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Biosynthése des hormones stéroides™*

Par A. WETTSTEIN®

Quantité de problémes se posent au biochimiste
discutant des hormones stéroides. Le plus intéressant,
celui qui touche la question du mécanisme d’action des
hormones, n’est pas encore élucidé. Au sujet des ré-
actions primaires des hormones stéroides avec les ré-
cepteurs spécifiques de la cellule au point d’action,
nous ne savons presque rien. On parle de changements
de perméabilité des zones frontiéres, soit au niveau de
la membrane cellulaire, soit au niveau des particules
intracellulaires. Sur un autre terrain d’approche on
recherche l'influence activatrice ou inhibitrice des hor-
mones stéroides sur des systémes enzymatiques. Que
ces hormones puissent étre parties intégrantes de
systémes enzymatiques, comme c’est le cas pour beau-
coup de vitamines, doit étre exclu en général.

Le présent rapport concerne I'aspect biochimique des
hormones stéroides que je considére comme le deu-
xiéme en importance; c’est leur biosynthése. Dans ce
domaine particulier du métabolisme il existe une
immense docurnentation bien fondée, ce qui m’oblige
a restreindre mon exposé. La question de savoir ce que
l'organisme produit en fait de métabolites ne peut pas
étre abordée, puisqu’a ce jour on a, par exemple, isolé
des glandes surrénales seules environ 70 stéroides.
Méme si nous nous bornons aux substances dont la
séerétion par les glandes endocrines est démontrée
par le fait qu’elles se trouvent en plus grande quantité
dans leur sang veineux que dans leur sang artériel, il en
reste encore une vingtaine*. Nous allons donc examiner
principalement le cheminement des réactions qui con-
duisent aux hormones stéroides, en laissant de c6té les
transformations cataboliques. Enfin nous aborderons
le sujet de la régulation de la biosynthése, ainsi que
celui des substances qui freinent ou bloquent la bio-
synthése® et qui sont d’'un grand intérét pratique. Nous
ne pouvons citer que les publications les plus récentes;
pour d’autres travaux plus anciens et souvent de base,
nous nous en référons aux mises au point citées,

Le schéma principal de la biosynthése de toutes les
hormones stéroides suit au début celui du cholestérol
(Cyy) 2 partir d’acide acétique. Le cholestérol est lui
méme transformé en pregnénolone (C,;) par séparation
d’aldéhyde iso-caproique {Cq) de la chaine latérale. Par
déshydrogénation de la pregnénolone se forme déja
I'hormone progestative: la progestérone. Ces dérivés du

prégnane sont a leur tour les substances centrales

de départ, d’une part pour I'élaboration des hormones
androgénes {C,,) et cestrogénes (C,g), d’autre part pour
I'élaboration de produits types, oxygénés plus forte-
ment: les hormones corticosurrénales glucocorticoides
et minéralocorticoides. Le cholestérol et la pregnén-
olone® représentent ainsi des précurseurs de toutes
les hormones stéroides, mais qu’ils soient des inter-
médiaires obligatoires n’est pas du tout prouvé. De
toute facon nous devons nous occuper d’abord de leur
biogénése.

Cholestérol. Le cholestérol est synthétisé principale-
ment dans le foie, dans 'intestin et dans la peau, mais
d’autre part aussi, par exemple, et ceci nous intéresse
spécialement, dans les glandes surrénales et dans les
gonades. Les étapes de la synthése ont été reconnues
trés largement grice & des travaux avec des enzymes
du foie et particuliérement grace aux recherches de
RITTENBERG et ScHONHEIMER, de Brocu, BUCHER,
Cooxk, de CORNFORTH et PorjAK, DAUBEN, FOLKERS,
LyneN, Ruzicka, TavorMmINA et al., ainsi que de
WoopwarD (résumés voir 7-%). Cette biosynthése

* D'aprés une conférence faite aux Vles Journées biochimiques
latines, Gengve (Suisse), 25 mai 1961.

2 Publication No. 179 Uber Sieroide. Communication No, 178
voir K. HEusLEr, P. WIELAND et A, WETTSTEIN, Helv. chim.
Acta, sous presse.

3 Laboratoires de Recherche, CIBA S.A. Bile, Département Phar-
maceutique, Je remercie Monsieur Cn. MEYSTRE qui s'est chargé
de la traduction frangaise,

4 L. T. SamuseLs, dans D. M. GREENBERG Mefabolic Pathways
{Academic Press, New York 1960), vol. 1, p. 431.

3 R. GaunT, J. ]J. CHART et A. A. Renzi, Science 133, 613 (1961).

% On vient dernitrement de déceler de la pregnénolone dans les
racines d’une Asclépiadacée (Xysmalobium undulatum); ainsi une
corrélation intéressante entre la biosynthése qui conduit d'une
part dans le régne végétal aux glucosides digitaliques et d’autre
part dans le régne animal aux hormones stéroides est mise en
évidence (R. TsCHESCHE, Angew. Chemie 73, 74 (1961)). D’ailleurs
depuis longtemps déji on utilise largement des génines stéroides
végétales pour la fabrication industrielle de 1a pregnénolone.

7T, T. TcHEN, dans 4, p. 889, — G. PopjAk et J. W. CORNFORTII,
Adv. Enzymol. 22, 281 (1960). — Divers auteurs dans Biosynthesis
of Terpenes and Sterols (CIBA Found. Symp., Churchill, London
1959). — K. Brocu; G. Porjik, dans G. Pincus, Hormones and
Atherosclerosis (Academic Press, New York 1959), p. 1; 7. -
D. Krircuevsky, dans Cholesterol (Wiley & Sons, New York
1958), p. 54.

8 R. G. Gourp, dans R. P, Coox Cholesterol {Academic Press, New
York 1958), p. 209.

% (a) L. F. Fieser ct M. FIESER, Steroids (Reinhold Publ. Corp.,
New York 1959), p. 403. — {b) E. HEFTMANN et E. MoserTIG, Bio-
chemistry of Sterotds (Reinhold Publ. Corp., New York 1960), p. 3.
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(Figure 1) comprend a partir de 'acide acétique environ
30 réactions enzymatiques. Elle différe dés le début de
celle des acides gras supérieurs par le fait qu’il se forme
ici tout d’abord de l'acéto-acétyl-CoA (II) tandis que
pour les acides gras il s’agit, d’aprés les plus récentes
données de LyNEN, du malonyl-CoA. Avec une troi-
sitme molécule d’'acétyl-CoA prend naissance, sous
Vinfluence de 'enzyme microsomique, le f-hydroxy-
p-méthyl-glutaryl-CoA (III). Celui-ci donne par ré-
duction de. la fonction thioester-carboxylique, en
passant par le stade aldéhyde, le carbinol primaire
sous forme de sa d-lactone, I'acide mévalonique (IV). Ce
dernier avait déja été isolé antérieurement comme
substance de croissance du Lacfobacillus cases.
Contrairement aux premiéres suppositions la con-
densation de I'acide mévalonique ne passe pas par l'iso-
préne, qui en fait ne peut servir de précurseur bio-
logique. La condensation se fait au contraire avec le
“pyrophosphate du A3-isopenténol (V), qui dérive lui-
méme du 5-pyrophosphate de I'acide mévalonique et
peut étre désigné comme «l'unité isopréne biologique»
cherchée depuis longtemps. Trois de ces unités se con-
densent ensuite par isomérisation en pyrophosphate de
farnésol (VI). Deux molécules de ce dérivé des sesqui-
terpénes se lient par réduction en squaléne (VII), qui
avait été déterminé comme produit intermédiaire de
cette synthése en 1953 déja. Jusqu'a ce dernier stade
aliphatique {avec 30 atomes de C) toute la série de ré-
actions est anaérobie, c’est-a-dire qu’elle se poursuit
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par réduction et de facon formelle par élimination d’eau
et de CO,.

De toutes les possibilités de pliage du squaléne, celle
proposée par WooDWARD et BLocH est indiquée dans
la Figure 1. Des expériences avec des indicateurs radio-
actifs ont en effet montré que chez 'homme et I'animal
in vivo ainsi qu’avec des homogénats de foie, TPNH,
etc., in vitro c’est bien dans cet arrangement qu’il est
cyclisé oxydativement. Ainsi se forme, d’aprés Ru-
ZICKA en une réaction «concertéey ou «non stops, avec
déplacement des deux groupes méthyles dans une
position voisine et introduction d’un groupe hydroxyle,
le lanostérol (VIII) tétracyclique. Dans cette stérine,
dont la vie dans le. fole est trés courte, 3 groupes
méthyles angulaires sont éliminés sous l'influence
d’oxygéne et de TPNH, tout d’abord celui de la position
14, la configuration restant conservée ainsi que, de
maniére étonnante, la position de la double liaison du
squelette; suivent alors les denx groupes méthyles en
C-4 pour former la stérine de la levure: le zymostérol1®
(IX).

La transformation du zymostérol en cholestérol (XII),
qui demande également de 'oxygéne, n'est pas encore
connue de fagon exacte. Les produits intermédiaires
comprennent probablement des combinaisons A7-6-
hydroxylées du type X qui peuvent expliquer le passage

10 Dour le chemin par le méthosténol, voir W. W. WerLis et C. L.
Loras, J. biol. Chem. 235, 978 (1960).
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de la double liaison de la position 8, 9 & 5, 6. Vrai-
semblablement, la réduction de la double liaison de la
chaine latérale ne s’effectue qu’a la fin, de telle sorte
que le desmostérol (X1) serait le dernier produit inter-
médiaire. Dans la formule XII les atomes de carbone
du cholestérol provenant des groupes méthyles des
restes acide acétique sont désignés spécialement. Les
essais avec des précurseurs marqués radioactifs ont été
de toute importance pour la détermination de ces
emplacements et, par conséquent, de toute la bio-
synthése. Il est cependant probable que, & cOté de la
synthese principale indiquée ici, d’autres chemins con-
duisent de I’acide acétique au cholestérol.

