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-Summary. — The excretion of immunoreactive and radioactive’

' material -in. urine was studied. after intravenous injection of

‘osynthetic LH-RH in a' rabbit and'in a man. The. LH-RH-like

‘i immunoreactive substance (LHRH-LIS) found . in . unextracted -

.urine. by . radioimmunoassay -was excreted - within the - same

. timelag and in the same proportions in the rabbit and in the
‘human. , The urinary LHRH-LIS showed immunological proper-

ties identical to those of synthetic LH-RH. The physicochemical .

properties of the urinary LHRH-LIS were similar in' the rabbit

.- and in the human, but different from those of synthetic LH-RH,

4 as shown by purifications on’sephadex.

“Depuis peu, le dosage de I’hormone “hypothalamique libérant les
gonadotrophines (LH-RH) a été'mis au point (1*a 9*). 11 a été appliqué
ala mise en évidence de LH-RH dans le sérum aprés administration du
peptide ‘de synthése, comme nous I’avons réalisé par voie intra-
nasale (10*). Cependant, la recherche des valeurs basales de LH-RH
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éndogéne dans le sérum est malaisée en raison de nombreux facteurs :
la demi-vie courte du LH-RH dans le sérum (3*, 6*, 11*,12"), les quan-
tités circulantes peu élevées et situées 4 la limite de sensibilité du
dosage, les effets inhibiteurs non spécifiques d’autres constituants du
sérum sur le dosage, la destruction du LH-RH par les peptidases
sériques, et enfin, les variations rapides des taux circulants en raison’
du mode pulsatile de’ sécrétion du LH-RH dans le sang 13-, C14%).
iDés- lors, différents auteurs se sont intéressés a la mise en évidence
du LH-RH dans les urines et ont étudié I’excrétion urinaire du LH-RH
synthétique tritié chez le Rat (15*) et chez 'Homme (3*). De méme
Pexcrétion urinaire du LH-RH synthétique froid a été etud1ee chez
PYHomme (8*, 16*).
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Radioactivité et immunoréactivité excrétées dans l'urine recueillie par
cathétérisme urétéral bilatéral chez un lapin au cours des 450 minutes sui-
vant Pinjection intraveineuse de 4,8 X 1086 cpm de LH-RH marque 4 125] et
de 25 ng de LH-RH froid. ) ) .

Nous avons recherché dans quel délai et dans quelles proportions Ie
LH-RH était excrete dans les urlnes, chez le Lapin et chez ]Homme
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4 (14') Seyler L. E. Jr. & Reichlin S J. Clin. Endocnnol Metab., 1974 39
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Enfin, nous avons comparé les propriétés du LH-RH synthétique a
celles du matériel urinaire. En raison de ses propriétés immunologiques
semblables au LH-RH synthétique, le matériel urinaire est appelé
- LHRH-LIS (LHRH-Like Immunoreactive Substance). - § Far

Matériel et Méthodes. — A. MATERIEL. — Le LH-RH . synthétique
administré par voie intraveinéuse et utilisé comme standard pour le
dosage radioimmunologique a été fourni par les laboratoires Hoechst
A.G. S : ' :
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Chromatographie sur Sephadex G 25 médium (40 X 1 em) en tampon
HAc 0,01 M + ‘gélatine 0,1 %. Dosage de I’'immunoréactivité (en haut) et de
la radioactivité (en bas) dans les fractions d’1 ml éluées. En pointillé
LH-RH synthétique froid et marqué. En trait plein : purification de 100 pl
d’urine -de lapin provenant de la fraction excrétée entre 30 et 60 minutes
aprés Iinjection de LH-RH synthétique froid et marqué (cf. tableau I), - ...

