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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 Sxz-androstane-3a,17-diols, two S-androsten-3,17-
diols, four 5-androstane-3a,16,17-triols, the 58-androstane-3a,118,17a-triol, the 5x-androstane-2a,3a,170-
triol, the S-androsten-38,160,178-triol, the 3o,16x-dihydroxy-5a-pregnan-20-one, the 38,17«-dihydroxy-
5x-pregnan-20-one, the 58-pregnane-30,20a-diol, the 5-pregnene-3f,20a-diol, the S-pregnene-3o,162,20a-
triol, the 5B-pregnane-3x,17,20a-triol, the S-pregnene-3f,17,20x-triol and the 3«,17,21-trihydroxy-58-
pregnan-20-one.

The quantitative assay of these metabolites done by g.lc., showed that the 17-oxo-steroid excretion,
averaging 111,9 mg/24 h, was linked to a major excretion of 3f-hydroxy-5-androsten-17-one, 3o-hy-
droxy-5f.androstan-17-one, 3,118-dihydroxy-5x-androstan-17-one, 3a-hydroxy-Saandrostan-17-one
and 3B,16a-dihydroxy-5-androsten-17-one averaging respectively 46.80, 30, 17.40, 6.10 et 5.25 mg/24
h. The relatively important metabolites are 5f8-pregnane-3x,17,200-triol, S-androsten-38,17f.diol,
Se-androstane-3f,168,17a-triol, 58-androstane-3x,162,178-triol, Sx-androstane-3«,17f-diol and 3¢,17,21-
trihydroxy-58-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-3,168,17x-triols confirms the results of other authors which
showed their formation from the 4,16-androstadien-3-one.

RESUME

L’analyse systématique de stéroides excrétés par une malade présentant un corticosurrénalome malin
virilisant a été effectuée par chromatographie gaz-liquide et par spectrométric de masse. 35 stéroides
sont identifiés. Ce sont douze 17-oxostéroides, deux 5z-androstane-3«,17-diols, deux S-androsténe-38,17-
diols, quatre 5-androstane-3«,16,17-triols le 5f-androstane-3x,118,17a-triol, le 5a-androstane-2a,3¢,178-
triol, le 5-androstene-3f,160,178-triol, les 32,16a-dihydroxy-5a-prégnan-20-one, et 38,17q-dihydroxy-5q-
prégnan-20-one, les 58-prégnane-32,20x-diol, 5-prégnéne-3p,20a-diol et S-prégnéne-3ex,16a,20a-triol, et
les 5f8-prégnane-3e,17,200-triol, 5-prégnéne-3f,17,200-triol, et 3¢,17,21-trihydroxy-58-prégnan-20-one.

Le dosage de ces métabolites effectué par cgl montre que I'excrétion des 17-oxostéroides a 111,90
mg/24 h est liée aux excrétions massives de 3f-hydroxy-5-androsten-17-one, 3a-hydroxy-5p-andros-
tan-17-one, 3e,11B-dihydroxy-5a-androstan-17-one, 3a-hydroxy-5x-androstan-17-one et 3f,16a-di-
hydroxy-S-androstén-17-one respectivement a 46,80, 30, 17,40, 6,10 et 5,25 mg/24 h.

Les autres métabolites quantitativement prépondérants sont les 5p-prégnane-3u,17,200-triol,
S-androsténe-36,17f-diol, Sax-androstane-38,168,17a-triol, 5B-androstane-30,16a,178-triol. So-andros-
tane-3a,17f-diol et 3a,17.21-trihydroxy-5p-prégnan-20-one respectivement a 9,80, 7,60, 6,95, 3,25, 290
et 2,35 mg/24 h.

L’identification des trois 5-androstane-3,168,17x-triol isolés dans ce travail confirme les résultats
obtenus in vive par dautres auteurs concernant leur formation a partir du 4,16-androstadien-3-one.

INTRODUCTION

Du point de vue biologique il est connu que les corti-
cosurrénalomes androgéniques se caractérisent par
une augmentation souvent trés importante du taux
d’excrétion des 17-oxostéroides urinaires, essentielle-
ment liée a Pexcrétion du sulfate de déhydroepian-
drostérone lequel peut représenter 30 & 859 des
{7-oxostéroides totaux. L’importance relative des
autres 11-désoxy et des 11-oxy-17-oxostéroides est
faible encore que leur taux d’excrétion soit majoré
en valeur absolue. Elle peut saccompagner d’une

majoration importante de I'excrétion de certains
autres catabolites tels les S-androsténe-3§,17f-diol,
5-pregnene-3f,17,20a-triol et 5p-prégnane-3a,17,20a-
triol [1] et d’une augmentation de I'excrétion des
17-hydroxystéroides avec apparition de 11-désoxy-
17,21-dihydroxystéroides, témoins pour certains
auteurs d’un déficit relatif en 118-stéroide hydroxylase
[21.

Disposant d’une méthode analytique qui, en asso-
ciant deux procédés chromatographiques complémen-
taires autorise 'analyse spécifique et le dosage d’une
large gamme de C-18, C-19 et C-21 stéroides [3] il
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nous a semblé intéressant de lappliquer & l'analyse
systématique des métabolites excrétés par une malade
présentant un tel syndrome. pour isoler et identifier
les catabolites qui auraient pu échapper aux investiga-
tions antérieures, préciser leur filiation métabolique,
et leur impact physiopathologique.

