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-Les tissus de Tabac cultives in vitro ont une activit6 metabolique intense, qui a ete mise en &+lence 
par marquage a l’ac&ate 1-W. et a la methionine-WHs. Les triterp&s at sterols p-t identifi&s 
incorporent activement la radioactivite. Des marquages tr&s brefs ou bien etfectueS en anatrobiose ont 
permis de caracteriser le squalene. Le lanost&ol a et6 6galement recherche, mais semble totalement absent. 
L’hypothese de l’intervention du cycloartenol comme intermediaire de la biosynth&se des phytosterols dan8 
les tissus de Tabac c&iv&s in vitro est sugg&rk 
Abstract-Tobacco tissues grown in vitro display a very active metabolism, as shown by Welling experiments 
with 1-W acetate and WHs-methionine. Triterpenes and steroids are efliciently labelled with these precur- 
sors. Very short exposure to labelled acetate (5 min), or incubation in the absence of oxygen, lead to labelled 
squalene. Lanosterol has been carefully looked for but could not be detected, whereas cycloartenol, which is 
hiiy labelled, apparently undergoes further changes. It is suggested that cycloartenO1~yl-eplacelallOStelW1 
as an intermediate in the biosynthesis of phytosterols in tobacco tissue cultures. 

INTRODUCTION 

DANS UN travail prtkklent, nous avons mont& que les tissus de Tabac cultivks in vitro 
renfermaient, d’une part des qua&it&s notables de campestkol, stigmast6rol et &sitost&rol, 
et d’autre part des triterpenes ttkxycliques partiellement d&m&hyMs (citrostadit5nol et son 
compagnon en s&ie ergostanique). Nous nous proposons, dans le pr6sent article, d’6tudier 
l’incorporation de prkurseurs des terpks et des stkols dans les prod&s citb cidessus, 
et de contribuer ainsi a l’elucidation des voies biosynth&iques conduisant aux st6rols des 
v6gktaux. On pourra comparer ainsi ces voies avec celles existant chez la levure et chez les 
animaux. 

Un grand nombre de chercheurs ont utilis6 les 616ments radioactifs dans le cas des planks, 
mais pendant des temps d’incorporation longs, et, dans ces conditions, les interm6diaires 
a renouvellement rapide de la biosynthese des st6rols ne pouvaient &re mis en dvidence. 
Aussi avons nous cherch6 a effectuer des “impulsions” de trks courte dun%, d’autant plus 
que les tissus de Tabac cultiv68 in vitro semblaient apriori ibe un matbrie favorable pour 
de tels marquages. 

RBSULTATS ET DISCUSSION 
Utihation #A&ate de Sodium l-i4C comme Prt%wrseur 

Les incorporations da&ate 1-14C ont 6t.6 faites avec des temps d’incubation variables. 
Dans chaque cas un diagramme d’6lution a 6t6 trac6, comprenant dune part une d&ermina- 

l Les recherches r&sum&s ici ont 6t6 entreprises dans le cadre d’une action conjointe, aid& par les sections 
de Biologic cellulaire et de Chimie organique du C.N.R.S., ult6rieuremen t transform6e en Recherche coop&a- 
tive sur Rmqmmme no. 34, intitulee: “LWilisation de8 t&us v&g&aux cultives in vitro pour 1’6tude des 
produits mXtUrel8”. 
1 P. B- L. I&WI et G. @JRISSON, Phytochem. 5, 31 (1966). 
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tion de la teneur en phytosterols par la methode de Liebermann-Burchard. Plusieurs pits. 
baptises, dans l’ordre d’elution: a, /?. y, 6, E, et 7 ont ete ainsi observes. Le pit mineur B n’a 
ettt ni identifie ni mCme etudie, non plus que le pit 7, sans doute constitue par des xantho- 
phylles. Plusieurs autres produits. tres faiblement marques, sont en outre reveles par radio- 
graphie des chromatoplaques: ils n’ont pas ettc etudies. 

DO ou rbctif de LB 

_____- Actnote 
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FRACTIONS 

DO 

4’ 

FIG.I. DIAGRAMMED'I~LUTIONCORRESPONDANTAUNEINCUBATIONDE 6 CULTURESDETABAC,DANSU~ 
MIUEURENFER~~ANTSO~ (0.4mg) D'A~STATEDF 930~111~ l-iV,~~s~~w~5 min. 

Les hydrocarbures satures, CluCs dans la premiere fraction chromatographique,’ ne 
presentent aucune actirite’ dkcelable. Dans les conditions oh nous operons, ces produits, 
sans doute presents dans les cuticules, ne sont pas l’objet d’une activite de synthcse rapide. 

