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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 3cc,l8-dihydroxy-S/l-androstan-17-one; 
%androstane-3fi,16B,17cc-triol; 2{,3l-dihydroxy-5t-pregnan-20-one; 5fl-pregnane-3u,l6a,2Ofi-triol; Su- 
pregnane_3a,16fi,20c(-triol and See-pregnane-3/?,16cc,20a_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 3cz-hydroxy-5/?,17c+pregnan-20-one; 
0.40 and 6.70 mg/24 h for 3a-hydroxy-5cc-pregnan-20-one; 1.10 and 11.10 mg/24 h for 3c+hydroxy-S/3- 
pregnan-20-one; 0.15 to 1740 mg/24 h for 3d(,16a-dihydroxy-Sj-pregnan-20-one; 0.15 to 6.50 mg/24 h 
for3/?,6a-dihydroxy-5a-pregnan-20-one; 0.25 and 4.20 mg/24 h for S/?-pregnane-3a,1&,2Oj-triol and 0.10 
and 5.80 mg/24 h for 5cc-pregnane-3a,l6a.20a-triol. 

The results obtained show that the 3cc,l6a-dihydroxy-5fl-pregnan-20-one, 3/J6a-dihydroxy-5a- 
pregnan-20-one and 5j-pregnane-3a,l6a,2O/?-triol could be considered as new steroid indexes of foetal 
activities. 

INTRODUCTION 

En dehors de certains cas p&is et limit& a l’analyse 
quantitative simultanire de quelques mktabolites, 
l’analyse immediate en phase gazeuse des St&ides 
donne des rCsultats d’interprirtation dClicate lorsqu’on 
s’adresse aux milieux biologiques dans lesquels, et 
c’est la rkgle, la diversit& des St&bides est g la fois 
qualitative et quantitative. 11 devient alors indispens- 
able d’effectuer prkalablement aux analyses en phase 
gazeuse, le fractionnement des divers mktabolites 
selon plusieurs groupes de St&ides bien dCfinis par 
chromatographie gaz-liquide (g.l.c.), et par chromato- 

graphie gaz-liquide-SpectromCtrie de masse (GC-MS). 
Pour rttaliser ce fractionnement prkalable, nous avons 
retenu pour sa commodit&, sa &lectivitC et la repro- 
ductibilitk des fractionnements obtenus la chromato- 
graphie sur Sephadex LH-20 d&ji utilisbe avec sucds 
pour la sCparation des s&bides conjuguCs par Vihko 
[l], par Tikkanen et Adlercreutz[2], comme pour la 
kparation des sttrdides libres par Nystrijm et Sjiival 
[3] et plus rCcemrnent par Carr et al.[4]. 

L’ktude des stitrdides excrCtCs durant la gestation 
humaine nous a semblC &re un bon exemple d’appli- 
cation biologique d’une mCthode qui en conjugant 
deux processus chromatographiques compl&mentaires, 
autorise leur analyse sgcifique. 

MATERIEL ET METHODES 

Les [7a-3H]-dChydro&piandrostCrone (activitk s$ci- 
fique 22 Ci/mmol) et [2,4-3H]-oestriol (activittt sp&ci- 

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

Les 3cc,6cc-dihydroxy-5c-pregnan-20-one, 3@,6/3-di- 
hydroxy-58-pregnan-20-one, 3cr,&-dihydroxy-5/?-preg- 
nan-20-one, 3P,16a-dihydroxy-Sa-pregnan-20-one, 3a, 
16a-dihydroxy-5fi-pregnan-20-one, 
3c(,l6cc-dihydroxy-5cc-androstan-17-one et 3a,16a-di- 
hydroxy-5fi-androstan-17-one nous ont &te don& 
par le Docteur J. A. Gustafsson. Les autres sttrdides 
de rCftrence proviennent des laboratoires Ikapharm, 
Ramat-Gan, IsraZl. Le 5p-cholestane-3cc-ol provient 
des laboratoires Sigma-Chemical Company, P.O. Box 
14508, St. Louis USA. 

Le Sephadex LH-20 (granulomhtrie 25 g 100~) 
provient de Pharmacia France S.A., rue de Marly, 
Parly 2, 78150, Le Chesnay. 

Les autres produits: solvants, reactifs silylants, sue 
digestif d’H&lix pomatia (SHP) comme l’ensemble du 
matttriel utilisC : compteur g scintillation liquide, chro- 
matographe en phase gazeuse et spectromCtre de 
masse coupl& g un chromatographe en phase gazeuse 
ont CtC dCcrits prC&demment [S]. 

I. Preparation des extraits urinaires (Tableau 1). 
Les urines de 24 h recueillies sur 1 ml de merseptil 
et conservCes en chambre froide g -20°C ont Ctk 
obtenues du deuxikme au neuvikme mois de femmes 
normales enceintes. La prkparation des extraits 
urinaires s’effectue sur un volume d’urines homogC- 
n&&es correspondant respectivement au dixi&me 
(premier trimestre de la gestation), au quinzi&me 
(deuxikme trimestre de la gestation) et au vingti&me 
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- Extraction des stktiides libreh 

Urine contenant les stkrciides conjugut-s 

1 
Hydrolyse enq matique (SH P) 

Extraiction 
I 

Labages des phases organiques rCtmies 
I 

SCchage sur N~,,SO, anhydre - 

Rbidu set 

1 
Chromatographie sur l,Og de sephadex LH-20 

i 
I2 fractions: chaque fraction 

1 
&vapor& ;i WC SOLIS N, 

1 
Formation des d&iv&s trimt-thylsilylks 

J 
Analyse par g!.l.c. 

de la diurke des 24 h (troisikme trimestre de la ges- 

tation). 
Aprks extraction des stkrciides libres par I’acktate 

d’kthyle. les stkrdides conjuguks sont soumis h une 
hydrolyse enzymatique par le SHP en proddant 
comme suit. 