’

Utilisant Phormone’ éyhthétique marquée ‘obtenue selon 1d méthode
de Greenwood et coll. (17*) et Pantisérum R-42 offert par le Dr. Nis-
~wender (2%), les caractéristiques du dosage radioimmunologique - du

(17*) Greenwood F. C., Hunter W. M, & Glover J., Biochem. J., 1963, 89, 114.
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LH-RH par simple anticorps.et fixation' de la radioactivité libre au
charcoal ont été décrites précédemment (10%). - 23

Les échantillons d’urine étudiés proviennent de deux sujets : 1) chez
le lapin male adulte de 3 kg, 4,8 X 106 cpm de LH-RH marqué par 1251
et 25 pg de LH-RH froid ont été injectés simultanément par voie
intraveineuse, L’urine a été recueillie par des cathéters urétéraux. bila-
téraux au cours-des. 30 minutes qui ont précédé linjection ainsi qu’au
cours des 450 minutes qui ont suivi celle-ci, 2) Chez un gargon pubére
de 30 kg, l'urine fut recueillie par, sondage vésical 30 minutes avant
I'injection ainsi qu’au cours des 120 minutes qui suivirent Padministra-
tion intraveineuse rapide de 300 pg de LH-RH. Des échantillons suc-
cessifs de 10 ml d’urine furent obtenus au cours des intervalles sui-
vants : 0 a 30, 30 & 55, 55 4 60, 60 a4 85, 85 a 100, et 100 4 120 minutes
apreés l'injection. - -

5 e
IV.300ug LH-RH

30.55°

s
T

S5.60° p

~
T

LH-RHpg[mix10-3

5 - U i u 16 n -6 u ] u 18 U
FRACTIONS lIml]

Fic. 3.

Aprés injection i.v. de 300 ug de LH-RH synthétique a un homme et recueil
des urines par sondage vésical durant les 120 minutes suivant Linjection, 6
échantillons consécutifs de 10 ml d’urine ont été obtenus ; 1 ml de chaque
échantillon a été étudié par chromatographie sur Sephadex G 25 (40 X 1 cm) -
en tampon HAc 0,01 M —+ gélatine 0,1 %. Le pic d’immunoréactivité élué a.
partir de chacun de ces échantillons est illustré. . ; . Lo 2

B. MfTHODES. — 1. Mesure de la radioactivité : la radioactivité de-
tous les échantillons successifs d’urine recueillis chez le lapin a été
mesurée par un compteur gamma Philips et exprimée en cpm (coups
par minute). Le volume. de chaque échantillon a été déterminé et la
radioactivité ‘de chacun d’eux a été rapportée a un volume unitaire
d’1 ml d’urine, , , P
.2, Mesure de I'immunoréactivité : les échantillons d’urine obtenus
chez. le Lapin ont-été rassemblés pour constituer des fractions.semi-
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horaires. La quantité de LHRH-LIS présente dans ces.fractions a été
déterminée par dosage radioimmunologique. De méme,. 0,1 ml d’urine
‘provenant de chacune ‘des 7 fractions de 10 ml recueillies  chez
PHomme, a fait ’objet d’un dosage. L’absence d’effets d’inhibition non
spécifique de T'urine sur le dosage a été contrélée en: réalisant une
courbe de référence en présence de 0,1 ml d’urine normale, =
3.-Etude des propriétés physicochimiques : 100 pl d’urine provenant
de chacune des fractions successives recueillies chez le Lapin et'1 ml
d’urine provenant de chaque échantillon de 10 ml obtenu chez PHomme
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- LHRH-LIS urinaire excrétée aprés injection i.v. de LH-RH synthétique et

