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Abstract- Nocardia restrictus and N. corallina oxidize the A ring of 4-hydroxy-4-cholesten-3-one and a 3,5-seco- 
4-nor-3-keto-5-oic acid is formed. The enzymes necessary to this reaction are induced and their biosynthesis is 
suppressed by chloramphenicol. The catabolism of the aliphatic side chain at C-17 involves a cleavage between 
C-24 and C-25 and the liberation of propionic acid. 

R&m&-Nocnrdia restrictus et corallina oxydent le cycle A de la 4-hydroxy cholest 4Lne 3-one pour mener g 
un acide steroi’de 3.5~s&co 4-nor 3-0~0 5-oyque. Cette oxydation nkcessite la prksence d’enzymes dont la bio- 
synthise est induite par les stkrdides. Cette biosynthtse peut &re supprimee par le chloramph&nicol. Le catabo- 
lisme de la chaine aliphatique port&e par C-17 comporte une rupture entre C-24 et C-25, avec Climination d’acide 
propionique. 

INTRODUCTION 

LE M~CANISME de la d&gradation microbiologique des sttrdides de la skrie cholestane (C,,) 
n’avait pas encore tti: compktement ClucidC. En effet, la difficultk de cette Ctude r&side 
dans le fait que les dtgradations touchent A la fois le syst6me polycyclique et la chaine 
la&ale aliphatique sans que l’on sache avec certitude quel est le point d’attaque initiale 
de la mokcule et l’ordre des premikes ttapes de la dkgradation.‘32 Horvath et Kramli3 
pensaient avoir isoli: et identifik de la mtthylhkptanone apr&s transformation du choles- 
t&o1 par Azotobacter sp., ce qui correspondrait au dkpart de toute la chaine la&ale, en 
une seule fois, aprks rupture entre C-17 et C-20. Par contre Turfitt4 annonCait avoir isolk 
de l’acide isocapro’ique aprks l’action de Proactinomyces erythropolis sur le cholestkrol; 
dans ce cas, la rupture aurait lieu entre C-20 et C-22. Par la suite, Stadman et aL5, ont 
constattt que des cellules de Mycobacterium, incubkes en prksence de cholestkrol marquk 
au 14C libkraient du CO, radioactif quatre fois plus rapidement ri partir de cholesttrol 
marqui en position 4, que quand le marquage Ctait en position 26; ceci conduisait ri penser 
que les d&gradations des cycles Ctaient plus rapides que celles de la chaine la&ale. Mais, 
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plus tard, Peterson et al.” ont observi: un ritsultat inverse avec des Str.r],ton?\.c.cs; les dt:gra- 
dations de cycle ktant plus lentes dans leur cas. ces auteursr ont constatk d’autre part l’ac- 
cumulation d’un mktabolitc oxydk du cholestkrol ayant gardk 1’intt:gritC des cycles. la 4- 

hydroxy-cholest?nonc. 
Whitmarsh’ isola du sol des Nocanh capables de scinder la chaine laterale du choles- 

tkrol. en prkencc de %hydroxy-quinolkine. 11 observa dcs coupures entrc C-22 et C-23 
menant avcc un faible rendement aux xcides A*.4 et A” 3-0x0. bisi7or-chol~niqiles et aussi 

entre C- 17 et C-20 conduisant a la A’ ’ et it la A”-androstknedione. La coupure cntre C- 

22 et C-23 Tut confirm& par la suite par Sih PI ~rl..~ et ktudit:e de fac;on plus prkise par 
ces auteurs. Le fcr ktant nkessaire li l’action des hydroxylascs rcsponsables de l’ouvcrturc 

des cycles, ses chklatants inhibent done ccs rkctions et permettent I’accumulation d’inter- 
mkdiaires mktuboliqucs. Lcs agents chklatants du fer (z&-dipyridyle L‘JI particulier) ant alors 

&tC utilisks. pour la production d’hormones stkoi’dcs andr-ogencs, dL:pourvues de cha”lne 
la&ale. par oxydation microbiologique du cholestkrol.“’ 

Aprks ces diffk-ents travaux, dont les rksultats ktaient contradictoires. on ne pouvait 
savoir si la dkgradation des cycles prkddait celle de la chaine aliphatique ou vice versa. 
D’autre part, les mkanismes de dkgradation de cette chaine latkale restaient en grande 
partie g tlucidcr. Pour cc faire. l’isolement et l’identification des mt:tabolites intermkdiaires 
Ctaient nkessaires. 

