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RESUME

L’hexcestrol tritié est administré a4 4 boucs et & 4 brebis a la dose de 1 pg/kg. Les animaux
sont abattus lorsque la concentration de la radioactivité tissulaire atteint sa valeur maximum et
une gamme de tissus, parmi lesquels les organes sexuels, est extraite a 1'éthanol-éther. Apres
hydrolyse acide, l'extrait est séparé en 6 fractions désignées respectivement lipidique, basique,
acide, neutve, phénolique non-hexastrol et hexestrol inchangé. Dans la plupart des tissus, tant chez
le méle que chez la femelle, entre 50 et 70 p. 100 de la radioactivité tissulaire se retrouvent sous
forme d’hexcestrol inchangé. Dans le foie, chez les deux sexes, et dans le pénis, la radioactivité
inextractible (désignée protéo-liée) est particulierement importante.

Dans des expériences de controle effectuées in vitro il est démontré que les transformations
chimiques de l'cestrogéne observées iz vivo ne résultent pas d’une simple oxydation et que les
enzymes qui provoquent ces transformations sont absentes dans le sang.

Les résultats obtenus sont discutés a la lumiére de ce qui est déja connu sur le métabolisme
des cestrogénes dans d’autres espéces animales.

INTRODUCTION

Dans la premiére partie de ce travail (GrLascock et SmITH, 196g) nous avons
étudié la distribution de la radioactivité chez le Bouc aprés 1'injection d’hexcestrol
tritié a doses physiologiques. Ce travail a mis en évidence une accumulation sélective
dans les organes sexuels et dans les glandes endocrines analogue a celle observée chez
la femelle de diverses espéces aprés l'injection de I'hexcestrol tritié ou d'un autre
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cestrogéne marqué (Grascock et HOEKSTRA, 1959 ; JENSEN et JACOBSON, 1960 ;
A1BERGA et BAULIEU, 1965 ; TERENIUS, 1966). Dans ce travail nous avons observé
également une accumulation de la radioactivité exceptionnellement élevée dans les
poumons, tant chez la Brebis que chez le Bouc, mais uniquement aprés administra-
tion par voie intraveineuse : aprés administration par voie sous-cutanée la concen-
tration de la radioactivité dans les poumons était beaucoup plus faible.

La plupart des chercheurs qui ont étudié la fixation des cestrogénes 'ont fait
avec 'cestradiol, ou avec un autre cestrogéne naturel, chez la Ratte ou la Souris. En
général ils sont parvenus a la conclusion que toute, ou presque toute, la radioactivité
accumulée dans les organes-cibles se trouve sous forme de l'cestrogéne administré
(JENSEN, 1964 ; TERENIUS, 1966). Quant aux autres organes, quelques auteurs y ont
décelé la présence de plusieurs métabolites mais ils n’ont pas cherché a distinguer
entre les dérivés résultant d’une conjugaison avec les acides glucuronique ou sulfu-
rique et ceux provenant d’une modification du noyau carboné.

Le métabolisme des cestrogénes semble avoir été trés peu étudié chez le Rumi-
nant femelle et encore moins chez le méle, soit ruminant soit non-ruminant. Le but
du présent travail est de déterminer quelle proportion de la radioactivité accumulée
dans une gamme de tissus chez la Brebis et chez le Bouc, aprés I'injection de I'hexces-
trol tritié, se trouve sous forme de I'cestrogéne administré, soit libre, soit conjugué.

MATERIEL ET METHODES

Hexcestrol-3H

L’hexcestrol triti€ (radioactivité spécifique 150 uCijug) est préparé selon la méthode de
Grascock et PopPE (1960) modifiée. Il est administré aux animaux par voie sous-cutanée en solu-
tion huileuse, ou par voie intraveineuse en solution aqueuse comme décrit précédemment (GLas-
COCK et SMITH, 1969).

Les animaux

Les expériences ont porté sur 4 brebis qui ont été fournies par I’Université de Reading et
sur 4 boucs de l'élevage de I'Institut. Chaque animal re¢oit une dose d’hexcestrol marqué de
1 ng/kg de poids corporel. On administre I'cestrogeéne & deux des brebis par voie sous-cutanée et
aux deux autres brebis par voie intraveineuse. Comme 'analyse statistique des résultats de ces
expériences n'indique pas une différence attribuable a la voie d’injection, les boucs n’ont regu
I’cestrogéne que par voie intraveineuse.

