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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, Steinacii et Kun (1931) d'une part, Guyenot et Ponse

(I'932) d'autre part, decouvrent la masculinisation de cobayes femelles pro-
vciiquee par l'injection d'extraits hypophysaires bruts, ä la fois gonadotropes,
eorticotropes et thyreotropes. Par la suite, Glyenot et Ponse ont complete
cette decouverte qui fut egalement etudiee plus tardivement en Hollande

puis en Amerique.
En 1951-52, K. Ponse (1952, 1954«, 19544, 1955, 1958) demontre sur

des rats que cette masculinisation est d'origine purement OA'arienne,

puisqu'elle se developpe rapidement, avec le maximum d'intensite en

Pabsence d'hypophyse et de surrenales. Dans ces conditions, PoA'aire, de

grande taille, apres atrosie folliculaire et byperstimulation par le facteur LH
de Purine ou du serum graA-idique, deA-ient une masse de cellules theco-

interstitielles hyperplasias.
Cbez le cobaye, il s'agissait de demontrer que la femelle masculinisee.

presente un excedent de metabolites d'androgenes ovariens, dans Purine,
au moyen du dosage des 17-cetosteroi'des neutres.

De 1953 ä 1958, un groupe de chercheurs, sous la direction des profes-
seurs M. F. Jayi.e (Paris) et K. Ponse (GeneA'e) se sont attaques a ce pro-
bleme *. Le dosage et Pidentification par Chromatographie sur papier des

17-cetosteroides urinaires d'animaux operes et traites par Mmes Rosen-

ih'sch, Libert et Perret m'ont ete confies. L'analvse histologique a etc
elTeetuee par MUe Ponse. Cette etude nous a conduits, necessairement, ä

envisager le probleme de l'elimination urinaire des 17-cetosteroides des

cobayes normaux, et des temoins operes non traites, ainsi qu'a une breA-e

* Ce travail a pu etre effectue grace a la generosite du Fonds national Suisse
de la Recherche scientifique.
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182 ETUDE DU METABOLISMS DES ANDROGENES

analyse du metabolisme de certains precurseurs des 17-cetosteroi'des uri-
naires chez cet animal.

L'utilisation d'une micromethode de dosage des 17-cetosteroides, d'une
extraction butylique et d'une hydrolyse enzvmatique de leurs conjugues
urinaires, nous a permis de mener ä bien cette täche et de preciser les roles

respectifs de l'ovaire et de la surrenale lors de la masculinisation.

I. METHODES DE DOSAGE

ET D'IDENTIFICATION
DES 17- CETOSTEROIDES URINAIRES

Techniques de dosage — Mise au point

A. Reaction de Zimmermann.

Nous avons essentiellement utilise la reaction de Zimmermann comme
reaction coloree permettant de doser par spectrophotometry dans le visible
les 17-CS urinaires. Notre technique de base repose sur une modification
de la methode originale de Klendshoj et al. (1953), associant l'emploi du

monomethylglycol pour preparer le meta-dinitrobenzene et pour la dilution
finale, et de la potasse en solution methylique anhydre. Cette methode a

ete decrite dans le detail (Ciiarollais, 1955), nous n'y reviendrons pas, si

ce n'est pour souligner le fait que tous les solvants et reactifs doivent etre

extremement purs. Nous avons toujours utilise avec succes la potasse et
le methanol puriss. pro analysi ainsi que le meta-dinilrobenzene Merck spe-
cialement prepare pour le dosage des 17-CS. Quant au mono-methylglycol,
il contient toujours de faibles quantites de substances cetoniques donnant
la reaction de Zimmermann. II est necessaire de le traiter de la faijon
suivante:

Dans un ballon rode de 500 ml avec refrigerant ä reflux, dissoudrc 5 g
de 2,4 dinitro-phenylhydrazine dans 250 ml de mono-methylglycol ä purifier,

ajouter 5 ml d'HCl conc. et faire bouillir ä reflux pendant dix minutes.

Apres refroidissement, distiller sous vide en eliminant soigneusement les

fractions de tete et de queue. II reste ainsi environ 200 ml de mono-methylglycol,

distillant entre 25 et 30° suivant la pression et convenant parfaite-
ment aux exigences de la reaction de Zimmermann.
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B. Resultats obtenus ä partir de Steroides purs.

II est interessant de voir comment vont se comporter les principaux
17-CS vis-ä-vis de la reaction de Zimmermann-Klendshoj. Nous examine-

rons tout d'abord les 11-desoxy-cetosteroides puis les 11-oxy-cetosteroides.

Tableau 1.

Densite optique mesuree en fonction de la longueur d'onde

pour differents 17-cctosteroides (20 pg de Steroide, cuve de 1 cm).

1 7-CS X maximum
D. O.

maximum
absolue

D. 0.
Allen

Extinction
nioliicul.

maximum*

DIIA 500-505 mp. 0,153 0,0250 6640
A 510 0,153 0,0240 6710
E 505 0,159 0,0355 6960

eA 505 0,144 0,0260 6310
A4-androstene, 3,17-dione 505 0,215 0,0260 9280

11-OHE 510 0,193 0,0270 9110
11-OIIA 510 0,143 0,0195 6800
11-COE 510-520 0,301 0,0555 14210
11-COA 510 0.439 0,0755 20700

* Extinction moWculaire maximum Emoi. ——:
i X c

1 longueur tie la cuve en cm, c concentration en mole/litre.

Parmi les 11-desoxy, nous avons effectue les courbes d'absorption avec:
la dehydroepiandrosterone (DHA), l'androsterone (A), l'etiocholanolone (E),
l'epiandrosterone (eA) et la A4-androstene-3, 17-dione (tableau 1). Ces

resultats permettent de constater, d'une part que le maximum d'absorption
se situe ä 505-510 mp, d'autre part que les densites optiques absolues sont
äquivalentes pour les quatre premiers, ä savoir dehydro-epiandrosterone,
androsterone, etiocholanolone et epi-androsterone.

Cependant, il est ä remarquer que l'etiocholanolone a une courbe

d'absorption qui sans etre plus elevee, est moins etalee, si bien que la
valeur obtenue par l'equation correctrice d'Allen est plus elevee. Au
contraire, la A4-androstenedione, qui est plus chromogene que les quatre
autres, possede la meme densite optique corrigee par suite d'un plus grand
etalement de sa courbe.
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Parmi les Jl-oxy, nous avons Ptudie: la llß-hydroxy-etiocholanolone
(II-OHE), la llß-hydroxy-androsterone (11-OHA), la 11-ceto-ötiocholano-
lone (11-COE) et la 11-ceto-androsterone (11-COA) (tableau 1). Comme il
fallait s'v attendre, les 17-CS possedant deux fois un groupe methylene
active par une fonction cetonique sont plus chromogenes que ceux qui n'en

possedent qu'une. II v a meme une relation de proportionnalite. En

consequence, les ll-ceto sont plus chromogenes que les 11-oxy correspondants.
Cependant, la 11-hydroxy-etiocholanolone est plus chromogene que la
11-hydroxy-androsterone, cette derniere correspondant ä un 11-desoxy

(type androstörone). II faut egalement noter que les Steroides possedant
deux fonctions cetoniques en 11 et 17 ont un maximum d'absorption lcgere-
ment deplace vers les plus grandes longueurs d'ondes (Ö10-Ü20 mji). Si

maintenant nous comparons la eourbe d'absorption d'un extrait d'urine
de cobaye prepare selon les methodes deerites plus loin, nous constatons une

parfaite similitude avec la courbe d'absorption d'un 17-CS oxygene en 11.

Nous avons ainsi une methode sensible, qui permct d'estimer ä partir
de 5 [ig les 1 l-desoxy-17-CS presents dans les urines de cobayes, ou meme
2 ä 3 [ig de dicetostero'ides (11, 17). Des centaines d'etalonnages nous

ont montre la parfaite reproductibilite de la methode.

T\ble\u 2.

Dcnsite optique ä 505 m\L pour dijjerents 3-cetosteroides.
Maximum d'absorption ä 510-515 ma (20 [ig de Steroide, cuve de 1 cm).

Steroides I) 0. ahsolno 1). O. \lh>n

Testosterone 0.078 0.0035
A4-androstene, 3-ceto. 17a-ol 0.050 0 0035
Androstane. 3-ciito l"ß-ol 0,068 0 0020
Etiocholane 3-ceto, 17 ß-ol 0 033 0,0025

Nous venons de voir qu'une fonction cetonique en position 11 reagissait
comme celle en 17. II n'v a done pas de specificite pour l'une ou l'autre
position. Qu'en est-il de la fonction cetonique en position 3 II est eurieux
de constater qu'elle reagit peu ou meme pas du tout. Nous avons deja vu
que la A4-androstene-dione (tableau 1) avait un pouvoir chromogene un

peu plus eleve que les autres ll-desoxy-steroldes etudies. Cependant, la

coloration ne correspond pas ä deux fonctions cetoniques. il n'y a pas de
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proportionnalite. La testosterone, la A4-androstene-3-ceto-17aol, l'andro-
stane-3-ceto-17ßol et retiocholane-3-ceto-17ßol ne fournissent pratiquement
aucune coloration avec le reactif de Zimmermann (tableau 2). On peut
done affirmer que le groupe methylene active par la fonction cetonique
en 3 n'interfere pratiquement pas avec les fonctions de 11 et 17.

Nous n'avions malheureusement pas ä notre disposition de Steroides

possedant des fonctions eetoniques en d'autres positions et specialement
en 20. II ne nous a done pas ete possible d'examiner en detail la specificite
de cette reaction.

C. Critique de la methode.

Resumons d'abord la methode utilisee et comparons-la avec la technique
originale de Klendsiioj.

Les extraits sees, contenant 0 a 50 p.g de 17-CS, sont additionnes de

0.4 ml de m-dinitrobenzene a 1 p. 100 dans le monomethylglvcol, on agite
bien afin de faciliter la dissolution, puis on ajoute 0,2 ml de potasse 3N
dans le methanol absolu (preparee et centrifugce immediatement avant
l'emploi). On developpe la coloration ä l'obscurite ä 45° pendant exactement
45 minutes. Apres refroidissement ä la glace, le melange colore est dilue

avec 4 ml de mono-methylglycol. La lecture est effectuee dans des cuves
de 1 cm ä 505 mp. La coloration est stable pendant 45 ä 60 minutes si Ton

a soin de conserver les tubes dans la glace fondante.
On voit done que la difference fondamentale entre la methode originale

et, notre modification reside dans la concentration de la potasse. En effet,
nous n'utilisons que 0,6 millimole de potasse par echantillon ä doser, alors

que Klexdsiioj en utilise 1.2 millimole dans les memes conditions. Cet

exces de potasse diminue la stabilite de la coloration et fournit des « blancs »

beaucoup trop eleves. De plus, l'emploi d'un thermostat ä 45° pour deve-

lopper la coloration, permet de travailler plus rapidement et dans des

conditions beaucoup plus reproductibles.
Les constatations precedentes montrent qu'il est impossible de s'attendre

ä des resultats d'une haute precision, du fait que les extraits urinaires sont
des melanges complexes de Steroides dont les pouvoirs chromogenes sont
differents. II sullit qu'un Steroide fortement chromogene ait une concentration

urinaire legerement accrue pour que le dosage soit fortement surestime.
Comme nous le verrons plus loin, les urines de cobayes normaux

contiennent principalement des 17-CS oxvgenes en 11 et peu de 11-desoxy-
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Steroides. II est done evident que tous les chiffres que nous obtiendrons
seront plus eleves que le contenu reel en 17-CS de l'extrait. De plus, lors
des traitements effectues sur ces animaux, une faible augmentation d'un
11,17-dicetosteroide se traduira par une forte elevation du dosage global,
inversement l'apparition d'etiocholanolone, d'epiandrosterone, de dehydro-
epiandrosterone ou d'androsterone, sera beaueoup plus discrete. Le dosage

en lui-meme n'est done pas un critere süffisant, il n'est qu'un renseigne-
ment prcliminaire. II est indispensable de connaitre la composition, aussi

exaete que possible, du melange, pour en tirer une conclusion valable.

D. Essai (Tapplication de la methode au dosage des 17-CS conjugues.

Afin de comparer le pouvoir cliromogene des 17-CS fibres et celui de

leurs conjugues, nous avons effectue la reaction de Zimmermann preeödem-
ment decrite sur des echantillons de sulfates de 17-CS que nous avons

prepares selon la metbode de Sobel, Spoerri et Talbot (Sobel et Spoerri,
1941, 1942; Talbot et al., 1943). Compte tenu de l'augmentation de poids
moleculaire, on peut dire que la dehydroepiandrosterone, l'epiandrosterone
et les sels de sodium des esters sulfuriques correspondants ont approxima-
tivement le meme pouvoir chromogene (moyenne 97,4% pour le rapport
DHA sulfate/DHA et 90,7% pour celui eA sulfate/eA). Quant ä l'androste-

rone, differents essais nous ont montre une coloration plus faible pour le

sulfate que pour le Steroide fibre (en moyenne 77,6% pour le rapport
A sulfate/A), bien que l'analyse elcmentaire ne revele rien d'anormal.

Nous ne nous sommes pas attaques ä la Synthese de glucuronides, qui
aurait depasse le cadre de ce travail. En revanche, nous avons essaye
de purifier des extraits d'urines de cobayes, afin d'obtenir des 17-CS glu-
curoconjugues et sulfoconjugues plus ou moins purs. II apparait que ces

extraits sont en general beaucoup plus chromogenes (100 ä 190%) qu'apres
hydrolyse enzymatique. Ceci n'est pas du ä la presence d'acide glucuronique
qui ne donne aucune reaction de Zimmermann. II s'agit certainement de

chromogenes n'ayant rien a voir avec les Steroides.

Dans la figure 1, on peut comparer les courbes d'absorption d'un extrait
des 17-CS conjugues d'un male normal et injecte de DHA ou d'androsterone,
avec l'etiocholanolone, par exemple. On voit que dans l'urine du cobaye

normal, il y a beaucoup de chromogenes qui ont pour effet de deplacer le

minimum d'absorption de 420-430 mp. ä 460 mp.. Ce deplacement n'apparait
plus lorsque nous supprimons artificiellement ces chromogenes en augmen-
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Fig. 1.

Courbes d'absorption comparees de differents extraits urinaires
et de l'etiocholanolone.

tant fortement les 17-CS par injections de DHA ou d'androsterone pures.
L'application de l'equation d'Allen (1950) eliminc egalement en majeure
partie ces artefacts.

Techniques d'extraction et de purification
DES URINES DE COBAYES:

MISE AU POINT DE METIIODES AD APT.YBLES ACX DIFFERENTS CAS A ETUDIER

A. Recolte des urines.

II n'y a, dans les urines humaines, comme dans les urines de cobayes recoltees
sur un antiseptique. que des traces de 17-CS libres. L'immense majorite des 17-CS
est conjuguee; encore ne sait-on pas si ces traces ne sont pas dues ä un debut de
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fermentation baeterienne des urines. Aussi est-il necessaire de recolter les urines
avec un maximum de precaution.

Les cohaves en experience sunt places dans des cages a inetabolisme au inoins
une sernaine avant toute recolte d'urine. car ces animaux s'adaptent diflicilement
aux changements. Nous avons toujours note un taux de 17-CS trop faible cliez
des animaux qui n'etaient pas encore habitues ä leur cage et ä leur nourriture.
Les animaux reposent sur un treillis grossier laissant passer les matieres
fecales et les debris de nourriture qui sont. retenus au-dessous par un treillis plus
fin Enfin, l'urine s'ecoule dans un plateau incline afin d'avoir une faible surface
d'evaporation Le plateau est desinfecte en le badigeonnant avec un melange
de 1 ml de Merten 0,1% et 2 ml de n-butanol. II faut autant que possible utiliser

1 'urine immediatement. Si ce n'est pas possible, on la garde avec un peu de toluene
an congelateur (— 5°).

Pendant les experiences, les animaux sont nourris suivant la saison. avec des
betteraves on de l'herbe fraicbe (pissenlits) et du son de ble enrichi en vilamine L
(2 g/kg de sonh Entre les prises d'urine. les animaux refoivent. en plus de l'herbe
fraicbe en etc. ou du foin en biver. La recolte des urines a toujours ete ell'ertuee
pendant exactement 24 heures-. le volume brut et le volume final, apres rinfage
a l'eau du plateau et du treillis metallique. sont mesures. lTn contröle regulier
de la creatinine nous a montre la parfaite reproductihilito des prelevemenls
d'urine efTectues dans ces conditions. La diurese est tres variable; eile oseille
entre 20 et 80 ml par jour pour des cobayes de 300 ä 600 g. La creatinine est tres
oonstante pour un meine animal, eile est directement bee au poids du corps en
raison de sa nature metabolique, On en trouve 10 ä 15 mg/24 heures pour des
cobayes de 300 a 600 g; eile peut atteindre 20 ä 25 mg/24 heures pour des cobayes
de 800 a 1000 g.

B. Hydrolyse des conjugues au moyen d'un aeide mineral.

Les 17-CS conjugues (glucuronides ou sulfates) sont facilement scindes en
17-CS libres et acide glucuronique ou sulfurique par les acides mineraux ä cbaud
(acide sulfurique ou acide chlorhydrique). Cette methode conduit ä des artefacts
(deshydratation. chloruration, etc.) et detruit. en partie certains 17-CS. speciale-
ment les 11-oxygenes. Cette methode d'hydrolyse (par exemple pH 0 7 ä l'ebulli-
tion ä rellux pendant 10 minutes ou pH 1.0 pendant 30 minutes) suivie d'une
extraction des 17-CS libres par un solvant organique (ether, benzene. s'avere
inutilisable pour les urines de cobayes. vu le manque de reproductibilite des
resultats.

C. Hydrolyse enzymatique de Vurine brute.

L'urine brute, ajustee ä pH 5.0 au moyen d'acide acetique glacial, est add.i-
tionnee de 0.05 ml de sue digestif d'Helix pomatia (Henry et ah, 1952a, 19526;
J akrige et Henry. 1952; Alfsex. 1957) par ml d'urine, soit en moyenne 5000 ä
7000 unites par ml de glucuronidase et 10.000 ä 15.000 unites par ml de sulfatase. Le
sue digestif d'Helix pomatia titre en moyenne 100.000 ä 150.000 unites Fishman
de ß-glucuronidase et 200.000 ä 300.000 unites de sulfatase par ml de sue brut.
On laisse incuber 36 a 40 heures ä 37° et extrait ä l'ether. Les resultats n'ont pas
ete satisfaisants, car l'urine de cobave contient beaucoup trop d'inhibiteurs,
l'liydrolyse est tres incomplete, cette methode est egalement inutilisable.
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D. Principe adopte.

Utilisation de la methode de fractionnement de J vyle-Baulieu, en

l'adaptant aux urines de cobayes. Hydrolyse enzymatique.
La methode de Jayle-Baulieu (J vyee et al., 1932, 1933) combine

deux j)rincipes:

1. L'hydrolyse des sulfates labiles, selon Bitman-Cohen (1931) en tampon
acetate ä chaud.

2. L'extraction selective des conjugues, ä diflerents pH par le n-butanol ä

froid.

Chez rhomme, cette technique met en evidence trois fractions urinaires

physiologiquement distinctes:
La fraction A, extractible au butanol en pH alcalin, contenant l'andro-

sterone, l'etiocholanolone et environ 20°o de la totalite des 17-CS oxygenes
en 11.

La fraction B, renfermant presque exclusivement la dehydroepiandro-
sterone presente dans l'urine sous forme de sulfate thermolabile en milieu
faiblement acide.

La fraction C extractible au butanol en pll acide, constitute par 80%
du total des 17-CS oxygenes en 11.

Nous allons voir qu'il en est tout autrement cliez le cobaye, cependant
nous garderons la nomenclature adoptee par Jayle, tout en precisant bien

que la composition des fractions A, B et C est totalement differente.
Bitmyn et Cohen (1931) ont montre que la dehydroepiandrosterone

eliminee dans l'urine humaine sous forme de sulfate est hvdrolysee ä pH 5,3

en tampon acetate molaire par ebullition ä reflux pendant 4 ä 5 heures.

Nous avons adopte cette technique et Operons de la fa^on suivante:

a) Fraction Ü.

Les urines, prelevties quantitativement pendant exactement 24 heures, sont
mesurees apres ringage des plateaux et treillis avec de l'eau (70 ä 100 ml en
moyenne). On filtre sous vide sur un filtre rapide. Suivant le volume on preleve 50

ou 75 ml de fagon ä utiliser la presque totalite des 24 heures. Cette prise est ajustee
ä pH 5 5 au moyen d'acide acetique glacial, ce qui permet la dissolution de tous
les constituants generalement insolubles dans l'urine normale (carbonates,
phosphates. qui est tres alcaline (pH 8 a 9.7). On y ajoute un demi-volume de tampon
molaire d'acetate de sodium/acide acetique a pH 5.5 et on porte ä l'ebullition ä
reflux pendant 4 heures. Le pH augmente legerement (6 0 a 6,9). Apres refroi-
dissement. les Steroides liberes de leur conjugaison sont extraits deux fois a 1'ether.
Les extraits etheres reunis sont laves ä la sonde puis a l'eau afin d'eliminer les
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substances acutes et phenoliques (cestrogenes). Apres evaporation de l'ether au
bain-marie, on obtient la fraction B neutre prete a etre dosee.

Voici les quantites utilisees:

Pour 50 ml d'urine + 25 ml de tampon acetate:

premiere extraction a I'ether avec 125 ml (1.7 volume);
deuxieme extraction ä 1'ether avec 60 ml (0,8 volume).

