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ABSTRAC’T 

Breton, B., Zohar, Y. and Sambroni, E., 1984. Heterologous radioimmunological doses of 
gonadotropins of maturing glycoproteins of teleosts. Aquaculture, 40: 307-323 (in 
French 1. 

The immunological specificity of fish gonadotropin does not generally allow the use of 
the homolclgous RIA systems prepared for salmon and carp GtH for the determination of 
gonadotropin in other species. Recently, an RIA using an antibody directed against the 
p c-GtH subunit has enabled GtH measurement in the eel. A similar approach using the 
s-GtH p subunit in homologous salmon systems and combinations between carp and 
salmon p systems has been developed. 01 and p subunits and the corresponding antibodies 
have been prepared from carp and salmon GtH. A study of the binding of the six anti- 
gens to each of the six antibodies confirms the species specificity of the 01 subunits. On 
the other hand, all the systems in which a p component is included, homologous or 
heterologous, for carp and salmon, are less specific and recognized c-GtH as well as s- 
GtH. The competition by pure antigens, partially purified pike and gilthead sea bream 
GtH, tilapia, milkfish and eel pituitary extracts, for the binding of s and p s-GtH, c and 
p c-GtH to the anti-serum directed against these four components has been studied. It 
was alway,s possible to find one or several antigen-antibody combinations which were 
specifically, competed for by each of the gonadotropic preparations. The assay has been 
validated for gilthead sea bream GtH by comparison of the results obtained after RIA 
determination and biological assay. Assays performed with perch show that it is also 
possible to use these systems for the GtH estimation in the plasma of this species. 

RESUME 

Breton, B., Zohar, Y. et Sambroni, E., 1984. Dosages radioimmunologiques h&&ologues 
de gonadotropines de type glycoprotCiques maturantes de poissons tCliost&ens. Aqua- 
culture, 40: 307-323. 

La specificit immunologique des gonadotropines de poissons, n’autorise g&&ralement 
pas l’utilisation des systemes de dosage radioimmunologique (RIA) homologues existant 
pour les GtH Carpe et Saumon, i la mesure des concentrations de GtH hypophysaire et 
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plasmatique d’autres especes. L’emploi d’un systeme de dosage utilisant un anticorps 
dirige contre la sow-unite b de GtH de Carpe a cependant recemment permis le develop- 
pement d’une methode de dosage de la GtH d’Anguille. Nous avons repris un travail 
similaire a partir de la sous-unite p de la GtH glycoproteique maturante de Saumon, mais 
egalement etudie la possibilite d’employer des systemes sous-unitaires mixtes Carp- 
Saumon au dosage de la GtH dans des espdces oti elle n’est pas encore purifiee. Dans ce 
but des sous-unites 01 et p ont ete purifiees a partir de GtH de Carpe et Saumon et ete 
utilisees pour la preparation des anticorps correspondants. L’analyse en liaison directe en 
competition des comportements des six differents antigenes iodes et des six anticorps 
confirme la specificite zoologique importante des sous-unites de type 01. Par contre les 
systemes mettant en jeu un composant de type p homologue ou heterologue reconnaissent 
aussi bien les gonadotropines de Carpe et de Saumon et leurs sous unites p. Les differentes 
liaisons anti (s-GtH - p s-GtH - c-GtH - p c-GtH) hormones iodees (s-GtH, p s-GtH, c- 
GtH, p c-GtH) ont ete etudiees par rapport a leur deplacement par des extraits hypophy- 
saires totaux ou des GtH partiellement purifiees de Brochets, Perche, Daurade, Tilapia, 
Anguille et Milkfish. 11 a toujours ete possible de trouver une ou plusieurs combinaisons 
antigene-anticorps paraissant specifiquement deplacees par chacune de ces preparations 
hypophysaires. La validation du dosage a et6 realisee pour la GtH de Daurade pour la- 
quelle il existe une bonne correspondance entre les activites des fractions obtenues apres 
gel filtration des glycoproteines hypophysaires totales, mesurees par RIA, et par un 
dosage biologique base sur la stimulation de la production in vitro de 17whydroxy 2017. 
dihydroprogesterone par des follicules ovariens de Truite arc-en-ciel en presence d’un 
inhibiteur de la phosphodiesterase I’IBMX. Pour la Perche, bien que la reaction croisee 
ne soit que partielle, une mesure relative des niveaux de GtH apparait possible. Une sti- 
mulation in vivo des niveaux plasmatiques hormonaux theoriques par du LH-RH et du 
LH-RHa confirme la nature gonadotrope du principe mesure dans un systeme anti p 
s-GtH-c-GtH Pz5. 

