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Rksuru6-L’activiti enaymatique du latex d’Euphorba est miss en 6vidcnce par la transformation fn vitro 
d’acktate l-“C eu trite&nes (euphol, euphorbol, lanostkol, cycloartknol, m6thylkneAl cycloartauol, 
cycloartk-23 dial-38,25) dam des latex de diffdreutas esp&aa. L’irdluertcs de difftrents facteurs est Ctudik 
et discut4e. 

AM&act-The enzymatic activity of the latex of various Eupkorbia species is demonstrated by the transforma- 
tion &I vitro of labelled acetate into triterpeues (euphol, euphorbol, lauosterol, cycloarteuol, 24-mcthylene- 
cycloartanol, cycloart-23-erw3p, 25diol). Various conditions of incubation are studied and discus&. 

INTRODUCTION 

Ln LATEX cks espkes du genre Euphorbia est caractbrid par uncertain nombre de triterpenes 
tkacycliques dont nous avons &udie syst4natiquement la tiprtrtition dans un but 
taxon0mique.l 

D’autre par& les travaux effect& sur d’autres latex ont indique que ces milieux avaient une 
activitk enzymatique propre qui les rendait capables de synth&iser des produits secondaires 
mi3me in vitro: caoutchouc dam le latex de Hevea brasiliensis Muell., & partir d’ac~!tate,~ 
de m&alonate 3 et de pyrophosphate d’isopent4nyle;4 et morphine dam le latex de 
Papaver somniferum L. g partir de tyrosine.5* 6 

La connaissance biochimique de ces milieux veg&aux particuliers que sent les latex a 
d’ailleurs profit6 ces dernikes ~&es des nombreuses recherches entreprises par diE&ents 
groupes en vue d’ameliorer la productivitb de l’arbre Zt caoutchouc. Ces etudes ont mis en 
particulier en evidence la complexit. biochimique et cytologique de ce syst&me qui avait et6 
longtemps consider6 comme un sue vacuolaire. 

Tous les rkmltats relatifs & Hevea ne sont certes pas applicablea apriori dans le detail aux 
autres latex. En fait les &cents travaux de Meissner7 sur des latex d’espkes de ditfkentes 
familles ne font apparake que des variations faibles de certaines caracteristiques (valeur du 
PH,~” teneur en prot&ines et ARN,‘b importance des &ranges gaze~).~= 

Nos propres r&ultats, mention& ci-dessous, permettent de mettre en evidence la bio- 
synth&se des triterp&nes d’Euphorbia par incubation in vitro de latex en presence de pr& 
curseurs radio&ifs (a&ate 1-W et m6valonate 2J4C). 

*Cetravailfaitpartie&lathesequirrera~parG.Pondneten1967devantlaF~l~dcsScienccs 
da Strasbourg en vue du Doctorat es-Scknces. 
rG.Po~etG.Ouarasm% Travaux err cours. 
* H. J. Tw et R. S. BANDURIC& Plunt PhyhZ, 32,643 (1957). 
3 R. G. 0. KEKWNX et B. L. Arcnax, Nature l&4,268 (1959). 
4P.LYNENctu.HENNm3, Angnv. Ckm. n. 820 (1960). 
5 G. s et K. Morms, A&. Phyt. 10,293 (1960). 
6 J. W. FAIRBAIRN et G. Wm, Phytocbem. 3,583 (1964). 
‘*L. lvhmsum, Floru, Abt. A. 156,404 (1966); b 156,634 (1966); c 1% 1 (I%@. 
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La grande variete des triterpenes tetra-et pentacycliques rencontrks dans le latex de 
differentes Euphorbes rend ce milieu particulierement intkssant pour l’etude de la cyclisa- 
tion du squalene : la connaissance du m&an&me de cette cyclisation pourra peutQtre placer 
sur une base plus fondamentale les rkwltats chimiotaxonomiques mentionnes ci-dessus.’ 

Sur l’ensemble des travaux rkalises sur la biosynthese des sterols, peu se sont attaches a 
dtudier la cyclisation du squalbne en la dissociant des autres &apes conduisant de l’ac&ate 
aux stkols. 