La régulation du taux de cholestérol du sang qui,
normalement, est relativement constant se fait par un
mécanisme homéostasique, un mécanisme «feed backn.
On voit par exemple qu’aprés ingestion de cholestérol,
sa biosynthése est réduite de maniére frappante et ceci
au stade de la transformation réductive de I'hydroxy-
méthyl-glutaryl-CoA (III) en acide mévalonique (IV)11,
De ce fait il est presque impossible de créer une hyper-
cholestérinémie chez I'homme et il n’est pas certain que
I'hypercholestérinémie soit d’importance primaire pour
I'apparition de lartériosclérose. D’autre part il est
possible de produire de I'athéromatose et de 1'athéro-
sclérose chez I’animal par hypercholestérinémie expé-
rimentale, et des lésions de ce type contiennent égale-
ment beaucoup de cholestérol chez '’homme. Le choles-
térol est en effet synthétisé aussi localement par les
tissus de l'aorte & partir d’acide acétique.

De toute fagon des substances qui freineraient ou
bloqueraient la biosynthése du cholestérol présentent
un grand intérét. En effet nombre de produits sont
connus!?, qui semblent posséder cette action in vitro,
mais trés rarement in wvive; ainsi particuliérement
certains analogues de l'cestrane, mais aussi de l'an-
drostane, de I'acide mévalonique et du farnésol, ainsi
que la cholesténone, en outre des substances qui n’ont
aucune parenté chimique avec le cholestérol ou ses
précurseurs, telles que des acides gras inférieurs phé-
nylés, 'amide de I'acide nicotinique ou 'acide pyridyl-
acétique et, pour finir, méme des substances inorga-
niques comme des sels de vanadium. Actuellement
I'étude du Triparanol (Mer-29) qui s’apparente chi-
miquement aux cestrogénes synthétiques est poussée
activement; cette substance bloque la biosynthése du
cholestérol spécifiquement au dernier stade de I'hydro-
génation du desmostérol (XI)?!2 dont le taux augmente.
On ignore encore si le desmostérol posséde lui aussi des
propriétés athérogénes.

Avant de nous pencher sur la biosynthése des
groupes particuliers d’hormones stéroides a partir du
cholestérol, il est nécessaire de toucher rapidement la
question suivante: le cholestérol est-il un stade inter-
médiaire obligatoire, ou existe-t-il des voies vicariantes
de la biogénése? La coexistence de synthéses indépen-
dantes du cholestérol a été suggérée pratiquement pour
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toutes les hormones stéroides. Des indications ont été
fournies par des expériences dans lesquelles l'acide
acétique ou d’autres précurseurs inférieurs radioactifs
furent transformés en hormones stéroides possédant
une activité spécifique supériéure a celle du choles-
térol isolé¢ en méme temps. HECHTER a été un des
premiers A obtenir de tels résultats et il considére
Pexistence de voies vicariantes comme probable, puis-
qu’il dit: «La nature semble ne pas vouloir s’appuyer
sur une seule voie de synthése pour des fonctions
vitales si importantes.» D’autre part c’est HECHTER
qui a discuté d'une fagon critique les résultats citésl®,
11 dénie la valeur de preuve concluante & ces essais,
méme a4 ceux exécutés avec des homogénats exempts
de cellules, tant que la comparaison des activités spéci-
fiques n’a pas été faite sur une base cinétique et parce
qu’il existe probablement plusieurs «pools» métabo-
liques du cholestérol qui ne sont pas tous capables
d’effectuer la synthése hormonale. Puisque les subs-
tances intermédiaires «X», par lesquelles le cholestérol
serait évité, n’ont pas encore été définies jusqu'’ici,
nous les laissons de c6té dans les schémas suivants.
Hormones progestatives. La dégradation de la chaine
latérale du cholestérol (XII)¢ dans les surrénales, les
testicules, les ovaires et le placenta, conduit, ainsi que
le montre la Figure 2 aux hormones progestatives.
Avec des enzymes hydroxylants se forme tout d’abord
le 208-hydroxy-cholestérol (XIII) et peut-étre & partir
de celui-ci un 208,22¢-dihydroxy cholestérol XIV,
puis ensuite sous l'influence d’une 20,22-desmolase la
pregnénolone (XV). Dans cette transformation étudiée
spécialement sur des mitochondries de la surrénale et
qui nécessite du TPNH et de I'oxygéne, il se scinde
contrairement aux constatations antérieures non pas
de V'acide iso-caproique mais de I'aldéhyde iso-capro-
iquels, C'est aussi tout récemment que nous avons
réussi pour la premiére fois & isoler de la pregnénolone
a partir de surrénales {de porc)!® tandis qu’elle avait
été isolée depuis longtemps déja des tissus testiculaires.
C’est ce passage du cholestérol hydroxylé A la preg-
nénolone qui de toutes les étapes de la biogénése de
toutes les hormones stéroides dépend le plus fortement
de Vhormone adrénocorticotrope (ACTH]). Si 4 ce stade
la concentration en triphosphopyridine-nucléotide
(TPNH) est déterminante pour la vitesse de réaction,

N P, LyNEN et al,, Biochem. Z. 330, 269 (1958}; Fed. Proc. 18, 20
(1959). — M. D. SipersTEIX et M. J. GuEsT, ]. clin. Invest. 39, 642
(1960).

12 R. G. GouLp et R. P. Cook, dans 8, p. 276. — I. H. PaGE, dans 8,
p. 431. ~ T.-M. L1v et K. K. CuEN, dans E. JuckeRr, Fortschritte
der Arzneimittelforschung (1959}, vol. 1, p. 127.

13T, R, BLoum et al., Arch. Biochem. Biophys. 85, 245, 250 (1959), —
W. M, 81okEs et W, A, Fisu, J. biol. Chem. 235, 2604 (1960), —
J. Avican, E. MoseTTIG et al., J. biol. Chem. 235, 3123 (1960).

14 0. HECHTER, dans 8, p. 337.

15 G. ConstantorouLos et T. T. TcHEN, Abstracts Papers 139th
Meet. Amer. Chem. Soc. (1961), p. 31C; J. biol. Chem. 236, 65
(1961).

18 R. NEHER ct A. WETTSTEIN, Acta endocr. 35, 1 (1960).
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alors, d’aprés HAYNESY?, qui suppose une production
de ce cofacteur sous l'influence de 'ACTH, l'effet de
cette hormone serait explicable. Mais des interpréta-
tions différentes sont agssi possibles {voir8). De toute
fagon 'ACTH a une influence primordiale sur cette
étape et de ce fait sur Ja biosynthése des glucocorti-
coides, qui eux-mémes réglent la production ’ACTH
par un mécanisme «feed-backy; il n’est donc pas
étonnant que la synthése de cette hormone polypepti-
dique linéaire contenant 39 acides aminés soit poussée
activement par des groupes de chercheurs américains
et suisses (Figure 3). L’étude de ces travaux sort du
cadre de cet exposé. 11 suffit d’indiquer que la séquence
1-24 (sur les lignes a et b), obtenue dans la dégradation
de 'ACTH, suffit pratiquement pour l'action cortico-
trope. Déja 'année derniére la séquence 1-19 (c’est-a-
dire la ligne a) a été synthétisée par SCHWYZER ainsi
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que L1 et a montré environ 309, de I'activité totalel?;
ensuite HOFMANN a réussi la synthése de la séquence
1-23, qui montre déja l'activité intégrale?®. Ce n’est
que ces derniers jours que KAPPELER et SCHWYZERZ
de nos laboratoires ont rapporté la synthése de la sé-
quence 1-24 possédant l'activité totale; ils ont ainsi
fait le pont entre les voies synthétiques et I'hydrolyse,
qui d'ailleurs n’avait jamais fourni de produit pur.
Dans le cadre de notre discussion il est intéressant de

17 R, C. Hav~Es et L. BErTHET, J. biol, Chem. 225, 115 (1957).

18 N, SaBa, dans Biosynthesis and Secretion of Adrenocortical Sterotds
{University Press, Cambridge 1960), p. 96.

¥ R, ScuwyzeR et al.,, Angew. Chem. 72, 915 (1960). —
J. Amer. chem. Soc 82, 5760 (1960).

20 K. HorMANN et al,, J. Amer. chem, Soc. &3, 487 (1961).

21 H, KapPELER et R. ScHwvyzer, Conférence 4 Bruges, le 5 mai
1961; Helv. chim. Acta 44, 1136 (1961).
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noter encore que des séquences beaucoup plus courtes
telles que 1-10 et méme 4-10 sont capables, 7% vifro, de
libérer de 'ACTH de I'hypophyse®2; elles possédent
donc une certaine activité du corticolropin releasing
factor (CRF), hormone de I’hypothalamus postulé par
GUILLEMIN, DEGARILHE, SAYERS et par d’autres
auteurs -2, et réglent ainsi indirectement la biogénése
des stéroides.

Le premier pas de la transformation de la pregnén-
olone {XV) en progestérone?, consiste en la déshydro-
génation réversible du groupe carbinol en cétone
(Figure 2}, sous linfluence d'une déhydrogénase des
38-hydroxy stéroides? trouvée dans les microsomes,
de préférence avec DPN comme cofacteur. L'enzyme
est stéréospécifique, de telle sorte qu’elle attaque bien
des combinaisons sans double liaison dans les cycles
A et B, mais pas de groupes hydroxyles 3a. Suit alors,
sous I'action d’une A45-3-céto isomérase, contenue dans
le cytoplasme, le déplacement irréversible de la double
liaison dans la position conjuguée par rapport au
groupe cétonique avec formation de la progesiérone
(XVI). Des enzymes analogues, une 3f-déhydrogénase
et une isomérase, induites dans certaines bactéries, ont
été obtenus par Tararay, le deuxiéme enzyme étant
méme isolé sous forme cristalline 26,

La progestérone est indubitablement I'hormone pro-
gestative propre. Elle a été isolée du corps jaune, il y a
27 ans déja, par 4 groupes de chercheurs dont le nétre,
plus tard des glandes surrénales, mais ce n’est que
derniérement que nous avons pu démontrer sa présence
dans les tissus testiculaires®. Elle a d’autre part aussi
été trouvée dans des homogénats ou des perfusats de
corps jaunes, de placenta, de surrénales et de testicules.
La preuve irréfutable de la sécrétion de la progestérone
a été fournie par la méthode citée au début, par sa
concentration comparativement forte dans le sang
veineux des ovaires® (variable suivant le cycle), du
placenta® et des surrénales?.