Extraits etheres reunis (185 ml) laves deux fois avec chaque fois 35 ml de
soude N, puis deux fois avec chaque fois 35 ml d'eau distillee.

L'extraction et les lavages se font dans des colonnes verticales (fig. 2) munies
d'un robinet a la partie inferieure et a la partie superieure d'un entonnoir ä
tubulure capillaire. On introduit l'ether dans la colonne, puis dans I'entonnoir
Purine qui s'iicoule sous forme d'un filet continu et se pulverise en fines goute-
lettes dans l'ether. I'ne fois Purine decantee 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 ete elTectuecs selon cc sysleme.

Fig. 2.

Colonne utilisee pour l'extraction des 17-ceto-stero'ides.

b) Fraction ,1.

L'urine (+ tampon) exempte de sa fraction B est addilionnee de carbonate
de sodium en poudre, jusqu'ä concentration de 6.7%, de fagon ä obtenir un pll
stable, tres voisin de 11. Si on ne veut pas modifier le coefficient de partage lors
des extractions ulterieures. il est necessaire d'eliminer l'ether residuel de l'extraction

precedente sous un leger vide. On extrait deux fois dans les colonnes verticales
au n-butanol. Les extraits butyliques reunis sont laves avec une solution de
carbonate de sodium, puis a l'eau. Enfin, apres avoir laisse decanter une nuit, le
butanol est evapore ä sec. sous vide, au moyen de l'evaporateur rotatif de Craig,
ä une temperature inferieure ä 50°. Le residu seclie completement sous un courant
d'air constitue la fraction A conjuguee qui sera hydrolysee par les enzymes du
sue digestif d'Helix pomatia.

Voici les quantites utilisees:

Pour 50 ml d'urine + 25 ml de tampon acetate (exempts de la fraction B), -j- 5 g
de carbonate de sodium:

premiere extraction avec 75 ml de n-butanol (1 volume);
deuxieme extraction avec 37,5 ml de n-butanol (0,5 volume).

Extraits butyliques reunis (112,5 ml) laves une fois avec 45 ml (0.4 volume)
de carbonate de sodium 6,7% puis une fois avec 34 ml (0,3 volume) d'eau distillee.
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c) Fraction C.

L'urine contient encore des 17-CS conjugues constituant la fraction C que
l'on peut extraire de deux manieres:

1° Soit sous forme libre. par ebullition ä reflux pendant 15 ä 30 minutes du
melange amene ä pH 0,7 ou 1,0 au moyen d'HCl concentre, puis extraction
etheree, lavages ä la soude et ä l'eau selon les memes modalites que pour la
fraction B;

2° soit sous forme conjuguce par une double extraction au n-butanol du melange
amene ä pH 1.0 (HCl) et lavages ä l'eau de l'extrait butylique. On hydrolase
l'extrait evapore ä sec aux enzymes d'escargots, comme pour la fraction A.
Ces deux methodes ont ete utilisees. La premiere donne de mauvais resultats.

II y a destruction d'une certaine quantity de 17-CS sensibles aux acides ä chaud,
transformation de certains pigments qui ensuite passent dans l'ether en donnant
de fortes colorations, transformation des restes d'alcool butylique (extraction
precedente) en derives peu volatiles difliciles ä eliminer.

La seconde methode est bien meilleure, cependant vu les pigments urinaires
du cobaye, les extraits contiennent souvent des chromogenes parasites.

Voici les modalites:

Pour 90 ml de residu urinaire (50 ml d'urine + 25 ml de tampon acetate + environ
15 ml HCl concentre ad pll 1,0):

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

Extraits butyliques reunis (90 ml) laves deux lois avec chaque fois 45 ml
(0,5 volume) d'eau distillee.

Les extraits butyliques des fractions A et C contiennent des conjugues qu'i'
faut scinder par hydrolyse enzymatique et purifier avant le dosage.

Les extraits A sont legerement alcalins, les extraits C acides. On reprend done
les premiers par quelques gouttes d'acide acetique >1/10, les seconds par quelques
gouttes de soude N, puis on ajoute a chaque extrait 10 ml de tampon acetate
0.02 >1 pH 5,0. Le pH est verifle puis ajuste s'il y a lieu ä 0,1 unite pres. L'hydro-
lyse se fait dans de petits erlenmeyers de 100 ml en ajoutant 0,5 ml de sue digestif
d'Helix pomatia brut ä chaque extrait, soit une concentration approximative de

5000 ä 7500 unites par ml de glucuronidase et 10.000 a 15.000 unites par ml de

sulfatase. Apres 40 heures a 37°, on extrait ä l'ether et lave les extraits ä la soude
et ä l'eau. L'extrait ethere evapore ä sec au bain-marie fournit les fractions A
et C. pretes ä etre dosiies.

Voici le mode operatoire:
A 10 ml hydrolyse, on ajoute 10 ml d'eau distillee:

premiere extraction avec 60 ml d'ether (3 volumes);
deuxieme extraction avec 30 ml d'ether (1,5 volume).

Extraits etheres reunis (90 ml), laves deux fois avec chaque fois 15 ml de

soude N, puis deux fois avec chaque fois 15 ml d'eau distillee.

Les extractions se font dans les colonnes verticales, precedemment decrites
dont les dimensions sont adaptees au volume ä extraire (diametre 2 ä 3 cm,
hauteur 80 cm).
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Tous lcs dosages sont effectues selon la micromethode docrite plus haut
sur des prises de 10 ä 20 ptg de 17-CS, correspondant a 10 ä lö ml d'urine

pour les fractions 13 et C et ä ."> ml d'urine pour A.

E. Autre methode d'extraction pour le dosage des conjugues.

a) Fraction AB conjuguee.

Nous avons vu que Ton pouvait doser les 17-CS conjugues de la memo
fagon que les libres. En nous basant sur cette constatation, nous avons

essaye de purifier sullisamment les extraits afin de pouvoir effectuer les

dosages directement sur les conjugues, sans passer par l'hydrolyse enzy-
matique.

Principe: les urines sollt d'abord centrifugües 30 minutes ä 1500 tours/minute
afin d'eliminer les substances insolubles qui favorisent les emulsions lors des
extractions butyliques. Le residu de centrifugation est mis en suspension dans un
peu d'eau, centrifuge 15 minutes, puis les deux surnageants sunt reunis et addi-
tionncs de 4 g de carbonate de sodium sec afin de fixer le pll a 11. On extrait.
deux fois au n-butanol dans les colonnes verticales. lave l'extrait aver line solution
de carbonate de sodium de meine concentration que Purine extraite (8% poids/
volume), puis a l'eau. L'extrait evapore a sec au Craig, ä une temperature infe-
rieure ä 50°. est repris par 50 ml d'une solution de carbonate ä 8%, puis reextrait
au n-butanol comme preccdemment. Les dosages peuvent etro effectuiis sur ce
dernier extrait sec, aussi bien pour les 17-CS que pour 1'acide glucuronique
conjugue

Voici les quantities utilisees pour les deux extractions:
Pour 50 ml d'urine centrifugee, amenee a pll 11 (4 g de carbonate de sodium):

premiere extraction aver 50 ml de n-butanol (1 volume);
deuxieme extraction aver 25 ml de n-butanol (0.5 volume).

Extraits butyliques reunis (7 5 ml), laves une fois avec 30 ml (0,4 volume)
de carbonate de sodium 8% et une fois avec 22,5 ml d'eau (0.3 volume). Les
dosages sont effectues sur 1 'equivalent de 5 ml d'urine pour les 17-CS et de 2.5 ml
pour 1'acide glucuronique conjugue pour des animaux nornianx.

Lorsqu'on veut effectuer une Chromatographie sur papier, on fait une hydro-
lyse enzymatique sur une prise aliquote et on opere selon la technique d'hydrolyse
Iirecedeinment decrite. 11 serait peut-etre avantageux de mettre au point une
Chromatographie des conjugues. de fagon ä simplifier la methode et ä rendre
possible l'etude directe du mode de ronjugaison des 17-CS du cobaye.

b) Fraction C.

L'extraction de la fraction AB conjuguee laisse une fraction C residuelle
analogue ä celle obtenue par l'extraction separee des fractions A et B. On utilise les
procedes d'extraction et d'hydrolyse decrits plus haut, lorsqu'on veut doser cette
fraction.
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Les differentes muthodes <|ue nous venons de deerire sont des tecliniques de
liase. On pent ainsi combiner les differentes possibilltes et s'adapter ä chaque
cas parliculier.

F. Discussion.

a) Fractionnement des urines.

On peut dire que le defaut fundamental de la technique de fractionnement

en fractions A, B et C est que, chez I'homme, la fraction A contient
plus du tiers des 17-CS oxygenes en 11. Lorsqu'on effectue deux extractions
successives sur colonnes au n-butanol (cf. fraction A ou AB), on extrait la

presque totalitc des 17-CS oxygenes en 11, si bien que la fraction C n'a

plus aucun interet et cela d'autant plus que les urines de cobaves sont
extremenient pigmentees.

On verra egalement que le cobaye n'elimine pas (dans tous les cas

etudies) de dehydroepiandrosterone, ainsi la fraction B telle qu'elle a etc
definie plus haut, devient sans interet.

C'est pourquoi, bien que notre premier ohjectif ait etc d'utiliser la

methode de fractionnement de J vyi.e, en fractions A, B et C, nous avons
du d'abord renoncer ä la fraction B qui ne contenait pas de dehydroepiandrosterone.

puis a la fraction C qui ne contenait pratiquement plus de

17-CS oxygenes en 11, lorsque l'extraction au n-butanol de l'urine ä pH 11

etait effectuee en deux fois (premiere fois avec un volume, deuxieme fois

avec un demi-volume de n-butanol).
En definitive, nous n'avons etudie qu'une seule fraction nommee A ou

AB, suivant qu'elle avait ete preparee apres elimination de la fraction B

(ce qui puriflait quelque peu les extraits) ou qu'elle avait etc obtenue ä partir
de l'urine brute (paragraphe E de ce chapitre).

En pratique, on peut envisager indiffercmment les fractions A ou AB
qui sont de toute premiere importance et refletent fidelement l'activite
androgene de 1'aniinal.

h) Hydrolyse chlorhydrique et liydrolyse enzymatique.

Bien que l'hydrolyse par les acides mineraux suit couramment utilisee
en clinique et qu'elle fuurnisse des resultats certains chez riiomme. nous

avons vu que chez le cobaye il etait impossible de l'utiliser, car elle ne

fournissait pas des resultats reproductibles. Par contre, l'hydrolyse enzymatique

au moyen des sulfatase et glucuronidase A.'Helix pomatia convient
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parfaitement. Elle permet, d'une part, une excellente reproductibilite des

resultats quantitatifs, d'autre part, eile evite la formation d'artefacts et
rend plus aisee l'interpretation des chromatogrammes.

Chromatographie sur papier des extraits urinaires

Nous venons de voir que l'interpretation des resultats des dosages

colorimetriques des 17-CS urinaires est tres delicate, car il faut tenir compte
du fait que Ton a un melange relativement complexe. L'interpretation
devient plus aisee des que Ton sait qualitativement quels sont les 17-CS-

presents.

A. Technique adoptee.

Nous avons essentiellement utilise la methode de Zaffaroni et Savard
(Savard, 1953, 1954; Zaffaroni, 1953; Baulieu et al., 1957), technique-

simple et bien adaptee 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'ebullition 80-110°), le toluene et le methylcyclohexane.

Impregnation des papiers.

L'impregnation des papiers avec la phase stationnaire est certainement
le point qui reclame le plus d'attention si l'on veut obtenir ä la fois precision
et repruduclibilite des resultats.

Le propanediol 1,2 pur, par sa polarite, rend les Steroides peu mobiles;
la vitesse de migration est extremement lente; aussi est-il necessaire

d'utiliser un diluant volatil de fagon qu'il ne reste que peu de propanediol
1,2 sur la feuille. En pratique, on dilue le propanediol avec un volume egal
de methanol, on trempe les feuilles aussi regulierement que possible dans

ce melange, et on les conserve entre deux feuilles de papier buvard. Le

methanol s'evapore lors des manipulations ulterieures.

Temperature.

Un second facteur ä envisager est la temperature. En elle-meme (entre
18 et 28°), eile ne joue aucun role (si ce n'est dans la vitesse de migration),
mais l'amplitude de ses variations peut avoir une influence nefaste, d'une



CHEZ I.E COBAYE 195

part sur la descente de la phase mobile, d'autre part sur la resolution des

ditlerents Steroides. Aussi, afin d'obtenir des resultats semi-quantitatifs et

reproductibles, il est necessaire de travailler dans une piece ä temperature
constante, 22° + 1 par exemple.

Enfin il est necessaire de mentionner que, malgre une bonne impregnation

du papier par la phase stationnaire et une temperature constante, on
observe souvent des ecarts sensibles dans la vitesse de migration des

Steroides sans qu'on puisse l'expliquer d'une fatjon satisfaisante.

Materiel.

Nous utilisons le materiel classique de la Chromatographie sur papier,
ä savoir:

De grandes cuves en verre (bacs d'accumulateurs) rodes ä la partie
superieure et fermes par une plaque de verre. On assure l'etancheite au

moyen de propanediol 1,2 pur sufüsamment visqueux et peu volatil.
II ofTre l'avantage de ne pas introduire de substances etrangeres dans la

cuve. Les papiers sont fixes entre deux plaques de verre ayant Ies dimensions
des augettes (chaque augette peut ainsi supporter deux series de papiers,
une de chaque cote). Le tout est pose sur une armature de verre ä l'interieur
de la cuve.

La cuve est preparee au minimum 24 heures avant d'etre utilisee, en

y introduisant les deux liquides constituant les deux phases: propanediol 1,2

et ligrolne, par exemple, afin que l'atmosphere soit equilibree et saturee
des vapeurs des deux solvants. On prepare egalement la phase mobile en

la saturant de la phase stationnaire ä la temperature de la chambre de

travail. II ne reste qu'a disposer les spots sur les papiers en prenant la
precaution de ne pas avoir des taches de plus de 5 mm de diametre. Comme

le papier est humide et que les taches s'etendent rapidement, il faut mettre
des Steroides purs ou les extraits en solution dans un solvant volatil
(methanol ou chlorure de methylene) et secher rapidement au moyen d'un
faible courant d'air. On depose quantitativement soit au moyen d'une

micropipette graduee (0,1 ml au 1/1000), soit avec un tube etire ä une
extremite en rin^ant plusieurs fois avec du solvant propre.

II est necessaire de deposer sur chaque feuille de papier des temoins

en quantite connue pour permettre un controle de la migration et une
estimation semi-quantitative des taches. Les feuilles sont alors placees le

plus rapidement possible dans la cuve, equilibree au moins une heure,

puis on introduit au moyen de trous perces dans le couvercle de la cuve
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au-dessus des augettes, la phase mobile (ligroine). La duree moyenne est
d'environ 20 heures ä 22° pour la ligroine. 4 ä 3 heures pour le toluene.
100 heures pour le methylcyclohexane. Ces temps sont calcules afin d'avoir
l'androsterone au has de la feuille (30 a 33 cm de la ligne de depart).

Une fois la separation effectuee. les papiers sont retires de la cuve.
seches completement a la temperature de la piece pendant une nuit ou
quelques heures ä 45°. puis reveles. Les taches sont mises en evidence en

immergeant la feuille de papier d'abord dans une solution de potasse
environ 3X dans l'ethanol (3,8 g. de potasse dissous dans 3 ml d'eau' volume
final 30 ml avec ethanol 33%). On secbe soigneusement les Landes entre
des feuilles de papier buvard. puis on les immerge de nouveau dans une
solution de m-dinitro-benzene ä 2% dans l'ethanol. On seche de nouveau
soigneusement. Les taches apparaissent immediatement pour les ll-ceto-
17-CS, en quelques minutes dans une etuve ä 43° pour les autres 17-CS.

Le papier doit rester blanc, les taches apparaissent en violet, bleu ou rose.

B. Steroides mis en evidence — HT moijeni obtenus.

Remarquons. tout d'abord, que le toluene separe tres mal les Steroides

oxygenes en 11. Les 11-hydroxv et 11-ceto correspondants ne forment
qu'une seule tache. Ce -Systeme n'est done pas utilisable pour les urines
de cobaves qui contiennent surtout des 17-CS oxygenes en 11. Le systeme
methyl-cyclohexane-propanediol n'est utilise que dans quelques cas

particulars ou Ton veut confinner la presence de dehydroepiandrosterone et

d'epiandrosterone dans un mime extrait. Cependant. le systeme ligroine.
propanediol 1.2 separe dejä convenablement ces deux Steroides, l'ratique-
ment, tous nos resultats out etc obtenus au moyen de ce dernier systeme-

Dans le tableau 3. nous avons reuni les principales caracteristiques des

17-CS oxygenes en 11. des quatre principaux 11 -desoxy-17-CS et de quelques
3-cetosteroi'des.

La migration des dilTerents 17-CS se fait suivant certaines lois basees

essentiellement sur la polarite des groupes fixes sur la molecule. Sav\rd
(Savard, 1333; Lederer et Lererer, 1337), le premier, a formule ces lois

empiriques que nous avons confirmees. Elles se resument ainsi:

1. Les ceto-steroides en C21 (fonction oxvgenee en C20) migrent plus
rapidement que les cetosteroides en C19 (fonction oxvgenee en C1T) correspondants.

Ceci permet de separer les 17-CS des 20-CS.
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Tableau 3.

Chromatographie sur papier. Systeme ligroine-propane,1, 2-diol.

S(6roi'dcs AbrCviations HA
Couleur

Zimmermann
Sensi-
bilitC
(ug)

Eliocholane, 3a, llß-diol,
17-one 11-011E * 0,027 -- 0,016 violet 2-3

Androstane, 3a. llß-diol,
17-one 11-OIIA * 0,039 ± 0,015 bleu-violet 2-3

Eliocholane. 3a-ol, 11.
17-dione 11-COE * 0,097 ± 0,036 rose 1-2

Androstane, 3a-ol, 11, 17-
dione 11-COA * 0,17 ±0,04 rose 1-2

Testosterone T 0.22 bleu-ciel 2-3

Epi-lestosterone (17a) cT 0,32 bleu-ciel 2-3
Dehydroepiandrosterone D11A * 0.48 :: 0,05 violet 5

Etiocholane, 3a-ol, 17-one E 0.61 ± 0,05 violet 5

Androstane, 3ß-ol, 17-one eA 0,61 ±0,05 violet 5

Androstane, 17ß-ol. 3-one 0,65 bleu 5

Etiocholane, 17ß-ol. 3-one 0,72 bleu 5

Androsterone A * 1.00 violet 5

* Moyennos do 10 4 20 mesures pour des migrations tie l'aridrostOrone comprises
entrc 15 ot 37 cm ä des temperatures variant de 15 a 25".

1.e ton de la coloration variant avec la quanliie de Steroide, les couleurs correspondent
a environ 5 pg de 11-oxy-l7-CS, et ä environ 20 pg de 1 l-düsoxy-17-CS.

Exemple:
* Ra: A4-androstene 3, 17 dione: 1,7

progesterone: 2,3.

2. Les derives de la serie androstane (serie 5a) migrent plus rapidement
que les derives correspondants de la serie etiocholanolone (serie 5ß).

Ceci semble egalement verifte pour les cetosteroides en C21 etudies.

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 et A : 1,00

Exemple:
* Ra: Pregnane 3a ol. 20-one: 1,30

Allo-pregnane 3a ol, 20-one: 1,40.

On observe cependant souvent la meine vitesse de migration pour les

deux series.

* Emprunte ä Savard (1953).

Archives des Sciences. Vol. 14, fasc. 2, 1961.
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Example:
* Ra: Etiocholanolone 3.17-dione et. androstane 3,17-dione: 2.5

Pregnane 3,20-dione et allopregnane 3,20-dione: 3,0.

3. Les ll-ß-hydroxv migrent plus lentement que les 11-ceto correspon-
dants:

Exemple (cf. tableau 5):

Ra: 11-011-E: 0:027 et 11-CO-E: 0.097
11-011-A: 0.039 et 11-CO-A: 0,17.

1. Les changements de position d'une seule function hydroxyle dans

toute la molecule suivant le Systeme de configuration a-ß, sullit ä modifier
considerablement la vitesse de migration. L'epimere 3a (polaire) migre
plus vite que l'epiinere 3ß (equatorial) correspondant. Cette loi est peut-etre
generale pour toutes les positions a et ß.

Exemple (cf. tableau 5):

Ra: Androslerone (3a): 1.00 et epiandrosterone (3ß): 0,61
Testosterone (17ß): 0,22 et epitestosterone (17a): 0,32

*R|1-cok: Androstane 3x, llß-diol. 17-one: 0,45
Androstane 3ß. llß-diol, 17-one: 0,30.

En resume, la sequence de mobilite pour des Steroides possedant im
oxygene dans une position determinee (particulierement en 3) est la suivante:

Colone saturee > cetone a. ß non saturee > — OH en configuration
polaire (a) >— OH en configuration äquatoriale (ß).

Au point de vue separation, notons qu'il est impossible de säparer
rätiocholanolone de l'äpiandrostärone, aussi bien avec le Systeme ligroine
propanediol qu'avec le methylcycloliexane projianediol. II en est de meine

pour fandrostane 17ß-ol-3-one et fetiocholane 17ß-ol-3-one. Tous les

autres Steroides cites dans le tableau 5 se separent parfaitement sur un

unique chromatogramrne (ligroine-projianediol 1,2). Les couleurs obtenue»

au moyen de la reaction de Zimmermann aident aussi beaucoup a dislingm i

les difl'erentes taches.

