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ABSTRACT 

I n  o r d e r  t o  s t u d y  b o t h  d i r e c t  a n d  p i t u i t a r y - m e d i a t e d  
m e c h a n i s m s  o f  a c t i o n  o f  t h e  LHRH a n a l o g u e  [ D - S e r ( T B U )  6, d e s -  
G l y - N H 2 1 0 ] L H R H  e t h y l a s i d e  u p o n  t e s t i c u l a r  s t e r o i d o g e n e s i s  i n  
a d u l t  r a t ,  we c o u p a r e d  t h e  e f f e c t s  o f  t h e  a g o n i s t  when a d m i -  
n i s t e r e d  a l o n e  o r  c o n c o m i t a n t l y  w i t h  an  a n t i - L H  s e r u m  t o  non-  
h y p o p h y s e c t o s i z e d  r a t s .  T e s t i c u l a r  s t e r o i d  c o n t e n t s  a n d  i n  
v i t r o  p r o g e s t e r o n e  a n d  t e s t o s t e r o n e  m e t a b o l i s m  w e r e  d e t e r m i n -  
e d .  A n t l - L N  s e r u s  a d m i n i s t r a t i o n  was a b l e  t o  p r e v e n t  5 a -  
r e d u c t a s e  s t i m u l a t i o n  by  t h e  a g o n i s t i c  p e p t i d e ,  b u t  n o t  t h e  
i n h i b i t i o n  o f  1 7 - h y d r o x y l a s e  a c t i v i t y .  T h e s e  d a t a  s u g g e s t  
t h a t  m o d u l a t i o n  o f  1 7 - h y d r o x y l a s e  i n v o l v e s  b o t h  d i r e c t  and  
p i t u i t a r y - m e d i a t e d  p r o c e s s e s ,  w h i l e  5 a - r e d u c t a s e  s t i m u l a t i o n  
i s  m a i n l y  i f  n o t  o n l y  d u e  t o  a p i t u i t a r y - m e d i a t e d  m e c h a n i s m .  

INTRODUCTION 

T h e  i n h i b i t o r y  a c t i o n  o f  LHRH a g o n l s t s  on  r e p r o d u c t i v e  

f u n c t i o n s  i n  a d u l t  s a l e  r a t s  i s  now v e i l  known ( 1 - 6 ) .  I t  h a s  

b e e n  d e s o n s t r a t e d  t h a t  a d m i n i s t r a t i o n  o f  LHRH a g o n i s Z s  d e -  

c r e a s e s  t e s t o s t e r o n e  a n d  a n d r o s t e n e d i o n e  s e c r e t i o n s ,  a c c o m p a .  

n i e d  by  an  a c c u m u l a t i o n  o f  t e s t t c u l a r  p r e g n e n o l o n e  and  p r o -  

g e s t e r o n e  l e v e l s  d u e  t o  i n h i b i t i o n  o f  1 7 - h y d r o x y l a s e  and  1 7 -  

h y d r o x y p r o g e s t e r o n e - 1 7 , 2 0 - l y a s e  a c t i v i t i e s  i n  L e y d i g  c e l l s .  

M o r e o v e r ,  we h a v e  d e m o n s t r a t e d  t h a t  a s t i s u l a t i o n  o f  t e s t i c u  

l a r  5 a - r e d u c t a s e  a c t i v i t y  o c c u r s  f o l l o w i n g  c h r o n i c  t r e a t m e n t  

w i t h  an  LHRH a g o n i s t  ( 6 ,  7 ) .  

R e c e n t l y ,  we h a v e  b e e n  a b l e  t o  r e p r o d u c e  b y  m u l t i p l e  

a d m i n i s t r a t i o n  o f  o v i n e  LH t o  i n t a c t  a d u l t  r a t s  a t e s t i c u l a r  

d e s e n s i t i z a t i o n  c o m p a r a b l e  t o  t h a t  o b s e r v e d  a f t e r  LHRH 
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a g o n l s t  t r e a t m e n t  ( 8 ) ,  s u g g e s t i n g  t h a t  t h e  i n h i b i t o r y  e l f e c t s  

o f  LHRH a n a l o g u e s  on t e s t t c u l a r  s t e r o i d o g e n e s i s  and  LH r e c e p -  

t o r  l e v e l s  a r e  m a i n l y  m e d i a t e d  by an  L n c r e a s e  i n  t h e  c o ~ c e n -  

t r a t i o n  o f  e n d o g e n o u s  LH i n  t h e  c i r c u l a t i o n .  On t h e  o t i ~ e r  

h a n d ,  s e v e r a l  o b s e r v a t i o n s  i n d i c a t e  t h a t  LHRH a g o n i s t s  ~ay 

also interact with a specific gonadal LHRH receptor and exert 

direct inhibitory effects in male and female rats (9, 1()). 

In fact, administration of pharmacological doses of the LH- 

releasing peptldes to hypophysectomized mature and immature 

rats induces a loss of LR receptors as well as a marked sup- 

pression of  t e s t l c u l a r  1 7 - h y d r o x y l a s e  a c t i v i t y  ( 1 5 ,  1 6 ~ .  

I n  t h e  p r e s e n t  s t u d y ,  we i n v e s t i g a t e d  t h e  d i r e c t  e f f e c t  

o f  LHRH a g o n i s t  on t e s t t c u l a r  1 7 - h y d r o x y l a s e  a nd  5 a - r e d u c t a s e  

activities in intact adult rats. Since hypophysectomy t~y 

itself has p r o f o u n d  effects on gonadal enzyme activity, we 

have used another approach which minimizes hormonal disturb- 

ance, namely by using intact anlmals injected with ant ibovlne 

LH ( a n t t - L H )  s e r u m .  

