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182 ETUDE DU METABOLISMS DES ANDROGENES

analyse du metabolisme de certains precurseurs des 17-cetosteroi'des uri-
naires chez cet animal.

L'utilisation d'une micromethode de dosage des 17-cetosteroides, d'une
extraction butylique et d'une hydrolyse enzvmatique de leurs conjugues
urinaires, nous a permis de mener ä bien cette täche et de preciser les roles

respectifs de l'ovaire et de la surrenale lors de la masculinisation.

I. METHODES DE DOSAGE

ET D'IDENTIFICATION
DES 17- CETOSTEROIDES URINAIRES

Techniques de dosage — Mise au point

A. Reaction de Zimmermann.

Nous avons essentiellement utilise la reaction de Zimmermann comme
reaction coloree permettant de doser par spectrophotometry dans le visible
les 17-CS urinaires. Notre technique de base repose sur une modification
de la methode originale de Klendshoj et al. (1953), associant l'emploi du

monomethylglycol pour preparer le meta-dinitrobenzene et pour la dilution
finale, et de la potasse en solution methylique anhydre. Cette methode a

ete decrite dans le detail (Ciiarollais, 1955), nous n'y reviendrons pas, si

ce n'est pour souligner le fait que tous les solvants et reactifs doivent etre

extremement purs. Nous avons toujours utilise avec succes la potasse et
le methanol puriss. pro analysi ainsi que le meta-dinilrobenzene Merck spe-
cialement prepare pour le dosage des 17-CS. Quant au mono-methylglycol,
il contient toujours de faibles quantites de substances cetoniques donnant
la reaction de Zimmermann. II est necessaire de le traiter de la faijon
suivante:

Dans un ballon rode de 500 ml avec refrigerant ä reflux, dissoudrc 5 g
de 2,4 dinitro-phenylhydrazine dans 250 ml de mono-methylglycol ä purifier,

ajouter 5 ml d'HCl conc. et faire bouillir ä reflux pendant dix minutes.

Apres refroidissement, distiller sous vide en eliminant soigneusement les

fractions de tete et de queue. II reste ainsi environ 200 ml de mono-methylglycol,

distillant entre 25 et 30° suivant la pression et convenant parfaite-
ment aux exigences de la reaction de Zimmermann.
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B. Resultats obtenus ä partir de Steroides purs.

II est interessant de voir comment vont se comporter les principaux
17-CS vis-ä-vis de la reaction de Zimmermann-Klendshoj. Nous examine-

rons tout d'abord les 11-desoxy-cetosteroides puis les 11-oxy-cetosteroides.

Tableau 1.

Densite optique mesuree en fonction de la longueur d'onde

pour differents 17-cctosteroides (20 pg de Steroide, cuve de 1 cm).

1 7-CS X maximum
D. O.

maximum
absolue

D. 0.
Allen

Extinction
nioliicul.

maximum*

DIIA 500-505 mp. 0,153 0,0250 6640
A 510 0,153 0,0240 6710
E 505 0,159 0,0355 6960

eA 505 0,144 0,0260 6310
A4-androstene, 3,17-dione 505 0,215 0,0260 9280

11-OHE 510 0,193 0,0270 9110
11-OIIA 510 0,143 0,0195 6800
11-COE 510-520 0,301 0,0555 14210
11-COA 510 0.439 0,0755 20700

* Extinction moWculaire maximum Emoi. ——:
i X c

1 longueur tie la cuve en cm, c concentration en mole/litre.

Parmi les 11-desoxy, nous avons effectue les courbes d'absorption avec:
la dehydroepiandrosterone (DHA), l'androsterone (A), l'etiocholanolone (E),
l'epiandrosterone (eA) et la A4-androstene-3, 17-dione (tableau 1). Ces

resultats permettent de constater, d'une part que le maximum d'absorption
se situe ä 505-510 mp, d'autre part que les densites optiques absolues sont
äquivalentes pour les quatre premiers, ä savoir dehydro-epiandrosterone,
androsterone, etiocholanolone et epi-androsterone.

Cependant, il est ä remarquer que l'etiocholanolone a une courbe

d'absorption qui sans etre plus elevee, est moins etalee, si bien que la
valeur obtenue par l'equation correctrice d'Allen est plus elevee. Au
contraire, la A4-androstenedione, qui est plus chromogene que les quatre
autres, possede la meme densite optique corrigee par suite d'un plus grand
etalement de sa courbe.
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Parmi les Jl-oxy, nous avons Ptudie: la llß-hydroxy-etiocholanolone
(II-OHE), la llß-hydroxy-androsterone (11-OHA), la 11-ceto-ötiocholano-
lone (11-COE) et la 11-ceto-androsterone (11-COA) (tableau 1). Comme il
fallait s'v attendre, les 17-CS possedant deux fois un groupe methylene
active par une fonction cetonique sont plus chromogenes que ceux qui n'en

possedent qu'une. II v a meme une relation de proportionnalite. En

consequence, les ll-ceto sont plus chromogenes que les 11-oxy correspondants.
Cependant, la 11-hydroxy-etiocholanolone est plus chromogene que la
11-hydroxy-androsterone, cette derniere correspondant ä un 11-desoxy

(type androstörone). II faut egalement noter que les Steroides possedant
deux fonctions cetoniques en 11 et 17 ont un maximum d'absorption lcgere-
ment deplace vers les plus grandes longueurs d'ondes (Ö10-Ü20 mji). Si

maintenant nous comparons la eourbe d'absorption d'un extrait d'urine
de cobaye prepare selon les methodes deerites plus loin, nous constatons une

parfaite similitude avec la courbe d'absorption d'un 17-CS oxygene en 11.

