II]/S SYNTHESE

médecine/sciences 1989 ; 5 : 403-407

Bang Luu
Guy Ourisson

1. Kandutsch AA, Chen HW, Heininger H]J.
Biological activity of some oxygenated ste-
rols. Science 1978 ; 201 : 498-501.

2. Beck JP, Crastes de Paulet A. Activités
biologiques des oxystérols. Paris: Editions
INSERM, 1988 : 23-40.

3. Ortiz de Montellano PR, Beck JP, Ouris-
son G. Regulation of sterol biosynthesis and
lysis of cultured hepatoma cells : inhibition
of lanosterol demethylation by hydroxyste-
rols. Biochem Biophys Res Commun 1979 ;
90 : 897-903.

ADRESSE ea—

B. Luu: directeur de recherche au Cnrs. G.
Ourisson : professeur a l'université Louis-Pas-
teur de Strasbourg. Laboratoire de chimie
organique des substances naturelles, associé
au Cnrs, 5, rue Blaise-Pascal, 67084 Stras-
bourg, France.

m/s n° 6 vol. 5, juin 89

Stérols et triterpénes

polyoxygéneés :

une famille

de produits a large spectre
d’activités biologiques

Le catabolisme normal des stérols et des triterpénes commence
par des hydroxylations, conduisant a de nombreuses familles de
dérivés dont les activités biologiques sont d’une extréme diversité.
Les stérols et triterpénes polyhydroxylés inhibent la biosynthese
du cholestérol dans les cellules de mammiferes, sont sélective-
ment cytotoxiques sur certaines souches tumorales, ex vivo et in
vivo, et sont des immunomodulateurs (chacune de ces diverses
actions étant plus ou moins marquée selon la structure précise).

e cholestérol est, chez les

eucaryotes, un constituant

membranaire essentiel.

Mais, en plus de son role

structural, il joue un réle
fondamental, physiologique ou éco-
logique, par certains produits de son
métabolisme oxydatif: acides
biliaires, hormones sexuelles ou cor-
ticoides, calciférols chez les vertébrés,
hormones de mue (ecdystéroides)
chez les arthropodes, phéromones
sexuelles d’'oomycétes, substances de
défense de trés nombreux végétaux
ou d’insectes, hormones de crois-
sance de végétaux (brassinoides), etc.
Dans tous les cas, la biosynthése de
ces produits a partir de cholestérol
commence par une hydroxylation,
sélectivement sur 'une des positions
du squelette indiquées sur la figure 1.
I1 est tout a fait remarquable que
certains dérivés de premiére hydroxy-
lation du cholestérol, précurseurs de
produits a activité biologique impor-
tante, sont d’autre part directement
actifs sur la biosynthése du cholesté-
rol lui-méme, qu'ils inhibent par
rétroaction (figure 2) [1]. Au cours
des 15 derniéres années, nous avons
pu montrer que certains de ces poly-

hydroxystérols ont des activités bio-
logiques variées, susceptibles d’ap-
plications biomédicales éventuelles,
que nous allons résumer ici [2].

Inhibition de
la biosynthese
du cholestérol

Certains dérivés hydroxylés du cho-
lestérol inhibent trés efficacement la
biosynthése du cholestérol dans des
cellules en culture, en déprimant
I'activité de 'HMGCoA-réductase,
I’enzyme catalysant I’étape lente de la
biosynthése du cholestérol, la réduc-
tion de I'acide hydroxyméthylgluta-
rique (HMG) en acide mévalonique
(MVA). Nous avons montré que I'un
au moins de ces dérivés, le 7B-hydro-
xycholestérol, agit également sur une
étape ultérieure, la déméthylation du
lanostérol, lequel est alors accu-
mulé [3]. Il serait tentant d’utiliser
ces métabolites naturels du cholesté-
rol comme hypocholestérolérniants :
c’est, par exemple, sur la méme étape
HMGCoA — MVA qu’agissent les
grands médicaments récents comme
la mévinoline [4] ; ceci n’est pas pos-

sible directement, par suite du méta- m——
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7a - Hydroxycholestérol

22R - Hydroxycholestérol

Hydroxylation en
24,12
Dégradation

Hormones de mammiféres
(progestogénes, corticoides,
androgénes, estrogénes)

Hgdmxrlatiun en
20.17,19, 11
Dég adation

Hydroxylation en
2,22,25

Hormones d'invertébrés
(ecdystéroides) et de plantes
(brassinoides)

