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SUMMARY

A systematic analysis by gas-liquid chromatography and by mass spectrometry of urinary steroids
was carried out between the 8th and 41st week of human gestation in 14 normal pregnancies.

Forty-eight different steroids were studied, amongst which the 3a,18-dihydroxy-5f-androstan-17-one;
5a-androstane-3f,168,17a-triol; 2¢,3¢-dihydroxy-5¢-pregnan-20-one; 35f-pregnane-3a,164,208-triol; So-
pregnane-3a,168,20a-triol and Sa-pregnane-38,160,20x-triol were to our knowledge identified for the
first time in pregnancy urine.

Some of the 48 steroids studied were evaluated at the beginning and end of pregnancy and the
respective values obtained are as follows: 0-10 and 2:10 mg/24 h for 3«-hydroxy-58,17a-pregnan-20-one;
0-40 and 670 mg/24 h for 3a-hydroxy-5x«-pregnan-20-one; 1-10 and 11-10 mg/24 h for 3a-hydroxy-58-
pregnan-20-one; 0-15 to 17-40 mg/24 h for 3e,16a-dihydroxy-58-pregnan-20-one; 0-15 to 6:50 mg/24 h
for3p,60-dihydroxy-5«-pregnan-20-one; 0-25 and 4-20 mg/24 h for 5f-pregnane-3a,164,208-triol and 0-10
and 5-80 mg/24 h for 5«-pregnane-3e,16e,20x-triol.

The results obtained show that the 3a,16a-dihydroxy-58-pregnan-20-one, 3p,6a-dihydroxy-Sa-
pregnan-20-one and 5p-pregnane-3¢,162,208-triol could be considered as new steroid indexes of foetal

activities.

INTRODUCTION

En dehors de certains cas précis et limités a I'analyse
quantitative simultanée de quelques métabolites,
lanalyse immédiate en phase gazeuse des stéroides
donne des résultats d’interprétation délicate lorsqu’on
s'adresse aux milieux biologiques dans lesquels, et
c’est la régle, la diversité des stéroides est a la fois
qualitative et quantitative. Il devient alors indispens-
able d’effectuer préalablement aux analyses en phase
gazeuse, le fractionnement des divers métabolites
selon plusieurs groupes de stéroides bien définis par
chromatographie gaz-liquide (gl.c.), et par chromato-
graphie gaz-liquide-spectrométrie de masse (GC-MS).
Pour réaliser ce fractionnement préalable, nous avons
retenu pour sa commodité, sa sélectivité et la repro-
ductibilité des fractionnements obtenus la chromato-
graphie sur Sephadex LH-20 déja utilisée avec succes
pour la séparation des stéroides conjugués par Vihko
[1], par Tikkanen et Adlercreutz[2], comme pour la
séparation des stéroides libres par Nystrom et Sjoval
[3] et plus récemment par Carr et al.[4].

L’étude des stéroides excrétés durant la gestation
humaine nous a semblé étre un bon exemple d’appli-
cation biologique d’une méthode qui en conjugant
deux processus chromatographiques complémentaires,
autorise leur analyse spécifique.

MATERIEL ET METHODES

Les [7a->H]-déhydroépiandrostérone (activité spéci-
fique 22 Ci/mmol) et [2,4-3H]-oestriol (activité spéci-

fique 48 Ci/mmol) proviennent de: Radiochemical
Center, Amersham, Buckinghamshire, Angleterre.

Les 3a,6a-dihydroxy-5«-pregnan-20-one, 3a,68-di-
hydroxy-5p-pregnan-20-one, 3a,6a-dihydroxy-5-preg-
nan-20-one, 38,16a-dihydroxy-5a-pregnan-20-one, 3a,
16a-dihydroxy-58-pregnan-20-one,
30,16a-dihydroxy-Sa-androstan-17-one et 3u,160-di-
hydroxy-5f-androstan-17-one nous ont été donnés
par le Docteur J. A. Gustafsson. Les autres stéroides
de référence proviennent des laboratoires Ikapharm,
Ramat-Gan, Israél. Le 58-cholestane-3a-ol provient
des laboratoires Sigma-Chemical Company, P.O. Box
14508, St. Louis USA.

Le Sephadex LH-20 (granulométrie 25 a 100 um)
provient de Pharmacia France S.A.,, rue de Marly,
Parly 2, 78150, Le Chesnay.

Les autres produits: solvants, réactifs silylants, suc
digestif d’Hélix pomatia (SHP) comme I'ensemble du
matériel utilisé: compteur & scintillation liquide, chro-
matographe en phase gazeuse et spectrométre de
masse couplé a un chromatographe en phase gazeuse
ont été décrits précédemment [5].

I. Preparation des extraits urinaires (Tableau 1).
Les urines de 24 h recueillies sur 1 ml de merseptil
et conservées en chambre froide a —20°C ont été
obtenues du deuxiéme au neuviéme mois de femmes
normales enceintes. La préparation des extraits
urinaires s'effectue sur un volume d’urines homoge-
néisées correspondant respectivement au dixiéme
(premier trimestre de la gestation), au quinziéme
(deuxiéme trimestre de la gestation) et au vingtiéme
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Tableau 1. Schéma général de la méthode danalyse utilisée

Urine

—— Extraction des stéroides libres

Urine contenant les stéroides conjugués

Hydrolyse enzymatique (SHP)

Extraction

Lavages des phases organiques réunies

Séchage sur Na,SO, anhydre

Evaporation sous vide

Résidu sec

Chromatographie sur llOg de sephadex LH-20

12 fractions: chaque fraction

évaporée a sec sous N,

Formation des dérivés triméthylsilylés

Analyse par gl.c

de la diurése des 24 h (troisiéme trimestre de la ges-
tation).

Apres extraction des stéroides libres par Pacétate
déthyle, les stéroides conjugués sont soumis 4 une
hydrolyse enzymatique par le SHP en procédant
comme suit.

