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D U C T I O N ,  





L'intérêt  accordé 2,ux mojsassures contaminant nos denrées alimentai- 
res ,  en ce q u i  concerne leur to,tlnogénèse e s t  t r è s  récent. Les contaminations 
pas les  moisissures, générale~~ènt  iappreciées a l ' o e i l ,  é ta ient  considérées 
comme de banales souillures,  S %  l%homme h g s i t a l t  ii consommer des produits  alte-  
rés du f a i t  de leur aspect, de leur odeur, ou de leurs saveurs différentes des 
produits sains,  i l  n ' hés i t a l t  que rarement à les  donner en nourriture aux ani- 
maux. L'ergot de seigle  responsable du "mal des ardents" é t a i t  pourtant bien 
conriu. Que certaines moisissures soient ~ ~ o d u c t r i c e s  d'antibiotiques à l 'usage 
largement répandi inci ta i t .  a t ru i re  à l ' innocuité des produits moisis. I l  fau- 
dra que ;e produi je en Angl et6 cre,  en 19 50, une épideini e des é l  evages de dindes 
("Turkey X" disease) pour apprhkcieP à u q i  plus juste raleur l e  risque toxino- 
nèse posé par l a  contaminatioii fongique. L'étude des causes de ce t te  épidémie 
devait en e f f e t  conduire en peu d'années à l a  découverte de toxines importintes : 
l es  aflatoxines élaborées par une moisissure banale Aspergillus flavus. On 
s 'aperçut que de!; moisissures peuvent syrithétiser des substances toxiques, con- 
taminant non seulement 1 'alimi!ntation an' male, mais également 1 'alimentation 
humai ne. 

En quelques années, les  travaux réal isés  sus' de nombreuses espèct?~ 

fongiques conduisaient à l a  ~ ~ i r a c t é r i s a t f o n  de plusieurs dizaines de compoi;és 

toxiques nouveaux. Les prern-8Qi.e~ especes étudiées furent cel les  de la  f lore  des 
champs e t  de stockage, puis 09 sYnt6res:a egalement aux espèces u t i l i sées  par 
1 es industries agroal imenfa-ires ~enicilJium roqueforti , moisissure i ntervc-nant" 
dans l 'aff inage ,lu fromage de Roquefort e t  de divers t leus,  f u t  l ' o b j e t  d ' i n -  

vestigations des auteurs japosials ( 1 ) ,  puis américain ( 2 ) qui découvri- 
rent son aptitudo à élaborer u n  composé toxique dénomnié PR Toxine (PRT) . 

Ces travaux nous o n t  ancites 2 entreprendre la  recherche de la  toxine 
dans des souches uti 1 isées dans l kff inage du  fromage e t  à rechercher d 'autres 
métabol i t es  toxiques éventuel 1 ment  produits par P. Roqueforti. 

Avant de présenter Tes resul ta ts  de nos travaux, nous examinerons, 
à t i t r e  d'exemple, l e s  problèmes soulevés par la  découverte de quelques myco- 

toxines majeures aujourd'hui bien connues, 



LES AFLATOXINES 

L'intoxication aiguë d'élevages de dindons en 1960 dans l e  sud de 

1 'Angleterre, qui causera 1 a mort de pl us de 100 .O00 dindonneaux ( 3 ) , a é t é  
la  première mycotoxicose parfaitement caractérisée.  

L'épidémie ne correspondait à aucun virus, aucun microorganisme ou 
aucune toxine connus à 1 'époque. Une étude systématique a révélé que l e  point 
commun entre 1 es élevages contami nés é t a i t  des tourteaux d'arachide provenant 
du Brésil e t  d'Afrique Orientale ou Occidentale. K.  SARGEANT ( 4 ) e t  ses colla- 

bora,teurs décel èqent dans ces ,tourteaux 1 a présence d ' un champignon contami nant : 
1 ' ~ s ~ e r ~ i l l u s  flavus. I l s  démontrèrent que ce champignon produit une substance 

toxique pour l e  caneton, qui faut  appelée aflatoxine. Cette toxine é t a i t  extrai-  
t e  par l e  chloroforme des cultyres de ce champignon. T. ASA0 e t  a l  ( ,  5 ) ca- 
r ac t e r i sa i t  en 1963 les métabc l i tes  toxiques. Le plus important é t a i t  l 'af la to-  
xine BI (AFB1). 

Depuis de t r è s  nombreux travau) ont précisé l'impact de ce t te  toxine 
en pathologie vétérinaire e t  lumaine e t  ( lucidé l e  mooe d'action de ce métabo- 
l i t e  fongique qui devait s 'avërer  ê t r e  uri des plus puissants hepatocancérogènes 
connus. 

Nous examinerons brièvement le: principaux c,gpects de 1 'intervention 
de l 'af la toxine dans l a  chaTne alimentaite. Elle constitue un bon exemple des 

problèmes que posent ces contaminants. 

Suivant les  mycologues, l e  te r ra in  de prédi'ection de A .  f l avus ,  es- 
pèce cosmopolite, e s t  1 'arachide, mais la  moisissure se développe également 

sur l e  blé, l a  farine,  l e s  pâtes alimentaires, l e  r i z .  Sa présence dans les  
aliments de bétail  même en l'absence de tourteaux d'arachides, n 'es t  donc pas 
for tu i te .  Peu d'espèces en dehors de A .  f l a v u s  sont capables d'élaborer l e s  



aflatoxines . On peut C S  t e r  pri nc-i palcrnenx .a, parasiticus. La présence de 

A. flavus sur u n  substrat  ~ ' e s t p a ;  s u f f i s a n t e  pour démontrer u n  risque d ' into-  
xication par les  aflatoxines a en e f f e t ,  eoutes les  souches de la  moisissure ne 
s'avèrent pas capable d 4 l a b o r e i  ce t te  texane. 11 faut  également que certaines 

conditions de température e t  d%uumidjtS favorables soient créées pour que l e  
champignon synthétise ces mé";à~% l é e r  , Dc msnie, l 'absence de A .  f l a v u s  sur un 
substrat  n'élimine pas Ir r i s q ~  d e  sa contamination par 1 'aflatoxine car l a  
moisissure peut ê t r e  disparue au moment de 1 'examen (pour 1 'ensemble de ces 
données voir l a  référence 6 1 

Grâce aux expér~m~nta t ions  aninra%es, l a  pathologie des intoxications 
a é t é  bien cernée. On a pu mettre en évidence également 1 'intervention de 1 'a-  
f latoxine en pathologf e hwma+no. 

Ainsi, l e  syndrome de R E Y E  est  une affection qui frappe les enfants 

âgés de 1 à 7 ans en Thallauaae ( 7 ), e t  q u f  entraîne l a  mort en quelques jours. 
Ce syndrome e s t  caractérisa pz)- une dGgénerescence graisseuse du foie  e t  des 
viscères. I l  semble bien q w  a ban puisse, à 1 "heure actuel le ,  1 ' a t t r ibuer  à des 

mycotoxines du type af7atoxSne pour  Crcfs raisons essent iel les  : 

- l 'analysz des al-iments ( r i s  principalement) a montré l a  pré- 
sence de quan-tit6s importantes d 'aflatoxines,  

- l 'analyse des pscces d'autopsfe a révélé l a  présence de taux 
élevés d 9 f l a t o x t n e  dans 7e contenu stomacal e t  l e  foie  des 
pat i ea;-ks , 

- l 'adman$stration d>. f?a tox?ne  à des macaques a permis de re- 
produise l e  syndrome humdin. 

Mais ce q u i  r e ~ d  les zflstoxineç particulièrement redoutables, c ' e s t  

leur  pouvoir cancérigG,~e, l?ilig2st<i~:1 rL"pet2e de faibles  doses étant  de toute 
évidence beaucoua plus d - i f f i c i l e  8. contrûlcr que les  contaminations massives 
responsables des accidegts a i g u s .  

La répartit-ion gbographfque d u  cancer primaire du  fo ie  chez 1 'homme 
coïncide avec les  zones de  p l u s  grand développement des moisissures : Afrique 
du Sud e t  Centrale, Inde  du Sud,  Japon. Ausç f ,  des que l e  pouvoir cancërogène 
des aflatoxines a é t é  demontre avec certi tude, l'hypothèse de leur  interven- 

t ion dans 1 'é t iologie du cancer primaire du foie  chez 1 'homme a été  émise ( 8 ) .  



Le' taux d'hépatomes le plus élevé s'observe au Mozambique (1°/,,) où cette for- 
me de tumeurs peut représenter les 3/4 des cancers totaux. Ce taux élevé est 
essentiellement dû à des conditions d'environnement et non+$ des causes d'ordre 
génétique. Par exemple, dans un même pays, le taux de tumeurs est inversement 
proportionnel â l'altitude et varie donc dans le même sens que l'exposition des 
habitants à 1 'aflatoxine (les zones les plus sèches sont les moins contaminées 

par A. f l a v u s )  ( 9 ) .  Néanmoins, i l  faut tenir compte du taux important de 
cirrhose et d'hépatite (forme B) ainsi que d'une malnutrition endémique qui sont 
toujours associées â ces taux élevés d'hépatomes. 

Bien que ces exemples ne constituent pas de preuves absolues d'inter- 
vention de l'aflatoxine en pathologie humaine, les in;Formations obtenues sdnt 
impressionnantes. 

Le mode d'action de 1 'aflatoxine B a été également étudié : 1 'AFB1 

inhibe la synthèse des protéines et des acides nucléiques ( 10 ) et se fixe 
sur l'ADN, 1'ARN et les protéines ( 11 1. Des travaux réalisés simultanément 
par Y. MOULE' et C. FRAYSSINET en France et R.C. GARNER ( 12 ) en Angleterre 
ont montré que 1'AFB n'était pas active par elle-même, mais qu'elle devait 
être métabolisée par des microsomes hépatiques pour manifester ses propriétés 
'biochimiques. Le dérivé actif n'a jamais été isolé, mais de nombreux auteurs 
ont suggéré qu'il pouvait s'agir de 1 'époxyde en 8,9 qui est instable. De 
fait, une époxydation de AFBl réalisée chimiquement (in situ) récemment faite 

par C.N. MARTIN et R.C. GARNER ( 13 ) lui confère une activité biologique com- 
parable aux produits obtenus par métabol isation microsomale, c'est-à-dire dans 
le test utilisé, la fixation de AFBl sur l'ADN. 

LA PATULINE 

La patuline est une autre mycotoxine actuellement bien étudiëe. Mais 
son histoire est un peu différente de celle de l'alfatoxine. Elle fut isolée 
pour la première fois par E. CHAIN en 1942 au cours de recherches d'antibioti- 
ques élaborés par des champignons ( 14  ) .  Sa structure fut élucî'dée par 
R. B. WOODWARD en 1949 ( 15 ) . 



Cet antibiotique s ' é t an t  révélé trop toxique, son u t i l i s a t ion  n'a jamais é t é  
envisagéee. C'est  en 1959, en France, que son intervention au cours d'une my- 

4 

cotbxicose f u t  eAvisagëe. ~ a n i  une ferme; de 1 ' I l e  de ifrance, u n  troupeau da 

vaches 1 a i  tièresa recevait comrne nourriture de jeunes plantules de graines ger-% 
mées. Après quelques semaines de ce régime, les  bête:; marchaient avec d i f f i -  
cu l tés ,  l e  t r a in  a r r i è re  paralysé. Quelques bêtes devaient mourir par l a  su i te .  
A 1 'examen des p latules on isiila un charrpignon A s p e r g i l l u s  c lavatus  q u i  s ' e s t  
avéré capable d'elaborer une .:oxine : l a  patul ine ( 16 ) . De t e l s  cas se pro- 
duis irent  également au Japon. Outre A.  clavatus, l a  patuline e s t  i5laborëe par 

Penicillim p a t u l u m  à qui e l  1 t t  doi t  son riom, mais l a  source naturc~lle l a  pllus 
abondante de patuline e s t  P e n i c i l l i u m  exrlansum, agent d'une pourrtiture des 

pommes. La patuline a é t é  encore signalé? dans divers jus de pommes ( 17 ),, 

La patuline e s t  un ant ibiot iqu: ,  mais sa toxic i té  pour les  animaux 
de laboratoire e t  surtout son action mut?gGne chez l a  levure, ainsi  que son 

pouvoir cancérogène chez l e  r g t  ( 18)  ont. empêché son u t i l i sa t ion  en thérapeu- 
t ique. 

LES TRICHOTHECENES 

Sous 1 e nom d'Al eucémie Toxique Al imentai re  (ATA) , l es  médecins 

russes ont décr i t ,  depuis l e  début du  s ièc le ,  une affection à a l lu re  endémique 

dont les  manifestations ont é t é  souvent particulièremeqt graves. Les premières 
observations rapportées ont é t l  f a i t e s  en Sibérie Oriel ta le  ; en 1932, l a  
maladie s ' é tendi t  en Sibérie Occidentale, puis en Russie d '  Europe. Apparemment, 
1 'affection n'a jamais é t é  reconnue en dehors du t e r r i  boire de 1 'U.R.S.S.. La 
maladie se  produisit avec une particul ièrr? gravi t é  en 'L942 e t  1947, dans l a  
population sibérienne. En 1944, 10% de la population é,;ait a t te jn te .  Le tahx de 
mortali té varie selon l e s  endéinies, en 1932, l e  taux a t t e i n t  60%. D'une façon 
générale, 1 'ATA frappe des groiipes rurauxi! fa isant  des céréales produites locale- 
ment l a  base de leur alimentatïon. $ 



L'incidence de la maladie pouvait être rapportée aux conditions de 
vie très proches de la famine q u i  affectai t  ces populations à cette époque, les 
obligeant à consommer des grains ayant passé l 'hiver sous la neige. L'ensemble 
des etudes poursuivies par les auteurs russes a été regroupé dans plusieurs 

revues bibi iographiques ( 19 ) . 
L'étude de très nombreuses souches fongiques isolées de céréales, dont 

l'ingestion avait provoqué des accidents, a montré qu'une Toxilnogénese é t a i t  
expérimentalement décelable chez de nombreux ~ u s a r i u m  ( 19b ) .  Les espèces 
F. poae e t  F. s p o r o t r i c h o l d e s  furent les principales incriminées. Ces micromy- 
cètes sont capables de se développer à des températures comprises entre O e t  4OC, 
ce q u i  explique leur prolifération au printemps sur des céréales non récoltées . 

lorsque l e  dégel apparatt. 

L L.E. OLISON ( "20  ) a purifie, à part ir  de deux de ces champignons, 

deux hétérosides stéroïdiques : la poaefusarine e t  la  sporofusarine. Avec ces 
métabolites, on reproduit chez l e  lapin principalement les  nécroses de la  peau 
de 1'ATA. 

Mais plus récemment Y .  UENO ( 21 ) a isolé des cultures i n  vitro de 

ces deux Fusarium des substances de la classe des 12, 13 epoxytrichotécènes, 
métabolites déjà  connus de divers Fusar ium,  T r i c h o t h é c i u m ,  G ~ p h a l o s p o r i u m  : la 
T-2 toxine e t  l e  diacétoxyscirpénel : 

T2-Toxine 

R,=OH R2,R; OAc 

R4:H R,:OCOCH,CHCH 0 

CH3 



Les symptomes de 1'ATA se sont révélés proches de ceux induits expérimentalement 

par l e  diacétoxyscirpénol chez' le r a t .  Ces constatations conduisent à estimer 
que les  12,13 époxytrichothécènes jouent u n  rôle essentiel  dans 1 'é t iologie  de 

1 'ATA.  

Le diacétoxyscirpénol a é t é  caractérisé par P.W. B R I A N  en 1961 de cul- 

ture de F. equiseti ,  e t  l a  T-2 toxine de F. tricintum par J . R .  BAMBURG en 1968. 

On connait actuellement u n  peu plus d'une vingtaine de composés du type 

impliqué i c i .  Leur toxici té  e s t  assez élevée e t  les  DL 50 sont inférieurs à 

10 mg/Kg pour la  plupart des espèces animales avec les  composés les  plus a c t i f s .  

Sur l e  plan biochimique, les  trichothécènes sont des inhibiteurs par- 
ticulièrement a c t i f s  de l a  synthèse protéique e t  de c e l l e  de l'ADN, tandis q u ' i l s  
sont sans action sur les  synthèses d '  A R N .  Le point d'impact sur les  mécanismes 
de la  transcription se s i tue  au niveau de 1 'élonguation des chaînes (pour la  T-2 

toxine ( 22 ) .  

Ces t r o i s  exemples i l l u s t r e n t  l a  nature des problèmes posés par les  

mycotoxines. A côté de ces cas d'espèces, on connait maintenant de nombreux mé- 
tabol i tes  fongiques toxiques, isolés  au laboratoire e t  dont l ' impact dans l a  
nature ou l 'al imentation animale ou humaine n 'es t  pas apparent. Néannioins, leur  

connaissance ou l a  connaissance de leur condition d'élaboration permet une sur- 

veillance accrue des risques toxiques dans l 'al imentation. I l  e s t  certain que 

seules l e s  intoxications chroniques sont à prendre en compte dans l 'alimentation 

humaine e t  i l  e s t  évident, à ce niveau, que 1"ddition de contaminants d 'origine 

fongique aux poll uants atmosphériques, aux pesticides e t  aux divers agents de 

conservation alimentaire n 'es t  pas à négliger. 11 e s t  cer tain qu'une vigilance 

de tous l e s  instants e s t  nécessaire pour asseoir sur des bases scientifiques 

l a  quiétude qui règne actuellement dans l e  domaine des mycotoxines dans les  pays 

développés t e l s  que l e  nôtre. 





D F N  I C I L L I  U F !  R O Q ' U E F O R T I  





P É N I C I L L I U M  R O Q U E F O R T 1  

........................................... 

THOM en 1906 f u t  l e  premier à présenter une desc r ip t ion  de l a  mois i -  

ssure u t i l i s é e  dans l e  fromage de Roquefort e t  à en démontrer l ' importance dans 

sa f ab r i ca t i on  ( 2 3  ) .  Le nom de Pénicillium roqueforti  Thom f u t  donc reconnu 

pour 1 'espèce directement impliquée dans 1 a f ab r i ca t i on  de fromage de type Roquefort 

Pénicillium roqueforti Thom : A : aspectsculturaux ; B : pinceaux ( r e f .  24 ) 



Mais P. roqueforti n'est pas seulement une espece isolée des fromages 

bleus, i l  fait partie de la flore d'ensilage et plus particulièrement du cortège 
fongique des maïs-fourrages ( 24 ) .  

., Nous avons utilisé, pour notre étude, la souche répertoriée de THOM 
NRRL" 849, diverses souches utilisées pour la fabrication de fromages qui nous 
onté fournies par Monsieur M. JEMMALI (Service Mycotoxi ne 1 .N .R.A., Paris) et, 

enfin des souches isolées par le Professeur J. PELHATE à Brest de divers ensilages. 



