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Introduction

I.Introduction

Afin d'exécuter les fonctions les plus diverses et les plus complexes, les organismes
supérieurs ont besoin d'un systeme de contrdle central. Ce réle de commandement ou de
coordination des activités des différents tissus et organes est l'apanage du systéme
nerveux central. Pour I'exercer, le cerveau fonctionne de deux manieres; les signaux
électriques sont envoyés directement par les nerfs au site d'action, et les messages

chimiques sont des hormones distribuées dans le sang @

L’hypothalamus, a la base du cerveau, intervient dans de nombreuses activités
biologiques : comportement instinctifs et émotionnels, thermorégulation, régulations
homéostatiques et viscérales. Il représente aussi le relais qui permet au cerveau et au
milieu intérieur de contrdler les sécrétions hypophysaires. Il contient également des
neurones responsables de la sécrétion d’hormones. On distingue deux systemes neuro-
sécrétoires: Le magnocellulaire et le parvocellulaire. Les produits du contingent
magnocellulaire sont deux hormones : la vasopressine ou I'hormone antidiurétique et
I'ocytocine dont le réle important dans la contraction de l'utérus gravide et dans la
sécrétion lactée. Ceux du contingent parvocellulaire sont beaucoup plus nombreux et
variés, contrélant I'ensemble des sécrétions du lobe antérieur de I'hypophyse (les
stimulines hypophysaires) dans le sens d'une libération (releasing factors) ou d'une
inhibition (inhibitory-releasing factors). Les six hormones secrétées par 1’anté-
hypophyse sous la direction de I’hypothalamus sont I’hormone corticotrope (ACTH),
I’hormone de croissance (GH), I’hormone lutéinisante (LH), 1’hormone folliculo

stimulante (FSH), I’hormone thyréotrope (TSH) et la prolactine @

L'hormone adrénocorticotrope (ACTH ou corticotrophine ou encore corticostimuline)
est une hormone polypeptidique synthétisée (a partir de POMC, proopiomélanocortine)
et sécrétée par les cellules corticotropes du lobe antérieur de I'hypophyse en réponse a la
substance libératrice de la corticostimuline (CRH) libérée par I'hnypothalamus® 4,

C’est une hormone fragile © et trés peu stable © de ce fait son utilisation est limitée par
des contraintes liées a sa conservation et le non-respect de celles-ci provoque sa
dégradation. De ce fait il nous semble important d’évaluer 1’influence des conditions de

conservations sur les taux d’ACTH, chose qui va étre entreprise dans ce travail.
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Chapitre 1 : Partie théorique

I1.Chapitre 1 : Partie théorique
1.1 Embryologie hypophysaire

L’hypophyse est formée tres tot au cours de la vie embryonnaire de la fusion de deux
prolongements ectodermiques d’origine différente. Il provient de deux ébauches : I'une
épiblastique a 1’origine de 1’adénohypophyse, 1’autre neuro-ectoblastique a partir de

laquelle se différencie la neurohypophyse. ©)

Donc son origine est mixte :

. Nerveuse : suite a un prolongement du plancher du 3eme ventricule qui forme le
lobe postérieur de I’hypophyse ;

. Ectodermique : par un diverticule qui s’isole en une poche « la poche de

Rathke » qui forme I’hypophyse antérieur ou adéno hypophyse.

L'hypophyse postérieure est formée par la projection de la base du diencéphale, qui
donne I'hypothalamus et I'hypophyse postérieure, reliées par la tige pituitaire. Ce
primordium a tendance a se rapprocher du primordium antéro-hypophysaire puis a

fusionner avec lui au cours de la vie feetale. (Figure 1) (")
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Figure 1: Embryologie de la glande hypophyse



Chapitre 1 : Partie théorique

1.2 Anatomie de ’hypophyse

L’hypophyse ou glande pituitaire est située a la base du cerveau dans une cavité de 1’os
sphénoide appelé selle turcique. C’est une glande suspendue a la ligne médiane de
I’hypothalamus par la tige hypophysaire. Cette tige est une expansion de 1’éminence
médiane de I’hypothalamus @, Les dimensions de cette derniére chez I’adulte normal

sont d’environ 0.6 *1.0*1.3 cm, et son poids est en moyenne de 0.5g. (Figure 2)

Le toit de la selle turcique est séparé de la cavité cranienne par un repli trés résistant de
la dure mere appelé diaphragme de la selle. Une ouverture de ce diaphragme laisse
passer la tige hypophysaire qui relie I’hypophyse a 1’éminence médiane de

I’hypothalamus ainsi que les vaisseaux sanguins qui I’accompagnent.
L hypophyse comprend 2 organes :

* L’adénohypophyse qui se divise en trois parties:

- Le lobe antérieur (pars anterior) ou pars distalis;

- Le lobe intermédiaire (pars intermedia);

- Le lobe postérieur ou lobe tubéral (pars tuburalis).

* La neurohypophyse qui comprend I’éminence médiane, ’'unfudibulum ou tige et le

lobe nerveux @

Au niveau de cet éminence médiane, entre hypothalamus et hypophyse, il existe une
riche vascularisation qui forme un systéme porte ; dans lequel les neurohormones
hypothalamiques peuvent étre libérées pour atteindre I'hypophyse. D'autre part, certains
neurones de I'hypothalamus projettent directement sur la neurohypophyse. L'ensemble
forme I'axe hypothalamo-hypophysaire, qui contréle un grand nombre de fonctions

primaires telles que la reproduction, la croissance ou encore le stress.® (Figure 3)
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Figure 3: Le systeme hypothalamo-hypophysaire
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1.3 Rapports de la glande pituitaire

eEn avant : le sinus sphénoidal (voie chirurgicale trans-sphénoidale pour atteindre la
glande) ;

e En arriére : le sinus inter caverneux post (un sinus veineux dural) + l'artére basilaire et
le pont ;

e En haut : le diaphragme sellae et le chiasma optique ;

e En bas : le sinus sphénoidal ;

e Latéralement : le sinus caverneux, avec la carotide interne et le nerf V1. © (Figure 4
5) )

A. cérébrale ant.

e ventricule

Hypothalamus

N, optique
Chiasma optique

Tige pituitaire N. moteur oculaire

antéhypophyse N. trothiéaire

posthypophyse

Figure 4: Rapport de la glande hypophyse
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Sinus caverneux

Sinus
caverneux

R

Figure 5: Rapports de la glande en avant et latéralement

1.4 Vascularisation

L’hypophyse humaine a une vascularisation primitive, Nous décrirons tour a tour
I’artére hypophysaire, le systéme porte hypothalamo-hypophysaire et la vascularisation

veineuse. 10

Une faible proportion de I’irrigation sanguine de 1’adénohypophyse est assurée
directement par les branches de 1’artere hypophysaire supérieure, provenant elle-méme
de collatérales de la carotide interne. La majorit¢ de 1’apport sanguin provient du
systeme porte hypothalamo-hypophysaire. Le sang recueilli dans le plexus primaire
situé dans I’éminence médiane est collecté dans une série de veines qui migre le long de
la tige hypophysaire pour se distribuer dans un second réseau capillaire ou plexus
secondaire entourant les cellules de 1’adénohypophyse. Ce systéme porte fournit du
sang, non seulement apte a remplir les fonctions de nutrition habituelles, mais aussi a
apporter aux cellules adénohypophysaires les hormones secrétées par les neurones
hypothalamiques.
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Ensuite, passant a travers les capillaires de 1’adénohypophyse, le sang recueille les
hormones hypophysaires destinées a la périphérie. Ces capillaires se regroupent dans les
veines hypophysaires qui rejoignent les sinus caverneux puis les veines jugulaires.
@ (Figure 6) 1

A \E‘_Artére du tuber
postérieur

Artéres
hypophysaires
supérieures

Cercle artériel

Artére lorale s L
interlobaire

Artere
hypophysaire
inférieure

interlobaire

Artéere
capsulaire
supérieure

Artére
capsulaire
Carotide interne inférieure

eMc A

Figure 6 : Les artéres de I’hypophyse

1.5 Types cellulaires de I’adéno-hypophyse

Les hormones hypophysaires sont secrétées par des types cellulaires différents et bien
identifies. Des techniques d’immunohistochimie et d’immunofluorescence en
microscopie optique et électronique ont fourni des critéres d’identification de ces

différents types cellulaires.)