Aprés évaporation de l'acétate d'éthyle résiduel, la
phase aqueuse est ajustée a pH 5,20 avec de T'acide
acétique a 20%,. On ajoute 1/10 en vol. de tampon,
acétate de sodium 0,1 M, acide acétique pH 520 et
2000 unités par ml de f-glucuronidase du SHP. Aprés
48 h a 37°C, les stéroides hydrolysés sont extraits 2
fois par T'acétate d’éthyle (1:2, v/v) et une fois par
Iéther diéthylique (1:1, v/v). Les phases organiques
réunies sont lavées une fois par 10 ml d’une solution
molaire de bicarbonate de sodium et deux fois par
10 ml d’eau distillée chaque lavage étant effectué pen-
dant 20 mn au tapis roulant, séchées sur du sulfate
de sodium anhydre puis évaporées a sec a 50 C sous
vide partiel. Le résidu sec obtenu est repris par 2 ml
d'un mélange chloroforme-heptane-éthanol (5:5:1,
v/v). Apres action des ultrasons, la solution obtenue
est appliquée sur une colonne de 0.7cm. dia. con-
tenant 10 g de Sephadex LH-20 préparé dans le méme
systéme de solvant[3]. L'élution des stéroides est
réalisée avec 60ml du mélange chloroforme-hep-
tane—¢thanol, puis avec 30ml de mélange chloro-
forme—-méthanol (3:1, v/v). Douze fractions de 7.5 ml
chacune sont receuillies. Chaque fraction est évaporée
a sec sous courant d'azote, et le résidu obtenu est
dissout dans 0,15ml d'un mélange de pyridine-N.O-
bis-(triméthylsilyltrifluoroacétamide (1:3, v/v). Aprés
une heure a4 60°C. les stéroides de chaque fraction
sont analysés sous forme de leurs éthers de triméthyl-
silyles par g.l.c. et CG-MS.

~
Analyse par CG-MS

IL Analyse qualitative, (1) Par gle. et par
CG-MS. Les analyses par g.l.c. sont effectuées en pro-
grammation de température sur une colonne d’'OV-1
et sur une colonne d'OV-17 5] et en isotherme a
240°C sur une colonne de SE-30. Les analyses par
CG-MS sont effectuées sur une colonne d’OV-1 en
utilisant 'hélium comme gaz vecteur. L'énergie de
bombardement des électrons était fixée a 22,5 ¢V et
le courant d’ionisation & 60 pA. Enfin, l'analyse systé-
matique par CG-MS des échantillons provenant de
trois urines différentes a pu étre réalisée selon la
méthode décrite par Gustafsson et al.[6], les spectres
de masse étant enregistrés sur bande magnétique et
traités par un ordinateur IBM 1800 selon les procédés
de Hedfjdll er «l[7] et de Reimendal et Sjovall[§].

(27) Critéres analytiques. La détermination, en pro-
grammation de température des valeurs en unités
méthylénes (UM) [9], et en isotherme celle de son in-
dice de rétention par rapport aux Sa-cholestane
(Ir/5a-cholestane) permet d'affecter a chaque pic chro-
matographique trois coefficients dont la correspon-
dance avec ceux déterminés pour chacun des stéroides
de référence constitue un critére analytique générale-
ment suffisant pour affirmer par glc. Tidentité du
produit chromatographi¢. Par CG-MS, les spectres
de mass obtenus doivent étre identiques a ceux des
composés de référence.

I Analyse quantitative. (1) L'aspect quantitatif
du fractionnement sur Sephadex LH-20 a été étudié
en chromatographiant 1 ml d’une solution étalon con-
tenant 100 ug/ml d’androstérone, d*¢tiocholanolone,
de déhydroépiandrostérone, de 11-oxoétiocholano-
lone, de 11p-hydroxyandrostérone, de 5B-prég-
nane-3o,20x-diol, de 58-prégnane-3a,172,20u-triol, de
Sa-prégnane-3f,160,20a-triol, doestrone, d’oestriol et
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de cholestérol. A chaque fraction recueillie, sont
ajoutés 100 ug de 5p-cholestane-30-ol (STD) de fagon
a pouvoir déterminer pour chaque stéroide lors de
l'analyse par gl.c, le rapport de leur hauteur sur celle
de létalon interne précité. La comparaison de ce rap-
port avec celui déterminé lors de I'analyse immédiate
par glc. d’'une solution étalon identique (contenant
100 pg de 58-cholestane-3a-ol) permet d’apprécier, au
moins pour chacun des stéroides standards étudiés,
le rendement de la chromatographie liquide.

(2°) Le rendement global de la manipulation a été
étudié en ajoutant aux échantillons biologiques une
quantité de radioactivité correspondant a environ
3,10° dp.m. de chacun des deux stéroides tritiés
précités. Les comptages sont effectués sur des frac-
tions aliquotes correspondant respectivement au
1/100 du volume urinaire initial, au 1/100 du volume
de la solution obtenue avant la chromatographie sur
Sephadex LH-20, et au 1/10 du volume de chaque
fraction collectée.

(3°) Dans les diverses fractions LH-20 analysées,
le dosage par g.l.c. des stéroides identifiés est effectué
aprés détermination de leur coefficient de réponse [5].

RESULTATS

1. Identification des steroides. Les composés 1 et 2
présentent des spectres de masse respectivement iden-
tiques & celui de 'androstérone et a celui de I'étiocho-
lanolone sous forme de leur dérivé 3a-triméthylsil-
yloxy [1] avec pour chacun de ces deux stéroides un
pic moléculaire & m/e = 362 et un pic de base a
mfe = 272 (M-90), la perte du fragment 90 correspon-
dant au départ d’un groupement triméthylsilanol
[10]. Les pics & m/e = 347 et a m/e = 257 correspon-
dent respectivement a la perte d’un groupement
méthyle (M-15) et & la perte d'un groupement tri-
méthylsilyloxy et d'un groupement méthyle: M-(90+
15). Les pics a m/e = 306 (M-56), 305 (M-57), carac-
téristiques des stéroides présentant un groupement
oxo dans le cycle D[11], et 244, pic relativement
abondant pour les composés ayant une configuration
en 5B [1], sont également retrouvés.

