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Aktraet+uakne and farnesol are identified as products arising from 2-W mevalonic acid in a cell-free 
system from tobacco tissues grown in vitra This system is composed of a soluble fraction, which is involved 
in the synthesis of famesyl pyrophosphate, and microsomes which are necessary to synthesize squalene from 
the latter compound. Squalene is obtained only when the incubation mixture contained ATP, NADH, a 
metallic divalent cation and thiols. Mn++ is shown to be more active than Mg++. No products following 
squalene in the sterol pathway are detected. 

IL A BrB suggdrb au cours d’un travail prk4dent’ que le cycloart6nol pouvait remplacer le 
lanosterol en tant que premier triter-p&Ire tetracyclique form6 a partir du squalene pendant la 
biosynthese des sterols contenus dans les tissus de Tabac c&iv& in vitro. Pour d6montrer 
cette hypothese, Hewlins et ~011.~ ont incub ces demiers en prkence de 254°C) cycloart6nol 
et ont montre que la conversion de ce triterpene en stirols avait lieu dans ce materiel. Cepen- 
dant, du fait des rendements de conversion relativement faibles obtenus, il n’a pas et6 permis 
de conclure a l’existence d’une voie metabolique unique passant par le cycloart6nol. En effet, 
les triterpenes administr6s &prouvent apparemment de grandes difEcult& a traverser les 
membranes cellulosiques des cellules de cultures de tissus de Tabac et a atteindre les sites 
de stkojtdogenese. Pour &miner ces problemes, nous avons entrepris de mettre au point 
un systeme acellulaire capable de synthetiser in vitro des St&ok. 

A notre connaissance, aucun systeme acellulaire de plantes supkieures capable de synthk 
tiser in vitro des st6rols n’a et& d&it jusqu’a ce jour. Les cultures de tissus de plantes pouvaient 
constituer un materiel favorable pour l’obtention de tels systimes. En effet, dune part, les 
cultures de tissus poussent dans des conditions de steriliti absolue ; ceci nous permet d’c%miner 
tout risque de contamination de notre systeme acellulaire par des levures qui, comme on sait, 
synthetisent activement des stirols. D’autre part, les cultures de tissus sont souvent peu 
di!ferenci6es3 et ne subissent que faiblement les variations saisonnieres; ceci per-met de 
travailler avec des populations relativement homogenes de cellules et dans des conditions de 
reproductibilite satisfaisante. 

Nous avons Gx6 notre choix sur les tissus de tabac anergib cultives in z&o,* materiel qui 
nous &it particulierement connu sur le plan de la biosynthese des st&oW et des substances 
ph6noliques.6 

1 P. BJZNVENLWE, L. HIRTH et G. OURISSON, Phytochem. 5,31(1966). 

zM.J.E.~s,J.D. EHREWDT, L. HIRTI-I et G. C~JRBSON, Europm J. Biochmi. 8,184 (1969); 
3 R. L. GA-, Lo Culture cle l%sus V&f?taux, Masson, Paris (1959). 
’ L. HlRTEx, Th&¶e, Paris (1958). 
5 P. Bm, M. J. E. Hawkins et B. Fari% EUropean J. Blochem., 9,526 (1969). 
6 B. FRIIW, These, Strasbourg (1968). 
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Nous nous sommes, au depart, inspires de travaux effectues dans une optique analogue 
avec des tissus animaux’ et en particulier ceux de Popjak.* Cet auteur ayant mis au point 
une technique de preparation de microsomes de foie de Rat actifs dans la biosynthese in vitro 
du cholesterol, nous avons, dans un premier temps, cherche a preparer des fractions subcellu- 
laires a partir de notre materiel dans le but d%valuer leur activite vis-Zwis de l’acide mevalon- 
ique. Une partie de ces travaux ont fait I’objet dune note pr61iminaire.9 

RESULTATS 

La methode utilis& pour obtenir des fractions subcellulaires est schematis& dans le 
Tableau 1. Les culots de centrifugation C, et CzO ne correspondent pas a des fractions homo- 
genes et nous n’avons pas cherche a caracteriser leurs constituants; on peut cependant dire 
que le culot Ci est essentiellement constitue de noyaux et que le culot Czo est particulierement 
riche en mitochondries. Enfin, le culot C 200 est essentiellement cornpod de microsomes et a 
fait l’objet d’etudes plus d&aill&es. Aucun de ces culots ne contient de chloroplastes. 

