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Si la majorité des Vertébrés réagissent aux stéroides isolés des tissus des Mammiferes, leur
présence restait hypothétique chez les Poissons, les Amphibiens, les Reptiles et les Oiseaux. Depuis
quelques années, un grand nombre de chercheurs ont abordé ce probléme et les récentes recherches
biochimiques résumées ici démontrent que les hormones du tissu interrénal et des gonades sont
des stéroides chez les Vertébrés inférieurs comme chez les Mammiféres. L’isolement d’hormones
stéroides, chez les Vertébrés inférieurs, représente une voie récente de recherche en Endocrinologie
comparée et ce mémoire expose l'état présent de la question.
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Nomenclature systématique et noms usuels des stéroides cités dans ce travail

Nomenclature systématique Noms usuels
prégna-5-éne-3f3-ol-20-one prégnénolone
prégna-5-éne-3(3, 17x-diol-20-one 170-hydroxyprégnénolone
prégna-4-¢éne-3,20-dione progestérone
prégna-4-éne-17a-0l-3,20-dione 17a-hydroxyprogestérone
prégna-4-éne-208-ol-3-one 20B-hydroxyprégna-4-éne-3-one
prégna-4-éne-21-0l-3,20-dione désoxycorticostérone
prégna-4-éne-21,113-diol-3,20-dione corticostérone
prégna-4-éne-21-0l-3,11-20-trione 11-déshydrocorticostérone
prégna-4-éne-11(3, 17,21-triol-3,20-dione cortisol
prégna-4-éne-17,21-diol-3, 11,20-trione cortisone
prégna-4-éne-1183, 21-diol-18-al-3,20-dione aldostérone
androsta-4-¢ne-1783-0l-3-one testostérone
androsta-4-éne-3,17-dione androsténedione
androsta-5-¢ne-3{3-ol-17-one déhydroépiandrostérone
androsta-4-éne-3,11, 17-trione 11-cétoandrosténedione
cestra-1,3,5(10)-triene-3-0l-17-one cestrone
aestra-1,3,5(10)-triene-3,1783-diol aestradiol-173
cestra-1,3,5(10)-triéne-3,17x-diol cestradiol-17a
cestra-1,3,5(10)-tricne-3,16ax, 1783-triol h cestriol
cestra-1,3,5(10)-triéne-3,160, 173-triol : 16-épi-cestriol
astra-1,3,5(10)-triéne-3,6 o, 17@-triol ‘ 6o-hydroxycestradiol-178
cestra-1,3,5(10)-triéne-3,17(3-0l-16-one 16-cétoacstradiol-173

A. — CORTICOSTEROIDES.

(tableau 1)

Poissons

Jusqu’en 1954, la présence de corticostéroides chez les Vertébrés inférieurs restait hypothétique.
HATEY (1954) montra pour la premiére fois que des extraits plasmatiques du Saumon, Salmo salar
possédaient une activité biologique comparable 4 celle des stéroides issus du cortex surrénalien
de Mammiféres. Depuis, la présence de corticostéroides fut recherchée systématiquement dans le
plasma des Poissons : chez les Cyclostomes (CHESTER JONES et PHILLIPS, 1960 ; LELOUP-HATEY,
1964 ; PHILLIPS et al., 1962), chez les Elasmobranches (PHILLIPS, 1959 ; LELOUP-HATEY, 1964 ;
CHESTER JONES et PHILLIPS, 1960 ; CHESTER JONES et al., 1959), chez les Téléostéens (PHILLIPS,
1959 ; LELOUP-HATEY, 1964 ; CHESTER JONES et al., 1959 ; BONDY et al., 1957 ; SCHMIDT et IDLER,
1962 ; IDLER et al., 1959 ; PHILLIPS et al., 1959 ; HIANE et ROBERTSON, 1959), enfin chez les Dipneustes
(PHILLIPS et CHESTER JONES, 1957 ; LELOUP-HATEY, 1964).

D’excellentes revues récapitulent ’ensemble de ces travaux (HOLMES et al., 1963 ; PHILLIPS et
BELLAMY, 1963 ; LELOUP-HATEY, 1964 ; GOTTFRIED, 1964). Dans presque toutes les espéces étu-
diées, le cortisol est présent dans le plasma ; la corticostérone et la cortisone n’ont été dosées que
dans le plasma de quelques espéces. La présence d’aldostérone n’a jamais été démontrée formelle-
ment chez un Poisson. Il est nécessaire de remarquer que les critéres utilisés pour I'identification
des corticostéroides plasmatiques (migration chromatographique et réactions colorées principale-
ment) sont souvent insuffisants. IDLER et ses collaborateurs ont réalisé I’étude la plus compléte
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du point de vue chimique des corticostéroides présents dans le plasma d’un Poisson Téléostéen
Oncorhynchus nerka. Ils identifierent par de nombreux critéres chimiques le cortisol, la cortisone,
la corticostérone, le 11-désoxycorticostérone, la 17a-hydroxyprogestérone, la 20B, 17a-hydroxy-
pregn-4-éne-3-one et I'adrénostérone ; lorsque les quantités d’hormones étaient suffisantes, ces com-
posés furent identifiés par spectrographie infrarouge (IDLER et al., 1959 ; IDLER et al., 1960 a;
IDLER et al., 1960 b). D'autre part, ils étudiérent les variations de la concentration plasmatique
de ces hormones au cours de la vie sexuelle (SCHMIDT et IDLER, 1962). La ri-désoxycorticostérone
est présente en trés grande quantité dans le sperme du Chien de mer, Squalus acanthias (SIMPSON
et al., 1963 a). La présence de corticostéroides d’origine testiculaire sera discutée plus loin.

