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DOSAGE DU CORTISOL
A L'AIDE D'ANHYDRIDE ACÉTIQUE TRITIÉ

ÉTUDE DU RENDEMENT DE L'ACÉTYLATION

E. DEMEY eL W. G. VERLY
(Services de Chimie Médicale el de Clinique Médicale A et Laboratoire des Isotopes

du Service de Pathologie Générale, Université de Liège)

(3 figure)

Le cortisol réagit avec l'anhydride acétique pour donner le
21-acétate de cortisol. Cette acétylation, si elle est quantitative
et réalisée avec un réactif marqué, doit permeLtre de doser le
cortisol : la connaissance de la radioactivité totale du 21-acétate
de cortisol et de l'activité spécifique du réactif suflit pour cal­
culer la quantité de cortisol soumise à la réaction. Par ailleurs,
la méthode de la dilution isotopique permet d'obtenir une
mesure correcte de la radioactivité totale sans qu'il :;oit néces­
saire d'isoler la totalité de l'acétate de cortisol.

Nous avons choisi le tritium pour marquer l'anhydride acé­
tique parce que cet isotope permet d'atteindre des activités
spécifiques très élevées et par conséquent confère à la mesure
une très grande sensibilité.

Détails expérimentaux

CONDITIONS D'ACÉTYLATION DU CORTISOL

On place dans un tube environ 100 g. de cortisol, 0.0 ml.
d'anhydride acétique et 0.1 ml. de pyridine. Le tube, scellé sous
vide, est laissé I heure à la température du laboratoire; il est
alors ouvert et l'anhydride acétique et. la pyridine sont distillés
sous vide. Le résidu est chromatographié sur papier (benzène :
éther de pétrole (5 : 5) saturé de méthanol : eau (7 : 3)­
Bus1-1, 1951) et la position des substances réductrices révélée
par le bleu de Létrazolium : une seule tache apparait qui a le
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H, (0.67) du 21-acétate de cortisol; le cortisol libre (R, 0.20)
a complètement disparu.
Lorsque le Lemps de wnLacL enlre le cortisol eL le réactif est

prolongé ou que la tempéra Lure esL plus élevée, une deuxième
puis une Lroisième Laches apparaissent sur le chromatogramme.
Ces taches, radioactives lorsque l'anhydride acétique utilisé pour
l'acétylalion est Lrilié, sont. formées par des substances moins
polaires que le 21-acétale de corlisol el qui contiennent vrai­
semhlablement plusieurs groupernenls acét)de.

SYNTHÈSE DE L'ANHYDHIE ACÉTIQUE THTTIÉ

Nous suivons la méthode décrite par AVIVI, SIMPSON, 'TAIT

eL WHITEHEAD (10-1). Après échange à 80o C. el pendant 8 heures
entre 0.5 ml. d'eau Lritiée ayanL une activité spécifique de
1.43 m. par milliéquivalenL hydrogène el. 98 mg. d'acide
malonique, ce dernier est décarboxylé. L'acide acétique Lritié
obtenu csL transformé en sel sodique. Les appareils utilisés pour
celle préparation sonl ceux décrits par VERLY (1957).
0.5 ml. d'anhydride acétique ordinaire est marqué par échange

d'ac•'Lyle en le chaulTant il 140° C. pendant 4 heures au contacL
de l'ai.:éLate sodique tri Lié après que celui-ci ait été complètement
déshydraté.

B

,

F1a. I

Le tube A qui contient l'acétate sodique trit.ié est soudé à l'appareil
représenté clans la figure 1. On fait le vide clans l'appareil pendant
I heure à l'aide d'une pompe mécanique en plaçant le tube A dans
un bain d'huile à 140° C. On réadmet de l'air sec et on place 0.5 ml.
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d'anhydride acétique ordinaire dans le tube B. Ce dernier est plongé
dans l'azote liquide. On fait le vide, on ferme le robinet r, on enlève B
de l'azote liquide et on y plonge A. Quand tout l'anhydride acétique
a distillé, A est scellé au niveau de l'étranglement a; l'extrémité
scellée est étirée en un capillaire recourbé. Le tube A est chaufé
4 heures dans une étuve à 1400 C.

