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SUMMARY 

Unconjugated and conjugated aodrogens were determined in rat plasma by a method combining mass 
fragmentography and isotopic dilution. Two internal standards were used: [4-‘*Cl-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 ngiml and 
androsterone: 3.56 & 0.44 ngiml. In addition four conjugated isomers of androstane-3. l7#?-diol were 
identified. 

INTRODUCTlOh 

Les dosages de testostkrone et d’androstirone plasma- 
tiques peuvent etre faits. de facon simple et rapide 
par radioimmunologie. D’autres mtthodes ont tti: 
propokes: dosage enzymatique. dosages par capture 
d’ilectrons, par double dilution isotopique. par liaison 

compktitive avec les protkines. Nkanmoins. la grande 
variabiliti: des rksultats obtenus pour le dosage de 

la testostkrone plasmatique du rat mile adulte fait 
apparaitre la dcessitk d’une mkthode de rifkrence. 
La fragmentographie de masse (FM) qui est une 
mkthode trQ spbcifique, reproductible et sensible. 
r&pond g ce besoin. Le dosage des androgtnes plas- 
matiques peut itre rendu rigoureux par I’utilisation 
d’isotopes marques au 14C ou au ‘H comme ttalons 

internes primaires. Une determination simultante 
d’androgknes plasmatiques par FM et dilution isoto- 
pique est propoke. Elle dkrive d’une mkthode mise 

au point dans ce laboratoire pour la mesure du rap- 
port isotopique ‘T/‘*C de la [4-‘4C]-testosttrone et 

de ses mktabolites-‘4C par fragmentographie de 

masse, dans des celfules isoltes de foie maintenues 
en cultures ritplicatives [I]. Notre mtthode difikre des 
autres d&terminations de la testostirone par 
FM [2-63, par I’utilisation de dtrivts mkthoxime- 
trimt5thylsilylb (MO-TMS), dont les avantages 

majeurs sont la grande stabilite. la formation quanti- 

tative et la prbence dans le spectre de masse d’ions 
M’ et M-31 dont I’enregistrement alternatif g haute 

* A qui la correspondance et les demandes de tires g 

part doivent ttre adressies. 

frequence, augmente la sp&ificitt de la dttection. Par 
ailleurs elle permet l’analyse dans la mPme expkrience 
de plusieurs androgks plasmatiques libres et con- 
jug&s du rat mile adulte. 

MATERIEL ET METHODES 

Le sang est prtlevi sur des rats m&s de race Wis- 
tar (US Commentry fnstitut de la Recherche Agrono- 
mique. Dijon. France) Lgts de 5 B 10 mois. Le schCma 
des dil%entes ttapes de la mkthode est don& par 
la fig. 1. 

Pr~parution de I’exrrair. La prtparation de I’extrait 
est un amtnagement d’un protocole prkedkmment 
dtkrit [73. Les Ctalons internes primaires (introduits 
au dipart avant I’extraction): [4-‘4C]-testosttrone 
(59 Ci/mol; Radiochemical Center, Amersham, Angle- 

terre) et sulfate de [7x-3H]-dthydr&piandrostCrone 
(800 g 1000 Ci/mol; Radiochemical Center. Amer- 
sham, Angleterre) sont ajoutks a un volume connu 
de plasma (30 ml) B raison de 80.000 d.p.m. et 360.000 
d.p.m: respectivement. Le plasma est soumis aux 
ultra-sons puis verse goutte ?I goutte’ dans du 
mithanol. La proportion finale mtthanol-plasma est 
de 7:3, v/v. Le prCcipitC obtenu est centrifugk B 

- IYC. Le methanol est evapork et les androgknes 
non conjuguks sont extraits deux fois par un volume 
d’kther dikthylique. La phase &her&e est lavke par 
1: IO. v/v d’eau distillke. Du sulfate d’ammonium est 
dissous dans la phase aqueuse 5: IO. p/v et les 

androgknes conjugub sont extraits deux fois par un 
volume de mitlange &her-Cthanol (3:l. v/v). Cet 
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Fig. 1. S&ma reprksentant les diffkrentes itapes de I’anal)se d’androgknes libres et conJugu6s dans 

le sang. 