Le composé 3 avec un pic de base a m/e = 129
caractéristique des 3f-triméthylsiloxy-5-en-5-stéroides,
un pic moléculaire a m/je = 360 et des fragmen-
tations a M-15, M-56, M-90, M-(90 + 15) et M-129
est typique de la déhydroépiandrostérone [1].

Le composé 4 présente un spectre de masse carac-
téristique des éthers bis-triméthylsilyloxy des S-an-
drosten-3,17-diols [1]: pic moléculaire & m/e = 434 et
séquence a m/e = 129, 213, 215, 239, 254 (M-(2 x 90))
et 305 (M-129). Il est identifié par glc. au 5-andros-
tene-34,17p-diol.

Des deux composés 11-oxo-17-oxostéroides étudiés,
seule la 11-oxoétiocholanolone (composé 5) a été
identifiée, son spectre de masse indiquant qu’il s’agit
de son dérivé 3o-triméthylsilyloxy: pic moléculaire a
mje = 376 et pics caractéristiques a mje = 361 (M-15),
286 (M-90), 271 (pic de base) et 232 (M-(15 = 129)[5].
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Pour ce qui concerne les 11f-hydroxy-17-oxo-
stéroides, seul le composé 6 a été identifié 4 la
118-hydroxyandrostérone. L’analyse de son spectre de
masse montre qu'il s’agit de son dérivé 3a-triméthylsi-
lyloxy: pic moléculaire & m/e = 376, fragmentations
classiques & M-15, M-90, M-(90 + 15) et enfin un pic
a mje = 156 caractéristique des 118-hydroxy-17-oxo-
stéroides.

Les composés 7 et 8 présentent un spectre de masse
caractéristique des dérivés 16 hydroxylés de la déhyd-
roépiandrostérone, avec un pic moléculaire a m/e =
448, un pic de base & m/e = 304 (M-144) et des pics
a mfe = 196 et m/e = 199, ces trois fragmentations
étant caractéristiques des 16-hydroxy-17-oxostéroides.
Les pics correspondants aux fragmentations classiques
a M-15, M-90 sont également retrouvés, de méme que
le pic a m/e = 129. Ces deux composés sont identifiés
par glc. ala 16u-hydroxydéhydroépiandrostérone [1]
et 4 la 16f-hydroxydéhydroépiandrostérone [12]. Le
composé 9, avec un spectre de masse identique aux
précédents, est identifié par g.l.c. 4 1a 3, 16a-dihydroxy-
5-androsten-17-one.

Les composés 10 et 11 présentent des spectres de
masse dont le pic moléculaire & m/e =450 et la
séquence 4 m/e = 106, 117, 201 et 216 (pic de base)
les rapportent 4 des 3,16-dihydroxyandrostan-17-one.
Les analyses par glc. les identifient respectivement
aux 3o,16a-dihydroxy-5x-androstan-17-one et 3e,160-
dihydroxy-5f-androstan-17-one.

Le composé 12 présente un spectre de masse indi-
quant qu’il sagit d’un 3,18-bis-trimethylsilyloxy-an-
drostan-17-one: pic moléculaire & m/e = 450 et pics
prédominants a m/e = 103, 169, 215, 360 et 420 (pic
de base). Il est identifié par gl.c. a la 3a,18-dihydroxy-
5B-androstan-17-one [13].

Les composés 13, 14 et 15 présentent des spectres
de masse indiquant qu’il s’agit de 3a-triméthylsilyloxy-
pregnan-20-one: pic moléculaire & m/e = 390 et pic
de base a m/e = 300 (M-90)[14]. Leurs valeurs en
UM indiquent qu’il s'agit respectivement des 3a-
hydroxy-58,17a-pregnan-20-one [14], 3a-hydroxy-Sa-
pregnan-20-one [15] et 3a-hydroxy-58-pregnan-20-
one [16].

A des différences quantitatives pres, trois composés
présentent des spectres de masse typiques des 20-hyd-
roxy-21-désoxy-C-21-stéroides [15] avec un pic de
base a m/e = 117 et un pic moléculaire a m/e = 464,
Leurs coordonnées chromatographiques les identi-
fient aux Sa-pregnane-3e,20x-diol (composé 16),
5B-pregnane-3u,20x-diol (composé 17) et Sa-preg-
nane-3$,20c-diol (composé 18).

Neuf composés séparés par gl.c. présentent un pic
moléculaire a m/e = 478 et des fragmentations carac-
téristiques permettant leur identification a des dérivés
monohydroxylés de la 3-hydroxypregnan-20-one.

Le composé 19 avec un pic de base a m/e = 255
(M-2 x 90 + 43)) et un pic a mfe = 435 (M-43)
caractéristique des 17-triméthylsilyloxy-20-ox0-21-
désoxystéroides est identifié a la 3a,17x-dihydroxy-58-
pregnan-20-one.
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Fig. 1. Spectre de mass de I'é¢ther bis-triméethylsilyl du composé 21 (3a,16a-dihydroxy-58-prégnam-20-one).

Le compos¢ 20 présente un spectre de masse dont
la séquence m/e = 129, 157, 172 (pic de base), 298,
388, 478 est caractéristique des composés 15-tri-
méthylsilyloxy-20-ox0-21-désoxystéroides [16, 17]. Ce
composé est rapporté a une 3&,15&-dihydroxy-5&-
pregnan-20-one.

