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Several laboratories have shown that the two carbon atoms C-28 and C-29 of the ethyl or 
ethylidene side chains of phytosterols are introduced on to a C-24 unsaturated side chain by 
two methylation steps. A scheme based on previous work suggests the various intermediates 
which can be formed by stabilisation of the carbonium ion 3. We have shown previously that in 
the biosynthesis of 50i-stigmastan-3p-01 ( l l a )  and 5a-stigmast-22-en-3/3-01 (12a), sterols of the 
myxomycete Dictyosteliurn discoideurn, routes h and i could be excluded. 

I n  the present paper we describe the in vivo conversion, by the myxomycete, of differently 
labelled lanosterol (13), stigmastanol ( l l c ) ,  and 5a-stigmast-22-en-3p-01 (12c), into the sterols 
12a and l l a ,  and discuss the possible biosynthetic routes for the two sterols. 

After incorporation of a mixture of [26,27-14C2]lanosterol and [24-3H]lanosterol (3H/14C 
= 5.60 & 0.25), the isolated sterols l l a  and 12a were converted into l l b  (3H/14C = 5.54 0,28) 
and 14b (3H/14C = 5.61 

By ozonisation followed by oxidation in neutral or basic medium, 12a was converted into 
the esters 15 (3H/14C = 5.54 0.3), respectively. These results 
show that during the C-24 methylation, H-24 is not lost; the hydrogen which is lost is located 
neither a t  C-24 nor a t  C-23 and must therefore be a t  C-25. This excludes routes a and b for 
sterol 12. 

After incorporation of a mixture of [26,27-14C2]lanosterol and [23-3H]lanosterol (3H/14C 
= 4.36 & 0.1) the isolated sterols l l a  and 12a were converted into l l b  (3H/14C = 4.12 0.2) 
and 14b (3H/14C = 3.32 & 0.14); a fraction of 12b was degraded into 15 (3H/14C = 2.28 0.31) 
and 16 (3H/14C = 3.44 

These results show that during the conversion of 13 into 12a, 50°/, of the H-23 atoms migrate 
from C-23 to  (2-24 and 25O/, remain on C-23 ; the other 25O/, are eliminated. During the conversion 
of 13 into l l a  both H-23 atoms are retained. These results excluded route g for the two sterols. 
Since we have demonstrated that the conversion of l l c  into 12a is possible in high yields (4.60/,) 
with an efficiency eight times greater than the conversion of 12c into l l a ,  we propose that the 
sterol l l a  is synthesized in vivo according to route e with migration of H-23 from C-23 to 
C-24. The sterol 12a is biosynthetized either by route d, f, the 22,23 double bond being introduced 
during the alkylation step, or by desaturation of the sterol l l a ,  the C-22, C-23 double bond being 
introduced after the C-24 alkylation. 

0.28). 

0.28) and 16 (3H/14C = 5.55 

0.15). 

Les etudes de biosynthese des chaines ethyle et 
Bthylidbne en C-24 des phytosterols ont montre 
que les deux atomes de carbone proviennent de la 
mkthionine [1-3,3a]. Plusieurs mecanismes ont 
k t6  proposes pour expliquer cette double methyla- 
tion [I-81 (voir schirma) : la premiere methylation 
du prdcurseur sterolique 1 conduit B la formation 
d’un intermediaire methylenique 2, qui peut servir 
de substrat B une deuxiitme methylation pour donner 
le carbocation intermediaire 3. Le carbocation 3 
peut, apres stabilisation, soit par elimination d’un 
proton, soit par fixation d’un ion hydrure, conduire 
B des composes portant deux atomes de carbone 
derivant du groupe methyle de la methionine. Si 

l’on considbre que l’isomerisation du carbocation 3 
par migration d’un des protons port& par les car- 
bones voisins est possible, plusieurs voies de bio- 
synthese (a,i) peuvent &re envisagees. Dans le cas 
de la stabilisation par elimination d’un proton, on 
admet que la double liaison formee peut 6tre reduite 
pour conduire L un sterol L chaine laterale satjur6e 
et que d’autre part l’introduction de la double 
liaison C-22, C-23 peut avoir lieu par desaturation 
de la chaine laterale saturite de 6 .  

