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- L’ Amberlite XAD-?. est une résine polystyréne, macromoleculalre, neutre,
qui a trouvé de nombreuses applications en raison de ses capacités d’adsorp-
tion. Cellesci ont été mises 3 profit, notamment pour I’extraction des médica-
ments [1—4], des acides biliaires [5, 6] et des hormones stéroides [7——15] a
pa:rtlr des échantillons biologiques. L’utilisation de ce support a’ été ainsi
préconisée pour l'extraction des cestrogénes de I'urine, en vue de leur daosage
colorimétrique [11, 12] ou fluorimétrique [13] par la reactlon de Kober, ou
par chromatographxe en phase gazeuse [14, 15]j.

Cherchant a évaluer 'intérét réel des méthodes ainsi ptoposees, et notam-
ment de celles qui excluent I’hydrolyse des oestmgenes conjugués [11—13],
nous avons testé le comportement, sur cette résine, de I’oestriol (A 1,3,5(10)
oestratriéne 3,16 «,17 g-triol et surtout celui de 16 a-glucuronide d’oestnol
qui représente, au cours de la grossesse, la principale forme d’ehmmatlon de
V’oestriol dans I’urin . 5

MATERIELS ET METHODES

La résine Amberlite XAD-2, 300—1000 ym (Serva, Heldelberg 1 G.F. R.),
est purifiée par lavages successifs avec 3 fois-3 volumes d’eau, 2 volumes de
méthanol, puis 3 fois 3 volumes d’cau. Elle est conservée dang ’eau; a 4°. Tous
les réactifs utilisés sont de qualité analytique: Qestriol et 16 & glucuromde
d’oestriol (Sigma, St. Louis, Mo., US A.), Hyd.roqumone, paramtrophenol

'A=qui adresser toute Ia correspondance.
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éthanol, methanol et acide sulfurique (Merck Darmstadt, G.F.R.); Chloro-
forme R.P. (Prolabo, Pans, France) .

Chromatogmphte )

La chromatographie"est réalisée dans de petites colonnes en polypropyléne
(Bio-Rad, Rlchmbnd,"c'alﬁ'.; U.S.A.). Le volume utile (4 X 0.7 cm) est garni de
1.5 ml de résine purifiée (ceci correspond i 0.4 g de résine seche)

Un ml d’urine ou des divers échantillons contenant 1’cestriol ou le 16 a-glu—
curonide d’oestriol ‘est déposé sur chague colonne dont le débit est regle a
environ 0.3 ml/min.

Les colonnes sont ensuite lavées avec 8 ml de solution aqueuse (de force
ionique variable) au deblt de 3 ml/min, puis éluées par 5 ml de methanol
(débit: 1 ml/min).

Les dosages des oestrogénes éventuellement entrames dans les eaux de lavage,
et celui des cestrogénes élués, sont effectuds selon la réaction colorimétrique de
Kober-Ittrich [16], comportant I’extraction du chromophore par une solution
chloroformique de paranitropheénol a 2 g pour 100 ml.

RESULTATS ET DISCUSSION

Dans un premier temps, la capacité d’adsorption de la résine pour I’oestriol
le 16 «-glucuronide d’cestriol, a été controlée. Cette étude permet de con- -
ﬁrmer les résultats de Bradlow [7]et d’Osawa et Slaunwhite [11], aucune perte
d’oestrogéne n’est enregistrée dans les eaux de lavage aprés dépot de 10 ug
d’cestriol ou de son dérivé 16 a-glucuroconjugué, en solution dans ’eau ou
dans l'urine. La capacité d’adsorption pour 1’cestriol parait trés grande puis-
qu’aprés dépot de 100 ug sur les colonnes décrites, on n’en retrouve que 0.6 ug
dans les'eaux de lavage.-