La ditFicultG principale provient du fait que. suivant Ic type de structure. la plupart des 
stko’ides, ou bien ne sont pas catabolisks, ou bien le sont trks rapidement sans qu’il y ait 
accumulation de mktabolites intermkdiaires. Ainsi, les structures saturies (5% ct 5/i-cholcs- 
tan-3-one) ne sont pas attaquks, par contrc les stkroides 9 structure insaturke. du type 
A’ 3/%01. A’ 3-0~0 ou A _ ‘A 3-0x0 sont d&l-ad& trks rapidcmcnt, une fois quc IL’S enzymes . 
d’oxydation sont induites: comme nous l’avons vu prkdemment. on pcut t’vcntucllement 
kiter la d&radation des cycles de la cholestknonc en prkncc d’un inhibiteur d’hydroxy- 
lases (r.r’-dipyridyle). mais. mkme dans ccs conditions. Its degradations de la chaine 
latkralc restent trL;s rapides ct complktes. 

I1 a L:tk recherchk si ccrtaines modifications de structure des cycles permettaicnt d’ob- 
tenir un ralentissement des coupures de la chaine 1att:rale. Essapant un certain nombre de 
stk-oldes pouvant ?tre des nit-tabolites intcrmkdiaires kvcntuels. il a L;tt: constatc; qu’un 

stkro’ide h cycle A hydroxylt (la 4-hydroxy cholest 4-&e 3-one) quc Peterson et LII..’ avaient 
anti’ricurement isolk dans lcs produits d’oxydation du cholestCro1 par des Str.c’pto,l7!‘c.c’s, 
&it un substrat convenant pour cette ktude. II a ktk monk quc ce compost; &it d’abord 
oxydk en un 3,5-s&o-4-nor-cPto_acide identique ci un produit obtcnu ant6ricurcment par 
Windaus” dans les composk d’oxydation de la cholestknone par Ie pcrmanganate cn 
milieu alcalin. Lcs s&o-acides de cc type peuvent &trc obtenus aussi par otonol~sc dcs A” 
3-0x0 sti-ro’ides correspondants. I’ Turtitt” puis Stadman ef LII.,~ avaient troiik aussi cc 
kcoacidc dans les produits d’oxydation du cholcstkrol. rospectivcment par P/.c,trc.firlorn!,~~~.~ 
c~.c’th~~@is ct Ml’c.“hLlc’f~‘r.i11111. Nous awns constat; que cc s&o-acids &it dGprad6 lcntc- 
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ment par attaque de la chaine latkrale, ce qui a permis d’isoler les intermbdiaires provenant 
de la rupture de la chaine la&ale. 

RESULTATS 

Catabolisme de la 4-hydroxy cholesthnone chez les Nocardia 

Nocur~liu wstrictks ATCC 14887 est prkalablement cultike sur un milieu au glucose 
(facteur nutritif limitant la croissance) en prksence, Cventuellement, d’un stkro’ide inducteur 
(progesthone ri 200 pggiml). Les cellules sont rkcolttes apr&s 4 jours, en dCbut de la phase 
stationnaire de la croissance. Elles sont soumises ensuite g une pkriode de jeGne de 5 hr 
afin de rkduire les r&serves endogknes, par agitation B 26”, en akrobiose, dans un tampon 
phosphate de pH 7,4, contenant du MgC12. Elles sont ensuite centrifugkes et lavkes puis 
remises en suspension dans un tampon identique frais. La suspension. correspondant A 1.7 

mg de cellules (en poids set) est placte dans une fiole de Warburg. Le substrat stiirdide 
dans l’appendice latCra1; il s’agit de [‘4C,]-4-hydroxy cholestknone finement homo- 
gCnkisCe dans de tampon phosphate contenant du FeSO,, par action des ultrasons. Le 
stkrdide peut G%re mis en contact avec les cellules au moment choisi en basculant la fiole. 
Afin de piCger !e CO2 form6 pendant la respiration, le puits central de la fiole est garni 
d’une solution mkthanolique de hyamine. La respiration des r&serves endogknes est mesurke 
dans un essai parallkle sans substrat. Les inductions enzymatiques sont Cventuellement 
supprimkes par le chloramphCnicol(lO0 pg/ml). La consommation d’oxygtine est mesurke 
g 26” en phase gazeuse constituke d’air. 
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FIG. 1. INFLUENCE DE LA PRhENCE DE 4-HYDRDXY-CHOLWrtNONE SUR LA CONSOMMATION D’OXYGhNE DE 

Nocardiu restrictus. 