Cing heures aprés les injections sous-cutanées et 20 mn aprés les injections intraveineuses
les animaux sont abattus et les organes voulus sont prélevés. Ces intervalles entre I'injection et
I'abattage ont été choisis parce qu’on sait que c’est aprés ces durées de temps que les concentra-
tions de la radioactivité dans la plupart des tissus atteignent leurs valeurs maximales (GLASCOCK
et SMITH, 1969).

Prépavation des échantillons

Chaque organe est haché a I'aide d’un hachoir domestique ou coupé en petits morceaux. Un
échantillon de 5 g, ou tout le tissu s’il y en a moins, est additionné de 10 mg d’hexcestrol non-
radioactif et chauffé & reflux sous azote pendant une heurc dans un mélange d’éthanol-éther
(3 : 1 v/v) a raison de 20 ml/g. L’extraction est répétée 4 fois et les extraits sont réunis et concen-
trés sous pression réduite a un volume de 10 ml. Puis l'extrait est transféré quantitativement dans
une fiole jaugée contenant une solution éthanolique d’environ 100 mg d’hexcestrol non-marqué
pesés avec précision et le volume est complété a 10oo ml avec de I’éthanol.



TABLEAU I

Tissu

Extraire i l’éthanol-éther

Concentrer et reprendre dans

I’éthanol

|

Résidu tissulaire
Fraction no 1
(Protéo-liée)

1

Solution éthanolique

Extraire a4 ’éther de pétrole

(2 x 100 ml)
1

T
Ethanol
[

Evaporer a sec

Hydrolyse : HCI 1,8 N 200 ml
1h a reflux
I
Extraire a Péther
(4 XI5O ml)

L
Phase éther de pétrole
Fraction n° 2
(Lipidique)

Phase a'queuse
Fraction n° 3
(Basique)

Phase éthérée

Extraire au NaHCO, saturé

(3 x 50 ml)
i

T
Phase aqueuse

1
Phase éthérée

Extraire au NaOH 0,2 N
X 50 ml)

—

Phase éthérée
Fraction no 5
(Neutre)

Acidifier
| u
Extraire a l'éther
(# x 50 ml)
Ether : Fraction no 4 Phase aqueuse
(Acide) l
Barbotage de CO, (1 h)
|
Centrifuger

. |

Précipité

Reprendre par 50 mt
NaOH 0,2 N
Reprécipiter au CO,

I
Précipité :

(= Fraction phénolique)

Reprendre dans P’éthanol
filtrer, évaporer a sec,
acétyler et recristalliser

|

»

s
Surnageant rejeté

|
Solution mere
Fraction no 6
(Phénolique nocs hexastrol)

L
Acétate d’hexcestrol (P. F. 137,5-138,5)
Fraction n° 7
(Hexcestrol inchangé)
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Mesure de la rvadioactivité

Toutes les mesures de la radioactivité sont effectudes a l'aide d'un spectrométre a scintilla-
tion liquide (Tri-Carb, modeéle 3314, Packard). Pour les solutions organiques et le diacétate
d’hexcestrol on utilise une solution scintillante contenant 4 g de 2,5-diphényloxazole (PPO) et
0,3 g de 1,4-bis-(5-diphényloxazol-2-yl} benzéne (POPOP) dans 1 litre de toluéne. Pour les solu-
tions aqueuses on utilise une solution contenant 7 g de PPO, 0,3 g de POPOP et 100 g de naphta-
Iéne dans un mélange de 600 ml de 2-méthoxy éthanol et 400 ml d’anisol. On peut ajouter jusqu’a
1 ml d’eau a 10 ml de cctte derniére solution sans provoquer la séparation du mélange en deux
phases. Le rendement pour le tritium dans chaque échantilion est déterminé par ’emploi du
toluéne-?H comme standard interne.

Fractionnement de la radioactivité

La radioactivité spécifique de I'extrait tissulaire en solution éthanolique est dosée en triple
et la solution est soumise a un fractionnement par la technique indiquée sur le tableau 1. La radio-
activité tissulaire inextractible est désignée fraction protéo-lide (fraction n° 1) et la dénomination
des autres fractions correspond a la méthode appliquée a leur séparation.

