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SUMMARY 

p-Sitosterol 1 is metabolised to cholesterol 5 by phytophagous insects. It has been previously shown that 

fucosterol-24,28 epoxide 3 is transformed into 5 in Locusta migratoria, desmosterol4 being an intermediate. 

It is now established that locusts transform [3-‘Hlfucosterol propionate into the corresponding labelled 

epoxide 3, recovered as such or as an oxazoline derivative 11. 

1. Introduction 

Si les Insectes sont incapables de synthetiser de 
novo le cholesterol 5 indispensable a leur survie, les 
phytophages se le procurent en degradant le f3-sito- 
sterol 1 present dans leur nourriture [I] . Nous avons 
precedemment Cmis l’hypothese selon laquelle cette 
biotransformation s’effectuerait selon le schema: 

fucostCrol2 : - 3 Bpoxyde 3 - - -+ desmosterol4. On a 
pu montrer en effet que l’epoxyde 3 Ctait degrade in 
vivo en cholesterol par le criquet Locusta migratoria, 
le desmostCrol4 Btant intermediaire [ 1,2] . La mdme 
desalkylation de 2 en 5 est observee in vitro avec des 
extraits acellulaires de Bombyx mori [3] ; seul 
l’isomltre 24S,28S de l’epoxyde 3 est utilise [4] ce 
qui est un argument en faveur d’une ouverture enzy- 

matique. Chez Tenebrio molitor [5] et chez Bombyx 
mori [6] la transformation du fucosterol en cholesterol 
se fait avec migration d’un hydrogene de 25 en 24, ce 
qui est en accord avec le mecanisme 9a - - -+ 9b que 
nous avions propose [2] . Rappelons qu’une telle 
elimination simultanee des atomes de carbone 28 et 

*ERA 227, Universite Paris-sud, 91405-Orsay, France 

29 pour conduire au desmosterol, peut dtre obtenue 
chimiquement par traitement de l’epoxyde par des 
acides forts [7-91. L’imino-24,28 fucostCrol6 et 
les deux allbnes 7 et 8 sont des inhibiteurs de cette 
reaction enzymatique [ lo- 131. Cependant , A notre 
connaissance, l’existence in vivo de l’epoxyde 3 n’a 
jamais ete Ctablie. Dans le present travail, nous 
demontrons la formation de cet Cpoxyde lors de la 
biodegradation oxydative du fucosterol en cholesterol 
chez le criquet Locusta migratoria. 

2. Materiel et mkthodes 

Nous avons inject6 dans un premier temps a des 
criquets au debut de leur 58me stade larvaire, le pro- 
pionate de [3-3H]fucostt%ol [ 1,2] (50 pg par criquet 
soit 1,5.1 OS dpm) puis au 6eme jour, le propionate 
de l’epoxy-24,2& fucosterol (melange des deux iso- 
meres) non radioactif [ 1,2] soit 150 /..tg par individu. 
Les animaux sont tuCs vers le 9bme jour, soit juste 

apres la mue imaginale et les lipides sont extraits par 
l’ethanol-ether et repris par l’acetone selon la methode 
habituelle. 

Nous avons travail16 avec deux series de 4 animaux 
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rj-pq% = cholestirol dekmortirol 
5 4 3 

Fig.1. 11 R:CH,CH2CO- 

Tableau 1 

Separations sur coionne de Sephadex LH20 

Fractions &&es A B 

dpm % dpm % 

St&ok esteritiks 

par des acides gras 2800 3,92 700 1,25 

Propionates de sterols 53 000 74,33 44 000 77,75 

Sterols libres 15 500 21,75 9900 17,5 

Bilan 71 300 100 54 600 96,5 

(A) 105 mg de lipides acdtono-soluble; radioactivite 7,13,104 dpm, extraits de 

4 criquets Locusta migratorin prealablement inject& avec un propionate de [ 3-3H]- 

fucostkrol et un propionate d’dpoxy-24,28 fucosterol non radioactif. 

(B) 108 mg de lipides acetone-solubles (5,66.104 dpm) obtenus dans les m&mes 

conditions que (A) et trait& par C,HSCN/BF, pendant 30 min. i 0°C 
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chacune. Dans la premiire (A) les lipides acCtono- 
solubles sont fraction& sur une colonne de SCphadex 
LH20 (diam. 2,4 cm, long. 130 cm) en Cluant par le 
mClange CHzClz/hexane/Cthanol 16:4: 1. Dans la 
seconde sCrie (B) les lipides adtono-solubles en solu- 
tion dans 0,5 ml de CHzClz et 0,5 ml de benzonitrile, 
sont trait& par une goutte d’CthCrate de BF3 $48% 
pendant 30 s ZI O”C, ce qui permet de transformer les 
Cpoxydes en oxazolines [ 14,151 . Aprbs lavage par une 

solution 0,l N de NaHC03, les lipides sont chromato- 
graphi& comme ci-dessus sur colonne de SCphadex 
LH20. Dans les deux cas, les stCrols estCrifiCs par des 

acides gras sortent en premier (volume d’Clution com- 
pris entre 165 ml et 175 ml) puis viennent les stCrols 

propionyl6s &ICS avec 1’Cpoxyde et l’oxazoline 
(volume d’Clution compris entre 180 ml et 220 ml) 
et enfin les stdrols libres (volume d’Clution: 250- 
300 ml). 

