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CONTRIBUTION A L’ETUDE
DU METABOLISME DES ANDROGENES
CHEZ LE COBAYE

par

E. J. Charollais, M. F. Jayle et K. Ponse

INTRODUCTION

En 1931-32, Steinacu et Kux (1931) d’'une part, GuyEnor et PoNSE
(1932) d’autre part, découvrent la masculinisation de cobayes femelles pro-
voquée par I'injection d’extraits hypophysaires bruts, a la fois gonadotropes,
corticotropes et thyréotropes. Par la suite, GuyExoT et PonNsE ont complété
cette découverte qui fut également étudiée plus tardivement en Hollande
puis en Amérique.

En 1951-52, K. Poxse (1952, 1954a, 1954H, 1955, 1958) démontre sur
des rats que cette masculinisation est d’origine purement ovarienne,
puisqu’elle se développe rapidement, avec le maximum d’intensité en
I’absence d’hypophyse et de surrénales. Dans ces conditions, I'ovaire, de
grande taille, apres atrésie folliculaire et hyperstimulation par le facteur LH
de I'urine ou du sérum gravidique, devient une masse de cellules théco-
interstitielles hyperplasiées.

Chez le cobaye, i1l s’agissait de démontrer que la femelle masculinisée,
présente un excédent de métabolites d’androgénes ovariens, dans 1'urine,
au moyen du dosage des 17-cétostéroides neutres.

De 1953 & 1958, un groupe de chercheurs, sous la direction des profes-
seurs M. F. JayLE (Paris) et K. Ponse (Geneve) se sont attaqués a ce pro-
bleme *. Le dosage et I'identification par chromatographie sur papier des
17-cétostéroides urinaires d’animaux opérés et traités par Mmes Rosen-
BUsCH, LIBERT et PERRET m’ont été confiés. L’analyse histologique a été
effectuée par M!e Ponsg. Cette étude nous a conduits, nécessairement, a
envisager le probleme de I'¢limination urinaire des 17-cétostéroides des
cobayes normaux, et des témoins opérés non traités, ainsi qu'a une breve

* Ce travail a pu étre effectué grace a la générosité du Fonds national suisse
de la Recherche scientifique.
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182 ETUDE DU METABOLISME DES ANDROGENES

analyse du métabolisme de certains précurseurs des 17-cétostéroides uri-
naires chez cet animal.

L’utilisation d’une microméthode de dosage des 17-cétostéroides, d’une
extraction butylique et d’une hydrolyse enzymatique de leurs conjugués
urinaires, nous a permis de mener a bien cette tache et de préciser les roles
respectifs de 'ovaire et de la surrénale lors de la masculinisation.

I. METHODES DE DOSAGE
ET D’IDENTIFICATION
DES 17-CETOSTEROIDES URINAIRES

TECHNIQUES DE DOSAGE — MISE AU POINT
A. Réaction de Zimmermann.

Nous avons essentiellement utilisé la réaction de Zimmermann comme
réaction colorée permettant de doser par spectrophotométrie dans le visible
les 17-CS urinaires. Notre technique de base repose sur une modification
de la méthode originale de KLENDsHOJ et al. (1953), associant I'emploi du
monométhylglycol pour préparer le méta-dinitrobenzene et pour la dilution
finale, et de la potasse en solution méthylique anhydre. Cette méthode a
été décrite dans le détail (CmarorLrals, 1955), nous n’y reviendrons pas, si
ce n’est pour souligner le fait que tous les solvants et réactifs doivent étre
extrémement purs. Nous avons toujours utilisé avec succes la potasse et
le méthanol puriss. pro analysi ainsi que le méta-dinitrobenzene Merck spé-
cialement préparé pour le dosage des 17-CS. Quant au mono-méthylglycol,
il contient toujours de faibles quantités de substances cétoniques donnant
la réaction de Zimmermann. Il est nécessaire de le traiter de la facon
suivante:

Dans un ballon rodé de 500 ml avec réfrigérant a reflux, dissoudre 5 g
de 2,4 dinitro-phénylhydrazine dans 250 ml de mono-méthylglycol & puri-
fier, ajouter 5 ml d’HCI conc. et faire bouillir a reflux pendant dix minutes.
Apres refroidissement, distiller sous vide en éliminant soigneusement les
fractions de téte et de queue. Il reste ainsi environ 200 ml de mono-méthyl-
glycol, distillant entre 25 et 30° suivant la pression et convenant parfaite-
ment aux exigences de la réaction de Zimmermann.
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B. Résultats obtenus a partir de stéroides purs.

Il est intéressant de voir comment vont se comporter les principaux
17-CS vis-a-vis de la réaction de Zimmermann-Klendshoj. Nous examine-
rons tout d’abord les 11-desoxy-cétostéroides puis les 11-oxy-cétostéroides.

TaBLEAU 1.

Densité optique mesurée en fonction de la longueur d’onde
pour différents 17-cétostéroides (20 pg de stéroide, cuve de 1 cm).

D. O. D. O. Extinction
17-CS A maximum maximum Allen molécul.
absolue maximum*
DHA 500-505 mp 0,153 0,0250 6640
A 510 0,153 0,0240 6710
E 505 0,159 0,0355 6960
éA 505 0,144 0.0260 6310
A4-androsténe, 3,17-dione 505 0,215 0,0260 9280
11-OHE 510 0,193 0.0270 9110
11-OHA 510 0,143 0,0195 6800
11-COE 510-520 0,301 0.0555 14210
11-COA 510 0,439 0.0755 20700
. D. 0. max
* Extinction moléculaire maximum = Emol. = W_
l = longueur de la cuve en c¢m, ¢ = concentration en mole/litre.

Parmi les 11-desoxy, nous avons effectué les courbes d’absorption avec:
la déhydroépiandrostérone (DHA), ’androstérone (A), I’étiocholanolone (E),
I'épiandrostérone (éA) et la A%-androsténe-3, 17-dione (tableau 1). Ces
résultats permettent de constater, d’une part que le maximum d’absorption
se situe a 505-510 my, d’autre part que les densités optiques absolues sont
équivalentes pour les quatre premiers, a savoir déhydro-épiandrostérone,
androstérone, étiocholanolone et épi-androstérone.

Cependant, il est & remarquer que l'étiocholanoclone a une courbe
d’absorption qui sans étre plus élevée, est moins étalée, si bien que la
valeur obtenue par 1'équation correctrice d’Allen est plus élevée. Au
contraire, la A%-androsténedione, qui est plus chromogéne que les quatre
autres, posséde la méme densité optique corrigée par suite d’un plus grand
¢talement de sa courbe.
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Parmi les 11-oxy, nous avons étudié: la 113-hydroxy-étiocholanolone
(11-OHE), la 113-hydroxy-androstérone (11-OHA), la 11-céto-¢tiocholano-
lone (11-COE) et la 11-céto-androstérone (11-COA) (tableau 1). Comme il
fallait s’y attendre, les 17-CS possédant deux fois un groupe méthylene
activé par une fonction cétonique sont plus chromogenes que ceux qui n’en
possedent qu’une. Il y a méme une relation de proportionnalité. En consé-
quence, les 11-céto sont plus chromogeénes que les 11-oxy correspondants.
Cependant, la 11-hydroxy-étiocholanolone est plus chromogéne que la
11-hydroxy-androstérone, cette derniére correspondant & un 11-desoxy
(type androstérone). Il faut également noter que les stéroides possédant
deux fonctions cétoniques en 11 et 17 ont un maximum d’absorption légere-
ment déplacé vers les plus grandes longueurs d’ondes (510-520 mu). Si
maintenant nous comparons la courbe d’absorption d’un extrait d'urine
de cobaye préparé selon les méthodes décrites plus loin, nous constatons une
parfaite similitude avec la courbe d’absorption d’un 17-CS oxygéné en 11.

Nous avons ainsi une méthode sensible, qui permet d’estimer a partir
de 5 pg les 11-désoxy-17-CS présents dans les urines de cobayes, ou méme
2 a 3 pg de dicétostéroides (11, 17). Des centaines d’étalonnages nous
ont montré la parfaite reproductibilité de la méthode.

TaBLEAU 2.

Densité optique a 505 my pour différents 3-cétostéroides.
Mazximum d’absorption a 5910-515 my. (20 pg de stéroide, cuve de 1 cm).

|
Stéroides | D. 0. absolue . D. 0. Allen
|
Testostérone . . . . . . . . . . . 0,078 | 0,0035
At-androsténe, 3-céto, 17«-0l . . . . 0.050 ’ 0.0035
Androstane, 3-céto, 178-01 . . . . . 0,068 0,0020
Etiocholane 3-céto, 173-0l . . . . . 0,033 0,0025
1

Nous venons de voir qu’une fonction cétonique en position 11 réagissait
comme celle en 17. Il n’y a donec pas de spécificité pour I'une ou I'autre
position. Qu’en est-il de la fonction cétonique en position 3 ? Il est curieux
de constater qu’elle réagit peu ou méme pas du tout. Nous avons déja vu
que la A*-androsténe-dione (tableau 1) avait un pouvoir chromogéne un
peu plus ¢levé que les autres 11-désoxy-stéroides étudiés. Cependant, la
coloration ne correspond pas a deux fonctions cétoniques, il n’y a pas de
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proportionnalité. La testostérone, la A*-androsténe-3-céto-17«0l, I'andro-
stane-3-céto-17830l et I'étiocholane-3-céto-17830l ne fournissent pratiquement
aucune coloration avec le réactif de Zimmermann (tableau 2). On peut
donc aflirmer que le groupe méthyléne activé par la fonction cétonique
en 3 n’interfere pratiquement pas avec les fonctions de 11 et 17.

Nous n’avions malheureusement pas a notre disposition de stéroides
possédant des fonctions cétoniques en d’autres positions et spécialement
en 20. Il ne nous a donc pas été possible d’examiner en détail la spécificite
de cette réaction.

C. Critique de la méthode.

Résumons d’abord la méthode utilisée et comparons-la avec la technique
originale de KLENDsHOJ.

Les extraits secs, contenant 0 & 50 pg de 17-CS, sont additionnés de
0.4 ml de m-dinitrobenzéne & 1 p. 100 dans le monométhylglycol, on agite
bien afin de faciliter la dissolution, puis on ajoute 0,2 ml de potasse 3N
dans le méthanol absolu (préparée et centrifugée immédiatement avant
I'emploi). On développe la coloration a ’obscurité a 45° pendant exactement
45> minutes. Apres refroidissement a la glace, le mélange coloré est dilué
avec 4 ml de mono-méthylglycol. La lecture est effectuée dans des cuves
de 1 em a 505 my. La coloration est stable pendant 45 & 60 minutes si I'on
a soin de conserver les tubes dans la glace fondante.

On voit done que la différence fondamentale entre la méthode originale
et notre modification réside dans la concentration de la potasse. En effet,
nous n’utilisons que 0,6 millimole de potasse par échantillon & doser, alors
que KrExpsunos en utilise 1,2 millimole dans les mémes conditions. Cet
exces de potasse diminue la stabilité de la coloration et fournit des « blanes »
beaucoup trop élevés. De plus, I'emploi d’'un thermostat a 45° pour déve-
lopper la coloration, permet de travailler plus rapidement et dans des
conditions beaucoup plus reproductibles.

Les constatations précédentes montrent qu’il est impossible de s’attendre
& des résultats d’une haute précision, du fait que les extraits urinaires sont
des mélanges complexes de stéroides dont les pouvoirs chromogénes sont
différents. Il suffit qu'un stéroide fortement chromogene ait une concentra-
tion urinaire légerement accrue pour que le dosage soit fortement surestimé.

Comme nous le verrons plus loin, les urines de cobayes normaux
contiennent principalement des 17-CS oxygénés en 11 et peu de 11-desoxy-
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stéroides. Il est donc évident que tous les chiffres que nous obtiendrons
seront plus élevés que le contenu réel en 17-CS de I'extrait. De plus, lors
des traitements effectués sur ces animaux, une faible augmentation d’un
11,17-dicétostéroide se traduira par une forte élévation du dosage global,
inversement I’apparition d’étiocholanolone, d’épiandrostérone, de déhydro-
épiandrostérone ou d’androstérone, sera beaucoup plus discrete. Le dosage
en lui-méme n’est donc pas un critere suffisant, il n’est qu’un renseigne-
ment préliminaire. Il est indispensable de connaitre la composition, aussi
exacte que possible, du mélange, pour en tirer une conclusion valable.

D. Essar d’application de la méthode au dosage des 17-CS conjugués.

Afin de comparer le pouvoir chromogene des 17-CS libres et celui de
leurs conjugués, nous avons effectué la réaction de Zimmermann précédem-
ment décrite sur des échantillons de sulfates de 17-CS que nous avons
préparés selon la méthode de SoBEL, SPOERRI et TALBOT (SOBEL et SPOERRI,
1941, 1942; TavLBor et al., 1943). Compte tenu de I’augmentation de poids
moléculaire, on peut dire que la déhydroépiandrostérone, I'épiandrostérone
et les sels de sodium des esters sulfuriques correspondants ont approxima-
tivement le méme pouvoir chromogéne (moyenne 97,49, pour le rapport
DHA sulfate/DHA et 90,79, pour celui éA sulfate/éA). Quant a I’androsté-
rone, différents essais nous ont montré une coloration plus faible pour le
sulfate que pour le stéroide libre (en moyenne 77,6% pour le rapport
A sulfate/A), bien que 'analyse élémentaire ne révele rien d’anormal.

Nous ne nous sommes pas attaqués a la synthése de glucuronides, qui
aurait dépassé le cadre de ce travail. En revanche, nous avons essayé
de purifier des extraits d’urines de cobayes, afin d’obtenir des 17-CS glu-
curoconjugués et sulfoconjugués plus ou moins purs. Il apparait que ces
extraits sont en général beaucoup plus chromogenes (100 a 1509%,) qu’apres
hydrolyse enzymatique. Ceci n’est pas di a la présence d’acide glucuronique
qui ne donne aucune réaction de Zimmermann. Il s’agit certainement de
chromogeénes n’ayant rien & voir avec les stéroides.

Dans la figure 1, on peut comparer les courbes d’absorption d’un extrait
des 17-CS conjugués d’un méle normal et injecté de DHA ou d’androstérone,
avec I’étiocholanolone, par exemple. On voit que dans I'urine du cobaye
normal, il y a beaucoup de chromogénes qui ont pour effet de déplacer le
minimum d’absorption de 420-430 mu. a 460 my. Ce déplacement n’apparait
plus lorsque nous supprimons artificiellement ces chromogéenes en augmen-



CHEZ LE COBAYE 187

D.o0., 4———y ETIOCHOLANOLONE .
veomea O+ DHA
0,500 e T e )
o ~
x .
' =#-e= ' NORMAL -~ ..
» g ’
\ & e
L 3 .
\h -’ “. 4
I x ,". \,
" - \,
A # N
> d \\
= - 3
0,400 | A P \.\. i
Ny ,t". \
""k“ - \\
4 “n, -t g
\'\._..__,-".’ \“\.’__‘.- ‘_F“..—-’d \t.\ \,

0,300

0,200

0,100 s 1 Iy L " 1 2 2 2 A 2 1 1 N 1 1 1 1 L
400 450 500 550 800

Fig. 1.

Courbes d’absorption comparées de différents extraits urinaires
et de I'étiocholanolone.

tant fortement les 17-CS par injections de DHA ou d’androstérone pures.
L’application de 'équation d’ArLLeEN (1950) élimine également en majeure
partie ces artefacts.

TECHNIQUES D’EXTRACTION ET DE PURIFICATION
DES URINES DE COBAYES:
MISE AU POINT DE METHODES ADAPTABLES AUX DIFFERENTS CAS A ETUDIER

A. Reécolte des urines.

I1 n’y a, dans les urines humaines, comme dans les urines de cobayes récoltées
sur un antiseptique, que des traces de 17-CS libres. L'immense majorité des 17-CS
est conjuguée; encore ne sait-on pas si ces traces ne sont pas dues a un début de
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fermentation bactérienne des urines. Aussi est-il nécessaire de récolter les urines
avec un maximum de précaution.

Les cobayes en expérience sont placés dans des cages & mélabolisme au moins
une semaine avant toute récolte d’urine, car ces animaux s’adaptent difflicilement
aux changements. Nous avons toujours noté un taux de 17-CS trop faible chez
des animaux qui n’étaient pas encore habitués a leur cage et & leur nourriture.
Les animaux reposent sur un treillis grossier laissant passer les matieres
fécales et les débris de nourriture qui sont retenus au-dessous par un treillis plus
fin. Enfin, I'urine s’écoule dans un plateau incliné afin d’avoir une faible surface
d’évaporation Le plateau est désinfecté en le badigeonnant avec un mélange
de 1 ml de Merfen 0,19, et 2 ml de n-butanol. Il faut autant que possible utiliser
I'urine immédiatement. Si ce n’est pas possible, on la garde avec un peu de toluéne
au congélateur (— 5°),

Pendant les expériences, les animaux sont nourris, suivant la saison, avec des
betteraves ou de I’herbe fraiche (pissenlits) et du son de blé enrichi en vitamine C
(2 g/kg de son). Entre les prises d’urine, les animaux recoivent en plus de I’herbe
fraiche en été, ou du foin en hiver. La récolte des urines a toujours été effectuce
pendant exactement 24 heures; le volume brut et le volume final, aprés ringage
a I'eau du plateau et du treillis métallique, sont mesurés. Un contrdle régulier
de la créatinine nous a montré la parfaite reproductibilité des prélevements
d’urine effectués dans ces conditions. La diurése est trés variable; elle oscille
entre 20 et 80 ml par jour pour des cobaves de 300 a 600 g. La créatinine est tres
constante pour un méme animal, elle est directement li¢e au poids du corps en
raison de sa nature métabolique. On en trouve 10 4 15 mg/24 heures pour des
cobayes de 300 4 600 g; elle peut atteindre 20 & 25 mg/24 heures pour des cobayes
de 800 a 1000 g.

B. Hydrolyse des conjugués au moyen d’un acide minéral.

Les 17-CS conjugués (glucuronides ou sulfates) sont facilement scindés en
17-CS libres et acide glucuronique ou sulfurique par les acides minéraux a chaud
(acide sulfurique ou acide chlorhydrique). Cette méthode conduit a des artefacts
(deshydratation, chloruration, etc.) et détruit en partie certains 17-CS, spéciale-
ment les 11-oxygénés. Cette méthode d’hydrolyse (par exemple pH 0,7 a4 I’ébulli-
tion & reflux pendant 10 minutes ou pH 1,0 pendant 30 minutes) suivie d’une
extraction des 17-CS libres par un solvant organique (éther, benzene...) s’avére
inutilisable pour les urines de cobayes, vu le manque de reproductibilité des
resultats,

C. Hydrolyse enzymatique de lurine brute.

L’urine brute, ajustée a pH 5.0 au moyen d’acide acétique glacial, est addi-
tionnée de 0.05 ml de suc digestif d’Helix pomatia (HENrY et al., 1952a, 19525,
JArRRIGE et HENRY, 1952; ALrseEN. 1957) par ml d’urine, soit en moyenne 5000 a
7000 unités par ml de glucuronidase et 10.000 &4 15.000 unités par ml de sulfatase. Le
suc digestif d’Heliz pomatia titre en moyenne 100.000 a 150.000 unités Fishman
de B-glucuronidase et 200.000 a 300.000 unités de sulfatase par ml de suc brut.
On laisse incuber 36 a 40 heures a4 37° et extrait a4 I’éther. Les résultats n’ont pas
été satisfaisants, car 'urine de cobaye contient beaucoup trop d’inhibiteurs,
I’hydrolyse est trées incomplete, cette méthode est également inutilisable.



CHEZ LE COBAYE 189

D. Principe adopté.

Utilisation de la méthode de fractionnement de JayLe-BauLieu, en
'adaptant aux urines de cobayes. Hydrolyse enzvmatique.

La méthode de Javre-Baviieu (Javyre et al., 1952, 1953) combine
deux principes:

1. L’hydrolyse des sulfates labiles, selon Brimax-Conen (1951) en tampon
acétate a4 chaud.

b

L’extraction sélective des conjugués, a différents pH par le n-butanol a
froid.

Chez I'homme, cette technique met en évidence trois fractions urinaires
physiologiquement distinctes:

La fraction A, extractible au butanol en pH alealin, contenant I'andro-
stérone, 'étiocholanolone et environ 209, de la totalité des 17-CS oxygénés
en 11.

La fraction B, renfermant presque exclusivement la déhydroépiandro-
stérone présente dans I'urine sous forme de sulfate thermolabile en milieu
faiblement acide.

La fraction C extractible au butanol en pH acide, constituée par 809
du total des 17-CS oxygénés en 11.

Nous allons voir qu’il en est tout autrement chez le cobaye, cependant
nous garderons la nomenclature adoptée par JAYLE, tout en précisant bien
que la composition des fractions A, B et C est totalement différente.

Bitmax et Conex (1951) ont montré que la déhvdroépiandrostérone
éliminée dans 'urine humaine sous forme de sulfate est hydrolysée a pH 5,5
en tampon acétate molaire par ébullition a reflux pendant 4 a 5 heures.

Nous avons adopté cette technique et opérons de la facon suivante:

a) Fraction B,

Les urines, prélevées quantitativement pendant exactement 24 henres, sont
mesurées apres ringage des plateaux et treillis avec de 'eau (70 4 100 ml en
moyenne). On filtre sous vide sur un filtre rapide. Suivant le volume on préleve 50
ou 75 ml de facon & utiliser la presque totalité des 24 heures. Cette prise est ajustée
a pH 5.5 au moyen d’acide acétique glacial, ce qui permet la dissolution de tous
les constituants généralement insolubles dans ’urine normale (carbonates, phos-
phates. .) qui est tres alcaline (pH 8 24 9,7). On y ajoute un demi-volume de tampon
molaire d’acétate de sodium/acide acétique a pH 5.5 et on porte a I’éLullition a
reflux pendant 4 heures. LLe pH augmente légérement (6,0 a 6,9). Apres refroi-
dissement, les stéroides libérés de leur conjugaison sont extraits deux fois a I’éther.
Les extraits éthérés réunis sont lavés a la soude puis & l'eau afin d’éliminer les
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substances acides et phénoliques (eestrogenes). Aprés évaporation de I’éther au
bain-marie, on obtient la fraction B neutre préte a étre dosée.

Voici les quantités utilisées:
Pour 50 ml d’urine 4+ 25 ml de tampon acétate:

premiére extraction a 1’éther avec 125 ml (1.7 volume);
deuxieme extraction a I’éther avec 60 ml (0,8 volume).

Extraits éthérés réunis (185 ml) lavés deux fois avec chaque fois 35 ml de
soude N, puis deux fois avec chaque fois 35 ml d’eau distillée.