Les spectres de masse des composés 21 et 22
présentent un pic moléculaire a m/e = 478 et une
séquence & m/e = 96, 109, 157, 172, 186, caractéristi-
que des 16a-hydroxy-20-ox0-C21-stéroides [18]. Ces
composés sont respectivement identifiés aux 3o,160-
dihydroxy-58-pregnan-20-one (Fig. 1) et 3o,160-dihyd-
roxy-So-pregnan-20-one.

Les spectres de masse des composés 23 et 24
présentent une fragmentation typique des composés
3, 6a-dihydroxy-pregnan-20-one: ion moléculaire a
mje = 478 et pics prédominants 4 m/e = 463 (M-153),
388 (M-90), 373 (M-(90 + 15)), 299 (M-(90 + 89)) et
204 (pic de base). Les spectres de masse obtenus res-
pectivement avec les isoméres 3a,6a-dihydroxy-5u-
pregnan-20-one, 3p,6a-dihydroxy-5«-pregnan-20-one
et 3a,6a-dihydroxy-5f-pregnan-20-one étant pratique-
ment identiques [19] cest 'analyse par g.lc. qui per-
met d'identifier ces composés aux 3a,6a-dihydroxy-58-
pregnan-20-one [20] et 3p,6a-dihydroxy-Sa-pregnan-
20-one [19].

Le composé 25 présente un spectre de masse indi-
quant qu'il s’agit d’un dérivé 2,3-bis-triméthylsilyloxy-
pregnan-20-one [21] avec un pic moléculaire a

mfe = 478, les fragmentations caractéristiques a
mfe = M-90; M-(90 + 89) et trois pics respectivement
a mfe = 129, 142, et 143 (pic de base), cette derniére
séquence s’observant pour les stéroides présentant un
groupement triméthylsilyloxy en 2 [22]. Ce composé
est rapporté a une 2¢&,3&-dihydroxy-5&-prégnan-20-
one.

Enfin les composés 26 et 27 présentent un spectre
de masse caractéristique des 3,21-dihydroxy-preg-
nan-20-one: pic moléculaire & m/e = 478 et les frag-
mentations & m/e = 375 (M-103)[23] et m/e = 257
(M-(90 + 103 + 28)) caractéristiques des 20-oxo-21-
hydroxy-C21-stéroides. Leur indice de rétention sur
SE-30 a permis d'identifier respectivement ces com-
posés aux 3f,21-dihydroxy-5a-pregnan-20-one [24] et
3a,21-dihydroxy-58-pregnan-20-one [25].

Les composés 28-31 présentent des spectres de
masse indiquant qu'il s’agit de 4 isoméres du preg-
nane-3,16,20-triol: pic moléculaire a m/je = 552 et
séquence a m/e = 117, 141, 156, 157, 462 caractéristi-
que de ces stéroides [26]. Ces stéroides sont identifiés
par glc. aux 5f-pregnane-3a,162,205-triol, So-preg-
nane-3o,164,20x-triol (Figure 2), So-pregnane-3«,16p,
20a-triol et Sx-pregnane-3f,160,20x-triol.

Des 4 isoméres de référence étudiés, seul le 58-preg-
nane-3o,172,200-triol (composé 32) a été identifié, sa
valeur en UM comme son spectre de masse étant
identiques & ceux obtenus avec le stéroide de
référence: pic de base a mje = 255, pic moléculaire
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Fig. 2. Spectre de masse de I'éther Tris-triméthylsilyl du composé 29 (Sa-prégnane-3o,I6¢,20x-triol).
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Fig. 3. Spectre de masse de I'éther Tris-triméthylsilyl du composé 35 (5-androsténe-3p,16a-17p-triol).

4 mfe = 480 et fragments m/e = 462, 363, 362, 273,
255 et 117 typiques des 17-hydroxy-20-triméthylsilyl-
oxy-21-désoxystéroides [27].

L’ion moléculaire du composé 33 est trouvé a
m/e = 552 indiquant qu’il s’agit d’'un prégnane con-
tenant 3 groupements triméthylsilyloxy. Le pic a
mje = 449 (M-103) indique qu’il s'agit d'un C21
stéroide présentant une fonction alcool primaire en
21, la séquence & m/e = 449, 359 et 269 étant carac-
téristique des prégnanes-3,20,21-triols. Ce composé est
identifié au Sa-pregnane-3x,20x,21-triol [28].

Les composés 34 et 35 présentent des spectres de
masse typiques des éthers tristriméthylsilyloxy des
S-androsténe-3,16,17-triols [29]. Ils présentent un pic
moléculaire & m/e = 522 et les pics caractéristiques
a mfe = 432 (M-90), 342 (M-2 x 90), 329 (M-(90 +
103)) (pic de base), 252 (M-(3 x 90)), 239 (M-(103 +
2 x 90)), 191 et 129. Ces deux composés ont été ident-
ifiés respectivement aux S-androsténe-3f,165,17x-triol
et S-androsténe-38,16a,17f-triol [30] (Fig. 3).

Le composé 36 présente un spectre de masse indi-
quant qu’il s’agit d’un dérivé tris-triméthylsilyloxy
d’un androstane-3,16,17-triol [22] avec un pic molécu-
laire & m/e = 524, un pic de base a m/e = 191 et les
fragmentations typiques a m/e = 434 (M-90), 344
(M-(2 x 90)) et 255 (M-(2 x 90 + 89)). Ce composé
est identifié par glc. au So-androstane-35,165,17a-
triol.

Le spectre de masse du composé 37 présente un
pic moléculaire a mje = 450 (pic de base) et une
séquence a m/e = 117, 129, 255, 270, 435, indiquant
qu’il s’agit d’'une androsténediolone. L’analyse chro-
matographique rapporte ce composé au 38,17f8-
dihydroxy-5-androstén-16-one.

Le composé 38 présente un spectre de masse indi-
quant qu'il s’agit d’'un 5-prégnénediol: pic de base a
mfe = 117, pic moléculaire a m/e = 462 et la séquence
caractéristique a m/e = 129, 282 (M-(2 x 90)) et 372
(M-90). La valeur en UM de ce composé indique qu’il
s’agit du S-prégnéne-34,20a-diol [1].