L’etude de l’incorporation de la mitthionine 
mbthyl-CD, dans les sterols d’ochromonas malha- 
mensis [8] et d’ochromonas danica [9] a montrb la 
presence de quatre atomes de deuterium dans la 
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ramification Bthyle de ces sterols. Ce resultat est en 
accord avec la voie de biosynthkse i. Par contre, 
dans le cas du stigmastanol ( l l a )  et du stigmasth- 
22,01-38 (12a) du myxomycbte Dictyostelium dis- 
coideum, nous avons mis en evidence [lo, 111 une 
incorporation de cinq atomes de deuterium dans la 
ramification Bthyle de ces deux sterols. I1 en est de 
m6me des sterols de Physarum polycephalum [9] et 
de Chlorella vulgaris [12]. Ce resultat exclut pour ces 
composes les voies de biosynthbse h et i du schema. 

28/29 / 

A ’  - 7  

Sch6m des voies de biosyntEse des chaEnes lat4rales des phyto- 
st4rols (7-24 6thyle ramifiiees [8 et 111 

Afin de prbciser le mode de formation des sterols 
l l a  et 12a du myxomyckte Dictyostelium discoideum 
nous avons successivement incube des cellules de cet 
organisme en presence de divers precurseurs radio- 
actifs : melange de [24-3H]lanostBrol et de [26,27-I4C]- 
lanosterol, melange de [23-3H]lanostBrol e t  de 
[26,27-14C]lanostBro1, de [30c-3H]stigmastanol et de 
[3n-3H]stigmast&n-22,01-3B. La repartition et la 
localisation des atomes de tritium dans les composes 
l l a  et 12a biosynthetises indiquent que dans les 
deux composes un des atomes d’hydroghe du pr6- 
curseur sterolique migre de la position 23 en 24; 
d’autre part elles montrent que le sterol sature l l a  
peut &re forme aprks la double methylation par 
introduction d’un ion hydrure en C-23 (voie d,e) 
e t  que le sterol insaturi: 12a peut 6tre obtenu soit 
par Blimination d’un des atomes d’hydrogbne 22 du 
precurseur 1 (voie d,f), soit par introduction de la 
double liaison C-22, C-23 b partir du sterol sature 
l l a l .  

1 Ces rbsultats ont fait l’objet de communications pr6- 
liminaires [13-151. 
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MATfiRIEL ET MfCTHODES 

CULTURES DE Dictyostelium discoideum 
EN PR~SENCE DU M~LANCTE DE 

[24-3H]LANOSTkROL ET [26,27-14c2]LANOSTkROL (13) 
20litres de milieu de culture (peptone Difco, 

15,6 g/l; y m t  extract Difco, 2,8 g/l; NaCl 5,6 g/l; 
glucose, 1 g/l; pH 7,4 ajuste avec KOH; sGrilisa- 
tion, 15 min b 120 “C) sont ensemences par une prh- 
culture d’une souche de Escherichia W E  B. Aprbs 
24 heures b 37 “C, les cultures sont centrifugees, 
lavees B l’eau distillbe sterile e t  les cellules micro- 
biennes humides sont mises en suspension dans un 
litre de tampon Sorensen M/60, pH 6 [ 161. Le nombre 
des cellules contenues dans la suspension est deter- 
mine par la mesure de l’arsorbance au spectrophoto- 
metre (Spectronic 20 Bausch et Lomb) BtalonnB au 
prkalable avec des Bchantillons de cultures sur les- 
quels ont B t B  effectue des numerations b l’aide d’une 
cellule compte-germes. 