Acides biliaires

Figure 1. Le cholestérol comprend 27 atomes de carbone liés en quatre
cycles rigides et une chaine latérale ramifiée. Les traits renforcés corres-
pondent & des liaisons disposées vers I'avant du plan moyen des cycles, liaisons
dites B, les traits pointillés, & des liaisons a, vers l'arriére de ce plan moyen. Une
convention topologique universelle, étendant la notation D, L bien connue pour les
sucres ou les acides aminés, définit la configuration des atomes de la chaine : R
(rectus), S (sinister). Les numéros sont destinés a identifier les atomes portant des
modifications; seuls sont numérotés, ici, les atomes mentionnés dans le texte ou
sur la figure. Le métabolisme du cholestérol commence, chez tous les étres vivants,
par des hydroxylations en diverses positions spécifiques, qui conduisent ensuite
a des produits physiologiquement trés actifs comme des hormones, etc. Mais les
premiers intermédiaires sont déja biologiquement actifs,; ce sont les « hydroxy-
stérols » considérés ici.

A B

CH,y CH,

scon —= = = H H
- H
HMGCoA réductase o o
el woho Sou | A% W e
HMGCoA Acide mévalonique | o, Z H CHy
(=] I HO
| -
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Stérols oxygénés -=—  Cholestérol _— — pance

l Mévinoline

Lanostérol déeméihylase

Figure 2. A. Biosynthése du cholestérol. A partir d’acide acétique en C,, sous
forme d’ester de coenzyme A (CoA), une série d’étapes conduit a I'acide hydroxy-
méthylglutarique (HMG en Cg), toujours lié au coenzyme A. LHMGCOoA est réduit
par 'HMGCoA-réductase en acide mévalonique. Cette étape est la plus lente, et
définit par conséquent la vitesse de biosynthése. L'acide mévalonique (en Cg) perd
un atome de carbone, et le fragment en Cs est ensuite transformé par une série
d'étapes trés bien connues en un produit en C3, (6 x Cg), le lanostérol (voir structure
sur la figure 3), ensuite oxydé en cholestérol avec perte de trois atomes de carbone.
Les stérols oxygénés résultant du catabolisme du cholestérol inhibent I'HMGCoA-
réductase et également les enzymes d‘oxydation du lanostérol (avec accumulation
de cet intermédiaire). B. La mévinoline est un inhibiteur de I'HMGCoA-
réductase, isolé de micro-organismes et largement utilisé comme hypo-
cholestérolémiant. On remarquera que cette molécule comprend des éléments
structuraux ressemblant & I'acide mévalonique (coin « nord-ouest ») et aux cycles
du cholestérol (moitié « sud »).
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bolisme trop rapide de ces hydroxy-
stérols dans 1’organisme, mais d’au-
tres stérols oxygénés moins facile-
ment dégradables ont effectivement
une action puissante per os chez le
singe (réduction de 50 % de la choles-
térolémie) [5).

Cytotoxicité sélective et
propriétés antitumorales
Au cours d’'une étude de drogues
traditionnelles, nous avons fait 1’ob-
servation inattendue que certains
dérivés hydroxylés (mono- ou di-) du
cholestérol avaient une action cyto-
toxique sélective in vitro sur diverses
souches tumorales, qu’ils lysent a des
concentrations micromolaires aux-
quelles résistent des cellules non
tumorales [2]. Nous avons montré
que cette activité, sélective du point
de vue structural puisque des pro-
duits trés voisins peuvent présenter
des toxicités tres différentes, est éga-
lement sélective par rapport aux
souches tumorales étudiées. Par
exemple, le 25-hydroxycholestérol,
peu cytotoxique vis-a-vis de cellules
d’hépatomes, l'est bien davantage
envers des cellules de lymphomes,
alors que le 7B-hydroxycholestérol
présente la sélectivité inverse, et que
le 7B, 25-dihydroxycholestérol, qui
combine ces deux sites d’hydroxyla-
tion, est, lui, toxique envers toutes

les lignées cellulaires testées.

Dans tous les cas, cette toxicité est
caractérisée par une lyse rapide des
cellules, qui disparaissent rapide-
ment du champ du microscope. La
quasi-absence de cellules mortes sug-
gére évidemment une action mem-
branaire. In vivo, avec des dérivés
hydrosolubles (sels de sodium d’hé-
misuccinates ou de phosphates, ou
dérivés polyhydroxylés), la régres-
sion et méme la disparition de
diverses tumeurs transplantables ont
été obtenues avec des souris et des
rats [6, 7). Dans ces cas, la guérison
peut étre totale, et elle est parfois
obtenue en une seule injection, pour
une proportion importante des ani-
maux traités.