Quand A est refroidi, il est introduit, capillaire en bas, dans le
tube B plus large. On attache à l'appareil représenté dans la figure 1
les tubes 1, 2,... n, on fait le vide dans tout le système, puis on fermer.
Un léger choc permet de briser le capillaire de A et le tube gradué 1
est plongé dans la carboglace ; le robinet r, est fermé lorsque 0.05 ml.
d'anhydride acétique s'est condensé dans le tube 1. Le tube 2 est
alors plongé dans la carboglace tandis que le tube 1 est scellé l'étran­
glement b1. Le processus est poursuivi jusqu'à ce que tout l'anhydride
acétique tritié soit partagé en fractions de 0.05 ml.

Pour accélérer la distillation de l'anhydride acétique, nous plaçons
l'ensemble de l'appareil dans une enceinte maintenue à 70° C. à l'excep­
tion du récepteur qui est plongé dans la carboglace ou l'azote liquide.

Pour mesurer la radioactivité de l'anhydride acétique tritié
ainsi préparé, nous le faisons réagir avec l'°'-naphtylamine. La
N-0(-naphtylacétamide obtenue après recristallisation clans
l'alcool : eau, fond i 158-1590 C. (corr.); elle est diluée 1262 fois
avec de la N-a-naphtylacétamide non marquée. La radio­
activité est mesurée sur l'hydrogène provenant de la réduction
de l'eau de combustion du produit dilué suivant la méthode de
VERLY, BRICTEUX-GRÉGOIRE, KocI eL ESPREUX (1955). Corrigée
pour la dilution, elle esL de 1.89 ( ±0,02) X 107 désintégrations
par seconde par millimôle.

Na0H

FIG. 2
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Le tube A conLient 80 mg. d'a-naphtylamine (léger excès); le tube B,
qui contient 0.0 ml. d'anhydride acétique tritié, est soudé à l'appareil
représenté dans la figure 2 après avoir placé un peLit cylindre de fer
entouré de verre sur son capillaire fermé (break seal). Après avoir
fait le vide, A est plongé dans l'azote liquide et le capillaire de B est
brisé au moyen de la pièce de fer manreuvrée de l'extérieur par un
aimant. Lorsque l'anhydride Lritié a complètement distillé, r1 est
fermé et le tout est laissé la nuit à la température du laboratoire.

On ajoute alors le piège C qui contient 0.6 ml. de NaOH N et un
tube qui contient du NaOH en pasLilles. C est plongé dans l'azote
liquide el on fait le vide en aval de r; on ouvre ensuite r, et r,. L'acide
acétique produit dans la réaction d'acétylalion de l'o:-naphtylamine
par l'anhydride acétique est retenu dans le piège C; r et r, sont fermés
et C est retiré de l'azote liquide; l'acide acétique Lritié est finalement
récupéré sous la forme d'acétate sodique.

Le contenu du tube A est dissous dans 4 ml. de CH,Cl. Pour enlever
l'excès d'a-naphtylamine, la solution est lavée trois fois avec 4 ml.
de HCI 0.1 N, puis deux fois avec 4 ml. de HO. Après évaporation
du CH,Cl, le résidu est crista llisé deux fois dans l'éthanol à 20 %.
On obtient ainsi 63 mg. de cristaux, soit un rendement de 64 % calculé
à partir de l'anhydride acéLique, et le produit fond à 158-159° C. (corr.).

