
Journal oJ Steroid Biochemistry, 1977, Vol. 8, pp. 1263-1268. Pergamon Press. Printed in Great Britain 

PREPARATION ET PROPRIETES ANTIGENIQUES DU 
CONJUGUE ANDROSTERONE-15wCARBOXYMETHYL:BSA 

ET DE QUATRE CONJUGUES DES Sa-ANDROSTANE-3,17P-DIOL 

R. CONDOM*, B. DFsFo.ssEst et G. HABRIouxt 
* Laboratoire de Cbimie Structurale Organique, Universit6 de Nice, Part Valrose, 06034 Nice Ctdex. and 

t Laboratoire de Chimie biologique, U.E.R. BiomCdicale des Saints Peres, 45, rue des Saints Peres, 
75270 Paris Cedex 06, France 

(Received 1 March 1977) 

SUMMARY 

Antisera against androsterone and 5a-androstane-3,17&diol were raised in rabbits with conjugates 
obtained by coupling 15acarboxymethylandrosterone, la-carboxymethyl-5a-androstane-3a,l7~-diol, 
15a-carboxymethyl-5a-androstane-3a,l7/kliol, 7-(O-carboxymethyl) oxime5a- androstane-3/I,17b-diol, 
15a-carboxymethyl-5a-androstane-3B,17B-diol with bovine serum albumin. The preparation of haptens 
has been described. A part from a 17% cross reaction with 5a-androstane-3a,l7b-diol the antisera 
anti-androsterone were highly specific. The antisera anti 15a-carboxymethyl-5a-androstane-3,17/7-diol 
have shown no cross reactions with the epimeric steroids the C-3 position. 

INTRODIJCr’ION 

Bien que la connaissance de la concentration dans 
le plasma de l’androsttrone et des Sa-androstane- 
3,17/?- diol prtsente une importance certaine, peu 
d’etudes ont et6 faites concernant le dosage par 
radioimmunologie de ces substances [l-S]. Poursui- 
vant notre etude qui concerne la preparation d’an- 
tigenes pouvant produire des anticorps spkifiques 
aprks inoculation a des lapins [WI], nous decrivons 
la synthbe des haptenes de l’androsterone et des 
5x-androstane-3,17/?-diol. Les chainons utilises car- 
boxymethyl ou (0-carboxymethyl) oxime ont Bte fixes 
en des sites du sterdide tloignes des positions fonc- 
tionnelles et de la jonction des cycles A et B. 

Nous avons ainsi prepare les antigbnes suivants: 
androsttrone - 15a - carboxymethyl : BSA, 5a - andros - 
tane-3a,l7/I-diol- la-carboxymethyl : BSA: Sa-andros- 
tane-3a,17fl-diol-15cr-carboxymethyl:BSA, 5a-andros- 
tane-38,17fl-diol-7-(0-carboxym&hyl)oxime: BSA et 
5a-androstane-3/?,17fi-diol-lSa-carboxym&hyl : BSA. 
La description des haptenes du 5a-androstane-3,17#I- 
diol a fait l’objet dune publication prtliminaire [9]. 
L’etude de la spkcificite des antiserums produits par 
des lapins a Cte effect&e. 

MEITIODES ET MATERIELS 

1. Prkparation du 1 Sa-carboxymkthyl-androstkrone, 
du l5a-carboxymtthyl-5a-androstane-3u,l7j?-diol et des 
antigknes correspondants. La preparation du 15a-car- 
boxymCthyl-5a-androstane-3a,l7&diol(7) (voir Fig. 1) 

* Adresser les Cpreuves et la correspondance a R. Con- 
dom Laboratoire de Chimie Structurale Organique, Uni- 
versite de Nice, Part Valrose, 06034 Nice ckdex, France. 

suit jusqu’au compose (6) la mCme voie que pour la 
synthese du 15a-carboxymtthyl-DHA [S]. Seuls les 
details expCrimentaux varient, la molecule d’andros- 
t&one (1) n’ayant pas un comportement identique a 
celui de la DHA en raison de l’absence de la double 
liaison. 