* EmpriinLü ä IJalukc et al. (1957).
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SUMMARY

Various (actors which affect the development of the Zimmermann coloration
i n the determination of 17-ketosteroids in urine have been studied experimentally.
A method very similar to that of Ki.f.ndsiioj et al. has been used. The
molecular 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
hydrolysis 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 Savahd. Various Rf values have been confirmed.
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II. ELIMINATION DES 17-CETOSTEROIDES
CHEZ LES COBAYES MALES ET EEMELLES

DANS LES CONDITIONS NORMALES

Etude qualitative des principaux 17-CS

PRESENTS DANS LES URINES DE COBAYES MALES NORMAUX

A. Preparation des extraits bruls.

Six cobayes males adultes, de 600 ä 700 g ont ete places dans une cage
ä metabolisme pendant trois nuits consecutives sans nourriture. Les ani-

maux sont nourris normalement pendant le jour. On recolte ainsi 480 ml
d'urine traitee suivant les methodes de fractionnement decrites dans

l'article precedent. Le schema qui suit en precise les modalites.

B. Purification au reactif T de Girard.

Les fractions A, B et C brutes, ainsi que les residus bruts sont soumis ä

une purification au moyen du reactif T de Girard (Girard. Sandulesco,
1936; Dobriner et al., 1948; Baulieu et ab, 1957.)

Le reactif T de Girard (chlorhydrate de trimethylaminoacetohydrazide)

II, C-N—CII,-CO-X II-MIo ci-

est utilise en solution dans l'ethanol absolu ä raison de 800 mg de reactif pour
10 ml d'alcool et 1,25 ml d'acide acetique glacial. On dissout le melange en tiedis-
sant (40°) et on ajoute 2 ml pour cliaque fraction brute (3 ml pour la fraction C

brute formant une gomme et contenant un peu d'humidite). On laisse sojourner
une nuit a l'etuve ä 37° afln de transformer les derives cetoniques en hydrazones
correspondantes. Apres ce temps, on ajoute ä cliaque fraction 10 ml d'eau glacee
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«et amene rapidement le milieu aux environs de pH 6,5 (tableau 1) au moyen de
soude 10%. La solution est extraite trois fois avec chaque fois un volume d'ether
•afin d'en eliminer toutes les substances non cetoniques peu solubles dans la phase

Tableau 1.

Purification par le reactif de Girard des fractions A, B, C
el « Residus A et C ».

Fractions
pH 4

l'extraction
6th6r6c

pH
d'hydrolysc

temp. 20-23°

A 6,5 0,7
B 6,8 0,6
C 6,5 0,6

Residu A 6,1 0,6
Residu C 6,3 0,7

aqueuse. Les extraits etheres sont jetes, la phase aqueuse amenee aux environs
de pi I 1,0 (tableau 1) par addition d'HCl concentre. On laisse ainsi la solution 16
ä 24 heures ä temperature ordinaire dans une ampoule ä decanter en presence
d'un peu d'ether (1 volume) afin d'hydrolyser le derive de Girard et d'extraire
les 17-CS liberes au fur et ä mesure de Thydrolyse. On extrait encore deux fois par
un volume d'ether. Les extraits etheres (3 volumes) sont laves comme de coutume
deux fois avec 5 ml de soude N, deux fois avec 5 ml d'eau. Apres decantation
et evaporation ä sec, on obtient les fractions A, B et C puriflees ainsi que les residus
A et C purifies.

Nous n'avons pas utilise la precipitation ä la digitonine pour separer
les 3a et les 3ß-hydroxysteroIdes dans chaque fraction, car eile ne marche

pas toujours et ne peut etre consideree comme demonstrative qu'avec une

grande experience. Aussi avons-nous separe les differents 17-CS par
Chromatographie sur papier, ce qui nous a permis (sauf dans un cas) d'identifier
c.es 17-CS avec certitude.

C. Chromatographie sur papier.

Nous utilisons le Systeme ligro'ine-propanediol 1,2 ä 20° pendant 22 heures

sur papier Whatman n° 1, conformement aux techniques decrites dans

l'article precedent. Cependant, au lieu de deposer un seul « spot », on place
la totalite de chaque fraction sur toute la largeur de la bände. Pour les
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Urines + acide acetique ad pH 5,5 + tampon acetate M pH 5,5.

Ebullition ä reflux 4 heures
Extraction etheree

Fraction B brute T

Reactif de Girant Residu + Na^CC^ ad pH 11

Extraction butylique

Fraction H purißee

Residu — HCl ad pH 1,0 Fraction A conjuguee

Extraction
buh lupie

Hydrolyse au Slip *
Extraction etheree

Fraction C conjuguee Residu jete Fraction A brute Residu - HCl ad pH 1

Girard

Ihdrohse au slip Fraction ,1 purißee
Extraction etheree

Ebullition ä reflux-
Extraction etheree
Girard

Residu A purifie

fraction C tirute Residu - HCl ad pH I

t lirard

Ebullition a rellux
Extraction etheree
<lirard

Fraction C purißee

Residu C purifie

* sHp — sue digestif d'Helw pomalia.
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fractions B et C, les bandes avaient G cm de large, pour A 9 cm. Les
fractions « residus A et C » ont ete deposees en un seul « spot». Les eluats
de chaque fraction ont ete recuperes dans de petits cristallisoirs, evapores
ä sec puis rechromatographies en arretant la phase mobile au has du papier,
afin de contröler l'absence ou la presence de 17-CS plus rapides quel'andro-
sterone. Pour determiner la position de chaque Steroide sur les chromato-

grammes deposes en bandes larges, on decoupe de chaque cote une bande-
lette de 2 a 3 mm de large que Ton revele au reactif de Zimmermann. Lne
fois les positions bien definies, on decoupe des bandes transversales
correspondent a l'emplacement des 17-CS, on decoupe les papiers en petits mor-
ceaux et on les extrait longuement dans un appareil ä extraction continue

(type Soxhlet) avec 10 ä 30 ml de methanol suivant la quantite de papier.
On traite de la memo fapon les zones de papier ne contenant pas de 17-CS,

en vue d'un contröle. Dans ce dernier cas. la totalite de l'extrait est alors

deposee sur un seul « spot» ä cote des 17-CS de reference.

D. Identification des 17-ceiosteroides. Resultats.

Nous avons obtenu (figure 1):

Pour la fraction A purifiee: 5 fractions A I, A2, A3, AI, A5;
Pour la fraction B purifiee: A fractions Bl, B2, B3, B4;
Pour la fraction C purifiee: 5 fractions CI, C2, C3, C4, C5.

Chaque fraction a ete identifiee par rapport au temoin de reference place
en meme temps dans la meme cuve, ainsi qu'en chromatographiant un

melange d'une prise aliquote de la fraction identifiee avec le Steroide pur
correspondant afin de verifier qu'il n'y a bien qu'une seule tache.

La nuance de la coloration obtenue avec le reactif de Zimmermann est
aussi tres utile. De plus, certaines fractions se sont presentees une fois

evaporees a sec sous forme cristalline. Ces resultats, ainsi que les quantites
approximatives de chaque 17-CS sont consignes dans le tableau 2.

Ce tableau permet de tirer les conclusions suivantes:

1. Les fractions A et C ont bien-la meme composition, il s'agit d'un
rquilibre de partage entre le n-butanol et le milieu urinaire ä pH-lt. Dans
la pratique, l'extraction au moyen des colonnes verticales est meilleure. la

fraction A renferme 80 ä 90°,', de la totalite des 17-CS conjugues.



204 ETUDE DU METABOLISME DES ANDROGENES

Fl-'.

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

2. La llß-hydroxy-androsterone se trouve exclusivement dans la
fraction B, ce qui tend ä montrer une plus grande labilite dans son mode
de conjugaison.

Dans ces conditions d'hydrolyse douce (pH 5,5, ebullition ä reflux
pendant quatre heures), la llß-hydroxy-etiocholanolone n'est pas liberee de
sa forme conjuguee, tandis que le cinquieme de la 11-ceto-etiocholanolone
et le tiers de la 11-ceto-androsterone sont hydrolyses.
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Frao- Coloration Steroide Estit
ions au röactif de Forme crislalline identilie mation

Zimmermann (ns)

A, violet gomme 11-OHE 500 *
A2 rose i) 11-COE 1000

A, rose petits cristaux plats 11-COA 500

rectangulaires
-V. jaune-brun petits cristaux plats probablement 9

rectangulaires pas un 17-CS

A, rose-violet cristaux trapus et E ou eA 250
aiguilles

Bi violet go tn me 11-OHA 500

Bs rose cristaux trapus et 11-COE 500

aiguilles
b3 rose faisceaux d'aiguilles 11-COA 500
b4 rose »

Ou violet gomme 11-OIIE 500
C„ rose i> 11-COE 1000
c3" bleu-violet » 11-COA 500
C4 jaune-brun Longues aiguilles Id. a A4

prismatiques
C5 rose-violet aiguilles fines E ou eA 250

* Cos cliifTres correspondent i 480 nil cl'urine.

3. La composition totale de Purine de cobaye male est la suivante:

11-ceto-etiocholanolone 5 parties
11-ceto-androsterone 3 »

llß-hydroxy-etiocholanolone 2 »

llß-hydroxy-androsterone 1 »

Etiocholanolone ou epiandrosterone 1 »

Pour un meme 17-CS, il y a vraisemblablement un equilibre entre la
forme llß-hydroxy et 11-ceto, equilibre nettement en faveur de la forme

cetonique (2,5 fois plus de forme cetonique pour le derive de l'etiocholano-
lone, 3 fois plus pour celui de l'androsterone). II faut cependant signaler

que ces proportions sont sujettes ä d'assez fortes variations, surtout lors-

qu'on travaille sur les urines de 24 heures d'un seul animal.



200 ETLIIE Dl' MET VBOI.ISME DES WDROGENES

4. Les fractions A5 et C5 peuvent etre constitutes aussi bien par de

l'etiocholanolone que par de l'epiandrosterone, les deux avant le meme Rf.
Afin de trancher la question, nous avons effectue une precipitation a la

digitonine, l'etiocholanolone etant un 3a-hydroxv-, l'epiandrosterone un 3[3.

Nous avons utilise la methode de Dobriner et C.vli.ovv (Dobrixer et ab.

1948; Callow, 1950). Malheureusement, nous n'avons pas pu obtenir de

resultat net.

En ce qui concerne les eluats des fractions A, B et C, c'est-ä-dire les

17-CS migrant plus vite que l'androsterone, on trouve pour la fraction A
une tache importante de 30 ä 40 fxg (correspondant ä 480 ml d'urine), de

Rf 0.44 (Rf de l'androsterone 0,11 — 0,12), non identifiee. Rien pour
la fraction A. Pour la fraction C, la meme täche de Rf 0.42 beaucoup
plus faible (10 fxg) et une autre de Rf 0,30 ä l'etat de trace. Ces 17-CS

n'ont pu etre identifies car ils etaient en trop faible quantite.
Pes fractions « residus A et C» montrent que l'hydrolyse enzymatique

est pratiquement complete. En effet, on trouve dans ces deux fractions:
Pour «residu A» environ 100 fxg de 17-CS oxygenes en 11, 50 ;xg de

17-CS occupant la position de l'etiocholanolone et environ 20 p.g d'un 17-CS

inconnu (Rf — 0,39) deja trouve dans les eluats des fractions A et C.

Pour «residu C ». 20 ä 30 ixg de 17-CS-l 1-oxygenes, environ 30 jxg de

17-CS occupant la position de l'etiochonanolone et environ 10 rxg du meme
17-CS inconnu (Rf 0,40).

Toute cette etude a porte sur Purine de cobaye male, qui pent etre
recoltee a n'importe quelle periode. sans qu'on puisse supposer une modi-
lication de composition queleonque. Chez la femelle, les variations cycliques
rendaient cette etude plus difficile, il etait discutable de travailler sur des

melanges d'urine. De nombreuses urines de 24 heures ont ete chromato-
graphiees selon le meme procede que celui decrit ci-dessus, sur des prises
de 40 il 80 ixg de 17-CS doses.

On observe une identite complete en ce qui concerne les ll-oxtj-17-CS entre
les urines de males et Celles de femelies. La seule difference importante reside
dans la zone etiocholanolone/epiandrosterone. On observe toujours une
tache ä partir des urines de males, tandis que les urines de femelles ne

contiennent pas toujours ce Steroide et dans la majorite des cas, il est en

quantite extremement faible. Nous verrons plus loin Pimportance de ce

fait concernant la biogenese possible de l'etiocholanolone on de l'epiandrosterone.

Xotons egalement que des resultats tout ä fait comparables ont ete
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obtcnus par Peron et Dorfman (1956). Cependant. comme nous utilisons
essentiellement l'hydrolvse enzymatique, nous ne retrouxmns pas d'artefacts
A9 (11) comme ces auteurs. Plus recemment, Staib et al. (1959) apportent
une confirmation ä nos resultats ainsi que des precisions concernant le

mode de conjugaison des 17-CS chez le cobave.

Cycle cestral du cobaye. Elimination cycliqce ijes 17-CS

L'evolution cyclique des androgenes a ete mise en evidence chez cer-
taines femmes atteintes d'hirsutisme idiopathique, ainsi que chez le rat
femelle normale (Koets, 1949). Chez ces femmes, chaque ovulation est

accompagnee d'une augmentation de l'elimination des 17-CS urinaires.
C'est un phenomene semblable que nous avons observe chez le cobaye
femelle dans des conditions physiologiques.

A. Resultats quantitutifs.

Nous avons publie une etude detaillee (Charoi.lais et al.. 1957) des

cycles de quatre cobaves femelies normales. Ces cycles ont ete contröles

au moyen des frottis vaginaux. et dans deux cas, apres ces observations

nous avons procede ä l'ovariectomie. Les ovaires, coupes en serie et colores

se sont reveles parfaitement normaux. Nous rappellerons seulement que
chaque oestre est aceompagne d'un accroissement caracteristique de

l'elimination des 17-CS (fraction A) urinaires. Cette montee est brusque et

generalement au bout de 48 heures, le taux moyen normal se trouve retabli.
Dans le tableau 3, nous avons reuni les valeurs partielles obtenues pour

huit femelies normales etudiees au cours d'autres experiences. Ces resultats
viennent renforcer les precedents. Iis montrent de plus, que chez des fenielles

plus agees (femelle 88: environ 1 kg), le taux d'elimination quotidien de la

fraction A est beaucoup plus eleve que chez des femelles de 500 ä 550 g.

qui n'ont pas encore leur taille definitive.

B. Resultats qualitatifs. Chromatographie sur papier.

Nous avons etudie de nombreuses femelles ä differents moments du

cycle, nous n'en presentons que deux dont les diagrammes sont caracte-

ristiques (tableau 3). I/etude des chromatogrammes nous conduit aux
constatations suivantes:
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Tableau 3.

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

9 n° Durfie apris l'ouverture
vaginale

Fractions gg/24 li. Chromatographie gg/24 h.

A B AB c 11-
OHE

ll-OlI A
11-

COF.
ll-

COA
E ou

6 A

328 48 h.
72 li.

685
342

149
104 —

73
63

329 48 h.
72 h.

602
313

179
112 —

167
174

379 48 h.
4 j-

433
318

160
75 —

164
122

378 48 h.
72 h.

339
288

118
164 —

102
123

88 12 ä 24 h.
24 ä 48 h.
48 ä 72 h.

Taux moyen normal

736
941
899
535

138
160
135

—
177
252
264

P 13

P 45

24 h.
48 h.

Taux moyen normal
—

486
555
170

115
43
73

24 h.
48 h.

Taux moyen normal

242
119
133

— 90
45
40

0

0

0

65
45
60

45
20
20

40
0

0

P 87 24 h.
48 h.

Taux moyen normal

370
222
240

—
160
110
110

110
90
60

50
40
50

30
20
20

0

0

0

P 129
-S

24 h.
48 h.

3e-4e jours
— E

285
111
143

E
125

70
50

20
15

0

20
15
15

40
35
65

traces
0

0

P 121
-2S

reliquat

24 h.
48 h.
72 h.

—
— — —

5

5

5

5

5

5

10
5

5

5

5

5

traces
»

«
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1. Alors qu'on observe des variations quantitatives en fonction du

cycle oestral, la Chromatographie sur papier ne revele pas de variations
qualitatives. Les memes Steroides sont elimines ä peu pres dans les memes

proportions au moment de l'oestre ou en plein dioestre. Seules les quantites
absolues varient.

2. Les fractions A ou AB contiennent essentiellement les quatre 11-oxy-
17-GS dans les proportions normales, et quelquefois des traces d'etiochola-
nolone ou epiandrosterone ä tous les Stades du cycle.

3. On n'observe jamais d'androsterone.

C. (Estre provoque chez des fernelles castrees ou hypophysectomisees

par injection d'eestrone.

La presence quasi exclusive de ll-oxy-17-CS dans les urines de fernelles

au moment de l'oestre fait penser immediatement ä une decharge d'origine
surrenalienne. II semble bien que ce soit le cas, car lorsqu'on injecte de

1'oestrone ä des fernelles castrees, on reproduit exactement le meme pheno-
mene que celui observe physiologiquement.

Deux fernelles castrees (436 et 437) ont ete traitees par une injection unique
de 20 pg d'oestrone (solution huileuse, intramusculaire).

Le tableau 4 montre que 24 heures apres 1'injection, le taux est nettement
plus eleve (+ 79 pg chez la femelle 436; + 238 et + 207 pg chez la femelle 437
soumise au meine traitement ä environ dix jours d'intervalle). Apres 72 heures,
le taux redevient normal. Cette action n'affecte que la fraction A. La Chromatographie

sur papier des fractions A montre egalement une composition normale
en ll-oxy-17-CS ainsi que de tres faibles quantites d'etiocholanolone/epiandroste-
rone (cf. article suivant: fernelles castrees). II s'agit done d'une action cortigene
des cestrogenes.

Si maintenant, dans les meines conditions, nous traitons des fernelles
hypophysectomisees (fernelles 443 et 466) par une meme dose d'eestrone (20 pg
intramusculaire), on n'observe aucune montee des 17-CS urinaires (tableau 4). L'action
cortigene des cestrogenes est done indirecte, e'est-a-dire passe par la voie
hypophysäre. L'hypophyse deverse done de l'ACTH sous l'influence des cestrogenes,
la decharge surrenalienne est, en definitive, d'origine hvpophysaire. Ces
experiences cadrent exactement avec celle de Zondek et coll. (1952) relatives aux
corticoi'des du cobaye.

On observe, en meme temps, un phenomene concernant l'elimination urinaire.
L'injection d'eestrone ä une femelle castree bloque systematiquement 1'elimination
de l'eau pendant environ quarante-huit heures. Ces animaux recevant par leur
nourriture le meme apport d'eau, en eliminent environ le tiers de la quantite
normale. Au conlraire, en l'absence d'hypophyse, le inetabolisme de l'eau, dejä
perturbe, ne subit plus de modifications consecutives ä l'injection d'eestrone.
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J). 1 nterpretation et discussion.

1. Au cours du cycle cestral du cobaye, on assiste ä une tres forte mon-
tee de la fraction A. Des resultats, fournis par la Chromatographie sur papier,
nous montrent qu'il s'agit essentiellement de 17-CS oxvgenes en 11

(11-oxy-androsterone, 11-oxy-etiocholanolone, 11-ceto-androsterone, 11-

ceto-etiocholanolone). La composition de la fraction A ne semble pas varier
an cours du cycle. Dans tons les cas etudies. il n'y a pas d'androsterone.

2. La maximum d'elimiriation de la fraction A est realise dans l'inter-
valle compris entre vingt-quatre et quarante-huit heures apres le debut
de rouverture vaginale, ce qui correspond dans tons les cas on nous avons

pu le verifier au inoyen de frotLis vaginaux, au moment du plein rut (cellules

epitheliales keratinisees eosinophiles et disparition des leucocytes).

3. Si les metabolites doses dans la fraction A des 17-CS neutres sont

une bonne representation de l'aetivite androgene de l'animal, nous sommes
ä meme de jienser qu'il s'agit bien d'une decharge androgene au moment
de l'oestre. Ces androgenes proviennent de la surrenale et peut-etre aussi de

l'ovaire. La secretion de la surrenale l'emporte de beaucoup sur celle do

l'ovaire. Quelques faits semblert le montrer:

a) La presence quasi exclusive do 17-CS oxvgenes en 11 renforce l'hypothese
d'une origine avant tout surrenalienne de ces 17-CS chez le cobaye.

L'hydroxylation en 11 est en effet une propriete specifique des systemes

enzymatiques du cortex surrenal.

b) La castration de cobayes femelles n'entraine aucun changement imnie-
diat de l'elimination des 17-CS neutres (fraction A).

c) Une seule injection de 20 pg d'oestrone ä une femelle castree provoque
une augmentation de la fraction A dans les vingt-quatre heures qui
suivent. Action cortigene bien connue des oestrogenes a dose extra-
physiologique. dose qui cependant n'est pas encore süffisante pour
entrainer la degenerescence de surrenales.

d) D'autre part, Zondek (1952) observe une decharge des corticoi'des
reducteurs et formaldehydogenes au moment du rut on apres injection
d'oestrone, de stilbcestrol. on d'ACTH ä des cobayes femelles castrees.

II y a done bien une activite surrenalienne en relation avec la production
d'oestrogenes par l'ovaire.
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Tableau 4.

CEstre provoque chez la jemclle castree ou hypophysectomisee par 20 jj.g d'cestrone.

Iiiirör avant Quantity d'urine 17-CS. Fractions
Animal on apres l'mjcction h.) ('11 UK,-' hetires

A I!