extrait est Cvaport a set et repris par du tampon Purification par chromatographie sur couche mince 
a&ate 0,5 M g pH 5. Du WC d’Helix pomatia (Indus- (CCM). L’extrait contenant les androgenes non con- 
trie Biologique Francaise, Gennevilliers, France) est juguts ou I’extrait contenant les androgknes lib&%, 
ajoutt pour obtenir une concentration finale de 5.000 est &vapor6 a set et repris par 200 g 300~1 d’Cthanol 
U/ml de sulfatases et le mClange est laissk 48 h g 37°C. puis d&post sur une couche mince de gel de silice 
Les androgenes lib&&s sont extraits deux fois par un F 254 de 0,5 mm d’tpaisseur (Merck, Darmstadt, Alle- 
volume d’acetate d’Cthyle. Les androgines non hydro- magne). Ce d&p& est encadrC par deux dtpBts d’an- 
lysts sont extraits comme pr&demment, Cvapor&s g drogtnes de rtfkrence (Ikapharm, Ramat-Gan, Israel 
set, repris par de I’a&tate d’Cthyle acidit% et laisses et Searle, Naucalpan, Mexico). Deux dCveloppements 
16 h g 39°C. La solution est alors lavte par du bicar- successifs sont effect&, le premier par de Ether di- 
bonate de sodium I M puis par de I’eau distillCe. isopropylique. le second par le mClange a&toneGther 

4- “C - testost&rone MO-TMS M=391 70eV 
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Fig. 2. Spectres de masse B 70eV de la testostkrone MO-TMS et de la [4-‘%Z]-testosttrone MO-TMS. 
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di-isopropylrque (4:6, v/v). Les parties laterales de la cornnose: l’indice de m&byb&te (IM) du compose en 
plaque sont vaporides par un melange acide sulfuri- cnromatographie gaz-liquide: la detection par frag- 
que-methanol (2:8. v/v), et revel&s. Les androgtnes mentographie de masse de deux ions caracteristiques: 
d’origine plasmatique sent extraits des bandes de gel Ic rapport de l’intensiti de ces reponses entre elles. 
par du methanol pendant douze heures a WC, puis La testostirone a kC dosee par addition dans Ie 
une deuxieme fois aprb exposition aux ultra-sons. plasma d’une quantite connue de [4-‘4C]-testosterone 

C~r~~ut~~~~p~ie gaz-fiquide (CGL) et frogmentogro- servant d‘etalon interne primaire. Ces deux composes 
phir de musse. L’extrait mis a set est repris par 200~1 ayant le mime RF et le meme indice de mtthyline 
d’une solution de chlorhydrate DO-m~thyloxyamine sont differencies par la detection des ions M’ et M-31 
(Pierce Chemical Co. Rockford. U.S.A.) a 16 m&ml a m/e 389 et 358 pour la testosterone non marquee 
darts de la pyridine anhydre et laisst 3 h Q 65’C: la et des ions correspondant g mje 391 et 360 pour 
pyridine est evaporte et l’extrait est repris par 200~1 la [“C]-testosterone (Fig. 2). 
de bis(trimCthyIsilyl)trifluoroac&amide, (BSTFA). Nous avons ttabli we equation donnant directe- 
(Supelco, Bellefonte, U.S.A.) contenant I5 ngipl de ment la concentration de testosterone plasmatique a 
Sa-cholestane servant d’ttalon interne secondaire (in- partir de I’abondance des ions a m/e 389 (M’) et 391 
troduit ap& I’extraction avant I’analyse en phase (M + 2). du nombre de d.p.m. ajoute et du volume 
gazeuse). La solution est laisste I2 h a 65X. Les de l’ichantillon. Le rapport des abondances des ions 
extraits sont analyses en fragmentographie de masse a m/e 391 et a m/e 389 pour la testosterone non mar- 
au moyen d’un chromatograpbe en phase gazeuse q&e est de 9”;,. Done une masse p de testosterone 
couplC a un spectromttre de masse (LKB-9000, pl~matique donne des ions a m/e 389 et 391 dont 
Bromma. Suede). La tem~rature de I’injecteur est de les abondances relatives sont respectivement i, et 0.09 
260°C celle du separateur de 28o”C, celle de la source i,. Nous avons mesure en FM la puretc isotopique 
ionique de 290°C. La tension d’acceleration est de de la [4-“C&testosterone dans Kchantiilon utilise 
35OOV et le courant recueilli par le collecteur d’elec- comme etalon interne: elle est de 90%. Done une 
trotis de 60pA. Les fragmentogrammes sont enre- masse a de [4-‘4C]-testostCrone ajoutee au plasma 
gist& pour une tnergie d’ionisation de 28 eV. Le gaz donne des ions 391 et 389 dont les abondances rela- 
vecteur est I’helium dont le debit est de 30 ml/mn a tives sont respectivement (i. + 0,009 i.) et 0.1 i, ou 
180°C. Le dosage des androstanolones et celui des O,OO!? i, est la contribution isotopique des 10% de 
androsttnolones est effect& au moyen dune colonne testosterone non marquee de la solution de [4-‘4C]- 
en verre silanist de 3 m de longueur et de 3 mm de testosterone ajoutte que nous negligerons dans le cal- 
diametre interieur; le remplissage est effect& par du cut. Dans un melange de testosterone non marquee 
Gas Chrom P lavc aux acides. silanisi et imprCgnP et de [4-“Cl-testosterone les intensitis mesurb 
de phase stationnaire OV-1 $ 1%; la temperature est sont: 
programmee au taux de i’C/mn & partir de 2oo’C. 
On dttecte les ions Q m/e 391 et m/e 360 (M’ et 

i3a9 = i, + 0,I i, 

M-31) pour les androstanolones et la testosterone- 
&1 = i, + 0,09 ip 

4-‘&C, m/e 389 et m/e 358 (M’ et M-31) pour les nous deduisons i, et i, de ce systeme d’equptioa. Or 
androstinolones et m/e 372 (M+) pour le Sa-choles- i, et i, sont proportionnelles a p et a a domt 
tane. L’analyse des androstanediols est effactt& au 
moyen dune colonne en verre silanisC de 4 m Y 3 mm P 1 

&es - 0.1 i39i 
=L1 

et remplie de phase stationnaire OV-210 a 3”/, sur t391 - 0.09 &9’ 

Gas Chrom P silanise, en programmant la tempera- 
ture de 1”Cimm a partir de 19O’C et en dttectant 

Nous dtduisons a, masse de [4-‘4C]-testosterone 

les ions a m,ie 436 et m/e 42 I (M l et M- I5 respective- 
ajoutt, du nombre y de d.p.m. ajoutt. de I’activite 

ment). 
specifiqw de In [4-t*C&testostCrone et de la masse 

Mesure de la radioactivir~ et ~valuuf~on des rende- 
moleculaire da la tcutoat&5tu. 

merits. Les composes radioactifs ont et& comptes par a = 2.2 WizyLMI g) 
compteur fi scintillation liquide Tri-Carb (Mod&e 
2275, Packard Instrument Co, Downergroves, U.S.A.). 
Trois comptages ont ete faits sur trois aliquotes a 

a = & 10Wrz (en mole) 

different5 stades de I’analyse. Le rendement global de 
l’analyse est determine aprb chromatographie sur 

Lechantillon de plasma meSurant v ml, la.conan. 

