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ABSTRACT 

2 
TPNH 2 i s  o x i d i z e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  t e s t o s t e r o n e  

o r  t e s t o s t e r o n e  s u l f a t e  a n d  a m i c r o s o m a l  p r e p a r a t i o n  f r o m  
t h e  l i v e r  o f  f e m a l e  r a t s .  I n  t h e  p r e s e n c e  o f  i n o r g a n i c  
p h o s p h a t e ,  DPNH9 a l s o  a c t s  a s  a h y d r o g e n  d o n o r .  E v i d e n c e  
i s  p r e s e n t e d  t h l t  t e s t o s t e r o n e  s u l f a t e  i s  c o n v e r t e d  p r e -  
d o m i n a n t l y  t o  t h e  4 , 5 - d i h y d r o  d e r i v a t i v e ,  3 - k e t o - 5 ~ - a n d r o -  
s t a n e - 1 7 - y l  s u l f a t e .  

S t e r o i d  s u l f a t e s  h a v e  r e c e n t l y  b e e n  f o u n d  t o  u n d e r -  

go m e t a b o l i c  i n t e r c o n v e r s i o n s  a n a l o g o u s  t o  t h o s e  p r e d i c a t e d  

f o r  t h e  c o r r e s p o n d i n g  f r e e  s t e r o i d s .  R o b e r t s  e t  a l .  3 h a v e  

r e p o r t e d ,  f o r  e x a m p l e ,  t h a t  3 H - c h o l e s t e r o l  3 5 S - s u l f a t e ,  

i n j e c t e d  i n t o  t h e  l e f t  s p l e n i c  a r t e r y  o f  a human s u b j e c t ,  

was  c o n v e r t e d  i n t o  3 H - d e h y d r o e p i a n d r o s t e r o n e  3 5 S - s u l f a t e  

w i t h o u t  an  a p p r e c i a b l e  c h a n g e  i n  t h e  3 H / 3 5 S  r a t i o .  The  

p r e s e n c e  o f  c h o l e s t e r o l  s u l f a t e  i n  a d r e n a l  e x t r a c t s  h a s  

s i n c e  b e e n  d e m o n s t r a t e d  by D r a y e r  e t  a l . 4  i n  t h e  same 

l a b o r a t o r y .  U s i n g  s i m i l a r  d o u b l e - l a b e l i n g  t e c h n i q u e s ,  

B a u l i e u ,  C o r p ~ c h o t ,  a n d  E m i l i o z z i  5 f o u n d  t h a t  1 7 8 - h y d r o x y -  

a n d r o s t - 5 - e n e - 3 - y l  s u l f a t e  was  c o n v e r t e d  i n  v i v o  i n t o  

d e h y d r o e p i a n d r o s t e r o n e  s u l f a t e  w i t h o u t  h y d r o l y s i s  o f  t h e  

e s t e r  l i n k a g e .  T h e s e  m e t a b o l i c  p a t h w a y s  may be  u t i l i z e d  

i n  t h e  f o r m a t i o n  o f  t h e  / ~ 5 - 3 B - h y d r o x y s t e r o i d  s u l f a t e s  

s e c r e t e d  by t h e  a d r e n a l  g l a n d  6 .  
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The  e x i s t e n c e  o f  m e t a b o l i c  p a t h w a y s  u t i l i z i n g  s t e r -  

o i d  s u l f a t e s  a s  i n t e r m e d i a t e s  r e q u i r e s  t h e  p a r t i c i p a t i o n  

o f  e n z y m e s  c a p a b l e  o f  a c t i n g  on  s t e r o i d  s u l f a t e s .  T h i s  

n e c e s s i t y  s u g g e s t s  t h a t  e n z y m e s  a n d  t i s s u e  e x t r a c t s  now 

known t o  a c t  on  f r e e  s t e r o i d s  may a l s o  a c t  on  t h e  c o n -  

j u g a t e d  d e r i v a t i v e s .  T e s t s  o f  c o n j u g a t e d  s t e r o i d s  a s  s u b -  

s t r a t e s  f o r  s u c h  s y s t e m s  m i g h t ,  t h e r e f o r e ,  a i d  i n  e s t a b -  

l i s h i n g  a n  e n z y m i c  b a s i s  f o r  m e t a b o l i c  c o n v e r s i o n s  w h i c h  

h a v e  b e e n  o r  may be  o b s e r v e d  i n  v i v o .  I n  t h e  p r e s e n t  s t u d y  

we h a v e  p r o v i d e d  e v i d e n c e  t h a t  t e s t o s t e r o n e  s u l f a t e  i s  

r e d u c e d  t o  3 - k e t o - S a - a n d r o s t a n e - 1 7 - y l  s u l f a t e  by a m i c r o -  