Fig. la. Cellules prealablement induites. Conditions: essai avec 1,7 mg (poids set) de bactkries et 4 mg 
de stkro’ide a 26”. (I) Sans stkxo’ide endogtne; (2) avec stko’ide dks le temps 0; (3) addition du stkro’ide 

aprks 1 hr l/2. 

Fig. lb. Cellules non induites. Conditions: (I) sans stkro’ide: respiration endogkne; (2) addition de 
sttro’ide apr&s I hr l/2; (3) addition de stkroide et chloramphinicol aprks 1 hr l/3. Conditions identiques 

aux prekdentes; mais avec des cellules non induites. 

Les mesures de la consommation d’oxygkne sont indiqukes dans la Fig. 1. L,es rksul- 
tats suivants apparaissent: Si l’on a pris la prkcaution de faire jefiner au prkalable les cel- 
lules pendant 5 hr dans le tampon, on constate que la respiration endogkne a suffisamment 
diminuk pour permettre de mesurer l’influence de la prksence de stkrdide sur la consomma- 
tion d’oxygkne par les cellules. On voit que le stCroYde est immkdiatement oxydt par les 
cellules qui ont ttk prkalablement induites. Par contre, les cellules non-induites montrent 
une latence dans l’utilisation de stkrdide; ce dklai est nkessaire B la synthkse des enzymes 
d’oxydation. Cette synthkse peut d’ailleurs ktre supprimte si on ajoute du chloramphknicol 
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en m<me temps que le stkroi’de. Ces expkriences montrent done que la 4-hydroxy-cholcst- 

&one est oxydke par les Xocmdiu grke h des enzymes dont la biosynthkse est induitc par 
les stkro’ides. 

Apr&s oxydation pendant 2 hr l/2 de [“YJ,]-4-hydroxycholestknone par les cellules ;I 
26’, en akrobiose dans l’appareil de Warburg, l’incubation est an-&c et la suspension est 
agitke en prksence de chloroforme. Aprks la skparation des diffirentes phases ct leur kvapo- 
ration B set, elks sont reprises dans la hyaminc et leur radioactivitk est mesurke <n scintil- 
lation liquide. Le Tableau 1 indique les r-i-sultats des comptagcs. La fraction hydrosolublc 
contient la radioactivitk provenant du carbone 4 qui a t;ti: incorpork dans les constituants 
cellulaires; la fraction chloroformique renfcrmc l’cxc& de 4-h~droxL-cholrst~llon~ ct Its 
mtttabolites stkroidiques. 

Le chloramphknicol supprime les inductions enzymatiques lors m&e de l’incubation. 
On constate qu’une prkinduction des cellulcs avant I’incubation augmente nettement Ic 
mi-tabolisme de l’hydroxy-cholestknone. Cette expkrience contirme done que cc: stkiidr 
est dkgradk par des enzymes dont la biosynthke est induite par les stko’ides. 

On constate d’autre part, que la plus grande partie de la radioactivitk provenant du car- 
bone 4 se retrouve dans la fraction hydrosoluble. 11 s’cn rctrouve relativement pou sous 

forme de CO, libre. 11 est possible, qu’une partie du CO, soil reprise dans lc mPtabolismc 
intermkdiaire et rkincorporke dans les constituants cellulaires. Mais, mime en tenant com- 
pte de ce fait, il semble que la quantitk de CO, radioactif produit wit fGble. c‘eci sera 
interprktk dans la discussion finale. 

