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Abstract-The side chain C-24 alkylation mechanism of phytosterols of Physarum polycephalum and Ochromonas 
danica, cultured in a nutrient mediumcontaining methionine-CD,, has been studied. Depending on species, five or four 
deuterium atoms were incorporated respectively in C-24 ethyl phytosterols. No relation could be established between 
the stereochemistry of C-24 and the alkylation mechanism at this position. 

INTRODUCTION 

La biosynthbe de la chaine la&ale des stCrols prksents 
dans les vCgCtaux superieurs et les algues a Ct& Ctudi& par 
diffkrents auteurs. Les ramifications mtthyle ou tthyle 
prCsents en position C-24 dans ces composCs ont pour 
origine la mCthionine [I]. 11 est apparu que selon les 
esp&ces, diff&rents mtcanismes interviennent au tours de 
ces Ctapes de mCthylation conduisant g la conservation 
[Z-5] oti Al’Climination [6,7] d’une partie des hydrogknes 
port&s par les groupes mtthyle introduits, (pour revue, 
voir [S]). Nous rapportons les rtsultats de 1’Ctude des 
mCcanismes de mkthylation des phytostCrols C-24 Cthyle 
et C-24 mCthyle ramif& de deux organismes, Physarum 
polycephalum et Ochromonas danica, qui diffkrent notam- 
ment par la configuration du carbone C-24 re- 
spectivement u et /? [9, lo]. 

RESULTATSETDISCUSSION 

Le micanisme de formation des ramifications C-24 
mCthyle et ethyle des stCrols de Physarum polycephalum 
et Ochromonas danica a CtC Ctudii par spectromktrie de 
masse des compos&s deutCriCs, obtenus par culture de ces 
organismes en prCsence de mkthionine-CD,. 

Etude des sterols de Physarum polycephalum 

La prCsence, dans P. polycephalum, de stigmasttrol, 
sitostCro1, campestCro& stigmastanol et campestanol, a 
Ctit mise en tvidence antbrieurement [9]. L’incorporation 
de mCthionine mCthyle-CD, dans la souche axCnique de 
P. polycephalum a CtC effectuCe au tours d’une culture 
dans un milieu entitrement synthktique [ll], pour 
lequel cet acide amin& est essentiel & la croissance des 
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cellules. Les sttrols apr&s acCtylation et Cpoxydation 
ont &t6 sCpares successivement par chromatographie sur 
couche mince puis chromatographie en phase vapeur; 
ceci a permis de skparer les diffkrents constituants en 
fonction de leur degrC d’insaturation et de la nature de la 
ramification en C-24. De cette faGon, le di&poxyacCtate de 
stigmast6rol 1, les monoCpoxy-acktates de sitostkrol2 et 
de campestCro1 3, et les acetates de stigmastanol 4 et de 
campestanol 5, ont CtC isolb puis analyds par spectro- 
mCtrie de masse et comparb A des Cchantillons authen- 
tiques non deutCri&s. 

Le spectre de masse du diCpoxy-a&ate de stig- 
mastCro1 tCmoin 1 prCsente un pit molCculaire g m/e 486 
ainsi que des pits de fragmentation & mJe 468 
(M+’ - H,O), 9 m/e 443 (M+’ - 43) dO g la perte du 
groupe isopropyl, & m/e 451 dQ d la perte du groupement 
Cthyle porti par le carbone 24, g m/e 426 (M+’ - 60), pit 
de base du spectre dti & l’blimination de HOAc, B m/e 401 
(M+’ - 85) dii & la fragmentation en c( de la double 
liaison C-22, C-23 de la chaine lattrale [S]. Dans le 
spectre de masse du diCpoxy-a&ate de stigmastCro1 
deutCri&, les pits 21 m/e 486,468,443,426 sont accompagnis 
respectivement de pits g m/e 491 (486 + S), 473 (468 + 5), 
448 (443 + 5), 431(426 + 5). Ces r&hats indiquent done, 
l’incorporation de ciw atomes de deutkrium dans le 
stCro1 Ctudie. Le fait que les pits & m/e 457 et 401 ne soient 
pas accompagnCs de pit isotopique g M + 5 indique que 
les cinq atomes de deuterium sont incorpores dans la 
ramification Cthyle en C-24 de ce composC. 

L’examen des spectres de masse du monoCpoxy- 
a&ate de sitosttrol 2 et de l’adtate de stigmastanol 4 
conduit ti des conclusions semblables. En effet, les 
spectres de ces deux produits deut&riCs prCsentent 
respectivement des pits moltrculaires 9 m/e 472 et 458 
accompagn&s de pits isotopiques & m/e 477 (472 + 5) et 
463 (458 + 5). I1 en est de m&me de chaque fragment qui a 
conservi: la ramification ethyle en C-24. 

