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SUMMARY 

The present report concerns a gas chromatographic-mass spectrometric study on the urinary excretion 
of steroids during a virilizing malignant corticoadrenaloma resulting in the identification of thirty 
five steroids. They are: twelve 17-oxo-steroids, two 5r-androstane-3a, 1 ‘I-diols, two 5-androsten-3/?,17- 
dials, four Sandrostane-3a,l6,17-triols, the 5/Gandrostane-3a.l lp,l7a-triol, the 5a-androstane-2a,3a,l7c+ 
trio], the 5-androsten-3/3,16a,l7/Striol, the 3a,16x-dihydroxy-5cc-pregnan-2@one, the 3P,17a-dihydroxy- 
5x-pregnan-20-one, the S/S-pregnane-3cc,20cc-diol, the 5-pregnene_3/3,20c+diol, the 5-pregnene-3a,l6a,20a- 
triol, the 5/Gpregnane-3a,17,20a-triol, the 5-pregnene-3/?,17,20a-trio1 and the 3a,l7,21-trihydroxy-5P- 
pregnan-20-one. 

The quantitative assay of these metabolites done by g.1.c.. showed that the 17-oxo-steroid excretion, 
averaging 111.9 mg/24 h, was linked to a major excretion of 3/I-hydroxy-5-androsten-17-one, 3a-hy- 
droxy-5fi,androstan-17-one, 3x.1 Ifi-dihydroxy-5r-androstan-17-one, 3r-hydroxy-5a,androstan-17-one 
and 3fl.16cc-dihydroxy-5-androsten-17-one averaging respectively 46.80, 30, 17.40, 6.10 et 5.25 mgi24 
h. The relatively important metabolites are 5/?-pregnane-3r,17,20cc-triol, 5-androsten-38,17/Kdiol, 
Sa-androstane-3/I,16~,17~-triol, SP-androstane-35c.16x.17B-trio1, 5r-androstane-3x,17b-diol and 3c(,17,21- 
trihydroxy-5p-pregnan-20-one averaging respectively 9.80, 7.60, 6.95, 3.25, 2.90 and 2.35 mg/24 h. 

The identification of three 5-androstane-3,16b.l7r-triols confirms the results of other authors which 
showed their formation from the 4,16-androstadien-3-one. 

RESUME 

L’analyse systematique de St&ides excrCt& par une malade prksentant un corticosurrtnalome malin 
virilisant a &ti: eflectute par chromatographie gaz-liquide et par spectromttrie de masse. 35 sttrdides 
sonl identifi&. Ce sont douze 17-OxostCrdides, deux 5r-androstane-3a, 17-diols, deux 5-androstkne-3P, 17- 
diols, quatre 5-androstane-3a,l6,17-trials le 5B-androstane-3r,ll/$l7a-triol, le 5a-androstane-2cr,3a,17fi- 
trial, le 5-androstene-3fi,16a,l7fi-triol, les 3r,16a-dihydroxy-5a-prignan-20-one, et 3/?,17ti-dihydroxy-5x- 
prignan-20-one, les 5/I-prCgnane-3r,20a-diol, 5-prtgntine-3P,20c(-diol et 5-pr~gn~ne-3cc,l6cc,2Oa-triol, et 
les 5P-prtgnane-3a,17,20cl_triol, 5-prCgdne-3~,17,20c-triol, et 3a,17,21-trihydroxy-5b-prtgnan-20-one. 

Le dosage de ces mktabolites effectui par cgl montre que l’excrktion des 17-oxostirdides g 11 I,90 
mg/24 h est like aux excrCtions massives de 3P-hydroxy-5-androsten-17-one, 3a-hydroxy-5/I-andros- 
tan-17-one, 3a.l l/I-dihydroxy-5a-androstan-17-one, 3a-hydroxy-5r-androstan-17-one et 38,16a-di- 
hydroxy-5-androstkn-17-one respectivement g 46.80, 30, 17,40, 6,lO et 5,25 mg/24 h. 

Les autres metabolites quantitativement prCpondirants sont les 5/I-prCgnane-3a,17,20a_triol, 
5-androstt?ne-3B,17p-diol, 5a-androstane-38,16/I,l7%-triol, 5/j-androstane-3a,16a,l7/Striol. 5a-andros- 
tane-3cc.17p-diol et 3a,l7,21-trihydroxy-5/I-prCgnan-20-one respectivement g 9,80, 7,60, 6,95, 3,25, 290 
et 2,35 mg/24 h. 

L’identification des trois 5-androstane-3,16/j’.l ‘IT-trio1 isol& dans ce travail confirme les r&ultats 
obtenus in ciao par d’autres auteurs concernant leur formation B partir du 4,16-androstadien-3-one. 

INTRODUCTION majoration importante de l’excr&tion de certains 
autres catabolites tels les Sandrost&e-3fi,17fi-diol, 

Du point de vue hiobgiqur il est connu que les corti- 5-pregn~ne-3/I,l7,20cr-triol et S/I-prirgnane-3a,17,2Oc+ 
cosurrknalomes androgkniques se caractkrisent par trio1 [l] et d’une augmentation de l’excrktion des 
une augmentation souvent trks importante du taux 17-hydroxystkrdides avec apparition de 11 -dksoxy- 
d’excrktion des 17-oxostkrdides urinaires, essentielle- 17,21-dihydroxystkrdides, tkmoins pour certains 
ment like A l’excrktion du sulfate de dkhydrokpian- auteurs d’un deficit relatif en 1 I/?-stkrdide hydroxylase 

drostkrone lequel peut reprksenter 30 B 85% des [2]. 
17-oxosthdides totaux. L’importance relative des Disposant d’une mkthode analytique qui, en asso- 

autres 1 I-dksoxy et des 1 I-oxy-17-oxostkrdides est ciant deux pro&d& chromatographiques compkmen- 
faible encore que leur taux d’excrttion soit major6 taires autorise l’analyse spkcifique et le dosage d’une 
en valeur absolue. Elle peut s’accompagner d’une large gamme de C-18, C-19 et C-21 stkrdides [3] il 
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nous a semble interessant de l’appliquer h l’analyse 
systematique des metabolites excrktts par une malade 
presentant un tel syndrome. pour isoler et identifier 
les catabolites qui auraient pu echapper aux investiga- 

tions anterieures, preciser leur filiation metaboliquc. 
et leur impact physiopathologique. 

