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L’incubation & 30-50° ¢n présence de préparations con-
tenant de la f-glucuronidase d’origine splénique ou bhac-
téricnne permet Pextraction de plus grandes quantités
de corticostéroidcs libres, dépassant de 5, 10 et méme
30 fois les taux obtenus par les autres méthodes.

Avant qu’unc méthode puisse servir aux dosages de
routinc du laboratoire clinique, il faut en connaitre les
sources d’errcur ct établir des conditions sufisamment
stables, sufisamment inscnsibles aux petites variations
techniques inévitables. La plupart des travaux publics
sur ’hydrolysc fermentaire dont nous résumons les plus
importants dans le tableau 7, portaicnt sur les prépa-
rations d’enzyme obtcnues & partir de la rate de bauf.
Nous nous sommes proposé d’étudier I'hydrolyse fer-
mentaire par unc préparation de f-glucuronidase d’ori-
gine bactérienne.

B. IExpériences avec une préparation
de f-glucuronidase bactérienne

a) Source de ’enzyme

Nous avons employé un produit du commerce (Sigma
Chemical Co., St. Louis, Mo., Etats-Unis) préparé a par-
tir de milicux dc culture de bactéries (I, coli)™. La
préparation cst une poudre. Aucune trace de substances
formaldéhydogenes n’a été décelable dans des essais a
blanc selon (c¢) sur des quantités équivalentes a 4000
unités.

b) Dosage de ’activité enzymatique

Principe. - Par hydrolyse de glucuronide de phénol-
phtaléine (Sigma Chemical Co.), la glucuronidase libére
de la phénolphtaléine, dosable par colorimétric en so-
lution alcaline. Dans les conditions employées, Ja quan-
tité libéréc est proportionnclle a la concentration de
Penzyme ct i la durée de 'hydrolyse. L’unité Fisuman,
cmployée dans ce travail, est définic comme la quantité
d’cnzyme qui libere, dans des conditions bien déter-
minées, 1,0 g dec phénolphtaléine dans une heure?2.83,

Technique (méthode F2 de notre laboratoire). ~ On dissout
unc prise de P mg (env. 300 U.) de la préparation de glucu-
ronidasc dans 3,0 cm® d’cau distillée ct 1'on ajoute 3,0 cm®
d’une solution tampon au pII 6,0, composée d'un vol. d’acide
acétique 0,15 M (8,6 pl/em®) et de 16 vol. d’acétate sodique
0,15 M (20,4 mg CH,COONa - 31I,0/cm?®). Cinq portions de¢
1,0 cm® de ce mélange sont pipettées dans des éprouvettes ct
mises 2 37° pendant 15 minutes. - On dilue 0,6 em? de glu-
curonide de phénolphtaléine 0,01 M (pIlI 7) avee 3,4 cin® d'cau
distillée et I'on met le mélange a 37° pendant 15 minutes. En-
suite, on ajoute 0,5 cm® de cette solution (correspondant 2
0,75 wmol de phénolphtaléine) i quatre des portions d’cnzyine ;
la cinquiéme, complétéc de 0,5 cm?® H,0, sert d’cssai & blanc.
Ayant bicn mélangé, on laissc a 37° cxactement pendant
30 minutes, puis on arréte Ja réaction par I'adjonction de
5,0 cm? d'unc solution tampon au pH 10,4, composée de 56 vol.
de glycine 0,2 M (15,0 mmg/em?, plus 11,7 mg NaCl/cm?) et
de 44 vol. de NaOH 0,2 N (8 mg/em?®). Les densités optiques
D, par rapport a I’essai & blanc mis a zéro, sont lucs au colori-

82 \¢ L. I'tsumAN, B.SPRINGER ct R.BruNEeTTI, J. Biol. Chemn. 173
(1948) 449.
83 Sigma Chemical Co., Bullctin 105 (1951).
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métre (Coleman Universal, Modéle n° 14), a4 une longucur
d’onde de 550 mu. Une solution alcaline de phénolphtaléine
contenant 20 g dans le méme volume (0,5 cn?) sert d’étalon.
On la préparc en diluant 1,0 cm?® d'unc solution-réscrve de
phénolphtaléine (667 sg/cm® d*éthanol 95 %) & 50 cm?® avec de
I’cau; 1,5 cm? de cette solution diluée sont mélangés i 5,0 cm?
de tampon pH 10,4. La densité optique Ds de 'étalon préparé
i double est lue par rapport & un blanc composé de 1,5 cm?
H,0 + 5,0 cm® de tampon plII 10,4, — A partir des valeurs
moyennes de D et Dy, la quantité de phénolphtaléine libérée
est égale @ 20 D/Dg ct I'activité de la préparation, sclon la
définition de 'unité en ug de phénolphtaléine par heure par
mg, s’obtient par la formule:

Unités/mg = 240 D/PD,.