Aprks kvaporation de l’aktate d’kthyle rksiduel, la 
phase aqueuse est ajustke ?t pH $20 avec de I’acide 
acktique j 20”,,. On ajoute I;10 en vol. de tampon. 
a&ate de sodium 0,l M, acide acitique pH 5.20 et 
2000 unit&s par ml de fi-glucuronidase du SHP. Aprks 
48 h 2 37 ‘C. les stkrdides hydrolysks sont extraits 2 
fois par I’adtate d’kthyle (1:2, v/v) et une fois par 
I’kther dikthylique (1 :I, v/v). Les phases organiques 
rknies sont lakes une fois par 10 ml d’une solution 
molaire de bicarbonate de sodium et deux fois par 
10 ml d’eau distill&e chaque lavage Ctant effect& pen- 
dant 20mn au tapis roulant, s&h&es sur du sulfate 
de sodium anhydre puis kvaporkes g set :i 50 C sous 
kide partiel. Le rksidu set obtenu est repris par 2 ml 
d’un mklange chloroforme- heptane-4thanol (5 :5 :I. 
v/v). Apres action des ultrasons. la solution obtenue 
est appliquke sur une colonne de 0.7 cm. dia. con- 

tenant 10 g de Sephadex LH-20 prkpari dans le m&me 
systkme de solvant [3]. L’klution des stkrdides est 
rCalist?e avec 60ml du mklange chloroforms hep- 
tane&thanol puis avec 30ml de mitlange chloro- 
forme-mkthanol (3:l. v/v). Douze fractions de 7.5 ml 
chacune sont receuillies. Chaque fraction est i-vapor&e 
B set sous courant d’azote, et le rksidu obtenu est 
dissout dans 0.15 ml d’un mklange de pyridine-N.O- 
bis-(trimkthylsilyl)trifluoroacktamide (1 :3, v,‘v). Aprks 
une heure li 60 ‘C. les stkrdides de chaque fraction 
sont analysks sous forme de leurs Cthers de trimkthyl- 
silyles par g.1.c. et CC-MS. 

II. Antr/~.sc yurrlitulizv, (1 ) Pnr q./x. er pair 

CC-MS. Les analyses par g.1.c. sont effect&es en pro- 

grammation de tempkrature sur une colonne d’OV-1 
et sur une colonne d’OV-17 [S] et en isotherm: A 
240 ‘C sur une colonne de SE-30. Les analyses par 
CC-MS sont effectukes sur une colonne d’OV-1 en 

utilisant I’hClium comme gaz vecteur. L’Cnergie de 
bombardement des Clectrons Ctait fixke B 22,5 eV et 
le courant d’ionisation a 60 /IA. Enfin. l’analyse systk- 
matique par CGMS des kchantillons provenant de 
trois urines diffkrentes a pu ktre rkaliske selon la 
mkthode d&rite par Gustafsson e’t (t/.[6], les spectres 
de masse ktant enregistrks sur bande magnktique et 

trait&s par un ordinateur IBM 1800 selon les pro&d& 
de Hedfiiill rt rrk[7] et de Reimendal et Sjiivall[8]. 

(2 ) Critck cwlytiyues. La d&termination, en pro- 

grammation de tempkrature des valeurs en unit& 
mkthylines (UM) 191, et en isotherme celle de son in- 
dice de rktention par rapport aux See-cholestane 

(Ir.Ssc-cholestane) permet d’affecter a chaque pit chro- 
matographique trois coefficients dont la correspon- 
dance avec ceux dkterminks pour chacun des stkrdides 
de rkfkrence constitue un critkre analytique g&-kale- 
ment suffisant pour affirmer par g.1.c. I’identitk du 
produit chromatographik. Par CC--MS, les spectres 
de mass obtenus doivent itre identiques g ceux des 
composks de rkfkrence. 

III. Ar?u!,w yutrntifatire. (1 ) L’aspect quantitatif 

du fractionnement sur Sephadex LH-20 a Ctk Ctudik 
en chromatographiant 1 ml d’une solution Ctalon con- 
tenant 100 bcgirnl d’androsttrone, d’ktiocholanolone, 
de dkhydrotpiandrostkrone, de 1 l-oxoktiocholano- 
lone, de 1 ID-hydroxyandrostkrone, de S/I-prCg- 
nane-3cr,20cc-diol. de SP-prkgnane-3a, 17n,2O+triol, de 
5x-prkgnane-3/j, 16a,20a-triol. d’oestrone. d’oestriol et 



Analyse modulaire des steroides urinaires 213 

de cholesterol. A chaque fraction recueillie, sont 

ajoutes 100 pg de 5fl-cholestane-3wol (STD) de faGon 
a pouvoir determiner pour chaque steroide lors de 
l’analyse par g.l.c., le rapport de leur hauteur sur celle 
de l’etalon interne precite. La comparaison de ce rap- 
port avec celui determine lors de l’analyse immediate 
par g.1.c. dune solution Ctalon identique (contenant 
100 pg de 5/I-cholestane-3a-01) permet d’apprecier, au 

moins pour chacun des St&ides standards etudies, 
le rendement de la chromatographie liquide. 

(2”) Le rendement global de la manipulation a ete 
Ctudie en ajoutant aux Cchantillons biologiques une 
quantite de radioactivite correspondant a environ 
3,lO’ d.p.m. de chacun des deux sttroides trities 
precites. Les comptages sont effect& sur des frac- 
tions aliquotes correspondant respectivement au 
l/l00 du volume urinaire initial, au l/100 du volume 
de la solution obtenue avant la chromatographie sur 
Sephadex LH-20, et au l/10 du volume de chaque 
fraction collectee. 

(3”) Dans les diverses fractions LH-20 analysees, 
le dosage par g.1.c. des steroides identifies est effect& 
aprb determination de leur coefficient de reponse [5]. 

RESULTATS 

I. Identijfcation des steroides. Les composes 1 et 2 
presentent des spectres de masse respectivement iden- 
tiques a celui de l’androsterone et a celui de l’etiocho- 
lanolone sous forme de leur derive 3c+trimethylsil- 
yloxy [l] avec pour chacun de ces deux steroides un 
pit moleculaire a m/e = 362 et un pit de base a 
m/e = 272 (M-90), la perte du fragment 90 correspon- 
dant au depart dun groupement trimethylsilanol 
[lo]. Les pits a m/e = 347 et a m/e = 257 correspon- 
dent respectivement a la perte dun groupement 
methyle (M-15) et a la perte dun groupement tri- 
methylsilyloxy et d’un groupement methyle: M-(90+ 
15). Les pits a m/e = 306 (M-56), 305 (M-57), carac- 
teristiques des steroides presentant un groupement 

0x0 dans le cycle D [ll], et 244, pit relativement 
abondant pour les composes ayant une configuration 
en 51 Cl], sont Cgalement retrouves. 