L’élution par le méthanol a été ensuite étudiée. Celle de V’cestriol parait
excellénte puisque le pourcentage de récupération est supérieur i 95% avec
5 ml de méthanol. Par contre, dans le cas du 16 a-glucuronide d’cestriol, 1’élu-
tion dépend fortement des conditions opératoires, comme le montre le tableau
I; Pinfluence de la force ionique du milieu utilisé pour solubi_liser le glucuronide
d’gestriol ou pour laver la colonne de résine est bien mise en évidence puisque
I’addition de chlorures de sodium ou de potassium permet d’obtenir un pour-
centage de tecuperatlon ‘dans P8luat méthanolique voisin de 95%. L’addition
d’urée » par contre, ne modifie pas le comportement de 1’oestriol 16 a-glucuro-
con]ugue.

: L'effet de la force ionique qui vient d’étre rapporté, présente un intérét par-
:ticulier,:dans.» le. cadre- du dosage des cestrogénes conjugués urinaires, puisqu’il
" affecte le pourcentage de récupération des oestrogénes dans ce milieu, comme
1e montre le tableau L. Cet effet ne semble:pas avoir été mentionné par d’autres
auteurs :[7, 11, 15]j. Ceux:ci préconisent; généralement le lavage de la résine par
-un .volume ‘d’eau. plus:faible (par rapport. au volume d’urine.déposé): que dans
les conditions décrites ici, de sorte gu’il persiste vraisesmblablement sur la résine

BN
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TABLEAUI

MODALITE D'ETUDE DE L'ELUTION PAR 5 ML DE METHANOL DU =

16 «-GLUCURONIDE D’OESTRIOL APRES SON DEPOT SUR LA COLONNE
ET LAVAGE DE LA RESINE DANS DIVERSES CONDITIONS :

Compaosition des solutions de Solution de lavage - ”Recupératxon

16 a-glucuronide d’oestriol (8 ml) . aprés &lution paf 5 ml de :
(10 pg déposés par colonne) B méthanol* (%) )
Bau Eau 6.9 + 2

Urée 033 M Urée 0.33 M- 1.5 =+ 05

NaCl 0.14 M Eau 29.3 + 20

NaCl 0.85 M Eau 4 11

NaCl 1.29 M Eau 73 + 8

NaCl 1.72 M Eau 89.5 =+ 5.5

Esu NaCl 0.14 M 90 =+ 2

NaCl 0.14 M NaCl 0.14 M 96 + 3

KCl 0.13 M KCl 013 M £ 35

915

*Pour chaque éssai, les valeurs indiquées représentent les moyennes calculées 3 pnrtn- de
trois résultats au minimum. :

TABLEAU II
EFFET DE LA FORCE IONIQUE Sur L’ELUTION DU i6 a-GLUCURONIDE .
D’OESTRIOL EN SOLUTION DANS L'URINE

Compésition des solutions urinaires Solution de lavage Recupératlon :

de 16 a-glucuronide d’cestriol (8 ml) aprés élution par 5 ml de -
(10 pg déposés par colonne) . ~ - méthanol* (%) -
Urine pure a ' Eau ’ 844 +45

Urine—eau (1:1) Eau - BB 8

Urine—NaCl 3.44 M (1:1) Eau : - 87T ~+85

Urine—NaCl 0.14 M (1:1). NaClO.14 M - 93.5 =3 .

*Pour chaque é essax, les valeurs mdlquées representent les moyennes calculees a partlr de"
trms résultats au mmnnum -

une certaine quantité résiduelle de sels apportés . par ‘Turine; I'irréversibilité
de la fixation du 16 a-glucuromde d’oestnol par la mme, seralt aloxs masquee
partiellement.

-En fait, le défaut d’elutlon du 16 a-glucuromde d’oestnol par le met.hanol
en I’absence de sels est surprenant puisque; normalement, la glucuroconjugaison
des stermdw, en renforcant leur hydrophilié, devrait diminuer leur affinité pour
la résine XAD-2. Ainsi, selon Osawa et Slaunwhite [11], les cestrogénes con-
jugués peuvent étre élués assez selectlvement de Pamberlite XAD-2, par de
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Véthanol 4 30% alors que I’essentlel des formes hbres, reste fixe sur la résine
dans ces conditions.

