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RESUME

Le but de ce travail a été de connaitre les précurseurs des cestrogénes excrétés par la Truie
durant la gestation. Pour cela nous avons injecté & différents moments de la gestation (au 28¢ jour
ou apreés le 7o¢ jour) des androgénes radioactifs : déhydroépiandrostérone -*H, sulfate de déhy-
droépiandrostérone -*H androsténedione -1*C ou testostérone -1¥C. L’administration a eu lieu soit
dans le compartiment maternel (veine marginale de l'oreille ou artére utérine), soit dans le com-
partiment feetal (injection intra-amniotique ou intra-cordonale).

L’analyse de la radioactivité urinaire a montré que ’androsténedione était le précurseur le
plus efficace, quel que soit le licu et le moment d’administration. La testostérone et la déhydro-
épiandrostérone se convertissent également en cestrone, mais 4 un taux inférieur & celuj de ’andros-
tencdione, la conversion de la déhydroépiandrostérone étant cependant faible. Le sulfate de
déhydroépiandrostérone présente une conversion en strone trés faible ou méme nulle parfois.

Il ressort également des résultats que la conversion de ces androgénes en cestrone est plus
importante lorsque les précurseurs sont administrés dans le compartiment fcetal.

INTRODUCTION

La biosynthése des cestrogénes pendant la gestation est actuellement bien connue
pour I'espéce humaine. De I'ensemble des résultats, il ressort plusieurs faits essentiels.
Le feetus et le placenta forment une unité fonctionnelle, capable de synthétiser diffé-
rents stéroides, alors que le placenta seul ou le feetus seul ne le peuvent pas. La contri-
bution du compartiment feeto-placentaire dans 1’élaboration des cestrogénes excrétés
par la meére augmente rapidement au cours de la grossesse et, vers le terme, la partici-
pation feeto-placentaire dans I'cestriol urinaire maternel est de go p. 100 (SIITERI et
Mac DoNALD, 1966). Les étapes de la biosynthése des cestrogénes ont été également
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bien précisées, en particulier I'importance du sulfate de déhydroépiandrostérone
comme précurseur des cestrogénes. De plus, les roles respectifs du placenta, des surré-
nales et du foie feetaux ont été mis en évidence. Par exemple I’étape importante dans
la synthése de I'cestriol qu’est la 16a-hydroxylation, a lieu dans le foie feetal.

Pour les autres espéces, la biosynthése des cestrogénes au cours de la gestation
est loin d’étre aussi bien connue. Cependant, d’une part chez la Brebis et chez la
Truie, nous savons qu’également I'unité feceto-placentaire est a I'origine de la majorité
des cestrogénes excrétés par la meére (FEVRE, 1967 ; FEVRE, LicLIsE, RoMBAUTS,
1968). D’autre part, l'activité enzymatique du placenta a été étudide in vitro chez
plusieurs espéces animales (Truie, Vache, Brebis, Jument,...) par AINSWORTH et
Rvax (1966) qui ont ainsi montré que chaque placenta étudié possédait des systémes
enzymatiques capables d’aromatiser les stéroides C,o, mais non les stéroides C,,.
Partant de ces différents résultats, nous avons voulu connaitre quels étaient, i vivo,
les précurseurs des cestrogénes pendant la gestation de la Truie et essayer de mieux
préciser les parts respectives de la mére et de 'ensemble feeto-placentaire, en admi-
nistrant divers stéroides marqués, soit dans le compartiment maternel, soit dans le
compartiment feeto-placentaire, & divers stades de la gestation et en analysant ensuite
la radioactivité urinaire maternelle, en particulier celle qui est associée a I'cestrone,
principal cestrogéne urinaire chez la Truie (ROMBAUTS, 1g62).