TABLEAU I

Corticostéroides isolés du plasma des Vertébrés inférieurs et les Oiseaux

Espéces Cortisol Corticostérone Cortisone Aldostérone Références
Poissons
Cyclostomes ............ + +.a 1,2,3
Elasmobranches. . ....... + a 2,3,4,5
Téléostéens . ............ + +a +-° +85(?) 2, 4,5,6,7,
8, 9, 10, 1
Dipneustes . ............ + 9 11
Amphibiens
Urodéles ............... + + 5
Anoures ............... +(2) + +c¢ 2,11, 12
Reptiles + -+ 11
Oiseaux +e + +a 11, 18

a : hormone dont la présence n’a pas été démontrée dans toutes les espéces étudiées.
b : uniquement chez Oncorhynchus nerka (8,9) et chez Anguilla anguilla (2).

by : uniquement chez Oncorhynchus nerka (9).

¢ : uniquement chez Bufo marinus (12).

d : uniquement chez Gallus domesticus (11).

1. CIESTER JONES et PHILLIPS (1960) ; 2. LELOUP-HATEY (1964) ; 3. PHILLIPS et al. (1962) ; 4. PHILLIPS (1959);
5. CHESTER JONES et al. (1959); 6. BONDY et al. (1957); 7. SCHMIDT et IDLER (1962); 8. IDLER et al. (1959);
9. PriLvirs et al. (1959) ; 10. HANE et ROBERSTON (1959); 11. PHILLIPS et CHESTER JONES (1937) ;
12. CRABBE (1961) ; 13. NAGRA et al. (1960).

Amphibiens

Dans leur travail de 1957, PHILLIPS et CHESTER JONES signalent la présence de cortisol dans le
sang veineux surrénalien de Xenopus laevis. Le cortisol et la corticostérone ont été trouvés dans le
plasma des méles et des femelles d’une Salamandre Amphiuma tridactyla (CHESTER JONES et al.,
1959). CRABBE (1961) isola la corticostérone et I'adlostérone dans le plasma de Bufo marinus. 1l
faut aussi signaler les travaux de DALE (1962), qui étudiant I'excrétion des larves de Rana pipiens
identifia des corticostéroides dans I'eau d’élevage. La cortisone et le cortisol sont aussi des produits
d’excrétion des adultes de Xenopus laevis et de Bufo bufo (PESONEN et RAPOLA, 1962). De nom-
breuses preuves indirectes par incubation confirment la sécrétion de corticostéroides par le tissu
interrénal des Amphibiens.
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Reptiles

Le cortisol et la corticostérone ont été dosés aprés injection d’ACTH dans le sang veineux
surrénalien de Natrix natrix (PHILLIPS et CHESTER JONES, 1957). D’autres preuves directes de la
présence de corticostéroides chez les Reptiles ne semblent pas avoir été apportées depuis.

Oiseaux

Toujours dans leurs recherches comparatives de 1957, PHILLIPS et CHESTER JONES signalent
la présence de cortisol et de corticostérone dans le sang veineux surrénalien de Gallus domesticus ;
I'aldostérone apparait aprés injection d’ACTH. NAGRA et al., (1960) n’ont mis en évidence, méme
aprés stimulation par VACTH, que la corticostérone dans le sang périphérique ou surrénalien
de Gallus domesticus, de Phasianus colchicus et de Catheturus.

B. — PROGESTERONE
(tableau 2)

Le corps jaune de 'ovaire des Mammifeéres sécréte principalement de la progestérone ; d’autres
organes endocrines tels que le cortex surrénalien et le testicule contiennent aussi cette hormone
mais elle ne représente probablement, dans ce cas, qu’un intermédiaire dans la synthése des cortico-
stéroides et des androgénes.

