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sulphat ides  wi th  763 d p m  ~H and 202 d p m  z~S (SH/z~S = 
3.78) and of steroid sulphates  w i th  204 d p m  ZH and  60 
d p m  zsS (aH/z~S = 3.40). The  composi t ion  of t he  var ious  
fract ions is shown in the  Table .  

In  cont ras t  to  the  findings of S ~ E ~ o  e t  a13, the  
present  da t a  indicate  the  excret ion of metabol i tes  of 
p lasma D H E A  sulphate  or  su lphat ide  respect ive ly  in 
h u m a n  seminal  fluid. Besides the  prevai l ing  sulphoconju-  
gated C~-steroids  and a minu te  f ract ion of labelled 
steroid glucuronosides,  a subs tan t ia l  por t ion  of ZH- 
ac t iv i ty  was de tec ted  in t he  f rac t ion of free steroids, 
suggest ing par t ia l  hydrolys is  of con juga ted  compounds .  
A l though  the  composi t ion  of t he  su lphoconjuga ted  Cxg- 
steroids wi th  an  only  s l ight ly  a l tered ~H/~S  ra t io  re- 
sembles t h a t  of su lphoconjuga ted  Cxo-steroids in peri-  
phera l  h u m a n  plasma,  the  fur ther  and preferably  di rect  
metabo l i sm of c i rcula t ing p lasma sulphoconjugates  in 
tissue, connected  wi th  t he  format ion  of seminal  fluid, 
cannot  be excluded.  However ,  since the  seminal  f luid 
represents  a m i x t u r e  of secretions f rom seminal  vesicles, 

pros t ra te ,  epididymis ,  Cowper ' s  glands etc,,  the  si te of 
such assumed t rans format ions  remains  unknown.  

Zusammen/assung. Sechs S tunden  nach  i.v. Verabre i -  
chung  von  7a-3H-Dehydroepiandrosteron-~SS-sulfat  ent-  
hiel t  das Sperma eines 43jAhrigen Mannes 0.033% inji- 
z ier ter  3H-Aktivi tAt.  t I i e rvon  entf ielen 0.010% auf  freie 
Steroide,  0.021% auf  Sul fokonjugate  und 0.002% auf 
Steroid-glucuronoside.  Die aus Steroid-sulfa t iden und 
-sulfa ten bes tehenden  Sul fokonjugate  wiesen ein nur  ge- 
ringfiigig verschobenes  Isotopenverh&Itnis  3H/zsS auf  (3.78 
und  3.40 gegeni iber  2.88). I n  den verschiedenen F rak -  
t ionen  konn ten  ausser  Dehydroep iandros t e ron  auch  An-  
drosteron,  Andros tendion  und wei tere  C19-Steroide nach-  
gewiesen werden.  
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~ c L H - R e l e a s i n g - F a c t o m ~  b e i m  M e n s c h e n  

Won den ersten Dars te l lungen  fiber eine physiologische 
Verb indung  zwischen Zen t ra lne rvensys tem und  H y p o -  
physenvorde r l appen  ~,2 fiber die ana tomische  Beschrei-  
bung  des hypophys~ren  Pfor tadersys tems  a als funkt io-  
ne l lem Verbindungsgl ied  zwischen H y p o t h a l a n m s  und  
H y p o p h y s e  4 bis zur  Ers tdars te l lung  neurohumora le r  
Subs tanzen  ~,s aus Gewebsex t rak ten  der  medianen  E m i -  
nenz verg ingen  fund  30 Jahre .  E in  ,LH-Re lea s ing -  
Factor~  (LH-RF)  ist  1959 bei Ver t eb ra t en  gefunden 
worden  7,8 

Es  war  nun  yon  grossem Interesse  zu wissen, ob solche 
neurohumora len  Subs tanzen  auch beim Menschen vor-  
kommen .  Ft i r  die Kenn tn i s  der  Physiologie  der  Reproduk-  

Hypoth alamusextraktion 
Mediane Eminenz 

1. Homogenisation 
2.0 ml 0.1 nHC1, 0°C 

Nachextraktion 
0.5 ml 0.1 nHCI, 

2. Zentrifugation 
3500 rpm, 40 min, 4 °C 

3. LH-Elinfinierung 
Oberstand I0 rain, 100 °C 

4. Zentrifugation 
3500 rpm, 40 rain, 4°C 

5. Filtration 
Whatman No. I 

Naehextraktion 
0.5 ml 0.1 nHC1 

6. Einfrieren 
-- 18 °C bis Bioassay 

Fig. 1. Aufarbeitung der Praparationen medianer Eminenzen aus 
hmnanen Hypothalami. 

t ion am bedeu tends ten  erscheint  die F rage  nach  e inem 
L H - R F  be im Menschen. 

CROXAT~O et  al. 9 t e s te ten  1964 E x t r a k t e  der  med ianen  
E m i n e n z  menschl icher  t t y p o t h a l a m i  an  hypophysek to -  
mie r t en  bzw. P ro6s t rus -Ra t t en  und im Ovar-Ascorb in-  
st ture-Test  (OAAD);  es ge lang diesen Au to ren  nicht ,  
zwischen L H -  und L H - R F - W i r k u n g  zu differenzieren.  