Les cultures et la recolte des spores de Dictyoste- 
lium discoideum sont effectuees comme precedem- 
ment [l 11. Les spores de Dictyostelium discoideum 
recoltees e t  les cellules de Escherichia coli B sont 
mises dans un fermenteur contenant 10 litres de 
solution tampon Sorensen M/60, pH 6. Au debut de 
la phase vegetative, on ajoute une solution contenant 
10 mg de lanosterol marque (2,5 x lo6 d&s./min de 
1*C)2. La culture laissee sous agitation et sous azote 
pendant 24 heures est ensuite a6r6e (debit d’air 
3 litreslmin), agitee B 200 tourslmin et  incubhe A 
23 “C pendant 48heures environ. A la fin de la 
phase vegetative, on recueille 52 g de cellules humi- 
des. 

Extraction des stgrols l l a  et 12a 
Les cellules humides sont hydrolysees dans les 

conditions precedemment decrites [l I]. La fraction 
neutre (600 mg, 3H/14C = 5,5; taux d’incorporation 
calculk par rapport b la radioactivite introduite 
5001,) est chromatographibe sur 30 g d’acide sili- 
cique. La fraction correspondant aux phytosterols 
(83 mg, 3H/14C = 5,55, 2,2O/, d’incorporation cal- 
cuke par rapport b la radioactivite en 14C intro- 
duite) est acetylke [ll]. 

Priparation de l’acdtate de 
l’kpoxy-22,23 stigmastanol (14b) 

80mg du melange des acetates des composes 
l l a  et  12a, en solution dans 10ml de chloroforme 
sont trait& par 250 mg d’acide p-nitroperbenzoique. 
Aprbs 3 heures d’agitation b froid, la solution est 
lavee avec une solution saturee de sulfite de sodium, 
de bicarbonate de soude puis b l’eau jusqu’b neu- 

2 Le IanostArol (10 mg) est dissous dans 3 ml d’bthanol 
auxquels sont ajout6es 5 gouttes de Tween80 et 13ml 
d‘eau distillke st6rile. 
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tralit6. On isole, apres evaporation du solvant, 
76mg de produits qu’on purifie sur une plaque 
d’acide silicique. L’acetate de stigmastanol ( l l b ) ,  
(14 mg; F = 145-148 “C; 3H/l4C = 5’54) est 
s6parr6 de l’acetate de 1’8poxy-22,23 stigmastanol 
(14b), (56 mg; F = 75-78 “C; 3H/14C = 5’61); le 
spectre de masse presente un pic moleculaire B 
m/e 472. 

Ddgradation de la chaine latdrale du stdrol 12a 
80mg du melange des sterols l l a  et 12a sont 

dissous dans 5 ml d’achtate de methyle et 5 ml de 
methanol refroidis B - 80 “C et soumis pendant 
30min A un courant d’ozone (100cm3/min it 4O/,). 
On agite quelques minutes et on soumet B nouveau 
B l’ozonolyse pendant 15 min. La solution est rame- 
nee B la temperature ambiante, le solvant est Bvapore 
B froid et sous vide. 

a) Une premiere fraction de l’ozonide dissoute 
dans l’acktone est oxydke par 0’5 ml de reactif de 
Jones [17]. L’achtone est alors Bvaporhe, l’acide 
extrait B 1’6ther est distill6 sous vide (110 “C sous 
30mm de Hg) puis esterif% par 25mg de bromure 
de p-ph6nyl phhnacyle [l 11. L’ester p-phenyl phena- 
cylique 15: (70 mg, 3H/14C = 5’54) est purifie deux 
fois sur plaque d’acide silicique puis cristallise dans 
le methanol. 

b) La seconde fraction de l’ozonide est traitbe 
par 0,5 ml de dimethyl sulfure [18] en presence de 
2ml  de methanol puis par une solution contenant 
1’4 ml de soude aqueuse it 100 g/1 et 5 ml d’hthanol 
pendant 15 heures sous azote. Apres oxydation par 
3 ml de reactif de Jones, l’acide isole par distillation 
sous vide est esterifib. L’ester p-ph6nyl phenacy- 
lique 16 (5 mg, 3H/14C = 5,55) est cristallise dans le 
methanol. 