La dktermination, pour chacun de ces composbs, des 
proportions relatives en esp&ces mono, di tri, tttra, 
pentadeut&ri&es, montrent (Tableau 1) que les espkces 
mono et t&radeuttriCes sent ntgligeables. Les trois 
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AcO AcO 

AcO 

sterols a chaine Cthyle ramifiee de Physarum poly- 
cephalum sont done biosynthttises suivant un mecanisme 
qui exclut le passage par un intermediaire C-24 Cthylidene. 
Ce resultat est a rapprocher de ceux obtenus dans le cas 
des sterols de Dictyostelium discoideum [S]. 

Le spectre de masse de I’acetate de campestanol 
deuterie presente un pit moleculaire a m/e 444 @I+‘), 
accompagne de pits de fragmentation B m/e 384(Mt’ - 
HOAc) et 369 (M” - 60-15). Ces pits sont accom- 
pagnes respectivement d’un pit isotopique majeur a m/e 
446 (444 + 2), 386 (384 + 2) et 371 (369 + 2), indiquant 
l’incorporation de deux atomes de deuterium dans le 
sterol (Tableau 1). Des conclusions semblables peuvent 
Ctre tirees de l’analyse du spectre de masse du mono- 
epoxadtate de campestCrol3 deuterie. 

4R=Et 
5R=Me 

La voie de biosynthese des sterols a ramification C-24 
methyle s’accompagne de la perte dun hydrogene du 
groupement CH, introduit par la methionine; elle met en 
oeuvre, tres vraisemblablement, un mecanisme semblable 
a celui demontre pour l’ergosttrol[12] et qui entraine le 
passage par un intermediaire C-24 methylenique qui 
peut servir egalement de precurseur pour les sterols C-24 
Cthyle ramifies. La presence, dans le spectre de masse de 
l’acetate de campestanol 5, de pits isotopiques de 
faible intensite B m/e 447 (444 + 3), 387 (384 + 3), 372 
(369 + 3), ainsi que dans le spectre de masse du compose 

3 de pits a m/e 461 (458 + 3) et 401 (398 + 3) indique 
l’existence, dans cet organisme, d’une voie biosynthese 
parallele mineure de la chaine laterale des sterols, 
imphquant la conservation de trois atomes d’hydrogene. 

Tableau 1. Determination par spectromttrie de masse, des proportions (%) des differentes espkces deuttriees, biosynthetisees par 
mcorporation de metluonine-CD, 

M 
_~~ __~ ~_ ____ 

Physarum polycephulum, 0 ramification dthyle ou methyle 
Diepoxy-acetate de mle 426 
stigmasterol 1 0, /0 19.5 
Monoepoxy-acetate de m/e 412 
sitosterol 2 % 32.2 
Acetate de mie 398 
stigmastanol4 % 42.6 
Monoepoxy-acetate lplie 398 
de campestCrol3 % 40.6 
Acetate de mle 444 
campestanol5 % 51.6 

Ochromonas danica, @ ramification ethyle 
7-Deshydroporiferasttkol 10 m/e 410 

% 41 
Diepoxy-acetate de m/e 426 
poriferasterol8 % 42.8 
Monoepoxy-a&ate in/e 412 
de clionastCrol6 % 45.7 

M-c 1 
__- 

427 428 429 
2.3 15.6 16.8 

413 414 415 
3 20.8 19.8 

399 400 401 
1.5 20.5 17.8 

399 4P 401 
8 8.8 2.6 

445 4’46 447 
3.4 43 2 

430 431 
57 40 

416 417 
3.7 20.5 

402 403 
3.1 14.5 

411 412 413 414 
16.5 4 20.5 17 

427 428 429 430 
19.8 3 19.6 13.9 

413 414 415 416 
27.9 0 13.2 9.1 

Mf2 M+3 M+4 M+5 

415 
1 

431 
1 

417 
4.1 

N.B. les calculs des proportions (%) on Cte fans pour les composes 1,2,4, 3,8,6 et homologues deuteries, sur les pits a m/e 426. , 
412.. , 398.. ,398.. ,426.. , et 412.. , (M-60) et confumes sur les pits moliculaires a m/e 486.. ,472.. ,458.. , et 458.. ,486 
et 472.. M’ ; pour les composes 5 et 10 ces calculs ont BtC faits sur les pin moleculaires a m/e 444.. , 410.. M +. 
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Etude des sterols d’Ochromonas danica 

La presence, dans Ochromonas danica, de 7-deshydro- 
poriferasterol, d’ergosterol, de clionasttrol, de dihydro- 
brassicasterol, de poriferasterol et de brassicasterol a ttC 
n-rise en evidence anterieurement [lo]. Les cellules 
obtenues par culture en presence de methionine deuttrite 
ont et6 saponifiees. La fraction sterolique iso& a CtC 
purifiee par chromatographie sur colonne de gel de silk 
impregne de nitrate d’argent a 50%. Nous avons pu 
ainsi &parer le melange de 7-deshydroporiferastCroll0 et 
d’ergosterol 11 d’une fraction moins poke contenant 
des sttrols mono et diinsaturb, qui furent purities par 
chromatographie sur couche mince d’acide silicique, 
aprb acetylation et Cpoxydation. Le melange de mono- 
epoxy-acetates de clionasterol 6 et de dihydrobrassica- 
sterol 7 et le melange de diepoxy-acetates de porifera- 
steroi 8 et de brassicasttrol 9, ont ainsi tte isoles. Les 
fractions separees ont ensuite BtC analyskes. Le spectre de 
masse du 7-deshydroporiferasterol 10 deuterit: presente 
un pit moltculaire a m/e 410 accompagnt dun pit 
a m/e 414 (410 + 4). Un rtsultat identique est obtenu pour 
le diepoxyadtate de poriferasterol 8 deuttrie dont le 
spectre de masse prtsente un pit moleculaire a m/e 486, 
accompagne dun pit a m/e 490 (486 + 4). Ces resultats 
viennent confirmer des resultats signales dans la lit- 
ttrature [S]. 