L’organisme produit également d’awutres substances
progestatives qui cependant, vu leurs faibles quantités
et leurs faibles activités spécifiques sont d'importance
physiologique moindre: Ainsi par exemple la cortexone,
hormone des surrénales, pour laquelle un passage a la
progestérone a été démontré dans des homogénats de
rein, enfin les deux 20-dihydro progestérones XVII
et XVIII découvertes par ZANDER. Ces deux subs-
tances ont été obtenues par exemple & partir du sang
périphérique, de follicules mfrs, de corps jaunes, de
tissu adipeux et du sang veineux de placenta®3!; Ja
substance XVII de méme & partir du sang veineux de
surrénales? et récemment par nous A partir de tissu
surrénalien ®. Elles doivent étre considérées comme des
métabolites, puisqu’elles sont pratiquement inactives
dans le test de CLAUBERG, mais montrent des activités
respectives de 0,4 et 2,0 fois celle de la progestérone
dans le test local de Hooker-Forses. Un grand
nombre de tels métabolites, 20a- ou 208-hydroxylés,
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provenant des hormones de structure pregnénique ou
de leurs précurseurs a été isolé32, la combinaison XI1X,
par exemple, A partir de 1'urine. Des déhydrogénases
des 20-hydroxystéroides, qui utilisent de préférence
TPN ou TPNH comme cofacteurs pour la transforma-
tion réversible, ont été identifiées dans beaucoup de
tissus3» 3, On a également trouvé dans des microorga-
nismes des enzymes correspondants, dont certains sont
cristallisables®; ils peuvent servir au dosage enzy-
matique quantitatif des 20-céto stéroides.

A cause de leur grand intérét théorique nous citerons
ici exceptionellement deux nouveaux progestagénes
synthétiques: 'allyl cestrénol ®, un 19-norstéroide qui ne
porte plus d'oxygéne en C-3, et la 98,10«-rétro-pro-
gestérone®?, qui différe par ces deux centres d’isomérie
de la progestérone. La rétro-progestérone est re-
marquablement plus active que I'hormone naturelle,
spécialement sous forme de son dérivé 6-déhydro ou
6-déhydro 17x-acétoxylé.

Hormones androgénes. La Figure 4 montre les chemins
de la biosynthése qui conduisent aux hormones andro-
génes. L’hormone la plus abondante dans les testicules
et qui en outre représente 'androgéne naturel le plus
actif chez I'homme est la testostérone (XXIV), suivie
par 'androsténedione (XXIII)#. Ces deux substances
ont été isolées, il y a longtemps déja, en plus forte con-
centration du sang veineux testiculaire que du sang ar-
tériel. Par contre, s’il a souvent été possible d’isoler de
Pandrosténedione (ainsi que son dérivé 118-hydroxylé
XXVIIIet I'androsténolone = déhydro-épi-androstérone
XX1I) dusang veineux des surrénales, la testostérone ne
I'a été quetrésrarement. La formation dela testostérone

22 H. KarpeELER et R. ScHwvyzEr, Exper. 16, 415 (1960); Helv.
chim. Acta 43, 1453 (1960).

2 M. Vogr, dans 38, p, 85.

24 G, Savers, Adv. Abstr. Symposium Lectures, lst Internat.
Congr. Endocrinol, Copenhagen (1960}, p. 25.

25 B. Hurrock et P. TaLaLay, J. biol. Chem. 243, 886 (1958);
P. Tavanay et H. G, WiLLiams-AsuMan, dans *, p, 161; Rec,
Progr. Hormone Res. 16, 1 (1960).

26 P. Tararay et H. R, Levy, CIBA Found. Study Group No. 2, 53
{1959). ~ F. S, Kawanara et P, Tarvaray, J. biol. Chem. 235, PC 1
(1960).

2?7 R. NEHER et A, WETTsTEIN, Helv. chim. Acta 43, 1628 (1960).

2 D, G. Epcar et al,, Nature 770, 543 (1952}; J. Endocrinol. 16,
378 {1957).

20 J.ZaNDER, T, R, ForBES, A, M. vOoN MUNSTERMANN et R. NEHER,
J. clin. Endocrinol. Metab. 18, 337 (1958).

30 W. E. BaLrour et al,, Nature 180, 1480 (1957). — R. V. SHorr,
dans 18, p, 80,

81 R. V. Suort, CIBA Found. Colloq. Endocrinol. 17, 362 (1957);
J. Endocrinol. 18, 415 (1958).

82 W, E. BALFouUR et al., Nature 183, 467 (1959). — Voir par contre:
R. V. Suort, dans 8, p. 74.

33 R. NEHER et A, WeTTsTEIN, Helv. chim. Acta 44, 1171 (1960).

3 W, G. Wiesr, Adv. Abstr, Short Commun. 1st Internat. Congr.
Endocrinol. Copenhagen {1960), 965.

35 H. J. HosexgR et al., Naturwiss. 46, 112 (1959); Biochem, Z. 333,
88, 95 (1960); Angew, Chemie 73, 44 {1961). ~ A, L. NussBaum
et al., Chem. & Ind. 1960, 836, — F. CarvajaL et al,, J. org. Chem.
24, 695 (1959),

36 S, A, SzPILFOGEL et al., Chem. & Ind. 1959, 905,

37 E, H. REERINK et al,, Nature 186, 168 (1960). — H. G. L. SCHOLER
et al., dans 3, p. 917; Acta Endocrinol. 35, 188 (1960).
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semble impossible dans les surrénales normales, mais
bien dans les tumeurs surrénaliennes. Tandis que la
conversion de la pregnénolone (XV) en androsténedione
se poursuit aussi bien dans les gonades que dans les
surrénales, le passage de 'androsténedione a la testosté-
rone dans les tissus endocriniens est, par contre, carac-
téristique des testicules et des ovaires. Inversement,
les dérivés XXVIII et XXIX de I'androsténedione,
oxygénés en position 11, sont des produits spécifiques
du métabolisme des surrénales mais ne montrent
qu'une trés faible activité androgéne.

Le fait que le passage de la pregnénolone & 'andro-
sténedione dans les gonades et dans les surrénales (et
probablement aussi dans le placenta) suit deux
chemins différents résulte particuliérement des travaux
de DORFMAN3-4 ainsi que de NEHER et WETT-
STEIN18:27:41,42 Dang les gonades, et ceci dans les testi-
cules aussi bien que dans les ovaires, c’est le chemin
passant par la progestérone et la 17«-hydroxy-pro-
gestérone (XXI) qui prime, dans les surrénales par
contre le passage par la 17x-hydroxy-pregnénolone
(XX) et I'androsténolone. Notons en marge que pour
les surrénales une autre voie de synthése indépendante
des stéroides Cyy et passant directement du cholestérol
a T'androsténolone a été indiquée’> %4, mais ceci ne
semble pas se confirmer4,

Passons aux résultats des travaux récents concernant
les différents chemins de synthése: La premiére ré-
action consiste en une 77a-hydroxylation de la pregné-
nolone ou de la progestérone; elle est donc identique a
la premiére étape de la biosynthése des glucocorti-
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coides. Que l'incubation de coupes de testicules ou
d’'ovaires ou des homogénats produise de la 77«-
hydroxy-progestérone (X XI) & partir de la progestérone,
puis ensuite de I'androsténedione et de la testostérone,
a été démontré, il y a 5 ans déja et en utilisant des
éléments radioactifs, par différents groupes de cher-
cheurs (SAMUELS; LyNw; DorFMAN; LIEBERMAN4-38),
Il a aussi été possible, plus tard, de démontrer cette
17«-hydroxylation par des fractions de placenta
humain® et par des préparations de surrénales de porc
in vitro®8, enfin pour 'homme n vivo??. En accord avec
ces faits la 17¢-hydroxy-progestérone a été isolée des
testicules par nous-mémes?®, des ovaires par ZANDER*®
et il v a 20 ans déja par PFIFFNER de méme que par
REICHSTEIN des surrénales. On a pu l'isoler également
du sang veineux surrénalien humain®®%. La 17a-
hydroxy-progestérone, un androgéne trés faible, est de
méme pratiquement inactive daus le test progestatif de

38 R, 1. DorrMav, Proc, Fourth Internat. Congr. Biochem. Vienna 4,
175 (1959),

3 M. GorpsTEIN, M. Gut et R. I. DorFmAN, Biochim, biophys. Acta
38, 190 (1960).

40 R. 1. Dorrmax, dans *, p, 211,

U F, W. Kaant, R. Neugr, K. Scumip et A. WETTSTEIN, Exper. 17,
19 (1961).

42 R, Neuer et A. WerrsteiN, dans 34, p. 693,

43 R. 1. DorFmaN, CIBA Found. Colloq. Endocrin. 12, 62 {1958).

4 0. HECHTER, dans &, p. 309.

45 B. LitTLE et A. Suaw, dans ¥, p. 7138,

4 B.G.Rao et R.D.H.HEAarD, Arch. Biochem. Biophys.66,504 (1957),

47 G, Soromon, S. LigserMan et al,, J. biol. Chem. 233, 1084 (1958).

48 ]J. ZANDER, J. biol. Chem. 232, 117 {1958).

4 M. E, LoMBarpo et al., Endocrinol. 65, 426 {1959).

58 R. V. SHort, dans 38, p. 59,
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CLAUBERG, mais trouve une application thérapeutique
comme progestagéne sous forme de 17-esters.

Comme déja esquissé la 17x-hydroxylation se fait
dans les surrénales de préférence déjd au stade de la
pregnénolone. En effet la 77a-hydroxy-pregnénolone
(XX} a été obtenue du sang veineux surrénalien®, et
des homogénats de tissus adénomateux de surrénales
ont transformé la pregnénolone en androsténolone en
passant probablement par XX, Il nous® a été
possible ces derniers temps de réaliser cette 17a-
hydroxylation #n vitro non seulement avec des homo-
génats surrénaliens, de préférence avec la solution
surnageante, mais aussi avec des homogénats de
testicules. Les deux préparations — pour les surrénales
de préférence le résidu cellulaire—étaient d’ailleurs aussi
capables de dégrader la 17¢-hydroxy-pregnénolone en
androsténolone. De plus nous avons isolé la 17u-
hydroxy-pregnénolone des surrénales mais non des
testicules, tandis qu’au contraire I’androsténolone a été
obtenue des testicules mais pas des surrénales nor-
males?S, Tous ces résultats semblent indiquer que la
voie qui préfére les A5-stéroides se poursuit non seule-
ment dans les surrénales humaines (et ceci dans les
glandes saines en principe jusqu’au stade de la 17«-
hydroxy-pregnénolone, dans les néoplasmes de préfé-
rence jusqu’a 'androsténolone}, mais que les testicules
possédent également A un degré restreint cette capacité
attribuée autrefois exclusivement aux surrénales.

