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Résumé—3 a composiion en 51erods 8 ane sonche axempne de Phvsaram poYreeshrshm Yt 2 ik dbrerminee:
six stérols ont pu étre identifiés: le stigmastérol, le B-sitostérol, le stigmastanol, le campestérol, le campestanol

et le cholestérol. Le lanostérol et le 24-méthyléne dihydrolanostérol ont pu étre mis en évidence dans la

fractiom titerverigue Ge ce myxonvdére. i senidie aue ce sdit'ia_preailere Tdis que'i on dit twwouve ces Geux
triterpénes dans un organisme produisant des ‘‘phytostérols” en C,,.

Abstraci—THR TRV U W BRCHR T UL Physonwm Poiyepiede WA (@ R VRS Wl SR LU
nents, namely stigmasterol, B-sitosterol, stigmastanol, campesterol, campestanol and cholesterol, have been
identified. Lanosterol and 24-methylene dihydrolanosterol were found in the triterpene fraction of this
organism. This seerns to be the first time that these triterpenes have been identified in an organism producing
C,5 “phyvtosterols™.

LES MYXOMYCETES ont fait I'objet de nombreuses études concernant ieur croissance et leur
différesciation wfidaine /7 Toprndant, i LCURTREIRn Ut FERYE T VIgENSTERS IR
avoir été déterminée uniquement dans le cas du Dictyostelium discoideum: Heftmann et
coll.> ont mis en évidence la présence de stigmasten-22-0l-38 dans ce myxomycéte et ont
montré I'importance de ce composé dans le phénoméne d’agrégation des cellules. Par
ailleurs. cet arganisme §'est tE€VEE un quitt précieux, permetant Véwde de ta viasyatnse
de ces stérols.*~8

Afiin Qeffectuer une étude comparative caacernaat ta bragvathese des phivtastérols. nous
nous sommes interessés au myxomycéte ““vrai’, Physarum polycephalum, dans lequel la
présence de stérols, sans &tre précisée, avait été avancée par Emmanuel.® Dans le présent
mém@ire, povs Dresenions’T angyyse bes sterois w1 besarherpenes § une svudne be Foysorum
polycephalum.

RESULTATS ET DISCUSSION

Les vedemrs, Quan SYRIRAEHG R Phystrean polysepies o Wogrun ko vrabodins
le milieu liquide de Brewer ef al?® Les cellules ont été récoltées par centrifugation, puis
soumises & un traitement alcalin 4 la potasse. La partie neutre chromatographiée sur colonne
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d’alumine permet d’obtenir une fraction stérolique, séparée de la fraction triterpénique
tétracyclique.

FEtude de la Fraction Stérolique

La fraction stérolique analysée par spectrométrie de masse présente, dans la région des
ions moléculaires, cinq pics & m/e 416, 414, 412, 402 et 400. L’analyse des acétates correspon-
dants, par chromatographie en phase vapeur sur colonne OV, a 1%, confirme la présence
d’au moins cing stérols.

Ce mélange d’acétates, hydrogéné en présence de palladium sur charbon, conduit 4 deux
composés entierement saturés. L’analyse par spectrométrie de masse et chromatographie
en phase vapeur a permis de conclure qu’il s’agit des acétates de campestanol 14 et de stig-
mastanol 2b. Les squelettes carbonés des stérols étudiés correspondent donc & ceux du
cholestane portant sur le carbone C-24 une ramification & un ou deux atomes de carbone.

La fraction stérolique a été chromatographiée sur colonne de gel de silice imprégné de
nitrate d’argent 4 509;. Une fraction peu polaire F,, correspondant aux stérols saturés, a
€té ainsi séparée d’une fraction F,, plus polaire, correspondant au mélange des stérols
insaturés.
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La chromatographie en phase vapeur des acétates de la fraction F; montre deux pics
dont les volumes de rétention correspondent 3 ceux de deux échantillons authentiques
d’acétates de campéstanol 15 et de stigmastanol 2b. Le spectre de masse du mélange de
stérols libres présente les ions moléculaires d mfe 462 (M) et 416 (M) et les ions de fragmenta-
tions indiqués au Tableau 1. Ces résultats indiquent que les stérols 1 et 2 ont des structures
qui correspondent a celles du campestanol 1a et du stigmastanol 2a.