L’androsterone (1) est soumise a l’action de 
l’tthylene glycol en presence d’acide p-tolutne sulfoni- 
que. Le &al (2) obtenu se brome facilement en 16a 
par l’utilisation du perbromure de phenyltrimethyl 
ammonium (PTT) [lo] en solution dans le tetrahyd- 
rofuranne. La reaction est plus aike qu’avec la DHA. 
En effet, il n’y a pas dans ce cas de reaction parasite 
(fixation de brome sur la double liaison), ce qui per- 
met l’obtention dun bon rendement. Une debrom- 
hydratation par le ter-butylate de potassium dans le 
dimethylsulfoxyde conduit a l’alckne (4) La decktali- 
sation de (4) ne s’est pas effect&e dans les mBmes 
conditions que pour le compose analogue (3/?-hy- 
droxy-5,15-androstadiene-1 ‘I-one,1 7 ethylene dioxy) 
dans la strie de la DHA. L’utilisation dune solution 
aqueuse d’acide acetique conduit rapidement a la 
c&one conjuguke alors que l’action de l’acide 
ptoluene sulfonique dans I’adtone aqueuse a tem- 
perature ambiante, bien que possible, est plus lente 
et provoque la formation de deux produits parasites, 
plus polaires que la &tone conjuguke, que nous 
n’avons pas identifies. Une reaction de Michael sur 
la c&one conjugute (5) donne, aprts saponification 
et dkcarboxylation, l’acide (6). Une reduction par le 
borohydrure de potassium permet l’acces a l’haptene 
15a-carboxymCthyl-5a-androstane-3a,l7~-diol (7) 

La condensation de l’haptkne (6) avec la BSA 
donne un antigene dans lequel 20 mol de sterdides 
sont likes a 1 mol de BSA. La condensation des 
haptenes sur l’albumine de serum de bovides (BSA) 
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Fig. 1. PrCparation des antigbnes androstkrone-15a-carboxym&hyl:BSA et 5a-androstane-3a,l7/?- 
diol-15a-carboxymtthyl:BSA. 

utilise la mkthode & l’anhydride mixte [11] selon le 

processus expkrimental relatC antbieurement [7]. La 
mesure de l’incorporation s’effectue en utilisant la 
nitrotropone [12], le coefficient &extinction mokcu- 
laire du complexe [nitrotropone:BSA] Ctant de 
5.10 3M-1 cm-’ a 420nm. 

2. Prkparation du 7-(0-carboxyme’thyl)yimino-5a- 
androstane-3fl,17fi-diol (11) et de Pa&g&e correspon- 
dant-Fig.2. Nous sommes partis du 7-(O-carboxym& 
thyl)oxyimino-5a-androstane-3B,17B-diol,l7/I-acCtate 
(10) dont la synthese a Cte dkcrite dans un article 
relatant la preparation de la Sa-DHT-7CMO:BSA 
[6]. Une saponification dans les conditions usuelles 
conduit a l’haptkne (11) dont la condensation a la 
BSA a permis l’obtention de l’antigkne (12) dans 
lequel 22 mol de St&ides sont unies a une mol de 
BSA. 

3. Pr&aration du 15a-carboxym&hyl-5a-andros- 
tane-3/?,17/&diol et de PantigGne correspondant-Fig. 
3. L’hapt&ne (15) a CtC preparC ?I partir de la 15acar- 
boxymethyl-DHA .dont la preparation a Cte dkcrite 
anterieurement [5]. Une reduction par le borohyd- 
rure de potassium conduit au diol (14) qui par hyd- 
rogenation dans le methanol en presence de pyridine 
et de palladium sur charbon a 10% conduit a 
l’haptkne (15). 

La condensation de cet hapmne a la BSA a donne 
l’antigene (16) dans lequel 30mol de stkroides sont 
likes a une mol d’albumine. 