Les figures 1.2 et 3 montrent comment varie. en fonction du temps dc marquage. l’activite 
des divers produits; le tableau 1 resume les donnees numeriques correspondantes. 

Le pit E est le seul qui renferme des quantites pond&ales de substance. dam les experiences 
conduites avec six cultures. Ceci rend plus aisee son identification : les fractions correspon- 
dam h ce pit ne contiennent que les phytosterols dtcrits.’ d’aprts leur comportement en 
chromatographie en couche mince, avec revelation par le reactif de Liebermann- Burchard ou 
par autoradiographie. 

On voit que: (a) La radioactivite contenue dans le milieu est absorbee rapidement : aprb 
seulement 5 min d’incubation. pres de 50 pour cent de l’acttate est absorb6 par les tissus. 
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Cette absorption remarquablement rapide est en partie due au fait que les colonies peuvent 
&re divisdes en fragments t&s petits et sent mises a incuber dam un volume minimal de liquide. 

(II) Le produit a se marque t&s rapidement ; son activite dkrojlt aussi t&s vite, d&s que la 
source d’acktate radioactif exoghne est &puisee. Nous l’identitkrons plus loin au squakne. 

(c) Le pit y se marque 6galement aprb settlement 5 min d’incubation. Les fractions 
correspondant a ce pit contiennent un melange de cycloart6nol et de methyl&-24 cyclo- 
artanol d’aprk leur comportement en chromatographie en couche mince fonctionnelle, 

f- 

f- 

-. 

---- Ac hi ti 

- DO au riactif 
de LB 

10 20 30 40 
FRACTIONS 

FQo.2. DIAciRAMMe D’hJTION CO RRIBPONDANT A UNB INCUBATION DE 1 hT DE 6 CoLoNIEl DE ‘IlSSUS DE 

TABAC EN PRlkENCJ3 DE 50 /bC (o,a lll& D’AClhATE DE SODIUM l-l%. 

avec r&Yation par autoradiographie et comparaison avec des Mtantillons froids de ces 
substances. La concentration de ces substances &ant trb faible dans les tissus (moins de 
0,05 %), leur activiti spkifique doit done &re considerable. 

(d) La substance 6 se marque plus lentement que les pr6ckkntes. Nous avons montre 
qu’elle s’identifiait par se8 propriMs chromatographiques et chimiques aux methyl&- 
sterols pr&demment identifib,l (m&hyl-4a-stigmastadi6ne-7,24-(28)ol-3j3 et son com- 
pagnon ergostanique). 

(e) En&r, les phytost6rols (pit l ) se marquent encore plus lentement. 
Des incorporations en ana6robiose ont 196 d’autre part entreprises. Les techniques de 

marquage sont celles d&rites dam la partie experimentale. La figure 4 rapporte les rkultats 
d’une incorporation de 12 hr en anaerobiose. Le tableau 2 consigne les activitb du produit a, 

du cycloart&rol, des m6thyl-4a-stkrols et des phytostkrols. 
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On voit que: (a) La biosynthtse des methyl-4c+stCrols et des phytosterols est trb forte- 
ment inhibke (l’activite residuelle de ces produits provenant sans doute de I’imperfection 
relative de nos conditions d’anaerobiose). Ces resultats sont en accord ai ec les observations 
effect&es sur les tissus animaux. suivant lesquelles plusieurs &apes de la formation du 
cholesterol mettent en jeu des processus oxydatifs.’ 

---- Actlvlt& 

- DO au rbactll 
de LB 
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FK. 3. DIAGHAhIhlE D’~LL~TIONCORRESPO~.DANT AUNEINCUBATIONDE 1’ ~~DE~C.OL~NI~DETI~~ISDE 
TAB4C FV PR~NCT DE 50 /rc (0.40 mg) D’NATAIT DE SODIUM I-‘-x+, 

(b) Le produit 4~ est fortement marque alors qu’au tours d’incorporations de 12 hr en 
aerobiose. son activite est tres faible. Sa biogenese est done anaerobic. Son activite ne subit 
pas de variation notable lorsque I’on augmente la durke du marquage. Le renouvellement 
de ce produit est done trb lent en anaerobiose. La substance x est tres probablement un 
prkurseur des methyl-4z-sterols et des phytosterols. 
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Enfin, un derive. l’hexachlorure de squaltne, a ete prepare (F = 114. 120 ‘)” et caracterise 
par son spectre de RMN. Celui-ci ne presente pas de signaux correspondant i des protons 
places sur des atomes de carbone portant un atome de chlore. ce qui implique que I-addition 

TABLEAU 1. &~JLIATs YUM~~IQUES CWRRESP~NDANTA DES INCL~B~TIO?UPD~ ~OLOWFDF 

TI.WJS DE TABAC (ENVIRON 0.8 A 1.0 g DE POIDS SET) r~ PI&IX-E IX 50 1’~ IX X)DII hr I-rjC 

Temps de marquage 
_ _ --- _.. _ 

Poids total de Phytosti‘rols* (mg) 

-.-_.._. _ - _ _._ _ 
Produit (L 
Produtt y 
MCthyklo-sterols produtt 8 
Phytosterols 
Milieu apres incubation: 

5 min 40 mm 

I,31 I .x3 

‘_________ ___. 

