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of estradiol on activity of enzyme monoamine oxidase
are in agreement with previous studies on normal and
cyclic animals®: 17, HorLzBaueRr and Youpim®7 noticed
increase in activity of enzyme monoamine oxidase after
progesterone pretreatment of female rats during estrus
cycle. But we find inhibition of the monoamine oxidase
at 0 h parturition. This could be interpreted on the basis
of 2 major discrepancies: 1. The endocrine status of
pregnant rats during late gestation and at 0 h parturition.
2. Use of different substrates for monoamine oxidase
assays.

The first point is the most important, since during late
pregnancy there are marked fluctnations in the secretion
of progesterone and estrogens in the rats. Estradiol con-
centration in plasma and ovaries increases several fold
from 17th day post coitum to the onset of parturition!®
whereas progesterone content is greatly depressed during
the last few days of gestation® 2, Moreover, the ratio of
free and bound progesterone changes markedly approach-
ing parturition?!. This is why recent reports on the role
of pregesterone in controlling monoamine metabolism in
normal and cyclic animals cannot be compared with our
present findings in pregnant rats due to great modifications
in endocrine gland secretions during pregnancy. The
second reason is the choice of substrate for enzyme assays.
Recently it has been shown that both the enzymes of
monoamine metabolism exist in many multiple forms,
each having its own specific physicochemical properties.
HorzBaUER and YoupiM® 7 found that activity of mono-
amine oxidase was much higher when they used tyramine,
kinuramine or dopamine as a substrate, while it was hardly
changed using tryptamine as a substrate. We used
tryptamine as a substrate for our monoamine oxidase
assays. It may be an important explanation for the dis-
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crepancy in results. The role of endocrine function for
regulation of monoamine metabolism during pregnancy
can also be supported by our recent paper on the evolution
of enzymes monoamine oxidase and catechol-O-methyl-
transferase during late pregnancy and parturition??. We
observed variations of high statistical significance in
release, storage and excretion of catecholamines during
pregnancy in rats and rabbits?? 24,

From the present results, it is evident that estradiol
and progesterone administered exogenously inhibit the
processes of monoamine metabolism during late pre-
gnancy. The mechanism of action of progesterone seems
different in normal and pregnant animals, since endocrine
activity is greatly modified due to gestation. Estradiol
inhibition is stronger than progesterone. These results
may have some clinical implication for toxaemic and ir-
regular pregnancies.
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Effets précoces de I’hormone de croissance sur les phosphates sériques et urinaires du rat

Early Effects of Growth Hormone on Blood and Urinary Inorganic Phosphorus in the Rat

D. DuranDp, M. PrELoT et Y. RaouL

Labovatoive de Physiologie, U.E.R. Mécanisme d’action des médicaments et des toxiques, 4, avenue de 1’Observatoiver
F-75270 Payris Cedex 06 (France), et Faculté mixte de Médecine et Phaymacie, F~49 Angers (France), 4 aotit 1975.

Summayry. From the kinetic study of the effects of one single growth hormone (GH) injection on the phosphate metab-
olism, it appears that the influence of GH on the serum phosphate level is biphasic: a decrease is followed by an in-
crease. Conversely GH leads to an early decrease of the urinary phosphate excretion.

De nombreux faits expérimentaux et cliniques impli-
quent 'hormone de croissance (GH) dans le métabolisme
de l'ion phosphate. Celle-ci fait disparaitre I’hypophos-
phatémie consécutive a U'hypophysectomiel. Son hyper-
secrétion dans I'acromégalie? s’accompagne d’une hyper-
phosphatémie pouvant aussi étre obtenue chez 'Homme?
et chez I'animal & condition quel’hormone soit administrée
pendant plusieurs jours? et qu’il y ait une imprégnation
thyroxinique suffisantes.

Cependant aucune étude des effets aigus de GH ne
permet actuellement d’attribuer & GH un rdle dans
I'homéostasie du métabolisme des phosphates et en
particulier dans la régulation de la phosphatémie. Or
cette régulation pose le probléme de la composante
hyperphosphatémiante. En effet la parathormone et la
thyrocalcitonine, qui assurent la régulation de la calcémie
par leurs effets inverses- snr le métabolisme osseux,
agissent dans le méme sens sur le taux sérique des

phosphates entrainant une hypophosphatémie. Hyper-
phosphatémiante & long terme, GH peut représenter le
facteur tendant a élever la phosphatémie et & s’opposer
ainsi aux effets hypophosphatémiants de la parathor-
mone et de la thyrocalcitonine. Afin de vérifier cette
hypothése nous avons poursuivi 1’étude cinétique des
effets d'une injection unique de GH, donc 2 court terme,
sur les phosphates sériques et urinaires du rat normal.

Méthodes. Les rattes Sprague Dawley utilisées, agées
de plus de 100 jours, regoivent un régime standard
(calcium; 0,81 g/100 g, phosphore 0.55 g/100 g) au

1C. H. L1, . I. Gescawinp et H. M. Evaxs, Endocrinology 44, 67
(1949).