S T R U C T U R E S  D E S  S É S Q U I T E R P E N E S  

Il4 E  P. R O Q U E F O R T 1  





S T R U C T U R E S  D E S  M E T A B O L I T E S  

de - .  Penicillium roqueforti 

De nombreuses souche j de ~enicillium roqueforti semblent capables 

d'élreborer l a  PR Toxine. Nous ivons, dans un premier temps, cherch6 à r t i p ro ' j u i re  

l e s  t ravaux effectués par  R.D. WEI ( ~ ~ 2 5  ] e t  pour c e l a  u t i l i s é  l a  souche NRl?L 849. 

Nous avons égalem$nt re tenu un? souche 8 q u i  s 'est averee apte à é ldborer  l a  p l u -  

p a r t  des métabol i tes que nous 2vons carbc t é r i  sés. 

Ces soi~çhes sont  en:emencées si + des tubes ce gélose contenant de 1 'ex- 

t r a i t  de pomme dtt t e r r e  e t  du glucose. LE ; spores sont réco l  tées s t é r i  lemen t à 

p a r t i r  de ces tubes e t  une su: pension de :es spores e s t  u t i l i s é e  pour ensemwcer. 

l e  m i l i e u  de cro-issance du chilmpignon. 

Le m i l - e u  de cu l tu re  e s t  r é a l i s  i par a d d i t i o n  dans de 1 'eau désionisée, 

de saccharose ( 1 E Q  g / l )  d ' e x t r a i t  de' levu+*e (20 g / l )  e t  de s e l s  de potassium, 

magnésium, calciem, z inc ,  fe r  e t  manganèst!. 11 permet d 'assurer  un bon développe- 

ment du champigncrn e t  une sporsulat ion vente abondante. 

Ce m i l i t eu  e s t  s t é r i ' i s é  s o i t  à 'autoclave, s o i t  par  f i l t r a t i o n  s u r  

membrane. Les culttures s t a t i o q n a i r e s  sont  réa l i sées  daos des f i o l e s  de Roux de 

1 l i t r e  contenant env i ron  150 m l  du mil ie 'r  e t  sont maintenues à 1 ' obscu r i t é  à 
3 

25" pour des durées de 8 à 21 . jours .  
1 

Au moment cho i s i ,  1f contenu de . f i o l e s  e s t  f i  1 t r é  sous v ide  pour é l  i- 

miner l a  masse myçélienne. Le m i l i e u  de c u l t u r e  e s t  r e c u e i l l i  e t  soumis à une 

ex t rac t i on .  

L 'ex t re  c t i o n  e s t  ré6.l i sée au ch-'oroforme dans des ampoul es il décanter.  

L '  e x t r a i t  e s t  concentré e t  séché. 



L'extraction d'une centaine de f io les  permet de récupérer u n  ex t r a i t  

brut huileux d'environ 3,5g. Cet ex t r a i t  e s t  analysé par CCM e t  purif ié  par 

chromatographie sur colonne de s i l i c e  (élution par des mélanges chloroforme- 

méthanol ). 

L'extraction du  milieu de culture de l a  souche N R R C  849 permet d ' i so-  

1 e r  dans 1 'ordre des polar i tés  croissantes. La PR Toxine (PRT) , 1 ' érémofortine C - 
(E) e t  l'érémofortine D (ED) .  - A par t i r  de 100 f io l e s  nous avons obtenu après 

c r i s t a l  1 isation dans les  solvants appropriés : 

- 200 mg de PRT (éther* éthylique) , , - 
- 20 mg de,EC - (métabolite obtenu en quantité t r è s  variable, 

voir étude cinétique au chapitre suivant) 

- 100 mg de E D  (acétate  d 'é thyle)  

Dans le3 cas de l a  souche B on isole ,  à par t i r  d'une centaine de f io les  

dans 1 'ordre des polar i tés  croissantes aptès c r i s t a l  1 i sation : 

- 1 ' éremoforti ne A EA i70 mg) - 
- PRT (150 mg) - 
- l 'éremofc~rtine B EB (90 mg) - 
- EC (30 t ~ )  - 
- E D  (70 mg) - 

1 

L'érémofortine E ( E E )  e t  l a  PR mine ont é té  isolées d'une culture de -. 
l a  souche NRRL 849 (100 f io l e s )  qui s ' e s t  avéréeau cours de ce t te  expérience ne 

pas produire de - PRT, mais accumuler deux riétabol i tes  plus polaires que ED. Nous - 
avons isolé de ce t t e  seule expérience 90 rig de EE e t  140 mg de PR imine (méta- - 
bol i te  caractérisé dans l a  référence 25 ) .  



STRUCTURE E T  STEREOCHIMIE DE LA PR T O X I N E  

La structure de ce métabolite a é t é  réalisée.  par R.D. WEI ( 25 ) .  

PRT - 
I l  s ' a g i t  d ' u n  sesquiterpène bicyclique M = 320 caractérisé par  l a  

présence de nombreux groupements fonctionnels : aldéhyde, cétone a,B insaturée, 
époxydes, acétate. 

Les caractéristiques spectrales de ce.composé sont mentionnées dans les  

tableaux récapi t u 1  ant 1 ' ensemble des données spectral es des métabol i tes  de P. roque- 

f o r t i .  (Voir P,artie Expérimentale) . 
Les travaux de R.D. W E I  ne mentionnant aucun aspect stéréochimique de 

ce t te  molécule. Nous avons donc entrepris une t e l l e  étude à l ' a i d e  de la  diffrac-  
t ion de rayons X. Notre b u t  e s t  de déterminer tant  l a  stéréochimie relat ive,  que 
1 a configuration absolue. 

Les cristaux de PRT que nous avons obtenus par c r i s t a l l i s a t ion  dans - 
l ' é t h e r  éthylique présentent des caractéristiques physiques e t  spectrales identi-  

ques au composé de WEI. 

Les mesures c r i s ta l  lographiques ont é té  effectuées par F. BAERT ( 26 ) . 
Les cristaux sont orthorhombiques, l e  groupe spatial PZIZIZ1  e t  l e s  dimensions de 

O O O 

. l a  maille a = 13,999 A ,  b = 12,360 A ,  c = 9,664 A .  La valeur f ina le  du R e s t  de 

4,6% 
La configuration absolue a é té  déterminée par une étude de diffusion 

anormale de RX. Nous avons essayé de synthétiser un dérivé de - PRT possédant en 

position 3 u n  groupement p.Brorno Benzoate. Nous n'avons pu obtenir de cristaux. 
permettant une analyse par RX de ce dérivé : nous nous sommes donc orientés vers 
1 'étude par diffusion anormale de 1 'atome d'oxygène sur - PRT même. 



Les données complètes de ce t te  étude figurent dans l a  publication 

jointe.  
La s t ructure absolue obtenue e s t  ce l le  indiquée i c i  : 

ce t te  stéréochimie e s t  caractérisée par une position c i s  des deux 

méthyles C-14, C-15, en configuration 8 .  De même, les  époxydes C - 1 ,  C-2 e t  C-7, 

C - 1 1  sont de configuration B .  

Cette stéréochimie correspond à 1 a sér ie  sesqui terpénique érémophi lane 

( -27 ) .  

EA c r i s t a l l i s e  sous forme d'une poudre blanche de point de fusion - 
159-161°C. La structure de ce composé ne d i f fè re  de - PRT qu'au niveau du carbone 12 

La fonction aldéhyde e s t  remplacée par u n  radical méthyle. 

Le spectre de masse haute résolution (M' = 306,14663) e s t  en parfai t  

accord avec l e  formule brute : C17H2205 (calculé : 306,14671). 





The structure of PR toxin 
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La présence d'une cétone a,b éthylénique peut ê t r e  déduite du spectre 

U . V .  (kmax  246 nm, E 14.700), e t  d u  spectre 1 . R .  (vC0  1670 cm-', YCC 1620 cm-'). 

On décèle également en 1 . R .  u n  groupement acétate (uCO 1740 cm") . 
Le spectre de R . M . N .  'H (360 MHz) présente de grandes analogies avec 

celui de -- PRT (voir page ci-contre): l e  signal à 6 = 9,75 ppm ( H  aldéhydique) de 

PRT disparaî t  e t  on note u n  méthyle supplémentaire t e r t i a i r e  à ô = 1,32 ppm. - 
L'attribution des divers signaux se f a i t  sans. ambigu7tê. 

ô = 1 , O l  ppm CH3-14, d ,  J = 7 Hz (couplage avec H-4) 

6 = 1,32 ppm  CH^-12, s 

ô = 1,40 ppm CH3-13, s 
ô = 1,52 ppm CH3-15, s 

ô = 1,79 ppm H-4 quadruplet dédoublé J1 = 7 Hz J2  = 5 Hz 

L ' i r radi t ion à 6 = 1,01 ppm transforme l e  quadruplet en doublet ( J  = 5 Hz).  
ô = 1,92 ppm H-6A (proton axial en 6) d ,  J = 15 Hz 

Couplage géminal avec H-6B 

6 = 2,14 ppm H-66, d ;  J = 15 Hz 

6 = 2,15 ppm CH3-17, s 

6 = 3,77 ppm H-1, d ,  J = 3,5 Hz (couplage avec H-2) 

6 = 3,9 ppm H-2, doublet dédoublé J1 = 5 Hz, J2  = 3,5 Hz 

Couplage avec H-3 e t  H - 1  

a = 5,12 ppm H-3, t ,  J = 5 Hz (couplage H-2, H-4) 

6 = 6,25 ppm H-9, s 

Le spectre de R.M.N. 13c (25,2 1Hz) présente 17 pics. La multiplicité 

observée dans l e  spectre off-resonance, 13 comparaison avec tous l e s  autres mé- 

taboli tes  obtenus, ainsi que -!es marquages au 13c réal isée au cours de 1 'étude 

de 1 a biosynthèse (voir chapitre Biosynth ?se, p. 94  ) , permettent de proposer 

1 ' at t r ibut ion de 1 a presque total  i t é  des ,signaux. 





STRUCTURE DE L'EREMOFORTINE B - EB 

L'érémofortine B e s t  u n  composé c r i s t a l l i s é  de masse M+ = 248 en S.M.. 

L'analyse élémentaire C 72,53%, H 8,06%,est en bon accord avec la  formule C15H2003 

(calculé C 72,55%, H 8,12%). La structure proposée repose sur les  caractéristiques 

spectrales : 

Le spectre U.V. présente toujours l 'absorption caractéristique d'une cétone a,B 

éthylénique : hmax 249 nm, E = 15 800. Le spectre I.R. indique l a  présence d'un 

groupement OH (3520 cm-') d'une cétone conjuguée à une double l ia ison (1670 e t  

1620 cm-'). 

Le spectre R . M . N .  du proton (200 MHz) présente également des analogies 

avec ceux des composés - EA e t  - PRT (voir  page ci-contre). On peut noter en particu- 

Tier l'absence d ' u n  signal de méthyle d 'acétate  ( à  6 Q, 2 ppm) e t  par contre l a  

présence d ' u n  proton échangeable avec D20 ( 6  = 2,62 ppm). La présence en 3 d'une 

fonction hydroxyle s 'observe également par 1 e dépl acement paramagnétique d '  un  
proton H-3 ( 6  = 4,12 ppm) par comparaison au proton H-3 de EA e t  -- PRT ( 6  = 5,12 ppm). 

Le signal à 6 = 1 ,72  d ' in tens i té  correspondant à 3H e s t  caractéristique 

d'un méthyle sur double l iaison. On observe sur ce signal une mult ipl ic i té  due à 

u n  couplage à longue distance, l ' a l l u r e  e s t  u n  doublet dédoublé l a  largeur to ta le  

du  multiplet e s t  J1 + J 2  = 2 , 2  Hz. 

Les deux multiplets d ' in tens i té  1 H  à ô = 4,84 e t  5 ppm sont attribués 
à deux protons vinyliques (H-12). Les multiplicités observées sont dues aux coupla- 
ges vinyliques e t  allyliques avec les  protons environnants. 

Le signal à 6 = 3,26 ppm donnant u n  doublet dédoublé J I  = 14 Hz, 
J2 = 5 Hz, e s t  a t t r ibué au proton H-7 qui e s t  couplé aux protons H-6 par une cons- 

tante Jad e t  Jase.  Ce proton e s t  donc axia l ,  l a  chaîne isopropényle en 7 é tant  



équatoriale. Une i r radiat ion en H-7 perturbe l'ensemble des signaux entre 

1,8 ppm e t  2,7 ppm ( O - H  plus protons H-6) .  Les signaux des protons H-1, H-2, 

H-4 résonnent aux valeurs observées pour l a  sér ie  des métabolites e t  présentent 

les  mêmes mu1 t i  pl 1 ci tés ,  

Le spectre R . M . N .  13c de - EB (25,2 MHz) présente 15 raies .  La rnultipli- 

c i t é  observée dans l e  spectre of f  resonance, la  valeur des déplacements chimiques 

sont en accord avec la structure proposée. 

STRUCTURE DE L tEREMOFORTINE C EC 

Ce composé c r i s t a l l i s é  ( P F  122-t1260C) présente une masse de 322. Le 

spectre de masse haute résolution donne u n  ion moléculaire à 322,14161 (calculé 

pour C17H2206 : 322,14163). 

Le spectre 1 . R .  indfque l a  présence d ' u n  groupe hydroxyle (3420, 

3350 cm-'), une cétone a,B insaturée (1685 cm-'), d'une double l ia ison isolée 

(1650 cm-') e t  d'une double 1 iaison conjuguée (1620 cm-'). 

Le spectre R . M . N .  d u  proton (90 MHz) complexe apparaît ê t r e  la  super- 

position de deux produits (voir c i -contre) ,  dont les  s7:;ructures sont proches de 

PRT e t  EA. La structure proposée. e s t  figurée à l a  pagt; suivante. - - 





Cette structure e s t  u n  équilibre entre deux formes d ' u n  meme composé. Cet équi- 

l i b r e  suggéré par les  données de R . M . N .  du proton a é té  vér if iée  par une étude 
en R . M . N .  à température variable. Le ràpport des intensi tés  de signaux des pro- 
tons H-9a e t  H-9b résonnant à 6,02 e t  6,44 ppm respectivement, a é té  mesuré â 

des températures comprises entre 20°C e t  95°C (solvant : pyridine deutériée).  

Le tableau suivant indique l a  pourcentage de l a  forme - b présente 
à différentes températures : 

Une augmentation de la température semble favoriser la  forme - b ou- 
verte. Le retour â la température ordinaire permet de retrouver l e  pourcentage 
de départ. 

La structure a é t é  confirmée par les  réactions suivantes : 

- La réaction par l e  borohydrure de sodium de la  - PRT permet d ' iso-  
l e r  u n  composé c r i s t a l l i s é  dont l e  comportement en CCM, les  
données spectroscopiques (I .R.,  R . M . N .  ' H ,  S.M.) montrent que 
ce composé e s t  identique à - EC i so lé  naturellement. On observe 
l e  même équilibre entre deux formes. 

- L i  acétylation de - EC 'donne u n  composé c r i s t a l  1 i sé ( P F  122-124"C), 
Sa structure e s t  déduite des caractéristiques spectrales : 





1 
R M N  H EC Acetate  



Le spectre U . V .  (haX 248 nm, E = 16960) indique l a  présence de la  

cétone a , ~  insaturée. 

Le spectre 1. R. ne montre pl us 1 a bande alcool , ni la  bande à 1650 cm-' 
(double l iaison isolée) que présentait  l e  spectre de - EC. Par contre, la fonction 
acétate supplémentaire introduite se  t radui t  en I.R. par u n  élargissement de l a  
bande à 1745-1740 cm-'. La cétone o,B éthylenique absorbant à 1685 cm-'. 

Le spectre R . M . N .  du proton s ' e s t  simplifié e t  présente l ' a l l u r e  ca- 
ractér is t ique des composés de ce t t e  sér ie  (voir ci-contre) ; on y remarque l a  
présence de deux fonctions acétate.  Les valeurs des dëplacements chimiques des 
divers protons sont en accord avec l a  structure (voir tableau de l a  partie expé- 

rimentale). 

Le spectre R . M . N .  13c (17 ra ies )  permet de confirmer ce t t e  structure.  

S T R U C T U R E  D E  L'EREMOFORTINE D ED - 
ED e s t  u n  composé c r i s t a l l i s é  blanc ( P F  209-211°C). Sa structure a - 

é té  étudiée par les méthodes spectroscopiques usuelles ( 78 ), e t  a é t é  confir- 

mée par une étude en diffraction de RX ( 7 9  ) : 



Stéréochimie ED 
. , 



C'est  u n  composé de masse 324 e t  de formule brute Cl7HZ4O6.  

Le spectre I.R. montre la  présence de l a  fonction hydroxyle (3420 cm-') 

e t  acétate (1735 cm-'). 

Le spectre de R . M . N .  du proton possède 1 ' a l lu re  générale de la  sgpie 

érémofortine. Les attributions sont données dans l e  tableau de l a  par t ie  expéri- 

mentale e t  reposent sur des expériences de double i r radiat ion,  dans l e  cas des 

protons H-4, H-6A e t  H-68 

Le spectre R . M . N .  13c (25 HMz) présente 17 pics. Leurs at t r ibut ions 

reposent sur la mult ipl ic i té  observée en off-résonance e t  l a  comparaison entre 

1 es diverses érémofortines : 

Sur l e  plan stéréochimie re la t ive ,  1 'étude en R . X .  permet de consta- 

t e r  que : 

- les  jonctions des cycles sont t rans,  

- les deux méthyles C-14 e t  C-15 sont en position c i s ,  
- les groupes époxydes sont également sym par rapport aux méthyles, 
- l a  chaîne la té ra le  en 7 e s t  donc en trans par rapport aux mé- 

thyles C-15. On donne habituellement l e  nom Valencane à l a  

classe sesquiterpénique correspondant à ce t t e  géométrie ( 28 ) ,  

néanmoins strictement ce nom e s t  donné à une configuration 

absolue déterminée : méthyles C-14, C-15 a e t  chaîne la té ra le  

en 7 ,  B. 



STRUCTURE DE L'EREMOFORTINE E - EE 

Ce composé n'a pu ê t r e  isolé  qu'au cours d'une seule sé r i e  de cultures. 
C 'es t  u n  coniposé c r i s t a l l i s é  blanc ( F  240°C, dec..) . 

La structure proposée repose sur les  données spectroscopiques. La f a i -  
ble  quantite disponible nous a inc i té  à l a  confirmer par une étude en diffract ion 
de R . X . .  

Le remplacement de l a  fonction aldehyde de l a  - PRT par une fonction 

amide dans - E E  repose sur l e s  données suivantes : 

- E n  R . M . N .  'H (60 HMz), l e  proton aldéhydique à 9,75 ppm dispa- 

r a î t .  On voit apparaître deux massifs (1-H d ' in tens i té )  à 5,6 

e t  6 , l  ppm échangeable avec D20 que l 'on at t r ibue à NH2 

- Le spectre R . M . N .  d u  13c (15 MHz) t r è s  proche de celui de - PRT, 

présente un singulet à 172,6 ppm caractéristique de l a  fonction 
amide : 

- Le spectre 1 . R .  (KBr) présente des bandes N H  (3480 cm" f ine  e t  
3160 cm" larges e t  multiples).  La région des carbonyles e s t  t r è  
riche : 



- 1735 cm" ( C O  acé ta te )  

- 1710 cm-' (amide 1 i bre) 

- 1680 cm-' ( C O  conjugué) 

- 1665 cm-' (amide l i é )  

- ' 1620 cm-' (double 1 iaison conjuguée) 

L'analyse en spectrométrie de masse ne permet pas de dé tec te r  l a  pré- 

sence de 1 ' azote .  Le pic  parent m/e 318 correspond à M+-17 (NH3). La mesure en 

haute résolut ion donne pour M+-17 318,1109. Calculé pour CI7Hl8O6 : 318,1103. 

