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R&ad-Le cy&arthol est d&k+ par son marquage apr& incorporation d’ac&ate PC, dans les feuilies 
de Tabac, et dans lee tissus a&iv& in vitra d’Agaw tormzeyrma, de Diosconsa camposita, & ronce, d’endive 
et de carotte. Le lanost&ol, la lanostadi6non~ le lanostadike ne pcuvent &re d&c&s dans ces conditions. 

Abstract-Cycloartenol is lab&cd after incubating tbe following plant materials with I-K&xtate: tobacco 
leaf-disks. and tissue cultures of Agave iom, Dbcarea ~rn~~t~ bramble, endive and carrot. Lano- 
sterol, lanostadienone and hux@adiene are not detectably labelled in thcse experiments. 

INTRODUCTION 

LE PX&MFZ de la biosynthese des phytosterols comporte deux aspects di%rents : le premier 
conceme l’origine du squelette et de la chafne W&ale iso-octanique; le second est relatif a 
l’origine de la ramifkation habituehement prksente en C-24. 

Pour ce qui est de ce demier aspect, grace, entre au&s, aux travaux des groupes de Nes,t 
de Lederer,2 d’Arigoni,3 de G~odwin,~ on sait que le groupe alcoyle en C-24 provient du 
m&hyle de la methionine et le mkaniime intime de l’incorporation de ce fragment commence 
a &re comm. 

Ence qui conceme l’origine du systeme tetracycliqueet & la chaine W&ale (non substituk 
en C-24), on a admis implicitement pour les v&&arm supkieurs la validittS de la sequence 
d&nont& dans les tissus animaux ou dans les levures: formation de squal&ne, cyclisation en 
lanostkrol, suivie de d~rn~~y~~on en 4 et 14 (prk&dant ou suivant ~~~ylation en C-24). 
Cette s&queuce n’a cependant pas et6 ddmontrk int&ralement chex les v@taux supkieurs. 

En utilisant du squal&ne radioactif comme prkwseur, Bennett et Heftmann ont reussi a 
marquer le ,&sitost&ol des cotylkions de plantules de Phurbitis nil Chois. ;s avec de l’acide 
mewlonique 2-W, ils marquent les stkols (/I-sitostekol, stigmastkrol, cholesterol) et les 
sapogt%ines st&oliques (posse, y~o~ine, corr&og6nine, ~~og~~e) de Dkworea 
spicdiiporu Hem~l.~ et, avec du cholest&ol4-W, ils marquent les sapog6nines de cette plante.? 
Mais les intermediaires entre squalene et st6rols ne sont pas identifies par ces experiences; 
en particulier les triterpenes tkacycliques n’ont pas et6 etudik 

* Travaux antrepris dsns le cadre de la Recherche Coop&at&e sur ~0~ No. 34 du C.N.R.S., 
intituI&: “L’utilisation des timus vbgktaux culti* in v&o pour l%tude dea prod&s natumls,” 
1 M. &3x-& G. Bu)NDM at W. R NE&J. Am. &em. Sot. IBS, 3306 (1963). 
2 B. LEDEM% Bibckem. J. 93,449 (1966) et n&ences citl?es; v. R. VILLANWVA, ~&SC, h’is (I!%& 

3 S. BADER, L. GUGLIE~ et D. AIUOON~ Proe. Chem. Sac. 16 (1964). 
4 L. J. &AD* A. 5. A. HAMMAM, A. L)BNN* et T. W. Gaocnn~, Natare 2lO,l322 (1966). 
~R.D.BBNNETT~~B. HEFI%NN, P~~~* 4,475 (1965). 
sR.D.-,B.m, W. H. w et J. R. HAYN, Arch. Bachem. Bkphys. 103,74 (1963). 
‘R.D.B- et E. HEFTMANN, Phytachem. 4,577 (1963). 
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Dans le cas des tissus de tabac cultiv6s in vitro, Benveniste et ~011. ont montr@ que 
l’incorporation da&ate radioactif est t&s rapide dans une fraction hydrocarbon&e, identifi6e 
au squalene; successivement se marquent les triter-penes, les m&hyL4c+stCrols et les phyto- 
sterols. La fraction triterpenique, dans laquelle etait attendu le lanosterol (Ia), renferme son 
isomtre, le cycloartenol (IIa), et le methyltne-24 cycloartanol (IIIa). La recherche du 
lanostQo1 darts ce materiel a et6 wine, m&me avec des marquages intenses et de dur6e 
optimale. Bien sQr, l’absence de lanostkol en quantitd dkcelable n’exclut pas qu’il puisse 
ttre un intermediaire a renouvellement trop rapide pour @tre d&elk En outre, mCme si l’on 
admet l’absence totale de lanosterol, on peut supposer que son rale est jouC, soit par la 
lanostadienone (Ib), soit par le lanostaditne (Ic). La c&one en 3 est cependant connue, dans 
les tissus animaux, comme n’etant pas un intermkliaire entre lanosterol et cholestCrol.g 
En ce qui concerne l’hydrocarbure, Barton et MosslO ont rkrssi, en le prenant comme 
prkurseur, a marquer le lanostCro1 de Szcckarornyces cerevisiae de facon faible, mais 
dkelable; ils suggkent que la cyclisation du squalene pourrait se faire aussi sous l’action de 
“H+” et pas settlement de “OH+” comme il est communement admis, et que l’hydroxylation 
en 3 pourrait suivre la cyclisation.* Cependant, ils n’ont pas reussi A d&&r de lanostadiene 
marque apres incorporation d’acide mevalonique 2-W. 