Le mkcanisme de biosynthtse de ces 2 composes, 
qui conserve 4 atomes d’hydrogene originaires de la 
methionine, est a rapprocher de celui qui a Ctk demontre 
dam le cas du poriferastkrol d’Ochromonas malhamensis, 
en faveur du passage par un intermediaire C-24, C-28 
ithylidene. La presence, dans le spectre de masse du 
monoepoxy-acetate de clionasttrol6, dun pit moleculaire 
a m/e 472 accompagne non seulement dun pit a m/e 476 
(472 + 4), mais aussi dun pit a m/e 477 (472 + 5), 
indique l’existence dam ce cas de voies de biosynthbse 
concurrentes. 

Les resultats, que nous avons obtenus, confirment que 

plusieurs mecanismes peuvent contribuer dans un m@me 
organisme a la formation de la ramification mithyle et/au 
Cthyle en C-24 des sterols. Dans la limite des exemples 
ttudibs, il semble qu’un des mtcanismes soit preponderent 
pour chaque organisme, et que dans chaque espece unc 
sttkeochimie en C-24 like au mecanisme soit prefcrentielle- 
ment rencontrke: respectivement C-24 b pour les 
chlorophytes [2-4] avec conservation des atomes 
d’hydrogene originaires de la methionine ainsi que pour 
les chrysophytes [6, 81 avec perte cette fois dun atome 
d’hydrogene originaire de la methionine [6], et C-24 c( 
pour les myxomycttes [S, 9] avec conservation des 
atomes d’hydrogene consideres [5] ainsi que pour les 
graminkes avec perte dune atome d’hydrogene [7]. 

PARTIE EXPERIMENTALE 

Les chromatographies en phase vapeur ont et& effect&es sur 
un appareil Chromagas modtle C.G.1 sur colonne de 1.80m 
de gas chrom Q (GD 2702) a 100-120 mesh, impregne de 
OV-1 a 4%. Les acetates des stQols satures de Physarum 
polycephalum ont tti: analyses a 245”, les epoxy-acetates ti 255”. 
Debit d’azote: 40 cm3/min. Les chroms tographies sur couche 
mince d’acide silicique (Merck F 254) ont et& effect”& tant a 
des tins analytiques que preparatives-par deux migrations dans 
un systbme de solvants! EtOAc-hexaie (1: 3) pour les sterols 
libres, EtOAc-n&role (3: 17) Dour les &noxv-acetates des sttrols 
de Physarum hlycephalum kt (1: 9) pbur. ceux d’Ochromonas 
danka:-par une migration dans le systeme de solvants, 
EtOAc-hexane (1: 3) pour les acetates des sttrols. 

Cultures rfes cell&s. Une soucbe axenique de Physarum 
polycephalum M,c est conservee sur le milieu liquide nature1 
moditie de Brewer et al. [13] par repiquages successifs tous les 
deux ou trois jours. Lcs cell&s sont ensuite cuhiv&es dans le 
milieu entiQement synthttique de Daniel et al. [l I] en presence 
methionine methyle-CD, (252 mg/ml). Les cultures effect&es 
dans des Erlenmeyers de 21, contenant chacun 200 ml de 
milieu ont et& agit&es (180 tours/min) a 26” et a l’obscuritt 
pendant 4 jours.‘2.4 1. de milieu fournissent alors 92 g de cellules 
humides. Les cellules d’ochromonas danica sont cultivbs en 
boitrs de Roux, en presence de mtthionine mtthyle-CD, 
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(0.2 g/l.), dam le mrlieu synthetrque d’Aaronson et Baker [14], a 
24’ sous illumination contue pendant 11 jours. La methionine 
est ajoutee en deux fois, le premier et le troisieme jour, a raison 
de 0.1 g/l. Les holes ont Cti: mocultes auparavant a partir de 
100 ml de precultures Lgees de 15 jours. A la fin de la periode 
d’incubation, les cellules sont recolt&es par centrifugation a 
11000 tours/s, pendant 20 min. 46 g cellules humides sont ainsi 
obtenus a partir de 5 1. de milieu de culture. Les manipulations 
smvantes sont effect&es, sous azote et a l’abri de la lumiere, afin 
de prevemr l’oxydation des produits etudies. 
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