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R&smn&Apr&s application de methylene-24[23,25-sHs] dihydrolanostQo1 (I) a des feuilles d’6pinard Spinuceu 
okruceu, on isole un m&urge de st6rols radioactifs contenant environ 42 pour cent d’a-spinasterol (II). Cette 
experience con&me qu’une substance ayant un methyl& en 24 pe&tre le sub&rat de la deuxikne 6tape de 
la C-m&hylation, conduisant a la chalne la&ale ethylidene, ou 6thyle des phytost6rols. 

Ah&a&-After applying 24-methylene[23,25-sHs] dihydrolanosterol (I) to the leaves of spinach, Spkuceu 
okruceu, a mixture of labelled sterols containing a-spinasterol (II) (cu. 42 per cent) was isolated. This experi- 
ment coniirms that a compound with a 24methylene group can be the substrate for the second C-methylation 
step leading to the ethylidene or ethyl side-chains of phytosterols. 

INTRODUCTION 

LES ATOMES de carbone 28 et 29 des phytosterols proviennent du methyle de la S-ad&rosy& 
m&hionine;1-6 pour des revues, voir. ‘la, b Cependant, dans le cas des vegetaux supkieurs, il 
ne semble pas que l’on connaisse le pr6curseur sur lequel portent ces C-methylations. Selon 
des experiences r6alides in vitro par Nes et ses collaborateurs,* l’enxyme de methylation 
serait peu sp&iGque, seule la presence d’une insaturation en position 24 &ant indispensable. 
Ainsi, des prtknseurs en Cz7 comme le desmosterol, en CSO comme le lanostkol ou le cyc- 
loartenol (et leurs divers prod&s de demethylation partielle) pourraient conduire a des 
derives 24methylene, -m&hyle, -6thylidene ou &hyle. 

I1 est admis que des composes 24mkhyleniques sont les interm&iaires sur lesquels Porte 
la seconde C-m6thylation3*5*6, mais aucune preuve expkimentale ne semble encore avoir et6 
fournie. 

Ayant a notre disposition un 6chantillon de m&hylene-24[23,25-3HS] dihydrolanosterol 
(I),* nous avons voulu voir si cette substance pouvait &re transform6e en sterols par des 

* Nous remercions t&s vivement le Dr. M. Akhtar (Universite de Southampton) de nous avoir foumi 
ce precurseur. 
1 L. W. PARKS, J. Am. Chem. Sot. SO,2023 (1958). 
* A. 3. BIRCH, dans T. Sw~pr editeur, ChemicaIPfaxt Taxonomy, 162, Academic Press, New York (1963). 
3 M. C4srr.s, G. BLONDIN et W. R. NESS, J. Am. Chem. Sot. 85,3306 (1963). 
4 H. J. Nmo~~s et S. Mowrv, Fed. Proc. 22,199 (1963). 
5 S. BADER, L. GIJGLIELM~T~ et D. Aaroom, Proc. Chem. Sot., 16 (1964). 
6V. R. V ILLANUBVA, M. BARBIER et E. L6DERElQ Bull. Sot. Chim. Fr. 1423 (1964); Dam Beitriige zur 

Biochemie und Physiologic von Nuturstofen, K. Mothes Feats&rift, VBB G. Fischer Verlag, Hna, 509 
(1965). 

Ia E. LEDERER, Biochem. J. 93,449 (1964)(Zsrue~J. Med. Sci. 1,1129 (1965). 
m R. B. CLAYTON, Quart. Rev. London 19,201(1%5). 
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feuilles d’bpinard, Spinacea oleracea. L’a-spinast&ol (II) a pr6&demment 6th isol6 de & 
v6g&al.9-11 La prkence d’une double liaison en 22 devait permettre des dhgradations 
ultkieures de ce st&ol. 

R%WLTATS ET DISCUSSION 
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Analyse des St&oh d’l?pinard 
Dans une phase pr&minaire de notre travail, nous avons analys6 les st6rols de la feuille 

de l%pinard, Spinacea oleracea. Ces stbrols montrent une rktion de Moore et Baumann12 
fortement positive, caractkistique d’une insaturation en 7. Les analyses ont et.6 effectu&es 
par la spectromkie de masse des ac&ates de st&ols, d’une part; d’autre part, nous avons 
&par6 en deux groupes, par chromatographie sur couche mince, les c&ones3 A7 et c&ones 
3 A4 (pourcentages approximatifs: 90 et 10 pour cent). Les c&ones-3 A7 analysks par 
spectromkie de masse, contiennent environ 47 pour cent d’une substance dont la masse 
mokulaire et la cha!ne laterale sont identiques a c&s d’une 5a-stigmastadi~ne-7,22 one-3 
(III). 43 pour cent sont repr6sentis par une substance ayant deux hydrog&nes de plus dans 
la chaine la&ale @a-stigmast&ne-7 one-3).* 

Selon ces analyses le mblange de st6rols is016 contient environ 42 pour cent d’a-spina- 
s&o1 (II). 

