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RESUME

11 existe une confusion importante dans la notion de spécificité d’action des hormones gona-
dotropes de Poissons. Cette notion a été précisée en utilisant deux méthodes différentes : d’une
part la comparaison des activités biologiques de différents extraits hypophysaires de Poissons
sur un méme récepteur testiculaire, d’autre part la détermination de leur comportement immu-
nologique vis-a-vis d’anticorps hautement spécifiques dirigés contre 1’hormone gonadotrope de
Carpe ¢-HG et o-LH. La spermatogenése du Carassin, Carassius auratus et du Guppy, Poecilia
veticulata hypophysectomisés ne peut étre regénérée quantitativement qu’avec des hormones
gonadotropes ou extraits hypophysaires autologues d’une espéce donneuse trés proche de ’espéce
receveuse. La technique de compétition isotopique vis-a-vis d’anticorps spécifiques d’une entité
moléculaire définie, donne des résultats comparables. Seuls des extraits hypophysaires de Carpe
et d’autres Cyprinidés peuvent déplacer de I’hormone de Carpe marquée a l'iode 311 (c-HGI!31)
du complexe ¢-HGI!, anti ¢-HG. Les hormones mammaliennes 0-LH, o-FSH et HCG n’ont en
aucun cas montré d’activité sur la spermatogenése du Carassin et du Guppy ni d’affinité vis-a-vis
d’anticorps dirigés spécifiquement contre une hormone gonadotrope de Poisson. Ces résultats
confirment l’existence d’une spécificité zoologique d’action des hormones gonadotropes hypophy-
saires entre les Mammiféres et les Poissons Téléostéens et a lintérieur méme des différentes
familles de Téléostéens.

Depuis les premiéres observations de Houssay ef al. (1929 @, b) de nombreux
travaux (revus par PICKFORD et A1z, 1957 ; HOAR, 1965 ; FONTAINE ef al., 1966)
ont suggéré lexistence d'une spécificité zoologique des hormones gonadotropes de
Poissons, non seulement par rapport aux Mammiféres ou aux Vertébrés inférieurs,
mais au sein méme des Téléostéens.

Ainsi, si 'on considére l'action d’extraits hypophysaires de Poissons sur des
Vertébrés plus évolués, on constate que leurs activités gonadotropes sur des tests



348 B. BRETON, R. BILLARD, B, JALABERT

biologiques caractéristiques d'une activité LH ou FSH varient selon les espéces
donneuses d’hypophyse et receveuses (revue de PICKFORD et A1z, 1957 ; OTSUKA,
1956, 1960). BURZAWA-GERARD et FONTAINE (1965), n'ont observé aucune action
d’une hormone gonadotrope purifiée de Carpe sur les tests de Parlow et de Steelman-
Pohley, alors que BURZAWA-GERARD (1g68) a mis en évidence une activité de type
FSH dans 'hypophyse du Protoptére. Seuls les tests réalisés sur Batraciens (sper-
miation et hydratation du testicule) ont montré une réponse positive constante
aux extraits hypophysaires de Poissons (FONTAINE et CHAUVEL, 1961 ; DELSOL et
FLATIN, 1964). Ces tests ne sont cependant pas spécifiques d’une activité de type LH
ou FSH. Enfin LicuaT et DONALDSON (1969), LICHT et STOCKELL-HARTREE (I97I)
obtiennent des résultats contradictoires sur les activités respectives d’hormones
gonadotropes partiellement purifiées de Saumon et de Carpe sur un méme récepteur :
le testicule du Iézard Anolis carolinensis hypophysectomisé.

Inversement, si certains auteurs (ASHAN, Ig66; SUNDARARA] et GoswaMI,
1966 ; SUNDARARAT et NAYYAR, 1967 ; GOSWAMI et SUNDARARA], 1968) ont trouvé
une activité des hormones gonadotropes mammaliennes LH et FSH dans certaines
espéces de Poissons Téléostéens, BILLARD ¢f al. (1970, 1971) ne retrouvent pas cette
activité chez le Carassin. Outre le probléme de spécificité, ces différentes données
posent également celui de I'unicité ou de la dualité du facteur gonadotrope (Bur-
ZAWA-GERARD et FONTAINE, 1966 ; BURZAWA-GERARD et FONTAINE, 1972).

En ce qui concerne I'activité des hormones gonadotropes 4 U'intérieur méme du
groupe des Poissons, on retrouve ce méme concept de spécificité (PICKFORD et ATZ,
1957). CLEMENS ef al. (1964), CLEMENS et GRANT (1964), CLEMENS et JOHNSON
(1965) ont observé des réponses différentes dans le test d’hydratation du testicule
du Carassin Carassius auwratus suivant l'espéce donneuse d’hypophyse.