Le spect re  U . V .  confirme l a  présence de l a  cétone a,B éthylénique. 

250 nm ( E  = 15720). 'max 
L'analyse par diffrac..tion de R ,  i(. permet de .confirmer totalement l a  

s t ruc tu re  proposée. El l e  a é t é  ,.éai i sée  (tlr F. BAERT. 

L'enregistrement de 1339 réf lexions  a é t é  r é a l i s é  au diffractomètre 

automatique équipé d'une cathode au cuivre.  La s t ruc tu re  a é t é  résolue par l e s  
méthodes d i r ec t e s  u t i l i s a n t  l e  programme MULTAN. La valeur f i n a l e  du coeff ic ient  

de véraci té  e s t  R = 4,31%. 
O 

La mail l e  e s t  monoclinique. Ses paramètres sont  : en A a = 13,520 ; 

b = 8,016 ; c = 7,923. 

Les angles a = y = 90° ; 6 = 102,91° 

Le groupe spa t i a l  e s t  PZ1. 

La s t r uc tu r e  e s t  indiquée sur l a  f igure  ci-contre.  I l  s ' a g i t  d'un 

dérivé amide de PRT. 
7 
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STRUCTURE DE LA PR I M I N E  

La PR imine e s t  un composé déjà caractérisé,  par R.D . WEI ( 25 ) . 

PR imine 

I l  résulte de l ' ac t ion  de l'ammoniaque sur PRT. 

Nous avons isolé  ce même composé de l a  sér ie  de cultures qui nous a 
également permi s d '  i so ler  - E E .  Nous avons comparé 1 es propriétés physiques e t  

spectrales d u  composé naturel e t  du composé de synthèse. Elles sont en tous points 
identiques : point de fusion (214"C), ( l e  point de fusion de mélange ne montre 
aucun abaissement notable). Les pouvoirs rotatoires ( a )  sont identiques (+ 315°C). D 
Les courbes de dispersion rotatoire ,  de dichroïsme c i rcu la i re ,  de ces deux compo- 

sés sont superposables. Les données de R . M . N .  du proton figurent au tableau de la 
par t ie  expérimentale. 

Les at t r ibut ions en R.M.N. du 13c sont représentées ci-dessous : 



ETUDE STEREOCHIMIQUE DE LA SERIE 

Nous avons é tud ié ,  dans l e  c h a p i t r e  r e l a t i f  à l a  s t r u c t u r e  de - PRT, 

l a  stéréochimie absolue de ce composé. La complexité des courbes de d i spe rs ion  

r o t a t o i r e  e t  des e f f e t s  dichroïques nous a  i n c i  t é  à entreprendre c e t t e  détermi- 

na t i on  par  étude de d i f f r a c t i o n  R.X. .  

Nous pouvons donc, sur l a  base de c e t t e  étude, en étendre l e s  con- 

c lus ions  aux au t res  métabol i tes,  en comparant l e u r s  courbes de d i spe rs ion  r o t a -  

t o i  r e  (DR) e t  de dichroïsme c i r c u l  a i r e  (DG). 

Les courbes de DR ( c i - j o i n t  ) montrent tou tes  un e f fe t  coton 

p o s i t i f  n e t  pour l a  t r a n s i t i o n  n-.rr:: (bande R) des systèmes cétones a,B insa-  

turées. Il e s t  donc permis d ' a f f i r m e r  que l a  conf igura t ion  absolue de l 'ensemble 

de ces métabo l i tes  e s t  ident ique e t  e s t  c e l l e  de - PRT ( f i g .  page ) 

La complexité des vagues de DC de ces métabo l i tes  e s t  l e  r e f l e t  de 

l a  présence de nombreux groupements fonct ionnels conjugués (cétones a,@ é thy lé -  

niques, conjuguées selon l e s  cas à 1 ou 2 époxydes, ou cétones a , ~  éthy léniques 

présentant également en B,Y double l i a i s o n ) .  La r è g l e  des oc tan ts  proposée par  

SNATZKE ( 29 ) pour  l e s  cétones a,@ insaturées ne nous p a r a î t  pas app l i cab le  dans 

ce cas. La comparaison des courbes de dichroîsme montre que l e s  vagues sont  t r è s  

d i f fé ren tes  selon l a  présence ou l 'absence de l a  fonc t ion  époxyde en 7-11 (compa- 

ra i son  en t re  l e s  courbes de - - -  EA, PRT, EC acétate,  - EE d'une p a r t  e t  - EB d ' a u t r e  p a r t ) .  

Tous l e s  composés possédant l a  f o n c t i o n  époxyde montrent un e f f e t  d ichroïque 

nettement p o s i t i f  associé à l a  bande R. Par contre,  - EB possédant une double l i a i -  
son en 6,y du carbonyle montre dans c e t t e  même rég ion  un e f f e t  d ichroïque mul- 

t i p l e  d 'ampl i tude f a i b l e  d i f f i c i l e  à i n t e r p r é t e r .  Cet e f f e t  p o u r r a i t  r é s u l t e r  

d ' i n t e r a c t i o n s  é lec t ron iques en t re  l a  cétone insa turée e t  l a  double l i a i s o n  en 

BY ( 30 ) ; e f f e t s  moins sensib les en DR (ex is tence d '  i n f l e x i o n s  aux envi rons de 

370 nm en DR de EB). - 
La stéréochimie absolue de c e t t e  s é r i e  e s t  donc ca rac té r i sée  par  une 

con f i gu ra t i on  c i s  e t  B des méthyles C-14 e t  C-15. 

La con f i gu ra t i on  de l a  chaîne en 7 e s t  s o i t  a s o i t  B. .. ( 27 ) .  

La présence de l a  f o n c t i o n  époxyde C-7, C - 1 1  de con f i gu ra t i on  B sur  

PRT, EA, EC, ED, EE ne permet pas de d é f i n i r  exactement s i  l e s  sesquiterpènes de - - - - -  
P. roqueforti appart iennent  à l a  s é r i e  7a ou 713. 



. - - . EC Acot r to  

.-.m. ED 

-o- EE 



....... EA - P R T  



Parmi tous l e s  composés élaborés par  P.  roqueforti  , il e s t  t r è s  pro-  

bable que - EB s o i t  un précurseur des autres ou que t o u t  au moins un sque le t te  

possédant l a  c o n f i g u r a t i o n  de - EB s o i t  le  précurseur des - - - - -  EA, PRT, EC, ED, EE 

( v o i r  chap i t re  Biosynthèse).  

Au cours de l a  biosynthèse des composés possédant l 'époxyde en 7-11, 

l ' i n t r o d u c t i o n  de c e t  époxyde se f a i t  par  une s u i t e  de réac t ions  élémentaires 

pouvant mod i f ie r  notablement l a  géométrie en 7 de départ .  La s té réoch imie tde  

l 'époxyde e s t  donc l e  r e f l e t  de l a  steréochimie de l ' i n t r o d u c t i o n  de l 'époxyde, 

mais non de l a  s é r i e  métabolique. 

Nous nous sommes donc attachés à déterminer l a  con f i gu ra t i on  du C-7 

de EB. - 
La R.M.N. du proton ind ique que l a  chaîne en 7 e s t  équator ia le .  L ' i n -  

t e r p r é t a t i o n  de l a  courbe de DC e s t  t r o p  d é l i c a t e  pour c h o i s i r  en t re  une conf i -  

gu ra t i on  ou 1 ' au t re  à ce carbone. 

L'examen des modèles de DREI'DLNG montre que dans l e  cas d'une chaîne a, 

l e  p ro ton  en 7 e s t  B a x i a l .  Ce pro ton  se t rouve a l o r s  en i n t e r a c t i o n  1,3 d i a x i a l e  

avec l e  méthyle C-15. L ' a u t r e  conf igura t ion  ne montre b ien  sur  aucune i n t e r a c t i o n  

de ce type. 



Nous nous sommes orientés vers l 'é tude de ce t te  interaction 1,3 diaxial 

par mesure de 1 ' e f f e t  Overhauser. 

Cet e f f e t  e s t  une mesure de l ' in te rac t ion  de relaxation qui exis te  

entre deux spins. Cette interaction se t radui t  par une perturbation de l ' i n t en -  

s i t é  d u  signal du spin observé, lorsque l 'on  f a i t  résonner un spin voisin. On 

peut montrer que cet  e f f e t  e s t  inversement proportionnel à l a  distance des deux 

spins ( 31 ), e t  que dans l e  cas de deux spins identiques, i l  e s t  égal au maximum 

à 50% ( 31 ) .  

Nous pouvons détecter l ' in te rac t ion  1,3 diaxiale entre CH3-15 e t  H-7 

à l ' a ide  de ce t  e f f e t .  Le spectre R . M . N .  (200 MHz) de - E B  montre que les  signaux 

H-7 e t  Cii3-15 sont bien d i s t inc t s .  On  i r radie  en CH3-15 e t  l 'on  observe l e  signal 
H-7. Le tableau suivant résume l e s  mesures effectuées. Le rapport des intégrales 

des protons H-7/H-3 permet de déterminer 1 'augmentation d '  in tensi té  du proton H-7. 

Mesure de l ' e f f e t  Overhauser 

: Irradiation : Intégrale H-3 : Intégrale H-7 : 

L'irradiation en CH3-15 provoque une augmentation de 20% du signal H-7. 

Par comparaison, l ' i r r ad ia t ion  en CH3-14 ou CH3-13 ou à S = 0,5 ppm ne provoque 

aucune augmentat3on d u  signal observé. 

Le modèle moléculaire montre que dans l e  cas d'une configuration 6 

du proton H-7, ce dernier proton peut ê t r e  relaxé non seulement par l e  méthyle 15 

mais également par l e  proton H-6 équatorial dont l a  distance H-6 - H-7 e s t  pra- 

tiquement identique à CH3-15 - H-7. 



L'effet  Overhauser observe (20%)  e s t  donc t r è s  net. Nous pouvons a f f i r -  

mer que l e  proton H-7 e s t  en interaction 1,3 diaxiale avec CH3-15, q u ' i l  e s t  donc 
de configuration B .  La chaîne la té ra le  isopropényle équatoriale e s t  de configura- 
t ion a. 

Le squelette carboné précurseur des sesquiterpènes de P. roqueforti 

e s t  un squelette érémophilane dont la configuration en 7 e s t  inhabituelle 7 a .  

Il e s t  intéressant de noter que l a  configuration 7a  e s t  généralement 
rencontrée dans les  métabolites isolés de divisions inférieures du règne végétal 
(champignons, algues) ( 32 , 33 ) .  Les sesquiterpènes isolés des plantes supé- 
rieures étant généralement de 19 sér ie  7 8  ( 34 ) .  Les hépatiques qui sont si tuées 
phyl oyénétiquement entre  1 es pl antes vascul a i res  e t  1 es algues sont capables 

d'élaborer des sesqui terpènes des deux sér ies ,  ( 35 ) . 
t r 

3 

La phomBnone isolée d'y champigiion Phoma ex ic~ua  ( 77 ) e s t  un sesqui- 
terpène de squelette érémophila,i,i~ qui présente une configuration 6 3es rnéthy'ies 
C-14 f?t C-15, e t  6 de l a  chaPne la té ra le  i n  7 .  

I l  faut  remarquer également que la  géométrie en 7 ne correspond pas 
obligatoirement à l a  géométrie :originelle:du squelette en raison de l a  présence 
en 6,7 d ' u n  époxyde. 
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H Y  BI:I.IN?IL>I-. I I  AKNOUX A N I )  Cl \I lL)lNl .  PASCARD 

Institut de Chirnie des Substances ,Vi~rurclles, C N R S ,  9 1 190 Gif-sur-Yvette, France 

, Uniré IXSERM U 42, I)ornaine du Certia, 369 rue J .  Guesde, 59650 Villerzeuve djlscq,  France 

(Heceii.ccl I April 1977; c irc f~pr~~d 18 2/14> 1977) 

Abstrüct. C ,,H,,O,. mono('iiilic, P2,- a - I 1.253 (31, Di~ctission. Frcmofortin D lias bcen isolated from a 
b = 6.33 1 (3), c - 11.539 ( 5 )  A. /J - 92.0 (1 Y' Z = 2 .  c,' ure of Penicilliu~n roquefortl as previously repcr- 
The structure was solved by direct methods -n t  refined (Moreau, Gauclc\$ier, Lab]ache-Conlbier & Biguet, 
to R = ' ; .7 '%.  -The rnolecule is cliaracteri~rc by two 10.6): m.p. 209-21 OC, I c t l , ,  = +91U (c = 1.170&, 
trans ring jcnctions. C14Ci,); ( P ) ~ ~ ' )  = +282O, (a ) )57x  = + 2 N 0 ,  (y?)54, = 

+ 2  34O, ( w ) ~ ~ ~  = + 570°, (a))j6s -= +891°; M ,  = 32435.  
Introduction. A single crystal of eremofortii- I), grown 
from ethyl acctate-CCI,, was mounted on a ')hilip\ PW 
1 100 autonintic diffractomcter. 1565 reflo ion\ were 
measuretl witn Cu K I [  radiation, rnono;liroi iated with 
a graphite crqstal. The structure was d v e d  by 
MULTAN (Germain, Mai11 & Woolfson, 19 7 1). The E 
map corresponding to the hest figure of me, it gave al1 
the heavy atoms. Refinement was crirried olit by full- 
matrix least squares using a modified ~c r s ion  of 
ORFLS (Busing, Martin & Levy, 1962). Tlie thermnl 
parameters of the non-tiydrogen atoms wzre aniso- 
tropic. All H atoms were introduced in the :;finement 
procedure at their positions found in electrun-density 
difference maps. Their thermal factors were kept 
isotropie at  the values of the atoms to which 1hey were 
bonded. 

The scattering factors were those of Doyle & Turner 
(1968) for heavy atoms, and those of Stewart, 
Davidson & Simpson (1965) for I-I atoms. 

The final R was 5.7%. Fractional coordinates for the 
heavy atoms are given in Table 1 and those for H in 
Table 2.* 

* Lists of structurc factors and aiiisotropic thermal parameters 
have been deposited with riie British 1-ibrary Lendiiig Division as 
Supplementary Publication No. SUP 32710 (1.3 pp.). Copies may 
be obtained through Thc Execut!ve Secrerary. Interiiniionnl Union 
of Crystallography, 13 White Fri.~rs, Chester CH 1 IN%, Engl:tnd. 

 able' 1. Fractional coordinat& ( X  IO4) for the heavy 
atoms 

The e.s.d.'s are given in parentheses. 

Y 2 

13608 (7) 816 (3) 
14545 (7) 1471 (3) 
14339 (7) 2767 (3) 
1 3 500 (6) 3333 (3) 
1 1646 (6) 2657 13) 
11042 (6) 3266 (3) 
9551 (7) 2523 (3) 

10257 (6) 1287 (3) 
IO869 (7) 662 (3) 
12501 (7) 1437 '3) 

7874 (7) 2766 (3) 
7532 (8) 1670 (4) 
7274 (Y) 3913 (3) 

13089 (7) 4633 (3) 
9698 (6) 2624 (3) 

13750 (8) 2954 (4) 
12127 ( 1  1) 3299 (O 
12619 (6) 80.2 i 3)  
7342 (5) 2556 (3) 

1 1993 (0) 14 15 (2) 
8528 (5) 761 (2) 

12966 (5) 3080 (3) 
15496 (7) 2627 (4) 



Composition: C 62.95, H 7.46% (calculated f,îr 
C,,H2,0,: C 62.95, H 7.46'i)). 

Fig. 1.  which siiows the ORTEP (Johnson, 1965) 
drawing of the molecule as obtained froni our X-ray 

Table 2. Fractional coorditlares ( x  IO3) for the 
4-drogcn arotns 

I' 

1439 4 
1550 I I I 
1613 290 
1475 3?8 
105 1 4 0  l 
1227 340 
1152 6 
VA8 50 

1î52 150 
50X 1 - 1  
XOX 105 
758 453 
i(,9 JO0 
770 7'J3 
870 220 
'142 34 1 
987 243 

1260 427 
1071 330 
1247 29 1 
1234 7 1 

Fig. 1. An ORTEP drawing ofthe molecule. 

Table 3. Inrramolecular bond distances ( A )  
The e.s.d.'s in parentheses refer to the last digit. 

resuits. contirrns full) the proposed formula. Tabies 3 
a i ~ c !  4 gi\c tlie bond distances between heavy atorns and 
tlirir vai.ïrl_-y ai:g!es. 

As ~ h o \ ~ i ~  in Fig. 2, the molecule is chnracterized by 
tw« trtrtzs ring junctions. The C(14) and C( l5)  methyl 
groups are mutually cis. With respect to these methyl 
groups, tlie C(7)-C(l 1) epoxide is syn. This con- 
figuration is characteristic of :lie va1enc:ine class 
of scsyuitei-pciies (Overton & Roberts, 197 1). 

Studies on the toxicity of PR toxin and related 
compoiinds (Moreau, Gaudemer, L,ablnche-Cornbier & 
Bi~.liet, 1976; Moreau, Moulé 6t Bousquet, 1976) 
rcvcalzcl the importance of the tùnctional grnups nt 
C(7). C(8), C(11) and C(12). A knowledge of the 
stereoclicrnistry of the sesquiterpencs produced by P. 
r .ol / i r l : / i ) t . t i  is ~liiis ricccssliry in order to bc able tcj  draw 
conclusiciris o n  the relationstiips which may exist 
bctwccri chernical structure and biological activity. 

Table 4. Intratnolecular bond angles ( O )  

The e.s.d.'s iii parentlieses ref'er to the last digit. 

Fig. 2. Torsion angles ( O )  for eremofortin D. 