Le compose 3 avec un pit de base a m/e = 129 
caracteristique des 3/?-trimethylsiloxy-5-en-5-St&ides, 
un pit moleculaire a m/e = 360 et des fragmen- 
tations a M-15, M-56, M-90, M-(90 + 15) et M-129 
est typique de la dehydroepiandrosterone [l]. 

Le compose 4 presente un spectre de masse carac- 
ttristique des ethers bis-trimethylsilyloxy des 5-an- 
drosten-3,17-diols [I]: pit moleculaire a m/e = 434 et 

sequence a m/e = 129,213, 215,239, 254 (M-(2 x 90)) 
et 305 (M-129). I1 est identifie par g.1.c. au 5-andros- 
tene-3P,17/3-diol. 

Des deux composes 11-oxo-17-oxosttrciides Ctudies, 
seule la 11-oxdtiocholanolone (compose 5) a CtC 
identifiee, son spectre de masse indiquant qu’il s’agit 
de son derive 3a-trimethylsilyloxy : pit moleculaire a 
m/e = 376 et pits caracteristiques a m/e = 361 (M-15), 

286 (M-90), 271 (pit de base) et 232 (M-(15 = 129) [5]. 

Pour ce qui concerne les llfi-hydroxy-17-oxo- 
steroides, seul le compose 6 a Cte identifie a la 
1 l/I-hydroxyandrosterone. L’analyse de son spectre de 

masse montre qu’il s’agit de son derive 3wtrimCthylsi- 
lyloxy: pit moleculaire a m/e = 376, fragmentations 
classiques a M-15, M-90, M-(90 + 15) et enfin un pit 

a m/e = 156 caracteristique des ll/Ghydroxy-17-oxo- 
sterdides. 

Les composes 7 et 8 presentent un spectre de masse 
caracteristique des derives 16 hydroxyles de la dehyd- 
rdpiandrosterone, avec un pit moleculaire a m/e = 

448, un pit de base a m/e = 304 (M-144) et des pits 
a m/e = 196 et m/e = 199, ces trois fragmentations 
Ctant caracteristiques des 16-hydroxy-17-oxosteroides. 
Les pits correspondants aux fragmentations classiques 

a M-15, M-90 sont egalement retrouves, de m&me que 
le pit a m/e = 129. Ces deux composes sont identifies 
par g.1.c. a la 16whydroxydehydroCpiandrosttrone [l] 

et a la 16/I-hydroxydthydroepiandrosterone [12]. Le 
compose 9, avec un spectre de masse identique aux 
precedents, est identifie par g.1.c. a la 3a,l6a-dihydroxy- 
5-androsten-17-one. 

Les composes 10 et 11 presentent des spectres de 
masse dont le pit moleculaire a m/e = 450 et la 
sequence a m/e = 106, 117, 201 et 216 (pit de base) 
les rapportent a des 3,16-dihydroxyandrostan-17-one. 
Les analyses par g.1.c. les identifient respectivement 
aux 3a,l&-dihydroxy-5cc-androstan-17-one et 3a,16u- 
dihydroxy-5P-androstan-17-one. 

Le compose 12 presente un spectre de masse indi- 
quant qu’il s’agit d’un 3,18-bis-trimethylsilyloxy-an- 
drostan-17-one: pit moleculaire a m/e = 450 et pits 
predominants a m/e = 103, 169, 215, 360 et 420 (pit 
de base). I1 est identifie par g.1.c. a la 3a,l8-dihydroxy- 
5/I-androstan-17-one [13]. 

Les composes 13, 14 et 15 presentent des spectres 
de masse indiquant qu’il s’agit de 3wtrimCthylsilyloxy- 
pregnan-20-one: pit moleculaire a m/e = 390 et pit 
de base a m/e = 300 (M-90) [14]. Leurs valeurs en 
UM indiquent qu’il s’agit respectivement des 3a- 
hydroxy-5P,17a-pregnan-20-one [14], 3a-hydroxy-5a- 
pregnan-20-one [15] et 3a-hydroxy-5b-pregnan-20- 
one [16]. 

A des differences quantitatives pres, trois composes 
presentent des spectres de masse typiques des 20-hyd- 
roxy-21 -desoxy-C-21-steroides [ 151 avec un pit de 
base a m/e = 117 et un pit moleculaire a m/e = 464, 
Leurs coordonnees chromatographiques les identi- 

fient aux 5a-pregnane-3c(,20-diol (compose 16), 
5/I-pregnane-3cr,20c(-diol (compose 17) et Sa-preg- 
nane-3/3,20c(-diol (compose 18). 

Neuf composes s&pares par g.1.c. prtsentent un pit 
moleculaire a m/e = 478 et des fragmentations carac- 
teristiques permettant leur identification a des derives 
monohydroxyles de la 3-hydroxypregnan-20-one. 

Le compose 19 avec un pit de base a m/e = 255 
(M-(2 x 90 + 43)) et un pit a m/e = 435 (M-43) 
caracteristique des 17-trimethylsilyloxy-20-oxo-21- 
dtsoxysteroides est identifie a la 3a,l7a-dihydroxy-5B- 
pregnan-20-one. 
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Fig. I. Spectre de mass de I’kther bis-trimkethylsilyl du composk 21 (3c(,l&-dihydroxy-5/I-prkgnam-20-one) 

Le composk 20 prksente un spectre de masse dont 
la kquence m/e = 129, 157, 172 (pit de base), 298, 
388, 478 est caractkristique des composks 15-tri- 
mkthylsilyloxy-20-oxo-21-dksoxystkrbides [16,17]. Ce 
composk est rapporti: A une 35,155-dihydroxy-.55- 
pregnan-20-one. 