MATERIEI, ET METHODES

Matériel animal

Tous les animaux utilisés dans les différentes expériences étaient des truies de race Large-
White gestantes. Ils furent maintenus en cage & métabolisme, ce qui a permis de recueillir quan-
titativement les urines séparées des féces. Les stéroides (1) radioactifs dissous dans une solution
de sérum physiologique contenant 2 p. 1oo d’éthanol, furent administrés par diverses voies &
différents stades de la gestation. Le tableau 1 indique le moment et le lieu d’injection sur chaque
animal et les stéroides administrés. L’urine fut recueillie quotidiennement jusqu’au moment ol
elle ne présentait plus de radioactivité.

Matériel vadioactif

La DHA- 70-H (12,9 Cifmmole) et le sulfate de DHA- 7a-3H provenaient de la firme New
England Nuclear Corporation (Boston, Mass.), la testostérone 4-“C (55,2 ou 29,2 mCi/mmole)
et ’androsténedione 4-#C (56,6 mCi/mmole) du Radiochemical Center (Amersham).

Pour chaque expérience, I'un des couples suivants de stéroides radioactifs a été injecté :

DHA- 70-*H -+ Androsténedione -4-4C
Sulfate de DHA -7a-3H 4 Testostérone -4-14C

(1) 3B-hydroxy-androst-5 &ne-17-one : déhydroépiandrostérone (DHA) ;

Sulfate de déhydroépiandrostérone : sulfate de DHA ;
173-hydroxy-androst-4-&ne-3 one : testostérone ;
Androst-4 -éne-3, 17-dione : androsténedione ;

3 hydroxyoestra-1,3,5 (10)-triéne-14-one : cestrone ;
(Estra-1, 3, 5 (10)-trigne-3,178-diol : cestradiol ;
Estra-1, 3, 5 (10)-triene-3,16 o, 1783-triol : cestriol.
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Nous avons choisi ces androgénes car, dans le schéma classique de biosynthese des stéroides,
ce sont les précurseurs immédiats des cestrogénes.

Avant chaque injection, la pureté radiochimique de ces divers composés a été vérifiée par
chromatographie sur couche mince de gel de silice, dans les systémes suivants :

—- Carbonate de sodium o,4 M pour le sulfate de DHA,
— Acétate d’éthyle-cyclohexane 50/50 pour la DHA,
— Chloroforme-éthanol g7/5 pour la testostérone,

— Acétate d’éthyle-dichlorométhane-formamide 93/6/1 pour I’androsténedione.

Dosage des strogénes de I'urine

Les cestrogénes ont été dosés selon une méthode chromatographique dérivée de celle de
BROWN (19535) et décrite dans un article précédent (FEVRE, LEGLISE, RoMBAUTS, 1968). Les diffé-
rentes purifications ne provoquent pas d’échanges isotopiques (TErQuUI, RomBaUTS, FEVRE,
1968).

Mesurve de la vadioactivité

La radioactivité a été mesurée, d’une part dans 'urine, et, d’autre part, dans les fractions
des cestrogénes isolées par la méthode de dosage avec un compteur a scintillation Packard 3375.

Iy

— La radioactivité urinaire a été mesurée a ’aide du mélange scintillant T 2-1 décrit par
PATTERSON ¢t GREENE (1965) :

Solution 4 : 1 litre de toluéne, 4 g de 2,5 diphényloxazol (P.P.O.) et 100 mg de 1,4 bis
2-(4 méthyl-5-phényloxazolyl}) benzéne (diméthyl P.O.P.O.P.).

Solution B : triton X 100 (TouzART et MATIGNON).

Le mélange scintillant est constitué de deux volumes de la solution A et d’un volume de la
solution B. Pour une proportion de 17 ml de ce mélange et de 5 ml de solution aqueuse, on obtient
un gel stable et homogeéne de 0°C & — 5°C.

Les mesures ont été effectuées, pour un méme échantillon d’urines, a4 5 concentrations diffé-
rentes : 0,5, I, 2, 3, 4 ml d’urine, complétés & 5 ml par de ’cau bidistillée.

— La radioactivité des fractions « eestrone », « cestradiol » et « cestriol » a ét€ mesurée dans du
toluéne contenant 4 gfl de PPO et 200 mg/l de diméthyl POPOP.

