
Phytocbemistry,l966,Vol.5,pp.31to44. PergammRsasLtd. Prbltcdin~ 

LA BIOSYNTHhSE DES STfSROLS 
TISSUS DE TABAC CULTIVl% IN 

DANS LES 
VITRO*-I. 

ISOLEMENT DE SThROLS ET DE TRIl-ERP~ 

P. BENWNWE, L. HIRTH et G. OURNON 

D&art-t des Applications Biologiquea du Centre de Recherches Nucltires, 
Strasbourg-Cronenbourg, France 

(Regx le 24 Juin 1%5) 

R&m&-Les stkrols et triterp&m suivanta sont identi& dam les tissus de Tabac cultiveS in v&w: campegt&ol, 
/3-sittoSt6rol, Stigmast&o& cycloartQl01, mbhyhhe-24 cycloartanol, citrostadi6nol et 28-nor citrostadi6nol. 
Abstract-The following sterols and triterpenes have been identikl in tobacco tissues grown in vitro: campe 
sterol, ~-sitmterol, stigmasterol, c~cloartenol, 24methylenecycloartanol, citrostadienol and 28-nor citro- 
stadienol. 

INTRODUCTION 

LES CULTURES de tissus de plantes, obtenues simultan6ment en 1939 par Gautheretr et Whiu~,~ 
constituent un materiel prkieux d’etudes en physiologie veg6tale.3 Cependant, sur le plan 
biochimique, le nombre de travaux effectues a ce jour sur les tissus de plantes cultiv6es 
in vitro est rest6 t&s restreint. Le mkabolisme des glucides,4 cehti des composes azot4s et des 
acides nuc16iques,5-7 ont toutefois 6tte &ulieS; il a d’autre part et6 dkmontre que certaines 
cultures de tissus ktaient capables d’heberger des viruss. 

Il ne semble cependant pas exister d’kudes effectu&x A l’aide de tissus de plantes cultiv6s 
in vitro, sur le metabolisme de certains produits naturels tels que les alcaloIdes, les &p&es 
et les st6rols. Pourtant, les cultures de tissus constituent un materiel t&s propice au etudes 
biochimiques; peu ou pas ditf6rcncies3, ces tissus croisscnt le plus souvent sur un milieu 
synthetique, et toujours dans des conditions de st6riliti rigoureuse. Ils forment un materiel 
reproductible, peu sensible aux intluences saisonnikes. En outre, les problemes de p&n&a- 
tion de substances dont on voudrait etudier le metabolisme, et ceux de leur transport aux 
sites actifs, semblent devoir &re plus simples que dans le cas des planks. 

Les travaux &cents effect& sur des tissus de Dioscorea compsita et d’Agave tumeyana 
culthds in vitro ont montr6 que ces tissus ne contenaient pas les sapogknines a noyau sterolique 
(diosgenine ou hkogenine) rencontrk darts les plantes dont ils proviennent.g Cette obser- 
vation montre que les tissus cultiveS in vitro reprkentent probablement un materiel original et 

* Lcs recherches r&sum&s ici ont btk entreprises dam le cadre d’une action conjointe, aid& par lea 
sections de Biologie cellulaire et de Chimie organ@ du C.N.R.S., ultieureme nt transfor&e en Recherche 
coopkrative sur progmnme No. 34, intitulk “L’utilisation des tissus d&taux c&iv& in vitro pour l’tide 
des prod&s naturels”. 

1 R. J. GA-, Compt. Rend. 208,118 (1939). 
: k 7~ Am. J. Bot. 26,59 (1939). 

wrmam, La cultwe dcs tissus vdgfftfzux. 
4 A. &us, Ann. Biol. 30,297 (1954). 

IvUion, Paris (1959). 

5 C. LION, Compt. Rend. 244,2171 (1957). 
6 L. HIRTH, Thke Dr. &s Sci., Paris (1958). 
7 H. DURANTON, Thhe Dr. &s Sci., Paris (1959). 
s G. SEGIU~IN, Compt. Rend 226,594 (1948). 
9 L. H. W~INSIEIN, L. G. NICKELL, H. J. L~uamcm, JR. et W. TULECXE, Contrib. Zhyce 7kwnpson Inst. 20, 

(3), 259 (1959). 
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simplifi6 par rapport g la plante d’origine. Mais il est permis d’espker que ce materiel 
simplifi6, inadkquat pour 1’Ctude de certains problkmes. est au contraire tres favorable pour 
celle de questions qu’il faudra naturellement choisir avec discernement. C’est ainsi que. dans 
le cas qui nous occupe. le choix de I’ttude des stkroldes prCsents dans les cultures de tissus de 
Tabac a Ct6 heureux. I1 a permis de mettre en evidence des corps qui. comme nous l’avons 
constate uldrieurement, auraient CtC beaucoup plus difficiles h etudier I;i nous avions utilisk 
seulement les divers organes de la plante entitre. 

