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RESUME

Chez la Truie gravide 1'eestrone est le principal cestrogéne dans l'urine ; cependant divers
travaux montrent l'existence d’autres ocestrogénes urinaires. Aprés injection intraveineuse
d’cestrone-14C et d’cestradiol 178-°*H 2 une Truie gravide nous avons entrepris ’analyse des cestro-
genes radioactifs dans l'urine a I'aide de deux méthodes :

— la premiére a été décrite par BREUER (1964) ;

— la seconde dérive de celle qui a été décrite par ADLERCREUTZ et LUUKAINEN (1967) (fig. 1
et 2).

Nous avons isolé et identifié par le test de cristallisation jusqu’a activité spécifique cons-
tante les ocestrogénes suivants dans 'urine de Truie gravide: cestrone, 2-méthoxy-cestrone, 16a
hydroxy-cestrone, 16 céto-cestradiol 17(, cestradiol 17a et 173, et I'cestriol et ses 3 épiméres ;
tous ces composés sont marqués au tritium et au carbone-14 (tabl. 2 et 3). L’cestrone a été isolée
en quantité suffisante pour étre identifiée par son spectre infrarouge (fig. 3) et son point de fusion.

Une grande partie de I’cestrone (8o p. 100) n’est pas métabolisée (tabl. 4) ; l'cestradiol 173
injecté est complétement transformé, principalement en cestrone; la 16a hydroxy-cetrone et
le 16 céto-cestradiol 17 sont ensuite les principaux métabolites. I1 y a trés peu d’cestriol.

Bien que certaines transformations n’aient pas été démontrées chez la Truie gravide, nous
avons établi un schéma du métabolisme des cestrogénes, schéma (fig. 4) qui est discuté.

INTRODUCTION

Les cestrogénes, chez la Truie, sont exclusivement éliminés dans I'urine (TERQUI,
RomBauTs, FEVRE, 1968). Les travaux de FEVRE (1968, 1970 4 et b) ont montré
d’une part le réle essentiel de 1’ensemble faetus-placenta dans la biosynthése des
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cestrogénes, d’autre part la trés faible utilisation des précurseurs stéroides d’origine
maternelle. Le dosage des cestrogénes dans l'urine, au cours de la gestation chez la
Truie, permet donc de déterminer la production d’cestrogéne et d’apprécier ainsi
Iactivité foeto-placentaire.

Chez la Truie, I'cestrone est le principal cestrogéne urinaire (VELLE, 1959) et
son élimination par I'urine, au cours de la gestation, est bien connue (L uNAAs, 1962 ;
RomeAauTs, 1962 ; REASIDE, 1963). BREDECK et MAYER (1958), RoMMEL et ROMMEL,
(xg962), KuBoMICHI {1966) ont trouvé de 1’cestradiol et de I'cestriol dans l'urine de
Truie ; VELLE (1959) pour sa part n’excluait pas la présence de ces deux composés
cependant en faible quantité. Nous avions montré que I'cestrone et I'cestradiol ne
représentent que 50 4 75 p. 100 de laradioactivité del'urine aprés injection d’cestrone-
4-4C et d’eestradiol 17p-6,7 *H i des Truies (TERQUI, RoMBAUTS, FEVRE, 1968).

Ces différents résultats laissaient supposer l'existence dans l'urine de Truie
gravide d’autres composés radioactifs dont nous avons entrepris 1'analyse et I'iden-
tification.

I. — MATERIEI, ET METHODES

A. — Matériel

I. — Awnimaux.

Nous avons utilisé des Truies de race Large White. L’cestrone 14C et I'cestradiol ®H 170 radio-
actifs furent administrés par voie intraveineuse & différents moments de la gestation.

II. — Stéroides.

Les stéroides standards ont été recristallisés par le mélange méthanol-ean ou méthanol-
hexane. Les points de fusion et les spectres infrarouge ont été contrdlés. Les abréviations et les
noms communs utilisés dans le texte sont définis dans le tableau 1.