Nous avons ainsi une methode sensible, qui permct d'estimer ä partir
de 5 [ig les 1 l-desoxy-17-CS presents dans les urines de cobayes, ou meme
2 ä 3 [ig de dicetostero'ides (11, 17). Des centaines d'etalonnages nous

ont montre la parfaite reproductibilite de la methode.

T\ble\u 2.

Dcnsite optique ä 505 m\L pour dijjerents 3-cetosteroides.
Maximum d'absorption ä 510-515 ma (20 [ig de Steroide, cuve de 1 cm).

Steroides I) 0. ahsolno 1). O. \lh>n

Testosterone 0.078 0.0035
A4-androstene, 3-ceto. 17a-ol 0.050 0 0035
Androstane. 3-ciito l"ß-ol 0,068 0 0020
Etiocholane 3-ceto, 17 ß-ol 0 033 0,0025

Nous venons de voir qu'une fonction cetonique en position 11 reagissait
comme celle en 17. II n'v a done pas de specificite pour l'une ou l'autre
position. Qu'en est-il de la fonction cetonique en position 3 II est eurieux
de constater qu'elle reagit peu ou meme pas du tout. Nous avons deja vu
que la A4-androstene-dione (tableau 1) avait un pouvoir chromogene un

peu plus eleve que les autres ll-desoxy-steroldes etudies. Cependant, la

coloration ne correspond pas ä deux fonctions cetoniques. il n'y a pas de
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proportionnalite. La testosterone, la A4-androstene-3-ceto-17aol, l'andro-
stane-3-ceto-17ßol et retiocholane-3-ceto-17ßol ne fournissent pratiquement
aucune coloration avec le reactif de Zimmermann (tableau 2). On peut
done affirmer que le groupe methylene active par la fonction cetonique
en 3 n'interfere pratiquement pas avec les fonctions de 11 et 17.

Nous n'avions malheureusement pas ä notre disposition de Steroides

possedant des fonctions eetoniques en d'autres positions et specialement
en 20. II ne nous a done pas ete possible d'examiner en detail la specificite
de cette reaction.

C. Critique de la methode.

Resumons d'abord la methode utilisee et comparons-la avec la technique
originale de Klendsiioj.

Les extraits sees, contenant 0 a 50 p.g de 17-CS, sont additionnes de

0.4 ml de m-dinitrobenzene a 1 p. 100 dans le monomethylglvcol, on agite
bien afin de faciliter la dissolution, puis on ajoute 0,2 ml de potasse 3N
dans le methanol absolu (preparee et centrifugce immediatement avant
l'emploi). On developpe la coloration ä l'obscurite ä 45° pendant exactement
45 minutes. Apres refroidissement ä la glace, le melange colore est dilue

avec 4 ml de mono-methylglycol. La lecture est effectuee dans des cuves
de 1 cm ä 505 mp. La coloration est stable pendant 45 ä 60 minutes si Ton

a soin de conserver les tubes dans la glace fondante.
On voit done que la difference fondamentale entre la methode originale

et, notre modification reside dans la concentration de la potasse. En effet,
nous n'utilisons que 0,6 millimole de potasse par echantillon ä doser, alors

que Klexdsiioj en utilise 1.2 millimole dans les memes conditions. Cet

exces de potasse diminue la stabilite de la coloration et fournit des « blancs »

beaucoup trop eleves. De plus, l'emploi d'un thermostat ä 45° pour deve-

lopper la coloration, permet de travailler plus rapidement et dans des

conditions beaucoup plus reproductibles.
Les constatations precedentes montrent qu'il est impossible de s'attendre

ä des resultats d'une haute precision, du fait que les extraits urinaires sont
des melanges complexes de Steroides dont les pouvoirs chromogenes sont
differents. II sullit qu'un Steroide fortement chromogene ait une concentration

urinaire legerement accrue pour que le dosage soit fortement surestime.
Comme nous le verrons plus loin, les urines de cobayes normaux

contiennent principalement des 17-CS oxvgenes en 11 et peu de 11-desoxy-
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Steroides. II est done evident que tous les chiffres que nous obtiendrons
seront plus eleves que le contenu reel en 17-CS de l'extrait. De plus, lors
des traitements effectues sur ces animaux, une faible augmentation d'un
11,17-dicetosteroide se traduira par une forte elevation du dosage global,
inversement l'apparition d'etiocholanolone, d'epiandrosterone, de dehydro-
epiandrosterone ou d'androsterone, sera beaueoup plus discrete. Le dosage

en lui-meme n'est done pas un critere süffisant, il n'est qu'un renseigne-
ment prcliminaire. II est indispensable de connaitre la composition, aussi

exaete que possible, du melange, pour en tirer une conclusion valable.

D. Essai (Tapplication de la methode au dosage des 17-CS conjugues.

Afin de comparer le pouvoir cliromogene des 17-CS fibres et celui de

leurs conjugues, nous avons effectue la reaction de Zimmermann preeödem-
ment decrite sur des echantillons de sulfates de 17-CS que nous avons

prepares selon la metbode de Sobel, Spoerri et Talbot (Sobel et Spoerri,
1941, 1942; Talbot et al., 1943). Compte tenu de l'augmentation de poids
moleculaire, on peut dire que la dehydroepiandrosterone, l'epiandrosterone
et les sels de sodium des esters sulfuriques correspondants ont approxima-
tivement le meme pouvoir chromogene (moyenne 97,4% pour le rapport
DHA sulfate/DHA et 90,7% pour celui eA sulfate/eA). Quant ä l'androste-

rone, differents essais nous ont montre une coloration plus faible pour le

sulfate que pour le Steroide fibre (en moyenne 77,6% pour le rapport
A sulfate/A), bien que l'analyse elcmentaire ne revele rien d'anormal.