RECHERCHE DES METABOLITES STEROIDIQL’ES PROVENANT DE ILA J-HYD- 
ROXY-CHOLESTENONE 

L’extrait chloroformique est radiochromatographit sur C.M (voir Experimentale). La 4- 
hydroxy-cholestknone rt;siduelle est le seul stk%de radioactif. On voit apparaitre trois 
mktabolites stho’idiques non marquk. ayant done perdu lc carbone 4. Quand l’incubation 
est men&e avec des cellules non-induites et en prkscnce de chloramphknicol, ils n’apparais- 
sent pas. Ces composks se rkltvent aux rkactifs des &ones (2.4-dinitrophtkylhydrazinc: 
reactif de Zimmermann) et ils possedent tous une fonction acids: ils sont entikrement 
cxtractibles par une solution de carbonate de sodium. 

Une incubation semblable aux prtckdentes mais (1 plus grandc Cchelle. avec (2) non mar- 
quke et les cellules induites a L:ti’ m&c pendant 38 hr. Lcs mL:tabnlitcs ont L:tk cnsuitc 
s&parks par chromatographies prkparatives avcc le sqstt:me dkrit dnns I’euPcl-imentalc. 
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Seul le produit 3 a pu etre obtenu en quantite suffisante pour &tre analyst et identifie a 
l’acide 3,5-s&o-‘4-nor-5-oxo cholestan-3-dique (3b Scheme 1). Les resultats de l’analyse 
concordent avec les donnees de la litterature (F, [x]u, IR, oxime). Ce compose a aussi toutes 
les caracteristiques du s&o-acide obtenu par synthese, en ozonolysant la cholest 4-&e-3- 
one.12 

oiTfj5@0 =oQ$$.i!lq lSb) 
OH 

SCHEME 1. CATABOLISMEDELA~-HYDROXY-CHOLEST~NONE. 

Cataholisme dr la chaine la&ale aliphatique 

Le &co-acide cholestanique (3) a CtC synthetise par ozonolyse de la cholestenone 

(I). 12,r3 Ce s&o-acide est degrade par les cellules prealablement induites de Nocardia res- 
trictus en composes polaires qui ont une chaine laterale raccourcie. La nature de ces meta- 
bolites a Cte recherchee. 

On incube a 26” pendant 48 hr, (3) sous forme de se1 de sodium avec les cellules (in- 
duites). Apres acidification a pH 1, les sterdides sont extraits au chloroforme; puis 
on extrait les sterdides acides. Ceux-ci sont ensuite &parts par CM preparatives, trois 
produits apparaissent: (3) residue1 (Rf 0,41), (4) (Rf 0,17) et (5) (R, 0,28). Ces composes 
ont le meme comportement chromatographique et les memes revelations aux rtactifs des 
&tones que les metabolites de la 4-hydroxy-cholestenone. Apres desorption de la plaque 
par le methanol, on obtient (4) qui a ete analyse; (5) Ctait en quantite trop faible pour 
etre analyst. 

Trois recristallisations successives menent a un produit (de F. constant 175-180”. 
C23H3605, ce qui correspond a une chame laterale possedant cinq carbones.) 11 possbde 
deux fonctions acides. Cependant, une des fonctions acides est masquee car le dosage di- 
rect, donne une valeur inferieure a la theorie. Ceci a Cte confirme par le spectre IR. Celui-ci 

I3 TURNER, R. B. (1950) J. AIN. Chem. Sot. 72, 579. 



indique que le produit a kti: isolt: sous la forme lactolique (4a Scheme I) dans le cycle A 
(;.r,sX,, 3250 (O-H), 1750 et 1700 (GO) 1190 et 1150 (C--0-C de lactone) cm- I. Les 3.5- 
s&co. -4-nor 5-0~0 3-dique stkrdides existent souvent sous cette forme tautomkre: de nom- 
breux auteurs’” I4 les ont obtenus sous formc de lactol dont Ie spectrc IR est carxtPris- 

tiyue.‘” 

