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L’Amberlite XAD-2 est une tisine polys@rGne, macromol&&ire, neutre, 
qui a trouv& de nombmuses applications en r&on de &s capacit& d’adsorp- 
tion. Celles-ci ant && mises B profit;notamment pour l’extraction des m&&a- 
ments [l-4]. des acides biliaires ]5, 61 et des hormones stkoides 17-151 .B 
parth des Bchantillons biologiques. L’utilisation DDE ce support‘ a. ~$6 ai&i 
p&on&e pour l’extraction des oestrogsnes de l’urine,- en vue.de leur dosage 
colorim&rique [II, 123 ou fIuorim&rique [13] par la &action de Sober, ou 
par chromatographie en phase gazeuse [14,X j . 

Cherchant & kaluer 1’intGt r&l des methodes ainsi proposks, et notam- 
ment de celks qui excluent l’hydrolyse des oestrogenes conjugwk [ll-131, 
nous avons test& le comportement, sur cette tisine, de l’oestriol (A 1,3;5(10) 
oestratriene 3,16 ar,17 &trio1 et surtout celui de 16 -a-glucuronide d’oestriol 
qui rep&en& au tours de la grossesse, la principale forme d%limination de 
l’oestriol cians l’urine. . 

MATERXELS ET AkTHODES 

La &sine Amber& XAD-2, 30&1000. pm (&VI& Heidelberg i; &.E’;R.), 
est purifi& par lavages success& avec 3 -fois -3 volumes d’eau, 2 volumes de 
methanol, puis 3 fois 3 volumes d’eati: Rile t&t conserGe da&l’eaiu; H 40..TouS 
les tiactifs utibs& ‘sod. de qualit& &.&tique: Q&+iol .et i6 -(r- gb&k&ide 
d’oestriol (Sigma,. St. Louis, Mo., U.S.&);- .Hydroqumo& p@&nitroph$nol, 
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&banol, m&&no1 et acide sulfurique (Merck, Darmstadt, G.F.R.); Cbloro- 
forme R.P. (Pro@bo, Paris, Prance) 

..-- _. - . : 

Chmnatogmphiiz . 

La cbromatograpbie est r&&s& dans -de petites colonnes en polypropyl&e 
(Bio-Rad; Richmond., &li$.; USA.). Le volume utile (4 X 0.7 cm) es-t garni de 
l-5 ml de rkine purified (ceci correspond & 0.4 g de &sine &he). 

Un ml d’urine ou des divers &hantillons contenant l’oestriol ou le 16~cr-ghk 
curonide d’oestriol -est depoS6 sur chkque colonne dent le d&bit est r&glG i 
environ 0.3 ml/m& 

Les colonnes sont ensuite la&s avec 8 ml de solution aqueuse (de force 
ionique variable) au debit de 3 ml/mm, puis &&es par 5 ml de m&than01 
(dgbit: 1 ml/mm). 

Les dosages des oestrogenes eventuellement entAm% dans les eaux de lavage, 
et celui des oestrogenes clues, sont effect& selon la r&action colorim&rique de 
Kober-Rtrich ]lS], comportant l’extraction du chromophore par une solution 
chloroformique de paranitroph&nol 6 2 g pour 100 ml. 

RkYLTATS ET DISCUSSION 

Dana un premier temps, la capacitk d’adsorption de la r&ine pour l’oestriol 
et !e 16 a-glucuronide d’oestiol, a &t& contr&%. Cette etude permet de con-- 
firmer les r&ultats de Bradlow [7] et d’Osawa et Slaunwhite [ll]; aucune perk 
d’oestrogke n’est enregistrk ‘dens les eaux de lavage aprkc d&p&t de 10 yg 
d’oestriol ou de son d&iv& 16 a-glucurocon_tigu&, en solution dans l’eau ou 
dans l’urine. La capa&& d’adsorption pour l’oestriol paraY& t&s grande puis- 
qu’aprk d&p% de 100 pg sur les colonnes d&rites, on n’en retrouve que 9.6 erg 
dans leseaux de lavage. 

L’elution par le m&hanol a 6% ensuite &udi&. Celle de l’oestriol par&t 
excellente puisque le pourcentage de r&up&&ion est sup&ieur h 95% avec 
5 ml de m&hanof. Par contre, dans le cas du 16 a-glucuronide d’oestriol, l%lu- 
tion dGpend fortement des conditions op&atoires, comme le montre le tableau 
I; l’influence de la force ionique du milieu utilk& pour solubihser le glucuronide 
d’oestriol ou pour laver la colonne de &sine est bien mise enkidence puisque 
?additio.n_ ,de &lo- de s*u& o< de po+s&am .pennet d’obtenir un pour- 
centage de- &up&&on dans l%lu& m&anolique voisin de 95%. L’addition 
d’u&e, par co&m, ne modifie pas le comportement de l’oestrioll6 ac-glucuro- 
conjugue. 