Les préparations utilisées dans ce travail avaient des acti-
vités de 12 & 25 U./ing. La précision du dosage, mesurée par
I’écart-type des répétitions, est de + 0,4 U./mg.

c¢) Technique analytique
(méthodes D7 ct D8 de notre laboratoire)

Nous avons utilisé la méthode des corticoides formal-
déhydogenes en nous basant, pour les détails techniques,
sur les travaux de¢ CorcoraN et PAcE??, MacFADYEN®!,
Mason?®, PATERSON ct coll.?!, BassiL et HAINS3, ainsi
quc sur de nombreuses expériences préliminaires que
nous ne pouvons relater ici.

1. (a) Hydrolyse an pIL 1,7. — On laisse reposer 18 heures a
la température ambiante (env. 20°) 250 cm® ’urine, ajustée
au pH 1,7 par adjonction de 3 & 4 cm® d’acide sulfurique 5 M
(2 vol. d’acide concentré + 5,5 vol. H,0).

1. (b) Hydrolyse fermentaire. — A 50 cm® d'urine ajustée au
pH 6,0, on ajoutc 1 cm® de chloroforme ct la quantité voulue
de glucuronidase dans 2 em® d’cau. Le mélange est mis &
I’'étuve de 37° pour la durée prévue de ’hydrolyse.

2, Fxtraction, — (Les volumes & employer dépendent natu-
rellement de la prise d’urine qui, sclon n° 1, est de 250 ou
50 cm?.) - L’urine hydrolysée est extraite 6 fois avec chaque
fois (a) 50 ou (b) 15 cm?® de chloroforme. Les extraits, centri-
fugés si nécessaire, sont réunis ct lavés rapidement deux fois
avee (a) 30 ou (b) 10 em® de NaOII 0,1 N ct unc fois avec
30 ou 10 cm?® d’cau; chaque fraction de lavage est extraite
avee 30 ou 10 em? de chloroforme qui scront réunis & I'extrait
principal. Celui-ci est ensuite déshydraté sur du Na,SO, an-
hydre, filtré sur coton ct distillé rapidement sur un bain-
maric de 80° jusqu'a (a) 20 & 30 ou (b) S a 10 em® Aprés
transvasement dans un ballon rond de 50 cm?, le rveste du sol-
vant cst évaporé a scc par le vide, au bain-marie ne dépas-
sant pas 40°. L'extrait est conservé au dessicateur sur CaCl,.

3. Oxydation et distillation. — L’extrait dissous dans 0,5 cm?
Q’acide acétique glacial, est transvasé dans un erlenmeyer de
30 cm?® cn ringant unc fois avee 2,5 et trois fois avec 2,0 cmn?®
d’cau distillée. On ajoute 0,5 cm?® de K10, 0,03 M (6,9 mng/cm?)
dans H,S0, 0,25 M (1 vol. d’acide concentré + 70 vol. I1,0) ct,
aprés 45 minutes a la température ambiante, 'oxydation est
arrétée par 'adjonction de 0,5 cm?® de SnCl, en solution dont
le pouvoir réducteur dépasse légerement (de 2 %) ’équivalent
du KIO,. Pour préparcr cctte solution, on dissoul env, 2 g de
SnCl, - 2H,0 dans 12,5 cm?® de HCI concentré chaud, on porte
a 50 emn? avec H,0, on titee (amidon) avec le K10, et amence
au titre voulu en diluant avec le volume nécessaice de HCI
2,5 N (1 vol. d’acide concentré + 3 vol. H,0).