4. Pr+aration du la-carboxymkthyl-5a-andros- 
tane-38,17/3-diol et de Pantigine correqwndant. Cette 
preparation a et& d&rite dans un precedent article 
[6]. La condensation de cet hap&e a la BSA a donne 
un antig&ne poskdant une incorporation de 20mol 
de St&ides par mole de BSA. 

/ PARTIE EXPERIMENTALE 

Les points de fusion ont 63 mesures sur un appar- 
eil Biichi (Tottoli) et ne sont pas corriges. Les spectres 
I.R. ont ete ‘enregistres sur un Perkin Elmer 254, les 
produits Ctant condition&s en pastilles dans le KBr. 
Les spectres de R.M.N. ont Cte enregistres sur un 
appareil Varian EM 360, le tbtram&hylsilane ttant 
utilisk comme reference interne. 

3a-Hydroxy-See-androstane-17-one, 174thyl~ne dioxy 

(2) 

Ce compose est prepare selon la m&ode usuelle: 
27 g d’androstkrone sont dissous dans 600ml de 
benzene. On ajoute 1 la solution 120ml d’ethane- 
diol-12 et 1,2 g d’acide ptolukne sulfonique. Le 

HO&:;&2 co; [&j;; ‘* Ii 
IO I I I2 

Fig. 2. Prkparation de I’antig&ne 5a-androstane-3fl,17~-diol-7-CMO:BSA. 
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Fig. 3. Prkparation de l’antigkne 5a-androstane-38,17B-diol-Ma-carboxymBthyl:BSA. 
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melange est placi au reflux, surmontk d’un appareil 
de Sohxlet (chargt de sulfate de calcium), pendani 
24 H. La solution est neutraliste puis rkduite par 
Cvaporation sous vide. Le rksidu, repris par du chloro- 
forme, est lav& abondamment d l’eau. Aprks mise & 
set de la phase organique, la r&sine rksultante est 
reprise par le mtthanol. On obtient anisi 31,0g de 
cristaux, F = 133-135°C. Par recristallisation dans le 
m&than01 aqueux, les cristaux analytiques sont 
obtenus, F = 134-135°C. 

Analyse: C21H3403; Calc. C: 7540, H: 1924; Tr. 
C: 75,25H: 10,21; I.R. ii,,, 3400, 292Ocm-‘, R.M.N. 
(CDCl,) Sppm: 0,76 (C,gmCthyl, 3H, S) 0,83 
(C,sm&hyl, 3H, S), 3,86 (Cthykne dioxy, 4H, S) 4,02 

(3BI-k lH, S). 

16a-Bromo-3a-hydroxy-Sa-androstune-17-one,l7-kthy- 
l&e dioxy (3) 

31,3 g de dioxolanne d’androsttrone (2) sont dis- 
sous dans 320 ml de tktrahydrofurane sec. On ajoute 
sous agitation 38,5 g de PTT et laisse reposer pendant 
5 H. La solution est ensuite jet&e dans une ampoule 
contenant 1,5 1 d’eau. L’extraction s’effectue par 
3 x 100 ml d’kther, qui aprks skchage par SO,,Na, 
sont distill& sous pression rkduite. La cristallisation 
s’effectue dans le mtthanol pour le premier jet, 21,Og, 
F = 17&177”C et dans le mtthanol aqueux pour le 
second, 9,4g F = 175-177°C. Par recristallisation 
dans le methanol, le compost: analytique, 
F = 19&197”C est obtenu. 

Analyse: C2,H,,0,Br; Calc. C: 61,01, H: 8,04, Br: 
19,33; Tr. C: 60,84, H: 8,09, Br: 19,35; I.R. V,,, 3320, 
29OOcm-‘; R.M.N. (CDCl,) Gppm: 0,78 (ClgmBthyl, 
3H. S) 0,88 (C,smtthyl, 3H, S), 4,0 (Cthyltne dioxy, 
4H, multiplet). 