Nous ne nous sommes pas attaques ä la Synthese de glucuronides, qui
aurait depasse le cadre de ce travail. En revanche, nous avons essaye
de purifier des extraits d'urines de cobayes, afin d'obtenir des 17-CS glu-
curoconjugues et sulfoconjugues plus ou moins purs. II apparait que ces

extraits sont en general beaucoup plus chromogenes (100 ä 190%) qu'apres
hydrolyse enzymatique. Ceci n'est pas du ä la presence d'acide glucuronique
qui ne donne aucune reaction de Zimmermann. II s'agit certainement de

chromogenes n'ayant rien a voir avec les Steroides.

Dans la figure 1, on peut comparer les courbes d'absorption d'un extrait
des 17-CS conjugues d'un male normal et injecte de DHA ou d'androsterone,
avec l'etiocholanolone, par exemple. On voit que dans l'urine du cobaye

normal, il y a beaucoup de chromogenes qui ont pour effet de deplacer le

minimum d'absorption de 420-430 mp. ä 460 mp.. Ce deplacement n'apparait
plus lorsque nous supprimons artificiellement ces chromogenes en augmen-
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Fig. 1.

Courbes d'absorption comparees de differents extraits urinaires
et de l'etiocholanolone.

tant fortement les 17-CS par injections de DHA ou d'androsterone pures.
L'application de l'equation d'Allen (1950) eliminc egalement en majeure
partie ces artefacts.

Techniques d'extraction et de purification
DES URINES DE COBAYES:

MISE AU POINT DE METIIODES AD APT.YBLES ACX DIFFERENTS CAS A ETUDIER

A. Recolte des urines.

II n'y a, dans les urines humaines, comme dans les urines de cobayes recoltees
sur un antiseptique. que des traces de 17-CS libres. L'immense majorite des 17-CS
est conjuguee; encore ne sait-on pas si ces traces ne sont pas dues ä un debut de
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fermentation baeterienne des urines. Aussi est-il necessaire de recolter les urines
avec un maximum de precaution.

Les cohaves en experience sunt places dans des cages a inetabolisme au inoins
une sernaine avant toute recolte d'urine. car ces animaux s'adaptent diflicilement
aux changements. Nous avons toujours note un taux de 17-CS trop faible cliez
des animaux qui n'etaient pas encore habitues ä leur cage et ä leur nourriture.
Les animaux reposent sur un treillis grossier laissant passer les matieres
fecales et les debris de nourriture qui sont. retenus au-dessous par un treillis plus
fin Enfin, l'urine s'ecoule dans un plateau incline afin d'avoir une faible surface
d'evaporation Le plateau est desinfecte en le badigeonnant avec un melange
de 1 ml de Merten 0,1% et 2 ml de n-butanol. II faut autant que possible utiliser

1 'urine immediatement. Si ce n'est pas possible, on la garde avec un peu de toluene
an congelateur (— 5°).

Pendant les experiences, les animaux sont nourris suivant la saison. avec des
betteraves on de l'herbe fraicbe (pissenlits) et du son de ble enrichi en vilamine L
(2 g/kg de sonh Entre les prises d'urine. les animaux refoivent. en plus de l'herbe
fraicbe en etc. ou du foin en biver. La recolte des urines a toujours ete ell'ertuee
pendant exactement 24 heures-. le volume brut et le volume final, apres rinfage
a l'eau du plateau et du treillis metallique. sont mesures. lTn contröle regulier
de la creatinine nous a montre la parfaite reproductihilito des prelevemenls
d'urine efTectues dans ces conditions. La diurese est tres variable; eile oseille
entre 20 et 80 ml par jour pour des cobayes de 300 ä 600 g. La creatinine est tres
oonstante pour un meine animal, eile est directement bee au poids du corps en
raison de sa nature metabolique, On en trouve 10 ä 15 mg/24 heures pour des
cobayes de 300 a 600 g; eile peut atteindre 20 ä 25 mg/24 heures pour des cobayes
de 800 a 1000 g.

B. Hydrolyse des conjugues au moyen d'un aeide mineral.

Les 17-CS conjugues (glucuronides ou sulfates) sont facilement scindes en
17-CS libres et acide glucuronique ou sulfurique par les acides mineraux ä cbaud
(acide sulfurique ou acide chlorhydrique). Cette methode conduit ä des artefacts
(deshydratation. chloruration, etc.) et detruit. en partie certains 17-CS. speciale-
ment les 11-oxygenes. Cette methode d'hydrolyse (par exemple pH 0 7 ä l'ebulli-
tion ä rellux pendant 10 minutes ou pH 1.0 pendant 30 minutes) suivie d'une
extraction des 17-CS libres par un solvant organique (ether, benzene. s'avere
inutilisable pour les urines de cobayes. vu le manque de reproductibilite des
resultats.