Nous renvoyons h des mises au point rkcentes pour la discussion des &apes conduisant 
de l’acide acetique. par l’intermkdiaire de l’acide mkvalonique, du squalkne et du IanostCrol, 
au cholestCrol.‘” I6 Ces ktapes ont ttC mises en Cvidence grrice aux travaux effect&s sur le 
foie de rat et la lcvure. On a extrapolk le schema ainsi obtenu h tous les organismes capables 
de fabriquer des sttkols, et notamment aux plantes. Cctte derniere hypothkse est appuyee 
par certaines expkiences. Ainsi. Battersby et Parry” ont montrC quc la distribution de la 
radioactivitk dans le j3-sitostkrol form6 par Rauwol$~ serpmtina est compatible avec l’hypo- 
thbe de la voie a&ate-mtvalonate-squalkne, quand on fournit n la plante de l’acktate et du 
mCvalonate marqutk Nes or ~1.‘~~ lv ont 6tudiC l’incorporation d’acide mkvalonique duns 
le /3-sitostkrol et la &amyrme par les embryons de pois. Du squalc’ne radioactlf a pu Ctre 
is016 au tours de ces expkriences. Nicholaszo. Ctudiant l’incorporation d’acktate I-laC par les 
feuilles. tiges, fleurs de Sahia oflicitmlis. a montrC que ce sent les fleurs qui produknt le plus 
activement le /I-sitostcrol: cet auteur a mis tgalement en Cvidence une formation, et selon lui 
un renouvellement des triterptnes pentacycliques dans les trois organes. Hcftmann et 
Bennett” ont ktudit, avec les tissus de Dioscoreu spicwlij/or~~. l’incorporation d’aclde 
mCvalonique _ ‘J-14C dans quatre sapogenines h noyau stkrolique (diosg&ine, yamogknine. 
gentrogenine et corrClogt5nine) et dans trois stkrols t/3-sitostkol. stigmastkrol et cholestfrol). 

Goodwin er aL2’- ?’ ont CtudiC la biosynthkse des stkrols vkgetau\ cn liaison abcc la 
biosynthtse des carotknoides, de la plastoquinone et de l’ubiquinone. II\ ant montrt que les 
stkrols et l’ubiquinone, contrairement B la plastoquinone et aux carntknoides. ne sont pas 
synthCtis& dans les chloroplastcs. Goodwin et Williams- J. d’autre part. rapportent dans une 
note prkliminaire. l’irolement de stkrols. de carotknoldes et de xanthophylles dans leq tissus 
de Rosier cultives in vitro. Enfin. la biosynthkse de la digitoxighiine ;I it6 Gtudike dans In 
Digitale 15. 2; 

I . 

“’ E. HEFThlANN, a&n. Rev. Piant P/I.I% 14, 225 (1963). 
1’ T. T. TCHEN, Metubolic Pathwr~.r.~. p. 389. Academic Press, N.Y. (I 960). 
12 5. W. CORNFORT~I et G. POPJ~Y. Adv. E~_wzd. 22. 281 ( 1960). 
I3 0. KAKLSIROM. Svensk Kenzish Tiifskrrfr 74. 1 I ( 1962). 
1J P. CK.\& et G. OURISSON, BiogPnhe des terphes et stkols. hi. Oh. Beige 22. I31 1 (1957). 
15 J. W. CORNFORTH. R. H. COKNIOKIH. M. G. HORUI-+ A. PELI~K et G. PopJ.w.. C&II fiwmlutron Spp., 

p. I 19. Churchill. London f 1959). 
Ih D. ARIC,OUI. C~hu Fourrdutim Symp., p . Xl. ChurchIll. London (1959). 
1’ A. R. BATTFRSB’~ et G. V. PLKR~ , Tetrdrrrhon Let. 14. 787 (1964). 
I4 D. J. BAI~IED. E. CAPSXU K ct WV. NIL Bwchemi.w_v 1, 537 (1962). 
I’) E. C,~\rw 4f K, D. J. BMSTFD. W. W. hl~ \vIfwH AhI)ER. G. Bl.OhDIU, U. L. Rows et \V. R. Nt s. B~ruhvw.\/r~ 1, 

1178f1963. 
1(1 H. J. NK-HOLAS. J. Rlol. Chem. 237. 1476 (1962). 
21 R. D. BENYET et E. HEFTMANN. .-lrd?. Bioclwm. Bqdr~s. 103, 71( 19631. 
‘2 E. I. MFRC ER. et T. W. GOODWIN. B~oc/xw. J. 88,‘. 16 P ( 1963) 
L7 D. R. THRELEALL, W. T. GRIF~IIH eI T. W. GwDwh, Bmch~ J. Y2. 56~ (1964). 
24 1’. W. GOODWIN ct B. L. WILLI.%MS, P/fJ/oc/lew 4. 81 (1965). 
2% H. GREGORY et E. LEETE. C’lrem. u/d Id. 40, 1242 ( 1960). 
36 J. W. Euw et T. REICHSTEIN. Heir. Chirn. Actu 47, 7 I I (1964). 
*7 R. TS(‘HESI-HF cI G. 1.11 IEh\vFIs\. iT ~%‘mrr/imch. 1Yh. 265 ( 19641. 
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L’ensemble de ces travaux a permis de montrer que les sttkols ou les triterpenes des planks 
deviennent radioactifs lorsque de l’acide acktique ou de l’acide mevalonique marque sont 
administn% comme pnkurseurs. Les techniques utilis&es, qui comportaient des marquages 
g&&alement longs, n’ont cependant pas permis de mettre en evidence les intermediaires de 
la biosynth&se des phytostetols, sauf le squalene.* 

Cependant, les st6rols des v&&aux prbentent certaines particularit6s. Dune part, la 
presence d’un ou de deux carbones supplCmentaires en G24 est un phenomene t&s gC&al. 
Ce groupement provient dune reaction de transmethylation caracteristique des tissus de 
plantezs~ 2g. D’autre part, l’isolement de toute une s6rie de triterpenes tetracycliques diff&ents 
du lanostkrol dans les plantes (cf. 30>, ainsi que la mise en evidence de prod&s de d6m&hyl- 
ation inattendus de ces demiers, tels que le cycloeuca16no130, le pollinastano131 ou la mac- 
dougallineJ2, pouvaient laker pr6voir l’existence, dans les plantes, de voies biosynthetiques 
diff&entes de celles existant chez les animaux. 