étudiée par chromatographie d’un échantillon d’1' ml provenant de la méme

urine non extraite, sur Sephadex G 25 (40 X 1 cm) en tampon.HAc 0,01 M ou

I%Ag 1 N. Dosage radioimmunologique de LH-RH dans les fractions d’1 ml
éluées. : . : - :

ont été étudiés par chromatographie sur Sephadex G 25. (40 X 1 cm).
Le tampon d’¢lution était constitué d’acide acétique (HAc) 0,01 M -
gélatine 0,1 %. Dans le cas de I'urine humaine, ’¢lutiona également
été réalisée en HAc 1 N. Au cours de chaque chromatographie, 100 frac-
tions: d’élution ‘de 1' ml furent recueillies et dosées. Avant le' dosage
radioimmunologique, . les fractions obtenues’ dans ‘HAc 1 N. furent
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neutralisées par addition de Na:OH 1 N. Des courbes de références
réalisées .en -HAc 0,01 M ou en-HAc. 1 'N neutralisé n’étaient  pas
différentes de la courbe effectuée dans le tampon du dosage (phosphate
salin 0,05 M 4+ NaCl 0,15 M +' gélatine 0,1 %).: .- ST T
4. Ftude des propriétés immunologiques : & partir des fractions
d’urine humaine éluées sur Sephadex G 25 et contenant des valeurs les
plus élevées d’immunoréactivité, des dilutions furent réalisées ‘pour
le dosage, comparativement aux quantités de référence de LH-RH.-
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Courbe de référence du.dosage radioimmunologique du LH-RH en coor-
données .semi-logarithmiques (en trait plein). Courbes d’inhibition obtenues
4 partir de dilutions des pics de LHRH-LIS élués sur Sephadex G 25 par les
tampons HAc 0,01 M ou 1 N-(en:trait: interrompu).’ : . : o

Résullats. —vlb.iEXC_R‘}::TI‘OI:‘IViJ:BINAIRE pe LH-RH C}4I‘EZ’~LE “LAPIQN‘.J —
a. Radioactivité. — Elle apparait dans les urines 30 minutes aprés

injection intraveineuse de LH-RH marqué et est maximale 50 minutes - °

aprés linjection puis elle diminue lentement et réguliérement (fig. 1).
Au cours des 450 minutes d’observation, 2,5 %-de la quantité de radio-
activité injectée ont été excrétés dans les urines. La valeur la’ plus
élevée est observée entre 30 et 60 minutes aprés Linjection (tableau I).
La filtration sur Sephadex G 25 de 100 ul d’urine provenant de-cette
fraction, comparativement a 10.000 cpm de LH-RH synthétique, montre
que le matériel radioactif excrété dans Purine est élué plus rapidement
que le LH-RH synthétique, et sous la forme de deux pics principaux :
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le premier pic a été identifié a4 de'l’iode 125 inorganique par réaction
avec le nitrate d’argent ; il présente un volume. d’élution . identique
4 celui du pic d’iodure.obtenu lors de Ia purification de LH-RH
marqué dans. les mémes conditions de colonne et de tampon. Le
deuxiéme pic de radioactivité est élué aux environs du 45° ml. L’im-
portance de ce pic diminue au fur et.4 mesure que le temps: suivant
I’injection de LH-RH marqué augmente, La radioactivité. de ce pic ne
peut étre précipitée, ni par Lacide trichloracétique, ni par 'acétone.
La fixation de ce pic 4 Pantisérum n’a pas été étudiée. :

b. Immunoréactivité (fig. 1). — L’hormone immunoréactive n’est pas
détectable dans les- urines non extraites avant Pinjection. Le pic
d’excrétion de LHRH-LIS dans les urines se situe entre 30 et 60 minutes
aprés linjection, tandis qu'une diminution trés nette est observée
durant la deuxiéme heure d’expérience, La LHRH-LIS excrétée dans
les urines représente au total 9,12 % de la quantité d’hormone froide
injectée.- - L ;

La chromatographie sur Sephadex de 10 pl d’urine correspondant au
maximum d’excrétion montre que la LHRH-LIS excrétée dans les
urines a un volume d’¢lution’ nettement inférieur a celui du LH-RH

synthétique étudié dans les mémes conditions.

