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RESUME

Le principe des diverses méthodes de
dosage de la testostérone et de ses
formes circulantes est décrit : 1°- dosa-
ge radioimmunologique de la testosté-
rone totale avec un traceur tritié,
aprés extraction des stéroides et chro-
matographie (méthode de référence),
2°- méthodes de dosage directes dans le
plasma, 3°- dosage de la testostérone
non liée a la SBP (fraction biodispo-
nible pour les cellules cibles), utile
dans les cas de modifications de la
concentration plasmatique de SBP
(hyperthyroidie, andropause, insuffi-
sance testiculaire exocrine sévere), 4°-
dosage de la testostérone libre. Il exis-
te des fluctuations épisodiques et un
rythme nycthéméral de la testostéroné-
mie, de larges variations inter-sujets et
une diminution trés progressive avec
Page.

Mots clés : Testostérone, Sex steroid-binding
protein, testostérone biodisponible, immunodosa-
ge, hypogonadisme, andropause.

INTRODUCTION

La testostérone est le principal androgéne
circulant chez ’homme, son dosage dans le
plasma permet d’évaluer la fonction endo-
crine du testicule.

Pendant la vie intra-utérine, la testostérone
sécrétée sous l'effet de 'hCG maternelle
puis de la LH feetale permet la différencia-

tion sexuelle masculine, la descente testicu-
laire et la croissance du pénis. Dans les 3
premiers mois de la vie, il existe une activa-
tion de 'axe gonadotrope avec sécrétion de
testostérone. Les concentrations plasma-
tiques sont alors de I'ordre de la moitié de
celles observées chez ’adulte. Pendant
I'enfance, la testostérone est basse en raison
de la mise au repos de 'axe gonadotrope.
Lors de l'installation de la puberté, la testo-
stérone augmente. Elle provoque alors la
mise en place des caractéres sexuels secon-
daires, participe a l'initiation de la sperma-
togéneése et permet I'apparition de la sexua-
lité adulte. Avec 'avancée en age, on
constate une diminution statistique de la
testostérone plasmatique avec des varia-
tions individuelles importantes.

La testostérone circule sous 3 formes :

¢ la testostérone liée a la protéine de liai-
son spécifique des stéroides sexuels, la Sex
steroid-Binding Protein (SBP) encore appe-
lée Sex Hormone-Binding Globulin (SHBG)
ou Testosterone estradiol-Binding Globulin
(TeBQG),

¢ la testostérone liée 4 'albumine,
¢ la testostérone libre.

La répartition de la testostérone entre ces 3
formes circulantes dépend d’une part des
affinités de la testostérone pour la SBP et
lalbumine et d’autre part des concentra-
tions de SBP, d’albumine, et des autres sté-
roides (5a-dihydrotestostérone, estradiol)
capables de se lier 4 ces protéines de liai-
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son. La forte affinité de la testostérone pour
la SBP fait que celle-ci a plutdt pour fonc-
tion de retenir la testostérone dans la circu-
lation. A l'opposé, la faible affinité de la liai-
son de la testostérone a 'albumine fait que
la testostérone liée a I'albumine peut facile-
ment s’en libérer, la fraction libre de la tes-
tostérone diffusant dans les cellules cibles.
Ainsi, des variations de la SBP peuvent
modifier la quantité de testostérone circu-
lante disponible pour les cellules cibles.

METHODES DE DOSAGE DE LA
TESTOSTERONE

1. Dosage de la testostérone totale

C’est le plus souvent un immunodosage
avec marqueur dans lequel il y a compéti-
tion entre la testostérone a doser (ou la tes-
tostérone étalon) et la testostérone mar-
quée, vis & vis d'un nombre limité de sites
anticorps anti-testostérone. A I'équilibre, les
formes libre et liée & I’anticorps de la testo-
stérone sont séparées. Le signal est ensuite
mesuré (Figure 1).

a) Dosage radioimmunologique de la
testostérone totale aprés extraction et
chromatographie

Cette méthodologie, qui utilise la testostéro-
ne marquée au tritium, constitue, avec la
spectrométrie de masse, une méthode de
référence pour le dosage de cette hormone
stéroide.
En effet,

» L’extraction des stéroides du plasma
par un solvant organique (éther diéthylique
par exemple) permet d’éviter que l'interac-
tion entre la testostérone et I'anticorps soit
perturbée par les protéines du plasma et en
particulier la SBP.