- Les cellules somatotropes pour la GH ;

- Les cellules mammotropes (lactotropes) pour la prolactine ;
- Les cellules mélano-corticotropes pour I’ACTH ;

- Les cellules thyréotropes pour la TSH ;

- Les cellules gonadotropes de la LH et la FSH ; @
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- Les cellules non sécrétoires : Les cellules folliculo-stellaires qui constituent environ
5% des cellules, se caractérisent par des prolongements adjacents aux espaces

périvasculaires. ( Figure 7) 19

Ces cellules se joignent freguemment entre elles pour former des follicules. Des micro
villosités et des cils vibratiles bordent fréquemment ces cellules qui ne possedent pas de

granules sécrétoires et dont la fonction est inconnue.

Hypothalamus
Hormones hypothalamiques
Post-hypophyse
Anté-hypophyse
Ocytocine
Hormone de
. Os, muscle:
. croissance
Vasopressine et organes
(ADH)
-. FSH
I TSH ACTH Prolactine
. Reins
Seins
et utérus
Cortex O
surrenallen Ovaires
Testlcules i
Thyroide
Hormones T t ' Estrogéne
i corticosurrénaliennes estostérone Progestérone
Hormones
thvroidiennes

Figure 7:L’hypophyse et ses organes cibles

1. HORMONE ADRENOCORTICOTROPE :ACTH

11.1 Structure et synthese chimique

L'hormone adrénocorticotrope humaine (ACTH) est un polypeptide de poids

moléculaire 4541 Daltons, constitué de 39 résidus d'acides aminés en une seule chaine
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sans liaisons transversales disulfures. Sa demi-vie est de 4 a 8 minutes ,ce qui la rend

une molécule particuliérement instable.?

Ce peptide de trente-neuf acides aminés est élaboré dans I'hypophyse antérieure et
provient du clivage d'un grand précurseur, la proopiomélanocortine, qui relache en
méme temps d'autres peptides (p-endorphine, lipotropine, hormone stimulant les
mélanocytes (MSH)... etc). V)

Son activité biologique est liée a la séquence de ses 24 premiers résidus d'acides aminés
N-terminaux, et cette séquence est similaire chez toutes les espéces étudiées. La méme
séquence de 24 acides aminés est disponible sous forme synthétique (Synacthen, Tetra-
Cosactryn, ou Cortrosyn) et est trés utilisée en pratique clinique. Des changements
mineurs dans cette séquence peuvent avoir des effets considérables ; par exemple,
I'oxydation de la méthionine en position 4 peut entrainer une réduction marquée de

l'activité. (Figure 8) ©

O, OH
H
HY, 2
] H M ] OH
SRLIRTaN LAl
0

S

OH

Y "L‘NH N=¢'m -

Figure 8: Structure chimique de "ACTH

Le clivage protéolytique donne la B-lipotropine avec 91 résidus d'acides aminés et un
précurseur de I'ACTH qui, a son tour, est ensuite clivé pour former 'ACTH et un

fragment plus grand appelé fragment 16K.*?

Bien que la grande majorité de 'ACTH soit synthétisée dans les cellules corticotropes
de I'nypophyse antérieure ; elle est toutefois exprimée dans plusieurs tissus humains non

hypophysaires, tant a I'intérieur qu'a I'extérieur du systéeme nerveux central.
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Dans ce dernier, 'ACTH et ses peptides apparentés sont exprimés au plus haut degré

dans les corps cellulaires du noyau infundibulaire de I'hypothalamus basal .*)

11.2 Dynamique de sécrétion et de régulation de ’ACTH

L'ACTH est sécrétée par les cellules adrenocorticotropes dans le lobe antérieur de
I'nypophyse ; cette sécrétion est soumise a un rythme circadien (overring diurnal
rythm).@9 La sécrétion d'’ACTH se manifeste par une libération pulsatile d’ACTH
(figure 9) © par les cellules corticotropes selon un schéma en rafale, sans sécrétion

entre les impulsions. ¢4

Peak level

Normal during sleep

A 4

Low level

2 4 6 810122 4 6_8 10 12
N T~

Basal level = 5 pg/mL

AM PM

labpedia.net

Figure 9: Structure chimique de "ACTH

Il'y a deux pics :

= L'ACTH est libérée en rafale, son niveau peut donc varier de minute en minute.
= Le niveau le plus élevé entre 6 et 8 heures du matin.
= Le niveau le plus bas entre 9 et 10 heures du soir (6 a 11 heures).

= Pendant le sommeil, c'est le niveau normal.

Les hommes ont plus de pulsations, une amplitude moyenne du pic d’ACTH plus
grande, une plus grande sécrétion d’ACTH sur 24 heures et des niveaux moyens
d’ACTH plus élevée. La récéptivité du cortex surrénalien, ou la disponibilité de

I’ACTH pour le cortex surrénalien peut etre plus grande chez les femmes. La
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corticolibérine ou corticotropin-releasing-hormone (CRH) peut également etre sécrétée

de maniére pulsatile , ce qui justifie les pulsations lors de la sécrétion d’ACTH.

Récemment, il a été démontré que la sécrétion de I’ACTH augmente avec 1’indice de la

masse corporelle (IMC),ce qui est cohérent avec la relation connue entre les taux de

production de cortisol et la taille du corps. @2

Le contrdle de la sécrétion de L’ACTH est multifactoriel ™, mais le role essentiel est

dévolu a deux peptides, la CRH et I’arginine vasopressine (AVP) qui sont les principaux

sécrétagogues. De bien qu'un certain nombre d'autres agents puissent également

influencer sa libération ; et les glucocorticoides qui exercent un rétrocontréle négatif sur

sa sécrétion.¥ (Figure11) (%)
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Figure 10: Synthése de ’ACTH au niveau de ’hypophyse
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La CRH stimule a la fois la synthése et la sécrétion d’ACTH. Cette double action
s’effectue apres liaison a des récepteurs membranaires spécifiques de 1’antéhypophyse

et activation du systéme adénylate cyclase AMP cyclique.

Dans les conditions physiologiques, la CRH joue le réle prédominant dans le controle
de la sécrétion d’ACTH. C’est une hormone indispensable au maintien de la sécrétion
basale d’ACTH et des glucocorticoides ainsi qu’aux variations circadiennes des taux

d’hormones. Le réle de I’AVP est trés réduit voir nul.