Les solutions organiques sont évaporées a sec et les résidus sont repris par 10 ml de la solution
scintillante. La solution acide (fraction n° 3) est concentrée a 25 ml et un échantillon de 1 ml est
ajouté a 10 ml de solution scintillante. La solution bicarbonatée (fraction n° 4) est acidifiée et
réextraite a I’éther (4 x 50 ml). Cette solution éthérée est traitée comme les autres solutions orga-
niques en vue du dosage de sa radioactivité.

Acétylation de I'hexcestrol

On dissout 100 mg d’hexcestrol dans 1,25 mi de pyridine, on ajoute 1 ml d’anhydride acétique
et chauffe 1 heure A 100°C. La solution est versée dans 10 ml d’cau et le précipité ainsi formé est
séparé par centrifugation. Il est lavé a I’eau et recristallisé 2 fois dans I’éthanol a 95 p. 100, 1 fois
dans 1’éthanol absolu, et séché a 100°C.

Expériences de contrdle in vitro

A 100 ml d’eau et a 100 ml de sang de bouc citraté contenus dans des éprouvettes de 250 ml
maintenues & 37° dans un bain-marie, on ajoute 0,1 yg d’hexcestrol-*H (radioactivité spécifique
5 pCi/ug) dissout dans o,r ml d’éthanol. On fait passer un courant d’oxygéne dans ces solutions
pendant 20 mn, et on préléve 3 échantillons de 5 ml de chacune. On ajoute chaque échantillon a
10 mg d’hexcestrol non-radioactif et on chauffe a reflux pendant 1 heure avec 100 ml d’éthanol-
éther (3 : 1 v/v). Chaque solution est filtrée, le résidu (au cas du sang) est lavé a I’éthanol et le
filtrat est concentré. Il est ensuite transféré dans une fiole jaugée contenant 100 mg d’hexcestrol
non-radioactif pesés avec précision et le volume est complété a 50 ml. Aprés avoir dosé la radio-
activité spécifique de cctte solution en triple on la soumit au traitement utilisé pour le fractionne-
ment de la radioactivité extraite des tissus (tabl. 1).

Calculs

Le pourcentage de la radioactivité totale qui se trouve dans les tissus sous forme d’hexcestrol
libre ou conjugué est calculé & partir de la radioactivité spécifique du diacétate de 1’hexcestrol
séparé de I'extrait tissulaire.

Soit H m-moles la quantité d’hexcestrol non radioactif contenue dans 'extrait (en général,
10 + 100 mg == 0,4 m-mole environ) et soit » dés/mn/mg la radioactivité spécifique du diacétate

urifié.
P La radioactivité se trouvant sous forme chimique d’hexcestrol dans la solution éthanolique

aprés hydrolyse est donc :
Hr dés/mn

Si la radioactivité totale se trouvant dans le tissu soumis a I'extraction (= radioactivité non
extractible 4 celle retrouvée dans la solution éthanolique) est de R dés/mn, le pourcentage se
trouvant sous forme chimique d’hexcestrol inchangé est

100 Hr
R
La radioactivité spécifique de toutes les autres fractions (a I’exception de la fraction phéno-
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ligue non-hexcestrol) est mesurée directement en triple. La radioactivité totale dans chaque frac-
tion est calculée et exprimée (tabl. 2) en pourcentage de la radioactivité totale retrouvée dans le
tissu en question.

La valeur de la fraction phénolique non-hexcestrol n’est pas susceptible de mesure directe et
elle est calculé par différence.

RESUILTATS ET DISCUSSION

Brebis

Le tableau 2 montre la répartition de la radioactivité retrouvée dans une gamme
de tissus de brebis entre les différentes fractions séparées aprés 'administration de
T'hexcestrol tritié. Comme 'analyse statistique des résultats ne montre pas une diffé-
rence attribuable 4 un effet possible de la voie d’injection, nous avons rassemblé les
résultats obtenus chez les 4 brebis et calculé leurs valeurs moyennes. Ces moyennes
sont présentées avec l'erreur-type pour 'ensemble des résultats pour chaque frac-
tion. Dans la discussion suivante les valeurs de ces fractions ne sont considérées
comme différentes que si la valeur de p calculée selon la méthode de DuncaN (1955)
est égale ou inférieure a 0,05.