[’extraction et les lavages se font dans des colonnes verticales (fig. 2) munies
d’un robinet A la partie inférieure et & Ja partie supérieure d’un entonnoir a
tubulure capillaire. On introduit I’éther dans la colonne, puis dans I’entonnoir
I'urine qui s’écoule sous forme d’un filet continu et se pulvérise en fines goute-
lettes dans I’éther. Une fois I'urine décantée dans la colonne, on la repasse par
I’entonnoir et ainsi de suite. On fait en tout quatre a cinq passages. Toutes nos
extractions ont ¢té effectuées selon ce systéme.

Fig. 2.

Colonne utilisée pour 'extraction des 17-céto-stéroides.

b) Fraction A.

L’urine (4 tampon) exempte de sa fraction B est additionnée de carbonate
de sodium en poudre, jusqu’a concentration de 6.79,, de fagon a obtenir un pH
stabie, tres voisin de 11. Si cn ne veut pas modifier le coefficient de partage lors
des extractions ultérieures. il est nécessaire d’éliminer ’éther résiduel de 'extrac-
tion précédente sous un léger vide. On extrait deux fois dans les colonnes verticales
au n-butanol. Les extraits butyliques réunis sont Javés avec une solution de car-
bonate de sodium, puis a I’eau. Enfin, aprés avoir laissé décanter une nuit, le
butanol est évaporé a sec, sous vide, au moyen de I’évaporateur rotatif de Craig,
a une température inférieure a 50°. Le résidu séché completement sous un courant
d’air constitue la fraction A conjuguée qui sera hydrolysée par les enzymes du
suc digestif d’Helixz pomatia.

Voici les quantités utilisées:

Pour 50 ml d’urine + 25 ml de tampon acétate (exempts de la fraction B), + 5 g
de carbonate de sodium:

premiére extraction avec 75 ml de n-butanol (1 volume);
deuxiéme extraction avec 37,5 ml de n-butanol (0,5 volume).
Extraits butyliques réunis (112,5 ml) lavés une fois avec 45 ml (0.4 volume)
de carbonate de sodium 6,79, puis une fois avec 34 ml (0,3 volume) d’eau distillée.
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c) Fraction C.

L’urine contient encore des 17-CS conjugués constituant la fraction C que
I’on peut extraire de deux manieéres:

10 Soit sous forme libre, par ébullition & reflux pendant 15 a 30 minutes du
mélange amené a pH 0,7 ou 1,0 au moyen d’HCl concentré, puis extraction
éthérée, lavages a la soude et a ’eau selon les mémes modalités que pour la
fraction B;

20 soit sous forme conjuguée par une double extraction au n-butanol du mélange
amené a pH 1,0 (HCl) et lavages a ’eau de I’extrait butylique. On hydrolyse
I’extrait évaporé a sec aux enzymes d’escargots, comme pour la fraction A.

Ces deux méthodes ont été utilisées. La premiere donne de mauvais résultats.
Il y a destruction d’une certaine quantité de 17-CS sensibles aux acides a chaud,
transformation de certains pigments qui ensuite passent dans I’éther en donnant
de fortes colorations, transformation des restes d’alcool butylique (extraction
précédente) en dérivés peu volatiles difficiles a éliminer.

[.a seconde méthode est bien meilleure, cependant vu les pigments urinaires
du cobaye, les extraits contiennent souvent des chromogénes parasites.

Voici les modalités:

Pour 90 ml de résidu urinaire (50 ml d’urine -+ 25 ml de tampon acétate 4 environ
15 ml HCI concentré ad pH 1.0):

premiere extraction avec 45 ml de n-butanol (0.5 volume);
deuxiéme extraction avec 45 ml de n-butanol (0,5 volume).

Extraits butyliques réunis (90 ml) lavés deux fois avec chaque fois 45 ml
(0,5 volume) d’eau distillée.

Les extraits butyliques des fractions A et C contiennent des conjugués qu’i1

faut scinder par hydrolyse enzymatique et purifier avant le dosage.

Les extraits A sont légérement alcalins, les extraits C acides. On reprend donc
les premiers par quelques gouttes d’acide acétique M/10, les seconds par quelques
gouttes de soude N, puis on ajoute a chaque extrait 10 ml de tampon acétate
0.02 M pH 5,0, Le pH est vérifié puis ajusté s’il y a lieu a 0,1 unité prés. L’hydro-
lyse se fait dans de petits erlenmeyers de 100 ml en ajoutant 0,5 ml de suc digestif
d’Helix pomatia brut a chaque extrait, soit une concentration approximative de
5000 & 7500 unités par ml de glucuronidase et 10.000 & 15.000 unités par ml de
sulfatase. Aprés 40 heures a 37°, on extrait a I’éther et lave les extraits a la soude
et a I'eau. I’extrait éthéré évaporé a sec au bain-marie fournit les fractions A
et C, prétes a étre dosées.

Voici le mode opératoire:
A 10 ml hydrolysé, on ajoute 10 ml d’eau distillée:

premiére extraction avec 60 ml d’éther (3 volumes);
deuxiéme extraction avec 30 ml d’éther (1,5 volume).

Extraits éthérés réunis (90 ml), lavés deux fois avec chaque fois 15 ml de
soude N, puis deux fois avec chaque fois 15 ml d’eau distillée.

Les extractions se font dans les colonnes verticales, précédemment décrites
dont les dimensions sont adaptées au volume a extraire (diamétre 2 & 3 cm,
hauteur 80 cm).



192 ETUDE DU METABOLISME DES ANDROGENES

Tous les dosages sont effectués selon la microméthode déerite plus haut
sur des prises de 10 a 20 pg de 17-CS, correspondant a 10 a 15 ml d’urine
pour les fractions B et C et a 5 ml d’urine pour A.

E. Autre méthode d extraction pour le dosage des conjugués.

a) Fraction AB conjuguée,

Nous avons vu que 'on pouvait doser les 17-CS conjugués de la méme
facon que les libres. En nous basant sur cette constatation, nous avons
essayé de purifier suflisamment les extraits afin de pouvoir effectuer les
dosages directement sur les conjugués, sans passer par I'hydrolyse enzy-
matique.

Principe: les urines sont d’abord centrifugées 30 minutes a 1500 tours/minute
afin d’¢liminer les substances insolubles qui favorisent les ¢é¢mulsions lors des
extractions butyliques. Le résidu de centrifugation est mis en suspension dans un
peu d’eau, centrifugé 15 minutes, puis les deux surnageants sont réunis et addi-
tionnés de 4 g de carbonate de sodium sec afin de fixer le pH a 11. On extrait
deux fois au n-butanol dans les colonnes verticales, lave 'extrait avec une solution
de carbonate de sodium de méme concentration que I'urine extraite (89, poids/
volume), puis a 'eau. L'extrait évaporé a sec au Craig, a une température infé-
rieure a 507, est repris par 50 ml d’une solution de carbonate a 89, puis réextrait
au n-butanol comme précédemment. Les dosages peuvent étre effectués sur ce
dernier extrait sec, aussi bien pour les 17-CS que pour l'acide glucuronique
conjugue

Voici les quantités utilisées pour les deux extractions:

Pour 50 ml d’urine centrifugée, amenée a pH 11 (4 g de carbonate de sodium):
premiére extraction avec 50 ml de n-butanol (1 volume);
deuxieme extraction avec 25 il de n-butancl (0.5 volume;j.

Extraits butyliques réunis (75 mlj, lavés une fois avec 30 ml (0,4 volume)
de carbonate de sodium 89, et une fois avec 22,5 ml d’eau (0.3 volume). Les
dosages sont effectucs sur l’équivalent de 5 ml d’urine pour les 17-CS et de 2,5 ml
pour acide glucuronique conjugué pour des animaux normaux.

Lorsqu’on veut effectuer une chromatographie sur papier, on fait une hydro-
lyse enzymatique sur une prise aliquete et on opére selon la technique d’hydrolyse
précédemment décrite. 1] serait peut-étre avantageux de mettre au point une
chromatographie des conjugués, de facon & simplifier la méthode et a rendre
possible I'étude directe du mode de conjugaison des 17-CS du cobayve.

b) Fraction C.

I’extraction de la fraction AB conjuguée laisse une fraction C résiduelle ana-
logue a celle obtenue par 'extraction séparée des fractions A et B. On utilise les
procédés d’extraction et d’hydrolyse décrits plus haut, lorsqu’on veut doser cette
fraction.
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Les différentes méthodes que nous venons de décrire sont des techniques de
base. On peut ainsi combiner les différentes possibilités et s’adapter a chaque
cas particulier.

F. Discussion.

a) Fractionnement des urines.

On peut dire que le défaut fondamental de la technique de fractionne-
ment en fractions A, B et C est que, chez 'homme, la fraction A contient
plus du tiers des 17-CS oxygénés en 11. Lorsqu’on effectue deux extractions
successives sur colonnes au n-butanol (cf. fraction A ou AB), on extrait la
presque totalité des 17-CS oxvgénés en 11, si bien que la fraction C n’a
plus aucun intérét et cela d’autant plus que les urines de cobayes sont
extrémement pigmentées.

On verra également que le cobaye n’élimine pas (dans tous les cas
étudics) de déhydroépiandrostérone, ainsi la fraction B telle qu'elle a été
définie plus haut, devient sans intérét.

C’est pourquot, bien que notre premier objectif ait été dutiliser la
méthode de fractionnement de JavLe, en fractions A, B et C, nous avouns
du d’abord renoncer a la fraction B qui ne contenait pas de déhydroépian-
drostérone, puis a la fraction C qui ne contenait pratiquement plus de
17-CS oxygénes en 11, lorsque 'extraction au n-butanol de 'urine a pH 11
était effectucée en deux fois (premiere fois avec un volume, deuxieme fois
avec un demi-volume de n-butanol).

“n définitive, nous n'avons ¢étudié qu’une seule fraction nommée A ou
AB, suivant qu’elle avait été préparée apres élimination de la fraction B
(ce qui purifiait quelque peu les extraits) ou qu’elle avait été obtenue a partir
de I'urine brute (paragraphe I de ce chapitre).

En pratique, on peut envisager indifféremment les fractions A ou AB
qui sont de toute premiére importance et refletent fidelement 'activiteé
androgéne de I'animal.

b)Y Hydrolyse chilorhydrique et hydrolyse enzymatique.

Bien que I’hydrolyse par les acides minéraux soit couramment utilis¢e
en clinique et qu’elle fournisse des résultats certains chez I’homme, nous
avons vu que chez le cobaye il était impossible de I'utiliser, car elle ne
fournissait pas des résultats reproductibles. Par contre, 'hydrolyse enzyma-
tique au moven des sulfatase et glucuronidase d’Helix pomatia convient
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parfaitement. Elle permet, d’'une part, une excellente reproductibilité des
résultats quantitatifs, d’autre part, elle évite la formation d’artefacts et
rend plus aisée I'interprétation des chromatogrammes.

CHROMATOGRAPHIE SUR PAPIER DES EXTRAITS URINAIRES

Nous venons de voir que l'interprétation des résultats des dosages
colorimétriques des 17-CS urinaires est tres délicate, car 1l faut tenir compte
du fait que l'on a un mélange relativement complexe. L’interprétation
devient plus aisée dés que I'on sait qualitativement quels sont les 17-CS.
présents.

A. Technique adoptée.

Nous avons essentiellement utilisé la méthode de ZarraronI et SAvarD
(SAVARD, 1953, 1954; Zarraront, 1953; Bavrieu et al., 1957), technique:
simple et bien adaptée aux moyens dont nous disposons. Nous n’utilisons
que la chromatographie descendante sur papier Whatman n° 1, avec comme
phase stationnaire, le propanediol 1,2 et comme phase mobile la ligroine
(point d’ébullition 80-110°), le toluéene et le méthylcyclohexane.

Imprégnation des papiers.

L’imprégnation des papiers avec la phase stationnaire est certainement
le point qui réclame le plus d’attention si ’on veut obtenir & la fois précision
et reproductibilité des résultats.

Le propanediol 1,2 pur, par sa polarité, rend les stéroides peu mobiles;
la vitesse de migration est extrémement lente; aussi est-il nécessaire
d’utiliser un diluant volatil de facon qu’il ne reste que peu de propanediol
1,2 sur la feuille. En pratique, on dilue le propanediol avec un volume égal
de méthanol, on trempe les feuilles aussi réguliérement que possible dans
ce mélange, et on les conserve entre deux feuilles de papier buvard. Le
méthanol s’évapore lors des manipulations ultérieures.

Température.

Un second facteur a envisager est la température. En elle-méme (entre
18 et 28°), elle ne joue aucun role (si ce n’est dans la vitesse de migration),
mais 'amplitude de ses variations peut avoir une influence néfaste, d’une-
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part sur la descente de la phase mobile, d’autre part sur la résolution des
différents stéroides. Aussi, afin d’obtenir des résultats semi-quantitatifs et
reproductibles, il est nécessaire de travailler dans une piéce & température
constante, 22° + 1 par exemple.

Enfin il est nécessaire de mentionner que, malgré une bonne imprégna-
tion du papier par la phase stationnaire et une température constante, on
observe souvent des écarts sensibles dans la vitesse de migration des sté-
roides sans qu’on puisse 'expliquer d’une facon satisfaisante.

Matéreel.

Nous utilisons le matériel classique de la chromatographie sur papier,
a savoir:

De grandes cuves en verre (bacs d’accumulateurs) rodés a la partie
supérieure et fermés par une plaque de verre. On assure I’étanchéité au
moyen de propanediol 1,2 pur suflisamment visqueux et peu volatil.
Il offre ’avantage de ne pas introduire de substances étrangéres dans la
cuve. Les papiers sont fixés entre deux plaques de verre ayant les dimensions
des augettes (chaque augette peut ainsi supporter deux séries de papiers,
une de chaque coté). Le tout est posé sur une armature de verre a I'intérieur
de la cuve.

La cuve est préparée au minimum 24 heures avant d’étre utilisée; en
y introduisant les deux liquides constituant les deux phases: propanediol 1,2
et ligroine, par exemple, afin que I'atmosphere soit équilibrée et saturée
des vapeurs des deux solvants. On prépare également la phase mobile en
la saturant de la phase stationnaire & la température de la chambre de
travail. Il ne reste qu’a disposer les spots sur les papiers en prenant la pré-
caution de ne pas avoir des taches de plus de 5 mm de diamétre. Comme
le papier est humide et que les taches s’étendent rapidement, il faut mettre
des stéroides purs ou les extraits en solution dans un solvant volatil
(méthanol ou chlorure de méthyléne) et sécher rapidement au moyen d’un
faible courant d’air. On dépose quantitativement soit au moyen d’une
micropipette graduée (0,1 ml au 1/1000), soit avec un tube étiré a une
extrémité en rincant plusieurs fois avec du solvant propre.

Il est nécessaire de déposer sur chaque feuille de papier des témoins
en quantité connue pour permettre un contrdole de la migration et une
estimation semi-quantitative des taches. Les feuilles sont alors placées le
plus rapidement possible dans la cuve, équilibrée au moins une heure,
puis on introduit au moyen de trous percés dans le couvercle de la cuve
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au-dessus des augettes, la phase mobile (ligroine). La durée moyvenne est
d’environ 20 heures a 22° pour la ligroine, 4 a 5 heures pour le toluéne,
100 heures pour le méthyleyelohexane. Ces temps sont caleulés afin d’avoir
I'androstérone au bas de la feuille (30 a 35 em de la ligne de départ).

Une fois la séparation effectuée, les papiers sont retirés de la cuve,
séchés compléetement & la température de la piece pendant une nuit ou
quelques heures & 45°, puis révélés. Les taches sont mises en évidence en
immergeant la feuille de papier d’abord dans une solution de potasse
environ 3N dans I’éthanol (5,8 g. de potasse dissous dans 5> ml d’eau‘ volume
final 50 ml avec éthanol 95°(). On seche soigneusement les bandes entre
des feuilles de papier buvard, puis on les immerge de nouveau dans une
solution de m-dinitro-benzéne a 29, dans I'éthanol. On seche de nouveau
soigneusement. Les taches apparaissent immédiatement pour les [[-céto-
17-CS, en quelques minutes dans une étuve a 45° pour les autres 17-CS.
Le papier doit rester blanc, les taches apparaissent en violet, bleu ou rose.

B. Stéroides mis en évidence — RT moyens obtenus.

Remarquons, tout d’abord, que le toluene sépare tres mal les stéroides
oxvgénes en 11. Les 11-hydroxy et 11-céto correspondants ne forment
qu’une seule tache. Ce systeme n'est donc pas utilisable pour les urines
de cobayes qui contiennent surtout des 17-CS oxygénés en 11. Le systeme
meéthyl-cyclohexane-propanediol n’est utilisé que dans quelques cas parti-
culiers ot I'on veut confirmer la présence de déhydroépiandrostérone et
d’épiandrostérone dans un méme extrait. Cependant, le systéeme ligroine.
propanediol 1,2 sépare déja convenablement ces deux stéroides. Pratique-
ment, tous nos résultats ont été obtenus au moyen de ce dernier systéeme-

Dans le tableau 5. nous avons réuni les principales caractéristiques des
17-CS oxygénés en 11, des quatre principaux 11-désoxy-17-CS et de quelques
3-cétostéroides.

La migration des différents 17-CS se fait suivant certaines lois basces
essentiellement sur la polarité des groupes fixés sur la molécule. Savarp
(Savarp, 1953; LEDERER et LEDERER, 1957), le premier, a formule ces lois
empiriques que nous avons confirmées. Elles se résument ainsi:

1. Les céto-stéroides en G, (fonction oxygénée en C,,) migrent plus
rapidement que les cétostéroides en Cq (fonction oxygénée en C,-) correspon-
dants. Ceci permet de séparer les 17-CS des 20-CS.
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TaBLEAU 3.

Chromatographie sur papier. Systéme ligroine-propane,l, 2-diol.

Couleur sSensi-
Stéroides Abréviations RA Zimmermann lz:lltyt)é
| Etiocholane, 3«, 11£-diol,
' 17-one . . . 11-OHE * | 0,027 + 0,016 | violet 2-3
Androstane, 3, 11(3 d1oi
17-one . . . ) 11-OHA * | 0,039 = 0,015 | bleu-violet | 2-3
Etiocholane. 31—01 1'1.
17-dione . . . . . . 11-COE * 0,097 + 0,036 | rose 1-2
Androstane, 3«-ol, 11, 17-
dione . . . . . . . 11-COA * 0,17 + 0,04 rose 1-2
Testostérone . . . . T 0.22 bleu-ciel 2-3
Epi-testostérone (ha) : ¢T 0,32 bleu-ciel 2-3
Déhydroépiandrostérone . DHA * 0.48 + 0,05 violet 3
Etiocholane, 3«-0l, 17-one E 0,61 + 0,05 violet 5
Androstane, 38-ol, 17-one éA 0,61 - 0,05 violet 5
Androstane, 178-0l. 3-one 0,65 bleu 5
Etiocholane, 173-0l. 3-one 0,72 bleu J
Androstérone . . . . . A 1.00 violet 5

* Movennes de 10 & 20 mesures pour des migrations de l'androstérone comprises
entre 15 et 37 em a des températures variant de 15 & 259,

[.e ton de la coloration variant avec la quantit¢ de stéroide, les couleurs correspondent
a environ 5 pwg de 11-oxy-17-CS, et & environ 20 pg de 11-désoxy-17-CS.

Exemple:
* Ra: Af-androstene 3, 17 dione: 1,7
progestérone: 2,3.
2. Les dérivés de la série androstane (série Soc) migrent plus rapidement
que les dérivés correspondants de la série étiocholanolone (série 583).
Ceci semble également vérifié pour les cétostéroides en Cyy étudiés.

Exemple; (cf. Tableau 5)

11-OH-E: 0,027 et 11-OH-A: 0,039
11-CO-E: 0,097 et 11-CO-A: 0,17
E 0,61 etA : 1,00
Exemple:
* RA: Pregnane 3x ol. 20-one: 1,30
Allo-pregnane 3« ol, 20-one: 1,40,

On observe cependant souvent la méme vitesse de migration pour les

deux séries.

* Emprunté a Savarp (1933).

ARCHIVES DES ScieExces. Vol. 14, fase. 2, 1961.

(]
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Exemple:
*Ra: Etiocholanolone 3,17-dione et androstane 3,17-dione: 2,5
Pregnane 3,20-dione et allopregnane 3,20-dione: 3,0.

L

3. Les 11-B-hydroxy migrent plus lentement que les 11-céto correspon-

dants:

Exemple (cf. tableau 5):
Ra: 11-OH-E: 0,027 et 11-CO-E: 0.097
11-OH-A: 0,039 et 11-CO-A: 0,17.

4. Les changements de position d’'une seule fonction hydroxyle dans
toute la molécule suivant le systeme de configuration o-3, suflit & modifier
considérablement la vitesse de migration. L’épimeére 3« (polaire) migre
plus vite que I'épimere 33 (équatorial) correspondant. Cette loi est peut-étre
générale pour toutes les positions o et 3.

Exemple (cf. tableau 5):
Ra: Androstérone (3x): 1.00 et épiandrostérone (38): 0,61
Testostérone (1753): 0,22 et ¢épitestostérone (17«): 0,32

*Rit-co1:  Androstane 3%, 113-diol, 17-one: 0,45
Androstane 383, 115-diol, 17-one: 0,30.

En résumé, la séquence de mobilité pour des stéroides possédant un
oxvgene dans une position déterminée (particulierement en 3) est la suivante:

Cétone saturée > cétone o, B non saturée > — OH en configuration
polaire (z) >-— OH en configuration équatoriale (B).

Au point de vue séparation, notons qu’il est impossible de séparer
I'étiocholanolone de I'épiandrostérone, aussi bien avec le systeme ligroine/
propanediol qu’avec le méthyleyelohexane/propanediol. 11 en est de méme
pour l'androstane 17(3-0l-3-one et I'étiocholane 17(-0l-3-one. Tous les
autres steroides cités dans le tableau 5 se séparent parfaitement sur un
unique chromatogramme (ligroine-propanediol 1,2). Les couleurs obtenues
au moyen de la réaction de Zimmermann aident aussi beaucoup a distingue:
les différentes taches.

* Fmprunté a Baveieuv et al. (1957).
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SUMMARY

Various factors which affect the development of the Zimmermann coloration
in the determination of 17-ketosteroids in urine have been studied experimentally.
A method very similar to that of KLExpsuoJs et al. has been used. The mole-
cular extinctions have been determined for various ketosteroids.

The extraction of the 17-ketosteroids from urine has been achieved by butanol
extraction of the conjugates as described by JayLe et al. followed by enzymatic
hyvdrolysis by means of enzymes contained in the digestive juice of Helix pomatia.

The various 17-ketosteroids have been identified by paper chromatography
according to the method of Savarp. Various Rf values have been confirmed.
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II. ELIMINATION DES 17-CETOSTEROIDES
CHEZ LES COBAYES MALES ET FEMELLES
DANS LES CONDITIONS NORMALES

ETupE QuALITATIVE DES PRINCIPAUX 17-CS
PRESENTS DANS LES URINES DE COBAYES MALES NORMAUX

A.  Préparation des extraits bruts.

Six cobayes males adultes, de 600 a 700 g ont été placés dans une cage
a métabolisme pendant trois nuits consécutives sans nourriture. Les ani-
maux sont nourris normalement pendant le jour. On récolte ainsi 480 ml
d’urine traitée suivant les méthodes de fractionnement décrites dans
I'article précédent. Le schéma qui suit en précise les modalités.