3a-Hydroxy-5a-androst-l5-Bne-l7-one,l7-e’thylPne 
dioxy (4) 

On dissout dans 250 ml de dimkthylsulfoxyde dis- 
till6 20 g du dkrivk bromk (3) et ajoute 29 g de ter- 
butylate de potassium fraichement prCparC et sublimk. 
Le mklange est placC 15 H g 40”. La solution est 
ensuite trait&e comme dans la drie de la DHA. La 
r&sine obtenue est cristalliske dans le mkthanol don- 

nant un premier jet de 944 g, F = 111-113°C. Par 
ajout d’eau, il vient un second jet, 3,72g, 
F = llO-113°C. L’khantillon analytique est obtenu 
dans le m&me mhlange, F = 111-113°C. 

Analyse: CZ1H3203; Calc. C: 75,86, H: 9,70; Tr. 
C: 75,75. H: 9.68; I.R. ‘i;,,, 3440, 2940, 1660cm-‘; 
R.M.N. (CDCI,) Gppm 0,80 (C,gmCthyl, 3H, S) 0,90 
(C,smCthyl, 3H, S) 392 (Cthylkne dioxy, 4H, multiplet 
caractkistique du groupement en a d’une double liai- 
son) 4,0 (3/IH, lH, S) 5,63 (H15, lH, quadruplet: 
J15_-16: 6,0Hz, J15_-14 = 3,OHz) 6,13 (H16, lH, doub- 
let: ,J, c1 5 = 6,O Hz). 

3a-Zfydroxy-5~-androst-15-~ne-17-one (5) 

on dissout 825mg de 3a-hydroxy-5a- 
androst-15-kne-17-one, 17-Cthykne dioxy dans 20 ml 
d’acide acktique et ajoute 6ml d’eau. On laisse 
reposer la solution 1 H 30 zi 20”. puis jette dans l’eau 
glacCe d’une ampoule et extrait par du chloroforme. 
Cette phase organique est 1avCe par une solution 
saturke de bicarbonate de sodium, d l’eau, &h&e et 
amenke & sec. On obtient 800 mg de rtsine. Une cris- 
tallisation sur une fraction (220mg) dans I’acktate 
d’tthyle donne 18Omg de cristaux analytiques, 
F = 151-153°C. 

Analyse: C19H2s02; Calc. C: 79,12, H: 9,78; Tr. 
C: 79,26, H: 9,85; LR. V,,, 3420, 1700, 1650cm-‘; 
R.M.N. (CDCI,) dppm 0,85 (C,gmCthyl, 3H, S) 1.05 
(ClgmCthyl, 3H, S) 4,0 (3/?H, lH, S) 5,96 (H,,, lH, 
quadruplet: J15_-16: 5,5 Hz; J,,_,,: 2,6 Hz) 7,46 (H,,, 
lH, quadruplet: J16_-15: 5,5 Hz, J,,,,: 1,3 Hz). 

15a-Carboxyme’thyl-3a-hydroxy-5a-androstane- 17-one 

(6) 

1,72 g De l’alckne (5) sont placks en solution dans 
60 ml de THF. On ajoute une solution de THF con- 
tenant 1,3 g de malonate d’tthyle sodC (par NaH). Le 
mClange est abandonnk g temperature ambiante pen- 
dant 6H, puis de l’acide acktique est ajoutt jusqu’g 
la neutralit& La solution est amen& ti se& La r&sine 
est reprise par le chloroforme, lake g l&u, s&h&e 
et amen& g sec. Cette nouvelle r&sine est dissoute 
dans lOm1 de t-butanol et mise en prbence de lOm1 
d’une solution de soude (2 g). Le mtlange est agitC 
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pendant 24 H. Le t-butanol est distill& sous pression 
rkluite. La phase aqueuse est extraite par le chloro- 
forme puis acidifibe et enfin extraite par de l’acetate 
d’ethyle. La phase organique est s&h&z et amenke a 
sec. La dkcarboxylation s’effectue dans un melange 
de 20 ml de dioxanne, 2 ml d’eau et 2 ml d’acide for- 
mique du reflex pendant 12 H. Le melange rbctionnel 
est amen& a set et la r&sine rtsultante reprise par 
de l’adtate d’ethyle. Cette phase organique est lake 
par de l’eau saturte en NaCl, skchke et evaporee a 
sec. 