On peut comparer nos résultats a ceux de JENSEN (1964) et de TERENIUS (1966)
qui ont respectivement étudié le métabolisme de I'hexcestrol tritié chez la Ratte et
la Souris. Dans ces deux travaux l'cestrogéne a été administré en solution aqueuse
par voie sous-cutanée a la méme dose approximativement que dans le présent travail.
La radioactivité tissulaire a été séparée en 3 (JENSEN) ou en 4 (TERENIUS) fractions
non volatiles tandis que dans le présent travail on 'a séparée en 6 fractions. La frac-
tion volatile séparée par JENSEN est négligeable chez le Ruminant (Grascock et’
HoExsTRA, 1950) et n’a pas été recherchée dans le présent travail. Bien que dans ces
3 laboratoires on ait parfois désigné ces fractions par les mémes noms, il ressort des
techniques de fractionnement utilisées que la correspondance chimique n’est pas
toujours exacte.

11 convient de considérer les fractions séparées des tissus de Brebis par ordre de
grandeur décroissant.

Fraction n° 7 (hexcestrol inchangé).

On constate tout d’abord que dans tous les tissus étudiés, a 1’exception des pou-
mons et du foie, la fraction hexcestrol est non seulement la plus importante mais
représente aussi plus de la moitié de la radioactivité tissulaire. Bien que moins de
50 p. 100 de la radioactivité pulmonaire soit retrouvée dans cette fraction elle est la
plus importante dans ce tissu aussi. C’est uniquement dans le foie que la fraction
hexcestrol n’est pas majoritaire ; ici, une proportion légérement supérieure se trouve
dans la fraction protéo-liée (fraction n° 1). Il faut cependant noter a cet égard que
les études de JENSEN (1964) chez la Ratte indiquent que 100 p. 100 de la radiocactivité
utérine se trouve sous forme d’hexcestrol inchangé et que TERENIUS n’obtient une
valeur que légérement inférieure (9o p. 100) chez la Souris. La différence entre ces
résultats et les notres pourrait étre due a ce que la méthode de dilution isotopique
utilisée dans le présent travail est plus sensible que les méthodes chromatographiques
utilisées par JENSEN et par TERENIUS.
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En ce qui concerne les valeurs relatives de cette fraction dans les différents
tissus, on constate qu’elle est plus importante dans 'utérus et le vagin que dans le
sang. Si ces résultats ne prouvent pas directement que les organes-cibles fixent
I'cestrogéne plus efficacement que ses métabolites, comme on pouvait s’y attendre,
ils sont du moins en accord avec cette conception.

Fraction n° 6 (phénolique non hexcestrol).

Comme les valeurs de toutes les autres fractions sont obtenues par mesure directe
on pourrait penser que celles de la fraction phénolique non hexcestrol seraient d’au-
tant plus entachées d’erreurs qu’elles sont obtenues par différence. Cependant, il
n’y a pas de doute que cette fraction est réelle et que dans tous les tissus sauf le foie
elle est la plus importante aprés la fraction hexaestrol. Ce n’est que dans les poumons
que sa valeur moyenne est statistiquement différente de celles dans les autres tissus
et on constate que cette valeur est exceptionnellement élevée.

Cette fraction aurait fait partie de la fraction éthéro-soluble de JENSEN (1964)
et de la fraction phénolique de TERENIUS (1966). Dans la fraction éthéro-soluble du
sang et du foie, JENSEN a démontré la présence de plusieurs métabolites sans toutefois
les avoir identifiés. Cependant comme nous 'avons déja noté, il n’a pu en déceler
aucun dans la fraction éthéro-soluble de I'utérus. TERENIUS également n’a pu trouver
qu'une trace négligeable d’une substance autre que 'hexcestrol dans la fraction phé-
nolique extraite de cet organe. Nos résultats ne sont donc pas en accord avec ceux
de ces auteurs.

Fraction ne 1 (protéo-liée).

Les valeurs moyennes de cette fraction dans tous les tissus & U'exception du foie
ne sont ni trés élevées ni statistiquement différentes les unes des autres. Ce n’est que
dans le foie que la valeur moyenne de cette fraction est quantitativement importante
et différente de celles dans les autres tissus. En effet, comme nous I’'avons déja noté
en considérant la fraction hexcestrol, dans le foie la fraction protéo-liée est plus impor-
tante que toutes les autres fractions extraites de ce tissu.

