'argent  

sont  r é p a r t i s  unifornément quel l e  que s o i t  l a  rég ion  du muscle c i r c u l a i r e  

i nterne.  De p lus,  l e  rappor t  obtenu en t re  l e s  moyennes de g ra ins  d 'a rgen t  par  

100 um2 après hyb r i da t i on  avec 1  'ADNc 3~ e t  après i ncuba t i on  avec l a  sonde 

c o n t r ô l e  e s t  f a i b l e .  Ce t te  moyenne peu impor tante en comparaison des 

ép i  t h é l  iums de sur face e t  g l  andul a i r e  ne p l  a ide pas en faveur  d '  un marquage 

spéc i f i que  dans l e  myomètre. Chez 1  a  1api ne non gestante, seules quelques 

ce11 u l e s  ép i  t h é l i  a les g landu la i res  e t  de sur face présentent  une image de 

marquage spéc i f ique.  Chez 1  a  l a p i n e  prépubère, aucun l i e u  de synthèse de 

l ' u t é r o g l o b i n e  n ' a  é t é  mis en évidence. 

La r é a c t i o n  e s t  t r è s  nettement p o s i t i v e  su r  l ' é p i t h é l i u m  des bronches e t  

des bronchio les aussi b i en  chez l a  l a p i n e  gestante de 5 j ou rs  que chez l a  

1  api ne non gestante.  Chez 1  a  1 apine prépubère t r a i t é e  à 1  ' oes t rad io l ,  

l ' i n t e n s i t é  du marquage dans l e s  bronches e t  bronchio les e s t  un peu p lus  f a i b l e  

mai s  r e s t e  cependant notab le .  Dans tous l e s  cas, 1  a  r a d i o a c t i v i t é  présente dans 

1  e  poumon e s t  moins impor tante que ce1 l e  détectée dans l e s  ép i thé l iums de 

sur face  e t  g l andu la i r e  de l a  corne u té r i ne .  

En ce qu i  concerne l a  trompe e t  1  'endocol, seulement quelques g ra ins  

d  'a rgen t  apparai ssent su r  1  es ép i  t h é l  i ums, t and i  s  que de nombreux g ra ins  

d ' a r g e n t  sont v i sua l i sés  sur  nos coupes de vessie, de duodénum e t  de colon. 



Cependant l a  différence de marquage observée entre les coupes hybridées avec 
3 1 'ADNc H e t  les  coupes contrôles e s t  fa ible  pour conclure à l a  présence d'ARNm 

de 1 'utéroglobine. Quant à l a  radioactivité détectée dans 1 'épithélium 

s t r a t i f i é  de 1 'oesophage, e l  l e  semblerait indiquer 1 a présence dlARNm de 

1 'utérogl obi ne. 

Une comparaison peut ê t r e  f a i t e  entre nos résultats e t  ceux obtenus par des 

techniques immunohi stochimiques. Par immunof 1 uorescence, 1 'utéroglobi ne a é té  

détectée dans 1 'utérus de l a  lapine (Beier, 1966, 1967a e t  b ; Krishnan e t  

Daniel, 1967) principalement dans 1 es épi thél i ums de surface e t  gl andulaire 

pendant 1 'oestrus e t  entre l e  l e r  e t  l e  5éme jour de gestation (Johnson, 1972 ; 

Kirchner, 1972, 1976a e t  b ) .  Au cours de cette dernière période, la  

f 1 uorescence s '  étend progressi vement à toutes 1 es ce1 1 ul es épi thél i ales de 

1 'endomètre e t  apparaît principalement dans les  parties apicales e t  

périnucléaires des ce1 lules. Kirchner (1 976a) distingue dans 1 'épi thél ium de 

1 'endomètre t r o i s  types cellulaires en fonction de 1 ' intensi té  e t  de la 

localisation de 1 'utéroglobine : l e  type 1 où cette protéine e s t  trouvée en 

t r è s  pet i te  quantité dans l a  cellule e t  plus particulièrement dans l a  partie 

apicale ; l e  type I I  où l a  moitié de l a  partie apicale des cellules contient de 

l'utéroglobine e t  l e  type I I I  où l'ensemble du cytoplasme e s t  chargé 

d'utéroglobine. Cet auteur précise que pendant l 'oestrus,  l'épithélium contient 

des ce1 lules de type 1 e t  II  ; qu'au 3éme jour de 1 a gestation quasiment toutes 

1 es ce1 1 ules épi thél i ales de 1 'endomètre contiennent de 1 'utérogl obine (type 

I I ,  type I I I )  e t  qu'au 5éme jour de l a  gestation les cellules de type III  

caractérisent les glandes. Lors de cette dernière période, des cellules non 

i mmunoréacti ves s ' intercalent entre 1 es ce1 1 ules f 1 uorescentes dans 

l'épithélium de surface. Les résultats obtenus par hybridation in s i tu  montrent 

que la  plupart des cellules contiennent des A R N m  de l'utéroglobine. Aussi, soit  

l es  A R N m  de l'utéroglobine ne sont pas traduits dans quelques cellules,  soi t ,  

e t  cela semblerait plus vraisemblable, 1 a rétention intra-ce1 lulaire  de l a  

protéine varie. Les cellules pourraient manifester u n  cycle de sécrétion. 

Ki rchner, ( 1  979), suggère d'une part que les ce1 1 ules endométri ales pourraient 

ê t r e  spécialisées en secrétant, so i t  de 1 'utéroglobi ne, so i t  d 'autres protéines 

spécifiques e t ,  d 'autre  part que deux des types ce1 lu1 aires sécréteraient 

1 'utéroglobi ne tandis que l e  troisième capterait 1 a protéine dans l e  1 iquide 

utérin. L' hybridation in s i tu  ne corrobore pas ces hypothèses. Les ARNm de 

1 'utéroglobi ne sont distribués dans 1 'ensemble du cytoplasme e t  dans tous les 

cas 1 a 1 ocal i sati  on de 1 ' utérogl obi ne dans 1 es ce1 1 ul es épi thél i al es semble 

1 iée à cel le  de ses ARNm.  Le taux élevé d l A R N m  de 1 'utéroglobine détecté par 



h y b r i d a t i o n  i n  s i t u  dans 1  'endomètre pendant l e  début de ges ta t ion  e s t  

comparable à 1  'augmentation d 'un  f a c t e u r  d i x  évaluée l o r s  de l a  t r aduc t i on  des 

ARNm i n  v i t r o  (Bul lock e t  c o l l . ,  1976). 

Dans l a  p a r t i e  de l a  trompe l a  p l us  proche de 1  'u térus,  K i rchner ,  (1976a), 

a également l o c a l i s é  1  ' u t é rog lob ine  dans l e s  c e l l u l e s  séc ré t r i ces  de 

1  ' ép i t hé l i um e n t r e  l e  1er  e t  l e  3ème j o u r  de l a  ges ta t ion ,  a l o r s  qu'au 6ème 

j o u r  de 1  a ges ta t i on  l e  marquage d i s p a r a î t .  Sur nos coupes de trompe chez 1  a  

l a p i n e  gestante de 5 jou rs ,  nous n'avons pas dé tec té  dlARNm de l ' u t é r o g l o b i n e .  

Il f a u t  cependant no te r  que nous avons é tud ié  l a  p a r t i e  de l a  trompe proche de 

1  ' ova i r e .  

La l o c a l i s a t i o n  des ARNm de 1  'u té rog lob ine  dans l e s  ép i thé l iums des 

bronches e t  des bronchio les du poumon e t  dans l e s  a lvéo les  e s t  s i m i l a i r e  à 

c e l l e  de l ' u t é r o g l o b i n e  observée par  immunohistochimie (Noske e t  Feigelson, 

1976 ; Noske e t  Goodi ng, 1978 ; Be ie r  e t  c o l  1  ., 1978 ; E l  Et reby e t  c o l  1  ., 
1983).  Cependant, c e t t e  de rn iè re  technique révè le  un marquage p lus  in tense  dans 

l e s  bronchio les que dans l e s  bronches p r i nc i pa les  ( B e i e r  e t  c o l l . ,  1978 ; E l  

Et reby e t  c o l l ,  1983). Ce t te  d i f f é r e n c e  n ' appa ra î t  pas dans nos hyb r i da t i on  - i n  

s i t u  n i  après observat ions de ces s t ruc tu res ,  n i  après comptage des g ra ins  - 
d 'argent .  

La technique d ' h y b r i d a t i o n  i n  s i t u  qu i  permet l a  l o c a l i s a t i o n  d 'une  

séquence d ' u n  ac ide nuc lé ique spéc i f i que  au niveau c e l l u l a i r e  dans un t i s s u  a  

é t é  d é c r i t e  pour l a  première f o i s  en 1969 par Ga l l  e t  Pardue. Employée à c e t t e  

époque pour r é u n i r  deux b r i n s  d'ADN monocaténaire, e l l e  e s t  appliquée depuis 

quelques années à 1  a  dé tec t i on  d'ARN messager (Brah ic  e t  Haase, 1978 ; Hudson 

e t  c o l l . ,  1981 ; Hafen e t  c o l l . ,  1983 ; Cox e t  c o l l . ,  1984). Dés 1981, l o r s  de 

1  a  mise au p o i n t  de l a  technique d ' h y b r i d a t i o n  i n  s i t u  pour l o c a l i s e r  l e s  ARNm 

de l ' u t é rog lob ine ,  nous avons accordé une a t t e n t i o n  p a r t i c u l i è r e  au choix  du 

f i x a t e u r ,  à l a  composit ion des m i l i e u x  d ' h y b r i d a t i o n  e t  des lavages a i n s i  

qu'aux temps des d i f f é r e n t e s  étapes de l a  technique a f i n  d ' o b t e n i r  une 

h y b r i d a t i o n  ARNm-ADNc spéc i f i que  maximale, un b r u i t  de fond minimal, e t  une 

bonne conservat ion des ARNm e t  des t i s s u s  (D.E.A. Tranchant, 1982). La s o l u t i o n  

de "Denhardt" que nous avons incorporée dans n o t r e  m i l i e u  d ' hyb r i da t i on  é v i t e  à 
3 1'ADNc H de se f i x e r  sur l e  verre.  Comme l e  p r é c o n i s a i t  B rah ic  e t  Haase, 

( 1  978), 1  ' a d d i t i o n  d  'ARN de t r a n s f e r t  e t  d'ADN monocaténai r e  dans 1  e  m i  1  i eu 
3 d ' h y b r i d a t i o n  a  é l im iné  l e s  li a i  sons de 1  'ADNc H avec l e s  ARN r i  bosomaux e t  de 

t r a n s f e r t .  L '  u t i l i s a t i o n  de nucléase SI qu i  permet d ' é l i m i n e r  l e s  séquences 



3 d'ADN H incorrectement  hybridées, a  amél ioré l ' image radioautographique au 

n iveau des s t r u c t u r e s  pulmonaires. Ce t te  cons ta ta t i on  n ' e s t  pas en accord avec 

1  'hypothèse de Godart, (1983), se lon  l a q u e l l e  un excès de nucléase SI 

f a v o r i  s e r a i t  1  ' hydro lyse de composants ce1 1  u l  a i r es  qu i  se t r a d u i r a i t  par  

1  ' a p p a r i t i o n  a r t e f a c t u e l  l e  de g ra ins  d 'argent .  