Nature de la Fraction Microsomiale 

Lorsque l’on soumet les microsomes (prepares en presence de DOC) a l’ultracentrifuga- 
tion analytique on obtient deux pits. Le pit A correspond B un materiel dont le coefficient de 
sedimentation est de 80 S : il s’agit en toute probabilite de ribosomes cytoplasmiques.lo Le 
pit B a un coefficient de tiimentation de 110 S : il pourrait s’agir de dim&es de ribosomes.” 
Quant aux pits plus lourds, ils pourraient correspondre a des polysomes; l’identiftcation 
d&nitive de ces fractions est en tours. Lorsque l’on soumet a la m&me operation des micro- 
somes non trait& au DOC, on obtient, a cot6 des pits A et B, un sediment important; la 
fraction microsomiale des extraits de tissus de tabac cultives in vitro contient done, a cot6 
dune proportion importante de ribosomes libres, une fraction de type membranaire solubilis- 
able par le DOC. Cette dernike fait actuellement l’object d’etudes d&ill6es. 

Incubations 

Darts la mesure oh les resultats acquis par d’autres auteurs* avec des syst&mes acellulaires 
de foie de Rat pouvaient &re extrapoles g notre systeme, on pouvait s’attendre a ce que les 
sumageants post-microsomiaux Szoo contiennent les enzymes n&essaires 21 l’activation de 
l’acide mevalonique et a la formation de l’uniti isoprenique active: le pyrophosphate 
d’isopentenyle. PlutBt que d’utiliser directement Szoo, nous avons prefer6 en extraire les 
enzymes actifs suivant un protocole deja d6crit.8 La methode utilis& est schematisee sur le 
tableau I et d&aWe dans la partie exp&imentale. 

Aux fractions particulaires, on ajoute les enzymes Et!, les cofacteurs n6cessaires et le 
pr6curseur radioactif (acide mevalonique 2-r4C). Les substances form&s au tours des 
incubations sont trait&s suivant un protocole d&it dans la partie exp6rimentale. 

Nature des Mdtabolites Form& 

Quelle que soit la fraction particulaire incub& on obtient principalement deux m&a- 
bolites radioactifs: un alcool A et un hydrocarbure B. Ce dernier migre comme le squalene 

7 N. R. L. BUCHER et K. MCGARRAIMN, J. Biol. Chcm. 222,1(1956). 
8 G. POPIAK, Ciba Fowwi. Symposium on the Biosynthesis of Terpenes and Sterols, Churchill, London (1959). 
9 P. Bmvmam. L. HIRTH et G. OURISSON, Compt. Rend%%, 1749 (1967). 

lo N. K. BOARDMAN, R. I. B. FRANCKI et S. G. WILDMAN, J. Mol. Biol. 17,470 (1966). 
I1 C. GICJOT, Travaux en cows. 
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dans plusieurs syst&mes chromatographiques. On lui ajoute du squalene non radioactif et on 
prepare un d&iv& l’hexachlorosqualane. On recristallise ce demier jusqu’a actkite sp&tique 
constante. Pour terminer l’identikation, on prepare un dkive t&s spkifique : l’epoxyde-2 : 3 
de squalene.12 La radioactivite spk%que de ce demier est identique 21 celle de l’hydrocarbure 
B de depart. L’hydrocarbure B est done le squalene. L’alcool A est un terpenol, sans doute 
le famesol ; il migre en effet comme le far&sol dans des conditions qui permettent de distingner 
cette substance du geraniol et du geranyl-gkraniol. L’identiiication d&nitive de ce produit 
est en cours 

Notons d&s a present qu’aucun produit posterieur au squalene, dans la chaine metabolique 
conduisant aux sttkols, n’est decele. En particulier, ni le cycloart&ol, ni l’epoxyde-2:3 de 
squalene ne sont synthetids. 