MATERIALS AND METHODS 

A n l a a l s .  A d u l t  m a l e  S p r a g u e - D a w l e y  r a t s  ( C r I : C D ( S D ) B r ) ,  
w e i g h i n g  3 0 0 - 3 2 5  g u p o n  a r r l v a l ,  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  C h a r l e s  
R i v e r  C a n a d a  I n c . ,  S t .  C o n s t a n t ,  Q u e b e c .  A n l a a l s  w e r e  h o u s e d  
2 p e r  c a g e  i n  a t e m p e r a t u r e  ( 2 0 - 2 2 ° C )  - a n d  l l g h t  ( 1 4 h  l I E h t -  
l o b  d a r k n e s s ,  l l g h t s  on a t  0 5 0 0 h ) - c o n t r o l l e d  room a n d  g i v e n  
f o o d  a n d  w a t e r  ad l l b l t u m .  

C h e m l c a l s .  The a g o n l s t  [ D - S e r ( T B U )  6 d e s . G 1 y o N H  1 0 ] L H R t l : e t h y ~  
l a m l d e  (LHRH-A) was g e n e r o u s l y  p r o v i d e d  ~ b y = : D r s . ~ q .  V a n  d e r  
Ohe a n d  J .  S a n d o w ,  H o e c h s t ,  AG, F r a n k f u ~ t ~  I n  a d d i t i o n  t o  t h e  
c h a r a c t e r i s t i c s  o f  t h e  e q u i n e  a n t l b o v l n e  LH s e r u m  ( J O A N - S - 3 1 -  
6 7 ;  a n t i - L H )  w h i c h  h a v e  b e e n  p r e v l o u 8 1 y  r e p o r t e d  ( 1 2 ~ 1 4 ) ,  
some a d d l t l o n a l  s t u d i e s  w e r e  p e r f o r m e d  t o  a s s e s s  t h e  p o s s l b l e  
c r o s s - r e a c t l v l t y  o f  o u r  LHRH a n a l o g  w i t h  t h e  a n t i - L S  s e r u m  
( 1 5 ) .  N o r m a l  h o r s e  s e r u m  {NHS) was o b t a i n e d  f r o m  G r a n d  I s l a n d  
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Biological Co. (Grand Island, N.Y.). [1,2,6,7- ~]progesterone 
(92 Ci/mmole) and [1,2,6,7,16,17- ~]testosterone (135 
Ci/mmole), were obtained from New England Nuclear and pur i - 
fied on LH-20 columns (16) and by silica gel thln-layer ~hro- 
m a t o g r a p h y .  N o n - r a d l o a c t i v e  s t e r o i d s  w e r e  p u r c h a s e d  f r o m  
S t e r a l o i d s  a n d  f r o m  R e s e a r c h  P l u s  S t e r o i d  L a b o r a t o r i e s  I n c .  
C o a t e d  c o l u m n  p a c k i n g  f o r  g a s  c h r o m a t o g r a p h y  w a s  o b t a i n e d  
f r o m  C h r o m a t o g r a p h i c  S p e c i a l t i e s ,  B r o c k v i l l e ,  C a n a d a .  

Treatment. The animals were treated as follows: Group I (8 
animals per group): 0.5 ml i.v. NHS on days i, 3 and 5; group 
II: NHS as in group I, plus 500 ng s.c. of LHRH-A once a day 
for 5 days; group III: 0.5 ml i.v. anti-LH serum on days I, 3 
and 5; group IV: anti-LH serum as in group III, plus LHRH-A 
as in group II, the agonist being injected lh after the 
a n t i - L H  s e r u m .  T h e  a n i m a l s  w e r e  s a c r i f i c e d  b y  d e c a p i t a t i o n  
24h after the last injection. 

I s o l a t i o n  o f  i n t e r s t i t i a l  c e l l s .  I n t e r s t i t i a l  t i s s u e  w a s  i s o -  
l a t e d  b y  a m o d i f i c a t i o n  o f  t h e  m e t h o d  r e p o r t e d  b y  D u f a u  e t  
a l .  ( 1 7 ) .  T e s t e s  w e r e  d e c a p s u l a t e d  a n d  i n c u b a t e d  i n  g r o u p s  o f  
~ - i n  50 ml  f l a s k s  c o n t a i n i n g  10  ml  o f  m e d i u m - 1 9 9  ( G l b c o )  w i t h  
0 . 1 %  b o v i n e  s e r u m  a l b u m i n  ( B S A )  a n d  0 . 1 8  mg c o l l a g e n a s e  ( W o r -  
t h i n g t o n  T y p e  I l l )  p e r  ml a t  pH 7 . 4 .  I n c u b a t i o n  w a s  p e r f o r m e d  
a t  3 4 ° C  w h i l e  s h a k i n g  a t  2 0 0  c y c l e s / m i n  f o r  a b o u t  9 - 1 0  m i n .  
T h e  v o l u m e  w a s  t h e n  a d j u s t e d  t o  45 ml  w i t h  i n c u b a t i o n  m e d i u m  
w i t h o u t  c o l l a g e n a s e  a n d  t h e  t u b e s  w e r e  i n v e r t e d  l 0  t i m e s .  
A f t e r  e a c h  t u b e  h a d  b e e n  a l l o w e d  t o  s t a n d  v e r t i c a l l y  f o r  3 
m i n ,  t h e  t u r b i d  s u p e r n a t a n t  w a s  f i l t e r e d  a n d  c e n t r i f u g e d  a t  
6 0 0  x g f o r  10 m i n .  T h e  s e d i m e n t e d  c e l l s  w e r e  r e s u s p e n d e d  i n  
30  ml  o f  m e d i u m - 1 9 9  c o n t a i n i n g  0 . 1 %  BSA a n d  0 . 7  mg t r y p s i n  
i n h i b i t o r  ( f r o m  s o y b e a n ,  t y p e  l - S ;  S i g m a )  p e r  ml  a n d  c e n t r i -  
f u g e d  a t  6 0 0  x g f o r  10 m i n .  T h e  s e d i m e n t e d  c e l l s  w e r e  u s e d  
as the interstitial c e l l s .  