A&ate C2 

d’isopentinyle CS 

I Caoutchouc (CT) R 

Autres 
Triterp&nes 

Cl0 Lanostkol c30 

I 

+ 

StCrols cz7-29 

Le latex au contraire est car-act&is6 par sa forte teneur en triterpenes alors qu’il est t&s 
pauvre en sterols par comparaison avec d’autres systkmes (Tableau 1). 

TABLEAU 1 

systkme 
-_ ____ 

Levure 
Insaponifiable d’huiles de graines vari&s 
Tissu de tabac cultiti in vitro 
Pois en germination (P&urn sutivum L..) 
Foie de rat 
Euphorbe (plante en&e) 
Euphorbe (latex isol@ 

Rapport en poids 
triterpknes 

st&ols Rkfknce 
_-- 

402 
0,01-0,1 1: 

0,15 14a 
03 11 

12 
: 

40 

Signalons egalement que l’accumulation de caoutchouc, reaction secondaire de la syn- 
these terp&ique, est tr&s faible chez les Euphorbes.8 

* D. E. BERNAL, Rev. G&s. Caourchom. 32,889 (1955). 
9 G. FONSNET, R&wltats non pubk. 

10 E. F~ELI, A. LANZANI, P. CAPELLA et G. JACINI, J. Am. Oil Chemixts Ass. 43,254 (1966). 
11 D. J. Basted, E. CAPSTACK et W. R. Nm, &xkmj.s~r~ 1,537 (1962). 
12 P. B. !SCHNEID~, R. B. CLAYTON et K. BLWH, J. Biol. Ckm. 224,175 (1957). 
13 G. PONSINET et G. Oua~sso~, Phytochem. 4.799 (1965). 
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Enfrn, le latex-milieu enxymatique acellulaire-devrait mieux qu’un tissu animal ou veg&al 
permettre de contr6ler la p&&ration des prkurseurs et l’homogMit6 du milieu, l’homo- 
gMisation des tissus ne pr&servant pas toujours toute leur activiti enxymatique. 

Obtention du Latex 
MATBRIEL ET Ml?THODES 

La plus grande partie des operations mention&s ci-dessous a et6 effect& sur des latex 
d’esp&ces herbacks r&colt&s au Jardin Botanique de Strasbourg ou en v6g&ation spontan& 
dans la campagne environnante, de juillet a octobre. 

Dew espkes herbackes contenant du cycloart6nol et du m&hyl&ne-24 cycloartanol ont 
6tk choisies pour leur abondance locale (E. helioscopia L. et E. cyparissius L.); une troisi&me 
espke cactiforme (E. erythreae L.) a et& utilisk pour mettre en evidence la biosynthese de 
l’euphol et de l’euphorbol. 

Le stoclcage des plantes n’a jamais d&pas& 24 hr avant la collecte du latex. Celle-ci 
s’e&ctue pour les espkes herbacks en coupant les tiges une a une a quelques cm du 
sommet; le latex est collect6 darts un tube maintenu a 0” par de la glace. Avec les plantes 
utilisks, la collecte de 1 ml de latex exige en moyenne 10 min de travail. Le latex d’E. 
erythreae L. est &colt& par saignk avec une lame de rasoir, et pipettage. 

Incubations 

Pour chaque &rie d’incubations, le latex ainsi obtenu est reparti dans des tubes contenant 
prkurseur, tampon et additifs kntuels. L’ac&ate de sodium est ajouti en solution dans 
l’eau (10 PC dans 0,l ml d’eau pour 1 ml de latex). Chaque incubation est faite a temp&ature 
ambiante a l’abri de la lumike et sur un volume de 0,5-l ml de latex. La plupart des valeurs 
d’activite mention&s sur les courbes et tableaux ci-dessous sont les moyennes de deux 
incubations identiques. 

Les incubations ne sont pas faites dans des conditions stkiles, les planks &ant simplement 
law&s a l’eau avant traitement. Ce fait ne devrait pas presenter d’inconvenients &ant don&s 
les faibles d&es d’incubations. 