4 
s o m a l  ~ - 3 - k e t o s t e r o i d  r e d u c t a s e  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  DPNH 2 

( p l u s  i n o r g a n i c  p h o s p h a t e )  o r  TPNH 2 .  Enzyme a c t i v i t y  was  

g r e a t e r  w i t h  t e s t o s t e r o n e  s u l f a t e  t h a n  w i t h  t e s t o s t e r o n e .  

EXPERIMENTAL 

M a t e r i a l s  a n d  m e t h o d s - -  TPNH2, DPNH2, t e s t o s t e r o n e ,  178 -  
~ 5 a - - ~ d r o ~ - 3 - o n e ,  a n d  1 7 B - h y d r o x y - 5 8 - a n d r o s t a n e -  
3 - o n e  w e r e  p u r c h a s e d  f r o m  S i g m a  C h e m i c a l  C o r p .  T e s t o s t e r o n e  
s u l f a t e  was  p r e p a r e d  by r e a c t i n g  t e s t o s t e r o n e  w i t h  c ~ l o r o -  
s u l f o n i c  a c i d - p y r i d i n e  m i x t u r e  a c c o r d i n g  t o  a m e t h o d -  u s e d  
e a r l i e r  f o r  t h e  p r e p a r a t i o n  o f  e s t r o g e n  s u l f a t e s .  F o r  t h e  
a s s a y  o f  e n z y m e  a c t i v i t y ,  t h e  f r e e  t e s t o s t e r o n e  was  a d d e d  
a s  a s o l u t i o n  i n  a b s o l u t e  e t h a n o l  t o  g i v e  a f i n a l  c o n c e n -  
t r a t i o n  o f  1% e t h a n o l  i n  t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e s .  P r o t e i n  
was  d e t e r m i n e d  by t h e  m e t h o d  o f  W a r b u r g  a n d  C h r i s t i a n  ° .  
T h i n  l a y e r  c h r o m a t o g r a p h y  was  c a r r i e d  o u t  e s s e n t i a l l y  a s  
d e s c r i b e d  by D y e r  e t  a l  ~ .  

P r e p . a r a t i o n  o f  r a t  l i v e r  m i c r o s o m e s  1 0 - -  L i v e r  m i c r o s o m e s  
o f  2 f e m a l e  r a t s  w e r e  o b t a i n e d  by d i f f e r e n t i a l  c e n t r i f u -  
g a t i o n  o f  a 12 .5% h o m o g e n a t e  i n  a medium c o m p o s e d  o f  8 .6% 
s u c r o s e ,  0 . 0 6 9  M EDTA a n d  0 . 0 2  M T r i s  a t  a f i n a l  pH o f  
7 . 0 .  The  micros--omes w e r e  w a s h e d  o n c e  by h o m o g e n i z i n g  
b r i e f l y  i n  t h e  o r i g i n a l  medium (10  ml  p e r  1 g .  l i v e r )  a n d  
s e d i m e n t i n g  a g a i n  a t  1 1 0 , 0 0 0  x g .  The  s e d i m e n t e d  m i c r o -  
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somes  w e r e  s u s p e n d e d  i n  20 ml o f  i c e - c o l d  w a t e r ,  homogen-  
i z e d  b r i e f l y ,  and  l y o p h i l i z e d .  The l y o p h i l i z e d  p r e p a r a t i o n  
was s t o r e d  s e v e r a l  mon ths  i n  t h e  f r e e z e r  w i t h  l i t t l e  l o s s  
o f  enzyme a c t i v i t y .  

