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SHORT COMMUNICATION 

SUR LA BIOSYNTHESE DES STI~ROLS D U  TABAC NICOTIANA 
TABACUM ~ PARTIR D U  Ml~THYLENE-24 CHOLEST]~ROL ET 

D U  MI~THYLENE-24 DIHYDROLANOSTI~ROL 

A. ALCAIDE,* M. DEVYS, J. BOTTXN, M. FETIZON, M. BARa~.  et E. LEDEREg 

Institut de Chimie des Substances Naturelles, C.N.R.S., 91-Gif-sur-Yvette, France 

(Received 7 May 1968) 

R~sma~---Des prb:urseurs 24-m6thyl~iques ont 6t6 appliques aux feuilles du tabac Nicotiana tabacum 
Wisconsin. Le m6thyI~ne-24 dihydrolanost~ro122,23-3H3 est incorpor~ dans les st~rols en C29, essentiellement 
dans le ~-sitost~rol. Par contre, le mSthyl~ne-24 cholesterol 28-1~C ne subit pas de seconde m6thylation, mais 
est hydrog~n~ en campest~rol. 

Abstract--Precursors with a 24-methylena group have been applied to the leaves of the tobacco Nicotiana 
tabacum Wisconsin. 24-methylene dihydrolanosterol-22,23-3H3 is incorporated into the C,.9 sterols, mainly 
fl-sitosterol. A second methylation step has not been observed with 24-methylene cholesterol 28-14C, which is 
hydrogenated to campcsterol. 

I N T R O D U C T I O N  

Nous avons entrepris depuis quelque temps une s6rie d'exp6riences /n vivo, dans le but 
d'6tudier les pr6curseurs 6ventuels des phytost~rols en C28 et C29. (On salt que les atomes de 
carbone 28 et 29 proviennent du m6thyle de la m6thioninel-6; pour des revues voir 7a et 
7b.) Selon des r~sultats obtenus/n vitro par Nes et al., s les enzymes de m6thylation seraient 
peu exigeants quant a la structure chimique du syst6me t6tracyclique, la presence d'une 
insaturation en position 24 paraissant seule indispensable. Dans une exp~rienc~ pr(~Sdente, 9 
effectu6e sur les feuilles de l'6pinard Spinacea oleracea, nous avons observ6 une incorporation 
d'un m6thyl6ne-24 dihydrolanost~ro123,25-3H3 dans un st6rol en C29: l'~-spinast~rol. 

Ayant derni~rement synth6tis6 un m6thyl~ne-24 cholesterol 28-14C 10 (I) nous avons 
voulu voir si ce st~rol pouvait aussi subir une seconde m~thylation in vivo. Nous avons 
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utilis6 ~t cet effet le tabac Nicotiana tabacum Wisconsin.* Nous avons constat6 l'absence 
d'incorporation de ce pr6curseur clans les st6rols en C29 (III); cette substance est hydrog6n6e 
en campest6rol (II) par cette plante. 
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A la suite de ce r6sultat, nous avons tenu ~t r61~ter sur le tabac l'exp6rience d'incorporation 
du m6thyl~ne-24 dihydrolanost6rol 22,23-3H3 (IV). De meme clue pour l'6pinard, Spinaeea 
oleracea, ce pr6curseur est incorpor6 clans les st~rols en C29 (darts ce cas, principalement clans 
le/3-sitost6rol V). 

RESULTATS ET DISCUSSION 

Les pr6curseurs radioactifs ont 6t6, comme pr6c6demment, 9 d6pos6s en solution 6th6r6e 
sur les feuiUes de pieds de tabac Nicotiana tabacum Wisconsin. Apr6s plusieurs jours d'in- 
cubation, les st6rols ont 6t6 isol6s par chromatographies sur colonne et sur couches 
minces.9,11 Les r6sultats des incorporations sont report6s dans le Tableau 1. Dans rexp6ri- 
ence avec le m6thy16ne-24 cholest6rol 28-14C (I), on retrouve 0,3 pour cent de la radioacti- 
vit6 de d6part dans le campest6rol (II) (incorporation pratiquement nulle dans les st6rols 
en C29). A partir du m6thyl~ne-24 dihydrolanost6rol 23,25-3H3 (IV), une incorporation 
d'environ 0,16 pour cent a 6t6 obtenue clans les st6rols en C29 (principalement le fl-sito- 
st6rol (V)); l ' incorporation clans les st6rols en C2s, tr~s faible dans ce cas, n'a pu 8tre d6ter- 

* Nous remercions Monsieur J. P. Nitsch (Laboratoire du Phytotron, C.N.R.S., Gif-sur-Yvette) qui nous 
a fourni ce mat6del. 
11 M. D~vYS, A. ALCAIDE et M. BAX~mR, Bull. Soc. Chim. Biol., 1968, sous presse. 