TABLEAU 2

Progestérone isolée par chromatographie dans les ovaires
et les lesticules des Vertébrés inférieurs et des Oiseaux

Espéces Source des stéroides Concentration Références
Petromyson marinus ............ ovaire 1
Squalus suckleyl ................ ovaire 2
Torpedo marmorata ............. ovaire 3
Conger conger «................. ovaire 15 pglkg 4
Protopterus annectens. ........... ovaire 68 nglkg 5
Servanus scriba ........ ... ... gonade hermaphrodite 92 uglkg 6
Bufo vuigaris .......... ... ovaire 16 ug/kg 3
Phalaropes sp. ................. ovaire 7
Gallus domesticus .............. ovaire 8
Seyliorhinus stellaris ............ testicule 100 pglkg 9
Squalus acanthias .............. sperme progestérone 80 gu/kg 10
+ prégnénolone 140 pg/kg

Triturus cristatus ............... testicule (zone glandulaire) O]

Bufo vulgaris ......... ... ..., testic. -+ organe de Bidder — 12,3
Phalaropes sp. c...ooooiiiii... testicule — 7

() Incomplétement identifiée.

1. BOTTICELLI et al. (1963) ; 2. WOTIZ et al. (1960) ; 3. CHIIEFFI et LUPO (1963) ; 4. LUPO et CHIEFFI (1963) ;
5. DEAN et CHESTER JONEs (1959) ; 6. Luro et CHIEFFI (1965) ; 7. HOUN (communication personnelle) ;
8. LAYNE et al. (1957); 9. CHIEFFI et Luro (1961 a) ; 10. SIMPSON et al. (1963 a) ; 11. DELLA CORTE
et COSENZA (1965) ; 12. CHIEFFI et LUPO (1961 b).
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1. Progestérone d’origine testiculaire

CHIEFFI et LUPO (1961 @) mirent en évidence pour la premiére fois de la progestérone dans les
testicules d’un Poisson, Scyliorhinus stellaris. Chez un Poisson hermaphrodite, Serranus scriba, ces
mémes auteurs (1965) isolérent de la gonade des androgénes, des cestrogenes et de la progestérone
SIMPSON et al. (1963 @) isolérent du sperme de Squalus acanthias de la progestérone, de la prégnéno-
lone et de la 11-désoxycorticostérone. La présence de stéroide C-21 dans le sperme d’un Poisson
Elasmobranche est remarquable si I'on considere que ces stéroides d’origine testiculaire ne sont pro-
bablement pas uniquement des précurseurs des androgénes. Cependant, la présence de stéroide C-21
du sperme de Squalus acanthias ne doit pas étre considérée comme générale ; aucun stéroide n'a été
extrait du sperme de quatre autres Elasmobranches (SIMPSON et al., 1963 ¢). La 17a-hydroxypro-
gestérone, précurseur immédiat d’origine testiculaire de "androsténedione, est un stéroide du plasma
de Oncorhynchus nerka (IDLER et al., 1959), L’organe de Bidder et le testicule de Bufo vulgaris
contiennent de la progestérone (CHIEFFI et LUPO, 1961 b). Chez les Oiseaux (HOHN, communication
personnelle), la progestérone serait présente dans les testicules de plusieurs especes.

2. Progesiérone d’origine ovarienne

La progestérane @ été isolée des ovaires de Vertébrés inférieurs (tabl. 2). Son importance au
cours de la gestation des Mammiféres suggére immédiatement une relation entre 'acquisition d’une
fonction endocrine par le corps jaune et la reproduction vivipare. Les travaux de BRAGDON et al.
(1954) confirment le réle physiologique de la progestérone dans la gestation d’un Reptile vivipare
Natrix sipedon ; la concentration en progestérone, mesurée par le test de HOOKER FORBES,
0,3-1,0 pg/100 ml de sérum, augmente jusqu’a 8 ygfroo ml en fin de gestation. Cependant, la sécré-
tion de progestérone par le « corps jaune » de Vertébrés vivipares demeure une hypotheése. Quant
& son role endocrinien chez les Vertébrés ovipares, il reste obscur.

C¢. — STEROIDES SEXUELS ANDROGENES ET ESTROGENES

1. Stéroides androgénes

La présence d’hormones androgénes n’a été démontrée que récemment chez les Vertébrés infé-
rieurs. Le tableau 3 résume l'ensemble des travaux actuellement parus.

Des androgénes, principalement la testostérone et l'androsténedione, ont été isolés chez les
Poissons, les Amphibiens et dernitrement chez les Oiseaux. L’identification de stéroides androgénes &
partir du tissu testiculaire nécessite une purification chimique spécifique ; le cholestérol et les lipides
sont des impuretés difficiles & éliminer. Seules la testostérone et la 11-cétotestostérone ont pu étre
isolées sous forme cristalline du plasma de Oncorhynchus nerka (GRAJCER et IDLER, 1961 ;
IDLER et al., 1960 a) puis identifiées par spectrographie infrarouge. Dans la plupart de ces travaux, la
valeur du Rf en chromatographie sur papier est le seul critére d’identification, Chez les Reptiles
et chez les Oiseaux, des androgenes d’origine testiculaire ont été mis en évidence par des tests biolo-
giques (Revue in FORBES, 1961 ; VAN TIENHOVEN, 1961).