En toute rigueur, seule la restitution de séquences complétes et durables de la
gamétogendse chez des animaux hypophysectomisés peut constituer un critére
d’activité gonadotrope. Ainsi, JALABERT (1969) n’observe aucune activité d’extraits
hypophysaires de Gardon (Cyprinidé) sur la vitellogeneése de Poecilia reticulaia
hypophysectomisé (Pcecilidé) alors qu'elle est maintenue par des extraits hypophy-
saires de Gambusia, Poisson appartenant a la méme famille.

En utilisant le test de la spermiation du Carassin, YAMAZAKI et DONALDSON
(1968) ont pu purifier partiellement une hormone gonadotrope de Saumon. Ces
auteurs n’ont malheureusement pas comparé l'activité de leur préparation, & celle
d’extraits hypophysaires de Carassin sur ce test. En fait, dans leur ensemble, toutes
ces contradictions apparentes quant 4 la « spécificité » des horimones gonadotropes
de Poissons peuvent s’expliquer par I'imprécision méme de ce concept : la spécificité
observée expérimentalement tient autanta la nature méme du test biologique choisi,
plus ou moins représentatif, qu’a la nature de ’hormone testée.

Nous avons entrepris de fournir un support objectif & la notion de spécificité
des hormones gonadotropes de Poissons en comparant les résultats obtenus par
deux voies d’approche différentes :

— d’une part activité d’extraits hypophysaires sur le maintien ou la restau-
ration de la spermatogenése chez les méiles hypophysectomisés de deux espéces
appartenant 4 des familles trés différentes : le Guppy, Poecilia reticulata (Poecilidae),
et le Carassin (Carassius auratus, (Cyprinidae) ; cette étude, contrairement a toutes
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celles réalisées 4 ce jour, a été faite par analyse quantitative de la spermatogenése
qui est susceptible de donner 2 cette notion de spécificité une définition plus précise ;

— d’autre part, I'étude de la spécificité immunologique de ces mémes extraits
par rapport 4 I'hormone ¢-HG d'une espéce de Poisson servant de référence, la
Carpe, et par rapport aux hormones gonadotropes mammaliennes o-LH et o-FSH.

MATERIEI, ET METHODES

A. — Spécificité biologique

1. Préparation des extraits hypophysaires.

Les hypophyses des espéces suivantes ont été utilisées : Carpe (Cyprinus carpio), Carassin
(Carassius awratus), Gardon (Gardonus gavdonus), Hottu (Chondrostoma nasus), Tilapia (Tilapia
mossambica), Truite (Salmo Trutta), Lamproie (Lampetra fluviatilis) Gambusia sp. (Gambusia
affinis), Esturgeon (Acipenser guldenstidti).

Les extraits sont préparés a partir d’hypophyses fraiches ou lyophilisées congelées dans
I'azote liquide aussitdt aprés décapitation et prélévement. Ces prélévements ont eu lieu pendant
la période de gamétogenése, au cours de laquelle la charge hypophysaire en hormone gonadotrope
est supposée la plus forte. Les hypophyses sont broyées dans l'acétone & — 20°C. Le broyat est
agité pendant 12 heures dans I'acétone a 4°C, puis filtré sur biichner. La poudre brute obtenue
est lavée deux fois sur biichner au N butanol et une fois a I’éther, afin d’obtenir une délipidation
totale.

2. Supplémentation sur Poecilia reticulata (maintien de la spermatogenése).

Les conditions d’élevage (BILLARD, 1969 a), la technique d’hypophysectomie (JALABERT
et BILLARD, 1968) et la méthode d’analyse quantitative de la spermatogenése (BILLARD, 1969 b)
ont déja été décrites. Le contrdle de I'hypophysectomie est assuré par histologie a la fin de
Yexpérience.

Les préparations hypophysaires de Gambusie, Carpe, Gardon et Hottu sont administrées
par voie intrapéritonéale (a la base du gonopode), grace 4 une pompe & microinjection (Beaudoin)
équipée d’une microaiguille de quartz préalablement étalonnée et afftée en biseau ; du fait du
faible diameétre de ’aiguille les préparations acétoniques hypophysaires ne peuvent étre injectées
a I'état de suspensions brutes et subissent 1’extraction suivante : aprés mélange de la poudre
hypophysaire a raison de 1 mg pour o,z ml de solvant (solution saline de NaCl & 0,15 M tamponnée
a pH 7,0), la préparation subit une série de congélations et de décongélations, un broyage au
« potter », puis une centrifugation de 5 mn & 3 ooo tr/mn. Les animaux mdles, d'un poids moyen
de 100 mg regoivent 2 pl de surnageant, contenant 1'équivalent de 10 pg de poudre initiale. Les
injections sont faites tous les jours pendant 18 jours et débutent 1 jour aprés ’hypophysectomie.

Les hormones mammaliennes (o-LH-CNRS.M, = 1,94 LH-NIHS,, 0o-FSH-CNRS. H65-206
= 2.03 FSH NIH S, et HCG-Organon) ont été administrées aux doses respectives de 5 ug et
5 Ul/animal, au méme rythme que précédemment. Elles sont dissoutes dans le méme solvant
auquel on ajoute 1 p. 1000 de gélatine. Des supplémentations réalisées avec ’hormone purifiée
¢-HG a la dose de 1 pg/mile et par injection n’ont pu donner lieu & une exploitation quantitative
de la spermatogenése du fait d’une forte mortalité accidentelle survenue dans ce groupe et seul
le RGS a été calculé.

