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SUMMARY

Unconjugated and conjugated androgens were determined in rat plasma by a method combining mass
fragmentography and isotopic dilution. Two internal standards were used: [4-'*C]-testosterone added
to plasma and Sa-cholestane added to the reagent mixture for gas phase analysis. The testosterone
concentration in plasma can be computed directly from the ratio between the peaks at m/e 389 (M*)
and 391 (M + 2), the number of d.p.m. added to the plasma sample and the volume of the plasma
sample. This method is compared to previously established radioimmunoassay techniques. In plasma
from S-month-old male rats. this method showed the presence of testosterone: 3,55 + 0.33 ng/ml and
androsterone: 3.56 + 0,44 ng/ml. In addition four conjugated isomers of androstane-3, 178-diol were

identified.

INTRODUCTION

Les dosages de testostérone et d’androstérone plasma-
tigues peuvent étre faits, de fagon simple et rapide
par radioimmunologie. D'autres méthodes ont été
proposées: dosage enzymatique, dosages par capture
délectrons, par double dilution isotopique, par liaison
compétitive avec les protéines. Néanmoins, la grande
variabilit¢ des résultats obtenus pour le dosage de
la testostérone plasmatique du rat male adulte fait
apparaitre la nécessité d’une méthode de référence.
La fragmentographiec de masse (FM) qui est une
méthode trés spécifique, reproductible et sensible,
répond a ce besoin. Le dosage des androgeénes plas-
matiques peut étre rendu rigoureux par l'utilisation
d'isotopes marqués au '*C ou au *H comme étalons
internes primaires. Une détermination simultanée
d'androgénes plasmatiques par FM et dilution isoto-
pique est proposée. Elle dérive d’'une méthode mise
au point dans ce laboratoire pour la mesure du rap-
port isotopique '*C/'2C de la [4-'*C]-testostérone et
de ses métabolites-'*C par fragmentographie de
masse, dans des cellules isolées de foie maintenues
en cultures réplicatives [1]. Notre méthode difiére des
autres déterminations de la testostérone par
FM [2-6], par lutilisation de dérivés méthoxime-
triméthylsilyless (MO-TMS), dont les avantages
majeurs sont la grande stabilité, la formation quanti-
tative et la présence dans le spectre de masse d'ions
M™ et M-31 dont I'enregistrement alternatif 4 haute

* A qui la correspondance et les demandes de tirés a
part doivent étre adressées.

fréquence, augmente la spécificité de la détection. Par
ailleurs elle permet I'analyse dans la méme expérience
de plusieurs androgénes plasmatiques libres et con-
jugués du rat male aduite.

MATERIEL ET METHODES

Le sang est prélevé sur des rats males de race Wis-
tar (US Commentry Institut de la Recherche Agrono-
mique, Dijon, France) agés de 5 a 10 mois. Le schéma
des différentes étapes de la méthode est donné par
la fig. 1.

Préparation de ['extrait. La préparation de I'extrait
est un aménagement d'un protocole précedémment
décrit [7]. Les étalons internes primaires (introduits
au départ avant l'extraction): [4-'*C]-testostérone
(59 Ci/mol; Radiochemical Center, Amersham, Angle-
terre) et sulfate de [7x-3H]-déhydroépiandrostérone
(800 a 1000 Ci/mol; Radiochemical Center, Amer-
sham, Angleterre) sont ajoutés a un volume connu
de plasma (30 ml) a raison de 80.000 d.p.m. et 360.000
d.p.m. respectivement. Le plasma est soumis aux
ultra-sons puis versé goutte a goutte’ dans du
méthanol. La proportion finale méthanol-plasma est
de 7:3, v/v. Le précipité obtenu est centrifugé a
—15°C. Le méthanol est évaporé et les androgénes
non conjugués sont extraits deux fois par un volume
d'éther diéthylique. La phase étherée est lavée par
1:10, v/v d’eau distillée. Du sulfate d’'ammonium est
dissous dans la phase aqueuse 5:10, p/v et les
androgénes conjugués sont extraits deux fois par un
volume de mélange éther—éthanol (3:1. v/v). Cet
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Fig. 1. Schéma représentant les différentes étapes de I'analyse d'androgénes libres et conjugués dans
le sang.

extrait est évaporé a sec et repris par du tampon
acétate 0,5M a pH 5. Du suc d’Helix pomatia (Indus-
trie Biologique Frangaise, Gennevilliers, France) est
ajouté pour obtenir une concentration finale de 5.000
U/ml de sulfatases et le mélange est laissé 48 h a 37°C.
Les androgenes libérés sont extraits deux fois par un
volume d’acétate d’éthyle. Les androgénes non hydro-
lysés sont extraits comme précédemment, évaporés a
sec, repris par de l'acétate d’éthyle acidifié et laissés
16 h a 39°C. La solution est alors lavée par du bicar-
bonate de sodium 1 M puis par de I'eau distillée.