ACÉTYLATION DU CORTISOL PAR L'ANHYDRIDE ACÉTIQUE TRITIÉ

1. Anhydride acélique lrilié vierge

81.4 g. de cortisol sont mis en présence de 0.05 ml. d'anhy­
dride acétique Lritié vierge et de 0.1 ml. de pyridine ordinaire
pendant 1 heure à la tempéraLure du laboraLoire. Après distil­
lation de l'anhydride acétique et de la pyridine, on ajoute au
résidu 43.0 mg. de 21-acétate de cortisol non radioactif (« carrier »)
et le tout est dissous dans un minimum d'acétone bouillante;
en refroidissant, la solution donne des cristaux qui, après une
deuxième cristallisation dans l'acétone, fondent à 222-224° C.
(corr.) (221-226° C. (corr.) pour le 21-acétate inactif utilisé pour
la dilution).
La radioactivité du produit d'acétylation dilué par le «car­

rier » est mesurée en couche mince sur un disque en aluminium
pourvu de sillons concentriques, dans un compteur sans fenêtre
à courant gazeux Tracerlab SC-16. Chaque disque reçoit 195.6 µg.
du produiL étalé d'une manière aussi constante que possible.
L'activité mesurée est corrigée exclusivement pour le background.
La moyenne des mesures faites sur 10 disques est de 188 c./min.
(±2.7 %).
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A

F1c. 3

vide

Le tube B qui contient l'anhydride acétique tritié est soudé l'appa­
reil représenté dans la figure 3. Dans le tube A, on met 1 ml. d'une
solution éthanolique de cortisol que l'on évapore à sec; on y ajoute
0.1 ml. de pyridine et on altache A à l'appareil. A est plongé dans la
carboglace et on fait le vide; r est fermé et le capillaire de B est brisé.
Quand l'anhydride acétique tritié a distillé, on ferme r,, on enlève A
de la carboglace et on laisse 1 heure à la température du laboraloire.
On ouvre alors r, et on plonge C dans l'azote liquide; lorsque l'anhy­
dride a distillé en C, on scelle à l'étranglement c. Le tube C contient
l'anhydride acétique récupéré et la pyridine .

2.- Anhydride acélique ayant déjà servi

Cel anhydride acétique a été conservé trois mois au contact
de la pyridine.
Dans celte expérience, 81.4 g. de cortisol sont acétylés et

on ajoute 47.2 mg. de 21-acétate de cortisol comme « carrier ».
Pour les mesures de radioactivité, 192.5 g. de produit dilué

sont déposés sur chaque disque en aluminium. L'activité par
disque, corrigée uniquement pour le background, est de
178 c./min. ( ± 1.8 %) (moyenne de 3 séries de mesures sur
10 disques chacune).
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MESURE DE L'ACTIVITÉ SPÉCIFIQUE

DE L'ANHYDRIDE ACÉTIQUE TRITIÉ

A L'AIDE DU COMPTEUR SANS FENÊTRE A COURANT GAZEUX

40.7 mg. de cortisol sont traités pendant 5 heurés à tempé­
ra Lure ordinaire par 0.05 ml. d'anhydride acétique tritié et
0.2 ml. de pyridine. Après distillation de l'anhydride acétique
et de la pyridine, le résidu est recristallisé dans l'acétone. Les
cristaux obtenus fondent à 219-224.50 C. (corr.) et un chroma­
Logramme sur papier montre qu'ils contiennent moins de 1 %
de cortisol non acétylé et qu'ils ne sont pas contaminés par les
substances moins polaires <lord. l'existence avait été mise en
évidence lorsqu'on acétylait pendant le mème temps de très
pcliles quantités de cortisol.
Pour les mesures de radioaclivité, 195.5 µg. de cet acétate

de cortisol tritié dilué 28.2 fois avec du produit non radioactif,
sonL mis sur des disques en aluminium et complés dans le
compteur à courant gazeux. La radioactivité par disque est de
3184 c./min. (±1.2 %) (moyenne de 7 séries de mesures sur
10 disques chacune), résultat corrigé uniquement pour le back­
ground. L'activilé spécifique de l'anhydride acétique tritié est
donc de 1.86 x 108 c./min. par millimle (±1.2 %).

