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etude de l'extrachon de l’hormone synthethue marquee,
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SzlmmarJ LAY method of extractlon of synthetic LHRH js' ' =

tudied” in - human urines,’ using porous - glass’ (Spherosll) ‘and

*"imethanol.: In the defined ' conditions ‘the" yield iis: greeter than
80 %.'It appears that the method -is reproducible. The recovery . :

" varies essentially with the quantity of Spherosil:and the pH of
methanol. ‘The use of methanol acidified at pH 3 increases. the
speed and the importance.of labelled LHRH recovery.

Le. developpement d’un dosage radioimmunologique du LHRH (dé-
capeptlde hypothalamlque libérant les gonadotrophines) (1* & 4*) a
permis la mise en évidence dans le sérum humain de. quantités trés
variables de cette. hormone immunoréactive; en.raison notamment de
la demi-vie trés courte de ce peptide dans le mllleu serlque %, 6", 7).
. Dés lors, les valeurs ohtenues dans le sérum sont difficiles & interpréter
dans les conditions basales. ;
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-La. présence - d’immunoréactivité' du- type: LHRH: dans fles urines
humames a été precedemment démonirée et étudide (8*;:9*) essentlel-
lement aprés excrétion urinaire' du composé-synthétique:injecté par
_voie intraveineuse. Par contre, dans les condltlons basales, Pexcrétion
‘de l’hormone endogéne dans’ des urines non extraites,’ ex1ste, ‘mais’a
des taux souvent inférieurs 4 la limite de ‘sensibilité’ de la plupart des.
dosages. Pour ces raisons diverses, nous avons mis au p01nt une ‘mé-
thode: d’extraction du LHRH :dans les urines-humaines;’ de facon ‘a’
quantlfler l’1mmunoreact1v1te du LHRH endogene excrete dans les
urmes. : . - By

Materzel et Methodes. — A REACTIrs. — L’hormone synthethue
(Hoeschst) a été marquée a I’iode 125 par la méthode a la chloramlne T
et .au métabisulfite, décrite précédemment (4 )i ey o ey i
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Fixation de LHRH* au Spherosll en fonctlon du pH urinaire (5 ml urines
+:°500 'mg: Sphérosil);” en fonction de''la: quantlte de LHRH*" (ddns:5 ml
d’urine -+ ‘30, 60,: 90 :ou 400 mg- Sphérosil);: en’:fonction de la quantlte de
Spherosﬂ (15 ()00 -epm LHRH' dans ou 8 ml d’urlne) o 2

Le miliew d’extractlon utlllse est toujours conStitue d’urines fraiche- '
ment émises de femmes normalement réglées en phase folliculaire.

L’agent de fixation est le Sphérosil type A. Il s’agit d’un'silicate syn::
thétique composé de molécules ayant . une taille de 100 4 200 microns:
et une surface de 350 a4 500 m2 par gramme (10*). Ce matériel est préa-"
Iablement actlve par haute température (400°C pendant. 6 heures)::,
Pour étre a]oute au milien biologique d’extraction (urmes),‘ﬂ est mis
en suspensmn dans du tampon PO,, 0,05 M. . ‘

5 (8* ) ‘TJeffcoate S L Holland D. T, Fraser H., M. & Gunn A, Nature, 1973
412, 161. : f
9* ) Jeﬁ“coate S. L & Holland D. T Acta Endocrmologlca 1975 78 232 ;
(10*) Rateliffe J. G. & Edwards C. R w., Radlolmmunoassay Methods ed.
by K. E. Kirkham and W. M. Hunter, pub] ‘by Churchill Livingstone Edin-
" burgh and London, 1971, p. 502.
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L’agent de récupération est constitué par du méthanol, Celui-ci a été
utilisé, soit-a PH neutre, soit acidifié a pH: 3. Dans ce cas, l’ac1d1flcat10n‘~
a été reahsée par addition d’amde acethue glacial (17 N).: e

‘B. EXTRACTION. — Les mampulatlons d’extractlon de l’hormone mar-,
quee ont été réalisées en trlple. La’; sequence sulvante a ¢té eﬁ‘ectuee,
dans des’ récipients de matiére plast1que en deux temps.:,.. . ;

1, leatlon. — L’hormone marquée en solution dans-du tampon est;
“ajoutée a a lurine. Ce mélange ‘est ensuite additionné de Sphérosil.,
Aprés incubation de ces trois constltuants, une centrlfugatlon pendant.
10 minutes a température ordinaire separe le Spherosﬂ dn surnageant
qu1 est-alors décanté.