Les r é s u l t a t s  concernant l e s  essa is  de dé tec t i on  des ARNm de l ' u t é r o g l o b i n e  

dans l a  vess ie  e t  1  ' appa re i l  d i g e s t i f  on t  é t é  d i f f i c i l e  à i n t e r p r é t e r  malgré 

l ' e m p l o i  de nucléase SI e t  n ' o n t  pas permis de conc lure à l a  présence dlARNm de 

l ' u t é r o g l o b i n e .  P lus ieu rs  causes peuvent ê t r e  envisagées pour exp l i que r  c e t t e  

d i f f i c u l t é  à d iscerner  un marquage spéc i f ique .  La q u a n t i t é  d'ARNm e s t  

i n s u f f i s a n t e  dans ces organes pour ê t r e  détectée e t  l e s  l i m i t e s  de l a  technique 
3  sont  a t t e i n tes .  Des p ro té i nes  cytoplasmiques peuvent i n t e r a g i r  avec 1'ADNc H. 

A f i n  d ' é v i t e r  c e t t e  i n t é r a c t i  on Hafen e t  c o l  1  ., (1  983), préconi  sent 1  a  

p ro té inase  K q u i  rend p l u s  access ib le  l e s  ARNm spéc i f iques  à une assoc ia t ion  

avec 1'ADNc. Les quelques coupes que nous avons soumises à un t r a i t emen t  par  

c e t t e  enzyme avant l ' h y b r i d a t i o n  ne nous on t  pas donné de r é s u l t a t s  

s a t i s f a i s a n t s .  Il es t  également poss ib l e  d 'env isager  l 'absence de synthèse de 

l ' u t é r o g l o b i n e  b i e n  que des t races  de c e t t e  p ro té i ne  a i e n t  é t é  décelées par  

i mmunoél ectrophorëse (Noske e t  Fe ige l  son, 1976 ; Noske e t  Gooding, 1978). 

La r é g u l a t i o n  hormonale de 1  a  séc ré t i on  d ' u té rog l  obine d i f f é r e  dans 

1  ' u t é rus  e t  l e  poumon chez l a  lap ine .  L ' a c t i o n  de l a  progestérone sur l a  

p roduc t ion  d '  u té rog lob i  ne dans des ce1 1  u l es  ép i  thé1 i ales u t é r i  nes en c u l t u r e  

dépend de l a  dose admin is t rée : des doses f a i b l e s  (IO-'~M) on t  un e f f e t  

i n h i b i t e u r  t a n d i s  que des doses p l us  f o r t e s  (IO-~M) on t  un e f f e t  s t imu lan t  

(Rajkumar e t  c o l  1 ., 1983a e t  b ) .  Dans 1  'endomètre 1  ' adm in i s t r a t i on  de 

progestérone pendant 6  j ou rs  chez une l a p i n e  prépubère provoque une 

augmentation p l u s  prononcée de l a  synthèse d ' u té rog lob ine  que de c e l l e  de ses 

ARNm ( L o o s f e l t  e t  c o l l . ,  1981). Dans l e  poumon, 1  ' u t é rog lob ine  n ' e s t  pas 

i n d u i t e  par 1  a  progestérone b ien  que l a  présence du récepteur  de l a  

progestérone a i t  é t é  s ignalée dans ce t i s s u  (Savouret e t  c o l  1  ., 1980). La 

séc ré t i on  d '  u té rog lob i  ne peut cependant ê t r e  augmentée d '  un f a c t e u r  t r o i s  par  

un g1ucocor t icoîde de synthèse, l a  dexaméthasone, sans que l e  niveau 

i n t r a c e l l u l a i r e  de ses ARNm ne s o i t  m o d i f i é  ( T o r k k e l i  e t  c o l l . ,  1978 ; Savouret 

e t  c o l l  . , 1980). Par cont re ,  dans des c e l l u l e s  pulmonaires en c u l t u r e  t r a i t é e s  

au c o r t i s o l  pendant 24 heures, à l a  f o i s  l a  quan t i t é  d 'u té rog lob ine  e t  c e l l e  de 

ses ARNm augmentent (Fernandez-Renau e t  c o l  1  ., 1984). L '  ex i  stence de récepteurs 



des glucocorticoïdes a é té  montrée, par radioautographie dans l e  poumon chez l a  

souris (Beer, 1983) e t  chez l e  foetus humain (Beer, 1984). Une similitude de l a  

composition moléculaire en acides aminés de 1 'utéroglobine es t  trouvée dans 

l 'u té rus  e t  l e  poumon (Torkkeli e t  co l l . ,  1978 ; Glitz, 1981). I l  a d 'a i l leurs  

é t é  suggéré que 1 ' utérogl obi ne n' es t  pas seulement une sécrétion utérine, mais 

une sécréti on des épi thé1 i ums en général e t  1 e nom d '  utérogl obi ne n '  apparaît 

pas ê t r e  l e  plus approprié (Beato e t  coll . , 1983). Cependant 1 ' utéroglobine a 

une fonction spécifique dans 1 'utérus e t  plus vraisemblablement au moment de 

l'implantation du blastocyste. La signification physiologique de l a  présence de 

l'utéroglobine dans l e  poumon n 'est  pas connue. 

E n  conclusion, les  résultats obtenus dans l'endomètre e t  le  poumon, 

i 1 lustrent 1 ' i n t é rê t  de 1 'hybridation in s i tu  pour localiser l e s  ce1 lules 

contenant les A R N m  de 1 'utéroglobine. Cette technique qui précise les  lieux de 

synthèse d'une protéine présente u n  avantage sur l'immunohistochimie qui, e l l e ,  

permet d'évaluer 1 a rétention i ntracel lu1 aire de 1 a protéine. Cette 

localisation des ARNm apporte l a  démonstration de 1 'expression du gène de 

1 ' utérogl obi ne dans certaines ce1 1 ul es e t  contri bue à 1 ' é t  ude de sa régul a t i  on 

qui fournit u n  modèl e i ntéressant pour 1 a compréhension des mécanismes 

moléculaires de l 'action de l a  progestérone chez les mammifères. 



CHAPITRE I I  

DETECTION DES 

RECEPTEURS DE LA PROGESTERONE 

DANS DIFFERENTS ORGANES 

CHEZ L A  LAP INE  

PAR LA TECHNIQUE RADIOAUTOGRAPHIQUE 



INTRODUCTION 



Les hormones s té ro ïdes  i ndu i sen t  dans l e s  t i s s u s  c i b l e s  l a  synthèse de 

p ro té i nes  spéc i f iques  en mod i f i an t  l e  taux  de t r a n s c r i p t i o n  de c e r t a i n s  gènes 

(O'Mal ley e t  c o l l  ., 1976). Le mécanisme d ' a c t i o n  des s téroïdes dans ces t i s s u s  

imp l ique  une i n t e r a c t i o n  spéc i f ique  e n t r e  l e  récepteur  e t  l a  chromatine. Ce 

deuxième c h a p i t r e  e s t  consacré à 1 a l o c a l i s a t i o n  par 1 a technique 

r a d i  oautographique des p ro té ines  r é c e p t r i c e s  spéc i f iques  de 1 a progestérone 

dans d i f f é r e n t s  organes chez 1 a l ap ine  prébubère t r a i t é e  à 1 ' o e s t r a d i o l .  

Les e f f e t s  phys io log iques de l a  progestérone au niveau de l 'endomètre sont  

connus depuis longtemps. E l l e  prépare l ' i m p l a n t a t i o n  de l ' o e u f  e t  exerce un 

r ô l e  dans l e  ma in t ien  de l a  ges ta t ion .  La progestérone i n t e r v i e n t  dans l a  

r é g u l a t i o n  de l a  concen t ra t ion  d ' u té rog lob ine  e t  de ses ARN messagers dans 

c e r t a i n s  t i s s u s  ( c h a p i t r e  1). Il nous a semblé i n té ressan t  de dé tec te r  s i  

ce r t a i nes  ce1 l u l e s  r i c h e s  en ARN messager de 1 ' u t é rog lob i  ne précédemment 

d é c r i t e ,  pouvaient correspondre aux c e l l u l e s  c i b l e s  de l a  progestérone. 

Après Jensen e t  Jacobson, qu i  en 1962 montrent l ' accumula t ion  e t  l a  

r é t e n t i o n  p r é f é r e n t i e l l e  d ' o e s t r a d i o l  dans l ' u t é r u s ,  l ' e x i s t e n c e  des récepteurs 

des hormones s té ro ïdes  f u t  ensui  t e  démontrée pour 1 a progestérone (Mi lgrom e t  

c o l  1 ., 1970) pu i s  pour d ' au t res  s téroïdes.  Leurs c a r a c t é r i s t i q u e s  biochimiques 

f u r e n t  progress i  vement é tab l  i es a i n s i  que 1 eur na tu re  proté ique.  La présence de 

récepteurs de l a  progestérone a é t é  mise en évidence dans l ' u t é r u s  de nombreux 

mammifères : chez l e  r a t  (Mi lgrom e t  Baul ieu, 1970 ; F e i l  e t  c o l l . ,  1972 ; Mc 

Gu i re  e t  Bar iso,  1972 ; Phi l i b e r t  e t  Raynaud, 1973), chez l e  cobaye (Fa lk  e t  

Bardin,  1970 ; Milgrom e t  c o l l . ,  1970 ; Corvol  e t  c o l l . ,  1972 ; F e i l  e t  Bard in ,  

1975), chez l e  hamster ( L e a v i t t  e t  Blaha, 1972), chez l a  sour is  ( F e i l  e t  c o l l . ,  

1972 ; Phi l i b e r t  e t  Raynaud, 1973), chez l a  l ap ine  (Mc Guire e t  Bar iso, 1972 ; 

Rao e t  c o l l  . , 1973 ; Faber e t  c o l l  . , 1972 ; P h i l i b e r t  e t  Raynaud, 1974a) e t  

chez l a  femme (Young e t  Clear ly ,  1974). 