I- REMOFOUTIN D 
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C1706H20 is orthorombic,  s s s c e  grou ,  ~ 2 ~ 2 ~ 2 ~  with a = 13.399 ( l l ; ,  

b = 12.360 (121, c = 9.664 (O?), z = 4. The s t r u c t u r e  was a e t e r n i n e d  

from 2622 independent i:ite:isiti~s and r e f i n e d  t o  R = 0.046. The a b s o l u t e  

con f igu ra t i on  was solved hy the Z i j  mei: nethod and corr-esponds t c  tl-iat 

p r e d i c t e d  cn chernical bascç. The c r r s t a l  s t r u c t u r e  i s  s t a b i l i z e d  o :~ ly  

by Van der Waals forces: 



INTRODUCTION - 
PR Toxin has been i s o l a t e d  from c u l t u r e s  of  PENICILLIUM ROqueForti 

(WEI, SCHNOES, HART & STRONG, 1975). The b i o l o g i c a l  p r o p e r t i e s  r e s u l t  

p a r t i c u l a r l y  i n  t h e  i n h i b i t i o n  of p r o t e i n  and RNA syntheses (MOULE, 

J'EMMALI & ROUSSEAU, 1976). A study of  t h e  r e l a t i o n s h i p s  between t h e  

chemical s t r u c t u r e  and t h e  b io log ica l  p r o p e r t i e s  allowed t o  p o i n t  o u t  

the  important r o l e  of an aldehyde group i n  p o s i t i o n  12 assoc ia ted  wi th  

an epoxyde group and an a ,  B unsatura ted  ketone (MOULE, MOREAU & 
t 

BOUSQUET, 1977) . I n  orGer t o  approach t h e  mechanism of a c t i o n ,  it 
8 l 

- was irnportc.int t o  detern11.ne the  ah ' jolute confic,~yrat ion.  I t  inust  b e  

emphaçize t h a t  t h e  octars r u l e  of ~ ; i r c u l a r  diclirolsm on ketone c a n ' t  

be used i n  such a compJicated case.  The imposs ib i l i ty  t o  o b t a i n  a 

well c r y s t a l l i z e d  B r  d e r i v a t i v e  l e d  u s  t o  at tempt t h e  determination 

of the  abso lu te  conf igura t ion  by v.sing anomalous d i f f u s i o n  of t h e  

oxygen atom. 

EXPERIEIENTAL 

A well shaped c r y s t a l  of 0.30 x 0.24 x 0.21 mm was mounted on a P h i l i p s  

d i f f rac tometer .  The c rys ta l lograph ic  da ta  a r e  repor ted  i n  Table 1. 

I n t e n s i t i e s  f o r  2622 ref lec t ionswece measured by 0-20 scan on a four  

ce rc le  d i f f r ac tomete r .  The width of t h e  scan was 1.2'. The Data were 

correc ted  f o r  t h e  Lorentz-and p o l a r i s a t i o n  f a c t o r ,  b u t  no t  f o r  absorp- 

t i o n  o r  ex t inc t ion .  

1284 r e f l e c t i o n s  wi th  1 >, 3 o ( I )  were considered i n  t h e  det.ermination 

of the  s t r u c t u r e .  



STRUCTURE PETERMINATION AND REE'INEMENT 
P. 

The s t r u c t u r e  was solved by d i r e c t  methods., 250 re f l ex ions  with 

normalizcd s t r u c t u r e  f a c t o r s  1 E 1 1.55 were used i n  t h e  MULTAN 

program (GERMAIN, M A I N ,  WOOLFSON, 1971). A Four ie r  syn thes i s  based 

on t h e  so lu t ion  with t h e  b e s t  f i g u r e  of mer i t  revealed a g r e a t  p a r t  

of t h e  molecule (18 upon 2 3  non hydrogen atorns). One subsequent 

Four ier  map l ed  t o  t h e  i d e n t i f i c a t i o n  of  a l 1  t h e  23 atoms of t h e  

molecule. This mode1 was re f ined  by fu l l -matr ix  leas t -squares  methodç, 

H atoms were located  £rom d i f fe rence  maps except  two H of  t h e  methyl 

group i n  17 which were f i t t e d  a t  t h e i r  expected pos i t ions .  I n  t h e  

f i n a l  s t ages  the  pos i t ionna1 parameters and t h e  i s o t r o p i c  t enpera tu re  

f ac to r so f  the  H atoms were allowed to  Vary. This  procedure l e d  t o  

t h e  va lues  : 

-- 

with t h e  u n i t  weighting scheme. The goodness of  f i t  defined by 

No = number of observat ions  

Nv = nimber of parameters.  

During t h e  f i n a l  s t a g e s  t h e  u n i t  weights were replaced by weights 

w = l /a2 derived from counter  s t a t i s t i c s  p l u s  a term tak ing  account a 



p a r t  of t h e  s y s t e ~ n a t i c  errors 0' (1) - 
2 " (I)  counting 

+ ( C I )  where 

C was es t imated  t o  0 ,01 .  

The va lues  of t h e  R,  WR, and goodness o f  f i t  a r e  r e s p e c t i v e l y  0.043, 

0.049, 2.14. 

The f i n a l  atomic parameters  a r e  l i s t e d  i n  Table 2. The s c a t t e r i n g  

f a c t o r s  f o r  t h e  heavy atoms were those  o f  Hanson, Herman, Lea & Skil lman 

(1964), f o r  H t h o s e  of S tewar t ,  Davidson & Simpson (1965).  Peaks and 

troughs i n  t h e  f i n a l  d i f f e r e n c e  s y n t h e s i s  d i d  n o t  exceed * 0 . 2  A-3. 

The de termina t ion  o f c t h e  a b s o l u t e  c o n f i g u r a t i o n  was based on t h e  oxygen 

atoms, and was determined by t h e  BIJVOET method. Theore t i ca l  e s t i m a t e s  

of  t he  B i j v o e t  r a t i o n  [ AI / I  = (Ihkl - 1---)/0.5 (Ihkl + 1---)] were h k l  h k l  

c a l c u l a t e d  f ron  t h e  f i n a l  coo rd ina t e s  g i v e n  i n  Table 2 , w i t h  t h e  a f '  

and Af" v a l u e s  o f  C and 0. Since t h e  anomalous d i s p e r s i o n  e f f e c t  was 

expected t o  be v e r y  smal l ,  e igh teen  r e f l e c t i o r s w i t h  c a l c u l a t e d  r a t i o s  

0.02 were s e l e c t e d  £rom t h e  d a t a .  Measurements were made by a procedure 

which compensates f o r  any short- term i n s t a b i l i t y  of t h e  ins t rument  : 

Ihkl and then  1--- were measured succes s ive ly  f o r  each r e f l e c t i o n  
h k l  

e i g h t  t imes  wi th  (CuKa) = 1.5418 a. The w. 20 scan technique w a s  used 

with a s can  range of 1' and a scan  speed of  0.003' sec- ' .  The backgound 

was measured on e i t h e r  s i d e  of  t h e  peak f o r  84 S. The B i jvoe t  r a t i o s  

were ob ta ined  on ly  £rom 1 and 1--- 
h k l  hk l  ' t o  ovoid abso rp t ion  è f f e c t s  which 

l i k e l y  would hamper t h e  measurements. 

The i n t e n s i t i e s  of each  group of obse rva t ions  of  t h e  same c h i r a l i t y  
... 

were averaoed t o  yi el fi 18 EIn i r 'ET ssirz. Tzblz 3 'List5 tiie iiiedsureà anà 

c a l c u l a t e d  values.  Comparaison of t h e  s i g n s  (except  two i n d i c a t e d  by 

an a s t e r i s k )  shows t h a t  t h e  a b s o l u t e  c o n f i g u r a t i o n  is t h e  same as t h a t  



used f o r  the calculated v a l u e s ,  whose coordinates a r e  l i s t e d  

i n  Table 2 .  The absolute configuration corresponds t o  t ha t  predicted 

on chemical and cor re la t ive  bases. Moreover the absolute configuration 

corresponds t o  the erenophilane type. Such a  configuration has already 

been found fo r  a  fungi metabolite of t h i s  type (RICHE, PASCARD-BIUY, 

Fig. 1 shows the shases and or ien ta t ions  

of the  thermal vibration ellipsofdi;. 

THERMAL V I E P T I O N  ANALYSTS -- , 

The vibrat ipnal  motions were analitsed i n  terms of  the r i g i d  body tensors 

T I  L ans S (SCHOMAKER 8 ::FUCBLOOD, 1968). The f:lements of tbe  t e n s o r ~  

TI L and S yiven i n  Table 4 a r e  derived from a l e a s t  squarep f i t  of the 

atomic B i j g s .  The root  niean square! differences between the tpbserved 

, U i j  and those ca lcu la te~l  from T L i i s  0.0080 A 2 .  

This rathel: high value F s  special13, due t o  the atoms 0 ( 1 )  , (3 (6) , c (9  ) , 

C ( 1 6 ) ,  ~ ( 1 i )  whose Au il = - u t i )  a r e  between 0.0015 and 0 . 0 4 3 6  a*. 
- 

T h e  trans1érS;ion a r e  almqst isotropie with an average aniplitude of 0.18 A. 

The off-dic,gonal elements of the 1 i : ~ a t i o n  tensoa L referred t o  the 

i n e r t i a l  axes of the  mol.ecules a r e  sf the same r a t e ,  Table 5, a s  those 

re la ted  t o  orthogonal axes, so it cin be assumed t h a t  the  molecules 

does not  l i b r a t e  around t h e i r  i n e r t i a l  axes. However the  angles between 

the eigen vectors of the tensor L a*'ld the  i n e r t i a l  axes a r e  not too la rge  

(5 '67 ,  7 '52 ,  15O39 respectively) . 
The l a r g e s t  amplitude of vibrat ion :.s around the axe with the  smallest 

moment of i ne r t i â .  

Yhe ori:plitizc=es of licrcltion were used t o  correct  the  e f f ec t s  of molecular 

vibrat ion on the bond lengths (RUSING & LEVY, 19641, the values reported 



. i n  Table 6 a r e  i n  b e t t e r  agreement with t i ~ e  standard ones. 
f J  

RESULTS AND D I S C U S Ç  I O N  

- Molecular Geometry' 

the  bond l eng ths  both  uncorrected and cor rec ted  f o r  t h %  e f f e c t s  of 

molecular l i b r a t i o n  (BüSING & LEVY, 1964) and bond angles  f o r  t h e  mole- 

cu les  a r e  r e r o r t e d  i n  Table 6. 

'The bond l eng ths  a r e  c lose  t o  t h e  expected value except  f o r  t h e  two 

Csp 
3 type  ad jacen t  t o  t h e  expoxide r i n g ,  which a r e  1.500 f o r  

C (3) - C (4)  and 1.503 £08: C (7)  - (: (6)  . This  sh<?r tness  is  l ipked  t o  

t h e  s p e c i a l  hybr id iza t ion  of t h e  C atoms i n  the  presence 'of  epoxyde 

group. The extremely s h o r t  C(1) - C(2) 1,470 and C(7) - C(11) 1.487 

bonds which a r e  engaged i n  t h e  epo::ide r i n g  a r e  i n  good agreement wi th  

those exposed by (BRISSE, JUST & B:,ANK, 1978). :l'he angles of  t h e  

epoxide r i n g s  a r e  a l 1  c lose  t o  60' an6 t h e  average value of t h e  C - C - O 

and C - O - C angles ,  r .espectively 59O.1 and 61O3 compares we l l  with 

59I2 and 61!4 , t h e  values reportj?d by BRISSE e t  a l .  

The p lanes  pasçing thrc~ugh atoms {b:(3), C(21, C(1) , ~ ( 1 0 ) )  = P l ,  

{C (10) , C (9) , C (8) , C ( 7 )  ) = P2 and t h e  dev ia t ions  of atoms from those  

> 
planes a r e  l i s t e d  i n  TaTble 7. 

A s  can be seen from thc: ir  equation; these planes a r e  near ly  p a r a l l e l  

t o  the  (ab) plane. The plane of t h e  16, 26, epoxide r i n g  makes an ang le  

of 103'4 wi th  l e  p lane  Pl .  The angle  between t h e  p lanes  P l  and P2 is  

16'90. The r i n g  t o r s i o n  angles  a r e  shown i n  F ig ,  2. The epoxide group 

on C(1) , C (2)  , t h e  acet  a t e  group o 1 C (3) and the  methyl group on c (5) 

~12t122ï;7 ~ 7 7 ~ -  This f z c t  CC~A~", e x r l a i n  t k c  k"Y yiel", cYtai-& &rir.c; - J 

t h e  e s t e r i f i c a t i o n  oE : ; B I  OH by p . '~romobenzoylchlor ide  i n  o r d e r  t o  

synthes ize  a Bromo der iva t ive  of PR Toxin. 



- Molecular packing 

Fig. 3 i l l u s t r a t e ç  the pack ing  of t h e  molecules i n  t h e  p lane  (011).  

As shown i n  Table 8 no in termolecular  d i s t a n c e s  a r e  l e s s  than t h e  sum 

o f  t h e  van d e r  Waals r a d i ~  of t h e  atoms involved, except  t h e  va lue  

between t h e  atoms C (9) and C (15) . 
The packing of t h e  molécules can be described i n  terms of l a y e r s  almost 

p a r a l l e l  t o  t h e  (ab) plane.  ( see  equation of t h e  mean p lane  of t h e  

r i n g s ) .  A s  we have repor ted  on Fig.  3 and Table 8 each molecule i s  binded 

by Van d e r  Waals fo rces ,  with s i x  neighbours molecules belonging t o  

o t h e r  l a y e r s  . 
This work was supported i n  p a r t  by C.N.R.S. ( E . R . A .  no 465, Dynamique 

des  c r i s t a u x  moléculaires)  and by I.N.S.E.R.M. (U 4 2 ) .  



FIGURE LEGENDS 

Fig. 1 : A genera l  view of t h e  conf igura t ion  of t h e  molecule showing 

- t h e  c rys ta l l cg raph ic  numbering scheme. 

Fig. 2 : Ring t o r s i o n  angles.  The e . s .d ' . s  f o r  t h e  t o r s i o n  angles  

a r e  of t h e  order  of 3 O .  

Fig.  3 : Pro jec t ion  along a of  t h e  s t r u c t u r e  of PR Toxin. The s h o r t e s t  

d i s t anceshave  been repor ted  between molecules. 



TABLE 1. : C r y s t a l  d a t a  

Cl 7 o6 fI2 - orthorombic P 
212121 

F.W. 320.27 

X(MOKCI) = p.7107 

p (MOK~)  = 1 .O3 cm'' 

X(CUK~)  =.1.5418 

~ ( C U K C L )  = 8.12 cm'' 

F(000)  = 680 

Room t e m p e r a t u r e  21 (* 2 O ) 





TABLE 2 : (cont inued,  page 2) 
I 



TABLE 2 (cont inued,  page 3 )  



TABLE3 : Comparaison of observed and calculated Bijvoet r a t i o s .  
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TABLE 6 : Bond lengths (A) before and aftfr l i b r a t ion  correct ion for  the  heavy 

atoms, and bond angles, with e.s.dt.s i n  parentheses. 

Uncorrected 

1.445 ( 5 )  

1.349 ( 5 )  

1.447 ( 5 )  

1.429 ( 6 )  

Corrected 



TABLE 6 : (Contirnad,  page 2)  



TABLE 6 : (Continued, page 3 )  



TABLE 7 : Mean Plane.  
Equation f o r  the  l e a s t  squa re  plane : 

A tom Déviat ion Atom Déviat ion 
from p l a n e  from p lane  

* A t o m s  inc luded  i n  t h e  mean-plane c a l c u l a t i o n .  



TABLE 8 : Shortest  intermolecular dis tances  between non hydrogen atoms. 

* ~ ~ u i v a l e n t  posi t ion nomenclature : 0 (4) - C (13) 2/ is  taken t o  mean 

a t o m  O ( 4 )  a t  equivalent pos i t ion  1  t o  atom C(13) a t  equivalent pos i t ion  

- 2, t ransla ted O, 0 ,  1  u n i t  c e l l s  i n  t he  a ,  b and c d i rec t ions  respect ively  

1  = X I  y, z ; 2 = 1/2 - x, - y ,  1/2 + z ; 3 = 1/2 + x,  1/2 - y, - 2 ; 
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r l É T A B O L I S M E  S E C O N D A I R E  

Le mél.abolisme p r i m i r e  d'un crganisme e s t  constitué par l ' ensem~le  
des réactions cflimiques catalysées par c 2s enzymes qiii fournissent à ce t  orga- 
nisme son énerg- e e t  ses con!: ti tuants ec 3entiel s : preotéines, acides aminés, 
acides nucléiqut~s, 1 ipides, phospholi pic ?s ,  polysacchiirides . Ce métabolisme e s t  
essentiel lement identique poi.,r tous les  !tres vivant: . 

En det ors de ces produits du ni2tabolisme pr+imaire, les plantes e t  
dans une moindrt;, mesure l e  ri gne animal ~roduisent  u r i i  i r t f inie  variété de 
substances dont :1 a présence t, s t  révélée )ar leur cou1 ,:ur, goût, otleur, ou leur 
action physioloiique. Un grar;d nombre dch ces substances f a i t  par t ie  de l a  
"matière médicale", par exempiles : a lca l~~i ïdes ,  antibi otiques, terpènes, hé té- 

rogides, e tc  ... 
Ces substances ne paraissent jcluer en génér,il aucun rôle dans l a  

biologie de l'organisme q u i  l s~ssynthét is ,  , e l l e s  sont'couramment désignées 
sous l e  terme : métabolites sc?condaires. Les réaction: qui engendrent ces mé- 

tabol i tes  sont r  groupées sou:; l e  terme ,nétabol isme scscondai re.  

Toutes les  études ri-al isées à ce jour montrtlnt que ces métabol ismes 
primaires e t  secwdaires sont t r è s  intercépendants. Utle f ront ière  ne peut pas 
ê t r e  cl airement ;définie entre ces deux dt  mai nes . Le mt'tabol i sme secondaire 
u t i l i s e  des intermédiaires du  métabol ismç primaire. Cc,rtains métabol i t es  secon- 
daires, contrairgment à l a  rèqle,  ont un rôle biologit ue bénéfique pour l ' o r -  
gani sme producte;r. 

Citons : Le rôle de:, pigments Floraux e s t  u r  phénomène bien connu. I l s  
a t t i r e n t  sélectivement ce r t a i r~s  insectes provoquant l i  pollination ( 36 ) .  



Citons encore : Les phéromones qu i  i n te rv iennen t  chez l e s  insec tes  

dans l a  communication en t re  i n d i v i d u s  d'une même espèce. Les phéromonones sexuel- 

l e s  par  exemple sont l i b é r é e s  par  l a  femelle dans l e  double b u t  d ' a t t i r e r  l e  

male e t  de 1 ' i n c i t e r  à l a  copu la t ion .  En termes chimiques, l a  p l u p a r t  de ces 

phéromones sont  des a l coo l s  insa turés  à longue cha'îne ou des acides carboxyl  i- 

ques ( 37  ) . D'aut res  substances ont  un r ô l e  de défense ou d'alarme. Par exem- 

p le,  un sesquiterpène, l e  Germacrène A ,  e s t  une substance alarme pour ce r ta ines  

espèces de pucerons qu i  l e  1 -i bère l o r s q u '  i 1s sont  attaqués pa r  un prédateur,  

s i g n a l a n t , a i n s i  l e  danger au): autres i n d i v i d u s  dans l e  vo is inage ( 38 ) .  

Du p o j n t  de vue eni~ymatique, l e  métabolisme secondaire possède l a  

p l u p a r t  du temps son propre pool d'enzym,?~ codées donc génétiquement. Néanmoins, 

c e r t a i n s  systèmes enzymatiqu(!s du métabolisme pr imaire,qui  présentent  peu de 

s p é c i f i c i t é  pour l e u r s  substi'ats,peuvent aussi r é a g i r  avec l e s  in te rméd ia i res  

du métabolisme secondaire. Tt:] s e r a i t  le !  cas de c e r t a i n s  a l c o o l s  dehydrogénase 

( 39 1. 
Le métabol isme secondaire pouls-a i  t ê t r e  en d é f i  n i  t i v e  l a  marque d '  une 

adapta t ion  ou d'une é v o l u t i o n  b iochimiqu? des espèces~ face  à l 'environnement.  