Une autre forme remarquable de
cytotoxicité différentielle a été obser-
vée in vitro dans des cultures conte-
nant simultanément des myocytes
cardiaques et, ce qui est la régle, des
fibroblastes normalement envahis-

s sants. Les fibroblastes, plus sensibles
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au 7p-hydroxycholestérol, sont lysés
a des concentrations qui ne tuent pas
les myocytes. Les contractions syn-
chrones de ces derniers sont rendues
asynchrones, mais reprennent dans
un milieu de culture neuf, sans
hydroxystérol [8].
Propriétés
immunomodulatrices

A des concentrations non toxiques
— par exemple, environ 0,1 pM —,
certains de ces stérols hydroxylés sont
capables de déprimer la stimulation
des lymphocytes par certains mito-
génes non spécifiques. C'est ainsi
que le 7B-hydroxycholestérol, tout
comme la dexaméthasone et la
ciclosporine A, exerce cette action
sur des lymphocytes activés par la
concanavaline A. Cependant, son
mécanisme d’action doit différer de
ceux de ces deux immunomodula-
teurs classiques [9). En effet, comme
la dexaméthasone (mais pas la ciclos-
porine A), I'hydroxystérol inhibe la
stimulation des lymphocytes activés
par l'acétate myristate de phorbol
(PMA)* (note p.407) en présence
d’interleukine-2, et, comme la ciclos-
porine A (mais pas la dexamétha-
sone), il inhibe la stimulation des
méme lymphocytes par 1’acétate

myristate de phorbol en présence cette
fois de ionomycine** (note p. 407).
Cette inhibition se traduit par une
dépression de la synthése de I'inter-
leukine-2 (IL-2) et une diminution de
I’expression de récepteurs a IL-2 a la
surface des lymphocytes T [10]. Des
études préliminaires semblent mon-
trer que la cause principale de cette
activité pourrait étre une inhibition
de la protéine kinase C.

Dans ce cas également, des subs-
tances trés voisines montrent des
effets trés différents: le 7B, 25-dihy-
droxycholestérol est beaucoup plus
Immunosuppresseur que son 1iso-
meére le 7a, 25-dihydroxycholestérol ;
une différence comparable est obser-
vée entre les deux cholestérols dihy-
droxylés en 7o et en 22R ou 22S
(R : rectus ; S : sinuster).

Cette activit¢é immunomodulatrice
ne se limite pas aux effets sur des
lymphocytes activés par des mito-
génes non spécifiques. Par exemple,
l'activité des lymphocytes T cyto-
toxiques et leur génération en cul-
ture mixte sont également affectées ;
le 7B, 25-dihydroxycholestérol est un
excellent outil pour I’étude des LAK
(lymphokine-activated killers) (voir
Lexique Immunologie, suppl. au
n° 1, vol. 5, p. 18), intervenant dans
la défense immunitaire contre le

Lanostérol

Cholestérol

Figure 3. Le lanostérol est le triterpéne (C3) dont la biodégradation
conduit au cholestérol (C ;) chez des animaux et des champignons. Cette
biodégradation commence par des réactions d‘oxydation sur certains sites spéci-
fiques. L'oxydation sur d’'autres sites, indiqués ici par des sigles typographiques,
donne naissance a une multitude de produits biologiquement inactifs, caractéris-
tiques d'une famille précise d'étres vivants. De méme, le cholestérol peut, dans
certains groupes taxonomiques, donner naissance par oxydation & des produits
dont la structure révele immédiatement, pour un ceil averti, la famille d’organismes
vivants d’'origine. Sites d’oxydation (lanostérol): * : constituants cytotoxiques de
polyporacées (champignons); o : saponines hémolytiques d holothuries (échino-
dermes). Sites d'oxydation (cholestérol): * : saponines hémolytiques de liliacées
o : saponines hémolytiques d’étoiles de mer (echinodermes); — : neurotoxines
de solanacées. ’
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cancer [11]. Nous avons aussi montré
que le méme dihydroxycholestérol
mobilise efficacement des macro-
phages et des neutrophiles.