INTRODUCTION 

L’etude ecophysiologique des mecanismes de regulation de la fonction de 
reproduction des poissons necessite entre autres outils methodologiques, de 
disposer d’hormones gonadotropes purifiees (GtH) et de leur dosage radio- 
immunologique. Bien que ces outils aient et6 developpes pour deux grandes 
familles, les Cyprinides (Breton et al., 1971), et les Salmonides (Crim et al., 
1973; Breton et al., 1975), ils ne peuvent generalement pas etre utilises pour 
d’autres especes a cause d’une specificite zoologique qui interesse aussi bien 
les proprietes immunologiques des GtH (Breton et al., 1972; Tan et Dodd, 
1978; Bye et al., 1980) que leurs activites biologiques (Breton et al., 1972; 
Fontaine et al., 1972). Dans les especes marines Qventuellement candidates 
a l’aquaculture intensive (Bar, Daurade, poissons plats.) seule la GtH d’un 
Poisson plat, la Plie americaine a et6 isolee (Ng et Idler, 1978). Or la repro- 
duction reguliere de ces especes elevees en captivite pose encore de nom- 
breux problemes (controle de la saison de ponte, declenchement des meca- 
nismes de maturation et d’ovulation au moment opportun, mecanisme de 
reversion sexuelle chez la Daurade par exemple). L’etude de la dissociation 
des GtH de Carpe (Burzawa-Gerard, 1974) et de Saumon (Breton, 1981) a 
permis de montrer que contrairement aux gonadotropines natives, leurs sous- 
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unites de type p presentaient une specificite immunologique relativement 
faible (Burzawa-Gerard et Kerdelhue, 1978; Dufour et al., 1979; Burzawa- 
Gerard et al., 1980). A partir de ces donnees, ces auteurs ont developpe un 
dosage radioimmunologique heterologue de la GtH de 1’Anguille europeenne, 
Anguilla anguilla, en utilisant un dosage radioimmunologique de la sous-unite 
/3 de la GtH de Carpe (Dufour et al., 1983). Dans le travail present nous 
avons etudie les possibilites offertes par l’utilisation d’un systeme equivalent, 
prepare a partir de la GtH de Saumon, mais par des systemes mixtes Carpe- 
Saumon pour la detection de la GtH dans des preparations hypophysaires 
d’origine zoologique tres diverses dont la Daurade, pour laquelle les premiers 
stades de purification de la GtH ont egalement et6 definis, l’obtention de 
l’hormone purifiee &ant un prealable h toute etude de l’action biologique 
specifique d’une gonadotropine dans une espece don&e. 

MATERIZL ET METHODES 

Prbparation des GtH de Carpe et de Saumon et de leurs sowunite’s 

Ces h’ormones ont et6 preparees par les techniques d&rites precedemment 
pour la s-GtH (Breton et al., 1978) et ses unites (Breton, 1981). Elles ont 
servi h la preparation d’anticorps sur lapin. L’immunisation a et6 pratiquee 
par injection intradermique multipoints de 100 pg de chaque preparation 
Cmulsionnke dans de l’adjuvent de Freund complet. Chaque lapin a requ cinq 
injections espacees de 15 jours. Le sacrifice de l’animal a lieu 8 jours apres 
la derniere injection. Deux anticorps ont et8 prepares contre la s-GtH, deux 
contre l’oi s-GtH, quatre contre la p s-GtH, deux contre la c-GtH, deux contre 
l’a c-GUI, et trois contre la p c-GtH. 

Techniques radioimmunologiques 

La technique utilisee est identique a celle d&rite precedemment pour la 
GtH de Carpe (Breton et al., 1971). Les marquages des deux GtH et de leurs 
sous-unites sont realis& h 1’112’ apres oxydation par la Chloramine T, la puri- 
fication des traceurs marques est faite sur colonne d’ultrogel ACA 54 (0,9 X 
30 cm). Les divers anticorps ont et6 tit& par etude de leur liaison aux anti- 
genes radioiodes correspondant. Seul l’anticorps presentant le plus haut titre 
de travail a et6 retenu pour la poursuite du travail (50% de la liaison maxi- 
mum). 