3. Supplémentation sur Carassius auratus.

Aprés hypophysectomie les Carassins d'un poids de 30 4 50 g sont placés par lots de 3 ou
4 animaux dans des aquariums de 20 1 d’eau salée (sel de cuisine & 8 p. 1 000}, oxygénée par diffu-
sion d’air comprimé et maintenus & 17°C sous une photopériode de 12 L-12 N.

L’hypophysectomie est pratiquée par voie operculaire selon la technique de CHAVIN (1956),
modifiée par LAHLOU et SAWYER (1969).

Le contréle histologique de I'hypophysectomie est réalisé a posteriori aprés fixation de la
selle turcique et de la base de I’hypothalamus au Bouin-Hollande et coloration au Bleu Alcian
{pH 1,5)-PAS-Orange G. Dans certains cas ce contrdle a été complété par des tests d’immuno-
fluorescence (BILLARD ¢t al., 1971).
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Les préparations hypophysaires et les hormones gonadotropes sont administrées en injec-
tions intrapéritonéales de 20 ul, au rythme de 3/semaine pendant 24 jours a des doses variant
de 0,1 & 100 pgfinjection/gramme de poids corporel. Les préparations acétoniques hypophysaires
sont administrées sous forme de suspension aprés broyage dans du sérum physiologique 4 8 p. 1 000,

Les supplémentations sont réalisées dans les conditions suivantes :

a) Expériences de maintien de la spermatogenése.

Le traitement débute 2 ou 3 jours aprés I’hypophysectomie et dure 3 semaines 2 raison de
3 injections/semaine, avec les préparations suivantes : poudres hypophysaires acétoniques de
Carpe et de Gardon, hormones gonadotropes de Carpe : ¢-HG (BURzAWA-GERARD, 1971) et de
Mammiféres : LH, FSH et HCG-Organon, déja mentionnées & propos des supplémentations sur
Poecilia.

b) Expériences de vegénération de la spermatogenése,

Le traitement de supplémentation débute seulement 30 jours aprés I'hypophysectomie,
lorsque les spermatozoides sont en grande partie résorbés dans le testicule. Il est poursuivi pen-
dant 4 semaines 2 raison de 3 injections/semaine avec des préparations acétoniques d’hypophyse
de Carpe, de Truite et de Tilapia, et les mémes hormones mammaliennes que dans l’expérience
de maintien de la spermatogenése. Les animaux témoins sont constitués d'une part par les ani-
maux hypophysectomisés ne recevant que le solvant et d’autre part par des males intacts élevés
dans les mémes conditions de température et de photopériode que les animaux expérimentaux.

Dans les 2 cas la spermatogenése avait déja commencé lors de I’hypophysectomie.

B. — Spécificité immunologique

Trois types de techniques ont été utilisés : I'immunoélectrophorése, ’étude de la compétition
des extraits hypophysaires vis-a-vis de deux systémes radioimmunologiques de référence ¢-HG
et o-LH, et ’étude de la liaison de I'hormone gonadotrope de Carpe ¢-HG 2 des anticorps anti
¢-HG, o-LH et o-FSH.

1. Préparation des extraits hypophysairves.

Les extraits hypophysaires sont préparés a partir des poudres acétoniques soumises 4 une
extraction de 12 heures &4 4°C dans un tampon véronal 0,025 M 4 pH 8,6 contenant 2,5 p. 1 000
de sérum albumine. L’extraction est réalisée dans le rapport quantitatif initial de 1 mg de poudre
acétonique brute/ml de milieu d’extraction. L’extrait final est fourni par le surnageant aprés
centrifugation de 20 mn. & 3 ooo tr/mn.

2. Immunoélectrophoréses.

Elles ont été réalisées sur plaques de 25 X 76 mm en gel d’Ionagar (Difco) & 1 p. 100 de
1 mm d’épaisseur. La migration s’effectue sous une tension de 6 V/cm pendant 3 heures, I'anti-
géne est déposé a la concentration de 1 mg/ml sous un volume de 10 pl. Aprés immunodiffusion
de 48 heures, les lames sont lavées 24 heures A I’eau distillée, puis 24 heures avec une solution de
NaCl N avant d’étre colorées par I’amido-Schwartz & 1 p. 1 oco dans I'acide acétique & 7 p. 100.

3. Etude de la compétition entre c-H G, o-LH et des extvaits hypophysaives de Poissons vis-a-wis
de deux systémes vadiotmmunologiques de véfévence.