6300 13100 
6000 18000 

x 3000 0 
54 40 

4hr 

1.44 

Actn rtct 
-__-- --_-. . 

20000 
140000 
21000 
‘MXK) 

S 

12 hr 30 hr 

I .x0 1.42 

3000 0 
16.5000 1OOObO 
39000 15500 
83000 86000 

0.4 0 

* D&term& pour 6 cultures par la technique de Moore et Baumann utihsant Ic rfoctrf de Lrebermann- 
Burchard. 

t En coups par mn et pour 1 mg de sterols tsoles, doses par colorimetrie (L.B.). 
t L’activite du mtlieu apres mcubation a ttC evalute en pour cent de I’activite mitiale. 

de gaz chlorhydrique s’effectue suivant la regle de Markownikoff. La structure postulee pour 
ce produit est en accord avec la presence dans le spectre de RMN de signaux dus h 8 groupes 
methyles et 5 16 groupes mCthylenes. Apres 5 recristallisations dans l’adtone. l’activite 
specifique de l’hexachlorure reste constantc (environ 300 coups!min;mg). mais le point de 
fusion est de 142-144’. (Tableau 3). 

T.USLEAU 2. R~SULTATS NUMBRIQUES EN COUPS PAR MINUTE COKKESPOND~NT 
A DES INCUB~ZTIONS EN ANA~ROFIICSE DE COLONIES DE TISSUS DE TABA<. (2.3 g 

DE POIDS SFCJ FV PRdSENCE DE 20 {LC D'ACiTATE DE WDIIIAI I-!'c 

Substance 

Temps dc Marquage 
,--_-----c.- -_-., 

(4 hr) (I2 hrr 

Activite* 
,---_-___~ 

Produit CL 130000 116004l 
Cycloartenol et du methyl&x-24 cycloartanol 63000 44.500 
MCthyl&-stfrols X1000 2000 
Phytostkrols cl000 <IO00 

* En coups par mn ct pour 1 mg de sterols (\ err Tableau 1). 

I1 faut noter que : (a) Le spectre de RMN des cristaux provenant de la 5 tme recristallisation 
est identique a celui decrit plus haut. lequel correspond li un produit recristallise une fois 
seulement. 

(h) Une fraction aliquote des eaux-meres provenant de chaque recristallisation est 
Cgalement chromatographiee wr couche mince et donne sur I’autoradiogramme une tache 

6 I. M. HEILBRON. E. D. K4hrh1 et W. M. OWEN. J. Cheer. Sot. I631 (1926). 
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RECREWALLL%TION JUSQU'A ACTNIT% 
SPkIFIQUEt cONSMNTl3 D’IiRXACHLORURR DE SQUALENE 

Ruxistallisation Activite .@ciique+ F 

1 2% 
n&122” 
129-131” 

3 315 132-134’ 
4 275 136-138” 
5 300 142-144” 

l Activiti d&cmk&s dam un spectromhe B scin- 
tillation liquidc, de type Packard. 

unique superposable A celle obtenue sur le chromatogramme aprks r&vBation A l’aide des 
Actifs classiques.’ 

En l’absence de produit pondkkment isolable, les techniques utilis6es permettent 
d’afhrmer la pn%ence, dans les fractions correspondant au pit de radioactivitd a, d’un 
m&abolite chromatographiquement et chimiquement identique au squakre. Les exp6riences 
rapport6es dans le tableau 2 impliquent que le squakne est un prdcurseur des phytostdrols 
dans les tissus de Tabac cultiv& in vitro. Cette observation, de m&me que celles de Nicholas8 
dans le cas d’Ocimum basikum, sugg&rent que la fonction du squaltie est identique dans les 
tissus v&&.aux et les tissus animaux. 

Utilisation de la Mt?thionine come Prt?curseur 

Les techniques de marquage utiliskes sont les memes que celles ddcrites dans la partie 
expkimentale pour l’acide acktique l-l%!. La figure 5 montre un diagramme d’dlution 
correspondant St une incorporation de 50 +z de m&hionins14CH3 pendant 4 hr dans les 
conditions habituelles. 

