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(LAUSANNE, SUISSE)

Recherches sur le métabolisme intermédiaire
des hormones stéroides et des substances
cancérigénes

V. Incubations de surrénales de vaches en présence d’acide
mévalonique radiomarqué.

PAR

T. BAER, J. BONNET et S. NEUKOMM *

Dans des publications précédentes (1, 2), nous avons montré que
Pextrait de surrénales et d’ovaires posseéde un pouvoir néoplasiant
sur I’épiderme du triton. Il a été également montré que ce pou-
voir néoplasiant peut &tre concentré dans un petit nombre de frac-
tions, lorsque l’on soumet un tel extrait & un fractionnement chro-
matographique dans des conditions bien déterminées.

Nous nous sommes alors demandé s’il existait une relation méta-
bolique entre les composés des fractions néoplasiantes et les subs-
tances de nature stéroidique produites dans ces organes.

Pour répondre & cette question, nous nous sommes attachés a
I’étude de la fraction néoplasiante (fraction 1), qui apparait en
téte du fractionnement chromatographique de l’extrait de surréna-
les de vaches, fraction dont nous avons constaté qu’elle était com-
posée essentiellement de phospholipides.

Dans la présente étude, nous avons fait appel & la technique
du radiomarquage. Nous avons procédé en trois étapes :

Dans la premitre, nous avons incubé des surrénales de vaches
en présence d’acide mévalonique-5-14C, qui est un précurseur des
stéroides; Dextrait, aprés incubation a été fractionné par chroma-
tographie et la répartition de la radioactivité entre les diverses
fractions isolées a été mesurée.

Dans une deuxiéme étape, nous avons procédé a une nouvelle
série d’incubations de surrénales, mais cette fois-ci en présence
d’une certaine quantité de la fraction néoplasiante radiomarquée
obtenue dans l'étape précédente de notre étude.

Enfin, une troisitme étape a été réservée a l'examen plus poussé
de la répartition du radiocarbone dans la fraction néoplasiante et
dans ses produits de dégradation.

_* Centre anticancéreux romand (Lausanne). — Ce travail a bénéficié d'une
aide du Fonds national suisse de la recherche scientifique.
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INCUBATIONS DE SURRENALES DE VACHES.

1. En présence d’acide mévalonique-5-14C :

Les surrénales fraichement prélevées sont broyées dans un mixer
(18000 t/mn & 0° et sous atmosphere d’azote) dans un tampon au
phosphate 0,1-M (pH 7,4-7,5) contenant de la nicotinamide (0,03-M)
et du chlorure de magnésium (0,004-M), la proportion de tampon
étant de 25 ml pour 10 g de tissu.

Le broyat est centrifugé durant 20 mn a 3000 g et a 0o Le
surnageant est mis en incubation aérobie & 37° en présence d’acide
mévalonique-5-14¢C (0,1 mmole par 10 g de tissu, activité spécifique
25 pC/mmole). Au bout d’une, puis de deux heures, on fait les
adjonctions suivantes par 10 g de tissu: 13 mg de DPNH, 7 mg
de TPN, 25 mg d’ATP et 54 mg d’ascorbate de sodium.

Aprés trois heures, lincubation est interrompue, la masse est
lyophilisée et le résidu sec est épuisé d’abord par I’éthanol a 95 0p,
puis par D’éther éthylique. Les extraits combinés sont évaporés a
poids constant sous pression réduite. Le résidu sec est soumis a
la chromatographie sur albumine, selon la technique décrite pré-
cédemment (2). La radioactivité des fractions recueillies a été me-
surée dans un « flow counter » Friesecke Hoepfner. Les résultats de
deux expériences sont rassemblés dans le tableau I.

TasrLeEAU 1.

Chromatographic d’eziraits de surrénales aprés incubation
en présence d’acide mévalonique-5-14C.