I n c u b a t i o n  o f  i n t e r s t i t i a l  c e l l s  w i t h  ~ - p r o s e s t e r o n e .  T h e  
i n t e r s t i t i a l  c e l l s  ( 2  x 10 5 c e l l s  p e r  t u b e )  w e r e  i n c u b a t e d  i n  
p o l y p r o p y l e n e  t u b e s  i n  1 ml  o f  m e d i u m - 1 9 9  c o n t a i n i n g  0 . 1 %  
B S A .  E a c h  i n c u b a t i o n  w a s  p e r f o r m e d  I n  t r i p l i c a t e .  A f t e r  a d d i -  
t i o n  o f  3 x l 0  6 dpm o f  ~ - p r o g e s t e r o n e ,  t h e  i n c u b a t i o n  w a s  
c a r r i e d  o u t  ( 1 0 ,  3 0 ,  60  o r  90  m i n )  i n  a w a t e r  b a t h  a t  3 4 " C  
w i t h  c o n t i n u o u s  s h a k i n g  u n d e r  a c o n s t a n t  s t r e a m  o f  95% 0 a n d  

2 
5% CO 2.  T h e  i n c u b a t i o n  w a s  s t o p p e d  b y  a d d i t i o n  o f  0 . 1  ml  IN 
HC1 a n d  t h e  t u b e s  w e r e  p l a c e d  i n  a n  i c e - w a t e r  b a t h  a t  4 ° C .  

I n c u b a t i o n  o f  t e s t l c u l a r  h o m o ~ e n a t e s  w i t h  ~ - p r o s e s t e r o n e  o r  
3 H - t e s t o s t e r o n e .  T e s t e s  w e r e  h o m o g e n i z e d  i n d i v i d u a l l y  a f t e r  

w e i g h i n g  i n  10  ml  0 . 2 5 M  s u c r o s e  c o n t a i n i n g  O . O 0 1 M  EDTA a n d  
p o o l e d .  B u f f e r  c o - f a c t o r  s o l u t i o n  ( 0 . 1  m l ;  0 . 3  M p o t a s s i u m  
p h o s p h a t e ,  0 . 0 6  M n i c o t i n a m i d e ,  0 . 0 0 2  M M g C l _ ,  pH 7 . 4 )  c o n -  
t a i n i n g  t h e  t r i t i a t e d  s t e r o i d  ( 3  x 10  6 d p m )  ~ a s  i n t r o d u c e d  
i n t o  2 x 10  cm g l a s s  t u b e s .  E a c h  i n c u b a t i o n  w a s  p e r f o r m e d  i n  
t r i p l i c a t e .  B u f f e r  c o - f a c t o r  s o l u t i o n  ( 0 . 4  m l )  c o n t a i n i n g  0 . 8  
mg NADPH w a s  t h e n  a d d e d  t o  e a c h  t u b e  b e f o r e  t h e  a d d i t i o n  o f  
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t e s t i c u l a r  h o m o g e n a t e  ( 0 . 5  u l ,  e q u i v a l e n t  t o  20 mg of  t i s -  
s u e ) .  The s a m p l e s  w e r e  i n c u b a t e d  ( 5 ,  10 ,  30 or  60 s i n )  i n  a 
s h a k i n g  w a t e r  b a t h  u n d e r  a i r  a t m o s p h e r e  a t  3 4 ° C .  At t h e  end  
of  i n c u b a t i o n ,  t h e  i n c u b a t e  was i m m e d i a t e l y  a c i d i f i e d  ~ I t h  
O .1  ml IN HCI a n d  p l a c e d  t n an  i c e - w a t e r  b a t h  a t  4 ° C .  