On voit que: (a) On a un marquage sp&Sque des triterpknes tetracycliques cyclopro- 
paniques, des m&hyl-4c+stkols et des phytost&ols; ni le squal&ne, ni aucun autre produit 
ne sont marqu6s et ceci est contirm6 par les autoradiogrammes. 

(b) La prkence de radioactiviti dans les phytost&ols et dans les m&hyl-4wst&ols est en 
plein accord avec le fait que ces substances comportent une chame alcoyle en C-24. 

(c) Le marquage des triterpks tkracycliques cyclopropaniques est peu important. On a 
pro&d6 A l’acetylation de ces substances, et le m&urge d’ac&ates a t5t.6 chromatographi6 sur 
une colonne de silice imbib6e de nitrate d’argent dans des conditions d&rites pr6cMemment,1 
permettant de &parer l’ac&ate de cycloart&nyle de l’ac&ate de m&hyl&ne-24 cycloartanyle. 
On a pu ainsi d6montrerg que seul l’ac&ate de m&hyl6ne-24 cycloartanyle est radioactif, 
r&that pleinement en accord avec la structure de cette substance. 

Essai de Mise en &vidence du Lanostdrol 

LSZ cycloartrkol ne peut &re &par& du lanostQo1 par chromatographie en couche mince 
ou sur colonne; ainsi la radioactivit6 des fractions contenant du cycloartCno1 pourrait 

7 P. Bmvmm~, A. Dma, L. =RTIi et G. thRISSON, con?@. Rd. w,m (1964). 

8 H. J. NICHOM, J. Biol. Chem. 237,1485 (1962). 
9 P. Bmvmmz, Thkse de Dr. Ing., Strasbourg (1964). 
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provenir de traces de lanosterol fortement marque. Pour rtpondre 5 cette question, on 
pro&de a une incorporation d’acetate de sodium I- t4C de 1 hr (figure 2) et on utilise la 
technique d’epoxydation d&rite prkc6demment.1 Les fractions chromatographiques 
contenant le cycloartenol et le methyltne-24 cycloartanol, et eventuellement le lanostCrol(2x) 
sont reunies, du cycloartenol froid est ajouteet le tout est acetyle dans les conditions habituelles. 

PHYTOSTEROLS 

10 20 30 CO 
FRACTIONS 

FIG. 5. D14tiRAMME D’kLUTION CORKWPONDANT A UNE IN(‘UBATION DE 4 hr DF 6 c OLn~1ts DE Tlssl s 

DE TAB4C EN PRfSENCE DE 50 /” DE hliTI_IIONlh~ HiTHY F “c. 

Le melange des acetates est trait6 par un exces d’ncide p-nitroperbenzoi’quc pendant 12 hr. 
Les tpoxydes obtenus sont ensuite chromatographits sur une colonnc de silice. 

Un produit est d’abord clue (F 7 141 -142’ ) et caracterist comme Ctant I’acetate d’epoxy- 
24: 25 cycloartanyle par son spcctre de RMN. Le second produit eld est I’acetate de 
diepoxy-g : 9,24: 25 lanostanyle (F = 192-l 94 ).“’ 

La radioactivite de l’ensemble des fractions chromatographiques e\t determinke. ninsi 
que le poids de produit qu’ellcs renfcrment. On obticnt ainsi le diagramme dc la ligurc 6. 
Le pit de radioactivite obtenu correspond h I’acetate d’eposy-‘-I:25 cycloartanylr. Entin 

I’J G. t’o~lucr et <;. Ol:RIS\Ok. P/r\ loc/~f’tm -1, 799 f 1965). 
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les fractions contenant l’ac6tate de di@oxy-8:9,24:25 lanostanyle ne prksentent pas 
d’activite significative par rapport au bruit de fond.* 

L’ensemble de ces r&hats a et6 contr616 par chromatographie en couche mince, suivie de 
r&elation par les r6actifs habituels et par autoradiographie. Le lanostkol n’est done pas 
dkelable dans les constituants marques du pit y. 