MATERIEL ET METHODES 

(I) Cdchantillon wirmire etudie provient dune 
patiente agte de 47 ans presentant un syndrome 
majeur de virilisation, un syndrome tumoral cliniquc 
et radiologique et un syndrome biologique compor- 

tant : 
(a) une excretion globale de 17-oxosterdides totaux 

h 136 mg/24 h, essentiellement representee par les 
3b-hydroxy-5-androsten-17-one (57 mg/24 h). 3%-hyd- 

roxy-5%-androstan-17-one (38 mg/24 h) et 3q,l lb- 
dihydroxy-5x-androstan- 17-one (2 1 mg/24 h). 

(b) une excretion des 17-hydroxysterdides a 30 

mg/24 h. 
(c) La negativite des epreuves dynamiques d’explo- 

ration fonctionelle de la corticosurrenale. 
L’ensemble de ces donntes permet d’affirmer l’exis- 

tence d’une tumeur virilisante maligne de la cortico- 
surrenale gauche. L’examen anatomopathologique de 
la piece d’exerese chirurgicale confirme le diagnostic 
de carcinome dont le type cytologique reproduit celui 
de la zone reticulee. 

(2) Produits. Les sterdides suivants: 3x. 16wdihyd- 

roxy-5x-androstan- 17-one. 3r,l6r-dihydroxy-S/&an- 
drostan- 17-one et 3%,16?-dihydroxy-52-pregnan-20- 
one nous ont Cte donnes par le J. A. Gustafsson. Kar- 
olinska Institutet. Stockholm. tandis que les autres 
sterdides de reference proviennent des laboratoires 
lkapharm RamatGan, Israel. Le 5/?-cholestan-33-01 
provient de Sigma-Chemical Company. PO Box 
14508 Saint Louis, U.S.A. La [7x-3H]-dehydroCpian- 
drosterone (activite specifique 22 Ci/mmol) provient 
de Radiochemical Center, Amersham. Buckingham- 

shire, Angleterre. 
Le Sephadex LH-20 (granulometrie 25 a 100 t’rn) 

provient de Pharmacia, France SA. rue de Marly, 
Parly 2. Fl8150 Le Chesnay. 

La ketodase (en solution a 5000 unites Fischman 
par ml de /%glucuronidase dans le tampon acide aceti- 
que-acetate de sodium. pH5) et le sue digestif d’helix 

pomatia (SHP) utilise en solution B 5000 unites Fisch- 
man par ml de /&glucuronidase dans le tampon acide 
acetique, acetate de sodium. O,lM, pH 5,20, provien- 
nent respectivement de Precibio. 2 rue Lhomond. 
Paris V” et de 1’Industrie Biologique Franqaise, 35 
quai du Moulin de Cage, 92. Gennevilliers. 

Les autres produits, les solvants, les reactifs sily- 

lants, comme l’ensemble du materiel utilise: chroma- 
tographe en phase gazeuse, chromatographe en phase 
gazeuse couple h un spectrometre de masse, compteur 
a scintillation liquide ont ete decrits precedemment 

141. 
(3) Preparution des rxrruits urinairrs. Dans les deux 

series de manipulation effectuees, l’hydrolyse enzyma- 
tique des stero’idcs coniuguec a t:tC: realisCe sur un 
volume urinaire corrcspondant au I ‘50 de la diurese, 
complete a 50 ml avec de l’cau distillL;c. cn utilisant 
dans leurs conditions optimalcs d’cfhcacite soit le 

SHP, soit la ketodase. Dans lcs dcux cas la quantiti- 
dc fl-glucuronidase ajoutCe aux Cchantillons urinaires 
a ete de 2000 unites Fischman par ml d’urincs soumis 
a l’hydrolyse. 

Apres 4X h a 37 C SOLIS agitation constante, les 

sterdides lib&-es sont extraits deux fois par l’acetate 
d’i-thyle (2: 1. v/v) et une fois par l’ether kthylique (1: 1, 
v/v). Lcs phases organiques reunies sont lavees deux 
fois avec 10 ml d’une solution molaire de bicarbonate 
de sodium et trois fois avec IO ml d’eau distill& 
sechees sur du sulfate de sodium anhydre puis 
evaporees a set sous vidc partiel d 50°C dans un 
Cvaporateur rotatif. Le residu obtenu est dissout par 
action des ultrasons dans 2 ml d’un melange de chlor- 
oformeeheptane~methanol (5 : 5 : I, par vol.). La solu- 
tion est appliquee sur unc colonne de 0.7 cm. de dia. 
contenant IO g de Sephadex LH-20 prepare dans le 
meme systemc de solvant. Douze fractions de 7.5 ml 
chacunc sont recueillies. Chaque fraction est Cvaporee 
a set sous courant d’arote et le rksidu obtenu cst 
dissout dans 0.15 ml dc melange pyridine-N.O- 
bis-(trimethylsilyl)-trifuoroacetamide ( 1 : 3. \j;v). Apt-es 
une h a 60,-C. les solutions obtenues sont analysees 
par c.g.1. et c.g.1. sm. 

(4) A~~a/Jws ptrr c.<l./. cl par c.c/,/. s.ni. Les analyses 
par c.g.1. sont cffectuees cn programmation dc tem- 

perature sur une colonne d’OV-1 et sur unc colonnc 
d’OV-17 [4] et en isothermc h 230 C sur une colonne 

de SE-30. Dans certains cas. il a ete necessaire de 
chromatographier l’tchantillon sur une colonne dc 
QF-1 en isothcrme ;I 2 IO’C. Les analyses par 
c.g.1,~~s.m. ont t’te effcctuees en programmation de 

temperature sur une colonne d’OV- 1. L’energie dc 
bombardement des electrons etait fixee a 22.5 eV et 
le courant d’ionisation ;‘t 60 /IA. 