MATERIEL ET METHODES

(1) Léchantillon wurinaire étudié provient d’une
patiente dgée de 47 ans présentant un syndrome
majeur de virilisation, un syndrome tumoral clinique
et radiologique et un syndrome biologique compor-
tant:

(a) une excretion globale de 17-oxostéroides totaux
A 136 mg/24 h, essentiellement représentée par les
3B-hydroxy-5-androsten-17-one (57 mg/24 h), 3a-hyd-
roxy-Sz-androstan-17-one (38 mg/24 h) et 3oa.11p-
dihydroxy-5«-androstan-17-one (21 mg/24 h).

(b) une excrétion des 17-hydroxystéroides a 30
mg/24 h.

(c) La négativité des épreuves dynamiques d’explo-
ration fonctionelle de la corticosurrénale.

L’ensemble de ces données permet d’affirmer l'exis-
tence d’'une tumeur virilisante maligne de la cortico-
surrénale gauche. L'examen anatomopathologique de
la piéce d’exérése chirurgicale confirme le diagnostic
de carcinome dont le type cytologique reproduit celui
de la zone réticulée.

(2) Produits. Les stéroides suivants:3a.16a-dihyd-
roxy-5a-androstan-17-one.  3x,16a-dihydroxy-5f-an-
drostan-17-one et 3a,16x-dihydroxy-Sz-pregnan-20-
one nous ont été donnés par le J. A. Gustafsson, Kar-
olinska Institutet, Stockholm, tandis que les autres
stéroides de référence proviennent des laboratoires
[kapharm Ramat-Gan, Israél. Le 5f8-cholestan-3a-ol
provient de Sigma-Chemical Company, PO Box
14508 Saint Louis, U.S.A. La [72-*H]-déhydroépian-
drostérone (activité spécifique 22 Ci/mmol) provient
de Radiochemical Center, Amersham. Buckingham-
shire, Angleterre.

Le Sephadex LH-20 (granulométrie 25 a 100 um)
provient de Pharmacia, France SA. rue de Marly,
Parly 2. F18150 Le Chesnay.

La kétodase (en solution a 5000 unités Fischman
par ml de S-glucuronidase dans le tampon acide acéti-
que-acétate de sodium, pH35) et le suc digestif d’hélix
pomatia (SHP) utilisé en solution a 5000 unités Fisch-
man par ml de B-glucuronidase dans le tampon acide
acétique, acétate de sodium, 0,1M, pH 5,20, provien-
nent respectivement de Précibio. 2 rue Lhomond,
Paris V° et de I'Industrie Biologique Frangaise, 35
quai du Moulin de Cage, 92. Gennevilliers.

Les autres produits, les solvants. les réactifs sily-
lants, comme I'ensemble du matériel utilisé: chroma-
tographe en phase gazeuse, chromatographe en phase
gazeuse couplé a un spectrométre de masse, compteur
a scintillation liquide ont été décrits précédemment
[4].

(3) Preparation des extraits urinaires. Dans les deux

séries de manipulation effectuées, I'hydrolyse enzyma-
tique des stéroides conjugués a été réalisée sur un
volume urinaire correspondant au 150 de la diurese,
complété a 50 ml avec de I'cau distillée, en utilisant
dans leurs conditions optimales d'cfficacité soit le
SHP, soit la kétodase. Dans les deux cas la quantit¢
de f-glucuronidase ajoutée aux échantillons urinaires
a été de 2000 unités Fischman par ml d'urines soumis
4 Ihydrolyse.

Aprés 48 h & 37 C sous agitation constante. les
stéroides libérés sont extraits deux fois par l'acétate
d’¢thyle (2:1, v/v) et une fois par I'éther éthylique (1:1,
v/v). Les phases organiques réunies sont lavées deux
fois avec 10 ml d’une solution molaire de bicarbonate
de sodium et trois fois avec 10 ml d’eau distillée.
séchées sur du sulfatc de sodium anhydre puis
évaporées a sec sous vide partiel & 50°C dans un
évaporateur rotatif. Le résidu obtenu est dissout par
action des ultrasons dans 2 ml d’'un mélange de chlor-
oforme--heptane-méthanol (5:5:1, par vol). La solu-
tion est appliquée sur unc colonne de 0,7 cm. de dia.
contenant 10 g de Sephadex LH-20 préparé dans le
méme systéme de solvant. Douze fractions de 7.5 ml
chacune sont recueillies. Chaque fraction est évaporée
a sec sous courant d’azote et le résidu obtenu est
dissout dans 0,15 ml de mélange pyridine-N.O-
bis-(triméthylsilyl)-trifluoroacétamide (1:3, v/v). Apreés
une h a 60°C. les solutions obtenues sont analysces
par c.gl et cgl-sm.

(4) Analyses par c.gl. et par cg.l.-s.am. Les analyses
par c.gl. sont effectuées en programmation dc tem-
pérature sur une colonne d’OV-1 et sur unc colonne
d’OV-17 [4] et en isotherme & 230°C sur une colonne
de SE-30. Dans certains cas. il a été nécessaire de
chromatographier Iéchantillon sur une colonne de
QF-1 en isotherme a 210°C. Les analyses par
cgl—sm. ont été effectuées en programmation de
température sur une colonne d’OV-1. L'énergie de
bombardement des électrons était fixée a 22.5 eV et
le courant d’ionisation & 60 pA.