Les conditions d’utilisation de ces deux systémes ¢-HG et o-LH ont été précédemment
décrites (BReTON et al. (1971). Les deux hormones sont marquées par 1’1311 selon la tech-
nique de GREENWOOD et al. (1963). Les anticorps préparés sur Cobayes sont utilisés 4 la concen-
tration de 1/330 ooo pour l'anti ¢-HG et 1/380 000 pour I'anti o-LH. Les résultats sont obtenus
aprés 4 jours d’incubation 4 4°C en tampon véronal 0,025 M 4 pH 8,6 contenant 2,5 p. 1 0oo de
sérum albumine humaine. L’hormone libre est séparée de I’hormone liée & I’anticorps par immu-
noprécipitation du complexe par du sérum de Lapin anti y-globulines de Cobaye.

Les résultats sont exprimés par la décroissance de radioactivité :

hormone liée a 'anticorps _ B

hormone libre F

en fonction de la quantité d’hormone froide, ou d’extrait hypophysaire. Les extraits hypophysaires
suivants ont été utilisés : Carpe, Carassin, Gardon, Truite, Tilapia, Lamproie, Esturgeon, Gam-
busie, Mouton, ainsi que les hormones ovines LH et FSH, et HCG.
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4. Etude de la liaison de c-HG et o-LH & des anticorps antihormones gonadotropes (titrage
des anticorps).

L’étude a porté sur le pourcentage de liaison de ¢-HG 3] 3 des anticorps anti ¢-HG, o-LH,
0-FSH et 0-LH 181] 4 des anticorps anti o-LH et ¢c-HG, en fonction de la concentration en anticorps.

RESULTATS

A. — Etude biologique

1. Supplémentation sur Poecilia (tabl. 1).

Les préparations hypophysaires brutes de Gambusia maintiennent de fagon
satisfaisante la spermatogenése du Guppy hypophysectomisé. Les stades les plus
sensibles a4 l'hypophysectomie (derniéres générations spermatogoniales, sperma-
tocytes I et premiéres phases de la spermiogenése) ne sont que partiellement main-
tenus mais les valeurs observées restent trés supérieures 4 celles des animaux témoins
hypophysectomisés. Les préparations hypophysaires des autres espéces de Poissons
étudiées, sont beaucoup moins actives ; celles dela Carpe et du Hottu semblent avoir
moins d’effet que celles du Gardon avec laquelle la quantité de spermatocytes I
reste 1égérement plus élevée.

Aprés les supplémentations réalisées avec 1’hormone gonadotrope de Carpe
hautement purifiée (c-HG) le RGS moyen des Guppy traités, établi 4 partir de 4 ani-
maux est de 1,65 (extrémes 1,45 et 1,82). Parmi les hormones mammaliennes, seule
HCG maintient partiellement le RGS mais l'analyse histologique montre que la
quantité de cellules germinales est faible et que c’est la prolifération de tissu conjonc-
tif qui est responsable des valeurs élevées du RGS. Les premiéres générations sper-
matogoniales G,-G, sont mieux maintenues par o-FSH que par o-IH. Il faut égale-
ment noter que o-FSH et o-LH maintiennent partiellement la derniére phase (S,)
de la spermiogénése.

2. Supplémentation sur Carassin.

a) Expériences de maintien (tabl. 2).

A 1a dose de 1 yg, la poudre brute d’hypophyses de Carpe maintient la sperma-
togenése au niveau de celle des témoins comme 'hormone ¢-HG 4 0,1 pg; A la dose
de 10 pg la spermatogeneése est fortement stimulée. Par contre, la poudre hypophy-
saire de Gardon ne maintient que partiellement les spermatogonies B, les spermato-
cytes I et les spermatozoides des lobules testiculaires.

b) Expérience de regénération (tabl. 3).

Seul V'extrait hypophysaire de Carpe est capable de regénérer la spermatogenése
du Carassin hypophysectomisé & un niveau comparable & celui des témoins intacts.
Avec les extraits hypophysaires de Truite la spermatogenése n’est restaurée que de
fagon qualitative avec un rendement apparemment trés faible méme 4 la dose 100 pg/g
de poids vif. Le niveau de restauration est encore plus faible avec les préparations
hypophysaires de Tilapia : seules les dernidres générations spermatogoniales se