2 J. CorviLAIN et M. AraMow, J. clin. Endocr. 34, 452 (1972).

3 H. GERSHBERG, J. clin. Endocr. Metab. 20, 1107 (1960).

4 M. PriroT et E. LE Bas, C. r. Soc. Biol., Paris 767, 1258 (1967).

5 D. DuranD et M. PrELOT, 4 paraitre (1975}.
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Elimination fractionnée des phosphates urinaires (mg de P) aprés une
seule injection de GH (250 pg/100 g)

Temps de recenil Traitement Bilan
des urines
NaCl GH
3h 0,502 + 0,049 0,280 + 0,054  —0,2222
(19) (20)
6h 1,484 4- 0,182 0,573 +0,104  —0,9112
{6) {6)
Sh 3,047 4 0,229 1,082 40,170  —1,965P
(6) (6)
24h 14,671 4 0,652 11,518 4 0,607 —3,1530
(27) (29)

Le nombre d’animaux utilisés est indiqué entre parenthéses. Analyse
statistique, test F de FIsHER: # p < 0,01; »p < 0,001.
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Fig. 1. Variations de la phosphatémie et de la calcémie de la ratte
adulte aprés une seule injection de 250 yg de GH pour 100 g de poids

corporel. Animaux témoins; ———— animaux traités.
Analyse statistique, test ¥ de Frsuer: * p < 0,05; ** p < 0,01,
ek p < 0,001.
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Fig. 2. Modifications de la phosphatémie de la ratte adulte normale
aprés une injection quotidienne répétée de GH (250 pg pour 100 g de
poids corporel). Les prélévements de sang sont effectués 3 et 14 h
apres les injections de GH. Analyse statistique, test F de FisHER:
*p < 0,05; ¥* p < 0,01; **¥* p < 0,001,

Specialia

121

moins 10 jours avant I'expérience. L’hormone de crois-
sance bovine (GH-B16-NIH) est administrée par voie
ip. (250 pg/100 g de poids corporel). A des temps va-
riables, le sang des animaux témoins ou traités est recueilli
sans anticoagulant par ponction intra-cardiaque sous
légére anesthésie a I'éther. Pendant le recueil des urines,
les animaux placés individuellement dans des cages
a métabolisme sont a jeun, mais recoivent de l'eau
distillée 3 volonté.

Les phosphates inorganiques solubles (Pi) exprimés
en P sont déterminés suivant la méthode de MaBrY ¢ avec
un autoanalyseur Technicon, et le calcium par spectro-
photométrie d’absorption atomique.

Résultats. 1 et 3 h aprés une injection de GH la
phosphatémie de l'animal normal s’abaisse de fagon
hautement significative (Figure 1). A la 6¢ h les Pi
sériques retrouvent le taux des témoins pour s’y main-
tenir (9¢ et 14¢ h). L’hypophosphatémie, qui est d’autant
plus nette que la dose injectée est plus élevée (effet log-
dose linéaire), a été aussi obtenue avec une préparation
commerciale de GH (hormone somatotrope Choay), mais
non avec les hormones antéhypophysaires (ACTH, TSH,
LH, FSH, prolactine) aux doses contaminant les pré-
parations de GH. Simultanément nous n’observons
aucune variation significative de la calcémie.

Hyperphosphatémiante & long terme? GH déprime
donc le taux sérique des phosphates dans les heures qui
suivent son injection. L’enchainement des deux effets
opposés de ’hormone a été étudié en observant les effets
de GH 3 et 14 h aprés une injection quotidienne d’hormone
pendant 15 jours (Figure 2). 3 h aprés chaque adminis-
tration hormonale, nous retrouvons la diminution des Pi
sériques, qui, & partir du 4¢ jour du traitement, fait
place & une hyperphosphatémie a la 14¢ h. Avec la
poursuite du traitement, alors que I’hyperphosphatémie
s’accentue, la dépression précoce de la phosphatémie
(3¢ h) s’atténue mais reste significative comparée a la
phosphatémie de la 14¢ h.

Une €élimination urinaire accrue de l'anion pourrait
rendre compte de I’hypophosphatémie précoce comme
c’est le cas pour la parathormone?®. Il n’en est rien, une
injection de GH provoque chez l'animal normal une
diminution précoce de 1'élimination urinaire des phos-
phates (tableau). Le recueil fractionné des urines montre
que la rétention phosphatée s’accentue progressivement
pendant 24 h et qu’elle se maintient apreés le retour de la
phosphatémie a la normale. L’hypophosphaturie, d’autant
plus importante que la dose de GH administrée est plus
élevée, se manifeste indépendemment de toute variation
de la créatinine urinaire. La calciurie ne subit aucune
modification (résultats non représentés).

Discussion. L'hypophosphatémie précoce et transitoire,
mise en évidence dans nos expériences sous l'effet de GH,
contraste avec l’hyperphosphatémie tardive classiquement
décrite”®. La GH exerce donc deux effets successifs et
opposés sur le taux sérique des phosphates. Nous étendons
ainsi & la phosphatémie un phénoméne déja décrit a
propos des effets de cette hormone sur les taux sériques

8 C. C. MaBry, R. E. GEvEpox, 1. E. RoEckiL et N. GOGHMAN,
Am. J. clin. Path. 46, 265 (1966).

.7 M. Préror, D. Duranp et H. BeLpon, J. Physiol., Paris 63, 705

(1971).