__-__ octlvlrr 

- poids en mg t 

!i f 
% 
% 
0 

IC 

61C 

2-x 

I4 - 

b3- 

13- 

310 

F 
2,0 5 

8 

8 

‘10 

10 20 30 
FRACTIONS 

FIG. 6. DIAGRAMMED’~JTION Co RRESPONDANT A LA S&RATION DE L' ACkCATE D’kF’OXY-24 : 25 CYW 
ARTANYLE cr) D’AVEC L’ACltTATE DE DIfPOXY-8 : !&!‘k 25 LAmANYLE (11). 

hhai de mise en hidence d’un renouvellement du cycloartt?nol 

On a pro&de a une incorporation d’ac&ate de sodium 1J4C pendant 1 hr. Une partie 
des colonies a et6 pr6levQ (lot no. l), et trait&e de la man&e habituelle; le reste des colonies 
a 6th la& sterilement et transport6 dans un milieu gelos6 et contenant de l’acide ac&ique non 
radioactif (20 mgll.). Au bout d’une semaine, la croissance &ant d&&able, des colonies 

* Dans cette exphience, l&&ate d’kpoxy-24: 31 m&hyl-24 cycbartanyle n’apparaft pas sur le diagramme 
d’klution; il apparaft par contre nettement dans le diagramme provenant d’une incorporation de 4 hr, dans 
lequel le lanostkrol est bgalement absent. 
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sont alors ptilevks et traitees de la manitre habituelle (lot no. 2). Les diagrammes d’t5lution 

correspondant aux deux lots de colonies ont &6 obtenus et compares. le tableau 4 rapporte 
les rksultats num&riques de cette expbience. ramen& li 1 mg de stCrols isol& et doses par la 
technique de Liebermann-Burchard. 

TABLEAUX. R&XII.TATS NUM~RIQUESCORRESPONDANTAUNEINCUB~TI~N DE 
1 HR DE COLONIES DE msus DE TABAC EN PKI~ENCF DE 50 D',&TATI. DE 
SODIUM 1-'4C(L0r '-XX 1) SUIVIED'UNSkJOURD'UNE SEMAINE DhNS U\ MILIEU 

NON RAD104C-TlF(LOTNO.~) 

Su bstancc Lot no. I Lot no. 1 
_- -.- ___. _ ___. ___ ._... _ __ __ 

Actlvite* 
-----J_ ._.-__ ., 

Squakne 16600 CmKl 

Cycloarttnol et du mtithykne-24 cycloartanol 60000 25500 
MCthyl-4wstCrols 7000 174w 
Phytosterols c5noO X5o(WI 

* En coups par mmute et pour 1 mg de stkrols isok. do&s par culorlm&rlr. 

On voit que: (a) L’activitC du squakne a considtrablement diminu6 au cows du Gjour 
sur milieu froid. (h) L’activitC des triterpenes Gtracycliques cyclopropaniques a nettement 
diminuC. Les constituants dc ce mClange ont 6tC &par&s de la man&e d&rite prtctidemment. 

et l’on a pu montrer que l’activitk du mCthylene-24 cycloartanol etait resttie sensiblement la 
meme, alors que celle du cgcloartknol wait fortement diminuk. (c) Enfin. 1~s phytostkols 
extraits du lot no. 1 sont pcu actifs. alors que ceux cxtruit\ du lot no. 2 Ie son1 fortement. 

Ces rtsultats sont en Fwcur d’un renouvellement pnrtiel du cyclonrtCnol. II faut noter 
cependant que si on effectue lc bilan des activites de toutes les substances apparaiwmt dans 
les diagrammes d’Clution. on 1 oit que I’activitC totale, ramenfe i 1 mg de stcrols. corrcspond- 
ant au lot no. 2, est nettement plus importante quc celle correspondant au no. I. Cette 
observation ne nous permet pas de tirer des conclusions dkfiniti!es. Elk wggkc en cff.zt 
qu’une pnrtie de l’acktate ntdioactif avait et6 nFsorh&. mais pas i~~rorprw~. dans leh tissw du 
lot no. 1. 

PARTIE EXPERIMENTALE 

Les tissus de Tabac cultives itz vitro ont CtC dkrits prk5demment. de mCme que les tech- 
niques d’eutraction et de purification des stkrols et des triterpknes.’ 

Utilisation des Pl&ments marquek 

L’acCtate de sodium 1-‘4C et la mkthionine 14CHJ sont des produits du C.E.A. (Saclay). 
Quelques essais prkliminaires ont CtC faits en ajoutant les prkurseurs marques au milieu 

de culture gt5losk mais dans toutes les experiences dkfinitives on a effectuk les incorporations 
dans un milieu liquide. 11 a pu. en effet, Ctre montrC ” que l’incorporation des prkurseurs 
marques Ctait bien plus efficace dans un milieu liquide que dans un milieu gClos6. et que le 
mktabolisme des tissus n’ktait pas modifie en ce qui concerne les sterols par un changement de 
milieu. 

