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Mise au point d’un dosage biologique sensible
pour la mesure des activités
gonadotropes hypophysaires

A. FOSTIER et B. JALABERT

INRA, Laboratoire de Physiologie des Poissons,
Campus de Beaulieu, F35042 Rennes Cedex

Résumé

I’estimation de Pactivité gonadotrope d’une préparation d’origine hypophysaire peut étre
faite, de fagon trés spécifique, a I'aide d’un dosage biologique utilisant I'induction, sur 'ovaire de
truite arc-en-ciel incubé in vifre, de la maturation méiotique ovocytaire (Jalabert et al, 1974).
Cependant, dans le cas d’activités faibles, telles celles que nous avons rencontrées dans des hypo-
physes de daurade, 1a sensibilité de ce dosage peut se révéler insuffisante. Aussi avons-nous
développé un dosage biclogique reposant sur le mécanisme endocrinien conduisant a la matura-
tion méiotique, ¢’est-a-dire la stimulation de la synthése du stéroide sexuel maturant (17q-
hydroxy-208-dihydroprogestérone) par la gonadotropine in vitro. Pour augmenter la réponse
observée, nous avons amplifié le signal du premier messager de la gonadotropine (c’est-d-dire
I’adénosine monophosphate cyclique, AMPc) en empéchant sa dégradation (par la phosphodies-
térase) 4 aide d’un bloqueur chimique (le 3-isobutyl-1-méthylxanthine). Cette technique néces-
site de disposer d’une méthode de dosage du stéroide maturant. Cependant, elle permet, & partir
d’un seul échantillon, d’estimer des quantités de gonadotropine de quelques nanogrammes en
équivalent GtH de saumon. Nous I'avons appliquée 4 la mesure d’activités gonadotropes d’hy-
pophyses de daurade.

A cbté du développement de techniques biochimiques d’analyse directe des
hormones hypophysaires de poisson, les dosages biologiques gardent des caracteé-
ristiques originales qui en font tout leur intérét. D’une part, is sont indispensables
a P'identification des fractions actives lors de la purification de ces hormenes. D’autre
part, ils permettent d’estimer les activités réelles des différentes formes moléculaires
reconnues par les analyses biochimiques, tel le dosage radioimmunologique. Par
ailleurs, un dosage biologique permet d’estimer 'activité globale, bilan de synergies
diverses, d’extraits hypophysaires utilisés pour les inductions de ponte (Yaron
et al, 1983). Dans ce dernier cas, il est préférable de choisir I’'observation d'un
phénoméne bioclogique directement li¢ au processus de ponte. Le test de matura-
tion intrafolliculaire in vitro des ovocytes de truite répond parfaitement a ce critére
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(Jalabert er al., 1974), puisqu’il consiste & suivre la reprise de la maturation méio-
tique, sous I'action de la gonadotropine, dans des ovocytes prélevés en fin de vitel-
logenése (peu de temps avant la date d’ovulation spontanée), prélevés et incubés
dans leurs follicules. Cette reprise de la méiose (division permettant a la cellule
germinale de réduire son stock chromosomique de moitié) peut étre suivie, dans
des conditions particuliéres d’incubation in vifre, d’une ovulation (rupture du folli-
cule ovarien et expulsion de I'ovule) normale (Jalabert, 1978). Le test repose sur
'observation des pourcentages de maturation in vitro (critéres morphologiques) en
réponse a une série de dilutions croissantes de I’extrait hypophysaire & doser, selon
un principe déja proposé par Thornton (1971) chez le Xenope. La courbe de
réponse sigmoide obtenue permet de déterminer la dose théorique capable d’in-
duire la maturation de 50 p. 100 des ovocytes placés en incubation, ou dose effi-
cace a 50 p. 100 (DE 50), soit graphiquement, soit aprés linéarisation par une
transformation appropriée (Jalabert et al, 1974). Pour obtenir une précision suffi-
sante, 1l est cependant nécessaire de faire agir les dilutions de I'extrait 4 doser sur
des échantitions numériquement représentatifs de follicules, ce qui exige d’utiliser
I'équivalent de 5 4 10 pg de GtH au minimum. Lorsque les hypophyses sont pau-
vres en GthH et que le matériel disponible est rare, et compte tenu de la sensibilité
variable du test selon le stade de la truite donneuse d’ovocytes, le test de matura-
tion peut €tre pratiquement inutilisable. Cependant la modification de certaines
conditions d’incubation permet encore de multiplier par quatre la sensibilité des
follicules (Jalabert, non pubhe) Dans I'étude présente, nous avons choisi d’analy-
ser une autre phase de la réponse ovarienne, intermédiaire entre ’action de la GtH
et la maturation méiotique de I'ovocyte. Il est en effet maintenant démontré que
I'action de la gonadotropine sur la maturation ovocytaire passe par 'intermédiaire
de la sécrétion d’une hormone stéroidienne, trés probablement la 17a-hydroxy-
208-dihydroprogestérone (17«, 208-OH-P) (Jalabert, 1976; Fostier et af,, 1981).
C’est donc Ianalyse de la séerétion folliculaire de ce stéroide qui peut étre retenue
comme moyen d’estimation d’une activité gonadotrope. La sensibilit¢ de ce nou-
veau test peut par ailleurs étre augmentée en amplifiant la réponse. Pour cela on
utilise le fait qu’un relais connu de I"action de la GtH sur le follicule est la stimula-
tion d’un systéme enzymatique membranaire, I’adenyl-cyclase (Fontaine et al,
1970, 1972). Cette stimulation se traduit donc par la production d’adénosine
monophosphate cyclique (AMPc) (Idler es al, 1975), facteur intracellulaire rapide-
ment détruit par une phosphodiestérase. I1 est possible d’amplifier la réponse 2 la
GtH en bloquant la disparition de ce premier relais intracellulaire, 3 ['aide d’un
mhibiteur de la phosphodiestérase, la 3-isobutyl-1-méthylxanthine (Idler e al,
1975; Bogonolmaya et Yaron, 1982). C’est ce procédé que nous avons appliqué a
la mise au point d’'un dosage biologique reposant sur I'analyse de la sécrétion
du stéroide maturant par I'ovocyte de truite arc-en-ciel sous [’action d’une
gonadotropine.