TABLEAU 1. FRAGMENTATIONS OBSERVEES DANS LE SPECTRE DE MASSE DE LA FRACTION F
(STEROLS SATURES) DE Physarum polycephalum

Pics observés (m/e)
Fragmentations Stérol 1 Stérol 2
Ion moléculaire (M*) 402 416
M* — CH, 387 401
M* - (CH; + H,0) 369
M* — (chaine latérale + H,0) 257
M — (chaine latérale + 27)* 248
M+ — (chaine latérale + 42)t 233
M* — (chaine latérale + 42 + H,O0)t 215

* + Fragmentation impliquant le départ de la chaine latérale et d’une partie du
cycle D, *voir reference,!! T voir.'?

La ¢nromargprapnie er Poase vapear des aokwies de 'R tragtor B, (TR, 1) mlgee =
présence de quatre ou cing pics (selon les cultures) dont les volumes de rétention correspond-
ent a ceux d’échantillons authentiques d’acétates de cholesterol* 3b, campestérol 4b, stig-
masté&ro) 7o, €1 Ot B-D0o51Ero) b Ye Yeuxitine Hiv, T IpATE th PIoporivn vanavk, aun
volume de rétention correspondant a celui de I’acétate de brassicastérolf 6b.

L’analyse par spectrométric de masse des stérols libres indique la présence des ions
moléceduitsd e S8R T TPty Wit 438, 4l 2wt 4d4, asssanpapadc dsadiicdae
ions de fragmentations présentés au Tableau 2. La présence d’un pic & m/e 300 indique
qu’un des constituants du mélange au moins présente une double liaison dans la chaine
latérale en C-22, C-23.6:13

Les fragmentations correspondant au départ de la chaine latérale et & une partie du
cycle D conduisent & la formation d’ions communs aux quatre stérols (voir Tableau 2) et
indiquent que les quatre composés ont une insaturation dans I'un des trois cycles A, B ou C.

D’autre part, I'absence d’ions moléculaires dans le spectre de masse des acétates corres-
pondants et la présence d’un ion trés important & m/e 129 dans le spectre de masse du dérivé
triméthylsilylé de ce méme mélange indiquent que la double lizison est trés probablement
localisée en C-5 pour les quatre constituants.!! Cette hypotheseaé€ confirmée pas oxydation

* (Ce compose esI_presen) en guanine res jaine.
+ La présence de ce composé n’a jamais pu étre caractérisée par spectrométrie de masse des stérols libres
ou de leurs dérivés acétates et époxy-acétates.

11 B. A. KNIGHTS, J. Gas Chromatog. 273 (1967).
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Fig. 1. CHROMATOGRAPHIE EN PHASE VAPEUR SUR QV-1 A 1% DE LA FRACTION F, ACETYLEE.

Témoins en hachuré: (a) acétate de cholestérol 35, (b) acétate de brassicastérol 6, (c) acétate de
campestérol 45, (d) acétate de stigmastérol 7b, () acétate de B-sitostérol 5b.

TABLEAU 2. FRAGMENTATIONS OBSERVEES DANS LE SPECTRE DE MASSE DE LA FRACTION F, (STEROL INSATURES) DE
Physarum polycephalum

Pics observés (m/e)

Fragmentations Cholestérol  Campestérol  Stigmastérol B-sitostérol
3a 4q 7a Sa

Ion moléculaire (M) 386 400 412 414

M* - CH, 385 397 399

M*—-H,0 382 394 396

M* — (15 + H,0) 367 379 381

M* — groupe isopropyl terminal 343 369

M* — (43 + H,0) 351

M* — partie de chaine latérale* 300

M* — (H,0 + 67)t 301 315 327 329

M* — (H,0 + 93)t 275 289 301 303

M+ — (H,0 + 121)} 247 261 273 275

M* — (H,0 + 108)7 260 274 286 288

M* — chaine latérale} 273 273 271 273

M — (chaine latérale + H,0) 255

MT* — (chaine latérale + 27) 246

M?* — (chaine latérale + 27 + OH) 229

MT* — (chaine latérale + 42) 231

M™* ~ (chaine latérale + 42 + H,0) 213

* Fragmentation caractéristique des stérols présentant une double liaison en C-22, C-23.6+ 13

+ Fragmentations caractéristiques de stérols présentant une insaturation en C-5, C-6.1!