Les corrections de « quenching » ont €té effectuées par la méthode de la standardisation
externe.

Tous les échantillons ont €té comptés au moins 3 fois ro minutes.

La localisation des pics de radioactivité, aprés chromatographie sur papier ou sur couches
minces, a été effectuée avec un radiochromatographe Scanner Packard, modéle 7201.

Analyse de la vadioactivité uvinaive
autve que celle des cestrogénes

Une analyse rapide de la radioactivité de 'urine a été effcctuée afin d’avoir une image des
éventuelles transformations subies par les précurseurs injectés. L’échantillon d’urine est hydrolysé
par voie enzymatique, puis extrait par du trichloréthyléne (3 x 1 vol.). La radioactivité contenue
dans les fractions phénoliques est €éliminée par lavages a la soude (2 N). Aprés lavage a l'eau, le
trichloréthyléne est évaporé a sec. L’extrait sec est repris par du benzéne et chromatographié sur
colonne d’alumine contenant 10 p. 100 d’eau préparée dans le benzéne. Les stéroides sont élués
par 13 ml d’une solution & 0,2 p. 100 d’éthanol dans le benzéne, puis par 8 ml d’une solution a
1,5 p. 100 d’éthanol dans le benzéne, ce qui permet d’éliminer la plus grande partic des impuretés.
Les éluats sont réunis et chromatographiés sur papiecr Whatman n¢ 1 pendant 20 heures, dans le
systéme n-hexane-propanediol. Les pics de radioactivité sont élués, puis chromatographiés sur
couche mince de gel de silice, paraliélement, dans deux systémes : acétate d’éthyle-chloroforme
(20-100) et chloroforme-éthanol (go-10). Les pics de radioactivité sont identifiés par rapport a des
stéroides de référence, €lués, puis comptés au compteur a scintillation liquide.



CONVERSION EN (ESTRONE DE STEROIDES C IQ 29

RESULTATS

L’étude de l'excrétion urinaire des cestrogénes chez la Truie gestante a montré
I'existence d’un premier pic d’élimination d’cestrone entre le 25¢ et le 31° jour de
gestation, avec un maximum au 28¢ jour. Ensuite, 'excrétion baisse jusque vers le
70e-75€ jour de gestation, moment auquel elle commence & remonter pour atteindre
ses valeurs maximales au cours des derniers jours de gestation (ROMBAUTS, 1962).
Cette cinétique d’élimination nous a conduit a pratiquer les injections de stéroides
radioactifs soit le 27¢ jour de gestation, soit aprés le 70€ jour (tabl. 1).

1. Injections dans le compartiment maternel

Les premiéres administrations de stéroides C,4 radioactifs furent faites dans la
veine marginale de l'oreille (animaux n°s 2677, 707, 2439). L estrone étant le méta-
bolite urinaire principal chez la Truie, nous n’avons étudié que ce métabolite. Cepen-
dant, nous avons vérifié que la fraction « eestradiol » ne contenait pas de radioactivité
et nous avons constaté que la radioactivité de la fraction « cestriol » représentait en
moyenne moins de 10 p. 100 de la radioactivité de la fraction « cestrone ».

Les pourcentages de conversion en cestrone (tabl. 2, fig. 1) des différents andro-

TABLEAU 2

Pourcentages de conversion en astrone
(injections dans le compartiment maternel)

DHA-SL SDHA-H Ax}drosténe- ) Testo—14

. . dione - 14C térone - 14C
Animaux Jour de gestation

Ci Cr ci } Cr Ci Cr Ci Cr
2677 27 0,02 0,03 0,30 0,54
707 27 0 0 1,67 | 2,21
714 27 0,51 1,03 ‘ 237 | 3,54
2439 73 1 0,98 | 1,64 J 269 | 3,99