C. Hydrolyse enzymatique de Vurine brute.

L'urine brute, ajustee ä pH 5.0 au moyen d'acide acetique glacial, est add.i-
tionnee de 0.05 ml de sue digestif d'Helix pomatia (Henry et ah, 1952a, 19526;
J akrige et Henry. 1952; Alfsex. 1957) par ml d'urine, soit en moyenne 5000 ä
7000 unites par ml de glucuronidase et 10.000 ä 15.000 unites par ml de sulfatase. Le
sue digestif d'Helix pomatia titre en moyenne 100.000 ä 150.000 unites Fishman
de ß-glucuronidase et 200.000 ä 300.000 unites de sulfatase par ml de sue brut.
On laisse incuber 36 a 40 heures ä 37° et extrait ä l'ether. Les resultats n'ont pas
ete satisfaisants, car l'urine de cobave contient beaucoup trop d'inhibiteurs,
l'liydrolyse est tres incomplete, cette methode est egalement inutilisable.
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D. Principe adopte.

Utilisation de la methode de fractionnement de J vyle-Baulieu, en

l'adaptant aux urines de cobayes. Hydrolyse enzymatique.
La methode de Jayle-Baulieu (J vyee et al., 1932, 1933) combine

deux j)rincipes:

1. L'hydrolyse des sulfates labiles, selon Bitman-Cohen (1931) en tampon
acetate ä chaud.

2. L'extraction selective des conjugues, ä diflerents pH par le n-butanol ä

froid.

Chez rhomme, cette technique met en evidence trois fractions urinaires

physiologiquement distinctes:
La fraction A, extractible au butanol en pH alcalin, contenant l'andro-

sterone, l'etiocholanolone et environ 20°o de la totalite des 17-CS oxygenes
en 11.

La fraction B, renfermant presque exclusivement la dehydroepiandro-
sterone presente dans l'urine sous forme de sulfate thermolabile en milieu
faiblement acide.

La fraction C extractible au butanol en pll acide, constitute par 80%
du total des 17-CS oxygenes en 11.

Nous allons voir qu'il en est tout autrement cliez le cobaye, cependant
nous garderons la nomenclature adoptee par Jayle, tout en precisant bien

que la composition des fractions A, B et C est totalement differente.
Bitmyn et Cohen (1931) ont montre que la dehydroepiandrosterone

eliminee dans l'urine humaine sous forme de sulfate est hvdrolysee ä pH 5,3

en tampon acetate molaire par ebullition ä reflux pendant 4 ä 5 heures.

Nous avons adopte cette technique et Operons de la fa^on suivante:

a) Fraction Ü.

Les urines, prelevties quantitativement pendant exactement 24 heures, sont
mesurees apres ringage des plateaux et treillis avec de l'eau (70 ä 100 ml en
moyenne). On filtre sous vide sur un filtre rapide. Suivant le volume on preleve 50

ou 75 ml de fagon ä utiliser la presque totalite des 24 heures. Cette prise est ajustee
ä pH 5 5 au moyen d'acide acetique glacial, ce qui permet la dissolution de tous
les constituants generalement insolubles dans l'urine normale (carbonates,
phosphates. qui est tres alcaline (pH 8 a 9.7). On y ajoute un demi-volume de tampon
molaire d'acetate de sodium/acide acetique a pH 5.5 et on porte ä l'ebullition ä
reflux pendant 4 heures. Le pH augmente legerement (6 0 a 6,9). Apres refroi-
dissement. les Steroides liberes de leur conjugaison sont extraits deux fois a 1'ether.
Les extraits etheres reunis sont laves ä la sonde puis a l'eau afin d'eliminer les
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substances acutes et phenoliques (cestrogenes). Apres evaporation de l'ether au
bain-marie, on obtient la fraction B neutre prete a etre dosee.

Voici les quantites utilisees:

Pour 50 ml d'urine + 25 ml de tampon acetate:

premiere extraction a I'ether avec 125 ml (1.7 volume);
deuxieme extraction ä 1'ether avec 60 ml (0,8 volume).

Extraits etheres reunis (185 ml) laves deux fois avec chaque fois 35 ml de
soude N, puis deux fois avec chaque fois 35 ml d'eau distillee.

L'extraction et les lavages se font dans des colonnes verticales (fig. 2) munies
d'un robinet a la partie inferieure et a la partie superieure d'un entonnoir ä
tubulure capillaire. On introduit l'ether dans la colonne, puis dans I'entonnoir
Purine qui s'iicoule sous forme d'un filet continu et se pulverise en fines goute-
lettes dans l'ether. I'ne fois Purine decantee dans la colonne, on la repasse par
I'entonnoir et ainsi de suite. On fait en tout quatre a cinq passages. Toutes nos
extractions ont ete elTectuecs selon cc sysleme.

Fig. 2.

Colonne utilisee pour l'extraction des 17-ceto-stero'ides.

b) Fraction ,1.

L'urine (+ tampon) exempte de sa fraction B est addilionnee de carbonate
de sodium en poudre, jusqu'ä concentration de 6.7%, de fagon ä obtenir un pll
stable, tres voisin de 11. Si on ne veut pas modifier le coefficient de partage lors
des extractions ulterieures. il est necessaire d'eliminer l'ether residuel de l'extraction

precedente sous un leger vide. On extrait deux fois dans les colonnes verticales
au n-butanol. Les extraits butyliques reunis sont laves avec une solution de
carbonate de sodium, puis a l'eau. Enfin, apres avoir laisse decanter une nuit, le
butanol est evapore ä sec. sous vide, au moyen de l'evaporateur rotatif de Craig,
ä une temperature inferieure ä 50°. Le residu seclie completement sous un courant
d'air constitue la fraction A conjuguee qui sera hydrolysee par les enzymes du
sue digestif d'Helix pomatia.