L’etude des voies metaboliques conduisant aux phytosterols nkessitait l’utilisation de 
marquages courts, ainsi que celle d’un mat&iel v&&al approprie a ce type de marquage, ce 
qui nous a conduits a etudier les perspectives offertes par la culture des tissus vCg&aux in vitro. 

Dans un premier temps, nous nous proposions dVtudier les constituants steroliques de 
quelques tissus vegetaux cultivb in vitro. Dans un deuxi&me temps, nous avons recherche 
les relations m&aboliques existant entre ces differents constituants. Le present article rend 
compte des rksultats concernant le premier point. 

ti SULTATS 

Mise en lhahce et Identification des Stkrob et des Triterphes 

La fraction insaponiflable de colonies de Tabac lyophili&s a donnb, par chromato- 
graphie sur silice, quatre “produits” hWrog&nes appelb A, B, C et D. 

Le prod& A ne donne pas de reaction au t&ranitrom&hane ; les spectres ix. et de RMN 
indiquent la presence d’un melange d’hydrocarbures saturks. 

Le produit D est homogbne en chromatographie en couche mince. Apr&s recristallisation 
dans le methanol, on obtient des cristaux, F = 14&141’, [cc],, = - 37“. Ceproduit apparait, en 
RMN, en i.r. et par son spectre de masse, comme un melange, que nous n’avons pas pu 
r&o&e en ses constituants. 11 a cependant et6 aid d’identifier les trois constituants majeurs 
de ce melange, en comparant les propri&s spectrales des acetates avant et apr6s hydrogena- 
tion (Fig. 1) et grke a la chromatographie en phase gazeuse. Lc pro&t D est constitue d’en- 
viron 37% de campest6rol (I), 37% de @itost&ol (II) et 25% de stigmast6rol (III)33s34 
(Tableau l), plus un constituant mineur, dont la masse molkulaire correspond a celle du 
cholesterol. 

l Bennett et Heftmann viennent de dhmontrer Pincorporation de squall dam le @itost&ol, par les 
plantules de Pburbitfs nil Chois.30 

** S. BADER et D. ARI~NI, Pm. Chm. Sot, 16 (1964). 
39V.R.V ILLANUNA, E. I_mrmm et M. BARBIER, Bull. Sot. Chim. 1423 (1964). 
30 G. O~RISSON, P. CRABBY et 0. R. RODIG, Tetrucyclic Triterpenes. Hermann, Leeds (1964); 

G. OURISSON, P. CIUBI& Les triterpks tdtmcycliques. Hem-mm, Parii (1961). 
31 M. BARBIER et M. F. Ht.kx.~, Bull. Sot. Chim. 2012 (1964). 
32 c. DJERASSI, J. C. KNIGHT et D. I. WKKINSON, J. Am. Cbem. Sot. 85,835 (1963). 
33 P. Bmvmme, L. HIRTH et G. OURISSON, Compt. Rend. 258,5515 (1964). 
34 P. m, T&se Dr. Ing., Strasbourg (1964). 
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TABLJMU I 

(I): R= 
Me&Me 

Me 

R 

d@ Me 

Me Y+ Me 

(II): R= 

HO \ Me 

(III): R- 

\ 
RO & 

(IV): R=H 

(V): R=Ac 

HO 

0’1) (VII) (VIII): R= H 
(IX): R=Ac 

RO 

(X):R=H 
(XI): R=Ac 

(XIl):Rl=H, Rz=H 
(XIII): Rl=Me/, R2=H 
(XIV): Rl=Mt$ R2=Ac 

La substance B est chromatographiquement identique au lanosttkol; son point de fusion, 
tres bas, indique la presence d’un melange, aussi avownous pro&de A son ac&ylation. 
L’acetate obtenu a kt6 chromatographi6 sur une colonne de silice imbibee de nitrate d’argent : 
dew acetates, que nous appellerons BZ et B2 ont pu &re ainsi &par&s. 

L’ac&ate du produit Bl, nx&allisC dans le m&hanol, fond a 127-129” et a meme RIen 
chromatographie en couche mince que l’ac&ate de lanostkyle. La masse molkulaire de 
cette substance, d&xmin6e par spectromktrie de masse, est identique a celle de l’ac6tate de 
lanostthyle (m/e = 468) m& les fragmentations principales sont dif&entes (Tableau 2). 
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TABLEAU 2. PRINCIPALES FRAGMENTATIONS APPARAISSANT DANS LES SPECTRFS DE. M&SE 
DES ACETATE.5 DFS PRODUITs B1 ET 82 JZT DE L’ACtTATE DE LANDSTiRYI F. 

Acetate du prod& BI A&ate du produit B2 A&ate dc lanostCr>le* 
(m,k) (tiI;L’) ltlI:d 

-- ____ .__. ___ ._._ __. . -._ --- ---. -. ------ 

468 M’ (p~c mokulamz) 482 M” (p~c mokculaire) 468 M (p~c moleculalre) 
408 M’-60 422 Ma-60 408 M-60 
339 -- 343 - 
297 U 300 h - 
286 b 297 a -- 

271 h-15 285 h-15 -- 

* Aucun plc correspondant aux fragmentations a et b n’apparait dam Ic spectre dc 
masse de l’adtate de lanostkryle. 

