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Abstract-The radioactivity of the propionate of a-spinasterol-3 3H (I) is incorporated with a yield of 0.7 per 
cent in the d5-sterols of tobacco leaves (Nicotiana tubucum). fi-Sitosterol (II) is much more radioactive than 
stigmasterol (III). These results indicate that &sitosterol is the precursor of stigmasterol, i.e. that the double 
bond in the 22 position is introduced by desaturation of the side chain. 

INTRODUCTION 

A LA SUITE des travaux de Bennett et Heftmann’ et de ceux de Waters et Johnson,2 une 
incertitude est apparue concernant l’origine de la double liaison 22,23 du stigmasterol, chez 
les dgttaux suptrieurs. Au tours d’une incorporation de mkalonate chez Dioscorea spiculi- 
flora, Bennett et Heftmann’ ont constate que le stigmasterol est moins radioactif que le 
/%sitosterol, ce qui permet de supposer que ce dernier est prtcurseur du premier. Les 
experiences de Waters et Johnson (Glycine soja)2 ont amen6 ces auteurs a considerer que le 
)3-sitosterol et le stigmasterol ne peuvent provenir l’un de l’autre, mais dun precurseur 
commun. Johnson et Heftmann ont montre ensuite que le mevalonate est d’abord incorpore 
dans le /3-sitosterol et que la formation de stigmasterol marque est plus tardive; ceci est un 
nouvel argument en faveur de la formation de la chaine insaturte a partir de la chaine saturee. 
Selon Akhtar et ~011.~ la double liaison en position 22,23 de l’ergostbol est introduite 
apres la methylation de la chaine laterale du lanosterol; Katsuki et Bloch5 tmettent une 
hypothese opposee (formation de l’insaturation avant la methylation de la chaine lathale). 
Ellouz et Lenfan@ ont etudici la formation de la double liaison 22,23 dans le cas de la bio- 
synthese du stigmastbne-7 ol-3/3 chez le myxomycete Dictyostelium discoideum. Le stig- 
mastanol est precurseur de ce sterol et non l’inverse. Dernikement, Kasprzyk et Wojcie- 
chowski’ ont ttudie l’incorporation d’acetate chez Calendula oficinalis; leurs resultats sont 
en accord avec la sequence A7 --f ds --f &* 22.* 

* Nous venons d’avoir connaissance dune note de Bennett et Heftmanni4 Btablissant que le sitostbol est 
prkcurseur du stigmast&ol chez Digitalis lanata. 

* R. D. BENNEIT et E. HEFTMANN, Arch. Biochem. Biophys. 103,74 (1963). 
z J. A. WATERS et D. F. JOHNSON, Arch. Biochem. Biophys. 112,387 (1965). 
3 D. F. JOHNSON et E. HEFIMANN, Arch. Biochem. Biophys. 104,102 (1964). 
4 M. AKJSTAR, M. A. PAR~EZ et P. F. HUNT, B&hem. J. 106,623 (1968). 
s H. KATSUKI et K. BLOCH, J. Biol. Chem. 242,222 (1967). 
6 R. ELL~UZ et M. LENFANT, Tetrahedron Letters 609 (1969). 
’ Z. KA.SPRZYCK et Z. W~I~IECH~~~KI, Phytochem. 8.1921 (1969). 
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FIG. 1. 

Dans une expkrience pr&Cdente, avec des feuilles de tabac, nous avions remarquC que 
l’incorporation de stigmastcine-7 ol-3/3 conduisait non seulement au &sitosttrol mais aussi 
au stigmastCrol.* Le prtcurseur utilist ttant marquC au tritium en 22,23 les comparaisons de 
radioactivite entre ces deux sttrols Ctaient difficiles. Nous avons BtC amen& A r6ppCter une 
expkrience semblable en employant comme prkurseur un cr-spinastkrol-3 3H. 

8 M. DEVYS, A. ALCAIDE et M. BARBIER, BUN. Sot. Chim. Biol. 50,175l (1968). 
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RESULTATS OBTENUS 

L’a-spinasterol triti6 en position 3 a 6tC incorpore dans les feuilles du tabac Nicotiuna 
tubacmn Wisconsin. Une incorporation de 0,7x dans les sterols A5 a CtC obtenue. Ce 
resultat confirme la transformation sterols 4’ --f sterols As prkcedemment observee chez ce 
meme vCg&al.* Les sterols A5 ont et6 isoles et analyses par chromatographies sur couches 
minces et par chromatographies en phase gazeuse. Rappelons la composition des sterols ds 
du tabac telle que nous l’avons deja publiCe :* cholesterol 9 %, campestBrol28 %; stigmasterol 
49 % et &sitostbol 14 %; (f10 % des valeurs indiquees). Le cholesterol et le campesterol, 
isolts aprb cette experience, sont dtnues de radioactivite. La radioactivite spkcifique du 
fi-sitosterol est de 1,98. lo4 c/mn/mg et celle du stigmas&o1 2,5. lo2 c/mn/mg. Nous 
concluons que dans les conditions de notre experience, la voie I (schema) selon laquelle 
le stigmasterol (III) se formerait a partir de precurseurs a chaine laterale saturee est la 
plus vraisemblable; nos resultats sont un nouvel argument en faveur de l’hypothese selon 
laquelle la double liaison en 22,23 des sterols de vtgetaux superieurs provient de la 
d&hydrogenation dune chaine saturte. 