B. BRETON, R. BILLARD, B. JALABERT

352

Teyuswiripdxa 3o[ 1ed XneWIIUR,p 9IqUIOU : %
-anbryewosopeuosd jioddey : sHY
] 9hoojewiradg : T
. . . . . . - spstro3oasdydodLy
0% |88 T gg6‘0| 50 %00 0 200 30°0 S0°0  |61°0 T 991 surowp ],
9 [81°0 F L0 0z‘0 S0‘0 0 0 0 L00 90 F egt| 10§ HSq-0
g |ec‘0 T+ 98 820 110 %00 z0‘0 200 20°0 gg'o T %1'0] 1N S HT-0
v L8 F %1 (z0‘0 T gzolvo‘o T 60°0 [10°0 T ¥1‘0 [80°0 F L1‘0 [10‘0 F o0 joi‘0 F %ol €0 F oL1{IN ¢ 9OH
arresAydodAy
¢ lseo F %'t [e0‘0 T 6z‘olso‘0 T g9z‘0(z00 T 90‘0 [10‘0 F 680°0|%0‘0 F 9g0‘0|80‘0 F £6‘0|66‘0 F 98|87 01 arpnod
)01
3 3 < 3 < 3 3 1 i T ‘< ‘ ¢ < 3 @Hmmmxmﬁ«&onw.hg mwmeOHOOm%&Q&hm
L [19°% F %L1 |ar'0 F ze‘oler‘o F ogo |o‘0 F sgo [g1'0 F ¥go [10‘0 TF s91080°0 T ¥i‘0| g0 F se‘i|Sr ol azpnod
uopien)
arresAydodAq
L |63‘0 T 96T |g¥‘0 T 180|800 F 910 [110 F <oz‘olro‘o F s0‘0 [10‘0 F s0‘0 [FT‘0 F 810[9%0 F L[S0t axpnod
adre)
arresAgdod Ay
o1 |68°0 T 02 {81°0 F 6%‘0fc0‘0 T g0 [v0‘0 F 910 [80‘0 F 920 |91‘0 F gg0 [Li‘0 T Ls'olicto F svg|Sior ‘axpnod
eIsnquies)
g1 |ze‘o F so'e {800 T zs‘o|vo‘0 T 8%‘0 1800 F ¥%0 |L0'0 T 9¢°0 [z1'0 T 16°0 [1%0 T 65°C|S3‘0 F 9¢°C XNBULIOU SUTOWR],
1.8 LT
r)-8xy n-In) 3UOUILIOY,P No
u sod 'S ’ i S 1 ssoq | sesfydoddy,p Eoiwmwww v
soruodojewredg ssnauuop 203dsH &

oord §6 = ¢ ufzg

7 F axpputwips aqug yed s33s£9 op uakowr axquiou 9] jusnbipur sinafes so

S7S1Ut0995SAY G0 Ay BJBINOIISI BI[I0S0J 7P 75qUIF0IWMAITS D] 9P UILPUIDUE 3] ANS
SIUUIDUMDUL SIFOLJOPOUOST SIUOUAAOY S 13
suoss10d ap souwsdydodhy smvuxa ssp avd suonvpusmziddns op spffa

I QvVaAIavl



353

sopnyeurtads : g

/

2

1ejuswLipdxa j0f red xneunue,p 9IGUWIOU : #% so14o0jenrads : §
onbrjewosopeuod jiodder : §OHY ¢ seruoSojewrrads : €x)
soprozoyeunrads : ¢g Vv semuogojeurtads : Vo)
£2‘0 T 68°0 | €3°0 1~ 9°C 0 £0'0 F g1'0 | 00 F ¥%'0 | g1°0 F 1%'0 [61'0 F ec'0| 57y uoples)
arresAydodAy aipnod
g1 F £9°1 | 19°0 F %'y | g1'0 T L0 | ve'o F g1 | 0‘0 T 19% | 310 F 10 | 1o F ey 2y i ao&aw P
— . . . . amesAydodAy sapnod | s
10 F ue's | 19°0 F £8°9 380 F £8% | €51 F ¢8'9 | L8‘0 F 893 |a1‘0 T 9g'0 | 6%'0 T og'v| oy | nv&mm prod | ssspmozoasdydeddy
adie) op
Lzo F %51 | ec T 269 [ %00 T 810 | 90°0 F 080 | 110 F g0 |g10 F 1g'0 | ¢1‘0 F g6‘0 | 87 10 |edomopeuod swoumwiog
OH-?
- . . . . . XNEUWIOU
68°0 F g0°T | £8c F 91°9 | L1‘0 T 6%0 | §1°0 T 06°0 | 120 F 09‘0 | €00 TF 91°0 | ¥5‘0 F 8L°0 J———
oW L
o . ‘ e . i | are o | are . sgstwojoesAydod Ay
y1°0 F gg'0 | 81°0 T €21 0 0 800 F 110 | 61°0 T 6%0 | 61°0 T TS0 smowa ],
a v sesAydodAy,p urssele;)
94 S 's s 9 o 10398 esed asnouuop 203ds7 mMIA091 TP jerg

SPECIFICITE ZOOLOGIQUE DES GONADOTROPINES

erodioo sprod op $§fernoryseyforrenyed srroSgres anbeyo red
9dnooo guwr ue swnjoA ne JuSpuodsoLIOd SIndfeA SO

ps1utogaashydodhy uissvavyy np aspuadomwaads vy ap uatpmvw 9] Ans
2dav) 9p 2do410pvu0S Juowsoy p 12 UOpAv) ‘oguvy 9p Samwshkydodly spvaxsp sl