Etant don& que nous nc disposions que de quelques mg de ce produit. nous avons 
utilist la chromatographie en couche mince “fonctionnelle”35. afin d’obtenir des renseigne- 
ments supplkmentaires. C’est ainsi que le comportement vi+l-vis de l’acide p-nitroper- 
benzoi’que a r?tk etudiC. L’acetate de lanostkyle (exempt du dCrivC dihydrogkk) donne 
d’abord un monokpoxyde, puis le diepoxyde3b. 

L’acCtate du pro&it Bl ne donne. dans les m&mes conditions. qu’un seul tpoxyde. Le R’ 
de ce dernier en chromatographie en couche mince est identique B celui du monokpoxyde de 
l’acetate de IanostCryle; c’est done certainement un monoipouyde. 

Le produit BZ a done probablement une seule double liaison: comme il a mSme masse 
molkulaire que le lanostkrol, il contient done un cycle suppl~mentaire. comme le cyclo- 
art&o1 IV. L-acetate du produit BI a done cte compare avec un Cchantillon d’acCtate de 
cycloartknyle V fourni par le Professeur D. Arigoni: les spectres i.r. des deux produits sont 
superposables. ainsi que leurs spectres de RMN (effectuCs dans des microccllules).3’ 

Enfin, une Ctude effectuke par M. H. E. Audier.-ls sur une s&k de triterpks tktracycliques 
possCdant un cycle propanique en 9: 19, a mis en evidence quelqucs fragmentations carac- 
tkistiques de ces systtimes. permettant d’identifier le cycle A d’une part et kgalement la 
chaine laterale. 

Le spectre de masse du produit BZ est identique h celui de l’ackate de cycloartCnyle. Le 
pit ;i ltzjc 297 correspond h la fragmentation a. Le pit 5 m/r 286 correspond i la fragmen- 
tation E. La substance BZ est done le cycloartenol : l’identification a &e rkalisGe a\cc 7 mg de 
produit en tout. 

La substance qui accompagne le cyclosrtenol au cows de l’extraction se trowe en 
concentration encore plus faible. Les mCmes techniques que celles d&rites ci-dessus ont ett 
utiliskes pour son identification. Ainsi, l’action de l’acidep-nitroperbenzoi:que sur I’acktate 
duproduit B2 ne met en Cvidence qu’une seule double liasion. et le spectres i.r. et de RMN 
indiquent que cette double liaison correspond & un groupe mCthyl?ne. Enfin. le spectre de 
masse (Tableau 2) indique une masse mokulaire correspondant h la formule C31H5Z0 et 
prksente les fragmentations caracteristiques d’un triterpkne tttracyclique cyclopropanique 
dont la chaine la&ale posdderait le groupement methylkne ainsi qu’un ntome de carbone 

3j C. MATHIS et G. OURISSON, J. C7zrom~~to.q. 12,‘w ( 1963 J. 
Jb D. CASE et G. PONSINET, Rt!sultats non pub&. 

37 P. BENVENISTE. L. HIRTH et G. OURISSON. Compt. Red. 259. 2284 (1964). 
M H. E. AIIDIFR, Rhultats non publiks. 
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supplementaire : le pit a correspondant a la rupture de la chaine la&ale se trouve it m/e 297, 
et le pit b correspondant au clivage des liaisons 9 : 19,9 : 10 et 5 : 6, est deplack a m/e 300. 

On sait par ailleurs, que la ramification en C-24 de certains stQoIdes et triterp&nol[des des 
v&&wx provient de la m&hionine18*2Q*3s. N ous avons pu montrer que le produit B2 
incorpore la m&hionine 14CH3, alors qu’aucune activite n’apparait au niveau du cyclo- 
art6noPQ; ceci sugg&e que le carbone supplementaire de la chaine la&ale du prod& B2 
doit se trouver en C-24. La structure la plus probable pour le prodzdt B2 est done celle du 
m&hyl&ne-24 cycloartanol (VI) (le cyclolaudenol, son isomkre AZ5 (VII) &ant Climinedufait 
de l’absence dans le spectre de R.M.N. de signal d’un groupe m&hyle sur double liaison)“). 

L’ac&ate duproduit B2 a done et6 compare avec un dchantillon d’acktate-3p de m&hyl&ne- 
24 cycloartanyle (F = 122”), que nous a fourni g&reusement le Dr. G. Ohta. Le comporte- 
ment de ces substances en chromatographie en couche mince fonctionnelle est identique 
vis-a-vis de rkctifs tels que l’acide p-nitroperbenzolique et le tetroxyde de ruth&rium. Entk 
leurs spectres de masse sont identiques. Leproduit B2 est done le m&hylkne-24 cycloartanol; 
l’identification a &t6 rklis&e avec 4 mg de prod&. 

I1 faut noter que l’isolement de quantit& sufhsantes des substances Bl et B2 a nkessite 
de nombreuses extractions de tissus de Tabac cultivb in vitro; en aucun cas nous n’avons pu 
mettre en &idence la moindre trace de lanosterol. 

La substance C est homogkne en chromatographie en couche mince est son Rfest identique 
a celui du lophtkol (XV, H au lieu de Ac)~~, et en g&r&al a cehri des methyl& st&rols dont 
nous avons dispose; recristallistk dans le m&hanol, elle fond a 160-164”. Le spectre de 
masse monk que l’on affaire en fait ZL un melange de deux substances dont les formules 
brutes SOUt XqeCtiVeIUtZnt C30HS00 et c2~H4@. Pour des SqUektteS t&aCyCtiqUeS, ce~ 

formules correspondraient a la presence de deux doubles liaisons. 
On a pro&& a l’ac&ylation de ce melange, et les acetates obtenus ont t% chromato- 

graph& sur une colonne de silk imbibtk de nitrate d’argent. Deux substances CZ et C2 ont 
ainsi t%tB isolks sous forme de leurs acetates. Ces demiers sont indiscernables en chromato- 
graphie en couche mince, meme quand le gel de silice contient 5 % de nitrate d’argent. 

