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Etude critique d’une méthode de dosage
des 17-Hydroxycorticostéroides urinaires

PAR

E. LAVANCHY et S. NEUKOMM *

Les méthodes que l’on peut trouver dans la littérature pour le
dosage clinique des corticoides présentent toutes des inconvénients.
D’une manitre générale, elles manquent de sélectivité, étant basées
comme celle ‘de Hearp-SoBEeL (1) uniquement sur le pouvoir réduc-
teur des substances isolées, qu’elles soient ou non des corticoides.

Pour les besoins de nos laboratoires, il était devenu nécessaire
de posséder une méthode plus sélective. C’est pourquoi nous avons
commencé par passer en revue les divers procédés analytiques dé-
crits, afin de trouver une méthode qui présente le moins d’incon-
vénients possible.

L’organisme élimine les stéroides principalement par la voie uri-
naire. Ils se trouvent alors .essentiellement sous forme de glucuro-
noconjugués et de sulfoconjugués, et en trés faible quantité sous
forme libre.

Cela implique deux possibilités pour D’extraction globale des cor-
ticostéroides.

1) Extraction des hormones libérées de leurs complexes, soit par
hydrolyse acide, soit par hydrolyse enzymatique.

2) Extraction au moyen d’un solvant polaire de Pensemble des
stéroides libres et conjugués. La méthode de Reppy (2) utilise cette
derniére technique, avec I’alcool butylique comme solvant polaire.
Le désavantage de cette méthode est que de trop nombreuses impu-
retés sont extraites en méme temps que les stéroides.

L’hydrolyse acide présente Dinconvénient d’étre incomplete; de
plus, de nombreux corticoides subissent une destruction non négli-
geable (3).

L’intégrité chimique des corticoides est conservée par I’hydrolyse
enzymatique; la [B-glucuronidase permet la scission de I'éther formé
entre Dlacide glucuronique et le stéroide. L’hydrolyse enzymatique

* Centre anticancéreux romand (Lausanne).
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est compléte dans certaines conditions et fournit des valeurs nette-
ment supérieures a celles observées aprés hydrolyse acide (3).

Les sulfoconjugués échappent au dosage dans ces conditions.

Dans la plupart des méthodes, I'extraction est suivie d’une puri-
fication qui peut &tre faite entre autres par lavage avec différents
solvants, par chromatographie.

Dans de nombreux cas, I'analyse se termine par un dosage colo-
rimétrique. Ce dosage peut étre plus ou moins spécifique, suivant
les substances a déterminer.

La réaction de PorTErR et SiLBeR (4) entre la phénylhydrazine en

milieu sulfurique et les stéroides qui contiennent le groupe 17:21-
dihydroxy-20-céto a ceci d’intéressant qu’elle permet le dosage des
hormones les plus actives, telles que le cortisol, la cortisone, le
« composé S de Reichstein », ainsi que leurs métabolites.
- Parmi les diverses méthodes qui utilisent cette réaction colori-
métrique comme phase finale, celle proposée par C. HeusemEM (com-
munication personnelle) a constitué la base de notre travail. Le
schéma qui suit en montre les principales opérations.

Urine
Hydrolyse enzymatique . 18 h a 37
Extraction CH,Cl, > Extrait 1
Hydrolyse enzymatique 24 h a 37
+ Extraction CH,Cl, > Extrait 11

Extraits I et Il mélangés
Lavages NaOH (N)

Lavages H,0 dist.

Filtration sur Na,SO, anhydre

J Evaporation & sec

Résidu d’évaporation

Dissolution CHCl,
Chromatographie sur Florisil
| Elution CHCl; — CH;OH

Coriticoides purifiés
Y

Dosage colorimétrique

Plusieurs modifications ont été apportées aprés I’étude systémati-
que des différentes étapes proposées. Cette étude fait l'objet de no-
tre publication.

REACTION COLORIMETRIQUE.

Les 17:21-dihydroxy-20-cétostéroides réagissent avec la phényl-

hydrazine en milieu sulfurique (4) pour donner vraisemblablement
des bis-phénylhydrazones, composés jaunes qui présentent un maxi-
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mum d’absorption & 410 mu. Le réactif est composé de 130 mg de
chlorhydrate de phénylhydrazine dissous dans le mélange constitué
de 200 ml Hy,SO, a 62 oo (v/v) et 100 ml d’alcool éthylique purifié.
Les déterminations ont été faites au spectrophotomeétre Unicam SP
500, avec des cuves de verre ordinaire de 10 mm d’épaisseur de
couche (vol. 4 ml). :

Pour étre compléte, la réaction doit se produire dans des condi-
tions de température et de temps déterminées.