Les p rop r i é tés  physicochimiques des récepteurs de l a  progestérone re t rouvés  

dans 1 a f r a c t i o n  so lub le  d'hornogénats ce1 l u 1  a i r es  (cy toso l  ) o n t  é t é  1 argement 

é tud iés .  On a montré q u ' i  1 e x i s t a i t  p l u s i e u r s  formes mo lécu la i res  pour un même 

récepteur  cy toso lub le  par  des techniques d ' u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  en g rad ien t  de 

dens i  té.  En f o n c t i o n  des cond i t i ons  expérimentales, l e s  c o e f f i c i e n t s  de 

sédimentat ion des récepteurs de 1 a progestérone v a r i e n t  de 10 à 3 S ( u n i  t é  

Svedberg). Selon 1 ' é t a t  hormonal, 1 e récepteur  de 1 a progestérone chez l e  

cobaye peut se présenter  sous l a  forme 6-7 S ou sous l a  forme 4-5 S ; l a  

s i g n i f i c a t i o n  phys io log ique de ces deux formes n ' e s t  pas connue (Mi lgrom e t  



c o l l . ,  1972). 

Ces dern iè res  années, 1 a p u r i f i c a t i o n  e t  l e s  p rop r i é tés  ant igéniques du 

récepteur  de l a  progestérone de l a  l a p i n e  on t  f a i t  l ' o b j e t  de nombreuses études 

(Logeat, 1984) e t  on t  permis de préparer  des an t i co rps  an t i - récep teurs  de l a  

progestérone (Logeat e t  c o l  1 ., 1983). 

Les p rop r i é tés  des récepteurs sont mod i f iées  sous l ' i n f l u e n c e  de l 'hormone 

q u ' i  1 s 1 i e n t .  En absence d '  hormone endogène, l e s  récepteurs sont  pr inc ipa lement  

re t rouvés  dans l e  cy toso l  t a n d i s  que après i n j e c t i o n  de 1 'hormone un 

pourcentage é levé  des complexes récepteur-hormone sont l i é s  aux noyaux (A tger  

e t  Milgrom, 1978). La t r a n s l o c a t i o n  des récepteurs des hormones s téroïdes du 

cytoplasme vers l e s  noyaux é t a i t  un modèle généralement admis pour tous l e s  

récepteurs des s té ro ïdes  (Gorski e t  c o l l  . , 1968 ; Jensen e t  c o l l . ,  1968 ; 

O'Mal ley e t  Means, 1974). Des t ravaux récen ts  ((Welshons e t  c o l l . ,  1984 ; King  

e t  Creene, 1984 ; Perrot-Appl anat e t  c o l  1 . , 1985 ; Jordan e t  c o l  1 ., 1985) 

remet tent  ce modèle en cause. Quel  l e  que s o i t  1 a l o c a l i s a t i o n  i n i t i a l e  des 

récepteurs (cytoplasmique ou nuc léa i r e )  1 a 1 i sai  son de 1 'hormone au récepteur  

m o d i f i e  l a  s t r u c t u r e  de ce dern ie r ,  ce q u i  en t ra i ne  1 ' a p p a r i t i o n  d'une a f f i n i t é  

accrue des complexes récepteur-hormone pour l a  chromatine. De ce processus, 

appelé a c t i v a t i o n ,  va r é s u l t e r  une m o d i f i c a t i o n  de l a  t r a n s c r i p t i o n  d 'un  nombre 

r e s t r e i n t  de gènes. 

Contrairement aux techniques biochimiques qu i  ne t i ennen t  pas compte de 

1 ' hétérogénéi t é  ce1 1 u l  a i r e  des t i  ssus, 1 es études r a d i  oautographi ques 

permettent de 1 o c a l i  ser 1 es d i f f é r e n t s  types ce1 1 u l  a i r e s  contenant l e s  

récepteurs de 1 a progestérone. La topographie des ce1 l u l e s  c i b l e s  f i x a n t  l e s  

progestagènes, q u i  jusqu 'à  présent  n '  a v a i t  jamai s é t é  r é a l i s é e  chez 1 a 1 api ne, 

a é t é  é t a b l i e  dans 1 ' u t é rus  : chez l e  cobaye (Warembourg e t  M i  lgrom, 1971 ; Sar 

e t  Stumpf, 1974 ; Warembourg, 1974 ; Warembourg e t  M i  1 grom, 1977 ; Tardy e t  

Pasqual in i ,  1980), chez l e  r a t  (Warembourg, 1978) e t  chez l e  s i nge  (Warembourg, 

1983 ; Weaker e t  Sheridan, 1984). Par radioautographie,  l e s  récepteurs de 1 a 

progestérone sont détectés par l e s  g ra ins  d 'a rgen t  p r o d u i t s  par  l e s  

rayonnements du R 5020 t r i t i é  su r  1 'émulsion photographique. Lorsque l e  

marquage correspond à l ' i n t é r a c t i o n  hormone-récepteur, l e s  g ra i ns  d 'argent  sont  

pr inc ipa lement  concentrés sur  l e s  noyaux ce1 1 u l  a i res .  Cependant 1 a technique 

radioautographique d o i t  préserver  c e t t e  i n t é r a c t i o n .  En e f f e t ,  l e s  s té ro ïdes  

d é r i v a n t  du cho les té ro l ,  sont des substances hydrosolubles e t  peuvent ê t r e  

fac i lement  perdus ou déplacés au cours des t r a i t emen ts  h i s to l og iques .  De même, 



par  l e u r  p r o p r i é t é  l i p o p h i l e ,  ces hormones sont des substances d i f f u s i b l e s  e t  

1 ' u t i l i s a t i o n  de so lvan ts  ( a l coo l ,  to luène)  u t i l i s é s  l o r s  des i n c l u s i o n s  des 

t i s s u s  dans l a  p a r a f f i n e  e s t  exclue. De p lus  pour conserver i n t a c t e  l a  l i a i s o n  

hormone-récepteur, il e s t  nécessaire de ma in ten i r  constamment l e s  t i s s u s  à 

basse température e t  en atmosphère sèche. Pour é v i t e r  ces d i f f é r e n t s  problèmes, 

une technique radioautographique q u i  respecte ces cond i t i ons  e t  qu i  e s t  

u t i  1 i sée depuis p l u s i e u r s  années dans n o t r e  1 abora to i re  (Warembourg, 1970) nous 

a permis de l o c a l i s e r  avec p réc i s i on  l e s  ce1 l u l e s  c i b l e s  de 1 a progestérone 

dans d i ve rs  organes chez l a  lap ine.  Les t i s s u s  prélevés sont congelés e t  coupés 

au c r yos ta t .  La congélat ion rap ide  permet de conserver en bon é t a t  l e s  

s t r u c t u r e s  c e l l u l a i r e s  e t  de respec te r  l ' o r g a n i s a t i o n  des t i s s u s  dans l e s  

organes. 

La d é f i n i t i o n  des récepteurs hormonaux imp l ique  l e s  p rop r i é tés  su ivantes : 

s p é c i f i c i t é  de l a  l i a i s o n  hormonale, s p é c i f i c i t é  de l a  d i s t r i b u t i o n  t i s s u l a i r e ,  

haute a f f i n i t é  e t  un nombre 1 i m i t é  de s i  t e s  de 1 i a i son .  A f i n  de pouvoir  

conc lu re  en r a d i  oautographi e à 1 a présence des récepteurs,  v i  sua1 i sés par 1 es 

g r a i n s  d 'argent ,  il e s t  impor tant  d ' e f f e c t u e r  ce r t a i nes  expériences con t rô l es  

permettant d'examiner 1 a s p é c i f i c i t é  de 1 a 1 i a i  son se lon l e s  c r i t è r e s  

précédemment c i t é s .  La s p é c i f i c i t é  t i s s u l a i r e  e s t  con t rô lée  par  l 'examen en 

p a r a l l è l e  d 'un  organe c i b l e  e t  non c i b l e  chez un même animal. La s p é c i f i c i t é  

hormonale de 1 ' i n t e r a c t i o n  hormone-récepteur e s t  v é r i f i é e  lorsque c e t t e  1 i a i  son 

n ' e s t  pas mod i f i ée  par l ' i n j e c t i o n  simultanée d ' u n  au t re  s té ro ïde  sans a f f i n i t é  

pour l e  récepteur  du t r aceu r .  L ' a f f i n i t é  élevée ne peut pas se v é r i f i e r  en 

r a d i  oautographi e. La 1 i a i  son e s t  sa tu rab le  e t  c e t t e  capac i té  1 i m i  t ée  e s t  

constatée lo rsque  simultanément au t r aceu r ,  on i n j e c t e  une dose massive de l a  

même hormone mais non rad ioac t i ve .  Les s i t e s  de l i a i sons ,  en nombre r e s t r e i n t ,  

se ron t  a l o r s  occupés en grande p a r t i e  par  l 'hormone non rad ioac t i ve ,  ce qu i  se 

t r a d u i t  en rad ioautographie,  par une d i s t r i b u t i o n  e x t r a  nuc léa i r e  des g ra ins  

d ' a rgen t .  