436 34 Ii. avant 144 ml. 379 41
34 h. ajires 36 inl. 358 25
48 h. aprps 40 ml. 431 29

" 437 34 h. avant 93 ml. 398 33
lre serie 34 h. apres 30 ml. 536 36

48 h. apres 35 ml. 419 30

c 437 34 h. avant 55 ml. 304 24
serie 34 h. apres 37 ml. 511 23

48 h. apres 33 ml. 338 26
73 h. apres 69 ml. 303 27

9-11 443 34 h. avant 55 ml. 47 16

34 h. apres 50 ml. 49 16

48 h. apres 58 ml. 45 10

73 h. apres 48 ml. 33 10

9-11 4 66 34 h. avant 34 ml. 46 8

34 h. apres 30 ml. 61 16
48 h. apres 54 ml. 38 17

73 h. ajires 41 ml. 38 10

ej l'ne seule injection de 20 p.g d'oestrone ä des femelies hypophvsectomi-
sees ne provoque auciine elevation des 17-CS urinaires (fraction A). La

presence de Lhypophyse est done indispensable, eile assure LACTU
neeessaire ä la decharge surrenalienne de Loestre.

Etude de gestations.
KÖI.E COMBINE DES OYAIRES, PLACENTA, SI" H ItE N AI.ES.

A. Animaux utilises. Resultats quantitatijs.

Celle etude, encore incomplete, a ete effectuec sur trois fenielles adultes pesant.
de 800 g ä 1 kg, ägees de un ä deux ans. Deux d'entre elies etaient inultipares,
I'autre primipare. Haiipelons brievemenl cpie chez le cobaye, l'accouplement et



212 ETUDE DU M ET AIIOUISM E DES ANDROGENES

la fecondation se confondent, puisqu'il n'y a d'ouverture vaginale qu'au moment
de l'oestre. Le debut de la gestation est done facile ä determiner ä deux ou trois
jours pres. Nous avons de plus effectue des frottis vaginaux afin de nous assurer,
par la presence de spermatozoides, qu'il y avait bien eu accouplement. C'est ä

partir du moment 0(1 Ton observe des spermatozoides que nous avons, arbitraire-
ment d'ailleurs, fixe le debut de la gestation. Comme nous n'avons pas voulu
sacrifier les petits, en les separant de la mere, nous n'avons pas etudie ce qui se

passe au point de vue metabolites urinaires apres la mise-bas.
Le test utilise comme contröle de la bonne marche de la gestation est la courbe

de poids. Elle ne permet cependant pas de dire grand chose avant la quatrieme ä

cinquieme semaine. La naissance ä terme (67 jours) de petits normaux est 1111

critere süffisant ponr affirmer que le developpement des embryons s'est effectue
normalement, que les rapports hormonaux ont ete corrects.

Voici encore quelques precisions sur ces trois femelles:

Les femelles 140 et P.'IO etaient nuiltipares, la femelle 88 primipare. Elles
pesaient de 810 a 1010 g au debut et 1060 g a 1260 g (augmentation de 200 a 280 g
ä la fin d'une gestation de 65 ä 67 jours (65 jours pour la femelle P30). Elles 011t

donne naissance cliacune ä quatre petits pesant de 75 ä 105 grammes.
Du point de vue quantitatif (figure 2), on voit que seule la fraction A (ou AB

egalement dosee pour la femelle P30) presente des variations significatives. Les
fractions B et C fournissent des resultats sans interet. Le fait essentiel est l'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 a 1776 pg/24 beures (augmentation

de 4,1 fois), chez la femelle 88 de 535 ä 1221 pg/24 heures (augmentation
de 2,3 fois), enfin chez la femelle P30, le taux passe de 314 ä 732 p.g/24 heures
(augmentation de 2,3 fois). Ceci est done un phenomene constant qu'on peut
admettre comme definitif. Moins constante est la courbe generale d'elimination en
fonction de la duree de gestation. Examinons chaque animal de fagon ä trouver
les points communs.

Femelle 140. — L'elimination des 17-CS (fraction A) se mainlient a peu pres
constante pendant les premieres quatre semaines, puis augmente brusquement.
I! y a un plateau entre la sixiöme et la huitieme semaine (probablement sans
signification), puis la montee continue pour atteindre plus de 1700 pg/24 heurps quatre
jours avant la mise-bas.

Femelle 88. — Apres avoir observe un rut, avec sa montee caracteristique des

17-CS, quelques heures avant la fecondation, l'elimination subit des fluctuations
pendant les six premieres semaines, puis la montee se dessine sans interruption
pour atteindre plus de 1200 pg/24 heures cinq jours avant la mise-bas.

Femelle P30. — lei encore, on observe des variations dans l'elimination des
17-CS pendant les cinq premieres semaines avant qu'une montee nette se dessine.
Le taux depasse 700 pg/24 heures une semaine avant la mise-bas.

On peut egalement souligner les points suivants:
Les trois femelles n'ont pas le meme age, ce qui entraine certainement des

variations individuelles tres marquees. De plus, deux femelles sont multipares
et l'autre primipare. Ceci n'est toutefois pas süffisant pour expliquer toutes les
differences observees d'une fagon satisfaisante.
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Fig. 2.

Elimination des 17-ceto-steroides au cours de la gestation.

B. Resultats qualitatifs. Chromatographie sur papier.

II est important de savoir si la montee observee en fin de gestation etait
due a un ou plusienrs 17-CS absents chez la femelle normale, ou s'il ne

s'agissait que d'une augmentation de ceux qui sont dejä presents.
Malheureusement, les techniques de Chromatographie sur papier n'etaient

pas encore au point lorsque nous avons etudie les deux premieres femelles.

Seuls les 17-CS de la femelle P30 ont pu etre analyses regulierement par
Chromatographie sur papier.

Chaque urine de vingt-quatre heures a ete etudiee selon les techniques

permettant d'extraire les fractions A et AB analvsees par Chromatographie
sur papier (tableau 5). En voici les resultats essentiels:

Archives des Sciences. Vol. 14, fasc. 2, 1901. 3
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Tableau 5.

Elimination des dißerents 17-CS au cours de la gestation.

Femelle P30.

Dates:
(semaincs) Ire 0 3 * 4e 5 6e 7e 8<

Fractions:
(j.g/24 h.

A Ali A AR A AB A AB A All A AB A AB A AB

Steroides
lt-OHK
tl-OIIA
11-COK
11-COA
E ou ÖA

140
25
50
'25

tr.

120
60

120
30
4 5

140
25
50
25

1 r.

170
60

120
60
0

1 50
50
50
25
35

120
30
90
30
4 5

190
0

130
30
45

160
80
80
40
60

130
0

90
20
30

110
55
85
30
70

170
0

170
tr.

0

170
1 r.
1 r.
170

0

250
0

170
4 0

85

195
0

130
35
65

425
0

170
4 0

85

200
0

i 60
25
50

Soniinc 240 375 240 410 310 315 395 420 270 350 3 40 340 545 425 720 435

QuantitC*
dos£e par
Zimmermann 314 384 283 476 285 394 427 471 271 386 348 399 564 512 732 471

1. Les etiocholanolones oxygenes en 11, ainsi que l'etiocholanolone ou

epiandrosterone semblent les seuls 17-CS affectes au cours de la gestation.

2. La montee generale observee quantitativement est le reflet d'une

augmentation de la llß-hydroxy-etiocholanolone et de la 11-ceto-etiocho-
lanolone. En eilet, la premiere passe d'environ 150 p.g/24 heures ä 425 ptg/
24 heures, tandis que la seconde d'environ 50 ä 170 p.g/24 heures.

3. La predominance des etiocholanes sur les androstanes s'aflirme au

cours de la gestation.

4. Enfin, il semble que l'etiocholanolone ou epiandrosterone soit eli-
minee en quantite plus importante en fin de gestation.

Tout ceci ne concerne qu'un seul cas, et l'on ne saurait generaliser ces

donnees.

C. Interpretation et discussion.

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

1. Les 17-CS urinaires presentent une augmentation caracteristique qui
se manifeste entre la cinquieme et la septieme semaine de gestation. Ce

phenomene ne semble pas se produire ä un moment tres defini de la gesta-
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tion. C'est pourquoi il est difficile de le rattacher d'une fagon meme approximative

au placenta, aux surrenales ou aux ovaires.

2. Cette augmentation des 17-CS urinaires n'est pas due ä un 17-CS

absent dans l'urine de la femelle normale, mais ä une plus forte elimination
des 17-CS deja presents dans Purine normale.

3. Rien jusqu'ä present ne permet de tirer une conclusion quant ä la

provenance de ces 17-CS. Trois organes sont en jeu: Fovaire de gestation
qui n'est plus un ovaire normal, la surrenale qui subit egalement des

modifications, enfin le placenta, siege d'un metabolisme tres actif, specialement
du point de vue Steroide et gonadotrope. Des experiences de castration de

femelies gestantes permettraient peut-etre d'apporter quelques precisions
dans ce domaine, car on sait d'ores et dejä qu'il est possible de castrer un
cobaye femelle des le trente et unieme jour de gestation sans pour autant
l'interrompre. On peut done penser que les 17-CS en exces des la cinquieme
semaine de gestation proviennent avant tout soit du placenta, soit des

surrenales.

4. La perturbation observee dans l'allure generale du diagramme
d'elimination des ll-oxy-17-CS (Chromatographie) en fin de gestation
presente quelques analogies avec les observations faites sur des animaux
traites par des Steroides du type cortisone, c'est-ä-dire des hormones essen-

tiellement surrenaliennes.
Ce travail est encore beaucoup trop rudimentaire pour qu'on puisse en

dire davantage. Seule l'experimentation permettra d'avancer dans la
connaissance de la biosynthese et du catabolisme des Steroides du type
hormones males 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 parts
11-ketoandrosterone 3 »

11-oxyetiocholanolone 2 »

11-oxyandrosterone 1 »

Etiocliolanolone or epiandrosterone 1 »

In the female, the elimination of urinary 17-ketosteroids shows cyclic variations

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-ketosteroids

found in the normal female.

As of the 5th or 7th 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

BliEVE ETUDE DU METABOLISME PARTIE!. SUR MAI.ES NORMAUX

ET SURRENALECTOMISES

Etudes quantitative et qualitative

A. Melhodes.

Dans le but d'essayer d'etablir les liens qui existent entre les 17-CS

trouves dans les urines et leurs precurseurs, nous avons procede, par analogie
avec ce qui se passe chez l'homme, ä l'administration de certains Steroides

qui sont eventuellement des precurseurs immediats des 17-CS urinaires

ou qui peuvent se trouver dans l'organisme du cobaye normal. Disons

immediatement qu'il s'agit de processus extra-physiologiques, puisque les

doses administrees sont tres elevees. Dans ces conditions, le sexe de l'animal
importe peu. Aussi avons-nous utilise des males pour des raisons de com-
modite (absence d'elimination cyclique des 17-CS). L'etude au moyen
d'animaux surrenalectomises est encore plus demonstrative, car n'ayant
pratiquement plus de 17-CS urinaires, la totalite de ceux qui apparaitront
dans l'urine proviendra de l'injection effectuee.

Nous avons procede de la fa^on suivante:

Les urines de cobayes males normaux ou surrenalectomises sont prelevees
durant les *24 heures qui precedent l'injection d'une dose unique de 20 mg du
Steroide etudie, par voie intramusculaire.

On recupere l'urine pendant deux fois 24 heures apres l'injection. Apres
48 heures, le taux est redevenu normal. Les 17-CS excretes sont doses et etudies
qualitativement par Chromatographie sur papier. Les chromatographies sont
effectuees selon la technique precedernment decrite. Les taches les plus impor-
tantes sont identifiees avec certitude en chromatographiant l'un ä cote de l'autre
l'extrait urinaire et ce meme extrait additionne d'un peu du 17-CS presume
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(5 ä 20 pg suivant les cas). Ou double ainsi l'importance d'une tache et s'assure de
l'identite avec les 17-CS presents.

De ]dus, les solutions qui s'ecoulent des papiers sont recuperees dans de petits
cristallisoirs, evaporees a sec puis rechromatographiees en arretant le solvant au
has du papier. On constate ainsi qu'il n'y a pas, dans les difTerents cas etudies,
de 17-CS migrant plus vite que l'androsterone. Nous avons egalement dose l'acide
glucuronique conjugue afln d'avoir une idee sur le mode de conjugaison des 17-CS
elimines ä la suite de ces injections.

Quelques semaines apres ce traitement, le meine animal peut etre utilise pour
d'autres injections du meme type.

Notons enfin que les Steroides ont ele injectes en solution dans l'liuile de
sesame ou d'olive sterile ou dans le propylene-glycol pour la cortisone (2 ä 3 ml
de solvant pour 20 mg de Steroide).

B. Resultats.

a) Testosterone (tableau 1).

Quantitativement, apres injection intramusculaire de 20 mg de testosterone
a des cobayes adultes normaux ou surrenaleclomises, on observe une augmentation

Tableai 1.

Injection de Testosterone (20 mg). Resultats quanlitatijs.

A

'ractions (iif,

B

/2'i ID

All c

Mioro-
Ciiuivaleiils

110.

roni(|iie
oonj lunifi

Male 101

2 jours avant injection 430 ± 20
1 jour avant injection 478 ± 45

24 lieures apres injection 1213 _ 126
48 lieures apres injection [ 375 12

1

130 j. 4

130 _ 6

245 _ 0

144 ^ 23

415 i 54
422 94
369 _ 35
290 ± 38

Male 100

5 jours avant injection
1 jour avant injection

24 lieures apres injection
48 lieures apres injection

272
354

1070
396

137

58
380

50
—

238
324

1,44
2,07
3,88
1,81

Male 11-2S

1 jour avant injection
24 lieures apres injection — —

0

630
—

2,52
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Resultats qualitatifs. Chromatographic sur papier, fraction A (\j.gj'24 h.).

Avant
injection 24 h. aprCs * 48 Ii. aprCs

Male 100

11-OIIE 66 437 132
11-OIIA 0 0 0

11-COE 78 101 44
11-COA 33 0 44
X (Un 0,12-0,18) 66 269 0

DIIA 0 0 0

E ou eA 78 404 88

Male 14-2S

11-OIIE
11-OIIA
11-COE
11-COA
X (Ha 0,12-0,18)
DIIA
E ou eA

5

0

0

0

0

0

10

119
0

0

0

75
0

496

30
0

0

0

10

0

60

* M<>\ennes de 3 ou '» ehrouialogramnies.

exclusive de la fraction A ou AB, les fractions B et C subissent des variations peu
importantes. Sur trois animaux (males 101, 106 et 14-2S) ainsi etudies, l'augmen-
tation observee est de 2,7 ä 3,4 fois le taux normal; en valeur absolue, elle atteint
630 a 757 pg, vingt-quatre lieures apres l'injection. L'augmentation do l'acide
glucuronique conjugue est d'environ 1,7 ä 2,1 inicroequivalents.

Dans le cas du male 106, l'augmentation des 17-CS, metabolites de la
testosterone est de 757 pg, soit 2,6 inicroequivalents exprimesen 17-CS ayant le poids
moleculaire de l'androsterone (290,4). L'acide glucuronique conjugue represente
une augmentation de 2,1 inicroequivalents soit 80,7% de glucuroconjugaison. De

meine, pour le male 14 surrenalectomise, ou le taux moyen d'acide glucuronique
conjugue est d'environ 0,80 inicroequivalents, on calcule que le taux de
glucuroconjugaison est de 80,9%.

Si on examine maintenant les 17-CS urinaires elimines du point de vue quali-
tatif, on constate que l'augmentation porle avant tout sur la 11-oxyetiocliolano-
lone, ainsi que sur la zone etiocbolanolone-epiandrosterone. On n'observe pas de

formation de debydroepiandrosterone, ni d'androsterone. L'livdrogenation de le

double liaison en position 4-5 conduit essentiellement a la serie de l'etiocholane
cbez le cobaye.

On observe de plus un Steroide non identifle donnant une coloration bleue au
reactif de Zimmermann, dont le ID par rapport ä l'androsterone est de 0,12 a 0,18.
II ne s'agit ni de la testosterone, ni de l'epitestosterone, ni des deux derives andro-
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stane et etiocholane resultant de la reduction de la double liaison en 4-5. (3-ceto,
17-ß-hydroxvetiocholane et 3-ceto, 17-ß-hydroxyandrostane).

b) Androsterone (tableau 2).

Les injections d'androsterone ont ete effectuees sur deux males adultes nor-
maux et un male surrenalectomise. On note avant tout une augmentation
considerable de la fraction A ou AB, alors que les autres fractions ne sont pas louchees.
Chez les deux males normaux, l'augmentation relative est de 4,5 et 8,2 fois le taux
normal (discordance des resultat.s). En valeur absolue, l'elevation des 17-CS est
de 965 p.g et 3296 p.g au cours des vingt-quatre heures qui suivent l'injeclion.
Chez le male surrenalectomise, l'augmentation est intermediaire, soit 1815 p.g.

L'acide glucuronique conjugue presente une montee de 4,5 et 4,56 micro-
equivalents cliez le male normal et le male surrenalectomise, ce qui represente
39,8% de glucuroconjugaison chez le premier et 73% chez le second.

Au point de vue qualitatif, on observe tout d'abord que l'androsterone admi-
nistree ne se retrouve intacte que pour une faible part: 585 p.g chez le male 12,
335 pg chez le male 18 surrenalectomise. Les prineipaux metabolites sont les

11-oxyetiocholanolone et androsterone, et l'etiocholanolone ou epiandrosterone.

Tableau 2.

Injection d'Androsterone (20 mg). Resultats quantitatifs.

Erections (ixg.'-'A li.) Micro-
('cjuivalenls
ac. glucu-

A u A li C roniiiut'
conjugue

Male 100

3 jours avant injection 260 ^ 22 180 ± 7 — 88 —
2 jours avant injection 237 12 92 L 4 — 55 —
1 jour avant injection 322 94 ± 2 — — —

24 heures apres injection 1238 198 144 0 — 49 —
48 heures apres injection 335 r- 19 96 ± 0 — 44 —
72 heures apres injection 312 ± 21 83 i 2 -•> —

Male 12

1 jour avant injection 440 — 462 — 2 22
24 heures apres injection 3595 166 3900 — 6,7
48 heures apres injection 539 624 1,96

Male 18-2S

1 jour avant injection 0 0 0 — —
24 heures apres injection " 1815 ~ 5,36
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Resultats qualitatijs. Chromatographie sur papier, fraction AR (tj.g/24 h.).

Avant
injection i li. apl'rs * 48 Ii. a|irös

Male 12

11-OIIE 165 585 160
11-OIIA 55 200 20
11-COE 55 50 20
11-COA 30 0 0

DHA 0 0 0
E ou eA 55 2475 210

A 0 585 10

Male 18-2S

11-OIIE
11-OIIA
11-COE
11-COA

DHA
E ou eA

A

traces
0

traces
0

0

10
0

235
60

0

0

0

1350
335

15

0

traces
0
0

110
40

* Moyenne dc J eliroinatosraninies.

I/androsterone injectee subit une epimerisation soit du groupe Oil en position 3,
soit de I'll en position 5. Cette derniere modification est en tout cas certaine
puisqu'on arrive par hydroxylation ä la 11-ß-hydroxy-etiocholanolone. Aussi bien
dans la serie des 11-oxy que dans celle des 11-desoxy, il semble y avoir un rapport
de 3 a 4 entre la serie de l'etiocholane et celle de l'androstane, rapport en faveur
des etiocholanes.

c) Dehydroepiandrosterone (tableau 3).

La dehydroepiandrosterone a ete administree ä trois males adultes normaux
(males 103, 12 et 13). On observe une montee importante des fractions A et B.
En ce qui concerne la fraction A, 1'augmentation atteint 3,4 ä 5,4 fois le taux
normal. L'augmentation relative de la fraction B est moins interessante, car elle
peut etre considerable si le taux normal de la fraction B est faible, ce qui arrive
assez frequemment (degradation de certains 17-CS par chauffage prolonge). Elle
peut atteindre 53 fois le taux initial chez le male 12, mais seulement 5,2 et 6,8 fois
cliez les deux autres. L'augmentation absolue est plus significative. On peut dire
quelle affecte egalement les fractions A et B:

Male 103: augmentation de A: 1393 pg, de B: 1149 pg;
Male 12: augmentation de A: 1743 pg, de B: 1717 pg;
Male 13: augmentation de A: 920 pg, de B: 507 pg.
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Le pourcentage de glueuroconjugaison est faible. II atteint 35,5% chez le
male 12, 59,2% chez le male 13. 11 est vraisemblable que cet.te glueuroconjugaison
d'environ 50% traduit un autre mode de conjugaison de la dehydroepiandroste-
rone non transformee par le cobaye (fraction II en partie). II est possible qu'il
s'agisse de sulfoconjugaison comme che/. l'hoinme.

Au point de vue qualitatif, si Ton fait une moyenne entre les deux animaux
observes (males 12 et 13), on constate que l'elimination porte avant tout sur la
dehydroepiandrosterone non transformee et l'etiocholanolone/epiandrosterone.
On peul dire qu'en moyenne il y a 50% de cbaque. II y a done essentiellement
hydrogenation de la double liaison, avec ou sans epimerisation en position 3. On
note egalement une augmentation de la 11-ß-hydroxyetiocholanolone qui alteint
trois ä quatre fois le taux normal. Ici encore, les processus de 11-ß-hydroxylation
se revelent etre tres importants.

d) Epiundrosterone (tableau 4).

20 mg d'epiandrosterone out etc injecles a un male adulte (male 12). Au cours
des vingt-quatre heures qui suivent, on observe une augmentation importante
de la fraction A ou AB (1 I ä 12 fois le taux normal). En valeur absolue, l'eleva-

T\ui.F.\r 3.