Sur la biosynth~se des st~rols du tabac Nicotiana tabacum 

TAet~AU 1. RESULTATS DES INCORI~RATIONS* 
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M,[thyl~ne-24 dihydrolanost6rol 
M~thyl~ne-24 cholest6ro128-14C 22,23-3H3 

3,5.106 c/133~ 6.106 c/inn 

Radioactivit~s Radioactivit~s 
Poids totales Poids totales 

Extrait total 3,6 g 3.106 c/nm 
(6thanol et ~ther) 

Insaponifiable 0,4 g 3.106 c/mn 0,1 g 4,5.106 c/nm 
Acides totaux 0,120 g 6.102 c/nm 0,016 g 7.104 c/mn 
St~rols, apr~s s~paration 0,008 g 2.104 c/nm 0,004 g 1.104 c/mn 

du prb~urseur 

* Mesur~-s avec un appareil ~t Scintillation Nuclear Chicago, Mark I, de rendemem 47 pour cent, 

min6e avec pr6cision. L'incorporation de radioactivit6 est faible, mais non n~gligeable 
dans le stigmast6rol (VI). Nous avons pu faire une remarque semblable au cours de l'6tude 
delaconversiondustigmast~ne-7ol-3~Sen~-sitost~rol chezcememe v6g6tal. 11 Ceph6nom~ne 
ne peut se comprendre que si l 'on admet une creation " a  posteriori" de la double liaison 
en 22; ceci serait en accord avec des constations pr6c6dentes de Bennett et Heftmann; 12 
(Waters et Johnson 13 n 'ont  cependant pas observ6 la transformation du/~-sitost6rol (V) en 
stigmast~rol (VI), et vice versa, chez le soja Soja hispida). 

Nous constatons done, que dans les conditions utilisb~s, la seconde 6tape de C-m6thyla- 
tion conduisant aux phytost6rols en C29 s'effectue de pr6f6rence sur un alcool triterp~nique. 
Le syst~me ~tudi6 iciest  done plus sp6cifique que celui (in vitro) de Nes et al. s Nous ne 
pouvons pr6ciser si ces m~thylations ont effectivement lieu sur un alcool triterp~nique du 
type lanost~rol, ou cycloart6nol, ou sur des homologues inf6rieurs partiellement d6m6thyl6s; 
(rappelons que le lanost6rol n'est habituellement pas pr6sent en quantit6s d6celables dans les 
v~g6taux s u p 6 r i e u r s -  exception faite du latex des euphorbes. ~4) 

La r~duction de la double liaison 24(28) du m6thyl~ne-24 cholest6rol montre que les 
v~g~taux sup~rieurs ont bien, commo nous l'avions suppos6,15 la possibilit6 d'hydrog6ner 
la chaine lat6rale au stade st~rol. Une publication rb:ente de Patterson et Karlander 16 
indique d'ailleurs que l'algue Chlorella ellipsoidea peut r&tuire l'insaturation de la chaine 
lat6rale du fucost6rol. 

PARTIE EXPERIMENTALE 

Analyse des Stdrols des Feuilles du Tabac Nicotiana tabacum Wisconsin 
Cette analyse, effectu~e par spectrom6trie de masse, par chromatographie sur couches minces et en phase 

8azeuse sur colonne de c~lite impr6gn~e de silicone SE 30 1 pour cent, a fait robjet d'une pr~Stente note. 11 
Selon les r6sultats de ces analyses on trouve: cholest6rol 8,7 pour cent, campest6ro128 pour cent, stigmast6rol 
48,8 pour cent, ~8-sitost6rol 14,4 pour cent (pr~ision + 10 pour cent). 

12 R. D. B e l ~ ' r  et E, ~ ,  Arch. Biochem. Biophys. 103, 74 (1963). 
13 j. A. WATImS et D. F. JOHNSON, Arch. Biochem. Biophys. 112, 387 (1965). 
14 G. PONSn~T et G. O ~ N ,  Phytochem. 6, 1235 (1967). 
is M. F. Huom., W. Vel rmt, H. AUDI~, M. BA~nI~ et E. L e I > ~ ,  Phytochem. 3, 7 (1964). 
le G. W. P A ~ N  et E. P. KARIAND~t, Plant Physiol. 42, 1651 (1967). 
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Incorporation des Prdcurseurs Radioactifs 
Ces pr~curseurs ont 6t6 d~po~  en solution ~ r ~  h la surface des feuilles comme p ~ n t  indiqu~.l 1 

Les incubations ont 8t~ poursuivies 15 jours dans le cas du m~thyl~¢-24 cholest£~'o128-1~C et 11 jours darts 
celui du m~thylSne-24 dihydrolanost~rol triti~. Nous reportons dans le Tableau 1 les r~ultats des extractions 
et isolements des st~'ols, r~,alis~s suivant des techniques d~jh pubfi~es. 9. u 