(5) Analyse qualitative. L’identité des stéroides est
reconnue pour certaine lorsque les diverses coor-
données chromatographiques: valeurs en unité
méthyléne (UM) [5] et indices de rétention par rap-
port au 5x-cholestanc d’unc part et les spectres de
masse d’autre part, sont identiques & ceux obtenus
avec les composés de réference.

(6) Analyse quantitative. Les rendements d'extrac-
tion ont ¢té déterminés en ajoutant aux échantillons
urinaires aprés I'hydrolysc 5.10° d.p.m. de DHEA tri-
tiée. Les comptages sont effectués sur des fractions
aliquotes correspondant respectivement au 1/100 du
vol. de I’hydrolysat et au 1/100 du vol. de la solution
obtenue avant la chromatographie sur Sephadex
LH-20.

Le rendement de la chromatographie sur Sephadex
LH-20 a été déterminé par c.g.l. selon une méthode
décrite précédemment [3] en utilisant une solution
méthanolique a 100 ug/ml de chacun des stéroides
de référence suivants: 3x-hydroxy-5z-androstanc-17-
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one, 3a-hydroxy-5f-androstan-17-one, 3f8-hydroxy-5-
androsten-17-one, 3oa-hydroxy-58-androstane-11,17-
dione, 3¢, [1B-dihydroxy-5¢-androstan-17-one, S5-
androsténe-3f,17p-diol, 5-androsténe-3f,160,17-triol,
3p,16a-dihydroxy-5-androsten-17-one, Sx-androstane-
3o, 17B-diol, So-androstane-3f,17f-diol, de 58-prég-
nane-3x,20x-diol et de cholestérol.

Le dosage par c.g.l. des stéroides identifiés dans les
diverses fractions analysées est effectué aprés déter-
mination du coefficient de réponse des stéroides de
référence en utilisant le 58-cholestan-3x-0l comme
standard interne [4].

RESULTATS

(I) Analyse qualitative (Tableau 1). Le cholestérol
est élué dans la fraction LH-20 n° 2.

Les composés n° 1 et 2 élués dans les fractions 3
et 4 présentent des spectres de masse respectivement
identiques a ceux des 3x-hydroxy-5z-androstan-17-
one et 3x-hydroxy-5f-androstan-17-one sous forme de

leur dérivé 3a-triméthylsilyloxy [6]: pic moléculaire

a mje = 362, pic de base a mle = 272 (M-90), et
pics & m/e = 306 (M-56) et 305 (M-57) caractéristi-
ques des stéroides présentant un groupement 0X0
dans le cycle D.

Les composés n° 3, 4, 5 et 6 sont élués dans la
fraction LH-20 n° 4.

Le composé n°3 présente un spectre de masse dont
le pic moléculaire a m/e = 360, le pic de base &4 m/e
= 129 caractéristique des 3S-hydroxy-5-en-stéroides
[7] et la séquence & m/e = 345 (M-15), 304 (M-56),
270 (M-90), 255 (M-(90 + 15)) et 231 (M-129) I'identi-
fient a la 3f-hydroxy-5-androsten-17-one [6].

Le composé n° 4 présente un spectre de masse car-
actéristique des éthers bis-trimethylsilyloxy des
S-androsten-3,17-diols [6, 8]. Il est identifi¢ par c.g.l.
au S-androsten-3p,17«-diol.

Le composé n° 5 avec un pic moléculaire a mje =
524 et une séquence a m/e = 169, 182, 239, 329, 419
et 434(pic de base) est rapporté a un S5¢-andros-
tane-3¢,X,17¢-triol.

Le composé n° 6. pic moléculaire a mfe = 522
et séquence a mje = 129, 169, 182, 237, 327, 417 et

Tableau 1. Stéroides identifiés par c.g.l.—s.m. dans I'hydrolysat urinaire étudié. La colonne de gauche indique le numéro
de la fraction LH-20 dans laquelle les stéroides sont élués.