Le pas suivant dans la biogénése des androgénes, la
dégradation de la chaine latérale de XXI & XXIII ou de
XX a XXII, s’effectue sous l'influence de 17,20-des-
molases qui ont été décelées de forte activité dans les
testicules mais d’activité plus faible dans les ovaires et
les surrénalest. Le systéme enzymatique utilise de
Yoxygéne et TPNH comme cofacteur. La réaction n’est
pas lide aux tissus endocriniens, mais se passe aussi &
la périphérie, particuliérement dans le foie (LIEBER-
MAN). Comme produits intermédiaires on a proposé des
17x,20&-glycols. Un indice dans ce sens nous a été
fourni par lisolement d’'une quantité appréciable de
17x, 20x-dihydroxy-A4-pregnéne-3-one a partir de sur-
rénales de porc?®? ainsi que de la méme combinaison, a
coté de trés petites quantités de son 208-épimére, a
partir de testicules de porc?. Les deux isoméres ont
également été obtenus par incubation de la 17a-
hydroxy-progestérone avec des coupes d’ovaires hu-
mains®?, le dernier il y a fort longtemps déja par per-
fusion du méme précurseur dans la surrénale bovine®2,
La dégradation de la 17a-hydroxy-progestérone en
androsténedione avec des homogénats de testicules
produit en plus de Pacide acétique (LyNx).

Toute une série de microorganismes, par exemple
Penicillin®, sont aussi capables de dégrader la chaine
latérale. A partir de la progestérone quelques-uns pro-
duisent, 4 coté de 'androsténedione, de la testostérone
ou les deux dérivés correspondants deshydrogénés en
position 1. (Pour le mécanisme de réaction voir 3.)
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LiEBERMAN®S a démontré que le passage de la 17~
hydroxy-pregnénolone a I'androsténolone a réellement
lieu ¢n vivo. Nous avons déji parlé de la méme trans-
formation par les homogénats de surrénales et de
testicules effectuée dans nos laboratoires. Les produits
intermédiaires possibles, le 17x, 20a-diol et le 17x, 208-
diol, sont connus dans ce cas aussi; ils se forment par
incubation du précurseur avec des tissus musculaires
de lapin ¥,

Pour les liens entre les deux voies de synthése, la
transformation de XX en XXI ainsi que XXII en
XXII1, il n’y a rien de nouveau a signaler. Ces trans-
formations se passent, comme celle déja citée de Ia
pregnénolone en progestérone, sous l'influence de la
38-hydroxy-déhydrogénase puis de celle de I'isomérase.
HOxrFELT® a transformé derniérement la 17ua-hydroxy-
pregnénolone ainsi que la pregnénolone en 17a-hydroxy-
progestérone et plus loin en XXV et XXVI au moyen
de coupes de surrénales animales et humaines; en plus
petite quantité il se formait également XXII. Pour la
transformation de I'androsténolone en androsténedione
on peut citer 4 nouveau les travaux de TALALAY?»%,
A part les enzymes des surrénales, ceux des testicules
et du foie® sont également capables d’effectuer cette
réaction.

Parmi les produits finaux on peut considérer Fan-
drosténolone et ’androsténedione comme les principaux
androgénes de la surrénale humaine®® %2, I’androsté-
noloné est formée au dernier stade & la périphérie. On
V'a trouvée dans le sang veineux des surrénales4® 508,
dans des tumeurs surrénaliennes, de plus naturelle-
ment en grande quantité dans les urines et, comme,
déja dit, dans les testicules, mais jamais dans les sur-
rénales saines. L’androsténedione a été isolée de tissus
des glandes surrénales, .des testicules®”%2 et des
ovaires®, de méme, comme déja cité, des sangs veineux
correspondants. Elle est réduite de fagon réversible en
testostérone dans les gonades, particuliérement dans les
testicules, en outre dans le foie et.dans les reins, mais
pas dans les surrénales. Cette réaction semble éire
produite par deux enzymes différents dépendants l'un
de DPN, I'autre de TPN % (voir4). A partir de testicules

51 H, CARSTENSEN, G. W. OerTEL et K. E1k-NEs, J. biol. Chem. 234,
2570 {1959).

52 T, SanpoR et A. LanTHIER, Canad. J. Biochem. 38, 1167 (1960}.

33 R. I, DorrmaN et F. Uncar, Metabolism of Steroid Hormones
(Burgess Publ. Co., Minneapolis 1953), p. 31.

51 E. ViscHER et A, WETTSTEIN, Adv, Enzymol, 20, 262 (1958). —
D. H. PETERsoN, dans %, p, 93.

55 G. S. FoNKEN et al., J. Amer. chem. Soc. 82, 5507 {1960).

5% (3} S. LiEBERMAN et R, V. WIELE, dans 8, p. 153. - {b) 8. Sovro-
MoN, A. C. CarTER et S. LiEBERMAN, ]. biol. Chem. 235, 351 (1960}.

57 P, Z. Tnomas, E. Forcuierri et R. 1. DorrMax, J. biol. Chem.
235, 2797 (1960).

58 M. B, LirserT et B. H)krELT, Exper., en impression,

3 I, M. P. Dawsox et al., Biochem. Soc., 400th Meeting, Nov. 18
(1960},

% Cn, D. Kocuariax, dans8, p, 196,

81 1. E. Busu et V, B, Maugsy, J. Endocrin. 13, 1 {1958}.

82 H. R. LinDpNER, Nature 183, 1605 (1959).
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de taureau nous avons isolé 4 c6té de la testostérone
«normale» 1/20 de sa quantité en 17-épi-testostérone.
Il est intéressant de noter que dans ce tissu la relation
androsténedione/testostérone baisse fortement avec
I’age®. La transformation réciproque des deux andro-
génes par des enzymes tissulaires a aussi son équivalent
microbiologique.

Derniérement un chemin de la biosynthese de la
testostérone & partir de la progestérone a été postulé,
qui ne passerait pas par la 17«-hydroxy-progestérone
et androsténedione s, Quant & cette conclusion qui se
base sur la comparaison de radioactivités spécifiques,
il sied d’en appeler aux restrictions de principe déja
citées. Elle est d’ailleurs en contradiction avec les
anciens résultats de SAMUELS4.

Nous ne pouvons pas entrer dans le détail de la bio-
synthese des androgénes oxygénés en 17, spécifiques des
surrénales, telle qu'elle ressort du schéma 4 des for-
mules. Il est & remarquer, toutefois, que'la dégradation
de la chaine latérale peut également s’effectuer a la
périphérie (dans le foie) pour la 17a-hydroxy-cortexone
(XXYV) ou le cortisol. La 118-hydroxy-androsténedione
(XXVIII) a été isolée autrefois par nous des surrénales
mais pas des testicules, I'adrénostérone décelée dans
les testicules??, dans les surrénales animales mais pas
dans celles de I'homme (voir encore3-%). La trans-
formation de la testostérone en XXVIII, XXIX et
XXX a été obtenue par des tissus tumoraux de testi-
cules®. En analogie avec la série 11-désoxy nous®
avons réussi 4 isoler la 11f-hydroxy-17-épi-testosté-
rone, et ceci & partir des surrénales, mais sans cbtenir
Jci la combinaison «normale» en 17.

Androsténolong
n o
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La production des androgénes dans les surrénales est
réglée par I'’ACTH, la production dans les gonades par
la gonadotropine de 'hypophyse ou du placenta4:38,
Réciproquement les hormones sexuelles contrélent a
un certain degré la sécrétion de la gonadotropines,
Nous reviendrons aux inhibiteurs surrénaux, qui frei-
nent également la biosynthése des androgénes dans les
surrénales, lorsque nous aborderons les corticoides.

Hormones @strogénes. Dans la discussion concernant
Ia biosynthése des hormones cestrogénes (résumés voir
86-70) nous toucherons seules les substances qui ne sont
aromatisées que dans le noyeau A, c’est-a-dire l'ces-
trone, les cestradiols et les oestriols, laissant de c6té
Péquiline et 1'équilénine qui se forment probablement
par une autre voie. Le premier groupe est formé dans le
tissu ovarien, et ceci en quantité variable aux différents
stades du cycle, dans les tissus placentaires et testicu-
laires et sporadiquement dans le tissu surrénalien 7,
Tandis que la formation & partir d’acide acétique a été

6 H. R. Linoxer et T. Maxx, J. Endoerin. 21, 341 (1960).

64 H, Forcuierrl, M. Gur et R. I. DorFman, Federation Meeting
{Printemps 1961).

85 F. A. Kincr et R. 1. DorrmaN, in 34, p. 855.

6 B, Diczrarusy et Cu. Laurirzex, Ostrogene beim Menschen
{Springer, Berlin 1961}, p. 79.

57 H. BREUER, Z. Vitamin-Hormon-Fermentforsch. 11, 200 {1960}.

63 W, DirsCHERL, dans AMMON et DirscHERL, Fermente, Hormone,
Vitamine (Thieme, Stuttgart 1960}, 3. Aufl,, vol. II, p. 223.

88 1. L. ExcEL, dans G. Pincus et E. P. VoLLMER, Biological Acti-
vities of Steroids in Relation to Cancer (Academic Press, New York
1960), p. 116.

% Pu, A. Katzmax, E. A. Doisy et al.,, Ann. Rev. Biochem. 28, 285
(1959).

7 8. R. Strrey, dans 3, p. 701,
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prouvée fréquemment in vitro, dans la perfusion et
in vivo, la question de savoir si le chemin passe princi-
palement par le cholestérol, les combinaisons du preg-
néne et les androgénes est A discuter. Il est 4 noter & ce
sujet que la transformation du cholestérol signé en
cestrone de haute radioactivité a été prouvée chez la
femme enceinte™, que la progestérone et I'cestrone se
forment de maniére analogue & partir d’acide acétique
chez la jument gravide en passant probablement par
le cholestérol™ et que la testostérone est transformée,
in vivo et tm vitro, en cestrone et en cestradiol avec un
meilleur rendement que Pacide acétique (DORFMAN).
Les corticostéroides, tels que la cortisone, in wivo,
donnent également des cestrogenes, particuliérement
ceux ayant une position 11 oxygénée®. Derniérement
DorrmMaN™ a proposé un chemin de synthése condui-
sant de l'acide acétique aux cestrogénes en évitant le
cholestérol et les stéroides Cy,.