Voici les quantites utilisees:

Pour 50 ml d'urine + 25 ml de tampon acetate (exempts de la fraction B), -j- 5 g
de carbonate de sodium:

premiere extraction avec 75 ml de n-butanol (1 volume);
deuxieme extraction avec 37,5 ml de n-butanol (0,5 volume).

Extraits butyliques reunis (112,5 ml) laves une fois avec 45 ml (0.4 volume)
de carbonate de sodium 6,7% puis une fois avec 34 ml (0,3 volume) d'eau distillee.
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c) Fraction C.

L'urine contient encore des 17-CS conjugues constituant la fraction C que
l'on peut extraire de deux manieres:

1° Soit sous forme libre. par ebullition ä reflux pendant 15 ä 30 minutes du
melange amene ä pH 0,7 ou 1,0 au moyen d'HCl concentre, puis extraction
etheree, lavages ä la soude et ä l'eau selon les memes modalites que pour la
fraction B;

2° soit sous forme conjuguce par une double extraction au n-butanol du melange
amene ä pH 1.0 (HCl) et lavages ä l'eau de l'extrait butylique. On hydrolase
l'extrait evapore ä sec aux enzymes d'escargots, comme pour la fraction A.
Ces deux methodes ont ete utilisees. La premiere donne de mauvais resultats.

II y a destruction d'une certaine quantity de 17-CS sensibles aux acides ä chaud,
transformation de certains pigments qui ensuite passent dans l'ether en donnant
de fortes colorations, transformation des restes d'alcool butylique (extraction
precedente) en derives peu volatiles difliciles ä eliminer.

La seconde methode est bien meilleure, cependant vu les pigments urinaires
du cobaye, les extraits contiennent souvent des chromogenes parasites.

Voici les modalites:

Pour 90 ml de residu urinaire (50 ml d'urine + 25 ml de tampon acetate + environ
15 ml HCl concentre ad pll 1,0):

premiere extraction avec 45 ml de n-butanol (0.5 volume);
deuxieme extraction avec 45 ml de n-butanol (0,5 volume).

Extraits butyliques reunis (90 ml) laves deux lois avec chaque fois 45 ml
(0,5 volume) d'eau distillee.

Les extraits butyliques des fractions A et C contiennent des conjugues qu'i'
faut scinder par hydrolyse enzymatique et purifier avant le dosage.

Les extraits A sont legerement alcalins, les extraits C acides. On reprend done
les premiers par quelques gouttes d'acide acetique >1/10, les seconds par quelques
gouttes de soude N, puis on ajoute a chaque extrait 10 ml de tampon acetate
0.02 >1 pH 5,0. Le pH est verifle puis ajuste s'il y a lieu ä 0,1 unite pres. L'hydro-
lyse se fait dans de petits erlenmeyers de 100 ml en ajoutant 0,5 ml de sue digestif
d'Helix pomatia brut ä chaque extrait, soit une concentration approximative de

5000 ä 7500 unites par ml de glucuronidase et 10.000 a 15.000 unites par ml de

sulfatase. Apres 40 heures a 37°, on extrait ä l'ether et lave les extraits ä la soude
et ä l'eau. L'extrait ethere evapore ä sec au bain-marie fournit les fractions A
et C. pretes ä etre dosiies.

Voici le mode operatoire:
A 10 ml hydrolyse, on ajoute 10 ml d'eau distillee:

premiere extraction avec 60 ml d'ether (3 volumes);
deuxieme extraction avec 30 ml d'ether (1,5 volume).

Extraits etheres reunis (90 ml), laves deux fois avec chaque fois 15 ml de

soude N, puis deux fois avec chaque fois 15 ml d'eau distillee.

Les extractions se font dans les colonnes verticales, precedemment decrites
dont les dimensions sont adaptees au volume ä extraire (diametre 2 ä 3 cm,
hauteur 80 cm).
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Tous lcs dosages sont effectues selon la micromethode docrite plus haut
sur des prises de 10 ä 20 ptg de 17-CS, correspondant a 10 ä lö ml d'urine

pour les fractions 13 et C et ä ."> ml d'urine pour A.

E. Autre methode d'extraction pour le dosage des conjugues.

a) Fraction AB conjuguee.

Nous avons vu que Ton pouvait doser les 17-CS conjugues de la memo
fagon que les libres. En nous basant sur cette constatation, nous avons

essaye de purifier sullisamment les extraits afin de pouvoir effectuer les

dosages directement sur les conjugues, sans passer par l'hydrolyse enzy-
matique.

Principe: les urines sollt d'abord centrifugües 30 minutes ä 1500 tours/minute
afin d'eliminer les substances insolubles qui favorisent les emulsions lors des
extractions butyliques. Le residu de centrifugation est mis en suspension dans un
peu d'eau, centrifuge 15 minutes, puis les deux surnageants sunt reunis et addi-
tionncs de 4 g de carbonate de sodium sec afin de fixer le pll a 11. On extrait.
deux fois au n-butanol dans les colonnes verticales. lave l'extrait aver line solution
de carbonate de sodium de meine concentration que Purine extraite (8% poids/
volume), puis a l'eau. L'extrait evapore a sec au Craig, ä une temperature infe-
rieure ä 50°. est repris par 50 ml d'une solution de carbonate ä 8%, puis reextrait
au n-butanol comme preccdemment. Les dosages peuvent etro effectuiis sur ce
dernier extrait sec, aussi bien pour les 17-CS que pour 1'acide glucuronique
conjugue

Voici les quantities utilisees pour les deux extractions:
Pour 50 ml d'urine centrifugee, amenee a pll 11 (4 g de carbonate de sodium):

premiere extraction aver 50 ml de n-butanol (1 volume);
deuxieme extraction aver 25 ml de n-butanol (0.5 volume).