(5) Anuljw yuctlitutiw. L’identite dcs sterdides est 

reconnue pour certainc lorsque les diverses coor- 
donnees chromatographiques: valeurs en unit6 
methylene (UM) [S] et indices de rCtention par rap- 
port au 5x-cholestane d’une part ct les spectres de 
masse d’autre part, sont identiqucs a ceux obtenus 
avec les composes de reference. 

(6) A~~c~/rw r~nuntitutirc~. Lcs rendements d’extrac- 
tion ont itte determines en ajoutant aux echantillons 
urinaires aprts l’hydrolysc 5. IO3 d.p.m. de DHEA tri- 
tiee. Les comptages sont effect& sur des fractions 
aliquotes corrcspondant rcspectivement au l/100 du 
vol. de l’hydrolysat et au 1~100 du vol. de la solution 

obtenue avant la chromatographie sur Sephadex 
LH-20. 

Le rcndement de la chromatographie sur Sephadex 
LH-20 a ete determine par c.g.1. selon une methode 
d&rite precedemment [3] en utilisant unc solution 
methanolique a 100 bcg!‘ml dc chacun des sterdides 
de reference suivants: 3r-hydroxy-Sv-androstane- I7- 
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one, 3a-hydroxy-5p-androstan-17-one, 3b-hydroxy-5- 

androsten- 17-one, 3a-hydroxy-Sj-androstane- 11.17- 
dione, 3c(, 1 lb-dihydroxy-5cc-androstan-17-one, 5- 

androstkne-3/?,17/3-dial, 5-androst~ne-3~,16c(,l7~-triol, 
3&16a-dihydroxy-5-androsten-17-one, Sa-androstane- 
3a,17/?-diol, Sa-androstane-3fi,17p-diol, de S/&prCg- 
nane-3%,20x-diol et de cholesttrol. 

Le dosage par c.g.1. des stkrdides identifiks dans les 
diverses fractions analyskes est effect& aprks dkter- 
mination du coefficient de rkponse des stkrdides de 
rkfkrence en utilisant le 5/Ccholestan-3wol comme 
standard interne [4]. 

RESULTATS 

(I) Analysr qunlitutiur (Tableau 1). Le cholestkrol 
est &k dans la fraction LH-20 no 2. 

Les compos& n” I et 2 &ks dans les fractions 3 
et 4 prksentent des spectres de masse respectivement 
identiques B ceux des 3r-hydroxy-5r-androstan-17- 
one et 3r-hydroxy-5fi-androstan-17-one sous forme de 
leur d&iv6 3a-trimkthylsilyloxy [6]: pit molkulaire 

Q m/e = 362, pit de base A m/e = 272 (M-90), et 

pits A m/e = 306 (M-56) et 305 (M-57) caractkristi- 

ques des stCrdides prksentant un groupement 0x0 

dans le cycle D. 
Les composPs no 3, 4, 5 et 6 sont Clot% dans la 

fraction LH-20 no 4. 
Le composh no3 prksente un spectre de masse dont 

le pit molkulaire B m/e = 360, le pit de base A m/r 

= 129 caractkristique des 3/&hydroxy-5-en-stkrdides 
[7] et la skquence B m/e = 345 (M-15), 304 (M-56), 
270 (M-90), 255 (M-(90 + 15)) et 231 (M-129) l’identi- 
fient a la 3/&hydroxy-5-androsten-17-one [6]. 

Lr composP no 4 prksente un spectre de masse car- 

actkristique des Cthers bis-trimethylsilyloxy des 

5-androsten-3,17-diols [6,8]. 11 est identifik par c.g.1. 
au 5-androsten-3fi, 17a-diol. 

Lr composh no 5 avec un pit mokculaire d m/e = 

524 et une skquence B m/e = 169, 182, 239, 329, 419 
et 434(pic de base) est rapport6 A un St-andros- 
tane-3&X,17<-triol. 

Le compose’ no 6: pit molkculaire A m/e = 522 

et skquence A m/e = 129, 169, 182, 237, 327, 417 et 

Tableau 1. St&ides identitits par c.g.l.-sm. dans l’hydrolysat urinaire ktudik. La colonne de gauche indique le numkro 
de la fraction LH-20 dans laquelle les stkrdides sont Auks. 

Fraction Composk 
LH-20 no *UM/OV-1 **Ir/SE-30 St&bides identifits par c.g.l.-sm. 

2 
3 et 4 
3 et 4 

4 
4 
4 

5 et 6 
5 et 6 
5 et 6 

6 
6 
6 
6 
6 

6 et 7 
6 et I 
6 et I 

7 et 8 
8 
9 
9 

10 
10,11,12 

8 
9 

10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 27,39 
20 27.44 
21 28,30 
22 28.61 
23 25,67 
24 26,42 
25 26.62 
26 26,01 
27 26,86 
28 28,85 
29 29.27 
30 27332 
31 
32 
33 
34 
35 

30,68 
24,39 
24.50 
24,92 
24,93 
24,95 
25,43 0,58 
24.15 0.34 
24,41 
25,04 
25.58 
26,54 
27.09 
27,63 
28,17 
25,OO 
25,57 
26,06 
26.28 

