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ENDOCRINOLOGIE. — Dosage radio-immunologiqune homologue d’un facteur hypo-
thalamique de stimulation de la fonction gonadotrope hypophysaire de Saumon s-Gn-RH.
Note de Bernard Breton, Agnés Motin, Olivier Kak, Frangoise Lemenn, Serge Geoffre,
Gilles Precigoux et Pascal Chambolle, présentée par Maurice Fontaine.
Remise fe 21 mai 1984, acceptée le 18 juin 1984,

Un dosage radie-immunologique du Gn-RH de Saumon p—gly-His—Trp—Ser—Tyr—G_ly-Trp—Leu-Pro-GIy (NH,)
a &té développé avec une sensibilité de 7 pg par tube. Le systéme proposé permet la détection spécifique de
substances ].mmunologlquement apparentées. au s-Gn-RH dans . le cerveau et I'hypophyse de trois poissons
téléostéens, mais pas chez un &lasmobranche la Roussette. Ces résultats sont discutés et des valeurs de contenu
en ‘Gni-RH des tissus sont présentées,

ENDOCRINOLOGY — Homologous Radicimmuncassay for Salmon Gonadotropin Releasing Horfone s-Gi-
RH.

A-radioimmunoassay: for Salmon Gn-RH (p-gly-His=Tep-Ser-Tyr-Gly-Trp-Leu-Pro-Gly) (NH ;) has been devels-
ped with a sensmmty of 7 pglassay tube. The system allows the specific detéction of an immunological GnRH
related substance in the brain and pituitary of three teleost species but not in an elasmobranch the Dogfish. These
results are discussed and some Gu-RH contents of the organs are proposed.

Bien que l'utilisation d’anticorps dirigés contre le LH-RH mammalien ait permis la
mise en évidence immunocytochimique des fibres neurosecrétrices 3 Gn-RH dans de
nombreuses especes de Poissons, [1] revue de Peter [2], les communautés antigéniques
entre LH-RH et Gn-RH de Poissons n’apparaissent pas toujours suffisantés pour dévelop-
per des méthodes de dosage radio-immunologique de ce facteur chez les Poissons téléos-
téens ([3], [4]). Cependant des dosages ont été développés pour la mesure d’un facteur
mmmunologiquement apparenté au LH-RH dans I'’hypothalamus.-de tilapia {5} et dans
diverses régions du cerveau-et I'hypophyse de I’Anguille [6] A partir d’anticorps ne
reconnaissant que les séquences 1.7 du décapeptide. Ces systémes ne peuvent étre
appliqués aux Salmonidés (Breton et- Motin données non publiées). Nous avons donc
cherché i développer un systéme de dosage homologue. dans cette espéce, & partir d’un
Gn-RH de Saumon synthétisé d’aprés la formule du décapeptide publiée par Sherwood
et coll. [7]. :

MATERIELS ET METHODES. — 1. Synthése du Gn-RH. — Le peptide p-gly-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Trp-
Leu-Pro-Gly (NH,} a ¢i¢ synthétisé en utilisant la méthede en phase solide de Merrifield [8). La synthése a
_€té effectuée sur adppdreil automatique mis au point au laboratoire de cristallographe de I'Université de
Bordeaux-I' (LA/44). -Le principe de fixatiom de¢ chaque acide aminé comprend la déprotection par Pacide
trifluoro-acétique a 30 %, la peutralisation avec 10 % de diisopropyléthylamine dans CH,-Cl, et le' couplage
en utilisant le dicyclohexyl-carbodiimide. [9]. Le produit brut a d’abord &t& purifié par perméation de gel
{colonne de sephadex G L5 150x 2,5 cm équilibrée en acide acétique 0,1 M), puis par chromatographie HPLC

en phase inverse avec un mélange méthanol ean-acide trifluoro-acétique (50-50-0,1) comme phase mobile,
L’analyse de la composition du peptide aprés hydrolyse HCl 6N 20 h 4 110°C a &té effectude sur anto-analyseur
« Technicon TMS » et donne les résultats suivants : glu 0,92; His 0,87; Ser 0,83; Tyr 1,01; gly 2,25; Leu 1,05
Pro 0,91.