Parmi 1 es nombreuses mol écu1 es s y n t h é t i  s,5es, seul es q ' ~ e l  ques unes présentent  un 

avantage b io log ique  év ident  e t  deviennent un ca rac tè r?  permanent de l 'espèce.  

Les mycotoxines sont  des métabo l i tes  s e c o n d ~ i r e s .  Ces tox ines  ne 

semblent pas assurer  aux champignons q u i  l e s  élaboreri$ une suprématie p a r t i -  

cu l  i è r e .  Les souches t o x i  nogènes d '  une espèce détermi née ne s ' assurent pas 

en e f f e t  sur 1 es souches non toxinogénèses un avantage aéc i  s i  f . Par exemple 

une souche s u r  quat re  seul ement de Aspergillus flavus e s t  capable d' é laborer  

l ' A f l a t o x i n e  ( 40 ) .  



I I  - P R I N C I P A L E S  V O I E S  - 

Les voies du métabolisme secondaire ont é t é  classées à par t i r  du pré- 

curseur du  métabol isme primaire qu'el les  u t i l i s en t .  

L'acide acétique ou plutôt l'acétyl-CoA e s t  un précurseur de nombreux 

composés secondaires. I l  peut se  condenser avec l e  malonyl-CoA pour donner l 'acé-  
tylacétyi-CoA CHfCO-CHZCO-S-CoA qui inrervient dans l a  syntnP.se aes a c i c ~ s  gras. 
Par continuation de ce processus on obtient de longues chaînes l inéaires fi-poly- 
cétoniques. Par des cyclisations de type aldolique, ces dernières peuvent pro- 
duire une grande variété de produits naturels. Les substances dérivant de l 'acide 

acétique par ce processus sont appelées Acétogénines. Cette voie e s t  ce l le  u t i -  

1 isée pour l a  synthèse des pigments floraux (flavone) ou d'antibiotiques ( t é t r a -  
cycl ines) ou de mycotoxines (aflatoxines).  

Lorsque 1 ' acide acétique se condense pour donner naissance à 1 ' acide 
mévalonique, i l  conduit alors à une voie de synthèse t r è s  générale, ce l le  des 
s térols .  Nous détail lerons ce t te  voie dans l e  chapitre suivant. 

De meme l e s  sucres, quelques amino-acides servent de ~r'écurseurs à 

certains mêtabolites secondaires : l e  tryptophane, l a  phénylalamine ou l a  tyro- 
sine se retrouvent dans l e  squelette de nombreux alcaloïdes. 



Acétoacét  y 1- COA 

Acide rnévalonique 8-Hydroxy-8-methyl-glutaryl-CoA 

CH3 ' OH CH3 
c0 CH~CQ 

I 
HOOC, HOOC, coH CH,O@ 

CH; ' c H: ---3 CH< \CH; 

Pyrophospkate 



B I O S Y N T H È S E  D E S  T E R P E N E S  

1 - ASPECTS GENERAUX - 

Les métabolites de ,:. roquefozti, nous 1 'avons v u  au chapitre précé- 

dant, sont des sesquiterpenes. Nous alloiis, dans ce chapitre,  rappeler briève- 

ment quelques poi7ts essentiel;  l i é s  à 1 8  biosynthèse de ces composés. 

Les terpénoïdes fornent une classe de substances naturelles organi- 
ques qui recouvrent une extrêm? diversitti de structurcbs (plus de 4000). Cette 
diversi té  cache une u n i  t é  strq:turale prc ''onde. Toutqr ces molécules sont de- 
composables (sur l a  papier) en uni tés  isc ~entaniques . Ceci conduit ,à une clr iss i -  
f icat ion rationnel l e  : 

C Mo ioterpénoïde: 10 < .  

Le terme terpène (qu i  vient du"nom de l ' a rbus te  terebinthe) e s t  en 
pri nci pe réservé aux  hydrocarbures terpént.bïdes, dans 1 ti pratique on par1 e i n -  

differemment de tierpènes ou de terpénoïder . 
Tous les  composés terpénoïdes sont issus du pyrophosphate d'isopenté- ' 

6,<L r ,yiz ( c f .  c i  c ~ n t ~ e )  dont  l a  b5osynlhese se a par t i r  de l'acétyl-CoA de la  
même manière dans l e  régime animal ou l e  règne végétal. 



Pyrophosphate d 'isopentén-2-yle 

Pyrophosphate de farn,isyIe 



L'acétoacétyl-CoA e s t  formé à par t i r  de deux molécules d'acétyl-CoA 

dans une réaction catalysée par une thiolase ( 41 ) . Une troisième molécule 
d'acétyl-CoA s'additionne au carbonyle en position 3 de l 'acétoacétyl pour for- 
mer l e  @-hydroxy-B-méthyl-glutaryl-CoA qui e s t  converti irreversiblement en acide 

méval onique par une réductase. L'acide méval onique e s t  ensui t e  phosphoryl é en 
deux étapes en pyrophosphate de l 'a lcool  primaire. Une troisième phosphorylation 

sur l 'alcool t e r t i a i r e  fournit un intermédiaire t r è s  instable qui perd de l ' ac ide  
phosphorique e t  se décarboxyle en pyrophosphate d'isopentgn-3-yle. 

La synthèse.des terpènes résulte de l a  polymérisation d u  pyrophospha- 

t e  d '  isopentényle. Le pyrophosphate d ' isopentén-2-yle (ou 3,3' -diméthylal lyl  

pyrophosphate) qui e s t  formé par isomérisation enzymatique de l'isopentén-3-yle 
constitue l e  point de départ de ce t t e  polymérisation ( 42 ) .  Une molécule d ' iso-  

pentényle s'additionne à une molécule de diméthylallyle. Le groupe pyrophosphate 

du diméthylallyle e s t  éliminé. La condensation peut ê t r e  considérée comme une 

substi tution nucléophile par l e  groupe CH2 du pyrophosphate d'isopentényle. 
Cette substi tution produit une inversion de configuration du carbone porteur du 

groupement pyrophosphate. Le monoterpène formé au cours de ce t te  réaction e s t  , 

l e  pyrophosphate de géranyle. L'addition d' une nouvel l e  molécule d'isopentényle 

par un mécanisme similaire conduit au précurseur des sesquiterpènes l e  pyrophos- 

phate de farnésyle. Dans tous ces composés l e s  configurations des doubles l i a i -  

sons sont t rans.  

Les squelettes carbonés de pratiquement tous l e s  sesquiterpènes peu- 

vent ê t r e  dérivés par une cyclisation convenable, s o i t  du pyrophosphate de 

farnésyle trans (1) - , s o i t  du pyrophosphate de farnésyle c i s  ( 2 ) .  La première étape 

de ces cyclisations e s t  une ionisation du groupe phosphate a s s i s t é  anchimérique- 
ment par la  participation d'une double l iaison terminale ou centrale conduisant 

à des ions non classiques ( 43 ) .  Bien sûr,  ces intermédiaires sont purement 
hypothétiques, c ' e s t  seulement un forma1 isme pratique q u i  rend bien compte de 
l a  variété des s-quelettes observés. I l s  ne doivent pas ê t r e  considérés comme 

une représentation du processus enzymatique. Néanmoins, les systèmes enzymati- 

ques peuvent parfois synthétiser ces sesquiterpènes par u n  processus par t ie l le -  
ment ou totalement concerté à par t i r  d u  pyrophosphate ( 43 ) .  Ces processus 

peuvent conduire avec des migrations d '  hydrogène, de méthyles, des réarrangements 

à plus de cent squelettes carbonés qui représentent plus de 1000 sesquiterpènes 

connus ( 44 ) .  



/-T+T\ 
l, . ... i 
\ \JL' ," 
-, . ,  intermédiaires ioniques hypothét iques précurseurs 

de quelques sesquiterpènes 



I I  - BIOSYNTHESE DES SESOUITERPENES DE TYPE EREMOPHILANE - 

Nous allons examiner en détail  les étapes successivent q u i  aboutissent 
au squelette érémophilane. 

Un cation d u  type indiqué ci-dessous e s t  l e  précurseur de l a  sér ie  
kudesmane, dont l e  réarrangement conduit au squelette érémophilane : 

J.B. HENDRICKSON ( 45 ) f u t  l e  preniier à rationnaliser ef terme dr? 

facteurs électroniques e t  stériques 1 a forbmation e t  1 'Gvol u t i o n  de ces espèces 

cationiques . L'espiice - 3 a une conformativn unique qui, e s t  dictée simplément 
par u n  recouvremeilt maximum de 1 'orbi t a l e  IT e t  par des contraintes stériques mini- 
mum. Le cation - 4 est favorisé stériquement e t  électroniquement par rapport iiu 

cation - 5 q u i  provient égalemen;; de - 3 s 

La cyclisation du cation 4 obéii. également à des considérations électro- - 
niques e t  stériques . 11 exis te  une conforriation dans laque1 l e  les  deux doubles 
l f s i sçzs  scnt ~b-cches c t  ec bonne pcsitior\ p o g r  cnê cyclisation : 



Cette conformation proposés par J.B. HENDRICKSON ( 45 ) montre, à l'examen à 

l ' a ide  des modèles de DREIDING, une conformation chaise. Lorsque les deux dou- 
bles liaisons sont en bonne position, l e  groupe isopropyle (en c i s  B pour ren- 
dre compte de la  stéréochimie la  plus fréquemment rencontrée dans lecomposés 
à squelette eudesmane) e s t  axial en for te  interaction avec les  deux méthyles. 
Cette interaction e s t  diminuée ' s i  l a  par t ie  B de cycle en C I O  e s t  en forme 
bateau. 

l 

J.B. HENDRICKSON ( 45 ) ,  puis C F. MACSWEENE;Y ( 46 ) ont f a i t  inter-  

venir une isomérisation du  cation 4 en 6 (non enzymatique) : - - 

Ce cation 6 présente des interactions stéciques moins importantes que 4. Sa - - 
forme chaise f a i t  intervenir 1 a chat ne isopropyle en position équatoriale comme 
l e  montre l e  modèle de DREIDING : 





Schéma de Mac Sweeney 

érémophilane hinesol valencane v e t  ispirane 



La cyclisation de ce conformère ou de l ' a u t r e  forme chaine 6b explique éga- - 
lement l'ensemble des stéréochimies observées dans les  composés érémophilane, 
Valencane (Nootkatane), Vétispi rane comme 1 'a postulé D.F. MAC. SWEENEY ( 46 ) 

(voir ci-(contre ;)' : 

C.J.W. BROOEet R.A.B,. KEATES ont étudié la  biosynthèse de l a  péta- 

sine de squelette érémophi 1 ane : 

I l s  ont proposé u n  schéma (voir ci-contre) qui à par t i r  du squelette eudesmane 

mène par une migration d ' u n  méthyle angulaire au squelette érémophilane. Ce sché- 
ma s'appuie sur des incorporations d'acide mévalonique t r i t i é  en C-4 ( 47 ).  Le 
marquage spécifique sur l e  carbone 4 (de l a  Pétasine) proposé dans ce schéma a 

é té  effectivement retrouvé indiquant que la  migration du  méthyle e s t  accompagnée 
du  déplacement du proton de 5 en 4. Néanmoins, la perte des autres tritiums au 
cours des métabolisations du squelette conduisant à l a  Pétasine, ou des t r a i t e -  
ments chimiques ul tér ieurs  ne permet pas de préciser davantage l e  mode de cycli-  
sation e t  de réarrangement au cours de ce t te  biosynthèse. 

D.J. DUNHAM ( 48 ) a proposé u n  mécanisme pour l e  réarrangement eudes- 
mane -t érémophi 1 ane impl iquant des intermédiaires spiro.  Cette hypothèse a é t é  
récemment écartée par BROOKS à l ' a ide  du marquage au carbone 13 ( 49 ) .  Nous ex- 
pl i c i  terons ces hypothèses dans 1 e chapitre suivant. 



Dérivé de r é d u c t i o n  de l a  p é t a s i n a  

l 
'Schéma de biosynqthése di$ la pétas ine  selan BROOKS 



Le squelette carboné d'une molécule obtenue dans ces conditions se  
retrouve généralement dans l e  même é t a t  d'oxydation que l e  composé de départ. 
Les étapes ultérieures des biosynthèses des terpènes consistent en réactions 

d'oxydations (u t i l i s an t  t r è s  fréquemment 1,'oxygène moléculaire), de réduction, 

ou parfois même en addition d'halogènes (chlore e t  brome principalement) ( 50 ) .  
On conçoit aisément la  grande variété structurale que l 'on peut observer après 
ces multiples transformations d'un précurseur commun. 





B I . 0 S Y N T H È S E  D E S  S E S Q U I T E R P È N E S  

d e  P .  r o q u e f o r t i  

----------------- 

I - BIOSYNTHESE DU SQUELETTE CARBONE - ETUDE PAR INCORPORATION DE 

CARBONE 1 3  - 

1' -APPLICATION D E  L A  R.M.N .  D U  13c A L'ELUCIDATION DES VOIES 
D E  BIOSYNTHESE - 

La principale technique u t i l i s é e  pour l 'étude des chemins biosynthé- 
tiques de divers composés é t a i t  l ' incorporation de précurseurs radioactifs 14c 

3 ou H .  Cette technique 1 aborieuse nécessi ta i t  une dégradation chimique pour loca- 
l i s e r  sur une molécule les  atomes marqués. 

La R.M.N. du 13c permet de suivre 1 'incorporation d'atome de 13c d ' u n  

précurseur dans une molécule en évitant une dégradation chimique. 

Le carbone 13  présente une abondance naturel l e  de 1,1% qui e s t  suff i  - 
sante pour observer u n  spectre de R.M.N. du 13c de tout composé. Ce spectre se  
t radui t  par des raies  d'absorptions caractéristiques des différents  carbones. 
Chaque carbone se  présente sous forme d'une ra ie  s i  l 'on supprime simultanément 
les  couplages dus aux protons, par i r radiat ion.  

Dans ces conditions, u n  enrichSssement en carbone 13 de certains 
carbones d ' u n  composé à par t i r  d'unprécurseur enrichi en 13c se  révèle dans l e  
spectre de R . M . N .  par une augmentation de l ' i n t e n s i t é  des raies  concernées. Cette 
propriété a-donc é t é  u t i l i s ée  pour suivre dans divers squelettes carbonés les  de- 
venir des carbones l ou 2 de l 'acide acétique u t i l i s é  comme précurseur, par exemple : 



Mais ce t te  techni que fu t  parti  cul ièrement riche de renseignements 
lorsque on a disposé d'acétate de sodium dont les deux carbones sont enrichis 

à 90% en 13c. 

En e f f e t ,  deux carbones 13 voisins dans une même molécule présentent 
un spectre de R . M . N .  13c caractéristique résultant du couplage entre  ces deux 
carbones. Ces deux carbones se présentent sous la  forme d ' u n  doublet repérable 
grate à une constante de couplage identique. 

Un composé enrichi en acétate doublement marqué au 13c présente u n  
spectre R . M . N .  où certains pics d'abondance naturel l e  sont entourés par deux bandes 
la térales  du doublet donnant au signal une al lure  de t r i p l e t .  

Comme i l  e s t  t rès  peu probable (avec u n  pourcentage d'incorporation 
du précurseur f a ib l e )  ( 55 ) que dans une même molécule, deux unités d 'acgtate 
soient voisines, les  couplages que l 'on  observe sont donc uniquement dus aux 
carbones provenant d '  une mol écu1 e d '  acétate I3c incorporée. On peut donc dans 
une molécule enrichie suivre ainsi les enchatnements des molécules d 'acétate ,  
sur u n  squelette déterminé. Dans l e  cas des mycotoxines, de t r è s  nombreux t ra -  
vaux concernent l a  biosynthèse de 1 'Aflatoxine. Ci-dessous e s t  indiqué l 'enchaî- 

nement des molécules d 'acétate dans l e  squelette de 1 'Aflatoxine obtenu par- 
STEYN e t  coll .  ( 5 1  ) : 



Cet te  méthode e s t  qncore suscept ib le  d '  apporter  des renseignements complémentaires 

t o u t  aussi préc ieux que l 'enchaînement des un i tés  acétate.  

En e f f e t ,  t o u t e  u n i t é  acétate qu i  sera, au cours d 'un  processus b i o -  

synthét ique, 1 ' o b j q t  d'une coupure, se remarquera dans l e  spectre du compose exa- 

miné par  l 'absence des couplages, donc de bandes l a t é r a l e s ,  e t  par  une augmenta- 

t i o n  d ' i n t e n s i t é  des carbones repérés. 

Cet aspect nous i n té resse  pa r t i cu l i è remen t  dans l e  cas de l a  biosyn- 

thèse des terpènes. Nous avons vu précédemment que 1 'ac ide  méval onique é t a i t  

syn thé t i sé  à p a r t i r  de t r o i s  molécules d 'acétates.  Nous avons vu également que l a  

synthèse du pyrophosphate d ' i sopentény le  s~ f a i t  par  p e r t e  d 'un  carbone ( l e  C - 1  

de 1' ;rc ide mévalonique). Le schgma suivantFmontre comme.?t sont r é p a r t i e s  l e s  

moléc j les  d 'acétates dans des deux espèces : 

CH, 
I i 

Acide méva Ionique 

Nous voyons immédiatement que l e !  passage acide mévalonique, pyrophos- 

phate d ' i sopentény le  se f a i t  avec coupure d;? l a  l i a i s o n  carbone carbone d'une 

molécule d 'acétate.  

Il e s t  a i n s i  a i sé  dans une molécii le terpénique dont l a  biosynthèse 

e s t  ef fectuée à p a r t i r  d ' acé ta te  doublement marqué, non seulement de répérer  

1 'enchaf nement des mol écu1 es d '  acétate mais encore de dé tec te r  immédiatement 

l e s  carbones issus  du C - 2  de 1 'ac ide  mévalorrique par  1 'absence de couplage. 

Eux seuls dans un t e l  spectre se présenteront  sous l a  fovbme de s i t igu le ts .  

Il en va de même pour t o u t  réarrdngement qu i  f e r a  i n t e r v e n i r  une 

coupure carbone-carbone d '  une un i  t é  acétate.  

Dans l e  cas des sesquiterpènes e t  p lus  p a r t i c i l i è r e m e n t  dans c e l u i  

du sque le t te  éréxophi lane, il é t a i t  u t i l e  d ' é t u d i e r  l e  r:éarrangement envisagé 

dans l e  paragraphe précédent. 



2' - BIOSYNTHESE D E  L A  P R  TOXINE - - E T U D E  D E  L'INCORPORATION 

D'ACETATE D E  SODIUM C H  - 1 3 c 0 0 ~ a  - 3- 

Nous avons, dans u n  premier temps, entrepris ce t te  étude pour mettre 

au point une méthode d '  incorporation avec u n  précurseur peu onéreux. Ceci pouvait 
également nous permettre d 'a f fec ter  dans l e  spectre d u  carbone 13 d'abondance na- 
t u re l l e  les valeurs.exactes des signaux des carbones époxydiques - 1 e t  - 2 de - PRT 

(co i r  chapitre "Structure E A U ) .  