Fraction Subcellulaire Active 

L’activite squalene synthetasique de diverses fractions subcellulaires a ett6 cornpar& 
(Tableau 2). On voit que : 

les enzymes Eiz incub& seuls ne synthetisent que t&s peu de squalene; 
les fractions particulaires incub& sans Eii sont totalement depourvues d’activitk; 
enfin, lorsque les fractions particulaires sont incubks en presence d’enxymes E& il y a 
synthese de squalene et la fraction particulaire la plus active est la fraction microsomiale; 
la quantite de squaltne synth&iSe par les microsomes est d’environ 4 a 6 mpmoles/mg de 
proteines. 

TABLEAU 2. fbNT&B DU SQUALhNE in YitrO. ~MPARALKJN DE L’ACXMTk DE 

Dti- FRAcnoNS SUBlXLLULURpS 

SquaUne 
, 

En mvoles/mg 
En dpm de pro&n- 

Microsomes seuls 268: 0 
Et00 se&x 419 
Microsomes + Ei,O 52090 4,96 
Mitochondnes + Eii 16900 1,42 
Noyaux + Eii 10 140 0,80 

Les milieux d%cubi&m comprennent: fractions subcellulaires (environ 0,2 mg 
d’azote proteique), E$ (0,2 mg d’azote pro&sue), ATP 2 qoles, NADH 0,65 moles, 
Tris 50 holes, mercaptoethanol2 pmoles, Me++ 4 woks, nicotinamide 2 pmoles, 
acide mkvalonique Z(%) 1 F. Volume total 45 ml. 

Par ailleurs, le Tableau 3 montre que les enzymes E$ incubt% seuls synth&isent du 
famesol. Ce produit provient de l’hydrolyse dune pat-tie du pyrophosphate de famesyle par 
une phosphatase contenue dans ces preparations. I3 En effet, si l’on traite l’incubat par HCl 
N pendant 30 min, tout le pyrophosphate de famesyle apparait sous forme de famesol et de 
n&ohdol.14 Par ailleurs, le Tableau 3 montre egalement que le pyrophosphate de famesyle 
produit par la fraction soluble peut, aprbs inactivation des enzymes par chauffage 11 lOO”, 
&re utiliSe par les microsomes pour former du squaltne. 

I2 E. E. VAN TAMELBN et T. J. CIJRPHEY, Tetrahedron Letters 121 (1962). 
I3 J. C~IRBTOPHB et G. POPJAK, J. Lipid Res. 2,244 (1961). 
I4 DEW. S. GOODMAN et G. POPJAK, J. Lipid Res. 1,286 (1960). 
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T~LUU 3. Acrwrrt? BI BUE DES EN- .WLUBLES E:: 

Es des E:p Eg + micmsomes~ 

Fames01 
Nkrolidol 
Bqualene 

5,W 894 1,35 

029 
10.2 
- 125 

L.es conditions d’incubation sont celles indiquks sur le Tableau 2. 
* Traitement de l’incubat pendant 30 min avec HCI N/10. 
t Au bout de 30 min d’incubation, le tube est plot@ dans de I’eau a 100” pendant 

1 min, on refroidit et ajoute des microsomes (0,2 mg). On incube encore pendant 
30 min. 

$ En m~moles/mg de proteines. 