La cristallisation s’effectue dans l’acetate d’tthyle. 
Aprts deux cristallisations, khantillon analytique, 
F = 201-202°C est obtenu. Le rendement est de 25%. 

Analyse: C,,H,,O,; Calc. C: 72,38, H: 9,26; Tr. 
C: 71,75, H: 980; I.R. V,,, 3260, 2920, 1680cm-‘; 
R.M.N. (DMSOd6) Gppm 0,80 (C,,methyl, 3H, S) 
0,90 (Cismethyl, 3H, S) 3,8 (3/IH, lH, S). 

15cc-Carboxymhthyl-5cc-androstane-3cc,l7~-diol (17) 

500mg De 15a-carboxymethyl-3a-hydroxy-5a- 
androstane-17-one sont dissous dans 15 ml de 
methanol. 380 mg De borohydrure de potassium sont 
ajoutts par petites fractions. Le melange est ensuite 
amen& a set, repris par de l’eau. La solution est 
transferee dans une ampoule a decanter et apres acidi- 
fication, extraite par 3 x 20ml da&ate d’ethyle. 
Cette phase est skchte, et amen&e a sec. Une cristalli- 
sation de la r&sine resultante dans un melange 
methanoleau donne 345 mg de cristaux analytiques, 
F = 260-262°C. 

Analyse: CZ1Hs404; Calc. C: 72,37, H: 9,25; Tr. 
C: 71,83, H: 990; I.R. V,,, 3400, 2920, 1680cm-‘; 
R.M.N. (DMSOd6) Gppm 0,76 (Cismethyl, 3H, S) 
0,83 (C,,mCthyl, 3H, S) 4,0 (3BH, lH, S). 

3/J,17/?-Dihydroxy-5a-androstane-7-one-7-(0-carboxy- 
me’thyl) oxime (11) 

La saponification du 17/3-acetoxy-3fl-hydroxy-5a- 
androstane-7-ons7-(0-carboxymethyl) oxime (10) 
s’effectue en p&ant 190mg de ce compose en solu- 

tion dans 20 ml de methanol contenant 1,Og de 
potasse. La solution est abondonnke 12 H a tempkra- 
ture ambiante, puis jet&e dans l’eau. On extrait par 
le chloroforme puis acidilie la solution aqueuse par 
une solution d’acide chlorhydrique. L’acide prkcipite. 
On l’extrait par 3 x 15 ml de chloroforme. On s&he 
et amene a set cette solution. 190mg De r&sine 
blanche sont obtenus. Une cristallisation dans le 
methanol aqueux donne 94,2 mg d’aiguilles blanches, 
F = 138-140°C. 

Analyse: C21H3JOsN; Calc. C: 66,46, H: 8,76, N: 
3,69; Tr. C: 66,85, H: 8,81, N: 3,70; I.R. Y,,: 3390, 
1730, 1630, 1230cm-‘. 

15a-Carboxym&hyl-5-androstk-3~,17~diol (14) 

250 mg De l’acide (13) sont dissous dans 40 ml de 
methanol et 180mg de borohydrure de potassium 
sont ajoutes. Le melange est agite et apres 5 mn, quel- 
ques gouttes d’acide acktique sont verskes. La solution 

est kapok et le residu dissous dans l’ether. On lave 
a l’eau, s&he la phase organique et am&e a sec. La 
rtsine residuelle est cristallisee dans le melange 
methanol-acetate d’ethyle donnant 200 mg de cristaux 
F = 253-255°C. 

Analyse: C2iHs204; Calc. C: 72,38, H: 9,25; Tr. 
C: 72,55, H: 9,13; I.R. V,,, 350&3200, 1740, 1680, 
1270cm-‘; R.M.N. (DMSOd6) Gppm 0,67 
(C,,mCthyl, 3H, S) 0,93 (CrgmCthyl, 3H, S) 5,32 (H6, 
lH, S). 