anti s-GtH 112 1o-5 
anti /3 s-GtH 1o-s 
anti (Y s-GtH 1o-5 
anti c-GtH l/3 1o-5 
anti /3 c-GtH 10-S 
anti Q: c-GtH 114 1o-4 
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Etude en Eiuison directe. La liaison de chacun des six antigenes radioiodes 
aux six types d’anticorps a etk etudiee apres une incubation de 24 h a 4°C 
en tampon Verona1 0,025 M pH 8.6 contenant 10°/oo de BSA. Le complexe 
antigene-anticorps est separe par immunoprecipitation a l’aide d’un serum 
de mouton anti y globulines de lapin prepare ou laboratoire. Apres incuba- 
tion d’une nuit a 4”C, le precipite forme est &pare par centrifugation (1500g) 
pendant 30 min. Le surnageant est elimine par retournement des tubes et 
les precipites comptes dans un compteur autogamma 5110 Packard. 

Etude en compktition. Le deplacement de la liaison $ l’equilibre de chaque 
anticorps aux six antigenes radioiodes a ete etudie pour les six anticorps 
differents par les six antigenes eux-memes et par des extraits hypophysaires 
d’Anguille europeenne Anguilla anguilla, de Tilapia Sarothkrodon mossam- 
bica, de Daurade Sparus auratus, de Milkfish Chanos chanos, et de Brochet 
Esox lucius, especes presentant toutes un interet aquacole important. La 
competition par des GtH partiellement purifiees de Brochet et Daurade a 
aussi ete etudiee. Apres incubation de 4 jours a 4°C le complexe hormone 
anticorps est &pare par la meme technique que precedemment. Pour chaque 
facteur les caracteristiques de la courbe de competition sont determinees 
apres transformation logit-log des resultats. Dans chaque systeme anti- 
corps-antigene iode, les pentes des courbes d’inhibition produites par chaque 
preparation hypophysaire ont et& comparees a celle obtenue en presence de 
l’antigene froid correspondant par analyse de covariance selon Snedecor et 
Cochran (1957). 

Prkpara tions hypophysaires 

Les extraits hypophysaires bruts ont 6th prepares par broyage des hypo- 
physes dessechees a l’acetone dans un homogeneiseur verre teflon. Les 
broyats ont ete centrifuges 20 min h 25OOg, a 4°C. La concentration prote- 
ique des surnageants est determinee par colorimetrie a l’aide du reactif de 
folin ciocalteu (Lowry et al., 1951). Les contenus en GtH des hypophyses 
sont exprimes en ng/mg de proteines hypophysaires. Pour le Brochet et la 
Daurade nous avons utilise des GtH partiellement purifiees. La GtH de 
Brochet (b-GtH) a Cte purifiee en suivant la methodologie developpee pour 
la s-GtH (Breton et al., 1978) a partir de 200 hypophyses collect&es sur des 
femelles sacrifices apres un traitement gonadotrope d’induction de ponte en 
fevrier/mars 1980. Les glycoproteines hypophysaires &par&es sur colonne de 
concanavaline A sepharose subissent une chromatographie d’exclusion sur 
colonne d’ultrogel ACA 54 (100 X 1,5 cm). Apres concentration les 
fractions actives sur le test de maturation intrafolliculaire des ovocytes de 
Truite arc-en-ciel (Jalabert et al., 1974) ont et& deposees sur une colonne de 
DEAE cellulose biogel A 0,5 X 5 cm equilibree en tampon tris 0,Ol M pH 
7,8. Les produits non retenus sont recueillis en une seule fraction. Les pro- 
teines retenues sont &&es par une solution de NaCl 0,15 M sans etre frac- 
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tionnees. La fraction non retenue n’a pas d’activite biologique, alors que les 
proteines eludes par le NaCl possedent 38% de l’activite d’un standard de 
s-GtH purifiee, sur le test de maturation intrafolliculaire des ovocytes de 
Truite arc-en-ciel. Cette fraction n’est pas homogene et presente quatre 
bandes en klectrophorese sur gel de polyacrylamide a 7,5%. 

La meme procedure a ete appliquee a un melange d’hypophyses liophyli- 
sees de Daurade (0,376 g) p&levees a la Station de Mariculture d’Elat (Is- 
rael) pendant la periode de reproduction 1980 et de 3,412 g d’hypophyses 
congelees fraiches, prelevees pendant la meme periode en 1981. Seules les 
deux premiers stades de purification qui ont don& 3,15 mg de proteines 
biologiquement actives ont ete realisb. La concordance entre un dosage 
biologique et un dosage radioimmunologique a 6th recherchee. 