Chez la Ratte, JENSEN (1964) a également trouvé que cette fraction représen-
tait une proportion élevée (20 p. 100) de la radioactivité totale du foie alors que les
valeurs n’étaient que de 1 et de 8 p. 100 dans I'utérus et le sang respectivement.
TERENIUS (1g66) a constaté que 12 p. 100 de la radioactivité plasmatique se retrouve
dans la fraction protéo-liée contre seulement 0,4 et 0,9 p. 100 dans l'utérus et le
vagin respectivement. Nos constatations quant & cette fraction sont donc plus en
accord avec celles de JENSEN qu’avec celles de TERENIUS.

Fractions nos 3 et 4 (basique et acide).

La radioactivité contenue dans ces fractions serait séparée avec la fraction hydro-
soluble par les techniques utilisées par JENSEN (1964) et TERENIUS (1966). Letableau 2
montre que la fraction basique est trés faible dans tous les tissus et au point de vue
biologique peut étre considérée comme négligeable. La fraction acide est pourtant
plus importante, mais a cause de la variabilité des résultats c’est uniquement dans
le sang que sa valeur moyenne est statistiquement différente de celle dans le vagin
et l'utérus. La faible valeur de la fraction acide retrouvée dans ces organes est en
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accord avec les résultats de JENSEN (1964) et de TERENIUS (1966) pour la fraction
hydrosoluble. Cependant, ces auteurs ont respectivement trouvé 43 et 78 p. 100 de la
radioactivité sanguine dans cette fraction, valeurs beaucoup plus élevées que celles
observées dans le présent travail. Cette différence pourrait étre due au fait qu'une
partie importante de la radioactivité sanguine se trouve sous forme d’hexcestrol
conjugué et donc hydrosoluble et que, dans le présent travail, tous les extraits tissu-
laires ont été soumis 4 une hydrolyse acide avant le fractionnement.

Fractions nos 2 et 5 (lipidique et neutre).

Les différences entre les valeurs moyennes de la fraction lipidique dans les six
tissus étudiés ne sont pas significatives. Quant aux fractions neutres, seules les valeurs
moyennes pour les poumons et l'utérus, qui sont les plus élevées, et celle pour le
foie, qui est la plus faible, sont statistiquement différentes. Ces deux fractions ont
évidemment trés peu d’importance quantitative,

Dans son travail chez la Souris, TERENIUS aurait séparé ces deux fractions avec
sa fraction lipidique. Celle-ci avait une valeur de 5,0 et 5,3 p. 100 dans le plasma et
P'utérus respectivement. Ces valeurs sont en assez bon accord avec la somme des
valeurs moyennes des fractions lipidiques et neutres du présent travail. Par contre,
JENSEN, qui aurait séparé ces fractions avec sa fraction éthéro-soluble n’a trouvé que
I'hexcestrol inchangé dans l'extrait utérin. On peut cependant se demander si sa
technique chromatographique aurait pu déceler une proportion aussi faible que celle
retrouvée dans nos expériences.

Bowucs

Comme il ressort des expériences chez la Brebis que la répartition de la radio-
activité tissulaire entre les différentes fractions ne dépend pas de la voie d’injection
il a semblé préférable de n’utiliser que la voie intraveineuse dans les expériences
chez le Bouc. Les résultats sont présentés dans le tableau 3, comme ceux relatifs aux
Brebis, sous forme de valeurs moyennes avec erreur-type pour 'ensemble des résul-
tats pour chaque fraction.

Fraction n° 7 (hexcestrol inchangé).

La fraction hexcestrol est la plus importante dans tous les tissus étudiés, et, sauf
dans les poumons, le foie et le pénis, elle représente plus de la moitié de la radio-
activité tissulaire. Contrairement a ce qu’on observe chez la Brebis, la valeur de cette
fraction retrouvée dans les organes sexuels n'est pas supérieure a celle retrouvée
dans le sang. On ne peut donc pas penser que ces résultats appuient I'idée, comme
ceux obtenus chez la Brebis, que les organes sexuels fixent I'cestrogéne plus efficace-
ment que ses métabolites. On sait (GLASCOCK et SMITH, 1969) que la fixation de I’ces-
trogéne est moins élevée dans les organes mailes que dans les organes femelles. Toute-
fois, il est également évident que dans les organes sexuels (a I'exception du pénis)
I'cestrogéne ne subit guére plus de transformation chimique chez le mile que chez la
femelle. Le pourcentage de la radioactivité totale qui se trouve sous forme d’hexces-
trol inchangé est relativement faible non seulement dans le foie et les poumons,
.comme chez la Brebis, mais aussi dans un organe sexuel, le pénis. Ces différences sont
significatives,
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Fraction n° 1 (protéo-liée).