I d e n t i f i c a t i o n  o f  m e ~ a b o l i t e s .  E t h a n o l  ( 0 . 1  ml )  c o n t a i n i n g  tO 
wg of  e a c h  of  t h e  f o l l o w i n g  c a r r i e r  s t e r o i d s  ( p r o g e s t e r o n e ,  
5 a - p r e g n a n e - 3 , 2 0 - d i o n e ,  5 ~ - p r e g n a n - 3 a - o l - 2 0 - o n e ,  5 ~ - p r e g n a n -  
3 B - o l - 2 0 - o n e ,  1 7 - h y d r o x y p r o g e s t e r o n e ,  5 ~ - p r e g n a n e - 3 ~ , l T ~ -  
d i o l - 2 0 - o n e ,  5 a - p r e g n a n e - 3  8 , 1 7 ~ - d t o l - 2 0 - o n e ,  a n d r o s t e n e d i o n e ,  
5 a - a n d r o s t a n e - 3 , 1 7 - d i o n e ,  5 ~ - a n d r o s t a n - 3 a - o l - 1 7 - o n e ,  5~ ~ 
a n d r o s t a n - 3 B - o l - 1 7 - o n e ,  t e s t o s t e r o n e ,  d i h y d r o t e s t o s t e r o ~ e ,  
5 a - a n d r o s t a n e - 3 ~ , 1 7  B - d i n 1  and  a n d r o s t a n e - 3  8, t7 ~ d i o l )  was 
t h e n  a d d e d  t o  e a c h  t u b e .  I n c u b a t i o n  m e d i a  w e r e  e x t r a c t e d  
t h r e e  t i m e s  w i t h  e t h e r  and  t h e  e x t r a c t s  w e r e  d r i e d  w i t h  ~ 
s t r e a m  of  n i t r o g e n .  No c a d i o a c t i v i t y  c a n  be d e t e c t e d  [~ 
m e d i u m  a f t e r  e x t r a c t i o n .  The r e s i d u e  o b t a i n e d  f r o m  t h e  ÷ ~ h e r  
e x t r a c t i o n  was d i s s o l v e d  in  ~3.2 ml of  t h e  m i x t u r e  i s o o ~ : c a n e -  
b e n z e n e - m e t h a n o l  ( 9 0 : 5 : ~ )  :~nd t h e n  p l a c e d  on LH-20 c o l u m n s  
( 4 ) .  The e l u a t e  was s e p a r a t e d  i n  t h e  f o l l o w i n g  f r a c t l o n ~  a)  
p r o g e s t e r o n e  + 5 ~ - p r e g n a n e - 3 , 2 0 - d i o n e  + 5 ~ - p r e g n a n - 3 ~ - o l - 2 0 -  
o n e  ( O - 1 5  m l ) ;  b)  a n d r o s t e n e d i o n e  + 5 ~ - a n d r o s t a n e - 3 , 1 7 - : ~ t o n e  
÷ d i h y d r o t e s t o s t e r o n e  + 5 ~ - a n d r o s t a n - 3 a - o l - 1 7 - o n e  + 5 , ~  
a n d r o s t a n - 3 8 - o l - 1 7 - o n e  + 5 a - p r e g n a n - 3  ~ o l - 2 0 - o n e  ( 1 6 - 3 0  m l ) ;  
c )  1 7 - h y d r o x y p r o g e s t e r o n e  + t e s t o s t e r o n e  + 5 ~ - p r e g n a n e -  
3 a , 1 7 ~ - d i o l - 2 0 - o n e  + 5 ~ - a n d r o s t a n e - 3 a , 1 7  8 - d l o l  ( 3 1 - 6 0  mt )~  
P o l a r i t y  of t h e  s o l v e n t  was t h e n  c h a n g e d  to  70 :  1 5 : 1 5  
( t s o o c t a n e - b e n z e n e - m e t h a n o l )  f o r  t h e  e l u t l o n  of  f r a c t i o n  d :  
5 a - p r e g n a n e - 3  8 , 1 7 a - d i o l - 2 0 - o n e  + 5 ~ - a n d r o s t a n e - 3 f l , 1 7 ~ - d l o l  
( 6 1 - 7 5  m l ) .  An a l i q u o t  of  e a c h  f r a c t i o n  was t h e n  c o u n t e d  a n d  
t h e  p e r c e n t a g e  of  t o t a l  r a d i o a c t i v i t y  p r e s e n t  i n  e a c h  ~one  
was c a l c u l a t e d .  The t o t a l  r a d i o a c t i v i t y  u s u a l l y  r e p r e s e n t s  
more  t h a n  90% of r a d i o a c t i v i t y  a d d e d  a t  t h e  t i m e  of  i n c u b a -  
t i o n .  A f t e r  e v a p o r a t i o n  of t h e  s o l v e n t ,  t h e  f r a c t i o n s  ~ e r e  
a c e t y l a t e d  w i t h  a c e t i c  a n h y d r i d e  ~n p y r i d i n e  ( 2 : 3 ;  v : v )  a t  
room t e m p e r a t u r e  o v e r n i g h t  and  r e - c h r o m a t o g r a p h e d  on 0 . 2 5  mm 
s i l i c a  g e l  t h i n - l a y e r  p l a t e s  ( M e r c k  S i l i c a  G e l  ( G F - 2 5 4 ) ) .  
F r a c t i o n s  w e r e  c h r o m a t o g r a p h e d  as  f o l l o w s :  f r a c t i o n  a ,  h e x a -  
n e / e t h e r  ( 1 : 3 ;  v : v ) ,  p r o g e s t e r o n e  (Rf  = 0 . 5 9 ) ,  5 a - p r e g n a n e -  
3 , 2 0 - d i o n e  ( 0 . 7 8 )  and  5 ~ - p r e g n a n - 3 a - o l - 2 0 - o n e  ( 0 . 9 0 ) ;  
f r a c t i o n  b ,  h e x a n e / p e t r o l e u m  e t h e r / e t h e r  ( 1 : 1 : 2 ;  v : v : v ) ,  
a n d r o s t e n e d i o n e  ( O . 1 6 ) ,  5 a - a n d r o s t a n e - 3 , 1 7 - d i o n e  ( O . 4 0 ) ,  
d i h y d r o t e s t o s t e r o n e  ( 0 . 6 0 ) ,  5 ~ - a n d r o s t a n - 3 ~ - o l - 1 7 - o n e  ( O . 7 2 ) ,  
5 a - a n d r o s t a n - 3 ~ - o l - 1 7 - o n e  ( 0 . 7 2 )  and  5 ~ - p r e g n a n - 3 8 - o l - 2 0 - O n e  
( 0 . 8 5 ) ;  f r a c t i o n  c ,  p e t r o l e u m  e t h e r / e t h y l  a c e t a t e  ( l : l ;  
v : v ) ,  1 7 - h y d r o x y p r o g e s t e r o n e  ( O . 3 8 ) ,  t e s t o s t e r o n e  ( O . 6 1 ) ,  
5 a - p r e g u a n e - 3 ~ , 1 7 ~ - d i o l - 2 0 - o n e  ( 0 . 7 0 )  a nd  5 ~ - a n d r o s t a n e -  
3 ~ , 1 7 ~ - d t o l  ( 0 . 8 0 ) ;  f r a c t i o n  d ,  p e t r o l e u m  e t h e r / e t h y l  a c e t a t e  
( 1 : 1 ;  v : v ) ,  5 ~ - p r e g n a n e - 3  8 , 1 7 ~ - d i o l - 2 0 - o n e  ( 0 . 7 0 )  a nd  
5 a - a n d r o s t a n e - 3 8 , 1 7  ~ d i o l  ( 0 . 8 0 ) .  R a d i o a C t i v i t y  was d e t e c t e d  
w i t h  a B e r t h o l d  t h i n - l a y e r  s c a n n e r  and  r a d i o a c t i v i t y  z o n e s  
w e r e  s c r a p e d  o f f ,  e l u t e d  w i t h  m e t h a n o l ,  c o u n t e d  i n  s i~ lqUid  
s c i n t i l l a t i o n  c o u n t e r  o r  a n a l y z e d  by r a d i o - g a s  c h r o m a t o g r a p h y  
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( r a t t a n  m o d e l  3700  g a s  c h r o m a t o g r a p h  e q u i p p e d  w i t h  a P a c k a r d  
g a s  p r o p o r t i o n a l  c o u n t e r  m o d e l  9 1 7 ) .  The  r a d i o a c t i v e  m a t e r i a l  
I s o l a t e d  w i t h  c a r r i e r  s t e r o i d  was f u r t h e r  a n a l y z e d  by  c r y s -  
t a l l i z a t i o n  Co c o n s t a n t  s p e c i f i c  a c t i v i t y .  

