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SUMMARY 

The 15a-carboxymethyl derivative of testosterone has been prepared from 15a-carboxymethyl-DHA, 
the latter has been described previously [l]. The sequence involved formation of the tetrahydropyranoxy 
derivative at C-3, reduction of carbonyl at C-17 and acetylation. After acidification, the hydroxyl 
at C-3 was available for oxidation. Saponification gave the hapten, which was condensed with bovine 
serum albumin to afford the conjugate which produced anti-testosterone anti-serum. Calculations of 
cross-reaction at the 50% level and at 1 ng were made. Among the numerous steroids tested for cross 
reactivity androstenedione and SWDHT showed 19% and 3.2% cross reactivity respectively at the 
50% level. 

INTRODUCTION 

L’observation en 1970 de Midgley et Niswender[2] 

concernant la formation d’anticorps specifiques 
diriges contre la progesterone a conduit ces auteurs 
a formuler l’hypothbe selon laquelle un antigene qui 
contient un sterdide dont les extrbmites fonctionnelles 
sont libres doit provoquer apres injection a un animal 

la production d’anticorps specifiques. De nombreuses 
syntheses d’antigenes realisees dans cette optique 
[3-lo] ont montre que les groupements fonctionnels 

doivent agir comme determinants antigeniques et 

qu’il est done important qu’ils soient libres. 
Notre interet s’est Porte en particulier sur la prepa- 

ration d’antigenes en serie androgene dans lesquels 

le sterdide est porteur dun chainon carboxymethyl 
fixe en C-15. Apt-es la preparation de carboxyme- 

thyl-15~DHA [ 11, de 1 Sa-carboxymethyl Scr-andros- 

tane 3c(,17/3-diol, de 15cc-carboxymethyl 4-androstene 
38,17fl-diol, de 15cc-carboxymbthyl See-androstane 
3fi,17/?-diol et du 15cc-carboxymethyl 4-androstene 
3,17-dione [ll], nous decrivons ici la preparation de 
carboxymethyl-15a testosterone, de l’antigene corres- 
pondant. Les reactions croisees, a 50% [12] et au 

nanogramme [ 133, des anticorps, obtenus apres injec- 

Les noms triviaux suivants ont tte utilises: testos- 
terone = 17/I-hydroxy-4-androsten-3-one; epitestosterone 
= 17ar-hydroxy-4-androsttn-3-one; progesterone = 4- 
prtgene-3,20-d&e; 17-OH-progesterone 2 17-hydroxy-4- 
nreanene-3.20-dione: dihvdrotestosterone (DHT) = 178- 
hy&oxy-5kandrostan-3-one; androsterone = 3c&ydroxy- 
5a-androstan-17-one; dthydrobpiandrosttrone (DHA) = 
3P-hydroxy-5-androsttn-17-one; cortisol = 11/?,17,21-tri- 
hydroxy-4-prtgnene-3,20-dione; prtgnandiol = 5)?-preg- 
nane-3#,20a dial; androsttnedione = 4-androstene-3.17- 
dione. 

tion de cet antigene a des lapins, avec de nombreux 
steroides sont donnees. 

METHODES ET MATERIELS 

La preparation de l’haptene est schematisee sur la 
Fig. 1. Deux voies peuvent conduire, a partir de la 
carboxymethyl-15cc DHA [l] a l’haptene correspon- 

dant de la testosterone. L’une consiste a oxyder le 
compose (1) en solution dans un melange de dioxanne 

et de toluene en presence de cyclohexanone et d’iso- 
propylate d’aluminium. On obtient ainsi le carbox- 
ymithyl-15a androstenedione. Les fonctions &tone 
sent ensuites reduites par le borohydrure de potas- 

sium. Le diol (3) ainsi obtenu possede deux fonctions 

qui se differencient puisque celle en C-3 est allylique. 
Une oxydation par MnOz dans le chloroforme a tem- 
perature ordinaire devrait s’effectuer selectivement en 

C-3. En fait cette oxydation n’est pas terminee lorsque 
debute celle de la fonction alcool en 17. On se trouve 
alors en presence de trois composes qui se distinguent 
par chromatographie. L’utilisation dune chromato- 
graphie preparative nous a permis de s&parer le 
compose ayant un R, intermediaire sous la forme 

d’une r&sine qu’il nous a Cte impossible de cristalliser. 
Ce compose presente en R.M.N. un proton Cthyleni- 
que ayant un deplacement chimique identique a celui 
de la testosterone. Le spectre U.V. presente un maxi- 
mum a 240nm et un coefficient d’extinction molaire 
E = 10. lo3 (testosterone E,,,~~ = 17. 103). Cependant, 
afin de caracttriser avec une meilleure precision cet 
haptene, nous avons suivi une autre voie. 