2., Stéroides wstrogénes

WEISMAN et al. (1937) démontrérent en utilisant des Mammiféres, que des extraits d’ovaires
de Xiphias gladius possédent une activité biologique cestrogéne. DONAHUE (1941) montra de la
méme fagon que les ovaires de Pseudopleuronectes americanus contenaient de petites quantités
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TABLEAU 3
Hormones stéroides androgénes isolées chez les Vertébrés inférieurs et les Oiseaux
. Source Stércides . . . s
Espéces des stéroides identifiés Concentration | Identification | Références
Poissons
Seyliorhinus . testostérone 50 pgfkg
stellaris testicule androstenedione 70 pglkg chr. 1
androsténedione 2 pg/100 g chr.
aSqu;z}iys sperme androstérone 5 pg/100 g dérivés 2
canthas DHA 2 ug/100 g uv
& 4
Serranus gonade testosterone 5 ugl 65 g chr. 3
seriba hermaphrodite androsténedione 15 pg/ 65 ¢ uv
testostérone-conj. 3 ug/ 65 g
Salmo irideus testicule testostérone — chr. &
Cyprinus carpio testicule testostérone - chr. 4
Oncorhynchus icul . a7 K d?hr', 5
erka testicule testostérone 27 pglkg €rves
" Uy
testostérone
. 7,7 @g/100 ml .
Oncorhynchus sang testostérone- 7.6 ug/100 ml crist. IR 6
nerka glucuronide 12 ugl 10 ml crist. IR 7
11-cétotestostérone u8
Amphibiens
Xeénopus laevis eau é (i Ijzf;ge 17-cétostéroides — chr, 8
Rana pipiens eau (1(31 re\l]z;rage 17-cétostéroides — chr. 9
Qiseaux
Phalaropes sp. testicule androstex}edlone — — 10
testostérone

. chr. : chromatographie ; dérivés : formation de dérivés par des réactions microchimiques ; UV : spectre
ultra-violet ; IR : spectre infrarouge ; crist. : isolé sous forme cristalline.

1. CHIEFFI et LUPO (1961 a) ; 2. SIMPSON et al. (1963 a) ; 3. LUPO et CHIEFFI (1965) ; 4. GALZIGNA (1961);
5. GRAJCER et IDLER (1963) ; 6. GRAJCER et IDLER (1961) ; 7. IDLER et al. (1960 a) ; 8. RAPOLA (1963) ; 9. DATE
(1962) ; 10. HOHN (communication personnelle).




TABLEAU 4

Hormones stéroides estrogénes isolées chez les Vertébrés inférieurs et les Oiseaux

Poissons

Petromyzon
marinus

Squalus suckleyt

Squalus acanthias
Seyliorhinus
cantculus

Seyliorhinus
stellaris

Torpedo

marmorala

Salmo irideus

Cyprinus carpio

Gadus callarias

Conger conger

Serranus scriba

Pratoptems
annectens

Amphibiens

Xenopus laevis

Rana pipiens

Bufo vulgaris

Squalus suckleyi

1
Espéces ‘
;

Source \

Stéroides Concentration | . . s
. i i i
des stéroides ‘ identifiés (nglkg) ! Identification | Références
ey L
] ovaire cestradiol-173 16 ’ chr. 1
cestrone — i
oeufs ovariens cestradiol-173 100 chr. 2
. cestradiol-1783 120 crist. IR 3
ovaire cestrone — crist. IR
ceufs oYariexls cestradiol-178 32 chr. dérivés 4
ovaitre cestrone 3
ovaire oestradlol 478 ‘ 19 chr. dérivés 5
cestrone ! 19
! testicule cestradiol-17(3 l 20 l‘ chr. 6
. estradiol-173 ] 30 ‘ -
ovaire chr. 7
estrone 55
l cestradiol-173 ‘
ovaire cestriol — chr. 8
‘ 16-épi- oestmol>
‘ ovaire ‘ oestradlol '17B ‘ — chr. 8
T — | T T —
‘ ovaire ] oestrad101—17{3 4,8 chr. dérivés 9
‘ cestrone 1,
‘ ] oestradlol 178 -
ovaire cestrone 20 chr. 10
‘ “ cestriol \ 50
l gonade ! cestradiol-1783 ‘ —
| hermaphrodite cestrone 123 chr. 1
I «
| cestriol ’ 430
‘l i oestradlol 17(3 ‘ —
ovaire \ cestrone : 70 chr. 12
l ‘ cestriol l 70
2 | fol-
ovaire cestradiol-17§3 20 ! chr. 13
cestrone \ fluorescence
eau d'élevage ‘ cestradiol-173 — chr. 14
des larves ‘
—_— - — I _ =
organe cestradiol-1703 e ‘
de Bidder cestrone — chr. 15
\ cestriol —
| cestradiol-1783 40
ovaire cestrone 41 chr. 16
cestriol 60 l
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TABLEAU 4 (suite)