La régulation de la sécrétion d’ACTH dépend aussi du rétrocontrble par les
glucocorticoides @6 1), Une action directe des glucocorticoides sur la synthése et la

sécrétion d’ACTH par les cellules corticotropes est bien démontrée. (Figure 11) ®
- L'intensité du rétrocontrole ou le Feedback est variable :

= En fonction de la teneur du sang en cortisol. Lorsque les valeurs du cortisol sont
élevées, le feedback ralentit I'axe. Lorsque les valeurs sont trés basses, le rétrocontréle
est suspendu.

= Selon I'horaire prévu. Physiologiquement, le freinage est maximal le soir (d'ou les

faibles concentrations de cortisol dans le sang).®

Rétrocontréle négatif par les GO

o ypothalamus— — — - CRH —

ShF
A
) antahypophyso —
o qecllules corbdcoiropesli— o A TH -—
1"FF

ComMicosurngnale
|zonRe Fasclculkde)= — =& Cortiscl

Organes ciblaes

Figure 11:Schéma simplifié sur le rétrocontréle négatif effectué par les
glucostéroides sur PACTH
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Exemple d'application de ce rétrocontrole :

* Les tests de freinage permettent de vérifier la fonctionnalité du rétrocontrole.

Le soir (& minuit, lorsque les concentrations de cortisol sont trés faibles), on donne une
dose élevée de glucocorticoides et on dose I'ACTH et le cortisol le lendemain a 8h. pour
déterminer 1’efficacité du test de freinage,les concentrations d'ACTH et du cortisol du
matin doivent étre tres basses. Dans le cas contraire,les taux de ces derniers restent
hauts.®

11.3 Role physiologique de PTACTH

Le cortex surrenalien est le principal organe cible de I'ACTH, celui-ci induit la synthése
et la libération de stéroides en se liant a des récepteurs de forte affinité sur la membrane
plasmique des cellules corticales surrénaliennes. L'interaction ACTH-récepteur actionne
ensuite lI'adényl cyclase et favorise ainsi la production d'AMP cyclique intracellulaire
(cAMP) qui va activer un certain nombre de phosphoprotéines kinases intracellulaires
qui médient des effets aigus et chroniques sur la stéroidogenése.
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Stimulation des zones fasciculees et reticulees du
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Figure 13:Hypothalamus, CRH et cycle ’ACTH

L’ACTH joue un réle majeur dans la physiologie du cortex surrénalien en stimulant les
étapes conduisant a la production des corticosteroides dans les deux zones du cortex :
réticulée et fasciculée 819 (Figurel2) :

= Les glucocorticoides (dont le cortisol chez I’homme, produit par les zones fasciculée et
réticulée) : jouent un réle important dans 1’homéostasie métabolique ou 1’équilibre du
glucose sanguin par la libération de sucre a partir des réserves de 1’organisme en
réponse & une demande accentuée en énergie ;®” et intervient dans la réaction
endocrine au stressV;

= Les androgeénes surrénaliens (dont la déhydro-épiandro-stérone produite par la zone
réticulée) : servent de précurseurs pour les androgénes et estrogénes circulants @819

= Elle favorise la stimulation de la pigmentation cutanée, qui est conditionnée par la
quantit¢ de mélanine sur la peau. Ceci est di au fait qu’elle renferme, dans sa
molécule, la séquence des hormones mélanotropes (MSH) @3 : (Figure 13) ¢1.22
=En outre, il provoque un certain degré de lipolyse : la décomposition des graisses

alimentaires en acides gras lors de la digestion.®?

A court terme, PACTH stimule la production et la sécrétion de cortisol (le stockage
intra-surrénalien de cortisol étant faible) ; a long terme,
L’ACTH stimule la synthése des enzymes impliquées dans la synthése du cortisol, de

leur co-facteurs et des récepteurs surrénaliens au LDL-cholestérol.V

11.4 Dosage de I’hormone corticotrope

La premiére approche clinique a été menée en 1961 par le groupe de Liddle, en
employant le test biologique de Lipscomb et Nelson. Le premier dosage radio-
immunologique (RIA) applicable a I'ACTH plasmatique est né en 1964? Jusqu'a trés
peu de temps, le RIA était la méthode de référence pour la détermination de la fonction

corticotrope.

Le dosage de I’ACTH bioactive a été remplacé depuis une vingtaine d’années par les

dosages radio-immunologiques (RIA) ,et immunoradiométriques (IRMA) ‘1124

22


https://fr.wikipedia.org/wiki/Hormone_m%C3%A9lanotrope

Chapitre 1 : Partie théorique

Ces derniers présentent des avantages décisifs par rapport a la RIA classique ; ils sont
ultrasensibles c’est-a-dire ils permettent de définir un hypofonctionnement de la lignée
corticotrope hypophysaire ;avec une sensibilité élevée a celle de la RIA ce qui permet
d’étudier le rythme nycthéméral chose qu’on ne pouvait pas le faire avant avec la
RIA (&)

Les particularités de cette hormone sont bien la vitesse de sa dégradation par les
enzymes plasmatiques ; son adsorption sur les parois en verre, et les faibles taux

circulants qui rendent le dosage de I’ACTH assez délicat. ?¥

11.4.1 Principes généraux du dosage

Ces derniéres anneées, plusieurs groupes ont élaboré et commercialisé des méthodes de
dosage immunoradiométriques (IRMA) de I'ACTH ©® :plus récents et plus sensibles ;ou
I’on utilise généralement deux anticorps : soit I’un est polyclonal et I’autre monoclonal,

soit deux monoclonaux obtenus a partir d’hybridomes (de souris ) ©

De plus le probléme que posent les dosages RIA c’est la fragilité du traceur ACTH
radioactif, tendant a se dégrader durant I’incubation et celui du choix de I’anticorps. En
effet quelques épitopes sont communs a plusieurs fragments de la POMC ; d’autres sont

plus spécifiques .?%
*le terme radio signifie I"utilisation d’un isotope radioactif lors du marquage ®.

11.4.2 Méthodes de dosage de la corticotrophine :

Les méthodes immun analytiques sont les plus utilisées pour les dosages hormonaux:

ces techniques consistent a utiliser des anticorps spécifiques des hormones.

-Les immunodosages classiques sont le radio immuno-assay (RIA) : méthode par
compétition ou c’est I’hormone qui est marquée .?"

-L’immuno radio-metric-measurement assay (IRMA) : méthode & deux anticorps en
« sandwich » voir méme trois ;ou ¢’est 1’un des anticorps qui est marqué. Ce sont des
dosages plus récents et plus sensibles .

-L’enzyme linked immunosorbent assay (ELISA):
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Aujourd’hui avec 1’avénement des automates, des techniques nouvelles sont apparues

dérivées de ces techniques fondamentales.®

Dautres techniques ont également été utilisées pour évaluer 'ACTH, notamment le
dosage des radiorécepteurs et le test redox, qui ont notamment l'avantage de mesurer
I'ACTH bioactive.