¢ La 3H-testostérone présentant une struc-
ture chimique identique a celle de la testosté-
rone a doser est un traceur de choix : elle pré-
sente une immunoréactivité vis a vis de
I'anticorps sensiblement identique a celle de
la testostérone a doser ou de la testostérone
étalon. Elle permet de procéder a des

mesures du taux de récupération de la testo-
stérone (les pertes possibles de testostérone
lors de I'extraction et des étapes de chromato-
graphie peuvent ainsi étre estimées de
maniére précise sur chaque échantillon).

* La purification par chromatographie
(chromatographie de partage, sur colonne
de célite par exemple) permet de séparer la
testostérone des autres stéroides suscep-
tibles d’interférer au niveau du dosage
radioimmunologique. En effet les structures
chimiques des stéroides étant proches les
unes des autres, la spécificité des anticorps
anti-testostérone n’est pas absolue. Ces
anticorps présentent en général certaines
réactions croisées avec d’autres stéroides de
structure proche de la testostérone.

Signal :
testostérone
marquée lie
a l'anticorps

Echantillon
a doser

Concentration en testostérone
(échelle logarithmique)

Figure 1: Représentation schématique de la
courbe d’étalonnage d’un immunodosage de
la testostérone. La quantité de testostérone
marquée liée a Panticorps (signal) diminue
en fonction de augmentation de la quanti-
té de testostérone non marquée présente
dans le milieu réactionnel (compétition). Le
signal obtenu avec l’échantillon a doser,
comparé aux signaux obtenus avec des
concentrations connues de testostérone non
marquée (étalons) permet de déterminer la
concentration de testostérone dans Uéchan-
tillon a doser.
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Les étapes d’extraction et de chromatogra-
phie permettent donc de supprimer en
quasi-totalité les interférences spécifiques
(réactions croisées) d’'une part, les effets de
matrice d’autre part (les molécules de testo-
stérone a doser, comme les molécules de
testostérone standard se trouvent alors
environnées, lors du radioimmunodosage,
par un milieu réactionnel identique, a
savoir une solution tampon).

b) Dosages de la testostérone par
méthode directe

11 existe des méthodes de dosage direct de la
testostérone sur le plasma (ou le sérum).
Ces méthodes, sans extraction, ni chromato-
graphie, utilisent des anticorps fixés sur
une phase solide et des marqueurs radioac-
tifs (125]), luminescents (esters d’acridi-
nium, luminol, Eu3+) ou enzymatiques
(phosphatase alcaline, peroxydase).

Ces méthodes, précises et de pratique aisée,
sont souvent automatisables. Cependant,
soumises aux effets de matrice (SBP, acides
gras, ...) et aux interférences spécifiques
(5a-dihydrotestostérone, A4 Androsténedio-
ne, ...) malgré 'utilisation d’anticorps
monoclonaux, elles ont une exactitude
moins bonne que les méthodes avec extrac-
tion et chromatographie.

2. Dosages des différentes fractions de
la testostérone circulante

La fraction de la testostérone circulante bio-
disponible pour les cellules cibles serait la
fraction de la testostérone non liée a la
SBP. Cette fraction comprend donc la testo-
stérone libre (1 4 2% de la testostérone tota-
le) capable de traverser les membranes des
cellules cibles, et la testostérone liée a
lalbumine, rapidement mobilisable a cause
de la faible affinité de la liaison albumine-
testostérone. Divers dosages ou index per-
mettent d’apprécier ces différentes fractions
de la testostérone circulante :

a) Mesure du rapport testostérone tota-
le /| SBP

La SBP a longtemps été dosée grace a sa
propriété de lier la testostérone ou la 5a-
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dihydrotestostérone tritiée. Elle peut main-
tenant étre dosée par des méthodes immu-
nologiques.