Les produits Cl et C2 se comportent dune man&e identique vis-a-vis de l’acide p-nitro- 
benzoique: aprts une heure de reaction, on observe la formation dune substance dont le Rf 
correspond a cehri d’un diepoxyde. Avec des temps de reaction plus courts, on observe la 
formation d’au moins deux produits, pouvant &re des monokpoxydes d’apr&s leur Rf. 

Le spectre! i.r. de l’ac&ate de CI comporte une band a 817 cm-r, caract&istique dune 
double liaison trisubstituk Celti de l’acetate de C2 comporte deux bandes a 883 et 1635 
cm-r, caracteristiques d’un groupement m&hyl&ne. Les spectres de masse abregk des deux 
acetates sont rapport& dans la Fig. 2 et dans le Tableau 3. 

On voit que: (a) Les fragmentations des produits Cl et C2 sont comparables en ce sens 

qu’a chaque pit de CZ de m/e inf&ieur a 370 correspond un pit identique pour C2; les pits 
de m/e sup&ieurs ii 370 sont par contre dt?calt!s de 14 unitds (soit de CH2). (b) L’allure du 
spectre de masse permet de postuler pour CI et C2 les structures VIII et X. 

En effet: 1.-T” fragmentation a correspond a l’elimination de la chaine latkrale. Elle 
donne ici un pit a m/e 269, alors qu’il se trouve a m/e 255 dans le cas du cholest60142. 2.-T\” 

39 P. BE-, L. HIRTH et G. O-N, Phytochem. 5,45 (1966). 
40 G. BWTI, F. BOLTAM, B. MACC~, A. Mm, G. -N et H. PmxaOwSIc~& Bull. Chem. Sot. 2359 

(1964). 
41 c. DJE~ASSI, G. W. Kwcowm, A. J. Lmm, K. H. LIU, J. S. M~uset R. Vmom, J. Am. Chem. Sot. 80, 

6284 (1958). 
43 H. BUDZIKIEWICZ, C. DJWASSI et D. H. Wm, Structure Eluciaktion of Natural Prodkts by Mass 

Spectrometry, Vol. II. Holden Day, San Francisco (1964). 
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TABLEAU 3. I’RlNCIPAL@S FRAGMENTATKNS APPARAISSANT 
DANSLES- DE b¶ASSE DES ACthATl35 DES cl ET C2 

mle A&ate de Cl Ac&ate de C2 

iti 
408 
394 
370 
327 
310 
269 
267 
227 

Pit mokulaire M 

w-60 

zi 
c-60 
a 
d-60 
b 

Fit mohulairs M” 

Ma-60 

: 
c-60 
a 
d-60 
b 

m&me, la fragmentation b, qui correspond au clivage du cycle D en 13 et en 1442*43 donne 
ici un pit a m/e 227, alors qu’il se trouve a m/e 213 dam les cas du cholest&ol. 

3.-La fragmentation c est mise en evidence chez les sterols possklant un groupement 
&hylid&ne ou m&hylene en C&e 3* Elle donne ici un pit il m/e 310 alors qu’il se trouve B 
m/e 296 darts le cas du fucosttrol, non methyl6 en C-4 (Fig. 3). Nous montrerons dans un 

H&C”, m/e=310 

RG. 3. 

R 

w 

23 

+ 
24 

HjC CH, 

article ulterieur que ces produits sont biosynth&ist% avec incorporation de mkhionine. Ce 
r&what est pleinement en accord avec les groupements Cthylid&nes ou methyl&s mis en 
evidence en position C-24 par la fragmentation c.3g 

4.T” pit a m/e 327 (et son homologue d-60 A m/e 267) est de loin le pit de base. Ce 
pit semble &re caractt%istique des A’-st&ols 38. Les spectres de masse de produits XII, 
XIII, XIV et XV* pow&dent tous en effet des pits homologues du pit A m/e 327. 

L’ac&ate du pro&f Cl a ettb compare a un echantillon da&ate-3 b de methyl-4 p 
stigmastadiene-7,24 (28)-yle isole par le Dr. K. Schreiber de Solanum tuberos&“. Dune 
part, le comportement des deuz substances en chromatographie en couche mince fonction- 
nelle est identique vis-A-vis de l’acide p-nitroperbenzo1que et de l’anhydride s&nieuz en 
solution ac&ique34. D’autre part, leurs spectres de masse sont identiques. Le produit CZ est 
done le methyE4a stigmastadikne-7,24 (28) ol-3fl. 

Nous avons vu que le pro&it C2 est chimiquement et chromatographiquement indis- 
cernable du produit Cl : de plus, il domre en spectrom6trie de masse les m&nes fragmentations 

* Nous remercions le Dr. F. Lederer, le Dr. J. B. Thomson et le Professeur C. Djerassi pour le don de ces 
quatre produita. 