L '  u t i  l i s a t i o n  de progestérone n a t u r e l  l e  comme 1 igand pose p lus ieu rs  

problèmes pour 1 ' étude r a d i  oautographique des récepteurs.  Le complexe hormone- 

récepteur  formé e s t  i n s t a b l e  e t  l a  progestérone présente une a f f i n i t é  pour l a  

g l o b u l i n e  plasmatique 1 i a n t  l e s  co r t i cos té ro ïdes  ("C.B.G.") . Aussi pour c e t t e  

étude, nous avons u t i l i s é  un marqueur spéc i f i que  des récepteurs de l a  

progestérone, l e  R 5020 (promegestone) qu i  a é t é  syn thé t i sé  par  P h i l i b e r t  e t  

Raynaud (1973, 1974a e t  b ) .  Ce composé de synthèse permet une 1 i a i  son s té ro ïde-  

récepteur  p l us  s t a b l e  e t  son a f f i n i t é  pour l a  g l o b u l i n e  "C.B.G." e s t  



négl igeable.  De p l  us, au cours d 'é tudes biochimiques dans 1 ' u t é rus  de cobaye, 

i 1 a é t é  montré que 92 à 95% de R 5020 s ' a s s o c i a i t  aux récepteurs de l a 

progestérone e t  non à l a  p r o t é i n e  plasmatique "P.B.G." l i a n t  ce s té ro ïde  

(Pasqua l in i  e t  Nguyen, 1980). Le R 5020 présente également 1 'avantage d ' ê t r e  

peu métabol i sé (Raynaud, 1977). Par contre,  ce progestagène garde une a f f i n i t é  

pour 1 es récepteurs aux g l  ucocor t i co ïdes  (Raynaud, 1977). A f i n  d ' é v i t e r  c e t t e  

1 i a i  son, un g l ucoco r t i co ïde  de synthèse, l a  dexaméthasone, a é t é  i n j e c t é  avant 

1 e R 5020 a f i n  de sa tu re r  1 a 1 i a i  son g l  ucocorticoïde-récepteur. 

Les études radioautographiques sur  l e s  ' récepteurs des stéroydes gonadiques 

sont  l e  p l u s  souvent r éa l i sées  sur  des animaux adu l tes  de f a i b l e  poids, chez 

q u i  l a source d'hormone endogène e s t  é l im inée  par ovar iectomie, c e l a  a f i n  de 

rendre  l e s  s i t e s  de l i a i s o n  p lus  d ispon ib les  pour l e  t r aceu r .  Cependant, nous 

avons p r é f é r é  envisager c e t t e  étude chez 1 'animal prépubère c a r  1 a 1 api  ne 

a d u l t e  ovar iectomisée (3  kg) a u r a i t  nécessi t é  une dose t r è s  importante de 
3 R5020 H e t  en t ra i né  une expér imentat ion t r o p  coûteuse. L 'é tude  du c o n t r ô l e  

hormonal du récepteur  de l a  progestérone a montré chez l a  s o u r i s  (Fe i1  e t  

c o l  l., 1972), l e  hamster ( L e a v i t t  e t  c o l l . ,  1974), l e  cobaye ( M i  lgrom e t  c o l l . ,  

1973a e t  b ) ,  l e  r a t  (Vu Hai e t  c o l l . ,  1978) e t  l a  l a p i n e  (Rao e t  c o l l . ,  1973) 

que l e s  oestrogènes augmentent l a  concen t ra t ion  du récep teur  de l a  progestérone 

pa r  un mécanisme nécess i tant  une synthèse d'ARN e t  de protë ines.  Dans ce bu t ,  

une i n j e c t i o n  d ' o e s t r a d i o l  a eu l i e u  quotidiennement pendant 6 j o u r s  chez nos 

animaux avant l e  s a c r i f i c e .  

La deuxième p a r t i e  de c e t t e  thèse r a p p e l l e  rapidement l a  technique 

rad ioautographique employée e t  expose l e s  r é s u l t a t s  obtenus sur 1 a l o c a l i s a t i o n  

des récepteurs de l a  progestérone chez l a  l ap ine .  



MATERIELS ET TECHNIQUES 



Pour l a  mise en évidence des récepteurs de l a  progestérone, nous avons 

u t i l i s é  l a  technique radioautographique mise au p o i n t  au 1  abo ra to i r e  par M. 

Warembourg dès 1971 (Thèse de Doc to ra t  d i E t a t  1979). 

1  - Hormones u t i l i s é e s  

La promégestone (1  70(, 21 d imethy l  -1 9-norprena - 4, 9-diène-3, 2-dione) 
3  t r i t i ë e  (R 5020H) avec une a c t i v i t é  spéc i f i que  de 87 Ci/mmole e t  l a  

promégestone non rad ioac t i ve  proviennent de 1  a  "New-Engl and Nuclear 

Corporat ion, Boston, Massachusetts". 

L ' o e s t r a d i o l  17 D a  é t é  obtenu chez Roussel-Uclaf, e t  l a  dexaméthasone chez 

Sigma. 

2  - Prépara t ion  du t r aceu r  r a d i o a c t i f  

3  Le R 5020 H e s t  u t i l i s é  rapidement dès sa récep t ion  au 1  abora to i re .  En 

s o l u t i o n  dans 1  'é thanol ,  il e s t  mis à sec en passant sous un courant  l e n t  e t  

con t i nu  d 'azote.  

3  - M a t é r i e l  b i o l oa iaue  

Quat res  1  api nes prépubères New-Zeal and (Charles-Ri vers-France) pesant 1  - + 
0,2 kg sont u t i l i s é e s .  Les d i f f é r e n t e s  préparat ions sont  i n j e c t é e s  aux lap ines 

pa r  vo ie  sous cutanée. E l  l e s  r e ç o i v e n t  quotidiennement, pendant 6 jou rs ,  une 

i n j e c t i o n  de 2 5 0 y g  d ' o e s t r a d i o l  mis  en suspension dans 0,5 m l  d ' h u i l e  de 

sésame. V i  ngt -quat re  heures après 1  a  de rn iè re  i n j e c t i o n  d ' o e s t r a d i o l ,  5  mg de 

dexamëthasone dans 0,3 m l  d ' h u i l e  de sésame sont i n j e c t é s  aux lap ines .  V ingt  
3  minutes p l us  ta rd ,  e l l e s  reço iven t  1  mCi (3,75 ug) de R 5020 H mis en s o l u t i o n  

dans du sérum phys io log ique auquel e s t  a j ou té  10 à 20% d 'é thano l .  

Une expér ience c o n t r ô l e  permettant d'examiner l a  capac i t é  1  i m i t é e  a  é t é  

e f fec tuée .  

L 'an imal  r e ç o i t  a l o r s  simultanément à 1  ' i n j e c t i o n  du t r a c e u r  5 mg de R 5020 

non t r i t i é .  



4 - Prélévement des t i s s u s  e t  conqél a t i o n  

Trente minutes après 1 ' i n j e c t i o n  de R 5020 t r i t i é ,  l e s  1 apines son t  

s a c r i f i é e s  e t  l e s  organes su ivants  : cornes u té r ines ,  endocol, vagin, poumons, 

vessie,  oesophage e t  duodénum, sont rapidement prélevés. Les fragments son t  

i mmédi atement congelés dans de 1 ' i sopentane r e f r o i d i  par  1 ' azote 1 i qui  de. Il s 

son t  ensu i te  stockés à - 70°C e t  débi tés dans l e s  quarante h u i t  heures. 

5 - Prépara t ion  des rad ioautographies 

* Prépara t ion  des lames microscopiques -- 
Les lames sont  immergées pendant p l us i eu rs  j o u r s  dans l ' a c i d e  s u l f o -  

chromique, r i nçées  p l us i eu rs  f o i s  à l ' e a u  courante, pu i s  à l ' e a u  d i s t i l l é e .  

E l l e s  sont ensu i t e  passées à l ' a l c o o l  70°C pendant 2 â 3 minutes e t  séchées. 

Ces lames propres sont  plongées dans une s o l u t i o n  de g é l a t i n e  à 0,5% contenant 

5% d ' a l u n  de chrome e t  mises à sécher à 40°C. 

* Montage du f i l m  -- 
L'émuls ion p e l l i c u l a b l e  AR 10 (Kodak) dél icatement décol lée de son support  

de verre,  e s t  déposée su r  l e s  lames gé la t inées  selon l a  technique de f l o t a i s o n  

su r  1 'eau (PELC, 1947). Pour l a  dé tec t i on  de substances d i f f u s i b l e s ,  i 1 e s t  

nécessaire de r e c u e i l l i r  1 'émulsion p e l l i c u l a b l e  au con tac t  de 1 'eau d i s t i l l é e  

de façon à ce que l e  support de g é l a t i n e  s o i t  con t re  l a  lame, 1 'émulsion 

nuc léa i r e  se t r ouvan t  vers l ' e x t é r i e u r .  Le montage du f i l m  s ' e f f e c t u e  en 

chambre n o i r e  équipée d 'un  éc la i r age  i n a c t i n i q u e  ( f i  1 t r e  rouge, wra t ten  No 2 

Kodak) . 
A f i n  d ' é v i t e r  des décharges é l ec t ros ta t i ques ,  l a  p ièce es t  maintenue à une 

température ambiante de 18°C env i ron  e t  à un taux d 'humid i té  é levée (60 à 80%). 

Après séchage d ' env i r on  24 heures à température ambiante e t  à l ' a b r i  de l a  

lumière, l e s  1 ames émulsionnées sont  stockées à 4°C. 

* Adhèrence des coupes sur  l e s  lames émulsionnées - --- 
Les fragments sont débi tés en coupes de 12 Am d 'épaisseur  au c r y o s t a t  

(W.K.F. 1150, W.K.F. Brandau, Allemagne). Ce dern ier ,  p lacé en chambre no i re ,  

e s t  équipé d'une source 1 umineuse i n a c t i n i q u e  adaptée. P lus ieurs  coupes son t  

déposées sur  l e s  1 ames émulsionnées préalablement r e f r o i d i e s  à O°C, ce q u i  

permet une bonne adhérence de 1 a coupe au f i  l m  sans t o t a l e  décongélation. 



6 - Expos i t i on  des rad ioautographies 

L ' e x p o s i t i o n  des rad ioautographies se f a i t  au congélateur à - 18°C dans des 

b o î t e s  n o i r e s  étanches contenant de 1 ' anhydr ide phosphorique. La durée 

d ' e x p o s i t i o n  e s t  de 149 à 204 j ou rs .  