Les spectres de masse des compoks 21 et 22 
prksentent un pit mokulaire B m/e = 478 et une 

skquence A m/e = 96, 109, 157, 172, 186, caractkristi- 
que des 16cc-hydroxy-20-oxo-C21-stkrdides [18]. Ces 
composks sont respectivement identifiks aux 3c(,16a- 
dihydroxy-5P-pregnan-20-one (Fig. 1) et 3a,l&-dihyd- 

roxy-5cc-pregnan-20-one. 
Les spectres de masse des composks 23 et 24 

prksentent une fragmentation typique des composks 
3, 6cr-dihydroxy-pregnan-20-one: ion molkculaire B 
m/e = 478 et pits prkdominants B m/e = 463 (M-15), 
388 (M-90), 373 (M-(90 + 15)), 299 (M-(90 + 89)) et 
204 (pit de base). Les spectres de masse obtenus res- 
pectivement avec les isomkres 3r,6cc-dihydroxy-5a- 
pregnan-20-one, 3p,6or-dihydroxy-5cc-pregnan-20-one 
et 3cl,6a-dihydroxy-5fi-pregnan-20-one Ctant pratique- 
ment identiques [19] c’est l’analyse par g.1.c. qui per- 
met d’identifier ces composks aux 3%,6a-dihydroxy-5b- 
pregnan-20-one [20] et 3p,6cc-dihydroxy-5a-pregnan- 
20-one [19]. 

Le compose 25 prksente un spectre de masse indi- 
quant qu’il s’agit d’un d&iv& 2,3-bis-trimkthylsilyloxy- 
pregnan-20-one [21] avec un pit mokculaire B 

I 

ill 
160 

156 

‘47 

m/e = 478, les fragmentations caractkristiques A 
m/e = M-90; M-(90 + 89) et trois pits respectivement 

B m/e = 129, 142, et 143 (pit de base), cette dernikre 
skquence s’observant pour les stkroides prksentant un 
groupement trimkthylsilyloxy en 2 [22]. Ce composk 
est rapport& A une 2(,3<-dihydroxy-5g-prkgnan-20- 
one. 

Enfin les composks 26 et 27 prtkentent un spectre 

de masse caractkristique des 3,21-dihydroxy-preg- 
nan-20-one: pit moltkulaire A m/e = 478 et les frag- 
mentations A m/e = 375 (M-103) [23] et m/e = 257 
(M-(90 + 103 + 28)) caractkristiques des 20-0x0-21- 
hydroxy-C21-stkrdides. Leur indice de rktention sur 
SE-30 a permis d’identifier respectivement ces com- 
posCs aux 3fl,21-dihydroxy-5a-pregnan-20-one [24] et 
3cr,21-dihydroxy-5/I-pregnan-20-one [25]. 

Les composks 28-31 prksentent des spectres de 
masse indiquant qu’il s’agit de 4 isomkres du preg- 
nane-3,16,20-triol: pit mokulaire ?I m/e = 552 et 
skquence B m/e = 117, 141, 156, 157, 462 caractt‘risti- 
que de ces stkiides [26]. Ces stkdides sont identifiks 
par g.1.c. aux SP-pregnane-3r*,16cc,20/I-triol, Sa-preg- 
nane-3cc,l6cc,2Cwtriol (Figure 2), 5a-pregnane-3a,l6/$ 

2Oztriol et 5g-pregnane-3B.16a,2Oa-triol. 
Des 4 isomkres de rkfkrence ktudiks. seul le 5/I-preg- 

nane-3a,l7s(,2Owtriol (composk 32) a ktt! identifik, sa 
valeur en UM comme son spectre de masse Ctant 
identiques B ceux obtenus avec le stkrdide de 
rkfkrence: pit de base g nlje = 255. pit mokculaire 

M-90 

462 
4471 41 157 ,g, 

M-90x2 

283 372 
I /I 5rs2 

I I 1 I 
200 300 400 500 

m/e 

Fig. 2. Spectre de masse de I’Cther Tris-trimCthylsily1 du composi: 29 (5cc-prQnane-3cr,16cc,20cc-triol). 
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M-(90x10? 
M-(2x90x103) 329 

279 I 

215 

129 

191 

-l-Ad 
M-90 

M-9x90 432 

252 
M-2x90 
342 

I- 

ICCJ 200 300 4co 500 
m/e 

Fig. 3. Spectre de masse de Ether Tris-trimethylsilyl du compose 35 (5-androstCne-3P,16c-l7j-triol). 

it m/e = 480 et fragments m/e = 462, 363, 362, 273, 
255 et 117 typiques des 17-hydroxy-20-trimethylsilyl- 

oxy-21-dtsoxysterdides [27]. 
L’ion moleculaire du compose 33 est trouve a 

m/e = 552 indiquant qu’il s’agit dun pregnane con- 
tenant 3 groupements trimethylsilyloxy. Le pit a 
m/e = 449 (M-103) indique qu’il s’agit dun C21 
steroide presentant une fonction alcool primaire en 
21, la sequence a m/e = 449, 359 et 269 &ant carac- 
teristique des pregnanes-3,20,21-triols. Ce compose est 
identifie au 5u-pregnane-3c(,20,2l-triol[28]. 

Les composes 34 et 35 presentent des spectres de 
masse typiques des ethers tristrimethylsilyloxy des 
5-androstene-3,16,17-triols [29]. 11s presentent un pit 
moleculaire a m/e = 522 et les pits caracteristiques 
a m/e = 432 (M-90), 342 (M-2 x 90), 329 (M-(90 + 
103)) (pie de base), 252 (M-(3 x 90)), 239 (M-(103 + 
2 x 90)), 191 et 129. Ces deux composes ont CtC ident- 
ifies respectivement aux 5-androstCne-3/3,16/I,l7~-triol 
et 5-androstCne-3~,16cr,17~-triol[30] (Fig. 3). 

Le compose 36 presente un spectre de masse indi- 
quant qu’il s’agit d’un derive tris-trimethylsilyloxy 
dun androstane-3,16,17-triol[22] avec un pit molecu- 
laire a m/e = 524, un pit 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 compose 
est identilie par g.1.c. au 5cr-androstane-3fl,16&17w 
triol. 