Wir  haben  in der auf  F igur  1 dargeste l l ten Weise  (vgl2) 
P rgpara t ionen  der med ianen  Eminenz  menschl icher  H y p o -  
t ha l ami  in der  Geschlechtsreife ve rs to rbener  mgnnl icher  
und weibl icher  Indivi 'duen aufgearbe i te t ;  das Feuch tge -  
wicht  der  Pr / ipara te  schwankte  zwischen 1,122 und 
1,822 g. 

De r  E x t r a k t  wurde  ovarek tomier ten ,  0 s t rogen -P ro -  
ges teronblockier ten  R a t t e n  i0 in die Schwanzvene  inj iziert .  
Zehn min  nach  der  In j ek t ion  wurden  4-6  mI  yon  j e d e m  
Tier  durch  E n t b l u t e n  aus der  Vena  jugular is  gewonnen  
und zentr i fugier t ;  der  Se rum-LH-Geha l t  wurde  in einer  
yon uns frfiher beschr iebenen Weise  n i m  O A A D - T e s t  12 
b e s t i m m t ;  S e r u m - L H - W e r t e  n icht  be las te te r  steroid- 
b lockier ter  ova rek tomie r t e r  R a t t e n  var i ieren be im 2- 
Ovar -3h-Tes t  un te rha lb  yon  13 O A A D - %  xa; das doppel te  
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~,priming,~ der infantilen Hol tzman-Rat ten  ftihrt zu 
einer erh6hten LH-SensibilitAt der pseudograviden 
Ovarien, so dass wir mit  deutlichen Effekten rechnen 
durften. 
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Fig. 2. Serum-LH-Werte (OAAD-%) nach Belastung vorbehandelter 
ovarektomlerter Ratten mit humanen Hypothalamusextrakten ver- 
gliehen mit dem mittleren Basiswert der Rechts-Links-Differenz 
nicht behandelter pseudogravider Tiere; in arcsin Vpi-Werten: 
XB = 15,1 (SB* = 5,5; n = 7) mit oberer 99%-Vertrauensgrenze 
/zOb" = ~ + ts[~n-= 17,9 entsprechend 9,40AAD.%. 

Die Figur 2 stellt die Ergebnisse yon 19 Belastungen 
mit  menschlichen Hypothalamus-Extrakten dar. Die 
OAAD-Prozente wurden auf den mitt leren Basiswert 
einer Vergleichsbestimmung des Ascorbins~uregehaltes 
von rechtem und linkem Ovar pseudogravider Holtzman- 
Ra t ten  n bezogen (vgl. Figur 2). 

Alle oberhalb/~Ob. (c¢ = 0,01) liegenden Werte, und das 
sind alle bis auf Fall 34, in dem keinerlei LH-Aktivi tgt  
nachgewiesen werden konnte, belegen sehr eindeutig den 
Nachweis einer LH-Releasing-Aktivit~it in den Extrakten  
menschlicher Hypothalami.  Die Aufgabe der Zukunft  be- 
steht darin, die Molekularstruktur speziell des LH - RF  
aufzukl~ren und einen Weg zu seiner Synthese zu linden, 
damit  m6gliche neue und bessere Wege zur Behandlung 
physiologischer und soziologischer Probleme der Repro- 
duktion beschritten werden k6nnen 1,. 

Summary.  There is evidence for LH-releasing-factor 
(LH-RF) in 18 crude acid extracts of human median 
eminence preparation following the procedure described 
by RAMIREZ and MCCANN. 
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Hydrolysis of D H E A  S u l p h a t e  a f t e r  O r a l  Application 

In  recent investigations1, *, the reabsorption of free and 
conjugated C19-steroids from human intestines has been 
demonstrated in vivo. From such experiments it was 
concluded that  double-labelled dehydroepiandrosterone 
(DHEA) sulphate is completely bu t  slowly reabsorbed 
through the intestinal  wall by virtue of its conversion to 
the lipophile steroid sulphatide. Hence, the oral applica- 
tion of DHEA sulphate should be as effective as the i.v. 
infusion, provided the conjugate reaches the small in- 
testines without breakdown or alteration of the molecule. 
In  order to obtain pert inent  information, a fasting 23- 
year-old female subject was given orally 6.45 pg 4-1'C - 
DHEA with 493,000 dpm and 0.05 pg Na-7x-SH-DHEA 
sulphate with 1,050,000 dpm dissolved in 20 ml water. 
Following the administration 91 mt of duodenal juice were 
collected over 45 min by means of a tube laying in the 
upper duodenum. The sample was processed by routine 
methods 1,3. W'hile free steroids were extracted with 3 
times 2 volumes of chloroform, the combined extracts 
being extensively washed with alkali and water, total  
steroid conjugates were removed by extraction with ethyl 
acetate after addition of 50% (w/v) ammonium sulphate 

and acidification to pH 1. For cleavage of the conjugates 
the solvolysis in ether-perchloric acid 4 proved adequate. 
The fractions of free and liberated steroids were subjected 
to thin layer chromatography on silica gel G in chloroform- 
dioxane (94:6 v/v) (A) and the different labelled com- 
pounds rechromatographed on aluminum oxide in cyclo- 
hexane-butylaeetate-n-butanol (50: 45:5 v/v) (B). Sub- 
sequently, the individual steroids were converted into 
their corresponding 2,4-dinitrophenylhydrazones 5 and 
chromatographed in system (A). Radioactive zones on 
chromatograms were localized in a Berthold Diinnschicht- 
scanner LB-2720, while simultaneous counting of 3H and 
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