¢ QvVATdAVY



B. BRETON, R. BILLARD, B. JALABERT

354

S y1‘'0 F %0 0 0 0 0 1o T 1€‘o |81°0 T €6° Ins D0H

b 80°0 T €20 0 0 0 0 31°0 ¥ 680 |£00 F 9z0‘0| Srig HSI-0

g so‘o F 0g‘0 0 0 0 0 60‘0 F zz‘o {%0'0 T %T‘0 Sdg HT-0

S eg‘'0 T %60 0 0 0 HL'0 F ¢80 | 810 F 0%‘0 |98‘0 T 6L0 87 001 erdeqr],

4 L10 F 630 0 0 0 %00 2g‘0 F gL'o |6z'o F 190 | Sror erdeiy, spstwojoesAydod Ay

Yy 120 F 19°0 | ¢0‘0 F 110 %00 0 60°0 $0‘0 T 92°0 |z%'0 T 68T 87 001 ajIniy,

y g0 T %9° 20°0 0 0 10 F1z‘o | gz0 T Lo | g0 F g1t o1 aymnIy

g Lg0 680 | 990 T GL'0 | L9°0 F 380 | L0 T S6T | 80 F ¥%‘T1 | 90‘0 F %50 | 30 F 6%‘0 Srdgy adre)

L %10 F L%°0 | ¢g‘0 F €L0 | 81°0 T 880 | 9€0 T €9°T | ‘0 F ¥9‘0 | €0‘0 F gg‘0 610 F &S0 Srig adrep

. . . . sosturoldasAydod 4

L €00 F 9z°0 | Lo‘0 F 80°0 0 0 %00 Lo‘o Fog'o {110 F @¥'0 7 mwsawa 4

L yo'0 T %80 | L20 F+ ¢V {310 T g0V | 6‘0 F g0 10 T 650 | Lo‘0 F g0 |91°0 F 82T $}0BJUL SUTOWR],
ary A£3) suourioy,p no —

u SOy dg £ S 101198 ™ asoq asfydodAy,p u=o>®w3 :@,vaﬁ‘m
setuo8oreunladg asnauuop 993dsH 4

25109095y JodRy uissvav) np
ISqUaTOIOMAIGS D] AP UOUDAIUITI4 D] ANS SIUUIYDMMDUWL SIFOAOPDUOS SIUOUAOY SIP 39
vidop ] ‘apna adivsy ap sanwsdydodly sonbruogov sposxa sap wwd suouvpuswgiddns sap spaffg

€ avaravy



SPECIFICITE ZOOLOGIQUE DES GONADOTROPINES 355

reconstituent et la méiose n’est jamais engagée. Les hormones mammaliennes n’ont
aucun effet et le RGS est particuliérement faible, excepté pour HCG qui maintient
mieux la structure des cellules de Sertoli que LH et FSH.

3. Etude du déplacement de c-HG 1 et o-LH I, de lewrs complexes antigene-anti-
corps par des extraits hypophysaires de Poissons et des hormones mammaliennes.

Les extraits hypophysaires de Carpe et de Carassin inhibent totalement la
liaison de ¢-HG 11 & son anticorps homologue (fig. 1). Par contre, cette liaison n’est
pas totalement inhibée par l'extrait hypophysaire d'un autre Cyprinidé, le Gardon.

hormones
5 10 pg/ml extraits hypophysaires 20

O.FSH.HCG extrait hypophysaire ovin

O —0:
Mo,m

Esturgeon

\A Gambusia

Truite

Tilapia

Lamproie

Carassin

Carpe

1T T ¥

T
1020 50 Ko C.HG extraits hypophysaires {Carpe - Carassin) 500 ng/ml

Fic 1. — Courbes de déplacement de c-HG I du complexe c-HG I anis c-HG
par différents extraits hypophysaires de Poissons
¢t des hormones gonadotropes mammaliennes

Dans les deux cas il y a peu de différence dans les pourcentages d’inhibition obtenus,
mais les concentrations d’extraits hypophysaires nécessaires pour obtenir des résul-
tats équivalents varient de 0,025 4 0,5 pg/ml dans le cas de la Carpe et du Carassin,
et de 1 4 20 pug/ml pour le Gardon. Les autres extraits hypophysaires utilisés (Truite,
Tilapia) ne déplacent que trés partiellement ¢-HG *1I du systéme ¢-HG *1[-anti
c-HG ; ce résultat indique une chute de liaison immunologique entre 'anticorps
anti-hormone gonadotrope de Carpe et les principes gonadotropes contenus dans
ces extraits hypophysaires. Cette liaison devient trés faible ou.nulle avec des extraits
provenant de Gambusia et Esturgeon ou des hormones gonadotropes mammaliennes
o-LH, o-FSH et HCG.
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De méme (fig. 2) seul 'extrait de poudre acétonique d’hypophyse de Mouton
est susceptible d’inhiber totalement la liaison de o-LH *1I 3 I’anti o-LH. Les extraits
hypophysaires de Poissons ne présentent que peu ou pas d’affinité vis-a-vis de ce
systéme.

ic 25 pg/ml extraits hypophysaires 58

-0
—0
—

B/F

o———o0 Carpe
o——e Truite
O——a Esturgeon
&——=& Tilapia
so—~— Gambusia
~—— |amproie

LH ng/ml 100

Fi1c 2. — Courbe de déplacement de o-LH 31 du complexe o-LH 3] anti o-LH
par les mémes extraits et hormones.