Si une preuve absolue des voies biologiques nor-
males n’est pas encore donnée, il semble néanmoins que
la transformation des androgénes en cestrogénes soit un
cheminement important de la biogénése; dans tous les
cas ¢’est le seul qui, aujourd’hui, soit représentable par
formules, ainsi que nous le montrons dans la Figuare 5.
Avec des microsomes de placenta humain et TPNH,
Ryan" a pu transformer l'androsténedione ou la
testostérone avec des rendements allant jusqu’'a 609,
en cestrone (XXXVIII) ou en cestradiol (XXXIX)
{voir aussi "); DORFMAN a méme observé un rende-
ment de 809, pour la premiére réaction. Ces réactions
ont également pu étre réalisées avec des préparations
d’ovaires ™77, oli I'hormone folliculostimuline (FSH)
améliorait I'aromatisation 8, soit encore avec des pré-
parations de corps jaunes™, de testicules™ et d’un
carcinome surrénalien *®. Ces transformations ont égale-
ment été observées i vivo, chez 'homme et la jument
gravide. Elles ne semblent pas nécessairement liées
aux tissus endocriniens nommés, car on les a aussi
observées chez des femmes ovariectomisées et adréna-
lectomisées. Que l'androsténolone également puisse
servir de produit de départ de I'cestrone résulte d’essais
in vivo chez 'homme, ainsi que d’essais avec des prépa-
rations de placenta in vitro™ %0, qui donnérent une
conversion de 709, 74,

Pour la reconnaissance des chemins de réaction les
travaux de MEVER®!, datant déja de 1955, ont montré
la voie 4 suivre; ils ont indiqué que les homogénats sur-
rénaliens transforment l'androsténedione et I'andros-
ténolone en 19-hydroxy-androsténe-dione (XXXI).
Cette combinaison perdait d’une part facilement du
formaldéhyde par scission en milieu légérement alcalin,
selon la méthode de Ehrenstein, pour former la 19-

nor-androsténe-dione (XXXIII); d'auntre part, elle

livrait la 19-oxo-androsténedione (XXXIV) par dés-
hydrogénation. MEYER a tout de suite reconnu que
XXXI est un produit intermédiaire approprié pour
Paromatisation, puisqu’il était transformé mieux et
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plus rapidement en cestrone que I'androsténedione dans
le placenta. Toute une série de stéroides a été hydroxy-
e en position 19 par des enzymes de surrénales aussi
bien que de microorganismes, mais ce n'est que der-
niérement qu’il a été possible, aprés incubation de
Vandrosténedione avec des microsomes de placenta
humain, de déceler son dérivé 19-hydroxy a c6té de
I'cestrone et de ce fait de trouver pour la premiére fois
une 19-hydroxylase dans un autre tissu animal que
dans les surrénales®. Méme si 'on admet que I'aroma-
tisation se fait par perte de formaldéhyde ou de CO,
4 partir d’un f-carbinol vinylogue ou d'un tel céto-
acide, combinée avec une déshydrogénation & un stade
propice, il reste encore quantité de chemins de ré-
actions et de produits intermédiaires parmi lesquels
nous avons choisi les plus importants dans la Figure 3.

Une premiére lumiére a été engendrée par de nou-
veaux essais avec des préparations de placenta humain
pour la conversion de produits intermédiaires possibles
en cestrogénes. D’aprés Ryan® XXXI posséde une
activité de substrat légérement plus forte que XXIII
et XXIV, tandis que XXXII, le 175-0l correspondant,
ainsi que XXXIII ne possédent que If,~/; de cette
activité®®, Dans des essais de DorFMAN également ™8
XXXII et le 17f-0l correspondant a XXXIII n'ont
fourni que des rendements de 20 et 5%, en cestrone; les
chemins passant par XXXII et XXXIII ne devraient
donc jouer qu'un réle secondaire. Cette constatation
est étonnante, puisque XXXII a été trouvé comme
métabolite de la progestérone dans les excréments de
vaches en gestation® et a pu étre transformé en ces-
trone, non seulement par des tissus placentaires, mais
aussi d’ovaires et de surrénales. De plus, pour la trans-
formation de XXXIII en cestrogéne un méme rende-
ment que pour la testostérone a été observé dans un
cas de carcinome. Avec des microorganismes®®87 il a
aussi été possible de faire cette transformation et ceci
avec des rendements allant jusqu’a 80%,.

7 . WERBIN et al,, J. Amer. chem. Soc. 79, 1012 {(1957).

3 K. Savarp, R, . Dorrmax et al,, J. biol. Chem. 2317, 765 (1958).

7 R. 1. DorFMaN, dans %, p, 229,

7 K. J. Rvaxn, Biochim. biophys. Acta 27, 858 {1958}; Fed. Proc. 17,
188 (1958); J. biol. Chem. 234, 268 (1959).

76 B. BaGGETT et al.,, Endocrinol. 64, 600 (1959).

77 B, BacGeTT et al., J. biol. Chem. 221, 931 (1956). — H. H. Woriz
et M. Gur, J. biol. Chem. 222, 487 (1956). — N. HOLLANDER et
V. P. HorLanper, Cancer Res. 19, 290 (1959).

".N. HorLrLaxper et V. P. HoLranper, J. biol. Chem. 2383, 1097
{1958).

7 M. L. Swear et al,, Biochim. biophys. Acta 40, 289 (1960).

80 J, E. Lonceuampr, C. Guar, M, EurensTEIN et R. 1. Dorrman,
Endocrinol. 66, 416 (1960).

81 A, S. MEYER, Exper. 11, 99 (1955).

82 K. J. Ryan, dans #, p. 697; Acta endocrin. Suppl. 51, 697 (1960).

88 A. S. MeYER, Biochim. biophys. Acta 17, 441 (1955).

8 M. Havano, R. I. DorFMaN et al., Acta endocrin. Suppl. 51, 699
{(1960).

85 W, R. MiLer et C. W, TurNEeg, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 99,
142 (1955).

8¢ H, R, LEvy et I, TaraLAy, J. Amer, chem. Soc. 79, 2658 (1957).

87 §. KusHINSKY, J. biol. Chem, 230, 31 (1958). — R, C. MeEks et al,,
Chem. & Ind. 1948, 391.
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DorrFMAN a de plus trouvé que la substance XXXIV
donne les mémes taux de conversion que XXXI. C'est
ainsi qu'aujourd’hui et d’aprés les essais in vitro les
voies indiquées par des fléches pleines sont les plus im-
portantes. Elles comprennent une 19-hydroxylation
primaire, suivie d’une déshydrogénation soit du car-
- binol angulaire en aldéhyde, soit de la laison des
atomes de carbone 1,2, suivie, si cela est nécessaire,
d’une nouvelle déshydrogénation ou d'une oxydation
aux emplacements indiqués, pour finir par I'élimination
du C-19.

Les transformations réversibles de I'cestrone en 7745-
et 17a~estradiol par des 17-déhydrogénases spécifiques
ont été observées in vive mais aussi i vitro avec des
cellules ou des préparations diverses de tissus égale-
ment nonendocriniens tels que de foie, de reins, et de
sang®, Le 17x-cestradiol semble étre le produit final
chez le beeuf.

L’estriol (XLI) et ses épiméres ont été obtenus par
exemple avec des tissus humains d’ovaires, de placenta
et plus particuli¢rement de foie & partir de 'cestrone,
du 17p-cestradiol et des combinaisons correspondantes
16a-hydroxy ou 16-0x08%. Un chemin de rechange de la
biosynthése passe siirement de l'androsténolone au
A®-androsténe-3, 16¢, 178-triol (XL} et de celui-ci pro-
bablement par la 16a-hydroxy-testostérone. Ces deux
substances ont en effet été transformées, avec des ren-
dements trés appréciables, par des microsomes de
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placenta et TPNH, en cestriol, voire en 16a-hydroxy-
cestrone®. Que les stéroides 16a«-hydroxylés jouent un
grand r6le dans le métabolisme du placenta est dé-
montré par notre récente réussite d’isolement de la
16a-hydroxy-testostérone comme stéroide le plus im-
portant aprés I'cestriol dans le placenta humain®. Pour
les combinaisons anti-cestrogénes voir %

Hormones cortico-survénales classiques. Dans la Fi-
gure 6 nous avons représenté les 12 étapes possibles de
la biosynthése des hormones de la surrénale (résumés
444,92-96) qui par hydroxylations successives de la pro-
gestérone en position 17«, 21 et 118 conduisent aux
7 produits de réaction. Les combinaisons indiquées a
gauche et en bas, la cortexone (XLII), la 17a-hydroxy-
cortexone (XXV), la corticostérone (XLIII) et le cor-
tisol (XXVI) représentent 4 des 6 hormones surréna-
liennes classiques. Leurs propriétés de glucocorticoides
augmentent dans la succession indiquée, tandis que
leurs propriétés de minéralocorticoides diminuent dans

8 W. VELLE et S. EricHsEN, Acta endocrin, 33, 277 (1960).
8¢ G. F. Magrriax, dans %, p, 208,

% K. J. Ryan, ]. biol. Chem. 234, 2006 (1959).

9 R, NEuER et A. WETTSTEIN, résultats nouveaux,

32 A, WETTSTEIN, Monatsschr, Kinderheilk. 768, 164 {1980).
93 A. WETTSTEIN, dans %%, p. 233,

% G. Pivcus, dans %, p, 61.

2 J. K. GrawT, dans '8, p, 24,

% Cu. Tamu, dans %8, p. 476, 512.
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ce méme ordre® %, Comme 'ont montréesles recherches
faites avec le sang des veines surrénaliennes ainsi que
de la périphérie, le cortisol et la corticostérone sont,
avec des quantités journalidres respectives d’environ
20 mg et jusqu'a 2 mg, les plus abondants de ces
produits de sécrétion chez 'homme; chez le rat et le
lapin c¢’est par contre la corticostérone qui est de loin la
plus abondante. Toutes les 6 combinaisons au centre et
& gauche de la Figure ont été obtenues en plus grande
quantité du sang veineux surrénalien que du sang
artériel®. Sur le tableau ne manquent que les deux
métabolites 11-oxo de la corticostérone et du cortisol,
mais qui peuvent 3 peine étre considérés comme des
hormones propres.