Purification par chromatographie sur couche mince
(CCM). L’extrait contenant les androgénes non con-
jugués ou l'extrait contenant les androgénes libérés,
est évaporé a sec et repris par 200 a 300 ul d’éthanol
puis déposé sur une couche mince de gel de silice
F 254 de 0,5 mm d*épaisseur (Merck, Darmstadt, Alle-
magne). Ce dépdt est encadré par deux dépots d’an-
drogénes de référence (Ikapharm, Ramat-Gan, Israel
et Searle, Naucalpan, Mexico). Deux développements
successifs sont effectués, le premier par de I'éther di-
isopropylique, le second par le mélange acétone—€ther
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Fig. 2. Spectres de masse a 70 eV de la testostérone MO-TMS et de la [4-'4C]-testostérone MO-TMS.
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di-isopropyhque (4:6, v/v). Les parties latérales de la
plaque sont vaporisées par un mélange acide sulfuri-
que-méthanol (2:8, v/v), et révélees. Les androgénes
d'origine plasmatique sont extraits des bandes de gel
par du méthanol pendant douze heures & 40°C, puis
une deuxiéme fois apres exposition aux ultra-sons.

Chromatographie gaz-liquide (CGL) et fragmentogra-
phie de masse. L'extrait mis a sec est repris par 200zl
d’une solution de chlorhydrate d’O-méthyloxyamine
{Pierce Chemical Co. Rockford, US.A)) & 16 mg/mi
dans de la pyridine anhydre et laissé 3h & 65°C; la
pyridine est évaporée et V'extrait est repris par 200 ul
de bis(triméthylsilyDtrifluoroacétamide, (BSTFA),
(Supelco, Bellefonte, US.A.) contenant 15 ng/ul de
Sa-cholestane servant d'étalon interne secondaire (in-
troduit aprés l'extraction avant I'analyse en phase
gazeuse). La solution est laissée 12h 4 65°C. Les
extraits sont analysés en fragmentographie de masse
au moyen d'un chromatographe en phase gazeuse
couplé 4 un spectrométre de masse (LKB-9000,
Bromma, Suéde}. La température de l'injecteur est de
260°C, celle du séparateur de 280°C, celle de la source
ionique de 290°C. La tension d'accéleration est de
3500V et le courant recueilli par le collecteur d’élec-
trons de 60 uA. Les fragmentogrammes sont enre-
gistrés pour une énergie d’ionisation de 28 eV. Le gaz
vecteur est ’hélium dont le débit est de 30 ml/mn a
180°C. Le dosage des androstanolones et celui des
androsténolones est effectué au moyen d'une colonne
en verre silanisé de 3 m de longueur et de 3mm de
diamétre intérieur; le remplissage est effectué par du
Gas Chrom P lavé aux acides, silanisé et imprégne
de phase stationnaire OV-1 a 1% la température est
programmeée au taux de 1°C/mn & partir de 200°C.
On détecte les ions & m/e 391 et mfe 360 (M* et
M-31) pour les androstanolones et ia testostérone-
4-'*C, m/e 389 et m/e 358 (M* et M-31) pour les
androsténolones et m/e 372 (M™*) pour le 5x-choles-
tane. L'analyse des androstanediols est effectuée au
moyen d'une colonne en verre silanisé de 4 m x 3mm
et remplie de phase stationnaire OV-210 4 ¥, sur
Gas Chrom P silanisé, en programmant la tempéra-
ture de 1°C/mm a partir de 190°C et en détectant
les ions & mje 436 et mfe 421 (M* et M-15 respective-
ment).