Les incorporations des prkurseurs marques sont done effect&es en prtlevant les colonies 

11 L. HIRTH. R. EWLER et M. MILOT, Amr. Nfrtrifion .4hent. 17B. 29 I 11963). 
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du milieu gelose (environ 6 colonies, repreSentant 0,8 a 1 g de poids set), en les divisant en 
petits fragments dans une boite de Petri et en les maintenant pendant la dun% choisie dans 
un erlenmeyer contentant 30 ml de milieu liquide addition& de 50~ de precurseur. Toutes les 
operations sont effect&es st&ilement. Le milieu liquide utilise est, la g6lose en moms, iden- 
tique au milieu ordinaire. Les erlenmeyers sont disposes sur un appareil rotatif, de man&e a 
assurer une oxyg&ration sufhsante des cultures. La temperature d’incubation est de 25”. Des 
temps d’incubation varieS sont utili&, allant de 5 min a une semaine. 

Une fois l’incubation termin&, les colonies sont p&levees par filtration, lavr?es rapida 
ment, congel& dans un bain a - 70” et lyophilis&s. Le milieu de culture ainsi que les eaux 
de lavage sont introduits dans une fiole jaug&e et une fraction aliquote est depos6e sur des 
coupe&s pr&tlablement trait&es au carbonate de sodium. On peut ainsi connaltre l’activiti 
du milieu apr&s incubation. 

Les incubations en anaerobiose ont ete effectuees dans un dispositif analogue a celui 
d&it par Nickel1 et Tulecke. l2 Les colonies sont divisQs en petits fragments et introduites 
aseptiquement dans un flacon a trois tubulures contenant le milieu liquide pr6alablement 
st6rilid. Le milieu est agit6 par un courant d’azote R, st&ilid par deux filtres “Millipore” 
(diam&tre des pores 400 cc) tin d’6viter toute contamination bactkienne. Le gaz carbonique 
radioactif produit par les tissus pendant l’incubation est capte dans un pi+ a soude. 

Lorsque l’incubation est termin&, les colonies sont pr+levt!es dans une chambre froide 
a - 20” et traitt!es de la manike d&rite plus haut. 

Traitement des tism lyophili& 
Tm colonies lyophilisees (0,8 a 1 g de poids set) sont extraites ii l’&her de p&role dans un 

petit soxhlet (60 ml). Apr&s evaporation du solvant, l’extrait brut (10 mg) est saponifie par la 
potasse Wanolique (5 pastilles de potasse dans 5 ml d’&hanol), la reaction est conduite 
pendant 4 hr sous azote et en presence de traces d’hydroquinone. Le melange r&tionnel est 
dilue de son volume d’eau distill&s et le tout est extrait a l’&her de p&role de la man&e 
habituelle. 

Chromatographie de Ensaponifiable 
La mat&e insaponi8able (4 mg) est chromatographiQ sur une microcolonne (5 x 200 mm) 

contenant 1,5 g de silice. L’elution est ass&e par des proportions croissantes d&her dans 
l’ether de petrole et des fractions de 5 ml sont collect6es dans des tubes. L’activite de chaque 
fraction est d&ermin& grace a un compteur “Nuclear Chicago”. Pour cela, une partie 
aliquote (0,2 ml) de chaque fraction est dQo&e sur une coupelle de man&e a former, apr&s 
bvaporation du solvant, une couche de produit t&s mince. 

La concentration en stQols de chaque fraction a & determinee g&e a la technique colori- 
metrique de Moore et Baumann l3 utilisant la r&action de Liebermann-Burchard. On a pu 
ainsi obtenir pour chaque exp&ience, un diagramme d’elution; ce diagramme comporte 
d’une part une courbe correspondant a l’activite de chacune des fractions, d’autre part une 
courbe correspondant a leur concentration en stQols. 

La purete radiochimique des substances contenues dans chacune des fractions &&s a 6ttb 
contr6l&e au moyen de chromatographies en couche mince, r&alis&s en pr&ence d’un temoin 
non radioactif, et rWlQs par les pro&d& conventionnels et par autoradiographie. E&n, la 

12 L. G. NICKJXL et W. TULECKE, J. Bioch. Microb. Techn. fig. 2,287 (1960). 
13 P. R. MOORE et C. A. BAUMANN, J. J3ioZ. Gem. 195,615 (1952). 
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technique d’autoradiographie, coupk A la chromatographie en couche mince fonctionnelle.ld 
a permis de travailler sur des quantitts non pond&ales de produit. Pour cela, des films radio- 
graphiques “ Kodirex” ont et6 appliquks contre les chromatogrammes et dkveloppks aprks un 
temps de pose d-environ deux semaines. 

Identification du Squalk 

Les fractions tluCes ri Vether de p&role lors de In chromatographie d&rite au paragraphe 
prCddent contiennent du squaltne. Pour I’identification de ce dernier, deux systbmes 
de chromatographie en couche mince sont utiliskes. Dans le premier. I’adsorbant est du gel 
de silice et I’Cluant du cyclohexane pur. Dans le second on rmploie du gel de silice imbibe de 
5 “d de nitrate d’argent et un eluant comprenant 3Ofd d-acetate d’kthyle dans le cyclohcaane. 
La rhelation des chromatogrammes est assurck d’une part par des vapcurs d’iode. d’autre 
part par autoradiographie. 