Les propionates de 1’expCrience (A) sont co-chro- 
matographiBs avec 6 mg de propionate d’ipoxy-24,28 

fucostCro1 sur couche mince (CCM) d’acid silicique 
Schleicher et Schiill fluorescent en d6veloppant par 
le mClange hexane-a&ate d’Cthyle 9: 1 (propionates 
de stCrols, RF 0,85; propionate d’Cpoxy-24,28 fuco- 

stCro1, RF 0,60). 
Les propionates de l’exptrience (B) sont chromato- 

graphi& directement en CCM comme ci-dessus; le 
propionate de l’oxazoline a un RF de 0,41. La purifica- 

tion est poursuivie par CCM sur alumine Merck T 
imprkgnCe de nitrate d’argent (22%) en dCveloppant 
par le mClange hexane-a&ate d’Cthyle 9:2 (RF 0,27). 

Les mesures de radioactiviti sont effectuCes sur un 

appareil Nuclear Chicago Mark I, rendement moyen 
35% g 38% . Les spectres de masse ont gtt? mesur& 
sur un appareil AEI MS 50 sous la direction du 
Dr B. C. Das. 

3. Rbultats 

Les resultats des siparations sur colonne de 
SCphadex LH20 figurent au tableau 1. Dans la sCrie 
(A) on rCcupltre 100% de la radioactivite mise sur la 
colonne, dans les trois fractions steroliques; dans la 
sCrie (B) (rkaction avec le benzonitrile et BF3) on 
note une perte de 3,5% par suite de la formation de 
produits secondaires. Nous avons v&fib dans ce 

dernier cas que les fractions lipidiques non stCroliques 
ne prksentaient pas de radioactiviti. 

Les propionates de (A) chromatographiCs en CCM 
avec 6 mg de propionates d’Cpoxyde 3 non radioactif 
donnent 5 mg de ce dernier (352 dpm/mg); une 
rCpCtition fournit 3,5 mg (340 dpm/mg). Ainsi, dans 
les conditions expBrimentales, apr&s injection de pro- 
pionate de [3-3H]fucostCrol g des criquets, nous 
retrouvons environ 2,85% de la radioactiviti dans le 
propionate de l’Cpoxyde_3. 

Dans la s&e expCrimentale (B), nous avons obtenu 
apr&s chromatographie des propionates en CCM d’acide 

silicique, un composB que nous avons caractCrisC 

comme Ctant le propionate de l’oxazoline 11; (RF 

0,413 A,,. 205,227 nm dans 1’Cthanol; coloration 
orange avec le reactif de Dragendorff; spectre de 
masse: ion molCculaire g m/e 587 et principaux frag- 

ments Am/e 572,544,410,395,368,255,213). La 
prkparation et les propriCtBs d’un Cchantillon authen- 
tique utilisC pour les comparaisons, seront publikes 
ailleurs. 

L’oxazoline isolCe contient 0,78% de la radioactiviti 
totale. Apr&s adjonction de produit non radioactif, on 
chromatographie 2 mg (85 dpm/mg) en CCM/Si02 ce 
qui donne 1,7 mg (93 dpm/mg); on continue par une 
CCM/AgN03 et on obtient finalement 1 mg (100 dpm/ 
mg). Ainsi, l’oxazoline 11 est bien formBe g partir du 
propionate de 1’Cpoxyde 3 radioactif. 

La diffbrence que nous observons entre la radio- 
activitC du propionate de 1’Cpoxyde 3 (2,85% essai 
(A)) et celle de l’oxazoline 11 (0,78%, essai (B)) est 
principalement due au rendement de la reaction de 
formation de l’oxazoline, qui ne dCpasse pas 40% $ 
50%. 

4. Conclusions 

Les deux sCries d’experiences reportCes dans ce 
travail montrent que le fucost&ol est transform6 en 
Cpoxyde de fucost&ol par le criquet Locusta migra- 
toria. Cet intermidiaire dans la digradation oxydative 
conduisant au cholestCro1, a BtC isolC comme tel dans 
une premikre expCrience et sous forme d’un d&iv6 
oxazolinique dans une deuxikme. L’hypoth&e que 
nous avions prCcBdemment Cmise [2] est ainsi vCrifi6e. 
Le schCma propod, permettant aux criquets d’obtenir 
le cholest6rol 5 ?I partir du fl-sitostCro1 1, passe par le 
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fucostCrol2, son Bpoxyde 3 et le desmostCrol4. Le 
sort des atomes de carbone 28 et 29 dans ce processus, 
reste g Btablir. On se trouve ainsi devant un nouvel 
exemple d’un Cpoxyde venant jouer un r61e primordial 
dans une voice mktabolique en sCrie alicyclique. I1 
n’est pas encore possible de savoir si la rCaction Porte 
prkfkentiellement sur les esters de stkrols ou sur les 
st&ols libres; son observation sur un propionate amkne 
cependant g penser qu’elle peut avoir lieu sur les 

esters. 
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