B. Purification au réactif T de Girard.

Les fractions A, B et C brutes, ainsi que les résidus bruts sont soumis a
ure purification au moyen du réactif T de Girard (GirRARD, SANDULESCO,
1936; DoBrINER et al., 1948; BauvLitu et al., 1957.)

Le réactif T de Girard (chlorhydrate de triméthylaminoacétohydrazide)

TH,C =
H, C-N—CIH,-CO-NH-NII, | «I-

__H;C !
est utilisé en solution dans I’éthanol absolu a raison de 800 mg de réactif pour
10 ml d’alcool et 1,25 ml d’acide acétique glacial. On dissout le mélange en tiédis-
sant (40°) et on ajoute 2 ml pour chaque fraction brute (3 ml pour la fraction C
brute formant une gomme et contenant un peu d’humidité). On laisse séjourner
une nuit a I’étuve a 37° afin de transformer les dérivés cétoniques en hydrazones
correspondantes. Aprés ce temps, on ajoute a chaque fraction 10 ml d’eau glacée
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«t ameéne rapidement le milieu aux environs de pH 6,5 (tableau 1) au moyen de
soude 109,. La solution est extraite trois fois avec chaque fois un volume d’éther
afin d’en éliminer toutes les substances non cétoniques peu solubles dans la phase

TAaBLEAU 1.

Purification par le réactif de Girard des fractions A, B, C
et « Résidus A et C .

pH A pH
Fractions I’'extraction d’hydrolyse
¢éthérée temp. 20-230
A 6,5 0,7
B 6,8 0,6
C 6,5 0,6
Résidu A 6,1 0,6
Résidu C 6,3 0,7

aqueuse. Les extraits éthérés sont jetés, la phase aqueuse amenée aux environs
de pH 1,0 (tableau 1) par addition d’HCI concentré. On laisse ainsi la solution 16
a 24 heures a température ordinaire dans une ampoule a décanter en préscnce
d’un peu d’éther (1 volume) afin d’hydrolyser le dérivé de Girard et d’extraire
les 17-CS libérés au fur et A mesure de I’hydrolyse. On extrait encore deux fois par
un volume d’éther. Les extraits éthérés (3 volumes) sont lavés comme de coutume
deux fois avec 5 ml de soude N, deux fois avec 5 ml d’eau. Apres décantation
et évaporation a sec, on obtient les fractions A, B et C purifiées ainsi que les résidus
A et C purifiés.

Nous n’avons pas utilisé la précipitation a la digitonine pour séparer
les 3o et les 3B-hydroxystéroides dans chaque fraction, car elle ne marche
pas toujours et ne peut étre considérée comme démonstrative qu’avec une
grande expérience. Aussi avons-nous séparé les différents 17-CS par chroma-
tographie sur papier, ce qui nous a permis (sauf dans un cas) d’identifier
ces 17-CS avec certitude.

C. Chromatographie sur papter.

Nous utilisons le systéme ligroine-propanediol 1,2 & 20° pendant 22 heures
sur papier Whatman n° 1, conformément aux techniques décrites dans
I'article précédent. Cependant, au lieu de déposer un seul « spot », on place
la totalité de chaque fraction sur toute la largeur de la bande. Pour les



202 ETUDE DU METABOLISME DES ANDROGENES

Urines + acide acétique ad pH 5,5 + tampon acétate M pH 5.5,

Ebullition a reflux 4 heures
Extraction éthérée

Fraction B brute V
Reéactif de Girard ~ Résidu + Na, CO, ad pH 11
Extraction butylique

Fraction B purifiée

Résidu + HCl ad pH 1,0 Fraction A conjuguée

Extraction Hydrolyse au SHp *
butylique Extraction éthérée

Fraction C conjuguée  Résidu jeté Fraction A brute Résidu+ HClad pH1
sirard

Hydrolyse au sHp Fraction A purifiée Ebullition a reflux
Extraction é¢théree Extraction éthérée

Girard i

Résidu A purifié

Fraction C brute  Résidu+ HClad pH
Girard

Ebullition a reflux
[Extraction éthérée
Girard

Fraction C purifiée

Y

Reésidu C purifie

* sHp = suc digestif d’Helir pomatia.
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fractions B et C, les bandes avaient 6 cm de large, pour A 9 em. Les frac-
tions «résidus A et C» ont été déposées en un seul «spot». Les éluats
de chaque fraction ont été récupérés dans de petits cristallisoirs, évaporés
a sec puis rechromatographiés en arrétant la phase mobile au bas du papier.
afin de contréler 'absence ou la présence de 17-CS plus rapides que I'andro-
stérone. Pour déterminer la position de chaque stéroide sur les chromato-
grammes déposés en bandes larges, on découpe de chaque c6té une bande-
lette de 2 & 3 mm de large que I'on réveéle au réactif de Zimmermann. Une
fois les positions bien définies, on découpe des bandes transversales corres-
pondant a I'emplacement des 17-CS, on découpe les papiers en petits mor-
ceaux et on les extrait longuement dans un appareil a extraction continue
(tvpe Soxhlet) avec 10 a 30 ml de méthanol suivant la quantité de papier.
On traite de la méme facgon les zones de papier ne contenant pas de 17-CS,
en vue d'un contréle. Dans ce dernier cas, la totalité de I'extrait est alors
déposée sur un seul «spot » a coté des 17-CS de référence.

h

D. Identification des 17-cétostéroides. Resultats.

Nous avons obtenu (figure 1):

Pour la fraction A purifiée: 5 fractions A1, A2, A3, A4, A5,
Pour la fraction B purifiée: 4 fractions Bl, B2, B3, B4;
Pour la fraction C purifiée: 5 fractions C1, C2, C3, C4, C5.

Chaque fraction a été identifiée par rapport au témoin de référence placé
en méme temps dans la méme cuve, ainsi qu'en chromatographiant un
mélange d’une prise aliquote de la fraction identifiée avec le stéroide pur
correspondant afin de vérifier qu’il n'y a bien qu'une seule tache.

[.a nuance de la coloration obtenue avec le réactif de Zimmermann est
aussi tres utile. De plus, certaines fractions se sont présentées une fois
evaporées a sec sous forme cristalline. Ces résultats, ainsi que les quantités
approximatives de chaque 17-CS sont consignés dans le tableau 2.

Ce tableau permet de tirer les conclusions suivantes:

1. Les fractions A et C ont bien-la méme composition, il s’agit d'un
equilibre de partage entre le n-butanol et le milieu urinaire a pH-11. Dans
la pratique, I'extraction au moyen des colonnes verticales est meilleure, la
fraction A renferme 80 a 90°] de la totalité des 17-CS conjugués.
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A B ¢

%’\,\/_,\L'\‘\__

Fig. 1.

Chromatogrammes des principaux 17-céto-steroides
présents dans les fractions A, B et C des urines de cobayes.

2. La 11B-hydroxy-androstérone se trouve exclusivement dans la
fraction B, ce qui tend & montrer une plus grande labilité dans son mode
de conjugaison.

Dans ces conditions d’hydrolyse douce (pH 5,5, ébullition a reflux pen-
dant quatre heures), la 11B3-hydroxy-étiocholanolone n’est pas libérée de
sa forme conjuguée, tandis que le cinquiéme de la 11-céto-étiocholanolone
et le tiers de la 11-céto-androstérone sont hydrolysés.
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Frac- Coloration Stéroide Esti-
tions au réactif de Forme cristalline identifié mation
Zimmermann (1Lg)
A, violet gomme 11-OHE 500 *
A, rose » 11-COE 1000
A, rose petits cristaux plats 11-COA 500
rectangulaires
| Ay jaune-brun petits cristaux plats probablement ?
| rectangulaires pas un 17-CS
A, rose-violet cristaux trapus et E ou €A 250
aiguilles
| B, violet gomme 11-OHA 500
| B, rose cristaux trapus et 11-COE 500
! aiguilles
. B, rose faisceaux d’aiguilles 11-COA 500
| B, rose » f ? ?
C, violet gomme F 11-OHE 500
Co rose » } 11-COE 1000
Gy bleu-violet » ? 11-COA 500
b Cy jaune-brun Longues aiguilles w Id. & A, ?
prismatiques E
Cs rose-violet aiguilles fines . E ou éA 250
|

* Ces chiffres correspondent a 480 ml d'urine.

3. La composition totale de I'urine de cobaye male est la suivante:

11-céto-étiocholanolone .
11-céto-androstérone .
11B-hydroxy-étiocholanolone
118-hydroxy-androstérone :
Etiocholanolone ou épiandrostérone .

5 parties

3

2
1
1

Pour un méme 17-CS, il y a vraisemblablement un équilibre entre la
forme 11B3-hydroxy et 11-céto, équilibre nettement en faveur de la forme
cétonique (2,5 fois plus de forme cétonique pour le dérivé de I'étiocholano-
lone, 3 fois plus pour celui de ’androstérone). Il faut cependant signaler
que ces proportions sont sujettes a d’assez fortes variations, surtout lors-
qu'on travaille sur les urines de 24 heures d’un seul animal.
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4. Les fractions A5 et C5 peuvent étre constituées aussi bien par de
I’étiocholanolone que par de I'épiandrostérone, les deux ayant le méme Rf.
Afin de trancher la question, nous avons effectué une précipitation a la
digitonine, I’étiocholanolone étant un 3e-hydroxy-, I'épiandrostérone un 38.
Nous avons utilisé la méthode de DoBriINER et CaLLow (DoOBRINER et al.,
1948; Carrow, 1950). Malheureusement, nous n’avons pas pu obtenir de
résultat net.

En ce qui concerne les éluats des fractions A, B et C, c’est-a-dire les
17-CS migrant plus vite que I'androstérone, on trouve pour la fraction A
une tache importante de 30 a 40 ug (correspondant a 480 ml d’urine), de
Rf = 0,44 (Rf de I'androstérone = 0,11 — 0,12), non identifiée. Rien pour
la fraction A. Pour la fraction C, la méme tache de Rf = 0.42 beaucoup
plus faible (10 ng) et une autre de Rf = 0,30 a I'état de trace. Ces 17-CS
n’ont pu étre identifiés car ils étaient en trop faible quantité.

Les fractions « résidus A et C» montrent que I’hydrolyse enzyvmatique
est pratiquement complete. En effet, on trouve dans ces deux fractions:

Pour «résidu A» environ 100 pug de 17-CS oxygénés en 11, 50 pg de
17-CS occupant la position de I'étiocholanolone et environ 20 g d’un 17-CS
inconnu (Rf = 0,39) déja trouvé dans les éluats des fractions A et C.

Pour «résidu C», 20 a 30 ug de 17-CS-11-oxygénés, environ 30 pg de
17-CS occupant la position de I'étiochonanolone et environ 10 ug du méme
17-CS inconnu (Rf = 0,40).

Toute cette étude a porté sur 'urine de cobave male, qui peut étre
récoltée & n'importe quelle période, sans qu’on puisse supposer une modi-
fication de composition quelconque. Chez la femelle, les variations eycliques
rendaient cette étude plus diilicile, il était discutable de travailler sur des
mélanges d'urine. De nombreuses urines de 24 heures ont été chromato-
graphiées selon le méme procédé que celui décrit ci-dessus, sur des prises
de 40 a 80 pg de 17-CS dosés.

On observe une identité complete en ce qui concerne les 11-0xy-17-C'S entre
les urines de mudiles et celles de femelles. La seule différence importante réside
dans la zone étiocholanolone/épiandrostérone. On observe toujours une
tache a partir des urines de males, tandis que les urines de femelles ne
contiennent pas toujours ce stéroide et dans la majorité des cas, il est en
quantité extrémement faible. Nous verrons plus loin I'importance de ce
fait concernant la biogenese possible de I'étiocholanolone ou de I'épiandro-
stérone.

Notons également que des résultats tout a fait comparables ont été
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obtenus par PEroN et Dorrman (1956). Cependant, comme nous utilisons
essentiellement ’hydrolyse enzymatique, nous ne retrouvons pas d’artefacts
A9 (11) comme ces anteurs. Plus récemment, Stais et al. (1959) apportent
une confirmation a nos résultats ainsi que des précisions concernant le
mode de conjugaison des 17-CS chez le cobaye.

CYCLE (ESTRAL DU COBAYE. ELIMINATION cYCLIQUE DES 17-CS

I’évolution cyclique des androgénes a été mise en évidence chez cer-
taines femmes atteintes d’hirsutisme idiopathique, ainsi que chez le rat
femelle normale (Kokrs, 1949). Chez ces femmes, chaque ovulation est
accompagnée d’une augmentation de I'élimination des 17-CS urinaires.
C’est un phénomene semblable que nous avons observé chez le cobaye
femelle dans des conditions physiologiques.

A. Résultats quantitatifs.

Nous avons publié une étude détaillée (Cuarorrais et al., 1957) des
cveles de quatre cobayes femelles normales. Ces cycles ont été controlés
au moyven des frottis vaginaux, et dans deux cas, aprés ces observations
nous avons procédé a 'ovariectomie. Les ovaires, coupés en série et colorés
se sont révélés parfaitement normaux. Nous rappellerons seulement que
chaque cestre est accompagné d’un accroissement caractéristique de 1'éli-
mination des 17-CS (fraction A) urinaires. Cette montée est brusque et
généralement au bout de 48 heures, le taux moyen normal se trouve rétabli.

Dans le tableau 3, nous avons réuni les valeurs partielles obtenues pour
huit femelles normales étudiées au cours d’autres expériences. Ces résultats
viennent renforcer les précédents. IIs montrent de plus, que chez des femelles
plus dgées (femelle 83: environ 1 kg), le taux d’élimination quotidien de la
fraction A est beaucoup plus élevé que chez des femelles de 500 a 550 g,
qui n’ont pas encore leur taille définitive.

B. Résultats qualitatifs. Chromatographie sur papier.

Nous avons étudié de nombreuses femelles a différents moments du
cvele, nous n'en présentons que deux dont les diagrammes sont caracté-
ristiques (tableau 3). L’étude des chromatogrammes nous conduit aux
constatations suivantes:
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TaBLEAU 3.

Elimination des 17-CS du cobaye au début du cycle cestral.

Fractions pg/24 h. Chromatographie wg/24 h.
¢ no Durée aprés I'ouverture
vaginale A | B [AB| © |11- | 14-| 11- | 11- | E ou
OHE OHA|[COE[COA| ¢A
328 48 h. 685|149 | — 73
72 h. 342 1104 | — | 63
329 48 h. 602 | 179 | — | 167
72 h. 313 | 112 | — | 174
379 48 h 433 | 160 | — | 164
4 j 318 | 75| — | 122
378 48 h 339|118 | — | 102
72 h 288 | 164 | — [ 123
88 12 a 24 h. 736 | 138 | — | 177
24 a 48 h. 941 | 160 | — | 252
48 a 72 h. 899 | 135 | — | 264
Taux moyen normal | 535 | — | — | —
P13 24 h. — | — | 486 | 115
48 h. — | — | 355 43
Taux moyen normal | — | — [ 170| 73
P 45 24 h. 22 | — | — | — | 90 0] 65 | 45 | 40
48 h. M| — | — | — | 45 0| 45 | 20 0
Taux moyen normal 133 | — | — | — | 40 0] 60 | 20 0
P 87 24 h. 370 | — | — | — | 160 | 110| 30 | 30 6
48 h. 222 — | — | — | 110] 90| 40 | 20 0
Taux moyen normal | 240 | — | — | — |110| 60| 50 | 20 0
P 129 24 h, — | — | 285 — [125] 20| 20 | 40 |traces
-S 48 h. — | — |11 — | 70| 15| 15 | 35 0
3e-4¢ jours — | — | 143 | — | 50 0] 15| 65 0
P121 24 h, —_ | - — | — 5 5/ 10 | 5 [traces
-28 48 h. —_— =] — | — 5 5 3 5 »
reliquat 72 h. —_ = — | — 5 5 5 5 «
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1. Alors qu’on observe des variations quantitatives en fonction du
cycle cestral, la chromatographie sur papier ne révele pas de variations
qualitatives. Les mémes stéroides sont éliminés a peu pres dans les mémes
proportions au moment de I'cestre ou en plein dicestre. Seules les quantités
absolues varient.

2. Les fractions A ou AB contiennent essentiellement les quatre 11-oxy-
17-CS dans les proportions normales, et quelquefois des traces d’étiochola-
nolone ou épiandrostérone a tous les stades du cycle.

3. On n’observe jamais d’androstérone.

C. (stre provoqué chez des femelles castrées ou hypophysectomisées
par injection d’ estrone.

La présence quasi exclusive de 11-0xy-17-CS dans les urines de femelles
au moment de 'cestre fait penser immédiatement & une décharge d’origine
surrénalienne. Il semble bien que ce soit le cas, car lorsqu’on injecte de
Peoestrone a des femelles castrées, on reproduit exactement le méme phéno-
mene que celui observé physiologiquement.

Deux femelles castrées (436 et 437) ont été traitées par une injection unique
de 20 pg d’cestrone (solution huileuse, intramusculaire).

Le tableau 4 montre que 24 heures apreés l'injection, le taux est nettement
plus élevé (4 79 pg chez la femelle 436; 4 238 et 4 207 ug chez la femelle 437
soumise au méme traitement a environ dix jours d’intervalle). Apres 72 heures,
le taux redevient normal. Cette action n’affecte que la fraction A. La chromato-
graphie sur papier des fractions A montre également une composition normale
en 11-oxy-17-CS ainsi que de trés faibles quantités d’étiocholanolone/épiandroste-
rone (cf. article suivant: femelles castrées). Il s’agit donc d’une action cortigéne
des cestrogénes.

Si maintenant, dans les mémes conditions, nous traitons des femelles hypo-
physectomisées (femelles 443 et 466) par une méme dose d’cestrone (20 pg intra-
musculaire), on n’observe aucune montée des 17-CS urinaires (tableau 4). I.’action
cortigéene des cestrogénes est donc indirecte, c’est-a-dire passe par la voie hypo-
physaire. L’hypophyse déverse donc de ’ACTH sous l'influence des cestrogénes,
la décharge surrénalienne est, en définitive, d’origine hypophysaire. Ces expé-
riences cadrent exactement avec celle de Zonxpek et coll. (1952) relatives aux
corticoides du cobaye.

On observe, en méme temps, un phénomene concernant I’élimination urinaire.
L’injection d’cestrone a une femelle castrée bloque systématiquement I’élimination
de ’eau pendant environ quarante-huit heures. Ces animaux recevant par leur
nourriture le méme apport d’eau, en éliminent environ le tiers de la quantité
normale. Au contraire, en 1’absence d’hypophyse, le métabolisme de ’eau, déja
perturbé, ne subit plus de modifications consécutives a l'injection d’cestrone.
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D. Interprétation et discussion.

1. Au cours du cycle cestral du cobaye, on assiste a une trées forte mon-
tée de la fraction A. Des résultats, fournis par la chromatographie sur papier,
nous montrent qu'il s'agit essentiellement de 17-CS oxygénés en 11
(11-oxy-androstérone, 11-oxy-étiocholanolone, 11-céto-androstérone, 11-
céto-étiocholanolone). La composition de la fraction A ne semble pas varier
au cours du cycle. Dans tous les cas étudiés, il n'y a pas d’androstérone.

2. La maximum d’élimination de la fraction A est réalisé dans 'inter-
valle compris entre vingt-quatre et quarante-huit heures aprés le début
de I'ouverture vaginale, ce qui correspond dans tous les cas o1 nous avons
pu le vérifier au moyen de frottis vaginaux, au moment du plein rut (cellules
épithéliales kératinisées éosinophiles et disparition des leucocytes).

3. Si les métabolites dosés dans la fraction A des 17-CS neutres sont
une bonne représentation de I'activité androgéne de 'animal, nous sommes
a méme de penser qu’il s’agit bien d’une décharge androgéne au moment
de Poestre. Ces androgenes proviennent de la surrénale et peut-étre aussi de
I'ovaire. La sécrétion de la surrénale 'emporte de beaucoup sur celle de
I'ovaire. Quelques faits semblert le montrer:

a) La présence quasi exclusive de 17-CS oxvgénés en 11 renforce 'hypothese
d’une origine avant tout surrénalienne de ces 17-CS chez le cobaye.
[’hydroxylation en 11 est en effet une propriété spécifique des systemes
enzymatiques du ccrtex surrénal.

b) La castration de cobayes femelles n’entraine aucun changement immé-
diat de I'élimination des 17-CS neutres {fraction A).

¢) Une seule injection de 20 pg d’cestrone a une femelle castrée provoque
une augmentation de la fraction A dans les vingt-quatre heures qui
suivent. Action cortigéne bien connue des cestrogénes a dose extra-
phvsiologique, dose qui cependant n’est pas encore suflisante pour
entrainer la dégénérescence de surrénales.

d) D’autre part, ZoNxpeEk (1952) observe une décharge des corticoides
réducteurs et formaldéhydogenes au moment du rut ou apres injection
d’cestrone, de stilbeestrol, ou d’ACTH a des cobayes femelles castrées.
Il y a done bien une activité surrénalienne en relation avee la production
d’cestrogenes par 'ovaire.
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TABLEAU 4.

(Estre provoqué chez la femelle castrée ou hypophysectomisée par 20 pg d’estrone.

|
Durée avant Quantité d'urine 17-CS. Fractions
Animal ou apres l'injection (24 h.) en pg/24 heures
1 A B
|
; 7 436 24 h. avant 144 ml. 279 41
| 24 h. apres 26 ml. 358 25
1 48 h. apres 40 ml. 431 | 29
| i I
|
| < 437 24 h. avant 93 ml. 298 33
_ Ire série . 24 h. apres 30 ml. 536 36
I 48 h. apres 25 ml. 419 | 30
|
‘ |
: 437 24 h. avant \ 35 ml. 304 24
| 2e série 24 h. apres 1 27 ml. a1 23
| 48 h. apres 22 ml. 338 26
i ; 72 h. apres 69 ml. 302 237
|
|
j S-H 443 24 h. avant ? 55 ml. 47 16
24 h. apres ? 50 ml. 49 16
48 h. apres 58 ml. 45 10
. 72 h. apres 48 ml. 23 10
| -~ G | . 1 :
-1 466 24 h. avant 34 ml. 46 8
! 24 h. apres 30 ml. 61 16
. j 48 h. apres 54 ml. 38 | 17
, ’ 72 h. apres 41 ml. 38 10

e) Une seule injection de 20 pg d’cestrone a des femelles hypophysectomi-
sées ne provoque aucune élévation des 17-CS urinaires (fraction A). La
présence de I’hypophyse est donc indispensable, elle assure 'ACTH
nécessaire a la décharge surrénalienne de I'oestre.