CROISSANCE DES CELLULES DE 

M6LANGE DE [23-3H]LANOST6ROL ET DE 
[26627-14c2]LANOST6ROL (13) 

Dictyostelium discoideum EN P R ~ S E N C E  DU 

Les cultures des spores de Dictyostelium discoi- 
deum et de E .  coli B sont effectuees comme pr6c8- 
demment. Au debut de la phase vegetative, on ajoute 
la solution contenant 4mg du melange de [23-3H]- 
lanosterol et de [26,27-14C2]lanostBrol (3H/14C = 4,36, 
activite en 14C = 106 dbs./min). On recueille 50 g 
de cellules humides. 

Extraction des stdrols l la et 12a 
Les cellules humides sont hydrolysees, la fraction 

neutre (464mg, 3H/14C = 4’25, activite en 14C = 
3’95 x lo6 dhs./min, taux d’incorporation calcule 
par rapport B la radioactivite introduite 39,5O/,) 
est chromatographihe. La fraction correspondant 
aux phytosterols (100 mg, 3H/14C = 4,06, 2,5O/, 

d’incorporation calcule par rapport B la radio- 
activite en l4C) est acetylee. 

Prdpration de l’acktate de 
l’dpoxy-22,23 stigmastanol (14b) 

90mg du melange des acetates l l b  et 12b sont 
trait& comme precedemment par I’acide p-nitro- 
perbenzolique. L’acetate de stigmastanol ( l l b ) ,  
(17 mg, 3H/14C = 3,91) est skparb de l’acetate de 
1’6poxy-22,23 stigmastanol (146) (67 mg, 3H/14C = 
3’73). 

Dkgradation de la chaine latkrale du stkrol 12a 
50mg du melange des sterols l l a  et 12a sont 

ozonises comme prhcedemment. On isole l’ester 
p-ph6nyl phenacylique 15 prepare comme pr6cedem- 
ment selon (a): 5 mg, 3H/14C = 2’28, et l’ester 16 
preparb selon (b): 4 mg, 3H/14C = 0,44. 

Prdpration du [3~-~H]stigmastanol (I lc) 
100mg de stigmastanol ( l l a )  en solution dans 

10ml d’acetone sont trait& par 0,5ml de reactif 
de Jones. Aprhs 30min d’agitation, on detruit 
l’exces de reactif par le methanol et on extrait la 
phase organique it 1’Bther : 96 mg. La stigmastanone 
(17) obtenue est identifihe: par chromatographie sur 
couche mince d’acide silicique, par chromatographie 
en phase vapeur (TI: 240 “C, colonne SE 30 B lo/ , ,  
debit d’azote 55 cm3/min) et par spectrometrie de 
masse. 

A 25 mg de stigmastanone (17) en solution dans 
10 ml de methanol, on ajoute du borohydrure de so- 
dium tr i t ih  (1 mcurie) ; apres 30 min d’agitation 
sous azote, on ajoute 15mg de borohydrure de so- 
dium non marque. Cette solution maintenue sous 
atmosphere d’azote et sous agitation pendant une 
heure, est ensuite extraite B 1’6ther. Le [3wSH]- 
stigmastanol ( l l c )  soumis B deux purifications succes- 
sives sur plaque d’acide silicique, est oristallis6 dans 
le methanol : 20 mg, 10,7 x lo6 dbs. x min-l x mg-l. 

Prdpration du [3a-3H]stigmastin-22,01-3~ (12c) 
60 mg du sterol insature 12a sont oxydes en 5a- 

stigmasten-22 one-3. 50 mg de la stigmasthone sont 
reduits par un mcurie de borohydrure de sodium 
tritie. Le sterol 12c soumis B deux purifications suc- 
cessives sur plaque d’acide silicique est cristallish 
dans le methanol: 40 mg, activite specifique 14’7 x 106 
dbs. x min-l x mg-l. 

CROISSANCE DES CELLULES DE 
Dictyostelium discoideum EN P R ~ S E N C E  

DU STIGMASTANOL (1lC) 
Les cellules de Dictyostelium discoideum sont 

incubees en presence de 5 mg de [3a-3H]stigmastanol 
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( l l c )  (5 x lo7 dbs./&). On recueille 22 g de cellules 
humides. 