15a-Curboxym&hyl-5a-undrostane-3B,171 (15) 

283 mg (14) Sont places dans une fiole a hydrogener 
contenant 50ml de methanol, 0,lOOml de pyridine 
et 200mg de catalyseur (Pd/C a 10%). Lorsque la 
quantite d’hydrogene thtorique + 20% est absorb& 
le melange est filtre et le catalyseur lave abondam- 
ment par du methanol chaud. La solution est filtrke 
a nouveau a travers une couche de celite, puis amen&z 
a sec. Le residu (240 mg) est cristallise dans l’acetone, 
livrant 208 mg de cristaux F = 244-246°C. 

Analyse: CzlH,,O,; WC. C: 71,96, H: 9,77; Tr. 
C: 71,82, H: 9,80; I.R. V,., 3350, 1740cm-‘; R.M.N. 
(DMSOd6) Sppm 0,67 (Clamethyl, 3H, S) 0,92 
(C,,mtthyl, 3H, S). 

PREPARATION DES ANTISERUMS 

Chaque antigene a BtC inject6 a deux lapins de race 
New Zealand. Un melange forme de 1 mg d’antigene 
dissous dans 0,5 ml de serum physiologique sterile et 
0,5 ml d’adjuvant de Freund complet a CtC Cmulsionne 
puis inject6 par voie intradermique en une vingtaine 
de sites du dos du lapin prealablement &pile. On in- 
jecte de plus, uniquement lors de la premiere injec- 
tion, par voie intramusculaire 0,25 ml de vaccin anti- 
coquelucheux. Trois rappels ont ttC effectues a six 
semaines d’intervalle. Dix jours apt-es le dernier rap- 
pel, des titrages sur du serum preleve a la veine mar- 
ginale de l’oreille ont ttb effectues puis les lapins ont 
ttC sacrifies. 

Tous les lapins ont forme des anticorps. Les titres 
des serums utilids ont CtC les suivants: serum anti- 
androsterone 1: 7000; serum anti- 15a-carboxyme- 
thyl-5a-and~ostane-3B,17B-diol 1:4300; serum anti- 
7-(0-carboxym&hyl)oxyimino-5a-androstane-3~,17fi- 
diol 1: 2200; serum anti-l Sa-carboxym&hyl-Sa-andro- 
stane-3a,17@liol 1:2200; serum anti-l a-carboxy- 
m&hyl-5a-androstane3a,l7~-diol 1: 5000. 

CARACTERISATION DES ANTISERUMS 

Le calcul des reactions croistks s’est effectue selon 
deux m&odes: 
-a SOo/, selon la d&&ion d’Abraham [13] : R.C. 
50% = x/y x 100 oi x est la masse de steroide non 
marque homologue, et y la masse du compose httero- 
logue nkessaire pour produire un deplacement de 
50% du steroide marque flxe sur l’anticorps. 
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-au 1 ng, selon la definition de de Lauzon et al. [ 141: 
R.C. 1 ng = x/y x 100 oi x est le pourcentage de tra- 
ceur dtplad par 1 ng du steroide dont on ttudie le 
reaction croiske et y le pourcentage de traceur d&place 
par 1 ng d’haptkne. 

RESULTATS 

Les tableaux 1,2 et 3 donnent les reactions croiles 
a 50% et au 1 ng des cinq antiserums Ctudies. 

Le tableau 1 montre que l’antiskrum anti-lkcar- 
boxymethyl-androsterone poslde une spkcificite 
&levee puisque la seule reaction croiske importante 
a lieu avec le Sa-androstane-3cr,l7/? (17%). 