-Le test redox a une trés haute sensibilité (environ 100 fois plus élevée que celle d'un
test radio-récepteur).®

-De plus il existe aussi d’autres méthodes d’immuno-chimiluminescence ECLIA :(Ce
test est constitué de deux anticorps monoclonaux spécifiques de I'ACTH (9-12) et de la
région C-terminale (36-39).)¢9

11.4.3 Influence des facteurs pré-analytiques

Le terme « pré-analytique » concerne tous les processus qui précédent I’analyse
chimique proprement dite. Ainsi, tous les facteurs qui peuvent influencer ou perturber le
patient, le recueil et/ou la manipulation de 1’échantillon devraient étre pris en compte
dans I’interprétation des valeurs fournies par le laboratoire. L’étiquetage clair de
I’échantillon est d’une importance capitale pour que celui-Ci puisse étre attribué sans

ambiguité a un malade donné.Gb

11.4.3.1 Variations nycthémérales

Les prélevements sanguins sont en général effectués le matin de préférence entre 8h et
10h, en raison du rythme diurne. Certaines hormones sont particulierement sujettes a
des variations importantes au cours de la journée. Exemple I’ACTH qui a un degré de

variation de 200% le matin.
> Rappel sur le cycle nychtéméral :

Le cycle nycthéméral est un cycle biologique d'une période de 24 heures, réglé par
I'alternance jour-nuit en photophase et scotophase Le cycle nycthéméral est caractérisé
par une variation qui se produit dans une période de vingt-quatre heures, correspondant

notamment au contraste entre le jour et la nuit.®? (Figure 14)
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Cycle nycthemeéral du cortisol et de I'ACTH
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Figure 14:Rythme nycthéméral de ’ACTH et du cortisol

11.4.3.2 Causes d’erreurs

= Hémolyse : elle peut étre due a une trop longue stase veineuse, une aspiration trop
rapide, une aiguille de diamétre insuffisant, un mélange insuffisant avec I’anticoagulant,
une agitation trop forte, un réchauffement ou refroidissement trop important, un temps
de stockage trop long avant 1’analyse, une centrifugation incompléte.®?

= Valeurs faussement augmentées : Suite a la prise de certains médicaments .1l y a
ceux qui augmente le taux d’ACTH dans le sang comme I’amphétamines ,insuline,
lévodopa, métoclopramide ®2), et d’autres contenant les corticoides qui agissent en sens
inverse c’est-a-dire ils font baisser le taux d’ACTH comme la dexaméthasone, le
prednisone ,I’hydrocortisone et le méthylprednisolone . OU bien dd a un stress quel
que soit son origine ;

= Coagulation : due a une manceuvre de prélévement trop longue.G?

= Prélevement du mauvais échantillon ;

* Mauvais étiquetage ou pas d’étiquette sur I’échantillon ;

» Mauvais stockage de I’échantillon avant son analyse, il est donc abimé ;

= Réactifs ou kits endommagés a cause d’un stockage impropre.©¥

= Facteurs liés aux patients :

-Age : avec I’age le taux d’ACTH s’accentue. %
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-Sexe : Les hommes ont une sécrétion d’ACTH plus élevée et plus de pulsations par
rapport aux femmes qui ont une réceptivité au cortex surrénalien plus grande.®®
= Heure du prélevement (Le rythme circadien) : selon quelques références les taux
d’ACTH changent en fonction de 1’heure du prélévement, exemple :

-8 heures du matin a jeun = 15 & 100 pg/mL (10 a 80 ng/L)
-4 heures du soir sans jedine = 10 & 50 pg/mL (10 & 50 ng/L)®?

= Conservation et transport :

-Température : -20°c vu que la molécule est trés fragile ;©®

-Transport et conservation: Si possible centrifuger immédiatement le prélévement;
décanter le plasma dans un tube EDTA en plastique et le mettre immédiatement dans la glace
-Coagulation : pour prolonger la durée de conservation ;

-Ne pas utiliser I’héparine pour I’ACTH car risque de liaison entre les deux ;©®
-Centrifugation du sang : doit se faire 5min au max aprés la prise du sang ;

-Si le dosage n’est pas effectué¢ immédiatement congeler le plasma, réparti en aliquots ;
-Pas de congélations ni décongélations successives
1.5 Variations de PACTH en fonction des situations pathologiques :

Le dosage de I’ACTH est généralement prescrit lorsque le dosage du cortisol a montré
une valeur faible ou lorsqu’il existe des signes ou symptomes qui suggerent une maladie
surrénalienne ou hypophysaire. ACTH et cortisol sont dans la majorité des cas mesurés

simultanément.®3

La corticotrophine (ACTH) est le polypeptide hypophysaire responsable de la synthése
et de la sécrétion du cortisol. Le rétrocontrble négatif exercé par le cortisol sur
I’hypophyse et sur I’hypothalamus (site de sécrétion de la CRH : corticotropin releasing
hormone) contribue au maintien de I’homéostasie des produits de sécrétion de 1’axe

hypothalamo-hypophyso-surrénalien.G”)

Le taux sanguin de corticotrophine doit étre apprécié en fonction du taux de cortisol
sanguin, étudié surtout par des dosages dynamiques (provoqués par I'administration de
substances médicamenteuses ou hormonales stimulant ou freinant la sécrétion de

corticotrophine).®® || est également utilisé comme médicament et agent de diagnostic.
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Voici un tableau ci-dessous qui résume bien ces variations d’ACTH et de cortisol et ce

que ¢a signifie.

Tableau I:La différence des taux d’ACTH et du cortisol dans les différentes
pathologies surrénales

Maladie Cortisol ACTH
Maladie de Cushing (tumeur de Augmenté Augmentép
I’hypophyse secrétant de ’ACTH)
Tumeur surrénalienne Augmentép Diminuéy
Production ectopique d'ACTH, c’est-a-dire | Augmenté Augmentép
production par une tumeur extra-
hypophysaire (le plus fréquemment
pulmonaire ou digestive)
Maladie d’Addison (insuffisance Diminué ¥ Augmentép
surrénalienne primitive)
Insuffisance hypophysaire Diminué \ Diminué \

Le déficit en ACTH est un indicateur d'insuffisance surrénalienne secondaire

(suppression de la production d'/ACTH suite a une altération de I' hypophyse ou de

I' hypothalamus , cf. hypopituitarisme ) ou tertiaire (maladie de I'hypothalamus, avec

diminution de la libération de la CRH) .G

A Tl'inverse, des taux d'’ACTH chroniquement élevés A surviennent dans l'insuffisance

surrénalienne primaire (par exemple, la maladie d'Addison) lorsque la production

de cortisol par les glandes surrénalesest chroniquement déficient. Dans la maladie de

Cushing, une tumeur hypophysaire est la cause d'une élévation de I'ACTH (de
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Chapitre 1 : Partie théorique

I'nypophyse antérieure) et d'un exceés de cortisol (hypercortisolisme). Cette constellation

de signes et de symptdmes est connue sous le nom de syndrome de Cushing .G

Ce syndrome, affecte essentiellement la jeune femme (entre 20 et 40 ans), et se

caractérise par l'association :
1 D'une obésité du visage et du tronc ;

[1 D'une hypertension artérielle ;

[1 D'ostéoporose douloureuse des cotes et des vertébres.