Discussion

1) La radioactivité de la N-cx.-naphtylacétamide permet de
calculer le rendement de la synthèse de l'anhydride acétique à
partir de l'eau tritiée. L'activité spécifique de cette dernière est
de 143 mC. par milliéquivalent hydrogène. En tenant compte
des quantités mises en œuvre, si les échanges entre l'eau tritiée
et l'acide malonique d'une part, l'acétate sodique et l'anhydride
acétique d'autre part, étaient complets, l'activité spécifique
de l'anhydride acétique devrait èlre 4.4 x 107 dés./sec. par
milliéquivalent acéLyle. Expérimentalement, nous trouvons
1.89 x 107 dés./sec. milliéquivalent. Le rendement global
des deux échanges esL de 43 %- Rappelons que Avrv el al. (1954)
avaient Lrouvé 53 % et observé que seul le deuxième échange
n'était pas complet.
2) Etant donné la lenteur et la difficulté de la méthode,

nous ne mesurons pas la radioactivité des acétates de cortisol
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par la mélhode de VERLY cl al. (1955). Nous ne disposons pas
d'un scintillateur liquide (FAnMEn et BERSTEIN, 1053; HAYES
et GouLD, 1953) qui serait l'instrument idéal pour mesurer la
radioactivité de cc produit soluble dans les solvants non polaires.
Nous utilisons un compteur sans fenètre ù courant gazeux et,
à cause de l'impossibilité de mesurer avec cet appareil la radio­
activité d'un dépôt épais d'acétate de cortisol (par exemple
un dépôt ayant une épaisseur égale ou supérieure à l'épaisseur
infinie de 0.8 mg./em pour le tritium) (VERLY, BnICTEUX­
GRÉGOIRE, Iocn el DEMEY, 19»7), nous préparons des dépôts
minces sur un support môtallique. Ces supports sonl des disques
en aluminium de 24 mm. de diamèl.re pourvus de sillons concen­
triques. Le dépôt d'acétate de cortisol qui pèse 195 ug. environ,
est réalisé d'une manière aussi conslante que possible; on obtient
ainsi un film d'une épaisseur moyenne de 43 µg./cm2, mais
irrégulit're puisqu'elle est plus grande au niveau des sillons.

Celle épaisseur du film n'est pas négligeable, car si nous
comparons le nombre de coups enregistrés par le compteur à
comant gazeux à l'activité absolue du dépôt (mesurée par la
chambre à ionisalion), nous conslatons que le rendement du
complage n'est que de 16 %- 011 voil que la faiblesse du rayon­
nement du tritium ne permet pas de négliger l'auto-absorption.
On peut en Lenir comple de deux manières différentes : ou bien
en ne comparant que des dépôts de même épaisseur, ou bien
en établissant une lable de correclion.

Malgré le plus grand soin pour obtenir des dépôts qui soient
aussi semblables que possible, nous constatons que, lorsque
nous déposons 195 µg. d'acélate de cortisol sur des disques en
aluminium, les mesures de radioactivité onl une déviation
standard de 10 % (soit une el'I'em standard de 3 % sur la
moyenne des mesures faites sur I0 disques). La grandeur de
cette erreur invite à ne pas établir une table de correction pour
l'auto-absorplion de manière à ne pas additionner les erreurs.
Dans ce travail, nous comparons des activités mesurées sur des
dépôts de même poids (dom; d'épaisseur moyenne à peu près
égale) el aussi de la même subslance chimique; nous réduisons
ainsi au minimum l'erreur expérimentale. II est très important
de ne comparer les aclivilés que de dépôts de la même substance
chimique : l'activité spécifique de l'anhydride acélique calculée
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à partir d'un dépôt de 10 g. de N-a-naphtylacélamide est 10 %
plus élevée que celle que l'on obtient en se servant d'un dépôt
de 195 µg. d'acétate de cortisol; ceci est dû ù ce que les irrégu­
larités des dépôts de naphlylacétamide ne sont pas compa­
rables à celles des dépôts d'acétate de cortisol.
3) Notre problème est de savoir quelle fraction du cortisol

est acétylée quand on soumet environ 100 g. de cette substance
à l'anhydride acétique en présence de pyridine, à la température
du laboratoire pendant 1 heure.