Prt+aration d' He.~achlorwe de Squal&w 

Dusqualcke (90 mg) est ajoutC ridu produit xradioactif ( Q 100.OOOcoups,‘min) en solution 
dans l’adtone anhydre: on fait barboter un courant de gaz chlorhydrique set dans la solution 
refroidie i - 5 ‘. Dans ces conditions. un derive est obtenu, et identifie comme &ant I’hexa- 
chlorure de squakne: F- 114-120”: spectre de RMN: signaux de 8 groupes mCthyles ti 
1.51 : 1.55 et 1.58 ppm.. 16 groupes mCthyltnes A 1.71 ppm. On le rccristnllise (cf. Tableau 3). 

S&paration du Cyloartekol. du AfC;rI~ylPI~e-24 Cyrloarfanol et du J_atrosthol 

On pro&de h une incorporation d’acktate de sodium I -“C de 1 hr. Les fractions corres- 
pondant au pit y du diagramme d’Clution (Fig. 1) sont rhnies (65.000 coups/min): du 
cycloartknol froid (11.7 mg) ebt ajoute et le tout est acetylt pendant 4X hr dans les conditions 
habituelles. On ajoute de I’acttntc de lanostkyle pur CF= 132’. 8.X mgV et le milieu r&ac- 
tionnel est traitt de la manic+ habituelle. Le melange des acetates est chromatographik sur 
une colonne de silice (2 g). L’Glution est assurt!e par 200,, de benzkne dans V&her de petrole. 

Le melange dcs acttates (45.000 coups,‘min) est trait6 par UII exds (100 mg) d’acidc 
p-nitroperbenzoique pendant 12 hr. Le mklange Gactionnel est trait6 de la manitke habituelie, 
et le mklange des Gpoxydes obtenus est AromatographiC sur une colonne de silice (:! g). 
L’klution est assuree par un gradient d’kther dam I’tther de pktrolc (Tableau S). 

S”,: d’kther dans IVther de p&role 10 liactions 
10” ,, d’tther dans Ether de p&role IO fractions produit I (30.000 COUP, min) 
IS” ,: d’tther dans Ether de p&role 10 fractions 
10” ,, d’kther dam IVthcr de p&role IO fractions produrt IT I100 coups min)+ 

p- 

+ ActwitC indistmcte du hrult de fond. 

A&tare n’Ppo.~-y-24: 25 cyckourtanyk 

Le produit 1 est recristallisP dans le methanol, F= 141-142‘. Spectre de RMN: :! groupes 
mkthyles sur CpoKyde A 1.25 et 1.31 ppm. WI proton sur kpo\yde d 2.69 ppm. 

* Le IanostS-rol s’acktyle dam les memes conditions que Ic cycloarti.nol. II ne petit dDnc pas y abolr un 
factcur sflcctlf ii ~1: niveau. 
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A&ate de die$oxr_8 : 9,24f : 25 lanostanyle 

Le prod& II est recristalli& dans le m&hanol, F = 192-194”. Spectre de RMN : 2 groupes 
methyles sur dpoxyde a 1,25 et 1,29 ppm 1 groupe m&hyle d&blindC (mkthyle en 14) a 1,13 
ppm, un proton sur epoxyde a 2,63 ppm. 

CONCLUSIONS 

En entreprenant ce travail sur les tissus de Tabac cultiv~% in vitro, nous nous proposions : 
(a) De voir si les voies biosynthtiques conduisant aux stQols des animaux &Gent valables 
bgalement, d’une man&e g&&ale, pour les tissus des plantes. (b) De voir si les differences 
morphologiques observks entre les tissus c&iv& in vitro et les plantes dont ils d6rivent 
pouvaient &a.lement se traduire par des differences biochimiques dans le m&abolisme des 
st6rols. Ceci impliquait l’&ablissement et la comparaison des chaines biosynthkiques darts 
le Tabac et dans les tissus de Tabac cultiv& in vitro. Le present travail rapporte toutefois 
settlement les rktltats dune etude effect&e sur les tissus anerg& de Tabac cultiv6s in vitro. 
Le second point fera l’objet d’ktudes ult&ieures. Des rtkrltats r&cents obtenus avec les feuilles 
de Tabac ont montre que les observations faites avec les cultures de tissus semblent avoir un 
caractere g&&al. Il n’y a pas de lanost&ol dkelable dans les feuilles de Tabac mais le 
cycloartenol y est pr&nt.15~16 

Nous avons pu identifier, en plus des phytost&ols, le squakne, le cycloart&ol, le methyl- 
tie-24 cycloartanol, le mkthyl-4a-stigmastadi&w7,24-(28)-ol-3/3, ainsi que son compagnon en 
s6rie ergostanique, et d&rminer l’ordre dans lequel ces prod&s se marquent : squal&ne . . .,) 
cycloart~ol,) m&hyMa-stigmastadiene-7,24-(28)-ol-3/3 . ...) phytost&ols. 