Le latex des Euphorbes utili&es contient a peu p&s 10% de mat&e s8che. Le quart de 
cette mat&e s&&e est constitue de triter-penes sous forme libre (3pOH). Chaque ml de latex 
contient done 25 mg de triter-p&es environ. 

h4IsE EN BVIDENCE DE L’ACTIVITB DU LATEX IN VITRO 

Les premiers essais d’incorporation destinks a mettre au point les conditions d’incubation 
et la m&hode d’extraction ont 6t6 effect&s par simple melange de latex et da&ate de sodium 
en solution aqueuse. Chacune des trois espkes mention&s ci-dessus a ainsi foumi des 
fractions triterpkniques radioactives, dont les constituants ont 6ttc &par& sous fonne d’epoxy- 
des-acetates suivant une m&hode deja d&rite. l3 Des recristallisations r6pMes montrent 
que l’activit.6 spkifique de ces prod&s est constante (Tableau 2). 

La biosynthkse du lanosterol a partir d’acktate a 6te 6tudi6e dans de nombreux syst&mes, 
celle du cycloart6nol et du m6thyl6ne24 cycloartanol a et6 mise en evidence dans les tissus de 
tabac cultiv6s in vitro14 et les feuilles de Pisum aativum L.;ls celle de l’euphol et de 
l’euphorbol, caract&istiques des Euphorbiackes, n’avait pas et6 mention& jusqu’ici. 

14 P. Bmvbmm, L. HWTH et G. OURISSON, Phytochem. 5,31 (1966); b J. D. %~?URDT, L. HIRTH et 0. 
O~ISSON, Phytochem. 6,815 (1967); 0 W. W. Rrm e-t M. J. BERNAnD, Bbchem. J. 100,13P (1966). 

15 L. J. GRAD et T. W. Goomm, Biochem. J. 99,735 (1966). 
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E. Cyparssias I...* E. helioscopia L.t E. erythreue L.7 
Nombre de, I \ 

recristal- MCthykna24 Cyclo- Methyl&e-24 Cycle- Lanost&ol$ 
lisations cycloartanol art&no1 cycloartanol art&o1 Euphol Euphorbol 

1 47 20 1200 133 239 
2 46 13 1143 130 195 

: 
44 15 1098 502 138 205 
44 13 1095 503 140 195 

5 45 14 1131 512 
6 1078 

* Activiti mew&es au compteur ii coupelks Nuclear Chicago. 
t Activit& mew&es au compteur g scintillations Packard. 
$ De tous les prod& mention& cidessus, seul le lanosterol est p&sent en trop faibk quantiti et la 

recristallisation de son Cpoxyde a&ate n&e&e l’addition p&lable d’entraineur non-radioactif. 

Le cycloart&~e-23 diol-3/I, 25, dont la prkence dans E. cyparissim L. a Cti indiquCe 
r&mment,16 a 6galement Btb obtenu sous forme radioactive dans le latex de E. helioscopiu L. 
Ce produit est p&sent sous forme est&if%e alors que les triterpks 3/Shydroxyl& sont sous 
forme libre. 

Les Figs. 1 et 2 qui repr6sentent la variation dans le temps des produits de la synthbse 
terp&ique dans le latex, conkment que les triterpenes y sont bien des produits d’accumulation 
et que la synthbe des stQols y est dgligeable. 

st&mts 

0 4 iu 24 33 

Tcmps d’mcubatii, hr 

FW. 1. A~~A~~NDESTB~~APAR~RD'A~A~. 

Latex E. helioxopia L. Incubation de 45 ml de latex avec 5 + d’acetate 

16A.N. sTmT,#zyt~&em.S, 1341(1966). 



Biosyntlhe th vitro des triterpbnes dans le latex d’Euphorbh 1239 

4 Tanpr d’incubation. b 24 

FIG. 2. ACCUMULATION DE w-24 CYCLOARTANOL ET DE CYCLOARtiNOL. 

Latex d’E. cyparissias L. Imuhation da 1 ml de latex avcc 10 w d’adtate. Compteur Nuclear 
Chicago. 