Dosage biologique de la GtH de Daurade 

Le test de maturation intrafolliculaire des ovocytes de Truite n’a pas pu 
etre util:ise pour la mesure de l’activite biologique des preparations hypo- 
physairer; de Daurade h cause du faible contenu gonadotrope de ce materiel 
et sans doute d’un eloignement phylogenetique trop important des especes 
donneuse et receveuse. Un nouveau test base sur la stimulation gonadotrope 
in vitro de la secretion de 17a-hydroxy-20fl-dihydroprogesterone par des 
follicules de Truite a 6th mis au point. La sensibilite du dosage a Qte augmen- 
tee en amplifiant le signal du premier messager de la gonadotropine (AMPc) 
en emp&hant sa degradation par la phosphodiesterase i l’aide d’un bloqueur 
de cet euzyme le 3-isobutyl-1 methylxanthine (IBMX) (Fostier et Jalabert, 
1984). Pratiquement, les follicules sont pre-incubes 2 h dans un milieu conte- 
nant 0.1 mM d’IBMX, apres addition des extraits gonadotropes, l’incubation 
est powsuivie pendant 48 h et la 17a-hydroxy-20/3-dihydroprogesterone 
liberee dans le milieu est do&e par radioimmunologie (Fostier et al., 1981). 
Ce dosage autorise une sensibilite de 5 ng de GtH/ml. 

Traitement avec du LH-RH analogue D Ala g-Des Gly 1 0-LH-RH 

Des Pferches soleil conservees au Laboratoire ont 6th traitees par du LH- 
RHa seul ou en presence de pimozide. Dans ce cas le traitement pimozide 
(10 mg/b:g) est realise 3 h avant l’injection du LH-RHa (50 pg/kg). Un groupe 
d’animaux temoins ne reCoit qu’une solution saline. Tous les animaux sont 
sacrifies 6 h apres l’injection du LH-RHa. Les hypophyses et les serums ont 
6th conserves congeles pour la determination de leur contenu gonadotrope 
par radioimmunologie. 

RESUETATS 

Liaison a!irecte des antigenes aux anticorps (Fig. 1) 

La s-GtH se lie aux anti s-GtH et p s-GtH mais aussi a l’anti p c-GtH. Les 
liaisons maximum sont comprises entre 68 et 76% a la dilution 10m3. La 
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Dllutlon fInale de I’antlcorps Fig. 1. 

Dllutlon frale de I’antlcorps Fig. 2 
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hierarchic de liaison decroissante est la suivante: anti s-GtH, 0 s-GtH, p c-GtH. 
Par contre la liaison de cet antigene h l’anti c-GtH est faible 23,5% ainsi 
qu’aux immunserums anti sous-unite 0: des deux especes. Les courbes de 
liaison de la p s-GtH (Fig. 2) aux anticorps sont cornparables a celles obte- 
nues avec la s-GtH native. Les liaisons maximum sont comprises entre 90 et 
75%, avec une hierarchic decroissante suivante: anti p s-GtH, /3 c-GtH, s-GtH. 
De plus contrairement a la s-GtH elle se lie a 65% sur un anti c-GtH, mais ne 
se lie que faiblement aux anti cy c-GtH. L’CV s-GtH (Fig. 3) se lie a 80% avec 
l’anticorps homologue, la liaison a l’anti s-GtH n’est que de 35% et pratique- 
ment nulle avec tous les autres immunserums. 

Des resultats cornparables ont ete obtenus avec la c-GtH et ses unites. La 
Fig. 4 montre les courbes de liaison de la c-GtH, on retrouve une hierarchic 
de liaison parallele i celle obtenue avec la s-GtH, soit en ordre decroissant: 
anti c-GtH, p s-GtH, p c-GtH, CY c-GtH, s- GtH, cz s-GtH. Les hierarchies de 
liaison de la p c-GtH sont similaires a celles de la p s-GtH. Elle se lie aussi a 
l’anti s-GtH contrairement i l’hormone native. L’a: c-GtH ne se lie qu’a l’anti 
c-GtH et l’anti 01 c-GtH. 

Etude des compe’titions 

Par les antigtines purifie’s 
Syste‘mes IS - s-GtH 112’ (Tableau I). Dans le systeme homologue anti 
s-GtH-s-GtH Iiz5 la pente de la droite de competition par l’hormone corres- 
pondante froide (logit B/B0 = f (log dose)) est de -0.79. Seules les sous-uni- 
tes 0 s et c deplacent specifiquement le systeme. Par contre la c-GtH n’induit 
pas de competition specifique. 

