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Abstract-Squalene-2,3_epoxide (I) is converted into cycloartenol by washed microsomes obtained from 
tobacco tissues grown in vitro. The cyclization is independent of the following cofactors: ATP, NADH, 
Mg*+. These results are considered in the light of hypothetical mechanisms for 2,3-oxidosqualene cyclization. 

Resvmk-L’epoxyde-2.3 de squakne (I) est transform6 en cycloartknol par des microsomes extraits de tissus 
de Tabac cultivks in vitro. La cyclisation est indkpendante des cofacteurs suivants: ATP, NADH, Mg*+. 

LE MBCANISME de la biosynthtse du lanostBro1 (II) A partir de l’Cpoxyde-2,3 de squalkne (I) 
dans le foie de Rat a Ct6 dtcrit’*2 comme &ant une r6action de cyclisation non-oxydative de 
1’Cpoxyde de squaltine, induite par un proton. I1 &ait raisonnable de supposer l’existence 
d’un processus analogue dans les tissus vtghtaux, mais dans ce cas, le triterp&e Gtracyclique 
form6 devait Ctre le cycloart&ol (III). Ce fait a pu Ctre mis en 6vidence par Rees et al., 
qui ont cyclisC 1’6poxyde-2,3 de squalbne avec un homogbnat (SlO) de feuille de haricot3 

Plusieurs auteurs ont sugg6r6 que le cycloart6nol pourrait jouer un r81e central en tant 
qu’intermediaire triterp6nique dans la biosynthkse des sttrols de vkg&aux sup&ieurs.4,5 
Cependant, cette hypothbse ne saurait exclure Q priori la mise en jeu d’autres tritertines 
t&racycliques 21 renouvellement rapide, tels que lanost6rol (II) et park&o1 (IV) dans le schema 
biog&&ique conduisant aux st&ols (Fig. 1); mais jusqu’g pr&ent, il n’a pas &6 possible 
de les isoler dans les exp&iences de biosynthbe.6” 

Nous avons entrepris de cycliser 1’6poxyde de squal&ne au moyen d’un systtme acellulaire 
extrait de tissus de Tabac afin de tenter de mettre en Evidence, en plus du cycloartBno1 attendu, 
des produits A renouvellement t&s rapide tels le lanostBro1 ou le park601 qui ne pouvaient 
pas Ctre dCtect6s in vivo. 

Ces tritertines, s’ils s’Ctaient form&, auraient Bventuellement pu s’accumuler dans un 
systtme acellulaire incapable, comme nous l’avons montr6 pr6&demment,@‘*’ d’assurer leur 
catabolisme oxydatif en 31-nor-triterp&nes et en stCrols. 

1 E. E. VAN TAMELEN, J. D. WILLED, R. B. CLAYTON et K. E. LORD, J. Am. Chem. Sot. S&4752 (1966). 
* E. J. COREY, W. E. RUSSEY et P. R. ORTIZ DE MONTELLANO, J. Am. Chem. Sot. 88,475O (1966). 
3 H. H. REES, L. J. GOAD et T. W. GOODWIN, Tetrahedron Letters 723 (1968). 
’ P. BENVENISTE, L. HIRTH et G. OURISSON, Phytochem. 5,31(1966). 
’ L. J. GOAD, B. L. WILLIAMS et T. W. GOODWIN, European J. Biochem. 3,232 (1967). 
6a P. BENVENISTE, M. J. E. HEWLINS et B. FRITIG, European J. Biochem. 9,526 (1969). 
6b R. HEINTZ, r&ltats non publib. 
‘I P. BENVENISE, G. OUIUSSON et L. HIRTH, Phytochem. 9,1073 (1970). 
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FIG. 1. SCHEMA BIOG~N~T~QUE CONDUISANT RESPECTIVEMENT AU CYCLOART~NOL III, AU PARK~OL 
Iv ET AU LANOST6ROL II. 

Z pouvant &tre une charge positive, un radical enzymatique ou un radical non enzymatique. 

Par ailleurs, et pour poursuivre une Ctude entreprise prCctdemment7 sur la localisation 
intracellulaire des enzymes de la stCroIdogen&se dans les tissus de Tabac cultivCs in vitro, 
nous avons recherche la localisation de la cyclase de l’Cpoxyde-2,3 de squalkne. 