28


https://hmn.wiki/fr/Cushing%27s_syndrome

Chapitre 2 : Partie pratique

Chapitre2 :Partie pratique

29



Chapitre 2 : Partie pratique

Chapitre 2 : Partie pratique
IV.Problématique

L'hormone adrénocorticotrope (ACTH) est produite a partir de la proopiomélanocortine,
qui est principalement synthétisée dans les cellules corticotropes et mélanotropes des

lobes antérieur et intermédiaire de I'nypophyse et du noyau arqué de I'nypothalamus.(4)

Elle stimule la production des stéroides par les corticosurrénales. La sécrétion de
I'ACTH est sous le contr6le d'une hormone hypothalamique, la CRH et sous le

rétrocontrole négatif du cortisol ©

Elle est sécrétée par I'nypophyse de maniere pulsatile ;cependant, la sécrétion est

soumise & un rythme circadien (overring diurnal rythm). ©

Il s’agit d’une hormone instable et sensible comme cela a été rapportée dans plusieurs

publications. 40

A travers ce travail nous souhaitons évaluer, dans les conditions de conservation qui

sont les notres la stabilité de cette hormone .

Vv.Méthodologie

IV.1 Objectifs
IV.1.1 Objectif principal

L’objectif principal de notre travail est d’évaluer I’influence de la durée de conservation

des échantillons sur les taux plasmatiques d’ACTH.
IV.1.2 Objectif secondaire
Evaluer les facteurs liés aux patients sur les taux plasmatiques d’ACTH( age , sexe ).

IV.2 Matériels et méthodes
IV.2.1 Type de I’étude

L’étude que nous avons menée est une ¢tude de type prospective, descriptive et

analytique.
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1VV.2.2 Lieu de I’étude

Notre étude était réalisée au niveau du laboratoire d’exploration in vitro du service de
médecine nucléaire au CHU Tlemcen.
L’étude s’est étalée sur une durée de 02 mois ( de novembre 2021 a Janvier 2022) et a

porté sur une population présumée saine .

1V.2.3 Population de I’étude

Les patients qui se sont présentés au service ayant moins de 3 parametres a doser, et en
bonne santé apparente ont bénéficié d’un dosage additionnel d’ACTH. Tous les

prélevements ont été effectué dans la méme journée.
1V.2.4 Déroulement de I’étude

Cette étude a été faite en deux parties :

v Le dosage de ’ACTH avant conservation
v Le dosage de I’ACTH apres une conservation des sérums sur une durée de 2mois

V1. Dosage avant conservation

V.1 Etape pré-analytique

Les prélevements sanguins ont été réalises le matin, sur des tubes EDTA potassiques
étiquetes.
- Les tubes sont immédiatement centrifugés a une vitesse de rotation de 2500 T tours/

min pendant 5 minutes .

-La molécule d'ACTH étant présumée trés fragile et labile ©®, une fois le plasma

récupéreé , il est aliquoté dans des tubes Eppendorf .

V.2  Etape analytique
Le dosage a été fait par la méthode IRMA. Pour une meilleure précision les sérums ont

été traité en double .

31



Chapitre 2 : Partie pratique

V.2.1.1 Le principe de la méthode IRMA

Le dosage immuno radiométrique de 1’hormone corticotrope (ACTH) est un dosage de
type "sandwich” de I'ACTH modifiée chimiquement au préalable par une réaction de
succinylation (SACTH).

L'ACTH est une molécule trés bien conservée a travers les espéces et trés peu stable.®)

Pour ces deux raisons il est particulierement difficile d'immuniser des animaux contre
I'hormone humaine pour obtenir des anticorps de bonne affinité susceptibles de convenir
a un dosage immuno radiométrique .(Figure 14)

1 <o <@+ | facton

< .' ¢ | ¢ marqueur lié | iée
o ke T |kex+
< <o / |<o>

¢ fixé Ag d doser Sk N >
F“‘“““ Acmarqué D Jpa [Ag]

Figure 15: Principe du dosage par la méthode IRMA

Le but de la modification chimique ou la succinylation est de différentier I’ ACTH
humaine de I’ACTH endogeéne des animaux immunisés et la rendre plus stable. Des
anticorps monoclonaux de haute affinité ont donc été obtenus contre de I'ACTH
humaine succinylée. La spécificité des anticorps utilisés dans ce dosage nécessite que
cette modification chimique soit reproduite sur les échantillons. Ceci est réalisé de
maniére trés simple et trés reproductible par le réactif d'succinylation fourni dans la
trousse. De plus, la modification chimique des échantillons stabilise 'ACTH et facilite

ainsi leur manipulation. ©6)

La trousse utilise trois anticorps monoclonaux de souris dirigés contre trois épitopes
différents de la molécule d’ACTH, et réagissant sans compétition. Les échantillons
modifiés ou les calibrateurs sont d'abord incubés dans des tubes recouverts de deux
anticorps monoclonaux. Apres une premiére incubation le contenu des tubes est

soigneusement aspiré. Une solution contenant un troisieme anticorps monoclonal
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marqué a I'iode 125(*%1) est alors distribuée dans chaque tube. A la suite d'une nouvelle
incubation, le contenu des tubes est aspire,

et apres deux lavages la radioactivité liée est mesurée. Les valeurs inconnues sont
déterminées par interpolation a I'aide de la courbe standard.

La quantité de radioactivité fixée est directement proportionnelle a la concentration en
ACTH de I'échantillon.C®

V.2.2 Etapes du dosage

V.2.2.1 Premiere étape immunologique

Dans les tubes recouverts d'anticorps, on dépose :

* 300 pL de calibrateur, ou d'échantillon succinylé ou de sérum de contréle succinylé
*Incuber 1 heure a 18-25 °C avec agitation (>280 rpm).

* Aspirer soigneusement le contenu de chaque tube

V.2.2.2 Deuxiéme étape immunologique

Dans chaque tube on distribue :
*100 pL de traceur
*Incuber 2 heures a 18-25 °C avec agitation a >280 rpm.

*Aspirer soigneusement le contenu de chaque tube (sauf 2 tubes «cpm totaux»)
V.2.2.3 Comptage

*Laver 2 fois avec 2 mL de solution de lavage
*Compter les cpm liés (B) et cpm totaux (T) pendant 1 min.

4)On ajoute 100 pL de traceur dans 2 tubes supplémentaires pour obtenir les cpm
totaux.
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- La radioactivité liée est mesurée a 1’aide d’un compteur gamma automatique a 05
détecteurs (modele, Wizard 2470. Perkin Elmer). La concentration des AC anti-ACTH

présents dans 1’échantillon est directement proportionnelle a la radioactivité.

V.2.3 Controle de qualité

Le sérum de contréle de concentration connue, fourni par le fabriquant, a été utilisé dans
cette série de dosage en position aléatoire , et été traité de la méme maniére que les

autres echantillons de patients.

Les bonnes pratiques de laboratoire impliquent que des échantillons de contréle soient

utilisés dans chaque série de dosage pour s'assurer de la qualité des résultats obtenus.®
V.2.4 Caractéristiques techniques de la trousse de dosages

La trousse utilisée pour le dosage de cette hormone (ACTH) est celle du fournisseur
Beckman Coulter REF IM2030, ¢’est une trousse immunoradiométrique utilisée pour le

dosage In-Vitro de I’ACTH dans le plasma humain .