ETUDE DE GESTATIONS.
ROLE COMBINE DES OVAIRES, PLACENTA, SURRENALES.

A, Animaux utilisés. Résultats quantitatifs.
Cette é¢tude, encore incomplete, a été effectuée sur trois femelles adultes pesant

de 800 g a 1 kg, dgées de un a deux ans. Deux d’entre elles étaient multipares,
I’zutre primipare. Rappelons briéevement que chez le cobaye, 'accouplement et
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la fécondation se confondent, puisqu’il n’y a d’ouverture vaginale qu’au moment
de I'cestre. Le début de la gestation est donc facile a déterminer 4 deux ou trois
jours pres. Nous avons de plus effectué des frottis vaginaux afin de nous assurer,
par la présence de spermatozoides, qu’'il y avait bien eu accouplement. C’est &
partir du moment ou 'on observe des spermatozoides que nous avons, arbitraire-
ment d’ailleurs, fixé le début de la gestation. Comme nous n’avons pas voulu
sacrifier les petits, en les séparant de la mére, nous n’avons pas étudié ce qui se
passe au point de vue métabolites urinaires aprés la mise-bas.

Le test utilisé comme controle de la bonne marche de la gestation est la courbe
de poids. Elle ne permet cependant pas de dire grand chose avant la quatrieme a
cinquiéme semaine. La naissance a terme (67 jours) de petits normaux est un
critére suffisant pour affirmer que le développement des embryons s’est effectué
normalement, que les rapports hormonaux ont été corrects.

Voici encore quelques précisions sur ces trois femelles:

Les femelles 140 et P30 étaient multipares, la femelle 88 primipare. Elles
pesaient de 810 a4 1010 g au début et 1060 g 4 1260 g (augmentation de 20C 4 280 g
a la fin d’une gestation de 65 a 67 jours (65 jours pour la femelle P30). Elles ont
donné naissance chacune a quatre petits pesant de 75 a 105 grammes.

Du point de vue quantitatif (figure 2), on voit que seule la fraction A (ou AB
¢galement dosée pour la femelle P30) présente des variations significatives. Les
fractions B et C fournissent des résultats sans intérét. Le fait essentiel est 'aug-
mentation du taux des 17-CS urinaires en fin de gestation. C’est ainsi que chez la
femelle 140, la fraction A passe de 435 pg/24 heures a4 1776 pg/24 heures (augmen-
tation de 4,1 fois), chez la femelle 88 de 535 a 1221 pg/24 heures (augmentution
de 2,3 fois), enfin chez la femelle P30, le taux passe de 314 a 732 pg/24 heures
(augmentation de 2,3 fois). Ceci est donc un phénomeéne constant qu’on peut
admettre comme définitif. Moins constante est la courbe générale d’élimination en
fonction de la durée de gestation. Examinons chaque animal de facon & trouver
les points communs.

Femelle 140. — 1.’¢élimination des 17-CS (fraction A) se maintient a peu preés
constante pendant les premiéres quatre semaines, puis augmente brusquement.
I v a un plateau entre la sixiéme et la huitieme semaine (probablement sans signi-
fication), puis ia montée continue pour atteindre plus de 1700 pg/24 heures quatre
jours avant la mise-bas.

Femelle 8§. — Aprés avoir observé un rut, avec sa montée caractéristique des
17-CS, quelques heures avant la fécondation, ’élimination subit des fluctuations
pendant les six premiéres semaines, puis la montée se dessine sans interruption
pour atteindre plus de 1200 wg/24 heures cinq jours avant la mise-bas.

Femelle P30. — lci encore, on observe des variations dans I'élimination des
17-CS pendant les cinq premiéres semaines avant qu’une montée nette se dessine.
Le taux dépasse 700 pg/24 heures une semaine avant la mise-bas.

On peut également souligner les points suivants:

Les trois femelles n’ont pas le méme age, ce qui entraine certainement des
variations individuelles trées marquées. De plus, deux femelles sont multipares
et 'autre primipare. Ceci n’est toutefois pas suffisant pour expliquer toutes les
différences observées d’une fagon satisfaisante.
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Fig. 2.

Elimination des 17-céto-stéroides au cours de la gestation.

B. Résultats qualitatrfs. Chromatographie sur papier.

Il est important de savoir si la montée observée en fin de gestation était
due & un ou plusieurs 17-CS absents chez la femelle normale, ou s’il ne

s’agissait que d’une augmentation de ceux qui sont déja présents.
Malheureusement, les techniques de chromatographie sur papier n’étaient
pas encore au point lorsque nous avons étudié les deux premiéres femelles.

Seuls les 17-CS de la femelle P30 ont pu étre analysés régulierement par

chromatographie sur papier.

Chaque urine de vingt-quatre heures a été étudiée selon les techniques
permettant d’extraire les fractions A et AB analysées par chromatographie

2, 1961,

sur papier (tableau 5). En voici les résultats essentiels:
14, fasce. 2,

ARCHIVES DES ScieExces. Vol
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TABLEAU 5.

Elimination des différents 17-CS au cours de la gestation.
Femelle P30.

Dates: e - . oy - . . ,
(semaines) 1 < 3 4 ) 6 7 ge

Fractions: A [AB| A |AB| A |[AB| A [AB| A |[AB| A |AB| A |AB| A |AB

wg/24 h.

Stéroides
11-OHE . . | 140 [ 120 1140 [ 170 | 150 {120 (190 {160 | 130 [ 1101170 [ 170|250 {195 ] 425] 200
11-OHA . . 251 60| 25 60| 50| 30 0] 80 0] 55 0} tr. 0 0 0
11-COE . . . 50 1120 50120 H0{ 90 |[130 ] 80| 90 85 [170 | tr. | 170130170 160
11-COA . . . 251 30 25| 60 25 30| 30| 40| 200 30| tr. [170] 40| 35| 40| 2f
E ou éA . . tr. 45| Lr. 0 35| 45| 45 60| 30| 70 0 0 85| 65| 85
Somme . . . |40 [ 3751240410310 | 3153951 4202701350 | 340 | 340|545 425|720 435
Quantité

dosée par
Zimmermann | 314 | 384 | 283 | 476

o
o0
o

394 1 427 | 471 | 2

-2
—

1. Les étiocholanolones oxygénés en 11, ainsi que 1’étiocholanolone ou
épiandrostérone semblent les seuls 17-CS affectés au cours de la gestation.

2. La montée générale observée quantitativement est le reflet d’une
augmentation de la 113-hydroxy-étiocholanolone et de la 11-céto-étiocho-
lanolone. En effet, la premiére passe d’environ 150 pg/24 heures a 425 pg/
24 heures, tandis que la seconde d’environ 50 a 170 pg/24 heures.

3. La prédominance des étiocholanes sur les androstanes s’affirme au
cours de la gestation.

4. Enfin, il semble que I'étiocholanolone ou épiandrostérone soit éli-
minée en quantité plus importante en fin de gestation.

Tout ceci ne concerne qu'un seul cas, et 'on ne saurait généraliser ces
données.

C. Interprétation et discussion.

On peut insister sur quatre points importants concernant I'élimination
des 17-CS au cours de la gestation chez le cobaye.

1. Les 17-CS urinaires présentent une augmentation caractéristique qui
se manifeste entre la cinquieme et la septieme semaine de gestation. Ce
phénomeéne ne semble pas se produire a un moment tres défini de la gesta-

386 | 348|399 | 564 | 512|732 471
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tion. Cest pourquoi il est difficile de le rattacher d’une fagon méme approxi-
mative au placenta, aux surrénales ou aux ovaires.

2. Cette augmentation des 17-CS urinaires n’est pas due a un 17-CS
absent dans I'urine de la femelle normale, mais a une plus forte élimination
des 17-CS déja présents dans I'urine normale.

3. Rien jusqu’a présent ne permet de tirer une conclusion quant a la
provenance de ces 17-CS. Trois organes sont en jeu: I'ovaire de gestation
qui n’est plus un ovaire normal, la surrénale qui subit également des modi-
fications, enfin le placenta, siege d’'un métabolisine trés actif, spécialement
du point de vue stéroide et gonadotrope. Des expériences de castration de
femelles gestantes permettraient peut-étre d’apporter quelques précisions
dans ce domaine, car on sait d’ores et déja qu’il est possible de castrer un
cobaye femelle dés le trente et unieme jour de gestation sans pour autant
I'interrompre. On peut donc penser que les 17-CS en exces dés la cinquieme
semaine de gestation proviennent avant tout soit du placenta, soit des
surrénales.

4. La perturbation observée dans ’allure générale du diagramme
d’élimination des 11-oxy-17-CS (chromatographie) en fin de gestation
présente quelques analogies avec les observations faites sur des animaux
traités par des stéroides du type cortisone, c¢’est-a-dire des hormones essen-
tiellement surrénaliennes.

Ce travail est encore beaucoup trop rudimentaire pour qu’on puisse en
dire davantage. Seule I'expérimentation permettra d’avancer dans la
connaissance de la biosyntheése et du catabolisme des stéroides du type
hormones maéles chez la femelle gestante.
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SUMMARY

The main 17-ketosteroids present in guinea pig urine have been identified and
assayed.

In male urine the composition is as follows:

11-ketoetiocholanolone 5]
11-ketoandrosterone . C e e e e 3
11-oxyetiocholanolone . . . . . . . . . . . 2
11-oxyandrosterone . . . . . . . . 1
Etiocholanolone or epiandrosterone . 1

In the female, the elimination of urinary 17-ketosteroids shows cyclic varia-
tions with a maximum during estrus, but without modification in the composition.
There is strong evidence in favor of the essentially adrenal origin of the 17-keto-
steroids found in the normal female.

As of the 5* or 7** week, gestation is accompanied by an increase in 17-keto-
steroids.
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III. METABOLISME DES ANDROGENES
CHEZ LE COBAYE NORMAL
ET TRAITE
PAR LES GONADOTROPINES CHORIONIQUES

BREVE ETUDE DU METABOLISME PARTIEL SUR MALES NORMAUX
ET SURRENALECTOMISES
ETUDES QUANTITATIVE ET QUALITATIVE

A. Méthodes.

Dans le but d’essayer d’établir les liens qui existent entre les 17-CS
trouvés dans les urines et leurs précurseurs, nous avons procédé, par analogie
avec ce qul se passe chez ’homme, a 'administration de certains stéroides
qui sont éventuellement des précurseurs immédiats des 17-CS urinaires
ou qui peuvent se trouver dans l'organisme du cobaye normal. Disons
immeédiatement qu’il s’agit de processus extra-physiologiques, puisque les
doses administrées sont tres élevées. Dans ces conditions, le sexe de ’animal
importe peu. Aussi avons-nous utilisé des males pour des raisons de com-
modité (absence d’élimination cyclique des 17-CS). L’étude au moyen
d’animaux surrénalectomisés est encore plus démonstrative, car n’ayant
pratiquement plus de 17-CS urinaires, la totalité de ceux qui apparaitront
dans 'urine proviendra de I'injection effectuée.

Nous avons procédé de la facon suivante:

Les urines de cobayes males normaux ou surrénalectomisés sont prélevées
durant les 24 heures qui précédent l'injection d’une dose unique de 20 mg du
stéroide étudié, par voie intramusculaire.

On récupeére 'urine pendant deux fois 24 heures aprés l'injection. Aprés
48 heures, le taux est redevenu normal. Les 17-CS excrétés sont dosés et étudiés
qualitativement par chromatographie sur papier. Les chromatographies sont
effectuées selon la technique précédemment décrite. Les taches les plus impor-
tantes sont identifiées avec certitude en chromatographiant ’'un a coté de 'autre
I'extrait urinaire et ce méme extrait additionné d’un peu du 17-CS présumé
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(5 a 20 pg suivant les cas). On double ainsi 'importance d’une tache et s’assure de
I'identité avec les 17-CS présents.

De plus, les solutions qui s’écoulent des papiers sont récupérées dans de petits
cristallisoirs, évaporées a sec puis rechromatographiées en arrétant le solvant au
bas du papier. On constate ainsi qu’il n’y a pas, dans les différents cas étudiés,
de 17-CS migrant plus vite que 'androstérone. Nous avons également dosé I'acide
glucuronique conjugué afin d’avoir une idée sur le mode de conjugaison des 17-CS
éliminés a la suite de ces injections.

Quelques semaines apres ce traitement, le méme animal peut ¢tre utilisé pour
d’autres injections du méme type.

Notons enfin que les stéroides ont éLé injectés en solution dans I'huile de
sésame ou d’olive stérile ou dans le propyléne-glycol pour la cortisone (2 & 3 ml
de solvant pour 20 mg de stéroide).

B. Résultats.

a) Testostérone (tableau 1).
Quantitativement, apres injection intramusculaire de 20 mg de testostérone
a des cobayes adultes normaux ou surrénalectomisés, on observe une augmentation
TaBLEAU 1.

Injection de Testostérone (20 mg). Résultats quantitatifs.

Fractions (ug/24 h.) Micro-
| équivalents
i ac. glucu-

N ronique
| A B AB C conj ulgué
Maile 101 |
2 jours avant injection | 430 + 20 1130 +4& | 415 + 54
1 jour avant injection | 478 + 45 | 130 —-6 | 422 + 94
24 heares apreés injection [ 1213 = 126 | 245 ~0 | 369 =35
48 heures apres injection | 375 = 12 | 144 + 23 ’ | 290 4 38
| |
. o o | |
Mile 106 \
5 jours avant injection 272 ' 137 - -— L L44
1 jour avant injection 354 58 — 238 2,07
24 heures apres injection 1070 380 — 324 3,88
48 heures aprés injection 396 8 | — — 1,81
|
Mile 14-2 % | |
1 jour avant injection | — — 0 — —
24 heures aprés injection | - s 630 — 2,52
|
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Résultats qualitatifs. Chromatographie sur papier, fraction A (pg/24 h.).

il{}g(,fltli](t);n 24 h. apreés * 48 h. apres
Mdle 106
11-OHE . . . . . . 66 437 132
11-OHA . . . . . . 0 0 0
11-COE . . . . . . 78 101 44
11-COA . . . . . . 33 0 44
X (Rqg = 0,12-0,18) . 66 269 0
DHA . . . . . . . 0 0 0
EoudéA . . . . . . 78 404 88
i Mdle 14-28
11-OHE 5 119 30
11-OHA 0 0 0
11-COE 0 0 0
11-COA . 0 0 0
X (Ra = 0,12-0,18) 0 75 10
DHA 0 0 0
I£ ou ¢éA 10 496 | 60
i 1

* Movennes de 3 ou 4 chromatogramines.

exclusive de la fraction A ou AB, les fractions B et C subissent des variations peu
importantes. Sur trois animaux (maéles 101, 106 et 14-28) ainsi étudiés, 'augmen-
tation observée est de 2,7 a 3,4 fois le taux normal; en valeur absolue, elle atteint
630 a 757 wg, vingt-quatre heures aprés l'injection. L’augmentation de I'acide
glucuronique conjugué est d’environ 1,7 a 2,1 microéquivalents.

Dans le cas du male 106, I'augmentation des 17-CS, métabolites de la testo-
stérone est de 757 pg, soit 2,6 microéquivalents exprimés en 17-CS ayant le poids
moléculaire de I'androstérone (290,4). L’acide glucuronique conjugué représente
une augmentation de 2,1 microéquivalents soit 80,79, de glucuroconjugaison. De
méme, pour le male 14 surrénalectomisé, ou le taux moyen d’acide glucuronique
conjugué est d’environ 0,80 microéquivalents, on calcule que le taux de glucuro-
conjugaison est de 80,99%,.

Si on examine maintenant les 17-CS urinaires ¢éliminés du point de vue quali-
tatif, on constate que I'augmentation porte avant tout sur la 11-oxy¢étiocholano-
lone, ainsi que sur la zone étiocholanolone-épiandrostérone. On n’observe pas de
formation de déhydroépiandrostérone, ni d’androstérone. L’hydrogénation de le
double liaison en position 4-5 conduit essentiellement a la série de I’étiocholane
chez le cobaye.

On observe de plus un stéroide non identifié donnant une coloration bleue au
réactif de Zimmermann, dont le Ry par rapport a I’androstérone est de 0,12 a 0,18.
I1 ne s’agit ni de la testostérone, ni de I’épitestostérone, ni des deux dérivés andro-
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stane et étiocholane résultant de la réduction de la double liaison en 4-5. (3-céto,
17-B-hydroxyétiocholane et 3-céto, 17-B-hydroxyandrostane).

b) Androstérone (tableau 2).

Les injections d’androstérone ont été effectuées sur deux males adultes nor-
maux et un male surrénalectomisé. On note avant tout une augmentation consi-
dérable de la fraction A ou AB, alors que les autres fractions ne sont pas touchées.
Chez les deux males normaux, I’'augmentation relative est de 4,5 et 8,2 fois le taux
normal (discordance des résultats). En valeur absolue, I'élévation des 17-CS est
de 965 pg et 3296 pg au cours des vingt-quatre heures qui suivent l'injection.
Chez le male surrénalectomisé, I'augmentation est intermédiaire, soit 1815 ug.

I’acide glucuronique conjugué présente une montée de 4,5 et 4,56 micro-
équivalents chez le male normal et le male surrénalectomisé, ce qui représente
39,89, de glucuroconjugaison chez le premier et 73%, chez le second.

Au point de vue qualitatif, on observe tout d’abord que ’androstérone admi-
nistrée ne se retrouve intacte que pour une faible part: 585 ug chez le male 12,
335 pg chez le male 18 surrénalectomisé. Les principaux métabolites sont les
11-oxyétiocholanolone et androstérone, et I'étiocholanolone ou épiandrostérone.

TABLEAU 2.

Injection d’ Androstérone (20 mg). Résultats quantitatifs.

I'ractions (wg/24 h.) Micro-
¢équivalents
I ac. glucu-
y ’ ronique
A | B ‘ AB C conjugue
Madle 100
3 jours avant injection | 260 - 22 | 180 + 7 — 88 —
2 jours avant injection | 237 -+ 12 92 4 4 —_— 35 —
1 jour avant injection | 322 94 + 2 s — —
24 heures apreés injection 1238 = 198 | 144 + 0 — 49 -
48 heures apres injection | 335 + 19 96 £+ 0 — 44 - |
72 heures aprés injection | 312 + 21 83 + 2 e 72 — |
|
. |
Mile 12 | |
1 jour avant injection 4 — 462 — 2,22
24 heures apres injection 3595 166 3900 — 6,7
48 heures apres injection 539 — 624 — 1,96 :
|

Mile 18-28

1 jour avant injection 0 0 0 — —
24 heures aprés injection — — 1815 — 5,36




CHEZ LE COBAYE a2

Résultats qualitatifs. Chromatographie sur papier, fraction AB (ug/24 h.).

i[i';‘:_'(?[?‘lm 24 h. apreés * 48 h. apres
Madle 12
11-OHE 165 585 160
11-OHA 55 ; 200 20
11-COE 55 a0 20
11-COA 30 0 0
DHA 0 0 0
E ou éA 55 2475 210
A 0 | 585 | 10
i i
L Midle 18-28 ! ,‘ |
11-0HE . . . . . . traces | 235 15
11-OHA . . . . . . 0 60 0
11-COE . . . . . . traces 0 traces
11-COA . . . . . . 0 0 0
DHA . . . . . . 0 1 0 0
EoudéA . . . . .. 10 1350 | 110
! AL L. 0 335 40
|

* Movenne de 2 chromatogrammes.

L’androstérone injectée subit une épimérisation soit du groupe OH en position 3,
soit de I'H en position 5. Cette derniére modification est en tout cas certaine
puisqu’on arrive par hydroxylation a la 11-8-hydroxy-étiocholanolone. Aussi bien
dans la série des 11-oxy que dans celle des 11-désoxy, il semble y avoir un rapport
de 3 a 4 entre la série de I'étiocholane et celle de ’androstane, rapport en faveur
des étiocholanes.

¢) Déhydroépiandrostérone (tableau 3).

La déhydroépiandrostérone a été administrée a trois males adultes normaux
(males 103, 12 et 13). On observe une montée importante des fractions A et B.
En ce qui concerne la fraction A, I'augmentation atteint 3,4 a 5,4 fois le taux
normal. [’augmentation relative de la fraction B est moins intéressante, car elle
peut étre considérable si le taux normal de la fraction B est faible, ce qui arrive
assez fréquemment (dégradation de certains 17-CS par chauffage prolongé). Elle
peut atteindre 53 fois le taux initial chez le male 12, mais seulement 5,2 et 6,8 fois
chez les deux autres. L’augmentation absolue est plus significative. On peut dire
qu'elle affecte également les fractions A et B:

Male 103: augmentation de A: 1393 ug, de B: 1149 ug;
Male 12: augmentation de A: 1743 pg, de B: 1717 pg;
Male 13: augmentation de A: 920 ug, de B: 507 pg.
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Le pourcentage de glucuroconjugaison est faible. Il atteint 35,5% chez le
male 12, 59,29, chez le male 13. 11 est vraisemblable que cette glucuroconjugaison
d’environ 509, traduit un autre mode de conjugaison de la déhydroépiandrosté-
rone non transformée par le cobaye (fraction B en partie). Il est possible qu’il
s’agisse de sulfoconjugaison comme chez 'homme.

Au point de vue qualitatif, si I’on fait une moyenne entre les deux animaux
observés (males 12 et 13), on constate que I'élimination porte avant tout sur la
déhydroépiandrostérone non transformée et I’étiocholanolone/épiandrostérone.
On peut dire qu’en moyenne il y a 509%, de chaque. Il y a donc essentiellement
hydrogénation de la double liaison, avec ou sans épimérisation en position 3. On
note également une augmentation de la 11-8-hydroxyétiocholanolone qui atteint
trois a quatre fois le taux normal. Ici encore, les processus de 11-f-hydroxylation
se révelent étre trés importants.

d) Epiandrostérone (tableau 4).
20 mg d’¢piandrostérone ont ¢été injectés & un male adulte (male 12). Au cours

des vingt-quatre heures qui suivent, on observe une augmentation importante
de la fraction A ou AB (11 a 12 fois le taux normal). En valeur absolue, I’'éléva-

Tasreav 3.

Injection de Déhydro-épiandrostérone (20 mg). Résultats quantitatifs.