Le composé 39 est identifié au 5-prégnéne-38,16z,
20a-triol. Il présente en effet un spectre de masse avec
un pic moléculaire & m/e = 550 et une séquence a
mje = 117 (pic de base), 129, 141, 156, 157 caractéris-
tique des S-prégnéne-3,16,20-triols. Les coordonnées
chromatographiques de ce composé affirment son
identité [30]. De méme le composé 40 est identifié
au S-prégnene-3a,16a,200-triol.

Le composé 41 présente un spectre de masse identi-
que a celui obtenu avec le dérivé 3-triméthylsilyloxy
de loestrone: pic moléculaire a m/e = 342 (pic de
base) et pics prédominants & m/e = 218, 244 et
257[31].

Le composé 42 est identifié au 17p-oestradiol: pic
moléculaire & m/e = 416 (pic de base) et pics prédo-
minants & mje = 129, 218, 232, 244, 285, 326 et
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Fig. 4. Spectre de masse de I'éther tétra-triméthylsilyl du composé 47 (15«¢-hydroxyoestriol).
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401. Les coordonnées chromatographiques et le
spectre de masse: pic moléculaire a m/e = 430 et
séquence m/e = 218, 244 et 286 (pic de base), rappor-
tent le composé 43 a la 16a-hydroxyestrone [31].

Le composé 44 présente un spectre de masse avec
un pic moléculaire a m/e = 430 (pic de base). et une
séquence & m/e = 129, 286, 312 et 402 Pidentifiant a
la 15«-hydroxyestrone.

Les composés 45 et 46 avec un spectre de masse
dont le pic moléculaire a m/e = 504 (pic de base) et
les pics a m/e = 489, 414 et 439 sont rapportés respec-
tivement & l'oestriol [32] et au 16,17-epioestriol.

Le composé 47 présente un spectre de masse dont
le pic moléculaire 4 m/e = 592, le pic de base a
mie = 191 indiquent quiil s’agit du 15x-hydroxyoes-
triol [33] (Fig. 4).

Six composés analysés par glc et par GC-MS
n‘ont pu étre identifiés. Trois de ces stéroides respecti-
vement ¢lués dans les fractions 4, 5 et 8 (valeur
en UM = 27.17.29.23 et 28.83) présentent des spectres
de masse indiquant qu'il s'agit de 5¢-prégnane-
3E,X208-Tris-triméthylsilyloxy. Un stéroide élué dans
la fraction n S (valeur en UM = 29,40) présente un
spectre de masse indiquant qu’il s’agit d'un 5&-preg-

Tableau 2. Stéroides identifiés par CG-MS dans les extraits urinaires. La structure des com-

posés n 20 et 25 n'a pu étre complétement établie

Analyse par glc.

Stéroides identifiés par
CG et CG--MS dans les

Composé SE-30 OV-1 Oov-17 extraits urinaires
1 0.41 24.44 26,17 3o-hydroxy-Sx-androstan-{7-one
2 042 24.62 26,45 3a-hydroxy-5x-androstan-17-one
3 0,51 2492 27,70 3f-hydroxy-5-androsten-17-one
4 0,62 25.60 5-androstene-3f-174-diol
5 25,30 28,42 3o-hydroxy-5f-androstane-11,17-dione
6 0.71 25.92 2920 3a.11B-dihydroxy-5z-androstan-17-one
7 0,62 27.06 2885 3f,16a-dihydroxy-5-androsten-17-one
8 0,75 27,66 28,90 3p.16B-dihydroxy-5-androsten-17-one
9 0,65 25.90 3a,16a-dihydroxy-5-androsten-17-one
10 0.72 26,12 3a.16a-dihydroxy-5a-androstan-17-one
11 0,78 26,16 3a,16a-dihydroxy-5f-androstan-17-one
12 2643 3,18-dihydroxy-5f-androstan-17-one
13 0.53 2532 26,90  3o-hydroxy-58.172-pregnan-20-one
14 0,66 2593 2787  3o-hydroxy-5x-pregnan-20-one
15 0,66 26.11 28,12 3w-hydroxy-5f-pregnan-20-one
16 093 27.25 27,60  Sx-pregnane-3o,20x-diol
17 0.94 27.48 27,71 5p-pregnane-3a,20x-diol
18 1.06 28.15 28,60  Sx-pregnane-3f3,20x-diol
19 26.00 27,72 3x17x-dihydroxy-5f-pregnan-20-one
20 2692 —  3&.15¢-dihydroxy-5¢-prégnan-20-one
21 099 27.66 28,78 3x.16a-dihydroxy-5f-pregnan-20-one
22 — 27.23 3a,16a-dihydroxy-5x-pregnan-20-one
23 0,89 27.15 29,00 3x.6a-dihydroxy-5p-pregnan-20-one
24 1,18 2842 30,28 3p.6x-dihydroxy-5a-pregnan-20-one
25 0.90 27.60 2¢£.3¢-dihydroxy-5&-pregnan-20-one
26 30,10 34.21-dihydroxy-5«-pregnan-20-one
27 29,04 3a,21-dihydroxy-5p-pregnan-20-one
28 1.18 28,61 5f-pregnane-3a.162,20-triol
29 1,26 28.81 Su-pregnane-3a, 1 60.20u-triol
30 1,41 29.17 Sx-prégnane-3a,16£3,20x-triol
31 1.65 29.74 Sx-pregnane-3f,162,20a-triol
32 1.37 2892 2896  Sf-pregnane-3o.17x.200-triol
33 1.77 29.87 - Sx-pregnan-3z,20x-21-triol
34 1.02 27.69 S-androstene-34,16f.17x-triol
35 1.20 28,29 2843  S-androstene-3f.160.17p-triol
36 - 27.25 Sx-androstane-3f5,16f3.17x-triol
37 0,92 27,08 29.20  3p.178-dihydroxy-5-androsten-16-one
38 1.10 27.71 - S-pregnene-3f,20u-diol
39 1.62 29.46 S-pregnene-3f3,160.20x-triol
40 - 28,81 2933 S-pregnene-3u,162,20x-triol
41 25.39 29045 3-hydroxy-1.3.5(10) estratrien-17-one
42 2590 1.3.5(10)-estratriene-3,17f-diol
43 0,90 27.25 3.16a-dihydroxy-1,3,5(10)-estratriene-17-one
44 0,98 27.32 3.152-dihydroxy-1,3,5(10)-estratriene-17-one
45 1,26 28,61 29.97 1,3,5(10)-estratriene-3,16a,17-triol
46 1,34 2891 3042 1.3,5(10)-estratriene-3,165.17x-triol
47 2,24 30,98 31,63 1.3,5(10)-estratriene-3,15x,162,17 -tetrol
48 2,24 3077 32,00 cholesterol
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Tableau 3. Séparation par chromatographie sur Sephadex
LH-20 des stéroides d’une solution de référence contenant
100 ug de chacun des stéroides standards utilisés pour tes-
ter Pefficacité des colonnes. Les détails de cette manipula-
tion sont décrits dans “matériel et méthodes, chapitre I1I”