_ : |
2677 98 ‘ \ 0 0 1,43 | 2,06
| |

Gi — dpm métabolite urinaire % 100 Cr = dpm métabolite urinaire

x 100

B dpm traceur injecté o dpm traceur récupéré

génes administrés, sont faibles. Nous avons, pour le sulfate de DHA, trouvé une
conversion trés faible, sinon nulle (0,02 p. 100, au maximum, de la radioactivité
injectée). La DHA donne un pourcentage de conversion plus élevé que le sulfate,
mais toujours inférieur & 1 p. 100. Le pourcentage de conversion de la testostérone
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a été, en début de gestation, de 0,30 pour un animal et de 1,67 pour un autre. La
différence entre ces deux résultats pourrait s'expliquer par le fait que le premier
animal est un animal ovariectomisé et les 0,30 p. 100 de conversion refléteraient
uniquement la part foeto-placentaire dans la conversion de la testostérone en cestrone,
alors que chez le deuxiéme animal le résultat correspondrait & la conversion par
l'ovaire et par l'ensemble feeto-placentaire. Cependant, des expériences antérieures,
sur truies ovariectomisées en début de gestation, avaient montré, dés la fin du pre-
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F1G. 1. — Pourcentages de conversion en cestrone

( injections dans le compartiment maternel)

mier mois de gestation, 1'origine extra-ovarienne des cestrogénes (FEVRE, LEGLISE,
RomBauts, 1968). Cette différence peut aussi s’expliquer par des variations indivi-
duelles identiques a celles qu'avaient trouvées BAULIEU et Dray chez la Femme
(1963). En fin de gestation, le pourcentage de conversion parait plus élevé : chez le
méme animal ovariectomisé nous trouvons que la conversion en cestrone est de
1,43 . 100 & partir du g8@ jour contre 0,30 p. 100 & partir du 27¢ jour.

L’administration d’androsténedione-4-14C dans la veine marginale de 1l'oreille
n’a eu lieu qu’en fin de gestation et nous avons trouvé une conversion de 2,69 p. 100.

Pensant que les faibles conversions obtenues pouvaient provenir d’un phéno-
mene de dilution, nous avons injecté de la DHA-7«-*H et de I'androsténedione - 4-14C
dans l'artére utérine au 27¢ jour de gestation (Truie n° 714). Les pourcentages de
conversion ont été respectivement de 0,51 p. 100 pour la DHA et de 2,37 p. 100 pour
I'androsténedione.

Nous avons calculé le rapport :

UC/PH métabolite

R =
HC/PH précurseur injecté

qui indique combien de fois le stérotde marqué au C est plus transformé en cestrone
que le stéroide marqué au *H. Le tableau 3 indique ces résultats.

D’aprés ces expériences, il semble que ce soit I’androsténedione qui est le stéroide
Cyg le plus converti en cestrone puis la testostérone et la DHA. Enfin, le sulfate de
DHA semble ne présenter qu'une trés faible conversion en cestrogénes. Ces résultats
sont résumés dans la figure 1.

On pouvait se demander si les androgénes injectés franchissaient la barriére
placentaire, en particulier si le sulfate de DHA était transférable sous cette forme
conjuguée. Aussi avons-nous, dans les expériences suivantes, administré les stéroides
marqués directement dans le compartiment feetal, soit dans la cavité amniotique,
soit dans la veine ombilicale d’un feetus.
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TABLEAU 3

Rapports de conversion
(injections dans le compartiment maternel)

Animal Stéroides injectés MCPH injecté HCBH cestrone R
2677 S-DHASH , .
(J 27) Testostérone-14C 0,14 1,90 13,57
- S-DHA-3H non calculables
0 €
07 Testostérone-14C 0,19 (—> o0)
DHA-3H
=17 75 A Q
an Androsténedione-14C 0,16 0,75 4,69
DHA-3H
DY 4 A [¢
2439 Androsténedione-14C 0,16 | 0,43 2,69
2677 S-DHA-3H .96 non calculables
(J 98) Testostérone-14C Y (= o0)

HCBH gestrone
T MCPH injecté

2. Injections dans le compartiment feetal

Dans le cas des administrations dans la veine ombilicale les truies avortérent
cing jours aprés l'intervention chirurgicale. Cependant, les dosages d’cestrogénes ont
montré que les feetus étaient encore vivants 2 & 3 jours aprés l'injection. I ’étude de
la conversion des androgénes en cestrone n’a donc porté que sur les jours o les foetus
étaient vivants.