Injection de Deliydro-epiandrosterone (20 mg). Resultats ijuantitatifs.

Fractions (u<j 24 h

A
|

1! Ali
|

Micro-
equivalents

1 ac. frlucu-
ronuiui;y 1 conjiurufc

I

Male 103

2 jours avant injection
1 jour avant injection

21 heures apres injection
18 heures apres injection

582 ^ IS

509 ± 31

1908 ± 28
770 11

188 - 3

302 2: 18

1121 ~ 7

203 L 7

321 ± 8

288 J; 25
631 ± 10

727 ± 11
—

Mate 12

avant injection
21 heures apres injection

397
2140

(33)
1750

1
1

Cd 2.08
5,96

Male 13

1 jour avant injection
24 heures apres injection
48 heures apres injection

208
1 188
500

(88)
595
(53)

356
1790
013

— 1.1

4,0
2,78

Los cliidrcs indiquenl des valeurs calculCes.
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Resultats qualitalifs. Chromatographie Sur papier, fraction AB (p.gj'24 h.).

Avant
injection 24 h. aprCs * 4 8 Ii. aprfcs

Male 12

11-OIIE 165 620 —
11-OI1A 55 60 —
U-COE 55 60 —
11-COA 30 60 —
DI1A 0 1540 —
Ii ou eA 55 930 —
A 0 0 —

Male 13

HOHE
U-OIIA
11-CO Ii
11-COA
DI1A
E ou eA
A

90
0

60
30

0

90
0

220
100

100
25

430
1005

0

110
0

55
traces

0

430
0

* Moyenne de 2 inesuros.

tion de la fractionA est de 3786 jj.g, celle de la fraction AB 3904 (ig. En considerant
l'augmentation de l'acide glucuronique conjugue, on peut dire que 26,8% des
metabolites de l'epiandrosterone sont glucuroconjugues. Ici encore, comme pour
la dehydroepiandrosterone, nous sommes amenes ä envisager un autre type de
conjugaison des metabolites de l'epiandrosterone .11 s'agit peut-etre de sulfo-
conjugaison comme chez l'liomme (Jayle et al., 1956).

Tableau 4.

Injection d'epiandroslerone (20 mg). Male 12. Resultats quantitatifs.

Fractions (gp/24

A H

i.)

AB

.41 iero-
eciuivalents
ac.

glucuronique

conjugue

1 jour avant injection 354 (52) 406 1,95
24 heures apres injection 4140 125 4310 5,54
48 heures apres injection 485 (21) 506 1,23

Les chillres indiquent des valours calculges.
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Resultats qualitatifs. Chromatographie sur papier, fraction AB (p.gj'24 h.).

Avant
injection it I), aprf1« * 48 Ii. apres *

11-OHE 170 275 85
11-OHA 50 0 10

11-COE 100 110 40

11-COA •20 0 20
DHA 0 0 0

E ou eA 120 3000 340
A 0 275 25

* Moyenne de 2 chronialograinmes.

Qualitativement, on peut dire que l'augmentation porle avant tout sur les
17-CS de la zone etiocholanolone/epiandrosterone et sur l'androsterone. II s'agit
selon toute vraisemblance d'epiandrosterone non transformee (un peu inoins de
3000 pg) et d'un faible pourcentage transforme en androsterone par epimerisation
en position 3. Notons enfin que la 11-ß-hydroxyandrosterone subit une legere
augmentation.

e) Cortisone (tableau 5).

Deux males adultes (males 102 et 13) ont regu chaeun 20 mg de cortisone.
Apres vingt-quatre heures, on observe une elevation importante des 17-CS uri-
naires de la fraction A ou AB, tandis que la fraction B ne varie guere et la fraction
C faiblement. lei encore, la fraction A ou AB est la seule interessante. Chez ces
deux aniinaux, l'augmentation relative est. de 3,4 ä 3.9 fois le taux normal. En
valeur absolue, l'excedent est de 782 pg pour le male 102 (fraction A) et de 1097 jag
cliez le male 13 (fraction AB).

Alin d'estimer le pourcentage apparent de glucuroeonjugaison, nous avons
exprime l'excedent des 17-CS en microequivalents de 11-ß-hydroxyetiocholanolone
(poids moleculaire 306,4), ce qui correspond bien a la realite, car nous le verrons
plus loin, la plupart des 17-CS elimines dans ce cas sont les 1 l-oxy-17-CS. La
glucuroeonjugaison est faible (23,4%), d'autant plus que ce pourcentage est un
maximum, etant donne que l'extrait dose contient egalement des metabolites
glucuroconjugues moins degrades de la cortisone, conservant leur chaine laterale
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 l'extraction etheree de l'urine ne fournit que des
traces de ll-oxy-17-CS.

Qualitativement, les 17-CS metabolites de la cortisone sont essentiellement
oxvgenes en 11. Les Steroides de la serie de l'etiocholane dominent (11-ß-hydroxv
et 11-ceto-etiocholanolone). En plus faible quantite, nous trouvons les androstanes
represent« par la 11-ß-hydroxy et 11-cetoandrosterone. Les processus de 11-ß-
hydroxylation semblent irreversibles car l'animal n'elimine ni etiocholanolone ni
androsterone.
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Tableau 5.

Injection de Cortisone (20 nig). Resultats quantitatifs.

Fractions tiiati4 h M icro-
öquivalents
ac. glucu-

A B AB C ronique
conjuguC

Male 102

2 jours avant injection 351 13 76 — 105 ± 5 —
1 jour avant injection 312 ^ 9 100 ± 1 — 130 ± 18 —

24 heures apres injection 1113 i 3 178 11 — 260 _l 9 —
48 heures apres injection 273 ± 1 60 J; 7 — 78 .f 1

Male 13

1 jour avant injection — 378 — 1,79
24 heures apres injection — — 1475 — 2,63
48 heures apres injection 640 2,58

Resultats qualitatifs. Chromatographie sur papier, fraction AB (p.g'24 h.)

| Avant
j

injection
24 h. apres 4S Ii. aprüs

Male 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

E ou eA 100 100 150
A 0 0 0

C. Interpretation et discussion (fig. 1).

Ces resultats partiels permettent de tirer quelques conclusions concer-
nant le metabolisme des androgenes eliez le cobaye. 11 semble tres different
de celui que Ton observe cliez l'homme. En efTet, chez ce dernier on connait
dans le detail les transformations que subit la testosterone pour aboutir ä

l'androsterone et a l'etiocholanolone. On connait, dans une certaine mesure,
la biogenese de la dehydroepiandrosterone et de Tepiandrosterone (Dorf-
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17-CS
NON

TRANS-
formes

:|i
^

xiSP „4$^ jdE?®

45* .4^
FiR. 1.

Metabolisme partiel de quelques Steroides chez le cobaye.

I. Dehydro-epiandrosterone.
II. Epiandrosterone (3 ß-liydroxy, androstane, 17-one).

III. Testosterone.
IV. Androsterone (3 a-hydroxy, androstane, 17-one).
V. Cortisone.

VI. Etiocholanolone (3 a-hydroxv, etiocholane, 17-one).
VII. 11 ß-hydroxv, etiocholanolone (3 a, 11 ß-dihydroxy, etiocholane, 17-one).

VIII. 11 ß-liydroxy, androsterone (3 a, 11 ß-dihydroxy, androstane, 17-one).
IX. 11-ceto, androsterone (3 a-hydroxv, androstane, 11, 17-dione).
X. 11-ceto, etiocholanolone (3 a-liydroxv, etiocholane, 11, 17-dione).

man, Shiplky, 1956). Chez le cobaye, on ne trouve comme metabolites de

la testosterone (III) que l'etiocholanolone (VI) ou l'epiandrosterone (II),
alors qu'une fraction importante est constitute par la 11-ß hydroxyetiocho-
lanolone (VII). Dans l'organisme du cobaye male oil la testosterone est

elaboree en tres faible quantite, il est A'raisemblable que la majeure partie
est eliminee dans Purine sous forme de 11-ß hydroxyetiocholanolone, le

reste sous forme d'etiocholanolone. Le fait que la testosterone donne lieu
ä l'excretion de 17-CS oxvgenes en 11 indique avec une haute probability
que le foie du cobaye possede une ou plusieurs ß-hydroxylases. On peut
en deduire que chez cet animal une partie des 17-CS oxygenes en 11 provient
des testicules.
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Une partie de l'androsterone (IV) administree est eliminee telle quelle,

line autre fraction, sous forme hydroxylee en 11 (11-ß hydroxyandro-
sterone VIII), tandis que le reste est epimerise en position 5 pour conduire
ä l'etiocholanolone (VI) qui elle-meme pent etre hydroxylee en position 11.

La dehydroepiandrosterone (I), metabolite important chez 1'homme, n'est

meme pas presente dans l'urine du cobaye normal. Lorsqu'on lui en admi-

nistre, elle est eliminee en partie (environ 50%) sous sa forme primitive,
en partie sous forme hydrogenee (etiocholanolone VI ou epiandrosterone II).
L'etiocholanolone ainsi obtenue est egalement hydroxylee en position 11.

La dehydroepiandrosterone non transformee est eliminee dans l'urine sous

forme d'un conjugue labile qui se retrouve dans la fraction B.

Par analogie avec ce qui se passe chez 1'homme, et d'apres les travaux
de Bitman et Cohen (1951), il est tres probable qu'il s'agisse de sulfate de

dehydroepiandrosterone. L'epiandrosterone (II) subit les memes transformations

que les trois Steroides precedents (testosterone, androsterone,

dehydroepiandrosterone) mais en plus, on observe une epimerisation en

position 3, conduisant ä l'androsterone (IV). Enfin, quoique un peu ä part,
le metabolisme de la cortisone (V) est interessant car il conduit ä la formation

d'une importante quantite de 17-CS oxygenes en 11. Par perte des

carbones 20 et 21, reduction de la double liaison et de la fonction cetonique,
dans le cycle A, on obtient les deux isomeres: 11-ceto-etiocholanolone (X)
et 11-ceto-androsterone (IX). Enfin, la reduction des fonctions cetoniques
en 11, nous conduit ä la formation des 11-ß hydroxy-etiocholanolone (VII)
et 11-ß hydroxy-androsterone (VIII). La cortisone, hormone corticale,
suffit done ä assurer la production des quatre ll-oxy-17-CS toujours
presents dans l'urine du cobaye normal et absents chez l'animal surrenalectomise.

On pent conclure que les 11-oxy-17-CS ont, selon toute vraisemblance,
une origine double: cortico-surrenalienne et testiculaire. L'etiocholanolone
ou l'epiandrosterone prend naissance an niveau des gonades males et
femelles comme le montrent les experiences de surrenalectomie.

SuilRENAT.ECTOMIE : MALES ET FEMELLES

Role du testicule et de l'ovaire
Influence preponderante de i.a suhrenale

La surrenalectomie bilaterale des cobayes males et femelles permet de

preciser le role du testicule et de l'ovaire en tant que producteurs de ste-
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roides androgenes. De meme. en comparant les animaux normaux (avant
surrenalectomie on ayant encore une surrenale) avec les animaux surre-
nalectomises totalement, nous pouvons deduire le role de la surrenale. Ce

dernier est preponderant, mais nous ne pouvons pas dissocier completement
le role de la surrenale de celui des gonades. Examinons ce qui se passe chez

les animaux des deux sexes.

Technique de surrenalectomie.

La technique de surrenalectomie utilisee est celle decrite par 0. Libert
(Cii a rollais et al., 1957a). \ous la resumons ici brievement:

Les animaux sont operes en deux fois. On effectue d'abord la surrenalectomie
droite, puis trois ä quatre semaines apres, la surrenalectomie gauche selon la meine
technique. L'animal, rase sur le flanc, desinfecte soigneusement au Bradosol (Ciba),
est anesthesie ä l'ether. On pratique une ouverture dorso-ventrale de 4 ä 5 cm sur
la derniere cöte tlottante. On disseque cette derniere, la met ä nu et la sectionne
le plus pres possible de la musculature dorsale tout en respectant le peritoine qui
maintient la masse intestinale en place.

On incise le peritoine puis introduit de petits paquets de colon entoures do gaze,
impregnes de Bradosol de fajon a repousser posterieurement les intestins, ante-
rieurement le foie. Le champ est alors bien degage, la surrenale est juste au fond
de l'ouverture. On doit alors trau'ailler sur le rein ou la surrenale uniquement avec
des « allumettes » garnies de coton, humectc de Bradosol. On dilacere d'abord la
graisse et le conjonctif avec une pince fine. Une fois la surrenale mise a nu, on
la degage lentement et delicatement de la veine cave avec un petit crochet tran-
chant dans sa portion interne, jusqu'ä ce qu'elle ne soit plus retenue que par la
veine surrenalienne. II suffit ensuite de sectionner rapidement la veine surrena-
rienne. Apres une hemorragie de quelques minutes, on peut recoudre la musculature

au catgut, puis la peau au moven d'agrafes. La cicatrisation s'effectue tres
rapidement. II est indispensable de travailler ä deux pour effectuer une surrenalectomie

rapide et precise.

A. Males. Röle du testicule et de la surrenale.

1. Males surrenalectomises sans traitement substitutij ou avec traitemenl

incomplet.

L'ablation de la premiere surrenale chez le male n'affecte nullement le

comportement et la croissance de l'animal ou la composition de ses 17-CS

urinaires. Cependant, on note immediatement apres la premiere operation
un leger flechissement dans l'elimination journaliere des 17-CS urinaires.
flechissement rapidement compense par la surrenale restante. Trois ä

quatre semaines apres la premiere operation, le taux des 17-CS semble etre

tout ä fait normal (il faudrait operer statistiquement pour demontrer une
difference ou une identite, car les mesures n'ont ete faites que rarement
sur les memes animaux entiers et avec une seule surrenale).
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Par contre, apres la seconde surrenalectomie, pour autant que l'animal
n'ait pas de reliquat ni de surrenale accessoire, l'elimination des 17-CS uri-
naires tombe ä zero. Un dosage global, au moyen de la reaction de Zimmermann

precedemment decrite (Ciiakollais, 1955), revele quelques dizaines
de fig qui ne sont düs qu'a des chromogenes interferents, car une etude

chromatographique montre nettement l'absence complete de 17-CS uri-
naires. Rien dans la zone des ll-oxv-17-CS, rien dans celle des 11-desoxy-
17-CS (tableau 6). C'est pour cette raison que nous avons renonce ä doser
les 17-CS des cobayes apres surrenalectomie bilaterale, et avons effectue

la Chromatographie sur papier sur l'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 phvsiologique et de glucose et une
nourriture riche en Aitamine C et en chlorure de sodium, les animaux
meurent rapidement.

Tableau 6.

Cobayes mdles surrenalcclomist's sans Irailement.

Cohaye 3 1 3 9 3 10 0* 11

Hale in 18 21 23 \ 12 29 20 28 28 28 3

VIII VIII VIII VIII VI VI V VI VI V VI VII

Fraction
A ygl24 h.

Totale 186 44 32 33 122 20 107 — — 138 150 —

11-ORK 15 0 0 0 50 0 4 5 0 0 35 0

11 -0 IIA 'j 0 0 0 20 0 20 0 0 25 — 0

ll-COE 15 0 0 0 20 0 35 0 0 35 — 0

11-COA (1 0 0 0 10 0 10 0 0 10 0

E ou eA (1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

I.ps dates de la seconde surrenalectomie sont les suivantes:
3 1 : 14.VIII; 3 9: 7.A-I; <J 10: 24.VI; ill: l.VII.

Les rCsultats anlCrieurs enrrespundent a ceux d'un animal avec une ou deux surrcnales.

Le traitement de choix des cobayes surrenalectomises bilateralement
semble etre F aldosterone. Nous I'avons administree ä raison de 10 y.g/24
heures. en solution dans l'eau phvsiologique. par voie sous-cutanee.

Archives des Sciences. Vol. 14, fase. 2, 1901. 4
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On peut immediatement voir que ce traitement est insuffisant car les

animaux maigrissent de faijon reguliere et finissent au bout de trois ä quatre
semaines par mourir, atteints d'ast.henie, de paralysie de farriere-train et
d'ulcerations gastriques dans la region pvlorique, pouvant aller jusqu'ä la

perforation. Les cobayes soumis ä ce traitement presentent exactement le

nieme diagramme que les animaux non traites; il n'y a plus de traces de

17-CS dans les urines (tableau 7, male 8).

Tableau 7.

Cobaye surrenalectoinise Iraite ä Valdosterone (10 \ig/24 h.). Male S.

Date 1 .VI 6.VI 8.VI 15.VI 22.VI 29.VI 6. VII

Fraction AR
1

(jtg/2'. h.

Totale 26 i 26 19 — — — —

11-OHE 125 0 0 0 0 traces 0

11-OI1A 60 traces 0 0 0 0 1)

11-COE 0 0 0 0 0 0 0

11-COA 0 0 0 0 0 0 1 0

E ou eA 0 0 0 0 0 0 ; 0

Peut-on conclure que la totalite des 17-CS urinaires provient de la
surrenale et que le testicule ne joue aucun role Non, car il y a interdepen-
dance entre ces deux organes, et faute d'hormones corticostero'ides (l'aldo-
sterone n'est pas süffisante), le testicule degenere. Macroscopiquement, il
devient mou et petit, souvent meme il quitte le scrotum et prend une position

abdominale. L'histologie revele une degenerescence discrete de la lignee

germinale. Ainsi les testicules ne jouent plus ieur role normal et on ne peut
pas connaitre leur participation dans la genese des androgenes estimes au

moyen des 17-CS urinaires. II faut un traitement substitutif convenable, qui
conserve aux testicules leur physiologie normale. On note egalement chez

les addisonniens une diminution de l'activite androgene du testicule.

2. Males surrenaleetomises avec traitement substitutif efßcace.

Le traitement substitutif qui nous a permis de faire survivre facilement
nos animaux est le suivant:
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Injection sous-cutanee journaliere d'un melange de 10 p.g d'aldosterone

(on acetate d'aldosterone) de 30 p.g d'acetate de cortisone (suspension cris-

talline dans 2 cc d'eau physiologique) et de 2 cc de glucose ä 10%. Les

animaux reijoivent une nourriture riche en vitamine C et chlorure de sodium,
sous forme de son de ble auquel on ajoute 2 g/Kg de vitamine C et 2% de

chlorure de sodium. Le temps de survie peut ainsi depasser 6 ä 7 semaines

sans perte de poids appreciable.
Ce traitement nous a permis de demontrer la fonction androgene du

testicule en identifiant les 17-CS urinaires presents par Chromatographie sur

papier (tableau 8).

Tableau 8.

Cobayes males surrenalectomises traites ä la cortisone (30 ytg/24 h.)
et aldosterone (10 \xgj24 h.).

Male 14.

Date 9.X 16.X 23.X 29.X 5.XI 12.XI 19.XI 26.XI

Fraction
AH |xg/24 h.

Totale
(conjugues) 287

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 * — — + 4- + — — —
E ou eA 55 75 10 20 10 10 50 10

Seconde surrfinalectomie le 10.X.
* Tache bleue au Zimmermann Ra 0,20 ± 0,04.

On note d'une part une tres faible quantite de ll-oxy-17-CS, speciale-
ment de 11-ß-hydroxy-etiocholanolone et de 11-ceto-etiocholanolone,
d'autre part une elimination de 10 ä 75 p.g/24 heures (moyenne 20 jxg)

d'etiocholane-3a ol, 17-one ou peut-etre d'androstane-3ß ol, 17-one ou
d'un melange des deux. Ces deux Steroides migrent en meme temps et la

Separation ä la digitonine n'ayant pas ete effectuee sur de si faibles quantites,
nous ne sommes pas ä meme de trancher la question.
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Male IS.

Date 30.X 5.XI li.xi 19.XI 96. XI 5.XII 10.XII 17.XII
i

Fraction
Alt ug/2'. h.

Totale 85

11-OHE 15 traces traces traces traces traces traces traces
11-OHA 0 0 0 0 0 0 0 0

11-COE (1 traces traces traces traces traces traces traces
11-COA 15 0 0 0 0 0 0 O

Bleu * — — — — 1- -i_ —
E oil eA 30 10 10 10 10 20 10 15

Secomle surrCnalecloinic lo 30.X.
* Tache bleue au Zimmermann Ka 0,20 ± 0,0'».

Conclusions;

a) La surrenalectomie bilaterale du cobaye male suivie d'un traitement
approprie permet d'une part une longue survie et d'autre part la mise

en evidence de la fonction testiculaire qui se traduit par l'elimination
dans les urines d'etiocholanolone (ou epiandrosterone ou melange des

deux) ä raison de 20 p.g/jour en moyenne. On note aussi la presence
de tres faibles quantites de llß-hydroxy- et de 11-ceto-etiocholanolone.

b) Dans tous les cas observes, nous n'avons jamais trouve d'androsterone,
ni de Steroides migrant plus rapidement. En effet, les ellluants recueillis

puis ^chromatographies en arretant le front du solvant ä l'extremite
inferieure du papier, ne contiennent pas de 17-CS.

c) Les injections de testosterone a des cobaves montrent que cette hor¬

mone male se metabolise essentiellement en etiocholanolone et llß-
hydroxyetiocholanolone. Ceci permet de conclure que l'elimination des

17-CS urinaires des cobayes surrenalectomises traduit une synthese de

testosterone par le testicule physiologiquement normal.

Les processus de transformation de la testosterone semblent moins

complexes que chez l'liomme, car on n'aboutit ni ä l'androsterone ni ä la

dehydroepiandrosterone. Cependant, la 11-ß-hydroxylation joue chez le

cobaye un role tres important.
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Tableau 9.

Cobaye male surrenaleclomise, avec reliqual surrenalien (male 4).