11 semble que l'effet de la force ionique puisse étre expliqué par la presence
possible de liaisons électrostatiques entre le radical glycuronate et la résire
XAD-2. En effet, bien que les mesures titrimétriques classiques ne permettent
pas de mettre en évidence la présence de charges sur la résine, Puon et Cantwell
[17; concluent i I'existence d’'un trés petit nombre de charges cationiques et
gmomqu&s pour expliquer ’adsorption particuliére de certains solutés. Ces
‘bbservations sont aussi compatibles avec celles de Zaika [18] qui note une
certaine difficulté a éluer I’ion hydroxyle (OH™) de I’Amberlite XAD-2.

Les mesures de 1a conductibilité de la phase aqueuse en equlhbre avec cette
résine, sont aussi en faveur d’une libération lente de compasés ionisés, comme
le montre le tableau III. Quel qu’en soit le mécanisme, ’adsorption irréversible
de I'oestriol 16 a¢—-glucuroconjugué sur la résine XAD-2, a faible force ionique,
doit étre efficacement contrdlée pour permetire 'utilisation de ce support
dans des conditions satisfaisantes, en vue du dosage des cestrogénes conjugués
urinaires.

Pour mettre en évidence: I’'intérét de la purification des cestrogénes urinaires
réalisée dans ces conditions, 30 urines de grossesse dgées de 26—42 semaines
ont été dosées, en double, par la méthode colorimétrique d’Ittrich [16] avec
et sans extraction chromatographique des cestrogénes sur résine XAD-2. Les
Tésultats obtfenus (Fig. 1) montrent que les points figuratifs du nuage de corré-
lation sont trés dispersés et que la pente de la droite de régression (g = 0.794%
0.302) est relativement faible et trés variable; ceci traduit une importante
erreur liée 4 P'une des deux méthodes. On observe aussi que 'ordonnée a
Porigine (b = 2.905) est élevée et refléfe une erreur systématiqize constante
qui n’est pas négligeable. Ces erreurs sont liées, nous le pensons, a la méthode
TABLEAUTI -

MESURE DE LA CONDUCTIBILITE DE LA PHASE AQUEUSE EN EQUILIBRE AVEC
LA RESINE XAD-2

Les conductibilités exprimées en Siemens par em (Sem ') ont été€ corrigées en tenant
compte de la constante de cellule C = 0.84. Les valeurs indiquées représentent les moyennes
des résultats de 3 essaiz. La conductibilité de I’eau bidistillée est de 2.1 Sem™ .

condﬁcﬁsnieé

-1 g de résine prealablement punﬁee . La suspension de :esmé pré-
et séchée, remise en suspension dans cédente est décantée, puis
40 ml d’eau bidistiliée. Mesure de . -reprise par 40 ml d* ea_u bi-
Ia conductibilité aprés agitation - distillée. Mesure:
» IR . avamt . aprés |
- i L : ,ggntatxon . agitation
Résineneutre  11.50Sem™ .~ _ 2.35Scm™ 3.80 Sem™*

XAD-2
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XAD-2 + (TTRICH ) ,
Fig. 1. Comparaison des valeurs de l’ostrogenune, exprimées en oestnol et obtenues parla
méthode d’litrich pratiquée directement ou aprés extraction par Amberlite XAD-2. Les

urines ont été dosées deux fois par chaque méthode et ehaque pomt figuratif est obtenu
a partlr de la valeur moyenne des deux resultats. . .

directe d’Ittrich et s’expliquent par la présence -dans I'urine de nombreux
composés susceptibles de géner le développement de la réaction de Kober,
et par celle™ de chromogénes interférents. Ces résultats confirment, par con-
séquent, le manque de fiabilité de la méthode directe d’Ittrich signalé par
plusieurs auteurs, notamment par Scholler et al. [19] et souhgnent l’mteret
de la méthode proposé.
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