43 K. BDZMANN, Mass Spectrometry. McGraw-Hill, N.Y. (1%2). 
44 K. SCHRBIBBR et G. OSKE, Tetrahthm 20,257s (1%4). 
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de w/e inferieur ti 370 que le pro&it Cl. La diffkrence de masse mokulaire de 14 unites 
et la prksence d’un groupement mCthyl&ne dans le spectre i.r. sont en fakeur de la structure 
IX proposee ci-dessus. Le prodrrit C2 serait done le methyl-4% ergostadiGne-7.24 (28)01-313. 
Quoique soupCon& dans le melange stkrolique de Solnirw~~ tdw-osur~~JJ. ce produit n’a 
jamais et6 isolC: il n’a. par consCquent, pas pu Ctre compare avec un Cchantillon authentique. 

La structure de la substance isolee par Schreiber est identique h celle de citrostaditnol 
prCctdemment isole par Sondheimer et Mazur de I’essence d’orangej”. Cependant. ces deuv 
substances ont un pouvoir rotatoire nettement diffkent: on R done avance que la configura- 

tion du groupement kthylidkne en C-24 ne serait pas identique dans Ies dew substances.ja 
Etant donnt que nous n’avons pas fait de mesures de pouvoir rotatoire sur le prohit CI 

nous ne pouvons pas affirmer si ce dernier est identique au citrostadik-wl ou li la substance 
isolee par Schreiber. 

DISCUSSION 

Le tableau 4 indique l’ensemble des substances isoks des tissus de Tabac cultivks irk vitro. 

TABLEAU 4. POINTS DE FUSION DES ST~ROL~ ET TRWZRP~NES ~sorb DES TISWS DE TALW 
ClILTIv~5 IN V&W FT POINTS DE FUSION DE LWRS ACiT4TkS 

._ 

PhytostCrols CholestCrol _I 
i Campestkrol I 

1 
StigmastCrol [ 
p-sitost&wl j 

Cycloartbnol 
Mtthylkne-24 cycloartanol 
M&hyl4n-stigmastadikne-7,24-(28)-01-3/l 
MCthyl4wergostadikne-7.24-(28)-ol-3j3 

Po1ds* r F. de I’acCtate 
. 

ISOmg l&141 136 

1Omg _ 127-129” 
4mg - I” 
6mg 162-164 Iii-1430 
4mg - 

a Pour 100 g de tam lyophihsk 

Les remarques suivantes doivent &tre faites: 

(1) Le solantsol, polyterpknol isolt des feuilles de Tabac4n oh il se trouve en quantitCs 
importantes. n’a pas pu &re mir en evidence lors de I’extraction d&rite ci-dessus. Les tissus 
anergik de Tabac sont en effet. nous I’avons dit. biochimiquement trks differents de ceux 
de la plante. Par contre. les tissus de Tabac culti& ill vim sent relati\cment riches en 
@itost&ol. campest&ol et stigmast&rol. et reprtsentent un mattriel convenable pour 
I’6tude de la biosynthPse des phytostkrols. La prkence de quantitks beaucoup plus faibles 
de triterpknes tetracycliques cyclopropaniques. ainsi que de triterpc’nes tetracycliqucs 
partiellement dtim6thylts. peut suggkr une participation de ceb dcrnihcs substances ri la 
biosynthke des phytostkrols. Pour &rifier cette hypothkse. I’emploi dcs elements marques 
s’imposait. Les rkltats de> evptkicnces dc marquage que nous a\ons rntreprises srront 

rapportees dans un prochain article. 
(2) D’une facon gCn&ale, les tissus anergiks de Tabac ont montr8 des variations impor- 

tantes dans la teneur de certaines substances par rapport h la plante d’ongine. C’est ninsi 
qu’on ne peut dkeler dan\ cc\ tkus ni chlorophylle. ni nicotine: par contre la scopolftine 

45 F. SONDHEIMFK et Y. MAZUR, J. AIL C%em. Sot. 80, 6293 (1958). 
46 R. L. ROWL~YD. P. H. LATIUER et J. A. GILES. J. .4m. C/wm. Sot. 78. 4680 (lY5hr. 
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y est t&s abondante47 alors qu’elle n’existe chez N. tabacum que dans le racine.4s Les 
tissus de Tabac repr&entent done un materiel qui, dans les conditions de croissance 
utilis&, diff&e metaboliquement de la plante d’origine. Son int&t reside dam le fait 
qu’il est possible de contr6ler strictement le milieu de culture sur lequel il pousse; on peut 
ainsi,en faisant varier la composition de ce milieu, modifier plus ou moins profond6ment 
le metabolisme des tissus cultiv6s in vitro. C’est ainsi que sur un milieu approprie, les 
tissus de Tabac forment de la chlorophylle. 

Les tissus de Tabac peuvent done rep&enter un materiel convenable pour l’etude de la 
variabilite des diff&ents types de m&abolisme dont la cellule vegetale est le siege. 

PARTIE EXPl?RIMENTALE 

Les Cultures de Tissus & Tabac 

Des investigations pr6liminaires portant sur des tissus de Rosier, de Carotte, de Dioscor&, 
de Tabac, etc. nous ont convaincus que les tissus anerg& de Tabac &Gent un mat&iel trb 
favorable pour r&oudre le genre de probl&mes que nous nous &ions poses.49 

Les tissus de Tabac utilis6s ont 6t.6 obtenus par l’un d’entre nous a partir de fragments de 
tige de Nicotiana tabacum, vari&6 P-19. Cette souche, ainsi que les conditions de culture, 
ont et6 d&rites par ailleum6 Rappelons cependant certains de ses caract&res les plus remar- 
quables. 11 s’agit dune souche anergi6e insensible a l’auxine exog&ne et poss&lant des 
prop&%% tumorales. Elle pousse sur un milieu synth6tique et d6pourvu d’acide Bindole- 
ac6tique (par litre: eau bidistillt% dans un appareil en quartz: 900 ml, solution minerale de 
Knop dilu6e l/2 100 ml, sac&arose: 35,5 g, aneurine: 10-j g, g&lose “Bacto Agar Difco”: 