Extraction des sttrols l l a  et 12a 
Lea cellules humides sont hydrolysees dans les 

m6mes conditions que precedemment . La fraction 
neutre (288 mg, 9,2 x lo6 d&s./min) est chromato- 
graphiee comme precbdemment. La fraction corres- 
pondant aux phytostkrols (80 mg, 4J8x los d&./ 
min) est acetylbe. 

Pr6paration de l’acttate de 
lY6poxy-22,23 stigmastanol (14b) 

80mg du melange des acetates l l b  et 12b sont 
trait& comme prhc8demment. L’acBtate de stig- 
mastanol ( l l b )  (20,8 mg, 3,57 x lo6 d6s./min) est 
&par6 de l’acbtate d‘Bpoxy-22,23 stigmastanol (14b), 
(55,6 mg, 4,23 x lo6 des./min taux d’incorporation 
calcule par rapport b la radioactivite introduite 
dans les cellules: 4,70/,). Ce dernier, aprhs addition 
d’entraineur 200 mg, a 6th cristallise jusqu’b 
obtention d’une radioactivite specifique constante. 

Prtparation de 1’6poxy-22,23 stigmastanone ( 8 )  
15mg de I’acbtate 14b sont hydrolys6s par 

100 mg d‘hydrure de lithium aluminium dans 1’6ther 
anhydre b chaud. L‘alcool 14a obtenu aprhs purifi- 
cation sur plaque d’acide silicique presente la m6me 
radioactivite specifique que l’achtate correspondant. 
1Omg de l’alcool 14a sont oxyd6s par 0,5ml de 
reactif de Jones. La cetone obtenue, 7 mg, est purifi6e 
sur une plaque d’acide silicique puis cristallisee dans 
le mbthanol. 

CROISSANCE DES CELLULES DE 
Dictyostelium discofdeum EN PRESENCE 

DE [3-3H]STIGiVASTlkN-22,0L-3/? (2C) 
Les cellules de Dictyostelium discofdeum sont 

incubees en presence de 4 mg du sterol 12c, (radio- 
activitl: introduite 5,9 x lo7 dbs./&). On recueille 
55 g de cellules humides. 

Extraction d u  stCrol 1 l a  
Les cellules humides sont hydrolysees dans les 

m&mes conditions que pr6c6demment. La fraction 
neutre (395 mg, 17,7 x lo6 d6s./min, taux d‘incorpora- 
tion calcul6 par rapport b la radioactivite introduite 
3001,) est chromatographi6e. La fraction correspon- 
dant aux phytosterols (50 mg, 6,7 x lo6 d&./&) est 
acetylee . 

Isolement de l’acttate de stigmastanol (1 lb) 
50mg du melange des acetates sont BpoxydBs. 

L’acbtate de stigmastanol (8 mg, 1,13 x lo6 d6s.l 
36’ 

min) est s&par6 par chromatographie sur couche 
mince de l’acbtate de 1’Bpoxy-22,23 stigmastanol 
(14b), (38 mg, 6,52 x lo6 des./min). AprAs addition 
d’entraineur (20 mg), l’acktate de stigmastanol 
( l l b )  est cristallise jusqu’b obtention d‘une radio- 
activite spbcifique constante. 

Prtparation de la stigmastanone (17) 
10mg de l’acetate l l b  sont hydrolyses par 

l’hydrure de lithium aluminium. L’alcool l l a  obtenu 
a la m6me radioactivite spbcifique que l’acbtate l l b .  
5 mg de l’alcool l l a  sont oxydes par 0,5 ml de reactif 
de Jones. La &tone 17 obtenue, 3,5 mg, soumise b 
deux purifications succesives sur une plaque d’acide 
silicique est depourvue de radioactivite. 

DISCUSSION ET RGSULTATS 
Les voies de biosynthhse des sterols l l a  et 12a 

present& dans le schema diffhrent entre elles par le 
mode de stabilisation du carbocation 3. Nous exa- 
minerons successivement les voies a, b, c, d, e, f, g, 
les voies de biosynthhse h et i ayant 6th exclues par 
les r6sultats obtenus precedemment [ll]. 