L’acide (1) est methyl6 par le diazomethane puis 
le derive tetrahydropyranoxy (6) est forme. Une 
reduction au moyen du borohydrure de potassium 
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OH /-// 

"‘CH2C02H 
THP = 

4 

Fig. 1. Preparation de 1%x-carboxymethyl-testosterone: BSA 

du compost (6) conduit a l’alcool C-17fl correspon- 
dant (7) qui par acetylation dans les conditions 
usuelles donne (8). En placant ce compose en solution 
dans l’ac&one en presence d’acide chlorhydrique, la 
fonction alcool en C-3 est 1ibCrCe donnant (9) dont 
l’oxydation a -9°C dans l’adtone par une solution 
oxydante de Jones permet l’obtention du derive (10) 
de la testosterone. Une saponification livre l’haptene 
de la testosterone (4) que nous avons pu cristalliser. 
Une chromato~aphie a montre l’identite des produits 
obtenus selon ies deux voies. Intermediairement, les 
composes (6) (7), et (9) ont CtC caracterisb. Le coup- 
lage a la BSA de l’haptene (4) s’est effect& en utilisant 
la methode B l’anhydiide mixte d&rite par Erlanger, 
Borek, Beiser et Lieberm~n[~4]. 

La mesure de t’incorporation s’est effecttree en utli- 
sant la nitrotropone selon la methode d&rite par 
Tamaoki et aI.[lSj. Elle indique qu’environ 20 mol 
de steroides sont likes a une mol de BSA. 

PARTIE EXPER~~~TALE 

Les points de fusion ont CtC mesures sur un appar- 
eil Biichi (Tottoli) et ne sont pas corriges. Les spectres 
infra-rouge ont Bte enregistres sur un appareil Perkin 
Elmer 254, les produits &ant condition&s dans le 
bromure de potassium. Les spectres de R.M.N. ont 

et& effect& sur un appareil Varian EM 360, le 
tetramethylsilane &ant pris comme reference interne. 
Les microanalyses ont et& effect&s par le Service 
de Microanalyse du Centre National de la Recherche 
Scientifique a Thiais, France. 

1%x-Carboxyme’thyl-4-androsthne 3,17-&one (2). 342 
mg de l’acide (1) sont mis en solution dans lOm1 
de dioxanne distille, anhydre. La dissolution s’effectue 
par chauffage. 30ml de toluene distill&, set, sont 
ajoutes avec 5,O g de cyclohexanone et LO g d’isopro- 
pylate d’aluminium. Le melange est place sous reflux 
pendant 1,5 h. On Cvapore sous pression reduite. Le 
residu est place dans une ampoule a decanter en 
presence d’eau et d’acttate d’ethyle. Apt& extrac- 
tion, la phase aqueuse est acidifite par de i’acide for- 
mique et extra&e a nouveau par de l’a&ate d’ethyle 
(4 x 50ml). Les phases organiques sont jointes, 
s&h&es et amen&es B sec. 252 mg de r&sine sont ainsi 
obtenues qui, cristallisees dans Tether ethylique, don- 
nent 138 mg de cristaux, F: 22s225°C. 