\
Fractions (wg/24 h) 1 Micro-
[¢quivalents
| ac. glucu-
[ » ; 1 ronique
B B s & conjugué
1 |
. | | |
Midle 103 { |
|
‘L 2 jours avant injection 582 +6 | 188 £3 | — |324% +8 —
.1 jour avant injection | 569 - 31 ‘ 362 L 48| | 288 + 25 —
‘ 24 heures apreés injection | 1968 + 28 1424 -7 | — | 634 =10 —
| 48 heures apres injection 770 =11 | 203 + 7 ! — | 727 + 44 —
| | |
{ i \ ‘ \ ;
i Mile 12 | | \'
| avant injection . . . . 397 | (33) | 420 | — 2,08
I 24 heures apres injection 2140 1750 3640 | — 5,96
\
i \
|
Male 13 | |
1 jour avant injection 268 | (88) | 356 | — 1,1
24 heures apres injection | 1188 595 1790 — 4,0
48 heures apres injection 560 (53) 613 — 2,78

Les chiffres () indiquent des valeurs calculées,
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Chromatographie sur papier, fraction AB (pg/24 h.).

m}:&'ll(&n 24 h. apreés * 48 h. apreés
Mdle 12
11-OHE . 165 620 —
11-OHA . 55 60 - -
11-COE 55 60 —
11-COA 30 60 -
DHA 0 1540 —
E ou éA . 95 930 —
A 0 0 -
. Mile 13
ll 11-OHE . 90 220 110
g 11-OHA . 0 100 0
' 11-COE 60 100 55
. 11-COA 30 25 traces
f DIIA . 0 430 0
| K ou éA . 90 1005 430
A G 0 0

* Moyenne de 2 mesures.

tion de la fractionA est de 3786 pg, celle de la fraction AB 3904 pg. En considérant
Paugmentation de P'acide glucuronique conjugué, on peut dire que 26,89, des
métabolites de I’épiandrostérone sont glucuroconjugués. Ici encore, comme pour
la déhydroépiandrostérone, nous sommes amenés a envisager un autre type de
conjugaison des métabolites de I’épiandrostérone .Il s’agit peut-étre de sulfo-
conjugaison comme chez ’homme (JavLe et al., 1956).

Injection d’épiandrostérone (20 mg).

TABLEAU 4.

Mdle 12.

Résultats quantitatifs.

Fractions (ug/24 h.)

Micro-
équivalents

ac. glucu-

; ronique

& B AB conjugué
1 jour avant injection . 354 (52) 406 1,95
24 heures apreés injection 4140 125 4310 9,54
48 heures apres injection 485 (21) 506 1,23

L es chiffres () indiquent des valeurs calculées.
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Résultats qualitatifs. Chromatographie sur papier, fraction AB (ug/24 h.).

i!;}(\‘.t;‘lf]ilfl)n 24 h. apres * 48 h. apres *
11-OHE . . . . . . . 170 275 85
11-OHA . . . . . . . 50 0 10
11-COE . . . . . . . 100 110 40
11-COA . . . . . .. 20 0 20)
DHA . . . . . . .. 0 . ¢ 0
EouéA. . . . . .. 120 ‘ 3000 340
- 0 275 25

* Movenne de 2 chromatogrammes,

Qualitativement, on peut dire que I'augmentation porte avant tout sur les
17-CS de la zone étiocholanolone/épiandrostérone et sur I’androstérone. Il s’agit
selon toute vraisemblance d’épiandrostérone non transformée (un peu moins de
3000 pg) et d’un faible pourcentage transformé en androstérone par épimérisation
en position 3. Notons enfin que la 11-B8-hydroxyandrostérone subit une légére
augmentation.

e) Cortisone (tableau 5).

Deux males adultes (males 102 et 13) ont re¢u chacun 20 mg de cortisone.
Apreés vingt-quatre heures, on observe une élévation importante des 17-CS uri-
naires de la fraction A ou AB, tandis que la fraction B ne varie guére et la fraction
C faiblement. Ici encore, la fraction A ou AB est la seule intéressante. Chez ces
deux animaux, I'augmentation relative est de 3,4 a 3,9 fois le taux normal. En
valeur absolue, I'’excédent est de 782 pg pour le male 102 (fraction A) et de 1097 ug
chez le mdle 13 (fraction AB).

Afin d’estimer le pourcentage apparent de glucuroconjugaisen, nous avons
exprimé 'excédent des 17-CS en microéquivalents de 11-3-hyvdroxyétiocholanolone
(poids moléculaire = 306,4), ce qui correspond bien a la réalité, car nous le verrons
plus loin, la plupart des 17-CS éliminés dans ce cas sont les 11-oxy-17-CS. La glu-
curoconjugaison est faible (23,49), d’autant plus que ce pourcentage est un
maximum, étant donné que l’extrait dosé contient également des métabolites
glucuroconjugués moins dégradés de la cortisone, conservant leur chaine latérale
en position 17 (C20 et C21). En ce qui concerne le mode de conjugaison des 11-oxy-
17-CS, nous ne savons que peu de chose. On peut cependant affirmer qu’ils ne
sont pas sous forme libre car I'extraction éthérée de I'urine ne fournit que des
traces de 11-oxy-17-CS.

Qualitativement, les 17-CS métabolites de la cortisone sont essentiellement
oxygenes en 11, Les sléroides de la série de ’étiocholane dominent (11-2-hydroxy
et 11-céto-étiocholanolone). En plus faible quantité, nous trouvons les androstanes
représentés par la 11-8-hydroxy et 11-cétoandrostérone. Les processus de 11-§3-
hydroxylation semblent irréversibles car I’animal n’élimine ni étiocholanolone ni
androstérone.
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TaBLEAU 5.

Injection de Cortisone (20 mg). Résultats quantitatifs.

' Fractions (ug/24 h) Micro-
équivalents

[ ac. glucu-

[ , . ronique

} A B AB ’ c conjugué

!

| Male 102

[ 2 jours avant injection 351 13 | 76 — | 105 45 —

| 1 jour avant injection 312 =9 | 100 =1 — 130 =18 —

| 24 heures apres injection | 1113 +3 178 +11 | — | 260 -9 _—

W 48 heures apres injection 273 =1 60 + 7 - 78 +1 —

1

| . |

! Madle 13

|1 jour avant injection — — 378 — 1,79

1 24 heures apres injection — — 1475 — 2,63

| 48 heures aprés injection — — 640 — 2,58

ll

Reésultats qualitatifs.  Chromatographie sur papier, fraction AB (ug/24 h.)

Avant 24 h. apres 48 h. apres
injection
Madle 13 |
11-OHE . . . . . . . 100 600 200
11-OHA . . . . . . . 20 100 20
11-COE . . . . . . . 100 500 200
11-COA . . . . . . . 50 200 100
DHA . . . . . . .. 0 0 0
EoueéA. . . . . .. 100 100 150
AL 0 | 0 0

C. [Interprétation et discussion (fig. 1).

Ces résultats partiels permettent de tirer quelques conclusions concer-
nant le métabolisme des androgénes chez le cobaye. Il semble tres différent
de celui que I'on observe chez ’homme. En effet, chez ce dernier on connait
dans le détail les transformations que subit la testostérone pour aboutir a
I'androstérone et a I’étiocholanolone. On connait, dans une certaine mesure,
la biogenese de la déhydroépiandrostérone et de I’épiandrostérone (Dorr-
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Métabolisme partiel de quelques stéroides chez le cobaye.

I. Déhydro-épiandrostérone.
I1. Epiandrostérone (3 8-hydroxy, androstane, 17-one).
II1. Testostérone.
IV. Androstérone (3 a-hydroxy, androstane, 17-one).
V. Cortisone.
VI. Etiocholanolone (3 x-hydroxy, étiocholane, 17-one).
VII. 11 B-hydroxy, étiocholanolone (3 «, 11 B-dihydroxy, étiocholane, 17-one).
VIII. 11 B8-hydroxy, androstérone (3 «, 11 B-dihydroxy, androstane, 17-one).
IX. 11-céto, androstérone (3 x-hydroxy, androstane, 11, 17-dione).
X. 11-céto, étiocholanolone (3 a-hydroxy, étiocholane, 11, 17-dione).

MAN, SHIPLEY, 1956). Chez le cobaye, on ne trouve comme métabolites de
la testostérone (I1I) que I’étiocholanolone (VI) ou I’épiandrostérone (II),
alors qu'une fraction importante est constituée par la 11-2 hydroxyétiocho-
lanolone (VII). Dans I'organisme du cobaye male ou la testostérone est
élaborée en tres faible quantité, il est vraisemblable que la majeure partie
est éliminée dans 'urine sous forme de 11-8 hydroxyétiocholanolone, le
reste sous forme d’étiocholanolone. Le fait que la testostérone donne lieu
a l'excrétion de 17-CS oxygénés en 11 indique avec une haute probabilité
que le foie du cobaye possede une ou plusieurs B-hydroxylases. On peut
en déduire que chez cet animal une partie des 17-C'S oxygénés en 11 provient
des testicules.
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Une partie de I'androstérone (IV) administrée est éliminée telle quelle,
une autre fraction, sous forme hydroxylée en 11 (11-f hydroxyandro-
stérone VIII), tandis que le reste est épimérisé en position 5 pour conduire
a I’étiocholanolone (VI) qui elle-méme peut étre hydroxylée en position 11.
L.a déhydroépiandrostérone (I), métabolite important chez I'homme, n’est
méme pas présente dans 'urine du cobaye normal. Lorsqu’on lui en admi-
nistre, elle est éliminée en partie (environ 509;) sous sa forme primitive,
en partie sous forme hydrogénée (étiocholanolone VI ou épiandrostérone II).
I.’étiocholanolone ainsi obtenue est également hydroxylée en position 11.
I.a déhydroépiandrostérone non transformée est éliminée dans I'urine sous
forme d’un conjugué labile qui se retrouve dans la fraction B.

Par analogie avec ce qui se passe chez ’homme, et d’apres les travaux
de Bitman et Cohen (1951), il est trés probable qu’il s’agisse de sulfate de
déhydroépiandrostérone. I.’épiandrostérone (II) subit les mémes transfor-
mations que les trois stéroides précédents (testostérone, androstérone,
déhydroépiandrostérone) mais en plus, on observe une épimérisation en
position 3, conduisant a 'androstérone (IV). Enfin, quoique un peu a part,
le métabolisme de la cortisone (V) est intéressant car il conduit a la forma-
tion d’une importante quantité de 17-CS oxygénés en 11. Par perte des
carbones 20 et 21, réduction de la double liaison et de la fonction cétonique,
dans le cycle A, on obtient les deux isoméres: 11-céto-étiocholanolone (X)
et 11-céto-androstérone (IX). Enfin, la réduction des fonctions cétoniques
en 11, nous conduit a la formation des 11-f hydroxy-étiocholanolone (VII)
et 11-8 hydroxy-androstérone (VIII). La cortisone, hormone corticale,
suffit donc a assurer la production des quatre 11-oxy-17-CS toujours pré-
sents dans I'urine du cobaye normal et absents chez1’animal surrénalectomisé.

On peut conclure que les 11-0xy-17-CS ont, selon toute vraisemblance,
une origine double: cortico-surrénalienne et testiculaire. I.’étiocholanolone
ou I'épiandrostérone prend naissance au niveau des gonades males et
femelles comme le montrent les expériences de surrénalectomie.

SURRENALECTOMIE: MALES ET FEMELLES
ROLE DU TESTICULE ET DE L’OVAIRE
INFLUENCE PREPONDERANTE DE LA SURRENALE

La surrénalectomie bilatérale des cobayes males et femelles permet de
préciser le réle du testicule et de I'ovaire en tant que producteurs de sté-
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roides androgénes. De méme, en comparant les animaux normaux (avant
surrénalectomie ou ayant encore une surrénale) avec les animaux surré-
nalectomisés totalement, nous pouvons déduire le rdle de la surrénale. Ce
dernier est prépondérant, mais nous ne pouvons pas dissocier completement
le role de la surrénale de celul des gonades. Examinons ce qui se passe chez
les animaux des deux se xes.

Technique de surrénalectomie.

La technique de surrénalectomie utilisée est celle décrite par O. LiBert
(CuarorrAts et al., 1957a). Nous la résumons ici brievement:

Les animaux sont opérés en deux fois. On effectue d’abord la surrénalectomie
droite, puis trois a quatre semaines aprés, la surrénalectomie gauche selon la méme
technique. L’animal, rasé sur le flanc, désinfecté soigneusement au Bradosol (Ciba),
est anesthésié a I’éther. On pratique une ouverture dorso-ventrale de 4 & 5 cm sur
la derniére cote flottante. On disséque cette derniére, la met & nu et la sectionne
le plus pres possible de la musculature dorsale tout en respectant le péritoine qui
maintient la masse intestinale en place.

On incise le péritoine puis introduit de petits paquets de coton entourés de gaze,
imprégnés de Bradosol de fagon a repousser postérieurement les intestins, anté-
rieurement le foie. Le champ est alors bien dégagé, la surrénale est juste au fond
de I’ouverture. On doit alors travailler sur le rein ou la surrénale uniquement avec
des « allumettes » garnies de coton, humecté de Bradosol. On dilacere d’abord la
graisse et le conjonctif avec une pince fine. Une fois la surrénale mise a nu, on
la dégage lentement et délicatement de la veine cave avec un petit crochet tran-
chant dans sa portion interne, jusqu’a ce qu’elle ne soit plus retenue que par la
veine surrénalienne. Il suffit ensuite de sectionner rapidement la veine surréna-
rienne. Aprés une hémorragie de quelques minutes, on peut recoudre la muscula-
ture au catgut, puis la peau au moyen d’agrafes. La cicatrisation s’effectue tres
rapidement. Il est indispensable de travailler & deux pour effectuer une surrénalec-
tomie rapide et précise.

A. Midles. —- Role du testicule et de la surrénale.

1. Mdles surrénalectomisés sans traitement substitutif ou avec trattement
tncomplet.

L’ablation de la premiére surrénale chez le male n’aftecte nullement le
comportement et la croissance de I'animal ou la composition de ses 17-CS
urinaires. Cependant, on note immeédiatement apres la premiere opération
un léger fléchissement dans 1’élimination journaliere des 17-CS urinaires,
fléchissement rapidement compensé par la surrénale restante. Trois a
quatre semaines apres la premiére opération, le taux des 17-CS semble étre
tout a fait normal (il faudrait opérer statistiquement pour démontrer une
différence ou une identité, car les mesures n’ont été faites que rarement
sur les mémes animaux entiers et avec une seule surrénale).
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Par contre, apres la seconde surrénalectomie, pour autant que I’animal
n’ait pas de reliquat ni de surrénale accessoire, I'élimination des 17-CS uri-
naires tombe a zéro. Un dosage global, au moyen de la réaction de Zimmer-
mann précédemment décrite (CHarorrais, 1955), révele quelques dizaines
de pg qui ne sont dus qu’a des chromogenes interférents, car une étude
chromatographique montre nettement I’absence complete de 17-CS uri-
naires. Rien dans la zone des 11-0xy-17-CS, rien dans celle des 11-desoxy-
17-CS (tableau 6). C’est pour cette raison que nous avons renoncé a doser
les 17-CS des cobayes apres surrénalectomie bilatérale, et avons effectué
la chromatographie sur papier sur I'extrait total des 24 heures. Nous n’avons
pu suivre ces animaux que pendant 9 jours au maximum, car sans traite-
ment autre que les injections d’eau physiologique et de glucose et une
nourriture riche en vitamine C et en chlorure de sodium, les animaux
meurent rapidement.

TasLeEAaUu 6.

Cobayes mdles surrénalectomisés sans traitement.

Cobaye 31 39 310 31t ;
| _l ' T - - l |
Date [ 10 | 18 | 21 23 4 12 20 1 26 | 28 | 28 | 28 3 |
VIII | VIII [VIII|VIII| VI | VI V | VI | VI \Y VI | VII |
Fraction i
A ug/24 h. |
|
Totale . . 186 | 44 32 33 122 20 | 107 | — | — 138|150 | — |
| |

11-OHE . . 15 0 0 0 50 0 451 0 0 35| — 0
11-OHA . . 4] 0 0 0 20 0 200 0 0 25| — 0 |
11-COE . . 15 0 0 0 20 0 350 0 0 35| — 0 ;
11-COA . . | 0 0 0 0 10 0 10 0 () 10| — 0
E ouéA . . 0] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 — 0 1
\
| !

I.es dates de la seconde surrénalectomie sont les suivantes:
31:14VIII; 39: 7.VI; 3810: 24.VI; 3 11: 1.VII.
Les résultats antérieurs correspondent a ceux d’'un animal avec une ou deux surrénales,

Le traitement de choix des cobayes surrénalectomisés bilatéralement
semble étre I'aldostérone. Nous l'avons administrée a raison de 10 pg/24
heures, en solution dans I’eau physiologique, par voie sous-cutanée.

=

ARCHIVES DES ScieEnces. Vol. 14, fase. 2, 1961,
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On peut immédiatement voir que ce traitement est insuffisant car les
animaux maigrissent de fagon réguliere et finissent au bout de trois a quatre
semaines par mourir, atteints d’asthénie, de paralysie de 'arriére-train et
d’ulcérations gastriques dans la région pylorique, pouvant aller jusqu'a la
perforation. Les cobayes soumis a ce traitement présentent exactement le
méme diagramme que les animaux non traités; il n’y a plus de traces de
17-CS dans les urines (tableau 7, male 8).

TaBLEAU 7.

Cobaye surrénalectomisé traité a Ualdostérone (10 ng/24 h.). Maile §.

| Date 1.VI 6.VI J 8.VI 15.VI | 22.VI ; 29.VT | 6.VIT 1
N S S L L L.

i | ?

. Fraction AB ' ' ;

4 !J.g/?-’l h. . | ‘
Totale. . . . 264 26 19 | — | — - = |

| |
| 11-OHE . . . | 125 0 0 0 0 traces | 0 |
- 1M-OHA . 60 traces 0 0 0o U 0 |
- 11-COE 0 0 0 0 0 U 0 ‘
11-COA . 0 0 0 0 0 0 | 0
E ou éA . 0 0 0 0 | 0 0 | 0 l

|

Peut-on conclure que la totalité des 17-CS urinaires provient de la
surrénale et que le testicule ne joue aucun role ? Non, car il y a interdépen-
dance entre ces deux organes, et faute d’hormones corticostéroides (1’aldo-
stérone n'est pas suffisante), le testicule dégénere. Macroscopiquement, il
devient mou et petit, souvent méme il quitte le scrotum et prend une posi-
tion abdominale. I’histologie révele une dégénérescence discrete de la lignée
germinale. Ainsi les testicules ne jouent plus leur réle normal et on ne peut
pas connaitre leur participation dans la genese des androgenes estimés au
moyen des 17-CS urinaires. Il faut un traitement substitutif convenable, qui
conserve aux testicules leur physiologie normale. On note également chez
les addisonniens une diminution de ’activité androgene du testicule.

2. Madles surrénalectomisés avec traitement substitutif efficace.

Le traitement substitutif qui nous a permis de faire survivre facilement
nos animaux est le suivant:
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Injection sous-cutanée journaliere d’'un mélange de 10 pg d’aldostérone
(ou acétate d’aldostérone) de 30 pug d’acétate de cortisone (suspension cris-
talline dans 2 cc d’eau physiologique) et de 2 cc de glucose a 109,. Les
animaux recoivent une nourriture riche en vitamine C et chlorure de sodium,
sous forme de son de blé auquel on ajoute 2 g/Kg de vitamine C et 29, de
chlorure de sodium. Le temps de survie peut ainsi dépasser 6 & 7 semaines
sans perte de poids appréciable.

Ce traitement nous a permis de démontrer la fonction androgéne du
testicule en identifiant les 17-CS urinaires présents par chromatographie sur
papier (tableau 8).

TABLEAU 8.

Cobayes mdles surrénalectomisés traités a la cortisone (30 pg/24 h.)
et aldostérone (10 pg/24 h.).

Mile 14.
Date 9.X 16.X 23.X 29.X 5.XI 12.XI | 19.XI | 26.XI
1

Fraction
AB pg/24 h.
Totale
(conjugués) | 287 — — — — e — —
11-OHE . . 105 0 0 0 0 5 5 traces
11-OHA . . 25 0 0 0 0 0 0 0
11-COE . . 25 0 traces | traces | traces 0 0 0
11-COA . . 0 0 0 0 0 0 0 0
Bleu * . .| — = + + + — — —_
E ou éA . . 55 75 10 20 10 10 50 10

Seconde surrénalectomie le 10.X.
* Tache bleue au Zimmermann Ra = 0,20 4 0,04.

On note d’une part une trés faible quantité de 11-oxy-17-CS, spéciale-
ment de 11-8-hydroxy-étiocholanolone et de 11-céto-étiocholanolone,
d’autre part une élimination de 10 & 75 pg/24 heures (moyenne 20 pg)
d’étiocholane-3« ol, 17-one ou peut-étre d’androstane-33 ol, 17-one ou
d’'un mélange des deux. Ces deux stéroides migrent en méme temps et la
séparation & la digitonine n’ayant pas été effectuée sur de si faibles quantités,
nous ne sommes pas a méme de trancher la question.
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Mile 18.

b)

| E 1 |
Date 30.X 5.X1 | 12.XI ‘ 19.X1 | 26.XI | 5.XII | 10.XII | 17.X1I
i | ! ! o
| | |
Fraction \ : | ;
ADB ug/24 h. i | '
Totale . . 85 — l — — — ‘ e - —
| | | |
11-OHE . . 15 traces { traces | traces | traces | traces | traces | traces |
11-OHA . . 0 0o . 0 0 0 0 0 0 |
11-COE . . 0 | traces  traces | traces  traces | traces  traces | traces
11-COA . . 15 0 0 0 0 | 0 0o | 0 |
Blew* . .| — | — | + - - } L 4+ - i
E ouéA . . 30 0 10 | 10 10 | 10 | 20 10 15

Seconde surrénalectomie le 30.X.
* Tache bleue au Zimmermann Ra = 0,20 + 0,04.

Conclusions:

La surrénalectomie bilatérale du cobaye male suivie d’un traitement
approprié permet d'une part une longue survie et d’autre part la mise
en évidence de la fonction testiculaire qui se traduit par I'élimination
dans les urines d’étiocholanolone (ou épiandrostérone ou mélange des
deux) a raison de 20 pg/jour en moyenne. On note aussi la présence
de tres faibles quantités de 113-hydroxy- et de 11-céto-étiocholanolone.

Dans tous les cas observés, nous n’avons jamais trouvé d’androstérone,
ni de stéroides migrant plus rapidement. En effet, les eflluants recueillis
puis rechromatographiés en arrétant le front du solvant a I'extrémité
inférieure du papier, ne contiennent pas de 17-CS.

Les injections de testostérone a des cobayes montrent que cette hor-
mone male se métabolise essentiellement en étiocholanolone et 113-
hydroxyétiocholanolone. Ceci permet de conclure que I’élimination des
17-CS urinaires des cobayes surrénalectomisés traduit une synthese de
testostérone par le testicule physiologiquement normal.

Les processus de transformation de la testostérone semblent moins

complexes que chez ’homme, car on n’aboutit ni a ’androstérone ni a la
déhydroépiandrostérone. Cependant, la 11-B-hydroxylation joue chez le
cobaye un role trés important.



CHEZ LE COBAYE 233

TaBLEAU 9.

Cobaye mdle surrénalectomisé, avec reliquat surrénalien (mdle 4).