26,34 
26,40 
26,88 
25,89 
27,89 

0.42 
0,42 
0,49 
0.50 
0;51 

0,40 
0.50 
0,60 
0,87 
0,94 
1,ll 
I,22 
0,50 
0.62 
0.71 
0.76 
1.03 
l,Oo 
1,24 
1.42 
0,64 
0,79 
0,84 
0,69 

l# 
1,66 
0,97 
0,77 
0.16 
0,84 
0,64 
1,15 

Cholesttrol 
3a-hydroxy-5a-androstan-17-one 
3a-hydroxy-5fi-androstan-17-one 
38-hydroxy-5-androsten- 17-one 
5-andro&ne-3B,17a-diol 
5-androstane-3<,7(,17<-trio1 
5-androstkne-3&X,17<-trio1 
5a-androstane-3a,l7a-diol 
3cc,l6P-dihydroxy-5-androsten-l7-one 
3a-hydroxy-58-androstane-11,17-dione 
3r,l6cr-dihydroxy-5-androsten-17-one 
3fl,l5wdihydroxy-5a-androstan-l7-one 
5fi-prbgnane-3a,20a-diol 
5-prCg&ne-38,20a-diol 
5-prtgntne-3sc,l6r,2Occ-triol 
5a-androstane-3a,l7fi-diol 
5-androstkne-3p,l7/3-diol 
3a(,l l/&dihydroxy-5a-androstan-17-one 
3r.llfi-dihydroxy-5/Gandrostan-17-one 
3p,l7-dihydroxy-5a-prtgnan-20-one 
3a,l6a-dihydroxy-5a-prCgnan-20-one 
5a-prtgnane-3a,l6a,2Oa-triol 
5~-pr~gnane-3r,l7,20c(-triol 
3a, 16wdihydroxy-5a-androstan- 17-one 
38.16~dihydroxy-5a-androstan-17-one 
3b,l6a-dihydroxy-5-androsten-17-one 
5z-androstane-3a,l6B,l7a-triol 
X, 175-dihydroxy-4-androsten-3-one 
3x,l7,2l-trihydroxy-5B-prkgnan-20-one 
5-prtg&ne-3P,l7r,20a-triol 
5a-androstane-3jJ,16fi,l7a-triol 
5a-androstane-2a,3a,l7#I-triol 

* UM/OV-I: valeur en unit& mkthylene sur une colonne d’OV-1. 
** Ir/SE-30: indice de rktention par rapport au Sa-cholestane, sur une colonne de SE-30. 



586 

14 

I 
C32 

13 

I 

C24 

8 

Fig. 1. Analyse par c.g.1. sur une colonne d’OV-I’ des stkrdides urinaircs iluCs dans la fraction LH-20 
n’ 5. Les metabolites identifiks sont les 5r-androstane-3r.l7r-diol 171. 3~.16/Cdihydroxy-5-androsten-17. 
one [Xl, 5r-androstane-3r. I7/Gdiol [ 151. 3r-hydroxy-5/T-androstanc-I I. I7-dionc [9]. 3~. I hr-dihydroxy- 
5-androsten-17-one [lo], 32.1 lb-dihydroxy-5r-androstan-l7-one [ 171, 3/(,15x-dihydroxy-ZY-androstan- 
l7-one [I I], S/I-prkgnane-3r.?Or-diol [ 121, 5-prkgnkw3/LXr-diol [ 131. 5-prCgnhc-3x I6r.F!btrio1 [ 141 

et 5/(-prkgnane-31, I7.20r-trio1 [22 1. 

432(pic de base) est rapport6 1 un 5-androsdne- 
3<,X,17JC-triol. Pour chacun des composks n’ 5 et 6 
la prksence de pits B m/e = 169 et 182 suggkre que la 
troisikme fonction hydroxyle (X) soit en position 1 I/i 

Huit compostts sont CluCs quantitativement dans la 
fraction LH-20 n” 5 (Fig. I). 

L4 cotnposP n” 7 prt-sente un pit mokculaire ii III~L, 
= 436 et une skquence B m/e = 129, 2 17, 241 (M-(2 

x 90 + 15)), 256 (M-(2 x 90)), 331 (M-(90 + 15)). 
346(M-90) et 421 (M-15) caractkistiques des ethers 
bis-trimkthylsilyloxy des androstane-3.17-diol [6]. Cc 
composk est identifik par c.g.1. au Ssc-andros- 
tane-3w 17r-diol. 

Le compose! n3 8: avec un spectre de masse carac- 
tkristique des Cthers bis-trimkthylsilyloxy des 
3,16-dihydroxy-5-androsten- 17-one [6,9] : pit molt-- 
culaire 1 m/e = 448 et skquence h /n/f, = 1 17. 129. 

196, 199, 214 (pit de base)et 304, est identifik par c.g.1 
B la 3c(,l6fi-dihydroxy-5-androsten-l7-one. 

Le cotnposi no 9 prksente un pit mokculaire i N;~CJ 
= 376 et une skquence a rnjr = 232. -771 (pit de 
base), 286 (M-90), le rapportant h la 3x-hydroxy-SP- 
androstane- 11,17-dione 141. 

Le con~posP no 10 est identifik h la 3g.l6x-dihy- 
droxy-5-androsten-17-one [ 10, I I] pit mokulaire ct 
m/e = 448. et pits prkdominants ii 111/c = 129, 196. 
199, 214 (pit de base) et 304. 

Le composh no 11 prtsente un spectre de masse dont 
le pit mokculaire B m/e = 450 et le pit de base A 
m/e = 143 indiquent qu’il s’agit du d&iv6 bis-trim& 
thylsilyloxy d’une 3,15a-dihydroxy-androstan-l7-one 
[12]. L’indice de rktention de ce composk permet 

d’kliminer les isomkres en 3a;5a, 3a/5fi et 3p/58 de 
sorte que cc composk est identifik au 3P,lSa-dihy- 
droxy-5x-androstan-l7-one [ 121. 

Lcs corttpost;s II’ 12. 13. 14 sont respectivement 
identifiks aux 5/I-prCgnane-3z,20r-diol [ 131 au 
5-prCgnkne-3/I,2Or-diol [hJ et au 5-prkgnkne- 
3r,l6z.2Or-trio1 [l4]. 

Les cotnpaks II 15. Ih C’I I7 sont &IPS dans les 
fractions LH-20 n 5 et 6. 

Lr composd II” 15 cst identifii au Sa-andros- 
tane-32.17/Gdiol [6]. 