200+
200+
DUREE DE LA REACTION
DUREE DE LA REACTION \GHA 25°
1H A 60°
100 100
o .e]
2 3
4
] 8
J* CORTISONE M
. g_CORTIsONE ) X ‘ P F i g ; n
° ,‘o =0 - =~ [} 10 20 30

Fic. 1.

La densité optique des échantillons est établie en appliquant la
correction d’ALLEn (5). Les densités optiques sont mesurées a 370,
410 et 450 mp. La valeur corrigée 3 410 mpu s’obtient par la for-
mule :

DO 410 — D. 410 — 2220 - D 930

Cette correction implique que D'absorption de fond est linéaire,
ce qui ne correspond pas toujours & la réalité. Les droites d’éta-
lonnage obtenues avec la cortisone pour des temps de chauffage
de 18 h 4 250 et de 1 h a 60c sont superposables (fig. 1).

Des essais pratiqués avec de la cortisone montrent qu’a 60°, des
temps de chauffage de 20 minutes, 30 mn et 40 mn sont insuffi-
sants (fig. 2).

Les droites d’étalonnage ont et établies egalement pour le cor-
tisol et le « Reichstein S » (1 h a 600°).

De cette série d’essais, on peut conclure que la réaction colorl--
métrique se développe favorablement & 60° pour un temps de chaul-
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fage de 1 heure. Dans ces conditions, les densités optiques corrigées
deviennent :

10 Y cortisone : DOc 410 = 58
10 ¥ cortisol : DO¢ 410 = 55
10 Y «Reichstein S» : DO, 410 = 62

Afin d’établir quels étaient les divers témoins qui convenaient
le mieux pour la colorimétrie, des surcharges de 10y de cortisone
ont été faites sur 38 extraits urinaires qui avaient subi tout le pro-
cessus 'analytique,

200
18 H A 25°
1.H A 60°
20’A 60°
100 -
5 .
<
(4]
3
40°A 60°
z‘i:omlso& E
1 | 1 1 | 1
0 10 20 30

Fic. 2.

Le 63 /o des essais montre que l'on retrouve entre 98 et 102 o)
des quantités ajoutées. Les valeurs extrémes obtenues ont été de
93 et 110 9.
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En conclusion, toutes les lectures de densité optique doivent
se faire contre le mélange H,SO, a 62 9o — C,H;OH, solvant du
réactif. Tous les témoins doivent subir le chauffage de 1 heure a
60, On déterminera donc, & 370, 410 et 450 mu les densités opti-

ques de :

1) Réactif > DO due & la phénylhydrazine

~ seule

2) Solvant du réactif

-} extrait urinaire > DO de la réaction colorée entre

les impuretés de Dextrait et le
solvant du réactif

3) Réactif
- extrait urinaire

> DO de l'exces de phénylhydrazine
+ DO des impuretés + DO de la
réaction colorimétrique

Pour chaque longueur d’onde considérée, on soustrait de 3) la
somme 1) + 2). Enfin, sur les chiffres obtenus, on pratique la

correction d’ALLEN (5).
La figure 3 montre qu’aprés ces divers calculs, on obtient bien

la courbe d’absorption du corticoide dosé.

400
- REACTIF
2:EXTRAIT URINAIRE _
+SOLVANT DU REACTIF
3:EXTRAIT URINAIRE
+ REACTIF
300 +
4:CORTICOIDES DOSES
@ [@+@)
200}
100}
X
w
=2
2
&
Q
=
(%)
P 4
lsl 1 1 1 1 1 1 1 1 L i i A Y
340 360 380 400 420 440 460 480

Fie. 3.
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CHROMATOGRAPHIE SUR FLORISIL.

Deux qualités différentes de Florisil (= silicate de Mg) ont été
étudiées. Ce produit doit subir plusieurs lavages a l'eau, a [Pal-
cool méthylique, puis au chloroforme, aprés quoi il est soumis a
une réactivation au four & 600° pendant 4 heures. Certains auteurs
prétendent qu’une réactivation a 120° suffit. Nous avons examiné
ces deux possibilités (tableau I) en fixant sur colonnes de Florisil
(3 g) des quantités connues de cortisone (entre 10 et 30 Y) qui ont
¢té éluées avec le mélange CH,OH — CHCl, a 2590 (v/v).