Activité Activité
. . spécifique totale ~
Eluant Fraction  Poids en mg cpm/mg cpm>X10°
I I I 1I I Il
Et :
et petole M we 2360 1850 40 35
Benzene Ay}
Benzene a 49/, gAs — — — - W
EtOH A, 44,2 49,7 1390 1320 0,6 0,7
Benzeéne—EtOH )
7 7200 5880 4 41
(14-1) 3A5 46,8 0,0 5 3,4 4
EtOH abs. A 161,9 1495 260 400 0.4 0,6

Nous constatons que Vactivité spécifique atteint ses valeurs les
plus élevées d’abord dans la fraction A;, qui contient entre autres
des stéroides, et ensuite dans la fraction néoplasiante A, |- A, ;
nous faisons la méme constatation en considérant Dactivité totale
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de chaque fraction. Nous pouvons donc affirmer que la fraction
néoplasiante contient des composés utilisant I’acide mévalonique
comme précurseur.

2. En présence de fraction A, radiomarquée :

Dans cette seconde étape, nous avons cherché a savoir s’il existe
une relation métabolique entre les composés radiomarqués de la
fraction A, obtenue précédemment et les substances de structure
stéroidique de l'extrait de surrénales. Pour ceci, des surrénales
ont été incubées dans les conditions décrites plus haut, en rem-
placant l’acide mévalonique par 200 mg de fraction A, (activité
spécifique 1190 cpm/mg) provenant d’une incubation précédente.
Nous trouvons les résultats dans le tableau 1I.

TasLeau Il

Chromatographie d’extrait de surrénales aprés incubation
en présence de fraction A, radiomarquée.

) Poids Activité Activité
Eluant Fraction spécifique totale

en mg cpm/mg cpmX10°
Ether péirole B, 336,7 71 23,9
Benzéne B, 72,3 72 5,2
Benzéne 3 49/, ! Bg — — —
EiOH Y B, 19,5 353 6,9
Benzéne—FEtOH (111) B, 207,4 16 0,4
E(OH abs. B, 414 10 0,4

L’examen de ces résultats, en particulier l'activité spécifique de
la fraction By, cinq fois supérieure i celle de la fraction B,, nous
laisse supposer que certains composés radiomarqués de la frac-
tion A; servent de précurseurs & des substances qui ont le compor-
tement chromatographique de stéroides dans notre systeéme d’élution.
Dans D’état actuel de nos recherches, nous ne pouvons pas dire de
quelles substances il s’agit.

ETUDE DE LA REPARTITION DU RADIOCARBONE DANS LA FRACTION A,

1. Par séparation chromatographique sur acide silicique :

La fraction A,, isolée aprés incubation en présence d’acide mé-
valonique-5-14C, étant essentiellement composée de phospholipides,
nous avons tenté une séparation chromatographique plus poussée
en appliquant la méthode décrite par Lea (3). Cette méthode uti-
lise I'acide silicique comme adsorbant et du chloroforme contenant
des quantités croissantes de méthanol pour I’élution.
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Le chromatogramme obtenu, ainsi que la répartition de la ra-
dioactivité, se trouvent dans la figure 1.

En téte d’élution apparait un groupe de substances colorées (T)
dont les derniers représentants élués (R,) sont fortement radiomar-
qués. Un second groupe de produits & forte radioactivité (R,) est
élué dans la seconde partie de la fraction (C) contenant les compo-
sés du type « céphalines ».
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Fic. 1.

La troisitme zone radioactive (Rj;), éluée en téte des « lécithi-
nes », s’est avérée de méme nature que R,.

2. Par précipitations a lacétone :

Parallélement, nous nous sommes livrés & des essais de précipi-
tations répétées de la fraction A; par l'acétone, des mesures de ra-
dioactivité ont été effectuées entre chaque précipitation (tableau III).

Tasreau III.

Précipitations répétées de la fraction néoplasiante A, par Uacétone.

Noides précipitations

Fraction A;  brute 1 2 3 4
Précipité Précipité Précipité Précipité
Q;éggﬁue 2360 794 576 458 468
Eaux-meéres Eaux-meéres

cpm/mg 8000 ' 310
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Nous constatons que la majeure partie de la radioactivité se
trouve attachée a des produits solubles dans Pacétone et seulement
une faible part aux phospholipides précipités. L’étude de ces subs-
tances solubles dans l'acétone reste encore a faire.

