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Summary '/‘— The enstence of endogenous LHRH hke N

‘ lmmunoreactlwty is 'shown in human" urines after’ approprlate s
" extraction, by the radioimmunoassay‘ of 'LH RH. In ‘normaly **
eycling and menopausal ‘women the quantities of endogenous
hormone ‘found ‘in* urines:are' greater after-acid extraction than '

i': those found after extraction at pH 7. Furthermore, the increase: i

. observed: by extraction in:acidified methanol :is- directly corre-

- lated .and :proportional to the quantity of. hormone assayable i .-

" _.:hy extraction-at pH 7., The hypothe51s of urmary excretion of ..

" LHRH as a polymer of 1mmunoreact1ve units is. suggested by .

thlS study ] i

PlllSlellI‘S auteurs ont moniré precedemment que le LHRH (deca-
peptide hypothalamique libérant les gonadotrophines) était excrété en
- faible proportion dans les urines (1, 2, 3). Les quantités décelées dans
les conditions hasales sont en effet dlfﬁcﬂes a-interpréter.
Une méthode d’extraction appropriée du. LHRH synthétique marque
a été recherchée et mise au pomt dans:les urines (4). Cette méthode
d’extraction “peut. éire- appllquee la recherche de substances endo-
génes urinaires présentant la.méme immunorédactivité que le LH-RH
endogéne dans un double but : d’une part, elle permettra de quantlfler
" avec plus de prec1510n Pimmunoréactivité. endogéne du type LHRH
excrétée dans les urines, D’autre part, le comportement de cette hor-
mone urinaire au cours de ’extraction pourra étre comparé a celui du
- LHRH synthehque marque étudié precedemment 4). :

2421)5Jeffc01%t1e S. L., Holland D..T., Fraser H. M ‘& Gunn' A,, Nature 1975,'
412

(2) Reddlng T. W Kastln A, J, Gonzales-Barcena D., Coy H Cov E. J
~ Schalch D. S. & Schally AV, J. ‘Clin. Endocrinol. Metab 1973 37 626,

(3) Jeﬂ'coate S. L., Greenwood R. H & Holland D T., J Fndocr 1974, 60,
305
: (4) Bourgulgnon J P, Dourcy C &. Franchlmont P, C. R. Soc Btol 1976,
170, 194-199.
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- Matériel et Métodes, — L’extractlon (4) et-le dosage radioimmunolo-

gique du LHRH (5) ont été décrits precedemment L’hormone synthé-
tique ' (Hoeschst) ‘et 'antisérum:: almablement fourm par le: Docteur
Niswender ont: ete utilisés. ; : ; ! e

Les diuréses de 24 heures ont ewte recuellhes chez 15 femmes meno-
pausées Agées de 49 4 89 ans”ainsi’ qu’au. cours’ d’un’ cycle menstruel
complet chez deux’ femmes ‘adultes normalement reglees A l’alde de
ce matériel, 3 apphcatlons ont''été’ reahsees ik

1. Des quantltes de LHRH synthethue varlant de 1 A 125 pg ont ete

ajoutées.a des échantillons de 5 ml d’urine provenant d’une femme nor-

malement reglee, en phase folliculaire.. Ces quantités de LHRH, étaient

3

identiques a celles- utilisées pour établir,la courbe de reference du

dosage. A partir des dlﬂ‘erents echantlllons d’urmes, fl’extractlon du

[y courbe stantard’

A___ LH-RHextrait cans 5m|
urine

28

24| .

20,

161

12

Des quantltes de 4 8 16 31,762 ot 125 pg de LHRH synthethue ‘ont été
extraites dans 5 ml durlne puis dosées comparativement 4 des quantltes
identiques de LHRH dont les points constituent la courbe standard.

¥4

LHRH fut reahsee selon la technlque décrite precedemment (4) en ut111-
sant du ‘méthanol acidifié a pH 3. Par la sulte, les extraits ont été mis
en solution dans Ie’ tampon utilisé pour le dosage radlolmmunologlque,
et neutralisé avant ce dosage. Les quantltes de LHRH decelees ont ete
comparées a celles de-la courbe de référence normale :

"2, Dix colonnes de polystyréne (20 X2 ecm) contenant 12g de Sphe-
rosﬂ ont été constituées, ‘Un litre d’urine de femme; adulte normale .en
phase fo]hculalre a ete repartl en 10 echantlllons de 100 ml. Chaque

(5) Burger H & I‘ranchxmont P in R’ldmxmmunoassav methodo]ogy and
applications’ in phys1010gy and, in. cllnlcal studles, G. Thxeme publ Stuttgalt,
1974, p. 61, ]
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échantillon de: 100 ‘inl ‘a- été déposé: sur une colonne ;: I’élution‘de
- Pimmunoréactivité endogéne a été réalisée en traitant chaque colonne
~‘sucéessivement par:100 ml de ‘métanol:pH 7 ‘puis 100 ml de. meéthanol
acidifié 4 pH 3. Un échantillon unique de 100:ml a-été recueilli-lors
du passage du méthanol pH 7 tandis que 10 fractions successives.de
10 ml ont été recueillies lors de l’elutlon par le méthanol a4 pH 3. Les
10 fractlons ncorrespondantes de’ chaque colonne:ont été rassemblees
Ainsi, un aliquot unique de- 1000 mil .a. rassemblé les  10. fractions de
100 ml obtenues avec le methanol pH 7et 10 echantlllons consécutifs
de 100 ml ont été obtenus avec les fractions successives' d’élution par
le methanol pH 3. Ces’ dlfferents ahquots ont ensulte ete evapores,
remls ‘en’ solutlon, et neutralisés. e

‘A partlr de'ces extralts, des dllutlons ont ete effectuees et Ie dosage
radlolmmunologlque réalisé.’ ’
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Elutlon de Iimmunoréactivité endogene du type IHRH a partlr d’un litre
d’urine ‘par, successlvement un litre .de méthanol pH 7 puis un litre de
méthanol: pH- 3. Dosage rad101mmun0]oﬂ1que du LHRH dans une fractlon

T

}umque d’extralt a pH 7 et 10 fractlons successxves d’extraxt a pH 3 :

I -\ partlr des dlureses de 24 heures recuelllles chez des femmes
adultes normalement réglées et ménopausées, des échantillons de 5.ml
ont été extraits comparativement en utilisant’du méthanol, soit neutre,
soit acidifi¢ 4 pH 3, Par la’suite'le dosage radlolmmunologlque a été
réalisé sur ces _extraits, prealablement mls en solutlon et neutrallses
par NaOH 0,01 M. -

“Résultats. =1, La* figure ‘1. montre ‘la comparaison- entre Ia courbe
standard et les ‘différentes ‘quantités de. LHRH équivalentes mises en
. solution dans de I'urine humaine normale et ensuite exiraites de.cette
urine. Lorsque la quantité de LHRH est égale ou inférieure:a 16 pg/
tube, on’ observe ‘dans les extraits d’urine des quantités - d’immuno-
réactivité superleures 4 celle de I’hormone synthétique a]outee a
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Purine. Cette différence observée pour-de faibles quantités:d’hormone
est probablement due 4 linterférence de Pimmunoréactivité endogéne
présente dans Yurine. Par contre, lorsque la.quantité d’hormone syn-
thétique dépasse 16 pg/tube, 'immunoréactivité exiraite des:urines de-
vient inférieure aux quantités de la courbe de référence. Le rendement:
de Pextraction de LHRH synthétique froid. de I'urine a pu étre calculé
comme variant entre 73 et 79 %, en tenant .compte de linterférence de
Phormone endogéne urinaire qui est egalement IIIISB en ev1dence par le
dosage radlolmmunologlque :

2. La ﬁgure 2 illustre I’élution de 1’1mmun0react1v1te envdogene du
type LHRH 4 partir.d’un litre d’urine. Lors de I'élution par le méta-
nol pH 7, une premiére fractlon d’1mmunoreact1v1te est recuellhe

sz
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Fic. 3.