On constate que la faible valeur de la fraction hexcestrol dans le pénis est accom-
pagnée d’une valeur exceptionnellement élevée de la fraction protéo-liée. En effet,
cette fraction est plus importante dans ce tissu que dans tous les autres tissus étudiés
sauf le foie. Nous discutons plus loin de la nature de la fraction protéo-liée et il suffit
donc ici de rappeler quant a sa valeur élevée dans le pénis que celui-ci n’est pas consi-
déré comme un organe doué d’une haute activité métabolique comme le sont le foie
et les poumons. Conformément a cette conception on note que 70 p. 100 de la radio-
activité extractible, c’est-a-dire non protéo-liée, se trouve sous forme d’hexcestrol
inchangé.

En ce qui concerne les gonades, on constate que la valeur moyenne de la
fraction protéo-liée est plus faible dans les testicules que dans les ovaires. Cependant,
dans les autres orgares sexuels elle est en général plus importante chez le Bouc que
chez la Brebis.

Dans le sang, le foie et les poumons les valeurs de cette fraction sont voisines de
celles observées chez la Brebis. Il semble donc que dans ces tissus le sexe de I’animal
influence trés peu I'importance de cette fraction.

Fraction n° 6 (phénolique non hexcestrol).

Les valeurs minimales de cette fraction s’observent dans I’épididyme (6,4 p. 100)
et dans le sang (8,2 p. 100) ol elles sont plus faibles que dans tous les tissus étudiés
chez la Brebis. L&, une valeur minimale de 12,1 p. 100 s’observe dans 'utérus. Dans
la mesure oll une comparaison entre les deux sexes est possible on constate que les
valeurs de cette fraction dans les autres tissus sont voisines de celles observées chez
la Brebis, c’est-a-dire, qu’elles sont relativement élevées dans le foie et les poumons
et relativement faibles dans les organes sexuels. On note que dans le pénis ot la valeur
de la fraction protéo-liée est exceptionnellement élevée celle de la fraction phéno-
lique non-hexcestrol est une des plus faibles.

Fractions nos 3 et 4 (basique et acide).

Si I'on se rapporte aux résultats des tableaux 2z et 3 on voit que dans tous les
organes étudiés la fraction basique est presque aussi faible chez le Bouc que chez la
Brebis et il en va a peu prés de méme pour la fraction acide dans les organes sexuels,
On constate aussi que chez le Bouc les valeurs de cette fraction dans le sang et les
poumons sont 3 fois plus faibles que chez la Brebis. Néanmoins, par rapport aux frac-
tions principales (hexcestrol, phénoliques non hexcestol, protéo-liées), les fractions
basiques et acides ne sont guére plus importantes chez le mile que chez la femelle.

Fractions nos 2 et 5 (lipidique et neutre).

Bien qu’en général plus importante que chez la Brebis, la fraction lipidique dans
tous les tissus étudiés chez le Bouc est trés faible par rapport aux autres fractions.
Par contre, les valeurs de la fraction neutre retrouvées dans I'épididyme et dans les
poumons sont statistiquement plus élevées que celles retrouvées dans les autres tissus.
Cette observation s’explique mal, d’autant plus que ces organes sont trés différents
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au point de vue structure et fonction : cependant, mis & part ces deux résultats on
peut penser que les fractions lipidiques et neutres sont quantitativement peu impor-
tantes dans tous les tissus étudiés chez le Bouc.