La corrélation des différentes zones de la glande sur-
rénale® avec les enzymes particuliers® %1% et ainsi
avec la production hormonale a été étudiée d'une
maniére approfondie!f?:192, Les zones les plus pro-
fondes, réticulaire et particuli¢rement fasciculaire, con-
tiennent de la 17¢-hydroxylase dans leurs microsomes,
et de ce fait produisent du cortisol, tandis que seule la
zone la plus éloignée du centre et se trouvant directe-
ment sous la capsule, la zone glomérulaire, contient de
la 18-oxygénase et est capable de former 'aldostérone.
Les autres enzymes, particuliérement la 118-hydroxy-
lase des mitochondries et la 21-hydroxylase des micro-
somes, semblent étre réparties dans toute I'écorce de
telle sorte que la corticostérone est produite partout,
mais cependant en plus grande quantité totale dans la
grande zone fasciculaire.

Toutes les hydroxylases, et en particulier la 118-
hydroxylase, spécifique des surrénales chez I'homme et
les animaux, semblent étre des systémes d’enzymes
combinés93, qui sans exception utilisent de I'oxygéne
moléculaire, du TPNH, ce qui est surprenant, et en
partie d’autres cofacteurs. Dans la 118-hydroxylation
par les surrénales, ainsi que dans les 1l«- et 118-
hydroxylations par des microorganismes un remplace-
ment direct stéréospécifique de I'atome d’hydrogéne
correspondant a été prouvé®, La 21-hydroxylase a été
décelée dernidrement également dans les tissus testicu-
laires normaux et tumoraux%, La 11f-hydroxylase
se rencontre aussi dans le régne végétal. Avec des
microorganismes 2108108 toutes les hydroxylations ob-
servées dans les surrénales et d’autres tissus de mammi-
féres1% ont pu étre réalisées, sauf celles en positions 2
et 6o et celle en 18 biologiquement si importante (Ta-
bleau). De plus les microorganismes sont capables d'hy-
droxyler presque tous les atomes de carbone, accessibles
en principe, de la progestérone et de ses dérivés en ex-
ceptant C-4, 5, 8 et 18.

Seuls les groupes 21-hydroxyles des corticostéroides
(mais ni ceux en position 11, ni ceux en 17) peuvent
étre éliminés biologiquement.

On devait se demander quels sont parmi tous les
chemins possibles ceux suivis de préférence dans la bio-
synthése des corticoides. Les réponses ont été fournies
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par les travaux d’un grand nombre de chercheurs parmi
lesquels HECHTER, PIncus, HAINES, DorFMAN, HEARD,
SAMUELS, SaVARD, LoMBarDoO. Ils ont travaillé avec
les méthodes les plus diverses: la perfusion, I'incubation
de coupes, d’homogénats, de composants de cellules et
de préparations d’enzymes des surrénales; de plus,
durant les 10 derniéres années, ils ont utilisé presque
exclusivement des précurseurs marqués radioactifs.
Aujourd’hui toutes les transformations indiquées dans
la Figure 6 ont été plus ou moins prouvées. Sur les
chemins de synthése marqués en plein il n’y a plas de
controverse, ils se confirment dans les nouveaux tra-
vaux.

LoMBARDO M 3 par exemple obtenu avec des coupes
et des homogénats de surrénales humaines les con-
versions maximales suivantes (sous déduction des
valeurs moyennes de contréle): A partir de la progesté-
rone 9%, de 17«-hydroxy-progestérone et de cortisol
chacun, ainsi que 69, de corticostérone;  partir de la
17«-hydroxy-progestérone 439, de cortisol (mais natu-
rellement pas de corticostérone); i partir de la subs-
tance 5 119, de cortisol et & partir de la cortexone 34%,
de corticostérone mais pas de cortisol. Malheureuse-
ment la formation des 4 combinaisons sur la ligne
médiane du schéma n’a pas été déterminée. La 118-
hydroxy-progestérone a cependant été obtenue par
plusieurs chercheurs et avec de bons rendements a
partir de la progestérone avec des mitochondries sur-
rénaliennes.

Hydroxylations biologiques de 44-Pregnéne-3,20-diones

Au carbone 1267910 1112 14 15 16 17 18 19 21
Surrénales o® B x oo X XX
B
Autres tissus de e & o X
mammiféres BB
Micro-organismes afffaafPe « o ¢ 2 « X X
8 g8 B

& dans stéroide C,g b dans 19-nortestostérone

97 A, WETTSTEIN, Actes Soc, helvét, Sci. nat. 136e Sess, ann. Béle
{1956), p. 22.

% A, WerTsTEIN, Verh, Dtsch. Ges. inn. Med. 62, 214 (1956).

T, Symingron, dans 18, p, 40.

100 G, M, ToMkins, Ann. N.Y. Acad. Sci. 82, 836 {1959).

101 P, I, Avrss, dans 18, p, 50.

12 T, Sracuenko, C. Laruante et C. J. P. Giroup, dans 3¢, p. 455.

103 G, M, Tomxins et al., Fed. Proc. 17, 323 (1958); Biochim. biophys.
Acta 28, 449 (1958).

104 M, Havawo et al., J. Amer. chem. Soc. 80, 2336 (1958). — E. J.
Corey et al.,, J. Amer. chem. Soc. 80, 2338 (1958).

105 0, V, DomiNGUEZ, L. T. SAMUELS et al., J. biol. Chem. 235, 2608
(1960).

16 I, H, PeTERSON, dans 38, p, 83,

107 I, L, WaLLEN et al., Type Reactions in Fermentation Chemistry
(U.8. Dept. of Agriculture, 1959).

108 F, V1sCHER et A. WETTSTEIN, Adv. Enzymol. 20, 237 (1958).

1% R, I, DorFMAN, Ann. Rev. Biochem. 26, 523 (1957).

10 M, E. Lomsarpo et P, B, Hubson, Endocrinol. 65, 417 (1959).
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En ce qui concerne ces transformations principales,
mais seulement celles-ci, il se trouve que les surrénales
accomplissent ces hydroxylations dans 'ordre des po-
sitions 17¢, 21 et 113, tandis qu'un tel substituant déja
présent dans la molécule empéche lintroduction d’un
substituant placé avant lui dans la séquence indiguée.
Les substitutions interdites par cette régle représentent
les réactions secondaires (indiquées en pointillé). Ainsi
HEARDI! a obtenu réguliérement du cortisol & partir
de la cortexone au moyen de coupes de surrénales de
différentes espéces. Ses résultats ont été mis en doute4,
mais nous avons nous-mémes isolé le dérivé 6p-hy-
droxylé de la substance S du mélange d’incubation de
la cortexone avec des homogénats surrénaliens!*?. Ces
résultats soutiennent la possibilité d'une 17a-hydroxy-
lation comme seconde étape ou étape terminale dans
la suite des réactions indiquées. Le renversement des
séquences préférentielles n’est pas controversé dans
I'hydroxylation de la 118-hydroxy-progestérone qui,
en effet, a fourni de la corticostérone et du corti-
sol4:113, On a aussi démontré que la combinaison XLV
est hydroxylable en position 2114, La supposition
que les voies de la biosynthése indiquées dans la partie
droite de notre schéma soient véritablement des che-
mins de rechange menant au cortisol est consolidée de
maniére intéressante par l'isolement, qui nous a tout
derniérement été possible, de la 118-hydroxy-progesté-
rone% ainsi que des dérivés 20-dihydrogénés de cette
combinaison et de XLV 3 dans les surrénales de porc.

Pour les chemins de rechange de la biosynthése des
corticoides, qui ne passent pas par le cholestérol, nous
nous en rapportons a la littérature® 9.

11 est intéressant de noter linterruption des diffé-
rentes réactions d’hydroxylation dans certaines mala-
dies®®. Dans P'aldostéronisme primaire de Conn, il
semble que la tumeur surrénalienne présente une défec-
tuosité de la 17o¢-hydroxylation 8, de telle sorte que la
biosynthése est dévide des glucocorticoides vers les
minéralocorticoides et particulitrement vers 'aldosté-
rone. {Pour le métabolisme des stéroides, également
dans d’autres tumeurs endocriniennes voir!'’), Dans
Phyperplasie virilisante congénitale 118118 un syndrome
surrénogénital, il faut faire la différence entre d’une
part la forme compensée et la forme entrainant une
perte de sel, d’'autre part la forme hypertensive.
L’image des premiéres maladies montre un défaut dans
la 21-hydroxylation (voir aussi!?®) de telle sorte que la
progestérone et la -17a-hydroxy-progestérone s’accu-
mulent dans les surrénales, et de grandes quantités de
leurs métabolites, le pregnanediol et le pregnane-3«,
17, 20a-triol sont éliminés par les urines. Dans la forme
hypertensive le systéme de la 118-hydroxylase est dé-
fectueux, ce qui conduit au blocage au stade de la cor-
texone et de la 17a-hydroxy-cortexone avec une élimi-
nation accrue de ses dérivés tétrahydrogénés. Une viri-
lisation est commune a toutes ces formes, provoquée
par la déviation de la biosyntheése vers les hormones
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androgénes, augmentée encore par la surproduction
d’ACTH dont la formation n’est plus freinée par le
cortisol.