TABLEAU I 

Pente des courbes d’inhibition de diffkrentes prkparations gonadotropes dans les systdmes 
IS anti-gonadotrope s-GtH I”’ 

Anticorps Competiteur 

s-GtH 0 s-GtH 01 s-GtH c-GtH 0 c-GtH 01 c-GtH 

anti s-GtH -0,79 -0,92 - ---0,43 -0,75 - 

anti p s-GtH -0,82 --0,78 -0,67 0,61 

anti cy s-GtH 
anti c-GtH 
anti p c-GtH -1,08 --0,95 -1,07 -1,02 
anti a c-GtH 

Dans le systeme anti p s-GtH-s-GtH I iz5 la liaison de la s-GtH est speci- 
fiquement deplacee par la s-GtH, la p s-GtH (P < 0,Ol) et a un moindre degre 
(P < 0,05) par la c et la p c-GtH. 

Dans le systeme anti p c-GtH-s-GtH I i2’ des droites de competitions 
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paralleles sont obtenues avec les deux hormones natives et leurs sous-unites /3. 
Les liaisons trop faibles de la s-GtH II” aux IS (Y s-GtH-c-GtH--cu c-GtH 
n’autorisent pas d’etudes de competition. 

Syste‘mes IS - p s-GtH I 12’ (Tableau II). Dans tous les systemes liant initiale- 
ment la p s-GtH, les deux hormones natives c-GtH et s-GtH, ainsi que leurs 
sous-unites p deplacent specifiquement la liaison de fl s-GtH I’*’ des anti- 
hormones totales et anti sous-unites 0. Par contre, les sous-unites CY n’entrent 
pas en competition avec la p s-GtH I 125 dans ces systemes pas plus qu’il n’est 
possible d’etudier les systemes IS anti e-p s-GtH 112’ cette derniere ne se 
liant pas aux anti 01 sous-unites. 

TABLEAU II 

Pente des courbes d’inhibition de differentes preparations gonadotropes dans les systemes 
IS anti-gonadotrope p s-GtH I”’ 

Anticorps Competiteur 

s-GtH p s-GtH 01 s-GtH c-GtH fl c-GtH a c-GtH 

anti s-GtH -1,04 --0,82 - -0,73 PO,94 - 
anti (3 s-GtH --0,92** -1,02 -0,04 -0,96 -037 
anti 0 r-GtH 
anti c-GtH -0,85* -0,88 - -1,14 -1,12 
anti 0 c-GtH -1,10* -1,12 -0,23 -1,08 -124 
anti cy c-GtH 

Par les GtHpartiellement purifie’es et les extraits hypophysaires 
Systtimes IS - s-GtH I’*’ (T a bl eau III). La GtH de Brochet partiellement 
purifiee deplace specifiquement les systemes anti s-GtH-s-GtH 1”’ et anti 
fl s-GtH,-s-GtH I125 dans lesquels les teneurs en GtH de la preparation, ex- 

TABLEAU III 

Pente des courbes d’inhibition de c-GtH purifiees et d’extraits hypophysaires dans les sys- 
temes IS antigonadotropines - s-GtH Ill5 (les contenus en GtH sont exprimes en Bquiva- 
lent s-GUI) 

s-GtH c-GtH b-GtH Daurade Anguille Milkfish Tilapia 

(pg/pg) (ng/pg) (ng/mg) (ng/mg) 

anti w3tH PO,79 -0,43 -0,86 -0,94 -1,lO -0,36 -0,34 
0,82 lo,72 2883 

anti p s.GtH -0,82 -0,67 PO,99 -1,30 -1,03 -0,41 -0,26 
0,85 2708 

anti p c-GtH -1,08 -1,07 -1,03 -1,24 -0,87 -1,06 -0,33 
73,lO 
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primes en equivalent s-GtH, sont respectivement de 0,82 et 035 pg/pg de 
proteine hormonale. Ces deux systemes sont egalement specifiquement de- 
places par l’extrait hypophysaire d’Anguille qui contient 2,8 pg d’equivalent 
s-GtH par mg d’une poudre acktonique. Pour l’extrait hypophysaire de 
Daurade seul le systeme anti s-GtH-s-GtH I’25 permet de mesurer la GtH 
hypophysaire dans cette espece de meme qu’un systeme heterologue anti 
fl c-GtH-s-GtH I’25 est le seul specifiquement deplace par l’extrait hypophy- 
saire de Milkfish. Aucun de ces systemes n’est deplace par l’extrait d’hypo- 
physe de Tilapia. La Fig. 5 visualise les differentes courbes de competition 
obtenues dans le systeme heterologue anti p c-GtH-s-GtH Iiz5, qui autorise 
apparemment la plus grande diversite de reconnaissance immunologique d’ac- 
tivites de type gonadotrope. 