TABLEAU I

Liste des abréviations et noms communs des astrogénes

E, (Estrone 3-hydroxy-cestra-1,3,5 (10)-triéne-17-one

2 Me OE, 2 Méthoxy-cestrone 2-Méthoxy, 3-hydroxy-cestra 1,3,5 (10)-tri¢ne-17-one
160 OHE, 16a hydroxy-cestrone 3,16a-dihydroxy-cestra-1,3,5 (10)-triéne-17-one

16 céto-E, 178 16 céto-cestradiol 178 |3,17B-dihydroxy-cestra-1,3,5 {10)-tri¢ne-16-one

E, 178 Estradiol 173 3,17B-dihydroxy-cestra-1,3,5 (10)-triéne

E, 17 (Estradiol 17« 3,17-dihydroxy-cestra-1,3,5 (10)-triéne

Eq (Estriol 3,16a, 17B3-trihydroxy-cestra-1,3,5 (10)-triéne

16 épi-E, 16 épi-cestriol 3,16Q3, 173-trihydroxy-cestra-1,3,5 (10)-triéne

17 épi-E4 17 épi-cestriol 3,16, 17x-trihydroxy-cestra-1,3,5 (10)-triéne

16, 17 épi-Eg 16, 17 épi-cestriol 18,163, 17uc-trihydroxy-cestra-1,3,5 (10)-tri¢ne

B. — Méthodes

1. — Séparation des cestrogénes.

Aspect qualitatif.

Pour déterminer la nature des différents métabolites radioactifs nous avons utilisé la méthode
décrite par BREUER (1964) qui consiste en une série de chromatographies sur papier. .
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Aspect quantitatif.

Pour mesurer la radioactivité dans les différents métabolites nous avons utilisé la technique
suivante :

les échantillons de 20 ml d’urine ont été soumis & une hydrolyse enzymatique. Les premiéres
étapes (extraction par l’éther éthylique, réaction de Girard et séparation en fractions polaire
et non polaire) sont celles qui ont été décrites par ADLERCREUTZ et LUUKKAINEN (1967). Les
quatre fractions ainsi obtenues ont été chromatographiées afin de purifier et de séparer les diffé-
rents cestrogénes selon le protocole ci-dessous.

1. Fraction cétonique (fig. 1).

a) Fraction cétomique non polaive. Cette fraction contient I'cestrone et la 2 méthoxy-
cestrone. Elle est chromatographiée horizontalement sur couches minces de gel de silice H (0,5 mm
d’épaisseur) pendant une heure dans du dichlorométhane. L’cestrone (mobilité Mb = 2,6 cm/h)
et la 2 méthoxy-cestrone (Mb = 5,8 cm/h) sont révélés par le mélange chlorure ferrique-ferri-
cyanure. Les zones qui correspondent aux standards sont récupérées puis les stéroides sont élués
par 10 ml de méthanol selon la technique d’ATTAL ¢f al. (1967) ; le méthanol est évaporé.

FRACTION CETONIQUE

POLAIRE= #NON-POLAIRE
CCM A : Chloroforme CCM horizontale 1 heure
B : Dichlorométhane Dichlorométhane

C : Benzéne

Colonne de Silicagel E, 2 Me OE,

Fraction 160¢ OHE, + 16 céto-E,

CP Formamide/Chloroforme CCM Systéme C de Lisboa CCM chioroforme
16c¢ OHE, 16 céto-E,
CCM CCM

Chloroforme/Ether (50 : 50)

Y

16 OHE, 16 céto-E4 170 E, 2 Me OE,
CP Chromatographie sur papier
CCM Chromatographie en couches minces

Fic. 1. — Schéma de séparation de la fraction cétonique

Les deux fractions sont ensuite rechromatographiées sur couches minces de silicagel G :

— la fraction 2 Me OE, dans le chloroforme (Rp E, = 0,14 R g2 Me OE, = 0,32) ;
— la fraction cestrone dans le systéme C de LisBoa (1962) (Rr E,; = 0,50).
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Les zones correspondant respectivement & la 2-méthoxy-cestrone et & 1’cestrone ont été récu-
pérées et les stéroides élués.

Aprés évaporation du méthanol, 10 ml de benzéne et 1 ml d’eau sont successivement ajoutés,
puis centrifugés pour éliminer le gel de silice.

b) La fraction cétonique polaive. Elle est déposée sur couche mince de silicagel H et le
chromatogramme est développé successivement dans le chloroforme, le dichlorométhane et le
mélange de benzéne et d’éther éthylique (50 : 50) (Rr 166 OHE; Ry 16 céto-E, 178 = 0,45).