RESULTATS ET DISCUSSION 

La technique utilisCe pour l’obtention des fractions subcellulaires a 6te d&rite prCctdem- 
merit.’ Des fractions appelCes C,, CZO, CZDO et Ef,O et contenant respectivement des noyaux, 
des mitochondries, des microsomes et des enzymes solubles sont utilisCes pour les incubations 
d’Cpoxyde-2,3 de squalene 14C . L’extrait chromatographiC de l’incubat nous permet d’obtenir 
par lecture de la radioactivite un pit de radioactivitb A . Ce pit correspond g une substance 
de mobilit. identique ri celle des triterp&es tttracycliques. Le produit est extrait de la silice 
apres addition de lanostCro1, de parkCo1, de cycloartCno1 et de mCthyl?ne-24 cycloartanol 
non radioactifs tCmoins (0,5 mg), trait6 comme prCcCdemment4** et transform6 en a&ate- 

* G. PONSINET et G. OURISSON, Phytochern. 4,799 (1965). 
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tpoxyde. Le comportement chromatographique du seul produit radioactif est identique 
a celui de l’adtate-Cpoxyde-24,25 du cycloartenol. Apres addition d’acetate-Cpoxyde froid, 
on recristallise jusqu’a activite specifique constante (Tableau 1). 

TABLEAU 1. RECIUSTALLI~A~ONDEL'AC~TATE-EPOXYDE-24(Z) 
DUCYCLOARTbNOL 

Cristallisation 1 2 3 

dpm/mg da&ate 
epoxyde de 
cycloartenol 

1530 1550 1460 

Recristallisation dans le melange CH,OH-CHsClz da&- 
tate-kpoxyde-24(25) de cycloartenol marque (100 000 dpm) 
apres addition da&ate epoxyde de cycloartenol(50 mg) non 
marqd. 

Aucune radioactivite significative ne peut Ctre d6celte dans l’acttate-epoxyde-24,25 du 
methylene-24 cycloartenol, ni dans les acetates-diepoxydes du lanosterol et du parktol. 

L’epoxyde-2,3 de squaltne est done cyclise et le seul triterptne tetracyclique obtenu est 
le cycloartenol. Le fait que nous n’arrivons pas a dtceler le lanosttrol et le parktol peut 
signifier que : - ces produits n’interviennent pas dans la biosynthbse des sterols du Tabac; 
ou que la taille de leurs reserves endogenes ne varie pas de manike suffisante au tours de 
l’incubation pour qu’ils soient detect&, compte tenu de l’activitt sptcifique du precurseur 
(Cpoxyde-2,3 de squalene r4C) utilise. 

L’efficacite de differentes fractions subcellulaires pour la cyclisation de l’tpoxyde-2,3 de 
squalene est comparee dans le Tableau 2: les microsomes sont plus actifs que les mito- 
chondries et les noyaux. Quant aux enzymes solubles E$, non settlement elles n’ont pas 
d’activite cyclasique, mais encore elles sont incapables de stimuler un systeme ne comprenant 
que des fractions particulaires. Tout comme la squalene-synthetase prectdemment ttudiee, 
la cyclase est une enzyme like t&s fortement a des structures membranaires (reticulum 
endoplasmique), done difficile a solubiliser. 

TABLEAU 2. ACZTMTB CYCLA~IQUE DE DIFFBRENWS FRACTIONS SUB- 
CELLULAIRE.9 

Acetate epoxyde* Epoxyde-2,3 de* 
du cycloartenol squalene &cup&e 

Noyaux + enzymes 
solubles (I?::) 

Mitochondries + enzymes 
solubles 

Microsomes + enzymes 

6140 214 000 

12 450 236 000 

20 500 200000 
solubles 

Microsomes seuls 26 500 300000 
E,sO 1400 110000 
E:: 4730 160000 

95 

Fractions subcellulaires (2 mg de protdines), enzymes solubles (2 mg 
de prottines), milieu B (1 ml), epoxyde-2,3 de squalene (radioactivitb 
spkifique 1,43 x lo6 dpm/pM), volume total 6,5 ml. 