La courbe o-LH correspond aux points entourés d’un cercle

Dans les deux systémes la plupart des extraits hypophysaires donnent des
courbes de liaison qui ne sont pas paralléles aux courbes de référence, 4 ’exception
des extraits de Carpe, Carassin et Gardon, vis-a-vis du systéme ¢-HG et de I'extrait
hypophysaire ovin vis-a~vis du systéme o-LH.

4. Etude des liaisons de c-HG et o-LH & des anticorps anti-hormone gonadotrope
(fig- 3 et 4).

L’ hormone marquée ¢-HG **'I ne se lie bien qu'a l'anticorps anti ¢-HG. Elle
ne montre pas de liaison vis-d-vis de I'anti 0-FSG et environ 5 p. 100 de liaison
vis-a-vis de 'anti o-LH (fig. 3).

De méme, la o-LH I ne présente qu'une faible affinité pour I'anticorps anti
¢-HG (fig. 4).

Les immunoélectrophoréses des extraits hypophysaires de Poissons autres que
la Carpe avec I'anti-gonadotrope de Carpe n’ont pas donné de réaction positive. Avec
Uextrait hypophysaire de Gardon on note cependant un faible arc de précipitation.
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DISCUSSION

Les résultats obtenus sur le maintien ou la restauration de la spermatogenése
de Poecilia et Carassius font apparaitre des différences considérables dans les effets
des préparations hypophysaires testées.

Des doses de ¢-HG de o,I pg/g administrées tous les 2 ou 3 jours, maintiennent
la spermatogenése du Carassin alors que des doses quotidiennes 100 fois plus élevées
n’ont pas d’effet chez le Guppy. Parmi les préparations hypophysaires brutes, seule
celle de Gambusia maintient la spermatogenése de Poecilia hypophysectomisé et
celle de Carpe assure le maintien et la regénération de la gamétogendse du Carassin
privé d’hypophyse, ce qui confirme les résultats antérieurs de BILLARD et al. (1970,
1971) ; dans les deux cas il s’agit de couples d’espéces appartenant aux mémes
familles. Plus généralement, 1'effet des extraits hypophysaires bruts, déja variable
lorsque donneurs d’hypophyses et receveurs, d’espéces différentes, appartiennent
a la méme famille (par exemple Carpe sur Carassin, trés voisins d’une part, et Gardon
ou Hottu sur Carassin d’autre part), est beaucoup plus faible lorsque donneurs et
receveurs ne sont pas de la méme famille. A la limite, lorsque donneurs et receveurs
n’appartiennent méme pas 4 la méme classe, V'effet observé est nul : c’est le cas des
hormones gonadotropes mammaliennes o-LH, ¢0-FSH et HCG sur Carassin et o-LH
et 0-FSH sur Poecilia. 11 n’est toutefois pas exclu que des doses plus élevées aient
un effet positif. Cependant, en considérant le critére du maintien ou de la regéné-
ration de la spermatogenése, par des doses équivalentes des différents extraits, il
est possible de conclure & 1'existence d'une spécificité zoologique dans I'action des
hormones gonadotropes 4 Vintérieur méme du groupe des Téléostéens. Cette notion
de spécificité zoologique est qualitative et 'on doit admettre qu’elle peut étre com-
pensée, dans une certaine mesure, par I’administration de doses plus élevées, voire
extraphysiologiques, permettant d’obtenir sensiblement le méme effet qu'une trés
faible dose de ’hormone gonadotrope homologue. Ces considérations permettent
de comprendre les contradictions apparentes entre nos résultats et d’autres travaux
récents : c’est ainsi que YAMAZAKI et DONALDSON (1968) ont regénéré la spermato-
genése du Carassin hypophysectomisé avec des extraits hypophysaires partiellement
purifiés de Saumon SG-Gig, mais 'explication réside probablement dans les diffé-
rences de doses et d’activité des préparations utilisées. D’aprés le test de maturation
in vitro des ovocytes de la Truite, SG-Gyq est 60 fois plus actif que la préparation
brute de Truite dont nous disposons (JALABERT éf al., 1973). Compte tenu des doses
administrées par YAMAZAKI et DONALDSON, les quantités d’hormones mises en ceuvre
étaient 60 fois plus élevées que dans la présente expérience. Il est dans ces conditions
vraisemblable que de telles doses extraphysiologiques, aient pu régénérer au
moins partiellement la spermatogenése 4 un niveau que l'absence d’évaluation
quantitative ne permet pas d’apprécier.

En ce qui concerne les regénérations de la spermatogenése et les stimulations
ovariennes du Poisson-Chat indien Heferopneustes fossilis, observées par SUNDARARA]
et ses collaborateurs (SUNDARARA] et GOSWAMI, 1966 ; SUNDARARA] et NAVVAR
1967, SUNDARARAJ ¢! al., 1972 ; SUNDARARAT et ANAND, 1972), elles sont vraisem-
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blablement le résultat d’une compensation de spécificité par surdosage. Il est d’ail-
leurs apparu récemment que LH considérée comme gamétocinétique dans cette
espéce était cependant 10 fois moins active que SG-Gio (SUNDARARAT et ANAND,
1972).