1 Rupture de la liaison C-17, C-20. Dans le cas du stigmastérol cette fragmentation est accompagnée de
la perte de deux atomes d’hydrogéne du fragment tetracyclique.'?
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Ces résultats sont donc en faveur des structures du B-sitostérol 5a, du stigmastérol 7a, du
campestérol 4a et du cholestérol 3a, pour les constituants de la fraction F,.

Ceci a été confirmé par la formation du mélange des époxy-acétates de la fraction F,, La
chromatographie sur couche mince du mélange obtenu permet de séparer deux fractions,
dont les analyses, par chromatographie en phase vapeur, indiquent pour la moins polaire la
présence de composés majeurs dont les volumes de rétention sont ceux des acétates du
monoépoxyde de 4a et de 5q et, pour la plus polaire, celui de "acéiate du diépoxyde de 7a.
La configuration absolue du carbone C-24 du stérol diinsaturé 7a a été identifiée a celle du
stigmastérol, par comparaison des courbes de dichroisme circulaire des acides éthyl-2, méthyl-3
butyrique, obtenus par dégradation de la chaine latérale de ces deux composés. Les courbes
obtenues (Fig. 2) sont semblables et présentent une bande d’absorption a 288 + 5 nm., de
méme signe positif. On admet, pour les autres stérols 1a, 24, 4a, 5a, une stéréochimie identique
du carbone C-24.
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Fi1G. 2. COURBES DE DICHROISME CIRCULAIRE DES ACIDES 2-ETHYL, 3-METHYL BUTYRIQUE, OBTENUS
PAR DEGRADATION DE LA CHAINE LATERALE DU STEROL 7a (—————— ) ET D’UN TEMOIN AUTHENTIQUE
DE STIGMASTEROL (: ).

Etude de la Fraction Triterpénique

Ces derniéres années, différents auteurs '*~!7ont avancé I'hypothése que, dans les végétaux
supérieurs, le cycloartenol serait le précurseur des phytostérols. Ce triterpéne jouerait, dans
ce cas, un role équivalent 3 celui du lanostérol au cours de la biosynthése des stérols chez les
animaux et les levures. Il était donc intéressant, d’un point de vue phylogénétique, de déter-
miner la composition en triterpénes tétracycliques du myxomycete Physarum polycephalum.

La fraction triterpénique, isolée par chromatographie sur colonne, est trés peu abondante
(3 mg). L’analyse de cette fraction par chromatographie sur couche mince et par spectro-
métrie de masse des acétates correspondants montre la présence d’un 4-méthyl stérol

* Les cétones o, 8 insaturées formées ont &té caractérisées par les spectres i.r. et u.v.
14 K. BowpeN, I. M. Henieron, E. R, H. Jones and B, C. L. WeEDoN, J. Chem. Soc. 39 (194 6).
ISP, BENVENISTE L. HIRTH and G. OURISSON Phytochem. 5, 45 (1966)
16 1. J. GOAD, Terpenoids in Plants (edited by J. B. PRIDHAM), p. 159, Academic Press, London (1967).
17U, EPPENBERGER, L. HIRTH and G. QURIssON, European J. Biochem. 8, 180 (1969).
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(m/e 470)* et celle de deux 4,4-diméthyl-14-méthyl stérols (7/e 468 et 482). L’analyse par
chromatographie sur couche mince des produits formés par époxydation du mélange des
acétates indique la formation entre autres de deux diépoxy-acétates, correspondant a celui
du lanostérol 8a et du 24-méthyléne dihydrolanostérol 94.'®