2. Préparation des anticorps. — Elle a été [aite sur Lapin. L'immunogéne est préparé par couplage du s
Gn KH ade l’albumine bbvine en présence‘ de glmaraldéhyde [10] Chaque injectien d’immunogéne correspond
multipoints. La suivante emprunte la voie intraveineuse 3 semaines plus tard. Llinmnunisation est- compietee
par une injection intradermique 15 jours aprés. Toutes sont faites avec adjuvent complet de Freund. L'anticorps
utilisé dans ce. travail Fa eté au 1/40000 en dilution finale (B/B . =50 %).

3. Préparation du Gn-RHiodé. — Elle est faite selon la technique de Greenwood: et coll: modifiée par Caraty
[11). 5pg de GunRH dissous dans 5 pl de Tampon Phosphate 0,025 M pH 7,5 sont mis en contact avec 500 p
Ci @"'*°T Na (IMS 30 Amecrsham) en présence de 5 ug de chloramine T. L’oxydation est arrétée au bout de
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30 s par addition de 50 pg de métabisnlfite de sodium puis de 500 pg de KI. La séparation du Gn-RH et de
I'icde libre est faite sur une colonne de LH-20 (0,6 x 20 cm) par un mélange butancl-acide acétique-eau {40/4/8)
les fractions prosentant les radioactivités les plus £levées sont évaporées sous courant d’azote, et diluées dans
200 pl de tampon fris-glycine 0,1 M pH 8,9. Les activités spécifiques sont comptises entre 60 et 72 u Cifjig de
Gn-RH. La purification du traceur est poursuivie par électrophorése sur gel de polyacrylamide a 7,5 % en
tampon Tris-glycine 0,1 M pH 89 pendant 4 h (2,5 m:A par tube). Aprés migration les gels sont corigelés et
_découpés en tranches de 2 mm d’épaisseur. Chaque tranche cst reprise dans 500 ul de tampon véronal 0;025 M,
pH 3,6 contenant 2,5 /g0 de sérum albumine bovine, et broyée dans un homogénéiseur verre teflon. Aprés 2 h
4 4°C la suspension est centrifugée 30 mn 4 2500 g et 4°C, le surnageant est stocké a 0°C. Les récupérations
moyennes de matériel radioactil sont d’enviren 50 ). Toutes les fractions sont éprouvées par leur capacité de
Haison 4 I'anticorps. Seule la melﬂeure est retenue pour le dosage.

4. Dosage. — 1l est t€alis€ en tampon véronal dans va volume final de 5003l L'anii Gn-RH est utilisé
dilué dans ce tamipon contenant I % de sérum de Lapin. L’incubation dare 3 Jours 4 4°C. La séparation des
formes libre et lige est faite par précipitation 4 h a température du laboratoire 4 I"aide de 200 pl de sérum de
Mouton anii v. globulines de Lapin dilué au 1/5 dans du polyéthyléne glycol & 15 % Aprés centrifugation et
élimination des surnageants, les précipités sont comptés dans tn compieur autogamma « Packard ».

5. Préparation des extraits. — Lés cefveaux et hypophiyses de Truite -arc-en-ciel Salmo- gairdneri; Carassin
Carassius auritus, Sole Solea soled et Roussetle Scyliorhinis canicula sont broyés dans HCI 0,1 N & Paide d'un
homogenelseur verre-téflon. Pour 1la Roussette lhypophyse a été séparée en lobes proximal® et ventral qu:_
ont &€ extraits séparément, des séparations du cerveau de Carassm en hypethalamus, télé-eneéphale, toit
opthue-thalamus et cerveau- postérieur -ont &galement &té faltes Aprés centrifugation; les surnageants sont
neutralmgs par NaOH. N. Un extrait témoin a été préparé dans les mémes conditions i partir de muscle. de.
Truite.

6. Analyse des résuliais. — Les comparaisons des courbes de competmon obtenues en, préseiice de Gn-RH,
LH-RH, D Ala® Des Gly“’LH RH (LH-RHa) et les extraits tissulaires sont faites par analyse de covariance
des courbés logit B/Bo-logdose.