Le tableau 2 montre que le serum anti-15a-carboxy- 
methyl-5cc-androstane-3cc,l7/kliol croise a 9% avec 
l’androsterone, la seule reaction croile importante 
enregistree. Le meme tableau met en evidence les 
reactions croisees parfois tres Clevees de l’antiserum 
anti-lcr-carboxymethyl-5cr-androstane-3~,17/?-diol 
avec la SC+DHT (173%), la testosterone (84%), I’an- 
drostenedione (9%) et le 5a-androstane-3/3,17B_diol 
(9%) rendant cet immunserum inutilisable pour un 
dosage radioimmunologique. Les immunstrums 
anti-7-CMO-5a-androstane-38,17B-diol et anti-15a- 
CM-5x-androstane-3/?,17&diol ne croisent pas avec le 
5wandrostane-3a,l7~-diol (0,4%) ainsi que le montre 
le tableau 3. Des reactions croisees peu importantes 
existent cependant avec la DHA (respectivement 11% 
et 4%), la 5wDHT (1,4’% et 5%); la 
( < 0,4% et 2,8%) et l’androstenedione 

1%). 

testosterone 
( < 0,4% et 

DISCUSSION 

Cet article d&it la preparation d’antigknes de l’an- 
drosterone, du 5cc-androstane-3a,l7&diol et du 
5a-androstane-3B,17/?-diol. La spkcificite de l’antise- 
rum anti-15carboxymCthyl androsterone (Tableau 1) 
peut i?tre cornparke a celle de l’antilrum obtenue par 
Kream, Hellman et Rosenfeld [l] a partir dun 
antigtne 17-(O-carboxymethyl) oxyimino-andros- 
tCrone:BSA. Alors que nous enregistrons une reaction 

croiske. de 17% avec le 5a-androstane-3a,l7/Sdiol, ces 
auteurs ont mesure avec le m&me sttroide une reac- 
tion croiske de 37%. En outre, ces auteurs enregistrent 
des reactions croisees allant de 12% a 5% avec quatre 
17-0~0 sdroides. Ainsi est mis une nouvelle fois en 
evidence que pour obtenir des anticorps de spkificite 
elevke il est nkcessaire que les extremitb fonction- 
nelles du sterdide soient libres dans l’antigene. Il est 
possible que la reaction croiske a 17% enregistrke ici 
avec le 5a-androstane-3a,17B_diol puisse etre due a 
la proximite du chainon carboxymethyl fixe en 15 
avec la fonction portee en C-17 qui provoquerait une 
mauvaise reconnaissance de ce site par les anticorps. 
Les resultats des reactions croiskes qui seraient 
obtenus a partir d’anticorps anti-7-(O-carboxymethyl) 
oxime androsterone:BSA [2] pourraient apporter une 
reponse sur ce point prkcis. 

L’antisCrum anti-la-carboxymethyl-5a-andros- 
tame-3a,17/.I-diol (Tableau 1) se differencie des autres 
antiserums anti-androstanediol par sa non-spkcificite. 
Cette particularite est vraisemblablement due a la 
presence du chainon carboxymtthyl en position ICC 
qui encombre deux des sites caracteristiques de la 
molecule: la fonction port&e en 3, la jonction des 
cycles A/B. Nous avons deja rapport6 que I’antisCrum 
anti-la-carboxymethyl DHT etait peu spkcifique [7]. 
On a note avec cet antiserum des reactions croiskes 
importantes avec la testosterone (23%) et avec la 
Sfl-DHT (31,5%). Ici, l’encombrement m&a diaxal 
encore plus important du groupement hydroxyl en 
3a par le chainon carboxymtthyl provoque une mau- 
vaise reconnaissance de la fonction pork par le cycle 
A puisque l’on enregistre des reactions croiskes de 
173% avec la Sa-DHT, 84% avec la testosterone. Les 
trois autres antiserums antiandrostanediol (Tableaux 
2 et 3) se redlent particulierement sptcifiques 
vis-a-vis de l’epimere en C-3 du steroide se trouvant 
dans l’antigtne qui a initie leur formation. L’anti- 
7CMO-Sa-androstans3fl,l7fi-diol donne une reaction 
croiske de 1,4% avec la Sa-DHT, de 11% avec la 
DHA. Dans ce dernier cas, la reaction croiske Clevke 
est vraisemblablement dQe a l’analogie des structures 
de la DHA et du steroide dans l’haptene. 