Mesure de la radioactivité et évaluation des rende-
ments. Les composés radioactifs ont été comptés par
compteur a scintillation liquide Tri-Carb (Modéle
22175, Packard Instrument Co, Downergroves, U.S.A)).
Trois comptages ont été faits sur trois aliquotes a
différents stades de I'analyse. Le rendement global de
I'analyse est déterminé aprés chromatographie sur
couche mince, en faisant le rapport du nombre de
d.p.m. récupéré dans l'extrait au nombre de d.p.m.
ajouté, en **C pour la testostérone et en *H pour
le sulfate de DHEA. Ce rendement est de I'ordre de
70%.

Identification et dosage. Les androgénes identifiés
Pont été au moyen des guatre données suivantes: le
R, de la fraction de couche mince contenant le
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comnnsé: l'indice de méthylkéne (IM) du composé en
chromatographie gaz-liquide: la détection par frag-
mentographie de masse de deux ions caractéristiques:
le rapport de lintensité de ces réponses entre elles.
La testostérone a éé dosee par addition dans le
plasma d’une quantité connue de [4-'*C]-testostérone
servant d'étalon interne primaire, Ces deux composés
ayant le méme R; et le méme indice de méthyléne
sont différenciés par la détection des ions M™ et M-31
A mje 389 et 358 pour la testostérone non marquée
et des ions correspondant 3 m/e 391 et 360 pour
la ['4C]-testostérone (Fig. 2).

Nous avons établi une équation donnant directe-
ment la concentration de testostérone plasmatique a
partir de I'abondance des ions a m/e 389 (M*) et 391
(M + 2), du nombre de d.p.m. ajouté et du volume
de I'échantillon. Le rapport des abondances des ions
a m/e 391 et 2 m/e 389 pour la testostérone non mar-
quée est de 99,. Donc une masse p de testostérone
plasmatique donne des ions & m/e 389 et 391 dont
les abondances relatives sont respectivement i, et 0,09
i,. Nous avons mesuré en FM la pureté isotopique
de la [4-'*C]-testostérone dans I'échantillon utilisé
comme étalon interne: elle est de 90%. Donc une
masse a de [4-'*C)-testostérone ajoutée au plasma
donne des ions 391 et 389 dont les abondances rela-
tives sont respectivement (i, + 0,009 i,) et 0,1 i, ou
0,009 i, est la contribution isotopique des 10% de
testostérone non marquée de la solution de [4-'*C]-
testostérone ajoutée que nous négligerons dans le cal-
cul. Dans un mélange de testostérone non marguée
et de [4-'*C]-testostérone les intensités mesurées
sont:

i3gg = fp “+ 0,1 ia
i;g} = iﬂ + 0‘09 f'p

nous déduisons i, et i, de ce systéme d'équation. Or
i, et i, sont proportionnelles 4 p et 4 a dong

i389 — Q.1 i394
i3o1 — 0,09 340

Nous déduisons @, masse de [4-'*C]-testostérone
ajouté, du nombre y de d.pm. ajouté, de activité
spécifique de ja (4-'*C)-testostérone et de la masse
moléculaire de {a testostérone,

a=2210""y(eng)
=Y 10-12
a 31 10732 (en mole)

L'échantillon de plasma mesurant v ml, la concen-
tration de testostérone plasmatique est

Y iyge ~ 0,1 iz, -3
=22 220 x 1077 ng/ml
vizgy = 0,09i359

izge — O
c=T64L 38T 2 B9t yg-uzy
vizey — 0,09 i35
L’androstérone a été dosée en utilisant le Sa-choles-
tane, ajouté au réactif silylant, comme étalon interne
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Fig. 3. Fragmentogramme montrant Panalyse quantitative
simultanée de la testostérone et de [androstérone libres
du plasma de rat male adulte. L analyse quantitative de
la testostérone est faite par la détection des ions a m/e
389 et 358 (M* et M-31) pour la testostérone, mje 391
et 360 (M et M-31) pour la [4-'*C]-testostérone intro-
duite comme étalon interne primaire. Celle de Pandros-
térone est faite par détection de Tion & mje 360 {M-31).
Le Sa-cholestane utilisé comme étalon interne secondaire
est détecté par I'ion & m/e 372 (M*). Colonne de 3m, phase
QV.1 1%, température programmée a | C;mn & partir de
2000 C, Energie de bombardement des électrons 28eV.
L'échantillon correspond au lot no. 3 (Tableau 2) de 45 ml
de plasma de rat male 4gé de 3 mois. On ajoute au départ
77400 d.p.m. de [4-"*Cl-testostérone. Le rendement d'ex-
traction est de 57°,. L’injection correspond au 3/200 de
P'extrait et la quantité de 5x-cholestane par injection est
de 45 ng.

secondaire. Le 5a-cholestane est détecté par lion a
mfe 372 {(M™) et Pandrostérone par ion & m/e 360
{M-31). La masse d’androstérone injectée m, est
déduite de la masse de Sa-cholestane injectée m,, de
I'abondance H; de l'ion a m/e 360, de I'abondance
H, de lion a m/e 372 et du coefficient de réponse
K, de Vandrostérone par rapport au Sx-cholestane
(0,64).

my = m,K; &
H?