Autres Caract&istiques du SystPme 

Lorsque I’on incube des microsomes et des enzymes Eii soigneusement dialysh contre un 
tampon (2. 10m2 M Tris, 2. 10e3 M mercaptoethanol, pH 7,6), on peut montrer (Tableau 4) 
que le systhme est totalement d+endant de NADH (ou NADPH) et ATP. Le pH optimal se 
situe aux alentours de 7,4. 

TAIILEAU 4. ~FACTeURS INDlSPENSABLeS AU FONClTONNeMENT DUSYSliWE 

Systkme 

ssdh 
I , 

En m~oks/mg de 
En dpm prot6ines 

Complet 
Mains Mg++ 
Mains Mg++ + Mn++ 
Mains ATP 
MoinsNADH* 
Mains NADH + NADPH 

51000 38 

**60! 
0 
8.44 

0 0 

370: 
0 
2,75 

Les conditions d’incubation sont celles du Tableau 2. Les microsomes et Ies 
enzymes J$$ sent dial+ avant incubation. 

* En I’absence de NADH, il se forme toutefois du pyrophosphate de farnkayle. 

TAIILJUU 5. EPPET De CERTAINS CKTKIIS DIVALENTS SIJR LA snauks~ 

De SQuALble 

Additions* Bquakne 

Nul 
+ Mn++ 
+cO++ 
+Cll++ 
+ Fe++ 
+Zn++ 

*Aumilieud’incubationcontenantdCja2/unoks(4.10-3 
M) de cations Mg++, on Joute 0,s Fole des cations indiqu& 
ci-dessus. 

t Evah& relativement au t6moin ne contenant que Me++. 
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L’inhence de cations divalents a et6 bgalement 6tudk (Fig. 1, Tableau 5). Le cation 
Mg++ est indispensable (dose optimale 8. 1O-3 M). Le cation Mn++ est prts de deux fois plus 
actif (dose optimale 1. lo-’ M) et stimule un systhme contenant d6jh le cation Mg++. Par 
contre, les autres cations test& n’ont aucun effet activateurisur le:syst&me; ils inhibent meme 
un systkme comprenant dkjh le cation Mg++. 

mM 

Pki. 1. bJFLUENCE DE LA CON CENTRATION ENZCATIONS DNALENTS@JR LA .3YNTHh DU SQUALhNE. 

TAIUAU 6, INFLUENCE DEkERTAINS THIOLS RJR LA 
SYNTdSE D+QUdNE 

Squaltie 

GSH 4,65* 
Mercaptokthanol 4,os 
DTE 2,35 
Moius thiol 0,13 

Les thiols sont ajout6a au milieu d’homogeneisation 
(5. 1O-3 M). 

Les incubations sent effectuks comme d&it dans le 
Tableau 2. 

* En m~moles/mg d’azote proteique microsomial. 
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Entin, la presence dam le milieu d’homog&&ation de substances posskdant des groupe- 
ments SH est absolument nkessaire. On voit (Tableau 6) que, parmi trois substances 
essay&s, le glutathion semble &re le plus efficace (les differences mises en evidence &ant 
faibles mais significatives). 

TABLEAU 7. &CRLWALLISATION JUSJU’i RADIOACTWlTk 

SPlkXPIQUE CONSl’ANT93 DE L’HEXA~ROSQU~ 

Recristallisation 
Hexachlorosqualane 

(dpmlmg) 

l&e 
2eme 
3kme 
&me 

&25 
370225 
325 + 25 

Les cristallisations sent effect&e5 dans h&one.” 