M e a s u r e m e n t  o f  enzyme a c t i v i t y - -  A s u s p e n s i o n  o f  t h e  l y o -  
p h i l i z e d  m i c r o s o m e s ,  p r e p a r e d  j u s t  b e f o r e  u s e  by homogen-  
i z i n g  i n  i c e - c o l d  0 . 1  M T r i s  b u f f e r ,  pH 7 . 0  (10  mg m i c r o -  
somes  p e r  ml o f  b u f f e r T ,  s e r v e d  a s  t h e  enzyme s o u r c e .  
U n l e s s  s t a t e d  o t h e r w i s e ,  t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  c o n t a i n e d  
0 . 1 6  M p o t a s s i u m  p h o s p h a t e  b u f f e r ,  pH 7 . 9 ;  t e s t o s t e r o n e  o r  
t e s t o s t e r o n e  s u l f a t e ,  10 -4  M; DPNH2, l 0  - ~  M; and  m i c r o s o m e s ;  
i n  a t o t a l  v o l u m e  o f  3 ml .  --The a c t i v i t y  was m e a s u r e d  i n  a 
Beckman DU s p e c t r o p h o t o m e t e r  a t  25 ° .  The d e c r e a s e  i n  
a b s o r p t i o n  a t  340 m# i n  6 m i n u t e s  s e r v e d  a s  a m e a s u r e  o£ 
DPNH 2 o r  TPNH 2 d e h y d r o g e n a t i o n .  A c o n t r o l  w i t h o u t  s t e r o i d  
s u b s t r a t e  was  ru n  w i t h  e a c h  e x p e r i m e n t  t o  a c c o u n t  f o r  t h e  
DPNH 2 o r  TPNH 2 o x i d i z e d  by e n d o g e n o u s  s u b s t r a t e s .  The 
a c t i v i t y  was  t h e n  o b t a i n e d  by s u b t r a c t i n g  t h e  c h a n g e  i n  
o p t i c a l  d e n s i t y  w i t h o u t  s t e r o i d  f rom c h a n g e  i n  o p t i c a l  
d e n s i t y  w i t h  s t e r o i d .  

The d e c r e a s e  i n  a b s o r b a n c y  a t  240 m~ o f  d i l u t e d  
s a m p l e s  o f  r e a c t i o n  m i x t u r e  s e r v e d  i n  ~ s i m i l a r  way a s  a 
m e a s u r e  o f  t h e  h y d r o g e n a t i o n  o f  t h e  ~ - 3 - k e t o s t e r o i d  
g r o u p .  At d e s i g n a t e d  t i m e  i n t e r v a l s ,  a 0 . 1  ml a l i q u o t  o f  
e a c h  r e a c t i o n  m i x t u r e  was p i p e t t e d  i n t o  0 . 9  ml i c e - c o l d  
d i s t i l l e d  w a t e r .  At t h e  end  o f  t h e  i n c u b a t i o n  p e r i o d  t h e s e  
d i l u t e d  s a m p l e s  w e r e  r e a d  a t  240 m~ a g a i n s t  a w a t e r  b l a n k  
and  z ~ o - t i m e  c o n t r o l .  The m o l a r  a b s o r b a n c y  o f  DI~H~ was  
t a k e n  a s  6 . 2 2  x l 0  ° and t h a t  o~ t e s t o s t e r o n e  s u l f a t e  a t  
240 m~ was f o u n d  t o  b e  1 . 3 8  x l 0  T . 

RESULTS 

The e f f e c t  o f  p h o s p h a t e  on s t e r o i d  r e d u c t i o n  w i t h  DPNH2-- 

The m i c r o s o m a l  r e d u c t a s e  h y d r o g e n a t e d  b o t h  t e s t o s t e r o n e  

and  t e s t o s t e r o n e  s u l f a t e  i n  r e a c t i o n  m i x t u r e s  c o n t a i n i n g  

DPNH 2 and  i n o r g a n i c  p h o s p h a t e  b u t  was  i n a c t i v e  when T r i s  

was s u b s t i t u t e d  f o r  t h e  p h o s p h a t e  b u f f e r  ( F i g .  1 ) .  Ac-  

t i v i t y  w i t h  b o t h  t e s t o s t e r o n e  and  t e s t o s t e r o n e  s u l f a t e  

i n c r e a s e d  a s  t h e  p h o s p h a t e  l e v e l  was i n c r e a s e d  f rom 0 . 0 3  