L’ordre de marquage de ces substances est en accord avec le sch&na biosynthetique classi- 
que ktabli dans le cas des st&ols animaux. D’autre part, l’identification du m&hyl-4a- 
stigmastadi&ne-7,24-(28)-01-3/J, ainsi que de son compagnon en &ie ergostanique, co&me 
que la route conduisant aux phytostbols a partir d’un triterp&ne t&racyclique (qui pour& 
&re le cycloart&nol) implique la perte successive d’un mkthyle en 14 et dun mkthyle en 4. 

Cependant si la voie biosynth&ique conduisant aux stkrols des tissus de Tabac cultivb 
in vitro pr6sente des analogies profondes avec celles des tissus animaux, elle se caract&ise par 
des differences appnkiables; en effet, l’un des intermkliaires les plus importants de la cMne 
biosynth&ique animale, le lanostQo1, n’existe pas dans les cultures, du moms pas ZL des 
concentrations dkelables par nos m6thodes les plus sensibles. On est done conduit a envi- 
sager un internkliaire m&abolique nouveau; cet interm?diaire powrait &tre Ze cycloartdnol, 
qui se marque tr&s vite et t&s intensknent, et dont la concentration tr& faible dans les cultures 
implique I’existence d’un renouvellement. Les r6sultats d’exp&iences pr&uinaires rappor- 
t&s sont en faveur de ce point de vue, de m&ne que l’ensemble des etudes effect&es sur les 
produits naturels des veg&aux, qui ont montrk que le cycloart&rol est un constituant de 
beaucoup d’espkes vegetales alors que le lanostkrol y est treS rare.i’ 

11 faut noter par ailleurs que, dune part, la formation du cycle propanique en 9 : 19 corre- 
spond a un mkanisme de cyclisation du squakne lbgkement modilie seulement par rapport 
ZL ce qu’il est dans le cas du lanost6ro1, mais tout aussi probable, et que d’autre part, l’ouverture 
du cycle propanique est r&lisk t&s facilement in vitro par traitement acide.ls On peut done 

15 J. D. E-, L. HIR~I et G. chJIUSSON, Compt. Rd., SOUS PESSC. 

16 W. W. REID, Communication personnelle. 
17 G. OURISSON, P. CRAB& et 0. RODIG, Tetrucycltc Triterpenes. Hermann, L.eeds (1964). 
18 H. R. BENTLEY, J. A. HENRY, D. S. IRVINE et F. S. SPRING+, J. Chem. Sot. 3673 (1953). 
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imaginer I’existence, dans les tissus de Tabac. d’enzymes assurant I’ou\erture du cycle 
propanique, avant ou aprks les dkmethylations conduisant aux ph) to&-ok. D’ailleurs 
I’existence, dans de nombreux vtg6tau.v rkpartis dans plusieurs families. de d&iv& du curbi- 
tane dont le plus simple est la br>ogCninc. correspondant 6 I’autre auk erture possible du cycle 
propanique et la structure du pollinnstanol. dt+mtthylG en 4 mais “encore’0 cyclisk cn 9: 19. 
deviendraicnt plus aisement comprkhensibles. I”, N Par ailleurs, le comportement du cyclo- 
art&o1 est diff&ent de celui du lanost&ol. dam le cab des tisws animaul. En effet. si la 
biosynthtse du cycloardnol dans les tissus anergiks de Tabac est trts rapidr. comme celle du 
lanosttrol dans le foie de rat, son renouvellement semble beaucoup plus ent : il y a done Iri 
un probkme biochimique don1 la solution definitive rkcessitcro des Ctudes approfondies. 

Les tissus de Tabac cultivCs irt vitro se sont ainsi montrks un matCriel favorable. tant sur le 
plan technique que sur le plan biochimique, pour I’Ctudc des ph>tost&ol\. II est permis 
d’esptrer aborder ainsi le probltme de la signification biochimique des phytostkols, qui est 
encore inditermike. car si I’anabolisme de ces derniers est en passe J’etre connu. lcur 
cotabolisme n’a fait pour le moment I-objet d’aucune rccherche. 
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