7 - F i x a t i o n ,  développement e t  c o l o r a t i o n  des rad ioautographi  es 

Avant l e  développement, l e s  lames sont placées à 4°C avant d ' ê t r e  amenées à 

température ambiante. Les coupes sont soumises a l o r s  à une f i x a t i o n  

h i s t o l o g i q u e  au méthanol 5 minutes pu i s  r i ncées  dans de 1 'eau d i s t i l l é e  5 

minutes avant d ' ê t r e  développées dans du D 19 b (Kodak) pendant 4 minutes à 

20°C. 

Après un r inçage  rap ide  dans de l ' e a u  d i s t i l l é e ,  l e s  lames sont f i x é e s  dans 

du t h i o s u l f a t e  de sodium à 30%, r incées  5 minutes dans de l ' e a u  d i s t i l l é e  avant 

d ' ê t r e  co lorées au v e r t  de méthyle-pyronine pendant 10 minutes. Le dos de 

chaque lame e s t  a l o r s  débarassé de 1 'excès d 'émuls ion p e l l i c u l a b l e  à 1 ' a i de  

d ' u n  sca lpe l .  E l l e s  sont  ensu i t e  deshydratées e t  montées selon l e s  techniques 

h i  s t o l o g i  ques classiques. 



RESULTATS 



Planche X I I 1  

Loca l i sa t i on  des récepteurs de 1 a progestérone dans 1 'u térus chez l a  

1 apine prépubère t r a i t é e  à 1 'oes t rad io l .  

a, b  e t  c : Radioautographies de 1 'endomètre de 1 a corne u tér ine .  

On note un marquage par t i cu l iè rement  intense dans l e s  c e l l u l e s  du 

chorion (ch)  à p rox imi té  de 1 'ép i thé l ium de surface (e)  e t  de 

1 'ép i thel ium g landu la i re  (E) . Les gra ins  d 'argent  sont 

pr incipalement concentrés sur l e  noyau ce1 l u 1  a i r e  (n - ) . *: lumière 

: Radioautographie de 1 'endomëtre de l a  corne u t é r i n e  après 
3 i n j e c t i o n  de R 5020 H précédée d'une i n j e c t i o n  en excès de R 5020 

non marqué. Les grains d 'argent  sont dispersés uniformèment sur l e  

chorion ( ch ) .  

: Radioautographie de 1 'endomètre de 1 'endocol. Les noyaux des 

ce1 l u les  du chorion (ch)  proches de 1 'ép i  thé1 ium sont fortement 

marqués ( n  -1. 
e  : épi thél ium *: lumière 

a-d : temps d 'expos i t ion  : 204 jours  ; (G. X 560) 
e : temps d 'expos i t ion  : 197 jours  ; ( 6 .  X 560) 





L o c a l i s a t i o n  des récepteurs de l a  pr--0qestérone dans l e  t r a c t u s  q é n i t a l  de A - ........................ ------------ ................................................................................ 
1 a 1 a l i  ne p r j j u b è r e  t r a i t é e  à 1  ' oes t rad i  01 ----- ----- .................................. ................................................. 

1 - u té rus  (cornes u té r i nes  e t  endocol) 

. endomètre 

La présence de récepteurs de l a  progestérone e s t  v i s u a l i s é e  dans l e s  

ce1 l u l e s  marquées par  des g ra ins  d 'a rgen t  qu i  sont p r inc ipa lement  concentrés 

su r  l a  zone nuc léa i re .  

Dans l a  corne u té r i ne ,  l a  p l u p a r t  des noyaux des c e l l u l e s  du cho r i on  

r e t i e n n e n t  1  'hormone marquée ( P l .  X I I I ,  f i g .  a, b  e t  c ) .  Cependant des 

d i f f é r e n c e s  dans l a  r é p a r t i t i o n  de 1 a r a d i o a c t i v i t é  dans ce t i s s u  apparaissent.  

Le marquage nuc léa i r e  e s t  pa r t i cu l i è remen t  dense dans l e s  ce1 l u l e s  r é t i c u l a i r e s  

e t  fus i fo rmes  du chor ion  proche de l ' é p i t h é l i u m  de sur face  ( P l .  X I I I ,  f i g .  a )  

a i n s i  que dans l e s  c e l l u l e s  vo i s i nes  de 1 ' é p i t h é l i u m  g landu la i r e  (P l .  X I I I ,  

f i g .  c ) .  Par contre,  l e s  c e l l u l e s  du chor ion  à p r o x i m i t é  du myomètre montrent  

un marquage de p lus  f a i b l e  i n t e n s i t é .  Les noyaux des c e l l u l e s  des ép i thé l iums 

de sur face  e t  g l andu la i r e  présentent  peu de g ra ins  d ' a rgen t  ( P l .  X I  II, f i g .  a  

e t  c )  . On peut  cependant no te r  que ce r t a i nes  c e l l u l e s  é p i t h é l i a l e s  captent p l u s  

p a r t i c u l i è r e m e n t  l e  t r aceu r  que d 'au t res .  Sur 1  'endomètre de 1 a corne u t é r i n e  

après i n j e c t i o n  de ~ 5 0 2 0 ~ ~  précédée d'une i n j e c t i o n  en excès de R5020 non 

marqué, l e s  g ra ins  d ' a rgen t  sont  dispersés uniformément sans l o c a l i s a t i o n  

spéc i f ique  su r  l e  noyau c e l l u l a i r e  ( P l .  X I I I ,  f i g .  d ) .  

Dans 1 'endocol, l e s  marquages des ce1 1 u l  es du chor ion  sont t r è s  simi 1  a i r e s  

en i n t e n s i t é  e t  en l o c a l i s a t i o n  à c e l u i  précédemment d é c r i t  dans l a  corne 

u t é r i n e  ( P l .  X I I I ,  f i g .  e l .  Par con t re  l e s  é p i t h é l i u m s d e  surface e t  

g l a n d u l a i r e  de 1 'endocol montrent nettement p lus  de ce1 l u l e s  c i b l e s  que ceux de 

l a  corne u t é r i n e  ( P l .  X I I I ,  f i g .  e ) .  

. myomètre 

Les f i b r e s  musculaires l i s s e s  du myomètre de l a  corne u t é r i n e  
3 concentrent  fortement l e  R5020 H. Le marquage e s t  p l u s  dense su r  l e s  f i b r e s  

muscula i res c i r c u l a i r e s  i n te rnes  (P l .  X I V ,  f i g . a )  que sur  l e s  f i b r e s  

muscula i res l ong i t ud ina les  externes (P l .  X I V ,  f i  b. b) .  Il se re t rouve  également 

s u r  1  es couches de myomètre de 1 ' endocol, cependant comparativement à 1  a  corne 

u t é r i n e  une p l u s  grande concent ra t ion  de g ra ins  d ' a rgen t  e s t  observée. 

Ce marquage spéc i f i que  n ' e x i s t e  p l u s  dans ces rég ions de l a  corne 

u t é r i n e  ( P l .  X I V ,  f i g .  d  e t  e )  e t  de 1 'endocol après i n j e c t i o n  de ~ 5 0 2 0 ~ ~  

précédée d 'une dose massive de R5020 non r a d i o a c t i f .  



Planche X I V  

D i  s t r i b u t i o n  des récepteurs de l a  progestërone dans l a  corne u t é r i n e  

chez l a  lapine. 

a, b e t  c : Radioautographies du myomgtre. 

La r a d i o a c t i v i t é  e s t  concentrée sur l es  noyaux (n -) des f i b r e s  

muscul a i res  c i r c u l a i r e s  in ternes ( f i g  a) e t  des f i b r e s  muscul a i r e s  

1 ongi tud ina les  externes ( f i g  b). 

Un marquage important e s t  observé sur l e s  noyaux (n-) des f i b r e s  

musculaires de 1 ' a r t è r e  ( f i g  c )  . *: lumière de l ' a r t è r e .  

d, e e t  f : Radioautographies des mêmes régions du myomëtre après i n j e c t i o n  de 
3 R 5020 H précédée d'une dose massive de R 5020 non r a d i o a c t i f .  

Aucun marquage spécif ique n 'es t  observé sur l e s  f i b r e s  musculaires 

c i rcu l  a i res  i nternes ( f i  g d) , sur 1 es f i  bres muscul a i res  

long i tud ina les  externes ( f i g  e) e t  sur l e s  f i b r e s  musculaires de 

1 ' a r tè re  ( f i g  f ) .  

a, b e t  c : temps d 'expos i t ion  : 204 j ou rs  ; (G. X 560) 

d, e e t  f : temps d 'expos i t i on  : 194 jou rs  ; (G. X 560) 





De nombreux récepteurs de l a  progestérone sont présents  dans l a  paro i  des 

a r t è r e s  pr inc ipa lement  s i  tuées dans 1 e myomètre de 1 ' u t é rus  (corne u té r ine ,  

endocol) .  On observe que l a  r é p a r t i t i o n  des g ra ins  d ' a rgen t  n ' e s t  pas i den t i que  

su r  l e s  t r o i s  tun iques ( i n te rne ,  moyenne e t  externe)  q u i  cons t i t uen t  c e t t e  

pa ro i .  Les récepteurs de l a  progestérone sont  l o c a l i s é s  sur  l e s  noyaux des 

f i b r e s  musculaires de l a  tun ique moyenne a i n s i  appelée media ( P l .  X I V ,  f i g .  c l .  

La tun ique i n t e r n e  formée d 'un  endothél ium e t  d 'une couche con jonc t i ve  sous 

endo thé l i a l e  p l u s  ou moins impor tante su ivan t  l a  t a i l l e  de 1 ' a r t è r e  ne présente 

pas de marquage de même que l ' a d v e n t i c e  con jonc t i vo  é l a s t i q u e  ou tun ique 

ex te rne  (P l  . X I V ,  f i g .  c )  . La s a t u r a t i o n  des récepteurs de l a  progestérone par  

i n j e c t i o n  en excès d'une dose massive de R5020 non r a d i o a c t i f  avant l e  R5020 

t r i t i é  empêche l e  marquage au niveau nuc léa i r e  ( P l .  X I V ,  f i g .  f ) .  