t o  0 . 1 6  M ( F i g .  1 ) .  In  a d d i t i o n a l  e x p e r i m e n t s  ( n o t  shown) 
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F i g .  i - -  The  a c t i v i t y  o f  m l c r o s o m a l  ~ 4 - 3 -  k e t o s t e r o i d  
r e d u c t a s e  w i t h  (A) t e s t o s t e r o n e  a n d  (B) t e s t o s t e r o n e  s u l -  
f a t e  i n  T r i s  a n d  i n  v a r i o u s  c o n c e n t r a t i o n s  o f  p h o s p h a t e  
b u f f e r ,  g i c r o s o m a l  p r o t e i n ,  0 . 5 6  m g / m l .  C u r v e  1,  i n  
0 ° 0 6 7  H T r i s ,  pH 7 . 0 .  C u r v e s  2 ,  3 ,  4 ,  a n d  5 i n  0 . 0 3 ,  0 . 0 6 6 ,  
0 . 1 0  a~d  0 . 1 6  H p o t a s s i u m  p h o s p h a t e  b u f f e r ,  pH 7 . 0 p  r e s p e c -  
t i v e l y .  I n  sep- -a ra te  e x p e r i m e n t s ,  1% e t h a n o l  i n  r e a c t i o n  
m i x t u r e s  r u n  w i t h  t e s t o s t e r o n e  s u l f a t e  a s  s u b s t r a t e  d i d  n o t  
i n f l u e n c e  t h e  r e a c t i o n  r a t e .  O t h e r  d e t a i l s  o f  t h e  p r o c e d u r e  
a r e  d e s c r i b e d  i n  t h e  E x p e r i m e n t a l  s e c t i o n .  

w i t h  TPNH 2 a s  h y d r o g e n  d o n o r  s i n o r g a n i c  p h o s p h a t e  was  

n o t  r e q u i r e d  f o r  a c t i v i t y .  S i m i l a r  p y r i d i n e  n u c l e o t i d e  

s p e c i f i c i t y  was  shown p r e v i o u s l y  f o r  t e s t o s t e r o n e  r e d u c t i o n  

i n  t h i s  s y s t e m  by S t a u d i n g e r  a n d  L e y b o l d ~  1 W i t h  b o t h  s t e r -  

o i d  s u b s t r a t e s ,  t h e  r e a c t i o n  r a t e  w i t h  DPNH 2 a n d  0 . 1 6  

p h o s p h a t e  was  a p p r o x i m a t e l y  e q u a l  t o  t h e  r a t e  w i t h  TPNH 2 

a n d  T r i s  b u f f e r .  The  i n i t i a l  r e a c t i o n  r a t e  was  p r o p o r -  

t i o n a l  t o  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  m i c r o s o m a l  p r o t e i n  up  t o  a 
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l e v e l  o f  o n e  mg p e r  m l .  
J 

C o m p a r i s o n  o f  t e s t 0 s t e r o n  ~ a n d  t e s t o s t e r o n e  s u l f a t e  am 

$ u b s t r a t e - -  T e s t o s t e r o n e  s u l f a t e  was  r e d u c e d  m o r e  r a p i d l y  

t h a n  t e s t o s t e r o n e  ( F i g s .  1 a n d  2 ) .  The  g r e a t e r  a c t i v i t y  

w i t h  t e s t o s t e r o n e  s u l f a t e  was  e s p e c £ a l l y  e v i d e n t  i n  t h e  

pH r a n g e  5 . 5  t o  7 . 0  ( F i g .  2 ) .  The  K m v a l u e s  f o r  t e s t o s -  

t e r o n e  a n d  t e s t o s t e r o n e  s u l f a t e  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  DPNH 2 

a n d  0 . 1 6  M p h o s p h a t e ~ p H  6 . 0 ,  w e r e  3 . 3  x 10 - 4  M a n d  0 . 9  x 

10 - 4  M, r e s p e c t i v e l y .  

S t  o i c h i o m e t r y - -  To a s c e r t a i n  t h a t  t e s t o s t e r o n e  s u l f a t e  

s e r v e d  a s  t h e  s u b s t r a t e  o f  t h e  m i c r o s o m a l  r e d u c t a s e ,  t h e  

e s t a b l i s h m e n t  o f  t h e  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  DPNH 2 o x i d i z e d  

a n d  t e s t o s t e r o n e  s u l f a t e  r e d u c e d  wam d ~ m i r a b l e .  The  d e -  

c r e a s e  i n  o p t i c a l  d e n s i t y  a t  340  m~ d u e  t o  DPNH 2 o x i d a t i o n  

a n d  t h e  d e c r e a s e  i n  o p t i c a l  d e n s i t y  a t  240  m~ o c c u r r i n g  

w i t h  t h e  s a t u r a t i o n  o f  t h e  4 , 5 - d o u b l e  b o n d  o f  t h e  ~4-3- 
k e t o s t e r o i d  12 w e r e  f o l l o w e d  i n  t h e  same  r e a c t i o n  m i x t u r e  