Anal. Calc. pour C2rH2s04 C: 7322 H: 8,19; 
trouve C: 72,66 8: 8,X8; 
I)R. ii m& 32800; 1740; 1680; 1640cm.-‘. 
R.M.N. ‘(CDCl,) Sppm ($933 ,(C$smethyl, 3H, S) 

1,20 (C,,methyl, 3H, S) 5,72 (H4, lH,S). 
15sc-Carboxyme’thyl (methyl ester) 3-Q’-Gtrahydro- 

p~~~a~y~~f~~r S-andmstPn 17-one (6). 940 mg de I’ester 
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mbthylique (5) sont dissous dans 24ml de dioxanne 
anhydre. On ajoute au mClange 3 ml de dihydropyr- 
anne et 25mg d’acide p-toluine sulfonique. La solu- 
tion est agitCe 2 h g 22°C puis jet&e dans l’eau d’une 
ampoule. L’aciditt: est neutral&e par une solution de 
NaHC03 g 596. La phase aqueuse est extraite par 
du chloroforme (3 x 20 ml). Aprks skchage sur sulfate 
de sodium et Cvaporation du solvant, 1,5 g d’une 
rCsine jaune semi cristalline est obtenue qui par cris- 
tallisation dans le melange mkthanol--eau donne 
645 mg de cristaux, F: 124125°C. Par ajout d’eau 
aux eaux-m&es, il vient un second jet, 248 mg, F: 
125-129°C. 

L’tchantillon analytique, F: 135%136”C, a Ctt: 
obtenu aprb une nouvelle cristallisation dans le 
mime mklange de solvants. 

Anal. Calc. pour C,,H,,OS C: 72,94 H: 9,07; 
trouvk C: 72,82 H: 9.22; 
I.R. V max. 2920; 1730; 1700 cm-‘. 
15cc-Carboxyme’thyl (me’thyl ester) 3-(2’~tPtrahydro- 

pyranyl) &her 5-androsttn 17p-01 (7). La rCduction 
de la fonction c&one de (6) s’effectue en plaqant 1,32 g 
de ce produit en solution dans 150ml de mkthanol, 
en prCsence de 1,0 g de KBH4. On traite comme 
usuellement. En amenant g set la solution CtherCe, 
une cristallisation se produit. On isole une fraction 
de 77 mg de cristaux, F: 126129°C. Par recristallisa- 
tion de 30 mg dans I’acetone aqueux, il vient 11,4 mg 
de cristaux analytiques, F: 137-139°C. 

Anal. Calc. pour C29H4406 C: 71,28 H: 9,08; 
trouvC C: 71,54 H: 9,lO; 
I.R. V max. 3310; 2900; 1730cm-‘. 
1 Su-CarboxymPthyl (mPthy1 ester) 5-androst&e 

3/?,17fl-diol a&ate-l 7p (9). La dCpyranylation s’effec- 
tue en plaqant 55Omg du composk (8) en solution 
dans 25 ml d’acktone. Une solution aqueuse d’acide 
chlorhydrique 0,l M est ajoutCe jusqu’au trouble. Le 
mklange est abandonnk pendant 36 h g 20”, puis 
amen& g sec. Le rCsidue est repris par du chloroforme, 
lavk g I’eau, s&hi: et Cvapori: sous pression rkduite. 
Les 500mg de r&sine obtenus sont cristallis& dans 
15 ml d’adtone auxquels on ajoute de l’eau jusqu’au 
trouble. Les cristaux sont placCs en dessication sous 
vide sur Pz05 pour parfaire le sCchage. On obtient 
ainsi 420mg, F: 162-164°C. 

L’Cchantillon analytique est obtenu aprts une nou- 
velle cristallisation dans le m&me mtrlange de solvants, 
F: 163-164°C. 

Anal. Calc. pour CZ4H3605 C: 71,25 H: 8,97; 
trouvC C: 70,95 H: 8,75; 
I.R. V max. 3310: 2910; 1700cm-‘. 
R.M.N. (CDCl,) Gppm: 0,83 (mCthy1 18, 3H, S); 

1,00 (mCthy1 19, 3H, S); 3,63 (CH, ester, 3H. S); 4.55 
(H l,crr lH, triplet); 5,28 (H6, lH, S). 