Le travail que nous presentons ici tend a repondre aux questions suivantes : 

1. l’absence de lanost6rol en qua&C decelable est-elle une particularite des tissus de 
tabac cultiv6s in vitro, ou bien vaut-elle pour la plante d’origine? 

2. vaut-elle pour les tissus d’autres plantes, cultives in vitro? 
3. est-elle simplement due A la participation de lanostadienone ou de lanostadibne A la 

biosynthese des phytosttkols, a la place du lanosterol? 

Comme nousle verrons, nos rtsultats ne font que confirmer, sur divers matkriaux, l’absence 
de quarUSs u%?cekabIes de lanost6rol et de ses equivalents oxyd6 ou reduit. Nous montrons 
d’une part que dans les feuilles de tabac, dans les tissus de Dioscoreu composita, d’dgave 
tounneyrma, de ronce, d’endive et de carotte cultives in vitro, l’acktate est un pr6curseur du 
cycloart&nol et du methykne-24 cycloartanol, et d’autre part que la lanostadienone et le 
lanostadi&ne ne sont pas marques de facon dkelables dans les tissus de tabac c&iv& in vitro. 

MfiTHODES 

On utilise des plants de AVc&ana tabacum, w&t6 “Judy Pride”, &ks de trois mois. cultivbs en serre 
stiile. 

Ces plants sont placks 12 hr A l’obscuritk totale, puis exposb 6 hr A une lumihre de 3000 lx; on p&l&e les 
feuillea et les dkcoupe & l’emporte-p&es en disques d’environ 2 cm de diam&e. Ces disques sont alors post% 
A la surface d’une solution nutritive de Knop diluke de son volume d’eau, addition& d’acktate I-14C. On 
laisse incorporer pendant 6 hr. 

* 11 a ccpendant 6tk dhnontr6 par les groupes de Corey et de van Tamelen que l’kpoxyde de squahe ktait 
un intermkiiaire normal dans le passage du squalhne au lanostkol. 
voies soient utilii concuremment. 

Ceci n’exclut 6videmment pas que d’autres 

E. J. Cow’, W. E. Russay, P. R. ORTIZ DE MONTELLANIZ, J. Am. them. Sot. 88,475O (1966); E. J. COREY 
et W. E. Russ~y,J. Am. chn. Sot. 88,475l (1966); E. E. VAN TAMELEN, J. D. WIUETT, R. B. CLAYTON et 
K. E. LORD, J. Am. &em. Sot. 88,4752 (1966). 

8 P. B~N~ENL¶X, L. I-Iuwi et G. OURISON, Pkytochenz. 5,45 (1966). 
9 K. F~xH, CIBA Foundation Symposiam an the Biosynthesis of Terpenes and Sterol, p. 6 (1959). 

10 D. H. R. BAIUON et G. P. Moss, C&w. Cornman. 261(1966). 
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Tissus Cdtivds in vitro 

Les tissus de tabac utili& pour la recherche du lanostadi&ne et de la lanostadit%none sont cultivts selon 
Hirth;*r ceux de Dioswrea wmpositu, de ronce et de carotte, fournis par le Professeur Gautheret, sont culti& 
sur milieu Heller,ls ceux d’Agave toumuyana Trel., provenant du Dr. Tulecke, sur milieu Whiteis et l’endive, 
dont la souche a cti 6tablie par M. Lutz, sur milieu Skoog. 