Les injections intra-amniotiques ne posérent aucun probléme.

Le tableau 4 et la figure 2 donnent les pourcentages de conversion en cestrone
des différents stéroides administrés. Les meilleurs rendements sont obtenus avec
Pandrosténedione : 5,23 p. 100 dans le cas d’injection intra-cordonale et 11,92 p.100
dans le cas d’injection intra-amniotique. La testostérone se convertit également en
cestrone, 4 un taux inférieur a celui de 'androsténedione. La conversion de la DHA
est supérieure A celle qui a liet lors de 'administration dans le compartiment maternel.
Celle du sulfate de DHA est toujours faible ou nulle.

Nous avons également calculé le rapport R pour les injections dans le comparti-
ment feetal. (tabl. 5). Il apparait que I’androsténedione est 4 4 5 fois plus convertie
en cestrone que la DHA.
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TABLEAU 4

Pourcentages de conversion en cestrone
(injections dans le compartiment feetal)

Androsténe- Testo-
3 3
Lieu Jour de DHA-*H SDHA-*H dione-14C stérone-14C
Animaux| d’administration | gestation
Ci Cr Ci Cr Ci Cr Ci Cr
64405 76 1,32 | 11,51 5,28 | 24,75
—-———|Veine ombilicale
71143 78 1,81 6,72
80% 85 0,2 1,48 4,70 | 15,57
— | Intra amniotique ! _—
714 87 2,41 6,07 11,92 | 17,63

d métabolite urinai dpm métabolite urinaire
ci = Jpm cta SR 100 ¢ — 9P

= 100
dpm traceur injecté dpm traceur récupéré

— 11,92
sL ] ]
4,
( =
)
[
53
>
c
o
o
S2f
a
[y
[T  suifate de DHA
DHA o] : _
EZ722  testostérone 64405 804 714 anima!
androsténedione (J76) (J.85) (J.87)
F16. 2. — Pourcentages de conversion en wstrone

(injections dans le compartiment feetal)
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TABLEAU 5

Rapports de conversion
(injections dans le compartiment foetal)

Animal Stéroides injectés UCBH injecté BCBH cstrone R
644105 DHA-3H
Androsténedione-14C 0,09 0,38 | 4,22
714 DHA-*H !
Androsténedione-14C 0,43 2,12 4,93
304 S-DHA-3H
I Testostérone-14C 0,24 4,37 18,21

UCPH estrone

Ja:’ﬁ injecté

DISCUSSION

IL’analyse sommaire de la radioactivité urinaire, autre que celle qui se trouve
dans la fraction phénolique, a montré que, quelle que soit la paire de stéroides injectée,
on retrouve dans l'urine de l'androsténedione et de la testostérone doublement
marquées. Ce fait indique que, d’une part, la DHA et le sulfate de DHA se transforment
partiellement en androsténedione et en testostérone et que, d’autre part, il y a trans-
formation réversible de I'androsténedione en testostérone,

La conversion de testostérone en cestrone peut se faire alors selon deux séquences:

1. Testostérone — Androsténedione — Tstrone
2. Testostérone — (Estradiol — Estrone

Cependant, le fait qu’on ne trouve pas de radioactivité dans la fraction cestradiol
laisse penser que la voie 1 est prépondérante. Cette hypothése est en accord avec les
résultats de AINSWORTH et Rvan (1966). Ils ont montré que in vitro des fractions
microsomales de placentas de truies étaient capables d’aromatiser 'androsténedione
et que le métabolite identifié dans la fraction phénolique était 1'cestrone. Ces auteurs
ont trouvé une conversion en cestrone de la DHA supérieure a celle de I'androsténe-
dione, résultats en contradiction avec les ndtres, mais ce sont des résultats obtenus
par des expériences in vitro alors que les notres sont réalisées in vivo.