Les voies a et b font intervenif l’atome d’hydro- 
gene port6 par le carbone 24 du precurseur 1. I1 a 
6th dbmontre que cet atome d’hydroghne migre de 
la position (3-24 b C-25 lors de la formation de l’inter- 
mediaire m6thylhique 2 [19-211, alors que la voie 
de biosynthhse a implique son Blimination, la voie 
de biosynthhse b implique son retour du carbone 25 
au carbone 24. Nous avons 6ttUdi6 ces deux possibi- 
lit,& en incorporant un melange de [26,27-14C]- 
lanosterol et de [24-3H]lanostBrol (3H/14C = 5,6 
i 0,25) prepare selon Akhtar et coll. [19]. 

Les cellules de Dictyostelium discoideum ont B t B  
r6colt8es et la fraction correspondant aux phyto- 
sterols isolke. Cette fraction a B t B  acetylee et Bpoxy- 
d6e; les acetates de stigmastanol ( l l b )  (3H/14C 
= 5,54 5 0,28) et d‘Bpoxy-22,23 stigmastanol (14b) 
(3H/14C = 5,61 0,28) obtenus ont des rapports 
de radioactivite comparables b celui du lanosterol 
introduit (3H/14C = 5,6 0,15). Pour localiser 
l’atome de tritium residue1 dans le sthrol 12a, une 
fraction de 12a a Bti: soumise b une degradation par 
ozonolyse en milieu neutre. Aprhs oxydation de 
l’ozonide par le reactif de Jones [17] l’acide ethyl-2 
mbthyl-3 butyrique a 6th is016 sous forme de son ester 
p-phenyl phenacylique 15. La deuxihme fraction 
soumise b la m6me degradation a BtB Bchangee en 
milieu basique3 oxydee selon Jones et l’acide a 6th 
isole sous forme de son ester 16. Les deux esters 15 

3 Un Bchantillon d’6thyl-2 tritio-2 m6thyl-3 butyrald6- 
hyde (1660 dBs. x min-I x mg-I) a 6t~5 trait6 dans lee m8mes 
conditions <&change; aprh oxydation par le rbactif de 
Jones, I’acide a 6tb isole sous forme de son ester p-phenyl 
phbnacyclique d‘activitb sp6cifique 490 d6s. x min-I x mg-l 
et a perdu environ 70°/,  de la radioactivitb. 
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et 16 ont Bt6 cristallises jusqu’A radioactivite spkci- 
fique constante. 

a R = H  
b R = A c  

Les resultats obtenus montrent que les rapports 
de radioactivith 3H/14C du lanost6rol (13) introduit 
(5,6 & 0,15), de l’ester 15 (5,454 f 0,28) et de l’ester 
&hang6 16 (5’55 & 0,3) sont comparables. Ceci 
prouve donc que l’atome de tritium initialement sur 
le carbone 24 du pr6curseur n’a pas Bt6 Blimine, 
il ne se trouve plus sur le carbone 24 du sterol 12a 
et  est probablement sur le carbone 25 [19-211. La 
biosynthhse du sterol 12a ne peut donc proceder par 
les voies a et b e t  diffire donc de celle du 24-ethyl- 
cholests-5,22,25-trihnol-3/l de Clerodendrom camp- 
bellii pour lequel la voie de biosynthhse b a At6 
prouvee par Goodwin et coll. [22]. 

Les voies d, f, et  g se distinguent par 1’6volution 
des atomes d’hydroghne port& par le carbone 23 du 
pr6curseur 1. Alors que la voie g implique 1’Qlimina- 
tion d’un des atomes d’hydroghne port6 par le car- 
bone 23, la voie d, f les conserve tous deux mais 
entraine la migration de l’un d’eux du carbone 23 
au carbone 24. Nous avons 6tudi6 ces possibilit6s 
par incorporation d‘un melange de [23-3H]lanost6rol 
et de [26,27-14C,]lanostBrol (3H/14C = 4,36 f 0,l) 
pr6par6 selon Akhtar et coll. [23]. Les cellules r6col- 
tees ont 6th saponifiees e t  la fraction correspondant 
aux phytosterols isol6e. 