Lc ~otnposi tt’ 16 prksente un spectre de masse 

caractkristique des Cthers bis-trimkthylsilyloxy des 
5-androstkne-3.17-dials [6] : pit mokculaire 1 m/e = 

434 et skqucnce h IW = 129. 213. 215 (M-(129 + 
90)). 239 (M-(2 x 90 + IS)). 254 (k&(2 x 90)). 305 
(M-129). 329 (M-(90 + 15)). 344 (M-90). 419 
(M-15). II est identifik au 5-androstkne- 3p,l7/1’- 
diol. 

1~ c01t1po.s~; II I7 prtsentc un spectrc de make avec 
un pit mokculaire :I ftf;~ = 450 et une skquence B 
m/r = I.V’I (pit de base). 184 et 199 l’identifiant A 
la 3x.1 I P-dihydroxy-Sr-androstan- 17-one sous forme 
de son d&i& bis-trimCthylsilyloxyl [I?]. 

Cinq composk sont quantitativement Cl&s dans 
la fraction LH-20 n 6 (Fig. 2). Ce sont: 

Lr co~wpo.si II 18 dont le spectre de masse se dis- 
tingue du ptkkdent par un pit it III/L) = 108 et par 
des difftrences affectant l’abondance relative des pits 
A r~je = I84 et 199. 11 est identifik h la 3x.11/I-dihyd- 
roxy-5fl-androstan-17-one. Lcs composhs no 19, 20, 21 
6~ 22 sont identifiks par c.g.l.--s.m. aux: 
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Fig. 2. Analyse par c.g.1. sur une colonne d’OV-1 des sttrdides urinaires kluks dans la fraction LH-20 
no 6. Les mttabolites identifiCs sont les 5a-androstane-3a,l7j-diol [15], 5-androstkne-3/?,17/&diol [16], 
3a,ll/J-dihydroxy-5a-androstan-17-one [17], 3a,ll/I-dihydroxy-5~-androstan-17-one [18], 38,16a-dihyd- 
roxy-Sa-androstan-17-one [24], 3/?,16a-dihydroxy-5-androsten-17-one [25], 5n-pregnane-3cc,l6a,20a-triol 

[21], 5p-prkgnane-3cc,17,20wtriol [22] et 5-prtgnkne-38,17,20a-trio1 [29]. 

3/?, 17-dihydroxy-5u-prkgnan-20-one: pit moku- 

laire A m/e = 478, pit de base ri m/e = 255 ((M-(90 
x 2 + 43)) et pit A m/e = 435 (M-43) caractkristique 
des 17-hydroxy-20-oxo-21-d&oxystCrdides [15, 163. 

3aJ6a-dihydroxy-5cr-prkgnan-20-one: pit moku- 
laire a m/e = 478 et skquence g m/e = 96, 109, 157, 
172 (pit de base) et 186 caractiristique des 16a-hyd- 
roxy-20-oxo-21-dCsoxysttrdides [17], See-prkgnane-3a, 
16cc,20c&riol: pit mokculaire g m/e = 552, skquence 

typique A m/e = 117, 141, 156, 157 et 462[14] et 
5~-pr&nane-3a,17,2Oc&riol: pit moltculaire k 
m/e = 480, skquence A m/e = 117, 255 (pit de base) 
et 273 typique des 17-hydroxy-3,20-bis-trimkthyl-sili- 
loxy-21-dtsoxyst~rdides [IS]. 

Trois composks sont CluCs dans les fractions LH-20 
no 6 et 7. Ce sont: 

i 

201 

3 

J-IL 

169 228 

200 

Les composPs no 23 et 24 lesquels prksentent un 
spectre de masse caractkristique des ethers bis-trimt- 
thylsilyloxy des 3,16-dihydroxyandrostan-17-one: pit 
mokculaire ii m/e = 450 et Gquence A m/e = 117, 
162, 201 (M-(144 + 90 + 15)) et 216 (M-(144 + 90)) 
[12) ils sont identifiks par c.g.1. respectivement aux 
3ccJ6or-dihydroxy-5cc-androstan-17-one et 3fl,16a- 
dihydroxy-5wandrostan-17-one [19]. 

Le composh no 25 avec un pit molkculaire li m/e 

= 448 et la skquence A m/e = 117, 129, 196, 199, 
214 et 304 est identifik g la 3/?,16a-dihydroxy-5- 
androsten-17-one [6]. 

Dans la fraction LH-20 no 7 sont Gluts 4 composks: 
Le compose no 26 prksente un spectre de masse car- 

actbistique des kthers Tris-trimethylsilyloxy des 

androstane-3,16,17-triols [20] : pit moltkulaire g m/e 

m/e 

Fig. 3. Spectre de masse du compost: no 31 identifik au 5a-androstane-2a,3a,l7j-triol sous forme de 
son d&iv& Tris-trimbthylsilyloxy. 
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Fig. 4. Spectre de masse du compose n 32 identitie au 5/I-androstane-3x.11 fl. 17x-trio1 sous forme 
de son d&i+ Trivtrim~thylsilyloxq. 

= 524 et pit de base h m/r = IV1 [IO, 211. 11 est 
identifie par c.g.1. au 5r-androstane-3r.16fl.17x-triol 

cm 
Lr compost: II’ -77 presente un spectre de masse indi- 

quant une X, 17<-dihydroxy-4-androsten-3-one : pit 
molitculaire a m/r = 448 et pit de base a w/t, = 
343. 

Le composC; )I -78 presente les coordonnees chroma- 
tographiques et un spectre de masse dont le pit mole- 
culaire a m/e = 566 et la sequence a m/e = 231. 
255 (M-131 + (2 x 90)) 344, 345. 434. 435 et 538 
l’identifient au 3a,l7,21-trihydroxy-5/I-pregnan-20- 

one, et le composh no 29: pit moleculaire a tn/e = 478 
et sequence h tn/e = 117. 129, 213, 253, 271 (pit dc 
base) identifie par c.g.1. au 5-pregdne-3/j, 17,20x-trio1 

c1u. 
Lr coppsh II ’ JO est clue dans les fractions LH-20 

n’ 7 et 8. Son spectre de masse est caracteristique 
des ethers Tris-- trimethylsilyloxy des androstane- 
3,16,17-trio1 1201. I1 est identifie par c.g.1. au 51- 
androstane-38.16/I, I7a-trio1 [23]. 