( s e e  EXPERIMENTAL). T h e  r e s u l t s  ( F i g .  3 ) £ n d £ c a t e  t h a t  

a p p r o x i m a t e l y  o n e  m o l e  o f  DPNH 2 was  o x i d i z e d  p e r  m o l e  o~ 

t e s t o s t e r o n e  s u l f a t e  r e d u c e d .  S u c h  a r e l a ~ i o n s h i p  i s  t o  

be  e x p e c t e d  i f  t h e  d i h y d r o d e r i v a t i v e  i s  t h e  m a j o r  r e a c t i o n  

p r o d u c t .  R e c e n t l y ,  S c h r i e f e r s  e t  a l .  14 h a v e  shown  t h a t  

a b o u t  90~  o f  t h e  c o r t i s o l  a n d  c o r t i s o n e  r e d u c e d  by r a t  

l i v e r  m i c r o s o m e s  was c o n v e r t e d  i n t o  t h e  4 , 5 - d l h y d r o  

d e r i v a t i v e s .  

I d e n t i f i c a t i 0  ~ o f  t h e  p r o d u c t  o f  t e s t o s t e r o n e  s u l f a t e  

r e d u c t i o n - -  The  p r o d u c t  was  i d e n t i f i e d  by t h i n  l a y e r  
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F i g .  2 - -  The i n f l u e n c e  o f  pH on t h e  a c t i v i t y  o£ m i c r o s o m a l  
~ a - 3 - k e t o s t e r o i d  r e d u c t a s e  w i t h  t e s t o s t e r o n e  and  w i t h  
t e s t o s t e r o n e  s u l f a t e .  ~ £ c r o s o m a l  p r o t e i n ,  0 . 5 6  mg/ml ;  
DPNH~, 1 . 6 7  x 1 0 - 4 .  O t h e r  d e t a i l s  o f  p r o c e d u r e  a r e  d e -  
s c r i b e d  i n  t h e  E x p e r i m e n t a l  s e c t i o n .  

F i g .  3 - -  U t i l i z a t i o n  o f  DPNH~ a n d , t e s t o s t e r o n e  s u l f a t e  i n  
t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  m i c r o s o m ~ l ~ - 3 - k e t o s t e r o i d  r e d u c t a s e .  
M i c r o s o m a l  p r o t e i n ,  0 .9  mg/ml ;  t o t a l  v o l u m e ,  4 m l .  O t h e r  
d e t a i l s  o f  p r o c e d u r e  a r e  d e s o r i b e d  i n  t h e  E x p e r i m e n t a l  and  
R e s u l t s  s e c t i o n s .  

c h r o m a t o g r a p h y  o f  t h e  f r e e  s t e r o i d s  l i b e r a t e d  by s o l v o l y s i s  

o f  p u r i f i e d  e t h a n o l  e x t r a c t s  o f  t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e .  To 

o b t a i n  e n o u g h  f r e e  s t e r o i d s  f o r  i d e n t i f i c a t i o n ,  t h e  vo lume  

o f  t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  was q u a d r u p l e d  o v e r  t h a t  u s e d  i n  

t h e  s t o i c h i o m e t r y  e x p e r i m e n t s  ( F i g .  3 ) .  I m m e d i a t e l y  a f t e r  

a l l  o f  t h e  r e a c t a n t s  w e r e  m i x e d ,  and  w h i l e  t h e  t u b e  was 

s t i l l  i n  i c e ,  h a l ~  o f  t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  was r e m o v e d  and  
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e x t r a c t e d  w i t h  4 v o l u m e s  o f  m e t h y l e n e  c h l o r i d e  t o  r e m o v e  

any  f r e e  s t e r o i d s .  The  a q u e o u s  l a y e r  w a s  t h e n  d e p r o t e i n -  

i z e d  w i t h  4 v o l u m e s  o f  e t h a n o l  a n d  c e n t r i f u g e d  t o  y i e l d  an  

e t h a n o l i c  s o l u t i o n  o f  t h e  s t e r o i d  s u l f a t e s .  The  r e m a i n i n g  

h a l f  o f  t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  w a s  i n c u b a t e d  a t  25  ° f o r  15 

t o  2 0  m i n u t e s  a n d  e x t r a c t e d  i n  t h e  s a m e  w a y .  The  t w o  

m e t h y l e n e  c h l o r i d e  e x t r a c t s  g a v e  e s s e n t i a l l y  t h e  s a m e  a b -  

s o r b a n c y  a t  2 4 0  m~, i n d i c a t i n g  t h a t  no  s i g n i f i c a n t  a c c u m u -  

l a t i o n  o f  t e s t o s t e r o n e  h a d  o c c u r r e d  d u r i n g  t h e  i n c u b a t i o n .  