IITUDE DES CONDITIONS D’INCUBATION 

J. d’Auxac et a1.l’ ont montr6 que le rendement de l’incorporation de pa&ate en caout- 
chouc dans le latex d’iYeveu etait t&s sensible aux modikations physiques (pH, teml&kature, 
pression osmotique, dilution, etc. . . .). 11 semble en fait, d’apr&s les r6sultats cidessous, que 
les variations d’activite en fonction de differents facteurs soient cornparables a celles observkes 
dans d’autres syst&nes (homo&nat de foie en particulier). 

Pour tidier l’influence de difF&ents facteurs sur le rendement de la synthese des triter- 
penes, il n’est pas nkessaire de &parer le cycloart&nol et le rn&hyknt+24 cycloartanol qui 
en sont les constituants majeurs : l’activite spkifique de leur m&nge en cpm/mg donne une 
bonne mesure de l’activit6 enxymatique par unite de volume de latex, mesure independante 
des perks possibks a l’extraction et ne nkessitant pas l’introduction pr6alable d’entra~neur. 

00 6 7 

PH 

Fm. 3. INK.UBN~ED~~H~~IA SYNl&SEDU-ti. 
Latex de E. /d&mpia L. Incubation (24 hr) de 0,5 ml de latex; 0,5 ml de tampon phosphate 0,l M; 

s/Szac#-ite. 

17 J. D’AIJZAC, S. PUJAUNISUE, P. L. E. FOURNIER et T. C. CUONG, Ann. Fat. Sci. Univ. So&on 97 (1962). 
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Infknce du pH 
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Le pH du latex de diffkentes espkes d’Euphorbes a et6 determine rkemment 7a et varie de 
5,4-6,3 suivant les espkes. Nkmmoins, la dilution du latex par un volume egal de tampon 
phosphate 0,l M de pH d&ermine montre que le pH nature1 ne correspond pas au maximum 
d’activitk (Fig. 3). 

InfZuence de la Pression Osmotique 

La Fig. 4 montre l’influence de la pression osmotique du tampon de dilution, faisant 
appara?tre un maximum pour une concentration de saccharose d’environ 0,5 M. 

acm- 

I I I 
0 081 085 1 ,o 

Concentralion en xacdwnoac, M 

Fro.4. INFLUENCEDELAPRES.SIONOSMO~QUESLJRLASYNTH~DESTRITER~~B. 

Latex de E. helioscopiu L. Incubations (24 hr) de: 45 ml de latex; 45 ml de tampon phosphate 0,l M 
pH 7,4; 5 w a&ate. 

i 

1000 

Fro. 5. 

I I 
I IO 

ml dehnnpparmldektex 

INPLUENCEDELADILU~ONETDE~COFA~ 

Latex de E. helioscopia L. Incubations (24 hr) de 0.5 ml de latex; 0,5 g 5 ml de tampon phosphate 0,l M, 
pH 7,4; 5 clc a&ate. 

0 tampon seul; A tampon+ MgCl2; n tampon+cofacteurs* +saccharose 44 M; v tampon+ 
cofacteurs. 

* NADH 45~ M/ml; ATP 0,6 PM/ml; MgClz 0,004 M; EDTA 10 @f/ml; GSH 0,Ol M; 
Nicotinamide 403 M. 
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InpUence des Cofacreurs 
D’aprks les courbes de la Fig. 5, il apparalt que le latex doit contenir les quantites optimales 

des cofacteurs et additifs utilis&s habitue&merit pour r-enforcer l’activite des enzymes extraits 
dans les homogenats de tissus puisque, globalement, leur addition abaisse le rendement de 
l’incorporation d’acktate. 

La determination de la concentration optimale de chacun de ces additifs nkessiterait de 
t&s nombreuses mesures. Il a 6t6 montr6 rkmment l* que la concentration optimale d’ATP 
pour l’incorporation d’ac&ate en caoutchouc et lipides dans le latex d’Hevea est de 0,l pM/ml, 
des concentrations plus &levees &ant inhibitrices. 

La Fig. 5 montre par ailleurs la forte diminution d’activite due 21 la dilution par le tampon 
utilist. 