Cette relation a été vérifée pour m; variant de 0.5
a 10 ng, m, étant constant & 15 ng. La masse d’andros-
térone m; dosée par injection doit &ire ramenée au
volume de lextrait et corrigée par le rendement de
Pextraction ¢e qui donne la masse d’androstérone
dans Téchantillon de départ.

RESULTATS

Mise en évidence d'androgenes plasmatiques conjugués
el non conjugués

Dans la fraction des androgénes non conjugués
nous avons identifié la testostérone et 'androstérone
dans cing lots différents de plasma, comme le montre
la Fig. 3 qui représente le fragmentogramme de masse
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d'un extrait, avec le Sa-cholestane comme étalon
interne secondaire et la ['*C]-testostérone comme
étalon interne primaire (ions a m/e 391 et 360).

Le Tableau I résume les données qui ont permis
cette identification: Ry en CCM. indices de
méthyléne, ions caractéristiques et rapport de leurs
intensités.

Dans la fraction des androgénes conjugués nous
avons identifié les quatre isoméres de Pandrostane-3,
17f-diol. Le tableau 1 indique les données permettant
cette identification, en particulier la bonne séparation
chromatographique obtenue avec une colonne
OV-210. La Fig. 4 représente le fragmentogramme de
masse d'un extrait d’androgénes conjugués plasma-
tiques. Il révéle la présence du Sp-androstane-3f.
178-diol pic 1, du S«-androstane-3a-178-dio] pic 11,
du Sfi-androstane-3x. 17g-diol pic HL du 5x-andros-
tane-3f. 17p-diol pic 1V.

Dosages de la testosiérone et de landrostérone non
conjugudes

Nous avons dosé la testostérone non conjuguée sur
cing lots de plasma. Les résultats se situent entre
314 + 056 et 523 + 0.61 ng/ml et figurent au Tab-
leau 2. Un dosage radioimmunologique sur un six-
iéme lot, provenant de rat male agé de cing mois,
a donné une concentration de 2.88 ng/ml.

L’androstérone a é1é dosée sur trois lots de plasma:
les résultats se situent entre 206 + 035 et 356 +
0,40 ng/ml et figurent au Tableau 2.

Reproductibitité des deux dosages

Pour la méthode utilisant la [4-'*C]-testostérone
comme étalon interne primaire, I'écart type pour la
concentration de testostérone du lot 3, calculé sur six
mesures, est de 032 ng/ml, soit 9%, de la valeur
moyenne.

Pour ta méthode utilisant te 3«-cholestane comme
¢talon interne secondaire, I'écart type pour la concen-

tration d'androstérone du lot 3, calculé sur six
mesures, est 042ng/ml soit 149 de la valeur
moyenne.

Sensibilité des deux dosages

Le fragmentogramme de la Fig 3 a été obtenu
a partir de 3 pl d’extrait dans lequel on a trouvé 2.5 ng
de testostérone. Le pic fragmentographique donne un
rapport signal sur bruit de fond de 48 pour Ton &
m/e 389 et de 8 pour lion a m/e 358. La limite de
détection (10 fois e bruit de fond) est de 500 pg de
testostérone par injection soit 3,5 ng par échantilion
représentant | ml de plasma pour le lot no. 3. Dans
ces conditions le volume maximum injecté est de
7,5 ul de Pextrait repris dans le volume minimum de
50 pl.

La Fig. 3 montre que sur le méme fragmento-
gramme, on détecte 1,3 ng d’androstérone avec un
rapport signal sur bruit de fond de 42 pour lion &
mje 360 et de 2 pour Ton & m/e 391. La limite de
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détection est de 750 pg par injection, soit 5ng par
échantillon représentant 1.4 ml de plasma.