9. ExcRETION URINAIRE DE LH-RH cnez U’HomMe, — La quantité de
LHRH-LIS urinaire varie en fonction du temps par rapport au moment
de Tinjection ; elle est nulle avant l'injection, maximale entre 30 et
60 minutes aprés celle-ci, et diminue par la suite (tableau I). L’excreé-
tion de LHRH-LIS dans les urines au cours des 120 minutes suivant
Pinjection représente 0,24 % de la quantité totale de LH-RH synthétique
injectée, La filtration sur Sephadex de chacun des échantillons d’urine
obtenus aprés Pinjection (fig. 3) donne lieu 4 un pic unique de
LHRH-LIS quantitativement variable, mais .dont le volume d’¢lution -
est constant (20-21 ml), quel que soit'le moment ou:l'urine a été
recueillie. Lors de la chromatographie de cette urine en tampon HAc
1 N (fig. 4), Pélution de la LHRH-LIS s’effectue avec un volume iden-
tique 4 celui observé avec HAc 0,01 N, mais la’ quantité de matériel
immunoréactif décelée & partir d’'un méme échantillon d’urine est for-
tement augmentée (10,4 fois) en milieu acidifi¢, sans que celui-ci inter-
fére sur la courbe de référence du dosage ou sur les dosages des autres
fractions éluées en dehors du pic de LHRH-LIS. T e

Enfin, les courbes d’inhibition (fig..5). obtenues A partir. des frac-
tions contenant le pic de LHRH-LIS apparaissent paralléles a la courbe
de référence, quel que soit ’agent éluant (HAc 0,01 N ou 1 N). De plus,
ces courbes d’inhibition confirment I'existence de quantités plus élevées
de LHRH-LIS dans les fractions de la méme urine éluées par HAc 1 N,

" Discussion et Conclusion. -~ Nous avons pu montrer les points sui-
vants : ‘ ' L o

1. Chez le Lapin et chez ’'Homme, aprés injection de LH-RH syn-
thétique, nous avons mis en évidence dans les urines, sans extraction,
I’excrétion de LHRH-LIS, c’est-d-dire d’un matériel possédant des pro-
priétés immunoréactives Pidentifiant au LH-RH synthétique, ‘mais pré-
sentant des propriétés physico-chimiques le. différenciant de. celui-ci.
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-2, Les résultats:observés:chez le Lapin et chez- ’Homme comportent
divers -éléments: de similitude :: a) ‘Le:délai séparant l’injection iv. de
LH-RH et Pexcrétion urinaire-de LHRH-LIS. b): La période a laquelle
_se retrouve ’excrétion la plus- importante: de LHRH LIS (entre-30: et
60 minutes apres Yinjection). ¢) Le pourcentage 'd’excrétion’ de. LHRH-
LIS dans.les urines (0, 12-0,-24 %). d):Le comportement de la-LHRH-
LIS sur. Sephadex G:25 (volume d’élution : plus ou. moms 20 ml).

3. Dans la méme urine, les quantltes de LHRH-LIS mises en ev1dence
sont beaucoup plus 1mportantes apres chromatographle avec- I'acide
acétique’ 1'N.qu avec l’ac1de acethue 001 N, utlhses comme agents
eluants