Tous ces milieux sont addition& de 1,20,/. de g&lose pour les soliditier. Pour effectuer les incorporations, 
les tissus sont transf&r&s aseptiquement sur milieu sans g&se, addition& da&ate radioactif. Pendant toute 
la d&e de l’incorporation, les cultures sont a&es par rotation m&anique dans des erlenmeyers plac& sur un 
plateau (50 t/mn). 

IsoIement aks Produits 

Apr&s incorporation, les feuilles ou les tissus sont p&&s, lad, lyophili&, extraits a la&her de p&role. 
Une chromatographie de I&trait sur colonne de silice (feuilles de tabac) ou sur plaques preparatives permet 
de separer, apr& addition d’entralneurs, les fractions correspondant a la lanostad%none, aux trite-es, aux 
phytosterols. 

Les triterpenes, rechromatograph%s pour les d&arrasser des m&hyl-4wst&rols, sont a&l&s B froid par 
le melange anhydride ac&iqu~yridine (l-l) et chromatographib sur plaques de silice imp&n&s de 10% 
de nitrate d’argent. Dans le cas de Dioscorea composita, cette technique permet de &parer les acetates de 
@amyrine (IV%) et de m&hyRne-24 cycloartanol (IIIb), et le melange des acetates de cycloart6nyle et de 
lanost&yle (l&parables dans ces conditions) (Id et IIb). 

Pour r&oudre ce m&urge, on en effectue l’epoxydation par l’acidep-nitrobenzolque dans l’&her,is et on 
s&are les ac&ates-&oxydes obtenus par chromatographie preparative sur couche de silicc. Les acetates- 
epoxydes obtenus (V, VI, VII) sont, soit rechromatographib (feuilles de tabac), soit recristalli& dam le 
methanol, et leur activiti sp6cifique est mesur&s. 

Dam le cas des tissus de ronce, d’endive et de carotte, les trite@nes sont ac&yl&, puri@s par chromato- 
graphie sur silice (sans separation), puis &poxyd& et chromatographi&s. Gn s&pare ainsi directement les 
triterpenes pentacycliques (non &udib ici), le m&hyl&ne-24 cycloartanol, le cycloartt5nol et le lanosterol. Nous 
n’avons pas pro&& dans les cas de l’endive et de la carotte, a tme recristallisation des a&ates-&poxydes de 
cycloart~ol et de lanost&ol; dans ces cas plus encore que dam les autres, set11 le premier produit pr&ente une 
activite notable (Tableau 1). 

La fraction de R, correspondant B la lanostadit%mne (&udi& sur des tissus de N. tdwcm) est rechroma- 
tograph&, r&We au borohydrure de sodium, cochromatographib avec du lanost&ol entraineur et 
recristallis&. 

Ce produit am&w degr6 d’oxydation que le squal&ne qui s’accumule en ana&obiose;r il6tait done logique 
de penser que, dans ces conditions, on d&cterait le plus facilement le lanostaditie ou &entuellement le 
cycloartene. 

Les cultures de Niwtiana tabacum sent mises en milieu liquide; on fait barboter de l’azote st&ili& par des 
filtres “Millipore” pendant + hr; puis on fait un vi& partiel B la trompe a eau pendant quelques secondes, 
remet de l’azote et rep&e l’operation 5-6 fois. On rajoute l’ac&ate 1-W (50 F) par une seringue munie d’un 
flltre “Millipore” pour &Wiser la solution, a travers un diaphragme de caoutchouc. On laisse incuber 
4 hr sous un faible courant d’azote. Pour eviter une a&obiose partielle par l’oxyg&ne de l’air pendant le lavage 
des cultures, avant de p&lever celles-ci on plonge le ballon fern& pendant 20 mn, dans l’eau boulllante, de 
fawn a tuer les cultures. Cette m&ho& a dorm& de t&s bans r6sultats (mains de 5% de produits actifs autres 
que les hydrocarbures par rapport a l’activite de l’extrait a 1%&r de p&role). 

Apr&s lyophilisation, extraction a l’&her de p&role et addition de lanostad&e entralneur,* on chroma- 
tographie dans le Syst&me cyclohexane-ac&ate d%thyle (4-l); les hydrocarbures sont &h&s et mchroma- 
tographiQ avec du cyclohexane pur: on &pare ainsi nettement le lanosta-8,24&&e et le squal&ne. 