DISCUSSION

La dilution isotopique de la testostérone plasmati-
que par la [4-'*C]-testostérone non seulement con-
firme lidentification de la testostérone plasmatique
par identit¢ de leur Ry et de leur IM, mais de plus
permet un dosage rigourcux. En effet, Putilisation de
cet &talon interne primaire donne directement la
quantité de testostérone par comparaison, sur le
méme fragmentogramme, des réponses de I'étalon et
de la testostérone plasmatique. Toutes les variations
intervenant au niveau de la détermination du rende-
ment d'extraction, au niveau de Pinjection, de Vad-
sorpiion sur la colonne et de la détection sont ainsi
climinées. Le dosage au moyen d'un étalon interne
secondaire nécessite le choix d’une substance n’inter-
férant pas chromatographiquement avec les autres
composés étudiés et donnant un ion caractéristique
dont ia masse est voisine de celle des ions du composé
dosé. Cette méthode implique un étalonnage de Pap-
pareil pour chaque stéroide dosé et la détermination
du rendement d’extraction. Sa reproductibilité est un
peu moins bonne que celle de la méthode précédente,
mais elle reste du méme ordre de grandeur.

L’avantage majeur de la FM est sa haute spécificité.
Lidentification d'un stéroide est établie grace & un
faisceau d'informations: Ry IM. abondance relative
de fragments caractéristiques [8]. Cette méthode per-
met d'identifier des épiméres comme les isoméres de
Pandrostane-3, 178-diol. Cette spécificité €limine toute
interférence au cours du dosage, ce qui n'est pas le
cas de la radicimmunologie puisque la 52-DHT entre
en compétition avec la testostérone pour tous les
antisérums antitestostérone et donne 30 a 100°% de
réaction croisée [9-13]. La progestérone également
donne de 20 a 609 de réaction croisée selon les anti-
sérums [9-10], ainsi que l'androsténedione, 0 & 60%
[9-107 et que les deux S¢-androstane-3, 17f-diols, 0
a 17% [9-12]. Les androstane-3, {78-dicls entrent en
compétition avec Iandrostérone pour les antisérums
antiandrostérone et donnent 27% de réaction
croisée [13].

Les étapes de purification nécessaires & la FM
diminuent sa sensibilit¢ par rapport & la radio-
immunologie. Pour la testostérone ¢t 'androstérone
les limites de détection sont respectivement de 1Spg
[10-14} et 25 pg[13] par échantilion en radio-
immunologie contre 3,5 et 5ng en FM.

La FM permet de rechercher un trés grand nombre
de composés dans un échantillon. Non seulement dif-
férentes injections permettent analyse de différents
androgénes dans le méme extrait, mais de plus en
une seule injection plusieurs androgénes d'IM dif-
ferents peuvent étre identifiés et dosés. Ce type d'ex-
ploration est impossible en radioimmunologie ol sur
un seul échantillon seul un androgéne peut &tre dosé,
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Fig. 4. Fragmentogramme montrant Panalyse simultanée des androstanediols de la fraction des stérgides
conjugués du plasma de rat mile adulte. Les ions & m/e 436. m/e 421 correspondent aux fragments
M* et M-15. Colonne de 4m, phase OV-210 3%, température programmée & | C/mm & partir de
190°C. Energie de bombardement des électrons de 28¢V. Pic I 58-androstane-38, 178-diol; pic I1:
Sx-androstane-3a. 178-diol: pic 1II: 5f-androstane-3x. 17g-diol: pic IV: Sz-androstane-38. 17§-diol.

en revanche il peut I'Sire sur un trés grand nombre
d'échantillons.

11 semble donc intéressant d'exploiter la spécificité
et les possibilités d’analyse de la FM en utilisant cette
derniére comme méthode de référence.

Les méthodes publiées proposent comme dérivés
de la testostérone pour Panalyse e¢n phase gazeuse,
soit des diheptafluorobutyrates (diHFB){4-5], soit
des éthers de ditriméthylsilyle (QiITMS)[3]. Ces
dérivés donnent un ion moléculaire qui est le pic de
base et qui se situe dans une zone de masse supérieure
4 400: les interférences éventuelles avec le bruit de
fond de la colonne ou le bruit de fond biologique
sont donc diminuées. Les dérivés r-butyldiméthylsi-
lyiés (tBDMS) de la testostérone se fragmentent
peu [6], I'ion M-57 qui est le pic de base, est trés
intense. Tous ces dérivés ont donc I'avantage d’amé-
liorer la sensibilité de détection. En revanche les avan-
tages majeurs des dérivés MO-TMS sont: 1°) leur
grande stabilité, plusieurs mois, alors que les dérivés
d’énols sont trés instables, quelques heures d'aprés
leurs utilisateurs eux-mémes [3]; 2°) le rendement
quantitatif de leur formation alors que celui de ia
formation des dérivés diTMS est inféricur & 509 [31.
3°} leur spécificité élevée grice a Putilisation possible
de deux ions & m/e 389 (M7} et 358 (M-31) en FM
alors que les dérivés diHFB, diTMS ou tBDMS ne
sont détectables en FM que par un ion.