TaBLEAU L
Florisil 200/300 mesh Florisil 60/100 mesh
(10-30 Y cortisone) (10-25 Y cortisone)
non traité r:aé:(;g;é non traité r:a]c;};)é rééag:(;::;’)é
(10 essais) R. moyen (8 essais) (12 essais) (40 essais)
Rendement moyen: (30 essais) R. moyen : R. moyen: R. moyen :
38 + 18 o 8411000 | 504-120% 691140 8490

Ces résultats montrent la nécessité du traitement a 6000, 1ls
indiquent d’autre part 'équivalence des deux qualités de produit.
Le Florisil 60/100 mesh est préférable au 200,300 mesh, car ce
dernier contient trop de particules trés fines dont le diametre est
inférieur a celui spécifié. Toutefois, soit 'un soit l'autre laissent
passer des poussitres qu’il est nécessaire de centrifuger avant de
pratiquer le dosage colorimétrique.

EXTRACTION ET LAVAGE DES EXTRAITS.

L’extraction de Purine aprés hydrolyse enzymatique se pratique
au moyen d’un extracteur rotatif. On évite de cette maniére la for-
mation d’émulsions; de plus, les liquides étant placés dans des cy-
lindres horizontaux, la surface de contact entre le chlorure de mé-
thylene (liquide extractant) et l'urine est fortement augmentée.

Une vingtaine d’essais d’extraction par le chlorure de méthy-
lene (40 ml) ont été faits avec des solutions aqueuses de cortisone
a la concentration de 20 Y de cortisone pour 30 ml de solution.

On obtient des résultats identiques aprés extraction de 10 mn
et de 20 mn., La quasi totalit¢ de TI’hormone passe dans le solvant
organique aprés 2 opérations. Le tableau II donne le pourcentage
d’extraction en fonction du nombre et du temps d’extraction.
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TasLeavu I1.

Durée d’extraction

10 mn 20 mn
1 extraction 94 -4 o) 9343 %
2 extractions 99 4-3 9% 99 43 o

A cette occasion, nous avons pu observer une diminution rapide
de la quantité de cortisone en solution aqueuse; deux jours aprés
la préparation de la solution, contenant 1 Y de cortisone par ml,
on n’en pouvait retrouver que le 66 9. Cela prouve soit une des-
truction du produit, soit une adsorption par les parois de verre du
flacon.

Ensuite, nous avons fait subir 4 20 Y de cortisone dissous dans
30 ml H,O dist. les étapes de Dextraction, suivies de 3 lavages
avec NaOH (N) (40 ml) et de 5 lavages a Pean distillée (40 ml).
Le dosage de cortisone aprés ces.opérations a donné une récupération
moyenne de 82 1 2 0p.

Les mémes manipulations suivies du séchage de I'extrait sur
Na,SO, et de la filtration sur papier ont montré que les pertes
pouvaient ainsi atteindre 80 9.

Par conséquent, ces derniéres opérations doivent étre suppri-
mées. Nous avons essayé de remplacer Na,SO, par MgSO,. Le ren-
dement augmente, puisque le 66 0o du stéroide peut étre récupéré.
La filtration sur ouate d’une solution de cortisone & 20 Y pour
50 ml CH,Cl, suivie de rincages abondants, occasionne une perte de
17 %% ; sur laine de verre, les pertes s’élévent a 10 0. Quant au
papier, il retient jusqu’a 879, du stéroide.

HYDROLYSE ENZYMATIQUE.

La méthode envisagée préconise deux hydrolyses successives a
pH 6,2 avec la p-glucuronidase, I'une de 18 h & 37¢ suivie de deux
extractions, aprés quoi l'urine est incubée & nouveau pendant 24 h
a 37,

Nous avons effectué une trentaine d’essais o les deux extraits
ont été analysés séparément. Ils ont montré que si la premiére in-
cubation durait 24 h la seconde devenait inutile. En moyenne, la
deuxiéme incubation ne libdre que le 2,500 des valeurs obtenues
avec la premiere. Les chiffres extrémes ont été de 0 et 6 9. Les
quantités sont largement inférieures aux incertitudes d’analyse; elles
peuvent étre négligées. o

Afin d’apprécier Defficacité de la p-glucuronidase, plusieurs ex-
tractions d'urine ont été faites sans pratiquer I’hydrolyse enzymati-
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que. Les valeurs obtenues correspondent aux 17-OH-corticostéroides
libres. Les quantités extraites n’ont atteint que 3 a 6 0% des quanti-
tés présentes apres hydrolyse.