* dpm/mg de proteines. 
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TABLEAU 3. EFFET DE L’OMISION DE CERTAINS COFACTEURS DU MILIEU B 

A&ate epoxyde* Epoxyde-2,3 de+ 
du cycloartknol squalkne r&cup&k 

Exp. I 
(1) Milieu complet 
(2) Milieu complet 

moins ATP et 
NADH 

61650 128 540 
65 340 147000 

Exp. II 
(1) Milieu complett 
(2) Milieu complet 

moins Mg++ 

11 110 37 720 
12 250 25 730 

Microsomes (2 mg de protbines), milieu B (0,5 ml), tpoxyde-2,3 de 
squakne (radioactivitk spkifique 10’ dpm/pM). Exp. I, 250 000 dpm/ 
mg de protbines microsomales. Exp. II, 60 000 dpm/mg de protkines 
microsomales. 

* dpm/mg de prottines microsomales. 
f Dans cette expkrience, nous dialysons avec p&caution les micro- 

somes contre du tampon (2 x lo-* M Tris, 2,5 x 10e3 M mercaptoktha- 
nol, pH 7.6). 

Nous avons Ctudit I’effet de certains cofacteurs. Les rtsultats figurent dans le Tableau 3. 
Nous avons ainsi pu prouver que la cyclisation est indkpendante d’un apport de NADH 
et d’ATP. Ces rt%ultats sont en accord avec ceux obtenus par Dean et al. qui incubent 
I’Cpoxyde-2,3 de squal&ne en pr6sence d’un systkme enzymatique extrait de foie de Porc.9 
Selon ces auteurs, la cyclisation de l’Cpoxyde-2,3 de squalkne en lanosttrol peut Ctre inter- 
prCtCe comme &ant un mtcanisme d’addition intramolkculaire initiC par la capture d’un 
proton par le substrat et qui s’acheve par la neutralisation d’une charge positive. 

Ces reactions seraient catalyskes par des groupements fonctionnels appropries de la 
prottine enzymatique, ce qui permet d’expliquer le fait que des cofacteurs organiques ne 
soient pas indispensables a la rkaction. Nous pouvons appliquer le mCme raisonnement 
pour la formation du cycloartknol (III) B partir de l’tpoxyde de squalkne. L’unique diffkrence 
consiste dans le fait que la neutralisation de la charge positive s’effectue par Climination d’un 
proton en C-9 dans le cas de la synthbe du lanostCro1 et par l’enl&vement d’un proton en 
C-19 de l’intermtdiaire postulk (VI)5 et la fermeture du cycle propanique 9:19 dans le cas 
de la formation du cycloartCno1 (Fig. 1). 

L’indCpendance du syst&me enzymatique vis-A-vis de Mg*+ est plus surprenante. Nous 
avons pens6 que les vksicules ergastoplasmiques retiennent, en dCpit des dialyses effect&es, 
des quantites suffisantes de cations divalents (Mg2+, Mn’“, etc.). Nous avons cependant 
constatt que, dans des conditions expkrimentales identiques, la squal&ne-synthktase (enzyme 
dtpendant, elle, d’un cation divalent) Ctait inactive. 7 Nous avons l’intention d’approfondir 
ce dernier point et dans ce but, nous avons entrepris de solubiliser la cyclase de l’kpoxyde-2,3 
de squaltne. 

9 P. D. G. DEAN, P. R. ORTIZ DE MONTELLANO, K. BLOCH et E. J. COREY, J. Viol. Chem. 242,3014 (1967). 
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PARTIE EXPERIMENTALE 

Les conditions experimentales sont identiques ii celles d&rites dans Particle precedent’ sauf pour le 
points suivants. 

El&ents margut%. L’epoxyde-2,3 de squalene a bte prepare biosynthetiquement par la methode de Reid,‘O 
appliquee aux cultures de tissus de Tabac,” selon le mode operatoire precise ci-dessous. 12 cultures (36 g, 
poids frais) de tissus de Tabac cultives in vitro sont introduites sterilement dans un erlenmeyer contenant 
40 ml d’un milieu de KnoprZ auquel on ajoute 10 mg de phosphate de triethanolamine, 3HCl. L’incubation 
avec agitation s’effectue pendant 5 hr ?I temperature constante. Les tissus sont alors filtres sur gaze et transvases 
dam une solution fraiche de Knop contenant, en plus des 10 mg d’inhibiteur, 150 PC d’a&ate de sodium 
r4C (95 mc/mM). On incube 90 min, puis les tissus sont preleves et l’incorporation d’acetate “C est bloquee 
par refroidissement brusque des cultures a -20” pendant une minute, les tissus sont alors filtres sur gaze, 
laves a l’eau pour Bliminer Pa&ate “C non incorpore et conserves pendant 20 min & -20” dans des fioles 
de Fourneau et enfin lyophilids pendant 18 hr. 