Obtention du Prkcurseur 
DETAILS EXPERIMENTAUX 

5 mg d’a-spinasterol pur (purete control&e par chromatographies sur couche mince, en phase gazeuse et par 
spectrometrie de masse) sont oxydes selon Jones. 9 La c&one obtenue est purified par chromatographie sur 
couche mince d’acide silicique dam le systeme pentaneacetate d’ethyle 85 : 15 (RI 0,75). Nous avons isole 
4 mg de c&one qui ont et& reduits par NaB)H,. I0 L’or-spinasterol-3-3H a et6 propionyl& ’ * et chromatographie 
sur couche mince. Le produit obtenu (3 mg) possede une radioactivite de 4. lo6 c/mn/mg* et cette radioactivitb 
est inchangee apres une seconde chromatographie. 

Incorporation du Propionate d’a-spinastt?ol-3 “H 

2 mg de propionate d’or-spinastbol-3 3H de radioactivite totale 8. lo6 c/mn ont Bte deposes sur les feuilles 
d’un jeune pied de tabac Nicotiana tabacum Wisconsin suivant la technique deja d&rite.8*‘f*‘3 Apr&s une 
incubation dune semaine, les sterols sont extraits et isoles. Nous avons obtenu 1,290 g de fraction insaponi- 
fiable de radioactivite 75. lo6 c/mn (cette valeur est tres approximative par suite de la coloration). La fraction 
sterolique totale (0,037 g) a ete purifiee par chromatographie sur couche mince d’alumine impr&nee de 
nitrate-d’argent (systeme CHCl,dther de p&roleac&ne, 11: 8: 1, R, 0,33); ce qui conduit a-O&20 g de 
sterols d5 incolores de radioactivite 2,5. lo3 c/mn/mg; les sterols A’ ont dans ces conditions un R, de 0,53; le 
pr&curseur est done bien s&pare. Apres deux cristallisations dam le methanol, nous avons r&up&e 0,007 g de 
sterols A5 de radioactivite 2,8. lo3 c/mn/mg. 

Fractionnement des StProls As 

Nous avons prepare les propionates s** * et &pare les sterols mono-insatures et di-insatures par chromato- 
graphie sur couche mince (alumine/nitrate d’argent). Apr&s une cristallisation dans le methanol, nous 
avons obtenu: propionates de stdrols As mono-insatures: 2 mg (5,5.10’ c/mn/mg); propionates des sterols As 
di-imatures: 1 mg (2,5. IO2 c/mn/mg). Les analyses habituelles ont montre que le sterol di-insature dtait 
uniquement constitue de stigmas&o1 comme attendu. L’analyse des propionates mono-insatures a et6 
pour&vie par chromatographie en phase gazeuse en recueillant les fractions a la sortie de l’appareil et mesurant 

* Les radioactivites sont mesurees sur un appareil ii scintillation Nuclear Chicago Mark 1 de rendement 
47 %. 

9 R. G. Cuarrs, I. HEILBRON, E. R. H. JONES et G. F. WOODS, J. C/rem. Sot. 457 (1953). 
lo M. DEWS, A. ALCAIDE et M. BARBIER, Phytochem. 8,144l (1969). 
I1 J. P. tim et M. BARBIER, Qua&as Plant. Mater. Veget. 16.215 (1968). 
I2 M. DEVYS, A. ALCAIDE et M. BARBER, Phytochem. 7,613 (1968). 
I3 A. ALCAIDE, M. DEWS et M. BARBIER, FEBS Letters 3,257 (1969). 
I4 R. D. BENNY et E. H~%?‘MANN, Steroids 14,403 (1969). 
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separement leur radioactivite; (pour les conditions, voir par exemple Ref. 10). La radioactivite comparee 
de ces fractions est : 

propionate de cholesteryle: 18 c/mn 
propionate de campesteryle: 20 c/mn 
propionate de &sitosteryle: 760 c/mn 

Le fi-sitosterol est done le seuf sterol radioactif du melange analyse en phase gazeuse. En tenant compte du 
pourcentage des differents sterols presents (voir ci-dessus) on peut calculer approximativement la radio- 
activite sptcifique du /I-sitosterol qui est: 

5 5 10’ x (9 + 28 + 14) = 1 98 lo4 c/mn/mg , . 14 , . 
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