Le rapport testostérone totale / SBP permet
de tenir compte de la concentration de la
SBP dans l'interprétation de la concentra-
tion de testostérone, donc d’évaluer grossie-
rement la concentration de testostérone bio-
disponible. Il est & noter que si les labora-
toires fournissent des normes pour les
dosages de testostérone totale et de SBP, ils
n’en fournissent en général pas pour le rap-
port testostérone totale / SBP.

b) Testostérone non liée a la SBP

Dans le plasma, il est possible de précipiter
la SBP et la testostérone qui lui est liée par
du sulfate d’ammonium a4 50% de satura-
tion. L’albumine n’est pas précipitée a cette
concentration de sulfate d’ammonium
(Figure 2). Le dosage de la testostérone res-
tant dans le surnageant permet une mesure
de la testostérone non liée a la SBP, c’est a
dire la somme testostérone liée a 'albumine
+ testostérone libre, ce qui représente fina-
lement la fraction biodisponible pour les cel-
lules cibles [2].

L’exemple le plus frappant de modification
des fractions circulantes de la testostérone
est certainement I’hyperthyroidie chez
I'homme. Il est fréquent que les patients
présentant une maladie de Basedow se plai-
gnent d’'une impuissance sexuelle et déve-
loppent une gynécomastie, le tout évoquant
un hypogonadisme. Chez ces patients, la
concentration de testostérone totale est
supérieure aux normes. Ce paradoxe
s’explique par leffet stimulant direct des
hormones thyroidiennes sur la sécrétion de
SBP par le foie. Il en résulte une augmenta-
tion de la concentration de SBP dans le
plasma, ce qui est responsable d’'une aug- .
mentation de la concentration de testostéro-
ne liée a la SBP dans le plasma. En consé-
quence, les valeurs de la testostérone non
liée a la SBP sont basses, proches de celles
observées dans les hypogonadismes, donc
en bonne concordance avec la clinique
(Figure 3).
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Figure 2 : Concentrations de SBP, d’albu-
mine et de testostérone dans le surnageant
d’un plasma aprés précipitation par des
concentrations croissantes de sulfate
d’ammonium.

c) Testostérone libre

Il est possible de mesurer le pourcentage de
testostérone libre (%Tlibre) dans le plasma
par dialyse a ’équilibre a I'aide de testosté-
rone marquée au tritium. Connaissant la
concentration de testostérone totale (T), le
produit T x %Tlibre permet de calculer la
concentration en testostérone libre. Cette
méthode de référence est trop lourde a
mettre en ceuvre pour étre utilisée en routi-
ne.

Depuis quelques années des immunodo-
sages de la testostérone libre utilisant des
"traceurs analogues” ont été développés,
non sans difficultés. Celles-ci sont dues :

* 3 la faible quantité de testostérone libre
a doser,

* 3 la grande quantité d’albumine, protéi-
ne de liaison qui présente une faible affinité
pour la testostérone,
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Figure 3 : Valeurs (m=1DS) de la testostéro-
ne totale, de la SBP et de la testostérone
non liée a la SBP chez 30 suyjets normaux
agés de 18 a 40 ans (< 40 ans), 35 sujets nor-
maux Ggés de 40 a 83 ans (> 40 ans), 18
patients Qgés de 29 a 79 ans préseniant une
hyperthyroidie et 18 sujets normaux appa-
riés pour U'dge aux sujets présentant une
hyperthyroidie (Groupe Contréle). * p<0,05 ;
** n<0,01 ; *** p<0,001 pour le test t de Stu-
dent. (ref. Déchaud et al., 1989)

* au fait que l'on utilise une méthode
directe de dosage avec ses inconvénients
classiques, interférences spécifiques et
effets de matrice.

d) Coiit des dosages :

Dosage de testostérone totale dans le plas-
ma : B 80 = 140,80 F*

Dosage de SBP dans le plasma :
B 80 = 140,80 F*

Dosage de testostérone biodisponible dans
le plasma : B 140 = 246,40 F*

Dosage de testostérone libre dans le
plasma : B 140 = 246,40 F*

* : pour une valeur actuelle du B de 1,76 F.



Ces dosages sont remboursés par la Sécuri-
té Sociale.

