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E s s a i  d ' ident f f i ca t ion  d e s  c o r t i c o s t 6 r o i d e s  s6cr6t6s  
in  v i t ro  

Le p r o b l b m e  de  l ' i d e n t i i i c a t i o n  des  cor t icos t6ro ides  
s6cr6t6s p a r  la su r r6na le  e m b r y o n n a i r e  de  M a m m i f b r e  a 
d6j~ fa i t  l ' o b j e t  de  p lus ieurs  t r a v a u x ,  tous  bas6s  sur  la 
r6ac t ion  de r6duc t ion  du  bleu de t6 t r azo l ium.  C 'es t  a ins i  
que  STARK et  al. ~ o n t  ident i f i6  la cor t i sone,  l ' h y d r o c o r t i -  
sone  e t  Ia co r t i cos t6 rone  d a n s  les mi l i eux  de cu l t u r e  de  
su r r6na tes  foe ta les  h u m a i n e s  et  BLOCH et  BENIRSCHKE 2, 
l ' h y d r o c o r t i s o n e  e t  la cor t i cos t6 rone  d a n s  les mi l i eux  d ' i n -  
c u b a t i o n  de sur r6nales  e m b r y o n n a i r e s  de  T a t o u  (Dasypus 
novemcinctus). Mais HAGER 3 n ' a  p u  d6celer  a u c u n e  des 6 
h o r m o n e s  s u i v a n t e s  d a n s  des h o m o g 6 n a t s  de sur r6nales  
e m b r y o n n a i r e s  de Veau :  cor t i sone ,  hyd roco r t i sone ,  cor t i -  
cost6rone,  l l - d6soxyco r t i co s t6 rone ,  11-d6soxy-17 ~- hy-  
d roxyco r t i cos t6 rone  e t  a ldos t6rone .  Nous  a v o n s  repr i s  ce 
t r ava i l  avec  une  m 6 t h o d e  plus  sensible.  

Materiel et m~thode. Les sur r6na les  de 2 e m b r y o n s  de 
Veau,  m e s u r a n t  F un  20 c m  (env i ron  3 mois  e t  demi) ,  
l ' a u t r e  29 cm (env i ron  4 mois  e t  demi) ,  o n t  6t6 d6coup6es  
en  f r agmen t s ,  qui  o n t  6t6 cu l t iv6s  in v i t r o  selon la m 6 t h o d e  
de WOLFF e t  HAFFEN 4, sur  i0 mil ieux,  en  pr6sence  de 
1 mC d ' a c 6 t a t e  de N a  ~C-1 e t  p e n d a n t  24 h. Les mi l i eux  
son t  r6unis,  dilu6s ~ 100 ml  avec  de l ' eau ,  add i t i onn6s  de 
200/~g de c h a c u n  des  e n t r a i n e u r s  n o n  rad ioac t i f s  s u i v a n t s :  
cor t i sone,  hyd roco r t i sone ,  cor t icos t6rone ,  l l - d 6 h y d r o c o r -  
t icos t6rone ,  l l - d6soxyco r t i co s t6 rone ,  l l - d 6 s o x y - 1 7 ~ - h y -  
d roxyco r t i co s t6 rone  e t  a ldos t6rone ,  l iqu6fi6s au  ba in -  
mar i e  bou i l l an t ,  puis  e x t r a i t s  p a r  l '6 ther .  L ' e x t r a i t  6th6r6, 
lay6 e t  s6ch6, es t  d issous  d a n s  50 ml  de  m 6 t h a n o l  ~ 70%,  
q u ' o n  d61ipide avec  de  l ' 6 the r  de p6trole .  L a  p h a s e  m6- 
t hano l ique ,  qu i  c o n t i e n t  les cor t icos t6roides ,  es t  6vapor6e  
au  t ie rs  de  son  v o l u m e  e t  l ' e au  r e s t an t e ,  e x t r a i t e  p a r  
l '6 ther .  L ' e x t r a i t  a insi  o b t e n u  es t  c h r o m a t o g r a p h i 6  sur  
couche  mince  de  gel de  silice Merck  G F  254 d a n s  le 
sy s tbme  ac6 tone -benz~ne  1:2,  en  m 6 m e  t e m p s  que  les 7 
h o r m o n e s  de  r6f6rence.  Apr~s d 6 v e t o p p e m e n t  de  la  p laque ,  

par  la  s u r r 6 n a l e  e m b r y o n n a i r e  de Veau  cul t iv~e  

les e n t r a i n e u r s  e t  s u b s t a n c e s  de  r6f6rence s o n t  rep6r6s a u x  
r a y o n s  U V ;  u n  l ec teu r  de  r a d i o c h r o m a t o g r a m m e s  Ber -  
t h o l d  en reg i s t r e  la d i s t r i b u t i o n  de  t ' a c t iv i t6  le long  de  la 
couche  mince .  