Date 11.VIII 22.VIII 28, VIII ! 51X

Fraction A 1g/24 h.
Totale . . . . . . . 108 56 41 58
11-OHE . . . . . . 15 0 10 15
11-OHA . . . . . . 0 0 0 0
11-COE . . . . . . 10 0 0 0
11-COA . . . . . . 10 ' 0 0 0
| EouéA . . . . . . 0 0 0 0

[ | |

Seconde surrénalectomie le 16.VIII.

4. Influence d’un reliquat surrénalien.

La présence d’un reliquat surrénalien ou d’une surrénale accessoire se
traduit toujours par la persistance d’une faible élimination de 17-CS oxy-
génés en 11 dans les urines (tableau 9, méale 4). Le principal stéroide éliminé
ainsi est la 11-3-hydroxy-étiocholanolone. Elle atteint 10 a 15 pgf24 hevres,
ce qui représente un taux assez faible, mais non nul, comme ce devrait étre
le cas pour un animal surrénalectomisé non traité. A part cela, on se rend vite
compte de la présence d’un reliquat ou d’une surrénale accessoire par ’allure
générale de I’animal qui reste vif et augmente légéerement de poids. Il peut
survivre plusieurs mois mais meurt lorsque le reliquat surrénalien hyper-
actif finit par se nécroser et disparaitre. A I'autopsie, on ne retrouve pra-
tiquement plus trace d’un reliquat dont l'existence était certaine. Cette
observation montre le réle prépondérant de la surrénale chez le cobaye.
Elle assure la biogenese de la quasi-totalité des 17-CS éliminés dans I'urine
ainsi que l'intégrité de la fonction testiculaire.

B. Femelles surrénalectomisées. — Réle de Uovaire et de la surrénale.

1. Conséquences de la surrénalectomie. Réle de Uovaire.

Il semble que la surrénalectomie bilatérale chez le cobaye femelle affecte
peu 'ovaire. En principe, il sera donc facile de mettre en évidence le role
de Povaire sur un animal maintenu en survie par un simple traitement au
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glucose, eau physiologique et aldostérone (10 pg/24 heures) associé a4 une

nourriture riche en vitamine C et en chlorure de sodium (tableau 10).

TaBLEAU 10,

Cobaye surrénalectomisé traité a Ualdostérone (10 pg/24 h.). Femelle P §9.

Date 23.V 6.VI 18.VI 25.VI 2.VII 7.VII 16.VII | 23.VI1
Fraction
A p.g/24 ]l.
Totale . . 248 191 — — —_ — — -
11-OHE . . | — 130 0 0 0 0 0 0
11-OHA . . — 0 0 0 0 0 0 0
11-COE . . — 25 0 0 0 0 0 0
11-COA . . | — | 25 0 0 0 0 0 0
EouéA. . | — | 0 0 0 0 0 0 0
i i

Seconde surrénalectomie le 14.VI.

Il ressort de ce tableau que I’élimination des 17-CS urinaires chez la
femelle surrénalectomisée sans reliquat tombe a zéro. Il n’y a pas de 17-CS
occupant la position de I’étiocholanolone (Huis in’t Veld, 1960).

TasLEAU 11.

Cobaye femelle surrénalectomisée traitée a la cortisone (2 mg[24 h.).
Femelle P 64.

Date 2.I1I 9.11T 13.111 20,111 23.111 2.1V

Fraction A pg/24 h.

Totale . . . . . 91 72 259 274 451 314
11-OHE 45 95 135 —— 300 160
11-OHA 20 0 0 — 20 15
11-COE . 45 45 90 — 90 90
11-COA . 20 25 45 — 45 30
E ou éA. 0 0 0 —— 0 0

Seconde surrénalectomie le 11.1I1. Injections de cortisone des cette date.
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Un second moyen utilisé en vue de la survie des animaux surrénalecto-
misés est le traitement a la cortisone. Méme a fortes doses (20 mg/24 heures),
il est insuffisant et ne permet pas d’enrayer la chute de poids. Toutefois,
la survie est plus longue qu’avec 1’aldostérone seule. Malheureusement, la
cortisone se métabolise en 17-CS oxygénés en 11 et la distinction entre les
métabolites d’origines endogéne et exogéne est impossible (tableau 11).
Notons cependant qu’il n’y a toujours pas de tache occupant sur les chro-
matogrammes la position de 1'étiocholanolone.

2. Traitement de survie. Résultats.

Le traitement de survie mis au point pour les méles surrénalectomisés
convient parfaitement aux femelles. [.e tableau 12 montre les résultats
obtenus sur deux femelles qui ont malheureusement présenté, I'une (P121)
un reliquat, 'autre (P138) une surrénale accessoire dont le fonctionnement
ne s’est manifesté que tardivement. La femelle P138 peut étre considérée
comme surrénalectomisée compléte pendant les deux premiéres semaines.
L’élimination quotidienne des 17-CS se limite a des traces de 11-B-hydroxy-
étiocholanolone. Aprés ce temps, le diagramme qualitatif se rapprcche beau-
coup de celui d’une femelle normale. On note de trés faibles quantités
d’étiocholanolone (ou épiandrostérone) dans les urines.

TaBLEAU 12,

Cobaye femelle surrénalectomisée avec reliquat, traitée a Ualdostérone (10 pg/24 h.)
et cortisone (30 ug/24 h.). Femelle P 121.

\
Date 6.XI | 16.XI 23.XI 30.XI 1.XII 2.XII 7.XII 17.X1I

Fraction
‘\B p‘.g‘/Q!l h.

Totale . . 290 —_ — — — — = 1 == i
11-OHE . . | 140 5 10 5 10 5 40 85 |
11-OHA . . | 70 5 10 5 10 5 10 | 35 |
11-COE . 70 5 5 15 10 5 10 l 20 |
11-COA . 5 5 5 5 10 5 5 1 20
E ou éA . 0 ? 0 ? ? 0 0 i ? |

Seconde surrénalectomie le 9.X1.
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Cobaye femelle surrénalectomisée avee fonctionnement tardif d’une surrénale accessoire.
Trattement a Ualdostérone (10 ug/24 h.) et @ la cortisone (30 pg/24 h.).
Femelle P 138.

Date | 31.1 10.11 17.11 21011
| - s = —
Fraction AB pg/24 h.
Totale (conjugués) 242 —_— — § — |
|
11-OHE . . . . . . 35 traces traces 5
11-OHA . . . . . . 45 0 0 5
11-COE . . . . . . 35 0 0 5
11-COA . . . . . . traces 0 0 0
CEouéA . ... .. traces 0 0 5 |
|

Seconde surrénalectomie le 3.11.

L’autre femelle (P121) présente une élimination réduite des 17-CS oxy-
génés en 11. Il v a peut-étre également des traces d’étiocholanolone (ou
épiandrostérone). Pour ces deux femelles, I’élimination des 17-CS s’accroit
en fonction du temps. Les résultats obtenus avec d’autres femelles surréna-
lectomisées traitées par la suite aux gonadotropes sont également en accord
avec ceux des deux animaux ci-dessus.

3. Conclusions.

Ces résultats ne sont pas faciles a interpréter. On peut cependant
conclure que I'ovaire de la femelle surrénalectomisée ne secrete pas d’an-
drogénes métabolisés en 17-CS. Il est tres vraisemblable et en accord
avec les résultats obtenus lors de I'étude des cycles de cobayves femelles que
la totalité des 17-CS éliminés par la femelle normale soit d’origine surréna-
lienne. Ceci n’exclut nullement la potentialité androgéne de 'ovaire qui se
manifeste lors des traitements gonadotropes.

HyroruysectoMiE — ROLE DE L'HYPOPHYSE

Ce travail a été effectué essentiellement sur des cobayes femelles dont
la plupart ont été ensuite traitées par des gonadotropes afin de provoquer
une masculinisation d’origine ovarienne.
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La technique opératoire utilisée est celle décrite par D. RoseENBuscH et
K. Ponse (1957). D’apres les mémes auteurs, on peut définir les effets de
I’hypophysectomie en fonction du temps de la fagon suivante:

Apres un a trois jours d’hypophysectomie, on ne note aucun effet mor-
phologique décelable sur les ovaires, le tractus génital, les surrénales et les
thyroides. Cependant, 'index nucléaire du tissu théco-interstitiel ovarien
(GuyEnor, 1946) réagit déja 24 heures aprés I’hypophysectomie. Il peut
atteindre 42 et plus, alors que le nombre moyen est d’environ 36.

Quatre a dix jours apres 'hypophysectomie, le tissu thécal des follicules
atrésiés réagit encore davantage, I'index monte jusqu’a 60. La baisse de
poids des surrénales et des thyroides semble s’amorcer.

Trois a sept semaines apres hypophysectomie, on note tous les symp-
tomes d’atrophie classique du systéme endocrinien: ovaires petits (5 a 99%,)
avec de nombreuses atrésies, de petits follicules et un index élevé (60 a 62).
Le vagin et les cornes utérines sont aplasiés et atrophiés, les surrénales ont
nettement régressé (35 a 57 mg 9%,; 6592, pour les normales), elles sont
presque completement délipidées.

Nous retiendrons deux points essenticls pour la suite:

1o L’ovaire est I'organe le plus sensible a I'hypophysectomie, il réagit déja
24 heures apres 'opération;

20 La surrénale réagit beaucoup plus lentement. La régression amorcée deés
les premiers jours ne se poursuit pas jusqu’a une mise au repos complete
méme apres sept semaines d’hypophysectomie, elle garde encore une
partie de son activité, c’est ce qui contribue & maintenir I’animal en
vie,sans traitement spécial.

Vu les difficultés d’obtenir une hypophysectomie totale certaine, nous
limiterons nos observations & deux catégories d’animaux. D’une part I'action
de 'hypophysectomie simple et de longue durée (26 a 51 jours) sur I'élimi-
nation des 17-CS urinaires, d’autre part I'action immédiate (4 a 10 jours
apres I'opération) sur ces mémes métabolites.

A. Action a longue durée.

75 &;
dosés
deux

Trois femelles normales adultes (femelle 362: 410 g; femelle 379:
femelle 470: 525 g) ont été hypophysectomisées. Les 17-CS urinaires ont ¢t
rézulierement. I’autopsie a été pratiquée le vingt-huitieme jour pour les

4
¢
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premiére femelles et le cinquante et uniéme pour la derniére. Les résultats sont
consignés dans le tableau 13. On peut en tirer les conslusions suivantes:

1. Tout d’abord, si 'on compare I'élimination des 17-CS d’une femelle
hypophysectomisée (femelle 379, par exemple, figure 2), en fonction du
temps avec I'élimination d’une femelle normale, on observe la disparition
de la montée des 17-CS au moment de I'cestre. Ceci est en accord avec
I'absence de rut physiologique chez la femelle hypophysectomisée.

TABLEAU 13.

Hypophysectomie. Action de longue durée.

‘ Fractions (ug/24 h.)
§ ne Nombre de jours avant ou Poids
apres hypophvysectomie

A B AB
362 2 jours avant . . . . . 174 91 -— 410 g
7 jours apres . . . . . 110 23 - 380 g
12 jours apres . . . . . | 132 29 e 410 g
19 jours aprés . . . . . 108 97 — 445 g
26 jours aprés . . . . . 115 77 — 445 g
379 5 jours avant (rut) . . 433 160 — 535 g

2 jours avant . . . . . 318 75 —
7 jours aprés . . . . . 162 87 — - 500 g
12 jours aprés . . . . . 126 72 — 505 g
19 jours apreés . . . . . 95 90 — 250 g
26 jours apres . . . . . | 101 70 — 230 g

N R
i
470 5 jours avant . . . . . i — - 256 | 540g
6 jours aprées . . . . . | - e 131 540 g
13 jours apres . . . . . | — 109 530 g
20 jours aprés . . . . . | — — 167 335 ¢
27 jours aprés . . . . . | — e 63 535 g
3% jours apres . . . . . | — —— 89 525 ¢
41 jours apres . . . . . | — — 76 d45 ¢
|

2. La chute des 17-CS est d’abord rapide au cours des quatre a dix pre-
miers jours apres 'opération, puis elle devient plus lente et atteint assez
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rapidement un plateau. Ceci correspond & la régression des surrénales
d’abord assez rapide, puis plus lente et incomplete.

3. Le taux des 17-CS, méme cinquante et un jours aprés hypophysecto-
mie, n’est jamais nul. Il y a toujours une élimination résiduelle de 17-CS
d’environ 100 ©g/24 heures qui correspond a une activité persistante de la
surrénale.

Y/24 n)
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Fig. 2.
Comparaison entre I’élimination des 17-CS d’une femelle normale
au cours du cycle cestral et celle d’'une femelle hypophysectomisée.

4. Signalons enfin que I'’étude par chromatographie sur papier des
17-CS éliminés chez une femelle hypophysectomisée (femelle 470) ne révele
pas de différence de composition avec ceux de I'urine d’une femelle normale.
On observe la présence des quatre 11-oxy-17-CS classiques, ainsi que des
traces d’étiocholanolone/épiandrostérone. Tout se passe donc comme si la
surrénale de la femelle hypophysectomisée fonctionnait correctement mais
a un extréme ralenti.

B. Action tmméduate.

Les dosages effectués sur dix femelles avant et aprés quatre a dix jours
d’hypophysectomie (figure 3) ne font que préciser les observations recueillies
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plus haut. On note une chute caractéristique des 17-CS correspondant a la
régression des surrénales (délipidation). Ce test est treés sensible puisqu’il
apparait avant que la chute pondérale des surrénales soit amorcée.

Y /24H; . AVANT -E
K500 —————— - APRES -H 4
400 ]
Q 342 ? 346 Q 347 Q 348 Q 350 ? 351 g 378 Q P8 9_ P13 g ps8
| 300 |
' '
a0 v . . ! ]
L200 ; : : : : |
' . l
! , ; | ! !
; ’ ! ‘ | ' !
% [ ' 1 ' v
hoo | ¢ A R N N A L .
! : i ! ' : ' ! '
. \ : ' ' ‘ Y | 4
i | i ' l . ' ' ' '
: ' s ! \ : ' ' \ 1
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Fig. 3.
Influence de I’hypophysectomie sur I’élimination des 17-CS chez le cobaye femelle.

C. Influence des reliquats hypophysaires.

Il n’est pas possible, méme apreés quatre a cinq semaines d’hypophysec-
tomie, de déceler un petit reliquat hypophysaire au moyen du dosage des
17-CS. En effet, si quelques cellules de pars antérior hypophysaire peuvent
exercer une action nette sur le systéme endocrinien (index nucléaire ovarien,
par exemple), cette action ne se reflete pas dans 1'élimination des 17-CS.
Par contre, si I'on traite I’animal par les gonadotropes, on observe des
perturbations importantes dans I’élimination des 17-CS urinaires.

En résumé, on peut dire que I’hypophyse exerce une action nette,
rapide mais incomplete sur I'élimination des 17-CS urinaires. L’organe
essentiel est la surrénale qui ne régresse que trés incompletement apres
hypophysectomie. C'est pourquoi, d’une part, on observe toujours une
élimination résiduelle des 17-CS aprés hypophysectomie, d’autre part apres
cette opération les animaux peuvent survivre pendant tres longtemps, la
surrénale leur fournissant encore les hormones surrénaliennes indispensables
a la vie. L’étude d’animaux hypophysectomisés pose donc de nombreux
problemes d’interprétation car les réactions observées sont celles d’un ani-
mal possédant tout son systeme endocrinien plus ou moins au repos. La
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surrénalectomie, par contre, a I'avantage de ne pas perturber, ou de fagon
minime, le reste du systéme endocrinien, a condition bien entendu d’adopter
un traitement substitutif approprié.

ACTION DES GONADOTROPINES CHORIALES
(ANTUITRINE S * ET PHYSEX *¥) SUR LES COBAYES FEMELLES.
MASCULINISATION — OVAIRES VIRILISANTS

Au cours de ce travail, nous avons abordé le probléme de la masculinisa-
tion de cobayes femelles normales, hypophysectomisées et surrénalectomisées
sous I'influence des gonadotropines choriales (RoseEnBuscH-WEIHS, 1960).
Ceci nous a permis de montrer le role essentiel de I'ovaire, qui devient virili-
sant sous l'action de ces hormones. Ces différents aspects de la fonction
androgene de 'ovaire ont été analysés en détail dans une récente mise au
point (Ponsg, 1955a). Nous apportons ici des précisions complémentaires
concernant le rdle joué par I'ovaire et la surrénale. Nous avons spécialement
insisté sur le dosage des métabolites urinaires des androgenes et essayé de
préciser les réles respectifs de I'ovaire et de la surrénale.

A. Femelles normales.

a) Action de I Antuitrine S (Ponse et al., 19558): 20 X 150 unités interna-
tionales (U.I.).

1. Animauzx utilisés. — Trois femelles adultes normales ont été traitées par
I’Antuitrine S. La femelle 327 de 18 semaines pesait au début de l'expérience
525 g, a la fin 615 g. Sa sceur, la femelle 328, respectivement 555 et 590 g. La
femelle 329, de 17 semaines, 510 et 585 g. Leurs cycles cestriens étaient stabilisés
a 15,16 et 20 jours. Elles ont re¢u chacune 20 injections de 150 U.I., par voie sous-
cutanée, a raison d’une injection par jour, soit une dose d’environ 0,3 U.I. par
gramme de poids du corps.

2. Réactions morphologiques et histologiques. — La masculinisation est notée
par le développement du clitoris. Tout d’abord apparaissent les éminences blanches
entre la septieme et la neuviéme injection (suivant les animaux). Le clitoris se
dévagine et les crochets et les odontoides denticulés du gland apparaissent apres
11 & 12 injections. Les crochets d’abord arrondis, deviennent pointus, se déve-
loppent et atteignent & I'autopsie 1,1 a 1,8 mm. La masculinisation est accom-
pagnée d’un développement des mamelons, qui & partir de la quatorziéme-seizieme
injection deviennent turgescents et s’allongent (la femelle 329 a peu réagi a ce
point de vue). De plus, les femelles 328 et 329 présentent une ouverture vaginale

* Gonadotropine choriale Parke-Davis.
** Gonadotropine choriale Leo.
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depuis la quinziéme injection jusqu’a 'autopsie, la femelle 327 seulement apres
19 injections.

A Tautopsie, les réactions morphologiques sont observées en détail, tout le
systéme endocrinien est prélevé, fixé, pesé et c¢tudié histologiquement.

On note alors que les ovaires sont trés gros: respectivement 199, 116 et 93 mg
pour les femelles 327, 329 et 328. L’index nucléaire défini par Guyénot (1946) est
assez faible: 14,7 4 19,5 (index normal: environ 35), ce qui dénote un état crinogéne
encore net.
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Elimination des 17-CS de cobayes femelles traitées par ’Antuitrine S.

On observe également de gros méroxanthosomes et de nombreux follicules
de grande taille, prélutéiniques. Ce qui révele la synergie des facteurs FSH (folli-
culo-stimulant) et LH (lutéinisant) injectés. LH affaibli ne peut plus antagoniser
FSH mis en évidence par SimpsoN (1951) dans 'urine gravidique.

Le vagin présente une mucification exagérée, avec leucocytose. Il y a méme
une kératinisation, comparable 4 un état de plein rut chez la femelle 328. Les
cornes utérines sont grosses, arrondies, avec début d’hyperplasie glandulo-
kystique.

En résumé, on peut dire qu'avec 3000 U.I. (20 x 150 U.I.) d’Antuitrine S
on obtient une bonne masculinisation, accompagnée d’une féminisation
terminale (mamelons, vagin, cornes utérines). L’ovaire n’est pas formé de
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tissu crinogéne pur. Les surrénales sont en place, il n’est pas possible de
définir avec certitude d’ou provient la masculinisation. Nous verrons cepen-
dant plus loin qu’elle est bien d’origine ovarienne.

3. Meétabolites des androgénes. 17-CS (figure 4). — Les femelles 328 et 329
ont eu un rut juste avant le traitement au moment des premiers dosages. On
note donc, comme nous I’avons vu (CaAroLLATS et al., 1957b), une montée caracté-
ristique de la fraction A des 17-CS: 685 pg (femelle 328) et 602 pg (femelle 329),
au lieu de 400 & 470 ug pour la femelle 327 au repos. A ce moment, les fractions B
sont faibles: 105 pg/24 heures. Aprés I’cestre on assiste a la chute caractéristique
des 17-CS au-dessous du taux moyen de repos. Puis 'action de I’Antuitrine S
se manifeste par une montée de la fraction A, atteignant un maximum au moment
ou la masculinisation se déclanche (on peut l’affirmer grice aux nombreux résul-
tats que nous verrons plus loin). C'est ainsi qu’aprés 7 a 10 injections, I’élimination
urinaire est de 670 a 680 pg pour les femelles 327 et 328, seulement de 500 pg
pour la femelle 329. Plus tard, ce taux redevient normal, ce qui est probablement
di & une accoutumance et a une formation d’anticorps par I’organisme du cobaye
en expérience, vis-a-vis du facteur LH de 'antuitrine S ou d’un vecteur de cette
hormone.

La fraction B posséde un tracé curieux, que nous n’avons jamais observé apreés
un traitement au Physex. Aprés s’étre maintenue a un taux faible (normal), la
fraction B monte brusquement pendant la seconde moitié du traitement pour
atteindre respectivement 614, 795 et 740 pg pour les femelles 327, 328 et 329.
Malheureusement, nous n’étions pas a méme d’analyser chromatographiquement
cette fraction qui sans doute eut été intéressante.

b) Action du Physex: 20 x 150 U.I.

Deux femelles normales ont été traitées par cette dose de Physex, qui se
révele trop élevée pour obtenir I’état crinogéne pur (Simpson, 1951). La femelle 345
de 17 semaines a présenté un cycle de 19 jours avant le traitement. Elle pesait
480 g au début et 530 en fin d’expérience. La dose regue est d’environ 0,3 U.I
par gramme de poids du corps.

La femelle 255, de 14 semaines (beaucoup plus jeune), pesait 330 g au début
et 440 en fin de traitement. Elle a re¢u 22 injections de 150 U.I.

Les réactions morphologiques et histologiques sont les suivantes: chez la
femelle 345, les éminences blanches du clitoris apparaissent dés la sixiéme injec-
tion, elles se détachent apres la neuviéme, se développent et donnent de petits
crochets au moment de I’autopsie. Chez la femelle 255, la masculinisation est
nette, dés la dixiéme-onziéme injection, les crochets atteignent 1,7 4 1,8 mm au
moment de I'autopsie.

Le vagin de la femelle 345 s’ouvre assez précocement (dés la onziéme injection,
il s’agit peut-étre d’un début d’cestre normal, non inhibé). L’histologie montre
uns structure stratifiée, kératinisée, avec infiltration de leucocytes (correspondant
a un métcestre prolongé). Il reste fermé chez la femelle 255. Sa structure se carac-
térise par un hypermucification, sans stratification ni leucocytes.