Certains auteurs effectuent I’hydrolyse enzymatique au pH de
4,5. Nous avons fait une vingtaine d’essais dans ces conditions avec
incubation de 18 heures, suivie d’une seconde incubation de 24 heu-
res. En général, la premitre hydrolyse libére des quantités de cor-
ticoides plus faibles qu’a pH 6,2. La 22 incubation par contre four-
nit des valeurs qui représentent le 20 a 4500 de celles de la
Ire hydrolyse. Au pH de 4,5, les fluctuations sont grandes, les ré-
sultats peu reproductibles.

Le pH de I'hydrolyse doit donc étre maintenu a 6,2. Une seule
incubation de 24 h & 37¢ est suffisante.

ReprODUCTIBILITE DE LA METHODE,

Une soixantaine d’essais ont été réalisés, 2 a4 8 analyses sur la
méme urine ont permis de calculer les écarts entre les diverses
prises. Pour le 40 9o des résultats, les écarts sont compris entre
0 et 10 op. Le 50 0/p des essais ont montré des écarts compris entre
10 et 20 9o. Les 10 9o restants ont des écarts situés entre 20 et
50 0.

A titre d’exemple, voici les résultats obtenus avec une série
de 8 analyses pratiquées sur la méme urine.

Poids de 17-OH-corticostéroides éliminés en 24 heures.

2,70 2,80
2,72 2,80
2,74 2,89
2,75 294 mgen 24 h.

L’écart maximum est de 9 0.

Quelques analyses, faites sur l'urine de personnes qui avaient
recu de nombreux médicaments, ont montré que certains de ceux-ci
pouvaient interférer sur la réaction colorimétrique et donner des
résultats erronés. Lorsque ces médicaments seront connus, une étape
supplémentaire de purification devra étre ajoutée au processus ana-
lytique, chaque fois qu’ils auront été administrés,

EXPERIENCES DE RECUPERATION.

Des quantités connues de cortisone et de « Reichstein S» com-
prises entre 10 et 100 Y ont été ajoutées & de l'urine avant hy-
drolyse enzymatique. Les analyses faites en tenant compte des mo-
difications précitées, ont montré que le taux moyen de récupéra-
tion s’élevait & 6590 pour la cortisone. Les valeurs extrémes ont
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été de 53 et 71 9. 20 Y de « Reichstein S» ont donné une récupé-
ration moyenne de 62 o).

Des comparaisons entre notre méthode et celle de Reppy (2)
(extraction directe des corticoides libres et conjugués avec le bu-
tanol) ont montré que cette dernitre fournit des valeurs plus éle-
vées, et qu’il n’existe pas de proportionnalité entre les quantités
appréciées par les deux méthodes.

Les analyses faites selon la méthode de HeusemeEm modifiée ont
donné jusqu’ici des taux d’élimination de 17-OH-corticostéroides com-
pris entre 0,25 et 3,0 mg en 24 heures (urines de patients, hommes
et femmes, hospitalisés a I’'Hopital cantonal de Lausanne). Il reste
a établir les valeurs normales d’élimination en mesurant [’excré-
tion des 17-OH-corticostéroides sur des personnes bien portantes, en
fonction de I’dge et du sexe.

Dosace DpEs 17-HYDROXY-CORTICOSTEROIDES URINAIRES

(Technique HeusemeEm modifiée).
Hydrolyse.

Prélever 30 ml d’urine de 24 h bien mélangée. Mettre a pH 6,2
avec lacide acétique dil. ou de la soude dil., aprés avoir introduit
dans l'urine 250 U/ml de B-glucuronidase (Schering) et une pointe
de spatule de Complexon IIl. Tamponner avec 1 ml de tampon
Sérensen. Mettre & I'étuve & 37 pendant 24 h.

Ezxtraction et lavages.

Extraction avec 2 fois 40 ml de chlorure de méthylene au moyen
de l’appareil rotatif pendant 15 mn chaque fois. L’extrait total est
lavé de 3 a 5 fois avec de la soude normale (en général 3 fois
suffisent). 30 ml de soude sont nécessaires pour chaque lavage. Le
lavage est pratiqué jusqu’a ce que la soude soit incolore. Puis on
lave avec 5 fois 30 ml d’eau distillée. Vérifier que la dernitre eaun
de lavage soit faiblement acide (pH de P’eau distillée). Tous ces
lavages s’effectuent dans des ampoules & décanter de 250 ml.

L’extrait est évaporé & sec dans une étuve a vide & la tempéra-
ture de 40o.

Chromatographie sur colonne de Florisil.