DISCUSSION 

Nous avons ainsi obtenu un systeme acellulaire qui synthetise in vitro du squalene. Ce 
syst&me est constitue d’une phase particulaire (microsomes) et dune phase soluble (enzymes 
I$:). La synthtse de pyrophosphate de farnesyle a lieu dans la phase soluble; quant a la 
synthbse du squalene a partir de pyrophosphate de farnesyle, elle a lieu au niveau des micro- 
somes. La synthese de squalene B partir d’acide mevalonique est dependante d’un apport 
d:ATP, de NADH (ou de NADPH) et d’un cation divalent (Mn++ &ant plus actif que Mg++). 
Le pH optimal de la transformation est de 7,4. L’ensemble de ces r&ultats montre que les 
conditions requises pour la synthese in vitro de squalene avec un systeme acellulaire extrait de 
tissus de tabac cuhiv& in vitro sont voisines de celles mists en jeu avec un syst&me acellulaire 
de foie de rat.* Elles sont par contre differentes de celles de&es par Graebe avec un homo- 
g&rat de poisrs et de Porter et COIL avec des plastes de carotte.r6 Graebe a en effet demontre 
que des preparations enzymatiques extraites d’un surnageant post-microsomial (S,,,) sont 
do&es d’activite squalene-synthetasique. Ces preparations sont en outre, t&s nettement 
stimuhks par une fraction park&ire skiimentant a 20 000 g (mitochondries et chloro- 
plastes). De meme, Porter et ~011. ont d&it un systeme enzymatique extrait de plastes de 
carotte capable de convertir le pyrophosphate de famesyle en squalene. Comme l’ont 
suggere rkemment Goodwin et toll., ” deux sites de synthese de squalbne pourraient exister 
dans les celhdes v&&ales: l’tm cytoplasmique (r&iculum endoplasmique) et l’autre plasti- 
dique. En outre, les deux squalenesynth&ases se comporteraient de man&e assez differente: 
la squalene-synthetase cytoplasmique serait en effet trks fermement associke au r&iculum 
endoplasmique,‘* tandis que la squalene-synthetase plastidiale serait relativement facile a 
solubiliser.15* l6 

L’impossibilite de depasser le stade du squalene dans la biosynthese in vitro des St&ok 
constitue probablement un phenombne g&&al darts les systemes acellulaires de plantes 

‘s J. E. GRAEBE, Ph~&chenz. 7.2003 (1968). 
I6 D. A. BHELBR, D. G. ANDERSON et J. W. PORTER, Arch. BIMKWZ. Biophys. 102,26 (1963). 
“D.R.THRELLPALL,W.T.G- et T. W. GOODWIN, Biochem. J. 103,831(1967). 
” G. KREIiNA, H. W. WHITLOC K, D. H. FELDLIRU~~E et J. W. ~RTER, Arch. Bzbchem. Biophys. 114,200 

(1966). 
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supkieures. &pendant, la synthese dun triterpkne pentacyclique, la &amyrine, par un 
syst&ne acellulaire de pois, a 6te rapport& par Nes et ~011.‘~ Enfm Ponsinet et Ourisson2o 
ont d&it la synthese de triterpenes t&racycliques (cycloartenol, euphol, lanostkol, etc.) avec 
des latex bruts d’euphorbes. 

On pouvait se demander si ce blocage de la chalne biosynthetique conceme l’ensemble des 
enzymes situ& aprks le squalene ou seulement la squalene-2:3-6poxydase. Nous avons 
rkemment prepare biosynthetiquement de l’epoxyde-2:3 de squalene marque au i4C et 
l’avons incub en presence de microsomes de tissus de tabac cultives in vitro. Du (14C) 
cycloartenol a pu Btre obtenu; par contre, aucune autre substance (methyl-4 sterols, sterols) 
n’a pu &tre d&Ate. 2L Ces resultats suggerent que, dans notre systeme, une certaine classe 
d’enzymes oxydatifs ne fonctionnent pas (la squalene 2:3-6poxydase et les hydroxylases 
mises en jeu dans les demethylations en 4 et en 14 des triterpenes). Ces enzymes font probable- 
ment partie de la claw des oxydases a fonctions multiples microsomiales22 et une etude 
d&ilk du mode de fonctionnement de ces dernitres s’impose. 