Extraits butyliques reunis (7 5 ml), laves une fois avec 30 ml (0,4 volume)
de carbonate de sodium 8% et une fois avec 22,5 ml d'eau (0.3 volume). Les
dosages sont effectues sur 1 'equivalent de 5 ml d'urine pour les 17-CS et de 2.5 ml
pour 1'acide glucuronique conjugue pour des animaux nornianx.

Lorsqu'on veut effectuer une Chromatographie sur papier, on fait une hydro-
lyse enzymatique sur une prise aliquote et on opere selon la technique d'hydrolyse
Iirecedeinment decrite. 11 serait peut-etre avantageux de mettre au point une
Chromatographie des conjugues. de fagon ä simplifier la methode et ä rendre
possible l'etude directe du mode de ronjugaison des 17-CS du cobaye.

b) Fraction C.

L'extraction de la fraction AB conjuguee laisse une fraction C residuelle
analogue ä celle obtenue par l'extraction separee des fractions A et B. On utilise les
procedes d'extraction et d'hydrolyse decrits plus haut, lorsqu'on veut doser cette
fraction.
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Les differentes muthodes <|ue nous venons de deerire sont des tecliniques de
liase. On pent ainsi combiner les differentes possibilltes et s'adapter ä chaque
cas parliculier.

F. Discussion.

a) Fractionnement des urines.

On peut dire que le defaut fundamental de la technique de fractionnement

en fractions A, B et C est que, chez I'homme, la fraction A contient
plus du tiers des 17-CS oxygenes en 11. Lorsqu'on effectue deux extractions
successives sur colonnes au n-butanol (cf. fraction A ou AB), on extrait la

presque totalitc des 17-CS oxygenes en 11, si bien que la fraction C n'a

plus aucun interet et cela d'autant plus que les urines de cobaves sont
extremenient pigmentees.

On verra egalement que le cobaye n'elimine pas (dans tous les cas

etudies) de dehydroepiandrosterone, ainsi la fraction B telle qu'elle a etc
definie plus haut, devient sans interet.

C'est pourquoi, bien que notre premier ohjectif ait etc d'utiliser la

methode de fractionnement de J vyi.e, en fractions A, B et C, nous avons
du d'abord renoncer ä la fraction B qui ne contenait pas de dehydroepiandrosterone.

puis a la fraction C qui ne contenait pratiquement plus de

17-CS oxygenes en 11, lorsque l'extraction au n-butanol de l'urine ä pH 11

etait effectuee en deux fois (premiere fois avec un volume, deuxieme fois

avec un demi-volume de n-butanol).
En definitive, nous n'avons etudie qu'une seule fraction nommee A ou

AB, suivant qu'elle avait ete preparee apres elimination de la fraction B

(ce qui puriflait quelque peu les extraits) ou qu'elle avait etc obtenue ä partir
de l'urine brute (paragraphe E de ce chapitre).

En pratique, on peut envisager indiffercmment les fractions A ou AB
qui sont de toute premiere importance et refletent fidelement l'activite
androgene de 1'aniinal.

h) Hydrolyse chlorhydrique et liydrolyse enzymatique.

Bien que l'hydrolyse par les acides mineraux suit couramment utilisee
en clinique et qu'elle fuurnisse des resultats certains chez riiomme. nous

avons vu que chez le cobaye il etait impossible de l'utiliser, car elle ne

fournissait pas des resultats reproductibles. Par contre, l'hydrolyse enzymatique

au moyen des sulfatase et glucuronidase A.'Helix pomatia convient
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parfaitement. Elle permet, d'une part, une excellente reproductibilite des

resultats quantitatifs, d'autre part, eile evite la formation d'artefacts et
rend plus aisee l'interpretation des chromatogrammes.

Chromatographie sur papier des extraits urinaires

Nous venons de voir que l'interpretation des resultats des dosages

colorimetriques des 17-CS urinaires est tres delicate, car il faut tenir compte
du fait que Ton a un melange relativement complexe. L'interpretation
devient plus aisee des que Ton sait qualitativement quels sont les 17-CS-

presents.

A. Technique adoptee.

Nous avons essentiellement utilise la methode de Zaffaroni et Savard
(Savard, 1953, 1954; Zaffaroni, 1953; Baulieu et al., 1957), technique-

simple et bien adaptee aux moyens dont nous disposons. Nous n'utilisons

que la Chromatographie descendante sur papier Whatman n° 1, avec comme

phase stationnaire, le propanediol 1,2 et comme phase mobile la ligroine
(point d'ebullition 80-110°), le toluene et le methylcyclohexane.

Impregnation des papiers.

L'impregnation des papiers avec la phase stationnaire est certainement
le point qui reclame le plus d'attention si l'on veut obtenir ä la fois precision
et repruduclibilite des resultats.