Fraction Composé
LH-20 n° *UM/OV-1 **Ir/SE-30 Stéroides identifiés par c.gl-s.m.
2 30,68 Cholestérol
et 4 1 24,39 0,42 3o-hydroxy-S«-androstan-17-one
Jetd 2 24,50 042 3a-hydroxy-5f-androstan-17-one
4 3 2492 0,49 38-hydroxy-5-androsten-17-one
4 4 2493 0,50 5-androsténe-3p,17a-diol
4 5 24,95 0,51 S-androstane-3¢&,7¢,17¢-triol
4 6 25,43 0,58 S-androsténe-3¢,X,17¢&-triol
5 7 24,15 0,34 Sa-androstane-3a,17a-diol
5 8 24,41 0,40 3a,168-dihydroxy-5-androsten-17-one
S 9 25,04 0,50 3a-hydroxy-58-androstane-11,17-dione
5 10 25,58 0,60 3o,16a-dihydroxy-S-androsten-17-one
S It 26,54 0,87 38,15a-dihydroxy-5x-androstan-17-one
5 12 27,09 0,94 5B8-prégnane-3u,20a-diol
S 13 27,63 1,11 5-prégnéne-3§,20a-diol
5 14 28,17 1,22 S-prégnéne-3u,164,20x-triol
Set6 15 25,00 0,50 Sa-androstane-3a,178-diol
S5eté6 16 25,57 0,62 5-androsténe-38,178-diol
Set6 17 26,06 0,71 3a,11p-dihydroxy-5«-androstan-17-one
6 18 26,28 0,76 3a,118-dihydroxy-58-androstan-17-one
6 19 27,39 1,03 38,17-dihydroxy-Se-prégnan-20-one
6 20 27,44 1,00 3a,16a-dihydroxy-5a-prégnan-20-one
6 21 28,30 1,24 Sa-prégnane-3a,16¢,200-triol
6 22 28,61 1,42 SB-prégnane-3x,17,20x-triol
6et? 23 25,67 0,64 3a,16a-dihydroxy-5x-androstan-17-one
6et7 24 26,42 0,79 38.16a-dihydroxy-5«-androstan-17-one
6et?7 25 26,62 0,84 3B,16a-dihydroxy-5-androsten-17-one
7 26 26,01 0,69 Sz-androstane-3a,168,17a-triol
7 27 26,86 — X,17¢-dihydroxy-4-androsten-3-one
7 28 28,85 1,44 32,17,21-trihydroxy-58-prégnan-20-one
7 29 29,27 1,66 S-prégnéne-38,174,20a-triol
Tet8 30 27,32 097 Sa-androstane-38,168,17a-triol
8 31 26,34 0,77 Sa-androstane-2a,30,17 S-triol
9 32 26,40 0,76 5p-androstane-3a,118,17a-triol
9 33 26,88 0,84 5p-androstane-3a,16a,17g-triol
10 34 25,89 0,64 5B-androstane-3o,168,17a-triol
10,11,12 35 27,89 1,15 S-androsten-3p,16a,17 -triol

* UM/OV-1: valeur en unité méthyléne sur une colonne d’OV-1.
** Ir/SE-30: indice de rétention par rapport au Soa-cholestane, sur une colonne de SE-30.
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Fig. 1. Analyse par c.g.l. sur une colonne d’OV-I" des stéroides urinaires élués dans la fraction LH-20

n” 5. Les métabolites identifiés sont les Sy-androstane-3x,17x-diol [7]. 3».16f-dihydroxy-5-androsten-17-

one [¥], Sx-androstane-3x,17f-diol [15], 3x-hydroxy-5p-androstanc-11.17-dione [9]. 32 16z-dihydroxy-

S-androsten-17-one [10], 32.11f-dihydroxy-5x-androstan-17-one [17], 3f.15x-dihydroxy-3z-androstan-

17-one [ 11], 58-prégnane-3x.20z-diol [12], 5-prégnene-3f3.20x-diol [ 13]. 5-prégnénc-3a.164.20x-triol [14]
et Sf-prégnane-3x,17.20z-triol [22].

432(pic de base) est rapport¢ a4 un S-androsténe-
3&X.17¢-triol. Pour chacun des composés n° S et 6
la présence de pics a m/e = 169 et 182 suggére que la
troisiéme fonction hydroxyle (X) soit en position 11f.

Huit composés sont ¢lués quantitativement dans la
fraction LH-20 n° 5 (Fig. 1).

Le composé n° 7 présente un pic moléculaire a m/e
= 436 et une séquence & mje = 129, 217, 241 (M-(2
x 90 + 15)), 256 (M-(2 x 90)), 331 (M-(90 + 15)).
346(M-90) et 421 (M-15) caractéristiques des éthers
bis-triméthylsilyloxy des androstane-3.17-diol [6]. Ce
composé¢ est identifié par cgl. au Sz-andros-
tane-3a-17a-diol.

Le composé n° 8: avec un spectre de masse carac-
téristique  des éthers  bis-triméthylsilyloxy  des
3,16-dihydroxy-5-androsten-17-one [6,9}: pic mole-
culaire a m/e = 448 et séquence a m/e = 117, 129,
196, 199, 214 (pic de base)et 304, est identifi¢ par c.g.l.
a la 3a,168-dihydroxy-5-androsten-17-one.

Le composé n° 9 présente un pic moléculaire a m/e
= 376 et une séquence a mfe = 232, 27/ (pic de
base), 286 (M-90), le rapportant a la 3x-hydroxy-5f-
androstane-11,17-dione [4].

Le composé n° 10 est identifi¢ a la 32.162-dihy-
droxy-5-androsten-17-one [10,11] pic moléculaire a
mfe = 448, et pics prédominants a m/e = 129, 196,
199, 214 (pic de base) et 304.

Le composé n° 11 présente un spectre de masse dont
le pic moléculaire a mfe = 450 et le pic de base a
mfe = 143 indiquent qu’il s’agit du dérivé bis-trimé-
thylsilyloxy d’une 3.15«-dihydroxy-androstan-17-one
[12]. L’indice de rétention de ce composé permet

d’é¢liminer les isomeéres en 3o/50, 30/58 et 36/5F de
sorte que ce composé est identifié au 3f,15a-dihy-
droxy-Sx-androstan-17-one [12].

