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LE 24-METHYLENE CHOLESTEROL
(ERGOSTA 5,24 (28) — DIENE 3 3 — OL

M. BARBIER

Institut de Chimie des Substances naturelles, 91 - Gif-sur-Yuvette

SOMMAIRE

Nous présentons une revue sur le 24-méthyléne cholestérol, constituant habituel des pollens.
Aprés un historique, la signification biologique de ce stérol chez les végétaux et chez I’Abeille est
discutée.

HISTORIQUE

I1 est connu depuis longterps que les mollusques, en particulier 'huitre, peuvent
contenir d’autres stérols que le cholestérol (TsujiMOTO et KOYANAGI, 1934). BERG-
MANN (1934) a décrit les propriétés d’un stérol isolé de 'huitre Ostrea virginica :
Postréastérol. En 1945, BERGMANN, ScHEDI, et L,ow, ont isolé un autre stérol, de
I'éponge Chalina arbuscula : le chalinastérol. BERGMANN, FINEY et SWIFT, montraient
ensuite (1951) que le chalinastérol était présent chez diverses anémones de mer. Les
propriétés de l'ostréastérol et celles du chalinastérol sont assez semblables et il se
pouvait que ces deux stérols soient identiques ; (BERGMANN et Low, 1947 ; CAHNE-
MANN, 1956). BERGMANN et Dusza (1957) reconnaissaient que leurs préparations d’os-
tréastérol et de chalinastérol n’étaient pas pures, et qu'en conséquence, les proposi-
tions de structures devaient étre incorrectes.

Un échantillon pur fut isolé pour la premiére fois en 1955 par IDLER et FAGER-
LUND, & partir de l'huitre Ostrea gigas (36 p. 100 de la fraction stérolique totale),
puis du clam Saxidomus giganteus (53 p. 100 de la fraction stérolique totale). A cet
effet, les stérols bruts ont été précipités sous forme de digitonides ; les p-phénylazo-
benzoyl-stérols furent préparés et fractionnés par chromatographie sur colonne de
silicagel. Cette chromatographie a conduit & quatre fractions; la seconde fournit
le stérol pur, aprés saponification, acétylation et traitement par I'anhydride maléique,
dans le but d’éliminer les A — 35,7 stérols (environ g p. 100). Les travaux de IDLER
et FAGERLUND ont abouti pour ce stérol & la structure chimique d’'un 24-méthyléne
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cholestérol (ergosta-5,24 (28)-diene 3-8-ol). L’hydrogénation catalytique a conduit
au campestanol et I'ozonisation ménagée au 24-céto cholestérol avec libération de
formaldéhyde. e 24-méthyléne cholestérol a été synthétisé en 1957 par FAGERLUND
et IDLER, et par BERGMANN et Dusza. Il est obtenu par réaction deWittig sur le 24-céto
cholestérol ; ce dernier est préparé par condensation du chlorure de l'acide 3-8 hydroxy
A- 5- cholénique sur le cadmien du bromure d’isopropyle.

TABLEAU I

Analyse des stérols de divers pollens

P.100 P.100 P.100
Pollen Pureté | d’insapo-| stérols Principaux stérols
du pollen| nifiable bruts

Pommier (Pirus malus) ........... 60 1 0,1 60 % de 24-méthyléne cholestérol (1)
50 % de 24-méthyléne cholestérol (1)
25 9% de (3-sitostérol

80 % de stigmastérol (*)

Bruyére (Calluna vulgarisy ........ 87 1,8 0,15 10 % de 24-méthyléne-cholestérol
10 9 de B-sitostérol

Saule (Salix sp.) ...oooviiiiia.. 72 1,9 0,2

Mixte :
Sinapis arvensis ... 50 28 0.7 60 % de cholestérol
Hypochoeris radicala ........... 50 - ’ présence du pollinastanol (¥)
Porcelle (Hypochoeris radicatay . ... 100 6 0,9 90 9% de cholestérol (1)
Orchidée (Cymbidiumsp.) ......... 100 2,6 0,15 80 % de [-sitostérol (*)
Stérols en Cyy : 15 % (%)
Mixte (composition inconnue) ..... — 2,9 0,15 Stérols en Cpg : 50 %

Stérols en Cyy : 35 %

Stérols en Cyy 1 3 % ()
Chataigner (Aesculus hyppocastanum) 85 2,8 0,1 Stérols en Cyg : 23 %
Stérols en Cyy : 74 %

Stérols en Cyp : 0 %
Noisetier (Corylus avellana). ... .... 100 — — Stérols en Cyg : 25 %
Stérols en Cyq : 75 %

59 9% de 24-méthyléne cholestérol
17 % de B-sitostérol

12 % de campestérol

12 9% de stigmastérol

[B-sitostérol 65 9%

campestérol 17 %,

Pin (Pinus montana) ............. 100 1,9 0,1% Stigmastérol 9 %,

24-méthyléne cholestérol : trace
cholestérol 8 9%,

Mais (Zea mays) .........cccuuue. 100 2,6 0,15

(") Résultats évalués d’aprés les analyses par chromatographie en phase gazeuse et par spectométrie de
masse.
(?) Evaluation par spectrométrie de masse des acétates hydrogénds.