15wCarboxyme’thyl 3-0~0 4-androstin 17/3-01 (4). 
100 mg de (9) sont dissous dans 40ml d’acktone et 
pIa& ?i -9°C. On ajoute sous agitation 0,16 ml 
d’une solution oxydante de Jones. Au bout de 5 mn, 
quelques gouttes d’Cthano1 sont ajoutCes. Une chro- 
matographie (CCM Merck. Gel de silice. Chloro- 

form&than01 9:l v/v) montre qu’il n’y a pratique- 
ment pas de produits parasites 2 c&C du produit prin- 
cipal. La solution est jet&e dans l’eau d’une ampoule 
g d&canter et extraite par du chloroforme. Apr& 
sirchage et mise B set, cette solution laisse 90mg de 
r&sine qui sont repris par 60ml de methanol et 
1OOmg de potasse dissoute dans 1 ml d’eau. Le 
mClange est placi: sous reflux pendant 1,5 h. La 
solution est ensuite amenbe g set, reprise par l’eau 
et transf&Ce dans une ampoule. Aprb extraction par 
du chloroforme, la phase aqueuse est acidifiCe puis 
extraite a nouveau par 3 x 20 ml de chloroforme. Les 
phases organiques sont jointes, s&h&es et amenCes g 
sec. On obtient ainsi 72 mg de rCsine jaune-clair. Une 
cristallisation dans le melange a&ate d’Cthyle-hexane 
donne 40 mg de cristaux, F: 238-240°C. 

Anal. Calc. pour CZ1H3004 C: 72,59 H: 8.70; 
trouvC C: 72,40 H: 8,74: 
I.R. ii max. 3320; 2900; 1740; 1660cm-‘. 
Prkparation de l’antisdrum. Deux lapins de race 

New-Zealand (2-3 kg) ont Ctk utilisb. La premikre in- 
jection a & constituCe par un mClange de 1 mg d’an- 
tigkne, 0,5 ml de s&urn physiologique stCrile et 0,5 ml 
d’adjuvant de Freund complet. Le mClange a Cte 
6mulsionnC avant I’injection par voie sous-cutanCe en 
10 g 20 sites. On a injecti: ensuite, par voie intramus- 
culaire 0,25 ml de vaccin anti-coquelucheux. Trois 
rappels ont CtC effect& B six semaines d’intervalle. 
Dix jours apr&s le dernier rappel, un titrage sur du 
s&rum prClevk & la veine marginale de l’oreille a CtC 
fait, les animaux ont CtC sacrifiCs 13 jours aprks. Les 
titres des antis&rums sont de 1:2500 et 1: 1000. L’&ude 
complkte des rCactions croiskes a CtC effectuCe avec 
le premier antis&rum qui possCdait la meilleure spCci- 
ficitC. 

Mew-e des caractkristiques de l’antistkum. On uti- 
lise un tampon phosphate 0,05 M g pH 7 contenant 
12,387 g de Na,HP04, 12&O; 2,124g de NaH,PO,, 
H,O; 4,5 g de NaCl; 0,5 g d’azide de sodium et O,lo/ 
de gtlatine pour 1 1 d’eau bi-distillCe. 

La suspension de charbon-dextran utilisCe pour 
s&parer les stCrdides libres des st6rdides 1iCs aux anti- 
corps a Ctk prCparCe ainsi: 400 mg de charbon, 40 mg 
de dextran ont CtC mitlanggs g 1OOml de tampon 
phosphate. Le mClange a Ct& conservC une semaine 
g 4°C mais n’est remise en suspension qu’au moment 
de l’emploi. 

Le dosage s’est effect& dans des tubes en poly- 
sty&e dans lesquels on a dispose successivement 
100~1 du St&bide Ctudie en solution dans le tampon 
phosphate, 100 ~1 de l’immun&rum, 100 ~1 d’une solu- 
tion dans le tampon de traceur radioactif ayant en- 
viron 25000 d.p.m. Tous les dosages ont Ct& effectuts 
en double. Par ailleurs, des tubes ttmoins ont servi 
de rCf&ences: deux tubes contenant le traceur seul, 
deux tubes contenant I’immunsCrum et le traceur 
seuls. 