Tableau I1: Caractéristiques techniques de la trousse de dosage

Activité totale : 257 224 cpm
Calibrateurs ACTH cpm (n=3) B/T (%) CPMc, =
{(pg/mL) CPM¢g 0

0 0 182 0,07 -
1 8,2 829 0,32 647
2 26,0 1 847 0,72 1 665
3 87,0 5 505 2,14 5 323
4 451 23 888 9,30 23 706
5 1 322 57 455 22,34 57 273
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Tableau 111 : Intervalle et seuil de normalité de PACTH
Nombres Meéthode de Sensibilité Sensibilité Intervalle Normes
de standards dosage analytique | fonctionnelle | de controle pg/mL
pg/mL pg/mL
6 IRMA 0,31 4,82 [41-103] <41
De SO a S5
* Spécificité

Les anticorps utilisés dans ce dosage sont hautement spécifiques de I'ACTH. Des
réactivités croisées extrémement basses ont été obtenues en l'absence (réactivités
croisées) ou en présence (interférences) d'ACTH vis a vis de molécules apparentées
(ACTH 1-24; 1-10; 18-39; 11-24; aMSH et POMC).

VII. Dosage apreés conservation

Aprés le premier dosage, nous procédons a la congélation des sérums a -20°C pendant

une période de 2 mois. la méme méthode

Le dosage a été realisé par
immunoradiométrique e par le méme manipulateur, avec la méme trousse du
fournisseur Beckman -Coulter ;utilisée lors du 1*" dosage . Par manque de réactifs cette

deuxiéme analyse ne s’est faite que sur 20 échantillons plasmatiques. ©®

VIII. Saisie et analyse des données

VIIL.1 Logiciel utilisé

La saisie, I’analyse des données et les représentations graphiques ont été réalisées a
I’aide du logiciel SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) version 22 pour
Windows et Excel 2019.
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VIL.2 Analyse descriptive

Les résultats ont été exprimés en pourcentage pour les variables qualitatives, et en

moyenne =+ 1’écart-type pour les variables quantitatives.

VIL.3 Analyse univariée

Le test-T de Student des échantillons appariés et ’analyse de la variance ANOVA one

way ont été utilisé pour la comparaison des moyennes en fonction des facteurs étudies .

VII.4 Analyse bivariée

Les corrélations entre les variables quantitatives ont été calculées par le test de Pearson
pour le groupe avec un nombre d’effectifs supérieur a 30, et le test non paramétrique de
Rho de Spearman a également été utilisé , mais pour le groupe a faible effectifs . Une

valeur p < 0.05 a été considérée comme statistiquement significative.
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IX. Résultats

VI11.1 Analyse descriptive
VIII1.1.1 Caractéristiques sociodémographiques

VII1.1.1.1 Origine géographique

La majeure partie de nos patients sont issus de la Wilaya de Tlemcen avec un
pourcentage de (47,5%) , en deuxieme position ,les patients venant des deux Wilayas
d’Oran et d’EL-Beyed avec des pourcentages égaux de (12,5%) , et un pourcentage de

(5%) seulement pour les deux Wilayas Bejaia et Mostaganem.(Figurel6)

M Pourcentage M Fréquence

autre: batna, mechriya, saida R 7,5%
EL-BEVED | T 12,5%
RELIZANE [ 10,0%
BEDJAIA D™ 50%
MOSTAGANEM ™™ 5,0%
ORAN [ 12,5%
TLEMCEN ET ENVIRONS | ——_—aT1 5%

0 10 20 30 40 50

Figure 16 : Répartition de la population selon le lieu de résidence
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VIII.1.2 Age
50 47,50%
45
40
35
30 27,50%
25%
25
20
15
10
5
0 I— I
21-40 41-60 61-85

H21-40 W41-60 @61-85

Figure 17: Répartition des sujets selon les tranches d’age

La moyenne d’age des patients est de 48,35 £ 15,69 ans avec des extrémes allant de 21
a 82 ans. Cet intervalle est divisé en 3 tranches de fréquences variables. Le pourcentage
maximal fut observé dans la tranche d’age comprise entre 41 et 60 ans (47,50%), alors
que le pourcentage le plus bas était constaté dans la tranche d’age comprise entre 61 et
85ans (25%) (Figure 17).
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VI1I1.1.3 Sexe

H Feminin

B Masculin

Figure 18: Répartition de la population selon le sexe

Notre population d’étude était constituée de 32 femmes et 8 hommes, avec des
pourcentages respectifs de 80% et 20% (Figure 18).
Ce qui montre une prédominance féminine avec un sexe ratio (Homme/Femme) de 1 /4

(c’est-a-dire Lhommes pour 4 femmes).

Etude analytique

VII1.2 Comparaison de la moyenne d’age de la population en fonction du sexe

Dans notre population d’étude ,la moyenne d’age est de 48,35 + 15,69 chez la totalité de
la population, et de 56,13 + 12,74 chez les 8 hommes , et de 46,41 +15,92 chez les 32

femmes, sans significativité statistique. (Tableau 2)

40



Résultats

Tableau IV: Les moyennes d’age de la population en fonction du sexe.

Sexe N Moyennes d’age + ET p
Féminin 32 46,41 + 15,92 0,118
Masculin | 8 56,13 + 12,74

VII1.3 Taux d’ACTH du dosage N°1 selon le sexe

Notre analyse des moyennes de I’ACTH du dosage N°1( c’est a dire avant conservation)

chez 40 patients selon le sexe a révélé une moyenne de 24,99+ 21,23 pg/mL chez la

globalité de la population ; de 40,46 + 35,15 pg/mL chez le sexe masculin VS une

moyenne de 21,13 * 14,51 pg/mL chez le sexe féminin,

Tableau V: Comparaison des moyennes du taux d’ACTH du dosage N°1 selon le sexe

Sexe N Moyennes de ’ACTH du dosage N°1 + ET p
(pg/mL)
Féminin 32 21,13 +1451 0,168
Masculin 8 40,46 + 35,15

VI111.4 Taux d’ACTH du dosage N°1 en fonction des tranches d’age

La comparaison de moyennes a révélé une moyenne globale de 24,99 + 21,23 pg/mL

la moyenne la plus élevée est celle de la tranche d’age comprise entre 41 et 60 ans , sans
significativité statistique.
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Tableau VI : Comparaison des moyennes du taux d’ACTH du dosage N°1 en fonction

des tranches d’age

Tranches d’age N Moyennes de PACTH du dosage N°1 + H p
(Pg/mL)
21-40 11 20,43 + 15,97 0,708
41-60 19 27,14 £ 21,01
61-85 10 25,93 £ 21,23

VIIL5 Taux d’ACTH du dosage N°2 selon le sexe :

La moyenne d’ACTH dans le dosage N°2( ¢’est-a-dire aprés la conservation de 2 mois

)chez les 20 patients de 19,70 + 17,10 et de 33,12 * 20,99 chez le sexe masculin avec

un effectif de 3 hommes VS une moyenne de 17,33 + 15,88 chez le sexe féminin avec

un effectif de 17 femmes.

Pas de différence significative .

Tableau VII: Comparaison des moyennes du taux d’ACTH du dosage N°2 selon le sexe.

Sexe N Moyennes de I’CTH du dosage N°2 + ET p
(Pg/mL)
Féminin 17 17,33 + 15,88 0,145
Masculin 3 33,12 20,99

VI1I1.5.1 Taux de PACTH du dosage N°2 en fonction des tranches d’age

La comparaison des taux moyens de I’ACTH lors du dosage N°2 en fonction des
tranches d’age a montré que la moyenne la plus élevée appartenait a la tranche d’age
comprise entre 41 et 60 ans et sans différence significative .
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Tableau VIII : Comparaison des moyennes du dosage N°2 selon les tranches d’age

Tranches d’age N Moyennes de ’ACTH du dosage N°2 + ET p
(Pg /mL)
21-40 5 10,94 +10,92 0,423
41-60 11 23,38 £16,49
61-85 4 20,50 + 24,64

VII1.5.2 Comparaison entre les moyennes des taux d’ACTH des deux dosages

Cette comparaison a révélé une moyenne d’ACTH du dosage N°1 de 22,64 + 16,40
pg/mL par rapport a une moyenne del9,69 + 17,09 pg/mL pour le dosage N°2. On a

pris en considération que 20 échantillons plasmatiques qui ont été dosés a deux reprises
sur les 40 échantillons initiaux.