j
Source Stéroides Concentration

des stéroides identifiés (ne/ke) Identification | Références

Espéces

Oiseaux

Gallus domesticus cestradiol-17(3 B

ovaire cestrone — chr. 17
adulte !
cestriol —
excrément estradiol-173 — crist. IR 18
estrone — crist. IR 19
urine aestradiol-173 — crist. 20
16-épi-cestriol — crist, pf 21
ovaire gauche
4 Iéclosion cestradiol-178 — chr.
embryon . . 22
N et a 10 jours cestrone — fluorescence
d’incubation
cestradiol-17(3 B
Phalaropes sp. gonades cestrone . — 23
cestriol

chr. : chromatographie ; dérivés : formation de dérivés par des réactions microchimiques ; IR : spectre
infrarouge ; crist. : isolé sous forme cristalline ; fluorescence : spectre de fluorescence ; pf : mesure du point
de fusion.

1. BOTTICELLI et al. (1963) ; 2. WoTIz et al. (1958) ; 3. WoTIz et al. (1960) ; 4. SIMPSON et al. in GOTT-
FRIED (1964) ; 5. SIMPSON et al. (1963 b) ; 6. CHIEFFI et LUro (1961 a) ; 7. CHIEFFI et LUPo (1963); 8. GALzI-
GNA (1961) ; 9. GOTTFRIED et al. (1962) ; 10. LuPo et CHIEFFI (1963) ; 11. LUpo et CHIEFFI (1965) ; 12. DEAN
et CHESTER- JONES (1959) ; 13. GALLIEN et CHALUMEAU-LE FouLrcoc (1960) ; 14. DALE (1962) ; 15. CHIEFFI
et Lupo (1961 b) ; 16. CHIEFFI et LUPO (1963) ; 17. LAYNE et al. (1958) ; 18. Mac RAE et al. (1959) ; 19. AIns-
WORTH et COMMON (1962) ; 20. HERTELENDY et al. (1965) ; 21. HERTELENDY ¢t COMMON (1964) ; 22, GALLIEN
et LE FouLcoc (1958) ; 23. HOUN (communication personnelle).

d’aestrogénes. Ces résultats indiquent que des substances a propriétés cestrogénes peuvent étre isolées
a partir d’ovaires de Poisson ; mais ils ne contiennent aucune indication quant a la nature chimique
de ces substances.

Des cestrogénes n’ont été isolés chimiquement et identifiés chez les Vertébrés inférieurs que
depuis cette derni¢re décennie. Le tableau 4 contient l'ensemble des travaux parus sur ce sujet
Certaines des hormones indiquées dans ce tableau sont incomplétement identifiées. Le travail
fondamental de WoTIZ et al. (1960) démontra définitivement la présence de stéroides cestrogénes
chez les Poissons. Ils isolérent chimiquement sous forme cristalline 1'cestrone et l’cestradiol-17(
de Povaire de Squalus suckleyi.

GRANT (1937) signala, sans donner de références techniques, qu’une substance cestrogéne pou-
vait étre extraite de 'ovaire des Amphibiens. Le premier travail, mettant en évidence chimiquement
des cestrogeénes dans ’ovaire d'un Amphibien, fut présenté par GALLIEN et CHALUMEAU-LE FouLcoc
en 1g60. Il démontre la présence de I'cestrone et de I'aestradiol-17f dans l'ovaire de Xenopus laevis.
DALE (1962) signala la présence de trace d’cestradiol-17f dans 'eau d’élevage des larves de Rana
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pipiens. L'oestriol, Peestradiol-178 et 'cestrone ont été trouvés dans l'organe de Bidder (CHIEFFI
et Luro, 1961 b) et dans Povaire de Bufo vulgaris (CHIEFFI et LUPO, 1963).

L’injection journaliére de o,1 ml de liquide folliculaire extrait de Povaire de Crotalus terrificus
provoque !’cestrus chez une souris castrée (FRAENKEL et MARTIN, 1938). Chez les Reptiles, des cestro-
génes n’ont été mis en évidence que par des dosages biologiques (VALLE et VALLE, 1943). Aucune
identification chimique de stéroides sexuels n'a été réalisée a partir de tissus de Reptiles.