Incorporation du Pr&urseur Radioactif 
Des feuilles d’bpinard sur pied ont &6 asperg& avec une solution &h&Se de m&hyl&ne- 

24[23,2S3H3] dihydrolanostkol. Apr&s 15 jours, les stkols ont Bt6 isolb et cristallids 
jusqu’a radioactivit6 constante. Nous reportons dans le Tableau 1 les r&.ltats obtenus. 

l 11 y a bgalement 10 pour cent de &tones-3 A7 en C27 et Cz8. 
9 M. C. HART et F. W. HBYL, J. B&k Chem. %,311(1932). 

10 D. H. R. BAR~DN et J. D. Cox, J. Ckwz. Sot., 1354 (1948). 
11 L. F. FIESER, M. FWER et R. N. CHAKRAVARTI, J. Am. Chem. SW. 71,2226 (1949). 
12 P. R. MOORE et C. A. BAUMANN, J. Bid. Chem. 195,615 (1952). 
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TABLBAU 1. R&SULTATS DE L’INCORPO~TION DU tdh~~Lh-24[23,25~H3] DIHYDRO- 
LANomboL DANS LEs SIIhOL.¶ DE L’6PlNARD Spinacea oleracea 

mg F. Radioactivite 

Prkurseur: methylene- 
%D3,25-3H,] dihydro- 
lanostero1 

Extrait total 
Lipides solubles dam l’acktone 
Insaponifrable 
Acides 
sterols bruts 
l&e cristallisation ’ 
2&me cristallisation 
3eme cr&allisation 

1 1.8 x 107 c/min* 

39.900 107 c/min*t 
6.250 107 c/mill*t 
1.169 8.106 c/mitt+ 
1.009 5.105 c/ruin* 

150 390 c/min/mg 
100 F. 142-146” 400 c/min/mg 

80 F. 142-146” 410 c/min/mg 
55 F. 142-146” 400 c/min/mg 

* Radioactivite totale de la ikaction en question. 
t Ccs mesures sont approximatives, la forte coloration de ce~ fractions ne permet- 

tam pas un comptage prkis. 

La reaction d’Oppenauer, l3 effectu6e sur les sterols recristallis6s, a conduit a un melange 
de c&ones 44 et 47, qui a et6 &pare par chromatographie sur couche mince. L’ozonisation 
des c&ones (contenant III et le d&iv6 correspondant ;1 chaine lattkale satur6e) permet d’isoler 
la dinitro-2,4 phknylhydrazone de l’ethyle-2 methyle3 butyraldehyde (IV). Cc derive a et15 
isole par chromatographie sur couche mince et cristallis6 jusqu’a radioactivite constante; on 
le &pare ainsi de petites quantites de dinitro-2,4 phenylhydrazones, t&s faiblement radio- 
actives, de l’acetone, de la formaldehyde et de l’acktaldehyde, correspondant ii la presence de 
sterols possklant en 24 un isopropylidbne, un methyltie, ou un ethylidene. Nous reportons, 
dans le Tableau 2, les radioactivites de la c&one (III) et de la din&o-phenylhydrazone 
de (IV). 

TABLBAU 2. RkJL.TATS DE LA DIhADATlON DE LA C&NE LATbME DE L’Lz-SPlNASdROL 

mt3 

Radioactivitk3 
C- \ 
c/min/mg c/min/mM x 10-S 

Sterols utilids 
C&ones-3 47 (Oppenauer) 
&thyle-2 methyle3 butyraldehyde 

(dinitro-2,4 phenylhydrazone) 

23 -1,6 
15 ~1,6 

7,5 390 -1,09 

Id.- 
l&e recristallisation 

Id.- 
2&me recristallisation 

Environ 0,3 pour cent de l’activite de depart a et6 incorpor6e dans les sterols de l’epinard 
Spinacea oleracea. (Notons qu’un tritium en position 23 est perdu, par suite de la creation 

33 C. MEYSTRE, H. FREY, R. NEHER, A. Wm et K. lvinxmu, Helv. Chim. Acta 29,627 (1946). 
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d’une double liaison en 22-23.) La degradation de la chaine laterale permet de retrouvei. 
environ 70 pour cent de la radioactivite de l’a-spinasterol dans la dinitro-2,4 phtnylhydrazone 
de l’ethyle-2 methyle-3 butyraldehyde (IV). 11 n’y a done aucun doute que l’epinard peut 
utiliser le methylene-24 dihydro lanosterol (I) pour la biosynthbse des sterols en C,,. 

Etant donne que I’on sait que les reactions enzymatiques concernant la chaine laterale 
des sterols (par exemple, la saturation de la double liaison en 24 au cows de la biosynthese 
du cholesterol,14 la C-methylation de la chaine laterale en C-248) ne sont pas speciliques, ces 
experiences ne prouvent pas que la voie naturelle de biosynthese des phytosterols dans les 
epinards passe obligatoirement par le methylene-24 dihydrolanosterol (I). 

PARTIE EXPERIMENTALE 

Etude des St&ok de la Feuille d’gpinard Spinacea okracea 

&tte etude a et6 effect& sur un materiel non radioactif. Les feuilles broykes ont et6 successivement 
extraites par l’ethanol et l’ether. L’extrait total a et6 repris par pa&one a chaud. Les lipides solubles dans 
l’acktone ont et6 saponifies par la potasse 6 N. Les stkrols bruts sont obtenus par chromatographie sur 
colonne d’acide silicique de la fraction insaponifiable, suivant la technique habituelle.is.16 Les fractions 
pr&ntant une reaction de Liebermann positive sont cristalliskes dans le methanol. Les sterols obtenus 
fondent a 142-146“;* ce point de fusion n’est pas modifie par les cristallisations successives. (L’a-spinasterol 
pur fond, selon les autems, entre 167 el175 “~9-11) La chromatographie sur couche mince d’acide silicique 
dam le syst&me pentane-ac&ate d’ethyle 7:3 montre deux taches conti@s de R, 0,50 et 0,55, rWlables 
par le chlorure d’antimoine, ou par HrS04. 

La reaction de Moore et Baumannrz caractkristique des sterols A7 est fortement positive. L’analyse par 
spectrom&rie de masse a port6 sur les acetates d’une part (prepares par action de l’anhydride acktique en 
presence de pyridine, 72 h. a u)“), et sur les c&ones-3 d’autre part. Ces c&ones-3 ont 6t6 pr&parees par oxyda- 
tion selon Oppenauerls et Reparks en c&ones-3 A4 et A7 par chromatographie pr6parative sur couche mince 
d’acide silicique (systeme pentane-acetate d’ethyle 85 : 15 Rt : A7 c&ones-3 : 0,75 A4 c&ones-3 :0,57; r6vtYation 
de t6moins latkraux par une solution de chlorhydrate de dinitro-2,4 phenylhydrazine). Nous awns obtenu 
90 pour cent de c&ones-3 non conju&s et 10 pour cent de c&ones-3 conju8u6s; (contri3le par la mesure 
des spectres U.V. en solution ethanolique. )cmax 240 rnp, E= 17.000 pour les c&ones-3 44). 

Rkdtats de la Spectromktrie de Masse des ActQatest 

On constate la presence de pits molkulaires a m/e 456 et a m/e 454 et de pits a m/e 396 et 394 d’intensitb 
sensiblement &ales dans chaque groupe. On observe aussi des pits de faible intensit6 P m/e 440 et 442, a 380 
et 382. Le. melange contient done principalement des sterols en C29 dont lea chalnes laterales sont comparables 
a celles du stigmasterol (M =454 M-60= 394) et du @itosterol (M =456 M-60= 396) ; cette constatation est 
verified par les fragmentations ultkieures de ces ions. L’existence de pits de masse intenses est en faveur de 
l’absence de double liaison en 5 dans une partie de ces sterols; (les ac&ates de sterols A-5 fournissent quanti- 
tativement les ions a M-60). La comparaison des hauteurs des pits a m/e=454 et 456 indique que le melange 
contient approximativement 50 pour cent d’ti-spinastQo1 (M=454); (voir ci-dessous la confirmation de cette 
evaluation). 

Rtkultats de la Spectromktrie de Masse des Cktones-3 A7 

La spectrometrie de masse effect&e sur les c&ones-3 A7 montre la presence d’environ 47 pour cent dune 
substance dormant un pit de masse indentique 1 celui de la stigmastadiene7, 22 one-3 (correspondant a 
Pa-spinasterol) a m/e= 410. On observe la presence d’environ 43 pour cent d’une substance ii m/e 412 posse- 
dant 2H de plus dam la chalne laterale. De plus, environ 10 pour cent de c&ones correspondant aux st6rols 
en Crr et Czs mono-et diinsaturks sont presents. Ces r&hats montrent done la presence d’environ 42 pour 
cent d’a-spinast6rol dans le melange (47 pour cent des stkrols 47, qui representem 90 pour cent des sterols 
totaux A7 et A5). 