Date 11.VIII 22.VIII 28.VIII 5.IX

Fraction A jj.g/24 h.

Totale 108 56 41 58

11-OHE 15 0 10 15

11-OIIA 0 0 0 0

11-COE 10 0 0 0

11-COA 10 0 0 0

E ou eA 0 0 n 0

Seconde surrdnaleclomie le 16.VIII.

4. Influence (Tun reliquat surrenalien.

La presence d'un reliquat surrenalien ou d'une surrenale accessoire se

traduit toujours par la persistance d'une faible elimination de 17-CS oxy-
genes en 11 dans les urines (tableau 9, male 4). Le principal Steroide elimine
ainsi est la 11-ß-hydroxy-etiocholanolone. Elle atteint 10 ä 15 p.g/24 heures,
ce qui represente un taux assez faible, mais non nul, comme ce devrait etre
le cas pour un animal surrenalectomise non traite. A part cela, on se rend vite
compte de la presence d'un reliquat ou d'une surrenale accessoire par Failure
generale de l'animal qui reste vif et augmente legerement de poids. II peut
survivre plusieurs mois mais meurt lorsque le reliquat surrenalien hyper-
actif finit par se necroser et disparaitre. A l'autopsie, on ne retrouve pra-
tiquement plus trace d'un reliquat dont l'existence etait certaine. Cette
observation moritre le role preponderant de la surrenale chez le cobaye.
Elle assure la biogenese de la quasi-totalite des 17-CS elimines dans Purine
ainsi que l'integrite de la fonction testiculaire.

B. Femelles surrenalectomisees. — Role de V ova ire et de la surrenale.

1. Consequences de la surrenalectomie. Röle de Vovaire.

II semble que la surrenalectomie bilaterale chez le cobaye femelle affecte

peu l'ovaire. En principe, il sera done facile de mettre en evidence le role
de l'ovaire sur un animal maintenu en survie par un simple traitement au
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glucose, eau physiologique et aldosterone (10 fxg/24 heures) associe ä une
nourriture riche en vitamine C et en chlorure de sodium (tableau 10).

Tableau 10.

Cobaye surrenalectomise traite ä Valdosterone (10 u.g/24 h.). Femelle P 89.

Date 23.Y 6.VI 18.VI 25.VI 2.VII 7. VII 16.VII 23. VII

Fraction
A y.g(24 b.

Totale 248 191

11-OIIE — 130 0 0 0 0 0 0

11-OIIA — 0 0 0 0 0 0 O

11-COE — 25 0 0 0 0 0 0

11-COA — 25 0 0 0 0 0 0

E ou eA — 0 0 0 0 0 0 0

Seconde surräialectomie le 1 i.YI.

II ressort de ce tableau que l'elimination des 17-CS urinaires chez la
femelle surrenalectomisee sans reliquat tombe ä zero. II n'y a pas de 17-CS

occupant la position de l'etiocholanolone (Huis in't Veld, 1960).

Tableau 11.

Cobaye jemelle surrenalectomisee traitee ä la cortisone (2 mgj24 h.).
Femelle P 64.

Date 2.Ill 9.Ill 13.Ill 211.Ill 23.Ill 2.IV

Fraction A p.g/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 eA 0 0 0 — 0 0

Seconde surrenaleetomie le 11.III. Injections de cortisone d£s cette date.
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Un second moyen utilise en vue de la survie des animaux surrenalecto-
mises est le traitement ä la cortisone. Meme ä 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 l'aldosterone seule. Malheureusement, la
cortisone se metabolise en 17-CS oxygenes en 11 et la distinction entre les

metabolites d'origines endogene et exogene est impossible (tableau 11).

Notons cependant qu'il n'y a toujours pas de tache occupant sur les chro-

matogrammes la position de l'etiocholanolone.

2. Traitement de survie. Resultats.

Le traitement de survie mis au point pour les males surrenalectomises
convient parfaitement aux femelles. Le tableau 12 montre les resultats
obtcnus sur deux femelles qui ont malheureusement presente, l'une (P121)

un reliquat, Lautre (P138) une surrenale accessoire dont le fonctionnement
ne s'est manifeste que tardivement. La femelle P138 peut etre consideree

comme surrenalectomisee complete pendant les deux premieres semaines.

L'elimination quotidienne des 17-CS se limite ä des traces de 11-ß-hydroxy-
etiocholanolone. Apres ce temps, le diagrammo qualitatif se rapproche beau-

coup de celui d'une femelle normale. On note de tres faibles quantites
d'etiocholanolone (ou epiandrosterone) dans les urines.

Tableau 12.

Cobaye femelle surrenalectomisee avec reliquat, traitee ä Valdosterone (10 tJ.g/21 h.)
et cortisone (30 \J-gf21 h.). Femelle P 121.

Date 6.XI 16. XI 23.XI 30.XI l.XII 2. XII 7.XII 17.XII

Fraction
AI! [igl24 h.

Totale 290

11-OIlE 140 5 10 5 10 5 40 00 Cn

ll-OIIA 70 5 10 5 10 5 10 35
11-COE 70 5 5 15 10 5 10 20
11-COA 5 5 5 5 10 5 5 20
E on eA 0 0 7 7 0 0 9

Seconds surrOnalectomie le 9.XI.
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("obai/e femelle surrenalectomisee avec fonctionnement larclif d'une surrenalc accessoire.

l'raitement ä 1'aldosterone (10 jigj'24 h.) et ä la cortisone (30 [xg/21 h.).
Femelle P 138.

Dale 31.1 10.11 17.11 71.11

Fraction Ali jxg/24 h.

Totale (conjugues) 242 — — —

1 l-OIIK :i"> traces traces 5

ll-OIIA 45 0 II 5

ll-COK .15 0 0 5

11-CO A t races 0 0

E ou e.\ t races 0 0 ;>

Sociinilc surri'naleelomie lo 3.II.

L'autre femelle (P121) presente une elimination reduite des 17-CS oxy-
genes en 11. II y a peut-etre egalement des traces d'etiocholanolone (ou

epiandrosterone). Pour ces deux femelies, l'elimination des 17-CS s'accroit
en fonction du temps. Les resultats obtenus avec d'autres femelies surrena-
lectomisees traitees par la suite aux gonadotropes sont egalement en accord

avec ceux des deux animaux ci-dessus.

3. Conclusions.

Ces resultats ne sont pas faciles ä interpreter. On pent cependant
conclurc que l'ovaire de la femelle surrenalectomisee ne secrete pas d'an-
drogenes metabolises en 17-CS. II est tres vraisemblable et en accord

avec les resultats obtenus lors de l'etude des cycles de cobayes femelles que
la totalite des 17-CS elimines par la femelle normale soit d'origine surrena-
lienne. Ceci n'exclut nullement la potentialite androgene de l'ovaire qui se

manifeste lors des traitements gonadotropes.

IIypopiiyskctomie — Hole dk i.'iiypophyse

Ce travail a ete effectue essentiellcment sur des cobayes femelles dont
la plupart ont ete ensuite traitees par des gonadotropes afin de provoquer
une masculinisation d'origine ovarienne.
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La technique operatoire utilisee est celle decrite par D. Rosexbusch et
K. Ponse (1957). D'apres les memes auteurs, on pent definir les effets de

l'hypophysectomie en fonction du temps de la fa^on suivante:

Apres un a trois jours d'hypophvsectomie, on ne note aucun effet mor-
phologique decelable sur les ovaires, le tractus genital, les surrenales et les

thyroides. Cependant, l'index nucleaire du tissu theco-interstitiel Ovarien

(Guyenot, 1946) reagit dejä 24 heures apres l'hypophysectomie. II pent
atteindre 42 et plus, alors que le nombre moven est d'environ 36.

Quatre ä dix jours apres l'hypophysectomie, le tissu thecal des follicules
atresies reagit encore davantage, l'index monte jusqu'ä 60. La baisse de

poids des surrenales et des thyroides semble s'amorcer.
Trois a sept semaines apres hvpophysectomie, on note tous les symp-

tömes d'atrophie classique du Systeme endocrinien: ovaires petits (5 ä 9%)
avec de nombreuses atresies, de petits follicules et un index cleve (60 ä 62).
Le vagin et les cornes uterines sont aplasies et atrophies, les surrenales ont
nettement regresse (35 ä 57 mg °0; 65% pour les normales), elles sont

presque completement delipidees.
Nous retiendrons deux points essenticls pour la suite:

1° L'ovaire est 1'organe le plus sensible ä l'hypophysectomie, il reagit dejä
24 heures apres l'operation;

2° La surrenale reagit beaucoup plus lentement. La regression amorcee des

les premiers jours ne se poursuit pas jusqu'ä une mise au repos complete
meme apres sept semaines d'hypophvsectomie, elle garde encore une

partie de son activite, c'est ce qui contribue ä maintenir l'animal en

vie,sans traitement special.

Yu les difficultes d'obtenir une hvpophysectomie totale certaine, nous
limiterons nos observations ä deux categories d'animaux. D'une part Taction
de Thypophysectomie simple et de longue duree (26 ä 51 jours) sur l'elimi-
nation des 17-CS urinaires, d'autre part Taction immediate (4 ä 10 jours
apres l'operation) sur ces memes metabolites.

A. Action ä longue duree.

Trois femelies normales adultes (femelle 362: 410 g; femelle 379: 475 g;
femelle 470: 525 g) ont ete hypophysectomisees. Les 17-CS urinaires ont etc doses
regulierernent. L'autopsie a ete pratiquee le vingt-huitieme jour pour les deux
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premiere femelies et le cinquante et unieme pour la derniere. Les resultats sont
consignes dans le tableau 13. On peut en tirer les conslusions suivantes:

1. Tout d'abord, si Ton compare l'elimination des 17-CS d'une femelle

hypophysectomisee (femelle 379, par exemple, figure 2), en fonction du

temps avec l'elimination d'une femelle normale, on observe la disparition
de la montee des 17-CS au moment de l'oestre. Ceci est en accord avec
l'absence de rut phvsiologique chez la femelle hypophysectomisee.

Tableau 13.

I[ypophysectomie. Action de longue duree.

Fractions (no.2' Ii.)
£ n° Xombre de jour.s avant mi Dllirls

apres hvpophvsectoniie
A I! Ali

362 2 jours avant 174 91 _ 410 g
7 jours apres 110 53 380 g

12 jours apres 132 59 410 g
19 jours apres 108 97 445 g
26 jours apres 115 / i 445 g

379 5 jours avant (rut) 433 160 _ 535 g
2 jours avant 318 75 —

7 jours apres 162 87 — 500 g
12 jours apres 126 72 — 505 g
19 jours apres 95 90 — 550 g
26 jours apres 101 70 530 g

WO 5 jours avant — — 254 540 g

6 jours apres — — 131 540 g
13 jours apres — — 109 530 g
20 jours apres — — 167 535 g
27 jours apres —• — 63 535 g
3* jours apres — — 89 525 g
41 jours apres 76 545 g

2. La chnte des 17-CS est d'abord rapide au cours des quatre ä dix
premiers jours apres l'operation, puis eile devient plus lente et atteint assez
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rapidement un plateau. Ceci correspond ä la regression des surrenales
d'abord assez rapide, puis plus lente et incomplete.

3. Le taux des 17-CS, meme cinquante et un jours apres hypophysecto-
mie, n'est jamais nul. II y a toujours une elimination residuelle de 17-CS

d'environ 100 p.g/24 heures qui correspond ä une activite persistante de la
surrenale.

f/24 H

111 IUI

Fig.

Comparaison entre 1'eliniination des 17-CS d'une femelle normale
au cours du cycle oestral et celle d'une femelle hypophysectomisee.

4. Signalons enfin que l'etude par Chromatographie sur papier des

17-CS elimines chez une femelle hypophysectomisee (femelle 470) ne revele

pas de difference de composition avec ceux de Purine d'une femelle normale.
On observe la presence des quatre ll-oxy-17-CS classiques, ainsi que des

traces d'etiocholanolone/epiandrosterone. Tout se passe done comme si la

surrenale de la femelle hypophysectomisee fonctionnait correctement mais
ä un extreme ralenti.

B. Action immediate.

Les dosages effectues sur dix femelles avant et apres quatre ä dix jours
d'hypophysectomie (figure 3) ne font que preciser les observations recueillies
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plus haut. On note une chute caracteristique des 17-CS correspondant ä la

regression des surrenales (delipidation). Ce test est tres sensible puisqu'il
apparait avant que la chute ponderale des surrenales soit amorcee.
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Influence de l'hypophysectoinie sur 1'elimination des 17-CS chez le cobaye femelle.

C. Influence des reliquals hypophysaires.

II n'est pas possible, mema apres quatre ä cinq semaines d'hypophysec-
tomie, de deceler un petit reliquat hypophysäre au moyen du dosage des

17-CS. En effet. si quelques cellules de pars anterior hypophysäre peuvent
exercer une action nette sur le Systeme endocrinien (index nucleaire Ovarien,

par exemple), cette action ne se redete pas dans 1'elimination des 17-CS.

Par contre. si Ton traite l'animal par les gonadotropes, on observe des

perturbations importantes dans 1'elimination des 17-CS urinaires.
En resume, on peut dire que l'hypophyse exerce une action nette,

rapide mais incomplete sur l'elhnination des 17-CS urinaires. L'organe
essentiel est la surrenale qui ne regresse que tres incompletement apres
hypophysectomie. C'est pourquoi, d'une part, on observe toujours une
elimination residuelle des 17-CS apres hypophysectomie, d'autre part apres
cette operation les animaux peuvent survivre pendant tres longtemps, la
surrenale leur fournissant encore les hormones surrenaliennes indispensables
ä la vie. L'etude d'animaux hypophysectomises pose done de nombreux
problemes d'interpretation car les reactions observees sont celles d'un animal

possedant tout son Systeme endocrinien plus ou moins au repos. La
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surrenalectomie, par contre, a l'avantage de ne pas perturber, ou de faijon
minime, le reste du Systeme endocrinien, ä condition bien entendu d'adopter
un traitement substitutif approprie.

Action des gonadotropines choriales
(ANTUITRINE S * ET PHYSEX **) SUR EES COBAYES FEMELLES.

MaSCULINISATION OvAIRES VIRILISANTS

Au cours de ce travail, nous avons aborde le probleme de la masculinisa-

tion de cobayes femelles normales, hypophysectomisees et surrenalectomisees

sous l'influence des gonadotropines choriales (Rosenbuscii-Weiiis, 1960).

Ceci nous a permis de montrer le role essentiel do l'ovaire, qui devient virili-
sant sous Taction de ces hormones. Ces diflerents aspects de la fonction
androgene de l'ovaire ont ete analyses en detail dans une recente mise au

point (Ponse, 1955a). Nous apportons ici des precisions complementaires
concernant le role joue par l'ovaire et la surrenale. Nous avons specialement
insiste sur le dosage des metabolites urinaires des androgenes et essaye de

preciser les roles respectifs de l'ovaire et de la surrenale.

A. Femelles normales.

a) Action de VAntuilrine S (Ponse et al., 1955ft): 20 X 150 unites interna¬
tionales (U.I.).

1. Animaux utilises. — Trois femelles adultes normales ont ete traitees par
TAntuitrine S. La femelle 327 de 18 semaines pesait au debut de Texperience
525 g, ä la fin 615 g. Sa soeur, la femelle 328, respectivement 555 et 590 g. La
femelle 329, de 17 semaines, 510 et 585 g. Leurs cycles cestriens etaient stabilises
a 15, 16 et 20 jours. Elles ont regu chacune 20 injections de 150 U.I., par voie sous-
cutanee, ä raison d'une injection par jour, soit une dose d'environ 0,3 U.I. par
gramme de poids du corps.

2. Reactions morphologiques el histologiques. — La masculinisation est notee
par le developpement du clitoris. Tout d'abord apparaissent les eminences blanches
entre la septieme et la neuvieme injection (suivant les animaux). Le clitoris se

devagine et les crochets et les odonto'ides denticules du gland apparaissent apres
11 ä 12 injections. Les crochets d'abord arrondis, deviennent pointus, se deve-
loppent et atteignent ä Tautopsie 1,1 ä 1,8 mm. La masculinisation est accom-
pagnee d'un developpement des mamelons, qui ä partir de la quatorzieme-seizieme
injection deviennent turgescents et s'allongent (la femelle 329 a pen reagi ä ce

point de vue). De plus, les femelles 328 et 329 presentent une ouverture vaginale

* Gonadotropine choriale Parke-Davis.
** Gonadotropine choriale Leo.
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depuis la quinzieme injection jusqu'a l'autopsie, la femelle 327 seulement aprös
19 injections.

A l'autopsie, les reactions morphologiques sont observees en detail, tout le
svsteine endocrinien est preleve, fixe, pese ct etudie liistologiquement.

On note alors que les ovaires sont tres gros: respectivement 199, 116 et 93 mg
pour les femelles 327, 329 et 328. L'index nucleaire defini par Guyenot (1946) est
assez faible: 14,7 ä 19,5 (index normal: environ 35), ce qui denote un etat crinogene
encore net.

f/24 H.

Fig. 4.

Elimination des 17-CS de c.obayes femelles traitees par l'Antuitrine S.

On observe egalement de gros meroxanthosomes et de nombreux follicules
de grande taille, preluteiniques. Ce qui revele la synergie des facteurs FSH (folli-
culo-stimulant) et LH (luteinisant) injectes. LH affaibli ne peut plus antagoniser
FSH mis en evidence par Simpson (1951) dans l'urine gravidique.

Le vagin presente une muciflcation exageree, avec leucocytose. II y a meme
une keratinisation, comparable ä un etat de plein rut chez la femelle 328. Les
cornes uterines sont grosses, arrondies, avec debut d'hyperplasie glandulo-
kystique.

En resume, on peut dire qu'avec 3000 U.I. (20 X 150 U.I.) d'Antuitrine S

on obtient une bonne masculinisation, accompagnee d'une feminisation
terminale (mamelons, vagin, cornes uterines). L'ovaire n'est pas forme de
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tissu crinogene pur. Les surrenales sont en place, il n'est pas possible de

definir avec certitude d'oü provient la masculinisation. Nous verrons cepen-
dant plus loin qu'elle est bien d'origine ovarienne.

3. Metabolites des androgenes. 17-CS (figure 4). — Les femelles 328 et 329
ont eu un rut juste avant le traitement au moment des premiers dosages. On
note done, comme nous l'avons vu (Charollais et al., 19576), une montee caracte-
ristique de la fraction A des 17-CS: 685 [xg (femelle 328) et 602 ;xg (femelle 329),
au lieu de 400 ä 470 |xg pour la femelle 327 au repos. A ce moment, les fractions B
sont faibles: 105 [xg/24 heures. Apres l'oestre on assiste a la chute caracteristique
des 17-CS au-dessous du taux moyen de repos. Puis Paction de l'Antuitrine S

se manifeste par une montee de la fraction A, atteignant un maximum au moment
oil la masculinisation se declanche (on peut 1'affirmer grace aux nombreux resul-
tats que nous verrons plus loin). C'est ainsi qu'apres 7 ä 10 injections, l'elimination
urinaire est de 670 ä 680 |xg pour les femelles 327 et 328, seulement de 500 jxg

pour la femelle 329. Plus tard, ce taux redevient normal, ce qui est probablement
du ä une accoutumance et ä une formation d'anticorps par l'organisme du cobaye
en experience, vis-ä-vis du facteur LH de l'antuitrine S ou d'un vecteur de cette
hormone.

La fraction B possfede un trace curieux, que nous n'avons jamais observe apres
un traitement au Physex. Apres s'etre maintenue ä un taux faible (normal), la
fraction B monte brusquement pendant la seconde moitie du traitement pour
atteindre respectivement. 614, 795 et 740 jxg pour les femelles 327, 328 et 329.
Malheureusement, nous n'etions pas ä meme d'analyser chromatographiquement
cette fraction qui sans doute eut ete interessante.

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

Deux femelles normales ont ete traitees par cette dose de Physex, qui se
revele trop elevee pour obtenir l'etat crinogene pur (Simpson, 1951). La femelle 345
de 17 semaines a presente un cycle de 19 jours avant le traitement. Elle pesait
480 g au debut et 530 en fin d'experience. La dose reQue 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 debut
et 440 en fin de traitement. Elle a re<;u 22 injections de 150 U.I.

Les reactions morphologiques et histologiques sont les suivantes: chez la
femelle 345, les eminences blanches du clitoris apparaissent des la sixi6me injection,

elles se detachent apres la neuvieme, se developpent et donnent de petits
crochets au moment de l'autopsie. Chez la femelle 255, la masculinisation est
nette, des la dixieme-onzieme injection, les crochets atteignent 1,7 ä 1,8 mm au
moment de l'autopsie.

Le vagin de la femelle 345 s'ouvre assez precocement (des la onzieme injection,
il s'agit peut-etre d'un debut d'oestre normal, non inhibe). L'histologie montre
uns structure stratifiee, keratinisee, avec infiltration de leucocytes (correspondant
ä un metoestre prolonge). II reste ferme chez la femelle 255. Sa structure se carac-
terise par un hypermucification, sans stratification ni leucocytes.

L'etat des ovaires est tr6s different. Morphologiquement dejä, la femelle 345
a de petits ovaires (20,1%), tandis que ceux de la femelle 255 sont gros (52,5%).
Les index sont tres differents (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 preluteiniques, mais pas de meroxan-
thosumes. Au contraire, la femelle 255 presenle une Hepatisation crinogene avec
une serie de gros meroxanthosomes et de follicules preluteiniques. Ii y a accoutu-
mance plus ou moins avancce dans les deux cas.

