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3 S m a r y  : 24, 25- H dihydro lanosterol is obtained by catalytic reduction of 

lanosterol with tritium at atmospheric pressure. Its specific activity is 

23 Ci/mMole. Natural lanosterol impurities do not disturb the synthesis. 

I NTROUUCTT ON : 
On sait que, B quelques rares exceptions prSs ( I ) ,  l'oxydo-squalisine est 

le pr6curseur de tous les triterpisines cycliques du rsgne v6g6tal ou animal. 
Cette cyclisation rgsulte de la pr6sence d'oxydo-squalisine cyclases sp6cifiques. 

C'est ainsi qu'est form6 le cyclo-art6nol 1 chez les v6gBtaux (2) et le lanos- 
tdrol 2 chez les animaux ( 3 ) .  - 

L'Btude de ces enzymes et notamment leur purification se heurte 1 deux 
difficult& majeures : 
l o )  I1 s'agit, le p l u s  souvent, d'enzymes membranaires ( 4 , 5 )  dont la "solubi- 

lisation" reste probl6matique. 

2') Leur activit6 ne peut Gtre mesur6e par une quelconque m6thode cinBtique di- 
recte : on utilise la mgthode d'incubation qui implique l'isolement du triter- 

pisine form6 2 partir d'un pr6curseur radioactif, tel que l'oxydo-squalisine 
['4C-1] pr6par6 pr6slablement B partir du squalSne (6,7). 

Cette m6thode limite, par sa longueur et sa lourdeur, le developpement 

de l'6tude des cyclases. Une solution susceptible de lever cet obstacle consis- 

te 1 d6velopper une mBthode radioimmunologique de dosage, seule capable, par 
sa haute sensibilit6 et sa spBcificit6, de pouvoir se substituer aux m6thodes 

par "i s olemen t " . 
C'est 1 cette fin que nous nous somnes proposds de mettre au point le 

dosage radioimmunologique (ou radioimmunoassay : RIA)  du lanost6rol d a m  le but 

pr6cis d'6tudier "l'oxydo-squalsne lanost6rol cyclase" prBsente en quantit6 

remarquablement abondante dans le placenta humain ( 8 , 9 ) .  Ce RIA implique que 
l'on dispose de lanost6rol radioactif de trss haute activit6 spEcifique. La 
synthsse du dihydro ( H)-24,25 lanostdrol 2, r6pond 1 cet objectif. Ce compo- 
s6 est suffisamment proche du lanost6rol pour stre utilis6 1 sa place dans les 
R I A .  
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S Y N T f f E S E  UU U I H Y U R O  ( 3 H ] - 2 4 , 2 5  LANOSTEROL : - 46 
Le produit de ddpart est le lanostdrol commercial (Koch-Light). I1 se 

prdsente sous forme d'un mblange contenant 60% de lanostbrol 2, 30% de dihydro- 
24-25 lanostdrol et 5% d'autres triterphes parmi lesquels prddomine l'agnos- 
tGrol 2. (Identification effectude par chromatographie en phase vapeur sur XE 

60 I X ,  to = 190'). La titration directe sans purification est par consdquent 
impossible. 

On rdalise donc dans un premier temps une chromatographie prdparative 
sur couche mince Si02. On blimine ainsi diverses impuretGs, mais le m6lange la- 
nostdrol, dihydrolanostdrol et agnostbrol (dbceld par sa forte absorption en 
U.V.) n'est pas rdsolu. De multiples essais ont montrd l'impossibilitd de sdpa- 
rer le lanostdrol du dihydrolanost6rol (DIE)  par chromatographie sur couche min- 

ce (CCM) ou sur' colonne,quel que soit l'absorbant choisi ou l'imprdgnation uti- 
lisde. 

Au demeurant, cette sdparation est inutile : le DHL "froid" contaminant 
l e  lanostdrol ayant pour seul effet, apres titration, de diminuer(de 30%) l'ac- 
tivitb spdcifique du DHL( H ) S  obtenu. Quant 2 l'agnostbrol 2 il est certes 
possible, bien que trss difficile ( l o ) ,  de le sbparer du "bloc" lanostdrol + 

DHL. Ici encore cette sdparation peut stre dvitde car l'agnostdrol disparait 

lors de 1'hydrogGnation et aussi parce-que le lanostdrol pur se deshydrogsne 
lentement de manisre spontank, conduisant ainsi ii l'agnostGro1, ce qui provo- 
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que la pr6sence constante de ce contaminant (10). On proclde donc come suit : 
le mglange lanost6ro1, DHL; et agnost6rol en solution dans l'ac6tate d'ethyle 
est triti6 sur rampe, avec Pd/C 10% pour catalyseur. Dans ces conditions, seule 
la double liaison en 24 est r6duite. Cette reduction est compllte en 10 min. On 
obtient ainsi un m6lange de DHL ( H) et de dihydro ( H) 24,25 agnost6rol dont 
l'activit6 sp6cifique calcul6e d'aprls l'intensitg du pic de masse M + 4  est de 
5 1  Ci/mMole. 