VARIATIONS DE LA TESTOSTERONE
SERIQUE

Chez 'homme, I'indication du dosage de tes-
tostérone correspond i la recherche d’une
altération de la fonction endocrine du testi-
cule, primitivement testiculaire ou secon-
daire & une altération centrale (hypothala-
mo-hypophysaire). L’interprétation de la
testostéronémie doit tenir compte de cer-
tains facteurs de variabilité :

1. Cycle nycthéméral et pulsatilité

La sécrétion de testostérone par la cellule
de Leydig est directement sous l'influence
de la LH. La sécrétion pulsatile de GnRH
par I'hypothalamus induit une sécrétion
pulsatile de LH qui est elle méme respon-
sable de variations épisodiques de la testo-
stérone sérique (Figure 4). Il existe en outre
une variation nycthémérale de la testostéro-
ne avec un maximum le matin, une diminu-
tion au cours de la journée (Figure 4) et une
remontée en fin de nuit. Le mécanisme de
cette variation nycthémérale tient dans une
variation de la sensibilité de la cellule de
Leydig a la LH (il n’existe pas de variation
nycthémérale de la LH en dehors de la
période d’installation de la puberté). La
conséquence pratique découlant de la varia-
tion nycthémérale est la nécessité de faire
pratiquer le dosage de testostérone le
matin, les valeurs de I’aprés-midi étant
régulierement plus basses de l'ordre de
50%.

2. Variations inter-sujets de la concen-
tration de la testostérone plasmatique

La valeur de la testostérone varie large-
ment selon les individus. Les valeurs nor-
males s’étalent entre 300 et 1000 ng/dl. Le
niveau auquel est maintenue la concentra-
tion de testostérone semble pour une part
sous contrdle génétique. Les variations
entre sujets d’'une méme fratrie apparais-
sent inférieures a la variabilité dans la
population générale.
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Figure 4 : Variations de la testostérone tota-
le et de la testostérone non liée a la SBP
mesurée toutes les 10 minutes au cours de
la journée chez un homme normal.

3. Modifications avec I’age

En moyenne, la concentration plasmatique
de testostérone diminue de maniére pro-
gressive avec 'dge. Il existe toutefois de
grandes variations de la testostéronémie
entre les sujets dans chaque tranche d’age.
Ainsi, certains sujets de plus de 70 ans ont
une concentration de testostérone supérieu-
re a celles d’hommes jeunes. Il apparait que
la diminution de la testostérone est liée au
vieillissement lui-méme et pas seulement
aux états pathologiques plus fréquents chez
les sujets 4gés. Avec I'age, le nombre de cel-
lules de Leydig diminue, la réponse a4 ’'hCG
diminue, la LH augmente mais perd de sa
bioactivité [5].

4. Modifications de 1a SBP

L’intervention de 1a SBP dans la biodisponi-
bilité de la testostérone pour les cellules
cibles oblige a tenir compte des variations
concomitantes des concentrations de testo-
stérone et de SBP, en particulier dans les
situations suivantes :



a) Hyperthyroidie : nous avons vu les
conséquences de I'augmentation de la SBP
due a Yexceés d’hormone thyroidienne. La
testostérone totale est augmentée mais
retenue dans la circulation. La testostérone
non liée a la SBP est abaissée en accord
avec la symptomatologie comportant des
signes d’hypogonadisme.

b) Puberté : Au cours de la puberté, la pro-
duction de testostérone augmente du fait de
Pactivation de 'axe gonadotrope. De manie-
re concomitante, la SBP diminue [3].

c¢) Variation de poids : la concentration
plasmatique de SBP est controlée par des
facteurs métaboliques : elle est diminuée
dans les cas d’obésité, augmentée chez le
sujet dénutri.

d) Vieillissement : Au cours du vieillisse-
ment la SBP augmente progressivement. La
testostérone non liée a la SBP diminue de
maniere souvent plus importante que ne le
laisserait prévoir la mesure de la testostéro-
ne totale (Figure 3).

e) Insuffisances testiculaires exocrines
séveres : Dans les insuffisances testicu-
laires exocrines séveéres avec atrophie testi-
culaire et forte élévation de la FSH (au
maximum dans le syndrome de Klinefelter),
la testostérone totale est dans les limites
inférieures de la normale. En revanche, la
testostérone non liée a4 la SBP est souvent
nettement inférieure 4 la normale en raison
d’'une augmentation de la SBP.