Numéro de la fraction

LH-20 collectée Stéroides élués

1 Cholesterol

% 11-deoxy-17-oxosteroides

4 11-oxoetiocholanolone

5 5p-pregnane-3u,20a-diol

6 118-hydroxyandrosterone et
oestrone

7 5B-pregnane-3a,170,20a-triol
Sa-pregnane-38,16a,208-triol

3 5B-prégnane-3a,170,20a-triol
Sa-prégnane-38,16a,20a-triol

9 oestriol

10 oestriol

nane-1£,X,20¢-triol, alors qu'un autre métabolite €lué
dans la fraction n° 6 (valeur en UM = 30, 69)
présente un spectre de masse caractéristique des prég-
nanes-3,16,20-triol. Enfin, un composé élué dans la
fraction n° 8 (valeur en UM = 29, 57) présente un
spectre de masse indiquant qu’il s’agit d’'un 3&,X,16¢-
trihydroxy-5&-pregnan-20-one.

Le Tableau 2 résume 'ensemble des stéroides iden-
tifiés.

I1. Separation des steroides. La chromatographie sur
Sephadex LH-20 de la solution contenant les
stéroides de référence utilisée pour tester l'efficacité
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des colonnes (matériel et méthodes—chapitre III)
donne le fractionnement indiqué dans le Tableau 3.

Réalisée dans les mémes conditions, la chromato-
graphie des extraits urinaires permet, apres identifica-
tion des stéroides de chaque fraction (Figs. 5-7 et
8) de distinguer cing groupes de stéroides mentionnés
dans le Tableau n° 4.

L. Analyse quantitative. Les rendements des mani-
pulations précédant la chromatographie sur Sephadex
LH-20 sont respectivement de 849 + 8 pour celui
correspondant a la DHEA tritiée et de 88%, + 6 pour
celui de T'oestriol tritié (valeurs moyennes obtenues
pour 8 analyses). Aprés chromatographie sur
Sephadex LH-20, 82%, de la radioactivité initiale due
a la DHEA tritiée sont retrouvés dans les fractions
3 et 4, tandis que 86%, de celle due & T'oestriol marqueé
sont retrouvés dans les fractions 9 et 10.

Les rendements spécifiques obtenus lors de Iélution
des stéroides de la solution standard sont compris
entre 63%, + 8 pour la 11-oxoétiocholanolone et 879,
pour le 5p-prégnane-3a,20x-diol.

Au total, le rendement global des diverses manipu-
lations précédant les analyses en phase gazeuse, est
de 78% + 6 (valeur moyenne pour 8 déterminations).

L’application de cette technique au dosage des
3a-hydroxypregnan-20-one (Tableau 5) montre que
leur excrétion quotidienne est réguliérement crois-
sante pour atteindre un maximum situé vers la 36éme
semaine de la gestation. Des trois métabolites con-
sidérés, c'est l'excrétion de la 3a-hydroxy-Sg-preg-
nan-20-one qui est quantitativement prépondérante et
les résultats obtenus (1,25 a 11,10 mg/24 h) sont en

ca4
LH-20 fraction 3 CGL
STD 25
14 DOP |
2
13
3
CHOL u
L_rj/v\a\/\/\J L\/ Ov-I
e ‘—J ] | | 1
25 20 15 10 5 0

mn

Fig. 5. Analyse par glc. sur OV-1 des stéroides de la fraction LH-20 3 provenant de I'hydrolysat

urinaire d’'une femme enceinte de 6 mois.

Les stéroides identifiés sont: I'androstérone [1], I’étiocholanolone [2], la déhydroépiandrostérone [3],
la 3a-hydroxy-58,17x-prégnan-20-one [13], la 3a-hydroxy-5a-prégnan-20-one [14], la 3a-hydroxy-58-
prégnan-20-one [15], la 2¢,3¢é-dihydroxy-5&-prégnan-20-one [25] et le cholestéroi [48].
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Fig. 6. Analyse par glc. sur OV-1 des stéroides de la fraction LH-20 n’ 5 provenant de 'hydrolysat
urinaire d’une femme enceinte de 6 mois.