Matériel et méthodes

Mazrériel biologique . le stade de 'ovogenése est apprécié par I’observation,
sous loupe binoculaire, de I'état de migration du noyau dans I'ovocyte (Jalabert,
1978 ; Bry, 1981). Les ovocytes utilisés dans cette étude présentaient un novau en

position subpériphérique.
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L’hormone gonadotrope de référence est une hormone de saumon, Oncorhiyn-
chus tschawytscha, hautement purifiée (Breton ef al, 1976). '

Dosage de la 17a-hydroxy-208-difiydroprogestérone - il est fait par radio-
immunologie selon une technfque déja décrite (Fostier er al, 1981).

Cultures : les ovocytes sont répartis dans des piluliers & raison de 25 pour 4 ml
de milieu minéral isotonique supplémenté en glucose (I p. 1000) (Jalabert, 1976),
avec ou sans anfibictique (Penistrepto : pénicilline 100000 Ul/1 + streptomy-
cine 1 g/i). Une préincubation de 2 h est faite dans le milieu contepant la
3-isobutyl-1-méthylxanthine (IBMX, SIGMA) avant addition de "hormone gona-
dotrope. Le milieu et les follicules, débarrassés mécaniquement de la masse vitelline
de I'ovocyte dans une solution de KCI 10 p. 1000 sont coliectés aprés 48 h d’incu-
bation & 12°C sous agitation douce.

Résultats

L. Effets de différentes concentrations &IBMX sur la sécrétion de 17a-hydroxy-
208-dihydroprogestérone: dans cette expérience, seule la libération du stéroide
maturant dans le milieu de culture a été mesurée. On observe une amplification de
la réponse aux différentes concentrations ’IBMX essayées (0,1 - 0,2 -0,5 et ImM),
bien qu’elle soit moins importante avec la plus forte (I mM). La meilleure résolu-
tion (plus forte pente) des réponses en fonction des doses de GtH est obtenue pour
la plus faible concentration d’IBMX (0,1 mM) (fig. 1).