LES HYPOGONADISMES

Des concentrations de testostérone infé-
rieures a 250 ng/dl chez I'adulte jeune sont
évocatrices d'une altération de la fonction
endocrine du testicule. Le dosage des gona-
dotrophines permet de rapporter 'hypogona-
disme & une atteinte périphérique testiculai-
re en cas d’élévation de la LH. Les atteintes
testiculaires périphériques portant de
maniére prédominante sur la fonction exocri-
ne, la FSH sera le plus souvent élevée.
L’association d’un abaissement de la testo-
stérone et de taux bas de LH (et de FSH)
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signe une atteinte centrale, avec une insuffi-
sance leydigienne en général plus marquée
que dans les atteintes testiculaires périphé-
riques [6]. Certaines circonstances sont res-
ponsables d’un hypogonadisme fonctionnel
[1], c'est le cas du stress. Par exemple, une
intervention chirurgicale provoque une dimi-
nution de la testostéronémie qui peut mettre
plusieurs semaines pour se normaliser.

TESTOSTERONE ET SEXUALITE

S’il est incontestable que la testostérone
intervient dans la sexualité masculine, la
relation entre “performances” sexuelles et
testostéronémie n’apparait toutefois pas
linéaire. Diverses études ont recherché le
mode de relation entre testostérone et
sexualité [4]. Il semble exister une valeur
seuil au-dessous de laquelle apparaissent
des troubles sexuels. Au-dessus de cette
valeur seuil, I'imprégnation hormonale
parait suffisante pour permettre une sexua-
lité normale quelle que soit la valeur de la
testostéronémie. Ce seuil apparait cepen-
dant variable d’un sujet a I’autre, en parti-
culier en fonction de 'expérience sexuelle et
de Penvironnement affectif du sujet. Une
des questions qui se pose fréquemment est
de savoir a partir de quelle valeur de testo-
stéronémie on peut considérer que les
troubles sexuels d’'un sujet sont en rapport
avec le déficit androgénique lié a 1’'age. Les
multiples facteurs intervenant de maniere
positive ou négative sur la sexualité mascu-
line font que la détermination de la valeur
seuil d’apparition des troubles sexuels est
trés difficile a préciser et qu’il est parfois
nécessaire de réaliser un test thérapeu-
tique, a condition que l'utilisation d’andro-
géne ne soit pas contre-indiquée, en particu-
lier par une pathologie prostatique.
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ABSTRACT
Plasma testosterone assay in men.
Hervé LEJEUNE, Henri DECHAUD.

The measurement of testosterone in
plasma is the main tool to investigate
the endocrine function of the testis.
Radioimmunoassay of total testostero-
ne using 3H-testosterone as tracer,
after steroid extraction and chromato-
graphy avoids the interactions of ste-
roids and plasma proteins in the assay.
It can be considered as a method of
reference. Direct methods, without
extraction and chromatography, and
using non-radioactive tracers have
been developped. They are easier and
faster to perform but less accurate

because of the aforementioned interac-
tions. In the plasma, testosterone is
mainly bound with a high affinity to
SBP and with a low affinity to albu-
min. Non-SBP-bound testosterone is
considered to represent the fraction of
the testosterone available for target
cells. Non-SBP-bound testosterone can
be measured after precipitation of SBP
by ammonium sulfate. This procedure
is usefull to investigate androgenicity
when plasma SBP concentrations are
altered such as in hyperthyroidism,
aging and severe exocrine testicular
failure. Plasma free testosterone can
be mesured by equilibrium dialysis, a
procedure not suitable for routine
assay or more easily but less accuratly
by direct measurement in the plasma
with methods using tracer analogs.
The interpretation of testosterone
measurement must take into account
moment-to-moment and nycthemeral
variations. The inter-subject variations
of plasma testosterone concentrations
are large, the decrease with aging is
very progressive. Testosterone has a
permisive effect on male sexual func-
tion with a threshold level above
which no relationship between plasma
testosterone concentration and sexual
“performances” could be demonstra-
ted. Because of the multifactorial
control of human sexual function, the
threshold value is difficult to determi-
ne for a given patient,

Key words : Testosterone, sex steroid-binding
protein, bioavailable testosterone, immunoassay,
hypogonadism, aging.
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