Les composes w12, 13, 14 sont respectivement
identifiés aux 5f-prégnane-30.20x-diol [13] au
S-prégnéne-33.20x-diol  [6] et au S-prégnéne-
32,160.202-triol [14].

Les composés n™ 15, 16 et 17 sont élués dans les
fractions LH-20 n" 5 et 6.

Le composé n” 15 est identifié au So-andros-
tane-3x,17g-diol [6].

Le composé n” 16 présente un spectre de masse
caractéristique des éthers Dbis-triméthylsilyloxy des
S-androstene-3.17-diols [6]: pic moléculaire a m/e =
434 et séquence a me = 129, 213. 215 (M-(129 +
90)). 239 (M-(2 x 90 + 15)). 254 (M-(2 x 90)), 305
(M-129). 329 (M-(90 + 15)). 344 (M-90), 419
(M-15). Tl est identifié au S-androsténe- 3f,170-
diol.

Le composé n 17 présente un spectre de masse avec
un pic moléculaire a m/e = 450 et une séquence a
156 (pic de base). 184 et 199 l'identifiant a
la 32.11p-dihydroxy-5x-androstan-17-one sous forme
de son dérivé bis-triméthylsilyloxyl [12].

Cing composés sont quantitativement élués dans
la fraction LH-20 n” 6 (Fig. 2). Ce sont:

Le compose n~ 18 dont le spectre de masse se dis-
tingue du précédent par un pic a mje = 108 et par
des différences affectant I'abondance relative des pics
amfe = 184 et 199. 1l est identifié a la 3x.118-dihyd-
roxy-5S-androstan-17-one. Les composés n® 19, 20, 21
et 22 sont identifiés par c.g.l--s.m. aux:

mie =
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Fig. 2. Analyse par c.gl. sur une colonne d’OV-1 des stéroides urinaires élués dans la fraction LH-20

n° 6. Les métabolites identifiés sont les Sa-androstane-3«,178-diol [15], 5-androsténe-38,17g-diol [16],

3a,11-dihydroxy-Sa-androstan-17-one [17}, 3a,118-dihydroxy-58-androstan-17-one [18], 38,16a-dihyd-

roxy-5e-androstan-17-one [24], 38,16a-dihydroxy-5-androsten-17-one {257, Sa-pregnane-3a,16a,20a-triol
[21], 5p-prégnane-3¢,17,200-triol [22] et 5-prégnéne-38,17,20a-triol [29].

38,17-dihydroxy-5x-prégnan-20-one: pic molécu-
laire a mfe = 478, pic de base a4 mfe = 255 ((M-(90
x 2 + 43)) et pic a mfe = 435 (M-43) caractéristique
des 17-hydroxy-20-oxo-21-désoxystéroides 15, 16].

3a,16a-dihydroxy-Se-prégnan-20-one: pic molécu-
laire a m/e = 478 et séquence a mfe = 96, 109, 157,
172 (pic de base) et 186 caractéristique des 16a-hyd-
roxy-20-oxo-21-désoxystéroides [17], Sa-prégnane-3a,
160,20a-triol: pic moléculaire a m/e = 552, séquence
typique & mje = 117, 141, 156, 157 et 462[14] et
5p-prégnane-3a,17,200-triol:  pic  moléculaire a
mfje = 480, séquence & m/e = 117, 255 (pic de base)
et 273 typique des 17-hydroxy-3,20-bis-triméthyl-sili-
loxy-21-désoxystéroides [18].

Trois composés sont élués dans les fractions LH-20
n° 6 et 7. Ce sont:

Les composés n° 23 et 24 lesquels présentent un
spectre de masse caractéristique des éthers bis-trimé-
thylsilyloxy des 3,16-dihydroxyandrostan-17-one: pic
moléculaire a m/e = 450 et séquence a m/e 117,
162, 201 (M-(144 + 90 + 15)) et 216 (M-(144 + 90))
[12] ils sont identifiés par c.g.l. respectivement aux
3a,16a-dihydroxy-5a-androstan-17-one et  38,160-
dihydroxy-5e¢-androstan-17-one [19].

Le composé n° 25 avec un pic moléculaire a m/e
= 448 et la séquence a mfe = 117, 129, 196, 199,
214 et 304 est identifi¢ a la 3B,16a-dihydroxy-5-
androsten-17-one [6].

Dans la fraction LH-20 n° 7 sont élués 4 composés:

Le composé n° 26 présente un spectre de masse car-
actéristique des éthers Tris-trimethylsilyloxy des
androstane-3,16,17-triols [20]: pic moléculaire a m/e

255
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Fig. 3. Spectre de masse du composé n° 31 identifié au Sx-androstane-2a,34,17B-triol sous forme de
son dérivé Tris-triméthylsilyloxy.
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Fig. 4. Spectre de masse du compose n° 32 identifi¢ au 5f-androstane-3a,118.17a-triol sous forme
de son dérivé Tris-triméthylsilyloxy.

= 524 et pic de base a mfe = 191 [20,21]. 1l est
identifié par cgl. au So-androstane-3o,16f,17x-triol
[22].

Le composé n° 27 présente un spectre de masse indi-
quant une X.,17¢-dihydroxy-4-androsten-3-one: pic
moléculaire a m/e 448 et pic de base a m/e
343.

