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IZOLACIA A*-PREGNEN-174,202,21-TRIOL-3,11-DIONU
ENDOGENNEHO POVODU

MICHAL 8. KANDRACG

Laboratérium pre endokrinolégiu a metabolizmus Karlovej univerzity v Prahe

Desiatky biochemickych pric sveddia o tom, ze peden obsahuje enzymy,
ktoré rozliénym sposobom menia Struktiru prirodzenych alebo umelych
steroidov. V pokusoch in vitro [1—14] a in vivo [15, 16] sa zistilo, Ze pedenl
obsahuje velmi aktivnu steroidnu A4¢-3-ketoreduktazu [1, 2, 7, 8, 10], ktora
redukuje 44-3-ketoskupinu 19-uhlikatych, ako aj 21-uhlikatych steroidov.
Okrem toho sa v peéeni zistila i 20-ketoreduktaza [6, 8, 10—14] a 11-keto-
reduktaza nadoblickovych steroidov [6, 12, 14].

Napriek uvedenym zisteniam nebol dosial podany in vivo priamy dékaz
o tom, Ze by sa u ludi vyskytoval urdity endogénny steroid, ktory by v dosled-
ku struktirnych charakteristik dokazoval platnost vyvodenych zaverov enzy-
matického $tidia in vitro alebo by odobril niektoré zistenia in vivo, vyplyva-
juce z metabolickej premeny exogénnych oznaéenych steroidov [15—17].

V tejto praci uvadzame izolaény postup a identifikdciu endogénneho steroidu
vyluéovaného moéom u I'udi, ktorym je A%pregnén-17e,20x,21-triol-3,11-dién.
Tento steroidny metabolit vyludovany moéom pri niektorych ecirhézach
v mnozstve az 700 pg za den objasnuje defekt metabolizmu nadobli¢kovych
steroidov u Iudi s cirhézou pecene.

Nazvoslovné pozndmky

Adrenosterén = A4-androstén-3,11,17-trién.

Kortizol = (Kendallova) F latka = A%pregnén-115,17«,21-triol-3,20-dién.
Kortizén = (Kendallova) E latka = A%pregnén-17«,21-diol-3,11,20-trién.
Reichsteinova U latka = A*pregnén-17«,2083,21-triol-3,11-dién.

Experimentalna cast
Extrakeia moéu

Priebehom 24 dnov sa celodenné mnozstvo moc¢u po okysleni na pH 1,5—2,0 (HCl)
okamzite extrahovalo trikrat 2/3 objemom destilovaného chloroformu. Chloroformové
extrakty sa pretrepali jedenkrdt 1/20 objemu 0,1 N-NaOH a dvakrdt 1/20 objemu vody.
Po vysu$eni bezvodym siranom sodnym sa chloroformovy extrakt kazdy den odparil
do sucha.

Izoldcia steroidu

Olejovité odparky rozpustené v metanole sa naniesli na 22 papierovych chromato-
gramov Whatman 1 v preparativnom meradle (24 X 46 cm). Po strane chromatogramov
sa naniesla Standardnd vzorka Reichsteinovej U latky, inokedy len vzorky kortizolu
a kortizénu. Chromatogramy sa impregnovali roztokom 30 9, formamidu v aceténe
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a vyvijali sa zostupne chloroformom 2 1/, az 3 !/, hodiny. Kazdy chromatogram sa detego-
val ultrafialovou kontaktnou fotografiou [18], pricom ako zdroj ultrafialového Ziarenia
sa pouzila 30 W germicidélna lampa znaéky Philips TUV s UG 5 filtrom. Na chromato-
gramoch sa ceruzkou vyznadila zéna absorbujica v ultrafialovej oblasti pri rovnakom Ry
ako standard Reichsteinovej U latky. (Pohyblivost izolovaného steroidu pozri v tab. 1.)

Tabulka 1
Pohyblivost A44-pregnén-17e,20x,21-triol-3,11-diénu (izolovand ldtka) a Reichsteinovej
U latky (Standardnd vzorka)

Ry | Br | Rg |emh| By | Rr | Rg |cm/h
Izolovana latka Reichsteinova U latka
formamid 30 9,/chloroform 0,52 1,54 | 0,78 | 7,4 0,505 | 0,149 | 0,76 | 7,3
propylénglykol 20 %,/toluén
(70 hodin) — 0,84 — | 0,104 — |0,75 — | 0,094
etylénglykol 30 9, /benzén—
—chloroform (1: 1) 0,132 | — — | 1,8 0,116 | — — | 1,6
etylénglykol 30 %, /benzén—
—-chloroform (4 : 1) (24 hodin) — 1,0 — 0,508 | — 0,885 — | 0,450
Bushov C systém pri 22 °C
(toluén—etylacetat—metanol—
—voda 9:1 5 5) 0,154 | 0,56 | 0,32 | 2,2 0,154 | 0,56 | 0,32 | 2,2
200,21 -diacetét | 208,21-diacetét

formamid 30 %, /n-hexén—benzén
(I 1) 0,104 — — 1,85 | 0,104 — — 1,85
benzén—cyklohexdn—metanol—
—voda (4:4:2:1) pri 22 °C 0,488 | — — |5,27 | 0,488 — — | 5,27

Vysvetlivky: BRp = relativna pohyblivost voéi kortizolu; Rg = relativna pohyblivost
vodél kortizénu. Pouzity papier Whatman 1.