S t e r o i d  a a s a T a .  T e s t l c u l a r  s t e r o i d  c o n t e n t s  w e r e  a e a s u r e d  a s  
d e s c r i b e d  ( 7 ,  1 6 ) .  

C a l c u l a t l o n s .  RIA d a t a  w e r e  a n a l y z e d  u s i n g  a p r o g r a m  b a s e d  on  
m o d e l  I I  o f  R o d b a r d  a n d  L e w a l d  ( 1 8 ) .  S t a t i s t i c a l  s i g n i f i c a n c e  
was  a s s e s s e d  a c c o r d i n g  t o  t h e  m u l t i p l e  r a n g e  t e s t  o f  D u n c a n -  
K r a m e r  ( 1 9 ) .  

RESULTS 

The r a t e  o f  t r l t l a t e d  p r o g e s t e r o n e  m e t a b o l i s m  by  i n t e r -  

s t l t l a l  c e l l s ,  i s  i l l u s t r a t e d  i n  F i g .  I .  I t  c a n  be  s e e n  t h a t  

a d s l n l s t r a t l o n  o f  a n  LHRH a g o n l s t  a b o l i s h e d  a l m o s t  c o m p l e t e l y  

t h e  f o r m a t i o n  o f  1 7 - h y d r o x y p r o g e s t e r o n e ,  a n d r o s t e n e d l o n e  a n d  

t e s t o s t e r o n e .  H o r e o v e r ,  w h i l e  t h e  b a s a l  m e t a b o l i s m  i s  r e d u c e d  

f o l l o w i n g  a n t i - L H  s e r u m  a d n l n l s t r a t l o n ,  t h e  c o m b i n e d  t r e a t -  

m e n t  w i t h  a n t i - L H  a n d  LHRH a g o n l s t  f u r t h e r  d e c r e a s e d  t h e  

p r o g e s t e r o n e  a e t a b o l l s m .  

I n  f a c t ,  t h e  p r o p o r t i o n  o f  t h e  i n i t i a l  t r l t l a t e d  p r o g e s -  

t e r o n e  w h i c h  i s  a l r e a d y  a e t a b o l l z e d  a f t e r  60 a l n  o f  i n c u b a -  

t i o n  i s  r e d u c e d  f r o m  58 ± 2% t o  4 ± I% ( p  < 0 . 0 1 )  when  LHRH-A 

i s  i n j e c t e d  a l o n e ,  a s  c o a p a r e d  t o  a d e c r e a s e  f r o a  25 ± 2% t o  

8 ± I% ( p  < 0 . 0 1 )  when a n t i - L H  s e r u m  i s  c o n c o m i t a n t l y  

a d m i n i s t e r e d .  

As s h o w n  i n  F i g .  2A,  t h e  a d n l n l s t r a t l o n  o f  LHRH a n a l o g u e  

a l o n e  o r  i n  c o m b i n a t i o n  w i t h  t h e  e n t i - L R  c o m p l e t e l y  p r e v e n t  

t h e  f o r m a t i o n  o f  A ~ - a e t a b o l l t e s  ( 1 7 - h y d r o x y p r o g e s t e r o n e ,  

a n d r o s t e n e d l o n e  a n d  t e s t o s t e r o n e )  f r o m  t r l t l a t e d  p r o g e s t e r o n e  

d u r i n g  i n c u b a t i o n  w i t h  t e s t l c u l a r  h o a o g e n a t e e .  H o w e v e r ,  i t  i s  
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e v i d e n t  f r o m  p a n e l  B w h i c h  i l l u s t r a t e s  t h e  t e s t i c u l a r  5 a - r e -  

d u c t a s e  a c t i v i t y  t h a t  o n l y  t h e  g r o u p  r e c e i v i n g  LHRH-A w i t h o u t  

a n t l - L H  s h o w s  a m a r k e d  s t i m u l a t i o n  of  5 a - r e d u c t a s e  a c t i v i t y .  

A f t e r  I0  m l n  of  i n c u b a t i o n ,  t h e  5 a - r e d u c e d  m e t a b o l i t e s  r e p r e -  

s e n t  28  ± 2 g  of  t o t a l  r a d i o a c t i v i t y  i n  m e d i u m  f o r  LHRH-A 

g r o u p ,  a s  c o m p a r e d  t o  o n l y  4 ± 1Z (p  < 0 . 0 1 )  f o r  t h e o t h e r  

t h r e e  g r o u p s ,  r e p r e s e n t i n g  a 7 - f o l d  i n c r e a s e  i n  t h e  In  v £ t r o  

a c t i v i t y  o f  5 a - r e d u c t a s e .  I t  t h u s  a p p e a r s  t h a t  LRRH-A f a t [ e d  

i n  s t i m u l a t i n g  t h e  5 a - r e d u c t a s e  a c t i v i t y  when  a n t i - L H  s e r u m  

i s  c o n c o m i t a n t l y  a d m i n i s t e r e d ,  t h u s  s u g g e s t i n g  t h a t  s c t f v a -  

t l o n  of  5 a - r e d u c t a s e  i s  a p i t u l t a r y - m e d l a t e d  p r o c e s s .  