Le propanediol 1,2 pur, par sa polarite, rend les Steroides peu mobiles;
la vitesse de migration est extremement lente; aussi est-il necessaire

d'utiliser un diluant volatil de fagon qu'il ne reste que peu de propanediol
1,2 sur la feuille. En pratique, on dilue le propanediol avec un volume egal
de methanol, on trempe les feuilles aussi regulierement que possible dans

ce melange, et on les conserve entre deux feuilles de papier buvard. Le

methanol s'evapore lors des manipulations ulterieures.

Temperature.

Un second facteur ä envisager est la temperature. En elle-meme (entre
18 et 28°), eile ne joue aucun role (si ce n'est dans la vitesse de migration),
mais l'amplitude de ses variations peut avoir une influence nefaste, d'une
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part sur la descente de la phase mobile, d'autre part sur la resolution des

ditlerents Steroides. Aussi, afin d'obtenir des resultats semi-quantitatifs et

reproductibles, il est necessaire de travailler dans une piece ä temperature
constante, 22° + 1 par exemple.

Enfin il est necessaire de mentionner que, malgre une bonne impregnation

du papier par la phase stationnaire et une temperature constante, on
observe souvent des ecarts sensibles dans la vitesse de migration des

Steroides sans qu'on puisse l'expliquer d'une fatjon satisfaisante.

Materiel.

Nous utilisons le materiel classique de la Chromatographie sur papier,
ä savoir:

De grandes cuves en verre (bacs d'accumulateurs) rodes ä la partie
superieure et fermes par une plaque de verre. On assure l'etancheite au

moyen de propanediol 1,2 pur sufüsamment visqueux et peu volatil.
II ofTre l'avantage de ne pas introduire de substances etrangeres dans la

cuve. Les papiers sont fixes entre deux plaques de verre ayant Ies dimensions
des augettes (chaque augette peut ainsi supporter deux series de papiers,
une de chaque cote). Le tout est pose sur une armature de verre ä l'interieur
de la cuve.

La cuve est preparee au minimum 24 heures avant d'etre utilisee, en

y introduisant les deux liquides constituant les deux phases: propanediol 1,2

et ligrolne, par exemple, afin que l'atmosphere soit equilibree et saturee
des vapeurs des deux solvants. On prepare egalement la phase mobile en

la saturant de la phase stationnaire ä la temperature de la chambre de

travail. II ne reste qu'a disposer les spots sur les papiers en prenant la
precaution de ne pas avoir des taches de plus de 5 mm de diametre. Comme

le papier est humide et que les taches s'etendent rapidement, il faut mettre
des Steroides purs ou les extraits en solution dans un solvant volatil
(methanol ou chlorure de methylene) et secher rapidement au moyen d'un
faible courant d'air. On depose quantitativement soit au moyen d'une

micropipette graduee (0,1 ml au 1/1000), soit avec un tube etire ä une
extremite en rin^ant plusieurs fois avec du solvant propre.

II est necessaire de deposer sur chaque feuille de papier des temoins

en quantite connue pour permettre un controle de la migration et une
estimation semi-quantitative des taches. Les feuilles sont alors placees le

plus rapidement possible dans la cuve, equilibree au moins une heure,

puis on introduit au moyen de trous perces dans le couvercle de la cuve
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au-dessus des augettes, la phase mobile (ligroine). La duree moyenne est
d'environ 20 heures ä 22° pour la ligroine. 4 ä 3 heures pour le toluene.
100 heures pour le methylcyclohexane. Ces temps sont calcules afin d'avoir
l'androsterone au has de la feuille (30 a 33 cm de la ligne de depart).

Une fois la separation effectuee. les papiers sont retires de la cuve.
seches completement a la temperature de la piece pendant une nuit ou
quelques heures ä 45°. puis reveles. Les taches sont mises en evidence en

immergeant la feuille de papier d'abord dans une solution de potasse
environ 3X dans l'ethanol (3,8 g. de potasse dissous dans 3 ml d'eau' volume
final 30 ml avec ethanol 33%). On secbe soigneusement les Landes entre
des feuilles de papier buvard. puis on les immerge de nouveau dans une
solution de m-dinitro-benzene ä 2% dans l'ethanol. On seche de nouveau
soigneusement. Les taches apparaissent immediatement pour les ll-ceto-
17-CS, en quelques minutes dans une etuve ä 43° pour les autres 17-CS.

Le papier doit rester blanc, les taches apparaissent en violet, bleu ou rose.

B. Steroides mis en evidence — HT moijeni obtenus.

Remarquons. tout d'abord, que le toluene separe tres mal les Steroides

oxygenes en 11. Les 11-hydroxv et 11-ceto correspondants ne forment
qu'une seule tache. Ce -Systeme n'est done pas utilisable pour les urines
de cobaves qui contiennent surtout des 17-CS oxygenes en 11. Le systeme
methyl-cyclohexane-propanediol n'est utilise que dans quelques cas

particulars ou Ton veut confinner la presence de dehydroepiandrosterone et

d'epiandrosterone dans un mime extrait. Cependant. le systeme ligroine.
propanediol 1.2 separe dejä convenablement ces deux Steroides, l'ratique-
ment, tous nos resultats out etc obtenus au moyen de ce dernier systeme-

Dans le tableau 3. nous avons reuni les principales caracteristiques des

17-CS oxygenes en 11. des quatre principaux 11 -desoxy-17-CS et de quelques
3-cetosteroi'des.

La migration des dilTerents 17-CS se fait suivant certaines lois basees

essentiellement sur la polarite des groupes fixes sur la molecule. Sav\rd
(Savard, 1333; Lederer et Lererer, 1337), le premier, a formule ces lois

empiriques que nous avons confirmees. Elles se resument ainsi:

1. Les ceto-steroides en C21 (fonction oxvgenee en C20) migrent plus
rapidement que les cetosteroides en C19 (fonction oxvgenee en C1T) correspondants.