Le schéma indique dans l e  squelette carboné de - PRT l 'o r ig ine  des d i -  

vers carbones. 

L'incorporation du précurseur a  é té  réal isée en ajoutant stérilement 

dans le milieu de culture,  une solution d 'acétate  de sodium au 4eme, 6ème, @me, 
lOème, 12ème jour de l a  culture. La culture e s t  ex t ra i te  au 14ème jou r .  La - PRT 

e s t  purifiée e t  c r i s t a l l i s é e  par l e s  méthodes habituelles. 

Les spectres R . M . N .  du 13c du cmposé marqué e t  d ' u n  Échantillon non 
marqué sont enregistrés dans des condi tiori; identiques. 

Le résu l ta t  l e  plus caractéristique e s t  l'augmentation du signal à 

6 = 55,2 qui corre~pond donc au C-2 de .- PRT. On note également une augmentation 
des signaux C-4 e t  C-6. L'augmentation att-ndue des signaux C - 1 1 ,  C-8, C-10 
n ' e s t  pas mesurable avec certi tude. 





- Y b -  

PRT m a r q u é  

15 MHz 

PRT  non marqué 



3 O  - ETUDE DE L'INCORPORATION DE L'ACETATE D E  SODIUM 13c 1 - 2  - 
9 0 %  - 

L ' i n c o r p o r a t i o n  e s t  r é a l i s é e  dans l e s  c o n d i t i o n s  i den t i ques  à c e l l e s  

u t i l  i s é e s  pour  1  ' acé ta te  13c-1. 

La- page c i - c o n t r e  donne l e s  spect res à 15 MHz de'  PRT i nco rpo ré  e t  - 
non inco rpo ré  . 

Un examen r a p i d e  montre l a  présence de 4 s i n g u l e t s  i n t e r n e s  correspondant 

au C-15 (21,9 ppm) ,C-3 (69,9 ppm), C-9 (130 ppm), C-12 (198,7 ppm). Les au t res  p i c s  

mont ren t  des bandes l a t é r a l e s  p l  us ou moins analysable.  Dans l e  b u t  d ' a m é l i o r e r  1  'ana- 

l y s e  de ces couplages, nous avons procédé à une mesure à hau t  champ (90,7 MHz). Le 

s p e c t r e  obtenu e s t  p l us  aisément i n t e r p r é t a b l e  ( c f .  c i - c o n t r e )  e t  l e s  constantes 

de couplage son t  mesurables avec p r é c i s i o n .  

J C-1 ,  C-2 = 25 HZ 

J C-4, C-14 = 36 HZ 

J C-5, C-6 = 34 HZ 

J C-7, C-8 = 52 HZ 

J C-l1,C-13 = 45 HZ 

J C-16,C-17 = 59 HZ 

Le schéma s u i v a n t  montre que l e s  couplages observés sont  b i e n  en 

accord avec l e  schéma théo r i que  de l a  page (94 )  : 

+ JF C - s i n g u l e t s  
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On repère aisément les carbones provenant du  C-2 de l 'acide mévaloni- 
que ( 3 ,  12,  9 ) .  Nous constatons aussi que la migration du méthyle 15 a bien impli- 
qué une coupure de l a  liaison C - 1 0 ,  C-15 du squelette eudesmane comme 1 'a proposé 
C.J.W. B R O O K S (  49 ) ,  L'hypothëse de D.J. DUNHAM ( 48 ) qui f a i t  intervenir les 
intermédiaires spiro es t  dans ce cas également écartée. 

**, ++ C issus d 'une m,êrne molécule d ' acétate 

On observe u n  couplage pour l e  C-6 qui, dans l'hypothèse de D.J. 

DUNHAMserai t u n  singulet. 

On peut également obtenir de l ' e  tamen de ce spectre une mesure du 

pourcentage d'enrichissement à chaque carbot~e.   es int6n:;ites des bandes satell i- 
tes permettent de definir un pourcentage d '  ncorporation. Le calcul se défini 

ainsi : 
IC est l ' in tensi té  du pic central 
IL es t  la somme des intensités des bandes latérales 



L'acétate de sodium u t i l i s é  e s t  enrichi à 90% en 13c, c 'est-à-dire 

que l 'on a : ,  

81% de molécules 13c-13c 

18% de molécules 13c-12c ou 12c-13c 

12& 1 Z C  1% de mol écules 

11 y a donc dans l e  pic central ,  dû à 1 'abondance naturelle,  une contribution 
non négligeable due à des molécules marquées sur u n  carbone. Cette contribution 
représente 18/81 de 1 ' intensi té  des pics 1 atéraux, donc 1 ' in tens i té  réel l e  due 
à 1 'abondance naturel l e  e s t  : 

tandis que l e  pourcentage d'incorporation à chaque carbone e s t  fourni par l a  
formule : 

% = 1,l IL TN 
Le tableau suivant rassemble nos résul ta ts  : 

Incorporation Abondance to ta le  en 13c 

% . % 

: C-1 2,95 4,05 

1,13 2,23 C F 2  

La précision de ces mesures repose principalement sur une bonne sépa- 
ration des bandes la térales  e t  des pics centraux. Les mesures les  moins précises 

sont celles des carbones 1, 2 e t  5. 



Un examen plus attentSf d u  spectre montre que les  pics 15, 3 ,  9,  12 

théoriquement singulets , présentent des bandes 1 atérales d '  i ntensi tEs faibles 

mais non négligeables. De même, les carbones 4 ,  6 e t  5 montrent des bandes la- 

térales  supplémentaires de chaque côté de ce l les  attendues. Ces bandes ne Deu- . . 
vent ê t re  dues qu'à des couplages 13c,  13~::. 

Une analyse simple doit  nous permettre de comprendre e t  de calculer 

l a  probabilité pour que les  deux carbones voisins soient marqués au 13c. Pour 
simplifier notre analyse prenons l e  cas d'une molécules de deux carbones Cl-C2. 

I l  ex is te  deux é t a t s  pour u n  carbone 12c ou 13c : 

- Nous appelons Pl  l a  probabili té pour que l e  carbone 1 so i t  13c, 

1-Pl e s t  l a  probabilité pour q u ' i l  so i t  u n  12c. 

- Nous appelons Pz l a  probabilité pour que l e  carbone 2 so i t  13c, 
1-Pz  gu' i l  so i t  un  12c. 

- La probabilité pour que C l  e t  C 2  soient tous l e s  deux 13c e s t  
Pl x P2,  e l l e  e s t  égale à l a  probabilité que l e  C1 s o i t  un dou- 

blet  en R . M . N .  : 
Pl X Pz = Pld = P2d 

- La probabilité pour que Cl s o i t  13c e t  C 2  un 12c es t  : 

Pl X ( 1  - P z )  = Pls 

c ' e s t  l a  probabilité que l e  C l  s o i t  un singulet en R . M . N . .  

- La probabilité que C l  s o i t  u n  doublet ou u n  singulet e s t  bien 

.C 

** Nous avons v é r i f i é  que dans l e s  conditions des mesures, l e s  bandes latérales 

ne pouvaient &tre des bandes de rotation (écart non constant e t  non égal à l a  

fréquence de rotation, absence d e  ces mêmesbandes s u r  le p i c  TMS).  
-* 



Nous pouvons p r e v o i r  l e s  i n t e n s i t é s  r e l a t i v e s  des signaux s i n g u l e t  

ou doublet. 

Le rappor t  i n t e n s i t é  du s i n g u l e t / i n t e n s i t é  s i n g u l e t  t doublet  pour Cl 

Le rappor t  i n t e n s i t é  du doub le t / i n tens i té  s i n g u l e t  + doub le t  pour 

c'es) l a  probabi l d t é  pour que la C 2  s o i t j  un 13c. , J 

Nous ayons mesuré d rs  intensi1.é.s doublet/s-,gnal t o t a l  de 0,22 à 1 3 ~ 2 8  

pour l e s  bandes q a t e l l i t e s  des carbones 13 e t  15 de PF!T (ces carbones ne prssente -- 
qu'un carbone v o i s i n ) .  . fJ 

S i  noug calculons ce r a p p o r t  d '  i n t e n s i t é  rr,FT p our  une, abondance 

n a t u r e l l e  = 0,01 a Pl = Pz, d f  s 

nous tnouvons : 0,Ol x = 0,Ol 
0,Ol 

. $ 

S i  nous u t i  1 i sons  l e  5 pourcentases d '  incorpcra t ions  obtenus dans n o t r e  

expérience, en fa isant  l ' app rox ima t ion  que, l e  marquage e s t  uniforme, l e  pourcen- 

tage moyen d ' i n c o r p o r a t i o n  e s t  2,7% = 0,027, ce qu i  doqne : 
- 

Nous constatons que ces c h i f f r e s  sont  t r è s  é lo ignés  de ceux obtenus 

expérimentalement (0,22 e t  0,28). La va leur  de 2,7% obtenue e s t  une valeur  

s t a t i s t i q u e  s u r  l e  l o t  de molécules. E l l e  ?e s i g n i f i e  pas que chaque molécule 

c o n t i e n t  2,7% de 13c. La mesure expérimenti l le nous i n c i  t e  à penser q u ' i l  e x i s t e  . * 
13 des molécules t r è s  en r i ch ies  en C pour l \?squel  l e s  l a  ~ r o b a b i l  i t é  de présence 

de deux 13c v o i s i n s  n ' e s t  pas négl igeable, '  mais l e  mélalige avec un l o t  de molé- 
I 

c44'fcls faiblement ~ ! n r i c h i e s  ou à une abondanice n a t u r e l l e ,  a b o u t i t  à un taux g loba l  

d 'enr ich issement  de 2,7%. Ces m0lécules t r + s  en r i ch ies  ;seraient responsables de 

1 ' a p p a r i t i o n  dans l e  spec t re  des couplages i 13c, 13c au t res  que ceux dus à 1 ' i n -  
! 

corpora t ion  du précurseur., acétate 'doublement marqué. La p r o b a b i l i t é  de ces cou- 







plages augmente avec l e  nombre de carbones voisins d'un même carbone : ainsi  

C-5 ( 4  carbones voisins) présente en plus d u  couplage C-5, C-6 des bandes 

supplémentaires d ' i n t ens i t é  non négligeable (voir  f igure) ,  de même pour C-4 

e t  C-6. Par contre, C-16, & i l 7  qui ne peuvent comporter d 'autres voisins pré- 

sentent uniquement l e  couplage attendu. Nous avons donc af fa i re  à une incorpo- 

ration non s ta t i s t ique .  

Sur l e  plan biologique, i l  e s t  intéressant d 'expl ici ter  ce phénomène. 

Le champignon synthétise ses terpènes à par t i r  de 1 'acétyl -COA.  L'acétyl-CoA 

provient t r è s  majoritairement de la  dégradation des sucres (seule source de 

carbone importante dans nos cul tures) .  

La dégradation des sucres aboutit ii u n  acétyl-CoA qui e s t  local isé  

dans la niitochondrie. La synthèse de terpénoïdes e t  stéroades a l ieu  dans l e  

cytoplasme. L '  acétyl -CoA ne peut traverser te l  quel 1 a membrane mi tochondrial e ,  

ce passage a l ieu par transformation en c i t r a t e  à par t i r  de l 'oxaloacétate.  

Le schéma ci-contre résume nos connaissances actuelles sur la localisation cellu- 

l a i r e  des systèmes enzymatiques concernés ( 52 ) .  

L'acétate extracellulaire,éventuel1ement présent s ' i l  passe 'la mem- 

brane plasmique, e s t  transformé en acétyl-CoA par u n  acétyl-CoA synthétase cy- 

toplasmique ( 53 ) .  I l  e s t  alors u t i l i s é  par l a  ce1 iule  pour ses diverses syn- 
thèses (acides gras, cholestérol,  e t c . . . ) .  

Lorsque 1 es deux mécanismes de synthèse de 1 ' acé ty l  -CoA sont en compé- 

t i t i o n ,  l a  voie la  plus rapide e s t  cel le  de l ' a c é t a t e  e x ~ r a c e ? l u l a i r e  ( 53 ) .  
L '  acétate mi tochondrial n ' e s t  mobi 1 isable q u '  après u n  échange avec 1 'oxa l oacétate. 

Le f a i t  donc d 'a jouter  à notre milieu de culture de l 'acetace de sodium, 

f a i t -  que celui-ci e s t  immédiatement u t i l i s é  préférentiel lement à 1 'acétyl-CoA pro- 

venant de la dégradation des sucres. 

Nous avons donc un l o t  de molécules fortement enrichies qui sont a lors  
élaborées. L'acétate externe épuisé, l a  voie de dégradation d u  glucose e s t  unique- 

ment u t i l i s ée  e t  conduit à une dilution des molécules enrichies par des molécules 

naturel les .  

Bien que nous ayons ajouté 1 ' acétate de sodium I3c par fractions sur une 

durée de dix jours, nous avons aboutit  à u n  mélange de molécules t r è s  enrichies 

(synthétisées immédiatement après addition) e t  de molécules non enrichies (syn- 

thétisées entre chaque addition).  Ceci permet de dire  qu ' i l  e s t  nécessaire de 

d i luer  l e  précurseur marqué par l e  meme précurseur non  marqué, pour ne pas observer 

de couplages mu1 t ip l e s  qui peuvent compl iquer l e  dépoui 11 ement des mesures. Ceci 
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est en contradiction avec la  conclusion de R . E .  LONDON ( 55 ) qui estime que 
l a  dilution par l e  Pool naturel d 'acétate e s t  suffisante.  

II - ETUDE C I N E T I Q U E  DE L A  PRODUCTION DES M E T A B O L I T E S  D E  p, roqueforti 

1"  - SCHEMA HYPOTHETIOUE D E  L A  SEOUENCE DES METABOLITES D E  

Lorsque l e  squelette d ' u n  terpène e s t  synthétisé, i l  subi t  une sé r i e  de 
métabolisations qui aboutissent à u n  composé dont l e  degré d'oxydation e s t  diffé-  

rent  du composé parent. Cette m é t a b ~ l i s a t ~ o n  peut même conduire à une dégradation 
plus o u  moins importante du squelette par perte de un ou plusieurs carbones. 

L'examen des structuibc~s des di v?rs métabol i 1;es isolés d ' i in même orbga- 
nisme (ou parfois d'organismes cifférents : ,  permet t rès  souvent de proposer une 
séquence hypothétique de l 'ordre de synthlie des métabolites. Nous pouvons prlo- 
poser pour les  métabolites de P. roqueforti un t e l  sché?na (cf .  ci-contre).  

Le précurseur érémophilène n'a ]Jas é t é  isolé.  Le premier nétabolite 
caractérisé e s t  - EB. Le passago de EB à EA 1:ourrai t se f ? i r e  par une su i te  d'étapes - - 
élémentaires : isomérisation de l a  double liaison 11-13 en 7-11, époxydation de 
ce t t e  double l ia ison,  acétylation de la  foilction hydroxjle en 3 .  

La transformation - EA -t - EC se f a i t  par une réaction d'hydroxylation 

en C-12. 

Le composé - EC formé équilibre chimique entre deux formes peut conduire 
à - PRT par oxydation de l a  fonction alcool en 1 2  ou en ED par réduction de l a  - 
double l iaison 9-10. 

11 nous f a l l a i t  donc confirmer ou d' infirmer te l  schéma par diverses 
techniques. 

Les premiers composés d'une séquence métabolique étant formés chronolo- 

giquement les  premiers, une analyse séquent 'elle devrait en théorie détecter l ' o r -  
dre dans lequel ces métabol i tes apparaissent . En pratiqug , les étapes successives 
se déroulent souvent avec une t e l  l e  rap id i té  qu' i 1 n ' e s t '  pas toujours possible de 

distinguer l 'o rdre  de synthèse des substances. 
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Néanmoins, nous avons t e n t é  c e t t e  analyse pour l e s  mé tabo l i t es  de 

P.roqueforti . Pour ce f a i r e  nous avons, dans un p remier  temps, à m e t t r e  au p o i n t  

une méthode de dosage de ces mé tabo l i t es .  

2' - DOSAGE D E S  METABOLITES D E  P .  roqueforti PAR CHROMATO - 
GRAPHIE L I Q U I D E  A  HAUTE PERFORMANCE (CLHP) - 

Le c h o i x  de l a  chromatoqraphie l i q u i d e  e s t  j u s t i f i e  p a r  une p o l a r i t é  
' 

e t  un po ids  mo lecu la i r e  é levés de nos compos6s rendant  une chromatographie en 

phase vapeur d é l i c a t e .  D 'au t re  p a r t ,  l a  p l u s p a r t  des mé tabo l i t es  possèdent l e  

chromophore cétone a ,  6 i n s a t u r é  q u i  présente un E = 15000 aux env i rons  de 

250 nm ; on peut  donc env isager  aisément une d é t e c t i o n  en abso rp t i on  U.V. de ces 

composés. 

Il f a u t  o b t e n i r  une sépa ra t i on  s u f f i s a n t e  pour p o u v o i r  f a i r e  une mesu- 

r e  q u a n t i t a t i v e .  La sépara t ion  en CCM de - - -  EA, PRT, EB avec é l u t i o n  par  un mélange 

CHC13/MeOH (95/5, V/V) sembla i t  s a t i s f a i s a n t e .  La t r a n s p o s i t i o n  de ce s o l v a n t  en 

CLHP s ' e s t  r évé lée  inadéquate. Après d i v e r s  essais ,  nous avons sé lec t i onné  deux 

é luan t s  d i f f é r e n t s  : 

A  - THF/Hexane (75/25, V/V) pour l a  sépà ra t i on  e t  l e  dosage de 

EA, PRT, EB - - -  
B - Chloroforme pour  EC - 

La page c i - c o n t r e  montre l e s  chromatogrammes des qua t re  substances 

obtenus avec ces deux é luan ts .  L ' é l u a n t  A  ne permet pas une e s t l m a t i o n  p r é c i s e  

de EC p a r  une mesure des hauteurs de p i c s .  C 'es t  dans ce b u t  que 1  'G luan t  B a - 
é t é  u t i l i s é .  

La colonne u t i l i s é e  e s t  l a  même dans l e s  deux cas e t  e s t  un s i l i c e  
O 

po re l i se ( t a i l 1e  moyenne des pores : 100 A) de g ranu lomét r ie  10 vm. 

Nous avons t e s t é  l a  v a l i d i t é  de c e t t e  méthode en mesurant : 

- l a  s t a b i l i t é  des temps de r é t e n t i o n  

- l a  r e p r o d u c t i b i l i t é  des hauteurs de p i c s  

- l a  s e n s i b i l i t é  

- l a  l i n é a r i t é  de l a  réponse du -dé tec teu r  



Nous avgns réa l i sé  des échantillons standards en mélange de - -  EA, PRT 

e t  EB de 0;5 mg de chaque composé par ml de solution e t  une solution standard - 
de - EC à 0,5 mg/rnl $galement (solution chloroformique). 