Le compo.sC; II’ 3/ clue dans la fraction LH-20 n 
8, presente un spectre de masse caracteristique dcs 
5r-androstane-2.3r.l7fi-trio1 [ZO, 241: pit moleculaire 

100 

Fig. 5. Spectre de masse 

3 

228 

254 

I I 

A m/r = 524 et sequence 2i w/r = 129. 142. 143. 

255 (pit de base) et 509 (Fig. 3). Son indice de reten- 
tion sur SE-30 l’identifie au 5r-androstane-&3x, 17/r’- 
trio1 [24]. 

Les cor~~postk II 32 tat 33 sont clues dans la fraction 
LH-20 n 9. Le spectre de masse du compost- n 32 
(Fig. 4) presente un pit mokculaire h m/t, = 524 ct 
une sequence ;i m/e = 129. 143. 158. l(,Y (pit de base). 
182. 213. 228 et 239 indiquant qu’il s’agit de l’ether 
TrisPtrimethylsilyloxy dun androstane-3.1 I/?,1 7-triol. 
La comparaison des spctres de masse obtenus avec 
les isomeres en 5r/3r/llfi/17r. 5x/3r/llfl/17/1. 
5r/3~/11/3/17/I, 5[1/3x/l lr/ 17b(pic de base i m/c = 
143). 5/I/33(/1 lb/17~ et 5j/3s(/l l/I/17/I (Fig. 5) notam- 

ment pour ce qui concerne l’intensite relative des pits 
in ry/r = 129. 143. 228. 239 et 254. exclut pour ce 
compose une configuration en 51. Les spectres de 
masse des 5/I-androstane-3u, 11 /I. 17-trio1 different par 
une inversion de l’abondance relative des pits i 

r?t/e = 129 et 143, avec pour l’epimere en 178 un pit 
;I m/t, = 129 superieur h celui correspondant i 

/n/t, = 143 tandis que l’inverse est observe dans le 
spectre de masse de l’epimere en 171. Sur la base 
de ces constatations. lc cwnpn.scJ II 3? est identifie 

344 

du 5/J-androstane -3s(,l ljI,l7/$triol sous forme de son ether 
Tris-trimbthylsilyloxy 



au SP-androstane-3a,l lg,l7a-trial, Le compose’ no 33 (II) Analyse quantitative. Le rendement des mani- 
avec un spectre de masse caractiristique des d&iv& pulations prCcCdant le fractionnement des St&ides 

Tris-trimkthylsilyloxy des androstane-3,16,17-trio [20] est de 86% &- 5. Ceux de la chromatographie sur 
est identifiC au 5fi-androstane-3cc,l6cr,l7jW-iol[22]. sephadex LH-20 sont compris entre 63”/, f 8 pour 

Le composJ no 34 Clu& quantitativement dans la la 3s(, 1 lb-dihydroxy-5/?-androstan-17-one et 88% + 
fraction LH-20 no 10 est identifie au Sb-andros- 4 pour les 5-androstine-3P, 17j-diol, 5ti-andros- 
tane-3a.l6/?,17r-trio1 [22]. tane-3cc,l7fi-diol et 5fl-prCgnane-3a,20a-diol. 

Le composi n” 3_5 &I~ dans les fractions LH-20 Compte tenu de ces facteurs de correction, le 
n” 10, 11 et 12. ,prCsente un spectre de masse typique dosage par c.g.1. de 30 st&dides a it& rCalis& Les 
des 5-androstine-3,16,17-triols [21] : pit mol&ulaire rCsultats obtenus sont mention& dans le Tableau 
ii /n/r = 522. et sCquence g m/e = 129, 191, 213, 2. 
23Y (pit de base), 252, 329, 342, 417, 432 et 507. Ses (III) Discussion. Aprks hydrolyse acide, le rtsultat 
coordonnkes chromatographiques l’identifient au du dosage colorimCtrique des 17-oxostCrdides totaux 
5-androst&e-3/?,16a,l7fl-triol [23]. est de 136 mg/24 h. Pour l’ensemble des 17-oxos- 

La structure exacte de deux catabolites &~ts dans tCrdides do& par c.g.1. il est g 111 mg/24 h apris 
la fraction LH-20 n” 8 n’a pu ctre dCterminCe. hydrolyse par le sue digestif d’hClix pomatia et de 

Le premier (UM/OV-I = 28,63) avec un spectre 69 mg/24 h aprks hydrolyse par la kktodase. Le rap- 
de masse CaractCristique des Tris-trimCthylsilyloxy- port des rCsultats obtenus apr6s hydrolyse par le SHP 

mono-oxoprkgnane: pit mol&ulaire g m/e = 566 et et dosage chromatographique g celui obtenu apr&s 
sCquence g m/e = 476(M-90), 463 (M-103), 283(M- hydrolyse acide et dosage ColorimCtrique a 82% est 
(2 x 90 + 103)) et 255 (M-(2 x 90 + 131)) est rap- en accord avec les rCsultats de Desgres et al [4]. La 

portt- B une 3<,X,21-trihydroxy-St-prCgnan-20-one. diffkrence entre le rCsultat de ces deux dosages est 

Le second (LJM/OV-1 = 29,27) avec un pit mol& like ti plusieurs facteurs parmi lesquels le mode d’hyd- 
culaire A rtqr = 640 et une sCquence a m/e = 147, rolyse et la sp&cificit& des mkthodes de dosage utili& 

255 (pit de base), 345, 435 (M-(103 + 102)), 537 sont prCpondCrants. En effet les artCfacts introduits 

(M-103) est rapporti: g un 5<-pregnane-3&X,20&21- par l’hydrolyse acide et la spkcificiti relative de la 

tCtro1. r&action de Zimmerman d’une part, l’hydrolyse par- 
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Tableau 2. Rbsultats du dosage par c.g.1. des principaux mCtabolites urinaires isol&. aprks hydrolyse enzymatique des 
stt-rdides glycuro et sulfoconjuguts par le sue digestif d’hClix pomatia (SHP) et hydrolyse sptcifique des stkrdides glycuro- 

conjugues par la kktodase. 