17 20B0HP

ng/ovocyte
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GTH
18 7.8 15,6 31,2 nesmi
Figure 1. — Libération dans les milieux de culture in vitro de 17a-205-OH-P par des follicules

ovariens de truite arc-en-ciel sous I'action de doses croissantes de s-GtH et en présence de
différentes concentrations d’'IBMX (0-0-¢c témoin ; *-k-% 0,l mM ; ee@ (02 mM ;
A-3-3 0,5 mM; A-A-4 [ mM), aprés 48 h d’incubation 4 12°C. La s-GtH est ajoutée aprés
2 h de préincubation en présence d’IBMX.
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Figure 2. — Concentrations de 170-208-OH-P, dans le milieu (®-@-@) et dans les follicules

ovaricns (0-0-0) de truite, cultivés 48 h en présence d’'IBMX (0,2 mM) et de différentes
doses de s-GtH. '
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Figure 3. — Effet des antibiotiques (Penistrepto), sur la hibération de 170-208-OH-P par des
follicules de truite cultivés in vitro en présence d’IBMX (0,2 mM) et de différentes doses de
s-GtH. (e-8-® milieu sans antibiotique ; 9-0-0 milieu avec antibiotiques.)
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2. Comparaison des mesures de 17a-hydroxy-20B-dihydroprogestérone dans le
milieu de culture et intrafolliculaires : les quantités, rapportées a ovocyte, sont de
trois a quatre fois plus faibles dans les follicules que dans les milieux de culture.
Par ailleurs, la pente de la réponse en fonction des doses croissantes de GtH est
plus faible lorsque sont prises en compte les quantités intrafolliculaires (fig. 2).

3. Effets des antibiotiques sur la sécrétion de [7a-hydroxy-2083-dihydro-
progesiérone: afin d’éviter les contaminations bactériennes, les cultures sont généra-
lement conduites en présence d’antibiotiques. Si 'on compare les sécrétions
obtenues dans de telles cultures {en présence d’IBMX 0,2 mM) a celles obtenues
dans des cultures sans antibiotique, réalisées en conditions stériles, une réponse
plus importante a ’action de la GtH est observée en absence d’antibiotiques {fig. 3).

Discussion

[a sécrétion de 17a-hydroxy-208-dihydroprogestérone par des ovocytes de
trutte arc-en-ciel sous I'action de la GtH est une fonction continue croissante des
doses d’hormones utilisées. Elle est par ailleurs amplifiée par un inhibiteur de la
phosphodiestérase, 'IBMX, en particulier lorsqu’il est utilisé a faible concentra-
tion. Le phénomeéne peut Etre exploité comme dosage biologique de faibles activités
gonadotropes. La présente étude nous conduit & proposer fes conditions suivantes
d’utilisation de ce test: culture de 25 ovocytes pour 4 ml de milieu (Jalabert, 1976)
dépourvu d’antibiotique; présence d’IBMX 4 la concentration de 0,1 4 0,2 mM;
préincubation de 2 h avant I’addition des hormones hypophysaires ; mesure de la
sécrétion de 17a-208-OHP dans le milieu.

Dans ces conditions, 1l est possible de travailler avec des concentrations en
GtH comprises entre 5 et 100 ng/ml. La sensibilité du test dépend, comme pour le
test de maturation, du stade précis des ovocytes utilisés. Afin d’étre assuré d’une
réponse suffisante, il est prudent d’effectuer 2 prélévements de milieu; 'un 4 48 h
et l'autre 2 72 h (Fostier ef al., 1981). _

Le test nous a permis de suivre les premiéres étapes de purification de gonado-
tropine de daurade (Breton et Zohar, non publié). Des aliquotes de {ractions de
purification contenant des activités, en équivalents s-GtH, comprises entre 22
et 57 ng ont pu étre dosés.
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Summary: Development of a sensitive biological assay for measuring pituitary
gonadoiropic activities.