Le composeé n"28 présente les coordonnées chroma-
tographiques et un spectre de masse dont le pic molé-
culaire a m/e 566 et la séquence a mife 231,
255 (M-131 + (2 x 90)), 344, 345, 434, 435 et 538
I'identifient au  3e.17.21-trihydroxy-5p-prégnan-20-
one, et le composé n° 29: pic moléculaire a m/e = 478
et séquence a mje (17, 129, 213, 253, 271 (pic de
base) identifi¢ par c.gl. au S-prégnéne-3f,17,20x-triol
[18].

Le composé n” 30 est élué dans les fractions LH-20
n“ 7 et 8. Son spectre de masse est caractéristique
des éthers Tris-triméthylsilyloxy des androstane-
3,16,17-triol [20]. T est identifi¢ par cgl. au S5x-
androstane-3f,16f,17x-triol [23].

Le composé n° 31 élué dans la fraction LH-20 n°
8, présente un spectre de masse caractéristique des
So-androstane-2.3x.17f-triol [20,247: pic moléculaire

a mfe 524 et séquence a mfe = 129, 142, 143,
255 (pic de base) et 509 (Fig. 3). Son indice de réten-
tion sur SE-30 l'identific au Sx-androstane-2x3x,17f-
triol [24].

Les composés n* 32 et 33 sont €lués dans la fraction
LH-20 n° 9. Le spectre de masse du compos¢ n~ 32
(Fig. 4) présente un pic moléculaire a mje = 524 ct
une séquence d /e = 129, 143, 158, 169 (pic de base),
182, 213, 228 et 239 indiquant qu’il s'agit de Péther
Tris—triméthylsilyloxy d’'un androstane-3.118,17-triol.
La comparaison des spctres de masse obtenus avec
les isoméres en So/3x/118/17x  Sa/32/118/170.
Saf3B/1LB/17 S, 58/32/11x/17h(pic de base a m/e
143), 5B/32/11B/17x et 58/32/118/17p (Fig. 5) notam-
ment pour ce qui concerne l'intensité relative des pics
a mfe 129, 143, 228, 239 et 254, exclut pour ce
composé une configuration en 5x Les spectres de
masse des 5p-androstane-3a,118,17-triol différent par
une inversion de l'abondance relative des pics a
mfe = 129 et 143, avec pour I'épimére en 178 un pic
a4 mje =129 supérieur a celui correspondant i
mfe = 143 tandis que Pinverse est observe dans le
spectre de masse de Pépimére en 17x Sur la base
de ces constatations, le composé n” 32 est identifie

100 — 169
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Fig. 5. Spectre de masse du Sf-androstane -3o,11B,17f-triol sous forme de son ether

Tris—triméthylsilyloxy
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au 5p-androstane-3o,118,17a-triol, Le composé n° 33
avec un spectre de masse caractéristique des dérivés
Tris-triméthylsilyloxy des androstane-3,16,17-trio [20]
est identifi¢ au 5B-androstane-3a,160,17§-triol [22].

Le composé n° 34 élué quantitativement dans la
fraction LH-20 n° 10 est identifié au Sp-andros-
tane-30.168.17a-triol [22].

Le composé n° 35 élué dans les fractions LH-20
n° 10, L1 et 12, présente un spectre de masse typique
des S-androsténe-3,16,17-triols [21]: pic moléculaire
a mfe = 522, et séquence a mfe = 129, 191, 213,
239 (pic de base), 252, 329, 342, 417, 432 et 507. Ses
coordonnées chromatographiques [Iidentifient au
5-androsténe-38,162,17p-triol [23].

La structure exacte de deux catabolites ¢lués dans
la fraction LH-20 n° 8 n’a pu étre déterminée.

Le premier (UM/OV-1 = 28,63) avec un spectre
de masse caractéristique des Tris—triméthylsilyloxy-
mono-oxoprégnane: pic moléculaire a m/e = 566 et
séquence a m/e = 476(M-90), 463 (M-103), 283(M-
(2 x 90 + 103)) et 255 M2 x 90 + 131)) est rap-
porté & une 3¢, X.21-trihydroxy-5¢-prégnan-20-one.

Le second (UM/OV-1 = 29,27) avec un pic molé-
culaire 2 mje = 640 et une séquence a mje = 147,
255 (pic de base), 345, 435 (M-(103 + 102)), 537
(M-103) est rapporté a un 5&-pregnane-3£.X,20&21-
tétrol.
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(IT) Analyse quantitative. Le rendement des mani-
pulations précédant le fractionnement des stéroides
est de 86% + 5. Ceux de la chromatographie sur
sephadex LH-20 sont compris entre 639, + 8 pour
la 3a,118-dihydroxy-5f-androstan-17-one et 88%, +
4 pour les S5-androsténe-38,17f-diol, So-andros-
tane-3o,17p-diol et 5p-prégnane-3a,20a-diol.

Compte tenu de ces facteurs de correction, le
dosage par c.gl de 30 stéroides a été réalisé. Les
résultats obtenus sont mentionnés dans le Tableau
2.