Les stéroides identifiés sont: I'oestrone [41]. la 16x-hydroxydéhydroépiandrostérone [7], la 16a-
hydroxyandrostérone [10]. la 16x-hydroxyétiocholanolone [11], le 5p-prégnane-3a,20x-diol [17], la
16a-hydroxyprégnanolone [21], la 38,6a-dihydroxy-5Sx-prégnan-20-one [24], le 5-prégnéne-3u, 160,200~

triol [40] et le Sa-prégnane-3a,170.200-triol [32].

bon accord avec ceux publiés par Van der Molen[34]
et Acevedo er «al[35]. Provenant du catabolisme
réductif essentiellement hépatique du noyau A de la
progestérone placentaire. I'excrétion de ce composé
semble étre au méme titre que celle du 58-preg-
nane-3a,20a-diol, le reflet le plus sGr du catabolisme
direct de la progestérone dans le compartiment

maternel, d’autant que pour chacune des urines
étudiées, le rapport du 5p-pregnane-3u,20x-diol a la
3x-hydroxy-5f-pregnan-20-one ne présente pas de
variations significatives au cours de la gestation
(valeur moyenne: 6,10 + 1,15 pour 13 détermina-
tions). L'excrétion quotidienne de la 3a,16a-dihydroxy-
5B-pregnan-20-one  (Tableau 5) inférieure a

LH-20 fraction6- CGL c24
c32 32
DoP
31
30| 29
17
28 6 6
21
s, LJ ov-I
| | ] I ]
25 20 15 10 5 o}

Fig. 7. Analyse par gl.c. sur OV-1 des stéroides de la fraction LH-20 n 6 provenant de I'hydrolysat
urinaire d'une femme enceinte de 6 mois.

Les stéroides identifiés sont: la 11f-hydroxyandrostérone [6], la 16a-hydroxydéhydroépiandros-
térone [7], le Sa-prégnane-3x,20a-diol [16] le 58-pregnane-3u,20x-diol [17], la 3a,16a-dihydroxy-55-prég-
nan-20-one [21], le 5p-prégnane-3ua,162,208-triol [28], le So-prégnane-3o,168,20x-triol [30], et le

Sa-prégnane-3f-162,20a-triol [31].
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Tableau 4. Stéroides identifiés par CG-MS dans chacune des fractions obtenues par chroma-

tographie sur séphadex LH-20 des extraits urinaires; le dosage des stéroides du groupe 1

(fraction n° 3), du groupe 2 (fraction n° 4) et du groupe 3 (fraction n° 5) ne peut étre

effectué que par analyse séparée des fractions LH-20 correspondantes, tandis que celui

des stéroides des groupes 4 et 5 est réalisé en rassemblant respectivement les fractions LH-20
n° 6 et 7 (groupe 4) et 8, 9, 10 et 11 (groupe 5)

Numéro de la fraction

Groupe LH-20 Stéroides -urinaires identifiés
1
cholesterol
1 3 11-deoxy-17-oxosteroides et pregnanolones
2-hydroxypregnanolone
2 4 pregnandiols

16a-hydroxyprégnanolone
6a-hydroxyprégnanolone

oestrone

11-oxy-17-oxosteroides

11-deoxy-16-hydroxy-17-oxosteroides et pregnandiol
3 5 16-hydroxypregnanolone

6-hydroxypregnanolone

5p-prégnane-3a,17a,200-triol

6 pregnanes-3,16,20-triol
4 7 58-pregnane-3a,17a,20a-triol
Sa-pregnane-3e,20a,21-triol
androstanetriols
8 androstenetriols
9 oestriol
5 10 16-epioestriol
11 15a-hydroxyoestriol

1mg/24 h jusqu’a la 19éme semaine, s’infléchit brus-
quement vers la 22éme semaine pour atteindre un
maximum vers la 37éme semaine de la gestation. Son
excrétion est alors constamment supérieure a celle de
la 3a-hydroxy-5f-pregnan-20-one. Celle de la 38,60~

STD 28
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dihydroxy-5x-pregnan-20-one (Tableau 5) augmente
jusqua la 36éme semaine et devient supérieure a

1 mg/24 h dés la 22éme semaine de la gestation.

Pour ce qui concerne I'excrétion des pregnanetriols,
le Tableau 5 montre que celle du 58-pregnane-3a,

LH-20 fraction 7-CGL

17
d 21
U ,
ov-1
| L 1 | | |
25 20 15 10 5 0
mn

Fig. 8. Analyse par glc. sur OV-1 des stéroides de la fraction LH-20 n° 7 provenant de I'’hydrolysat

urinaire d'une femme enceinte de 8 mois.

Les stéroides identifiés sont: la 38,17f-dihydroxy-5-androsten-16-one [37], le 58-prégnane-3u,20a-
diol [17], la 3a,16a-dihydroxy-58-prégnan-20-one [21], le 5f-prégnane-3a,160,208-triol [28], Sa-prég-
nane-30,16¢,200-triol [29], le 5B-prégnane-3a,17x,20x-triol [32], le Sa-prégnane-3e,168,20x-triol [30] et

le Sa~-prégnane-3e,20u,21-triol [33].

sB. 7/3- F
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Tableau 5. * Nom abrévié de la patiente; ** age de la gestation en semaines. Dosage des 3a-hydroxyprégnanes-20-onc,
3a.16a-dihydroxy-5p-prégnan-20-one. 3f,6xa-dihydroxy-5x-prégnan-20-one, des prégnanes-3a.20a-diols de T'oestriol. des
prégnanes-3.16,20-triol et du 58-prégnane-3x,17%,200-triol

Steroides dosés par *RUM. ROM. BRU REN. SEG. TROU. MEL. ROU. ROD. NOL. SUB PAR. JAR, GRIL
gle imp. 24y *ER N 12 19 ] 22 26 31 36 36 37 38 40 41

3x-Hydroxy-5f.17x-

prégnan-20-one

tcomposé 13 010 0,20 0,25 0.40 0.63 0.85 090 10 2,10 085 1.60 265
3a-Hydroxy-Sx-prégnan-

20-one

(compos¢ [4) 0.4 [URN 0.63 (.85 0.78 095 1.20 228 3.00 6.70 4.10 1.35 370 465
3g-Hydroxy-5fi-prégnan-