ESSAI DE FRACTIONNEMENT DU LATEX 

Plusieurs etudes de la biosynth&se des sterols dans les homogknats de tissu ont montr6 que 
cette synthese a partir d’ac&ate se fait jusqu’au pyrophosphate de famesyle par des enzymes 
solubles, et de ce produit aux triterpenes au niveau des microsomes.lg Ces microsomes sont 
une fraction de centrifugation Zt haute vitesse contenant les d&is du r6ticul~ endoplasmique, 
fragment6 lors de l’homog&r&isation. 11s contkment des fragments lipoproteiques et les 
ribosomes. 

Le Tableau 3 montre, par comparaison des rendements d’incorporation da&ate et de 
mktlonate, que P&ape lente de la synthese des triterp&es dans le latex se situe apr&s le 
m6valonate. D’autre part, la centrifugation a basse vitesse provoque l%limination d’enzymes 
nkessaires B la transformation du m&donate en triterpenes. La collecte du latex se faisant 
sans homogeneisation, il faut admettre que cette centrifugation Climine le r&iculum endo- 
plasmique et l’activiti enzymatique qui lui est associk La prknce de ribosomes a 6t6 mise 
en evidence dans le latex de Hevea bradliensis Muell. par McMullen20 et dans celui de Papaver 
somnijiwm L. par Meissner” mais on a 6galement montre que ces particules sont assoc%es 
en un r6seauZ1 qui provoque leur sedimentation a basse vitesse.7a 

TABLEAU 3. Lmx E. helioscopia L. 

prtcurseur 

A&fit6 
Cmtrifugation avant spkiliquedes 

incorporation de prhmeur triterpeneS 
cpmlme 

swm - 680 
S~acktate lSlZtin2OOOg 2 
2~lvlVA - 114 
2eMVA 15min2ooog 3 

~ions~O,Sml&latexdilutparlmldetampo~p~~ 
0,l M, pH 7.4. 

Ainsi le latex ne se comporte pas comme un homog&nat, qui conserve son activite aprks 
centrifugation a lO.OOOg. 11 faut noter de plus que la centrifugation du latex a 2000s n’6limine 

I* G. WEEKS et R. G. 0. KEKWICK, Eiochetn. J. 96,52P (1965). 
19 L. Ckesmm et J. DWMER, Bull. Sm. Chim. B&l. 47,359 (1965). 
20 A. I. McMw, Biochem. X 86,491(1%2). 
7.1 W. A. SouTHoRN, Nature 189,lOOO (1961). 
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pratiquement pas de triterpenes: ceuxci ne se &parent que partiellement a 40.000 g, en se 
collant B la paroi du tube au niveau suptkieur du liquide. 

ESSAI D’INCORPORATION DU SQUALeNE 

La transformation du squaltne en triterpenes comprend une cyclisationet une hydroxyla- 
tion. Un travail recent de Barton et Moss ** semble montrer que les deux reactions ne sont pas 
concert& puisque ces auteurs ont montre que le lanostadiene est un prdcurseur du lanosterol 
dans la levure. Deux autres groupes ont par ailleurs montre que I’oxydation peut p&ceder la 
cyclisation, en rkalisant la transformation de l’epoxy-2,3 squaltne en lanostCro123 par les 
enzymes du foie de rat. 

Les microsomes sont connus comme Ctant le support des hydroxylases, ce qui expliquerait 
leur role dans l’hydroxylation. 11s pourraient avoir egalement pour role de foumir une surface 
sdreospkcifiquement active qui imposerait au squaltne-hydrocarbure acyclique et insoluble 
dans l’eau-une conformation permettant la cyclisation par reaction de dienes 1-5. Suivant 
les espkes, cette surface active imposerait une conformation conduisant au cycloartenol ou A 
l’euphol. Nos rt%ultats relatifs a la centrifugation du latex confbment que les microsomes, ou 
du moins la structure qui les produit, sont nkssaires B cette synthese. 

Dans le but de localiser plus pr&%ment le site de cyclisation du squalene nous avons tent6 
d’incorporer du squalene radioactif au latex. Cet hydrocarbure &ant insoluble dans l’eau 
nous avons dQ le disperser darts un tampon A l’aide de Tween 20 ou da&one, les concentra- 
tions en ces produits &ant d&ermint!es pour produire une dispersion efXcace sans pour cela 
inhiber l’activite enzymatique. 