Pour ohtcnir cc composti SOLIS sa formc d’acidc librc (41-1 Schcmc I ) (4a) a L:t: trait2 1~11 
un acide fort et l’acide a t:tk extrait it 1’L;ther. Le s&o-acidc (4b) est rccristallisL; dans lc 
mkthanol-eau et montre des caractkristiques identiques au produit obtenu par oTonisation 
de l’acide AJ 3-0~0 cholanique en C-24” (F 183 186 produit dc synthtse: F 185 1 SS’ ; 
IR: ;$;,, 2 650 (0- H associks de COOH). 1700 (C=O). 1530 (COO’] 135 (C 0). IN-W 
et 950 cm- I. Quand on part du s&o-acide cholestanique (3) marqut: au carbone 13 en 
position 26 (produit qui a ktt: obtenu apris ozonolyse de la [‘lC,,l-cliolestCnolic) aucune 
radioactivitk ne se retrouve dans le mktabolitc (4). L’ensemble de ces ksultats montre que 
la chaine latkrale a ktt- rompue entre C-24 et C-25. La forme sous laquellc se retrouve le 

residu &mint de la chaine latirale a t:tk recherchkc. 
L’incubation de (3) avec les cellules de Noctrrdh wstr*ictus est rt;pktCc dans les conditions 

d&rites prkkdemment mais avec le s&o-acide (3) marqui: a11 ‘“C cn position 26 en 
prksence de propionate de sodium non marquk. A la fin de l’incubation. les acides volatils 
sont s&parks du milieu acidifii par cntrainement B la vapcur. Lc distillat est ensuitc chro- 
matographitt sur une colonne de cklite:‘” les fractions L;~LI&x sont titrkes B la soude et une 
aliquotc est comptke en scintillation liquidc; 80”,, de la radioactivitk provenant du distillat 
se retrouve superpoke avec le pit de titration de l’acide propionique: cclui-ci a aussi ktti 
caractCrisP sous forme d’un dbrivk. le se1 de S-benzylthiouronium (P- 149 151 Litt.” F 
152 ): apr& dilution avec 5 fois la quantitt- du propionute de S-benzylthiouronium de 
refkrencc, trois recristallisations succcssives du mklange dans l’eau chaude. ont montrL: que 
la cristallisation ktait homogkne puisque les comptagcs successifs des cristaux restaicnt 
constants (successivcment 4730. 4420, 45 10 cpm pour 0.1 mmol). La coupure de la chainc 
latk-ale entre C-24 et C-25 lib&-c done de l’acide propionique. 

Le mktabolite 5b (Scheme 1) formi: par degradation du s&co-acide (3) nc s’;~ccL~~LI~~ pas 
dans le milieu. On peut cependant l’accumuler en effectuant l’incubation en prksence de X.X’- 
dipyridyle. Dans ces conditions, il a pu ?trc purifik par chromatographies prkparatives sur 
plaques et analysk. (F 163-166“; C,sHZ(,04; IR: j.kt’;“iX,, 2660. 1710, 1275 et 960 cm- I.) 11 
ne posskde qu’une seule fonction acide. 11 correspond.a~~ &to-acide de la st;rie androstani- 
que qui a Ctk obtenu par ozonolyse de-l’androstknedione.” I1 a done perdu entkement 
la chainc 1atCrale. Cependant. les rksidus provenant de cclle-ci n’ont pas pu ctre analysk. 
En l’absence d’w’-dipyridyle dans l’incubation, lcs cycles sont dkgradk ct (5) disparait 
du milieu. 
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DISCUSSION ET CONCLUSION 

La 4-hydroxy-cholestknone est oxydke avec d&part du carbone- et formation d’un 4-nor 
3,5-s&o-acide. On peut se poser la question de savoir quel est le mkanisme par lequel 
s’effectue l’oxydation du cycle A et son ouverture. On retrouve peu de CO2 provenant du 
carbone 4 par rapport g ce qu’on aurait pu attendre si celui-ci ktait entikrement oxydi: sous 
cette forme. 11 est possible qu’une partie du CO2 soit rkincorporke dans les constituants 
cellulaires; mais cette explication parait insatisfaisante. 11 est probable qu’initialement le 
dCpart du C-4 ne se fait pas sous la forme entikrement oxydke, mais sous une forme moins 
oxydCe telle que CO ou HCOOH. 11 est difficile de faire la part de la forme chimique 
gazeuse (autre que le COJ qui provient du C-4 car les variations de volume dans la fiole 
de Warburg ditpendent aussi, m?me aprks dkduction de la respiration endogkne, de la 
quantitk d’oxygene qui sert B l’oxydation de la chaine la&ale et qu’on ne peut mesurer 
indkpendamment. 