En ce qui concerne le pourcentage d’excretlon du LH—RH dans les
urines, nos résultats sont en accord avec ceux des autres auteurs 8+,
16*). Ces"derniers n’ont pas observé de différence quant au compor-
tement- chromatOgrapluque sur Sephadex du LH-RH' synthethue et de
la' LHRH-LIS urinaire ; ; cependant la distinction entre’ les’ polypep-
tides ‘synthétique ‘et urinaire par leurs propriétés physico-chimiques
est apparue dans les études precedentes lors de purification sur carbo-
xymethylcellulose (3%, 18%), ou par l'utilisation de chromatographles
en couche mince sur gel de silice (8*). Sur la base de tous ces résultats
ces auteurs ont identifi¢ le métabolite urinaire du LH-RH au 2-10 nona-
peptide ou 3-10 octapeptide., Une étude récente de Dalhen et coll. (9*)
a montré I'existence de réaction croisée avec ces oligopeptides en
utilisant ‘Pantisérum anti LH-RH de.S. Jeffcoate (54,4 % avec le -
2-10 nonapeptlde et 74,7 % avec le 3-10 octapeptide), et absence de .
réaction croisée avec I’antisérum de G. Niswender utilisé dans notre
travail (3,8 % avec le 2-10 nonapeptide et 0,01 % avec.le 3-10 octa-
peptlde) Dés lors, le groupement antigénique déterminant, de Panti-
sérum utilisé pour le dosage radlolmmunologlque du LH-RH dans
notre travail est tel que la LHRH-LIS mise en évideace correspondrait
au décapeptide. D’autre part, Mortimer et coll. (19*) rnt étudié par'
chromatographie sur biogel P2, Ia- LHRH-LIS" extraite de sérum, par
méthanol ; ces auteurs ont ainsi montré 'identité entre le LH-RH syn-
thétique, le matériel immunoréactif extrait du sérum et enfin le ma-
tériel extrait de l’hypothalamus humain, Dés lors, on peut penser que,
si la LHRH-LIS ‘extraite des urines existe sous une forme physicochi-
mique différente du LH-RH synthétique et c1rcu1ant ces- modifications
sont en relation avec:le métabolisme de ce matériel au niveau'du rein
et son excrétion dans les urines.

Le comportement apparent de la LHRH-LIS urinaire sur Sephadex
étant celui d’un matériel de poids moléculaire plus élevé que celui
de Phormone synthétique, I'hypothése-de Vexistence du LH-RH dans
P'urine, sous une forme polymérisée ou liée 4 un substrat non immuno-
réactif, a été envisagée, Cependant, la chromatographie en HAc IN a
"donné lieu & une augmentation .de la quantité de matériel:immuno-:
réactif décelée, sans en modifier le volume d’élution sur Sephadex.
Toute perturbatlon du dosage radlolmmunologlque par 'HAc 1N ayant'

(18*) Jeffcoate S.'L. & Holland D. T., Acta endocrinol., 1975, 78, 232, ’
(19‘*) Mortlmer C. H & Dobbie H. G., J Clin. Endocrmol Metab., 1976, 43,"
8
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été exclue,. ces phénoménes démontrent ‘que 1e matériel . urinaire 'se
trouve sous une forme physico-chimique telle que Pacidité en modifie
Pimmunoréactivité, Nous avons noté précédemment linfluence impor-
‘tante du pH du méthanol sur lextraction' et la quantité de LHRH-LIS
mise ‘en- évidence 'dans l'urine humaine . (20*); Ces’ observatlons dé-
“montrent’ ainsi 1’1mportance du 'pH. des milieux experlmentaux dans
la recherche et la mise en évidence de la LHRH-LIS dans l’urlne ainsi
que dans l’etude de sa nature et de son identification,. 3

Resume — L’excretlon du matériel immunoréactif et radloactlf dans
“ Purine a été étudiée aprés injection intraveineuse de LH-RH synthe-
tique - chez le- Lapln et chez 'Homme. Le' matériel, immunoréactif
(LHRH-LIS) mis_ en évidence dans I'urine non: extraite par - dosage -
rad101mmunolog1que du LH-RH, est excrété dans des délais et des pro-
’portlons identiques "chez le Lapin et chez 'Homme. La LHRH-LIS
~urinaire présente des proprletes 1mmunolog1ques 1denthues A celles
du LH-RH synthétique, Les propriétés physico- -chimiques de'la LHRH-
LIS urinaire sont similaires chez le Lapin et chez I’Homme, mais difl¢-
rentes de celles du LH-RH synthethue, comme le montrent les purlﬁ-
catlons sur Sephadex dans dlfferentes condltlons .

{

17520*) Bourgmgnon J. P Dourcy C & Franchlmont P C. R Soc. Bwl 1976