IS 

Le spectre de masse du compose 37 presente un 
pit moleculaire a m/e = 450 (pit de base) et une 
siquence a mJe = 117, 129, 255, 270, 435, indiquant 
qu’il s’agit dune androstenediolone. L’analyse chro- 
matographique rapporte ce compose au 3/?,17/?- 
dihydroxy-5-androsten-16-one. 

Le compose 38 presente un spectre de masse indi- 
quant qu’il s’agit d’un 5-pregnenediol: pit de base a 
m/e = 117, pit moleculaire a m/e = 462 et la sequence 
caracteristique a m/e = 129, 282 (M-(2 x 90)) et 372 
(M-90). La valeur en UM de ce compose indique qu’il 
s’agit du S-pregnene-3P,2t.&diol [l]. 

Le compose 39 est identifie au 5-prCgnene-3fl,16cc, 
20cc-triol. 11 presente en effet un spectre de masse avec 
un pit moleculaire a m/e = 550 et une sequence a 
m/e = 117 (pit de base), 129, 141, 156, 157 caracteris- 
tique des 5-pregnkne-3,16,20-triols. Les coordonnees 
chromatographiques de ce compose alhrment son 
identite [30]. De m&me le compose 40 est identifie 
au 5-prCgn&re-3cc,l6cr,20a-triol. 

Le compose 41 presente un spectre de masse identi- 
que a celui obtenu avec le derive 3-trimethylsilyloxy 
de l’oestrone: pit moleculaire a m/e = 342 (pit de 
base) et pits predominants a m/e = 218, 244 et 
257 [31]. 

Le compose 42 est identifie au 17B-oestradiol: pit 
moleculaire a m/e = 416 (pit de base) et pits predo- 
minants a m/e = 129, 218, 232, 244, 285, 326 et 

(200 %) 

M-(3x90) M-2x90 M-90 

I I 
, 322 412 502 5t2 

II I I I, I I I I 
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m/e 

Fig. 4. Spectre de masse de l’ether tetra-trimethylsilyl du compose 47 (15a-hydroxyoestriol). 



401. Les coordonnees chromatographiques et le 
spectre de masse: pit moleculaire a WV = 430 et 
sequence m/r = 218. 244 et 2X6 (pit de base), rappor- 

tent le compose 43 a la 16r-hydroxycstrone 1311. 
Le compose 44 presente un spectre de masse avec 

un pit moleculaire a 1)7;c = 430 (pit de base). et une 

sequence h we = 129. 286. 312 et 402 I’identitiant a 
la lSa-hydroxyestrone. 

Les composks 45 et 46 avec un spectre de masse 

dont le pit moleculaire a 1~7:~ = 504 (pit de base) et 
les pits a nljr = 489, 414 et 439 sont rapport& respec- 
tivement a l’oestriol [32] et au 16.17.epioestriol. 

Le compose 47 presente un spectre de masse dont 
Ie pit moleculairc a 177'~ = 592. le pit de base d 
177 '0 = 191 indiquent qu‘il s’agit du 15r-hydroxyoes- 
trio1 1331 (Fig. 4). 

Six compost-s analysks par g.1.c. et par GC-MS 

n’ont pu etre identifies. Trois de ces stkrdides respecti- 

cement i-lut:s dans lcs fractions 4, 5 et 8 (valeur 
cn UM = 27.17.29.23 et 28.83) presentent des spectres 
de masse indiquant qu’il s’agit de St-pregnane- 
3&X.20<-Tris-trimethylsilyloxy. Un stkrdide kktt: dans 

la fraction 71 5 (valeur en UM = 29,40) prksente un 
spectre de masse indiquant qu’il s’agit d‘un 55-preg- 

Tableau 2. Wro’ides identifiks par CC -MS dans les extraits urinaires. La structure des com- 
post-s n 20 et 25 n’a pu itre compktement ktablie 

Analyse par g.1.c. StCro’ides identifik par 
CC et CC- MS dans les 

Compost SE-30 OV-I ov-17 extraits urinaires 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

IO 
II 
12 
I3 
14 
I5 
I6 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 
29 
30 
31 
32 
33 
34 
35 
36 
37 
38 
39 
40 
41 
42 
43 
44 
45 
46 
47 
48 

0,41 
0.42 
0,5l 
0.62 

0.71 
0.62 
0.75 
0.65 
0.72 
0.78 

0.53 
0,66 
0.66 
0.93 
0.94 
1.06 

0.99 

0.89 
1.18 
0.90 

I.lX 
I,26 
1.41 
1.65 
1.37 
1.77 
I .02 
1.20 

0.92 
1.10 
1.62 

0,90 
0,9X 
I,26 
I,34 
2,24 
2.24 

24.44 
24.62 
24.92 
25.60 
25.30 
25.92 
27.06 
27.66 
25.90 
26,12 
26.16 
26.43 
25.32 
25.93 
26.1 1 
27.25 
27.48 
28.15 
26.00 
26.92 
37.66 
27.23 
‘7.15 
2x.42 
‘7.60 
30. IO 
19,04 
2X.6 I 
‘X.8 I 
29.17 
3Y.74 
3x.92 
3Y.87 
27.69 
‘8 7’) - .- 
37.75 
37,0x 
27.7 I 
29.46 
1x.x I 
‘5.3Y 
35.YO 
77,25 
‘7.32 
28.61 
28.9 1 
30.98 
30.77 