3 3 

P A R T I E  EXPERIMENTALE : 

Les chromatogrammes en phase vapeur ont 6t6 r6alis6s sur colonne ( 6  pied9 
XE 60 1%, t = 190°C, d6tection par ionisation de flame, mat6riel HEWLETT 
PACKARD FM 402. La radioactivit6 des produits s6parLs par chromatographie sur 
couche mince a 6t6 enregistr6e sur "SCANNER PANAX". Les chromatographies en pha- 

se liquide 1 haute pression ont 6t6 rCalis6es sur un appareil "WATERS" muni 
d'un injecteur universe1 U6K, programateur de gradient 6 6 0 ,  avec d6tecteur 2 
ionisation de flame PYE UNICAM LMC2. Les spectres de masse ont 6t6 obtenus 
avec un appareil "VARIAN". Les mesures colorim6triques et spectroscopiques ont 
6tb rCalisCes au laboratoire de microanalyse du C.E.A. SACLAY, Service des Mo- 
liScules MarquCes. 

SYNTHESE UU D'IHYURO ( 3HJ -24,25 LANOSTEROL - 46.  
32 mg de lanosterol commercial (KOCH-LIGHT) sont purifi6-s sur plaque 

Si02 MERCK (solvant d'blution hexane/acGtate d'6thyle 75/25). On r6cuplre 25 mg 
de produit qu'on dissout dans 2 ml d'acltate d'Ethyle,que l'on introduit dans 

le rsacteur R (fig. 2 ) .  On ajoute ensuite 5 mg de Pd/C 10%. Aprls avoir purgC 
d'air tout le montage, le tritium pur est introduit 1 partir de la bombe A, 
( f i g ,  2) et la tritiation est r6alisde & la pression atmosphdrique (contrSl6e 
par le dispositif Toepler) &25OC, pendant 10 min. sous agitation magndtique. 
Le r6acteur est isol6, le catalyseur 6liminC par filtration et lav6 11'6thanol. 
Les solvants sont 6vapor6s. Le prCcipit6 est repris trois fois B 1'6thanol et 
6vapor6 : ceci pour 6liminer le tritium "labile". Le r6sidu est purifi6 par 
une premilre chromatographie sur couche mince de silicagel H254 MERCK, dans le 
systlme hexane/acEtate d'6thyle 75/25. On isole ainsi une zone de Rf contenant 
la totalit6 des triterplnes triti6s que l'on slue par le m6thanol. L'activitC 
de cette solution est de 2,6 Ci. Aprls Evaporation des solvants, le r6sidu est 
soumis aux contrSles suivants : 

1'1 Chromatopaphie su r  couche mince : (CCE) 

1 

Dans deux systsmes (a) Hexane/acEtate d'gthyle 75/25 et fb) Chloroforme/ 
ac6tone 95/5, l'enregistrement sur SCANNER-PANAX des produits radioactifs ne 
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LANOSTEROL 1 
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FIGURE 1 : CHROMATOGRAPHIE EN PHASE LIQUIDE HAUTE PRESSION 

A : D U  P R O D U I T  SOUMIS A L A  T R I T I A T I O N  
(DETECTION PAR IONISATION DE FLAMME) 

: DU PRODUIT OBTENU A P R ~ S  TRITIATION AVEC DETECTION 

SIMULTAN~E : 
B 

B F 
B t  : PAR COMPTEUR G E I G E R  

: PAR I O N I S A T I O N  DE FLAMME 
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Manomitr 

Pompc dc Tocpl r r  

F i g  2 : A p p a r e i l l a g e  pour l e s  r i d u c -  

- t i o n s  p a r  l e  T R I T I U M  
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montre qu'un seu l  p i c  ; l ' a u t o r a d i o g r a p h i e  confirme ce r s s u l t a t  en  donnant un 

s e u l  spo t .  Ce t t e  r a d i o a c t i v i t s  e s t  s i t u g e  au niveau du DHL, tiSmoin "froid" .  

2') Ch__rJzEtograpkie Z i p +  d haute pression : 
E l k  e s t  e f f e c t u s e  s u r  colonne mRCK S i 0 2 .  (Solvant  d ' s l u t i o n  heptanelac6-  

t a t e  d ' s t h y l e  8 5 / 1 5  ; p r e s s i o n  1800 p s i ) .  On o b t i e n t  un s e u l  p i c  r a d i o a c t i f  e t  

un s e u l  p i c  "blanc" de m&ne temps de r e t e n t i o n  r e l a t i f  que l e  DHL. ( f i g .  I ) .  Ceci 

permet d ' a f f i r m e r  que l e  p r o d u i t  obtenu e s t  chimiquement e t  radiochimiquement pur 

B 95% avec moins de 5% de DHA- H .  

3") Spectrograpkie d e - z g g e  : 

(E = 413 ,  395 ,  378 ,  3 0 0 ,  2 7 3 )  que ceux du s p e c t r e  du  DHL t6moin. Le p i c  de mas- 

s e  M+4 donne une a c t i v i t s  s p s c i f i q u e  de 51 Ci/mMole. 
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