Les études pendant la gestation chez l'espéce humaine, celles, entre autres, de
SHITERI et Mac DoNALD (1963, 1966), de BAULIEU et DrAY (1963), de BOLTE éf al.
(1964 a, b, ¢), ont mis en évidence le role essentiel du sulfate de DHA dans la biosyn-
thése des cestrogénes. Chez la Truie nous n’avons trouvé qu’une trés faible conversion

Annales de Biologie animale. — 1970. 2



34 J. FEVRE

ou une conversion nulle de ce stéroide. Le sulfate de DHA est un produit de sécrétion
des surrénales humaines. Il ne U'est pas chez la Truie. Il est intéressant de noter que le
sulfate de DHA artificiellement introduit dans nos expériences n’est pas ou est trés
peu métabolisé en cestrogénes, On peut penser que 'ensemble fceto-placentaire manque
d’activité ou n’a qu’une faible activité sulfatasique, ce qui empécherait ou limiterait
I'utilisation du sulfate de DHA dans la biosynthése des cestrogénes chez la Truie.

La conversion en cestrone des androgénes injectés semble supérieure lorsque
I'administration a lieu dans le compartiment feetal (fig. 1 et 2). L’ensemble fceto-
placentaire pourrait donc utiliser pour synthétiser les cestrogénes, des précurseurs
directement produits par lui et non fournis par la mére. Nous vérifierons ce fait en
mesurant 'excrétion urinaire d’cestrone chez des truies surrénalectomisées pendant
la gestation.

En ce qui concerne les précurseurs plus lointains des cestrogénes, il est permis de
supposer que la voie des A,-3-cétostéroides est importante chez la Truie et que, en
particulier, la 17a«-hydroxyprogestérone peut étre un précurseur important de
I’androstinedione et, par suite, des cestrogénes. Cette étude fait partie d’un prochain
travail,

Pour l'instant, il semble possible de schématiser les voies finiales de biosynthése
des cestrogénes chez la Truie pendant la gestation, selon la figure 3.

(o]
1 I
N ] /\II 1
ALA AT LA -
O T Oy
CH3 (503)0 7~ HO ™Y
| sulfate de Déhydroépian- Dehydroépiandrostérone
c=0 - drostérone
| I...0H
LSO
O/(\/(T ‘»—\\“*\~3‘_\‘ o
17« OH Progestérone T - Il
oH b |
A~ ! !
| r : ,4/,—”*0/ /
0 o Androsténedions
Testostérone
2
|
$ oM o
| [l
!
N . @OCD
. e
Ho~ HO
Ogstradiol Oestrone
——>» voie existante
—— voie peu importante ou nulle
————— > voie possible
Fi16. 3. — Tentative de schéma des voies biochimigques de formation

de Veestrone chez la Truie

Regu pour publication en octobre 1969.
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SUMMARY

CONVERSION OF SOME C-IQ STEROIDS TO ESTRONE
IN THE PREGNANT SOW

This investigation was undertaken in order to study the precursors of estrogens excreted
by the pregnant sow. Radio-active C-1g steroid hormones (7a-*H dehydroepiandrosterone (DHA) ;
7a-3H dehydroepiandrosterone sulphate (DHAS), 4-C androstenedione, 4-1C testosterone) were
injected at day 28 or after day 70 of pregnancy into irrespectivethe maternal (peripheral ear
vein or uterine artery) or fetal (intra-amniotic or intra-cord injection) compartments (table 1).

Urinary radio-activity analysis showed that androstenedione was the most efficient precursor.
Its rate of conversion to estrone was the highest of the site or day of injection. The conversion rates
of testosterone and DHA, were, lower, DHA being transformed to a much smaller degree than
testosterone. The conversion rate of DHAS was very low or nul (tables 2, 3, 4, 5 and figures

1 and 2).

Our results also show that the conversion of C-19 steroids to estrone is higher when they are

administered into the fetal compartment.
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