Malgr6 ces precautions, aucune radioactivite n’a pu Ctre d&eEe dans les triterpenes apres 
incubation de latex en presence de squaltne, dans des conditions oti l’aktate se transforme en 
triterpenes. 

CONCLUSION 

La mise en evidence de l’activit.6 enzymatique du latex in vitro confirme que celui-ci a bien 
le caract&re d’un cytoplasme physiologiquement actif. Ce latex constitue un syst&me B la 
fois facilement accessible et plus proche du milieu cellulaire que les homogenats de tissus, 
puisque la m&rode de rkcolte permet d’en preserver les structures. 

Extraction ah iWerp?nes 

PARTIE EXPBRIMENTALE 

Apms incubation pendant 24+3 hr, le latex est lyophilise et extrait a &her de p&role. La solution obtenue 
est flltrk sur coton, NarS04 anhydre et AlsO3. La colorme d’alumine est elukc au melange BP-ether So/50 
et le produit obtenu fractionne sur chromatoplaque preparative de SiOs. Les triterp&nes libres sont r&up& 

et adtylks (12 hr it temperature ordinaire dans la pyridine anhydre en presence de AcsO). 
Les acetates de triterpenes aiosi obtenus sont filtrks sur unecolonne de SiOs-AgNOs 90/10&r&. au melange 

ether de p&role&her 80/20 ou mieux sur une plaque preparative de SiOs-AgN03. L’acetylation suivie de 
chromatographie sur AgNOJ assure une purification suppl&nentaire des produits radioactifs. 

Le pmduit obtenu est kventuellement &oxyd6 pour en s&parer les constituants par chromatoplaques 
pr6parative.s de SiOs. Dans la plupart des cas, ces acetates de triter#nes ont 6tt6 compt& directement dans un 
compteur it scintillations Packard sur des quantitks allant de 0 & 5 mg. 

s2 D. H. R. BARTON et G. P. Moss, Chetn. Comer. 261(1%6). 
z3 E. J. Coaxv, W. E. Russay et P. R. 0. DE MONTENALID, J. Am. Gem. Sot. 88,475O (1966); E. E VAN 

T~BLEN, J. D. WILLETT, R. B. CLAYTON et K. E. Loan, J. Am. Chem. Sot. 88.4752 (1966). 



Biosynth&se in vitro des triterp&es darts lo latex d’Euphorbia 1243 

La quantitb de tritcrp&es p&ems p&lablement dans le latex (2M mg par ml de latex suivant les 
csp&ccs) rend inutile l’addition d’cntrafncur. Par contre, pour tracer les courbes de la Fig. 1, il est n&es&m 
d’ajouter du squ&ne non radioactif, cehri-ci n’ttant pas pond&alement p&em, et du @itost&ol non radio- 
actif, dont le latex contient environ 1 mg par ml. 

Prkparation du Squahe Rad&act$ 

Du squaRne & haute activit6 sp&itlque a 6t6 pr&ar+ par germination de pois (E&n sativum L) en p&sencs 
d&&ate de sodium l-r% sekm la methoda d&rite par Capstack et UP Le marquage du squal&e obtenu a 
6t6 v&i66 sur une fraction aliquote par recristahisation de son hexachlorure apr&s addition d’hexachlorure de 
squal&ne non radioactif (Tableau 4). 

TABLEAU 4. RxClUsTALISATION DE L’HPXACHLoRURE DE SQUALhE 
RADIoACTIp PRODUIT PAR LE PolS 

Recristallisation F” 
Activit6 sp&i8que 

cpmlmg 

: E 
3 536 
4 550 

5 6 128-134 :: 
7 129-13s 560 

Analyse des St&ols 

L’analyse de la fraction st&olique du latex en chromatographie en phase gaxcuse montre qu’elle est 
essentielkxnent constitu6e de g-sitost&ol m de cholest&ol(8 ya et de campesttrol(5 ~~~(Tableat$). 

TA~IEAU~. TEMPSDB&TENTIONDES.?T&R~LSPAR 
RAPPoRT AU CHXESTANE (8,9 b5N) 

3pOH 3gOAc 

Cholest&ol 

AppareilPanChromatographPYE;Colonne 
475 % 8B 52; Temp&ature 240”. 
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