Tableau IX: Comparaison entre les moyennes des taux d’ACTH des deux dosages

N Moyennes de ’ACTH des deux dosages + ET p
(Pg/mL)
Dosage 1 20 22,64 + 16,40 0,433
Dosage 2 19,69 £ 17,09
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VI11.5.3 La corrélation entre sexe et les taux d’ACTH du dosage N°1

La corrélation effectuée entre les taux d’ACTH et le sexe est positive et statistiguement
significative (r = 0,369 ; p = 0,019).

RY Linéaire = 0,136
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Figure 19: Corrélation entre les taux d’ACTH du dosage N°1 d’ACTH et le sexe
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VI11.5.4 La corrélation entre I’age et les taux d’ACTH du dosage N°1

Résultats

La corrélation entre les taux d’ACTH du dosage N°1 et I’age est positive mais non

significative (r = 0,053 ; p = 0,746).
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Figure 20: Corrélation entre les taux d’ACTH du dosage N°1 d’ACTH et I’Age
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VI11.5.5 La corrélation entre sexe et dosage N°2

Résultats

Quant a la corrélation effectuée entre les taux plasmatiques d’ACTH du dosage 2 et le

sexe ;elle est positive mais non significative (r = 0,352. p = 0,128).
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Figure 21: Correélation entre les taux d’ACTH du dosage N°2 et sexe
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VI11.5.6 La corrélation entre tranches d’age et dosage N°2

La corrélation entre ces deux variables est positive mais non significative ( r = 0,329 et

p=0, 157).
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Figure 22 : Corrélation entre les taux d’ACTH du dosage N°2 et les tranches d’age
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X.Discussion

Il nous parait important de commencer notre discussion en mettant en avant les
principales limites de 1’étude :le nombre de patients, le caractere monocentrique de
I’étude, et les contraintes techniques. En effet, nous avons été confrontés aux problémes
d’approvisionnement en kits de dosage ce qui nous a obligé a réduire le nombre de
malades pour le second dosage. Par ailleurs d’autres paramétres tels que I’'IMC, le
stress, le tabagisme, la prise de médicaments et contraceptifs n’ont pas été évalué dans

ce travail.

L’objectif principal de notre étude est d’évaluer I’influence de la durée de conservation
sur les échantillons plasmatiques d’ACTH et celle de quelques facteurs liés aux patients

en I’occurrence : I’age et le sexe.
1) Sur le plan sociodémographique
a) Sexe

Dans notre population d’étude composée de 40 patients, issus principalement de la
Wilaya de Tlemcen , on remarque une nette prédominance féminine (80%F vs 20%H),
avec un sexe ratio de 0,25 ( 1 homme pour 4femmes ) . Nos résultats concordent avec
1’étude américaine®V réalisée par Veldhuis, en 2016 sur 41 sujets présumés sains (61%
F vs 39% H).

Cette prédominance féminine peut étre expliquée par le fait que nous n’avons inclus que
les patients ayant moins de 3 paramétres et que le paramétre le plus dosé au service de
médecine nucléaire du CHUT est la TSH marqueur de pathologies thyroidiennes

prédominantes chez les femmes.
b) Age

La moyenne d’age retrouvée est de 48,35 + 15,69 ans, avec des extrémes allant de 21 a

85 ans .Elle est retrouvée dans la tranche d’age comprise entre 41 et 60 ans.

Nos résultats se rapprochent avec ceux des deux études américaines ' 42 | la premiére
réalisée par JD Veldhuis, en Octobre 2009 ,sur 48 sujets préesumes sains , ages de 23 a
77ans. Et la deuxieme, publiée en 2016, réalisée par F Roelfsema, sur 41 sujets agés de
20475 ans.
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Discussion

Voici un tableau ci-dessous qui compare les tranches d’age sur lesquelles les travaux

ont été réalisés.

Tableau X: Comparaison des tranches d’age entre différentes études

Etudes N Tranches d’age
Hommes Femmes
F Roelfsema, 2016 41 40,7 £ 4,7 476 + 3,5
JD Veldhuis, 2009 48 45 + 25 46 + 3
Notre étude, 2022 40 48,35 + 15,69 46,41 + 14,51

2)Etude analytique

*influence du sexe sur les moyennes d’ACTH avant et apres conservation

L’analyse qu’on a faite sur les 40 patients a révélé les taux moyens d’ACTH lors du
dosage N°1 chez les hommes (n = 8) de 40,46 + 35,15 pg/mL et les femmes (n = 32) de
21,13 + 14,51pg/mL. Quant aux taux moyens d’ACTH du dosage N°2,chez 20 sujets est
de 19,70 +17,10pg/mL ;elle est de 33,12 £20,99pg/mL chez les hommes (n=3) et de
17,33 £15,88pg/mL chez les femmes ( n=17).

Ces différences de moyennes des deux dosages sont statistiquement non significatives
(p1 = 0,168, p2 = 0,145) . Nos résultats ne concordent pas avec ceux 1’¢tude américaine
(42) réalisée en Octobre 2009 par JD Veldhuis sur 48 sujets ou les hommes ont des taux
d’ACTH dans le plasma nettement plus élevés par rapport aux femmes avec une valeur

de p = 0,003. Dans cette étude ,cette élévation peut étre expliquée par plusieurs
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facteurs tels que le tabagisme; puisqu’un taux élevé de nicotine augmente le taux

circulant du cortisol , et d’ACTH dans le sang.“3 49

Par ailleurs, les taux d’ACTH diminués chez les femmes peuvent étre interprété par la

prise de contraceptifs.®® ce qui n’a pas été évalué dans notre étude.

De méme nos résultats trouvés lors du deuxieme dosage ne correspondent pas a ceux
obtenus d’une étude allemande *®, réalisée sur 36 sujets par Born J en 1995, qui
démontre que le sexe a une influence apparente sur I’activité sécrétoire de I’ACTH
basal. Les concentrations de cette derniére étaient plus élevées chez les hommes,

indiguant une réactivité prononcée du cortex surrénalien chez les femmes .
*influence de I’Age sur les moyennes d’ACTH avant et apreés conservation

La comparaison des moyennes des taux d’ACTH plasmatiques lors du premier et du
deuxiéme dosage en fonction des tranches d’age a évoqué un pic de fréquence commun

appartenant a la tranche d’age comprise entre 41 et 60 ans.

Nos résultats obtenus lors des deux dosages, ont révélé des différences statistiquement
non significatives ( p1=0,708 , p2 = 0,423). C’est la raison pour laquelle ces résultats ne
concordent pas avec ceux de l’article américain réalisé par D.Gupta et JE.Morley
publié en 2014, et des deux autres études nord-américaine “®et américaine réalisées par
Veldhuis JD , la premiére en 2013 et la deuxieme en 2009, , qui ont conclus que
I’ACTH augmentait avec 1’age, et que c’est la réceptivité voire I’efficacité de I’hormone

qui diminuaient.