CONTROL 
40" . . f ~  

--~ 30" / 

20- /" 
10- 

0 - 

40- A-LH 

m 

30" 

20- ........--0 

INCUBATION TIME (MINI 

LHRH-A  

O-O 17-HYDROXYPROGESTERONE 
ANDROSTENEDIONE 

C~C] TESTOSTERONE 

A - L H  + LHRH-A 

60 9 0  

F i g .  I .  T r l t i a t e d  p r o g e s t e r o n e  n e t a b o l l s m  bY a s u s p e n s i o n  o£ 
t e s t l c u l a r  l a t e r s t l t t 8 1  ~ c a l l s .  E a c h  p o i n t  r e p r e s e n t s  t h e  mean  
± SEH of  r e s u l t s  f r o m  t r i p l i c a t e  i n c u b a t i o n s .  



J T | l t O X D |  7 

FiRure 2 

A TOTAL A4-METABOLITES 

30- 

20 O 

'i 
'  iii 

i 
0 - ~ - - - ~ - - * ~ r  

0 20 40 60 

I ~ T I O N  TIME (MIN) 

F i g .  2 .  F o r m a t i o n  o f  6 ~ - m e t a b o l l t e s  (A)  and 5 a - r e d u c e d  a e t a -  
b o l l t e s  (B) f r o m  t r i t l a t e d  p r o g e s t e r o n e  I n c u b e t l o n  w i t h  t o t a l  
t e s t l c u l a r  h o m o g e n a t e s  (20  mg o f  t i s s u e  p e r  t u b e ) .  ~ - a e t e -  
b o l l t e s :  1 7 - h y d r o x y p r o g e s t e r o n e ,  a n d r o s t e n e d l o n e  and t e s t o s -  
t e r o n e ;  $ a - r e d u c e d  m e t a b o l i t e e :  S a - p r e g n a n e - 3 , 2 0 - d t o n e ,  
5 a - p r e g n a n - 3 a - o l - 2 0 - o u e ,  5 a - p r e g n a n - 3 ~ o l - 2 0 - o n e ,  5 a - p r e g n a -  
n e - 3 a , 1 7 a - d l o l - 2 0 - o n e ,  5 a - p r e g n a n e - 3 B , 1 7 a - d l o l - 2 0 - o n e ,  5 a - a n -  
d r o s t a n e - 3 , 1 7 - d l o n e ,  $ a - a n d r o s t a n - 3 a - o 1 - 1 7 - o n e ,  $ a - a n d r o s t a n -  
3 B - o l - 1 7 - o n e ,  d l h y d r o t e s t o s t e r o n e ,  5 a - a n d r o s t a n e - 3 o , 1 7 ~ - d l o l  
and  5 a - - a n d r o e t a n e - 3 6 , 1 7 ~ - d l o l .  Rach p o i n t  r e p r e s e n t s  t h e  mean 
± SBH o f  r e s u l t s  f r o m  t r i p l i c a t e  i n c u b a t i o n s .  



I n  o r d e r  to  f u r t h e r  d e m o n s t r a t e  t h e  a b s e n c e  of d i . [ e c L  

a c t i o n  o f  LHRH-A a t  t h e  l e v e l  o f  5 c r - r e d u c t a s e  a c t i v i t y ,  ~ r i -  

t i a t e d  t e s t o s t e r o n e  was i n c u b a t e d  w i t h  a t e s t i c u l a r  h n ~ o g e n a -  

t e .  We c a n  s e e  i n  F i g .  3 t h a t  s t i m u l a t i o n  of 5 e - r e d u c E ; t ~ ,  

a c t i v i t y  i s  n o t  p r e s e n t  when a n t t - L R  s e r u ~  i s  a d m £ n i ~ t ~ r e d  

b e f o r e  t h e  LHRH a g o n i s t .  

We n e x t  s t u d i e d  t h e  e f f e c t  of  c o o b l n e d  ~ r e a t m e n t  ,~:' 

a n t i - L H  a n d  LHRH a g o n i s t  on t e s t i c u l a r  s t e r o i d  c o n t e n t ~  

( T a b l e  1 ) .  When LHRH-A i s  a d m i n i s t e r e d  a l o n e ,  t h e r e  i s  

T O T A L  T E S T O S T E R O N E  5 a - R E D U C E D  M E T A B O L I T E S  l"t ~ u r e  "3 

40 

30  ~ 

- w  20 .  
O ~  

0 

,,1).-.0 C O N T R O L  
H L H R H - A  
l-J- .-t..1 A -L Id  
H A - L H  i LHRH-A  

............ • . . . . .  :......~. ~=...,,,.-~-.-'.----'- 

20  4 0  6 0  

INCUBATION TIME (MIN) 

F i g .  3 .  F o r m a t i o n  o£ 5 o r - r e d u c e d  m e t a b o l i t e e  f r o m  t r t t l a t e d  
t e s t o s t e r o n e  i n c u b a t i o n  w i t h  t o t a l  t e s t i c u l a r  h o m o g e n a t e s ~  ( 20  
ms of  t i s s u e  p e r  t u b e ) .  5 Q - r e d u c e d  m e t a b o l i t e s "  5 w - a n d r o s ~ a -  
u e - 3 , 1 7 - d i o n e ,  5 a - a n d r o s t a n - 3 w - o I - 1 7 - o n e ,  5 o v - a n d r o s t a n - 3 / B - o l -  
1 7 - o n e ,  d i h y d r o t e s t o s t e r o n e ,  ~ c r - a n d r o s t a n e - 3 a , 1 7  ~ - d t o l  a n d  
5 o - a n d r o s t a n e - 3 8 , 1 7  B - d ! o l .  E a c h  p o i n t  r e p r e s e o c s  t h e  i e a n  + 
SEH of  r e s u l t s  f r o m  t r S p l l c a t e  i n c u b a t i o n s .  
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s l i g h t  a c c u m u l a t i o n  of  p r e g n e n o l o n e  a nd  p r o g e s t e r o n e  l e v e l s  

a c c o m p a n i e d  by a m a r k e d  i n h l b i t i o n  o f  A ~ - s t e r o l d s  ( t e s t o s t e -  

r o n e  a n d  a n d r o s t e n e d t o n e )  c o n c e n t r a t i o n  ( f r o m  3 4 . 6  ± 5 . 1  t o  