2 )  vagin 

. muqueuse 

Une accumulation spéc i f i que  de R5020 t r i t i é  ou de ses métabo l i tes  

s 'observe à l a  f o i s  dans 1 ' é p i t h é l i u m  vagina l  s t r a t i f i é  de t ype  malp igh ien e t  

dans l e s  c e l l u l e s  r é t i c u l a i r e s  e t  fus i fo rmes  du chor ion  ( P l .  X V ,  f i g .  a  e t  b ) .  

La r a d i o a c t i v i t é  n  ' e s t  pas r é p a r t i e  uniformément dans l e s  couches ce1 1 u l  a i r e s  

de l ' é p i t h é l i u m .  Les g ra ins  d ' a rgen t  sont peu nombreux sur  l e s  c e l l u l e s  

hé ra t i n i sées  en bordure de l a  lumière vaginale.  Par con t re  l e  marquage augmente 

for tement  su r  l e s  ce1 l u l e s  ép i  t h é l i a l e s  de l a  couche i n t e r m é d i a i r e  p u i s  diminue 

à nouveau su r  l e s  c e l l u l e s  de l a  couche basale ( P l .  XV, f i g .  a ) .  Dans l e  

chor ion, une concent ra t ion  nuc léa i r e  p l us  impor tante de g ra ins  d 'a rgen t  e s t  

présente t o u t  pa r t i cu l i è remen t  dans l e s  c e l l u l e s  proches de 1 ' é p i t h é l i u m  ( P l .  

X V ,  f i g .  b ) .  Ces dern ières apparaissent à 1  'observa t ion  p l us  marquées que 

ce1 l e s  de 1 ' u té rus  (corne u té r i ne ,  endocol 1. 

. musculeuse 

La muscul euse e s t  disposée su ivan t  deux p l  ans peu r é g u l i e r s ,  1  'un 

i nterne composé de f i b r e s  c i  r c u l  a i res ,  1  ' au t re  externe comprenant des f i b r e s  

1 ongi t u d i  na l es .  En t re  ces deux p l  ans, des fa isceaux de f i b r e s  s ' en t rec ro i sen t  

e t  donnent p a r f o i s  à c e t t e  musculeuse un aspect p lex i forme.  

Des récepteurs de l a  progestërone sont  présents sur  l e s  noyaux des 

f i  bres muscul a i r e s  c i  r c u l  a i  res  i nternes e t  des f i b r e s  muscul a i r e s  

l o n g i t u d i n a l e s  externes (P l .  XV, f i g .  c )  . Aucune d i f f é r e n c e  dans 1 ' i n t e n s i t é  du 

marquage e n t r e  ces deux couches musculaires n ' e s t  observée. Dans l a  p a r t i e  



P l  anche XV 

L o c a l i s a t i o n  des récepteurs de l a  progestèrone dans l e  vagin chez l a  

1 ap i  ne. 

a e t  b : Radioautographies de l a  muqueuse à des grossissements d i f f é r e n t s .  

Marquage n u c l é a i r e  ( n - 4  des ce1 l u l e s  de 1 ' ép i  thé1 ium ( e l  e t  p l u s  

pa r t i cu l i è remen t  des ce1 l u l e s  du chor ion  (ch) proches de 

1 'ép i thé l ium.  *: lumière  

c ,d e t  e : Radioautographies de l a  musculeuse 

c e t  d : concentrat ion de l a  r a d i o a c t i v i t é  dans l e s  noyaux (n- )  des 

des f i b r e s  muscul a i r e s  1 i sses 1 ongi t u d i  na1 es externes ( f i  g c )  

e t  des f i b r e s  musculaires s t r i é e s  ( f i g  d l .  

: montage représentant  une a r t è r e  for tement  marquée au niveau des 

noyaux des f i b r e s  muscul a i r e s  ( n  -) . *: lumiëre  de 1 ' a r t è re .  

a e t  d : temps d ' expos i t i on  : 213 j o u r s  ; (G. X 350) 

b, c e t  e : temps d ' expos i t i on  : 213 j o u r s  ; (G. X 560) 





basa le  du vagin, v iennent s ' a j o u t e r  extér ieurement des format ions muscul a i r e s  

s t r i é e s  q u i  appart iennent vraisembl ablement aux muscles pér inéaux se lon 1 a 

d e s c r i p t i o n  de Dubreui 1 e t  Canivenc (1967). Quelques noyaux de ces f i b r e s  

muscul a i r e s  s t r i é e s  sont  marquées ( P l .  XV,  f i g .  d ) .  

Comme pour 1 ' utérus, des g ra ins  d '  argent sont  t r è s  abondants sur  1 es 

noyaux des f i b r e s  musculaires de l a  tun ique  moyenne ou média des ar tères.  

Sur ces t i s sus ,  l e s  expériences de s a t u r a t i o n  des récepteurs de l a  

progestérone provoquent une d i spe rs i on  uni forme des g r a i n s  d 'a rgen t .  

Essais  de dé tec t i on  des récepteurs de l a p r o g e s t é r o n e  dans l e  Doumog B - ................................................. .................... ............................................................................ 

Une d i s t r i b u t i o n  impor tante de l a  r a d i o a c t i v i t é  e s t  observée s u r  

1 ' é p i  t h é l  ium p s e u d o s t r a t i f i é  des bronches ( P l .  X V I  ,f i g .  a)  a i n s i  que su r  

1 ' é p i t h é l i u m  simple des b ronch io les  ( P l .  X V I  , f i g .  b ) .  Cependant dans l e  poumon, 

1 es g ra ins  d ' a rgen t  sont  e s s e n t i e l  lement l o c a l i s é s  su r  l e  cytoplasme des 

ce1 1 u l e s  ép i  t h é l  i a l  es. La r é t e n t i o n  de r a d i o a c t i v i t é  e s t  nettement moins 

impor tan te  dans l e s  aut res s t r uc tu res  des bronches : chor ion,  f i b r e s  

muscul a i r e s  1 i sses du muscle de Reissessen e t  c a r t i l a g e  des bronches (P l .  X V I ,  

f i g .  a ) .  Demême d a n s l e s  bronchio les,  l e  cho r i on  i n f i l t r é  de f i b r e s  

muscula i res l i s s e s  n ' e s t  pas marqué (P l .  X V I ,  f i g .  b ) .  Le parenchyme 

pulmonaire, a i n s i  que l e s  f i b r e s  musculaires des a r t è r e s  (P l .  X V I ,  f i g .  c )  q u i  

accompagnent l e s  bronches e t  b ronch io les  ne présentent  pas d '  image de marquage 

spéc i f ique .  Les coupes con t rô les ,  aprës l ' e xpé r i ence  de compét i t ion,  r é v è l e n t  

une d i s p o s i t i o n  des g ra ins  d ' argent s imi 1 a i r e  à ce1 1 e précédemment décr i  t e .  

Ce t t e  f o r t e  r é t e n t i o n  de r a d i o a c t i v i t é  ne semble donc pas r é s u l t e r  de 

1 ' i n t e r a c t i o n  hormone-récepteur puisque 1 e marquage n ' e s t  pas nuc léa i r e  e t  que 

l a  d i s t r i b u t i o n  topographique des gra ins d 'a rgen t  e t  l e u r  concen t ra t ion  ne son t  

pas mod i f iés  l o r s  de l ' i n j e c t i o n  de l 'hormone f r o i d e .  

. muqueuse 

La muqueuse e s t  cons t i t uée  d 'un  ép i  t h é l  ium pavimenteux p l u r i  s t r a t i f  i é  

qu i  e s t  for tement  marqué. Mais il semble que ce marquage ne s o i t  pas spéc i f ique  

puisque l e s  g ra ins  d 'a rgen t  sont, comme dans l e  poumon, disposés à l a  f o i s  su r  



P l  anche X V  1 

Essais de détect ion des récepteurs de l a  progestérone dans l e  poumon 

chez l a  lapine. 

a e t  b : Radioautographies de bronche e t  bronchiole. 

a : Photomontage montrant l a  d i s t r i b u t i o n  des g ra ins  d'argent sur  

1 'ép i  thé1 ium ( e l  d 'une bronche sans 1 oca l i sa t i on  nuc léa i re  

spécif ique. 

ch : chorion 

m : muscle de Reissessen *: lumière 

4 : Même observat ion concernant l a  d i s t r i b u t i o n  des gra ins d 'argent  pour 

1 ' ép i  thélium ( e l  d'une bronchiole. 

: Radioautographie d'une a r t ë r e  dans l e  poumon ne montrant pas de 

marquage spécif ique. *: 1 umière de 1 'a r tè re .  

a : temps d 'expos i t ion  : 149 j ou rs  ; ( G .  X 560) 

b : temps d 'expos i t ion  : 213 j ou rs  ; ( G .  X 560) 

c : temps d 'expos i t ion  : 213 j ou rs  ; ( G .  X 350) 





l e  noyau e t  l e  cytoplasme des c e l l u l e s  é p i t h é l i a l e s  ( P l .  X V I I ,  f i g .  a) .  De 

p lus,  après i n j e c t i o n  du t r aceu r  précédée d'une i n j e c t i o n  en excès de R5020 non 

marqué, l a  l o c a l i s a t i o n  e t  l a  dens i té  des g ra ins  d ' a rgen t  sont iden t iques  (P l .  

X V I I ,  f i g .  b ) .  Par c o n t r e  dans l e  chor ion  ( P l .  X V I I ,  f i g .  c l  quelques c e l l u l e s ,  

l e  p l us  souvent s i t uées  à p rox im i t é  de l a  musculeuse, sont marquées 

spéci f iquement.  

. musculeuse 

La musculeuse comprend schématiquement t r o i s  couches : externe avec des 

f i b r e s  muscul a i r e s  1 i sseç 1 ongi t u d i  na1 es ; moyenne avec des f i b r e s  c i  r c u l  a i r es ;  

i nterne avec des f i b r e s  1 ongi t u d i n a l  es. Les f i b r e s  s ' en t rec ro i  sent e t  -se 

groupent p a r f o i s  en fa isceaux qu i  peuvent prendre des o r i e n t a t i o n s  d i f f é r e n t e s .  