3. Par hydrolyse :

La fraction A; a subi une hydrolyse alcaline, puis nous avons
examiné l'’hydrolysat, afin de déterminer quels groupes de compo-
sés étaient porteurs de la radioactivité (tableau IV).

TasrLeau IV.
Radioactivité des produits d’hydrolyse de la fraction A,.

Substances soumises Subst. solubles dans EtOH
4 la mesure Acides gras Bases aprés neutralisation
Activité
spécifique 0 170 9500
cpm/mg

Ce premier examen montre que les acides gras ne sont pas mar-
qués, ce qui parait normal, ’acide mévalonique possédant une struc-
ture ramifiée, alors que les acides gras naturels sont presque ex-
clusivement linéaires. Les bases sont faiblement marquées, ce qui
laisserait supposer que certaines d’entre elles peuvent &tre biosyn-
thétisées a partir de l’acide mévalonique. Un troisitme groupe de
substances, présent en faibles quantités (environ 1 °/,, des produits
d’hydrolyse) porte la plus forte radioactivité. La composition de ce
groupe que l'on peut extraire par l’éthanol du résidu sec obtenu
aprés neutralisation, ne nous est pas encore connue.

Discussion.

Il ressort des résultats recueillis qu’il existe une relation méta-
bolique entre la fraction néoplasiante chez le triton de l’extrait de
surrénale (fraction 1) et les composés de structure stéroidique (frac-
tion 4), par le fait que Pacide mévalonique est un précurseur com-
mun 3 certains de ces composés. Cette relation pourrait encore étre
étendue s’il se vérifiait que les composés radiomarqués de cette
fraction sont réellement métabolisés en substances stéroides, comme
les résultats de notre deuxieéme étape le laissent supposer.

Rfsumt.

Les fractions phespholipidiques des extraits d’organes producteurs
d’hormones stéroides possédent un pouvoir néoplasiant sur 1’épi-
derme du triton. Par incubation avec un précurseur des stéroides,

67-304 32
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’acide mévalonique radiomarqué, il est montré qu’il existe une
relation métabolique entre certains composés de la fraction phos-
pholipidique de la surrénale de vache et les stéroides de la méme
glande, Une possibilité d’extension de cette relation est également
indiquée par des essais d’incubation de surrénales en présence de
la fraction phospholipidique marquée a partir d’acide mévalonique.
Une étude préliminaire de la répartition de la radioactivité en-
tre les composants de la fraction phospholipidique est présentée.

SuMMARY.

Phospholipidic fractions of extracts of organs, producers of steroid
hormones, have a neoplasic power on the epidermis of the newt.
By incubation with a precursor of steroids, the radio-labeled meva-
lonic acid, it is demonstirated that there is a metabolic relation
between certain compounds of the phospholipidic fraction of the
cow-adrenal and the steroids of the same gland. This relation could
possibly be extended, as it appears by assays of incubation of
adrenals in presence of the radio-labeled phospholipidic fraction,
starting from the mevalonic acid. A preliminary study of the repar-
tition of the radioactivity between the components of the phospho-
lipidic fraction is presented.

ZUSAMMENFASSUNG.

Die phospholipidischen Fraktionen der Extrakte von Organen,
die Steroidhormone produzieren, besitzen eine neoplastische Wirkung
auf Molch-Haut. Durch Inkubation mit einem Vorliufer der Ste-
roide, der radioaktiv-markierten Mevalonsiure, wird gezeigt, dass
eine metabolistische Beziehung zwischen der phospholipidischen
Fraktion der Nebennieren der Kuh und den Steroiden der selben
- Driise besteht. Eine Modglichkeit der Erweiterung dieser Beziehung
erweist sich ebenfalls durch die Inkubationsversuche von Nebennieren
bei Vorhandensein der markierten phospholipidischen Fraktion aus
der Mevalonsdure. Eine vorgingige Untersuchung der Verteilung der
Radioaktivitit der phospholipidischen Fraktionskomponenten wird
vorgestellt, .
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