La nature et Povigine des fractions

Il est évident que I'hexcestrol est transformé dans I'organisme animal en plu-
sieurs produits dont on ignore la nature précise. Il est cependant bien connu que les
phénols sont trés susceptibles d’oxydation par l'oxygéne atmosphérique et nous
avons remarqué que les taches d’hexcestrol jaunissent pendant une nuit si on les laisse
sur papier aprés purification chromatographique. Selon toute probabilité cette colo-
ration indique la formation d’une quinone. I,a haute concentration de la radioactivité
accumulée dans les poumons notamment aprés injection intraveineuse (GLASCOCK
et SMITH, 1969) et la proportion élevée de cette radioactivité qui se trouve dans la
fraction phénolique non hexcestrol (tabl. 2 et 3) nous ont suggéré que dans les tissus
I'hexcestrol peut subir une oxydation de nature plut6t chimique que biochimique.
Par 1a, nous entendons une oxydation qui s’effectue sans!’interventiond’une enzyme.

Cette hypothése nous a amenés a effectuer les expériences de contréle n vitro.
Deux solutions de 'hexcestrol tritié 4 1 pg/kg, 'une dans de 1'eau et l'autre dans du
sang citraté, sont traitées a 37° pendant 20 mn par un courant d’oxygéne. La durée
du traitement correspond ainsi au délai entre I'injection et I’abattage des animaux
recevant I'cestrogéne par voie intraveineuse.

TABLEAU 4

Récupération de I'hexoestrol-3H aprés incubation @ 37°C pendant 20 mn
sous barbotage d'Q, dans de U'eaun et du sang. Concentration de I'hexcestrol : 1 pgli

Radioactivité retrouvée sous forme d’hexcestrol inchangé. Valeurs en pourcentage
de la radioactivité totale dans les solutions

Solution
Expérience no.
Eau Sang
1 97,6
2 94,9 96,7
3 97,8 97,5

Comme le montre le tableau 4, 95-g8 p. 100 de la radioactivité dans les deux
solutions sont récupérées sous forme d’hexcestrol inchangé. Il découle de ces expé-
riences que 1'hydrolyse acide n’entraine aucune destruction de I'hexcestrol et aussi
qu'une simple oxydation n’est pas responsable des dérivés de 'hexcestrol séparés
dans les différentes fractions. Les enzymes qui catalysent la formation de ces dérivés
doivent donc étre absentes dans le sang et, par conséquent, se trouver dans d’autres
tissus. Ces tissus seraient ainsi a l'origine des métabolites sanguins. Cette constata-
tion n’est pas en accord avec celle d’AXELROD et WERTHESSEN (1961) qui ont observé
la formation de plusieurs dérivés hydroxylés de I'cestrone, de la testostérone et de
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I'hydrocortisone aprés incubation avec du sang de vache. L’identité des tissus res-
ponsables des métabolites radioactifs dans le sang reste conjecturale mais on note
a cet égard la haute proportion de la radioactivité tissulaire qui, dans les deux sexes, -
se trouve sous forme de métabolites dans les poumons et le foie.

Si, comme il le semble, les transformations que subit cet cestrogéne sont de nature
biochimique, on peut penser que la premiére attaque serait une hydroxylation. On
sait que plusieurs stéroides sont transformés en produits hydroxylés aussi bien in vivo
qu'in vitro et TERENTUS (1966) a recherché le dihydroxyhexcestrol [méso-3,4-bis
(3',4’-dihydroxyphényl-n-hexane)] dans ses fractions phénoliques. Cependant, il n'a
pu en déceler qu'une trés faible proportion (moins de 2 p. 100) dans les 3 tissus étudiés
(plasma, vagin et utérus). Il n’est pourtant pas exclu que ce métabolite, ou un autre
phénol hydroxylé, soit contenu dans la fraction phénolique non hexcestrol extraite
des tissus dans le présent travail. Une autre réaction également probable est une
oxydation en quinones de I’hexcestrol ou de ses dérivés hydroxylés. On sait depuis
les travaux de JELLINCK et coll. (JELLINCK, 1960 a et b ; JELLINCK, LEWIS et BosTON,
196%) que la phénoloxidase de champignon provoque # vitrol’oxydation de I'cestrone,
de 1'cestradiol et du stilbeestrol en produits quinoniques et qu'un systéme enzymique
analogue existe dans le foie de rat. S’il en était ainsi chez la Brebis et le Bouc et que
les produits restent libres, ils paraitraient dans les fractions phénoliques non-hexces-
trol ou neutres selon que la réaction porte sur un des anneaux benzéniques de "hexces-
trol ou sur les deux.