Rdsultats. D a n s  le sys t~me  ac6 tone -benz~ne  1:2,  les 7 
h o r m o n e s  se s6paren t ,  s au l  la  l l - d 6 h y d r o c o r t i c o s t 6 r o n e  
e t  la l l - d 6 s o x y - 1 7 ~ - h y d r o x y c o r t i c o s t 6 r o n e ,  qui  m i g r e n t  
ensemble  (Figure  1). Les  6 b a n d e s  c o r r e s p o n d a n t  au x  7 
e n t r a f n e u r s  se t r o u v a i e n t  d a n s  une  large  zone de  radio-  
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Fig. 1. Chromatographie des 7 corticost6roIdes biologiquement actifs 
dans le syst~me ac6tone-benz6ne 1:2. 1, aldost6rone; 2, hydrocorti- 
sone; 3, cortisone; 4, corticost6rone; 5, ll-d6hydrocorticostdrone; 
6, ll-d6soxy-17~-hydroxycorticost6rone; 7, ll-d6soxycorticost6rone. 

Fig. 2. Exemples d'identification de corticostdro~'des par radio- 
chromatographie fonctionelle. 1 et 2, cas de la d6soxycorticost6rone; 
3 et 4, eas de la d6hydrocorticost6rone. Les 2 compos6s ont subi la 
sfrie des transformations suivantes: ac6tylation, hydrolyse et r~duc- 
tion. Le let  radiochromatogramme se rapporte ~ la d6soxyeorti- 
cost6rone r~g6n6r6e h partir de l'ae6tate, le 26, au produit de r6duc- 
tion par NaBH4, le Z]5-pr6gn~ne-3,20,21-triol, le 36, h la d6hydro- 
cortieost6rone r6g6n6r6e h partir de l'ae6tate et le 46, au produit de 
r6duetion par NaBH4, le zJ~-pr6gn6ne-11-one-3, 20, 21-triol. A chaque 
produit de transformation correspond un pie de radioactivit6 unique. 
Les rectangles haehur6s figurent les entratneurs. 
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activit6.  Afin de v6rifier  si une par t ie  au moins de l ' ac t iv i t6  
6tai t  li6e A la mol6cule des entra ineurs ,  nous avons  appl iqu6 
la r ad iochromatograph ie  fonct ionnel le  (cf. MATHIS e t  
OURISSON% (La bande No. 5, cor respondant  ~t la fois A la 
11-d6hydrocort icost6rone et  ~ la 11-d6soxy- 17 ~-hydroxy-  
cort icost6rone,  a 6t6 divis6e en 2 moiti6s, la 11-d6hydro- 
cort icost6rone recherch6e dans  l 'une  et  la 11-d6soxy-17 cc- 
hydroxycor t icos t6rone ,  dans l 'autre .)  Apr~s 3 t ransforma-  
tions, plus aucune act iv i t6  n ' a ccompagna i t  les d6riv6s de 
l 'a ldost6rone,  de la cor t isone et  de la l t -d6soxy-17~-hy-  
droxycort icostdrone.  Par  contre,  elle resta li6e aux pro- 
duits  de t rans format ion  de l 'hydrocor t isone,  de la corti-  
cost6rone, de la 11-d6hydrocort icost6rone e t  de ta 11-d6s- 
oxycort icost6rone.  (L 'hydrocor t i sone  a 6t6 ac6tyt6e, l 'ac6- 
t a te  hydrolys6 et  l 'hydrocor t i sone  r6g6n6r6e oxyd6e par  
NaBiOa;  la cort icost6rone a 6t6 ac6tyl6e, l ' ac6ta te  oxyd6 
par  CrO~ et  l ' ac6ta te  de d6hydrocor t icos t6rone obtenu 
hydrolys6.) La Figure  2 mont re  les r ad ioch roma tog rammes  
se rappor tan t ,  le l e r  A la l l -d6soxycor t i cos t6 rone  r6g6- 
n6r6e ~ par t i r  de l 'ac6tate ,  le 2e au p rodu i t  de r6duct ion 
par  N a B H , ,  le A6-pr6gn~ne-3,20,21-triol,  le 3e ~ la l l -  
d6hydrocor t icost6rone r6g6n6r6e X par t i r  de l 'ac~tate  et 
le 4e au p rodui t  de r6duct ion par  NaBH~, le A~-prfgn~ne - 
1 I-one-3, 20, 21-triol. 

Conclusion. Nous pouvons  donc aff i rmer la pr6sence 
d 'hydrocor t i sone ,  de corticost6rone,  de l l -d6hydrocor t i -  

cost6rone et de 11-d6soxycort icost6rone radioact ives  dans 
l ' ex t r a i t  chromatographi6  et  conclure ~ la s6cr6tion de ces 
4 hormones  par  la surr6nale embryonna i r e  de Veau 
cult iv~e in vi t ro.  