Le volume injecté  e s t  constant (10 ~ l ) ,  l es  quantités variables sont 

obtenues par dilution adéquate des solutions mères. 

a )  S t a b i l i t é  des  temps de r é t e n t i o n  : 

Nous avons injecté sur deux jours, 26 échantillons du mélange 

EA,  PRT, E B  avec des quantités variant de 10 à 500 ng, e t  30 échantillons de l a  
solution standard -- EC (sur  deux autres jours). Les résul ta ts  figurés dans l e  ta- 
bleau suivant montïe une grandesstabi l i té  des temps de retention. 

- 
. . : Temps de rétetition ( s )  : Moyenne : Ecart type : Coefficient 

Composés 
: (minutes) : Moyenne ( S I  :de variation : Gamme 

o. 
A .--------i-ir.ii-i-----ii-.--ii---.--,.------- .-----------*-------------.-----..-..----- 

. . E A : 291-295 : 294 : 4,9 <; 1,1 . . O ,fi 7 
s - - - - - - - - - - - - . - - - * - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - r  .-----------.-------------------------- 

PRT : 443-449 447 : 7,4 1,5 : 0,33 

b )  La. r e p r o d u c t i b i l  i t i  des  h a u t e u r s  de p i c s  : 

La yeproducti bi 1 i  t é  des habteurs de pi C S  a é t é  appréciée en i n- 
jectant  10 fo is  500 n g  des échantillons ( s ~ r  une journee). Les coefficients de 

variatisn obtenus de  0,8% à 2,8% représenteqt 1 'erreur t3tale  résul tant  de 1 ' in -  

jection, la résolution e t  de la  détection 

: Hauteurs de pics (mm)  : Ecart t-cpe : Coefficient de : 
: Composés : - - U - - - - - - - - - - - * t - - - - - - - - - - - - - - -  

( m m )  : Moyenne : : variation % : 
: Gamme 

E A : 222-243 : 23 5 6 295 

PRT : 199-210 : 206 3 3 4  1,6 

EB : 67-74 7 1 199 2 ,a 









c )  La s e n s i b i l i t é  de l a  méthode : 

Cette sens ib i l i té  a é t é  évaluée en injectant 50 n g  des standards 
à la sens ib i l i té  mqximum d u  détecteur (0,005 unités de Densité Optique sur la 
pleine échel le) .  Lqs hauteurs de pics (en mm) divisées par l e s  quantités injec- 

tées (en nanogrammes) donne 4,7  ( E A ) ,  - 4 , l  ( P R T ) ,  - 1,4 ( E B ) ,  - 0,95 ( E C ) .  Les chro- 
matogrammes obtenus. représentés ci-contre indiquent que l 'on peut mesurer 10 ng 
de - EA e t  - PRT avec précision e t  20 ng de - EB e t  E C .  Néanmoins on peut détecter 2 n g  - 
de EA e t  PRT e t  10 ng de EB e t  EC.  - - - - 

d ) ' L a  r e l a t i o h  e n t r e  12 h a u t e u r  des p i c s  e t  l e s  q u a n t i t é  

i n j e c t e e s  : -- 
Cet,te relation z* é té  obtenue en' injectant 10 pl des échantillons 

standdrds sur une g3mme a l l an t  ji? 10 à 5000 n g .  Les griiphiques ci-contre indiquent 
une bonne l inéari  te! de la  répon: e dans l a  gamme envisagée. 

3 O  - CINETIQUE D E  PR0DUCTI:N D E  E A ,  P R T ,  E B ,  E C  - -. -. 

Nous avpns analysé 1~ milieu de culture de 1 1  souche B qqi élabore tous 
ces métabol i t e s .  Ailx jours choi gis nous av<.ns prélevé t,,\ois f io l e s ,  ~assembl6 l e  
milieu de ces troii; f ioles  e t  ex t r a i t  l e  m.,lieu au chlo~+oforme. Les t rois  mycé- 

1 iums, soigneuseme,~t lavés à 1 't:?au d i s t i l  ltre, sont déssi$çhés jusqu'à poids cons- 
tants.  La moyenne cies t ro i s  poids secs e s t  ~ t i l i s é  pour mesurer la  croissance du 

champignon. Le pH rlv milieu de culture e s t  or i s  juste  avant extraction. 

L'extra-.t chloroform~que brut esi; d'abord purifié par une chromatogra- 
phie sur une courtc colonne de s i l i c e  dont e b u t  e s t  de re ten i r  les  produits po- 
la i res  qui pourraicint encrasser la colonne : IHP.  L 'extrai t  purif ié  e s t  repris par 

du chloroforme e t  i nalysé par 1â colonne à iaute performiince. 

Le grapbiqueci-contre montre l e  résu l ta t  obttrnu. Les quantités sont 
exprimées en mg de,rnétabolites pour une culture (environ 150 ml de milieu). Le 
métabolite qui 1 'or obtient en quantité l a  lus importan.!:e e s t  - PRT.dont l e  maximum 

se s i tue au l0ème "jour à 11 mg par f io le .  L 'a l lure  géné,riile de production des mé- 
tabolites ne permet pas de définir  u n  ordre de biosynthè:,e entre  ces métabolites. 
I l  n ' e s t  pas possible de montrer que E B  app; r a i t  avant El. par exemple. Le seul - -.- 
c,rs:",-i~ ir,tE~--tsz.-.$ de ce d i c d w x e  e s t  q:e J1a~!~;nci?talion r=r;Cde 6 2  ?: q ~ u i . t f t S  

-de ?R'i dd 1 C è ~  joua* au llème jour e s t  accon pagné de l a  chute de la  quantité de EC.  - 
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Nous avons réa l i sé  cet te  sér ie  de mesures t r o i s  fo is .  A chaque fo is  l e  

seul f a i t  intéressant é t a i t  1  'augmentation de la  quantité de - PRT,  associée à l a  
chute de E C .  Seul au cours de ces différentes sér ies  de mesures varie l e  jour du - 
maximum de - PRT lcbservé (du  10ème au 14ènie jour en général). 

Pour ver i f ie r  l e  phénomène mis en évidence sur ce t te  souche, nous 

avons répété ces mesures avec la souche N R R L  849 qui élabore seulement les 

composés EC,  PRT, En. - - -  
Le diagramme obtenu met en évidence l e  même phenornene que précédemment. 

Le maximmum de - EC se produit avant celui de - PRT. Cette expérience répétée t r o i s  

fo is  a  conduit toujours au même p ro f i l .  

Ces expériences indiquent que i n  vivo - EC pourrait ê t r e  l e  précurseur 

Nous~avons cherché à analyser la teneur en ces divers métabolites du  

mycélium de ces souches. Nous avons ex t r a i t  à des jours déterminés l e  rniiieu de 

culture e t  l e  mycélium de t ro i s  f io l e s .  Dans tous les ex t raf t s  réal isés  sur l e  

mycélium, i l  a é té  impossible par chromatographie liquide de retrouver l a  PR 
toxine, alors que l e  mi 1 ieu de culture en contenait des quanti tés habi tue3 l e s .  

I l  en a  é t é  de même avec les  ex t r a i t s  effectués sur la souche B ; l e  composë 

PRT n ' e s t  pas détectable dans l e  mycélium alors queles composés € A ,  L B ,  EC le  - - - - 
sont mais en quantités beaucoup plus faibles que dans l e  milieu d e  culture ( l e  
dixième environ) (tableau ci-contre).  L'analyse en CCM des divers ex t ra i t s  montre 

parfois une tache au Rf correspondant à - PRT e t  dont l a  fluorescence e s t  compara- 

ble mais t r è s  faible  même avec des dépôts importants. 

Nous avons incr iminél ' ins tab i l i té  de - PRT au cours de l 'extract ion.  

En e f f e t ,  P.M. SCOTT ( 54 ) a montré que la  PR Toxine é t a i t  instable dans des 
ex t r a i t s  contenant des acides aminés l ibres  ou des amines. 

Nous avons vérif ié  cet te  hypothèse en ajoutant juste avant extraction 

au mycélium d'une souche NRRL 849 des quantités raisonnables de - PRT e t  EA - 
(environ 1/éù de l a  quantité usuellement détectée dans l e  milieu de cu l ture) ,  

--- 

Métabol i  t e  a  jouté : Quanti t é  ajoutée en mg : Quanti t é  retrouvée en % : 
. - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - * - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  

O 9 2 . .  4 5% E A 
O,5 40% 

PRT 



Ce tableau révèle donc 1 ' i n s t ab i l i t é  des composés éremofortine e t  plus 

particulièrement de S T  dans u n  extrait '  chloroformique mycél ien. 

En conclusion de ce chapitre,  nous pouvons d i r e  que - EC e s t  t rès  proba- 
blement le  précurseur de - PRT in vivo. Mais ceci n ' e s t  qu'une indication. 11 e s t  
souhaitable de confirmer ce t te  présomption par des arguments supplémentaires. 
D'autre part, nous n'avons aucune confirmation de l'hydroxylation du C-12 de - EA 

conduisant à EC.  - 
C'est pourquoi nous avons complété ce t t e  étude par des fractionnements 

cel lulaires  de P,roqueforti dans l e  b u t  de mettre en évidence i n  vitro quelques 
I 

étapes envisagées dans l'hypothèse. 

I I  1 - . E N Z Y M E S  D E  P. roqueforti - 

Parmi les  réactions iilémentai res, catalysée!; enzymatiquelnent, q u i  sont 
proposées dans l e  schéma de biosynthèse pige , deux sont fréquenies : 

a )  La réaction d'hydroxyla.g.ion d ' u n  méthyle 
b )  La réaction tJioxydation d'un alcool. 

Nous nous sommes efforcés d i  objqctiver la  prtlsence des enzymes respon- 
sables de ces deux réactons chr:z P. roqueforti. 

1' - HYDROXYLATIO3 D U  M E T H L L E  C - 1 2  - 
Cette réaction e s t  u n  des modes d'actions d'qn système enzymatique 

complexe que 1 'on nomme oxydase à fonction nixte local içée sur l e  réticulum en- 
doplasmique des cellules Eucaryotes. Nous tlZtaillons l e  fonctionnement d'un t e l  
système dans l e  paragraphe consa'cré à la mit tabol isation de - PRT e t  - EA par des 
enzymes hépatiques. Ces oxydases intervienirent dans l e  rrt4tabolisme de substances 
endogènes t e l s  que l e  cholestérol, l 'ergost i rol  (principal stérol des champignons) 
les  acides gras. E'l les sont remarquables pa . leur faible  spéc i f ic i té ,  c 'est-à-dire 
par leur  capacité ij métaboliser une t r è s  gr inde variété structurale de substrats.  
El les  sont aussi i t~duct ibles ,  c'est-à-di re l u '  e l  l es  sont induites par les substanc 
quiel,les métahol isent.  

Elles donnent l ieu  l e  plus souverit à des réactions d'époxydation (sur  
des doubles l ia isons)  ou d'hydroxylation su:. des groupes méthyles ou méthylènes, 
des réactions de déal kylation ( 56 ) . 



Nous avons recherché l a  présence d'une hydroxylase - E A  -+ - EC chez 

P. mque for t i .  N O U S  avons pour ce la  fract ionné la  c e l l u l e  par broyage, puis 

centr i fugat ion.  Le système mi crosomal porteur des oxydases à fonctions mu: t i  p l  e s  

e s t  obtenu par une centr i fugat ion de 105.000 g pendant 1 ,3  heure d'un surnageant 

Post mitochondrial . Le cu lo t  obtenu const i tue  l e s  microsomes, l e  surnageant e s t  l e  

cytosol . 
L'incubation du culot  à 105.000 g en présence de NADPH , d'~xygene, 

avec EA n 'a  jamais permis l a  mise en évidence i n  v i t r o  de l a  réaction recherchée. - < 

Nous avons a lo r s  t en té  de l a  mettre en évidence in V ~ V O  the;: P. roque- 

f o r t i  : nous avons a jouté ,  dans l e  milieu de cul ture  dePp,  roquefort2 ( a u  7 P ~ e  

jour,  moment d 'appar i t ion de - E C )  divers composés de s t r uc tu r e  pouvanr s e rv i r  d z  

support à une réaction d'hydroxylation d u  type -- €A-EC . La gugélone e t  sapi epo- 

xyde furent  cho i s i s  dans c e t t e  in tent ion.  

(4  Puiégorre époxydes de !a fu !Gy i sne  

Aucun composé présentant un hydroxyle su r  7 ' u n  des rnéthyl es 9 ,  10 

ne pu é t r e  i so l é .  A côté du composé de d é p a r t ~ r e s t é  trGs major i ta i re ,  même après 

7 jours d ' incubation,  seu l s  des produits de réduction d e  l a  Fonct-ion c 2 t ~ n e  Pu- 

ren t  obtenus ( l a  mise en évidence de ces conposes a é t é  réc\lasee unQucae;nenrl par 

spectroscopie I.R. e t  R . M . N . ) .  



2"  - RFACTION D'OXYDATION D E  L'HYDROXYLE E N  1 2  - 
Cette reaction de déshydrogénation d ' u n  alcool e s t  classiquement 

effectuée par un enzyme du type alcool déshydrogénase : 

Nous avons entrepris  la  mise en évidence d'une ac t iv i t é  de ce type, 
c 'est-à-dire de l ' interconversion - EC + - PRT dans l a  cel lule  de P. roque for t i .  Pour 
cela nous avons incubé l e  cytosol e t  l a  fraction microsomale de cel lules  de 
P. roquefort i  avec ,EC.  - 

L'incubation type réalisée e s t  la  suivante : à 0 , l  mg de protéines 

( c y t o s o l i q u e s ~ ~  microsomales) en suspensiion dans u n  tampon phosphate (pH = 7)  
on ajoute 0,6 pmole de - EC.  Après une heure de contact à 20°C, on ex t ra i t  l ' incubat  

au chloroforme. Cet ex t r a i t  e s t  analysé par CCM pour suivre la  formation éventuel1 
de métabol i tes .  

Les incubations sont réalisées à par t i r  du fractionnement de deux 

souches de F. roqzreforti cultivées pendant 14 jours. La souche NRRL 849 e t  
une souche B-15 (non productrice de PRT) .  Les résu l ta t s  sont consignés dans l e  
tableau suivant : 

Souches NRRL 849 B-15 
Incubat 

: Cytosol : microsomes : Cytosol : microsornes : 

+ - - - 
: obtenus - - - 



Mous constatons immédiatement que seul le cytosol de la souche NRRL 

849 permet d'obtenir une métabolisation de - EC en - PRT et qu'il n'y a pratique- 

ment pas d'autres métabolites détectables en CCM. La souche 0-15 non productrice 

de PRT est incapable d'effectuer cette transformation. En multipliant par dix 

les quantités de protéines cytosoliques de 0-15, nous n'avons pu mettre en évi- 

dence la présence de - PRT par CCM, 

Nous avons ensuite surtout cherché à préciser l'aspect qualitatif de 

cette activité. En premier lieu nous avons vérifié qu'un cytoso? actif était com- 
plètement inactive par un traitement de 15 minutes à 100°C. D a n s  un deuxième 

temps nous avons voulu vérifier la réversibiljté de la réaction observée, c'est- 

à-dire savoir si ce cytosol était capable d'effectuer la réaction inverse 

PRT -t EC en présence d'un réducteur enzymatique classique, le N A D P H  ou le MADH. - - 
L'incubation de PRT en présenct! de NADPH ou de NADH pendant une heure 

ne conduit pas à l'obtention de - EC comme l'indique l'analyse en CCM. 

Dans des conditions analogues, lors de l'étude de la métabolisation 

hépatique de - PRT, nous avons montré que le cytosol de 1 "épatocyte réduisait 

PRT en EC en présence de NADPH. (Voir chapitre Toxicité). - - 
5 1  semble donc que les études in vivo et i n  v i t ro  aboutissent aux 

mêmes conclusions. Le champignon est capable d'effectuer la synthèse de - PRT 
à partir de - EC. Il n'est pas dans l'étzt actuel des travaux possible de déter- 

miner si cette réaction est catalysée par un alcool déshydrogénase classique, 

mais i l  est important de noter que seule une souche productrice de - PRT présente 

cette activité. 

D'autre part, nous avons tenté de réaliser l'interconversion EC + PRT --- - 
par une ADH de levure. Cette transformation s'est révélse également impossible. 
Un ADH de levure est trop spécifique pour accepter un substrat tel que - EC. 

Ceci nous incite à penser que 1 'enzyme responsable de la déshydrog6na- 

tion EC -+ PRT est spécifique de P. roqueforti. - - 
I l  s'agit certainement d'un enzyme génétiquement codé spécifique des 

souches toxinogènes de P. roqueforti. 



I V  - BIOSYNTHESE DE EE E T  PR I M I N E  - 
Ces d e u ~  métabol i tes azotés on t  é t é  i s o l é s  l o r s  d'une c u l t u r e  de l a  

souche NRRL 849. Mpus n'avons jamais pu o b t e n i r  à nouveau ces métabol i t e s  s imul-  

tanément. 

Nous proposons i c i  une hypothèse pour rendre compte de l e u r  présence 

simultanée au cour5 d'une c u l t u r e .  

La r é a c t i o n  chimique de l'ammoniaque sur  - PRT condui t  au composé nommé 

PR imine. Le mécanisme d'une t e l l e  réac t i on  f a i t  i n t e r v e n i r  l e s  i n te rméd ia i res  

c lass iques su ivants  : 

PRT I 

PR imine 

EE p o u r r a i t  é t r e  considéré comme provenant de l a  r é a c t i o n  d 'oxydat ion  - 
de l a  carbinolamine i n te rméd ia i re  - 1. 

Pour v é r i f i e r  c e t t e  hypothèse, rous avons a j ~ u t é  dans l e  m i l i e u  de 

. (...yL -'- -: r , .  - r~;~. .eî-~:t:  d ~ :  c ~ l f a t 2  d'en%ci'itii..;, s c i t  des l e  d ë k s t  Cs 18 CUI~L?~?, 

s o i t  en cours de cu l tu re .  Dans chaque expérience, seule l a  PR imine f u t  syn thé t i sé  



/' Nous avons t e n t é  de f a i r e  a g i r ,  sur  ce système, l a  f r a c t i o n  contenant 

1'ADH de P. roquef~rti. L ' i ncuba t i on  de - PRT, s u l f a t e  d'ammonium, e t  ADH n ' a  jamais 

permis l a  mise en evidence de EE. 

Néanmoins, l e  problème de l a  présence de ces deux métabol i tes dans une 

c u l t u r e  se pose. I l  e s t  poss ib le  qu'au cours d'une s t é r i l i s a t i o n  à l ' a u t o c l a v e  du 

m i l i e u  de c u l t u r e ,  une é léva t i on  de température en t ra îne  une des t ruc t i on  p a r t i e l  l e  

du m i l i e u  e t  a p p a r i t i o n  d ' i o n  ammonium ( à  p a r t i r  de l ' e x t r a i t  de l e v u r e  source 

d 'azo te  complexe), responsable de l a  fo rmat ion  de PR im ine  e t  EE. 