couche mince, en faisant le rapport du nombre de 
tration de testosterone plasmatique est 

d.p.m. r&cup&e dans I’extrait au nombre de d.p.m. 
ajoute, en i4C pour la testosttrone et en 3H pour 

c = 22y- r369 - OJ i39i 
’ L: iJ9i - 0,09i,,, 

x IO-‘@ml 

le sulfate de DHEA. Ce rendement est de l’ordre de 

70%. 
c=764y- i3a9-0.1i391 

ide~r~cation et dosage. Les androg&nes identifib 1’ i 39, - 409 iss9 lo- i2 M 

Font ettf: au moyen de-s quatre don&s suivantes: Ie L’androstirone a ttC dosee en utilisant le kr-choles- 
R, de la fraction de couche mince contenant le tane, ajoute au reactif silytant, comme &Ion intanc 
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Fig. 3. ~ra~mentogramme montrant i’anatyse yuantltativr 
simultante de la testosterone et de I’androstkone libres 
du plasma de rat mLle ad&e. L’analyse quan~ltative de 
la testostkrone est faite par la dktection des ions & m/r 
389 et 358 (M’ et M-31) pour la testosterone, !niV 391 
et 360 (M’ et M-31) pour la [4-“C]-1esrostkrone mtro- 
duite camme &talon interne primsire. Ceile de I’andros- 
ttrone est faite par dttection de t’ion 5 m:~ 360 (M-31). 
Le Ss-cholestane utilisi: comme Ctalon interne secondaire 
est detect6 par I’ion A m/v 372 (M+). Colonne de 3m. phase 
OY-1 I”,,. temperature programmke B I C;mn i partir de 
200 C. Energie de bombardement des Clcctrons 28 eV. 
L’&$tantillon correspond au lot no. 3 (Tableau 2) de 35 ml 
de plasma de rat m%e LgC de 3 mois. On ajoute au depart 
77400 d.p.m. de C4-‘4Cj-testostCrone. Le rendement d’ex- 
traction est de 57”,,. L’injection correspond au 3/200 de 
I’extrait et la quantiti de Sr-choiestane par injection est 

de 45 ng. 

secondaire. Le Sr-cholestane est dhectk par I’ion B 
m/e 372 (M’) et I’androstkrone par I’ion A m/e 360 
(M-31). La masse d’androstkrone inject&e m, est 
deduite de la masse de Sa-cholestanc injectie m,, de 
I’abondance Hi de l’ion B m/e 360, de l’ahondance 
W, de I’ion A m/e 372 et du coefficient de rtponse 
K, de I’androsttrone par rapport au Sr-cholestane 

(O&4). 

Cette relatton a Cti v&Se pour m, variant de OS 
& IO ng, me Ctant constant B 15 ng. La masse d’andros- 
t&one mi do&e par injection doit ttre ramenke au 
volume de l’extrait et corrigk par le rendement de 
I’extraction ce qui donne la masse d’androsterone 
dans l’ikhantillon de depart. 

RESULTATS 

Dans la fraction des androgknes non conjuguks 
nous avons identiiik la testostkrone et I’androsdrone 
dans cinq tots diErents de plasma, comme le montre 
la Fig. 3 qui reprksente le ~ragmentogramme de masse 

d’un extrait. avec ie Sa-cholestane comme &talon 
interne secondaire et la [ “C]-testost&one commc 
ktalon interne primaire (ions B n~,r 391 et 360). 

Le Tableau 1 r&me les don&es qui ont permts 
cette identificat~ot~~ & en KM. indices de 
m&hylkne, ions caractkistiyues et rapport de leurs 
intensk. 

Dam la fractton des androgknes conjuguks nous 
avons identifik les quatre isomkres de I’androstane-3, 

17&diol. Le tableau I indique les donnkes permettant 
cette identification. en particulier la bonne separation 

~hro~latographique ohtenue avec une colonnc 
OV-210. La Fig. 4 reprisente le fragmentogramme de 
masse d’un extrait d’androgknes conjugwk plasma- 
tiques. II r&Ye la prksence du 5/Gandrostane-3/j. 
17P-diol pit I, du Sa-androstane-?z-17/&diol pit II. 
du 5jk+ndrostane-3r. 17/i-dial pie III, du Sr-andros- 
tanc-30. I ?/Sdiol pie IV. 

Nous avons do& la testostkrone non conjuguke sur 
cinq lots de plasma. Les rbultats se situent entre 

3.14 i 0.56 et 5.23 1 0,61 ngiml et figurent au Tab- 
leau 2. Un dosage radioimmunologique sur un six- 

i&me lot. provenant de rat mile fgt? de cinq mois, 
a donnC une concentration de 2.88 ngjml. 

L’androsttrone a ktk do&e sur trois lots de plasma: 
les rksuttats se situent entre 2.06 i: 0.35 et 3.56 & 
0.40 ng/ml et figurent au Tableau 2. 

Pour la mkthode utilisant la [J-“C]-testost&one 
comme &talon mterne primaire. I’Ccart type pour la 

concentration de testostkrone du lot 3. calcut6 SW six 
mesures, est de O,32 ng:ml. soit 9”<, de ta valeur 
moyenne. 

Pour la mkthode utilisant ie 5a-cholestane comme 
&talon interne secondaire, l’kart type pour Ia concen- 
tration d’androstkrone du lot 3, calcult sur six 
mesures, est 0,42 ng/ml soit 14”,, de la valeur 
moyenne. 

Le frag~lentogra~lm~ de la Fig. 3 a CtC obtenu 
ri partir de 3 ~1 d’extrait dans lequel on a trouvt 2.5 ng 
de testostkrone. Le pit fra~mentographique donne un 
rapport signal sur bruit de fond de 48 pour I’ion & 
m/e 389 et de 8 pour I’ion a m/e 3%. La Iimite de 
dktection (IO fois le bruit de fond) est de 500 pg de 

testostkrone par injection soit 3,5 ng par Cchantillon 
reprksentant 1 ml de plasma pour le lot no. 3. Dans 
ces conditions le volume maximum inject6 est de 
7.5~1 de l’extrait repris dam le volume minimum de 
50/A. 

La Fig. 3 montre que sur le m$me fragmento- 
gramme, on dktecte I,3 ng d’androst~rone avec un 
rapport signal sur bruit de fond de 42 pour I’ion a 
rn/~ 360 et de 2 pour l’ion B m/e 391. La limite de 



detection est de 750 pg par injection, soit 5 ng par 
echantillon reprisentant 1.4 ml de plasma. 

La dilution isotopique de la testostkrone pfasmati- 
que par la colic]-testosterone non settlement con- 
firme l’ide~t~fication de la testosterone plasmatique 
par I’idenfiti: de leur R, et de Ieur TM, mais de plus 
permet un dosage rigoureux. En &et, f’utihsation de 
cet &taIon interne prima& donne directement la 
quantite de testosdrone par comparaison, sur le 
m&me fragmentogramme, des reponses de Rtalon et 
de la testosterone plasmatique. Toutes les variations 
intervenant au niveau de la determination du rende- 
ment d’extraction, au niveau de f’injection, de I’ad- 
sorption SW la cohnne et de la detection sont ainsi 
Cfiminees Le dosage au moyen d’un &talon interne 
secondaire necessite te choix dune substance n’inter- 
&ant pas ~~romato~aphiquement avec les autres 
composes &dies et donnant un ion cara~t~ristique 
dont ta masse est voisine de cehe des ions du compose 
do& Cette methode imphque un Btalonnage de I’ap- 
pare2 pour chaque steroide dose et la d&termination 
du rendement d’extraction. Sa reproductibilite est un 
peu moms bonne que celle de’ la methode precedeme, 
mais elle reste du meme ordre de grandeur. 

L’avantage majeur de la FM est sa haute specificit& 
Z’identification d’un z&r&de est etabhe g&e a un 
faisceau d’informations: R,. IM. abondance relative 
de fragments caracteristiques fg]. Cette mkthode per- 

met d’jde~tifi~r des Cpimhes comme les isom~r~s de 
~androstan~-3, 17/3-dial. Cette spkcificite elimine toute 
interference au cows du dosage, ce qui n’est pas le 
cas de la rad~o~rnrn~~u~o~~e puisque la 5AWT entre 
en compitition avec la testosterone pour tous les 
antiserums antitestost&one et donne 30 B lOt&, de 
reaction croisee [9-131. La progesterone Cgalcment 
donne de 20 & 600/, de reaction croisee selon les anti- 
serums [9,-IOJ, ainsi que I’androstenedione, 0 ti 60% 
[9-IO] et que les deux See-androstane-3, 17@iiols. 0 
A 1%; [S.-l 23. La androstane-3. t 7p-dials entrent en 
~om~t~tion avec I’androsterone pour Ies antiserums 
antiandrost~rone et donn~nt 27% de riaction 
croisee [ f3]. 