La zone des cestrogénes a cétoliques est éluée par 10 ml de méthanol, puis chromatographiée
sur colonne de gel de silice selon la technique de EECHAUTE et al. (1969). L’éluat qui renferme
la 160 hydroxy-cestrone et le 16 céto-cestradiol 17f est chromatographié sur papier Schlecher et
Schull n® 2043 b Mgl. dans le systéme formamide/chloroforme (Mb 16 OHE, = 2,5 cm/h;
Mb 16 céto-E, = 2 cm/h). Les zones correspondant aux deux cestrogénes sont éluées par le métha-
nol. Aprés évaporation les traces de formamide sont éliminées par une partition entre l'eau et
I’éther éthylique. Les deux fractions sont ensuite chromatographiées sur couches minces de gel
de silice H dans le systéme chloroforme-éther éthylique (50 : 50) (Rr 16a OHE, = 0,40 Ry 16
céto-E4 = 0,38) ; les zones sont éluées par le méthanol. Le gel de silice est éliminé commte précé-
demment (seul le benzéne est remplacé par de I’acétate d’éthyle).

2. La fraction non cétonique.

a) La fraction non cétonique non polaire. Elle est chromatographiée sur couche mince
de silicagel H dans le systéme chloroforme-éther éthylique (60: 40) (RrF Eg4 1700 = Rr E; 178 = 0,33),
la zone cestradiol est éluée par du méthanol. Les deux isomeéres sont ensuite séparés par chroma-
tographie sur papier Whatman n° 1 pendant 40 heures dans le systéme formamide/benzéne
hexane (55 : 45) (Mb E, 178 = 0,4 cm/h Mb E, 170 == 0,5 cm/h). Les deux zones sont éluées par
du méthanol ; les résidus de formamide sont éliminés comme pour la fraction cétonique non
polaire.

FRACTION NON-CETONIQUE

POLAIRE = # NON-POLAIRE

CCM A : Chloroforme CCM : Chloroforme/Ether (60 : 40)
B : Dichlorométhane
C : Acétate d’éthyle/Chloroforme/eau (90 : 10 : 1)

|

14

E; + ‘16 17 épi-E, 16 épi-Eg + 17 épi-E,4 Ey17x + E; 178

CcP Formaxmde/Chlorofonne -Acétate d’éthyle (5 : 1) Formamide/Benzéne-Hexane (55 : 45)
E, 16, 17 épl E, 16 épi-E, 17 épi-Ey E, 172 E, 178

CCM  Acétate d'éthyle-cyclohexane (70 : 30) CCM Acétate d’éthyle-cyclohexane (50 : 50)

E, 16, 17 épi-E, 16 épi-E, 17 épi-E, E, 17& E, 178

F16. 2. — Schéma de séparation de la fraction non cétonique
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b) La fraction non cétonique polaire. Elle cst chromatographiée sur couches minces de
silicagel H successivement dans les trois systémes : chloroforme, dichlorométhane et dans le
mélange acétate d’éthyle-chloroforme, eau (9o : 10 : I). Deux zones sont éluées, I'une renferme
I'cestriol et le 16, 17 épi-cestriol, 'autre le 16 et le 17 épimére (Rr E; = 0,25 ; RF 16, 17 épi-E,
= 0,30 ; Ry 16 épi-E; = 0,45; RF 17 épi-E; = 0,50).

Les deux fractions ont été chromatographides sur papier dans le systéme formamide/chloro-
forme acétate d’éthyle (5 : 1). Cette chromatographie permet, d’une part la séparation entre
D’cestriol et le 16, 17 épi-cestriol et d’autre part, la séparation entre le 16 épi-cestriol et le 17 épi-
cestriol. Les quatre fractions sont éluées par le méthanol.

Aprés évaporation les résidus de formamide sont éliminés selon le méme procédé que pour
la fraction cétonique polaire. Une fois l'éther évaporé les 4 fractions sont chromatographiées
sur couches minces de silicagel G dans le systéme acétate d’éthyle-cyclohexane (70 : 30) (Rp E;
= 0,13 ; Ry 16, 17 épi-E; = 0,20 ; Ry 16 épi-E; = 0,37 ; Ry 16, 17 épi-E4 == 0,37). Les élutions
sont effectuées par 1o ml de méthanol, le gel de silice est éliminé comme il est indiqué pour la
fraction cétonique polaire.

Le dixiéme ou la moitié¢ de chaque fraction a été utilisé pour mesurer la radio activité.

II. — Cristallisation jusqu'a activité spécifique constante.

Les cristallisations ont été effectuées dans le méthanol et I'eau.

Les cristaux et la liqueur-mére sont séparés par filtration ; les cristaux sont dissous sur le
filtre par le mélange benzéne-méthanol (go : 10) ou (50 : 50) selon la polarité des stéroides. Apres
pesée des cristaux et de la liqueur-mere les mesures de radioactivité sont effectuédes sur 1/10 ou
1/5 pour les cristaux et sur la totalité pour les liqueurs-meéres.