RESULTATS. — Aprés séparation sur LH-20, I’électrophorése améliore trés sensiblement
la liaison du Gn-RH 1'?? i I'anticorps, ainsi que Ic montre le tableau suivant.

Fraction éluée sur LH-20n° .. . . ... .. .. 5 6 7 8
Liaison avant électrophorése (%) ... . .... 552 68,7 - 643 56,2
Liaison aprés électrophorése (%) .. ... ... 69,3 82,3 72,9 69,8

La sensibilité est de 7 pg de Gn—RH par. tube. Les courbes de competition de la liaison
du Gn-RH !2°T 4 Panti Gn-RH par le Gn-RH, le LH-RH, le LH-RHa et les différents
extraits hypophysaires et hypothalarmques sont représentées sur Ia figure 1, le tableau I
en donne les pentes. La courbe de déplacement induite par l¢ LH-RH n’est pas paralléle
a celle obtenue en présence de Gn-RH, et la sensibilité de détection du LH-RH est plus

EXPLICATION DE LA PLANCHE

Courbes ***I a un' immunosérum anti Gn-RH par: Go-RH @ - ®; LH-RH — : LH-RHa
MN-———— [J; cerveau de Truite O O; LI-RH de Truite W : V¥ cerveau de Carassin
———— ; hypophyse de Carassin V7 V; cerveau dé Sole . ———— | corveau de Roussette

* *; lobe proximal de hypophyse de Roussctte # *-
Competition curves of the binding of 125 Gw-RH to its specg" c antibody by? Gu-RH @ % 5
LH-RH ; LH-RHa [ — Oy Trout pituitary: '§ - W, Trout brain O - O, Goldfish
pindtary N - N7; Goldfish brain ; Sole brain ; Dogfish brain * k]

Dogfish pituitary proximal lobe 4
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TABLEAU
Parallélisme
Pente par rapport
Produits {nombre de points) au Gn-RH
Gn-RH................... —147(7
LH-RH-.................. —0,94 {5)
LH-RH(@y................. (2)
Cerveau de Truite . . .. ........ —1,38(9) r=>0.1
Hypophyse de Truite . . .. ... ... —1,69(5) p>0.25
Cerveau de Carassin .. . . ....... —1,48 (40,11 (5) p=0.1
Hypophyse de Carassin .. ....... —1,29(3) =01
Cerveaude Sole .. .. .......... —1,22(4—-0,11(3) p=<0.25
Hypophysede Sole .. . ... ... ... Indétectable -
Cetveau de Roussette . . ........ —0,235(6)
Hypophyse de Roussette (lobe proxi-
mal) .. .. ... Lo L. —0,625(7
Hypophyse de Roussette {lobe ven-
tral) oL Indétectable

Musclede Troite . . . ... ....... Indétectable
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faible que pour le Gn-RIL Le systéme ne parait donc pas reconnaitre de la méme maniére
ces deux molécules. Avec le LH-RHa, la liaison du s-Gn-RH™°I a Panti Gn-RH n’est
déplacée quiaux deux plus fortes concentrations utilisées. Ces deux points ne permettent
pas la détermination des paramétres de la courbe de compétition induite par ce facteur,
Tous les extraits de cerveaux et d’hypophyses de Téléostéens, a I'exception de 'hypophyse
de Sole dans laquelle on ne peut détecter de matériel immunoréactif, déplacent la liaison
et les courbes d’mhlbltlon obtenues aprés transformation logit. Log, sont parallcles a
celle produite par le s-Gn- RH, indiquant au Gn-RH une spécificité de reconnaissance
d’un matériel immunologiquement apparenté. Les cerveaux de Sole et de Carassin donnent
des courbes de compétition qui peuvent étre décomposées en deux parties, Pune 4 pente
non statistiquement différente de celle de la droite de référence (Gn-RH) et Pautre a
pente tres différente, correspondant sans doute a des valeurs aspécifiques liees a de fortes
conceittrations protéiques (1 cerveaw/2 ml). Les quantités de Gn-RH contenues dans les
cerveaux sont les suivantes : Truite 2,18-5,62 ng; Carassin 12,14-9,75 ng; Sole 9,_89 et les
charges hypophysaires : Truite 0,672-1,73-1,55 ng Carassin 7,76-3,26 ng; Sole indétecta-
ble. Dans tous les cas les charges hypophysaires sont plus faibles que celles des cerveaux.
Les mesures réalisées dans les diverses aires cérébrales du Carassin montrent -que le
telencephale (lobes olfactlfs non compns) et ’hypothalamus sont les régions les plus
riches en Gn-RH.