Dans un travail récent, FONTAINE e¢f al. (1972) considérant I'effet de 2 hormones
gonadotropes pisciaires hautement purifiées (Carpe = c¢-HG, BURZAWA-GERARD,
1971 ; et Saumon, DONALDSON ¢ al, 1972) sur un méme récepteur (activité adenylcy-
clasique de I'ovaire de Carassius auratus) concluent aussi & I'existence d’une spéci-
ficité d’action de ces deux hormones.

Les résultats obtenus par immunologie recoupent les précédents. Les dépla-
cements observés montrent qu’il existe & 1'intérieur méme du groupe des Téléostéens
une spécificité immunologique importante entre les hormones gonadotropes. Les
3 espéces de Cyprinidés testés : Carpe, Carassin, Gardon, ne montrent pas de diffé-
rences antigéniques importantes alors que le croisement immunologique diminue
plus ou moins par rapport i la référence Carpe, avec les autres espéces utilisées,
selon les familles auxquelles elles appartiennent. Ces résultats suggérent qu’il doit
exister des déterminants antigéniques communs 4 certaines hormones gonadotropes
de Poissons, et une évolution de la molécule hormonale selon les espéces, certaines
(Gambusia, par exemple) ne possédant aucun caractére immunologique de I’hor~
mone utilisée dans le systéme de référence.

I’absence de réactions immunologiques entre la LH, la FSH, 'HCG et l'anti
¢-HG d’une part, et ¢-HG et les anti o-LH, o-FSH d’autre part, montre qu’il ne
doit pas y avoir de communauté antigénique entre ces hormones mammaliennes et
I'hormone gonadotrope de Carpe. I’analyse séquentielle de cette hormone n’a pas
été réalisée, mais sa composition en résidus d’acides aminés par moles (BURZAWA-
GERARD, 1968) est trés différente de celle de LH, de FSH de différentes origines :
ovine (D¥ 14 L1ossa et al., 1968) ; PAPROFF et al., 1967) ; bovine (L1a0 et PIERCE,
1970) ; humaine (SAXENA et RaTHNAM, 1971) et de celle de HCG.

Les faits expérimentaux exposés dans cette étude immunologique et biologique,
ne semblent pas confirmer que I'hormone gonadotrope de la Carpe et du Carassin
soit de type LH, FSH ou HCG. Cette hormone gonadotrope serait également diffé-
rente de la LH de Poulet ainsi que le démontrent les résultats de ScANES ef al. (1972).
Avec un anticorps anti-LH de Poulet, des réactions croisées complétes ne peuvent
étre obtenues qu’avec des extraits hypophysaires d’autres oiseaux. Les hormones pu-
rifiées 0-LH, 0-FSH, les hormones gonadotropes de Tortue (PAPKOFF et LIcHT, 1972)
et de Carpe ne montrent qu'une liaison équivalente & celle de la 0-LH 4 ’anti ¢-HG.
Inversement de la LH de Poulet IRC; (}) n’a pas montré de liaison avec l'anti ¢-HG
utilisé dans cette expérience.

La ¢-HG serait une hormone propre aux Cyprinidés, sans similitude avec celles
des Mammiféres et celles des Vertébrés des Classes supérieures.

Regu pour publication en avril 1973.

(1) Cette LH nous a été fournie par le Dr. B. K. FOLLET que nous remercions.
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SUMMARY

ACTION SPECIFICITY AND IMMUNOLOGICAYL RELATIONS
OF GONADOTROPIC HORMONES IN SOME TELEOST FISH

There is widespread confusion in the idea of action specificity of gonadotropic hormones
in fish. Two methods were used to define this notion : comparison of biological activities of various
pituitary extracts of fish on the same testicular receiver ; determination of their immunological
behavior in relation to highly specific antibodies against carp gonadotropic hormone, ¢-HG and
o-LH. Spermatogenesis of hypophysectomized goldfish, Carassius auratus, and guppy, Poecilia
reticulata, can only be quantitatively regenerated with gonadotropic hormones or autologous
pituitary extracts of a donnor species very similar to the receiver species. The isotopic compe-
tition technique gives comparable results in relation to specific antibodies having a definite
molecular entity. Only pituitary extracts of carp and other cyprinids can displace carp hormone
labelled with iodine 1811 (¢c-131HGI) from the anti c-HG-¢-HGI! complex. Mammalian hormones
o-LH, o-FSH and HCG have never shown effect on goldfish or guppy spermatogenesis or affinity
in regard to antibodies specifically against a fish gonadotropic hormone. These results confirm
that pituitary gonadotropic hormones have a zoologic action specificity between mammals and
Teleost fishes and even within different families of Teleosts.
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