12 g). 
La grande simplicite du milieu de culture sur lequel poussent les tissus anerg& de Tabac 

nous a confirmed dans l’intention d’utiliser ce materiel. D’autres tissuscontenantdesst6roIdes 
exigent en effet pour cro&re, des milieux complexes dam lesquels figurent souvent du lait de 
coca contenant des substances organiques mal d&ermi&s et pouvant &re gt%ratrices 
d’artefacts. Le caractere anergi6 des colonies utili&es, s’accompagne egalement de l’absence 
de toute organog&se3. 

Techniques d’lsolement et d’hientification des St&oh et des Triterphaes 

Les tissus de Tabac sont pr6levb et congel6s puis lyophili& La suite des op6rations 
conduisant a l’isolement des st6rols comprend une extraction a l’ether de p&role, une saponi- 
fication, puis une ou plusieurs chromatographies sur colonne de la mat&e insaponifiable. 
L’absorbant est de la silice (Merck, Darmstadt, 0,05 a 0,020 mm) utilis6e soit pure, soit 
imbib6e de nitrate d’argent. L’6luant consiste en des proportions croissantes d&her ou de 
benzene dans l’6ther de p&role. 

La chromatographie en couche mince a et6 systematiquement utilis6e tout au long du 
processus d’extraction; l’absorbant est de la silice Merck pour chromatographie en couche 
mince, utili&e soit pure soit imbib6e de nitrate d'argent : l’6luant est g&ralement un melange 
de cyclohexane et da&ate d’&hyle en proportions variees. Les chromatoplaques ont t%6 

47 P. BENVBNISTB, L. HIRTZ-I, S. MUNAVALLI et G. C~IRISON, Compt. Rend. 257,2704 (1963). 
48 L. J. DEWEY et W. S-IZPKA, Arch. Bioch. Biophys. NO,91 (1963). 
49 S. M. MUNAVALLI, Rhltats non publik. 
50 R. D. Bmmrr et E. HEFTMANN, Phytochem. 4,475 (1%5). 
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r&&es, soit par I’acide sulfurique, soit par le reactif de Liebermann-Burchard (5 % H?SOd 
dans l’anhydride acttique). Etant donne les tres faibles quantites de produits dont nous 
disposions, la chromatographie en couche mince “fonctionnelle” a ete largement utilisCej5. 
C’est ainsi que des acetylations, des epoxydations. des oxydations chromiques ou par le 
tttroxyde de ruthenium. etc.. . ont ettc effectutes dans des tubes capillaires scelles. Une fois la 
reaction termin& lem~langer~actionnelaCt~d~posCsurunechromatoplaqueenpr~senced’un 
temoin constitue par du produit n’ayant pas rtagi. Par ailleurs. une technique de separation 
trb gentkale a ete mise au point: elle consiste a acetyler d’abord les produits que 1’011 veut 
&parer, puis a traiter le melange d’acetates obtenus par un exds d’acide p-nitroperbenzoIque. 
Dans ces conditions, on Cpoxyde tomes les doubles liaisons et il se trouve que les epoaydes 
obtenus sont plus facilement siparts par une chromatographie sur colonne ou en couche 
mince. tout au moins dans les series triterpeniques et stCroidesjh. 

Par “traitement habitue1 ‘*, nous entendons une extraction des produits de reaction par 
I’Cther de petrole ou I’ether. des lavages acides ou alcalins suivant la nature de la reaction. 
un sechage sur sulfate de sodium et une evaporation sous vide. Les sobants utilises tout au 
long de ce travail ont CtC distill& avant usage. 

Les produits, isoles et purifies par les techniques dkcrites. sont identifies grace a leurs 
constantes physiques, leurs caracteristiques spectrales et la formation de derives. 

Les techniques physiques utilisees ont ete la spectrographic infra-rouge (i.r.). lartsonance 
magnetique nuclkaire (RMN)* et surtout la spectrometrie de masse+ particulierement 
adapt% aux trts faibles quantitb de produits dont nous disposions. La chromatographie en 
phase gazeuse: nous a egalement permis d’analyser les melanges de sterol,. 

Phytosttfrols 

Extraction desphytostkrols. Les cultures de tissus de Tabac lyophilisees (200 g de poids 
set) sont extraites dans un soxhlet par l’ether de p&role pendant 12 hr. Apres evaporation 
du solvant, I’extrait brut (1.056 g) est saponifie par la potasse ethanolique (2 g de potasse 
dans 20 ml d’tthanol); la reaction est conduite pendant 4 hr sous azote et en presence de 50 mg 
d’hydroquinone. Le melange rtactionnel est dilue de son volume d’eau distillee et le tout est 
extrait a Tether de petrole de la maniere habituelle. On obtient 386 mg d’insaponifiable. 

L’insaponifiable est chromatographie sur une colonne de silica (25 g). L’elution est 
assuree par des proportions croissantes d-ether dans I’ether de p&role. Des fractions de 
25 ml sont collectees (Tableau 5). 

Leproduit D. recristallistdans lemethanol donne des cristaux F = IW-I-II , [xlD= -37’ 
(chloroforme). 