I Meécanisme d’action

Il semble établi que la membrane
périplasmique est une cible pour les
hydroxystérols, mais les effets variés
que nous avons résumés peuvent
mettre en jeu divers mécanismes pré-
cis. La cytotoxicité, accompagnée de
lyse cellulaire, est certainement en
partie liée a l'inhibition, bien
démontrée, de la biosynthése du cho-
lestérol, constituant nécessaire des
membranes des eucaryotes, qu’il ren-
force. Mais la cytotoxicité d’un
hydroxystérol n’est pas strictement
corrélée avec son aptitude a inhiber
la biosynthése du cholestérol, et il
faut chercher plus loin. Un effet
direct des hydroxystérols sur la mem-
brane est également avéré, simple-
ment par 'observation microscopi-
que d’érythrocytes dont la surface se
hérisse trés rapidement de spicules,
formant des échinocytes, a des
concentrations d’hydroxystérols
insuffisantes pour les lyser. Il s’agit
probablement d'un effet physique
provenant d’'une interaction déstabi-
lisant les assemblages de phospholi-
pides que sont les membranes. Cela
pourrait conduire a des modifica-
tions superficielles provoquant les
effets immunomodulateurs observés.
Enfin, il est possible que les hydro-
xystérols agissent comme des hor-
mones, c'est-a-dire qu’ils pénétrent
dans le cytosol ou ils seraient pris en
charge par des protéines réceptrices
spécifiques, avant d’atteindre le
noyau. La découverte de la protéine
liant des stérols oxygénés (oxysterol-
binding protein) est compatible avec
cette hypothése [12].

Autres hydroxystérols
biologiquement actifs

Les lecteurs du Pavillon des cancé-
reux de Soljenitsine se rappellent
sans doute le chapitre intitulé «Le
Cancer du bouleau », décrivant I'at-
tente fébrile des malades espérant
m/s n° 6 vol. 5, juin 89

que la guérison leur sera apportée
par le «tchaga», champignon res-
semblant a une tumeur du tronc de
ces arbres. Ce champignon contient
effectivement une substance, 1'inoto-
diol, qui présente beaucoup des
caractéristiques structurales et biolo-
giques des hydroxystérols. Il s'agit en
fait d'un dérivé hydroxylé du lanos-
térol, un précurseur clé du cholesté-
rol dans sa biosynthése.

Il est dailleurs remarquable que,
d'une facon générale, les champi-
gnons de la méme famille, celle des
polyporacées, soient caractérisés par
la présence de dérivés oxydés du
lanostérol ou du cholestérol différant
par le site et la nature des oxydations
selon l'espéce considérée, mais don-
nant une «allure chimique » com-
mune a la famille. De telles régula-
rités chimio-taxonomiques sont en
fait fréquentes chez les organismes
vivants, et sont souvent associées a la
production de substances toxiques,
probablement utiles comme subs-
tances de défense écologique. On
peut ainsi reconnaitre, simplement
par la structure de dérivés oxygénés
de triterpénes ou de stérols, si ces
derniers ont été extraits d’'une plante
comme une solanée, ou d’un orga-
nisme marin comme une holothurie,
ou encore d’'une étoile de mer.

l Conclusions

Comme on le voit, des dérivés sim-
ples de produits essentiels comme le
cholestérol, normalement présents
dans les organismes vivants comme
dérivant de son métabolisme normal,
peuvent avoir une importance biolo-
gique multiple. Ils peuvent partici-
per, par un effet d’inhibition de la
biosynthése de leur précurseur, a la
régulation de la teneur de ce dernier.
Ils peuvent aussi simplement consti-
tuer les premiéres étapes de transfor-
mation du cholestérol en hor-
mones*** phéromones**** ou
allomones***** Mais, en outre, ils
révelent des activités potentiellement
intéressantes soit comme Cytotoxi-
ques sélectifs, soit comme immuno-
modulateurs. Cette famille mérite
qu'on lui préte davantage d’atten-
tion M

Summary

Polyoxygenated sterols and triper-
penes: a family of natural pro-
ducts with manyfold bioactivity

Cholesterol and the other sterols
are precursors of many hormones
of vertebrates (pregnane, andro-
stane, estrane derivatives) or inver-
tebrates (ecdysteroids) or even
plants (brassinoids). The interme-
diates between sterols and these
essential bioactive metabolites
can display themselves two types
of im portant biological activities :
they may regulate the biosynthe-
sis of sterols by interacting with
some of the enzymatic steps of the
biosynthesis, or they may exert
some action on other individuals,
either of the same species (phero-
monal activity), or of other spe-
cies (ecological activities). Exam-
ples are given of cytotoxic and
immunomodulating substances,
which are simple hydroxylated
derivatives of cholesterol nor-
mally present in animal cells, and
may be useful therapeutically.

* Les esters de phorbol sont des activateurs de
la protéine kinase C.

** La ionomycine est un ionophore calcique.
*** Hormone : substance agissant, a distance
de son site de sécrétion, sur des cellules du
méme organisme.

**** Phéromones : substance sécrétée par un
organisme el spécifique d’orgamismes de la
méme espéce.

**xx% Allomone : substance sécrétée par un
organisme et spécifique d’organismes d'es-
péces différentes. 1l s’agit souvent de subs-
tances de défense.

G. Ourisson.
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