I 1 I I I I ! I I I 8 

1 0 1 2 3 4 5 6 1 8 9 

Logdase 

Fig. 5. Courbes de competition de prkparations gonadotropes hypophysaires dans le sys- 
t6me anti p c-GtH-s-GtH Ilz5. 

Syste‘mes IS - p s-GtH I125 (Tableau IV). La GtH partiellement purifiee 
deplace specifiquement la liaison de la p s-GtH I125 a l’anti s-GtH mais aussi 
aux anti c et 0 c-GtH. Dans ces trois systemes les continus en equivalent 
s-GtH de la preparation sont voisins 0,59; 0,63 et 0,70 pg/pg de proteine ils 
sont inferieurs a ceux mesures dans les systemes precedents mais restent 
superieurs a ceux obtenus lors de la determination de son activite biologique 
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0,38 + 0,12. Seul le systeme anti p s-GtH-_P s-GtH 112’ est specifiquement 
deplace par l’extrait hypophysaire de Daurade, mais aussi par ceux d’Anguille, 
de Ti1apj.a et de X&rope. L’extrait hypophysaire d’Anguille induit aussi une 
competition specifique dans le systeme anti /3 c-GtH--p s-GtH 1125. Dans tous 
les systemes specifiquement deplaces par cet extrait, la teneur en GtH mesu- 
ree en equivalent s-GtH est comprise entre 2,708 et 3,088 pg/mg. 

TABLEAIJ IV 

Pente des courbes d’inhibition de c-GtH purifiees et d’extraits hypophysaires dans les sys- 
tPmes IS anti gonadotrope - p-s-GtH Ilz5 (les contenus en GtH sont Gxprimes en equiva- 

lent s-GtH) 

s-GtH c-GtH b-GtH Daurade Anguille Milkfish Tilapia Xenope 

anti s-GtH -1,12 -1,33 -1,23 PO,74 -0,61 -0,24 -0,18 -0,09 

0,59 

anti p s-GtH -1,34 PO,78 -1,25 -1,16 PO,99 -0,43 m-o,97 -0,88 
PO,71 29,88 3088 79,17 34,65 

anti c-G1.H --0,85 -1,14 -0,95 PO,68 m-O,72 -0,13 -0,21 

0,63 

anti p c-Gi;H -0,96 -1,15 -1-10 PO,64 --0,91 PO,31 -0,30 -0,04 
0,70 2822 

Application a’ la purification de la GtH de Daurade, validation biologique 

L’activite gonadotrope des fractions proteiques obtenues apres chromato- 
graphie sur ultrogel ACA 54 a 6th mesuree par dosage biologique et immu- 
nologique dans les systemes decrits precedemment. Les resultats sont montres 
dans le Tableau V. C’est dans le systeme anti p s-GtH-_P s-GtH I125 que les 
valeurs obtenues (en equivalent s-GtH) sont les plus proches de celles mesu- 
r&es par dosage biologique, bien que restant la plupart du temps inferieures. 
Le rapport des activites immunologiques et biologiques est voisin de 0,75 
sauf pour la fraction 29 pour laquelle l’activite mesuree par RIA est supe- 
rieure a celle determike par essai biologique. Dans ce systeme les pentes 
des droites de competition de chaque fraction restent paralleles 1 celle de la 
droite die reference correspondant a la s-GtH. Dans touts les autres systemes 
a un degre moindre dans le systeme anti s-GtH-s-GtH 112’ dont la “specifici- 
te” pour un facteur hypophysaire de Daurade a &e demontre prec&demment, 
les pentes de ces droites ne sont pas constantes tout au long du chromato- 
gramme, et les concentrations en GtH des fractions sont sous-estimees com- 
parees aux resultats des dosages biologiques. Le dosage n’a pas et6 valid6 
pour le dosage de la GtH dans le plasma de la Daurade, c’est-a-dire par la 
mesure de modifications naturelles ou experimentales des concentrations 
peripheriques de GtH. Ces systemes le permettent cependant. Ainsi le sys- 
teme anti p s-GtH-c-GtH I125 ’ s est reveli! etre deplad specifiquement par un 
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TABLEAU V 