Cette fraction a 6th acetylee et BpoxydBe, l’ac6- 
tate de stigmastanol(11b) (activit6 sphcifique 34000 
& 860 dhs./min) a un rapport 3H/l4C (4’12 & 0,21) 
comparable A celui du lanosterol introduit (4,36) et 
superieur A celui de l’acbtate de 1’6poxy-22,23 stig- 
mastanol (14b) (3,32 & 0’14) d’activith specifique 
19800 f 340 dbs. x min-l x mg-l. Les valeurs des 
activites specifiques obtenues sont en accord avec 
une voie de biosynthhse oh le compos6 satur6 l l a  
serait le precurseur du compos6 insatur6 12a. Le 
rapport des radioactivit6s obtenu pour le compos6 

14b (3,32) est compris entre les rapports 4,36 corres- 
pondant B la retention des deux atomes de tritium 
et 2,18 correspondant B la perte d’un atome d’hydro- 
gene en 23. Pour preciser si cette valeur est due A 
la manifestation d’un effet isotopique lors de la 
rupture des liaisons C-H et C3H, ou A l’existence de 
plusieurs voies de formation de la double liaison 
(3-22, C-23, nous avons localis6 les atomes de tritium 
dans le sterol 12a. Les esters p-phenyl phenacyliques 
15 (3H/14C = 2,28 & 0,31) et 16 (3H/14C = 0,44 
f 0,15) ont Bt6 prepares A partir du compose 12a. 
Les valeurs obtenues indiquent que la moitie de la 
radioactivite en tritium pr6sente initialement en 23 
sup le pr6curseur est localisee en 24; au cours de la 
double methylation un des atomes d’hydroghne 23 
du precurser a donc migr6 sur le carbone 24. 

* 

oxydat ion 

CH3 $H3 

CH2 A H 3  O,\ ‘HZ A H 3  
HO ,C-{-CH H . ‘CH3 

HO‘ O*C-C--CH 8 ‘CH3 

I C2H5 I C2H5 

15 16 

Cependant la valeur du rapport de radioactivite 
3H/14C = 3,32 obtenue pour le compose 14b indique 
que seul un quart de la radioactivite en tritium du 
precurseur est localis6 en position 23; 25O/, des hy- 
drogenes 23 ont donc itt6 Bl iminBs.  Pour expliquer ces 
resultats nous avons envisage l’existence pour le 
compos6 12a d’une deuxihme voie de biosynthhse 
concurrente A d, f impliquant la migration d’un des 
hydrogenes initialement en 23 notamment par 
introduction de la double liaison (3-22, (3-23 sur la 
chaine laterale saturee du stigmastanol (lla) bio- 
synthetise selon la voie d, e. Cette hypothbse nous 
a conduit A Btudier la conversion du stigmastanol 
( l l a )  en stigmasthn-22,01-3,9 (12a) et nous avons 
prepare le compose l l c  triti6 en position 3a. Le 
stigmastanol a &6 oxyd6 par le reactif de Jones [18] 
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en stigmastanone (I?‘), la reduction de ce compose 
par le borohydrure de sodium tritie conduit au 
[3a-3H]stigmastanol ( l l c ) .  Les cellules de Dictyoste- 
lium discoideum en croissance ont B t B  incubees en 
presence de l l c .  Les cellules recoltees ont Bt.5 sapo- 
nifiees, la fraction neutre isolee (taux d’incorpora- 
tion calcule par rapport b la radioactivite introduite 
183 O/,). 