Stkrdides do& (en mg/24 h) 

3r-hydroxy-5x-androstan-l7-one 
3r-hydroxy-5p-androstan-17-one 
3/?-hydroxy-5-androsten-17-one 
5-androsttne-3/?,17/?-diol 
5r-androstane-3s.l7a-dial 
5x-androstane-3r,l7fi-diol 
3x. 11 /?-di hydroxy-5r-androstan- 17-one 
3r,l l/Gdihydroxy-5/I-androstan-17-one 
3x-hydroxy-5p-androstane-11,17-dione 
3/?,15a-dihydroxy-5r-androstan-17-one 
3a.l6a-dihydroxy-5a-androstan-17-one 
3/?,161-dihydroxy-5r-androstan-17-one 
5r-androstane-3a, 168,17x-trio1 
Sa-androstane-3/L16~,17a-triol 
5/Gandrostane-3a,l6a,l7p-triol 
5/I-androstane-3r,l6/?,17cc-trio1 
5-androstkne-3fl.l6a, 17/Ctriol 
3~,16b-dihydroxy-5-androsten-17-one 
31,16a-dihydroxy-5-androsten-17-one 
3P,16a-dihydroxy-5-androsten-17-one 
5/I-androstane_3a,l lg.1 7r-trio1 
5p-prtgnane-3a,20z-diol 
5-prCgntne-3/?,20r-diol 
3a,l6a-dihydroxy-5a-prBgnan-2O-one 
3/I.17a-dihydroxy-5a-pr~gnan-20-one 
5/I-prCgnane-3r.l7,20wtriol 
5-pr&gntne-3fi.17.20a-triol 
5z-prtgnane-3r.l6r,2Or-triol 
5-prkgdne-3r,16a,20r-triol 
3z.l7,21-trihydroxy-5/I-prCgnan-20-one 

Hydrolyse par 
la 

le SHP kktodase 

Pourcentage des 

sulfates glucuronides 

6,lO 4,50 
38,OO 37,15 
46,80 5,60 

7.60 1.20 
0,75 0,65 
2,90 1,70 

17,40 15.10 
2,30 1.60 

traces 0,65 
0,35 0,lO 
1,95 0,95 

traces 0,35 
0,45 0,30 
6,95 1,45 
3.25 3,50 
0.75 0,65 
2.70 0,85 
l,OO 0.85 
0,75 0,15 
5,25 2,05 
0,25 0,30 
3,05 2,25 
0.75 traces 

traces 0.20 
traces 0,35 

9.80 6.70 
1.50 0,70 
0.50 0.65 
1.20 1,05 
2.35 2,35 

26 74 
,100 

88 12 
84 16 
13 87 
41 59 
14 86 
30 70 

71 29 
51 49 

100 
33 67 
79 21 

100 
13 87 
72 28 
15 85 
80 20 
61 39 

- 

26 74 
100 

32 68 
53 47 
30 70 
12 88 

100 



ticllc de certains sulfates de st&dides tels les j-andros- 
ten-l7-one-3/I-yl sulfate ct 5x-androstan-17-one-3a-yl 
sulfate par lc SLIC digestif d’hklix pomatia d’autrc part. 
cxpliqurnt cn majeure partie la di%rence observCe. 

Aprks hydrolyse par le SHP. Ic dosage dcs com- 
pos& idcntifi& ;I dcs I7-oxost0rdides. montre la 
prkdominancc quantitative dcs 3/J’-hydroxy-5-an- 
drosten- I 7-one, 3x-hydroxy-5/&androstan- I 7-one, 3%. 
I I/i-dihydroxy-5x-androstan-17-0~. 3r-hydroxy-5r- 
androstan-l7-one et 3/I.16y-dihydroxy-5-androsten- 
17-one (Tableau 2). La 3/j-hydroxy-5-androsten-I 7- 
one (46.XOmgU4 h) excrit& pour XX”,, sous forme 
sulfoconjuguCe reprtsente 4l”,, des l7-oxost&-dides 
totaux. 

Les st&dides &limin& sous forme conjuguke h l’acide 
glucuronique rcprbsentent 62”,, des 17-oxost&ro’ides 

totaux. IIs sont essentiellement repr&entCs par les 
3r-hydroxy-5/j-androstan-17-one et 32.1 Ifi-dihy- 
droxq-5z-androstan-l7-one. Excr+tCs respectivement 
au taux de 37 et de I5 mgj24 h, et formant 75:‘,, 
de la fraction mt-taboliquc glucuroconjuguie, ils pro- 
vienncnt respectivement du catabolismc des 4-andro- 

stkne-3.17-dione et I Ifl-hydroxy-4-androsten-3.17- 
dionc 1251. L’excrPtion dc la 32.1 I/&dihydroxy-5/I- 
androstan-17-one :I 2.30 mg/24 h a@ hydrolyse par 
le SHP et d 1.60 mgi24 h spr&s hydrolyse par la k&o- 
dase confirme les ri-sultats obtenus par Saez ~‘r al. 
[I] conccrnant la prkdominance quantitative dcs 
I I -oxy-5z-androstan- I7-one sur Its I I -oxy-5/?-andros- 
tan-17.one urinaires alors que Ic rt-sultat du dosage 
des 3x-hydroxy-I I-dtsoxq-5-androstan-l7-one montre 
la prkdominance des composCs riduits en 5/j. notam- 
ment celle de la 3x-hydroxy-S/&androstan-l7-one. 
Ccs rksultats rcfiitent la dissociation du catabolisme 
dcs 4-androsttne-3.17-dione et I I /l-hydroxy-4-andro- 
St&e-3.17-dionc qu’elle soit IiCe h un dkbordement 
dcs capacitCs catalytiques de la 5/I-stbrdide oxydor& 

ductase impliquCc dans le catabolisme de la 
J-androst&ne-3.17-dionc et de la 5/i-st&tiidc oxidor& 
ductasc intcrvenant dans celle de la I I/&hydroxy- 
4-androstcn-3.17.dionr ou a toutc autre action 
intrinst:quc 011 non susceptible de moduler I’activitt: 
de ccs enzymes. 