Incorporation du Mdthyl~ne-24 Cholestdro128-14C 
Le pr~urseur a ~tE s~par~ des autres st~rols par chromatographie sur couch¢ mince d'alumin¢ impr~gn~e 

de AgNOs. On utilise tm n~lange de 30 g d'al~lmine (Fluka 2 microns), 10 g de CaSO4 tamis~ et 10 g de 
AgNOz. On d~eloppe par le syst~me CHCl~-~ther de p~trole--a~one 19:6:3 et on observe les plaques en 
u.v. ¢pr~s aspersion avec une solution ac~tonique de rhodamine. Darts ces conditions, le m~thyl~ne-24 
cholesterol a un R r de 0,45 et les autres st~rols A-S un Rf de 0,70. Cette purification a ~t~ r~p~t~e deux lois 
(radioactivit6 inchang~). 
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Flo. 1. ANALYS~S D ~  PROrXONAT~S DE STOOLS X '~  Cm~O~,~TO(}~Z~m ~ rHAS~ O/~L~S~. 
la. I~OnONAT~S DS STOOLS A-5 MONO-~Ttmf~  ~rr, ts ZNCOmrOeAT[ON DE ~ - 2 4  

CHOLES~ROL 28-14(3. 
lb. I~Ot~ONATBS DE Sr~ROLS A.5 MONO-XNSATU~S APronS INCOS~O~ON DS ~THYLtNR-24 

DIHYDROLANOKI~ROL 23,25-3H3. 
lc .  PROPIONATES DE ST~ROLS A-5 DI-INSATUI~S APRIS INCORPORATION DE M ~ N E - 2 4  DIHYDRO- 

L~OST~ROL 23,25-3H3. 
A~Propionate de cholest6rol; B--Propionat© de campest~ol (II); C--Propionate de fl-sitost6rol (V); 

D~Propionat¢ de stigmast~ol (VI). 
- - :  Courbe em'cgistr6e par le chromatographe. 

~ ~ :  Courl0¢ de la radioactivit6 (les chiffres 1 ~t 10 indiquent les fractions x~cucillies ~ la sortie 
et dont ]a radioactivit6 a 6t6 mesur6¢). 
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Les st~rols ainsi r6cup~r~ ont 6t6 s6par6s en deux groupes: mono-insatur6s et di-insatur~ par chromato- 
graphie pr6parative sur couche mince de leurs propionates; 1 I, 17, t s cette s~paration des propionates s'effectue 
sur plaques d'alumine impr6gnc~es de AgNO3 en d~veloppant par le syst~nne hexane-benz~ne 10:1. Nous 
avons obtenu, ~ partir de 5 mg de propionates, 1,2 mg de stignmst6rol (R t 0,40) de radioactivit~ null© et 1,3 mg 
du m~lange des stools 4-5 mono-insatur6s (cholesterol, campest~ol, ~-sitost6rol) (Rf 0,50), radioactivitY: 
6.103 c/ran. Suivant une technique prb~kiemment utilis6e, II nous avons continu6 r~tude des st6rols ,4-5 
mono-insatur~s par chromatographie en phase gazeuse (volt Fig. la). On constate que toute la radioactivit~ 
du m~lange est situ~e dans le campest6roL 

Incorporation du Mdthyl~ne-24 Dihydrolanostero123,25-3H3 
Cette exp~ence,  dont les rb.sultats figurent dens le Tableau 1, a 6t6 conduite de faqon semblable ~ la 

prb~dente. On a termln6 la purification par une chromatographie sur couche mince d'alumine impr6gn6e de 
AgNOs (conditions de s6paration des st6rols ,4-5 et ,4-7) ;11 notons cependant que nous n'avons pas observ6 la 
prb.sence de quantit~s d(x~elables de st6rols `4-7. Nous avons ainsi recueilli 2,8 mg de st&'ols de radioactivit6 
totale 6.10 s c[nm. Comme ci-dessus, nous avons ensuite fractionn6 ces sth'ols en deux groupes par chromato- 
graphie de l©urs propionates sur couche mince d'alnmlne imprv~gn~e de nitrate d'argent; 11,1~, is ~t cet effet, on 
a ajout~ 1 mg de propionate de ~-sitost~ol pur et 1,5 nag de propionate de stim~a-~t6tol put  [b~hantillons 
pr6par~s selon~7]. On a r ~ ' u p ~  2 mg de la r~gion de R t 0,40 (stigmast~Srol) et 1 mg de la r6gion de Rt 0.50 
(mono-insatur~) (radioactivit~s respectives: 5.10 ~ et 1.103 c]mn). Ces 6chantillons ont ~t~ an a |ys~ par 
chromatographie en phase gazeuse comme ci-dessus, [voir aussi~l]. Les dilutions effectu~es avec des pro- 
pionates de st~rols authentiques non radioactifs ont eu pour effet d'effacer des analyses la pr~sence des propion- 
ares de cholest6rol et de campest~rol (Fig. 1 b). Nous avons, en cons6quence, tenu ~ r6p~ter cette analyse par 
chromatographie en phase gazeuse sur les st~rols libres du m~lange original, ap r~  addition de cholesterol 
authentique. Cette r6p~ition permet de v~rifier rabsence totale de radioactivit~ au niveau du cholesterol. La 
chromatographie en phase gazeuse du propionate de st~rols di-insatur~s (Fig. lc) permet de v~rifier la pr& 
sence de radioactivit~ clans le stigmast~rol. 
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