La testostérone plasmatique non conjugnée est le
seul androgéne circulant du rat méle qui ait été 'objet

de plusieurs analyses. Les concentrations que nous
avons déterminées sont comparables aux résultats
obtenus par capture d'électrons [15-16]. par double
dilution isotopique [17], par liaisons compétitives
avec des protéines [10], ou par radioimmunologie
[10,11,13,18,20,22]. Néanmoins certains auteurs
rapportent des concentrations supérieures a 7 ng/ml
[217, ou inférieures & 2 ng/mi [10-18] mesurées par
radioimmunologie. Pautre part les études de la vari-
ation du taux de testostérone au cours du développe-
ment du rat male aboutissent 3 des résultats contra-
dictoires {15, 19, 217 qui peuvent 8tre dis au fait que
différentes méthodes sont utilisées et/fou aux vari-
ations biologiques.

Les taux d’androstérone non conjuguée que nous
rapportons, sont de six 4 huit fois supérieurs a ceux
que Moger [13] a déterminés sur des rats maéles
Sprague Dawley de trois mois. Une étude de la vari-
ation de la concentration de Pandrosténedione non
conjugnée au cours du développement du rat male,
et un dosage chez I'adulte donnent des résultats gui
différent [15-17]. En revanche six analyses de la
5¢-DHT plasmatique non conjuguée du rat mile
aduite concordent et révélent des concentrations
allant de 0,15-0,6 ng/mi{10, 11,16,19,20, 22} Dans
Pétat actuel de notre technique nous n’avons pas mis
en évidence ces deux androgénes en raison de lewr
trop faible concentration (environ 10 fois plus faible
que celle de la testostérone). Par contre l'utilisation
de colonne capillaire en fragmentographie de masse,

Tableau 2. Taux plasmatiques de testostérone et d'androstérone libres déterminés chez des rats males
adultes par FM

Concentration de testostérone

Conceniration d'androstérone

Age des rats
donpeurs en en aM en ng/mi en oM en ng/ml
Lot mois + écart maximum + écart maximum + écart maximum + écart maximum
i Sai0 11+ 2 (3% 3,14 £ 056 non dosé
2 5aiz 8+23 523 + 061 non dosé
3 234 124 1(6) 3,55 + 0,41 1234 1,4 (6} 3,56 +044
4 5 114 1(5 3,35 +£ 022 11,9+ 14 (4) 344 + 049
5 5 14 4 1 (4 4,16 + 0,16 T3+ L1 (3) 2,06 +035

* Le nombre d'injections en CGL/SM figure entre parenthéses.
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développée dans ce laboratoire permet de gagner un
facteur supérieur a 10 en sensibilité [23]. Cette tech-
nique devrait donner accés & la mesure en FM des
faibles taux d'androgénes non accessibles avec les
techniques classiques utilisant les colonnes remplies.

Podesta et Rivarola ont rapporié la présence de
Sa-androstane-3a, 178-diol non conjugué dans le
plasma du rat mile sans étre certains de son identifi-
cation [20]. Moger identific également cet andros-
tanediol par radioimmunologie [13] et tout récem-
ment Corpechot [22] dose par radioimmunoclogic le
Sa-androstane-3a, 17f-diol (0,28 ng/mi) et le So-
androstane-38, 178-diol (0,22 ng/ml} non conjugués
dans le plasma de rat méle de 3 mois. Dans Iétat
actuel de notre technique, sans utilisation de colonne
capillaire, nous n’avons pas trouvé d’androstanediol
dans la fraction des androgénes non conjugués. En
revanche c'est la premiére fois & notre connaissance
que les quatre isoméres de P'androstane-3, 178-diol
sous forme conjuguée sont identifiés dans le sang du
rat male.
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