L’excrktion des 5-pr&gn&w3/I. 17,20r.-trio]. 5/I-pr&g- 
nane-3x. I7,20r-trio1 et 3~. 17,2l -trihydroxy-5/j-preg- 
nan-20-one. respectivement h 1.50.9.X0 et 2,35 mg/24 
h retWe la secrCtion tumorale dcs 3/Ghydroxy-5- 
pregncn-20-one,3B,17-dihydroxy-5-prPgnen-2O-one.l7- 
hqdroxy-4-prt-gnen-3.20-dionc et de la 17.2 I -dihyd- 
roxy-4-prkgnkne-3.20-dione. 

Des autres metabolites isol&. deux sont des 
5-androstene-3/I, l7-diol. L’excrktion de I’&pimPre en 
I7p ;I 7.60 mg/24 h en mettant ce catabolite au rang 
des stCrdides urinaires quantitativement prCpond&ant 
confirme les r&hats de Saez 61~ al. [I]. Elle traduit 
la secr&ion tumorale du 5-androstCne-3/j,l7fi-diol. 
lequel dc par ses propri&tt-s androgbniques proprcs 
[26] peut contribuer aux manifestations virilisantes 
obscrvC_cs [27. 2X] ceci d’autant que la testostCron& 
mic cl X0 ng/ IO0 ml est normale. 

Deux autrcs sent dcs j.-;lndrostune-32.17-diol. 

L’excr&tion de l’&pimere en 17~ cst de 0.75 mg, 24 h. 
celle du 5x-androstanc-3x. 17/i-dial ;I 7.90 mg, 23 h 

soit. 70 fois supCrieurc aux wleurb mokennes 
obtcnues chez Ies femmcs normales selon Bcrthou L’I 
(I/. 1291 tCmoignc comme l’ont montrO Its travaux dc 
Mauvais-Jarvis ct de Beaulicu [30. .~I] du catabolismc 
hkpatique de la tcstostt‘ronc. cctte dernikre provenant 
essentiellement de I’interconversion de la 4-andro- 
St&e-3.17-dione et de la DHA. II est rcmarquable dc 
noter que I’excrition du 5/Gandrostane-3x.l6~.17/,‘- 

trio1 est ;i 3.25 mg;‘24 h tandis qu’aucw 5/Gandros- 
tane-3.17-diol n’a pu Etre isolt: dans cc travail Ccci 
laisse supposer ~LIC I’activitL; I h?-hydroxylasique 
hepatique. s’exerce ici principalemcnt sur les catabo- 
lites rt:duits en 5/I de la testostt-row. 

Les trois autrcs androstanes-3.16.17-trio1 isol& aont 
des androstane-3,16/j.l71-triol. I’isomere en 5s(,‘3/j/ 
16fi/l7~ etant quantitativcmcnt prCpondCrant (6.95 
mg/24 h). II est montrt’ aprPs les tracaux de Knuppen 
et Breucr [32] de Brooksbank PI (I/. [22] et de Gus- 

tafsson [33] qu’unc configuration en I6/$‘17r impli- 
que la transformation d’un l6-dCshqdro-C,,-stirdide 
cn un 16/j’, 17x-dihydroxy-C, ,,-stL:ro’idc par I’intermi- 
diaire d’un 16r. 17x-Cpoxy-C, ,-stCrdide. Dans cettc 
hypothise il semblerait done quc cc‘s trois mCtabolites 

aient commc pricurseur le 4. I6-androstadien-3-one. 
stirbide identifii par Brooksbank cut al. dans le 

plasma humain 134). 

A I’exception de la 3/I-hydroxy-5-androsten-7,17- 
dione. l’excr&ion urinaire des 3%-hydroxy-5r-andros- 
tan- l7-one. 3r-hydroxy-5/j-androstan- 17-one, 3/1-hyd- 
roxy-5-androsten-I 7-one. S-androstene-3P,I 7fi-diol. 
38.16x-dihydroxy-5-androsten- I7-one. 5/I-pregnane- 
3~,17.20~-triol. et 32,I7.21 -trihydroxy-5/I-prkgnan-20- 
one reproduit une silhouette catabolique semblable 
i celle dCcrite par d’autres auteurs [I. 291 et la com- 
plt?te notamment pour cc qui concerne les C,,OZ 
et C,,03 sterdides identifiCs dans ce travail. 

Bien que limit& h l’analyse des sti-rdides du seul 
cas de corticosurrt-nalome qu’il nous a it& possible 
d’Ctudier. l’ensemble des mktabolites isol& permet de 
dt-gager une carte mi-tabolique qu’il conviendra de 
retrouvcr. voire dc prPciser par I’analyse d’kchantil- 
Ions urinaires provenant d’un nombre plus important 
de malades. De memc. il serait nCcessaire de Its effec- 
teur et de les interpreter en fonction non seulement 
du stade &volutif du corticosurr&nalome mais aussi 
en fonction de son type andtomopathologique 

Kerwt~i~w~~t Nous wmercions le Profcsseur J. R. Pas- 
qualini, Fondation pour la Recherche en Hormonologie, 
Paris. France. pous les conseils qu’il nous a donnk. 

Ce travail a pu Ptrc rt:alts& g&x ~~ I’aide du CNRS: 
ERA 267 de I’INSERM: ATP 73 13X7. et de la DES: 
crkdits du VI6me Plan. 
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