III. — Les spectres infrarouges, enregistrés au moyen d'un spectrophotométre infrarouge
Perkin-Elmer model 457 sont obtenus & partir de micropastilles de bromure de potassium ou

d’iodure de cesium.
Les spectres des cestrogénes standards sont identiques a ceux qui ont été décrits dans la
littérature (DOBRINER, 1963 ; WEINMAN et WEINMAN, 1965 ; NEUDERT et ROPKE, 1965).

II. — RESULTATS

1. — Nature des différents cestrogénes radioactifs

La premiére méthode a permis de séparer et d’isoler les différents cestrogénes
radioactifs de I'urine de Truie gravide qui a recu par voie intraveineuse de I'cestrone-
4-4C et de I'cestradiol 178-6,7 *H.

Dans la fraction cétonique non polaire, trois pics de radioactivité ont été dis-
tingués :

— le premier pic avait le méme comportement chromatographique que la
2-méthoxy-cestrone dans divers systémes et il a été identifié a cette substance par
le test de cristallisation jusqu’a activité spécifique constante (tabl. 2);

— le deuxiéme pic, qui est trés important, a été identifié & de l'cestrone par
le méme test (tabl. 2); :

— le troisi®me pic correspond & une ou des substances plus polaires que les
précédentes et qui n’ont pu étre identifiées jusqu’ici.

Au sein de la fraction cétonique polaire deux zones radioactives ont pu étre
observées ; I'une est identique 4 la 16« hydroxy-cestrone, 'autre au 16-céto-cestradiol
178, selon les mémes critéres : comportement chromatographique et cristallisation
jusqu’a activité spécifique constante (tabl. 2).

La fraction non-cétonique non-polaire n’a recelé aprés analyse que deux subs-
tances radioactives : I'cestradiol 178 et I'cestradiol 17a (tabl. 3).

La fraction non-cétonique polaire s’est avérée la plus complexe, 1'cestriol et le



TABLEAU 2

Cristallisation jusqu’a activité spécifique comstante
des astrogénes radioactifs de Purine de Truie gravide-Fraction cétomique

Radioactivité spécifique
(dpm/mg)
Substance Neo cristallisation Cristaux Liqueur-mére
H uc S| uc

1 34505 | 2167

Estrone 2 35814 | 2221 | 33465 | 2044
3 34125 | 2187
1 10 795 632
2 10 099 453

2 méthoxy-cestrone 3 11281 471 [11261] 552
4 11 755 510
1 412 71
1600 hydroxy-cestrone 2 415 61
3 429 70
1 18121 815
16 céto-cestradiol 173 2 19121 868
3 20 200 865

TABLEAU 3

Cristallisation jusqu'a activité spécifique comstante
des astrogémes vadioactifs de l'uvine de Truie gravide-Fraction non cétonique

|
; Radioactivité spécifique
! (dpm/mg)
! - N .
Substance Ne cristallisation Cristaux Liqueur-mére
SH ldc 3H ldc
1 3716 140
(Estradiol 178 2 3 544 130
3 3730 110 4 028 123
1 6 211 177
(Estradiol 17 2 6 000 220
3 5765 210
1 620 71 564 59
(Estriol 2 859 70 637 63
3 790 69 597 69
1 837 95
16 épi-cestriol 2 859 70
3 988 81 726 76
. . 1 1834 135
17 épi-cestriol 9 1632 105
. s 1 3752 233
16, 17 épl-cestriol 2 3950 | 308 | 4000 | 293
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16-épi-cestriol ont été identifiés par le test de cristallisation jusqu’a activité spéci-
fique constante (tabl. 3) ; le 17-épi-cestriol et le 16, 17-épi-cestriol sont aussi présents,
mais ils n'ont pu étre identifiés avec certitude ; en effet, les cristallisations n’ont
pas été poursuivies au-dela de la deuxiéme, faute de matériel en quantité suffisante
(tabl. 3).

Dans cette analyse, les différents métabolites n’ont pas été isolés a partir de la
méme urine, on ne peut donc pas comparer les rapports tritium sur carbone des divers
métabolites.

Il existe donc, dans 'urine de Truie gravide, a c6té de 'cestrone, plusieurs autres
métabolites : 2-méthoxy-cestrone, 16a hydroxy-cestrone, 16-céto-cestradiol 178,
cestradiol 178, cestradiol 17«, cestriol et ses trois épiméres. Dans l'urine tous ces
composés sont sous les formes libre, sulfoconjuguée et glycuro-conjuguée comme
T'ont montré des essais de séparations de ces trois fractions.

A partir de plusieurs litres d’urine de Truie en fin de gestation, de 1'cestrone a
pu étre isolée en quantité suffisante pour effectuer :

— un spectre infrarouge (fig. 3 a) qui est identique & celui de I'cestrone stan-
dard (fig. 3 b) ;

— un point de fusion 250-251°C (température non-corrigée) qui est identique
a celui de l'cestrone de référence.

2. — Importance des différents métabolites

I’analyse, selon la méthode II décrite plus haut, de la radioactivité des diffé-
rents métabolites a été effectuée 4 partir des urines qui ont été obtenues 24 et 48 h
aprés I'administration, au 100¢ jour de gestation, d’cestrone 4-1*C et d’cestradiol 178°H
4 une Truie (TERQUI, RoMBAUTS, FEVRE, 1968). Les valeurs indiquées dansle tableau 4

TABLEAU 4

Pourcentage de vadioactivité dans les diffévents métabolites de U'urine de Truie
en p. 100 de la radioactivité retrouvée dans les métabolites

Métabolites 3H uc

Fraction cétonique non identifiée 4,8 1,8

E, 80,2 75.8

2 Me OE, 1,7 1,5

160 OH E, 5,6 11,1

16 céto-E, 178 2,7 5,1
E, 17a 0,16 0,1 .

E, 178 0,5 0,5

E, 1,7 1,8

16 épi-E, 2,8 2,9

17 épi-E4 0,9 1

ne sont pas corrigées pour les pertes survenues au cours des purifications et sépara-
tions, et sont exprimées en pourcentage de la radioactivité totale retrouvée dans
Tensemble des métabolites. La pureté radiochimique des différents métabolites
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isolés par cette méthode a été contrdlée par cristallisation jusqu’a activité spécifique
constante. Le 16, 17-épi-cestriol en faible quantité n’a pas été mesuré.

Il ressort du tableaun 4 que tous les métabolites identifiés sont marqués 2 la fois
au tritium et au carbone C. Les deux tiers du tritium et du carbone 14 sont retrou-
vés dans la fraction cestrone ; une grande partie de I’cestrone administrée n’est pas
transformée et I'cestrone est le principal produit de transformation del’cestradiol 178.

La 16a hydroxy-cestrone et le 16-céto-cestradiol 178 sont ensuite les composés
les plus importants. Il existe une différence entre les rapports tritium sur carbone 14
de ces deux composés et ceux de l'cestrone et des autres métabolites. La confir-
mation de ces résultats, par d’autres expériences, est indispensable avant de conclure
4 une formation préférentielle de ces deux composés, 4 partir de I'cestrone.

La 2-méthoxy-cestrone, l'estriol, le 16-épi-cestriol, le 17-épi-cestriol, repré-
sentent chacun de 1 4 2,5 p. 100 de la radioactivité récupérée.

L’cestradiol 17a est en trés petite quantité et est marqué par les deux radio-
isotopes ; on peut donc éliminer I'hypothése d’'une impureté d’cestradiol 17« dans
I'cestradiol 178 6,7 *H administré.

L’cestradiol 178 ne représente que 0,5 p. 100 de la radioactivité retrouvée; il est
donc complétement transformé ; il se forme cependant un peu d’cestradiol 178 a
partir de I'cestrone 4-1¢C injectée.

III. — DISCUSSION

L’cestrone prédomine dans l'urine au cours de la gestation chez la Truie parce
que c’est probablement le principal cestrogéne synthétisé par le complexe foeto-
placentaire, mais aussi parce qu’il est moins métabolisé que V'cestradiol 17f si I'on
ne tient pas compte des sulfo- et glycuro-conjugaisons.

Si I'cestradiol 178 est produit ¢ vivo par le complexe foetus-placenta de Truie,
comme le laissent supposer les travaux i vitro d’ AINSWORTH et RYAN (1966), il est
trés rapidement transformé puisque dans le sang périphérique maternel il est en trés
faible quantité (Arrar, 1968). Le foie semble jouer un réle important dans cette
conversion selon les travaux de L, yNGSET et VELLE (1968). Toutefois, les pourcen-
tages de 'interconversion E, == E, 173 observés par ces auteurs, ¢z vifro, avec des
coupes de foie, different desnos résultats ; il y a bien in vivo chez la Truie gravide
cette interconversion mais son bilan, au niveau de l'urine, est trés en faveur de
I'cestrone.