Clies les deux feinelles, les cornes uterines sont en etat d'hyperemie. La secretion

est forte. Les mamelons ont bien reagi et mesurent 4 ä 5 mm a l'autopsie.
Les surreiiales sont grosses (femelle 345: 67,8%, femelle 255: 62,5%).

y/24 H.
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Fi«. 5.

Elimination des 17-CS de cobaye femelle traitee par le Physex
(femelle 345, 20x150 U.I.).

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

Les 17-CS metabolites des androgenes de la femelle 255 n'ont ete doses

qu'avant et apres traitement (fraction A: 274 et. 174 p.g/24 heures, la fraction B:
66 et 34 p.g/24 heures). Nous n'avons done pas pu mettre en evidence la montee
caracleristique de la masculinisation. Cependant, on note l'ellondrement final
caracteristique de cette reaction. Les 17-CS de la femelle 345 (figure 5) ne pre-
sentent pas, en ce qui concerne la fraction A, une veritable inontee au moment
de la masculinisation. Le taux se maintient en plateau (413 pg/24 heures avant
traitement contre 432 ä la neuvieme injection). Par contre, en fin de traitement
(dix-septieme ä vingtieme injection), le taux s'effondre pour n'atteindre que 262
et 278 p.g/24 heures.

La fraction B semble baisser au cours du traitement et effectuer une legere
remontee en fin d'experience. Cependant, cette elimination tardive n'a rien de
comparable avec celle des animaux traites par l'Antuitrine S.
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Aussi bien du point de vue histologique que du point de vue biochimique
(metabolites urinaires), on ne peut pas dire que cette temelle presente une reaction
typique de masculinisation telle que nous l'observerons plus loin.

c) Action du Physex: 20 x 40 U.I.
1. Animaux utilises. — Deux femelies adultes normales ont ete traitees par

le Physex ä raison de 20 x 40 U.I. (une injection sous-cutanee par jour), soit
environ 0,1 U.I./g de poids du corps. La femelle 364, ägee de 18% semaines pesait
450 g au debut des injections, 490 ä 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 etaient normaux.

2. Reactions morphologigues et histologiques. — La masculinisation (clitoris)
apparait plus rapidement chez la femelle 364 que chez la femelle 371. Chez la
premiere, les eminences blanches sont visibles däs le cinquiäme jour, elles se
detachent le septiäme et dfes le huitieme jour les crochets sont visibles et se deve-
loppent jusqu'ä la fin (1,25 mm). Chez la seconde, les eminences ne sont visibles
qu'apräs 8 injections, elles se detachent a la dixiäme, ä la onzieme, les crochets
apparaissent nettement.

Les mamelons reagissent. Us sont gros et gonfles (3 ä 4 mm), cependant la
reaction est plus faible qu'avec 150 U.I.

Les ovaires ne sont pas tres gros (femelle 364: 115 mg, 22,5%; femelle 371:
79 mg, 17,8%). lis presentent une reaction crinogäne nette, l'index nucleaire est
remonte par suite de l'accoutumance (femelle 364: 27,6; femelle 371: 24,1). On
note la presence de follicules III en croissance et de meroxanthosomes (2 gros).
L'accoutumance est presque complete.

Le vagin s'ouvre ä la dix-septieme injection chez la femelle 364, ä la treizieme
chez la femelle 371. II se referme avant l'autopsie. Sa structure histologique est
celle d'un postoestre (femelle 371), cependant on note une keratinisation locale
chez la femelle 364.

Les cornes uterines sont grosses, rondes, stimulees, bien vascularisees, mais
ä epithelium endometrial non frange. Les surrenales sont grosses (femelle 364:
428 mg, 87%; femelle 371: 353 mg, 79%).

En resume: la masculinisation du clitoris est bonne, eile est accompagnee
de feminisation: rut terminal prolonge (quoique peu physiologique), deve-

loppement des mamelons. Cette dose est süffisante, mais chez l'animal
entier, l'ovaire presente des formations mixtes et non pas un tissu crinogene

pur.

3. Metabolites des androgenes. 17-CS (figure 6). — Les fractions B et C

presentent peu d'interet, nous les negligerons. La fraction A suit 1'evolution caracte-
ristique des femelles masculinisees par le Physex, a savoir:

Maintien d'un taux ä peu präs normal (femelle 364: 400 ä 470 p.g/24 heures;
femelle 371: 270 ä 350 p.g/24 heures) avec quelques fluctuations jusqu'ä la huitiäme-
neuviäme injection, puis montee vers un maximum atteint ä la onzieme-douziäme
injection (femelle 364: 537 [xg/24 heures; femelle 371: 390 pg/24 heures).

L'elimination journaliere devient ensuite plus faible, pour etre egale ou infe-
rieure au taux moyen normal au moment de l'autopsie (femelle 364: 290 p.g/24
heures; femelle 371: 278 fxg/24 heures).

Archives des Sciences. Vol. 14, fasc. 2, 1961. 5
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d) Action du Physex: 21 x 10 U.I.

1. Animaux utilises. — Deux femelles adultes ont etc traitees par ces faibles
doses (femelle P45 et femelle P71). Le premiere (P45), ägee de 29 semaines pesait
675 g; la seconde un peu plus ägee (äge exact inconnu) pesait 800 g. Ces gros
animaux n'ont pratiquement pas varie de poids au cours du traitement. Les cycles
cestriens avaient ete reguliere (16 ä 18 jours). La dose quotidienne de Physex
(10 U.I.) est tres faible, elle correspond ä 0,012 ä 0,015 U.I. par gramme de poids
du corps.

Fig. 6.

Elimination des 17-CS de cobayes femelles traitees par le Physex
(20X40 U.I.).

2. Reactions morphologiques et histologiques. — Nous sommes obliges de separer
l'etude de ces deux animaux car la femelle P45 a reagi tres anormalement. Cepen-
dant, il y a quelques traits communs que nous signalerons en conclusion.

Femelle P45: la masculinisation est tardive et ne debute pas avant la trei-
zieme injection. A l'autopsie, le clitoris est peu devaginable, les crochets ont ä

peine 1 mm; il n'y a pas d'odontoides.
Les mamelons reagissent tres fortement, ils sont turgescents et atteignent

7 mm de longueur.
Les ovaires sont petits (98 mg, 14,6%); ils contiennent beaucoup de follicules

jeunes et quelques follicules moyens en croissance. On note 1 ä 2 meroxanthosomes.
L'index nucleaire est de 30,4, c'est-ä-dire presque normal (35).
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Le vagin s'ouvre irregulierement au cours du traitement (aux huitieme,
dixieme. quinzieme et dix-neuvieme jours). A l'autopsie, il est mucifie avec quelques
leucocytes.

Les cornes uterines sont tres grosses, vascularisees et glandulokystiques. Les
surrenales sont ä peu pres normales (435 mg, G4,5%).

Femelle P71: Ici encore, la masculinisation est tardive (douzieme-quinzieme
injection), mais eile est nette, tout en etant faible. Les crochets ont environ 1 mm,
les odontoides commencent a se developper.

Les mamelons sont gros et gonfles (longueur 3,5 mm).

-10 -5 0 5 10 15 20

Fis;. 7.

Elimination des 17-CS de cobayes femelles traitees par le Pliysex
(21 x*10 U.I.).

Les ovaires sont petits (198 ing, 24,5%). Iis renferment de nombreux folli-
cules III en croissance et beaucoup de gros follieules. L'animal ayant eu unoestre
a peu pres normal au milieu du traitement, on trouve deux corps jaunes actifs.
L'index nucleaire est quasi normal (32,1). Les ovaires presentent le type d'accou-
tumance.

Le tractus est peu stimule, il semble y avoir eu un cycle ä peu pres normal
car: le vagin ferine est en postcestre avec une legere mueification et quelques
leucocytes, les cornes uterines sont petites et egalement en postcestre. Les surrenales
sont ä peu pres normales (463 mg, 57%).

3. Metabolites des androgenes. 17-CS (hgure 7). — Signaions d'abord que ces
animaux ont reiju une nourriture qui convenait mal aux dosages urinaires. Le
taux de 17-CS etait fortement abaisse, alors que la glucuro-conjugaison etait tres
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t'levüe, rumple tenu de ces differences, on peul lout de meine noter les reactions
de res deux animaux:

Femelle P45: Avant traitement, le dernier rut a ete marque par la montee
raracteristique des 17-CS (242 pg/24 heures) suivie d'une chute et du retablisse-
ment du taux normal (183 pg/24 heures). An debut du traitement (apres 4

injections), les valeurs trouvees sont tres faibles (nourriture ou traitement On
assistc alors a deux remontees (268 et 312 p.g/24 heures) correspondanl aux deux
ouverlures vaginales les plus tongues. 11 s'agit peul-etre d'une reaction analogue
a un cestre phvsiologique.

L'analyse rhromatographique revele exactement les meines variations concer-
nanl la 11-ß-liydroxy- et la 11-ceto-etiorholanolone. On note surtout une forte
elimination d'un 17-CS occupant la position de I'etiocholanolone/epiandrosteroue
au moment oil la masculinisation se developpe (dou/.ieme injection). Ce 17-CS est
present ä raison d'environ 40% de la lotalite. On en trouve egalement un pen ])lus
de 25% ä la fin du traitement. Notons cependanl que ce meme 17-CS a ete
observe au moment du rut (precedant le Iraitement), rnais en plus faible quantity
imcins de 20%). Signaions egalement que rette femelle 0tail tres grosse et peul-
etre en voie de viriIisation spontanee.

Femelle I'71: La nourriture a ete ehangee eil cours de traitement afin de reta-
blir autant que possible le taux normal des 17-CS. Chez cette femelle, il v a sans
doute superposition de la montee due ä un rut plus ou moins physiologique et.

celle de la masculinisation, si bien que l'elimination des 17-CS se maintient elevee
pendant au moins 4 jours (356 ä 305 ij.g/24 heures). Le debut de ce plateau correspond

a l'ouverture vaginale, la fin, an developpement de la masculinisation. Cette
interpretation est renforcee par la Chromatographie sur papier qui revele une
forte montee de 11-ß-liydroxy et 11-ceto-etiocholanolone (ainsi qu'une elevation
plus discrete des 11-ß-liydroxy et 11-ceto-androsterone), surtout au moment de
la masculinisation.

11 n'est cependant pas excln que la nourriture ait aussi joue un röle.

Conclusions concernant les jemelles normales traitees au Physex:

Les resultats morpbologiques et histologiques ont montre que la dose

de 150 U.I. pendant 20 ä 21 jours etait trop elevee. les resultats sont tres
complexes. Par tätonnements, apres avoir essave 120, 75. 60, 40, 20 et
10 unites, nous avons constate que 40 U.I. par jour pendant 20 jours etait
la dose la mieux adaptee. La masculinisation est aussi forte qu'avec 150 L I.,
les reactions finales sont attenuees (surtout chez les hypopliysectomisees).
le taux des metabolites urinaires presente des variations particulierement
nettes et caracteristiques de la masculinisation (femelle 364 et 371). La
masculinisation est presque toujours accompagnee de feminisation
(developpement des mamelons, rut terminal) surtout pour les fortes doses. La
masculinisation semble bien etre en fonction de l'etat crinogene des ovaires,
mais la presence des surrenales complique l'interpretation concernant les

17-CS urinaires.
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B. Femelles hi/pophtjseciomisees.

La scrie des femelles hypophysectomisees traitees an Physex est celle

<pii a presente le plus de dillicultes. En effet, rhypophysectomie est une

operation difficile ä realiser, l'ablation complete de l'hypophyse n'est jamais
oertaine. Lorsqu'il s'agit de temoins, nous avons vu qu'il fallait de gros
reliquats pour qu'ils enrayent la chute des 17-CS. Lorsque les animaux
sont traites au gonadotropes, de tres petits reliquats se manifestent dejä.
De plus, 1'animal hypophysectomise est tres delicat, beaucoup de survivants
ne sont pas dans un etat, que Ton pourrait, qualifier de physiologique, les

metabolismes sont deregles, on assiste ä une chute des 17-CS, malgre le

traitement aux gonadotropes (exemple femelle 348). Enfin, meme pour une

operation reussie et un animal en hon etat, il est extremement malaise de

se placer dans des conditions rigoureusement comparables. C'est pourquoi
les quelques animaux utilises ne permettent de tirer que des conclusions

tres generales.

Tcbi.EW 14.

Femelles hypophysectomisees traitees au Physex '20xlö0 U.I.

(0,3 U.I./g de poids du corps).

Xuni^ro de l'animal 342 9 346 9 351 378 9 347 9 348

Poids ä

l'hypophysectomie 370 g 455 g 565 g 500 g 505 g 585 g
la lre injection 415 g 475 g 570 g 520 g 520 g 495 g
l'autopsie 405 g 505 g 600 g 570 g 550 g 505 g

Age 16 sem. 15 sem. 18 sem. 19 sem. 19 sem. 19 sem.

Cycle
duree du dernier 16 j. 13 j. 15 j. 15 j. 18 j. 19 j.
j. de l'operation le 6° j- 10e j. 16" j. 5e j- 11» j. 3» j-
lre injection apres
hypophysectomie
le toe j. 10» j. 10» j. 7e j- 10» j. 10» j.

valeur de
l'hypophysectomie totale peu de qq. cell. totale regene- totale

P.A. de P.A. P.T. en rat imP.T. en
P.N. et place portant place

tige
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a) Action da Physex: 20 x 150 U.I.

1. Animaux utilises (tableau 14). — Sur six femelles hypophysectomisees
traitees par 20 fois 150 U.I. de Physex, trois (femelles 342, 346, 351) peuvent etre
considerees comme presentaut une reaction caraeteristique, une (femelle 378) voit
les resultats compliques par la presence d'un adenome surrenalien, une autre
(femelle 347) a presente une regeneration importante de l'hypophyse, enfln une
derniere (femelle 348) malade a presente en fin de traitement une chute des 17-CS.
Bien qu'elle se soit moderement masculinisee et que Thistologie montre des ovaires
crinogenes, on ne peul pas en tenir compte du point de vue melabolites urinaires.

2. Reactions morphologiques et histologiques. — Chez les trois femelles (342,
346, 351), representant Taction typique du Physex ä 150 U.I., les resultats sont
les suivants:

La masculinisation se developpe bien (tres importante chez les femelles 351
et 342) des la sixieme et septieme injection on les eminences blanches deviennent
visibles. Apres 9 a 10 injections, elles se detachent pour former de petits crochets
alteignant 1,5 a 2 min ä Tautopsie.

Les mamelons reagissent peu (2,5 ä 4 mm), ils restent assez petits et flasques.
(En presence de l'hypophyse en place ou de reliquats hypophvsaires, ils reagissent
en general tres fortement.)

Les ovaires sont en general petits (femelle 342: 95 mg, 23,4%); femelle 346:
65 mg, 12,9%; femelle 351: 90 mg, 15%). Les index nucleaires sont faibles, soit
12,3, 16,2 et 17,3 pour les femelles 342, 346 et 351. L'accoutumance est presque
complete. Ces ovaires renferment des follicules III moyens ou petits en croissance,
pas de meroxanthosomes (un petit chez la femelle 342). Ils sont fortement
crinogenes.

Le tractus genital ne reagit pas de fagon uniforme, car il est tres sensible aux
differents facteurs hormonaux (cestrogenes, androgenes, progesterone), ainsi qu'ä
leur rapport d'intensile. Aussi observe-t-on chez les femelles 342 et 351 un vagin
ferine, lout au cours du traitement, en procestre plus ou moins physiologique
au moment de Tautopsie (mucification). Les cornes uterines sont au Stade ä peu
pres correspondant: elles sont moyennes, arrondies, avec oedeme chez la femelle
342, petites et plates, mais bien vascularisees chez !a femelle 351. Par cont.re,
chez la femelle 346, le vagin s'ouvre entre les douzieme et dix-septieme injections.
A Tautopsie, il est en metoestre atypique, avec des leucocytes. Les cornes uterines
sont moyennes, plates et hyperemiees.

Les surrenales de ces animaux ont nettement regresse (femelle 342: 132 mg,
32,6%; femelle 346: 196 mg, 38,8%; femelle 351: 261 mg, 43,5%).

3. Metabolites des androgenes. 17-CS (figure 8). — Pour ces trois animaux la
reaction caraeteristique de la masculinisation a pu etre observee beaucoup plus
facilement que chez les femelles normales. L'hypophysectomie abaissant fortement
le taux des 17-CS urinaires, les variations ulterieures sont beaucoup mieux visibles.
La courbe d'elimination de la fraction A presente les caracteristiques suivantes:

Chute des 17-CS consecutive a Thypophysectomie. En dix jours, le taux passe
de 358 ± 8 pg/24 heures (moyenne des trois animaux) ä 211 ± 31 p.g/24 heures.

Cette chute qui continue chez Tanimal non traite, est enrayee des les premieres
injections de Physex. Le taux remonte, et on atteint un maximum d'elimination
apres 7 a 8 injections, e'est-a-dire au moment oil la masculinisation se developpe.
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Les maxima sont respectivement de 274 et 290 pg/24 heures pour les femelles
346et351. Lafemelle342 priisenteunmaximum ä peineesquisse (199 p.g/24 heures),
il est possible qu'il soit situe un peu avant ou un peu apres la neuvieme injection.

Enfin, la courbe se termine par une lente chute vers des taux tres faibles
(151 it 18 pg/24 heures: moyenne des trois animaux). Cette chute correspond
sans doute ä un etat d'accoutumance aux gonadotropes injectes, tel que l'etat des

ova ires le revele.

y/24 H.

Fie

5

8.

Elimination des 17-CS de cobayes femelles hypophysectomisees
et traitees par le Physex (20 x 150 U.I.).

Restent a examiner les deux femelles hypophysectomisees traitees: 347 et
378 presentant, la premiere un rcgenerat hypophysaire, la seconde un petit ade-
nome surrenalien.

Femelle 347 ä regenerat hypophysaire:
La masculinisation n'a pas ete entravee par cette anomalie, mais les mamelons

onl fortement reagi, ils sont turgescents et mesurent environ 5 mm.
Les ovaires ont une taille moyenne (302 mg, 54,9%). Iis renferment de nom-

breux meroxanthosomes et des follicules prelutei'niques. L'index nucleaire est bas
(13,6). L'accoutumance incomplete.

Le vagin s'ouvre des la quinzieme injection, il est encore ouvert ä l'autopsie,
oil l'on observe une hvpermucification sans leucocytes. Ce rut prolonge confirme
bien l'existence d'un reliquat hypophysaire.

Les cornes uterines sont grosses et bien vascularities. Les surrenales sont
grosses (332 mg, 69,5%).

La regeneration de trois quarts d'hypophyse bien differenciee est une
anomalie peu courante. Nous n'avons pas un reliquat, car 1'hypophvse entiere avait
ete prelevee ä l'operation et conservee.

Le diagramme des 17-CS (figure 9) est d'abord normal, e'est-a-dire chute
apres hypophysectomie (de 322 ä 210 pg/24 heures). Les injections provoquent
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une remonttie (280 pg/24 lieures ä la huitieme injection). A ce moment, au lieu
d'un maximum, on observe une montee continue. Le taux se stabilise ou baisse
Itigereinent a la fin du traitement (400 a 426 pg/24 lieures). 11 est vraisemblahle
que la masculinisation et la regeneration de l'hypophyse se succedent, el qu'elles
se traduisent par ce diagramme.

Fig. 9.

Elimination des 17-CS de cobaye l'emelle hypophysectomisee
et traitee par le Physex avec regendrat hypophysaire

(femelle 347, 20 x 150 U.I.).

Femelle 378 ä adenome surrenalien:
Morphologiquement, on peut dire que cette femelle ressemble beaucoup a la

precedente:
La masculinisation est tres nette (crochets d'environ 2 mm), les mamelons

n'ont pas reagi (absence de reliquat hypophysaire).
Cependant, les ovaires sont enormes (515 mg, f-0,3%). Iis contiennent de

nombreuses formations: mdroxanthosomes, follicules petits, moyens et prelutei-
niques. Iis sont mal accoutumes, l'index est bas (11,7).

Le vagin qui ne s'est pas ouvert au cours du traitement est hypermucifie,
les cornes uterines grosses et frangees representent un prooeestre sans Oedeme

Les surrdnales sont petites (176 mg, 30,7%), mais l'une d'elle contient un petit
adenome: or on sait que ce tissu pathologique est capable de secreter des Steroides,
et en particular des androgenes.

Le diagramme des 17-CS (figure 10) est comparable a celui de la femelle 347.
Cependant, on note deux maxima: Tun apres neuf injections ä 431 pg 24 heures,
correspond sans doute ä la masculinisation, l'autre en fin de traitement ä 576 pg/
24 heures, en relation probable avec cette formation surrenalienne. En effet. ce
taux eleve de 17-CS est anormal eliez une femelle hypophysectomisee, meine
traitee au Physex.

b) Action du Physex: 20 x 40 U.I.
1. Animaux utilises. — Deux femelles hypophysectomisees ont tile traitees

par 20 x 40 U.l. de Physex (femelle 365 et femelle 370). Dans le tableau 15, on
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Irouve les principals donnees concernant lc poids, l'ägc, les cycles el la valeur
de riiypophysectomie.

Fig. 10.

Elimination des 17-CS de cobaye femelle hypophysectomisee
et traitee par le Physex avec adenome surrenalicn (femelle 378, 20 x 150 U.I.).

Taiii.eau 15.

Fernelles hypophyseclomisees traitees au Physex 20x40 U.I.
0.1 U.I.jg de poids du corps).

Numfiro de l'animal ¥ 305 ¥ 370

Poids a

riivpophvsectomie
la lre injection
l'antopsie

390 g
430 g
460 g

380 g
320 g
405 g

.Ige 17 sem. 20 sem.