Z vystrihnutého pdsika sa ultrafialovo absorbujice ldtky eluovali 80 9, metanolom
a eludty sa odparili do sucha. ZvySok sa 30 minut vakuoval pri teplote 60—70 °C.

Suchy zvySok sa rozpustil v metanole a naniesol sa na 16 preparativnych chromato-
gramov Whatman 1 (premytych 80 9, metanolom) o rozmeroch 21 X 46 cm. Chromato-
grafovalo sa v systéme Bush C [19] pri 22 °C. Detegovalo sa kontaktnou ultrafialovou
fotografiou. V systéme Bush C sa od izolovanej ldtky (R 0,154) oddelilo niekolko dalsich
litok s vys$imi R; hodnotami. Niektoré z nich patria medzi moéové pigmenty. Priklad
chromatogramu v tomto systéme je na obr. 1.

Zény izolovaného steroidu absorbujtice ultrafialové svetlo po oznaceni na chromato-
gramoch sa vystrihali a eluovali metanolom. Cast ziskanej latky sa pouzila na zistenie
pohyblivosti v rozliénych chromatografickych systémoch (tab. 1). Metanol sa oddestiloval
za zniZzeného tlaku pri teplote pod 45 °C.

Chromatografia na stlpci Florisilu

Susina sa rozpustila v 20 ml chloroformu a chromatografovalo sa na stipei Florisilu
o rozmeroch 6 X 0,8 cm. PouZil sa Florisil fy Floridin Company, Tallahasse, Florida,
USA kvality 60/100 Mesh. Prvy eludt 30 ml chloroformu neobsahoval nijakt zldéeninu.
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Lstka sa desorbovala zo stipea Florisilu kvantitativne zmesou 60 ml chloroform—aceténu
(1 1). Dalsic eludty (60 ml aceténu a 40 ml metanolu) uz neobsahovali nijaku ldtku. Pri
pokusoch o krystalizédciu z rozliénych rozpustadiel sa z metanolu ziskali drobné ihli¢ko-
vité krystaliky, ktoré mali vyssi bod topenia nez Reichsteinova U ldtka (b. t. 212—216 °C).

Acetylicia a &istenie na stipei silikagélu

Po dékladnom vysuSeni sa izolovany steroid (9,9 mg) 24 hodin acetyloval zmesou
1,7 ml pyridinu a 1,0 ml anhydridu octového pri izbovej teplote. Po pridani 10 ml meta-
nolu sa zmes odparila do sucha vo vdkuu. Acetylovand lditka sa precistila chromato-
grafiou na stipei silikagélu (60—120 Mesh) o rozmeroch 4 X 0,8 em. Prvy eludt 25 ml
zmesi metylénchlorid—petroléter (b. v. 60—80 °C) v pomere 1 1 neobsahoval nijaka
zliéeninu. Acetylovand latka sa ziskala v druhom eludte 25 ml metylénchloridu s obsa-
hom 4 9 metanolu. Krystalizdciou acetylovanej latky zo zmesi acetén—éter (1 1) sa
ziskalo 11,4 mg bielych Supinovitych krystdlikov, ktoré mali b. t. 268—271 °C (Koflerov
blok, bez korekeie).

Skupinové charakteristiky

Okrem uvedenych vlastnosti sa zistilo, Ze izolovand ldtka mé maximum v ultrafialo-
vom svetle pri 240 mu (Beckman, 1 em, metanol). Pri detekeii NaOH [19] fluoreskuje
v ultrafialovom svetle. Latka neredukovala alkalicky roztok modrého tetrazélia, ¢o
svedcilo proti pritomnosti a-ketolovej skupiny. Negativna Porter—Silberova reakcia
[29] nesvedéila o pritomnosti poboéného retazea dihydroxyaceténového typu. Pri oxydé-
cii kyselinou jodistou [22] vznikal adrenosterén (zisteny chromatograficky). V systémoch
30 9% formamid/n-hexdn—benzén (1 1) a benzén—cyklohexdn—metanol—voda (4 4

2 1) 20,21-diacetat izolovanej litky mal rovnakd pohyblivost ako 20«,21-diacetoxy-
-17a-hydroxy-44-pregnén-3,11-dién, pripraveny acetyldciou 114,17«,20«,21-tetrahydroxy-
-A%-pregnén-3-6nu a dalSou oxyddciou zmesou pyridin—CrO; [20].

Tieto vysledky poukazuji na to, Ze izolovanym steroidom je 4*-pregnén-17«,20£,21-
-triol-3,11-di6én. Vyssi bod topenia izolovaného steroidu, nez je bod topenia Reichsteino-
vej U latky [23—25], ako aj vyssi bod topenia 20,21-diacetdtu izolovanej latky svedéil
pre 20x-epimér.