‘6,ll 
26.45 
27.70 

28,42 
29.20 
28.85 
2x.90 

26.90 
27,X7 
28.12 
27.60 
27,7 1 
2X,60 
27.72 

2X.78 

29.00 
30,2X 

2X.96 

28.43 

29.20 

29.33 
29.45 

29.97 
30.42 
31.63 
32.00 

3x-hydroxy-5a-androstan-II-one 
3a-hydroxy-5z-androstan-17-one 
3/j-hydroxy-5-androsten-17-one 
5-androstene-3/j- I7b-diol 
3a-hydroxy-5P-androstane-I 1,17-dione 
3c(. 11 p-dihydroxy-Sr-androstan-17-one 
3/j, 1 br-dihydroxy-5-androsten- 17-one 
3/j. 16/I-dihydroxy-5-androsten- I7-one 
3c(, l6a-dihydroxy-5-androsten- 17-one 
3a.l6a-dihydroxy-5a-androstan-17-one 
32.16~dihydroxy-5p-androstan-17-one 
3x.18-dihydroxy-5fl-androstan-17-one 
3%.hydroxy-5/?.17x-pregnan-20-one 
3r-hydroxy-5x-pregnan-2%one 
3a-hydroxy-5/I-pregnan-20.one 
Sa-pregnane-3a,20a-diol 
5/I-pregnane-3x,20r-diol 
5x-pregnane-3/1,20r-diol 
31x.1 7r-dihydroxy-5p-pregnan-20-one 
3<. 1 St-dihydroxy-5<-prkgnan-20-one 
3~. 16+dihydroxy-5j-pregnan-20-one 
3r.l6r-dihydroxy-5r-pregnan-20-one 
3r.6oc-dihydroxy-5/&pregnan-20-one 
3/1,6x-dihydroxy-5a-pregnan-20-one 
2:.3f-dihydroxy-5c-pregnan-20-one 
3/1.21 -dihydroxy-5a-pregnan-20-one 
3x.21 -dihvdroxv-5B-prernan-20-one 
S/Gpregnlne-3,;. I &.iO~~triol 
5r-pregnane-3a,l6a.2Ou-triol 
Sr-prtgnane-3%. 16/1,20r-trio1 
52.pregnane-3/I. I6r,2Oc(-trio1 
5/&pregnanc-3a. I7l,20a-trio1 
51-pregnan-3r.20r-2l-triol 
5-androstcne-3/1.16P.I 7%.trio1 
S-nndrostene-3/j, I6c(,l7/&triol 
Sr-androstane-3/j. 16/j. I7a-trio1 
-i/j. I7/&dihydroxy-5-androsten- I6-one 
5-prcgnene-3/l,2Occ-dial 
S-pregnene-3/j. I6u.?Oa-trio1 
5-pregnene-3a,l6r.20r-lriol 
3-hydroxy-l.3.5( IO) estratrien-l7-one 
1.3.5( IO)-estratriene-3,17/j-diol 
3.16r-dihydroxy- I ,3.5( I Okestratriene-I 7-one 
3.15x-dihvdroxv-1,3,5(10)-estratriene-17-one 
1,3,5(10)-&tratr&e-3.16a,17~-triol 
1.3.5(10)-estratriene-3,16/j.l7n-trio1 
l.3.5(lO)-estratriene-3.15r,l6r,l7/I-tetrol 
cholesterol 
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Tableau 3. Separation par chromatographie sur Sephadex 
LH-20 des sterdides d’une solution de rtfkrence contenant 
1GOpg de chacun des sttroides standards utilisks pour tes- 
ter l’efficacite des colonnes. Les details de cette manipula- 
tion sont d&its dans “materiel et methodes, chapitre III” 

NumCro de la fraction 
LH-20 collect&e StCrciides &ks 

Cholesterol 

11-deoxy-17-oxosteroides 

11-oxoetiocholanolone 
5b-pregnane-3c(,20a-diol 
llfi-hydroxyandrosterone et 
oestrone 

7 

8 

9 
10 

5j-pregnane-3a,l7a,2Oa-triol 
5a-pregnane-3j3,16a,2Ob-triol 
5~-prtgnane-3a,17a,2Oa-triol 
5a-prtgnane-3/?,16a,2Occ-triol 
oestriol 
oestriol 

nane-l&X,20<-trial, alors qu’un autre metabolite Clue 
dam la fraction no 6 (valeur en UM = 30, 69) 
presente un spectre de masse caracteristique des preg- 

nanes-3,16,20-triol. Enfin, un compose Clue dans la 
fraction no 8 (valeur en UM = 29, 57) presente un 
spectre de masse indiquant qu’il s’agit d’un 3&X,16<- 
trihydroxy-5{-pregnan-20-one. 

Le Tableau 2 resume l’ensemble des sterciides iden- 

tifies. 
II. Separation des steroides. La chromatographie sur 

Sephadex LH-20 de la solution contenant les 

steroides de reference utiliske pour tester l’efficacite 

LH-20 fraction 3 CGL 

;TD 

CHOL 

25 20 

I! 24 

I-v DOP 

des colonnes (materiel et methodes-chapitre III) 
donne le fractionnement indique dans le Tableau 3. 

Realiske dans les memes conditions, la chromato- 

graphie des extraits urinaires permet, apres identifica- 
tion des steroides de chaque fraction (Figs. 5-7 et 
8) de distinguer cinq groupes de steroides mentionnes 
dans le Tableau no 4. 

III. Analyse quantitative. Les rendements des mani- 
pulations precedant la chromatographie sur Sephadex 
LH-20 sont respectivement de 84% + 8 pour celui 
correspondant a la DHEA tritiee et de 88% f 6 pour 

celui de l’oestriol tritie (valeurs moyennes obtenues 
pour 8 analyses). Aprb chromatographie sur 
Sephadex LH-20, 82% de la radioactivite initiale due 
a la DHEA tritiee sont retrouves dans les fractions 
3 et 4, tandis que 86% de celle due a l’oestriol marque 
sont retrouves dans les fractions 9 et 10. 

Les rendements spkcifiques obtenus lors de l’elution 
des steroides de la solution standard sont compris 
entre 63% k 8 pour la 11-oxoetiocholanolone et 870/; 
pour le 5P-prCgnane-3c(,20cr-diol. 

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

L’application de cette technique au dosage des 
3cc-hydroxypregnan-20-one (Tableau 5) montre que 

leur excretion quotidienne est regulierement crois- 
Sante pour atteindre un maximum situe vers la 36eme 
semaine de la gestation. Des trois metabolites con- 
sider&, c’est l’excretion de la 3cc-hydroxy-5b-preg- 
nan-20-one qui est quantitativement preponderante et 

les resultats obtenus (1,25 a 11.10 mg/24 h) sont en 

IO 5 0 

mn 

Fig. 5. Analyse par g.1.c. sur OV-1 des stkdides de la fraction LH-20 3 provenant de l’hydrolysat . _ - 
urinaire d’une femme enceinte de 6 mois. 