83 1), A.MACFADYEN, .J. Biol. Chem. 158 (1945) 107.
8 G.T.Bassit ct A.M.IaIN, Nature (London) 165 (1950) 525.
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au pH 6 par six fois 160 cm?® de chloroforme sans garder ces
extraits. On a ensuite ajouté I'enzyme (20 U./cm?) et, aprés
division de l'urine en huit portions égales ct adjonction du
chloroforme, on les a mises & 37°. Toutes les heures, une por-
tion a été retirée ct extraite.
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Les taux obtenus se situent trés prés d’unc hyperbole (fig. 3,
n° 27/3), car cn portant les taux en ordonné et les valeurs réci-
proques des durées en abscisse, on obtient une droite de ré-
gression caractérisée par un cocflicient de détermination®® de
B = 0,84 (P < 0,01). Bicn que cette simple hyperbole ne
représente pas la loi cinétique d’une réaction mono- ou bi-
moléculaire, I’approximation suffit pour pouvoir dire que 90 %
du taux final sont attcints aprés 4% heures, 95% aprés
9% heures environ,

Dans deux cxpériences analogucs oit nous avons varié le
temps d’incubation de 4 a4 24 heures (fig. 3, n® 6052 ct 24/3),
les taux obtenus nc variaient cn effct que fortuitement autour
de leur moyenne ct n’indiguaient aucune tendance A ’aug-
mentation.

L’hydrolysc fermentaire par la fS-glucuronidase d’ori-
gine bactéricnne est done pratiquement terminée aprés

5 a 10 hcures d’incubation a 37°.
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2, §’il y avait en ce moment encore un taux appréciable de
glucuroconjugués, leur hydrolyse devrait continuer aprés ’ex-
traction des corticoides déja libérés., Pour examiner cette pos-
sibilité, nous avons soumis deux échantillons d’urines égale-
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ment extraites au préalable comme dans les expériences pré-
cédentes, & I’hydrolyse fermentaire (20 U./em®) pendant
24 heures, en les extrayant toutes les 4 heures (saul aprés
20 heures) avec trois fois 20 cm? de chloroforme 3 aprés chaque
extraction, I'urine fut donc remise a 37° pour une durée d’in-
cubation additionnelle de 4 (ou 8) heures.

Les courbes des rendements successifs (fig. 4, courbes
pleines) tombérent déja aprés la deuxitme période de
4 heures a un taux bas ct constant. Le méme résultat
fut obtenu lorsqu’on ajouta de I’enzyme fralche aprés
chaque extraction pour compenser une perte éventuclle
(’activité. Nous en concluons que la presque totalité
des glucuronides est en cffet scindée aprés 4-8 heurcs ;
il ne s’agit pas d’un équilibre défavorable.

Quant aux substances formaldéhydogénes que I'on
extrait en quantités faibles ¢t constantes lors des ex-
tractions ultéricures, elles ne constituent pas un rende-
ment supplémentaire dit 4 hydrolyse prolongée, mais
simplement une fraction cxtraite trés lentement a cause
d’un coeflicient de partage peu favorable (cf. fig. 1, cour-
bes n° 1). Ceci ressort du fait que ’on obtient cette frac-
tion également par des seules extractions répétées sans
incubation intermédiaire (fig. 4, courbes poncLuées).
WiLson® et d’autres ont fait des observations analo-
gues ct I'on peut se demander si cette fraction hydro-
phile est bien composée de corticostéroides.

h} Origine surrénalienne des substances formaldéhydo-
gtnes dosées aprés hydrolyse fermentaire

Il y a plusicurs possibilités pour vérificr si le dosage
d@’une fraction urinaire dite stéroidique donne des taux
reflétant la séerétion des glandes surrénales. La méthode
que nous avons employée consiste a faire le dosage chex
le méme sujet, avant et aprés administration de corti-
cotrophine (ACTH), hormonc hypophysaire stimulant
la sécrétion du cortex surrénalien, Un taux augmenté a
la suite du traitement permet d’affirmer, avec confiance *,
que la fraction dosée dépend effectivement de I’état fonc-
tionnel de cette glande. Ce test fonctionnel de la sur-
rénalc cst connu sous le nom de «test de THORN» ou
«test des 48 heures» ; nous en avons donné les détails
dans d’autres travaux (p. ex.%9.90),

Les corticoides formaldéhydogénes ont été dosés avant
(urines A4) ct aprés (urines B) ACTH, aussi bien aprés hydro-
lyse fermentaire (20 U./cm3, 18 heurcs) qu'aprés hydrolyse
au pH 1,7, La figure 5 montre les résultats obtenus dans dix cas.