TABLEAU 5

Hormones stéroides astrogénes isolées chez les Invertébrés

Lspéces Source Stéroides Références
-5t des stéroides identifiés
Echinodermes
Strongylocentrotus . astradiol-178
S ovaire . 1
franciscanus progestérone
. . cestradiol-17
Pisasier ochraceous ovaire p b 2
progesterone
Mollusques
.. . cestrogénes
Peclen hericius ovaire 8 1
progesterone
Mactra (spisula . |
‘ . (p ) ovaire a@strogeénes 3
solidissima i
Arthropodes
Homarus americanus ®u's astradiol-173 4,5

1. BOTTICELLI et al. (1961); 2. BOTTICELLI et al. (1960); 3. HAGERMAN
et al. (1957); 4. DONAHUE (1948) ; 5. Lisk (1961).

Chez les Oiseaux, MARLOW et RICHERT (1940), par des tests biologiques, montrérent une sécré-
tion de substances cestrogénes dans 'ovaire de la Poule. A partir de 1958, COMMON et ses éleves
démontrérent chimiquement que la Poule pondeuse sécréte des cestrogénes. L'ovaire contient de
P'eestrone, de I'cestradiol-178 et de U'cestriol (LAYNE et al., 1958). Poursuivant leur étude, ils isolérent
de l'urine, sous forme cristalline, I'cestrone (AINSWORTH et COMMON, 1052), I'acstradiol-178 (HERTE-
LENDY et al., 1965) et le 16-épi-cestriol (HERTELENDY et COMMON, 1964) ; des féeces, 1'cestradiol-173
(Mac RAE et al., 1959). Ces résultats démontrent définitivement la présence d’hormones stéroides
cestrogénes chez les Oiseaux. HOHN (1965) signale la présence de 5 stéroides dans les gonades des
Phalaropes et de certains autres Oiseaux ; parmi ces stéroides, I'cestrone, I'cestradiol-178 et Iaestriol
(HOuN, communication personnelle).

GALLIEN et LE FouLGoc (1958) mirent en évidence, par le test d’ALLEN et DOISY et par chroma-
tographie, des eestrogénes dans l'ovaire gauche de I'embryon de Poulet a 21, 13 et 10 jours d’incu-
bation. WENIGER (1965 @) a extrait une substance cestrogeéne du milieu sur lequel des gonades de
Poulet femelle & 7 jours d’incubation furent cultivées pendant 24 heures. Cette substance serait un
stéroide phénolique (WENIGER, 1965 ).

La présence d’hormones stéroides a aussi été signalée chez des Invertébrés (tabl. 5.) Parmi les
Echinodermes, 'ovaire de I'Etoile de mer, Pisaster ochraceous et celui de I'Oursin, Strongylocentrotus
Sfranciscanus, contiennent de 'cestradiol-178 et de la progestérone (BOTTICELLI et al., 1960 ; BOTTICELLI
et al., 1961). Des cestrogénes ont aussi été isolés dans 'ovaire du Pecten, Pecten hericius (BOTTICELLI
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et al., 1961). Enfin LSk (1961) a extrait de Pcestradiol-178 des ceufs du Homard, Homarus ameri-
canus. 51 la présence de stéroides est confirmée dans les glandes génitales d’Invertébrés, il semblerait
raisonnable d’admettre qu'ils interviennent dans la physiologie normale. Ces résultats encore incer-
tains établiraient que des stéroides identiques a ceux qui se trouvent chez tous les Vertébrés peuvent
aussi étre synthétisés chez des Invertébrés. Il est intéressant de faire remarquer que deux hormones
biologiquement actives des Insectes, I'ecdysone et Pecdystérone sont des stéroides a 27 atomes de
carbone.

D. — DOSAGE DES HORMONES STEROIDES (ESTROGENES
DANS LE SANG PERIPHERIQUE DES POISSONS,
DES AMPHIBIENS ET DES OISEAUX

L’existence d’hormones stéroides cestrogénes chez les Vertébrés inférieurs, nous 'avons vu
dans le paragraphe précédent, est certaine. Ces hormones ont été identifiées chimiquement a partir
du tissu ovarien, d’excréments. et d’urine. Il était intéressant de rechercher leur présence dans le
sang périphérique et d’étudier la variation de leurs concentrations en fonction des conditions physio-
logiques.