Dans tous les tubes, le volume a CtC amen6 & 500 ~1 
au moyen du tampon. Les Cchantillons ont CtC agitCs 
B chaque introduction de riractif et mis & incuber 3 h 
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Tableau 1. Pourcentage de reaction croisie g 50% et B 1 ng de l’antiserum 
15a-cm-testost&rone 

Sttroide 
R&action croiste 

g so:/, 
R&action croiste 

ti lng 

TestostCrone 
EpitestostCrone 
ProgestCrone 
17-OH Progesttrone 
Sa-Androstane 3fl,17pdiol 
Sa-Androstane 3c(,17P-diol 
Sa-DHT 
Androsterone 
DHA 
Estradiol 
Cortisol 
PrCgnandiol 
Androstbnedione 

100 
0.6 
0.4 

<0.4 
<0.4 
< 0.4 

3.2 
< 0.4 
< 0.4 
10.4 
<0.4 
<0.4 
19 

100 
6 

19 
0 

27 
0 
0 
0 
0 
0 

44 

B 4°C. 1 ml de la suspension de charbon a CtC intro- 
duit dans chaque tube. Aprks agitation et un repos 
de 40 min k 4°C les tubes ont CtC centrifugks pendant 
10 mn a 3000 tours et ?I 4°C. 

La phase aqueuse contenant le traceur lit: aux anti- 
corps a BtC placke dans les fioles de comptage. La 
radioactivitk a CtC mesurte avec 10 ml de solution de 
Bray dans un compteur g scintillation Intertechnique 
SL 30. Les rksultats sont exprimks par rapport au 
point de rttfbrence. 

RESULTATS ET DISCUSSION 

Ainsi que le montre le tableau 1, l’antiskrum ne 
prksente qu’une faible rkaction croiske g 50% avec 
le Sa-DHT 3,2x) ainsi qu’avec l’kpitestostkone (0.6%) 
et la progestkone (0,4%) mais une &action croisCe 
importante avec l’androst&ne dione (19%). Les rCac- 
tions croiskes au 1 ng sont donnkes g titre indicatif. 

Le choix du site de fixation s’est fait B partir de 
l’hypothkse selon laquelle il est nitcessaire, pour 
obtenir des anticorps spkifiques vis-&vis de stkrdides 
posstklant un groupement fonctionnel ttne-4 one-3, 
que le cycle A ne soit pas encombrk ou dkformk. Cette 
hypothtse, qui nous a conduit & la prkparation de 
plusieurs haptknes et antighnes posskdant cette carac- 
tkristique [l, 111 s’est trouvie renforcke par les rCsul- 
tats obtenus par diffkrents auteurs. 

La fixation d’un chainon carboxymtthyl en C-68 
[9] conduit g un encombrement au niveau d’un site 
caractkristique de la moltcule de testostkrone (jonc- 
tion des cycles) et par conskquent B des rkactions 
croiskes importantes avec la Sa-DHT (80’4) (ainsi 
qu’avec le Sa-androstane 3/$17fl diol [16]). 

Weinstein et al. [17] ont fix& un cha!non 7a-car- 

boxymkthylthiokther ou 7a-carboxykthylthiokther sur 
la testostkrone obtenant des antigenes qui ont don& 
lieu d la formation d’anticorps prksentant des rkac- 
tions croisCes importantes (42:/, et 52% respective- 
ment) avec la Sa-DHT, (5% et 4%) avec la S#I-DHT 
ainsi qu’avec le Sa-androstane 3a,17/3-diol (17T0 et 8%) 
et avec le Sa-androstane 3fi,17/?-diol (7%). Les rCac- 

tions croiskes avec la Sa-DHT peuvent ici encore s’ex- 
pliquer par l’encombrement stbique du site C-5 par 
l’atome de soufre fixi: en 7a. 

Par ailleurs, la fixation d’un chainon hkmisuccinate, 
sur le cycle C, en position lla de la lla-hydroxy tes- 
tostkrone [lo] ne conduit pas g des anticorps t&s 
spkcifiques puisque Bosch et ar [18] ont mesurC une 
reaction croiske de l’ordre de 60% avec la Sa-DHT. 

La sptcificitt: des anticorps que avions obtenus g 
partir de la carboxymbthyl-15a DHA:BSA [20] et les 
faibles r&actions croikes que nous enregistrons ici 
avec la Sa-DHT (3,2%) ainsi qu’avec le (5a) andros- 
tane diol 3a,17fl (<0,4%) et le (5a) androstane 
diol-3&178 (<0,4x) montrent que cette hypothbe est 
fkconde. Ces rtsultats sont confirm&s par ailleurs par 
Rao et Moore[19] qui ont obtenu des anticorps anti- 
carboxykthylthiotther-15fl testosttrone donnant une 
r&action croiske faible avec la Sa-DHT (1,81%). 
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