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Comparaison du métabolisme des stéroides par les testicules
et les ovaires de I'embryon de Rat de 19 jours en culture
in vitro.

J.-P. WENIGER, A. ZEIS

Laboratoire de Zoologie et d’Embryologie expérimentale,
Université Louis-Pasteur,
12, rue de I'Université, 67000 Strasbourg, France.

Summary. A comparative study of steroid metabolism by the gonads of the 19-day old
rat embryo in organ culture.

Oestrone was the main oestrogen formed by the ovaries from both dehydroepian-
drosterone and testosterone ; oestradiol was only formed minimally. Much less oestrogen
was formed in the testes, oestradiol being predominant. Androstenedione was the
prevailing androgen in the ovaries and testosterone in the testes.

These results obtained in vitro are probably also true /n vivo. They show high
aromatase activity in the ovaries. 178-hydroxysteroid dehydrogenase favored
androstenedione formation, and hence oestrone formation, in the ovaries and testosterone
formation, and hence oestradiol formation, in the testes.

Different results might be obtained at different embryonic stages.

Introduction.

Le métabolisme des stéroides par I'ovaire embryonnaire de Mammifére a déja
fait I'objet d'un certain nombre de travaux, mais dont le c6té quantitatif était
généralement absent. Seuls Milewich et al. (1977) et George et Wilson (1978) indi-
quent que la testostérone et I'androsténedione étaient transformées préférentielle-
ment en cestradiol, aussi bien par I'ovaire embryonnaire de Lapin que par I'ovaire
foetal humain, I'cestrone ne représentant pour ainsi dire qu’un sous-produit.
Aussi, était-il surprenant que I'ovaire embryonnaire de Rat format presque exclusi-
vement de 'cestrone a partir de testostérone (Weniger et al., 1984).

D’autre part, les transformations de stéroides par le testicule embryonnaire
de Mammifere, et en particulier I'aromatisation des androgénes, ont été peu étu-
diées. La, la formation d’cestradiol était prépondérante (Weniger et Zeis, 1983).
Devant ce chassé-croisé, une étude comparative des transformations que les
gonades des deux sexes étaient capables de faire subir aux stéroides paraissait
intéressante. Dans le présent article, nous exposons les résultats d'une telle
étude, ou il s’agissait de déterminer I'importance de certains métabolistes, et
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nommément des cestrogénes, formés par les gonades de I'embryon de Rat de
19 jours & partir de testostérone, d'androsténedione ou de déhydroépiandrosté-
rone radioactives.

Matériel et méthodes.

Les embryons de Rat utilisés étaient de race Wistar et avaient 19 jours. Testi-
cules et ovaires ont été sectionnés en deux et cultivés /n vitro sur le milieu gélosé
de Wolff et Haffen (1952) en présence de testostérone 3H-1,2,6,7 (CEA),
d'androsténedione 3H-1,2,6,7 (Amersham) ou de déhydroépiandrostérone
3H-1,2,6,7 (Amersham)} dont la pureté radiochimique, vérifiée par chromatogra-
phie sur couche mince de gel de silice, était = 95 % et dont |'activité spécifique
variait entre 65 et 95 Ci/mmol. Le marquage dans les positions 1B et 23, d'ol le
3H est éliminé au cours de |'aromatisation, variait entre 0 et 156 %, et il n'a pas été
tenu compte de cette perte d’activité dans le calcul du pourcentage de transfor-
mation.

Les substances radioactives étaient dissoutes dans le mélange propane-1,2-
diol-liquide de Tyrode 1 : 3 a une concentration voisine de 4 pCi/10 pl. Chaque
expérience portait sur 40 paires de testicules, qui ont été baignés dans 20 pl de
solution radioactive, ou sur 20 paires d'ovaires, gu’il a suffi, étant donné leur taille
beaucoup plus petite, de baigner dans 5 ul de solution.

Aprés 24 h de culture a 37 °C, les milieux sont soumis a |'analyse. Celle-ci,
qui a déja été décrite en détail (Weniger et Zeis, 1983 ; Weniger et al., 1983),
comprend les étapes suivantes : 1} hydrolyse par I'acide chlorhydrique & chaud,
afin d’obtenir une phase liquide homogéne se prétant a |'extraction par {'éther ;
2) extraction de I'hydrolysat par |'éther éthylique ; 3) fractionnement de |'extrait
en une fraction « androgenes » et une fraction « cestrogénes » ; 4) séparation de
la testostérone et de |I'androsténedione par chromatographie sur couche mince ;
5) méthylation de la fraction « cestrogénes » et séparation chromatographique de
I’cestrone et de I'cestradiol méthylés ; 6) formation de dérivés acétylés ou réduits ;
7) recristallisation a activité spécifique constante aprés addition de 15-20 mg de la
substance non radioactive au dernier éluat. C'est sur la valeur constante de I'acti-
vité spécifique par rapport au 3H qu’est basé le calcul du pourcentage de transfor-
mation. Celui-ci est corrigé par le pourcentage de récupération que ['addition
d’'une quantité traceuse de la substance marquée au “C permet de déterminer.
Les exemples du tableau 2 illustrent les différentes étapes du calcul.