N e i t h e r  t e s t o s t e r o n e  n o r  i t s  h y d r o g e n a t e d  d e r i v a t i v e s  w e r e  

d e t e c t e d  o n  t h i n  l a y e r  c h r o m a t o g r a m s  ( s e e  b e l o w )  o f  t h e  

m e t h y l e n e  c h l o r i d e  e x t r a c t s .  

The  e t h a n o l i c  e x t r a c t s  w e r e  e v a p o r a t e d  t o  d r y n e s s  

u n d e r  v a c u u m .  The  r e s i d u e s  w e r e  d i s s o l v e d  i n  a s m a l l  v o l -  

ume o f  w a t e r  a n d  e x t r a c t e d  w i t h  e t h e r .  The  s t e r o i d  s u l f a t e s  

w e r e  t h e n  e x t r a c t e d  f r o m  t h e  w a t e r  l a y e r  w i t h  w a t e r - s a t u r -  

a t e d  n - b u t a n o l .  A f t e r  r e m o v a l  o f  t h e  b u t a n o l  u n d e r  v a c u u m ,  

t h e  r e s i d u e  w a s  s o l v o l y z e d  i n  f i v e  ml  o f  d i o x a n e  c o n t a i n i n g  

5~ t r i c h l o r o a c e t i c  a c i d  a t  room t e m p e r a t u r e  o v e r n i g h t  1 5 .  

The  d i o x a n e  s o l u t i o n  w a s  d i l u t e d  w i t h  o n e  ml o f  w a t e r ,  n e u -  

t r a l i z e d  t o  pH 7 . 0 ,  a n d  t h e  d i o x a n e  r e m o v e d  u n d e r  r e d u c e d  

p r e s s u r e .  The  r e s i d u e  w a s  t a k e n  up  i n  i t o  2 ml  o f  w a t e r ,  

w h i c h  w a s  t h e n  e x t r a c t e d  w i t h  t h r e e  v o l u m e s  o f  m e t h y l e n e  

c h l o r i d e .  A f t e r  t h e  m e t h y l e n e  c h l o r i d e  e x t r a c t  h a d  b e e n  

s e p a r a t e d  a n d  e v a p o r a t e d  u n d e r  v a c u u m ,  t h e  r e s i d u e  was  d i s -  

s o l v e d  i n  a b o u t  0 . 0 5  ml  o f  e t h a n o l .  A t e n  ~1 a l i q u o t  o f  

e a c h  e t h a n o l i c  s o l u t i o n  w a s  a p p l i e d  t o  t h e  s i l i c a  g e l  G 
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c h r o m a t o p l a t e s .  S t a n d a r d  s o l u t i o n s  o f  t e s t o s t e r o n e  a n d  b o t h  

t h e  5 a - a n d  5 S - i s o m e r s  o f  1 7 S - h y d r o x y - a n d r o s t a n e - 3 - o n e  i n  

e t h a n o l  w e r e  a p p l i e d  a l o n g  w i t h  t h e  e x p e r i m e n t a l  s a m p l e s  a n d  

z e r o - t i m e  c o n t r o l  o n  t h e  s ame  p l a t e .  The  c h r o m a t o g r a m s  w e r e  

d e v e l o p e d  i n  two  s o l v e n t  s y s t e m s :  (A) e t h e r : c h l o r o f o r m ,  