BERGMANN of Dusza (1957) ont montré que le 24-méthyléne cholestérol préparé
par synthése, était identique a I'ostréastérol et an chalinastérol.
FAGERLUND et IDLER (1956) ont également isolé et identifié le z4-méthyléne
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cholestérol A partir de trois autres mollusques : la Coquille Saint-Jacques Pecten cauri-
nus, la coque Cardium corbis, et la moule Modiolus demisius. Récemment, SALAQUE,
BARBIER et LEDERER (1966 a et b) ont effectué 'analyse par spectrométrie de masse
des stérols de quatre invertébrés marins ; 'anémone de mer Calliactis effoeta et
I'oursin Paracentrotus lividus contiennent peu de 24-méthyléne cholestérol, le choles-
térol étant le principal stérol ; la Coquille Saint-Jacques Pecten maximus et I'huitre
Ostrea gryphea par contre, contiennent le 24-méthyléne cholestérol en quantités plus
abondantes.

En 1959, BARBIER et SCHINDLER ont étudié la fraction stérolique des reines ainsi
que des ouvriéres d’abeilles Apis mellifica 1,. Ils ont montré que le principal stérol
de ce mélange était le 24-méthyléne cholestérol. L’identité ressort de la comparaison
directe des propriétés physiques, des spectres infrarouges et des spectres de masse,
ainsi que de 1'étude des produits de 'ozonisation ménagée ; (BARBIER, REICHSTEIN,
SCHINDLER, LEDERER I95Q).

En 1960, BARBIER, HUGEL et LEDERER isolaient le 24-méthyléne cholestérol
de divers pollens ; il n'y a donc pas de doute que la présence de ce stérol chez I'abeille
soit d’origine alimentaire. I, analyse des stérols des pollens par spectrométrie de masse,
(HUcEL, VETTER, AUDIER, BARBIER, LLEDERER, 1904 ; HUGEL 1964, DEVYS et BAR-
BIER, 1905) a permis de montrer la généralité de la présence du 24-méthyléne choles-
térol dans les pollens. Cependant, il n’est pas toujours le stérol le plus abondant
(DEVYS et BARBIER, 1965). Le tableau T résume les résultats obtenus au cours de ces
analyses.

I,a présence du cholestérol dans le pollen de la Porcelle est étonnant : c’est la
premiére fois que ce stérol est trouvé avec une telle abondance dans les cellules d'un
végétal supérieur.

I existence d’un groupe méthyléne dans une position analogue se retrouve dans
d’autres stérols. Citons pour mémoire certains stérols isolés des levures : épistérol,
fécostérol, 24 (28)-déhydro-ergostérol, les acides éburicoique, polyporénique, tumu-
losique, isolés de divers champignons (Polyporus sp.), ou bien le cycloeucalénol (de
Ueucalyptus) et I'euphorbol (isolé d’une euphorbe) ; pour une revue a ce sujet, voir
par exemple FIESER et FIESER (1950).

Nous reportons dans le tableau 2 les constantes physiques du 24-méthyléne
cholestérol et de quelques dérivés.

SIGNTFICATION BIOLOGIQUE DU 24-METHYLENE CHOLESTEROL

Les analyses des stérols des pollens par spectrométrie de masse (HUGEL, VETTER,
AUDIER, BARBIER, LEDERER, 1964) ont mis en évidence 'existence dans les pollens
d’une série de stérols ne différant entre eux que par les substitutions de leur chaine
latérale en position 24. On trouve ainsi des stérols possédant des chaines latérales
identiques 2 celles du cholestérol, du desmostérol, du campestérol, du B-sitostérol
et du stigmastérol. Une hypothése a alors été émise selon laquelle le 24-méthyléne
cholestérol serait dans cette série un intermédiaire de biosynthése. Il proviendrait
d’une méthylation du desmostérol par la méthionine et pourrait par méthylation
ultérieure et réduction, conduire au B-sitostérol (fig. 1). (Pour des revues a ce sujet,
voir I,EDERER (1g64) et VILLANUEVA, BARBIER et LEDERER (1964).