L’état des ovaires est trés différent. Morphologiquement déja, la femelle 345
a de petits ovaires (20,19,), tandis que ceux de la femelle 255 sont gros (52,5%,).
Les index sont trés différents (femelle 345: 20, femelle 255: 12,1). Histologique-
ment, la femelle 345 a des ovaires avec un assez grand nombre de follicules nor-
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maux en pleine croissance, quelques follicules prélutéiniques, mais pas de méroxan-
thosomes. Au contraire, la femelle 255 présente une hépatisation crinogéne avec
une série de gros méroxanthosomes et de follicules prélutéiniques. Il y a accoutu-
mance plus ou moins avancée dans les deux cas.
Ches les deux femelles, les cornes utérines sont en état d’hyperémie. La sécré-
tion est forte. Les mamelons ont bien réagi et mesurent 4 & 5 mm a I'autopsie.
Les surrénales sont grosses (femelle 345: 67,89, femelle 255: 62,59).
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Elimination des 17-CS de cobaye femelle traitée par le Physex
(femelle 345, 20 x 150 U.IL.).

On note peu d’analogie avec le traitement a I'’Antuitrine S (méme dose). La
raison essentielle est sans doute une accoutumance beaucoup plus tardive, une
formation plus lente d’anticorps.

Les 17-CS métabolites des androgenes de la femelle 255 n’ont été dosés
qu'avant et aprés traitement (fraction A: 274 et 174 pg/24 heures, la fraction B:
66 et 34 pg/24 heures). Nous n’avons donc pas pu mettre en évidence la montée
caractéristique de la masculinisation. Cependant, on note I’effondrement final
caractéristique de cette réaction. Les 17-CS de la femelle 345 (fizure 5) ne pré-
sentent pas, en ce qui concerne la fraction A, une véritable montée au moment
de la masculinisation. Le taux se maintient en plateau (413 pg/24 heures avant
traitement contre 432 a la neuviéme injection). Par contre, en fin de traitement
(dix-septieme a vingtiéme injection), le taux s’effondre pour n’atteindre que 262
et 278 pg/24 heures.

La fraction B semble baisser au cours du traitement et effectuer une légere
remontée en fin d’expérience. Cependant, cette élimination tardive n’a rien de
comparable avec celle des animaux traités par ’Antuitrine S.
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Aussi bien du point de vue histologique que du point de vue biochimique
(métabolites urinaires), on ne peut pas dire que cette femelle présente une réaction
typique de masculinisation telle que nous I’observerons plus loin.

¢) Action du Physex: 20 x 40 U.L.

1. Animauzx utilisés. — Deux femelles adultes normales ont été traitées par
le Physex & raison de 20 x 40 U.I. (une injection sous-cutanée par jour), soit
environ 0,1 U.I./g de poids du corps. La femelle 364, dgée de 1814 semaines pesait
450 g au début des injections, 490 & la fin, La femelle 371 de 16 semaines pesait
420 et 445 g. Avant le traitement, la femelle 364 avait des cycles un peu longs,
ceux de la femelle 371 étaient normaux.

2. Réactions morphologiques et histologiques. — La masculinisation (clitoris)
apparait plus rapidement chez la femelle 364 que chez la femelle 371. Chez la
premiére, les éminences blanches sont visibles dés le cinquiéme jour, elles se
détachent le septiéme et dés le huitiéme jour les crochets sont visibles et se déve-
loppent jusqu’a la fin (1,25 mm). Chez la seconde, les éminences ne sont visibles
qu’aprés 8 injections, elles se détachent a la dixiéme, a la onziéme, les crochets
apparaissent nettement.

Les mamelons réagissent. Ils sont gros et gonflés (3 & 4 mm), cependant la
réaction est plus faible qu’avec 150 U.I.

Les ovaires ne sont pas trés gros (femelle 364: 115 mg, 22,59,; femelle 371:
79 mg, 17,89,). Ils présentent une réaction crinogéne nette, I'index nucléaire est
remonté par suite de ’accoutumance (femelle 364: 27,6; femelle 371: 24,1). On
note la présence de follicules III en croissance et de méroxanthosomes (2 gros).
L’accoutumance est presque compléte.

Le vagin s’ouvre a la dix-septiéme injection chez la femelle 364, a la treiziéme
chez la femelle 371. Il se referme avant ’autopsie. Sa structure histologique est
celle d’un postcestre (femelle 371), cependant on note une kératinisation locale
chez la femelle 364.

Les cornes utérines sont grosses, rondes, stimulées, bien vascularisées, mais
a épithélium endométrial non frangé. Les surrénales sont grosses (femelle 364:
428 mg, 879%; femelle 371: 353 mg, 799%,).

En résumé: la masculinisation du clitoris est bonne, elle est accompagnée
de féminisation: rut terminal prolongé (quoique peu physiologique), déve-
loppement des mamelons. Cette dose est suffisante, mais chez I’animal
entier, 'ovaire présente des formations mixtes et non pas un tissu crinogéne
pur.

3. Métabolites des androgénes. 17-CS (figure 6). — Les fractions B et C pré-
sentent peu d’intérét, nous les négligerons. La fraction A suit I’évolution caracté-
ristique des femelles masculinisées par le Physex, a savoir:

Maintien d’un taux a peu prés normal (femelle 364: 400 & 470 wg/24 heures;
femelle 371: 270 & 350 pg/24 heures) avec quelques fluctuations jusqu’a la huitiéme-
neuviéme injection, puis montée vers un maximum atteint a la onziéme-douziéme
injection (femelle 364: 537 ug/24 heures; femelle 371: 390 pg/24 heures).

L’élimination journaliére devient ensuite plus faible, pour étre égale ou infé-
rieure au taux moyen normal au moment de I’autopsie (femelle 364: 290 ug/24
heures; femelle 371: 278 pg/24 heures).

ARCHIVES DES ScIENCES. Vol. 14, fasc. 2, 1961. 5
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d) Action du Physex: 21 x 10 U.L

1. Animaux utilisés. — Deux femelles adultes ont été traitées par ces faibles
doses (femelle P45 et femelle P71). Le premiére (P45), dgée de 29 semaines pesait
675 g; la seconde un peu plus dgée (age exact inconnu) pesait 800 g. Ces gros ani-
maux n’ont pratiquement pas varié de poids au cours du traitement. Les cycles
eestriens avaient été réguliers (16 a 18 jours). La dose quotidienne de Physex
(10 U.L.) est tres faible, elle correspond a 0,012 a 0,015 U.I. par gramme de poids
du corps.
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Fig. 6.
Elimination des 17-CS de cobayes femelles traitées par le Physex
(20 x 40 U.L.).

2. Réactions morphologiques et histologiques. — Nous sommes obligés de séparer
I’étude de ces deux animaux car la femelle P45 a réagi tres anormalement. Cepen-
dant, il y a quelques traits communs que nous signalerons en conclusion.

Femelle P45: la masculinisation est tardive et ne débute pas avant la trei-
ziéme injection. A I'autopsie, le clitoris est peu dévaginable, les crochets ont a
peine 1 mm; il n’y a pas d’odontoides.

Les mamelons réagissent tres fortement, ils sont turgescents et atteignent
7 mm de longueur.

Les ovaires sont petits (98 mg, 14,69,); ils contiennent beaucoup de follicules
jeunes et quelques follicules moyens en croissance. On note 1 4 2 méroxanthosomes.
L’index nucléaire est de 30,4, c’est-a-dire presque normal (35).
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L.e vagin s’ouvre irrégulierement au cours du traitement (aux huitiéme,
dixieme, quinziéme et dix-neuvieme jours). A I'autopsie, il est mucifi¢ avec quelques
leucocytes.

Les cornes utérines sont trés grosses, vascularisées et glandulokystiques. Les
surrénales sont a peu prés normales (435 mg, 64,5%).

Femelle P71: Ici encore, la masculinisation est tardive (douziéme-quinziéme
injection), mais elle est nette, tout en étant faible. Les crochets ont environ 1 mm,
les odontoides commencent a se développer.

Les mamelons sont gros et gonflés (longueur 3,5 mm).
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Fig. 7.

Elimination des 17-CS de cobayes femelles traitées par le Physex
(21 x10 U.L.).

Les ovaires sont petits (198 mg, 24,59). Ils renferment de nombreux folli-
cules III en croissance et beaucoup de gros follicules. I.’animal ayant eu un cestre
a peu prés normal au milieu du traitement, on trouve deux corps jaunes actifs.
L’index nucléaire est quasi normal (32,1). Les ovaires présentent le type d’accou-
tumance.

Le tractus est peu stimulé, il semble v avoir eu un cycle a peu pres normal
car: le vagin fermé est en postcestre avec une légére mucification et quelques leu-

cocytes, les cornes utérines sont petites et également en postcestre. Les surrénales
sont & peu pres normales (463 mg, 579%,).

3. Métabolites des androgénes. 17-CS (fgure 7). — Signalons d’abord que ces
animaux ont re¢cu une nourriture qui convenait mal aux dosages urinaires. Le
taux de 17-CS était fortement abaissé, alors que la glucuro-conjugaison était tres
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¢levée, compte tenu de ces différences, on peut tout de méme noter les réactions
de ces deux animaux:

Femelle P45: Avant traitement, le dernier rut a été marqué par la montée
caractéristique des 17-CS (242 pg/24 heures) suivie d’une chute et du rétablisse-
ment du taux normal (183 pg/24 heures). Au début du traitement (apres 4 injec-
tions), les valeurs trouvées sont trés faibles (nourriture ou traitement ?). On
assiste alors 4 deux remontées (268 et 312 pg/24 heures) correspondant aux deux
ouvertures vaginales les plus longues. 11 s’agit peut-étre d’une réaction analogue
a un stre physiologique.

I’analyse chromatographique révele exactement les mémes variations concer-
nant la 11-8-hvdroxy- et la 11-céto-étiocholanolone. On note surtout une forte
elimination d’un 17-CS occupant la position de I'étiocholanolone/épiandrostérone
au moment ou la masculinisation se développe (douzieme injection). Ce 17-CS est
présent a raison d’environ 409, de la totalité. On en trouve également un peu plus
de 259, a la fin du traitement. Notons cependant que ce méme 17-CS a été
observé au moment du rut (précédant le traitement), mais en plus faible quantité
(mcins de 209;). Signalons ¢également que cette femelle était trés grosse et peut-
étre en voie de virilisation spontance.

Femelle ’71: La nourriture a été changée en cours de traitement afin de réta-
blir autant que possible le taux normal des 17-CS. Chez cette femelle, 1l y a sans
doute superposition de la montée due a un rut plus ou moins physiologique et
celle de la masculinisation, si bien que I’élimination des 17-CS se maintient élevée
pendant au moins 4 jours (356 4 305 ng/24 heures). Le début de ce plateau corres-
pond a I'ouverture vaginale, la fin, au développement de la masculinisation. Cette
interprétation est renforcée par la chromatographie sur papier qui révele une
forte montée de 11-B-hydroxy et 11-céto-étiocholanolone (ainsi qu’une élévation
plus discrete des 11-B-hydroxy et 11-céto-androstérone), surtout au moment de
la masculinisation.

Il n’est cependant pas exclu que la nourriture ait aussi joué un role.

Conclusions concernant les femelles normales traitées au Physex :

Les résultats morphologiques et histologiques ont montré que la dose
de 150 U.I. pendant 20 a 21 jours était trop élevée, les résultats sont tres
complexes. Par tatonnements, apreés avoir essayé 120, 75, 60, 40, 20 et
10 unités, nous avons constaté que 40 U.I. par jour pendant 20 jours était
la dose la mieux adaptée. L.a masculinisation est aussi forte qu'avec 150 U.1.,
les réactions finales sont atténuées (surtout chez les hypophysectomisées).
le taux des métabolites urinaires présente des variations particulierement
nettes et caractéristiques de la masculinisation (femelle 364 et 371). La
masculinisation est presque toujours accompagnée de féminisation (déve-
loppement des mamelons, rut terminal) surtout pour les fortes doses. La
masculinisation semble bien étre en fonction de I'état crinogéne des ovaires,
mais la présence des surrénales complique I'interprétation concernant les
17-CS urinaires.
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B. Femelles hypophysectomisées.

La série des femelles hypophysectomisées traitées au Physex est celle
«qui a présenté le plus de difficultés. IKn effet, 'hypophysectomie est une
opération diflicile a réaliser, 'ablation compléte de I’hypophyse n’est jamais
certaine. Lorsqu’il s’agit de témoins, nous avons vu qu’il fallait de gros
reliquats pour qu’ils enrayent la chute des 17-CS. Lorsque les animaux
sont traités au gonadotropes, de tres petits reliquats se manifestent déja.
De plus, I’'animal hypophysectomisé est trés délicat, beaucoup de survivants
ne sont pas dans un état que I'on pourrait qualifier de physiclogique, les
métabolismes sont déréglés, on assiste a une chute des 17-CS, malgré le
traitement aux gonadotropes (exemple femelle 348). Enfin, méme pour une
opération réussie et un animal en bon état, il est extrémement malaisé de
se placer dans des conditions rigoureusement comparables. C’est pourquoi

les quelques animaux utilisés ne permettent de tirer que des conclusions
trés générales.

TasLEAU 14.

Femelles hypophysectomisées traitées au Physex 20 < 150 U 1.
(0,3 U.l./]g de poids du corps).

Numéro de I"animal g 342 ' ¢ 346 | % 351 ‘ ¢ 378 l ¢ 347 \ ¢ 348
Poids a
I’hypophysectomie 370 g 455 g 565 g 500 g 205 ¢g 585¢g
la 1r¢ injection . . | 415g 475 ¢ 570 g 520 g 520 g 495 ¢
I'autopsie . . . .| 405¢g 505 ¢ 600 g 570 g 350 ¢ 205 ¢
Age 16 sem. | 15 sem. | 18 sem. | 19 sem. | 19 sem. | 19 sem.
Cycle
durée du dernier . | 16 j. 13 j. 15 j. 15 j. 18 j. 19 j.
j. de l'opération le 6¢ j. 10e j. 16¢ j. 5¢e j. 11¢ j. 3¢ j.
1re injection apres
hypophysectomie
le : ¢ 3 w5 5| M0E] 10e j. 10e j. 7] 10¢ j. 10€ j.
valeur de I’hvpo-
physectomie . . | totale | peu de | qq.cell.| totale | régéné- | totale
P.A. |deP.A. | P.T.en | ratim- | P.T. en
P.N. et place | portant | place
tige
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a) Action du Physex: 20 x 150 U.I.

1. Animaux utilisés (tableau 14). — Sur six femelles hypophysectomisées
traitées par 20 fois 150 U.I. de Physex, trois (femelles 342, 346, 351) peuvent étre
considérées comme présentant une réaction caractéristique, une (femelle 378) voit
les résultats compliqués par la présence d’un adénome surrénalien, une autre
(femelle 347) a présenté une régénération importante de 'hypophyse, enfin une
derniére (femelle 348) malade a présenté en fin de traitement une chute des 17-CS.
Bien qu’elle se soit modérément masculinisée et que 1’histologie montre des ovaires
crinogénes, on ne peut pas en tenir compte du point de vue métabolites urinaires.

2. Réactions morphologiques et histologiques. — Chez les trois femelles (342,
346, 351), représentant I'action typique du Physex a 150 U.L., les résultats sont
les suivants:

LLa masculinisation se développe bien (trés importante chez les femelles 351
et 342) dés la sixiéme et septieme injection ou les éminences blanches deviennent
visibles. Apres 9 & 10 injections, elles se détachent pour former de petits crochets
atteignant 1,5 & 2 mm a Pautopsie.

Les mamelons réagissent peu (2,5 & &4 mm), ils restent assez petits et flasques.
(En présence de 'hypophyse en place ou de reliquats hypophysaires, ils réagissent
en geénéral trés fortement.)

Les ovaires sont en général petits (femelle 342: 95 mg, 23,49%,); femelle 346:
65 mg, 12,99,; femelle 351: 90 mg, 159%). Les index nucléaires sont faibles, soit
12,3, 16,2 et 17,3 pour les femelles 342, 346 et 351. L’accoutumance est presque
compléte. Ces ovaires renferment des follicules II1I moyens ou petits en croissance,
pas de méroxanthosomes (un petit chez la femelle 342). Ils sont fortement cri-
nogenes.

Le tractus génital ne réagit pas de fagon uniforme, car il est trés sensible aux
différents facteurs hormonaux (cestrogenes, androgenes, progestérone), ainsi qu’a
leur rapport d’intensité. Aussi observe-t-on chez les femelles 342 et 351 un vagin
fermé, tout au cours du traitement, en procestre plus ou moins physiologique
au moment de I'autopsie (mucification). Les cornes utérines sont au stade a peu
pres correspondant: elles sont moyennes, arrondies, avec eedéme chez la femelle
342 petites et plates, mais bien vascularisées chez la femelle 351. Par contre,
chez la femelle 346, le vagin s’ouvre entre les douziéme et dix-septieme injections.
A lautopsie, il est en méteestre atypique, avec des leucocytes. L.es cornes utérines
sont moyennes, plates et hyperémices.

Les surrénales de ces animaux ont nettement régressé (femelle 342: 132 mg,
32,69,; femelle 346: 196 mg, 38,89,; femelie 351: 261 mg, 43,5%,).

3. Métabolites des androgénes. 17-CS (figure 8). — Pour ces trois animaux la
réaction caractéristique de la masculinisation a pu étre observée beaucoup plus
facilement que chez les femelles normales. L’hypophysectomie abaissant fortement
le taux des 17-CS urinaires, les variations ultérieures sont beaucoup mieux visibles.
La courbe d’élimination de la fraction A présente les caractéristiques suivantes:

Chute des 17-CS consécutive a ’hypophysectomie. En dix jours, le taux passe
de 358 + 8 pg/24 heures (moyenne des trois animaux) a 211 - 31 pg/24 heures.

Cette chute qui continue chez ’animal non traité, est enrayée dés les premiéres
injections de Physex. Le taux remonte, et on atteint un maximum d’élimination
apreés 7 a 8 injections, c’est-a-dire au moment ou la masculinisation se développe.



CHEZ LE COBAYE 251

I.es maxima sont respectivement de 274 et 290 ug/24 heures pour les femelles
346 et 351. Lafemelle 342 présente un maximum a peine esquissé (199 pg/24 heures),
il est possible qu’il soit situé un peu avant ou un peu apreés la neuvieme injection.

Enfin, la courbe se termine par une lente chute vers des taux trés faibles
(151 = 18 pg/24 heures: moyenne des trois animaux). Cette chute correspond
sans doute a un état d’accoutumance aux gonadotropes injectés, tel que I’état des
ovaires le révele,
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Fig. 8.
Elimination des 17-CS de cobayes femelles hypophysectomisées
et traitées par le Physex (20 x 150 U.IL.).

Restent & examiner les deux femelles hypophysectomisées traitées: 347 et
378 présentant, la premiére un régénérat hypophysaire, la seconde un petit adé-
nome surrénalien.

Femelle 347 a régénérat hypophysaire:

La masculinisation n’a pas ¢té entravée par cette anomalie, mais les mamelons
ont fortement réagi, ils sont turgescents et mesurent environ 5 mm.

Les ovaires ont une taille moyenne (302 mg, 54,99;). Ils renferment de nom-
breux meéroxanthosomes et des follicules prélutéiniques. L’index nucléaire est bas
(13,6). L’accoutumance incomplete.

Le vagin s’ouvre dés la quinzieme injection, il est encore ouvert a I'autopsie,
ou 1’on observe une hypermucification sans leucocytes. Ce rut prolongé confirme
bien I'existence d’un reliquat hypophysaire.

Les cornes utérines sont grosses et bien vascularisées. Les surrénales sont
grosses (332 mg, 69,59%).

La régénération de trois quarts d’hypophyse bien différenciée est une ano-
malie peu courante. Nous n’avons pas un reliquat, car I’hypophyse entiére avait
¢té prélevée a 'opération et conservée.

Le diagramme des 17-CS (figure 9) est d’abord normal, c’est-a-dire chute
aprés hypophysectomie (de 322 a 210 pg/24 heures). Les injections provoquent
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une remontee (280 pg/24 heures a la huitieme injection). A ce moment, au lieu
d’un maximum, on observe une montc¢e continue. Le taux se stabilise ou baisse
légerement a la fin du traitement (400 & 426 pg/24 heures). 11 est vraisemblable
que la masculinisation et la régénération de I’hypophyse se succedent, et qu’elles
se traduisent par ce diagramme.
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Fig. 9.

Elimination des 17-CS de cobaye femelle hypophysectomisée
et traitée par le Physex avec régénérat hypophysaire
(femelle 347, 20 x 150 U.L.).

Femelle 378 a adénome surrénalien:

Morphologiquement, on peut dire que cette femelle ressemble beaucoup a la
précédente:

La masculinisation est trés nette (crochets d’environ 2 mm), les mamelons
n‘ont pas réagi (absence de reliquat hypophysaire).

Cependant, les ovaires sont ¢énormes (515 mg, ©¢0,3%). lls contiennent de
nombreuses formations: méroxanthosomes, fellicules petits, moyens et prélutéi-
niques. lls sont mal accoutumés, I'index est bas (11,7).

Le vagin qui ne s’est pas ouvert au cours du traitement est hypermucifié¢,
les cornes utérines grosses et frangées représentent un proccestre sans edeme

Les surrénales sont petites (176 mg, 30,79%,), mais I'une d’elle contient un petit
adénome: or on sait que ce tissu pathologique est capable de sécréter des stéroides,
et en particulier des androgeénes.

Le diagramme des 17-CS (figure 10) est comparable a celui de la femelle 347.
Cependant, on note deux maxima: I'un apres neuf injections a 431 pg/24 heures,
correspond sans doute a la masculinisation, I'autre en fin de traitement a 576 pg/
24 heures, en relation probable avec cette formation surrénalienne. En effet, ce

taux élevé de 17-CS est anormal chez une femelle hypophysectomisée, méme
traitée au Physex.

b) Aection du Physexr: 20 x 40 U.I.

1. Animaux utilisés. — Deux femelles hypophysectomisées ont été traitées
par 20 x 40 U.I. de Physex (femelle 365 et femelle 370). Dans le tableau 15, on
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trouve les principales données concernant le poids, I'dge, les cycles et la valeur
de I’hypophysectomie.
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Fig. 10.
Elimination des 17-CS de cobaye femelle hypophysectomisée
et traitée par le Physex avec adénome surrénalien (femelle 378, 20 x 150 U.L.).

TaBLEAU 15.

Femelles hypophysectomisées traitées au Physex 20 x40 U.I.
0,1 U.l./]g de poids du corps).

i Numéro de I'animal ¢ 365 ¢ 370

| ,

| Poids & _

' I'hypophysectomie . . . . . | 390 g 380 g

| la 1reinjection . . . . . . .| 430 g | 320 ¢ |
} Vautopsie . . . . . . . . . 460 g 405 g i
o Age 17 sem. | 20 sem.

- Cycle |

. durée du dernier . . . . . . 17 . 20 j.

. jour de 'opération le . . . . 13e j. | he .