A 1 'observat ion,  il e s t  d i f f i c i l e  de d i s t i n g u e r  avec p r é c i s i o n  l e s  t r o i s  p lans  

de  1 a muscul euse. 
3 Après i n j e c t i o n  du R5020 H, un marquage impor tan t  a  é t é  mis en évidence 

( P l .  X V I I ,  f i g .  d, e  e t  f ) .  La r a d i o a c t i v i t é  se concentre p lus  pa r t i cu l i è remen t  

s u r  l e s  noyaux de 1 'ensemble des f i b r e s  musculaires l i s s e s  (P l .  X V I I ,  f i g . e  e t  

f ) .  Des récepteurs de l a  progestérone peuvent également ê t r e  présent dans 

quelques f i b r o c y t e s  du t i s s u  c o n j o n c t i f  entourant  l e s  fa isceaux de f i b r e s  

l i s s e s .  Contrairement aux a r t è res  du t r a c t u s  g é n i t a l  (corne u té r i ne ,  endocol, 

vag in ) ,  ce1 l e s  de l a  vess ie  s i tuées  dans l a  musculeuse ne sont pas marquées. 

Un excès de R5020 non r a d i o a c t i f  i n j e c t é  avant l 'hormone t r i t i é  diminue 

for tement  l a  concen t ra t ion  nuc léa i r e  de r a d i o a c t i v i t é  ( P l .  X V I I ,  f i g .  g )  des 

f i b r e s  musculaires ce q u i  nous permet de conc lu re  à l a  présence de récepteurs 

de l a  progestérone dans l a  musculeuse. Cela n ' a v a i t  jamais é té  démontré jusqu 'a  

p résen t  dans ce t i s s u .  

oesophaqe-i n t e s t i  n  ---- --- ----------- .................... 

La s p é c i f i c i t é  t i s s u 1  a i r e  de 1 ' i n t e r a c t i o n  hormone-récepteur a  é t é  v é r i f i é e  
3 s u r  1  'oesophage e t  1  ' i n t e s t i n .  Aucune accumulation spéc i f i que  de R5020 H n ' a  

é t é  observée dans ces organes considérés comme non c i b l e s  pour l a  progestérone. 



P l  anche X V I I  

Loca l i sa t i on  des récepteurs de l a  progestèrone dans l a  vessie chez l a  

1 apine. 

a e t  b : Radioautographies de l a  muqueuse 

3 Comparaison du marquage sur  l a  muqueuse après i n j e c t i o n  de R 5020 H 

( f i g  a) e t  après i n j e c t i o n  du t raceur  précédée d'une i n j e c t i o n  en 

excès de R 5020 non marqué ( f i g  b ) .  

Les gra ins d 'argent  sont d i  spersés uniformëment sur 1 ' ép i  thé1 i um (e )  . 
ch : chorion. 

: Marquage nucléai re (n -) dans quelques c e l l u l e s  du chor ion (ch) 

e : épi thél ium 

m : musculeuse 

d - g : Radioautographies de l a  musculeuse 

d : concentrat ion de 1 a r a d i o a c t i v i t é  dans l es  noyaux des f i b r e s  

muscul a i r e s  1 i sses. 

e e t  f : f o r t  grossissement de ces f i b r e s  musculaires l i s s e s  mettant en 

évidence 1 e marquage nucléai r e  - 

: marquage non spéci f ique de l a  musculeuse après sa tura t ion  des 

récepteurs. 

a e t  d : temps d 'expos i t ion  : 204 jours  ; ( G .  X 560) 
b e t  g : temps d 'expos i t ion  : 195 jours  ; (G. X 560) 

c : temps d 'expos i t ion  : 204 jours  ; (G. X 460) 

e e t  f : temps d 'expos i t ion  : 204 jours  ; (G. X 1400) 





DISCUSSION 



Chez 1  a  1  api ne prépubère t r a i t é e  à 1  ' o e s t r a d i o l ,  l e s  récep teurs  de l a  

progestérone sont  p résen ts  en grand nombre dans l e  t r a c t u s  g é n i t a l  ( co rne  

u t é r i n e ,  endocol, vag in ) .  Les g ra ins  d ' a rgen t  sont p r inc ipa lement  l o c a l i s é s  

dans 1  a  zone n u c l é a i r e  des c e l l u l e s  marquées. 

Dans 1  a  corne u t é r i n e ,  l e s  ép i  thé1 iums de sur face  e t  g l a n d u l a i r e  sont  peu 

marqués. Les c e l l u l e s  du chor ion,  à p r o x i m i t é  des ép i t hé l i ums  de sur face  e t  

g l andu la i r e ,  renferment une q u a n t i t é  impor tante de g r a i n s  d 'a rgen t .  Les f i b r e s  

muscul a i r e s  de 1  'ensemble du myomètre sont également marquées. 

Dans 1  ' endocol, au niveau des ép i t hé l i ums  de sur face  e t  g l andu la i r e ,  l a  

concen t ra t i on  en r a d i o a c t i v i t é  e s t  un peu p l u s  impor tan te  que dans l a  corne 

u t é r i n e  t a n d i s  que l e  marquage des c e l l u l e s  du cho r i on  e s t  t r è s  s i m i l a i r e  en 

i n t e n s i t é  e t  en l o c a l i s a t i o n .  Les f i b r e s  muscula i res de l ' endoco l  montrent  un 

marquage p l u s  dense que c e l l e s  de l a  corne u t é r i n e .  

Dans l e  vagin,  l a  r a d i o a c t i v i t é ,  présente sur  1  ' é p i t h é l i u m  s t r a t i f i é ,  e s t  

p l u s  impor tan te  sur  l e s  noyaux des c e l l u l e s  de 1  a couche i n t e r m é d i a i r e  que sur  

l e s  c e l l u l e s  basales.  Le marquage des c e l l u l e s  du cho r i on  e s t  i d e n t i q u e  en 

1  oca l  i s a t i o n  à c e l u i  précédemment d é c r i t  pour 1  ' u t é r u s  mai s  1  es g r a i n s  d ' a rgen t  

son t  p l us  nombreux. La pa ro i  muscula i re  1  i s s e  du vag in  a i n s i  que quelques 

f i b r e s  muscul a i r e s  s t r i é e s  du muscle p é r i  néal  sont  fo r tement  marquées. 

Les vaisseaux sanguins ( a r t è r e s - a r t é r i o l e s )  du myomètre de 1  a  corne 

u t é r i n e ,  de 1  'endocol e t  de l a  musculeuse du vagin renferment une f o r t e  

concen t ra t i on  de g ra ins  d ' a rgen t  su r  l e s  noyaux des f i b r e s  muscula i res de l a  

t u n i q u e  moyenne. 

Dans l a  vessie,  l e  nombre impor tan t  de g r a i n s  d ' a r g e n t  d ispersés à l a  f o i s  

s u r  l e  cytoplasme e t  l e  noyau des c e l l u l e s  é p i t h é l i a l e s  ne semble pas 

correspondre à un marquage spéc i f ique .  Par con t re ,  des récep teurs  de l a  

progestérone sont  présents  dans quelques c e l l u l e s  du chor ion,  dans l e s  f i b r e s  

muscu la i res  de l a  musculeuse e t  dans quelques f i b r o c y t e s  s i t u é s  dans l e  t i s s u  

c o n j o n c t i f  en touran t  des fa isceaux  de f i b r e s  muscula i res.  

Dans l e  poumon, l e  marquage observé sur  l ' é p i t h é l i u m  des bronches e t  des 

b ronch io l es  ne semble pas r é s u l t e r  de l ' i n t é r a c t i o n  hormone-récepteur. 

Les expér iences c o n t r ô l e s  ( capac i t é  l i m i t é e  e t  s p é c i f i c i t é  t i s s u 1  a i r e )  nous 



permet ten t  d ' a f f i r m e r  l a  présence de récep teurs  de l a  progestérone dans 

c e r t a i n s  t i s s u s  (u té rus ,  vagin,  musculeuse de vess ie ) .  De p lus ,  i n  v i t r o ,  

d i f f é r e n t s  auteurs  s i g n a l e n t  que l e  R 5020 e s t  peu métabo l i sé  (Raynaud, 1977) 

e t  qu ' env i r on  82% de l a  r a d i o a c t i v i t é  re t rouvée  dans l e  système nerveux c e n t r a l  

cor respond à du R 5020 i nchangé (Kato e t  c o l  1 ., 1978). Il semble donc que 1 a 
3 p l u s  grande p a r t i e  du marquage observé corresponde à du R 5020 H e t  non à des 

mé tabo l i t es .  

Dans ce  t r a v a i l ,  des récep teurs  de l a  progestérone sont  dé tec tés  pour  l a  

première f o i s  dans l e s  f i b r e s  muscul a i r e s  des vaisseaux sanguins dans l e  

t r a c t u s  g é n i t a l .  On s a i t  que l a  progestérone prépare l a  n i d a t i o n  u t é r i n e  de 

l ' o e u f  en m o d i f i a n t  l ' endomèt re  au cours du c y c l e  o e s t r i e n .  Les récep teurs  de 

l a  progestérone dans l e s  vaisseaux sanguins p o u r r a i e n t  jouer  un r ô l e  dans 

1 'augmentat ion de 1 a vascul  a r i s a t i o n  qu i  se p r o d u i t  chez tous l e s  mammifères. 

En 1984, Sheridan e t  Mc G i  11 ava ien t  d é j à  l o c a l i s é  pa r  rad ioau tograph ie  des 

récep teurs  de l a  progestérone, qu i  ne s e r a i e n t  pas sous l a  dépendance des 

oestrogènes, dans l e s  f i b r e s  muscul a i r e s  de 1 a médi a de 1 ' ao r t e  e t  des a r t è r e s  

co rona i res  chez l e  s inge.  Pour c e t t e  de rn iè re  étude, un a u t r e  composé de 

synthèse (ORG 2058) qu i  a, chez l e  r a t ,  une a f f i n i t é  pour l e s  récep teurs  de l a  

progestérone équ i va len te  au R 5020, (Qu ick  e t  c o l l  . , 1982) a v a i t  é t é  u t i l i s é .  