(‘ourbe standard du dosage rad101mmunolog1que du LHRH et courbes
comparatlves de dilution:des fractions obtenue; lors 'de l’elutlon du LHRH
urinaire endogene par le méthanol pH"3. . : B

L L fome t gy e v g i

(6,4 ng/litre). Une seconde fraction un peu. plus importante (8,8 ng/
litre) est obtenue avec le méthanol acidifié a pH 3.'Au .cours de cette
élution, on observe une augmentatlon progresswe des  quantités déce-
lées dans chaque fraction de 100 ml ; avec une élution maximale a'la
6° fraction (1.600 pg/100 ml),: Chaque fraction a:fait 'objet de plusjeurs
dilutions pour le dosage radioimmunologique, et les courbes ainsi obte-
nues sont paralleles 4 la:courbe standard, Certames d’entre elles sont
montrées a titre d’exemple ala fig. 3 o v
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3 ‘Les quantités'de LHRH urlnalre excrétées au cours de 24. heures
- différent 51gn1ﬁcat1vement selon que Pextraction a été effectuée avec du
.méthanol a4 pH 7 oua pH 3. Cetté différence est: observée ‘aussi- bien
chez la femme normalement réglée qu’a’la ménopause, et:les résultats
sont significativement” plus “élevés lorsque l’elutlon de l’hormone est
i rcahsee par du méthanol acidifié (fig. 4)." ke ;

"' De plus, les résultats’ obtenus aprés extractlon a pH 7 montrent des
'valeurs 51gn1ﬁcat1vement 1nwfer1eures chez la femme menopausee par
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:Corrélation entre les quantités d’lmmunoreactxwte du type LHRH excretee
dans les- urines de 24 heures, et: dosées aprés extraction par le méthanol a
pH 7 et & pH 3 au cours de deux cycles menstruels normaux, et & la méno-

pause.

‘rapport aux valeurs obtenues chez la femrne normalement reglee Par
contre,: apreés extraction & pH 3,.il n’y a plus de dlfference et la dis-
persion des valeurs 1nd1v1due11es est large., - »

i Enfin, la comparaison des résultats obtenus:aux deux dlfferents pH
1nd1que Pexistence 'd’une corrélation: significative entre les: valeurs
obtenues & pH.7 et celles obtenues:a: pH 3, tant.chez la femme normale-
ment réglée (r = 0,78) que chez la femme ménopausée (r '= 0,86)."
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Conclusion et Discussion, —:Nous avons montré, dans’ cette étude,
I'application d’une’technique d’extraction originale: 4 P’élution :d’hor-.
mone synthétique . (LHRH) . dans les: urines humaines,: avec ‘un rende-
ment semblable. 2 celui obtenu avec ’hormone marquée (4). De: plus,
il  apparait de nos observations qu’il existe de I’hormone endogeéne
dans les urines, décelable par la méthode d’extraction et 1e dosage
radioimmunologique, et interférant avec I’hormone synthétique ajoutée
a Purine. © - L, : L e &

.D’autre part, nous confirmons la présence d’hormone immunoréac-
tive excrétée dans les urines humaines en I’absence de: toute adminis-
tration de LHRH synthétique exogéne, L’étude de 'hormone endogéne
apparait différente de celle de Phormone marquée (4) ; en effet, elle est
partiellement éluée par le méthanol 4 pH 7 tandis que ’hormone mar-
quée ne Pest pas. Nous avons montré que le comportement immuno- -
logique de ’hormone endogéne est paralléle & celui du LHRH synthé-
tique.’ Enfin, dans deux situations physiologiques, le cycle menstruel
et 1a ménopause, nous avons observé I'existence d’hormone endogéne

décelable 2 des taux plus élevés lorsque Pextraction-est réalisée par .

du méthanol acidifié plutét qu’a pH: neutre. De .plus, nous_avons
observé une corrélation significative entre les résultats obtenus 4 pH 7
et 2 pH 3. . ; ' Cho SR I i I TR