The gonadotripic activity of a pituitary preparation may be very specifically estimated by a
biological assay using induction of ococyte meiotic maturation in rainbow trout ovary incubated
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in vitre (Jalabert et al., 1974). However, this assay is not sensitive enough to measure such low
activities as we found in sea bream pituitaries. We thus developed a biclogical assay based on
the endocrine mechanism leading to meiotic maturation, i.e. the stimulation of the synthesis of
the maturating sex steroid, 17e-hydroxy-208-dihydroprogesterone by gonadotropin in vitre. To
augment the response observed, we amplified the signal of the first ganodotropic messenger (L.e.
cyclic adenosine monophosphate: cAMP) by preventing its breakdown (by phosphodiesterase)
using a chemical blocker (3-isobutyl-l-methylxanthine}. This technique requires a method of
assaying the maturating steroid. However, with a single sample several nanograms of gonado-
tropin ¢an be measured in equivalent salmon GtH.

Resumen: Puesta a punto de un test biologico sensible para medir las actividades
gonadotropas hipofisarias.

La estimacion de la actividad gonadotropa de una preparacion de origen hipofisario, se
puede hacer de una manera muy especifica, mediante la ayuda de un test bioldgico basado en la
induccién de la maduracion meiotica ovocitaria de los ovarios de la trucha arco iris incubados
« in vitro» (Jalabert ef al., 1974). La sensibilidad de este test puede ser insuficiente en el caso de
actividades debiles como las que hemos encontrado en hipdfisis de dorada. Hemos desarrellado
un test biologico basado en el mecanismo endécrino que conduce a la maduracién meiotica, €s
decir a la estimulacion que la gonadotropina produce de la sintesis « in vifro » del esteroide sexual
madurador {17a-hidroxi-203-dihidroxiprogesterona). Para incrementar la respuesta observada,
hemos amplificado la sefial del primer mensajero de la gonadotropina (es decir el adenosin
monofosfato ciclico, AMPc) impidiendo su degradacién (por la fosfodiesterasa) mediante la
ayuda de un bloqueador quimico {la 3-isobutil-!-metilxantina).

Para aplicar esta tecnica se necesita disponer de un método que permita determinar el
esteroide madurador. De esta forma y a partir de une sola muestra se pueden estimar cantidades
de gonadotropinas equivalentes a algunos nanogramos de GtH de salmén. Hemos aplicado esta
técnica a la determinacién de la actividad gonadotropa de las hipofisis de dorada.

Riassunto: Messa a punto di un dosaggio biologico sensibile per la misura delle
attivita gonadotropiniche ipofisarie.

I possibile effettuare la stima dell’attivitd gonadotropa di un preparato di origine ipofisa-
ria, in maniera specifica, con P'aiuto di un dosaggio biologico che sfrutta 'induzione della matu-
razione meiotica ed ovocitaria, utilizzando 'ovario di trota iridea incubato in vitro (Falabert et
al., 1974). Ora nel caso di attivita gonadotropiche basse, come quelle che abbiamo riscontrate
nelle ipofisi di orata, la sensibilita di questo dosaggio puo rivelarsi insufficiente. Pertanto & stato
da noi sviluppato un metodo di dosaggio biologico che riposa sul meccanismo endocrino che
porta alla maturita meiotica, cio¢ alla stimolazione della sintesi steroidogenica per mezzo delle
gonadotropine in vitro (17a-idrossi-203-diidroprogesterone). _

Per aumentare la risposta osservata, si & amplificato il segnale del primo messaggero della
gonadotropina (cioé I’adenosinmonofosfato ciclico, AMP) pescando la sua degradazione (attra-
verso la fosfodiesterasi) con l'aiuto di un bloccante chimico (la J-isobutil-l-metilxantina).

Questa tecnica necessita di aver a disposizione un metodo di dosaggio dello steroide matu-
rativo. Quindi essa permette, a partire da un solo campione, di stimare quantita di gonadotro-
pina di alcuni nannogrammi in equivalenti GtH di salmone. Il metodo ¢ stato applicato per

determinare le attivitd gonadotropiniche deil'ipofisi di orata.
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