La formation d’cestradiol 17« chez la Truie gravide est & rapprocher de 'obten-
tion #n vifro d’cestradiol 17«, & partir de déhydroépiandrostérone, par une préparation
de placenta de Truie (AINSWORTH et RvVAN, 1966). Sans nier la possibilité d'une
biosynthése d’cestradiol 17« & partir d’androgéne, il y a aussi une faible synthése &
partir de I'cestrone et de l'cestradiol 178 administrés. Cependant, il ne nous est pas
possible de préciser si cette transformation s’effectue a4 partir de I’cestrone ou de
Ycestradiol 178 directement (fig. 4).

La 16 hydroxy-cestrone et le 16-céto-cestradiol 178 sont les principaux méta-
bolites de 1’cestrone chez la Truie gravide. Ces deux composés sont détruits en milien

alcalin ; ce fait explique peut-&tre que certains auteurs ne les ont pas détectés. Les
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rapports tritium sur carbone 14 de ces deux composés sont trés voisins, ce qui rend
vraisemblable 'hypothése d’une interconversion 16« hydroxy-cestrone = 16-céto-
cestradiol 178 (fig. 4). La formation d’cestriol & partir de 'cestrone et de I'cestradiol
confirme les travaux cités précédemment et il est probable que sa formation et celle
de ses épiméres s’effectuent & partir des couples 16a hydroxy-cestrone et 16-céto-
cestradiol 178 (fig. 4). La formation des 16-épi-cestriol implique une 168-stéroide
déshydrogénase qui a été observée par CHRISTIE (1g68) au niveau du trophoblaste
de Truie.

OH OH
HO” HO”
Oestradiol - 17 B Oestradiol - 17 &
\
-

0
A
CHz0 (I@ .
HG™ HO™

2 Methoxy-Oestrone F

L-OH C(?ﬁ/o
i l b« ..... -
p— ="
HO "

[16cr Hydroxy -Oestrone]  [16 Ceto-Oestradiol-I7 Bl

: | | | |
OH | i OH i OH i OH
L L_OH volon Y ;| :' _OH iO:Sj:S/OH
HO/: f HO™ : f HO™ HO™
17 EPI-Oestriol Oestriol 16 EP1-Qestriol 16,17 EPI-Oestriol

|: Principoux métabolites urinaires

ezzzzy Conversion importante ®
——.-» Voie possible non démontrée
F16. 4. — Schéma du métabolisme des cestrogénes chez la Truie gravide

Nos résultats permettent d’établir chez la Truie un schéma préliminaire du
métabolisme des cestrogénes (fig. 4), dont certaines étapes sont & préciser. En outre,
il apparait nécessaire de déterminer l'excrétion de ces nouveaux composés princi-
palement celle du couple 160 hydroxy-cestrone et 16-céto-cestradiol 178 au cours de
la gestation chez la Truie.

Regu pour publication en mai 1971.
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SUMMARY

ESTROGEN METABOLISM IN THE PREGNANT SOW
I. — URINARY ESTROGENS

In the pregnant sow oestrone is the main oestrogen in the urine ; however, various studies
appear to show the existence of other urinary oestrogens. After intravenous injection of oestrone-
1C and oestradiol 178-*H to a pregnant sow we undertook to analyze radioactive urinary oestro-
gens using two methods :

— the first, for analytical purpose had been described by BREUER (1964) ;

— the second, for quantitative determination, derived from those described by ADLER-
cREUTZ and LUUKAINEN (1967) (fig. 1 and 2).

‘We isolated and identified the following oestrogens in the pregnant sow urine, using the
constant specific activity crystallisation test : oestrone, 2-methoxy-oestrone, 16« hydroxy-
cestrone, 16 keto-oestradiol 17, oestradiol 17a and 178, and oestriol and its three epimers, all
labelled by ®H and 4C (table 2 and 3). Oestrone was isolated in sufficient quantity to be identi-
fied by its infrared spectrum (fig. 3) and melting point.

A large portion of oestrone (8o p. 100) is not metabolized (table 4). The injected oestradiol
1708-%H is almost completely transformed and especially into oestrone. 16« hydroxy-oestrone and
16 keto-oestradiol 17§ are thus the main metabolites. There is a little oestriol.

Although some transformation had not been demonstrated in the pregnant sow we worked
out the figure 4 which is discussed.
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