TABLEAU 2

R
Y 2~
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Constantes physiques du 24-méthyléne cholestérol et de quelques dérivés

(®)p

Substances F (chloroforme)

24-méthyléne cholestérol . .
R, = H) 1430 34,89
(Ry = CHy)

Acétate de 24-méthyléne cholestérol
(R, = CH3CO) 1350 — &40
(Ry = CHy)

Benzoate de 24-méthyléne cholestérol
(R; = C4H;CO) 1480 — 140
Ry = CHz)

24-céto cholestérol
(R, = H) 1360 — 350
(Rz = O)

Acétate de 24-céto cholestérol
(R, = CH,4CO) 1980 — 400
Ry, = 0)

Oxime du 24-céto cholestérol
(R, = H) 1690 —
(R, = N-OH)

X
HO ~

(desmostérol)

25

(24-méthyléne cholestéro!) (campestérol)
\l/ méthionine
Hz .
—_—
AN -
( fucostérol) (B-sitostérol)

Fic. 1.
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Il n’était pas exclu cependant que de telles méthylations de la chaine latérale
puissent se produire avant la déméthylation compléte des produits de cyclisation du
squaléne. Dans ce cas, le 24-méthyléne cholestérol serait un produit final et non un
produit intermédiaire. I.’existence de « séries biosynthétiques » de méthylstérol et de
cyclopropylméthylstérols, ne différant entre eux que par leur chaine latérale s’expli-

squaléne
?
| méthionine
o
HO 7 ¢
(cycloarténol) (24-méthyléne cycloartanol)

l l
HO™ Y /k /’/ .

HO

(lophénol) (24-méthylene tophénol)

l l méthionine

HO HO
(cholestérol) (24-éthylidéne -lophénol)
HO HO X
(campestérol) ( B-sitostérol)
Fi1c. 2. — Hypothése de biosynihése des stérols chez la Pomme de_lerre, selon SCHREIBER et al. (1965).

querait par cette hypothése. A la suite de l'isolement et de l'identification du polli-
nastanol, nouveau méthyl cyclopropylstanol d'un pollen (HGEL, BARBIER, LEDERER,
1964) on avait pu constater la présence dans ce méme pollen d’une « série biosynthé-
tique » de méthylcyclopropylstanols, ne différant entre eux que par leurs chalnes
latérales (HUGEL, BARBIER, 1962).

Les travaux récents de BENVENISTE, HIRTH et OURISSON (1966) sur le métabo-
lisme des stérols chez le tabac cultivé in-vitro, et ceux de SHREIBER et al. (1905) sur
les stérols de la pomme de terre, apportent des éléments en faveurs d'une telle hypo-
thése. Le cycloarténol pourrait étre I'intermédiaire sur lequel porterait la premiére
méthylation par la méthionine (voir fig. 2). BENVENISTE, HIRTH et QURISSON (1966)
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ont montré que dans le cas du tabac cultivé in vifro, le lanostérol n’était pas un
intermédiaire entre le squaléne et les phytostérols.

On peut s’interroger sur l'origine du 24-méthyléne cholestérol chez certains
invertébrés marins. En effet, ce stérol est un phytostérol ; les travaux de TAMURA,
TruUScOTT et IDLER (1964) montrent 1'existence d’une biosynthése du cholestérol
et du z4-méthyléne cholestérol chez I'huitre. Cependant les recherches de SALAQUE,
BARBIER et LEDERER (1G66) aboutissent & un résultat inverse. I1 est vraisemblable
(mais non encore démontré) que le 24-méthyléne cholestérol des invertébrés marins
phytophages provient de leur nourriture, c’est-a-dire du plancton.

Selon DuPEroN, HUGEL, S1PAL et BARBIER (1964) 'abeille ne transforme pas de
fagon notable les phytostérols du pollen en cholestérol. I1 est vrai que I’abeille peut
trouver dans les pollens des quantités non négligeables de cholestérol. Les stérols des
pollens se retrouvent dans la gelée royale (BoGDANOVSKY, BARBIER, 1061). BARBIER
(1962) a trouvé que les extraits de reines d’abeille contenaient le 24-céto cholestérol
et la 24-méthyléne cholesténe-4 one-3; ces substances sont présentes a 1'état de traces
et il n’a pas pu étre démontré qu’il ne s’agissait pas d’artefacts.

Pour une revue plus générale sur les constituants des pollens, voir HUGEL (1962).

Recu pour publication en juin 1966.

SUMMARY

THE 24-METHYLENECHOLESTEROL (ERGOSTA 5,24 (28) DIENE-3 (-OL)

The author gives a review of 24-methylenecholesterol, a usual constituent of pollen. After
a fairly long historical introduction, the biological significance of this sterol in plants is discussed.
A bibliography is attached.
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