Nous avons constate que la fraction microsomiale isohk est trbs h&.&ogene et qu’elle 
est constituke de ribosomes libres et dune fraction membranaire; cette demiere est constitu& 
probablement de vesicules ergastoplasmiques qui, dans le cas de preparations extraites de 
tissus de foie de rat2’ peuvent &re &par&es en plusieurs classes de subfractions morphologique- 
ment et biochimiquement d6finies. 11 semblerait qu’en fonction de ces cormaissances rkentes 
sur la structure du reticulum endoplasmique, le probleme de la d&ermination du site intra- 
cellulaire de la biosynthese des sterols se pose dune man&e nouvelle. 

PARTIE EXPERIMENTALE 

Pro&its Chimkpes et &ments Marquds 

L’ATP, le NADH, le NADPH sont des prod&s Boehringer (Mannheim). Le DGC (d&soxycholate), le 
GSH sent des prod&s Merck (Darmstadt), le DTE et le Tris sont des prod&s Sigma (U.S.A.). 

La m&alolact0ne-2-~~‘C (5,48 &wole) provient du Radiochemical Ceuter (Amemham ). Lamevalo- 
lactone est trait&e par une quantiti cakul& de ICOH de man&e g obtenir un pH d’environ 11; on laisse 
pendant 1 hr & la temp&rature ambiante et on doute de I’HCl pour neutral& l’exc& de KOH puis du 
tampon Tris, HCJ pH 7,4. La radioactivite des preparations obtenues est de 50 F/ml. 

Mattpriel Vkgetal 

L.cs cultures de tissus de Tabac anergiees utilis6es au tours de ce travail ont et6 d&rites pr&c&lemment~ 
Cette souche ne contient pas de chlorophylle dans nos conditions de culture. 

Prdparation drs Fractions Subceliulaires 

L’ensemble du processus eat schematis6 dans le Tableau 1. L.es tissus sont homogkntis&s darts leur poids 
d’un milieu A (2,5.10-r M sac&arose, 4. low3 M Mg ++, 5. 1O-3 M GSH, 1.10-l M Tris, pH 7.5). On utilise 
un homog&&eur du type Elv&eii-Potter. L’homoeCnat est filt16 8ut gaze. Le 6ltrat eat centrifuge a 
1OOOg(5&n,Servall);onobtientleculotCletunsumageantSl. S~estcentrifugc~2oooOg(15min.~); 
on obtient un culot Cl0 et un sumagean t&. Cedarnierestcen~~g~000gpendant%min(Spinco 
Beckman, modele F, rotor 50-I) en presence ou non de DGC. Le sumageant SaoO eat s&a& du culot de 
miaosomes. Les fractions particulaires ainsi prkparees sont mises en suspension dans un miliiu B (2. lo-’ M 
Tris, 2. low3 M Mg++, 2. lo-’ M Et SH, pH 7,6) de man&e a obtenir une concentration d’environ 1 n&ml 

I9 E. CALLBACK, N. Rosr~, G. A. BL~NDIN et W. R. Nm, J. Biol. Chem. HO,3258 (1965). 
lo G. PONSINET et G. O~RISSON, Phytochem. 6,123s (1967). 
21R.~etP.B~ Phytoehem. soua presse. 
I3 H. S. MA.WN, T. Y-,-J. C. NORTH, Y.-w et P. S~~~~raut, Oxi&ws and Related Redox 

Systems, Vol. II, p. 879, John Wiley, New York (1965). 
33 F. Dactorran et 5. CHAWJXJ, FEBS Letters, 2,227 (1969). 
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en arote proteique. Les d&erminations d’axote proteique sont e&t&es d’apr& la methode de Lowry et 
toll?’ 

Pr&tration des Enzymes E:t (Tablwu 1) 
Au suma8eant post-microsomial (108 ml), on aioute 28 g de (NH&SO4 (40% de saturation); le pr&cipiti 

obtenu est centrifuge a 10 000 g (15 min). Le culot est dissous darts du tampon B. Au sumagean t, on ajoute 
du (NH.,),SG4 jusqu’a 80% de saturation; apr&s centrifugation a 10 OOOg (15 min) du pr&ipite, on obtient un 
deuxieme culot que I’on dissout dans le m&ne tampon. La solution obtenue est dialysee pendant 12 hr contre 
du tampon B. La concentration en axote prot&ique des pr6parations obtenues eat d’environ 1 me/ml. 