S. L. Jeffcoate et Diane T. Holland ont étudié hormone. endogéne
“urinaire et observé que le comportement de cette hormone au cours.
de chromatographie sur carboxyméthyl cellulose était semblable a
celui du 2-10 nonapeptide (6),: -~ - - Poug Legndaton ot 32 2T mfu BT L

Plusieurs hypothéses peuvent étre formulées sur la base des (deux
observations suivantes de cette étude : 1) il y a accroissement des taux
d’hormone dé‘oela‘bles{aprés extraction en milieu acide ; 2) ‘cette. aug-
mentation est proportionnelle aux valeurs obtenues aprés extraction'a
pH nentre. . -0 o e T s e i S BT

11 est possible que le LHRH soit en: partie adsorbé sur les mucines
urinaires &4 pH neutre, et ce phénoméne d’adsorption pourrait dimi-
nuer lors de lacidification. du milien. Néanmoins, dans ce cas, la
_corrélation entre les valeurs trouvées 4 pH 7 et 4 pH.3 serait fonction
des variations individuelles de la quantité de mucines urinaires, et
pourrait étre trés variable d’un individu a.1’autre, Par ailleurs, il est
possible que le LHRH soit excrété dans les urines sous la forme d’un
polymére - unissant “des unités peptidiques immunoréactives ‘par des
liaisons faibles que Pacidification modifierait. Des études ultérieures
biologiques et physico-chimiques du, peptide endogéne - excrété. dans
les urines, aprés extraction de ce milien, seraient utiles pour préciser
sa nature. : . e ga¥in B 0 L BBIRTE e 7 e

Résumé. — La présence dans les urines d’hormone endogéne pré-
sentant une immunoréactivité du type. LHRH est démontrée, . aprés’
extraction appropriée, par le- dosage radioimmunologique de LHRH.
Chez ‘1a femme normalement réglée: et ‘4 -la-ménopause, ‘les ‘quantités
d’hormone--endogéne: 'décelées dans les- urines sont plus importantes’
aprés extraction en milien. acide ‘qu’aprés extraction 4 pH 'neutre et
Paccroissement - provoqué: par. Pextraction:'en méthanol acidifié est:

%) Jeffcoate‘S.v L. & Hvollan>d D.-T., Acta endocrinologica,-1975, 78,*,232'.‘ ;
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directement «proportmnnel acla: quantlte d’hormone ' décelable par
extraction:a pH. neutre.:L’hypothése ' de {’existence : d’excrétion : uri-;
naire du”LHRH sous forme de polymére: est’ suggérée par cette etude.‘r

Enddctinologie.‘ b

Etude hlstochumque de la corhco-surrenale du Rat
B il apres eplphysectomle, i
par 1. ZIEGELS, V. DEVE(‘ERSKI et P Y. DUCHESNE

Laboratozre d’Anatomie de UUniversité de Llege~ i
“i-et Institut d’Histologie ‘et d’Embryologie de Novi Sad.

(regue le 9 février 1976).

" Summarl] _— The authols 111vest1gate the effects of plnealec- i

_ tomy on male rat’s adrenal. cortex ‘Fat material accumulates in

" the fascicular and retlcular zones ; different enzyme. activities’ .

: " show 'light variations in operated animals. The frequent pre~- .Y
-sence:of . mitochondrial ‘multilamellar structures in plnealeeto-‘ Y
‘mized rats is discussed.

Leplphyse Joue d’une part un role dans le developpement des
gonades.(1*, 27) et,. d’autre part, elle serait: impliquée dans le méta-:
bolisme. hydro-salin-et la régulation de la.production'.d’aldostérome .
3%). Toutefms, si-les auteurs s’accordent en: général sur-fes:relations:
-inhibifrices réciproques entre I’épiphyse- et les: gonades, les rapports:
épiphyse-zone glomérulaire sont davantage controversés. Les auteurs
présentent ‘des arguments tantét favorables, tant6t défavorables i’ cette