Les récents antagonistes des corticostéroides?® sont de
grande portée pratique. Dans notre domaine les subs-
tances qui nous intéressent sont celles qui ne touchent
pas les effets périphériques, mais qui, de fagon analogue
aux maladies citées, bloquent la genése des steroides
sélectivement dans les surrénales. L’amphénone B
(3, 3-bis-(p-aminophényl)-butanone-{2)} freine toutes
les 3 réactions hydroxylantes ainsi que la transfor-
mation du A35-38-hydroxy- en A*-3-céto-stéroides!Zl,
La métopirone® (2-méthyl-1,2-bis(3-pyridyl)-propa-
none-(1))*22, un analogue pyridique de bien moindre
toxicité, freine de préférence la 11p-hydroxylation?3,
de telle sorte qu'il se forme une image semblable 4 celle
rencontrée dans ’hyperplasie virilisante congénitale
avec hypertension. La métopirone® revét un emploi
diagnostique dans les maladies de 1'hypophyse %, ainsi
qu'un emploi thérapeutique (en association avec un in-
hibiteur de I’ACTH, tel qu'un glucocorticoide) pour
I'élimination de sodium. Ces tout derniers temps des
substances ont été développées qui freinent sélective-
ment la 17¢-hydroxylation 125,

La#égulation de la sécrétion des glucocorticoides dé-
pend de 'ACTH 23, dont la production est elle-méme
sous l'influence d’un mécanisme «feed back» négatif
dirigé par les corticoides. Derniérement un freinage
supplémentaire direct de 'action stimulante de 'ACTH
sur la biogénese des stéroides surrénaliens par la corti-
costérone a été démontré126,

Aldostérone. Pour la biosynthése de I’aldostérone nous
pouvons étre bref puisque ce sujet a été abordé déja
plusieurs fois par 'auteur® 997127 Dans la Figure 7 on
remarque les mémes 4 combinaisons centrales que pour
la biogénése des hormones classiques des surrénales;
cela veut dire qu’ici aussi nous avons affaire & des 21- et

11 R, D. H, Hearo et al,, Rec. Progr. Hormone Res. 12, 45 (1956).

12 R NeueR et A. WerTsTEIN, Helv, chim. Acta 33, 2082 (1956).

3 1. Ercunorw et O. HecHTER, Proc. Soc. exp, Biol. Med. 97, 614
(1958),

14 K, J. Ryan et L. L. ENGEL, J. biol. Chem. 225, 103 (1857).

15 R, Neuer et A, WeTTstEIN, Helv, chim. Acta 43, 623 {1960).

16 p, ¥, Ayres, J. F. Tait et al, dans MuLLER et O'CoNXOR, futfer-
naf. Symb. on Aldosterone {Churchill, London 1958}, p. 73.

17 R, 1, DorrmaN, dans %, p. 445.

18 W, R, EBERLEIN ct A. M. Bonciovanni, Metabolism 8, 326 (1960).

19 Ty, F. GALLAGHER, dans %, p. 143.

120 7, W, JaLEr et al,, J. clin. Invest, 39, 904 (1960); Clinical Endo-
crinology (Grune & Stratton, New York 1960), vol. 1, p. 854.

121 G, RoseNFELD et W. D, Bascom, J. bicl. Chem, 222, 565 {1956).

122 W, L, BENczE et M. J, ALLEN, J. med. pharm. Chem. 1, 395 (1959).

128 G, W, LippLE et al., J. clin. Endocrin. 18, 906 (1958). — J. S.
Jenkins, G. W. THorN et al., Science 128, 478 (1958). ~ J. RocHE
et al,, Bull, Soc. Chim. biol. 42, 913 (1960). — D. K. FukusHIMaA,
T. F. GALLAGHER et al., J. clin. Endocrin. 20, 1234 (1960).

1% E R, FrRoEscH, A. LABHART, R. NEHER, A. PRADER et W, ZIEG-
LER, Schwe'z. Med. Wschr. 89, 1232 (1959).

125 J_J.Cuart et H. SuEPPARD, Endocrine Soc., Program 43rd Meet.
New York, june 1961, p. 20.

128 ¥ G. PErow et al., dans 3%, p. 707.

127 A, WeTTSTEIN, Exp. Ann. Biochim. Méd. 19, 171 (1957).
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11-hydroxylations. La nouveauté réside pour I'aldosté-
rone dans le fait qu'au lieu d'une 17x-hydroxylation
nous avons une hydroxylation en position 18, et que ce
groupe hydroxyle est ensuite déshydrogéné a un stade
propice en aldéhyde. La figure montre les 20 réactions
possibles, qui se combinent en 12 voies différentes pour
passer de la progestérone i I'aldostérone; elles englo-
bent au total 10 produits intermédiaires.

Aprés notre premiére démonstration de la trans-
formation de la cortexone en 18-hydroxy-cortexone
(XLVIII)* et en aldostérone (LIII)12% avec des homo-
génats de surrénales, d’autres chercheurs102:130-133 ot
réussi & transformer en plus la progestérone, la 118-
hydroxy-progestérone et la corticostérone en aldosté-
rone par des méthodes in vifro et ceci avec des rende-
ments comparables entre les différents précurseurs
{voir aussi 3% 135} Des résultats semblables ont été
obtenus dans Ia perfusion i vivo.

Parmi les substances intermédiaires possibles, la
formation de la 18-hydroxy-cortexone, déja connue,
a aussi été observée a partir de précurseurs endogénes
dans l'incubation de surrénales®. Puis on a produit la
18-hydroxy-corticostérone (LII) a partir de la pro-
gestérone 137138 Cette combinaison extraordinairement
instable avait été obtenue par synthése totale dans nos
laboratoires et nous I’avions transformée en aldostérone
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par des homogénats de surrénales*®, Ainsi le deuxiéme
échelon de la biosynthése de 'aldostérone a partirde la
corticostérone était démontré, Dans l'incubation de la
progestérone ou de la cortexone avec des homogénats
de surrénales une substance qui pourrait étre la 18-oxo-
cortexone (IL) a été décelée®® récemment.

Comme I'inventaire des faits obtenus présente encore
de grandes lacunes, nous poursuivons actuellement par

128 F, W, Kannt, R, NEHER ¢t A, WETTsTEIN, Helv. chim. Acta 38,
1237 (1955).

129 A, WerTsTEIN, F. W, KannT et R. NEHER, CIBA Found. Collog.
Endocrin. 8, 170 (1955).

10 P, 1. Avrgs, J. F. Tarr, S. A, S. Tarr et al., Acta endocrinol. 34,
27 (1960); Biochem. J. 70, 230 (1958).

131 C. J. P. GiroUD, J. STACHENKO et P. PiLETTA, dans '8, p. 56.

132 P, J. Murrow et G, L. Conn, Proc, Soc, exp, Biol. Med. 107, 731
{1959).

133 E. RoseMBERG, R. I. DorRFMAN et al., Endocrinol, 58, 708 (1956).

3¢ 3, J. Barrow, D. A. Horus et J. W. JalLer, Clin. Res. 8, 373
{1960).

135 3, Urick et S. SoLomox, J. Amer. chem. Soc. 82, 249 {1960).

138 ¥, G. Ptrown, Endocrinol. 66, 458 (1960), et publication sous
presse, — M. K. Birminguam et P, J. Warp, J. biol. Chem., sous
presse.

137 §, Urick et K. Kush, J. Amer, chem. Soc. 82, 6421 (1960),

138 Pour le role de LII dans la biogénése, voir: R, NesgR et A, WETT-
sTEIN, Helv. chim. Acta ¢3, 623 (1960).

3% 7 ScumipLiN et A. WETTsTEIN, Conférence Congrés des Bio-
chimistes Allemands-Frangais-Suisses, Ziirich {Octobre 1960).

10 0, V, Dominguez, D. W. Urry et L. T. Samuers, Fed. Proc. 20,
180 (1961).
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Iexpérience et systématiquement l'investigation des
différents stades encore obscures de la synthése. Une
condition essentielle, exigée pour ces recherches, était
la préparation synthétigue des produits intermédiaires
hypothétiques, tout d’abord pour apprendre & con-
naitre leurs propriétés et pouvoir les déceler dans les
mélanges biologiques; pour avoir ensuite la possibilité
de les utiliser, eux qui se trouvent en si infimes quan-
titds dans les préparations de surrénales, pour l'étude
de leurs transformations biologiques subséquentes dans
les voies de la biogénése. Au début de nos nouvelles
recherches certains des produits intermédiaires étaient
encore inconnus comme substances chimiques. Entre-
temps nous les avons cependant préparés par synthése,
4 U'exception de la 18-oxo-cortexone (IL). Il s’agit de
la 18-oxo-progestérone (XLVII)!4!, de la 118,18-di-
hydroxy-progestérone (L)142 et de la 21-désoxy-
aldostérone (LI)1,

Le probléme qui se posa ensuite fut de développer
une méthode de séparation appropriée. Les meilleurs
résultats furent obtenus par un ¢screening» dans la
chromatographie sur papier en utilisant comme subs-
tances de repére les produits de transformation déja
connus, tels que les substances 17¢-hydroxylées, ainsi
que la gamme compléte des 11-oxo-dérivés présumés
comme métabolites. Parmi ces derniers 4 durent tout
d’abord étre synthétisés (11-oxo-18-hydroxy-progesté-
rone; 11,18-dioxo-progestérone; 1l1-oxo-18-hydroxy-
cortexone et 11,18-dioxo-cortexone}, Nous avons pu
constater que la combinaison de 2 & 3 systémes chro-
matographiques suffisait pour différencier toutes les
substances nommeées.

Dans le groupe des substances de faible polarité, qui
comprend principalement des progestérones mono-
oxygénées, les valeurs Rf sont en général suffisamment
différentes (voir Figure 8), particuliérement celles de la
18-hydroxy et de la 18-oxo-progestérone qui nous in-
téressent spécialement. Il est & remarquer que la pre-
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Fig. 8. Séparation par chromatographie sur papier des stéroides
présumés de polarité faible,
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miére, qui ne se différencie pas de la 17a¢-hydroxy-
progestérone dans le premier systéme de solvants, se
transforme quantitativement dans la chromatographie
avec le systéme Bush B, en un artéfact de polarité
beaucoup plus faible, ce qui permet une identification
sans équivoque.

La Figure 9 illustre les conditions établies dans le
groupe des substances de polarité moyenne, principale-
ment des progestérones di-oxygénées. Ici saute aux
yeux la différenciation propice de la 118, 18-dihydroxy-
progestérone et de la 21-désoxy-aldostérone, deux nou-
veaux produits intermédiaires qu’il nous a ainsi été
possible de déceler pour la premiére fois.

Grice au développement de ces moyens diagnos-
tiques, il fut possible, enfin, d’aborder le probléme
principal. Tout d’abord nous avons incubé une pro-
gestérone, marquée au tritium et hautement purifiée,
avec des homogénats de surrénales et analysé les ex-
traits. Le résultat d’un essai typique est démontré
dans le radiogramme de la Figure 10. L’abscisse indique
la distance parcourue sur le papier et 'ordonnée le
compte des impulsions par minute. Le compteur in-
diqua un maximum important coincidant avec 'em-
placement de la 18-oxo-progestérone synthétique, chro-
matographiée simultanément. A sa gauche se trouve un
autre maximum moins important, qui provient vrai-
semblablement de la 11-oxo-progestérone.