La fraction libérée par I’action de I’enzyme a ncttement
augmenté dans huit cas, alors quc pour deux d’cntre eux
(5927/5922 ct 5978/5983) Paugmentation aprés hydrolyse
acide avait été minime. Comne c¢’était a prévoir, la surrénale
n’a réagi quc faiblement dans un cas de cirrhose pigmentaire

* Mentionnons comme cnuse d’errcur qu'il a existé des préparations
d’ACTH contenant du propanediol-1,2, substance formant du formal-
déhyde par oxydation avec le periodate?®8,

8 P.H.Fonrsuam, Recent Progr. Hormone Res. 9 (1954) 296.

8 I FErrazzing, R.Bortu ct R.S.Macn, Helv. Paediat. Acta 7
(1952) 60. .

% O.JEANNERET, R.BorTi ct R.S.Macn, Acta Enrdocr. (Copen-
hague) 17 (1954) 198.
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avait confirmé que la différence entre les doubles aug-
mentait avee la quantité d’enzyme (P < 0,01).

La précision est exactement la méme que celle de nos
méthodes de dosage pour d’autres stéroides urinaires, le
prégnandiol ou les 17-cétostéroides.

VI. Méthodces évitant I’hydrolyse des corticostéroides

Nous avons vu comment la stabilité variable des corti-
costéroides ct I’existence de plusicurs types dec conju-
gués rendent difficile leur hydrolyse compléte. 11 ap-
parait aujourd’hui que scule unc combinaison de tech-
niques asscz compliquées serait a méme de réaliscr ce but.

Pour éviter cette difficulté, deux méthodes ont été
développées qui, cn s’éloignant du schéma classique des
analyscs de stéroides urinaires, permettent la suppres-
sion dc I'hydrolyse dirccte des corticostéroides conju-
gués. Le principe de 'une des deux méthodes cst Iex-
traction ct la colorimétric des conjugués mémes ; 'autre
ciffectue la transformation decs corticostéroides en 17-
cétostéroides avant I’hydrolyse.

A. Chromogenes Porter-Silber butylosolubles

Nous avons déja mentionné que le n-butanol cst emn-
ployé depuis 1936 pour cxtrairc lcs stéroides conjugués
de Purine. Les stéroides libres étant également solubles
dans cc solvant, REDDY et coll.? I'ont utilisé pour le
dosage rapide des 17,21-dihydroxy-20-céto-stéroides to-
taux dans un extrait butylique brut, déshydraté sur du
sulfate ct du carbonate sodiques anhydres. La réaction
colorée (cf. tablecau 2) est celle de PoRrTER ct SILBER23.
Lc milicu sulfurique qu’clle nécessite (18 N a 60°) donne
licu a la formation dc coulcurs non spécifiques dont I’in-
tensité est d’autant plus importante que la purification
de D’extrait urinairc ecst moins poussée. Pour éliminer
cette coloration non spéeifique, la réaction des cssais a
blane, des étalons et des extraits est faite et avec le
réactif entier (contecnant la phénylhydrazine) ct avec
I’acide seul. En supposant que les cffets soient additifs,
on a basé I’évaluation colorimétrique sur la différence
des deux densités optiques, mais cette corrcction est
insuffisante. Forsnan ct coll.?? recommandent de I'ap-
pliquer, non aux densités optiques observées, mais aux
densités optiques corrigées sclon ALLEN™, en prenant
les lectures a trois longucurs d’ondes. HERTOGHE ct
coll.?3 ont récemment démontré d’une maniére conclu-
ante, I'utilité de la combinaison des deux corrections qui
diminue de beaucoup la variation technique ou appa-
remment physiologique des résultats, tout cn augmen-
tant les taux.

Cette derni¢re obscrvation cst particuliérement in-
téressante au point de vuc chimique et clle mériterait
une étude plus approfondic. Il semble® que 'urine con-

02 P I IFForsnaym, V.DiRanonpo, D.Isnanp, A.P.RINFRET ct
R.H.Onn, Ciba Found. Coll. Endocr. 8 (1955) 279.

9 J. Herrocur, J. CranpE, A, DUCKERT-MAULBETSCH ct A, .
Murrer, Acta Endocr. (Copenhaguce) 20 (1955) 139.

™ G.Giusr1, A.Borcnt et U.Bicozzt, Rass. Neurol. Veg. 10 (1953)
486.
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ticnne des «chromogénes non spécifiques butylosolubles,
cétoniques ct non cétoniques» qui sont capables d’in-
hiber la réaction de PORTER ct SiLBER.