- _ 

Les stkrdides identifiks sont: l’androstbone [l], l’ttiocholanolone [2], la dkhydrokpiandrosttrone [3], 
la 3a-hydroxy-5fi,17a-prCgnan-2O-one [13], la 3a-hydroxy-Sa-prbgnan-20-one [14], la 3a-hydroxy-5/l- 

prizgnan-20-one [15], la 25,3{-dihydroxy-5c-prCgnan-20-one [25] et le cholestCrol[48]. 
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LH-20 fraction 5,CGL 
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25 20 15 IO 5 0 

mn 

Fig. 6. Analyse par g.1.c. SW OV-1 des steroides de la fraction LH-20 n 5 provenant de l’hydrolysat 
urinaire d’une femme enceinte de 6 mois. 

Les sterdides identities sent : I’oestrone [41]. la I6a-hydroxydehydroepiandrosterone [7], la 16c(- 
hydroxyandrosterone [lo]. la 16a-hydroxyetiocholanolone [I 11, le 5~-prtgnane-3n,20cc-diol[17], la 
16a-hydroxyprtgnanolone [21], la 3/I,6x-dihydroxy-5a-prCgnan-20-one [24], le 5-pregnene-3r.l6~,20c(- 

trio1 [40] et le 5a-pregnane-3a.17a.2Oa-triol [32]. 

bon accord avec ccux publies par Van der Molen[34] maternel, d’autant que pour chacune des urines 

et Acevedo et a/.[35]. Provenant du catabolisme etudiees, le rapport du 5/7-pregnane-3rA,2&-diol a la 
reductif essentiellement hepatique du noyau A de la 3cr-hydroxy-5a-pregnan-20-one ne presente pas de 
progesterone placentaire. l’excretion de ce compose variations significatives au tours de la gestation 
semble etre au m&me titre que celle du 5/3-preg- (valeur moyenne: 6.10 k I,15 pour 13 determina- 
nane-3sc,2@_x-dial, le reflet le pius sdr du catabolisme tions). L’excretion quotidienne de la 3a,l6wdihydroxy- 
direct de la progesterone dans le compartiment 5/I-pregnan-20-one (Tableau 5) inferieure a 

C32 
LH-20 fraction 6. CGL 

D 

29 

25 20 15 IO 5 0 

Fig. 7. Analyse par g.l.c. snr OV-1 des steroides de la fraction LH-20 n 6 provenant de l’hydrolysat 
urinaire d’une femme enceinte de 6 mois. 

Les steroides identifies sont: la 1 lg-hydroxyandrosterone 161, la 16cc-hydroxydehydroepiandros- 
t&one [7], le 5a-pregnane-3r,20a-diol [16] le 5/?-pregnane-3q20wdiol [17], la 3cc,l6cc-dihydroxy-5/?-preg- 
nan-20-one 1211. le S/I-prCgnane-3a,l6n,2OS-triol [28], le 5wprCgnane-3cc,l6~,20a-triol[30]. et le 

5r-pregnane-3/1-16r,20a-trio1 [31]. 



Analyse modulaire des steroides urinaires 219 

Tableau 4. SteroIdes identifies par CG-MS dans chacune des fractions obtenues par chroma- 
tographie sur sephadex LH-20 des extraits urinaires; le dosage des steroides du groupe 1 
(fraction no 3), du groupe 2 (fraction no 4) et du groupe 3 (fraction n” 5) ne peut itre 
effectue que par l’analyse st?parCe des fractions LH-20 correspondantes, tandis que celui 
des sttroides des groupes 4 et 5 est rialise en rassemblant respectivement les fractions LH-20 

no 6 et 7 (groupe 4) et 8, 9, 10 et 11 (groupe 5) 

Numero de la fraction 
Groupe LH-20 St&ides urinaires identifies 

1 
2 cholesterol 

1 3 

2 4 

3 5 

6 
4 7 

8 
9 

5 10 
11 

l l-deoxy-17-oxosteroides et pregnanolones 
2-hydroxypregnanolone 
pregnandiols 
16whydroxyprCgnanolone 
6whydroxyprCgnanolone 
oestrone 
11-oxy-17-oxosteroides 
11-deoxy-16-hydroxy-17-oxosteroides et pregnandiol 
16-hydroxypregnanolone 
6-hydroxypregnanolone 
S~-prCgnane-3cc,l7cc,20a-triol 
pregnanes-3,16,20-trio1 
5/?-pregnane-3a,17a,2Occ-triol 
5a-pregnane-3G(,20a,21-triol 
androstanetriols 
androstenetriols 
oestriol 
16-epioestriol 
15a-hydroxyoestriol 

1 mg/24 h jusqu’a la 19bme semaine, s’inflechit brus- dihydroxy-kpregnan-20-one (Tableau 5) augmente 
quement vers la 22eme semaine pour atteindre un jusqu’a la 36eme semaine et devient supkieure a 
maximum vers la 37eme semaine de la gestation. Son 1 mg/24 h des la 22eme semaine de la gestation. 
excretion est alors constamment supkieure a celle de Pour ce qui concerne l’excretion des pregnanetriols, 
la 3cc-hydroxy-5/3-pregnan-20-one. Celle de la 3fi,601- le Tableau 5 montre que celle du SP-pregnane-3cc, 

rD 28 

LH-20 fraction 7,CGL 

I I I I I I 
25 20 15 IO 5 0 

Fig. 8. Analyse par g.1.c. sur OV-1 des steroides de la fraction LH-20 no 7 provenant de l’hydrolysat 
urinaire dune femme enceinte de 8 mois. 

Les steroides identifies sont: la 3jI,17p-dihydroxy-S-androsten-16-one [37], le 5~-pregnane-3a,20c(- 
diol[17], la 3a,l&-dihydroxy-SD-prtgnan-20-one [21], le S/?-pregnane-3a,l6a,20~-triol[28], Sa-preg- 
nane-3a,16a,2Oz-triol[29], le S~-prtgnane-3a,l7cl,20a-triol[32], le 5a-pregnane-3a,16~,20G(-triol[30] et 

le 5c(-prtgnane-3c(,20,2l-triol[33]. 