20-one

(compose 15) 110 1.25 235 2,60 3.00 470 570 10.20 7.40 10,40 o 518 9.65 8.20
Ja.16a-Dihydroxy-5f-

prégnan-20-one

(composé 2t) 015 025 045 0.65 0.85 2,60 350 6.00 815 1590 1740 7.65 10.20 5.40
3f.69-Dihydroxy-5x-

prégnan-20-one

(compos¢ 241 015 0.30 .45 0.70 125 170 210 4.70 6.50 2,65 3,10 2.65 2.60
Sa-Prégnane-3x.20x-diol

{composé 16) 100 1.20 LS50 2.00 240 3.60 4.20 5,00 8,90 6.20 9.20 5.60 4.70 6.75
54-Prégnane-3x.20x-diol

(compose 17} 5,60 6.80 17.30 19.20 20,85 36.10 41.50 49,80 39.10 42.50 54.50 36.25 3880 5530
QOestriol

{compos¢ 43) 0,50 .60 898 10.20 9.40 14.20 17.30 19.20 27.30 29.20 34,30 35.40 44.50 43.20
Sq-Prégnane-32.16£.200-

triol

(compose 30 O.t0 015 0.20 0.40 0,60 0,20 1.50 200 1.00 0,60 0,80 120 220
5p-Prégnane-3x.16x,204-

triol

(compose 28) .25 0.30 025 0.40 0.60 (.45 3 220 3.50 280 4,20 3.50
Sa-Prégnane-3x,162.20x-

triol

{composé 29) 10 0.20 .50 0.35 (.40 0,70 0.90 1.20 2,10 3.30 5.80 4.60 3.90 31s
5f-Prégnanc-3x.172.20x- :

triol

{tompose 32) 010 o5 0.20 025 1.20 1,30 2,10 1.70 1.20 2,50 1.75 2.20 340 2140
Sa-Prégnanc-3f,162.20%-

triol

(composé 31) traces 0,15 0.20 0.60 0.80 0.90 0.55 1.30 0.60 110 1.20 090
17220a-triol  n'est  significativement  augmentée phie sur Sephadex LH-20. Indépendamment de la

qu'aprés la 26éme semaine, et représente de ces méta-
bolites le composé quantitativement prépondérant
jusqua la 3téme semaine. Aprés ce délai, celle des
Sa-pregnane-3a,160,20x-triol et 5f-pregnane-3a,16a,
20p-trio! devient significativement supérieure a celle
du 58-a celle du Sp-prégnane-3a,170,200-triol.

DISCUSSION

C’est dans le but deffectuer par chromatographie
gaz-liquide l'analyse quantitative des stéroides pro-
venant des divers milieux biologiques que nous avons
mis au point une technique conjugant la chromato-
graphie liquide sur Sephadex LH-20 a la chromato-
graphie en phase gazeuse et la spectrométrie de
masse. La chromatographie sur Sephadex LH-20 des
stéroides réalise leur fractionnement préalable en
cing groupes, ce qui permet de résoudre les difficultés
analytiques liées a I'analyse en phase gazeuse. En effet,
avec les mélanges éluants utilisés et dans les condi-
tions décrites, les stéroides ayant les mémes coor-
données en chromatographie en phase gazeuse, sont
séparés lors du fractionnement préalable ce qui autor-
ise leur analyse quantitative spécifique. Cest le cas
par exemple de la 11f-hydroxyétiocholanolone et de
la 3a-hydroxy-5p-pregnan-20-one, du 54-pregnane-3q,
20a-diol, de la 3a,6x-dihydroxy-5p-pregnan-20-one et
de la 160-hydroxyoestrone qui ne peuvent étre dosés
par gl.c. quapres avoir ét¢ séparés par chromatogra-

complémentarité obtenue dans ['utilisation de ces
deux techniques, la méthode de séparation par chro-
matographie sur Sephadex LH-20 des stéroides libres
proposée est simple, réalise des fractionnements
reproductible tout en étant quantitative. L’identifica-
tion des stéroides de chaque groupe est réalisée par
CG-MS et Panalyse quantitative des stéroides iden-
tifiés est alors réalisable par glc. selon la méthode
de l'étalonnage interne.

La méthode décrite permet ainsi I'étude simultanée
de tout un ensemble de métabolites urinaires parmi
lesquels nous retiendrons, indépendamment de ceux
mentionnés dans le Tableau 5 celle de I'oestrone et
de ses dérivés 15x et 16a-hydroxylés, de 'oestradiol
et du 15a-hydroxyoestriol dont les taux d’excrétion
au vu des résultats obtenus dans ce travail, peuvent
étre dosés par gl.c. dés le début du second trimestre
de la gestation.

Enfin, compte tenu des potentialités enzymatiques
des divers tissus considérés, on peut étre tenté de rap-
porter certains métabolites de la progestérone a un
compartiment déterminé de I'unité foetoplacentaire.
Ce peut étre le cas:

De la 3a,160-dihydroxy-5p-pregnan-20-one en con-
sidérant que l'hydroxylation en 16o de la proges-
térone s'effectue essentiellement dans le compartiment
foetal qu’il s’agisse des surrénales [36-38] ou du foie
foetal [397].
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Des prégnanes-3,16,20f-triol en rapportant la
réduction en 20§ de la progestérone au compartiment
foetal [40,41]. Dans cette hypothése, le dosage du
5B-prégnane-3a,16a,20f-triol, pourrait rendre compte
de Tlactivité surrénalo-hépato-foetale.

Et de la 3f,6a-dihydroxy-Se-prégnan-20-one, précé-
demment identifiée par Shackleton[12] dans les
urines de nouveau-nés, par Eneroth et al[19] dans
celle provenant d’un enfant anencéphalique, par
Desgres et al.[42] comme étant I'un des catabolites
synthétisés a partir de la progestérone dans des cul-
tures de cellules isolées de foie foetal de rat[43] et
par nous dans le présent travail. Cet ensemble de faits
suggére que ce composé peut étre assimilé a un mar-
queur hépato-foetal.
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