Tous les autcurs s’intéressant a la méthode ont re-
connu I'inconvénicnt dc baser le résultat du dosage sur
la différence relativement petite de deux courbes d’ab-
sorption trés scmblables. Plusicurs modifications ont été
proposées pour diminucr la coloration non spécifique
provoquée par l’acide sulfurique®® 997, Quelques au-
teurs %719 ont is en garde contre la préscnce occasion-
nelle, dans I'extrait butylique, de substances non sté-
roidiques qui donnent unc coloration typique ou a peu
preés typique, en présence du réactif. Nous en avons
¢tabli la listc suivante :

Iodure potassique

Tode

Sucres

Acide ascorbique

Quinine

Substances apparaissant dans I'urine aprés administration
de paraldéhyde, hydrate de chloral, sullamérazine

On peut prévoir qu’il scra trés difficile de trouver une
modification de la méthode nous mcttant a ’abri de ces
sources d’errcur, sans trop perdre de la rapidité qui est
son prineipal avantage. Ceci concernce le laboratoire. Du
coté de la clinique, il faudrait arréter quelques jours
avant la récolte des urines toute médication dont on ne
peut exclure l'intervention dans la réaction colorée de
Pextrait butylique.

A part les points faibles de cette méthode, il y a licu
de souligner les observations de BAGGETT® qui a parlé
d’une trés bonne concordance entre les chromogeénes
PorTER-SILBER butylosolubles ct la tétrahydrocortisone
doséc aprés chromatographic sur papicr. Pour contréler
la valeur d’unc méthode simplifiée, rapide, on ne peut
faire un test plus sévére; il serait important d’en con-
naitre les résultats détaillés qui, a notrc connaissance,
n’ont pas été publiés®.

* «The comparison was madce with the urines from two subjects.
One specimen before treatment, one after cortisone administration,
and onc after ACTH administration to cach subject was examined ...
We found similar values by thisincthod (essentially the one published
by REbDY, JENKINS and Tionrn?®) and our incthod for tetrahydro-
cortisone in cach of the six urines examined. The two methods agreed
within about 15-20%,. As you suggested, the agreement was better in
the urines after ACTH and cortisone was given; here the blanks
were much lower since smaller aliquots were used. I would certainly
hesitate to draw any conclusions as to the general validity of the
Reppy method based on these few data ... I would, however, con-
clude that it did mecasure somcthing rclated quantitatively to the
tetrahydrocortisonc in the cascs we studied. The agreement may be
fortuitous since therc have been many indications that the blank in
the REDDY mcthod overcorrects.» (BAGGETT, conununication per-
sonnclle c¢n janvier 1956.)

% W.J.REpDY, Metabolism 3 (1954) 489.

9 R.W.SwmiTit jnn., R.C.MELLINGER ct A. A. PATT1,J. Clin. Endocr.
14 (1954) 336.

97 G.W.LibpLE, D.IsLanD, A.P.RINFRET et P.H.Forsuam, J.
Clin. Endocr. 14 (1954) 839.

¥8 R.H.S1LBER et R.D.Buscu, J. Clin. £ndocr. 15 (1955) 505.

% 1), A.V.M.LampE-HinTZEN ¢t L.G.Huts 't VeLp, J. Clin.
Endocr. 15 (1955) 1152.

100 [, J.Manrks ct J. H.LEvTIN, J. Clin.Endocr. 14 (1954) 1263.
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1. La précision des dosages a double est de + 0,78 mg/l.
Il y a unc légére indication comme quoi les urines
réagiraient différemment aux changements de con-
ditions (P < 0,05).