Résultats et discussion.

Les résultats, consignés dans le tableau 1, donnent lieu aux remarques sui-
vantes. La différence entre les testicules et les ovaires, en ce qui concerne le
métabolisme des stéroides, semble découler du fait que la 17B-hydroxystéroide-
déshydrogénase favorise la formation de testostérone dans le cas des testicules,
celle d’androsténedione dans le cas des ovaires. A partir de 13, méme si I'aroma-
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tase est incomparablement moins active dans les testicules que dans les ovaires,
on comprend que la formation d’cestradiol prédomine dans les premiers, celle
d’'cestrone dans les seconds. L'cestrone étant |'cestrogéne principal formé par les
ovaires aussi bien & partir de déhydroépiandrostérone que de testostérone, il est
facile de prévoir qu'avec I'androsténedione comme substrat le résultat serait le

TABLEAU 1

Pourcentages de transformation de la testostérone (T), de l'androsténedione (A)
et de la déhydroépiandrostérone (DHA) radioactives en cestrone (E,), cestradiol (E;),
testostérone et androsténedione.

wmes  TASIESMI A AS O gy 4SS Gl

Métabolites E, E, A E E, T E, E, T A
Testicules 0,009 0,052 1,8 0,068 0,076 1 0,018 0,056 14 1,8
Ovaires 4,5 0,094 19 - — — 3,4 0,078 0,20 15

A.S. : Activité spécifiqgue ; ¢ : concentration radioactive.

TABLEAU 2

Exemples d'identification de métabolites par recristallisation a activité spécifique constante
et calcul du pourcentage de transformation.

Substrat Déhydroépiandrostérone Déhydroépiandrostérone Testostérone
Gonades Testicules Testicules Ovaires
Métabolite Qestrone Qestradiol Androsténedione
14 34 14¢ 34 14, 3y
Cristaux 1 294 22 287 81 98 6 537
Eaux-meres 1 320 338 308 669 97 10 200
Cristaux 2 268 13,4 290 65 99 6 561
Eaux-méres 2 309 56 299 172 96 6 586
Cristaux 3 265 1,7 292 58 100 6 643
Eaux-méres 3 287 13,5 306 110 103 6 326
Cristaux 4 269 12,5 280 51
Eaux-meres 4 281 16,1 291 77
Cristaux 5 267 12,3 276 50
Eaux-méres 5 - - 289 67
A.S. constante 267 12,2 286 50,5 99 6 531
% constance 0,84 % 3,8% 3,6 % 1,0 % 42 % 3,1 %
Activité totale (x15) 4 005 183 (x15) 4 290 758 (x20) 1980 130 620
Activité départ 15 600 3 979 000 12 500 3 979 000 5 900 2 050 000
% récupération 26 % 34 % 34 %
% transformation 0,018 % 0,056 % 19 %

Activité spécifique des cristaux et des eaux-meéres exprimée en coups par minute par milligramme.
Les valeurs constantes sont encadrées.
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méme. Ajoutons que d’autres métabolites identifiés sont la dihydrotestostérone
dans le cas des testicules et I'androstérone dans le cas des ovaires, mais en
I'absence d’utilisation de traceurs marqués au '*C leur pourcentage de transforma-
tion ne peut &tre indiqué gqu’assez grossiérement comme étant de I'ordre d'1 %.

On peut se demander dans quelle mesure ces résultats obtenus in vitro
s’appliquent aux conditions /n vivo. L'aromatisation de la testostérone par les tes-
ticules est certaine, puisqu‘elle est présente en abondance (Warren et al., 1973 ;
Naessany et al., 1981). Dans le cas des ovaires, |la production endogéne d’cestra-
diol a pu étre démontrée, mais seulement aprés stimulation par I'AMPc (Benhaim
et al., 1983). |l est vraisemblable que I'cestrone serait décelée plus facilement.

Conclusion.

En conclusion, chez I'embryon de Rat de 19 jours, ['activité aromatasique est
notable dans les ovaires, insignifiante dans les testicules. La 173-hydroxystéroide-
déshydrogénase déplace |'équilibre de la réaction réversible androsténedione
—— testostérone vers la testostérone dans les testicules, vers I'androsténe-
dione dans les ovaires ; il s’ensuit que I'équilibre cestrone =—= cestradiol évo-
lue vers I'cestrone dans les ovaires, vers I'cestradiol dans les testicules. A ce sujet,
on remarque que le testicule, qui assure la masculinisation de |'appareil génital
{Jost, 1946-47) sécréte justement I'androgeéne le plus actif, alors que I'ovaire, qui
ne semble jouer aucun réle dans la différenciation sexuelle (Jost, 1946-47), pro-
duit I'cestrogéne le moins actif. Le réle de la 178-hydroxystéroide-déshydrogénase
dans la différenciation sexuelle semble donc capital. Il est & noter qu’on connait
dans I'espéce humaine des cas de masculinisation incompléte par insuffisance
d’activité 17P-hydroxystéroide-déshydrogénasique d’origine génétique (Zurbriigg,
1974).

Recu en novembre 1984.
Accepté en janvier 1985.
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