On peut cependant rapprocher le rksultat obtenu ici avec ceux de Peterson et a1.7; en 
effet ces auteurs avaient trouvk que le cholestkrol est d&grad& par des Streptomyces par 
l’intermkdiaire de la 4-hydroxy-cholestknone et que l’oxydation du [‘4C~]-cholestkrol 
fournissait beaucoup moins de CO2 radioactif que celle du [14C;6]-cholestCrol. Dans ces 
conditions, on pourrait proposer un modkle d’oxygknation du cycle A semblable h l’au- 
tooxydation chimique des &tones tZnolisables.2’-‘4 Cette rkaction a ttt& ltudike sur des 
&ones polycycliques de structure 4,4’-dimkthyl-stkdide par Ourisson et ~1.2~ en milieu 
oxygknk et en prksence de t-butylate de potassium. Ces auteurs ont montrk que l’oxydation 
se fait en deux &tapes. En effet l’oxygknation des &tones en prttsence de t-butylate de potas- 
sium, introduite par Barton et ~1.~~ m6ne tout d’abord B des +dicktones. Ourisson et ~1.~~ 
ont montrk ensuite que l’oxydation peut se poursuivre en menant aux nor c&o-acides cor- 
respondants, obtenus sous forme de lactols. On pourrait penser qu’il existe ici des 
mkcanismes enzymatiques fonctionnant sur ce modkle et responsables, apr6s l’hydroxyla- 
tion en 4 menant & 1’Chydroxy cholesttnone (forme knolique de la 3,4-didtone) de l’oxy- 
gtnation entrainant l’ouverture du cycle A. 

On peut envisager le schitma qui suit (Scheme 2) d’aprks un mtcanisme propost par Rio 
et ~11.‘~ et repris par Ourisson rt (I/:~’ 

(1) 
Hydroxylotion 
enzymatique (7) 

(3b) 

SCHEME 2. M~ANISMEY HYP~TH~TIQLJE D’OXYDATION DU CYCLF. A 

** DL’FRAISSE, C., ETIENNE, A. and RIGAUDY, J. (1948) Bull. Sot. Chit-n. 15, 804. 
23 RIGAUDY, J. (1949) C.R. Acad. Sci. 228, 253. 
24 Rm. G., CORNU. P. J. and WAGNER. R. (1961) Bull. Sot. Chim. Fwncr. 587 
z5 HANNA. R. and OLIRISSON. G. (1961) Bh. So;. Chim. France, 1945. 
” BARTON. D. H. R.. PRAIIHAN, S. K.. STLKWELL. S. and TEMPLLTON, J. F. (1960) J. Chrm. Sot. 255 
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Nous avons etudit: aussi les degradations de la chaine laterale aliphatiquc. D’aprk les 
donnkes de la litterature et nos propres resultats, on peut envisager Its n-kcanismes suivants: 
dans un premier temps, il pourrait y avoir une to-oxydation de la chainc hydrocarbon& 
sur le mkthyle terminal en C-26 (rtkction A Scheme 3). En effet Kogan rt ~1.~~ ont isolk 
la 26-hydroxy-cholestknone aprks action sur la cholestknone d’un ,~~!lc~ohn~tc~l.iurll, isok du 
sol: d’autre part, Schubert et a/.‘* ont mis en Cvidence la formation d’estcrs de stko’ides 
hydroxylks dont la fonction alcool est localiske sur le C-26, dans les produits de dkgrada- 
tion du cholestkrol par .M~~ohactc~iurw srrwqm~~tis. 