8 T. N. Purriman, A. R. LAVENDER, I. Ano et H. RASMUSSEN,
Endocrinoelogy 67, 570 (1960).

% J. CorviLaIN, Acta clin. Belg. (suppl.) 3, 1 (1966).
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du glucose et des acides gras libres 1911, Ces faits soulignent
le type insulinique des effets précoces de GH, 'insuline,
étant hypophosphatémiante2 et favorisant la pénétration
des phosphates dans les cellules!3.

La rétention rénale des Pi, précoce et persistante, que
nous observons .démontre d’'une part que l'hypophos-
phatémie induite par GH est indépendante de toute
variation de I’élimination urinaire des Pi et d’autre part
que la GH exerce un effet rénal ne nécessitant pas la
répétition du traitement, bien qu’une seule injection
de GH ne modifie pas le transport maximum des
phosphates chez le chien pour CorviLain®. L’absence
de facteur hormonal tendant a élever rapidement le
taux sérique des Pi (dans les mémes conditions expéri-
mentales que celles décrites ici, une seule injection
d’iodothyronine ne modifie pas la phosphatémie -
observations personnelles) confirme que le maintien de
Ia concentration cellulaire en phosphore des tissus mous
est I’élément primordial 4. Les Pi plasmatiques représen-
tent une forme disponible de transport vers le stock des
Pi cellulaires'® qui participent au pool des groupements
phosphorylés. Cette conception de la régulation des
phosphates peut expliquer l'effet hypophosphatémiant
précoce de plusieurs hormones, ACTH, adrénaline,
insuline, glucagon, et de GH en particulier, qui activent
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le métabolisme cellulaire sans étre directement impliquées
dans le métabolisme phosphocalcique.

L’intervention de GH dans le métabolisme phosphaté
ayant pour résultat global une épargne de l'ion phosphate,
I'hormone s’oppose sur ce point a4 la parathormone.
L’hypophosphatémie précoce jointe & la diminution de la
phosphaturie correspondent a une captation cellulaire
accrue de l'anion puisque dans les mémes conditions
I’hormone ne touche pas le métabolisme calcique.

En conclusion GH ne peut &tre présentée comme le fac-
teur tendant & élever la phosphatémie de fagon rapide,
tout en intervenant précocément dans le métabolisme des
phosphatesi6.
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Juvenile Hormone Active Principle in Attacus atlas L2

P. Pacuiasd, P. MasNeER?®, K.-H. TRAUTMANN? and A. ScHULER?

Department of Entomology, Uwniversity of the Philippines, Los Bafios (Philippines), and Biological Laboratovies, Dy.
R. Maag Litd., CH-8157 Dielsdorf (Switzevland), 16 July 1975.

Summary. The ether extract of Attacus atlas L., subjected to an isotope dilution method for the determination of known
insect juvenile hormones, revealed the presence of an active substance which has a similar chromatographic behaviour
with the known jH-3, methyl (2E, 6E)-10, 11-epoxy-3,7, 11-trimethyl-2, 6-dodecadienoate.

The ether extracts of A#tacus atlas L. were found to
have morphogenetic and ovicidal activity on corn borer,
Ostrinia fuynacalis GUENEE) 2 To determine whether this
activity corresponds to one of the three known juvenile
hormones (JH 1-3) or not, the ether extract was subjected
to an isotope dilution method, which allows the qualita-
tive and quantitative determination of all naturally
occuring insect juvenile hormones® as yet known. The
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JH-3: R = R’ = methyl
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biological activity of the ether extract and fractions from
all consecutive purification steps were determined, using
the Gallevia wax test®. The results, expressed in Gallervia
units (GU) as well as the quantitative biological estimates
of juvenile hormone aliquots, were obtained using the
standard values of 1.6 and 70 pg JH-1 and JH-3, respec-
tively for a GU.

The lipid extract of 100 A. atlas® moths (11.9 g) was
found to be highly biologically active (total 134,357 GU;
Table). 1ts specific activity of 88 pg/GU is comparable to
that of Platysamia cecropia (35 pg/GU)S. After each of

the 3 first purification steps, the main biological activity
was found in the fraction containing JH radioactive
material. Likewise, a certain amount of bicactivity was
also found in non-radioactive fractions. This activity,
however, is attributed to the loss of matérial which
naturally occurs in this procedure, substantiated with
the radioactive vyield of 519,.

After the column chromatography procedure, a first
TLC purification employing plates of 0.5 and 0.25 mm
thickness, consecutively, was carried out. The bioactive
fraction corresponding to JH-1 to JH-3 was found to
contain 46,689 GU. The loss of intrinsic activity is similar
to the 519 yield of added radioactive JH mentioned
above?. The rest of the TLC fractions was also bioassayed,
but was found inactive.
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