 Cette operatlon a’été etudlee en fonction des varlables suivantes :
1) le pH de 'urine au départ de I’expérimentation, modifié par addi-
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Rccupel‘atlon de LHRH par le méthanol & pH 7 en fonctlon de la: quantlte
‘de. LHRH* (dans 5 ml. de mcthanol), en fonction de la quantité de Sphérosil.
{récupération instantanée ou aprés agitation pendant  24-heures dans 5 ml
méthanol), - en fonction -de’ la quantité de méthanol ’ (récupération de
15. 000 cpm LHRH ﬁxe prealahlement a 500 mg de Spherosxl)

- i i ¢ FURACEDE AR

tlon de NaOH ou HCI N 2) la quantlte d hormone marquée C’est-a- -dire
la:radioactivité addltlonnee a-Turine ;'3) la quantlte de Sphérosil’ uti--
lisée ; 4) la duree d’mcubatlon du melange de ces dlfferents constl-j
tuants. Jeot § R O

v 2) Recuperatlon. — Le LHRH* (*) adsorbé" sur le culot. de Spherosﬂ‘l
“est remis en solution dans du méthanol. Aprés une 1ncubatlon de durée
variable, ce mélange est centrxfuge pendant 10 minutes: a temperature
ordlnalre Le méthanol est alors séparé du Sphérosil et évaporé 4:20°C.
_:L’extralt a1n51 obtenu est remls en: solutlon dans le tampon' utlllse

(*) LHRH* = LHRH marque
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pour le dosage: radioimmunologique (PO, 0,056.M + 1 %o gélatine +
NaCl 0,15:M). Dans le. cas -de. récupération "avec le ‘méthanol acidifié,
le: pH. de Vextrait remis en - solution:est neutralisé ;si:nécessaire par
NaOH 0,01 N: -~ . c e M e
" Au cours de la récupération, les variables suivantes ont été étudices :

1) la quantité d’hormone marquée préalablement adsorbée sur le Sphé-
rosil ; 2). la quantité de Sphérosil utilisée ;-3):1a quantité de méthanol
additionnée au mélange Sphérosil-hormone marquée ;. 4) les conditions
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Elution’ de 1135.000-cpm LHRH* dans 5 ml d’urine-a partir d’une colonne

contenant 600 mg de Sphérosil et traitée successivement. par, 10.ml de mé-

thanol pH 7 puis; 10 ml de méthanol pH 3. . . o

d’incubation du Sphérosil avec le méthanol ; 5) le pH .de ce meéthanol
-utilisé, soit & pH neutre, soit & pH 3 aprés.addition d’acide acétique
glacial. .. T o F i, F i BT 5w et E

. Afin. d’étudier les variations en fonction, du . pH du méthanol, une
.colonne de polypropyléne contenant 500 mg ‘de Sphérosil a été réalisée.
Successivement,: 5 ml d’urine contenant 135.000 cpm de LHRH”, puis
10 ml de méthanol pH.7 et enfin 10 ml de méthanol: pH 3 ont été dépo-
sés sur la colonne. Des fractions de 1 ml ont été recueillies.. : -
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.- Résultats. — 1. FIXATION; =— La fixation de l’hormone:marque’e varie
avec le pH.de T'urine utilisée comme milien d’extraction, Elle diminue -
nettement en milieu trés.alcalin (pH supérieur ou égal 4'9). Elle est
maximale (supérieur 4-80 %) entre les pH 6 et 7,5 (ig. 1) iy 0 o
- D’autre part, pour une méme quantité de Sphérosil, lorsqu’on ajoute
a Turine ides quantités variables d’hormone marquée, on observe tou-
jours un’méme pourcentage de fixation (fig. 1). Ce phénomeéne- est indé-
pendant de la quantité de Sphérosil utilisée. Quelle que so6it la quantité
d’hormone marquée, sa fixation se réalise toujours dans les'mémes pro-
.portions. . b ) E N

Par' contre, la fixation d’une méme quantité d’hormone marquée est
directement liée 4 la quantité de Sphérosil (fig. 1). On observe en effet
‘un accroissement de la fixation trés important jusqu’a 500 mg (de 9 4
75 %). Ensuite, si 'on double cette quantité de Sphérosil, on n’aug-
mente plus la fixation que de 8 %. Cette stahilisation” de la fixation
au-deld de 500 mg a été retrouvée de la méme facon dans différentes
quantités d’urine (de'1'a 10 ml). La figure 1 illustre les variations
observées avec 5 et 8 ml d’urine. 7 !