* Les points de fusion sont mesures avec l’appareil Kofler, et sont corri&s. 
t Mesures effectukes sur des appareils Atlas CH4 et MS 9; tempkature d’injection : 220’. Nous remercions 

le Dr. B. C. Das, ainsi que MM. Cosson et Varme, pour la mesure de ces spectres. 

14 M. E. DEMPSEY, J. Biol. Chem. 240,4176 (1965). 
1s M. BARBIER. M. F. HOGEL et E. LEDEIWR. Bull. Sot. Chim. Biol. 42.91 (1960). 
16 M. F. HOGEL, These de Dr. In&nieur, Paris (1964). 
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fllc&D0&orl 
1 mg de m6thyl&ne-24[23,25-Ws] dihydrolanosterol de radioactivit6 18.106 c/min a tt6 depose en solu- 

tion dans 15 ml d’&her sur les feuilles de 20 pieds d%pinard Spriuaceu okruceu, w&t6 Viroflay.* Les asper- 
sions ont 6t6 poursuivies pendant 5 jours et I’on a attendu ensuite 15 jours. Lea r6sultat.s des extmctions 
effectuees cidessus sont report&s dans le Tableau 1. On a re&stalh& les sterols jusqu’B radioactivit6 
constante.t 

D&radations 

Ces degradations ont W&ah&es sur les &tones-3 A7 isol6es comme ci-dessus. Lamaction d’Oppenauert~ 
sur 23 mg de sterols a conduit a 15 mg de c&ones-3 A7 de radioact% 400 c/min/mg. 

L’ozonisation a &te effectu& en solution darts l’acide adtique ii 18’. Apr&s reduction des ozonides en 
pr&ence de poudre de zinc, on a entralne la aldehydes par la vapeur d’eau, (en recueillant dans une solution 
de chlorhydrate de dir&o-2,4 phenylhydrazine. 6 Les dinitro-2,4 ph4rylhydrazones$ obtenues ont 6th 
chromatogmphi6es sur couche mince dam le @me pentan&ther 8:2; on observe 4 taches jaunes dont les 
RI correspondent P ceux des dinitro-2,4 ph6nylhydrarones de la formaldehyde, acetaldehyde, a&tone, 
ethyle-2 methyle-3 butyraldehyde. Ces derives ont &e isoles par chromatographie preparative sur couche 
mince dans les mikues conditions. On a ainsi obtenu 7,5 rag de dinitro2,4 ph6nylhydrazone de lWhyls2 
m&hyle-3 butyraldehyde IV (390 c/min/mg). On a cristallise ce derive darts le methanol et obtenu 4 mg de 
cristaux F. 210-212” (un &hantillon authentique fond a 21 l-2149, radioactivite: 400 c/min/mg. Une seconde 
cristallisation fournit 2,5 mg de radioactivi’te 400 c/min/mg, F=210-212” (voir Tableau 2). 

Au cours de la chro~matographie preparative des dinitro-2,4 ph&nylhydrazones, on a isole environ 2 mg de 
chacun des d&iv&s de la formaldehyde, acetaldehyde et acetone (voids en produits bruts). La radioactivite 
de ces substances se situait vets 30 c/min/mg (valeur a la limite de la sensibilite de l’appareil); cette radio- 
activite s’est montr& invariable au cours de 4 chromatographies preparatives sur couche mince. 

* Nous remercions Mr. J. P. Nitsch, qui a bien voulu faire cultiver ce materiel au Phytotron du C.N.R.S. 
zi Gif-sur-Yvette. 

t Les radioactivites ont ete mesur&s sur un appareil a scintillation Nuclear Chicago, Mark I. 
$ La determination des radioactivit6s des dinitro-2,4 ph&rylhydrazones a fait intervenir une correction 

suivant une courbe de rendement, etablie sur des &langes de dinitro-2,4 ph&ylhydrazones de l’ethyle-2 
methyle-3 butyraldehyde authentique avec un 6chantillon de methyler&24[23,25rH,1 dihydrolanost6rol de 
radioa&& connue. Dans les conditions de nos mesures, les rendements de l’appareil se situent entre 20 et 
35 pour cent. 