AcPtylntion des pllytvsttirols. Les phytosterol’s (produit D. 100 mg) sont acetyk par 
I’anhydride acetique (I ml) dans la pyridine (5 ml) pendant une nuir. Apres traitement 
habituel. on isole un acetate ( 100 mg) F = I36 . [aID = - 40’ . Spectrr i.r.. 

(--CH=CH---) = 970 cm- I. 

Spectrede RMN. 2 groupes methyles a 0.91 et 1.00 ppm. protons vinyliques (1) h 5.38 ppm 
et (l/3) i 5.12 ppm. Spcctre de masse: I?I/E 396. 396. 382 (pits mokulaires-60). t&r 255 
(clivage de la chaine Interale) et nr,/e 2 I3 (clivage du cycle D). 

* Lcs spectres de RMN ont et6 mesurks par M. F. Hemmert avec un apparel1 .-\-60. sur des solutions dans 
CD C13. avec le TMS comme 6talon interne. 

i Les spcctres de masse. mew& wr spcctromktre Atlas CH-4. son1 dus B I’ohhgeanw de M. H. E. Audier 
(I.C.S.N. Gif s/Yvette). 

: Lcs chromatographie, en phase gazeuse sont dues g I’obligeance du Dr. Hlghet (N.I.H.. Bethesda, Md. 1. 
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TABLBAU 5 

Ether de p&role pur 
1% d’bther dam l’kther de p&role 
2% d%ther dans l’bthcr de p&role 
5% d’bther dans l’kther de p&role 

10% d%ther dans l’&her de p&role 
15% d’kther dans l’bther de p&role 
30% d’kther dans l’bher de p&role 
Ether pur 
10% de m&than01 dam l’bther 

Fractions l-2 
Fractions 3-g 
Fractions 9-14 
Fractions 15-18 
Fractions 19-24 
Fractions 25-26 
Fractions 27-34 
Fractions 35-37 
Fractions 3t3-42 

64 mg d’unproduit A 

20 mg d’unproduit B 
15 mg d’un proabit C 

250 mg d’un produit D 

Hydrogbtation des acdtates de phytostdryle: L’hydrogkation des acktates de phyto- 
stkryle (9,25 mg), effectu&e dans l’acide ac&ique en prkence d’oxyde de platine (32,9 mg), 
nkcessite 0,65 ml d’hydrog&ne (1,2 huiv.). On obtient un melange d’acktes (8 mg), test 
negatifan t&ranitrom&hane; apr&s recristallisation dans le methanol, F = 131-133”. Spectre 
de masse: m/e 398 et 384 (pits molkulaires-60), m/e 257 (clivage de la chaine la&ale) et 
m/e 215 (clivage du cycle D). 

CycloartPnol et iWthylt%e-24 cycloartanol 

La substance B (15 mg) est ac&yl&; apr& traitement habituel, on obtient un a&ate 
(15 mg). Cet a&ate est chromatographib sur une colonne de silice (2 g) imbibe de 5 % de 
nitrate d’argent. Des fractions de 10 ml sont collect&s (Tableau 6). 

TAEUAU 6 

l-200/, de benzbe dam l’bher de p&role 30 fiwtions 
30”/. de benzkne dans l’bther de p&role 10 fractions 6 mg d’un pro&it Bl 
40% de bcnzkne dans l’&her de p&role 5 fractions 4mgdknprofWB2 

A&ate de cycloart&tyZe. Lb&ate du prod& B est recristalW dans le methanol: 
F = 127-129” (acetate de cycloartenyle F = 126-127”). Spectre de masse: pit mokulaire a 
m/e 468. Spectre de RiUN: deux doublets de protons cyclopropaniques A 0,33 et 060 ppm, 
J=5Hz; groupesm&hy1es~0,85,0,90,0,97,1,60et 1,68 ppm. 

A&ate de m&hylc%ae-24 cycloartanyle. L’ac&ate du produit B2 est rechromatographie 
une deuxieme fois. Spectra de masse: pit molkulaire a m/e 482. Spectre infra-rouge: 
(>C=CI&) 89Ocm-‘. 

M&hyMa-stigmastadi&ae-7,24-(28)-ol-3/3 et MethyMa-ergostadidne-7,24-(28)-ol-3/I 

La substance correspondant au pit C (15 mg) est recristalliske dans le methanol (F = 162- 
164”). Spectre de masse: m/e 426 et 412: pits mokulaires. La substance C est ac&yl&e et 
kc&ate obtenu (lo,8 mg) est chromatographik sur une colonne de silice (2 g) imbik de 
nitrate d’argent. Des fractions de 10 ml sont collect&es (Tableau 7). 

Acetate de m&hyl_4a-stigmastadi&te-7,24-(28)yle-3fi. L’ac6tate du prod&t C est recris- 
tallisd dans le mkthanol, F= 141-143” (khantillon du Dr. K. Schreiber F- 142-144”). 
Spectre de masse: m/e 468 pit mokulaire, m/e 327 pit de base. 
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5 et 10: ; de benzhne dans Ether de pktrole 
15’: (, de benzene dans V&her de p&role 
20” ,, de benzPnc dam I’bher de p&role 

IO fractions 
IO fractions pw~irrit Cl (5,’ mg) 
5 fractions />I &it C2 (4 mg) 

- 

A&ate de nt&hyl-4a-ergustadihe-7.24-(28)-yle-3a. Spectre iqtbwtge: ( > C = CH2) 
890 cm-‘. Spwtre de masse: m ‘e 454 pit molCculaire. w/e 327 pit de base. 

Renzercie?nents-Nous tenons g remercler Mademoiselle A. Durr pour sa prccieuse snllaboration. 