Les &tapes de purification nicessaires Q la FM 
dimmuent sa sensibifitC par rapport B ta radio- 
imrkunofogie. Pour la testosterone et l’androstirone 
tes iimites de detection sent respectivement de 15 pg 
[lO-141 et 25 pg [13] par bchantillon en radio- 
immunologie contre 3,5 et 5 ng en FM. 

La FM permet de rechercher un tres grand nombre 
de composes dam un tchantiilon. Non seulement dif- 
f&entes injections permettent I’anaiyse de diKerents 
androgines dans le m&me extrait, mais de plus en 
une se& injection pfusieurs androgtnes d’IM dif- 
f&rents peuvent kre identi~~s et doses. Ce type d’ex- 
ptoration est impossible en rad~oimmunoiogi~ au sur 
un seul dchantiflon seui un androg&ne peut etre dose, 



Fig. 4. Fragmentogramme montrant I’analyse simuItan&e des androstanediofs de la fraction des stirdides 
conjug& du plasma de rat m&k adulte. tes ions B m/e 436. m/a 42I correspondent aux fragments 
M+ et M-15. Ccllonne de 4 m, phase Off-210 3”;,. tempt’rature programm&e B i C~mm B partir de 
190°C. Energie de ~ombardemen~ des electrons de 28 eV. Fit I: ~~-androstane~3~. t 7&&d; pit II: 
Sr-androstane-3x. I ‘Ifi-dial: pit IIf: ~~-androstane-3~. I7&diol: pie IV: 5~-androstane-3~~ 1 ‘l&diol. 

en revanche ii peut I’Etre SW un trt% grand nombre 
d%chantiilons. 

11 semble done intkressant d’expioiter la sptcificite 
et les possibilitks d’analyse de la EM en utilisant cette 
dernike comme mkthode de rifkence. 

Les mtthodes publiies proposer0 comme dCrivCs 

de la testostkrone pour l’anaigse en phase gazeuse, 
sait des d~he~tafluorobutyrat~ (diWF3) [Q-S], soit 
des &hers de ditr~m~thylsi~y~e (diTMS) [3]. Ces 
d&iv&s donnent un ion molkulaire qui est ie pit de 
base et qui se situe dans une zone de masse supkrieure 
B 400: ks interfkences iventueiles avec Ee bruit de 
fond de fii colonne ou te bruit de fond bio~og~que 
sont done diminukes. Les d&i&s ~-buty~d~m~thy~sj- 
lylts (tBDMS) de la testostkone se fragmentent 
peu [a], I’ion M-57 qui est le pie de base, est trts 
intense. Tous ces d&iv&s ant danc Yavantage d’amk- 
liorer la sensibilitk de d&e&on. En revanche les avan- 
tn@;es majeurs des d&iv& MO-TMS sont: I”) leur 
grande stab&t&, plusieurs mois, alars que les dir&k 
d%nols scmt trts instables, queiques heures d’aprks 
ieurs utilisateurs eux-mbmes [3] ; 2”) ie rendement 
quant~tat~f de feur formation alors que celui de la 
Formation des d&iv&s diTMS est infkrieur B 5@~< [3]. 
3”) feur sp&ciLitk ifev&e g&e I ~ut~~~sat~on possibge 
de deux ions A m/e 389 (M’) et 358 (M-31) en FM 
aiors que les d&rids diHFB, diTMS QU tBDMS ne 
sant dktectables en FM que par un ion. 