0 do& 
17 18 

La fraction correspondant aux phytosterols a 
B t B  acetyke et BpoxydBe. L’achtate de stigmastanol 
( l l b )  a Bt6 separB de l’acetate d’Bpoxy-22,23 stig- 
mastanol (14b) qui a une activite specifique de 430 
dits. x min-I x mg-l. Par saponification du com- 
pose 14b, nous avons obtenu 1’6poxy-22,23 stigmasta- 
no1 (14a) dont l’activite specifique est identique & 
celle de l’acetate 14b. L’oxydation de cet alcool 
conduit & I’Bpoxy-22,23 stigmastanone (18) d6- 
pourvue de radioactivite. Ce resultat montre que la 
desaturation du compose sature est possible e t  a lieu 
sans randomisation, et que la double liaison (3-22, 
C-23 peut 6tre introduite sur la chaine laterale des 
sterols apres l’alkylation en C-24. 

Les resultats obtenus dans les differentes incor- 
porations impliquent que la transformation du sterol 
insature en sterol saturb n’ait pas lieu. Pour vBrifier 
ce point, nous avons incub6 les cellules de Dictyostelium 
discoideum en presence de [3a-3H]stigmast&n-22,01- 
38, (12c) preparb b partir de la stigmastenone par 
une methode semblable & celle d’obtention du com- 
pose I l c .  Les cellules recoltees ont BtC: saponS&es, 
la fraction neutre isolee a Bt6 chromatographiee 
dans les conditions habituelles. La fraction corres- 
pondant aux phytosterols a 6th acetylee et Bpoxydbe, 
l’acbtate de l’epoxy-22,23 stigmastanol (14b) a Bt6 
separe de l’acbtate de stigmastanol ( l l b ) ;  le taux de 
transformation de 12c en l l a  est de 0,610/,. Par 
saponification du composi: l l b ,  nous avons obtenu 
le stigmastanol ( l l a )  dont l’activite specifique est 
identique b celle de l l b .  L’oxydation de cet alcool 
par le reactif de Jones [17] conduit b la stigmastanone 
correspondante depourvue de radioactivite. 

Cette experience montre que la transformation 
du compose 22,23 insature 12a en stigmastanol 
( l l a )  est possible in vivo dans les conditions utili- 
sees; cependant le taux de cette conversion (0,61°/,), 
beaucoup plus faible que celui de la transformation 

inverse (4,7 indique que la transformation l l a  
+12a est prkpondhrante in vivo par rapport & la 
reaction inverse. 

En  conclusion, les a e r e n t e s  incorporations que 
nous avons effectuees montrent que dans le 
Myxomyckte Dictyostelium discoideum le lanosterol 
(13) peut 6tre converti in vivo en stigmastanol ( l l a )  
et en stigmastkn-22,01-3~ (12a) sans perte de l’atome 
d’hydrogkne port6 par le carbone 24. La conversion 
de 13 en 12a peut avoir lieu selon la voie de biosyn- 
thkse d, f qui implique la migration d’un atome 
d’hydrogkne de 23 en position 24 ou par passage par 
le stigmastanol ( l l a ) ,  la double liaison C-22,C-23 
&ant introduite sur la chaine laterale saturee aprks 
l’alkylation en (3-24. Les resultats obtenus lors de 
l’incorporation du [23-3H]lanost6rol sont en faveur 
de la voie de biosynthkse d, e pour le sterol l l a ;  
en effet la conversion de 13 en l l a  a lieu sans perte 
des atomes d’hydrogkne H-23 du lanosterol, d’autre 
part l’ester p-phenyl phenacylique 16 presente un 
rapport de radioactivite 3H/14C moiti6 de celui du 
lanosterol de depart ce qui indique qu’un atome 
d’hydrogkne a migre de la position C-23 en C-24 lors 
de la biosynthese du sterol 12a. Compte tenu de la 
transformation l l a  --f 12a que nous avons mise en 
Bvidence, ce resultat signi6e que la biosynthkse de 
l l a  a lieu avec migration d’un atome d’hydrogkne 
de C-23 en C-24 compatible avec la voie de biosyn- 
thkse d, e. Cette interpretation des rksultats sous- 
entend une elimination sterbosBlective de l’un des 
hydrogenes du C-23 du lanosterol lors de la trans- 
formation l l a  + 12a. Ce point est actuellement & 
l’etude. 
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