Enfin, lorsque la durée de lincubation ne dépasse pas 30 mn, la
fixation de I'hormone marquée reste inchangée. Par ailleurs, si I'incu-
bation est prolongée durant 24 heures, la fixation angmente de'5 a
10 %. Mais dans ce cas, la récupération diminue significativement de
plus de 30 %. , , '

2. Récupération. — La récupération par le méthanol de I’hormone
adsorbée sur le Sphérosil n’est pas significativement modifiée par les
quantités ‘d’hormone marquée ou de Sphérosil utilisées (fig. 2). Lors-
que la‘quantité de méthanol utilisée varie de 1 a4 5 ml (fig. 2), on
observe une augmentation progressive et peu importante de la récu-
pération (de 66 a4 73 %). Il existe une augmentation de 2 4 10 % entre
la récupération instantanée et celle obtenue aprés agitation du mélange
pendant 24 heures (fig. 2), ‘ ' v

Enfin, I¢lution de ’hormone marquée déposée sur une colonne de
Sphérosil est trés peu importante avec le méthanol pH 7 (3 %) tandis
que 97 % de Thormone marquée sont élués par le méthanol pH 3
(fig. 3). LR ; | :

L’extraction d’hormone marquée réalisée dans des urines provenant
de sujets différents est reproductible dans ces conditions de volume
d’urine, de quantité de Sphérosil, et de pH. - =
~ L’étude de P'urine humaine avant et aprés extraction a montré que
‘les ‘taux -d’urée,. sodium, potassium, chlore, -calcium, .phosphore et
Yosmolarité étaient inchangés, la créatinine diminuée  (de 70,5 -4 63,8
-mg/100 ml) de méme que Pacide urique (de 0,75'a 0,45 mg/ml)." =

. Discussion et Conclusion. — De notre étude, il apparait que Putilisa-
tion ‘du Sphérosil et -du' méthanol permet Pextraction d’hormone mar-
quée ‘dans I'urine humaine. Les conditions idéales d’extraction peuvent
étre définies par I'utilisation d’urines & pH 6,5 additionnées de 600 mg
‘de Sphérosil, et centrifugées endéans les 30 minutes. La fixation est
supérieure & 80 % dans ces conditions.' La meilleure récupération. est
‘obtenue avec le méthanol acidifié : nous -avons fixé les conditions: de
‘récupération a l'utilisation de 8 ml de méthanol acidifié a'pH: 3, agité
“avec le-Sphérosil pendant une durée: minimale:de 30 minutes, © = - .
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.. Dans ces conditions, le rendement global de Pextraction .est supé-
rieur 4 80" %. La déperdition de la radioactivité se situe essentielle- -
ment au moment de la fixation, Il est possible que cette.quantité non
-fixée au départ, soit constituée par de 'hormone dégradée au moment
du marquage. ‘ ‘ . ‘ :

' De’'plus, cette étude démontre: que. Textraction du:LHRH . est -réali-

“sable dans lurine humaine et,qu’elle est reproductible avec des urines

" “provenant de sujets différents. - b Sy o ] . ok

" Enfin, le pH du méthanol apparait étre un élément déterminant de
la méthode : la récupération du’ LHRH synthétique marqué par: le
méthanol acidifié est plus rapide et plus:importante qu'avec le métha-
nol pH 7. Il faut noter a ce sujet que,le LHRH est stable en milien .
acide, de méme que le Sphérosil (10*). La meilleure récupération en
milieu acide .ne 'semble donc pas; attribuable® & des modifications iso-
lées de la molécule de LHRH marqué ou du Sphérosil.

D’autres études sont indispensables pour préciser Textraction de
LHRH endogéne urinaire. En effet le marquage du LHRH par une mo-
lécule d’iode 125 est susceptible de modifier son comportement” phy-
sico-chimique par rapport & celui de I'hormone froide. D’autre part, -
la nature et les propriétés du composé endogéne immunoréactif pour-
raient &tre différentes de Phormone native et utilement, comparées a -

celles de Phormone synthétique marquée. ;.- 0 i e

‘Résumé. — Une technique d’extraction du LHRH synthétique mar-
qué est mise au point dans lés .urines, par lutilisation .de: Sphérosil et
de méthanol.’ 11 apparait que la- méthode est reproductible. Dans les
conditions définies, le’ rendement est’ supérieur 4 80 %:. T1' est par .
ailleurs esséntiellement fonction-de la quantité de’Sphérosil: et"du pH
du méthanol ; lutilisation "de méthanol acidifi¢-a pH '3 Augmente la
vitesse et Pimportance de la récupération de LHRH". i
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