Activitt! immunologique equivalent ng s-GtH/kg de proteine 

Fraction ActivitC biologique s-GtH Ilas 
Nos. iquivalent s-GtH 

par ng de protkine IS s-GtH IS 

fl s-GtH Ilz5 

0 c-GtH IS p s-GtH 

29 31 

30 

31 58 

32 43 

33 38 

34 15 

35 9,33 

36 <4 

Pente de rkfCrence 

18.5 17,9 

m-1,10 -1,08 

27,7 17,5 
~~ 0,73 PO,77 

36,2 33,05 

-0,99 0,75 

30 37,l 

PO,76 -1,08 

23,7 30,B 

PO,99 PO,59 

11,3 11,83 
0,99 0,89 

6,3 9,98 

~ 0,30 0,77 

ND ND 

1,04 0,83 

33,6 
1,25 

31,5 
1,06 

40,61 
_~1,12 

36,63 
1,30 

28,2 
m-1,20 

11,3 
1,18 

6,21 
PO,80 

ND 

-1,lO 

extrait hypophysaire de Perche soleil (Fig. 6). Les pentes des droites de re- 
gression logit B/B0 = f logdose correspondant a la c-GtH et l’extrait sont 
respectivement de -0,99 et -0,96. Le Tableau VI montre les mesures de 
GtH plasmatique dans un groupe de Perches traitees par une solution saline: 
animaux 1,2 et 3: un D ala6-Des Gly lo-LH-RH: animaux 4 et 5; et une 
combinaison de pimozide LH-RHa: animaux 6, 7 et 8. Les pentes des droites 
de regression correspondant au plasma de chacun de ces animaux ne sont pas 
statistiquement differentes entre elles, mais different de la droite de reference 
correspondant a la c-GtH et de celle, caracteristique du d&placement induit 
par l’extrait hypophysaire. Les plus fortes valeurs de GtH plasmatique sont 
obtenues chez les animaux trait& par le pimozide et le LH-RHa et les plus 
faibles chez les animaux qui ne recoivent que la solution saline. 

DISCUSSION 

Ces resultats apportent h la fois de nouveaux elements fondamentaux sur 
les relations structureactivite immunologique des gonadotropines de 
poissons, et elargissent a d’autres especes, les possibilites d’utiliser des sys- 
temes de dosages heterologues pour le dosage de leurs GtH specifiques a 
condition toutefois de valider les systemes retenus, demarche qui n’a pu &tre 
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l- 

a 

-l- 

-32-A 
-2 -1 0 1 2 3 I, 

Logdose ng/ml GtH 

mg/ml ttssu frals 

Fig. 6. Courbes de compCtition de la c-GtH et d’un extrait hypophysaire de Perche Soleil 

dans un systeme anti p s-GtH-c-GtH I’25. 

TABLEA.U VI 

Dosage de la GtH chez la perche soleil apr& stimulation par le LH-RH A seul ou en pr& 
sence de pimozide (valeurs estimkes par rapport & la c-GtH dans le systeme IS p s-GtH- 
c-GtH-c-GtH; pente de la droite de rkfkence -0,99) 

No. Sexe RGS Plasma 

GtH Bstimee Pente droite de 

(ng/ml) regression 

1 d 

2 Q 

j Q 

4 Q 

5 d 

6 Q 
7 0 
8 d 

1,81 spermiant 0,55 -0,63 
0,62 0,55 

0,69 0,50 PO,58 
14,71 0,90 -0,55 

0,37 0,90 PO,65 
0,83 1,51 - 0,67 

24,19 1,54 PO,78 
2,08 spermiant 1,23 

conduite 1 son terme chez la Daurade par manque de matkriel biologique. 
Une approche comparable $ celle mise en oeuvre chez la Perche est envisa- 
g&e. 