1 : 9  a n d  (B) b e n z e n e : e t h y l  a c e t a t e ,  1 : 1 9 .  The  d e v e l o p e d  

p l a t e s  w e r e  s p r a y e d  w i t h  s u l f u r i c  a c i d  r e a g e n t  9 a n d  h e a t e d  

a t  90  ° f o r  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  c o l o r e d  s p o t s .  The  Rf v a l u e ,  

c o l o r ,  a n d  f l u o r e s c e n c e  o f  t h e  s p o t s  o b t a i n e d  w i t h  t h e  i n -  

c u b a t i o n  m i x t u r e s  r e s e m b l e  c l o s e l y  t h o s e  o b t a i n e d  w i t h  t h e  

a u t h e n t i c  s t e r o i d s  a n d  a l s o  a g r e e d  w e l l  w i t h  p u b l i s h e d  

v a l u e s  9 .  The  r e s u l t s  ( T a b l e  I )  i n d i c a t e  t h a t  t h e  p r o d u c t  

f o r m e d  f r o m  t e s t o s t e r o n e  s u l f a t e  i s  t h e  s u l f a t e  e s t e r  o f  

1 7 8 - h y d r o x y - S a - a n d r o s t a n e - 3 - o n e  a n d  c l e a r l y  e l i m i n a t e  t h e  

5 8 - i s o m e r  a s  a s i g n i f i c a n t  p r o d u c t .  E a r l i e r  e x p e r i m e n t s  

1 4 , 2 0  h a v e  i d e n t i f i e d  t h e  5 a - i s o m e r  a s  t h e  p r o d u c t  o f  t h e  

r e d u c t i o n  o f  f r e e  ~ 4 - 3 - k e t o s t e r o i d s  by t h e  m i c r o s o m a l  

s y s t e m .  

DISCUSSION 

M i c r o s o m a l  ~ 4 - 3 - k e t o s t e r o i d  r e d u c t a s e  p r e p a r a t i o n s  

s u c h  a s  t h a t  d e s c r i b e d  h e r e  a r e  known 16 t o  a c t  on  ~ 4 - 3 -  

k e t o s t e r o i d s  w i t h  v a r i o u s  k i n d s  o f  g r o u p s  a t  C 17 .  I n  v i e w  

o f  t h e  l a c k  o f  s p e c i f i c i t y  i m p l i e d  by t h e s e  r e s u l t s ,  i t  i s  

p e r h a p s  n o t  s u r p r i s i n g  t h a t  a / ~ 4 - 3 - k e t o s t e r o i d  w h i c h  i s  

e s t e r i f i e d  a t  C 17 i s  a l s o  r e d u c e d .  We f o u n d ,  h o w e v e r ,  

t h a t  t e s t o s t e r o n e  s u l f a t e  i s  a b e t t e r  s u b s t r a t e  t h a n  f r e e  
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TABLE I 

THIN LAYER CHROMATOGRAPHY OF SOLVOLYZED R~CTION PRODUCTS a 

B e n z e n e : e t h y l  
a c q t a t e  ( 1 : 1 )  

Compound Rf C o l o r  
S t a n d a r d s  
1 7 8 - h y d r o x y - S a -  0 . 6 6  
a n d r o s t a n e - 3 -  
one 
17B-hydroxy-5B 0 .60  
a n d r o s t a n e - 3 -  
one 

T e s t o s t e r o n e  0 .50  

E t h e r : c h l o r o f o r m  
(1:91 

F l u o r . b  R~ C o l o r  - F l u o r .  

g r e e n -  b l u e  0 .36  brown-  g r a y -  
y e l l o w  y e l l o w  g r e e n  

brown-  v i o l e t -  
v i o l e t  y e l l o w  

b l u e  y e l l o w  0 .27  g r e e n  y e l l o w  

Comple te  r e a c t i 0 n  m i x t u r e ,  c 
Area  No. 15 0 .50  b l u e  y e l l o w  0 .39  v i o l e t -  y e l l o w  

g r e e n  

Area  No. 2$$** 0 .67  g r e e n -  b l u e  0 .37  brown-  g r a y -  
y e l l o w  y e l l o w  g r e e n  

~ d 

Comple te  r e a c t i o n  m i x t u r e  ÷ 1 7 S - h y d r o x y - S a - a n d r o s t a n e - 3 - o n e =  

Area  No. 1" 0 .50  b l u e  y e l l o w  0 .29 v i o l e t -  y e l l o w  
g r e e n  

Area  No. 2****$$0 .67  g r e e n -  b l u e  0 .37  brown-  g r a y -  
y e l l o w  y e l l o w  g r e e n  

Comple te  r e a c t i o n  m i x t u r e  ÷ 1 7 ~ - h y d r o x y - B a - a n d r o p t a n e - 3 - o n e ~  