SHE-MI- i. NIVI:AUX IX. CUVAGI IIF LA (.HA~UI I ATI’K.\I.I 

I1 est probable que la fonction hydroxylc en 26 est ensuite oxydkc en fonction acide. 
La cha?ne aliphatique carboxylique serait finalement catabolistie par une suite de P-oxyda- 
tions. En effet, le premier clivage observt; a lieu entre C-24 et C-75 (reaction B): nous avons 
isolk un intermtdiaire de la sCrie cholanique dont la fonction acidc cst localike sur le car- 
bone 24 et mis en Cvidence comme Sih et LI~._~‘~~~~) la formation d’acide propionique par 

les Nocardia. L’ensemble de cette voie mktaboliquc serait done semblablc ct wile de la for- 
mation dc la chaine 1atPrale des acidcs biliaires B partir du cholestCro1 cher lcs mam- 
mifkres. La deuxikme fl-oxydation (r&action C) m&w it des acides cn C-12 (sCrir bis-nor- 
cholanique). La formation de tels intermkdiaircs en C-22 par les Il’oc~ur~rii~~ avait ktk indi- 
quke d’abord par Whitmarsh’ puis confirmke par Sih of ~1.’ Une derniPre /j-oxydation 

(rkaction D) aboutit ci la formation d’un stko’ide dt-pourvu de chainc 1atPrale et oxydk en 
position 17.8,9 

Bien qu’aucun auteur n’ait pu observer la formation de l’cnsemble dc ces mtitabolitcs 
avec le mime organisme et it partir du mOme substrat. on peut ccpendant estimcr que l’on 
dispose maintenant d’un schkma cohtkent du catabolisme de la chainc aliphatique dcs 
stkrols. 

EXPl?RIML‘NT4LE 



Catabolisme des steroides 7133 

Difco; 5 g de glucose; 0.86 g de Na,HPO,; 0,24 g de KH,PO&; 425 g de MgSO,, 7 H,O; 0,02 g de CaCI,, 
2 H,O; 0,005 g de FeSO,, 7 HZO; 0,001 g de MnSO,, 3 H,O et 0,001 g de ZnSO,, 7 H,O. 

Synthbes chimiques de stiroidrs. Priparation de la [‘4C,]-4-Hydroxycholesthnone. Des tchantillons de 4-hyd- 
roxycholestenone ont ete fournis par le Professeur S. Julia (E.N.S. Chimie, Paris) et Bruno Camerino (Farmitalia, 
Milan). D’autre part, une petite quantite de [r4C,]-4-hydroxy cholestenone a tte preparee a partir de [‘4C,]-5r- 
cholestan 3-one fournie par le Dr. I. Tkatchenko (These, Nancy, 1967). La Sa-cholestan 3-one a et& oxygen&e selon 
Barton et ~11.~~ en presence de t-butylate de K.l’ Recristallisee dans MeOH, la 4-hydroxy cholestenone a des 
caracteristiques concordant avec celles de la litttrature.a3 (F 15&151’. UV: $$&, 278 nm (e 13000) IR: I.:;: 
2.92: 5.98 et 6.10 p.) 

Mrr/wt/r.s tl’ohtrlttwlr t/es 3.5 .wo 4-11~ crto-ucit/c,a. I.92 g (5 mmol) de cholcsknone sont dissous dans 16 ml 
ml AcOEt (set) et 24 ml AcOH. On ozonise h - 15’ par un courant d’ozone B 2”; dans Oz. avec un debit 
de 250 ml/min. pendant 90 min. L’ozonisation est suivie par chromatographie sur CM de gel de silice. 
avec I’eluant cyclohexaneeAcOEt (7:3); l’ozonisation est arretee quand la tache de la cholesttnone (RI 0,7) a 
disparu; le peroxyde qui se forme a un R, de 0.4. Apres 30 min d’ozonisation, le peroxyde cristallise peu a peu; 
jusqu’h former un abondant precipite blanc. A la fin de I’ozonisation, on laisse passer pendant 5 min un courant 
0, pur, pour Climiner l’excts d’ozone. Aussitot aprts cette operation, la suspension froide du peroxyde est filtrte 
rapidement; les cristaux sont laves avec 3 ml AcOH froid. Le peroxyde est ensuite place a l’excicateur sous vide, 
jusqu’a poids sec. On obtient 1,66 g (65%) de cristaux blancs, F 1288130” (decomposition avec degagement de 
gar). 