Recherche du Lumstdrol 
RRSULTATS 

Nous avons rassembl6 les Asultats des difkentes shies dam les deux tableaux suivants : 

* Nous de.vons ce prod& a l’obligeance du Dr. P. Pesnclle (Institut de Chimie, Strasbourg). 

11 L. Hmrn, Th&se, Paris (1958). 
1s R. J. GAVTHIB~~, La Culture des Ti~u.9 V&&au, p. 12. Masson et Cie, Paris (1959). 
13 G. PONSINET et G. OUKISWN, Phytochem. 4,799 (1965). 
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Dans le cas de Dioscorea composita, un spectre de masse nous avait indique la presence, 
en quantite importante, de /3-amyrine (IVa) dans les triterpenes.* 11 faut aussi remarquer la 
tres forte activite du m&hyltne-24 cycloartanol par rapport a celle du cycloartenol, dans ce 
tissu. L’epoxydation de la fraction “acetate de cycloartenyle”, suivie de chromatographie 
sur plaque, permet de separer tres facilement les acetates-epoxydes de cycloartenyle et de 
1anostCryle. 

Le tableau 2 resume nos resultats. 

TABLEAU 2 

Nombm de 
recristallisations 

Feuille de 
tabac 

(cpmlmg) 
D. composita A. toumeymla Ronce 

(wmlmg1 kpmlmg) (cpmlmgl 

Acktate-kpoxyde 1 de cycloart6nyle 5 

Ac&ate-epoxyde de 1 
lanostkryle 2 

3 250 770 78 3600 710 85 ziz 
750 87 75 

250 33 10 20 
bruit de fond bruit de fond bruit de fond 5* 

* Le sommet du pit de radioactivitb, tr6s faible, est ici l&gkrnent d&ale par rapport au pit de masse. 11 
doit s’agir d’une impurete faiblement marquee et de R, voisin de l’ac&ate-&oxyde de lanostkyle. 

Ces resultats sont nets et montrent quepar nos mtfthodes, nousne dtftecronspas de lanost&ol 
marqug. 

Recherche de la Lanostadidnone 

La fraction contenant la lanostadiknone non active ayant Ctt rechromatographiee 
successivement darts diff&ents systtmes de solvants pour enlever les contaminants ne 
pr&ente plus d’activite notable. 11 en est de m&e du lanosterol obtenu comme indique 
ci-dessus (M&hodes). La lanostadienone n’est done pas de&able par nos m&odes. Notons 
d’ailleurs que la cycloartenone n’aurait pas et& separ6e de son isomere, et qu’elle n’est par 
consequent pas non plus decelable. 

Recherche du Lanostadic?ne 

Alors que le squalbne est tr& marque (5. lo5 c/mn), on detecte g peine 600 c/mn dans le 
lanostadi&ne brut is016 (activitb spkifique 10 c/mn/mg par addition de 60 mg d’entralneur); 
apres recristallisation, cette activitt spkifique tombe a environ 3 c/mn/mg; elle est trop 
faible pour avoir encore une signification. 

CONCLUSION 

11 semble done que le lanosterol soit bien absent des tissus Btudi6s, ainsi que ses equivalents, 
l’hydrocarbure Ic ou la &tone Ib. Par conk, le cycloart&rol et le methykne-24 cycloartanol 
sont toujours d&e&s. 

* Dam les autres cas, nous n’avons pas cam&rid les triterpenes pentacycliques, cocbromatographib 
avec la ~amyrine. 
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A premiere vue, ceci suggere que dans les plantes supkieures &udi&s le cycloartenol 
pourrait remplacer le lanost6rol dans la biosynth&se des phytost&ols.* 

Mais il se poserait alors le probkne tr&s important de l’ouverture du cyclopropane qui 
doit rkessairement mener ii des produits insatu& que nous n’avons pas encore mis en 
evidence. Nous avons en route diverses experiences tendant a approfondir les problbmes 
metaboliques poses par la presence du cycloart6nol et l’absence de lanost6rol darts tous les 
systkmes que nous avons Ctudi6s. 

* Goad et Goodwin,l’ se hasant uniquemen t sur des expbieuas t&s voisincs des n&es, ont d’ailleurs 
post& la chabe: squalbe, cycloart&ol, m&hyl&neG!4 cycloartanol, cycloemaEnol, m&hyl&m44 lophknol, 
&hylidbe-4 lophknol, ~-sitosttkol. 

14 L. J. GOAD et T. W. GOODWIN, Biochem. .I. 99,735 (1966). 