(ITI) Discussion. Aprés hydrolyse acide, le résultat
du dosage colorimétrique des 17-oxostéroides totaux
est de 136 mg/24 h. Pour l'ensemble des 17-0x0s-
téroides dosés par c.gl. il est a 111 mg/24 h aprés
hydrolyse par le suc digestif d’hélix pomatia et de
69 mg/24 h aprés hydrolyse par la kétodase. Le rap-
port des résultats obtenus aprés hydrolyse par le SHP
et dosage chromatographique a celui obtenu aprés
hydrolyse acide et dosage colorimétrique a 829 est
en accord avec les résultats de Desgres et al [4]. La
différence entre le résultat de ces deux dosages est
liée a plusieurs facteurs parmi lesquels le mode d’hyd-
rolyse et la spécificité des méthodes de dosage utilisés
sont prépondérants. En effet les artéfacts introduits
par I'hydrolyse acide et la spécificité relative de la
réaction de Zimmerman d’une part, I’hydrolyse par-

Tableau 2. Résultats du dosage par c.gl. des principaux métabolites urinaires isolés, aprés hydrolyse enzymatique des
stéroides glycuro et sulfoconjugués par le suc digestif d’hélix pomatia (SHP) et hydrolyse spécifique des stéroides glycuro-
conjugués par la kétodase.

Hydrolyse par Pourcentage des

la
Stéroides dosés (en mg/24 h) le SHP kétodase sulfates glucuronides
3x-hydroxy-Sx-androstan-17-one 6,10 4,50 26 74
3x-hydroxy-58-androstan-17-one 38,00 37,15 — 100
3B-hydroxy-5-androsten-17-one 46,80 5,60 88 12
S-androsténe-38,17f-diol 7,60 1,20 84 16
Sx-androstane-3a,17q-diol 0,75 0,65 13 87
Sx-androstane-3,17g-diol 2,90 1,70 41 59
3x,11B-dihydroxy-3z-androstan-17-one 17,40 15,10 14 86
3a,11p-dihydroxy-58-androstan-17-one 2,30 1.60 30 70
3a-hydroxy-58-androstane-11,17-dione traces 0,65 — —
38.15«¢-dihydroxy-5x-androstan-17-one 0,35 0,10 71 29
3o, 16a-dihydroxy-5x-androstan-17-one 1,95 0,95 51 49
3p.16a-dihydroxy-5x-androstan-17-one traces 0,35 — 100
Sa-androstane-3o,16f,17a-triol 0,45 0,30 33 67
Sa-androstane-3f,168,17a-triol 6,95 1,45 79 21
5p-androstane-3x,16a,17f-triol 3,25 3,50 — 100
5p-androstane-32,168,17a-triol 0,75 0,65 13 87
5-androsténe-3p.160,17f-triol 2,70 0,85 72 28
32,16$-dihydroxy-5-androsten-17-one 1,00 0,85 15 85
34,160-dihydroxy-S-androsten-17-one 0,75 0,15 80 20
3f.16a-dihydroxy-5-androsten-17-one 5,25 2,05 . 61 39
5p-androstane-3a,118,17x-triol 0,25 0,30 — —
5p-prégnane-3a,20x-diol 3,05 2,25 26 74
5-prégnéne-3f3,20x-diol 0,75 traces 100 —
3a,16a-dihydroxy-5Sa-prégnan-20-one traces 0,20 — —
3p.172-dihydroxy-S«z-prégnan-20-one traces 0,35 — —
5p-prégnane-3x,17,20«-triol 9,80 6,70 32 68
5-prégnéne-34.17.20x-triol 1,50 0,70 53 47
So-prégnane-32,16x,20x-triol 0,50 0,65 30 70
5-prégnéne-3x,162,20a-triol 1,20 1,05 12 88
32,17,21-trihydroxy-58-prégnan-20-one 2,35 2,35 — 100
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ticlle de certains sulfates de stéroides tels les 5-andros-
ten-17-one-3p-yl sulfate ¢t 5z-androstan-17-one-3x-yl
sulfate par le suc digestif d’hélix pomatia d’autre part,
expliquent en majeure partie la différence observée.

Aprés hydrolyse par le SHP. le dosage des com-
posés identifiés & des 17-oxostéroides, montre la
prédominance quantitative des 3f-hydroxy-5-an-
drosten-17-one, 3o-hydroxy-5f-androstan-17-one, 32,
115-dihydroxy-5x-androstan-17-one.  3x-hydroxy-5x-
androstan-17-one et 3f.16x-dihydroxy-5-androsten-
17-one (Tableau 2). La 3f-hydroxy-S-androsten-17-
onc (46.80 mg/24 h) excrétée pour 88%; sous forme
sulfoconjuguée représente 419 des 17-oxostéroides
totaux.