. 1r¢ injection aprés hypophy- ‘

| sectomiele . . . . . . . . 7e 7¢ j.

| valeur de I’hyvpophysectomie . faible reliquat ‘ faible reliquat

1 de pars tuberalis de pars tuberalis

\
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2. Réactions morphologiques et histologiques. — La masculinisation s’est tres
bien développée. Elle débute dés la huitiéme injection, moment ou les éminences
blanches deviennent visibles. Puis elles se détachent entre la neuvieéme et la dou-
zieme injection pour donner dés la seizieme injection de petits crochets qui
atteignent 1,5 41,7 mm. On note méme quelques odontoides chez ces deux femelles.
La masculinisation est cependant un peu plus faible qu’avec 150 U.1. Les mamelons
ne rcagissent pas, ils restent flasques (2,5 a 3,5 mm).
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Fig. 11.
Elimination des 17-CS de cobayes femelles hypophysectomisées
et traitées par le Physex (20 x40 U.IL.).

Les ovaires sont de poids moyen (140 mg, 30,49;) chez la femelle 365, I'index
est remonté a 18,5, ce qui correspond a une accoutumance presque complete. 11
y a beaucoup de follicules 111 moyens, mais pas de méroxanthosomes. Ces ovaires
sont hépatisés et crinogénes. Chez la femelle 370, les ovaires sont petits (87 mg,
21,59%), I'index est également bas (24,1), 'accoutumance presque complete. On
note également beaucoup de follicules 111 jeunes et moyens, mais pas de méroxan-
thosome. Ces ovaires sont crinogeénes.

Dans les deux cas, a I’'autopsie, le vagin est fermé et présente une hypermuci-
fication caractéristique des femelles masculinisées.

Les cornes utérines sont petites & moyennes, mais bien vascularisées. Les
surrénales ont bien régressé par suite de ’hypophysectomie (femelle 365: 205 mg,
44,19, ; femelle 370: 182 mg, 459%,).

3. Meétabolites des androgénes. 17-CS, fraction A (figure 11). — Chez ces deux
animaux, les variations de 1’élimination des 17-CS neutres (fraction A) sont
caractéristiques de la masculinisation. Tout d’abord I’hypophysectomie provoque
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un effondrement rapide des 17-CS. Le taux moyen normal (300 & 400 ug/24 heures)
tombe a 153 pg/24 heures pour la femelle 365 et 208 ug/24 heures pour la
femelle 370.

L.e traitement aux gonadotropes provoque une rapide remontée jusqu’a un
maximum qui se situe exactement au moment ou la masculinisation se développe
(436 wg/24 heures apres 8 injections chez la femelle 365; 320 pg/24 heures apres
7 injections chez la femelle 370). Enfin, une chute réguliére, jusqu’a la fin du trai-
tement, constitue la derniére partie de la courbe. L’accoutumance aux hormones
gonadotropes (puisqu’il s’agit d’animaux pratiquement accoutumés) entraine un
blocage dans I’élimination des 17-CS, aprés une vingtaine d’injections (118 pg/
24 heures chez la femelle 365, 83 pg/24 heures chez la femelle 370).

¢) Action du Physexr: 20 x 10 U.L.

i. Animaux utilisés. — Trois jeunes femelles (P51, P57 et P62), d’environ
18 semaines, ont été hypophysectomisées puis traitées au Physex a raison de 10
U.I. par jour. Les indications concernant ces trois animaux sont consignées dans
le tableau 16.

TasLEAU 16.

Femelles hypophysectomisées traitées au Physex 2010 U.I.
(0,02 U.l.[g de poids du corps ).

Numéro de 'animal 2P 5l | : P57 2 P62
I
i Poids a
| I'hypophysectomie 455 g 440 g 400 g
la 17¢ injection 450 g 500 g 500 g
I"autopsie 315 g 385 ¢ 590 g
Age ? | 18 sem. 18 sem.
Cycle
durée du dernier . . . . 18 j. 16 j. 18 j.
jour de opération . . . 13€j. ; 9e ). 14¢€j.
1re injection apres i
hypophysectomie le . . 12€ j. ' 9e j. 12 j.
valeur de
I’hypophysectomie . . . | pas de reliquat | pas de reliquat | pas de reliquat

Il est a noter que ces animaux ont été nourris avec un mélange qui a provoqué
quelques modifications quantitatives dans la courbe de poids et des 17-CS. La
premiére est modifiée en ce sens que les animaux grossissent beaucoup plus vite
que les autres, et qu’ils augmentent de poids aprés hypophysectomie (tableau 16).
Les 17-CS, au contraire, présentent des taux beaucoup plus faibles que ceux géné-
ralement observés. Cependant, un témoin hypophysectomisé (P58) nous a montré
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une réaction parfaitement normale, compte tenu de ce faible taux. On peut donc
considérer ces courbes du point de vue qualitatif sans tenir compte des valeurs
absolues.

2. Réactions morphologiques et histologiques. — La dose de 10 U.L. par jour
de Physex est une dose trés faible. On est a la limite de réaction et les variations
individuelles sont particulierement sensibles. La masculinisation est faible. Les
éminences blanches du clitoris deviennent visibles aprés 8 a 10 injections. Apres
20 injections, on observe de petits crochets de 1,5 & 2 mm et quelques fois un début
d’odontoides (femelle P57). Cette faible masculinisation n’est pas en relation avec
la nourriture, mais uniquement avec la dose de Physex injectée, d’autres animaux
nourris normalement ayant présenté la méme réaction.
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Fig. 12,

Elimination des 17-CS de cobayes femelles hypophysectomisées
et traitées par le Physex (2010 U.L.).

Il n’y a pas de feminisation accompagnant ia masculinisation. Les mamelons
n'ont pas réagi (2 & 3 mm). Le vagin est resté fermé, il est en dicestre & I'autopsie.

Les ovaires sont chez ces trois femelles trés petits (34 a 37 mg, soit 5,8 a
6,69%). lls sont atrésiés, il v a en général beaucoup de jeunes follicules I11. L’in-
dex est remonté (30,6 a 33,4). Le tissu théco-interstitiel renferme des lipides,
caractéristiques d’une accoutumance quasi compléte. On note un corps jaune
persistant chez la femelle P57. Les cornes utérines sont aplasiées, filiformes, mais
dans les trois cas, bien vascularisées.

Enfin, les surrénales ont bien régressé: femelle P51: 105 mg, 20,99%: P57:
237 mg, 40,5%; P62: 212 mg, 369%.

3. Métabolites des androgénes. 17-CS, fraction A (figure 12). — Les dosages ont
¢té affectés dans leur précision par une nourriture mal adaptée. Les taux moyens
de 17-CS sont fortement abaissés. Cependant, on note pour les femelles P51 et
P62 une chute caractéristique due a I’hypophysectomie. Chez la premiere, le taux
était de 90 pg/24 heures avant 'opération. Il tombe & 51 pg/24 heures aprées 8 jours
d’hypophysectomie, puis a 35 pg/24 heures aprés 12 jours. Chez la seconde, il
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passe de 220 - 32 pg/24 heures 4 108 pg/24 heures apres 10 jours. On voit donc
que les animaux reagissent normalement et que les résultats peuvent étre consi-
dérés comme valables.

Chez les femelles P51 et P57, les injections de Physex sont sans effet sur
les métabolites des androgénes jusqu’a concurrence de 7 a 9 injections. La chute
amorccée par I’hypophysectomie continue. On observe un faible maximum (69
a 74 pg/24 heures) qui n’atteint méme pas le taux normal. Cette valeur se main-
tient avec de nombreuses fluctuations jusqu’a 'autopsie (femelle P57) ou bien
diminue lentement (femelle P51). La femelle P62 réagit un peu différemment.
Apres 6 injections, on atteint un maximum a 142 pg/24 heures. Ce maximum ne
correspond pas a la masculinisation comme chez les deux animaux précédents.
Le taux reste ensuite faible jusqu’a I'autopsie.

En résumé, on peut dire que les doses quotidiennes de 10 U.I. de Physex
sur femelles hypophysectomisées ne provoquent pas un effet spectaculaire
de masculinisation accompagné d'une forte montée des 17-CS. Les variations
individuelles sont de plus trés marquées.

Conclusions concernant les femelles hypophysectomisées traitées au Physex :

Ici, comme pour les femelles entieres, la dose de 40 U.I. par jour pen-
dant trois semaines est la mieux adaptée. On note ainsi une masculinisation
nette des la huitiéme a dixiéme injection. En fin de traitement, les ovaires
sont fortement crinogenes; on note également une réaction de féminisation
(hypermucification) au niveau du vagin. Enfin, la courbe des 17-CS est
caractérisée par un maximum d’élimination au moment méme ou la mas-
culinisation se développe. Tous ces résultats sont confirmés et précisés par
I'étude de I'action du Physex sur des femelles surrénalectomisées.

C. Femelles surrénalectomisées.

Action du Physex : 40 U.L. par jour.

1. Animaux utilisés. — Trois jeunes femelles (136, 137 et 141) de 365 a 385 g
ont eté opérées d’abord a droite selon la technique habituelle, puis 51 a 56 jours
apres, du coté gauche. Ces animaux pesaient alors 475 a 540 g.

Notons aussi que 4 4 5 jours avant la surrénalectomie gauche, les animaux
recoivent leur premiére injection d’aldostérone (10 pg) et cortisone (30 pg) dans
2 ml d’eau physiologique. Ce traitement sera poursuivi quotidiennement jusqu’a
l'autopsie de I'animal. En plus, dés la seconde opération, le traitement est complété
par une injection de 2 ml de glucose a 109, et de 40 U.I. de Physex. La femelle 141
a regu 19 injections de Physex, la femelle 136, 15 injections, et la femelle 137,
14 seulement.

2. Résultats morphologiques et histologiques. — Ces trois animaux réagissent
exactement de la méme fagon. La masculinisation se développe normalement, des
la sixieme a huitieme injection, les éminences blanches du clitoris sont visibles,
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les crochets se détachent des la dixiéme injection. A I'autopsie, ils mesurent 1 a
2 mm; on observe quelques odontoides chez la femelle 141, qui a recu 19 injections
de Physex.

Les mamelons sont gros et turgescents (3,5 4 5,5 mm). Les ovaires sont moyens
a gros (femelle 136: 185 mg, 469%,; femelle 137: 160 mg, 31,5%:; femelle 141:
85 mg, 21,29,). Histologiquement, ils sont fortement hépatisés, treés crinogenes.
Apres 19 injections de Physex (femelle 141), il y a accoutumance.

Le vagin est peu stratifié, assez mucifié avec quelques leucocytes. Les cornes
utérines sont grosses, bien vascularisées avec fibrose.

Notons aussi qu’en fin de traitement, ces animaux présentent des troubles
meétaboliques importants (surtout hydrominéraux) et que nous avons du les
chloroformer des I'apparition de la paralysie caractéristique des membres posté-
rieurs et de ’arriére-train qui est survenue plus ou moins précocement dans les
trois cas.

TaBLEAU 17.

Cobaye femelle surrénalectomisée et traitée par 19 <40 U.l. de Physexr.
Femelle 141.

| Ac. glucu- ll 17-CS (eg/24 h.)
Remarques Cl(;i:;ll(l[{..}ll:l ‘ Frac- |y, . " . I
wegied be | o | OHE | OHA | COE | €OA ' Eiea
| :
Avant
2de surrénalectomie 1,09 153 40 40 55 traces | traces
1,48 236 35 75 35 traces | traces
Apres
2de surrénalectomie
5¢ injection . . 1,00 - 0 0 0 0 35
7¢ injection . . 0,62 | — 0 0 0 0 45
9¢ injection . . 0,45 | — 0 0 0 0 35
12¢ injection . . 1,11 — 0 0 0 0 1 35
14¢ injection . . 0,99 — 0 0 0 | 0 25
17¢ injection . . 0,53 — ] 0O 0 ‘ 0 traces
3. Métabolites des androgénes. 17-CS. — Les 17-CS n’ont malheureusement pu

étre dosés régulierement que chez une femelle (femelle 141). Une seule mesure a
pu étre effectuée chez la femelle 136. La femelle 137 n’a pu étre dosée. Cependant,
vu la bonne concordance des résultats morphologiques et histologiques observeés
chez cez trois animaux, on peut considérer que la femelle 141 représente bien la
réaction typique des animaux surrénalectomisés traités par les gonadotropes
(tableau 17). De plus, ces résultats correspondent quantitativement avec ceux
observés, aprés le méme traitement, chez des femelles hypophysectomisées ou
normales.

Ici, il s’agit d’une masculinisation purement ovarienne, les 17-CS trouvés
proviennent donc uniquement de l'ovaire.
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Aprés I'ablation de la seconde surrénale, le taux des 17-CS n’est plus mesu-
rable quantitativement, il faut recourir a la chromatographie sur papier. Chez les
femelles témoins, on n’observe plus aucun 17-CS en 1’absence des deux surrénales.
Aprés injection de Physex, on voit apparaitre deés la cinquieme injection (peut-étre
meéme avant), c’est-a-dire bien avant le début de la masculinisation, une tache
importante d’étiocholanolone/épiandrostérone (environ 35 pg/24 heures). Le
maximum d’élimination de ce stéroide s’observe aux environs de la septiéme
injection (45 pg/24 heures), puis ce taux baisse lentement et aprés 17 injections,
il n’y en a plus que des traces. Ceci correspond a une accoutumance aux gonado-
tropes exogénes.

Chez la femelle 136, une analyse effectuée a la neuvieme injection de Physex

montre également la présence de 1'étiocholanolone/épiandrostérone (15 pg/

24 heures) et environ 5 ug/24 heures de 11-hvdroxvétiocholanolone.
g b b

D’aprés ce que nous savons sur le métabolisme des androgenes chez le
cobaye, on peut émettre 'hypothése selon laquelle le précurseur actif,
cause de la masculinisation, pourrait étre la testostérone synthétisée par
le tissu crinogéne ovarien. En effet, la testostérone administrée & un male
surrénalectomisé se métabolise surtout en étiocholanolone/épiandrostérone.

D. Femelles castrées sans masculinisation.

Afin de démontrer le réole essentiel de I’ovaire, lors de la masculinisation,
nous avons traité des femelles castrées par du Physex et dosé les métabolites
urinaires.

Examinons d’abord brievement ce qui se passe chez la femelle castrée
sans traitement. Dans ce but, trois femelles adultes (500 a 600 g) ont été
castrées et utilisées comme témoins. Ces opérations ont été controlées par
Iabsence compléte d’ouverture vaginale et a I'autopsie par ’absence de
reliquats ovariens et un tractus génital fortement régressé. L’une
(femelle 381) a été suivie pendant six semaines aprés l'opération, deux
autres (femelle P84 et P87) pendant vingt-six semaines afin de voir si a
la longue rien ne se passait. Les résultats sont négatifs, c¢’est-a-dire que les
taux quotidiens d’élimination des 17-CS ne subissent pas de variations
significatives, ils sont tantot au-dessus, tantot au-dessous d’une valeur
moyenne qui est comparable au taux moyen du diceestre.

Voici les résultats obtenus concernant les fractions A:

Femelle 381: Deux ruts espacés de 17 jours ont été suivis avant la castration.
Le maximum atteint respectivement 451 et 470 pg/24 heures. Le taux moyen de
repos est de 284 pg/24 heures avec des variations atteignant - 88 pg (8 mesures
a différents moments du cycle). La valeur moyenne obtenue apres castration est
de 374 pg/24 heures; les fluctuations de + 72 pg (5 mesures réparties sur
siX semaines).
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Femelle P87: Un rut a été suivi avant la castration, montrant un maximum
a 370 pg/2% heures. Le taux moyen de repos est de 240 pg/24 heures, avec des
variations atteignant -+ 39 pg (3 mesures a différents moments du cycle). Apres
caslralion, le taux moyen est de 210 ug/24 heures avec des écarts maxima de
— 137 ug (8 mesures réparties sur 26 semaines).

Femelle P84: Cette femelle n’a pas été suivie avant l'opération. Le taux
moyven apres castration s’éleve a 171 pg/24 heures avec des écarts maxima de
+ 85 pg (8 mesures réparties sur 26 semaines).

Ces trois animaux ont été également étudiés par chromatographie sur
papier. Comme nous I'avons vu précédemment, la femelle normale élimine
peu ou pas du tout de 17-CS occupant la position de I’étiocholanolone/épi-
androstérone. Au contraire, cette tache est assez importante chez la femelle
castrée. Ainsi, apres deux a trois semaines de castration, le diagramme
d’une femelle est assez voisin de celui d’'un male normal. Voici comment
se répartissent les différents 17-CS chez la femelle castrée:

11-B-hydroxy-étiocholanolone 4 parties

11-B-hydroxy-androstérone

‘L
1

11-céto-étiocholanolone . . . . . . . . . . . 2 »
11-céto-androstérone . 1
1

Etiocholanolone ou épiandrostérone

(Moyenne faite sur les trois femelles par chromatographie de 25 frac-
tions A dosées.)

Cette constatation est importante, car nous avons indiqué précédem-
ment que Povaire d'une femelle masculinisée en I’absence de surrénales
jouait apparemment un rdle analogue a celuil du testicule du male surré-
nalectomisé, c’est-a-dire que ces deux organes étaient capables de synthé-
tiser un ou des stéroides éliminés dans I'urine sous forme d’étiocholanolone
ou épiandrostérone. Il semble qu’inversement, la surrénale en I'absence
d’ovaires puisse réaliser les mémes processus de transformation, qu’elle ne
parait pas effectuer dans les conditions normales. Ceci montre qu’il faut étre
extrémement prudent lorsqu’on tire des conclusions a partir d’observations
faites sur des animaux entiers. Dans ces derniéres conditions, on ne peut
plus affirmer & priori si tel ou tel stéroide provient des gonades ou des
surrénales.

Examinons maintenant ce qui se passe chez la femelle castrée traitée
au Physex. Notons d’emblée, ici, que la dose a relativement peu d’impor-
tance, car on sait depuis longtemps que les gonadotropes n’ont aucune
action virilisante sur la femelle castrée.
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Deux femelles adultes (383, 384) ont été castrées a 425, a 450 g, puis traitées
au Physex (20 x 150 U.I.) un mois environ apres 'opération. On ne note aucune
masculinisation, I’élimination des 17-CS contrdlée toutes les 72 heures, oscille
autour d’une valeur moyvenne, comme pour les femelles castrées non traitees.

Voici les résultats obtenus concernant les fractions A:

Femelle 383: Avant castration, cet animal a été suivi au cours de deux ruts
espacés de 16 jours. Les maxima observés d’élevent successivement a 705 et
469 pg/24 heures. Le taux moven normal est de 279 ug/24 heures, avec des varia-
lions de + 25 pg. Apres 24 jours de castration, le taux est & 388 pg/24 heures.
[.a valeur moyenne obtenue pendant le traitement au Physex est de 309 ug
24 heures, les fluctuations de =+ 77 ug (7 mesures portant sur 3 semaines).

Femelle 384: le taux observé aprés 33 jours de castration est de 324 + 14 pg/
24 heures. La valeur moyenne obtenue au cours du traitement au Physex est
de 280 1g/24 heures avec des écarts maxima de = 83 ug (7 mesures portant sur
3 semaines).

Discussion.

De ces différentes séries de résultats, on peut tirer les conclusions
générales suivantes:

1. La dose de 40 U.I. de Physex par jour pendant 20 jours (soit environ
0,0 U.I. par gramme de poids du corps) semble la micux adaptée a
I'étude des phénomenes de masculinisation du cobaye femelle. Apres
hypophysectomie, dans les conditions décrites plus haut, on arrive a
obtenir des ovaires renfermant du tissu crinogéne presque pur. C’est a
ce tissu que I'on peut attribuer la sécrétion d’androgenes en ’absence des
surrénales. Ce qui confirme les recherches de K. Poxsk sur le Rat.

2. Dans ces conditions (surrénalectomie), la masculinisation se développe
bien, en général, dés la huitieme injection. Elle est accompagnée d’une
montée caractéristique des 17-CS urinaires, métabolites des androgenes.
Chez la femelle normale, ou hypophysectomisée, il est difficile de dis-
tinguer ce qui, au maximum d’élimination des 17-CS, provient de
I'ovaire ou de la surrénale.

3. Chez la femelle surrénalectomisée, qui n’élimine pratiquement plus de
17-CS (la totalité des urines de 24 heures ne révele aucune tache Zim-
mermann positive), on assiste lors du traitement virilisant a I'apparition
de I'étiocholanolone ou épiandrostérone dés la quatriéme injection avec
un maximum a la sixieme (45 pg/24 heures). 11 en persiste une certaine
quantité pendant plus de la moitié du traitement. On observe également
des traces de 11-B-hydroxy-étiocholanolone comme chez le male surré-
nalectomisé. Iei, nous avons la prenve de l'origine ovarienne de ces
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stéroides. L.a femelle surrénalectomisée qui se masculinise présente une
élimination de 17-CS comparable a celle d’'un male surrénalectomisé
dont les testicules fonctionnent encore normalement. En se référant
aux données du métabolisme de la testostérone chez le cobaye, on peut
dire qu’il apparait tres vraisemblable que cette derniere est respon-
sable de la masculinisation d’une part, de I’élimination de I'étiocho-
lanolone ou épiandrostérone et de la 11-B-hydroxy-étiocholanolone
d’autre part.

Les femelles castrées traitées par le Physex ne présentent aucune mas-

=

culinisation et pas de changement dans I’élimination urinaire des 17-CS.
L’ovaire est un rouage essentiel dans le mécanisme de la masculinisation.
Vraisemblablement, les gonadotropines exagérent ou rendent possible
une sécrétion androgene.

SUMMARY

A short study of the metabolism of a few androgenic steroids or precursors
of 17-ketosteroids has been made on normal male guinea pigs. Testosterone,
androsterone, dehydroepiandrosterone, epiandrosterone and cortisone have been
studied. The fact that there may be a genetic relationship between these steroids
and 17-ketosteroids isolated from urine is considered. The 11-oxy-17-ketostercids
most likely derive from the adrenal glands. Etiocholanolone or epiandrosterone
come from the gonads.

By means of adrenalectomy, the fundamental role of the adrenal cortex, as
well as the less important part playved by the gonads in the elaboration of 17-
ketosteroids (metabolites of androgens) have been established.

In the absence of the pituitary, the adrenal glands degenerate: the result is
that the elimination of urinary 17-ketosteroids is greatly reduced but not sup-
pressed. The composition nevertheless remains normal.

Under the action of chorial gonadotrophins Physex the female guinea pigs
rapidly shows signs of masculinization. A three weeks administration of 40 U.I.
per day is the most convenient treatment for this study. In the normal hypo-
physectomized or adrenalectomized treated females, the elimination of the 17-
ketosteroids reaches a maximum at masculinization. On the other hand, no
changes occur in the castrated treated female. The ovarian origin of urinary
17-ketosteroids in the masculinized female in the absence of adrenal glands is
proved.
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