L’epoxyde-2,3 de squalene r4C formt est extrait a I’ether de p&role pendant 17 hr dans un appareil Soxhlet ; 
le solvant est evapore sous vide et le residu est chromatographie sur couche mince de silice, en pr&.ence 
d’epoxyde-2,3 de squalene non radioactif ttmoin. 

Nous avons obtenu deux preparations d%poxyde-2,3 de squalene “C dont les activites specifiques 
Ctaient d’environ respectivement lo6 dpm et 10’ dpm/pmole. Le produit radioactif est introduit en solution 
ac&onique Ir 0,5 pour cent de Tween 80 dans le ballon d’incubation. L’acetone est haporee sous vide et le 
residu est repris par du tampon Tris pH 7 et homogeneise sous azote au Vortex. 

Incubations. Aux fractions particulaires obtenues comme il a et6 decrit dans l’article prudent, nous 
ajoutons (ou non) les enzymes EI,“, le milieu C (4 x 10-r M Tris, 2 x 10e2 M mercaptotthanol, 2 x 10m3 M 
nicotinamide, 3,2 x lo-’ Mg*+; 1,6 10e3 M ATP, 5 x IO-” NADH ou NADPH, 3,2 lo+ M K+, pH = 7,6). 
Nous incubons 5 hr a 31” sous azote. La reaction est bloqu&e par addition d’un volume de potasse ethanolique 
a 10 pour cent. 

Traitement analytique des incubats. Les incubats sont extraits 3 fois par un volume d&her de p&role. 
Les phases organiques sont r&tries et s&h&s sur Na,SO,. L’ether de p&role est evapore sous vide et Ie 
residu est chromatographie sur couche mince de silice G (Merck, Darmstadt) (Cluant : cyclohexane, acetate 
d’ethyle 9O:lO). L’isolement et l’identification des dimethyl-4,4 sterols sont effectues comme pr&edemment 
decrit par preparation des acetates, puis des acetates-6poxydes5*8 apr&s addition de temoins non radioactifs 
(0,5 mg). L’identification du methylene-24 cycloartanol, du parkeol, du lanostbol et du cycloartenol se 
fait au niveau des acetates par chromatographie sur silice impregnte de nitrate d’argent. Des plaques analy- 
tiques Merck sont immergees pendant 1 min dans une solution a 20 pour cent de AgNOs dans 75 pour cent 
EtOH. Ces plaques sont s&ch&s ?I l’air libre pendant 1 hr et act@& a 110” pendant 30 min. Une feuille de 
papier filtre est adapt&e au sommet de la plaque pour assurer une evaporation constante. La migration 
s’effectue a 24” pendant 41 hr (eluant : cyclohexane/benz&re 80-20, v/v). La mise en evidence de la radio- 
activite et la visualisation des bandes se fait de la man&e habituelle. Darts ces conditions, nous dparons 
par ordre de polarite decroissante les acetates de methyl&e-24 cycloartanol, de parkeol, puis le melange 
lanosterol-cycloartenol qui sera s&part au niveau des acetates-epoxydes. 

Cristailisation a’ activite’sp&ifique constante de I’acPtate-Ppoxyde-24,25 du cycloarte’nol. L’ac&ate-Cpoxyde 
du cycloartenol non radioactif (50 mg) est ajoutd a I’acetate-epoxyde du cycloartenol radioactif (N 100 000 
dpm) obtenu lors dune incubation. L’ensemble est cristallise dans un melange MeOH-CH3ClZ Des frac- 
tions aliquotes de poids determine sont prelevbes et la radioactivitt est compt&e au Packard. On a v&it% 
la Constance de l’activite specifique au tours des di@rentes recristallisations (Tableau 1). 
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