Peser 3 g de Florisil 60/100 mesh activé par colonne. Le verser
dans la colonne (11 mm de diam@tre intérieur) contenant un tampon
d’ouate vers le robinet. Environ 10 ml de chloroforme sont intro-
duits avant le Florisil. Rincer les parois avec du chloroforme. On
laisse sédimenter, puis fait couler le chloroforme jusqu’au niveaun
d’affleurement.

L’extrait sec est repris par 5 ml de chloroforme qui sont intro-
duits dans la colonne. Le récipient est rincé 2 fois avec environ
3 ml du méme solvant. Aprés avoir rincé les parois de la colonne,
on laisse couler goutte a goutte jusqu’au niveau d’affleurement,
puis on ajoute 25 ml de chloroforme que I'on fait couler goutte a
goutte,
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L’élution se fait avec le mélange CH;OH — CHCl; a 25 06 (v/v).
45 ml de ce mélange sont versés dans la colonne et recueillis dans

un récipient propre. L’éluat est évaporé a sec dans 'étuve a vide
a 40o,

Dosage colorimétrique.

Le résidu sec est dissous dans 5,00 ml de chlorure de méthylene.
Deux fois 2,00 ml de la solution sont pipetés dans des tubes a cen-
trifuger & bouchons rodés. Evaporer a sec, sous vide a 40o,

Dans l'un des tubes, on introduit 4,00 ml de réactif de Porter-
Silber, dans l'autre 4,00 ml du mélange acide sulfurique-alcool éthy-
lique, constituant le solvant du réactif.

Ces tubes sont abandonnés pendant 1 heure au bain-marie a 60e,
puis refroidis & I’eau courante, centrlfuges pendant 20 mn 3 envi-
ron 4000 t/mn et finalement refroidis & ’eau courante.

Toutes les lectures de densités optiques se font contre le mélange
acide sulfurlque—alcool, solvant du réactif.

On aura donc & mesurer les densités optiques de :

1) Réactif de Porter-Silber.
2) Résidu urinaire + 4,00 ml solvant du réactif.
3) Résidu urinaire | 4,00 ml réactif de Porter-Silber.

Comme standard, on emploie une solution de cortisone dans le
chlorure de méthylene (12 Y de cortisone par ml de solvant).
1,00 ml de cette solution est pipeté dans un tube & bouchon rodé,
puis évaporé a sec. La densité optique corrigée du standard sera
DOc 410 st.

Toutes ces solutions doivent subir le chauffage a 60° pendant
1 h. Lire les densités optiques a 370, 410 et 450 mp.

Caleuls.

La quantité de 17-OH-corticostéroides éliminée en 24 h est don-
née par la formule -

DO, 410 (volume urinaire en 24 h)
: - DO. 410 st.

Elle est exprimée- en poids de cortisone.

PURIFICATION ' DES ' SOLVANTS.

Aleool m"éthyliqu.e (Méthanol pour chromatographie Merck).
 Redistiller avec environ 1 g par litre de 2,4-dinitrophényl-hydra-
zine,

Chloroforme’ - (Chloroforme pur Ph.H.V. Siegfried).
Redlstlller sur pennanganate de potassmm

~Alcool ethyllque (alcool eththue absolu Ph.H.V. Slegfned)
- Pour 5°1 d’almol laisser en -contact avec environ 5 g de chlor-
hydrate de m- phenylenedlamme pendant 8 jours, puis distiller.
Ajouter -au distillat. 25 'mg par litre de bleu de tétratolium et

~

5 ml de potasse alcoolique saturée. Distiller aprés contact d’une nuit.
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Chlorure de méthyléne (chlorure de méthylene pur, Siegfried).
Laver avec de la soude dixitme normale, puis 2 fois avec de
I’eau dist. Sécher sur chlorure de calcium puis distiller.

Réactif de Porter.

6,5 mg de chlorhydrate de phénylhydrazine (puriss. p. a. Fluka).
pour 15 ml d'un mélange H2SC)4 a 629 (v/v) et d’alcool éthylique
dans les proportions de 100 :

Titrer la solution.

Tampon de Sirensen.
Solution A : KH,PO, 0,9078 g pour 100 ml d’eau distillée.
Solution B : Na,HPO, 1,1876 g pour 100 ml d’eau distillée.
Pour obtenir une solution tampon a pH 62 6,5, mélanger 7 ml

A -+ 3 ml B.
Preparanon du Florisil.
Florisil de 60/100 mesh. Laver le Florisil plusieurs fois avec de

Peau distillée, puis 2-3 fois avec de I’alcool méthylique. Sécher a
I’étuve. Laver 2-3 fois avec du chloroforme, sécher puis activer par

chauffage a 600c pendant 4 h.
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