Nous avons observé l ' e x i s t e n c e  de récep teurs  de l a  progestérone dans l a  

musculeuse de l a  vessie.  Jusqu'à présent ,  c e l a  n ' a  jamais é t é  démontré chez 

d ' a u t r e s  mamnifères. Punnonnen e t  c o l l . ,  (1983) après a v o i r  cons ta té  chez l a  

f emme que 1 es oestrogènes ava ien t  un e f f e t  thérapeut ique  bénéf ique su r  c e r t a i n s  

problèmes u r i n a i r e s  comme 1 ' i ncon t inence  pendant 1 a grossesse, 1 a pos t -  

ménopause ou l a  phase f o l l i c u l a i r e ,  suggèrent que l e s  s té ro ïdes  gonadiques 

p o u r r a i e n t  i n h i b e r  ces t r oub les .  Cependant ces auteurs  n ' o n t  pas dé tec té  de 

récep teurs ,  n i  de l a  progestérone, n i  de 1 ' o e s t r a d i o l ,  dans l a  f r a c t i o n  

c y t o s o l i q u e  de l a  vessie.  Après i n j e c t i o n  d ' o e s t r a d i o l  chez l a  lap ine ,  B a t r a  e t  

c o l l  ., (1985) montrent  une f o r t e  augmentation du f l u x  sanguin dans 1 ' u t é rus ,  l e  

vagi  n e t  1 ' u r ê t r e ,  t a n d i s  que l e  t r a i t emen t  o e s t r a d i o l  -progestérone combiné a 

peu d ' e f f e t .  La progestérone semble donc i n h i b e r  l ' a c t i o n  des oestrogènes. Par 

c o n t r e  dans l a  vessie,  l ' o e s t r a d i o l  ne cause aucun changement du f l u x  sanguin. 

D 'après ces auteurs,  l e s  s té ro ïdes  gonadiques o n t  des i m p l i c a t i o n s  patho- 

phys i  01 og i  ques impor tan tes  sur  1 ' incon t inence  u r i n a i  r e .  La présence de 

récep teu rs  de l a  progestérone dans l a  pa ro i  des vaisseaux sanguins de l ' u t é r u s  

e t  du vag in  pou r ra i en t  a v o i r  une i n f l u e n c e  su r  l a  r é g u l a t i o n  du f l u x  sanguin 

observé pa r  B a t r a  e t  c o l l  . (1  985). 



Nos observations radi oautographiques permettent d ' apporter plus de 
préci sion à certains résul ta ts  obtenus par les  techniques biochimiques. C h i  1 ton 
e t  coll . , (1982) étudiant la  distribution des récepteurs de 1 a progestérone 
dans les  fractions cytosol ique e t  nucléaire de différents  t i s sus  de 1 'utérus 

chez 1 a 1 api ne trouvent que 64,3% des récepteurs se s i tuent  dans l e  complexe 
épithélium-chorion, 11% dans l e  chorion e t  24,7% dans l e  myomètre. En f a i t ,  l es  
ce l lu les  épi thél ia les  étant peu marquées, cet te  valeur de 64,3% doi t  
correspondre en majorité aux cel lules  fortement marquées du chorion que nous 
avons observées à proximité des épithéliums de surface e t  glandulaire. 

Certains de nos résu l ta t s  sont en accord avec ceux obtenus -par 
radioautographie dans l e  tractus géni ta1 chez l e  cobaye (Warembourg, 1971, 1974 

; Sar e t  Stumpf, 1974 ; Warembourg, 1977 ; Tardy e t  Pasqual ini , 1980), chez 1 e 
r a t  (Warembourg, 1978) e t  chez l e  singe (Warembourg, 1983 ; Weaker e t  Sheridan, 
1984) q u i  montrent une concentration importante de récepteurs de l a  
progestérone dans les  noyaux des cel lules  du chorion e t  dans l e s  fibres du 

myomëtre. De même, des ce1 lules cibles sont détectées dans 1 'épi thél ium du  

vagin chez l e  cobaye (Sar e t  Stumpf, 1974 ; Warembourg, 19771, chez l e  r a t  
(Warembourg, 1978) e t  chez l e  singe (Warembourg, 1983 ; Weaker e t  Sheridan, 
1984). Pour tous ces auteurs, 1 ' in tens i té  du marquage dans 1 'épithélium 
s t r a t i f i é  du vagin des mamnifères précédemment c i t é s ,  diminue de l a  couche 
basale vers l a  lumière. Contrairement à ce t t e  observations nous trouvons, chez 
l a  lapine, une plus grande concentration de radioactivité dans les  noyaux des 
cel lules  épi thél i ales de 1 a couche intermédiaire e t  non basale. Des différences 
existent également dans l a  distribution des grains d'argent dans l e  myomètre. 
Chez l a  lapine, l a  majorité des récepteurs de l a  progestérone e s t  observée dans 
l e  muscle circulaire  interne tandis que chez l e  cobaye, l e  r a t  e t  l e  singe, l e  
musc1 e 1 ongi tudi na1 externe es t  pl us fortement marqué que 1 e musc1 e ci rcul a i re  
interne. Ces variations dans l a  quantité de récepteurs de l a  progestérone dans 
l e  myomëtre e t  dans leur localisation dans l e  vagin pourraient ê t r e  dues a des 
différences entre espèces. 

Récemment, Perrot-Applanat e t  col 1 ., (1985, 1986) ont étudié 1 a 
1 ocal i sa t i  on immunocytochimique du récepteur de 1 a progestérone dans 1 'utérus 
de l a  lapine prépubëre t r a i t ée  à 1 'oestradiol. Les types cel lulaires  
immunoréactifs sont les mémes que ceux que nous décrivons par radioautographie. 
Une réaction plus intense e s t  également obtenue dans l e s  cel lules  du chorion, 
sui vi e par 1 es f i  bres du myomètre tandi s que 1 es ce1 lu1 es épi thél i al es montrent 
une coloration immunocytol ogi que beaucoup pl us fa ib le  e t  hérérogène. Le 
marquage nucléaire décri t  par Perrot-Applanat e t  co l l .  (1985, 1986) en 



immunohi stochimie suggère bien, comme 1 ' i nd ique  Jordan e t  co l1  . ( 1  985) que 1 a  
t r a n s l o c a t i o n  du complexe récepteur-hormone du cy top l  asme au noyau p o u r r a i t  

r é s u l t e r  d 'un  a r te fac t .  

11 semble que l e  poumon s o i t  un organe c i b l e  pour 1 a progestérone d'après 

l e s  études biochimiques de Bakhle e t  Ben-Harari (1979a e t  b )  e f fec tuées sur l e  

cy toso l  pulmonaire. Savouret e t  c o l  1 ., (1 980) dé tec ten t  également dans l e  

poumon de l a p i  ne une macromolécule ayant l e s  ca rac té r i s t i ques  des récepteurs de 

1 a progestérone. Par contre, des c e l l u l e s  c i b l e s  de l a  progestérone n ' o n t  

jamai s é t é  l oca l i sées  par  r a d i  oautographi e dans c e t  organe. La d i s t r i b u t i o n  

importante des g ra ins  d 'argent  que nous avons observée sur l e  cytoplasme des 

ce1 l u l e s  é p i t h é l i a l e s  des bronches e t  des bronchio les p o u r r a i t  ê t r e  due à l a  

présence de pro té ines  de 1 i a i  son du R 5020. Connaissant 1 a l o c a l i s a t i o n  de 

1 ' u té rog lob i  ne e t  de ses ARN messagers dans 1 'ép i  thé1 ium des bronches e t  des 

bronch io les  chez 1 a l a p i n e  e t  é t a n t  donne sa capaci té à l i e r  l a  progestérone 

(Beato e t  c o l  1 ., 1983), i 1 nous e s t  permis de suggérer que 1 ' u té rog lob i  ne 

pu isse  se l i e r  au R 5020. 

En conclusion, l e s  r é s u l t a t s  présentés dans ce chap i t re  montrent une 

d i s t r i b u t i o n  importante des récepteurs de l a  progestérone dans l e  t r a c t u s  

g é n i t a l  e t  dans l a  musculeuse de l a  vessie. En revanche, aucun marquage 

spéc i f i que  n ' a  é t é  observé dans l e  poumon e t  l ' a p p a r e i l  d i g e s t i f .  



CONCLUSION GENERALE 



La présence d ' A R N  messagers de 1 ' utérogl obi ne (chapitre 1 ) dans 
les  épi thél iums de surface e t  glandulaire de 1 a corne utérine e t  
dans les cellules épithéliales des bronches e t  des bronchioles dans 
l e  poumon indique que l e  gène de 1 'utéroglobine est  traduit dans ces 

épi thé1 iums. En revanche, i 1 semble d'une part que 1 a majorité des 
récepteurs de l a  progestérone ne soient pas localisés dans ces types 
ce1 lu1 aires e t  d'autre part qu ' i l s  soient inexistants dans l e  poumon 

(chapitre I I ) .  Notons cependant que les expériences n'ont pas é té  
fa i t es  dans 1 es mêmes conditions physiologiques et qu'une 
distribution des récepteurs pourrait être différente dans les 
cellules épithéliales de 1 'utérus chez l a  lapine gestante. Dans le  
tractus génital, les  ce1 lules du  chorion proches des épi thél iums de 
surface e t  gl andul ai re e t  particulièrement riches en récepteurs de 
l a  progestérone peuvent jouer u n  rôle dans la  régulation de l a  

sythèse de 1 'utéroglobine. 

Ce travail effectué chez l a  lapine a permis, d'une part de 
localiser par hybridation in si tu,  les ARN messagers de 
l'utéroglobine dans l a  corne utérine, le  poumon e t  l'oesophage, 
d'autre part d'observer des récepteurs de la  progestérone dans l e  
tractus génital (corne utérine, endocol, vagin) e t  sa vessie. Cette 
étude es t  également l a  première à mettre en évidence par 
radioautographie des récepteurs de l a  progestérone dans les fibres 
musculaires de l a  média des vaisseaux sanguins du  tractus génital e t  
dans les fibres muscul aires de la  musculeuse de la  vessie. Nos 
résultats peuvent contribuer à une mei 1 leure connaissance de 1 a 
régulation par l a  progestérone de la synthèse de l'utéroglobine chez 
l a  lapine. 
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