I f . 3  ± 1 . 5  n 8 / 8  t e s t i s ,  p ~ 0 . 0 1 ) .  M o r e o v e r ,  we h a v e  o b s e r v -  

ed a s t i m u l a t i o n  of  5 a - r e d u c e d  s t e r o i d  l e v e l s  f r o m  2 0 . 1  ± 1 . 9  

t o  2 9 . 2  ± 2 . 4  n 8 / 8  t e s t i s ;  p < 0 . 0 5 ) .  

T h e s e  d a t e  c o n f i r m  t h e  i n h i b i t i o n  o f  1 7 - h y d r o x y l a e e  a s  

w e l l  a s  t h e  s t i m u l a t i o n  o f  5 a - r e d u c t a s e  a c t i v i t i e s  n o t e d  i n  

F i $ e  I ,  2 a n d  3 .  When LHRH-A i s  a d m i n i s t e r e d  c o n c o m i t a n t l y  

w i t h  a n t l - L H  s e r u m ,  we o b s e r v e  a m a r k e d  i n h i b i t i o n  o f  &~-me-  

t a b o l l t e s ,  c o n f i r m i n g  t h e  d i r e c t  e f f e c t  o f  LRRS-A a t  t h e  

l e v e l  o f  1 7 - h y d r o x y l a s e  e n z y m e  w h i l e  t h e r e  i s  no i n c r e a s e  i n  

t h e  S a - r e d u c e d  s t e r o i d  l e v e l s .  

T a b l e  I .  T e s t i c u l a r  s t e r o i d  c o n t e n t s .  D a t a  a r e  e x p r e s s e d  a s  
n g / g  t e s t i s  ( m e a n  ± SEH f r o m  8 a n i m a l s ) .  ~ s t e r o i d s :  1 7 -  
h y d r o x y p r o g e s t a r o n e ,  a n d r o s t e n e d l o n e  a n d  t e s t o s t e r o n e ;  5 a -  
r e d u c e d  s t e r o i d s :  d i h y d r o t e s t o s t e r o n e ,  5 a - a n d r o s t a n e - 3 a ,  1 7 B -  
d l o l  a n d  $w-andros tane-3B,17~diol .  

T r e a t m e n t  
S t e r o i d s  

NHS LHRH-A A-LH LHRH-A + A-LH 

P r e g n e n o l o n e  + 4 . 2 * 0 . 4  5 . 8 . 0 . 6 b  1 . 6 . 0 . 2  2 . 0 * 0 . 3  
p r o g e s t e r o n e  

A ~ - s t e r o l d s  3 4 . 6 ± 5 . I  I I . 3  ± l . $ a  6 . 8 + 0 . 8  4 . 0 - + 0 . 7 c  

$ a - r e d u c e d  
s t e r o i d s  2 0 . 1 2 1 . 9  2 9 . 2  ~ 2 . 4 a  7 .A ~ 0 . 8  6 . 7  ~ 0 . 6  

s ,  p < 0 . 0 1 ,  LHgH-A v s  NllS g r o u p s  
b ,  p < 0 . 0 5 ,  LHRH-A v s  NHS g r o u p s  
c ,  p < 0 . 0 5 ,  LIIRH-A + a n t i - L l l  vs  a n t i - L l l  g r o u p s  
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DISCUSSION 

The p r e s e n t  d a t a  c l e a r l y  d e m o n s t r a t e  t h a t  a d i r e c t  I n h l -  

b i t o r y  a c t i o n  of  { D - S e r ( T B U )  6, d e s - C l y - N H  210|LHRH e t h y l s m l d e  

a t  t h e  t e s t l c u l a r  1 7 - h y d r o x y l a s e  e n z y m e  l e v e l  i s  o b s e r v e d  

a f t e r  d a i l y  i n j e c t i o n  of  as  l i t t l e  a s  500 ng of  t h e  a g 0 n L s t l c  

p e p t l d e  t o  n o n - h y p o p h y s e c t o m t z e d  a d u l t  r a t s  c o n c o m i t a n t l y  

t r e a t e d  w i t h  a n  a n t i - L H  s e r u m .  T h l s  i n h i b i t o r y  e f f e c t  ~s 

r e f l e c t e d  by a m a r k e d  I n  v i t r o  I n h i b i t i o n  of  p r o g e s t e r o n e  

m e t a b o l i s m  by I n t e r s t i t l a l  c e l l s  and  by I n  v i v o  d e c r e a s e  of  

t e s t i c u l a r  ~ 4 - a n d r o g e n s  c o n t e n t s .  Our  f i n d i n g  o f  a d i r e c t  

i n h i b i t o r y  e f f e c t  o f  LHRH-A a t  a 500 r i g - d o s e  t o  r a t s  t r e a t e d  

w l t h  an  a n t i - L H  s e r u m  c o n f i r m s  a n d  e x t e n d s  p r e v i o u s  s t u d i e s  

s h o w i n g  t h a t  a d m i n i s t r a t i o n  of  h i g h e r  d o s e s  of  t h e  a g o n l s t  t o  

h y p o p h y s e c t o m l z e d  r a t s  c a n  i n h i b i t  t e s t i c u l a r  a n d r o g e n  ~ o r m a -  

t i o n  ( 9 ,  1 1 ) .  