Poissons

CEDARD et NOMURA (1961) dosérent, par une technique fluorimétrique aprés chromatographie,
des cestrogénes dans le sang de : Anguilla anguilla, Conger conger, Murena helena. Des cestrogenes
furent décelés dans le sang des males et des femelles. Les concentrations en cestrone et en cestradiol-
178 étaient généralement plus faibles chez le méle que chez la femelle. Chez le Saumon de montée
(CEDARD et al., 1961) la teneur totale en cestrogéne est faible. Elle s’éleve chez le Saumon frayant
(4,3 pg/1oo ml). Chez le Saumon frayant seulement, I’cestriol ou une hormone de polarité voisine
apparait. SIMPSON et al. (1963 b) signalent aussi la présence d’cestrone (1 pg/l) et d’cestradiol-178
(3-4 pgfl) dans le sang de Seyliorhinus canicula. Plus récemment ELEFTHERIOU et al. (1966)
ont étudié les hormones stéroides wstrogenes chez un Poisson-chat américain Ictalurus punctatus ;
six hormones sont présentes dans le sang : l'cestradiol-17(3, I'cestradiol-17e, 1'cestrone, I'cestriol
le 16-épi-cestriol et le 16-céto-cestradiol (?). La concentration plasmatique de ces hormones varie
en fonction du poids de 'ovaire ; celle du 16-céto-cestradiol (?) par exemple augmente de 2 ug/1oo ml
jusqu’a 19,97 pg/roo ml de plasma ; la concentration en wstrone n’augmente dans les mémes condi~
tions que de 1,7 ug & 5,7 pg/roo ml. Il est important de remarquer que seuls des critéres chroma-
tographiques ont servi a 'identification des hormones étudiées dans ce travail. Une étude qualita-
tive plus détaillée & notre avis serait nécessaire avant de réaliser une analyse quantitative (portant
sur de trés faibles concentrations).

Amphibiens

GALLIEN et CHALUMEAU-LE FouLcoc (1960) étudiant chez le Xénope, le cycle des cestrogénes
au cours de la ponte, signalent la présence d’cestrone et d’eestradiol-17f dans le sang circulant
(4 pg/roo ml). En collaboration avec L. CEDARD (CEDARD et OzZON, 1962), nous avons recherché
chez Rana temporaria la teneur en cestrogénes au cours du cycle sexuel. L’cestrone et 1'eestradiol-178
ont été dosés par la mesure de la fluorescence aprés purification chimique et chromatographique
sur colonne de célite. En novembre la concentration totale des cestrogénes est faible (0.8 & 1 pg/100 ml)
en revanche a I’époque de la ponte elle s’éleve & 2 ug/100 ml. En plus de I'cestrone et de |’cestradiol-1783.
une substance phénolique de méme polarité que I'cestriol est aussi présente ; il sagit vraisembla-
blement d’un mélange de dérivés monohydroxylés de I'cestradiol-178 ; comme nous 'avons montré
(OzoN et BREUER, 1963) le foie de Rana temporaria posséde en effet une 6a- et une 16a-hydroxy-
lase ; ces enzymes sont actives in vilro et in vivo. En conclusion chez Rana temporaria, espéce a
cycle annuel, la recherche des cestrogénes dans le sang, montre deux états remarquables. En no-
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vembre, époque ol les gonades ont atteint leur pleine maturité sexuelle, laquelle restera stabilisée
tout l'hiver, il existe dans le sang des taux faibles d’cestrogénes. Au moment de la ponte ce taux
subit une augmentation significative.

Oiseaux

L’cestrone est présente sous forme conjuguée dans le sang de la Poule pondeuse (LAYNE et
al., 1958). O’'GRADY et HEALD (1965) identifierent I'eestradiol-17f et 'cestrone toujours a partir
du sang par une technique de double marquage isotopique. Poursuivant cette étude nous avons
dosé dans le sang de la Poule 'ccstrone, 'cestradiol-17p et I'cestriol par une technique de dosage
fluorimétrique aprés chromatographie de partage (OZoN, 1965).

Chez la Poule adulte, la concentration totale en cestrogeéne est voisine de 2 pg/roo ml. L’cestriol
n'a pas été identifié par O’GRADY et HEALD, cependant un stéroide phénolique de polarité voisine
est présent. Il s’agit d’aprés une étude chromatographique du 16-épi-cestriol ; ce composé phéno-
lique a d’ailleurs été isolé sous forme cristalline de I'urine de Poule pondeuse (HERTELENDY et
CoMMON, 1964). Quant & la fraction cestradiol nous avons pu montré qu’elle contenait vraisembla-~
blement un mélange des deux isomeéres ; cestradiol-1783 et ceestradiol-17e ; I'eestradiol-17x est un
métabolite important chez la Poule (OzoN et BREUER, 1965).

KORNFELD et NALBANDOV (1954) démontrerent la présence de substances cestrogénes par des
tests biologiques dans le sang de Poulets femelles de 16 jours & 20 jours d’incubation. Nous avons
trouvé chez le jeune Poulet femelle de 21 jours une concentration totale en cestrogénes plasmatiques.
de 6,6 pg/1oo ml (OZoN 1965). La fraction polaire phénolique était Ja plus importante : ces résultats
ne sont pas étonnants car le foie de 'embryon de Poulet & 16 jours d’incubation présente une 16c-
et une 16@3-hydroxylase trés actives (OZoN, inédit).