Aux fractions particulaircs obtenues comme il a et6 d&it plus haut (0,2 mg) on ajoute des enzymes Eii 
(0,2 mg) et 0,125 ml de milieu C (4.10-l M Tris, EtSH 2. 10mz M, 2. lo-’ M nicotinamide, 3,2.1rz M Mg+*, 
1,6. lo-’ M ATP, 5. low3 M NADH (ou NADPH), 3,2. lo-’ M K+ pH 76). Le volume total eat de 452 ml. 
On ajoute l’acide mevalonique 2-“C (1 gc = 416 holes) et on incube pendant 1 hr a 30” dans un incubateur 
New-Brunswick. Les incubations sont arr&es par addition d’un volume d’ac&me. 

Traitement Analytique ah Incubats 

On ajoute a chaque tube du squalene (0,8 mg) et du fam&ol(O,8 mg) et on chromatographie dimctement 
le milieu d’incubation en couche mince de silice (silice G Merck, Darmstadt); on &che soigneusement la 
plaque @ce a un courant d’azote. On effectue une n&ration dans un syst&ne cyclohexane, acetate d’dthyle 
85/15 v/v. Le squal&ne et le famesol ajout& comme entralneurs sont rep&s par projection de chlorhydrate 
de berberine (sol. ethanolique 0,l “4 et visualisation B la lumi&re U.V. (340 mn). La &partition de la radio- 
activitc sur le chromatogramme eat d&rmi& grace a un lecteur Berthold. Les substances radioactives sont 
&t&s de l’adsorbant et la radioactivite de l%hrat cst mesurce grgCe a un compteur Packard 314-E. 

Identification ali Squalhe 

L.e pit de radioactivite obtenu au lecteur Berthold est superposable a la bande de squalQle entraineur 
rendue visible en lumiere U.V. par aspersion a la berbtkine; le squalene est extrait de la silice et rechromato- 
graph% en couche mince (une migration, cyclohexa.ne/ac&ate d’ethyle 100/O v/v). La bande obtenue apr&s 
r&elation (R/ =0,45), nettement distincte des esters de st&ols (R,=O,lO et des hydrocarburea sat&s 
(R, = 0,75), est superposable au pit unique de radioactivite obtenu. On prepare l’hexachlorosqualanez5 et 
on recristallise ce d&-b& jusqu’a radioactiviti constante. 

Au squalene obtenu lors d’une incubation (environ 170 000 dpm) on ajoute 10 mg de squal&ne non radio- 
actif. On chromatographie soigneusement le melange comme indique plus haut. La radioactivite sp6cifique 
du squalene ainsi puritX est de 4450 dpm/wole. Le squalene dissous dans le THF (tetrahydrofuran) aqueux 
(THF/H~O 100/S v/v) et on ajoute 10 mg de N-bromosua&imi de dissoute dans le m&me solvant (volume 
total 0,5 ml). On laisse r&ir pendant 1 hr a 0”. On chromatographie dire&me& le m&urge &actionnel en 
couche mince (cyclohexane, acetate d’ethyle 85/15 v/v). La bromohydrhre obtume (R, = 0,45) se s&pare du 
squalcne n’ayant pas &a8i (R, = 0,8). Elle est trait& par 1 ml d’une solution m&hanolique de K,CG, (5 “%) 
pendant 5 hr. On chromato8raphie directement en couche mince (cyclohexane, acetate d’&hyle 90/10, v/v). 
L’epoxyde-2: 3 de squalene (R, = 445) est extrait de la silice. Sa radioactivite sp6citique est de 4760 
dpm/eole. 
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