L’analyse par chromatographie en phase vapeur sur colonne OV-17 confirme la présence
de lanostérol 8a; cependant, un deuxiéme pic mal résolut, dfi, vraisemblablement, au mélange
des deux autres constituants, couvre en partie une région correspondant au volume de réten-
tion de I'acétate de 24-méthyléne dihydrolanostérol 95 ainsi que celle de ’acétate de cyclo-
artenol, ce qui ne permet pas d’exclure la présence éventuelle de faible quantité de ce dernier
composé, dans la souche de Physarum polycephalum. D’ailleurs, une autre tiche du chro-
matogramme sur couche mince pourrait correspondre au mélange du mono-époxy acétate
du lanostérol et du cycloarténol.

C’est la premiére fois, a notre connaissance, que I’on rencontre, dans un méme organisme,
des phytostérols a chaine éthyle en C-24 et du lanostérol. Ce fait distingue le Physarum
polycephalum des végétaux supérieurs'? et des algues,?® ot le cycloarténol accompagne seul
les phytostérols.

PARTIE EXPERIMENTALE

Les chromatographies en phase vapeur ont été effectuées sur un appareil Chromagas modéle C.G.1 sur
colonne de 1,80 m de gas chrom Q (GD 2702) 4 100-120 mesh, imprégné de OV-1a1% oua 4% Les acétates
des stérols ont €€ analysés 4 200°, les époxy-acétates de la fraction F, a 255°, Débit d’azote: 40 cm®/mn. La
fraction triterpénique acétylée a été anaylsée 4 250° sur une colonne semblable, imprégnée de OV-17 4 1%,.
Débit d’azote: 100 cm®/mn. L’acide éthyl-2, méthyl-3 butyrique a été analysé a 120° sur colonne de célite
(1,20 m) a 100-120 mesh, imprégnée de Tween 80 (20 %) et d’acide phosphorique a 85% (2%,). Débit d’azote:
70 cm®/mn.

Les chromatographies sur couche mince d’acide silicique (Merck, F 254) ont été effectuées par deux
migrations dans un systéme de solvant: acétate d’éthyle, éther de pétrole (15:85) pour les époxy-acétates de
la fraction F, et de la fraction triterpénique. Pour les stérols libres nous avons employé le systéme de solvant:
acétate d’éthyle, hexane (25:75).

Les spectres de masse ont été effectués sur un spectrométre de masse MS-9 (A.E.1L.).

Les courbes de dichroisme circulaire ont été enregistirées sur un dichrographe IT Roussel-Jouan, Paris,
a partir des échantillons liquides purs, dans des cuves de 0,1 mm.

Culture de Physarum polycephalum

Une souche axénique de Physarum polycephalum a été cultivée dans le milieu de Brewer et al.'® Les cultures
effectuées dans des erlenmeyers de 2000 ml, contenant chacun 200 mi de milieu, ont été agitées (180 tours/min)
4 26° c et a 'obscurité pendant 4 jours. 3 1. de milieu nous ont permis d’obtenir 190 g de cellules humides.

Extraction des Stérols

190 g de cellules en suspension dans 400 ml du mélange EtOH-H,O (1:1) sont saponifiés par chauffage &
reflux pendant 4 hr en présence de 190 g de KOH. La fraction neutre est extraite au CH,Cl,; (4 x 500 ml); la
phase organique est lavée a neutralité, séchée (Na,SO,), puis le solvant est évaporé. Le résidu (700 mg) est
chromatographié sur 70 g d’Al,O;. Par élutions au benzéne on isole des fractions correspondant aux triter-
pénes (3 mg) et par élutions au mélange benzéne-Et,0 (95: 5) onisole la fraction stérolique (110 mg), homogéne
sur plaque d’acide silicique.