E. — CONCLUSIONS

Depuis la découverte des hormones stéroides vers 1930, leurs propriétés sont connues chez
les Vertébrés ; cependant jusqu’a cette derniére décennie, elles n’avaient été isolées que chez les.
Mammiféres. En conclusion, il est maintenant possible d’affirmer que des hormones stéroides,
sont présentes chez tous les Vertébrés, des Cyclostomes a ’Homme.

Cependant, nous devons préciser que nombre de ces travaux d’isolement et d’identification
reposent sur des analyses chimiques incomplétes et méme parfois erronées. La trés faible quantité
d’hormones dans les tissus représente la difficulté principale pour leur isolement. Les méthodes
chromatographiques, qui se sont révélées particulierement utiles pour la séparation de quelques
microgrammes de substances purifiées, sont aussi trés souvent insuffisantes.

Les techniques d’extraction et d’isolement de ces trés petites quantités d’hormones, & partir
des tissus de Vertébrés inférieurs, doivent étre sensibles et spécifiques ; malheureusement cela
n’a pas toujours été le cas. Le biochimiste, s’il veut faire une identification chimique suffisante (spectre
IR, cristaux), doit travailler sur de grandes quantités de tissus, donc sur un grand nombre d’indi-
vidus. Par exemple, quelques microgrammes d’cestrogenes sont isolés d'un kilogramme d’ovaire
de Poisson. Ces expériences d’extraction ne donnent aussi que des résultats qualitatifs pour une
hormone présente chez un ensemble d’animaux. L’étude des variations physiologiques des hormones
(quelques fractions de pg) chez un méme animal pose des problémes méthodologiques qui ne peuvent
encore étre résolus parfaitement. Plus la technique est spécifique et sensible, plus le pourcentage
de récupération s’abaisse.

C’est pourquoi, nous heurtant a des problémes techniques d’isolement et d’identification de
faibles quantités d’hormones, nous avons orienté nos recherches vers I'étude de la biosynthése et
du métabolisme des hormones stéroides chez les Vertébrés inférieurs (BREUER et QZON, 1965). En
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effet, comme nous 'avons fait remarquer non seulement les auteurs n’ont isolé que de trés faibles
quantités de stéroides, mais aussi ils n’ont recherché que des stéroides classiques déja connus chez
les Mammiféres. L’eestrone, mestradiol-1783, la testostérone par exemple, ont été isolés chez les
Vertébrés inférieurs, par des méthodes d’analyses mises au point chez les Mammiféres.

Ta présence d'une nouvelle hormone en faible concentration peut rarement étre décelée avec
certitude dans une espéce. En revanche, I'étude des systémes enzymatiques de la biosynthése et
du métabolisme intermédiaire permet de mettre en évidence la formation de métabolites, presque
impossibles & isoler des tissus ; leur concentration est trop faible, ou leur métabolisme ultérieur
trés rapide (durée de vie bréve dans I'organisme). Un exemple illustre ce point : chez la Poule adulte,
Pcestrone et 'cestradiol-178 ont été isolés de l'ovaire, des excréments et de 'urine ; jamais I'cestra-
diol-17a. Cependant, le foie métabolise 'cestrone en cestradiol-17¢ et en cestradiol-178 dans les
proportions 1-3. Il contient donc une 17¢- et une 1783 -hydroxystéroide oxydoréductase. Puisque
Pcestrone a été isolé chez la Poule, 'estradiol-17a peut étre considéré comme un métabolite des
cestrogeénes, bien qu’il n'ait jamais été identifié dans ses tissus (OzON et BREUER 1965).

On peut aussi se demander quand un organe contient une hormone, s’il la sécréte réellement,
ou s’il Pemmagasine seculement. Enfin, cette hormone peut ne représenter qu’un précurseur d’autres
métabolites.

L’identification de stéroides dans les tissus de Vertébrés n’est pas une fin en soi, elle ne repré-
sente qu'un point de vue statique d’événements biochimiques et physiologiques. Il est nécessaire
de connalitre les mécanismes qui contrdlent la biosynthese des hormones stéroides, d’analyser leur
métabolisme intermédiaire, ainsi que leur mode d’élimination dans les différentes Classes ot ces
hormones ont été isolées.

Recu pour publication en aodt 1965,

SUMMARY

ISOLATION AND IDENTIFICATION OF STEROID HORMONES
IN LOWER VERTEBRATES AND BIRDS

From the literature here discussed including our own results, it is now possible to assert that
steroid hormones are present in the whole range of Vertebrates, from cyclostomata to men. Cortico-
steroids have been identified in the peripheral blood of every class of Vertebrates, Gonadal steroids :
progesterone, testosterone and cstradiol-17  have been isolated in tissues of Fishes, Amphibia and
Birds. Iistrogens have been estimated in the peripheral blood of several species of Fishes, in the Frog
(Rana temporaria) and Fowl.

The metabolism and biosynthesis of steroid hormones are not considered here.
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