La Figure 11 montre un maximum significatif 4 'en-
droit de la 21-désoxy-aldostérone, séparé proprement
de la large bande de haute radicactivité située 4 gauche,
qui comprend principalement la corticostérone et la
17e-hydroxy-cortexone.

Nous avons ensuite dilué les 18-oxo-progestérone et
21-désoxy-aldostérone décelées avec les produits cor-

1 A WETTSTEIN et al., résultats nouveaux,
142 7 ScumIDLIN et A, WETtstEIN, Helv. chim. Acta 42, 2636 (1959).
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respondants synthétiques, nous les avons purifiés
comme précédemment, pour obtenir finalement des
substances cristallisées parfaitement pures et de radio-
activité constante. Sur la base de la radioactivité
mesurée le rendement biochimique déterminé fut de
P'ordre de 19/, dans les essais effectués jusqu’ici. Pour
cette faible valeur existent naturellement les diffé-
rentes explications déja bien connues. Nous croyons
dans tous les cas avoir montré que ces deux substances
représentent des produits biosynthétiques dérivés de la
progestérone, Ainsi, pour la premiére fois, I'aldostérone
mise 4 part naturellement, un procédé biosynthétique
a donc fourni deux substances qui possédent le groupe
aldéhyde en position 18, caractéristique de ’aldosté-
rone¥l, Qu’elles soient des produits intermédiaires de
la biogéneése de I'aldostérone doit encore étre démontré
par leurs transformations subséquentes.

Les antagonistes de 1'aldostérone du type des spiro-
lactones!4? aussi bien que ceux comprenant des subs-
tances non-stéroides#4, ne sont pas traités ici puisqu'’ils
n’interviennent pas dans sa biogénése. I’autre part les
bloqueurs de 'hydroxylation en position 11, qui frei-
nent aussi la biosynthése de I'aldostérone, ont déja été
mentionnés plus t6t. On ne connait pas encore d’in-
hibiteur de I'oxygénation en position 18.

Pour la régulation de la sécrétion de l'aldostérone
les conceptions ont beaucoup changé ces tout derniers
temps. Selon les conceptions prévalantes jusqu’ici® les
facteurs hémodynamiques agiraient par des récepteurs
sensibles aux variations de pression et de volume,
situés dans D'oreillette droite %, provoquant dans 1'épi-
physe (glande pinéale) et la partie postérieure du di-
encéphale le déversement d’une substance considérée
comme I'agent spécifique de la régulation de la sécrétion
de T'aldostérone, la glomérulostimuline48. Derniére-
ment on a cependant constaté que I'agent stimulant ne
pouvait pas se former dans le névraxe ou I'’hypophyse4?
et notamment pas dans I'encéphale, puisqu’une saignée
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provoque une augmentation de la sécrétion d’aldosté-
rone méme chez des animaux décapitésl4®, Comme
d’autre part, chez 'homme, des doses d’angiotensine
T114% déclenchent régulidrement une forte hypersécré-
tion d’aldostérone®181 on en a déduit 'existence d'un
facteur rénal contrélant la sécrétion. Cette hormone
stimulante semblerait étre la rénine ou une substance
analogue 145,

Summary. The different pathways of biosynthesis
are described, by which steroid hormones are produced
in vivo in the gonads, the adrenal cortex and the
placenta, or in vitro by corresponding tissue prepara-
tions. First of all a short outline of the origin of chol-
esterol from acetyl coenzyme A through the ‘biological
isoprene unit’, the pyrophosphate of A iso-pentenol,
through squalene, lanosterol and zymosterol is given.
Partial side-chain degradation of cholesterol, where
ACTH plays an important role, leads to pregnenolone
and further to progesterone.

The latter compounds are the starting material for
the other steroid hormones. On the one hand, they are
converted in the gonads and adrenals into 17«-hydroxy
derivatives, in which the side chain is completely re-
moved by enzymes of the said and also of non-

3 Apergus: C. L. Gantr, N.Y. J. Med. 61, 756 (1961). - F. C.
BarTTER, Clinical Use of Aldosterone Amntagonists (Springfield
1960).

144 plysieurs publications dans Fed. Proc. 20, 409-410 (1961},

145 ¥, C. BARTTER et D. S. Gany, Circulation 21, 1016 {1960).

18 GG, FARRELL, dans ¥, p. 57.

"7 D, A, Denton et al., dans Astwoop, Clinical Endocrinology
(Grune & Stratton, New York 1960), vol. 1, p. 373.

18 1, 0. Davis et al,, dans 3, p. 77; Amer, J. Physiol. 200, 437 (1961).

13 Apercu: R. ScHwyzeR et H. TurriaN, Vitamins and Hormones
18, 237 (1960). :

150 7, GENEST et al., Acta endocrinol, 35, 413 (1960); dans ¥, p. 173;
dans ReuBi-Bock-Cormier, Essentielle Hypertonie (Springer,
Berlin 1960}, p. 143; J. clin. Invest. 40, 338 (1961).

151 7, H, LARAGH et al., J. Amer, med. Assoc. 174, 234 (1960); Ann.
int. Med. 53, 259 (1960).
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endocrine tissues, to form the androgens. Furthermore
the adrenals produce their own typical androgens. After
hydroxylation of the angular 19-methyl group, andro-
gens are aromatised to estrogens.

On the other hand, the adrenal converts progesterone
by hydroxylation in 21- and, depending on the case,
also in 11~ and/or 17-position into the classical adreno-
cortical hormones. The special feature of an 18-
hydroxylation and -dehydrogenation forms part of the
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biogenesis of aldosterone; a new example is given for
the methods used towards its elucidation, consisting in
the biosynthetic conversion of progesterone into two
virtual intermediates, 18-oxo-progesterone and 21-
desoxyaldosterone, which already contain the 18-
aldehyde group, characteristic for aldosterone.

The regulation of the biogenesis of the different
hormones is mentioned and compounds are discussed
which block one or other of the biosynthetic steps.
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Abdriicke aus hochmolekularen Polyamiden von
Kristallgitterflichen als Matrizen

I. In einer Kurzmitteilung wurde vom Verfasser iiber
die orientierte Aufwachsung (Epitaxie) des hochmoleku-
laren Polyamids der e-Aminocapronsidure (Nylon 6) auf
(100) von KCI berichtetl. Der Nachweis dieser Orientie-
rung gelang nach einem neuentwickelten «Abdruck-
verfahren», das allgemein zur Feststellung von orientier-
ten Aufwachsungen hochmolekularer Stoffe mit dem
Lichtmikroskop geeignet ist, und zwar auch dann, wenn
die verwachsenen Teilchen an sich unterhalb der Sicht-
barkeitsgrenze des Lichtmikroskops liegen.

Nach diesem Abdruckverfahren, bei dem die Triger-
fliche sozusagen als Matrize wirkt, wird der hochmoleku-
lare Stoff als diinner Film auf die Fliche aufgebracht und
vorzugsweise nach dem Ablosen des Trigers durch Auf-
wachsungsversuche mit geeigneten Gastsubstanzen auf
der Kontaktfliche des Filmes festgestellt, ob eine Orien-
tierung und gegebenenfalls welcher Art eingetreten ist.
Extrem diinne Filme orientieren sowohl auf der Kontakt-
fliche alsauch auf deren Riickseite, so dass bei Anwendung
derartiger Filme ein AblGsen des Filmes von der Triger-
fliche zum Nachweis der Orientierung dann nicht erfor-
derlich ist, wenn die Orientierung der Gastsubstanz auf
dem Film in anderer Weise erfolgt als auf der Matrize.

Inzwischen wurden auch orientierte Abdruckfilme aus
hochmolekularen Polyamiden wvon einer Reihe von
Flachen anderer Kristallgitter erhalten, so zum Beispiel
von (100) KBr, und, wie unter dem unten behandelten
immunologischen Gesichtspunkt besonders bemerkens-
wert erscheint, von (100) des Rohrzuckers. Als Polyamide
fiir diese Abdriicke wurden ausser dem Polyamid von &-
Aminocapronsdure das Polyamid aus Hexamethylen-
diamin und Adipinsdure {Nylon 66) sowie Sebacinsidure
(Nylon 6,10) benutzt.

Der Abdruckfilm der Figur 1 besteht aus dem erst-
genannten Polyamid, die als Gastsubstanz orientiert auf-
gewachsenen Kristallnadeln aus Pentachlorphenol.

Die elektronenmikroskopische Untersuchung der Auf-
wachsungen, {iber die im einzelnen an anderer Stelle be-
richtet werden wird?, hat ergeben, dass die Orientierung
der Polyamide an der Kristallfliche in Form eines Netzes
von Fibrillen erfolgt (Figur 2).

Untersuchungen iiber die Einzelheiten des Gesetzes
dieser Verwachsungen sind noch im Gange. Die von

Fiscuer?® durchgefiihrte Aufklirung der von J. und I.
WiLLEms? gefundenen orientierten Aufwachsungen des
Polyidthylens auf (100) von NaCl hat gezeigt, dass die
Orientierung dieses Makromolekiils den gleichen geo-
metrischen Bedingungen unterliegt, wie sie fiir die Epi-
taxie im niedermolekularen Bereich charakteristisch sind.
Die bisherigen Ergebnisse der elektronenmikroskopischen
Untersuchungen der Aufwachsung der Polyamide stehen
hiermit offensichtlich grundsitzlich in Ubereinstimmung,
wenn auch Einzelheiten noch der Aufklirung bediirfen.
Fiir die Anzahl und Art der von den Polyamidfibrillen des
jeweils verwachsenen Polyamids eingenommenen ver-
schiedenen Stellungen und damit fiir die Form der

Fig. 1. Orientierte Aufwachsung von Pentachlorphenol auf einem
Abdruckfilm aus Polyamid des Hexamethylendiamins mit Adipin-
sadure. Abdruck von (100) KCL

1 J. WiLLEMS, Exper. 13, 175 (1959).

2 E.W.FiscHER, H. Orta und J. WiLLEMS, noch nicht ver&ffentlicht.

3 E. W. Fiscuer, Kolloid-Z. 159, 108 {1958).

¢ J. WrLLems und I. WiLLEMs, Exper. 13, 465 (1957). — J. WILLEMS,
Faraday Soc. Discuss, 1954, Nr. 25, 111.