Summary. Pieces of foetal  bovine  adrenals  were cul tured  
in v i t ro  in the  presence of 1*C-1 sodium acetate .  The  
following rad ioac t ive  cort icosteroids  were sought :  aldos- 
terone,  cortisone, hydrocor t i sone ,  cort icosterone,  l l -de-  
hydrocor t icos terone,  l l - deoxyco r t i cos t e rone  and 11-de- 
oxy-17a-hydroxycor t i cos te rone .  Four  of t hem have  been 
ident i f ied by th in- layer  r ad ioch roma tog raphy  and der iva-  
t ive  format ion,  i.e. hydrocort isone,  cort icosterone,  l l - d e -  
hydrocor t icos te rone  and 11-deoxycort icosterone.  
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In vivo Perfusion of the Human  Ovary with 4-14C-Dehydroepiandrosterone and 7¢t-3H - Dehydroepi-  
androsterone ~S-Sul fate .  Biosynthes is  of Steroid Hormones  in Human Gonads,  V 

Only recen t ly ,  t he  in v ivo  perfusion of h u m a n  testes  
wi th  sui table  precursors  revea led  the  di rect  t ransforma-  
t ion of su l foconjugated  dehydroep iandros te rone  (DHEA)  
to  su l foconjugated  androgens  and estrogens 1-3. On the  
o the r  hand,  the  con t r ibu t ion  of su l foconjugated  D H E A  to 
the  biogenesis of free androgens  and estrogens remained  
insignificant .  The  present  communica t ion  deals wi th  simi- 
lar  inves t iga t ions  on the  biosynthesis  of C~- and C~8- 
steroids by  the  h u m a n  ovary .  

In  a 37-year-old female pa t i en t  undergoing ova r i ec tomy  
due  to  breast  cancer,  the  lef t  ova ry  was perfused v ia  the  
R a m u s  tubar ius -Vena  ovar i ca  wi th  rad iochemica l ly  pure  
substra te ,  consist ing of 91.5 /~g 4A4C-DHEA wi th  
10,130,000 cpm 14C and 75.3 /zg Na-7c~-3H-DHEA 
35S-sulfate w i t h  8,104,000 c p m  3H and 536,000 cpm asS 
(SH/3sS = r = 15.1). Ovar ian  ve in  blood was collected 
for 40 rain, y ie lding 212.0 ml  of hepar in ized plasma.  Af ter  
exhaus t ive  ex t rac t ion  of free steroids wi th  3 × 2 Vol 
chloroform the  p re -ex t rac ted  p lasma was t rea ted  wi th  
2 × 10 Vol ace tone-e thanol  (1 : 1 v/v) .  For  isolat ion of the  
var ious  conjuga te  f ract ions  in the  f i l t ra te  co lumn chro- 
m a t o g r a p h y  on D E A E - S e p h a d e x  A-50 and subsequent  
th in- layer  c h r o m a t o g r a p h y  of resul t ing steroid sulfatides 
and sulfates on silica gel G in ch loroform-methanol -  
a m m o n i a  (15 :5 :0 .2  v /v)  p roved  to be eff icient  4. Whi le  
*/a of the  combined  sul foconjugates  were sub jec ted  to 
solvolysis in e thyl  aceta te /sul fur ic  acid ~, individual  sulfo- 
conjuga tes  in the  remain ing  a l iquot  were separa ted  by  
th in - layer  c h r o m a t o g r a p h y  in ch loroform-methanol -  
a m m o n i a  (10: 10: 0.2 v/v)  and by  paper  c h r o m a t o g r a p h y  
on M & N  paper  2214 F F  in hexane- i sopropyl  ether-  
t -bu tano l -wa te r - ammonia  (2: 5 : 3 : 9 : 1 v /v)  s. Severa l  of 
the  isolated steroid sulfates were submi t t ed  to  addi t ional  

pur i f ica t ion  by consecut ive  c h r o m a t o g r a p h y  in the  fore- 
going 2 systems,  a l iquots  being solvolysed in order  to 
establish the  14C-content of the  steroid moie ty  and to 
charac ter ize  the  l iberated compound.  F r o m  the  d i f ferent  
f ract ions of free and l ibera ted  steroids es t rogens were 
r emoved  by  rout ine  procedures  7, separa ted  by repea ted  
th in- layer  c h r o m a t o g r a p h y  ~ and quan t i t a t ed  by  gas- 
l iquid c h r o m a t o g r a p h y  of the  ace ta tesL  Neu t ra l  s teroids 
were resolved by repeated  th in- layer  c h r o m a t o g r a p h y  in 
different  so lvent  sys tems 8 and assayed by the  2, 4-dinitro-  
pheny lhydraz ine  m e t h o d  10 or t he  OERTEL--EIK-NEs reac- 
t ion n Rad ioac t ive  zones on c h r o m a t o g r a m s  were 
localized in a Ber thold  TL  Scanner  Mod. 2720, while ~4C-, 
al l-  and 3~S-activity in a l iquots  of all f ract ions  were 
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