3. Il n’y a pas d’intcraction cntre les facteurs. On peut
donc en changer un sans crainte de modifier effet
d’un autre. :

4. Il n’y a pas de différence cntre les deux solvants
(éther ctdichlorométhane) employés pour ’extraction.

S. La présence du métabisulfite diminuc les taux, en
moyenne de 11 % (P < 0,001).

6. L’hydrolysc plus courte avec ’acide plus concentré
donne des taux plus hauts, de 12 % cn moyenne
(P < 0,001).

VII. Conclusions

Arrivé a la fin de cet exposé comprenant des bases
théoriques, des techniques différentes ct des faits ex-
périmentaux, nous ne croyons pas qu’il soit utile de re-
commander ou de déconsciller spécialement une méthode
de dosage plutdt qu’unc autre. Chacune d’entre clles
dose un groupe différent de corticostéroides. La spécifi-
cité ‘ct D’cxactitude sont déterminées, dans unc large
mesure, par la purification plus ou moins pousséc pré-
cédant la réaction colorimétrique.

Le choix d’une technique particuliére dépendra tou-
jours du but poursuivi ct des moyens disponibles. Tou-
tes les techniques décerites sont bonnes pour indiquer la
réaction de la corticosurrénale a I’administration de
corticotrophinc ou pour démontrer I'augmentation du
taux urinairc a la suite de fortes doses de corticosté-
roides. Pour les analyses cliniques n’ayant quec ces buts,
on profitera de la simplicité ct de la rapidité qu’offrent
certaines techniques. En revanche, on n’osera pas tou-
jours fairc prévaloir ces mémes considérations pratiques
s’il s’agit d’étudier d’autres problémes sur un terrain
moins exploré.

VIII. Résumé

Nous avons exposé les principes gouvernant I’ana-
lyse des corticostéroides urinaires. Les particularités des
réactions colorimétriques disponibles a ce jour ont été
déerites ot discutées. Partant d’un développement de la
théoric mathématique de I’extraction, nous avons défini
les caractéristiques de ’extraction cflicace. Les méthodes
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de fractionnement des extraits et les difficultés de I'hy-
drolyse des conjugués urinaires ont été résumées. Nous
avons discuté en détail les méthodes de dosage qui per-
mettent d’éviter I’hydrolysc dirccte des corticostéroides
conjugués.

Une étude cxpérimentale nous a montré que I’hydro-
lyse des corticoides formaldéhydogénes au pH 1,7 a la
température ambiante donne 13,9 - 6,1 % des taux ob-
tenus aprés hydrolyse par une préparation de f-glu-
curonidase bactérienne. Les substances libérées par hy-
drolyse fermentairc sont stables au pH 1,7 a 37°. La
concentration optimale de glucuronidase cst de 20 unités
(Fisuman) par em®. L’hydrolyse cst pratiquement ter-
minée aprés 5 4 10 heures a 37°. L'état d’équilibre de la
réaction s’établit & une concentration négligeable de
glucuroconjugués intacts. L’administration de cortico-
trophinc augmentc fortement les taux obtenus apres
hydrolyse fermentaire; I’étude détaillée des résultats
permet de conclure qu’ils refletent en cffet I’état séeré-
toire de la corticosurrénale. Il n’y a aucune corrélation
cntre les taux de cette fraction ct ceux d’unc fraction
hydrophile, difficilement extractible par le chloroforme,
qui par conséquent ne semble avoir aucun rapport avee
la surrénale. L’écart-type des dosages a double a été de
+ 0,5 mg/l dans cette étude. La différence entre les
dosages a double augmente proportionnellement a la
concentration d’cnzyme.

Dans une cxpérience factorielle, nous avons étudié
I'influcnce de trois factcurs d’ordre technique, chacun
d’cux a deux nivecaux, sur le rendement des 17-céto-
stéroides. Aucunc différence nc s’est révélée entre I’éther
et le dichlorométhane, employés comme solvants d’ex-
traction. L’hydrolyse a reflux pendant 10 minutes avee
0,33 vol. d’acide chlorhydrique concentré donne des taux
plus hauts (de 12 %) que ’emploi de 0,1 vol. pendant
15 minutes. L’adjonction dc métabisulfite sodique di-
minuc le rendement (de 11 %). Aucune interaction ne
s’cst montrée entre ces trois facteurs. L’écart-type des
dosages 4 double a été de + 0,8 mg/l dans cette étude.

Nous tenons 2 remercicr trés vivement Messicurs les Pro-
fesseurs H. DE WATTEVILLE (Clinique universitaire de Gyné-
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