H o r e o v e r ,  o u r  s t u d y  s h o w s  t h a t  t h e  s t l m u l a t t o n  of  5 a -  

r e d u c t a s e  a c t i v i t y  o b s e r v e d  I n  i n t a c t  r a t s  a f t e r  a d m i n l s t r a -  

t i o n  of  LHRH a n a l o g u e  a l o n e  d o e s  n o t  o c c u r  when  a n t i - L H  s e r u m  

i s  c o o c o m i t a n t l y  a d m i n i s t e r e d .  T h u s ,  t h e  o b s e r v e d  s t l m u l a t o r y  

a c t i o n  on 5 a - r e d u c t a s e  a p p e a r s  t o  be a s p e c i f i c  LH e f f e c t  a n d  

i s  n o t  m e d i a t e d  d i r e c t l y  a t  t h e  t e s t i c u l a r  l e v e l  b y  t h e  LHRH 

a g o n t s t .  

I t  i s  w e l l  k n o w n  t h a t ,  i n  a d u l t  r a t s ,  t h e  t e s t i c u l a r  

5 a - r e d u c t a s e  a c t i v i t y  i s  s p e c l f i c a l l y  l o c a l i z e d  I n  s e m l n l f e -  

r o u s  t u b u l e s .  I n  a g r e e m e n t  w i t h  t h e s e  o b s e r v a t i o n s ,  w e ; h a v e  

f o u n d  t h a t  L e y d l g  c e l l s  c a n n o t  t r a n s f o r m  p r o g e s t e r o n e  t o  

5 u - r e d u c e d  s t e r o i d s  I n  i n t a c t  r a t s  a s  w e l l  a s  t h o s e  t r e a t e d  
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v l t h  t h e  LHRH a n a l o g u e  w h i l e  t h e  5 ~ - r e d u c t a s e  a c t i v i t y  d e t e c -  

t e d  i n  t e s t l c u l a r  h o m o g e n a t e  18 s t r o n g l y  s t l m u l a t e d  a f t e r  

a d m i n i s t r a t i o n  o f  t h e  a n a l o g u e .  The a l t o  o f  s p e c i f i c  t e s t l c u -  

18r  b i n d i n g  of  LNRH and i t s  a g o n l a t  as  w e l l  as  LH b e i n g  the  

L e y d i g  ce118  ( 1 0 ,  20 ,  2 1 ) ,  we can  t h e r e f o r e  e l l m i n a t e  a s p e -  

c i f i c  a c t i o n  o f  t h e  h o r m o n e .  Thus ,  t he  m e c h a n i s m  o f  t he  s t l -  

m u l a t o r y  a c t i o n  o f  LH upon 5 u - r e d u c t e s e  a c t i v i t y  l l k e l y  

I n v o l v e s  an i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  L e y d l g  c e l l s  end t he  s e m i n l -  

f e r o u s  t u b u l e s  a n d ,  m o r e o v e r ,  t h l s  f a c t o r  of  r e g u l a t l o n  seems 

to  be on t h e  c o n t r o l  of  LH. Our r e s u l t s  f u r t h e r  s u p p o r t  s e v e -  

r a l  o b s e r v a t i o n s  s h o w i n g  t h a t  LHRH a n a l o g u e  can  i n h i b i t  t he  

a n d r o g e n  s e c r e t i o n  by a d i r e c t  a c t i o n  on L e y d i g  c e l l s  and 

c l e a r l y ,  d e m o n s t r a t e  Chat  LH i s  a l s o  i n v o l v e d  in  t h e  m e c h e n i s m  

o f  t e s t i c u l a r  d e s e n s i t i z a t i o n .  

T r i v i a l  n a m e s :  A n d r o s t e n e d l o n e :  4 - a n d r o s t e n e - 3 , 1 7 - d l o n e ;  
d l h y d r o t e s C o s t e r o n e :  1 7 B - h y d r o x y - S a - a n d r o s t a n - 3 - o n m ;  1 7 -  
h y d r o x y p r o s e s t e r o n e :  1 7 - h y d r o x y - 4 - p r e s n e n e - 3 , 2 0 - d l o n e ;  p r e g -  
n e n o l o n e :  3 B - h y d r o x y - 5 - p r e g n e n - 2 0 - o n e ;  p r o g e s t e r o n e :  4 ° p r e 8  - 
n e n e - 3 , 2 0 - d i o n e ;  t e s t o s t e r o n e :  17 ~ h y d r o x y - 4 - a n d r o s t e n - 3 -  
o n e ,  5 n - p r e g n a n - 3 w - o l - 2 0 - o n e :  3 w - h y d r o x y - S w - p r e g n a n - 2 0 - o n e ;  
p r e s n a n - 3 B - o l - 2 0 - o n e :  3 ~ h y d r o x y - S a - p r e g n a n - 2 0 - o n e ;  5 ~ - p r e g -  
n a n e - 3 a , 1 7 a - d l o l - 2 0 - o n e :  3 a , 1 7 - d i h y d r o x y - 5 a - p r e g n a n - 2 0 - o n e ;  
5 a - p r e g n a n e - 3 B , 1 7 a - d l o 1 - 2 0 - o n e :  3 B , 1 7 - d i h y d r o x y - S a - p r e s n a n -  
2 0 - o n e ;  5 ~ - a n d r o s t a n e - 3 ~ o l - 1 7 - o n e :  3 a - h y d r o x y - S a - a n d r o s C a n e -  
1 7 - o n e ;  5 a - a n d r o s t n n - 3 ~ - o l - 1 7 - o n e :  3 ~ - h y d r o x y - S a - a n d r o s t a n -  
1 7 - o n e .  
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