Cependant, s’il se forme de tels produits quinoniques ils ne resteraient pas
nécessairement libres. Il est bien connu que les quinones se lient activement aux pro-
téines et JELLINCK (1960 a et b) a constaté que la phénoloxydase de champignon
catalyse iz vitro la transformation de l'eestradiol et du stilbeestrol en produits trés
efficacement protéo-liés.

Quant au présent travail on peut s’interroger sur la nature de la fraction désignée
protéo-liée. D’une part elle pourrait provenir d'une transformation de l'hexcestrol
en produits quinoniques comme nous en avons discuté plus haut; d’autre part,
comme plusieurs auteurs (NOTEBOOM et GORSKI, 19605 ; BAULIEU, ALBERGA et JUNG,
1967 ; BAULIEU, 1968) ont mis en évidence l'existence des liaisons, spécifiques aussi
bien que non-spécifiques, entre stéroides et protéines, la substance radioactive protéo-
liée pourrait étre I’hexcestrol lui-méme. Les résultats obtenus dans le présent travail
ne nous permettent pas de décider de la nature chimique de cette substance dans les
différents tissus. Il est cependant possible que la radioactivité protéo-liée soit rede-
vable a des produits quinoniques dans un tissu de haute activité métabolique, tel
que le foie, et a I’hexcestrol lui-méme dans les tissus d’activité métabolique plus faible
tels que le pénis. Pour trancher cette question il serait nécessaire d’avoir recours a
une méthode, telle que la digestion a la protéinase, qui soit capable de libérer le
composé radioactif de sa liaison protéinique. Cet aspect du probléme est déja al’étude.

D’aprés JELLINCK et coll. (1967) Uincubation de 1'cestradiol avec une prépara-
tion de microsomes hépatiques donne naissance a un produit hydrosoluble dont les
propriétés correspondent a celles d'une quinone conjuguée au glutathion. Si un pro-
duit analogue était présent dans les extraits tissulaires du présent travail, la quinone
radioactive se retrouverait aprés I'hydrolyse acide dans la fraction neutre.

¥tant donné que nous savons trés peu de la premiére réaction que subit ’hexces-
trol dans les tissus il serait vain de spéculer sur celles qui lui succédent. Il est évident
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que chez les deux sexes il se produit plusieurs dérivés de propriétés chimiques diffé-
rentes dont la concentration varie selon le tissu ot ils sont formés. On ignore encore
si une fraction donnée, extraite d’un tissu, renferme le méme métabolite que la frac-
tion correspondante extraite d’'un autre tissu. Il faut reconnaitre qu’en mettant en
évidence la production chez le Ruminant de divers métabolites de I’hexcestrol nous
n’avons guére jeté de lumiére sur leur identité.

A la suite de nombreux travaux effectués chez les Rongeurs pendant les 10 der-
niéres années il est généralement considéré comme acquis que les cestrogénes subis-
sent trés peu de modifications chimiques dans les organes-cibles chez la femelle. Le
présent travail indique que cette conclusion n’est pas complétement valable pour le
Ruminant, et pourrait ainsi la remettre en question pour les autres espéces.

.
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SUMMARY

A STUDY OF THE METABOLISM OF A PHENOLIC (ESTROGEN IN THE RUMINANT.
II. — CHEMICAI, FRACTIONATION OF RADIQACTIVITY RECOVERED
FROM VARIOUS TISSUES AFTER INJECTION WITH TRITIATED HEXESTROL

Tritiated hexcestrol was administered to 4 male goats and 4 ewes at a dose of 1 pug/kg. The
animals were slaughtered when the concentration of radiocactivity in tissues reached its maximum
value and a range of tissues, including the sex organs, was extracted with ethanol-ether. After
acid hydrolysis the extract was separated into the following 6 fractions : lipid, basic, acid, neutral,
phenolic non-hexcestvol and unchanged hexastrol. In most tissues of both male and female animals
between 50 p. 100 and 75 p. 100 of the radioactivity present was in the form of unchanged hexoces-
trol. In the liver of both sexes and in the penis, inextractible radioactivity (protein bound) was
particularly high.

In control experiments carried out ¢% vitro it was shown that chemical changes in the cestrogen
observed in vivo did not result from a simple oxidation and that the enzymes causing these
changes were absent from the blood.

The results obtained are discussed with reference to what is alrcady known on the metabo-
lism of cestrogens in other species.
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