Ceci permet de separer les 17-CS des 20-CS.
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Tableau 3.

Chromatographie sur papier. Systeme ligroine-propane,1, 2-diol.

S(6roi'dcs AbrCviations HA
Couleur

Zimmermann
Sensi-
bilitC
(ug)

Eliocholane, 3a, llß-diol,
17-one 11-011E * 0,027 -- 0,016 violet 2-3

Androstane, 3a. llß-diol,
17-one 11-OIIA * 0,039 ± 0,015 bleu-violet 2-3

Eliocholane. 3a-ol, 11.
17-dione 11-COE * 0,097 ± 0,036 rose 1-2

Androstane, 3a-ol, 11, 17-
dione 11-COA * 0,17 ±0,04 rose 1-2

Testosterone T 0.22 bleu-ciel 2-3

Epi-lestosterone (17a) cT 0,32 bleu-ciel 2-3
Dehydroepiandrosterone D11A * 0.48 :: 0,05 violet 5

Etiocholane, 3a-ol, 17-one E 0.61 ± 0,05 violet 5

Androstane, 3ß-ol, 17-one eA 0,61 ±0,05 violet 5

Androstane, 17ß-ol. 3-one 0,65 bleu 5

Etiocholane, 17ß-ol. 3-one 0,72 bleu 5

Androsterone A * 1.00 violet 5

* Moyennos do 10 4 20 mesures pour des migrations tie l'aridrostOrone comprises
entrc 15 ot 37 cm ä des temperatures variant de 15 a 25".

1.e ton de la coloration variant avec la quanliie de Steroide, les couleurs correspondent
a environ 5 pg de 11-oxy-l7-CS, et ä environ 20 pg de 1 l-düsoxy-17-CS.

Exemple:
* Ra: A4-androstene 3, 17 dione: 1,7

progesterone: 2,3.

2. Les derives de la serie androstane (serie 5a) migrent plus rapidement
que les derives correspondants de la serie etiocholanolone (serie 5ß).

Ceci semble egalement verifte pour les cetosteroides en C21 etudies.

Exemple; (cf. Tableau 5)

11-OH-E: 0,027 et 11-OH-A: 0,039
11-CO-E: 0,097 et 11-CO-A: 0,17
E : 0,61 et A : 1,00

Exemple:
* Ra: Pregnane 3a ol. 20-one: 1,30

Allo-pregnane 3a ol, 20-one: 1,40.

On observe cependant souvent la meine vitesse de migration pour les

deux series.

* Emprunte ä Savard (1953).

Archives des Sciences. Vol. 14, fasc. 2, 1961.
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Example:
* Ra: Etiocholanolone 3.17-dione et. androstane 3,17-dione: 2.5

Pregnane 3,20-dione et allopregnane 3,20-dione: 3,0.

3. Les ll-ß-hydroxv migrent plus lentement que les 11-ceto correspon-
dants:

Exemple (cf. tableau 5):

Ra: 11-011-E: 0:027 et 11-CO-E: 0.097
11-011-A: 0.039 et 11-CO-A: 0,17.

1. Les changements de position d'une seule function hydroxyle dans

toute la molecule suivant le Systeme de configuration a-ß, sullit ä modifier
considerablement la vitesse de migration. L'epimere 3a (polaire) migre
plus vite que l'epiinere 3ß (equatorial) correspondant. Cette loi est peut-etre
generale pour toutes les positions a et ß.

Exemple (cf. tableau 5):

Ra: Androslerone (3a): 1.00 et epiandrosterone (3ß): 0,61
Testosterone (17ß): 0,22 et epitestosterone (17a): 0,32

*R|1-cok: Androstane 3x, llß-diol. 17-one: 0,45
Androstane 3ß. llß-diol, 17-one: 0,30.

En resume, la sequence de mobilite pour des Steroides possedant im
oxygene dans une position determinee (particulierement en 3) est la suivante:

Colone saturee > cetone a. ß non saturee > — OH en configuration
polaire (a) >— OH en configuration äquatoriale (ß).

Au point de vue separation, notons qu'il est impossible de säparer
rätiocholanolone de l'äpiandrostärone, aussi bien avec le Systeme ligroine
propanediol qu'avec le methylcycloliexane projianediol. II en est de meine

pour fandrostane 17ß-ol-3-one et fetiocholane 17ß-ol-3-one. Tous les

autres Steroides cites dans le tableau 5 se separent parfaitement sur un

unique chromatogramrne (ligroine-projianediol 1,2). Les couleurs obtenue»

au moyen de la reaction de Zimmermann aident aussi beaucoup a dislingm i

les difl'erentes taches.

* EmpriinLü ä IJalukc et al. (1957).
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SUMMARY

Various (actors which affect the development of the Zimmermann coloration
i n the determination of 17-ketosteroids in urine have been studied experimentally.
A method very similar to that of Ki.f.ndsiioj et al. has been used. The
molecular extinctions have been determined for various ketosteroids.

The extraction of the 17-ketosteroids from urine has been achieved by butanol
extraction of the conjugates as described by Jayle et al. followed by enzymatic
hydrolysis by means of enzymes contained in the digestive juice of Helix pomatia.

The various 17-ketosteroids have been identified by paper chromatography
according to the method of Savahd. Various Rf values have been confirmed.
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