Area  No. 1" 0 . 5 0  b l u e  y e l l o w  

Area  No. 2**** 0 .66  g r e e n -  b l u e  
y e l l o w  

Area  No. 3*** 0 .60  brown-  v i o l e t -  
v i o l e t  y e l l o w  

- - m  

a -  P r o c e d u r e  g i v e n  i n  RESULTS s e c t i o n .  
b-  F l u o r e s c e n c e  u n d e r  u l t r a - v i o l e t  l i g h t .  
c -  Area 2 was no t  d e t e c t e d  i n  z e r o - t i m e  c o n t r o l s .  
d -  1 7 a - h y d r o x y - S a - a n d r o s t a n e - 3 - o n e  and 1 7 S - h y d r o x y - 5 8 - a n d r o -  

s t a n e - 3 - o n e  s t a n d a r d s  were  c o c h r o m a t o g r a p h e d  w i t h  ali- 
q u o t s  o f t h e  c o m p l e t e  r e a c t i o n  m i x t u r e .  The 5B- i somer  
was c l e a r l y  s e p a r a t e d  from t h e  r e a c t i o n  p r o d u c t ,  w h e r e a s  
no e v i d e n c e  o f  s e p a r a t i o n  was o b s e r v e d  w i t h  t h e  ~ - i s o m e ~  

A s t e r i s k s  show r e l a t i v e  i n t e n s i t y  o f  c o l o r .  
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t e s t o s t e r o n e .  T h i s  f i n d i n g  s u g g e s t s  t h a t  o t h e r  c o n j u g a t e s  

o f  ~ 4 - 3 - k e t o s t e r o i d s  may a l s o  be  e f f e c t i v e  s u b s t r a t e s  and 

e m p h a s i z e s  t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  s u c h  c o n j u g a t e s  may p l a y  a 

4 
role in vivo in the conversion of l_~ -steroids to ring- 

s a t u r a t e d  d e r i v a t i v e s .  D o u b l e - l a b e l i n g  e x p e r i m e n t s  o f  t h e  

k i n d  u s e d  by L i e b e r m a n  S and  B a u l i e u  5 and  t h e i r  c o w o r k e r s  

w i l l  b e  r e q u i r e d  t o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  t h i s  i n  v i t r o  p o t e n t i -  

a l i t y  f i n d s  s i g n i f i c a n t  e x p r e s s i o n  i n  i n t a c t  a n i m a l s .  

P r e v i o u s  s t u d i e s  i n  t h i s  l a b o r a t o r y  7 , 1 7 - 1 9  h a v e  

shown t h a t  c e r t a i n  c o n j u g a t e d  s t e r o i d s  and  r e l a t e d  com- 

p o u n d s  c o m p e t i t i v e l y  i n t e r f e r e  w i t h  t h e  a c t i v a t i o n  o f  v a r -  

i o u s  enzyme s  by t h e i r  c o f a c t o r s .  D i e t h y l s t i l b e s t r o l  d i p h o s -  

p h a t e  i n h i b i t s  t h e  a c t i v a t i o n  o f  p y r i d o x a m i n e - o x a l o a c e t i c  

t r a n s a m i n a s e  by i n o r g a n i c  p h o s p h a t e  19 .  Our s t u d i e s  o f  t h e  

m i c r o s o m a l  r e d u c t a s e ,  w h i c h  w e r e  i n i t i a t e d  w i t h  t h e  t h o u g h t  

t h a t  s i m i l a r  i n t e r f e r e n c e  m i g h t  o c c u r  i n  t h e  a c t i v a t i o n  o f  

t h e  r e d u c t a s e  by i n o r g a n i c  p h o s p h a t e ,  h a v e  p r o v i d e d  e v i d e n c e  

t h a t  a t  l e a s t  o n e  c o n j u g a t e d  s t e r o i d  i s  n o t  an i n h i b i t o r  

b u t  i s  i n s t e a d  a s u b s t r a t e .  T h i s  r e s u l t  d o e s  n o t  e x c l u d e  

i n t e r f e r e n c e  by c o n j u g a t e d  s t e r o i d s  t h a t  c a n n o t  a c t  a s  

s u b s t r a t e s .  F u r t h e r  e x p e r i m e n t s  a r e  p l a n n e d  t o  t e s t  t h e  

i n t e r a c t i o n  o f  o t h e r  c o n j u g a t e d  s t e r o i d s  w i t h  ~ 4 - 3 - k e t o -  

s t e r o i d  r e d u c t a s e s  o f  r a t  l i v e r .  

. 
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