Lc produit provenant de I’ozonisation de la cholestenone cn presence de AcOH (1.66 g) est dissous dans 40 ml 
dc NaOH 0.25 N en solution dans EtOH it X0”,,. contenant 0.1 ml H?O, h 30 vol. On porte d 70 pendant 15 min. 
puis on laisse reposer. 1 hr h temperature ordinaire. Une grande partie de EtOH est eliminee par evaporation 
sous vide de la moitie de la solution. On reprend par un volume H,O, puis extrait les produits neutres par deux 
fois 20 ml Et,O. La phase aqueuse sodique est acidifiee par HCI cone, jusque pH 1. Le &to-acide prtcipite est 
extrait par 40 ml Et,O. La solution etht-ree est lavee (H,O) jusqu’a neutralitt, sechee (Na,SO,), puis Cvaporte 
sous vide. On obtient 1,35 g de &to-acide (3b): F 1499152”. Apres recristallisation dans le methanol: 1,25 g, F 
152-154” (Littr3 : 154155’). (Analyse: CZhH4403: talc: C 77,17; H lo,96 tr: C 77.12; H 10.87.) Les eaux-meres 
de cristallisation du peroxyde, aprbs evaporation sous vide, sont trait&es de la m&me facon. Aprts deux recristalli- 
sations, dans MeOH, du &to-acide brut obtenu, on obtient 0,40 g de &to-acide F: 151-153”; rendement total 
en c&to-acide: 79%.‘* 

Caractkristiques du crto-wide (3b) obtenu [cx]~‘” + 360 [Litt.13 + 341; IR: I:;:: 2650. 1700, 1290, 1080 et 940 
cm- 1 ; derive: 2,4-dinitrophtnylhydrazone: F 122-127’. 

Purifications et analyses des str;ioidrs: Analyses spectroscopiqurs. Les spectres IR ont t-t& effect&s avec les spec- 
trophometres PerkinElmer 137 et 257. Dans le premier cas, les preparations ont et& faites dans le nujol ou 
dans KBr. Dans le deuxieme cas, en solution dans les cellules NaCl d’eoaisseur 1 mm. Les solvants utilists etaient 
les suivants: CS2 pour spectroscopic Merck; CHCl, redistill&, puis trait& a l’alumine neutre afin deliminer les 
traces d’ethanol. Les spectrrs Uk’ont ete obtenus avec l’appareil Beckman DK25, dans le cyclohexane pour spec- 
troscopie Merck, traite B l’actigel. Les Radiochromatographies de la 4-hydroxy-cholestenone et de ses metabo- 
lites sent faitcs WI-. Kicselgel G avcc Bcnrenc~ methanol acide formique (c):5:0.5). Revelations chimiques: par Ic 
rcactif de Zimmermann (metadinitrobenzene a 2:” EtOH. puis KOH alcoolique h 3o’j, EtOH-H,O (I: I); par 
le melange sulfo-chromique, suivi dun chauffage a 100” pendant 10 min, pour les stero’ides non cetoniques; par 
le reactif a l’anisaldehyde ayant la composition suivante: 1 ml d’anisaldehyde; 2 ml H,SOL; 97 ml HOAc. 

Aprts vaporisation du reactif, apparaissent successivement les &ones saturtes en tache jaune, les A4-ctto- 
sttro’ides apres chauffage doux et les A1.4-ctto-stero’ides a chauffage fort (1 IO”; 20 min). 

Comptuges des stbroides radioactifs: Enregistrement de la radioactivite’ SW les couches minces. 11s sont effectues 
avec un lecteur de plaques Berthold LB 2721, muni dun compteur de Geiger a fenetre ouverte et traverse d’un 
flux de methane. Les conditions d’enregistrement sont en general les suivantes: vitesse de deroulement: 120 mm/ 
hr; distance couche-fedtre: 1,5 mm; fenitre ouverte de 1 mm; sensibilite: 30 ou 100 cps (avec une constante 
de temps de 30 set). Un inttgrateur-enregistreur permet le comptage relatif de chaque tache radioactive, avec 
soustraction du bruit de fond. 

3’ BARTON, D. H. R., PKAI)HAN, S. K., STIXN~~LL, S. and TEMPLFTON, J. F. (1960) J. Chem. Sac. 255. 
32 BIELLMAWN and RAJIC (1962) Bull. Sot. Chim. 441. 
33 FIESEK, L. F. (1954) J. 4rr1. C/tent. Sot. 74, 729. 