Comparaison des moyennes d’ACTH des deux dosages avant et apres

conservation

La comparaison des moyennes des deux dosages a révélé une moyenne de 22,64
+16,40pg/mL pour le dosage N°1 , et de 19,69 £17,09 pg/mL pour le dosage N°2, sans
différence statistiqguement significative , avec un p = 0,433.

Ceci peut étre expliqué par la durée de conservation qui n’excede pas les 2mois ; les

résultats pourraient étre différents si la durée est prolongee .

Nous nous appuyons sur une étude publiée en 2021, réalisée au laboratoire

d’endocrinologie de 1’Université d’ Amsterdam, par Jacquelien J et son équipe “9), Cette
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étude a démontré qu’une durée de conservation d’un an et demi a des températures de -
20°C et -70°C a entrainé des changements minimes de 55 % et 4,5%
respectivement sur les concentrations d’ACTH; et de 54% qui est nettement plus

importante, aprés 6ans de conservation.

Quatre corrélations ont été effectué¢ entre les valeurs d’ACTH avant et apres la

conservation, sexe et age.

Le sexe est positivement corrélé aux valeurs plasmatiques de I’ACTH du dosage N°1 et
de maniere significative (r = 0,369 ; p = 0,019 ). Ce qui affirme que ces deux variables
sont liées entre elles de facon directe; le genre influe favorablement sur les
concentrations d’ACTH .

Par contre, la corrélation calculée entre le dosage N°2 et le sexe est positive mais non
significative ( r = 0,352; p = 0,128). Cela peut étre di probablement au nombre

d’échantillons réduit suite a des inconvénients d’ordre technique.

De méme, 1’age était positivement corrélé avec les taux d’ACTH des deux dosages,
mais sans significativité statistique (r1 =0,098 ; p = 0,547 ) et (r2 =0,221; p = 0,349).
Ce qui peut étre interprété par I’absence de lien entre 1’age et les taux d’ACTH. Ces

mémes résultats ont été observés dans quelques publications. 2 46)

Par ailleurs, 1’étude de Veldhuis menée sur 111 patients (48 femmes et 63 hommes),
publiée en 2011 conclut que 'IMC et I’efficacit¢ de 1’hormone sont inversement

corrélés avec I’age.
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Tableau XI: Comparaison des corrélations de quelques études

Etudes N R
DM.Keenan
2014 Corrélation entre I’age et 48 Hommes | Femmes | Hommes | Femmes
’ I"efficacité de I’ACTH -0,35 0,42 0,04 0,025
JD .Veldhuis Corrélation entre 1’age et 1
,2011 I’activité de ’ACTH 0,265 0,005
Corrélation entre 1’age et
) _ dosage 1 | dosage2 | dosagel | dosage2
Notre étude, 2022 les concentrations 40
0,098 0,221 0,547 0,349
moyennes de ’ACTH

En fin un tableau récapitulatif illustrant la partie analytique est établi :

Tableau XII: Tableau récapitulatif de I'étude analytique de notre travail

Dosage N°1 Dosage N°2
Comparaison de Age Sexe Age Sexe
moyennes
0,708 0,168 0,423 0,145
Corrélations 0,746 0,019 0,157 0,128
0,053 0,369 0,329 0,352
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XI1.Conclusion

Le principal objectif de cette étude était de déterminer et d’évaluer si la durée de la
conservation retenue avait un impact sur les taux plasmatiques de 1’hormone

corticotrope au sein d’une population de 40 sujets.

Dans le ler échantillon des 40 patients , le sexe peut étre retenu comme facteur
influencant le taux d’ACTH contrairement a 1’dge . Ceci n’a pu étre confirmé dans le

deuxiéme échantillon de 20 patients .

La comparaison de moyennes des taux d’ACTH avant et aprés conservation nous a
permis de retrouver une différence non significative de (p = 0,433) par I’analyse de la
variance ANOVA one way, ce qui nous a mené a conclure que la durée de conservation

de 2 mois retenue pour cette étude n’a pas influencé les taux plasmatiques de I’ACTH.

XI11.Perspectives et recommandations

Du fait que notre échantillon ne soit pas assez important et que la durée ne soit pas trop
longue, nous souhaitons que notre étude soit poursuivie et complétée par d’autres
recherches, a plus grande échelle, pour affiner les conclusions trouvées ce qui apportera

des résultats plus sdrs et plus pertinents.

Pour ceci, nous proposons :

. De prendre des échantillons d’un nombre plus représentatifs

. De I’allongement de la durée de conservation , avec des analyses a des temps
différents

. D’analyser D’influence d’autres facteurs tels que I'IMC, les médicaments

(contraceptifs oraux), le stress, le tabagisme...etc.

. De faire une étude couplée ACTH-Cortisol afin d’explorer tout I’axe
corticotrope.

. De conserver cette délicate hormone a plusieurs températures afin d’évaluer sa

résistance.
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INTRODUCTION L’hormone adrénocorticotrope ou adrénocorticotrophine (ACTH) est une hormone
polypeptidique composée de 39 acides aminés, sécrétée par I’hypophyse sous la dépendance de la CRH. Les
hormones qu’elle sécréte contrélent le fonctionnement de presque toutes les autres glandes endocrines de
I’organisme. Sa demie vie biologique dans la circulation est de moins de dix minutes. Il s’agit d’une
hormone instable et fragile.

L’objectif principal de ce travail est d’évaluer I’impact des conditions de conservation sur I’ACTH

MATERIEL ET METHODES Dans ce travail ’ACTH a été dosée avant et aprés une durée de
conservation de 2 mois, par une technique radio-immunométrique IRMA a trois sites.

RESULTATS ET DISCUSSION La comparaison des taux moyens d’ACTH des deux dosages ne
retrouvent pas de différence significative p = 0,433. Par ailleurs le sexe masculin dans 1’échantillon de 40
patients est corrélé aux taux d’ACTH et de maniére significative (r = 0,369; p = 0,019 ). Ce résultat n’a pas été
retrouvé avec 1’age .

CONCLUSION Nos résultats indiquent que I’ACTH n’est pas dénaturée apres une durée de conservation de 2
mois a -20°C

Mots clés : ACTH, hormone adrénocorticotrope, technique IRMA, conservation,

Abstract:

INTRODUCTION The adrenocorticotrophin hormone (ACTH) is a polypeptide hormone composed of 39
amino acids, secreted by the pituitary gland under the dependence of the CRH. The hormones it secretes control
the functioning of almost every other endocrine gland in the body. Its biological half-life in the circulation is less
than ten minutes. It is an unstable and fragile hormone.

The main objective of this work is to assess the impact of conservation conditions on ACTH

MATERIALS AND METHODS In this work, ACTH was measured before and after a 2-month shelf-life, using
an IRMA three-site radioimmunometric technique.

RESULTS AND DISCUSSION The comparison of the average ACTH rates of the two assays did not find any
significant difference p = 0,433. In addition, the male sex in the 40-patient sample is correlated with ACTH rates
and significantly (r =0.369; p = 0.019 ). This result was not found with age.

CONCLUSION Our results indicate that ACTH is not denatured after a 2-month shelf life at -20°C.

Keywords: ACTH, adrenocorticotrophic hormone, IRMA technique, conservation.
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