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Summary. Investigations of the chemical changes in
fats subjected to cathode rays (100 Mrad) indicated the
formation of shorter fatty acid chains. Besides splitting
off the terminal methyl groups, especially the medial
C—C-bonds are readily split and saturated and unsaturated
Cyg—C, -fragments are formed. The double bond is relativ-
ely resistant, but the C-C-bond near the double bond is

easily fractured. H. Lick und R. Koux

Deutsche Forsckungsaﬁstalt fiir Lebensmittelchemie, Miin-
chen, 2. Dezember 1960.

Isolement dans le plasma veineux
périphérique et surrénalien de I’ester-sulfate
de 5-androsténe 33-0l 7,17-dione

La 5-androsténe 38-ol 7,17-dione (7-oxo-DHEA) a été
déja isolée! et identifide? dans les urines humaines sans
que les modalités de sa conjugaison aient été définies.
Nous rapportons ici I'isolement de ce stéroide dans le
plasma veineux périphérique et surrénalien d’une malade
porteuse d’une tumeur virilisante surrénalienne?, dans la
tumeur surrénalienne d'une autre malade, et dans le
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en milien acétique®. Une substance ayant le comporte-
ment chromatographique et chimique de I’ester-sulfate de
7-oxo-DHEA (S-7-ox0-DHEA) de synthése tel qu’il est
décrit plus loin, a été mis en évidence. Aprés solvolyse? des
mémes éluats acétono-alcooliques de la colonne de florisil,
les stéroides libres ont été chromatographiés sur papier
dans le systéme hexane-benzéne (1-1)-propanediol; on a
mis en évidence un composé réagissant avec le métadi-
nitrobenzéne, bleu en lumitre de Wood aprés action du
Sb Cl,, absorbant sur papier & 250 my et ayant la polarité
de la 7-oxo-DHEA de synthése. Son acétate rechromato-
graphié dans le systéme heptane-2-phénoxyéthanol se com-
portait comme celui de 7-oxo-DHEA.

Au total, la solubilité initiale dans le méthanol 4 P'ex-
clusion du benzéne et du dichlorométhane, les comporte-
ments en chromatographie d’adsorption et de partage, la
réaction au bleu de méthyléne et la solvolyse par 'acétate
d’éthyle témoignent de la sulfo-conjugaison du stéroide.
Celui-cid’aprésl’absorption UV, lesréactions de coloration,
sa polarité et celle de son acétate, ne peut étre que de la
7-oxo-DHEA. La conjonction de toutes ces données,
compte tenu de la grande sélectivité des systémes de
chromatographie employés, constitue une identification
qui, pour étre incompléte, scmble cependant suffisante.
Les quantités trop faibles de produit ne nous ont pas

Cas1 Cas 2 Cas 3 Cas 4 Cas 5 Cas 6
virilisme virilisme syndrome virilisme hirsutisme hirsutisme
tumeur tumeur de Cushing + ACTH
surrénalienne | surrénalienne carcinome
surrénalien
Tumeur survénalienne®
S-DHEA 120 500 150 - - -
S-7-ox0-DHEA +eo + - - -
Sang exsudé de la survénale®
S-DHEA 500 - - - -
S-7-oxo-DHEA + — - - -
Sang veinewx surrénaliend
S-DHEA 535 - - - -
S-7-oxo-DHEA 100 - — - -
Sang veineux périphériqued
S-DHEA 340 800 180 100 50 100
S-7-oxo-DHEA 60 635 15 20 +
2 pgftumeur S-DHEA et S-7-0x0-DHEA  + = détecté, non mesuré
b 11g/100 ml plasma ° = identité probable, mais non vérifiée

plasma veineux périphérique d’autres sujets. Nous démon-
trons la sulfoconjugaison de ce stéroide, C’est le quatriéme
ester-sulfate de 17-CS isolé dans le sangs.

Chez une malade porteuse d’'une tumeur cortico-surré-
nalienne, 40 ml de plasma périphérique et 30 ml de plasma
veineux surrénalien ont été étudiés ainsi que 15 ml de
sang exsudé de la tumeur pendant les manipulations pré-
cédant son broyage. Aprés lyophilisation ils ont été extraits
au Kumagawa par I'hexane, le benzéne et le dichloro-
méthane et, dans cette fraction contenant des graisses et
des stéroides libres, nous n’avons pas trouvé de 7-oxo-
DHEA. Chaque résidu a été extrait ensuite par le métha-
nol; cette fraction alcoolique a été chromatographiée sur
florisil et les éluats acétono-méthanoliques et acétono-
éthanoliques (98-2) ont été étudiés par chromatographie
sur papier dans les systémes B 5104 et B 23--9 (non publié).

Les chromatogrammes ont été traités par le réactif de
Zimmermann, le réactif au bleu de méthyléne pour les
esters-sulfates selon CrEPY?® et le trichlorure d’antimoine
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permis de le purifier snffisnmment pour obtenir un spectre
IR interprétable avec sécurité.

Le Tableau rapporte les résultats obtenus chez six
patientes. Dans un cas de tumeur maligne surrénalienne,
nous avons identifié avec certitude le sulfate de 7-oxo-
DHEA dans la tumeur. Il était aussi vraisemblablement
présent dans les deux autres tumeurs (identification par
une chromatographie). Les trois autres malades sont
atteintes de virilisme. Chez des femmes normales, avec des
prises d’essai de plasma du méme ordre de grandeur, nous
n’avons pas détecté de S-7-oxo-DHEA.