* Ce composé n’a pu étre identifié avec certitude. Cependant 1’étude par spectrométrie de masse de la
fraction correspondante, provenant d’une culture effectuée en présence de méthionine méthyle-CDj, indique
par la présence d’un pic isotopique & m/e (470 + 5) que ce constituant porte une chaine latérale C-24 éthyle
ramifiée®' ¢ et est vraisemblablement un 4a-méthyl-24-éthyl cholesténol.

T Des chromatographies effectuées a différentes températures et sur des colonnes chargées, & des pour-
centages variables, en OV-17 n’ont pas permis d’obtenir une meilleure résolution.

18 C. Marsis and G. OURISSON, J. Chromatog. 12, 94 (1963).
1* G. OuRIssoN, P. CraBsE and O. R. RopiG, Tetracyclic Triterpenes (edited by HERMANN), Paris (1964).
20 L. J. Goap and T. W. Goopwin, European J. Biochem. T, 502 (1969).
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3 Q&S5 oiero:

105 mg de la fraction stérolique sont chromatographiés sur une colonne de 24 g de gel de silice—célite (1:1)
imprégnés de AgNO; a 50%;. Par élution avec un mélange de solvants: ether de pétrole-benzéne (60:40), on
sépare une fraction F, (8 mg) (stérois saturés) d’une fraction i€gérement pius retenue F, (95 mg) (stérois
insaturés).

Formation des Acdtates

Les acétates des différents stérols ont été obtenus par traitement pendant 12 hr A froid des stérols libres
(10 mg) par le mélange pyridine (0,3 ml), anhydride acétique (0,4 ml).

Formation des Dérivés Triméthylsilylés
Ces dérivés ont été obtenus par traitement pendant 24 hr des stérols libres (3,5 mg), dissous dans 1 ml de

rridine, par 1 ml d’hexaméthvldisilasane et de 0.2 ml de triméthvichlorosilane 2!

pyricing, pa CLNYCISL g 2 GO WNIMNCIN YOOI 081X

Hydrogénation des Acétates

7,9 mg d’acétates de stérols, dissous daps 5§ ml d

amblantes en présence de 47, s mg de Pd/Ca 5%.

Formation des Epoxy-Acétates

Les acétates de la fraction F, (20 mg) sont dissous dans 1 ml de CHCl;, puis agités en présence de 40 mg
d’acide paranitroperbenzoique, 3 la température ambiante, pendant 21 hr. Aprés extraction au CHCI;, la
phase organique est lavée au Na,S0,, Na,CO;, puis & H,0. La solution CHCI,, aprés avoir été séchée
(Na,SO0,), est évaporée (21 mg). Les acétates de la fraction triterpénique (2 mg) sont traités d’une fagon
semblable.

Uxydaiion de ia Fraciion F,

5 mg de la fraction F, sont dissous dans 1 ml d’acétone; on ajoute 1 goutte de réactif de Jones préparé
selon.’* Le mélange est agité 30 min A la température ambiante; 1a solution devient verte. La phase organique,
extraite a Et,0, est lavée (NaHCQO;), 4 I’eau. Elle est ensuite séchée (Na,S0O,) puis le solvant est évaporé

(4 mg). Le spectre u.v., dans EtOH, du produit obtenu présente une forte absorption &4 A =246 nm et le
spectre i.r. une bande caractéristique de cétone -8 insaturée 4 1690 cm™?,

Dégradation de la Chaine Latérale du Composé Ta
320 mg du mélange de stérols, provenant de 300 g de cellules, sont dissous dans 15 ml d’acétate de méthyle

et 15 mi de MeOH, puis ozonisés & —70° jusqu’a ce que ia solution conserve une coloration bieue.?* Les
solvants sont évaporés a température ambiante sous vide (15 mm) puis les produits de la réaction, dissous dans
I’acétone. sont oxydés par I’acide chromique, jusqu’a obtention d’une coloration marron.?® L’acétone est
alors évaporée; les acides sont exiraits a 1’éther et fractionnés par distiliation sous vide (15 mm). On obtient
258 mg d’acide éthyl-2, méthyl-3 butyrique, E = 110° (15 mm Hg), dont la pureté a été controlée par chromato-

graphie en phase vapeur.
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