-I L’effet de’ la -force ionique qui vient d’&e rappod, p&e&e un in&% par- 
ticulier :dans le ; cadre; du dosage des oestrogkzs conjuguk urinaires, puisqu’il 
affecte le pourcentage de nkupdration des oestrogenes dans ce milieu, domme 
:le montre b tableau_fI,.Cet effet ne semble-pas avoir et& mention& par d’autres 
,auteurs,:[?, II-,- 1.53. :Ceux-&pr&onisent g&kalement le.lavage-de la r&sine par 
un~voltune -d&u-plus:faible (par rapport. au volume. d’urine--depose): que dans 
les.-conditions d&it&i&, de-sortequ’il-persiste vraisemblableme& SW la r&sine 

_’ : -_ ._.. _ _.. .. .i. : 
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TABLEAU1 -. . .~ 

MODd D’iTUDE DE L’l?LUTION PAR 5 ML rirE 
a&L.bju I .. . . f 

16 or-GLuc=o-E D’OESTRIOL A.PR& SON D&&k SUR LA COLONNE 
ET LAVAGE DE LA RGSINE DANS DIVERSES CONDITIONS 

, 
: .-’ .- 

Composition des solutions de 
16 ~-glucUronide d’oestriol 
(10 pg dgpos& par colonne) 

Solution de lavage ~R&u@ration : 
(8d) ap* &tion par 6 ml iie 

- rn&Xumo~* (46) 

Eau 
U&e 0.33M 

NaCl 0.14M 
Nail 0.85M 
Nail 1.29M 
NaCl 1_72M 

Eau 
Nail 0.14&f 
KC1 0.13 M 

lhl -6.9 f 2 
U&e 0.33 M- 1.5 * 0.5 

Eau 29.3 i 20 
Eau 44 f 11 
EZlU 73 f 3 
Eau 89.6 = 5.5 -. 

NaCl 0.14M 90 -+ 2 

Nail 0.14M 96 KCI-0.13M 945: . + X’s- . . 

*Pour chaque &sai, les valeurs indiqu&s repr&entent les moyennes calcukks % partir de 
trek r&ultats au minimum. 

TABLEAU II 

KFFET DE IA FORCE IONIQUE SUR L’iLUTION.DtilG ac-GLUCUkONIDE 
D’OESTRIOL EN SOLUTION DANS L’URINE 

Composition des solutions u&u&es Solution de lavage R&up&on : ..-: 
de 16 rr-glucuronide d’oestriol (8 ml) apr& &l&on par 6 ml de : 
(10 pg d&pos& par colonne) mgthanol* (%) 

Urine p&e 
urine-eau (i:l) 
Urine-NaC13.44 M (1:l) 
Urine-NaClO.14 M (1:l). 

Eau 
Eati 
EZUl 

NaClO.14 M 

84.4 f ~4.5’ 
‘- 55 +8 
-. 67 e-8.5 

93.5 i 3 _. 

*Pour chaque ksai, les valeurs indiquks reprkentent ks mizsyennes calix~Iiies H par& de- 
trois r6sulta~ au minimum. 

une certaine quantiti r&iduelle .de sels apportk par I’urine; I’irr&&bi.litG 
de la fixation du 16 a-glucuronide d’oestriol parla r&sine, serait alors.masquk 
partiellement. .: .. _.I- ._ 

-En fait, le -d&faut d’t%tion du 16 o?-glucurotide. d’oestriol par le mk%hanol 
en l’absence de sels est surprenant puisque; noqsAemeut, la glucuroc~njugakon 
des st&oYdes; en renforqmt leur hydroph%& -d&r& d&inu& leur.aBinit4 pour 
hkiue W-2. Air@ selon OSawa et Sl&a.n&ik [1~~,-lesoe&&gk3s coti- 
jugu& peuvent %re &I& assez s&ctive&ent de l’&mberlite XAD-2, par de 





XAD-2 + ItTRlCH 

Fig. 1. Camp araison des vaIeurs de l’oestrog~tie, exprimk en oestriol et obtenues par Ia 
mgthode d’It%rich pratiquk directement ou apA_ extrs&ion par 1’Amberlite -2. L~s 
mines out 66 do&es deux fois par cbaque methode et cbaque. point figuratiEest obtenu 
1 pe de la valeur moyenne des deux IGsuN&_' 

. . 

dire&e d’Ittrich et s’expliquent par la prkence’ dans l’urine de nombreux 
compos& weptibles de giker le d&eloppement de. la r&&ion de Kober, 
et par_ celle-&e chromog6nes i.nterf&ents. Ces r&ultats confirment, par con- 
s&quent, le jknque de fiabilit.6 de la m&hode dire&e dlttrich signal6 par 
plusieurs auteurs, notamment par Scholler et al. [19] et souliguent l%nt&% 
de la m&hode propo&. 
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