Cycle
duree dn dernier
jonr de l'operation le
lre injection apres hypophy-
sectomie le

valeur de rhvpopliysectomie

17 j.
13« j.

7e j.
faible reliquat

de pars tuberalis

20 j.
'*e j.

7e j-
faible reliquat

de pars tuberalis
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2. Reactions morphologiques et histologiques. —- La masculinisalion s'est tics
bien developpee. Elle debute des la huitieme injection, moment oil les eminences
blanches deviennent visibles. Puis elles se dctachent entre la neuvieine et la dou-
zifeme injection pour donner des la seizieme injection de petits crochets qui
atteignent 1,5 a 1,7 mm. On note meine quelques odontoides cliez ces deux femelles.
La masculinisation est cependant un peu plus faible qu'avec 150 U.l. Les mamelons
ne reagissent pas, its restent flasques (2,5 ä 3,5 mm).

0 5 10 15 20

Fig. II.
Elimination des 17-CS de cobayes femelles hypophysectomisees

et traitees par le Physex (20x40 U.I.).

Les ovaires sont de poids moyen (140 mg, 30,4%) chez la femelle 365, l'index
est remonte ä 18,5, ce qui correspond ä une accoutumance presque complete. II
v a beaucoup de follicules III moyens, mais pas de meroxanthosomes. Ces ovaires
sont hepatoses et crinogenes. Chez la femelle 370, les ovaires sont petits (87 mg,
21,5%), l'index est egalement bas (24,1), l'accoutumance presque complete. On
note egalement beaucoup de follicules 111 jeunes et moyens, mais pas de meroxan-
thosome. Ces ovaires sont crinogenes.

Dans les deux cas, a 1'autopsie, le vagin est ferme et presente une hypermuci-
fication caracteristique des femelles masculinisees.

Les cornes uterines sont petites ä moyennes, mais bien vascularities. Les
surrenales ont bien regresse par suite de l'hypophysectomie (femelle 365: 205 mg,
44,1%; femelle 370: 182 mg, 45%).

3. Metabolites des androgenes. 17-CS, fraction A (figure 11). — Chez ces deux
animaux, les variations de l'elimination des 17-CS neutres (fraction A) sont
caracteristiques de la masculinisation. Tout d'abord l'hypophysectomie provoque
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un elfondrement rapide des 17-CS. Le taux nioyen normal (300 ä 400 u.g/24 heures)
tombe a 153 pg/24 henres pour la femelle 365 e* 208 p.g/24 heures pour la
femelle 370.

Le traitement aux gonadotropes provoque une rapide remontee jusqu'a un
maximum qui se situe exactement au moment oil la masculinisation se developpe
(436 p.g/24 heures apres 8 injections chez la femelle 365; 320 p.g/24 heures apres
7 injections chez la femelle 370). Enfin, une chute reguliere, jusqu'a la fin du
traitement, constitue la derniere partie de la courbe. L'accoutumance aux hormones
gonadotropes (puisqu'il s'agit d'animaux pratiquement accoutumes) entraine un
blocage dans l'elirnination des 17-CS, apres une vingtaine d'injections (118 jzg/
24 heures chez la femelle 365, 83 p.g/24 heures chez la femelle 370).

c) Action du Phi/sex: 20 X 10 U.I.

1. Animaux utilises. — Trois jeunes femelles (P51, P57 et P62), d'environ
18 semaines, ont ete hypophysectomisees puis traitees au Physex ä raison de 10

U.I. par jour. Les indications concernant ces trois animaux sont, consignees dans
le tableau 16.

Tableau 16.

Femelles hypophysectomisees traitees au Physex 20 X 10 U.I.
(0,02 U.I. Ig de poids du corps).

NumtTo lie r.'ininial ¥ I> 51 S 1' 57 1' 67

Poids ä

Lhypophysectoniie
la lre injection
l'autopsie

455 g
450 g
515 g

440 g
500 g
585 g

400 g
500 g
590 g

Age 18 sem. 18 sem.

Cycle
duree du dernier
jour de l'operation
lre injection apres
hypophysectomie le

valeur de

l'hypophysectomie

18 j.
13« j.

12« j.

pas de reliquat

16 j.
9ej.

9ej.

pas de reliquat

18 j.
14« j.

l-e j-

pas de reliquat

11 est ä noter que ces animaux ont ete nourris avec un melange qui a provoque
quelques modifications quantitatives dans la courbe de poids et des 17-CS. La
premiere est modifiee en ce sens que les animaux grossissent beaucoup plus vite
que les autres, et qu'ils augmentent de poids apres hypophysectomie (tableau 16).
Les 17-CS, au contraire, presentent des taux beaucoup plus faibles que ceux gene-
ralement observes. Cependant, un temoin hypophysectomise (P58) nous a montre
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une reaction parfaitement normale, compte tenu de ce faible taux. On pent done
considcrer ces courbes dn point de vue qualitatif sans tenir compte des valenrs
absolues.

2. Jieactions morphologiqu.es el hislologiques. — La dose de 10 IM. par jour
de Physex est une dose tres faible. On est ä la limite de reaction et los variations
individuelles sont parliculierement sensibles. La masculinisation est faible. Les
eminences blanches du clitoris deviennent visibles apres 8 a 10 injections. Apres
20 injections, on observe de petits crochets de 1,5 ii 2 mm et quelques fois un debut
d'odontoi'des (femelle P57). Cette faible masculinisation n'est pas en relation uvec
la nourriture, mais uniquement aver la dose de Physex injeclee, d'autres animaux
nourris normalement ayant presente la meme reaction.

f/ 24 H.

Fig. ic.
Elimination des 17-CS de cobayes femelles hypophysectomisees

et traitees par le Physex (20 X 10 U.I.).

11 n'y a pas de feminisation accompagnaul la masiulinisation. Lcs inamclons
n'ont pas rtiagi (2 a li mm). Le vagin est. reste ferine, il est en dioestre ii I'autopsie.

I.es ovaires sont chez ces trois femelles tres petits (34 ä 37 mg, soit 5,8 ä

0,6%). lis sont atresies, il y a en general beaucoup de jeunes follicules III. L'in-
dex est remonte (00,6 ä 33.4). Le tissu theco-interstitiel renferme des lipides,
caracteristiques d'une accoutumance quasi complete. On note un corps jaune
persistant chez la femelle P57. Les cornes uterines sont aplasiees, filiformes, mais
duns les trois cas, bien vaseularisees.

Enfin, les surriinales ont bien regresse: femelle Pol: 105 mg, 20,9°o; P57 :

237 mg, 40,5%; P62: 212 mg, 36°0.

3. Metabolites des androgenes. 17-CS, fraction A (figure 12). — Les dosages ont
etc aflectes dans leur precision par une nourriture mal adaptee. Les taux moyens
de 17-CS sont fortement abaisses. dependant, on note pour les femelles P51 et
P62 une chute caracteristique due a fhypophysectomie. Chez la premiere, le taux
etait de 90 p.g/24 heures avant l'operation. 11 tombe a 51 p.g/24 heures apres 8 jours
d'hypophysectomie, puis a 35 p.g/24 heures apres 12 jours. Chez la seconde, il
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passe de 220 ^ 32 [zg/24 lieures ä 108 p.g/24 lieures apres 10 jours. On voit done

que les animaux reagissent, normalement et que les resultats peuvent etre eonsi-
deres coimne valables.

Chez les femelies P51 et P57, les injections de Physex sont sans effet sur
les metabolites des androgenes jusqu'ä concurrence de 7 ä 9 injections. La chute
amorcee par l'hypophysectomie continue. On observe un faible maximum (69
a 74 p.g/24 heures) qui n'atteint meme pas le taux normal. Cette valeur se rnain-
tient avec de nombreuses fluctuations jusqu'ä l'autopsie (femelle P57) ou bien
diminue lentement (femelle P51). La femelle P62 reagit un peu difieremment.
Apres 6 injections, on atleint un maximum ä 142 p.g/24 heures. Ce maximum ne
correspond pas ä la masculinisation coinme cliez les deux animaux precedents.
Le taux reste ensuite faible jusqu'ä l'autopsie.

En resume, on peut dire que les doses quotidiennes de 10 U.I. de Physex
sur femelles hypophvsectomisees ne provoquent pas un effet spectaculaire
de masculinisation accompagne d'une forte niontee des 17-CS. Les variations
individuelles sont de plus tres marquees.

Conclusions concernant les jernclles hypophysectomisees traitees an Physex:

Ici, comme pour les femelles entieres, la dose de 40 U.I. par jour
pendant trois semaines est la mieux adaptee. On note ainsi une masculinisation
nette des la huitierne ä dixieme injection. En fin de traitement, les ovaires

sont fortement crinogenes; on note egalement une reaction de feminisation

(hypermucification) an niveau du vagin. Enfin, la courbe des 17-CS est

earacterisee par un maximum d'elimination au moment meme on la
masculinisation se developpe. Tous ces resultats sont eonfirmes et precises par
T etude de Taction du Physex sur des femelles surrenalectomisees.

C. Femelles surrenalectomisees.

Action du Physex: 40 U.I. par jour.
1. Animaux utilises. — Trois jeunes femelles (136, 137 el 141) de 365 ä 385 g

onl ete operees d'abord ä droite selon la technique habituelle, puis 51 ä 56 jours
apres, du cöte gauche. Ces animaux pesaient alors 475 ä 540 g.

Aotons aussi que 4 a 5 jours avant la surrenalectomie gauche, les animaux
rejoivent leur premiere injection d'aldosterone (10 y.g) et cortisone (30 (ag) dans
2 ml d'eau phvsiologique. Ce traitement sera poursuivi quotidiennement jusqu'ä
l'autopsie de l'animal. En plus, des la seconde operation, le traitement est complete
par une injection de 2 ml de glucose ä 10% et de 40 U.I. de Physex. La femelle 141
a reiju 19 injections de Physex, la femelle 136, 15 injections, et la femelle 137,
14 seulement.

2. Resultats morphologiques el histologiques. — Ces trois animaux reagissent
exactement de la meme fagon. La masculinisation se developpe normalement, des
la sixieme ä huitierne injection, les eminences blanches du clitoris sont visibles,
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les crochets sc detachent des la dixieme injection. A l'autopsie, ils mesurent 1 a
2 mm; on observe quelques odontoi'des chez la femelle 141, qui a regu 19 injections
de Physex.

Les mamelons sont gros et turgesccnts (3,5 a 5,5 mm). Les ovaires sont movens
a gros (femelle 136: 185 nig, 46%: femelle 137: 160 nig, 31,5%; femelle 141:
85 mg, 21,2%). Histologiquenient, ils sont forlement hepatoses, Ires crinogenes.
Apres 19 injections de Physex (femelle 141), il y a accoutumance.

Le vagin est peu stratifie, assez mucifie avec quelques leucocytes. Les cornes
uterines sont grosses, bien vascularisees avec fibrose.

Xotons aussi qu'en fin de traitement, ces aniniaux presentent des troubles
metaboliques importants (surtout hydromineraux) et que nous avons du les
chloroformer des l'apparition de la paralysie caracteristique des inembres postu-
rieurs et de l'arriere-train qui est survenue plus ou moins precocement dans les
trois cas.

Tablf.au 17.

Cubayc femelle surrena/ectomisee et traitee par 19X-/0 V.l. (le Physex.

Femelle 141.

Remarques
Ac. Klucu-

ronique
conjuKuc
udq/i'i li.

Krac-
1 ion
A U

1 1-
OHK

17-CS

11-
OHA

IJ-Q ll.

11-
COK

11-
eo.Y

1

1

1

E.'PA

Avant
2de surrenalectomie 1,09 153 40 '|0 55 traces traces

1,48 236 55 75 55 traces traces
Apres

'Ide surrenalectomie
5e injection 1.00 — 0 0 0 0 35
7e injection 0.62 — 0 0 0 45
9e injection 0,45 — 0 0 0 0 35

12e injection 1.11 — 0 0 0 0 35
14® injection 0.99 — 0 0 0 0 25
17® injection 0,53 U 0 0 0 t races

3. Metabolites des androgenes. 17-CS. — Les 17-CS n'ont malheureusement pu
etre doses regulierement que chez une femelle (femelle 141). Lne seule mesure a

pu etre effectuee chez la femelle 136. La femelle 137 n'a pu etre dosee. Cependant,
vu la bonne concordance des resultats morphologiques et histologiques observes
chez cez trois animaux, on peut considerer que la femelle 141 represente bien la
reaction typique des animaux surrenalectomises traites par les gonadotropes
(tableau 17). De plus, ces resultats correspondent quantitativement avec ceux
observes, apres le meine traitement. chez des femelles hypophysectomisees ou
normales.

Ici, il s'agit d'une masculinisation purement ovarienne, les 17-CS trouves
proviennent done uniquement de l'ovaire.
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Apres l'ablation de la seconde surrenale, le taux des 17-CS n'est plus mesu-
rahle quantitativement, il faut recourir ä la Chromatographie sur papier. Chez les
feinelles temoins, on n'observe plus aucun 17-CS en l'absence des deux surrenales.
Apres injection de Physex, on voit apparaitre des la cinquieme injection (peut-etre
meme avant), c'est-a-dire bien avant le debut de la masculinisation, une tache
importante d'etiocholanolone/epiandrosterone (environ 35 pg/24 heures). Le
maximum d'elirnination de ce Steroide s'observe aux environs de la septieme
injection (45 pg/24 heures), puis ce taux baisse lentement et apres 17 injections,
il n'y en a plus que des traces. Ceci correspond ä une accoutumance aux gonado-
tropes exogenes.

Chez la fernelle 136, une analyse effectuee a la neuvieme injection de Physex
montre egalement la presence de l'etiocholanolone/epiandrosterone (15 pg/
24 heures) et environ 5 pg/24 heures de 11-hydroxyetiocholanolone.

D'apres ce que nous savons sur le metabolisme des androgenes chez le

cobaye, on peut emettre l'hypothese selon laquelle le precurseur actif,
cause de la masculinisation, pourrait etre la testosterone synthetisee par
le tissu crinogene Ovarien. En eflet, la testosterone administree ä un male

surrenalectomise se metabolise surtout en etiocbolanolone/epiandrosterone.

D. Femelles castrees sans masculinisation.

Afin de demontrer le röle essentiel de l'ovaire, lors de la masculinisation,
nous avons traite des femelles castrees par du Physex et dose les metabolites
urinaires.

Examinons d'abord brievement ce qui se passe chez la femelle castree

sans traitement. Dans ce but, trois femelles adultes (500 ä 600 g) ont ete

castrees et utilisees comme temoins. Ces operations ont ete controlees par
l'absence complete d'ouverture vaginale et ä l'autopsie par l'absence de

reliquats ovariens et un tractus genital fortement regresse. L'une
(femelle 381) a ete suivie pendant six semaines apres l'operation, deux
autres (femelle P84 et P87) pendant vingt-six semaines afin de voir si ä

la longue rien ne se passait. Les resultats sont negatifs, c'est-ä-dire que les

taux quotidiens d'elirnination 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 dioeestre.

Voici les resultats obtenus concernant les fractions A:

Femelle 381: Deux ruts espaces de 17 jours ont ete 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
ä differents moments du cycle). La valeur moyenne obtenue apres castration est
de 374 pg/24 heures; les fluctuations de ± 72 pg (5 mesures reparties sur
six semaines).
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Fenielle P87 : Un rut a etii suivi avant la castration, montrant un maximum
ä 370 g.g/24 lieures. Le taux moyen de repos est de 240 pg/24 tieures, avec des
variations atteignant ^ 39 pg (3 inesures a dilTerenls moments du cycle). Apres
castration, le taux moyen est de 210 pg/24 lieures avec des erarts maxima de

137 pg (8 mesures reparties sur 26 semaines).
Femelle P84: Cetle femelle n'a pas ete suivie avant l'operation. Le taux

moyen apres castration s'eleve ä 171 pg/24 lieures avec des ecarts maxima de

_ 85 pg (8 mesures reparties sur 26 semaines).

Ces trois animaux ont ete egalement etudies par Chromatographie sur
papier. Comme nous l'avons vu precedemment. la femelle normale elimine

peu ou pas du tout de 17-CS occupant la position de l'etiocholanolone/epi-
androsterone. Au contraire, cette tache est assez importante chez la femelle

castree. Ainsi. apres deux ä trois semaines de castration, le diagramme
d'une femelle est assez voisin de celui d'un male normal. Voici comment
so repartissent les dilTerents 17-CS chez la femelle castree:

11-ß-hydroxy-etiocholanolone \ parties
11-ß-hydroxy-androsterone 1 »

11-ceto-etiocholanolone 2 »

11-ceto-androsterone 1 »

Etiocholanolone ou epiandrosterone I »

(Movenne faite sur les trois femelies par Chromatographie de 25

fractions A dosees.)

Cette constatation est importante, car nous avons indique precedemment

que l'ovaire d'une femelle masculinisee en l'ahsence de surrenales

jouait apparemment un role analogue ä celui du testicule du male surre-
nalectomise, c'est-ä-dire que ces deux organes etaient capables de synthe-
tiser un ou des Steroides elimines dans Purine sous forme d'etiocholanolone

ou epiandrosterone. II semble qu'inversement, la surrenale en l'absence

d'ovaires puisse realiser les memes processus de transformation, qu'elle ne

parait pas effectuer dans les conditions normales. Ceci montre qu'il faut etre

extremement prudent lorsqu'on tire des conclusions ä partir d'observations
faites sur des animaux entiers. Dans ces dernieres conditions, on ne peut
plus affirmer ä priori si tel ou tel Steroide provient des gonades ou des

surrenales.

Examinons maintenant ce qui se passe chez la femelle castree traitee
au Phvsex. Notons d'emblee. 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 castree.
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I)eux femelles adultes (383, 384) ont etc castrees ä 425, ä 450 g, puis traitees
au Pliysex (20 x 150 U.I.) un mois environ apres l'operalion. On ne note aueune
masculinisation, l'elimination des 17-CS contrölee tout.es les 72 heures, oseille
autour d'une valeur moyenne, comme pour les femelles castrees non traitees.

Voici les resultats obtenus concernant les fractions A:
Femelle 383: Avant castration, cet animal a ete suivi au cours de deux ruts

espaces de 16 jours. Les maxima observes d'elevent successivement ä 705 et
469 pg/24 heures. Le taux moyen normal est de 279 pg/24 heures, avec des variations

de ± 25 pg. Apres 24 jours de castration, le taux est ä 388 pg/24 heures.
La valeur moyenne obtenue pendant le traitement au Pliysex est de 309 pg
24 heures, les (luctuations de ^ 77 pg (7 mesures portant sur 3 semaines).

Femelle 384: le taux observe apres 33 jours de castration est de 324 t: 14 pg/
24 heures. La valeur moyenne obtenue au cours du traitement au Pliysex est
de 280 pg/24 heures avec des ecarts maxima de 83 pg (7 mesures portant sur
3 semaines).

Discussion.

T)e ces differentes series de resultats, on peut tirer les conclusions

generates suivantes:

1. La dose de 40 U.I. de Phvsex par jour pendant 20 jours (soit environ
0,1 U.I. par gramme de poids du corps) semble la mieux adaptce ä

l'etude des phenomenes de masculinisation du cobaye femelle. Apres

hypophysectomie, dans les conditions decrites plus haut, on arrive ä

obtenir des ovaires renfermant du tissu crinogene presque pur. C'est ä

ce tissu que Ton peut attribuer la secretion d'androgenes en l'absence des

surrenales. Ce qui confirme les recherches de K. Ponse sur le Rat.

2. Dans ces conditions (surrenalectomie), la masculinisation se developpe

bien, en general, des la huitieme injection. Kile est accompagnee d'une

montee caracteristiquc des 17-CS urinaires, metabolites des androgenes.
Chez la femelle normale, oil hypophysectomisee, il est difficile de dis-

tinguer ce qui, au maximum d'elimination des 17-CS, provient de

l'ovaire ou de la surrenale.

3. Chez la femelle surrenalectomisee, qui n'elimine pratiquement plus de

17-CS (la totalite des urines de 24 heures ne revele aucune tache

Zimmermann positive), on assiste lors du traitement virilisant ä l'apparition
de l'etiocholanolone ou epiandrosterone des la quatrieme injection avec

un maximum ä la sixieme (45 p.g/24 heures). II en persiste une certaine

quantitq pendant plus de la moitie du traitement. On observe egalement
des traces de 11-ß-hydroxy-etiocholanolone comme chez le male surre-
nalectomise. Ici. nous avons la prenve de l'origine ovarienne de ces
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Steroides. La femelle surrenaleetomisee qui se masculinise präsente une
elimination de 17-CS comparable a celle d'un male surrenalectomise
dont les testicules fonctionnent encore normalement. En se referant
aux donnees du metabolisme de la testosterone chez le cobaye, on pent
dire qu'il apparait tres vraisemblable que cette derniere est responsable

de la masculinisation d'une part, de l'elimination de l'etiocho-
lanolone ou epiandrosterone et de la 11-ß-hydroxy-etiocholanolone
d'autre part.

4. Les temelles castrees traitees par le Physex ne presentent aucune mas¬

culinisation et pas de ehangement dans l'elimination urinaire des 17-CS.

L'ovaire est im rouage essentiel dans le mecanisme de la masculinisation.
Vraisemblablement, les gonadotropines exagerent ou rendent possible
une secretion androgene.

SUMMARY

A short study ot 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 ll-oxy-17-ketosteroids
most likely derive from the adrenal glands. Etiocholanolone or epiandrosterone
come from the gonads.

Ry means of adrenalectomy, the fundamental role of the adrenal cortex, as
well as the less important part played 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
suppressed. 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-
phj-sectomized 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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