Composés de réfévence. La 7-oxo-DHEA a été obtenu a
partir de son acétate (I = 183-185°)% par saponification
par la potasse dans le t-butanol. Cet acétate provenait de
I'oxydation de l'acétate de DHEA par le chromate de
potassium en milieu anhydride acétique-acide acétique®.
Le spectre IR de la 7-oxo-DHEA était conforme a celui
de DOBRINER et al. 1%,

Le S-7-oxo-DHEA a été préparé par la technique de 'un
de nous!l, Son spectre IR est publié ci-contre (Fig.)12
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Ester-sulfate de 7-oxo-DHEA (Na)

7-oxo-DHEA: F = 232-235°
théorique C9% 75,47 HY, 8,66 pour C,,H,0,
trouvé C% 75,93 HY, 8,80
S-7-0x0-DHEA (sel de sodium): F = 162-165°
théorique C9, 51,57 HY, 6,55 pour C,,H,.0,5Na,2H,0
trouvé CY% 52,10 HY, 6,40
Commentaives. L'isolement du S-7-oxo-DHEA pose le
probléme de son origine. En premier lieu, la 7-ox0o-DHEA
ne semble pas un artefact d’oxydation??; en effet, il n’y a
pas de parallélisme quantitatif entre la DHEA et la 7-oxo-
DHEA aussi bien dans les résultats rapportés ici que dans
nos mesures urinaires; de plus, l'amphénone et le SU-4885
font varier  I'inverse les deux stéroides dans les urines 14-15,
L’isolement de la 7-oxo-DHEA dans le sang d’une
tumenr surrénalienne et dans le tissu tumoral lui-méme
peut indiquer, confirmant Uopinion de GALLAGHERY, la
biosyntheése surrénalienne de la 7-oxo-DHEA. Pourtant,
aprés administration de DHEA par voie orale ou intra-
musculaire 4 des adultes et enfants normaux, nous avons
isolé de la 7-oxo-DHEA dans les urines, ce qui tend 4 en
faire un produit du métabolisme de la DHEA. En réalité,
petit-étre la surrénale partage-t-elle avec d’autres paren-
chymes la capacité d’oxyder la DHEA sur le carbone 7.
Signalons que dans aucun des milieux étudiés, nous
n'avons trouvé de. 7-oxo-DHEA libre ou glucuro-con-
juguée; nous l'avons toujours isolée directement & l’état
de sulfate ou aprés une solvolyse par I'acétate d’éthyle?.

Summary. The isolation of the ester-sulfate of 5-andro-
stene 3 f-ol 7,17-dione is described. This sulfate has been
found in the peripheral venous blood plasma of several
virilized women. Moreover, it has been isolated in 3 adrenal
tumors and in the adrenal venous plasma of one of them.

E. E. Bavnisy, R. Emiriozz et C. CorpECHOT

Laboratoive @’ Endocrinologie, Chimie Médicale, Faculté de
Médecine, Paris (France), le 12 décembre 7960.
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Studies on Cation Transport in Cold-Stored
Human Erythrocytes.
I. Effect of Aldosterone on Sodium
and Potassium Transfer

An increase of the sodium content of the erythrocytes
has recently been demonstrated by one of us1-? in several
diseases with oedema, in essential hypertension and in one
case of primary hyperaldosteronism. This increase has
been confirmed, in the oedematous states, by RIECKER
and BusNOFF2.

Since all these diseases are characterized by an in-
creased secretion of aldosterone, a direct effect of the
hormone on cation transport through the membrane of
erythrocytes could explain the increased sodium content
of the cells in these conditions,

A direct action of desoxycorticosterone {(DOC) on cation
transport in cold-stored erythrocytes has already been
demonstrated by SnHerwoop JonNESS$: the hormone
blocked the Na and the water output from human red
cells incubated at 37°C after 6 days of cold storage.

Further experiments with aldosterone in vitro were
carried out more recently. Surser and WILBRANDT?
found that aldosterone (10-* g/cm?®) has not measurable
effect on sodium and potassium transfer through the
membrane of cold-stored human erythrocytes incubated
at 37°C. On the contrary, FrRIEDMAN and FriepMaN & have
been able to block with aldosterone (10-7 g in 5 cm?®)} the
Na output which takes place in human red cells incubated
at 37°C after 2-24 h of cold storage.

The experiments described in this paper were carried
out to study if aldosterone modifies the cation transport
in human cold-stored erythrocytes incubated at 37°C.

Blood from human subjects was drawn, stored and
handled as previously described?®. After 6 days of cold
storage, eight 5 ml aliquots of each sample of blood were
incubated in a Dubnoff shaker at 37°C, moving at the rate
of 50 oscillations/min to avoid sedimentation of red cells.
Aldosterone racemate (10y in 0.1 ml of ethanol) was
added to 4 of the 8 samples before incubation; only
0.1 ml of ethanol was added to the remaining samples.
Sodium and potassium were measured in the plasma with
a Beckman DU flame photometer before and after in-
cubation; sodium output and potassium uptake by the
cells was calculated by difference, according to the method
of Kaun and AcHESON1%, The volume of cells was meas-
ured by means of hematocrit determinations before and
after incubation, in duplicate.

The Table shows that erythrocytes removed measurable
quantities of potassium from the incubation medium and
lost measurable quantities of sodium in the same medium
during incubation. Aldosterone had no measurable effect
(P > 0.05) on these changes under the conditions of the
experiment.
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