S.B. 7:3 
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Tableau 5. * Nom abrCvit: dc la patiente: ** $,ze de la gestation en semaines. Dosage dea 3a-hydroxyprtgnane-?O-one. 
3a.l6a-dihydroxy-5g-prCgnan-20-one. 3/,‘,6z-dihydroxy-5z-prCgnan-20-one, des prtgnanes-3r.20n-dials de l’oeatriol. des 

prPgnanes-3. I6.20-trio1 et du 5~~-prt-gnane-?r,l7r.20a-triol 

ROM HKI KI k SEC TROI Mb I RDll ROD NO,_ s II " 
I2 I Y 14 22 76 31 it, 36 37 

0.65 

0.w 

0.15 

(I.?? 

O,l5 

O.Yll I.lll ?.I0 

3.00 h.,,l 4.10 

7.41) IO.40 II.10 

X.l? IS.YIl 17.40 

4.70 6.W 2.6s 

x.90 6.20 Y.20 

3Y.10 42.50 54.50 

27.30 2Y.20 34.10 

Z.ci) I .oo O.60 

3.10 2.20 3.50 

2.10 3.ilI 5.x0 

1.20 2.50 1.75 

n.55 1.30 0.60 

17%,20a-trio1 n’est signihcativemcnt augrnentee 

qu’apres la 26eme semaine. et represente de ces meta- 
bolites le compose quantitativement preponderant 
jusqu’a la 3leme semaine. Apres ce delai. celle des 
5a-pregnane-3a,l6cc,20rx-triol et SP-pregnane-3cc,l6a, 
208-trio1 devient significativement supt-rieure a celle 

du 5/&a celle du 58-pregnane-3a. 17a,2Owtriol. 

C’est dans le but d’effectuer par chromatographie 
gaz--liquide I’analyse quantitative des steroides pro- 
venant des divers milieux biologiques que now avons 
mis au point une technique conjugant la chromato- 
graphie liquide sur Sephadex LH-20 a la chromato- 
graphie en phase gazeuse et la spectrometrie de 
masse. La chromatographie sur Sephadex LH-20 des 
steroi’des realise leur fractionnement prealable en 
cinq groupes. ce qui permet de resoudre les difficult&s 
analytiques liees B l’analyse en phase gazeuse. En effet, 
avec les melanges &ants utilises et dans les condi- 
tions d&rites, les steroides ayant les memes coor- 
donnees en chromatographie en phase gazeuse, sont 
s&pares lors du fractionnement prealable ce qui autor- 
ise leur analyse quantitative specifique. C’est le cas 
par exemple de la Il/?-hydroxyetiocholanolone et de 
la 3cc-hydroxy-5/J-pregnan-20-one, du 5/&pregnane-3cc, 
200(-diol, de la 3cc,6cc-dihydroxy-5/j’-pregnan-20-one et 
de la 16whydroxyoestrone qui ne peuvent stre doses 
par g.1.c. qu’apres avoir Cte separes par chromatogra- 

phie sur Sephadex LH-20. Independamment de la 
complementarite obtenue dans I’utilisation de ces 
deux techniques, la methode de separation par chro- 
matographie sur Sephadex LH-20 des sterdides libres 
proposee est simple, realise des fractionnements 
reproductible tout en &ant quantitative. L’identificd- 
tion des St&ides de chaque groupe est realisee par 
CG-MS et I’analyse quantitative des St&ides iden- 
tifies est alors realisable par g.1.c. selon la methode 
de l’etalonnage interne. 

La methode d&rite permet ainsi I’etude simultanee 
de tout un ensemble de metabolites urinaires parmi 
lesquels nous retiendrons, independamment de ceux 
mentionnes dans le Tableau 5 celle de I’oestrone et 
de ses derives 1% et 16or-hydroxyles, de I’oestradiol 
et du 15cc-hydroxyoestriol dont les taux d’excretion 
au vu des resultats obtenus dans ce travail, peuvent 
etre doses par g.1.c. des le debut du second trimestre 
de la gestation. 

Enfin, compte tenu des potentialites enzymatiques 
des divers tissus considerts, on peut etre tente de rap- 
porter certains metabolites de la progesterone a un 
compartiment determine de I’unite foetoplacentaire. 
Ce peut itre le cas: 

De la 3~,16cc-dihydroxy-5/&pregnan-20-one en con- 
siderant que I’hydroxylation en 16~ de la proges- 
terone s’effectue essentiellement dans le compartiment 
foetal qu’il s’agisse des surrenales [3638] ou du foie 
foetal [39]. 
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Des pregnanes-3,16,20/f-trio1 en rapportant la 13. Gustafsson J. A. and Lisboa B. P.: Steroids 15 (1970) 

reduction en 2Op de la progestCrone au compartiment 7233735. 

foetal[40,41]. Dans cette hypothese, le dosage du 
14. Eriksson H., Gustafsson J. A. and Sjovall J.: Eur. J. 

SP-prCgnane-3cc,l6a,20P-triol, pourrait rendre compte 
Biochem. 6 (1968) 219-226. 

de l’activitt: surrenalo-hepato-foetale. 
15. Sjtjval] J. and V&k0 R.: Steroids 7 (1966) 447. 

16. Eriksson H. and Gustafsson J. A.: Eur. J. Biochem. 

Et de la 3/i’,6cc-dihydroxy-5cc-prCgnan-20-one, pred- 16 (1970) 268-277. 

demment identifiee par Shackleton [12] dans les 17. Janne 0. A. and Vihko R. K.: Eur. J. Biochem. 17 

urines de nouveau-n&, par Eneroth et ul.[19] dans 
(1970) 134140. 

,8 

cclle provenant d’un enfant anencephalique, par 
Desgres et u&42] comme Ctant l’un des catabolites 
synthCtis&s A partir de la progestkrone dans des cul- 
tures de cellules isolCes de foie foetal de rat [43] et 

par nous dans le prCsent travail. Cet ensemble de faits 
suggkre que ce composk peut 6tre assimilk g un mar- 

queur hkpato-foetal. 

I”. 

19. 

‘Gustafsson B. E., Gustafsson J. A. and Sjovall J.: Eur. 
J. Biochem. 4 (1968) 5688573. 
Eneroth P., Ferngren H., Gustafsson J. A., Ivemarck 
B. and Stenberg A.: Acta endocr., Copenh. 70 (1972) 
113-131. 
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