Chez la Roussette, les courbes de compétitions induites par les extraits de cerveau et
du lobe proximal de I'hypophyse ne sont pas paralléles 4 celle obtenue avec le Gn-RH.
Aucun matériel n’est détecté dans le lobe ventral.

......

DiscussioN. — -Ces résultats confirment la spécificité immunologique existant entre
Gn-RH mammalien et de Poissons. Au contraire il ne parait pas y avoir de spécificité a
Iintérieur du groupe des Téléostéens. Un facteur immunoréactif vis-d-vis d’un anticorps
anti s-Gn-RH est détecté dans le complexe hypothalamo-hypophysaire de la Roussette
confirmant 'existence dune « releasing » hormone dans cette espece [12]; Cependant ce
facteur présentc des différences immunologiques avec le s-Gn-RH laissant supposer des
différences structurales entre Gn-RH de Téléostéens et €lasmobranches, comme leurs
immunoreactivités vis-a-vis d’un anti-LH-RH pouvaient déja le faire entrevoir [5]. Dans
les espéces de Téléostéens étudiées, comme chez I'Anguille [6], le matériel immunoréactif
est retrouvé en proportions comparables dans I’hypophyse et le cerveau; résuliats en
accord avec I'anatomie du complexe hypothalamo-hypophysaire des Téléostéens chez
lesquels les projections originaires de I'hypethalamus se terminent en majorité dans la
neurchypophyse en étroite intrication avec Padénohypophyse, qui pourrait représenter
I'équivalent physiologique de I'emminence médiane des Mammiféres. Au contraire, aucun
matérie! immunoréactif n’est décelé dans le lobe ventral gonadotrope de la Roussette
qui, parfaitement individualisé, n’a apparemment pas de connexion nerveuse et vasculaire
avec le lobe proximal et le cerveau [13].

Les quantités de Gn-RH trouvées dans '’hypophyse et le cerveau différent selon les
especes el sont plus élevees chez les Cyprinidés que chez les Salmonidés, constatation 4
rapprocher des observations immunocytochimiques réalisées a 'aide d’immunserums anti
LH-RH. La quantité de matériel immunoréactif détectée chez le Carassin parait beaucoup
plus importante que chez la Truite ([2], [14]).

En conclusion, nous avons développé un systéme de dosage radio-immunologique qui
parait applicable 4 la mesure du Gn-RH dans le systéme nerveux central et "hypophyse
de diverses espéces de Poissons téléostéens. Des résultats préliminaires montrent que les
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mimmunsérums réalisés sont également utilisables pour la localisation immunocytochimigque
du Gn-RH dans le cerveau. La validation du dosage pour la mesure du Gn-RE dans le
plasma reste- 4 faire, mais en raison des particularités anatomiques du systéme
hypothalamo-hypophysaire des Téléostéens, la réalisation de mesures 4 partir de sang
porte telles que celles effectuées chez les Mammiféres [11] parait problématigue ou du
moins pourra-t-on se poser la question de la signification physiologique des niveaux de
Gn-RH dans la circulation périphérique.

Nous exprimons notre gratitude 4 MM. les Docteurs Caraty et Dubois pour lenrs précieux conseils, ainsi
qu'au Docteur T. Hombrados de I'Université de Bordeaux-II pour I'analyse en acides aminés. Ce travail a
bénéficie de Paide de 'LIN.R.A. et du C.N.R.8.
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