Tableau 1. Pourcentages de reaction croiste du serum anti-15acarboxymCthyl 
androsterone 

Sttroide 

Androsttrone 
Sa-Androstane-3a,17jdiol 
Sa-Androstane-3b,17B_diol 
Sa-Dihydrotestosttrone 
Testosterone 
Dehydroepisndrosterone 
17a-Hydroxy-4-sndrostene-3-one 
4-Androstkne3,17-dione 
Progesterone 
17a-Hydroxy-4-prkgnene-3,20-dione 
5a-Pregnane-38,2Odiol 
11/3,17a,21-Trihydroxy-4-prkgn&-3,20-dione 
OestradioL17fi 

R.C. 50% R.C. 1 ng 

100 
17 

<0,3 
<0,3 
< 0,3 
< 0,3 
< 0,3 
< 0.3 
< 0,3 
<0.3 
<0;3 
<0,3 
<0,3 

100 
80 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
3 
0 
0 
0 
0 
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Tableau 2. Pourcentages de reactions croisees des serums anti-5a-androstane 3a,17&diol 

Anti-la-CM-androstane- Anti- 1 S-CM-androstane- 
diOl 

Steroide R.C. 50% R.C. 1 ng 

Sa-Androstane-3a,17j%diol 
Sa-Androstane-3b,lIIfi-diol 
Sa-Dihydrotestosterone 
Dehydroepiandrosttrone 
Testosterone 
17a-Hydroxy-4-androstene-3-one 
4-Androsttne-3,17dione 
3a-Hydroxy-5a-androstane-17-one 
Progesterone 
17a-Hydroxy progesterone 
5a-Prtgnane-3/J,20-diol 
1 l/I,l7a,21-Trihydroxy-4-pregnbne-320_dione 
Oestradiol 

100 
9 

173 
< 0,4 
84 

< 0,5 
9 
2 

<0,5 
<0,4 
<0,4 
<0,4 
< 0,4 

100 100 
48 <0,4 

104 <0,4 
0 <0,4 

78 < 0,4 
3 < 0,4 

16 < 0,4 
24 9 
0 < 0,4 
0 < 0,4 
0 < 0,4 
0 < 0,4 
0 < 0,4 

100 
0 
0 
0 
0 
0 
0 

49 
0 
0 
0 
0 
0 

Tableau 3. Pourcentages de reactions croisees des s&rums anti-5a-androstane-3B,17B-diol 

Anti 7-CM0 androstane Anti 15-CM androstane 
diOl 

Steroide R.C. 50% R.C.l ng 

5aAndrostane-3/?,17r%liol 
5a-Androstane-3a,l7j3-diol 
Sa-Dihydrotestosterone 
Dehydroepiandrosttrone 
Testosterone 
17a-Hydroxy-4-androstene-3-one 
4-Androstene-3.17~done 
3a-Hydroxy-Sa-androstane-17-one 
Progesterone 
17a-Hydroxy-progesterone 
5a-Pregnane-3/?,20-diol 
11~,17a,21-Trihydroxy-4-pregnBne_320-dione 
Gestradiol 

100 100 
< 0,4 0 

134 5 
11 32 

< 0,4 0 
< 0,4 0 
< 0,4 0 
< 0,4 0 
< 0,4 0 
<0.4 0 

< 44 
<0,4 

0 
0 

100 100 
094 0 
5 36 
4 31 
238 24 

<0,2 0 
1 11 
02 0 
0.3 8 

<0,2 0 
<0,2 0 
<0,2 0 
<0,2 0 

Ainsi, les rkactions croiskes enregistrkes avec les 
anti&rums anti androstkrone et les antis&urns anti 
androstanediol (a l’excltision de l’anti-la-CM-Sa- 
androstane-3a,l7/?-diol) permettent d’envisager un 
dosage radioimmunologique de ces substances dans 
le plasma aprts une chromatographie tliminant dans 
le premier cas les androstanediols et dans le second 
case les stCroIdes portant une fonction &tone en C-3 
ou c-17. 
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