Le schéma de biosynthèse des métabol i tes de P.  r oque fo r t i  n ' a  pas é t é  

confirmé dans tous ces aspects. Le composé - EB e s t  probablement l e  premier des 

métabo l i tes  élaborés. Sa stéréochimie absolue déterminée permet de pos tu le r  que 

l a  conformation du c a t i o n  - 6, qu i  a donné naissance au sque le t te  eudesmane précur-  

seur, e s t  l a  su ivante : 

Ce c a t i o n  condu i t  par  c y c l i s a t i o n ,  pu is  réarrangement, au sque le t te  

érémophi lane épimère en - 7 ( 7 a ) .  

L'étude b iosynthét ique du 13c montre que ce réarrangement e s t  b ien  une 

m ig ra t i on  du méthyle en 15. 

L 'é tape l a  mieux é t a b l i e  dans c e t t e  biosynthèse e s t  l ' i n t e r c o n v e r s i o n  

EC -t PRT où nous avons pu montrer que in vivo e t  in v i t ro ,  l a  t ransformat ion EC + PRT - - - - 
é t a i t  r é a l  i s a b l e  e t  que c e t t e  t rans format ion  é t a i t  spéci f ique des souches toxi,n,o- 
genes de P. r o q u e f o r t i .  





A 9 C T I V I T E S  B I O L O G I Q U E S  D E  HI 





R . D .  MET, dans son étude prélirtiinaire de - PRT ( 2 )  a mentionné sa toxi- 
c i t é  chez l e  r a t .  11 a mesuré une dose l j t a l e  50 ( D L  50) de 11 mg/Kg e t  115 mg/ 

Kg par voie intrap6ritonlalc e t  arale  respectivement. Des valeurs un  peu infé- 

rieures ont é t é  trouvees au cours de nos propres expériences. 

Dans un t e s t  de toxic i té ,  u t i l i s an t  u n  protozoaire c i l i é  : colpidiurn 

campyanrn, effectué en col laborat . ion .avec D .  DIVE e t  développé dans l a  publica- 

t i o n  jointe (Bull. Environ* Contam. Toxicol., 1978), nous avons mesuré l ' i n h i -  
b-ition de Ta nul t ip l i îa t io i i  ct-l l u l a i r e  de ce protozoaire par - PRT. La dose m i n i -  

male actlve ( D . M . A . )  e s t  l a  dose a~inirnale qui modifie l a  croissance de la  cul- 

ture .  On obtient pour P R I  ü n e  D,M.A. de 0,25 ug/ml. Dans ce t e s t  1 'aflatoxine B -- 

ne rëpond pas à des doses de i O  iiy/rnl, mais l a  patuline e t  l e  diacétoxysciapénol 
montrent une D.M.A. de 0,5 ~ g J m l .  





I N D U I T E S  P A R  PRT 

PRT altère le métabolisme cellulaire au niveau de ses mécanismes 
essentiels, c'est-à-dire ceux qui sont liés à la transmission de l'information 

biologique. Cette information est stockée dans le DNA au niveau de la sé- 

quence des bases de ce DNA . La replication assure la formation de copies 
exactes du DNA pour la transmission héréditaire de l'information. Dans le 

processus de transcription, l'information génétique est transférée du DNA 

aux différents RNA dont les RNA m. Enfin, 1 'information génétique du 

RNA messager est utilisée pour la synthèse des protéines au cours d'un 

processus appelé traduction. 

Mous allons examiner l'action de - PRT à ces différents niveaux et 

nous rappeleroias rapidement à cette occasion le fonctionnement de ces étapes 

de trcnsmission de l "information. 

1 - ACTION SUR LA REPLICATION - 
11 est bien connu que le DNA porte dans la séquence de ses 

nucléotides l'information génétique du "code". La replication est le processus 

par lequel le DNA se duplicate en respectant ce code. La biosynthèse du 

e DF!A par les DNA polymérases à partir des nuclëotides triphosphates, en 

utilisant comme modele une molécule de DPF, constitue ce processus. 

C .  AUJRRD a inontrë que - PRT inhibe la biosynthèse du DwA sur des 

ceIl wles hépatiques en cultures (65). De plus, cette inhibition s'est avérée 

irréversible, c'est-à-dire quY1 y a persistance du phénomène après élimina- 

tion de - PRT'du milieu d'incubation. 



I I  - ACTION SUR LA TRANSCRIPTION - 

La transcription désigne l e  processus biochimique de l a  biosynthèse 
du  RNA chez la  cel lule  eucaryote, la  transcription a l i eu  dans l e  noyau. La 
biosynthèse du  R.N.A.  e s t  effectuée par des RNA polymérases DNA dépendan- 
t e s  à par t i r  de nucléotides t,riphosphates en u t i l i s an t  comme modèle l e  brin du 

DNA . qui dét ient  l'information. On distingue globalement t r o i s  étapes : 

- l ' i n i t i a t i o n  (mise en place des facteurs nécessaires à l a  
synthèse du  RNA ) ,  

- 1 'élongation (synthèse de la chaîne RNA ) ,  
- la terminaison (séparation du RNA synthétisé e t  d u  complexe 

DNA RNA polymérase). 

Y. MOULÉ a montré que l e  processus transcriptionnel e s t  inhibé pirr 
PRT (66)  en u t i l i s an t  un t e s t  i n  v i t r o  fonctionnant avec les  noyaux isolés  de - 
foie .  

En u t i l i s an t  u n  système i n  vit.:o comprenant comme modèle du I DNA 

de thymus de veau e t  comme enzyme la RNA polymérase de E. Co l i ,  ce t  auteilr 
montre en outre que l ' inhibit ion se f a i t  d u  niveau de la RNA polymérase e t  

que l e s  étapes d ' i n i t i a t ion  e t  d'élongation sont inhibees. Enfin, -- PRT e s t  
a c t i f  sur l a  transcription sans métabol i sfition préalable. 

I I I  - ACTION SUR LA TRADUCTION - 
La traduction e s t  l e  processus biochimique de l a  biosynthèse des pro- 

t é i  nes. La biosynthèse des protéines se produit sur les  polysomes (ribosomes 
alignés sur l e  RNA m). Le code du RNA m e s t  t radui t  en une séquence pepti- 
dique ; ce processus exige l a  présence de la  fraction pH 5 enzyme ainsi  que 
ce1 l e  de beaucoup d'autres facteurs protéiques (facteurs d '  i n i t i a t ion ,  d'élon- 
gation, de terminaison). 

' 

La fraction pH 5 enzyme apporte les enzymes indispensables à l a  t ra -  

duction (aminoacyl t RNA synthétases e t  les différents  RNA de t r ans fe r t ) .  
Comme l a  transcription, l a  traduction se  déroule en plusieurs étapes : i n i t i a t ion  
élongation e t  terminaison. 

Y .  MOULÉ a montre que - PRT inhibe la  traduction i n  vivo dans l e  foie  
des ra t s  (67 ) .  A 1 'aide d ' u n  t e s t  i n  v i t r o  reconstituant à par t i r  de fractions 

I 

de foies de r a t s  (polysomes e t  pH 5 en~ymes)~ ,Y .  MOULE a montré que l ' inh ib i t ion  
e s t  retrouvée zn v i t r o  e t  que l ' inh ib i t ion  s e r a i t  essentiellement due à l ' a l t é -  
ration de l a  fraction pH 5 enzyme. 



B E T E R M I N A T I O N  D E S  G R O U P E S  A C T I F S  

DE mR E T U 3 E  S T R U C T U R E S  A c T I V I T E S  

L'existence à côté de PRT de métabolites présentant des différences 

structurales rninc?ui.,es e t  précises permet d'envisager Urie étude des relations 

entre la strw:ture chimlatle e t  1 ' a c t iv i t é  biologique. C'est ainsi  que nous avons 

t e s t é  f i a c e ~ v i c 5  b-iologique de  nos composés - - -  E A ,  E B ,  E C ,  du dérivé 3 hydroxy de 

PRT 7 s t  enfin FR im-ine (voir  figure ci-contre) .  - -- 

h o ~ ~  avons t e s t s  1"sction des composés mentionnés vis-à-vis de 

t ro i s  systèzcc : 

- Tcxicit2 i n  v ivo sur souris.  
- fnhjbition de la  transcription i n  vitro 

- Inhibjtion de la  traduction i n  vitro 

8 

Les mesures ont é t é  effectuées au laboratoire de Y. MOULE. Les con- 

dit ions expÉrimenta1es exactes des t e s t s  u t i l i s é s  sont précisées dans la  publi- 

c a t i e n  jointe (Chem. Biol, Interactions, 1 9 7 7 ) .  

La transcript-icn i n  v i t r o  e s t  réal isée avec des noyaux isolés  de fo ie  

de r a t s ,  en presence de nucléotides marqués (14c) .  On compare 1 'incorporation dans 

l e  noyau des précurseurs, dans l e  système en présence ou en 1 'absence des métabo- 

1 i t e s  à t e s t e r .  On mesure donc u n  pourcentage de 1 ' a c t iv i t é  de synthèse par rapport 

iiu témoin. 

La traduction i n  v i t r o  e s t  réal isée à par t i r  de polysomes, en pré- 
sence de l euc ine  rnarqufe (14~). On meusre I 'incorporation du précurseur marqué 

dans les  protéines, Lzs rez~ : i t a t s  sont exprimés en pourcentage de l ' a c t i v i t é  du 

térnoi n .  



P R T  7 - 

E C  - P R  im ine  



Le tableau s u i v a n t  résume les  résu l ta t s  obtenus sur l a  toxic i té  i n  

v i v o ,  l a  transcription e t  !a traduction : 

ioxic-itG sur souris : Transcription : Traduction : 
: Métabolites :-------------.------------i:---------:-l------:------:-L------: ' 

: ir!g/Kg : Mortalité : Ug/ml : X i n h i .  : pg/ml: % inhi.  : . 

PRT 1 O : 15/5  

E B 15 0/3 . . 

EC 50 O/ 5 

. . 
PR imine : i 5 c/G : 800 : 17 : 1000 : 10 : 

PRT e t  7 scnt  les seules ifiolécules biologiquement actives.  De plus, - - 
i l  y a une bonne corrélation entre les  réponses données par ' les  essais de toxi- 
c i t é  i n  vivo e t  ce l les  obtenues sur les t e s t s  i n  vitro. Ceci suggere que l e  
pouvoi r toxique e t  1 ' a p l i  tude 2 inhiber l e s  étapes de transcription e t  de traduc- 
tion i n  v i t r o  sont gcuverc2eâ par une même structure chimiques. I l  e s t  c l a i r  que 
la  fonction aldéhyde en 12 es% directement impliquée dans 1 ' a c t iv i t é  biologique 
des composés tes tes .  Ls perte de ce groupement fonctionnel détermine 1 ' inac t iv i té  
to ta le  des molécules (EA,  -- - EQ, - EC e t  PR imine). 

Par a i l l eu r s ,  11 fast remarquer que l e s  deux fonctions époxydes présentes 
sur la plupart des ~0fijp3sF-3~ étudifis ne jouent appareminent aucun rôle  déterminant 
dans 1 ' ac t iv i t é  biolcgiqbe mesurée. 

Ces relat ions entre seructures chimiques e t  ac t iv i tés  biologiques ont été  

retrouvées dans les  t e s t  de t~.::-icité sur C o l p i d i u m  campylum. Les doses minimales 
actives ont é t é  mesurées j:rsc;:r% lia concentration de 10 ~ g / m l .  

------- 

: Mét;:kol i tes  : D .Y . A .  ( ~ g / m l )  : 

EL? > 10 
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SUMMARY 

The problem of the chemical structure-biological effects relationships 
has been studied for various cremophilane compounds relakd t o  PR toxin 
(PRT), a mycoloxin syrithesized by I'en~cilllurn royue/orti. 'l'l-ie biological 
tests were based on in vivo toxicity for male Swiss mice and inhibition of in 
vitro lr;liisc.ril)Lioii aiitl lraiislatioii. 'l'lio rcbsiills sliowcd ;i gootl (.orrc'lation 
between the responses obtained for the three tests by the different coma 
pounds; thus, the  toxic potency and the capacity of inhibiting transcnp- 
tion and translation should be directed by a conimon chemical structure. 
The data also indicated that the biological properties are related t o  the 
existence of an aldehyde group in position 12. In addition, evidence has been 
obtained demonstrating the hydrolysis of PRT imine with formation of a 
PRT-like compound. 

INTRODUCTION 

PRT, a mycotoxin synthesized by some strains of Penicillium roqueforti, 
produces acute toxic effects in various animal species [1,21. The LD,, for 
male rats and inice is about 7 mg/kg t)y intrapcritoneal injection. PRT also, 
induces biochemical alterations in rat liver, i.e., inhibition of protein and 
RNA syritheses [3,4]. 

From a chemical point of view, PRT derives from the eremophilane ring 
system [5 ]  (Fig. 1). Apart from PRrr, the cultures of P. roqueforti contain 
other metabolites having the same basic structure but with various definite 

Abbreviations: DhlSO, dimethylsulfoxide; PltT, PR toxin. 



P R T  P R T  Alcohol 

~ r e m o f o r t i n  A Eremofortin 8 

Phonieiioiie P R T  Iniine 

Fig. 1. The structures of the various compounds testec .. 

chemical modifications [5,6] (Fig. 1). A similar structure is also found in 
phomenone, a mycotoxin isokLted from cultures of Phoma exigua var. inoxy- . 
dabilis [7,8]. 

The present papcr constitu t<>s an approach to the problem of the chemical 
structure-biological effects rc,lationships of' these related coinpounds. The 
results demonstrate the u t m o h  importance of the aldehyde group for the 
existence of biological activitics. . 

MATEItlALS AND MIS'i'liODS 

Isolatioti o f  m y  cotox-iri.~ 
A PRT-producing strain of Penicillium roqueforti, originally isolated 

from cheese, was grown in medium used by Wei e t  al. [2].  PR toxin and 
eremofortin A and B were isolated according to  a procedure previously 
descrihed [6]. PRT alcohol ;ind PRT imine were chemically synthesized 
from PR toxin us described by Wei e t  al. 151. Phomenone was isolated from 
cultures of Phonlu exrguu var. inoxydabilis and purified according to  the 
technique of Bousquet [7]. . 



Animals 
Adult male Swiss niice weighing 3 0  g t 3 g were used for  determination of 

the in vivo toxicity. They urere given intraperitoneal injections of myco- 
toxins dissolvcd in (DhESO). Control mice received the vchicl(1 alone. 

Adult male Wistar rats (Commentry strain) were used for isolation of liver 
nuclei and prepriratioii of liver polysomes. They were fasted 1 5  h before 
decapitation. The livers were quicltly removed and chilled a t  0°C. 

I s « l ( ~ l  i o n  o/ 1 1  uc~lcl 
Liv~rs  wc.rth homogt>nized in 9 vol of 2.2 M sucrosc (d = 1.28) cont:iining 

1 riihl Mg2'. 'l11i(~ honlogt>ii;ll~ W;LS <-(~)itr11'~1g(d for 8 0  rliin üt 1 9  000 q ) m  
(Hcbcknirin .J 21, rotor J A  20) according to  Ch;iuvr%au et id.  [9]. The pcll(?ts 
of niicl(>i wcarc i i s u d l y  k ~ p t  a t  - 30°C witliout cbnzyriiatic inactivation before 
h i n g  t c ~ t c d .  

Isolatlori of p o l y s o m ~ ~ s  
11 1ivc.r Iioi~iogc~i~:itc~ was pyepürclci in 4 vol. of 0.25 M sucrose matlc in 

medium B (50 mM 'l'ris-HC1, pl1 7.6, 1 0 0  mM ELCI, 5 mM Mg (C1-13C00)2, 
40 ml4 NaCl) and RNAase inhibitor (9 : 1) .  The  soluble RNAase inhibitor 
from liver was prepared accordiiig t o  Blohcl and Potter [IO] an3 used in 
cach stvp of e(lI1 fr;ic.tion:itioil. ' I ' l i ( 3  1iorrio~c.ri:rt~~ w:is filtclrcltl lhrough four 
laycbrs of surg~e al gayLcL ;iiiti c.c.titrifugcd for 1 0  niii at 15 000 rprn (l3c~ckni:ui 
J 21, rotor J i 1  20). 

?'lie postiiiitochondrial superiiatdiit was carefully rcmoved and adjusteci t o  
a final concentration of 1.35% in sodium deoxycholate. Total polysomes 
were obtaincd hy a previouly described modification 1111 of the onginal 
Blobel and Potter procedure [ l u ]  using a discontinuous density sucrose 
gradient. The gradients were centrifuged for  1 6  h a t  3 0  000 rpm (Spinco, 
rotor 30). The supernatant layers were discarded. The pellet were kept a t  
-30" C before use. 

RNA polymerase systetn 
The determination of the RNA polymerase activity of isolated nuclei 

was carried o u t  as follows: pellets of nuclei were resuspended in 1 0  mM 
Tris-FICI, pFI 7.8 (1.6 ml per pcllct of riuclei isolaled from 5 g of liver). 
The standard system contaiiied in 0.26 ml: 40 pniol(*s 'I'ris HCI, pl1 7.9, 2 
pmoles MgCl?, 0.25 prnole each of thri-he unlabellt~l nucleoside-5'-triphos- 
phates and 0.25 pmolcl of a '4C-labelled riucleoside-5'-triphosphate corre- 
sponding to  0.1 pCi (NKN Cliemicals Grnbti, Dreicxichenhain, West 
Germany), 1 0  pl  of DMSO o r  1 0  pl of DMSO containing the compound t o  
br  testcd, 0.2 in1 of a sus1)ensiori of riuc.1c.i (unl(.ss othcrwise stated). The  
incubations were run in duplicatc for 1 0  min a t  37"C, and the samples were 
processed according t o  the  procedure previously described [12]. 

Ami'no ocid incorporating systetn 
The determination of the in vitro amino acid incorporating activity 'by  



liver polysomes was carried out as follows: pellets of polysomes were resus- 
pended in medium B. 'i'he standard system contained in 0.51 ml: 0.25 
pmoles ATP, 0.05 pmole GTP, 1.5 prnoles phosph~enolpyruvate~ 12.5 pg 
pyruvate kinase, 25 prnoles 'fris- HC1, pH 7.5, 5 pmoles Mg (CH,COO),, 
50 pmoles KCI, 20 pinoles N;lCl, 0.025 pmole of each of the 1 9  unlabelled 
amino acids, 1 pCi L-[U-'"C]leucine (330 mCi/mmole), about 2 mg of the 
pH 5 enzyme fraction preparcd according t o  Wc.ttstein and Nol1 [13], 1 0  pl 
of DMSO'or 10 pl of DMSO t-ontaining t h t ~  compound to he tc.stcld, and 
0.150 ml of a suspension of polysomes corresponding t o  about 5 A260 units. 
After incubation a t  37°C for 15 min, three 100 pl sanlplcs were p:petted on 
Whatman 3 MM filter paper dises. Radioactivity of th<. incorporated labelled 
leucine was mcasured acc.ording to Mans ancl Novelli 11.21. 

Tho radio:ictivity w;is corintcd in ;i liq~iid scintillation spectrom<*tcr 
(Intertechniqui., