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ENDOCRINOLOGIE. — Cinédtigue de libération in vitro de 17a . hydroxy-20
dihydroprogestérone par des follicules de Truite arc-en-ciel, Salmo gairdnerii. Note (*) de
Alexis Fostier, Bernard Jalabert, Christopher Campbell, Michel Terqui et Bernard Breton,
présentée par Maurice Fontaine.

Un dosage radioimmunologique spécifique a été utilisé pour suivie la libération de 17« hydroxy-
20 B dihydroprogestérone par des follicules ovariens entiers de 2 truites arc-en-ciel, au cours de la maturation
ovocytaire, induite in vitro par la gonadotropine glycoproteique maturante de salmonide (s-GtH). Sans stimulation
gonadotrope, la production de ce progestagéne restc trés faible. Elle s’aceroft fortement avec 'augmentation des
niveaux de s-GtH maintenus dans le milieu. A chacun de ces niveaux, elle est plus importante pour des follicules
provenant de la femelle donneuse 1a plus proche de sa date d’ovulation supposée. Par ailleurs les fortes quantités de
progestagéne produites sont en accord avec les fortes teneurs mesurées dans le plasma d’animaux préts a ovuler.

A specific radioimmunoassay has been used to follow the synthesis of the 17 o hydroxy-20 B dikydroprogesterone
in vitro by ovarian follicles of 2 Rainbow Trout, during the oocyte maturation stimulated with a pure salmon
glycoproteic maturational gonadotropin.  Very low levels have been measured without stimulation.  The progestagen
production was increasing with the level of GtH dose used. It was much higher with ovarian follicles coming from the
Jemale sacrified near the period of ovulation. The high quantities, produced were in good agreement with the high
levels found in plasma of ovulating females.

En 1960, Idler, Fagerlund et Ronald isolaient et identifiaient la 17« hydroxy-
20 B dihydroprogestérone (17 o 20 3OHP) a partir de plasma de Saumons du Pacifigue,
Oncorhynchus nerka, capturés pendant leur saison de reproduction [1]. Son efficacité s’est
révélée prédominante sur la maturation ir virro d’ovocytes de Truite, Salmo gairdnerii [2].
Par ailleurs, la comparaison des cinétiques de maturation induite soit par la 17« 20  OHP,
soit par la gonadotropine glycoproteique (GtH) ([3], [4]), ainsi que I'¢tude des phases
sensibles aux antibiotiques [5], conduisent a penser que la 17a 203 OHP est le relais
folliculaire de ia GtH. Aussi avons nous recherché, a I’aide d’un dosage radioimmunologique
spécifique, ’existence d’une stimulation de la production de 17 o 20 § OHP dans des milieux
de culture d’ovocytes de Truite, soumis a I’action maturante de la GtH.

MATERIEL ET METHODES. — Hormones et antiserum. — La gonadotropine utilisée a été
purifiée a partir d’hypophyses de Saumon, Oncorhynchus tschawytscha, capturés au moment
de leur ponte [3] : 1pg a la méme activité sur la maturation ovocytaire [4] que 30 pug de
proteine d’un extrait hypophysaire aqueux total.

L’immunsérum anti 17 o 20 B OHP a été obtenu par immunisation de 1 lapin par le dérivé
3-Ométhylcarboxyméthyloxime [6] couplé & I"albumine sérique bovine [7].

La 170 203 OHP tritiée a été préparée par réduction de la 1.2.6.7-*H-17a OHP
(Amersham Centre a. s.=2,52 TBq/mM) [8].

Dosage radioimmunologique. — 11 a été effectué dans les mémes conditions que celles
décrites pour le dosage de I'aestradiol-17 3 [9], excepté la séparation des fractions liées et
libres de "hormone réalisée ici a ’aide de polyéthyléne glycol [10]. Considérant les rapports
des concentrations de stéroides inhibant a 50 9/ la liaison du traceur tritié [11] ou les rapports
de décroissance de liaison par rapport au point 0 de la courbe d’étalonnage pour 0,100 ng de
stéroide par tube de dosage [12], les indices de compétition de la 20 B dihydroprogestérone
sont respectivement de 2 et 20 %. Par ailleurs 100 ng de proge‘stérone, prégnénolone,
17 o hydroxyprogestérone, 20 o dihydroprogestérone, cortisone, 20 f dihydrocortisone ou
de déoxycorticostérone déplacent moins le traceur que 0,020 ng de 17 o 20 $ OHP. Enfin

“aucun déplacement n’est obtenu avec le cortisol, la corticostérone, la testostérone, la
11 cétotestostérone, I’cestradiol-17 B et I'astrone, essayés jusqu’a 100 ng par tube de dosage.
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La sensibilité du dosage est estimé & 0,012 ng par tube. Deux échantillons dosés plusieurs fois
ont permis d’estimer les coefficients de variation suivants : 3 % (n=6) pour 81 ng/ml et
4 9 (n=>35) pour 3ng/ml.

Cultures. — Les ovaires ont été prélevés au mois de décembre sur deux femelles agées de
3 ans. Pour chaque femelle et pour chaque niveau de GtH deux cultures de cent ovocytes,
dans leur follicule, ont été préparées dans 20 ml de milieu minéral sans antibiotique [5]; et
maintenues 4-12,5°C dans des caissons oxygénés. L’une a servi aux prélévementsde 0, 1, 2, 3,
6et 12 h d’incubation; 'autre & ceux de 0, 24, 36, 48 et 72 h. Chaque prélévement portait sur
1 ml de milieu. Les doses suivantes de GtH ont été choisies : 0,4 et 20 ng/ml, correspondant a
des concentrations plasmatiques trouvées avant ’ovulation chez la Truite arc-en-ciel [9]; 50
et 100 ng/ml, correspondant & celles trouvées aprés I’'ovulation [13]; et 250 ng/ml.

TABLEAU

Caractéristiques des femelles sacrifiées (le 20/12/79) et de leurs ovaires

ene 1l ¢n® 2
I Poids du corps en gramme. ... ... ........... 800 700
Rapport gonadosomatique en pour cent.. .. . .. .. ' 17,8 17,6
Rapport hepatosomatique en pour cent. .. ... ... 2,0 . 1,5
Stade de migration du noyau.. . .. .......... -.. En périphéric Fin migration
Dose efflcace a 50 %, de maturation (ng/ml)
parla s-GtH.. .. ... e e 43 93

parla 17¢ 20BOHP.. .. ... ... ... e 9.4 36

RESULTATS. — L’analyse des stades de migration du noyau ovocytaire [14], ainsi que celle
des réponses aux inductions hormonales (tableau), laissent penser que la femelle n° 1est plus
précoce que la femelle n° 2.

Dans les incubations témoins les niveaux de 17 o 20 B OHP restent faibles pour les deux
femelles (inférieurs a 0,80 ng/ml), la production estimée par follicule aprés 72 h de culture
¢tantde 0,09 ng pour la femellen® 1etde 0,13 ng/ml pourlan® 2. Une stimulation par la plus
faible dose de GtH utilisée (4 ng/ml) est détectable a 36 hpour lan® 1 eta 72 h pour lan® 2.
Cette avance dans la détection de la stimulation de la femelle n° 1 se retrouve pour les autres
doses de GtH ( fig. 1). »

Dans la limite des doses essayées, la production de 17 20BOHP croit avec la

- concentration en GtH établie dans le milieu, et cela pour les deux femelles ( fig. 2). Il apparait
cependant un phénomeéne de saturation, plus marqué pour la femelle la moins sensible (n® 2).

Enfin, pour toutes les doses de GtH, les réponses de la femelle la plus précoce (n® 1) sontles

plus amples. -

Discussion. — L’absence de détection de 170 20 OHP par van Bohemen et
Lambert [15] dans des incubations d’ovaire de Truite, sans stimulation gonadotrope, en
présence de précurseurs tritiés s’explique sans doute par le choix de stades physiologiques
éloignes de I'ovulation. Par ailleurs sa libération spontanée, sans stimulation gonadotrope,
reste faible : une centaine de picogrammes/follicule apres 72 h de culture. '

Le délai minimal nécessaire, dans nos conditions de mesure, & une détection de la
stimulation (12 h) par des fortes doses de GtH est en accord avec le retard d’une douzaine

d’heures constaté entre une maturation induite par la GtH et celle induite par la
172 20 B OHP [5].
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Fig. 1. — Cinétique de libération de 17 « 20 B OHP dans les milieux de cultures d’ovocytes de Truite, en présence de
concentrations croissantes de GtH (les cultures de controle, sans GtH, correspondent a une production de 0,09 et
0,13 ng respectivement pour la femelle n° 1 et n° 2 aprés 72 h d’incubation).
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Fig. 2 — Concentrations en 17 ¢ 20 OHP aprés 72 h de cultures d’ovocytes de Truite
en présence de concentrations croissantes de GtH.

Sil’on considére qu'un ovaire de 1 truite de la taille de celles utilisées ici contient de 2 000 a
3000 follicules, la production de 2,8 ng/follicule aprés 72 h de culture, chez un animal
proche de I'ovulation et pour une concentration en GtH physiologique (20 ng/ml), est
compatible avec les fortes teneurs mesurées par dilution isotopique dans le plasma de Truites
prélevées A cette méme période du cycle sexuel (420 ng/ml) [16].
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La gonadotropine glycoproteique maturante, hautement purifiée, de salmonidé, est donc
capable, a clle seule, de stimuler non seulement la synthése d’ocstradiol-l7dB chezla femelle en
vitellogenése ([17], [18]), mais également celle de 17 e hydroxy-20 B dihydroprogestérone

N

chez la femelle préte a entrer en maturation meiotique. Ce stéroide apparait donc bien
comme le relais de I'action de la GtH sur la maturation ovocytaire.

(*) Remise le 23 février 1981, acceptée aprés révision le 9 mars 1981,
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