La testostkrone plasmatique non canjugute est le 
seul androgtne circulant du rat mile qui ait ktk l’objet 

de plusieurs analyses, Les ~on~e~trat~o~s que noua 
avons d&termineek sont cornparables aux rkultats 
obtenus par capture d’tlectrons [IS-16). par double 
dilution isotopique 1171, par liaisons compktitives 
avec des protkines [ 101, ou par radioimmunologie 
[IO, t 1, 13, l&20,22]. NCanmoins certains auteurs 
rapportent des concentrations supkrieures k 7 n&ml 
[21], ou inf&ieures ri 2 t&ml [IO--IS] mesuries par 
radioimmunolog~~. D’autre part les ttudes de La vari- 
ation du taux de testosttrone au tours du dkveloppe- 
ment du rat m%e abwtissent A des r&suitats contra- 

dict&es [is, 19, Zi] gui peuvent Stre dik au fait que 
diffL?rentes rn~th~~s sunt utilisks etfou aux vari. 
ations b~o~~~iques. 

Les taux d’andrastkrone non conjuguie que rmus 
rapportons, sont de six A huit fois supkrieurs A crux 
que Moger [13] a dktermints sur des rats m&es 
Sprague Dawley de trois mois, Une itude de la vari- 
ation de la concentration de I’androsttnediane non 
conjugube au COWS du dCvebppement du rat m&le, 
et un dosage chez l’adufte donnent des rbuitais qui 
diffkent [H-17]. En revanche six analyses de la 
SDI-DHT ~l~rnat~que non conjuguke du rat mPie 
ad&e cancordent et r&&lent des concentrations 
aflant de &15-0,6 n&ml [X4 f f, 16, 19% 20,X?]. Dans 
tBtat actuel de notre technique nous n’avons pas mis 
en bvidence ces deux androgkes en raison de leur 
trop faible concentration (environ 10 fois plus faible 
que celle de la testosterone). Par contre I’utilisation 
de colonne capillaire en fragmentographie de masse, 

Tableau 2. Taux plasmatiques de twosdrone et d’androstkone libres dkterminh chez des rats m&s 
ad&es par FM 

Concentration de testostCrune Concentration d’androstkone 
Age des rats 
donneurs en en nM en ng+knl en aM en ngiml 

Lor mois & &cart maximum + &cart maximum + Cart m~~rnu~ F &art maximum 

I 5 B IO 11 1 2 (3)$ 3J4 * 456 non do& 
2 5B I2 18 I 2 (31 5,23 + U&i non do& 
3 294 12 rt: 1 (6) 3,55 * 0,41 1X,3 -r_ I,4 (6) 3,56 + 0,44 
4 5 II jI 1 (5) 3,35 + 0,22 11,9 k 1,4 (4) 3,44 * 0,49 
5 5 14 rt: 1 (4) 4,16 f 0.16 7,1 f 1,l (3) 2,06 + 0.35 

l Le nombre d’inje&ons en CGL/SM figure entre parenthkses, 
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dtveloppke dans ce laboratoire permet de gagner un 
facteur supkrieur h 10 en sensibilitk [23]. Cette tech- 

nique devrait donner accts a la mesure en FM des 
faibles taux d*androg&nes non accessibles avec ks 
techniques classiques utitisant Ies colonnes remplies. 

Pod&a et Rivarola ont rapport& la pr&sence de 
5a-androstane-3a, 17&diol non conjuguk dans le 
plasma du rat mQle sans &tre certains de son identifi- 
cation [20]. Moger identifie Bgalement cet andros- 

tanediol par radioimmunoiogie [I 31 et tout rtcem- 
ment Corpechot [22] dose par rad~oimmu~oIo~e le 
5a-androstane-3a, 17&diol (0,28 ngjmt) et fe 5n- 
androstane-38, 17&diol (0,X ng/ml) non conjugub 
dans le plasma de rat mile de 3 mois. Dans P&at 
actuel de notrr technique, sans utilisation de colonne 
capiliaire, nous n’avons pas trouvi d’androstanediol 
dans la fraction des androgbnes non conjugds. En 
revanche Lest la premikre fois B notre connaissance 
que les quatre isomeres de l’androstane-3, I?@-dial 
sous forme conjuguee sont identifies dans le sang du 
rat mile. 
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