Meranie infraderveného spektra

Infradervené spektrum 20,21-diacetdtu sa meralo v 10 % chloroformovom roztoku
v 0,1 mm kyvete na spektrofotometri firmy Zeiss model UR-10 (obr. 2). Spektrum bolo
uplne identické so spektrom 20«,21-diacetoxy-17«-hydroxy-4+-pregnén-3,11-diénu, vy-
obrazenom v atlase infracervenych spektier steroidnych zluéenin [26, 27]. Tvar infra-
¢erveného spektra v charakteristicke] ,,fingerprint“ oblasti (800—1400 cm™?) 20,21-
diacetdtu izolovaného steroidu sthlasil s tvarom spektra 20«,21-diacetoxy-17«-hydro-
xy-44-pregnén-3,11-diénu a 1isil sa od tvaru spektra 20f,21-diacetdatu Reichsteinovej
U latky, teda 208-epiméru. Infracervené spektrum nasvedéovalo aj tomu, Ze izolovand
litka je 20x-epimér Reichsteinovej U latky.

Diskusia a zaver

Steroid izolovany z moé¢u u ludi je podla uvedeného 20a-epimér Reichstei-
novej U latky. Tato latka sa dosial zistila len v extraktoch z nadobli¢iek
osipanych a hovédzieho dobytka [21]. R. Neher a spolupracovnici [21]
uvadzaju bod topenia 20«,21-diacetitu (z éter—aceténu 1 1) 277—280 °C.
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V Tudskom moéi po podavani adrenokortikotropného horménu N. J. Holness
a spolupracovnici [23] zistili ldtku, ktord mala rovnaké R; hodnoty ako
Reichsteinova U latka, teda 208-epimér. Uvedeni autori vSak neziskali latku
v Gistom stave, preto je mozné, ze takisto $lo o 20a-epimér. Ako totiz vidiet
v tab. 1, B, hodnoty obidvoch epimérov su v niektorych chromatografickych
systémoch uplne rovnaké, inde sa lisia len nepatrne. Vyskyt 4%-pregnén-17e,-
200,21-triol-3,11-di6nu v modéi pri niektorych cirhézach vo velkom mnozstve
poukazuje na zvySenie aktivity 115-hydroxysteroidnej dehydrogenazy, ako aj
20-ketoreduktazy. O tom vSak budeme hovorit v dalsich publikacidch. Nase
zistenie okrem toho vysvetluje jednu z priin zvySeného vylufovania tzv.
,,formaldehyd uvoltiujtcich latok* v moéi pri cirhézach [28].

Dakujem inz. J. Pithovi a S. Vadtékovej z Fyzikdlno-chemického dstavu CSAV

Prahe za zmerante infracerveného spektra.

Dakujem dr. D. H. Petersonovi, The Upjohn Company, Kalamazoo, USA, dr. A.
Wettsteinovi, CIBA, Bazilej, Svajé@'arsko, prof. T. Retchsteinovi, ETH, Bazilej, Svaj-
Ciarsko, dr. T. I'. Gallagherovi, Sloan-Kettering Institute, New York, USA, dr. W. Kly-
neovi, Postgraduate Medical School, London, Anglicko za poskytnutie standardnijch vzoriek
steroidov.

Stahrn
Opisuje sa izolacia a identifikacia 44-pregnén-17a,20x,21-triol-3,11-diénu vy-
luéovaného mocom u ludi. Novy endogénny steroid sa pri niektorych choro-
bach vyluéuje vo vysokej (az 700 pg/den) koncentracii.

M30JISINUST A+-TIPETHEH-17«,20«,21-TPUOJI-3,11-II1MOHA
OHIOTEHHOI'O ITPOUCXOMIEHNS

MHXAJ OI. KAHJIPAY

JlaBopaTopust 3HOKPHHOSIOTHH M MeTabomuama HapaoBoro yHEBepcHTeTa
B Ilpare
IlpuBoauM onucanue H3ONALMHM M HueHTHUKamuu A!-nperrer-17«,20«,21-Tpuoi-3,11-
-/\MOHA BbeJeHHOro Moueil y iomeii. HoBoil aHIOTeHHDbIH CTEpOMI BLIICHsIETCS IIPH He-
KOTOpbIX 60s1€3HAX BO BLICOKOIH KoHUeHTpamuu (jame 700 pr/cyTru).

IMocrynumo B pepaxmuio 25. 10. 1961 r.

ISOLIERUNG DES A44-PREGNEN-17«,20¢,21-TRIOL-3,11-DIONS
ENDOGENEN URSPRUNGS
MICHAL 8. KANDRAC
Laboratorium fur Endokrinologie und Metabolismus an der Karls-Universitit
in Prag
Es wird die Isolierung und Identifizierung des im Menschenharn ausgeschiedenen
13-Pregnen-17e,20e,21-triol-3,11-dions beschrieben. Das neue endogene Steroid wird bei
cinigen Krankheiten in hoher Konzentration (bis zu 700 ug/Tag) ausgeschieden.

In die RedaktiOI{ eingelangt den 25. 10. 1951
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