Ainsj. que l’avaient drSmontr6 Dufour et al. (1979) et Burzawa-Gerard et al. 
(1980) pour les sous-unit& de la c-GtH, nous retrouvons des caracthristiques 
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immunologiques cornparables pour les sous-unites 01 et p de la GtH de Sau- 
mon. La sous-unite (11 possede une specificite zoologique tres stricte alors que 
celle des determinants antigeniques des sous-unites p l’est beaucoup moins. 
I1 ne s’agit cependant pas d’une aspecificite totale, il doit exister des diffe- 
rences a l’interieur meme du groupe des poissons, les divers extraits hypo- 
physaires s’ils entrent tous en competition ne le font pas tous de la meme 
faGon dans les systemes anti 13 ou qui mettent en jeu un seul de ces compo- 
sants. Une telle etude ne permet aucune evaluation des distances phyloge- 
nitiques entre les especes considerees, comme l’ont d’ailleurs montre d’autres 
travaux (Bye et al., 1980 - revue de Licht et al., 1977). Ces travaux montrent 
egalement qu’il existe une parent6 immunologique entre la sous-unite p de 
s-GtH et un facteur “gonadotrope” present dans l’hypophyse d’un amphibien 
le X&rope, laissant supposer une certaine conservation des determinants 
antigeniques /3 entre ces deux classes de vertebres comme entre poissons et 
mammiferes (Burzawa-Gerard et al., 1980). Les hormones s-GtH et c-GtH 
bien que purifiees a partir d’un test biologique sur Poisson sont actives h la 
fois sur l’induction in vitro de la maturation d’ovocytes de Xknope (Breton 
et Schuetz, don&es non publiees) et sur la stimulation de la stdroi’dogenese 
testiculaire dans cette meme espece (Boujard, 1982), ce qui fait apparaitre 
des analogies fonctionnelles de ces hormones chez les Amphibiens et les 
Poissons (revue de Idler, 1982). Si comme on l’admet chez les mammiferes 
la specificite d’action biologique fonctionnelle est like 6 la sous-unite /3, cette 
caracteristique est preservee dans les GtH de poissons, et d’amphibiens, les 
communautes antigeniques entre sous-unites p pourraient aussi etre le reflet 
de communautes d’action biologique. 

Sur un plan plus pratique, il a et6 possible en utilisant des systemes h&e- 
rologues homospecifiques Saumon ou hdterospecifiques Saumon-Carpe d’en 
trouver un ou plusieurs specifiquement deplaces par chacun des cinq ex- 
traits hypophysaires de poissons teleosteens utilises. Quand plusieurs sys- 
temes reconnaissent un facteur hypophysaire, les teneurs hypophysaires en 
ce facteur mesurees sur les differents systemes sont voisines: cas de l’extrait 
hypophysaire d’Anguille et des GtH partiellement purifiees de Brochet et 
Daurade. Dans ce dernier cas la Constance de la pente des droites de regres- 
sion, traduisant les competitions induites par chaque fraction, laisse supposer 
que c’est bien le m;me facteur qui est mesure par RIA tout le long du chro- 
matogramme et qu’il n’y a pas interference d’autres facteurs hormonaux 
hypophysaires de type TSH en particulier, que la gel filtration sur ultrogel 
ACA 54 ne permet pas de &parer de la GtH. La comparaison des activites 
biologiques et immunologiques renforce cette hypothese. La validation du 
dosage pour la determination de la GtH hypophysaire, n’implique pas obli- 
gatoirement une validation dans le plasma. Ainsi le systeme anti /3 s-GtH- 
c-GtH I’25 est specifiquement deplace par un extrait hypophysaire de Perche, 
mais les droites de regression traduisant les competitions en presence de 
dilutions s&i&es des plasmas ne sont pas paralleles aux references. Ce resultat 
traduit sans doute l’existence d’une reaction d’aspecificitk constante en pre- 
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sence de plasma, les pentes &ant par-alleles entre tous les plasmas. Ce dernier 
element pourrait cependant autoriser, a la condition de travailler a une dilu- 
tion constante des plasmas, une “estimation” de leurs concentrations en GtH 
que le s’ens des variations induites apres traitements LH-RHa peut aussi cor- 
roborer. Ces variations sont en accord avec celles observees dans d’autres 
especes (Chang et Peter, 1983; Billard et al., 1983), mais leur amplitude est 
plus faible aboutissant cependant a un triplement des niveaux de base. On 
pourrait supposer que comme chez le poisson rouge (Gillet et al., 1981) le 
jefine auquel les Perches ont ete soumises durant leurs 3 semaines de captivi- 
te abou:;it a une diminution de la secretion de GtH, mais aussi a celle de la 
receptivite hypophysaire a des stimulations par le RH-RHa. En conclusion ce 
travail rnontre qu’il parait sans doute possible parmi tous les systemes propo- 
ses, d’en trouver un suffisamment specifique pour la determination de GtH 
d’especes chez lesquelles elle n’est pas encore purifide, cependant la valida- 
tion du dosage dans le plasma pourrait necessiter l’utilisation de serum d’ani- 
maux hypophysectomisks, operation difficilement realisable dans certaines 
especes. 
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