Les stéroides éliminés sous forme conjuguée a 'acide
glucuronique représentent 62° des 17-oxostéroides
totaux. lIls sont essenticllement représentés par les
3x-hydroxy-5f-androstan-17-one et 3xl1f-dihy-
droxy-5xz-androstan-17-one. Excrétés respectivement
au taux de 37 et de 15 mg/24 h, et formant 759,
de la fraction métabolique glucuroconjuguée, ils pro-
viennent respectivement du catabolisme des 4-andro-
sténe-3.17-dione et 11f-hydroxy-4-androsten-3,17-
dione [25]. L'excrétion de la 3xt1f-dihydroxy-54-
androstan-17-onc @ 2,30 mg/24 h aprés hydrolyse par
le SHP et a 1,60 mg/24 h aprés hydrolyse par la kéto-
dase confirme les résultats obtenus par Saez et al.
[1] concernant la prédominance quantitative des
11-oxy-5»-androstan-17-one sur les 11-oxy-5f-andros-
tan-17-one urinaires alors que le résultat du dosage
des 3x-hydroxy-11-désoxy-5-androstan-17-one montre
la prédominance des composés réduits en 3. notam-
ment celle de la 3o-hydroxy-5f-androstan-17-one.
Ces résultats refletent la dissociation du catabolisme
des 4-androsténe-3.17-dione et 11p-hydroxy-4-andro-
sténe-3.17-dione qu’elle soit liée a un débordement
des capacités catalytiques de la 5f8-stéroide oxydoré-
ductase impliquée dans le catabolisme de la
4-androsténe-3.17-dione et de la 5f-stéroide oxidoré-
ductase intervenant dans celle de la 11j-hydroxy-
4-androsten-3.17-dione  ou a toutc autre action
intrinséque ou non susceptible de moduler Tactivité
de ces enzymes.

L'excrétion des 5-prégnene-34.17.20x-triol. 5f-prég-
nane-3%17,20z-triol et 32,17,21-trihydroxy-5f-preg-
nan-20-one. respectivement a 1,50,9.80 et 2.35 mg/24
h refléte la secrétion tumorale des 3f-hydroxy-5-
prégnen-20-one,3f,17-dihydroxy-5-prégnen-20-one,17-
hydroxy-4-prégnen-3,20-dione et de la 17.21-dihyd-
roxy-4-prégnéne-3.20-dione.

Des autres métabolites isolés, deux sont des
S-androsténe-3f,17-diol. L'excrétion de I'épimére en
176 a4 7.60 mg/24 h en mettant ce catabolite au rang
des stéroides urinaires quantitativement prépondérant
confirme les résultats de Saez et al. [1). Elle traduit
la secrétion tumorale du S5-androsténe-3f,178-diol.
lequel de par ses propriétés androgéniques propres
[26] peut contribuer aux manifestations virilisantes
observees [27. 28] ceci dautant que la testostéroné-
mie a 80 ng/!100 ml est normale.

Deux autres sont des Sx-androstane-3z.17-diol.
L'excrétion de U'épimere en [72 est de 0,75 mg/24 h.
celle du Sz-androstane-3x17p-diol a 290 mg/24 h
soit. 70 fois supérieure aux valeurs moyennes
obtenues chez les femmes normales selon Berthou er
al. [29] témoigne comme 'ont montré les travaux de
Mauvais-Jarvis et de Beaulicu [30, 31] du catabolisme
hépatique de la testostérone. cette dernigre provenant
essentiellement de Vinterconversion de la 4-andro-
sténe-3,17-dione et de la DHA. 1l est remarquable de
noter que lexcrétion du 3p-androstane-3x,16a.17f-
triol est a 3,25 mg/24 h tandis quaucun 5f-andros-
tane-3,17-diol n'a pu étre isolé dans ce travail Ceci
laisse supposer que lactivite 16z-hydroxylasique
hépatique. s’exerce ici principalement sur les catabo-
lites réduits en 5f de la testostérone.

Les trois autres androstanes-3,16.17-triol isolés sont
des androstane-3,16f4.17z-triol. I'isomére en 5u/3f/
16f/172 ¢tant quantitativement prépondérant (6,95
mg/24 h). Il est montré apres les travaux de Knuppen
et Breuer [32] de Brooksbank er al. [22] et de Gus-
tafsson [33] qu'une configuration en 165/17x impli-
que la transformation d’un 16-déshydro-C,,-stéroide
en un 16f,17x-dihydroxy-C,-stéroide par l'intermé-
diaire d'un 162,17%-époxy-C,-stéroide. Dans cette
hypothése il semblerait donc que ces trois métabolites
alent comme précurseur le 4.16-androstadien-3-one,
stéroide identifié par Brooksbank er al. dans le
plasma humain [34].

CONCLUSION

A lexception de la 3f-hydroxy-S-androsten-7,17-
dione. I'excrétion urinaire des 3x-hydroxy-Sx-andros-
tan-17-one, 3x-hydroxy-58-androstan-17-one, 3f-hyd-
roxy-5-androsten-17-one,  S-androsténe-3f3,178-diol.
3B.160-dihydroxy-5-androsten-17-one.  58-prégnane-
30,17, 202-triol, et 34,17.21-trihydroxy-5S-prégnan-20-
one reproduit une sithouette catabolique semblable
a celle décrite par d’autres auteurs [1.29] et la com-
pléte notamment pour ce qui concerne les C,,0,
et C,40; stéroides identifies dans ce travail.

Bien que limité & Panalyse des stéroides du seul
cas de corticosurrénalome qu’il nous a ét¢ possible
d’¢tudier. I'ensemble des métabolites isolés permet de
dégager une carte métabolique qu'il conviendra de
retrouver, voire de préciser par 'analyse d’échantil-
lons urinaires provenant d'un nombre plus important
de malades. De méme. il serait nécessaire de les effec-
teur et de les interpréter en fonction non seulement
du stade évolutif du corticosurrénalome mais aussi
en fonction de son type anatomopathologique
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