Dans le cas de l'acétylation de 81.4 g. de cortisol par l'anhy­
dride acétique tritié vierge, les cristaux isolés sont bien de
l'acétate de cortisol (le point de fusion est correct). Bien que
l'isolement ne soit pas quantitatif, nous pouvons calculer la
quantité d'acétate de cortisol tritié formée au cours de l'acéty­
lation gràce aux 43.0 mg. de 21-acétate de cortisol ordinaire
ajoutés comme « carrier » pour diluer l'acétate marqué.

Soient en effet
a le nombre de millimôles d'acétate formé dans le milieu

(inconnue);
A son activité spécifique (par millimôle) qui esl celle de l'anhy­

dride acétique utilisé par l'acétylation ( 1.86 X 108 c./min.
méq.);

Y le nombre de millimôles de «carrier » (43.0/404) ;
a l'activité spécifique (par millimôle) du produit dilué isolé;

On a
activité Lolale = Ar = a(Y -4r)

aY
=n a

Dans le cas présent :

188 x404 43
aY = 0.1956 404 = 4.13 x 104 c./min. (±2.7 %)

4.13 x 10'
"51.86 1@=222 x10=millimole (±3.9 %) ()

(') Nous avons négligé a qui est très petit par rapport à A.

d'où
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On voitdonc que 0.222 x362 = 80.4g. de cortisol (±3.1 ug.)
ont été acétylés par l'anhydride acétique tritié. Cette quantité
n'est pas significativement diJTérente des 81.4g. soumis l'acé­
tylation; nous concluons que, dans les conditions utilisées,
l'acétylation est essentiellement complète.
Remarquons que la méthode chromatographique que nous

avons utilisée pour mettre au point les conditions d'acélylation,
permet de prévoir ce résultat. Toutefois, la démonstration ne
peut être faite qu'avec des isotopes, car le bleu de tétrazolium
ne révèle que les substances réductrices et rien ne permet d'ex­
clure la formation de dérivés non réducteurs dans le milieu
réactionnel.

4) Nous venons de prouver que, dans nos conditions expéri­
mentales, le cortisol est quantitativement transformé en 21-acé­
tate, nous pouvons donc utiliser la méthode d'acétylaion par
l'anhydride acétique marqué pour doser le cortisol. La méthode
est vraisemblablement applicable à tous les stéroïdes
21-hydroxylés.

5) Lorsque 81.4 g. de cortisol sont acétylés avec de l'anhy­
dride acétique tritié récupéré et conservé au contact de la
pyridine, on observe une radioactivité par disque qui permet
de calculer une valeur de x égale à 84.9 (±2.6) µg. de cortisol.

On peut tirer deux conclusions de cette observation : a) la
totalité du cortisol a éLé acétylée; b) l'activité spécifique de
l'anhydride n'a pas diminué par suite de la conservation. Il
n'y a donc pas eu d'échange d'hydrogène entre l'anhydride
acétique et la pyridine pendant la conservation et le même
échantillon d'anhydride acétique tritié peut être utilisé pour
plusieurs mesures de cortisol.
Nous voudrions même attirer l'attention sur le fait que, dans

ce cas, la valeur trouvée est un peu trop élevée. Il n'est pas
douteux que le fait d'avoir déposé 192.5 g. au lieu de 195.5 g.
sur les disques en aluminium utilisés pour la mesure de la radio­
activité et de n'avoir pas corrigé pour la différence d'auto­
absorption qui en résulte, en est au moins partiellement
responsable.
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1) Nous avons montré, à l'aide de tritium, qu'il est possible
de préparer du 21-acétate de cortisol quantitativement à partir
d'environ 10O g. du corticoïde libre.
2) La méthode doit permettre un dosage quantitatif du cor­

tisol dans un mélange complexe. La seule difficulté est la puri­
fication du 21-acétate de cortisol.
3) Cette méthode de dosage est vraisemblablement applicable

à tous les stéroïdes 21-hydroxylés.
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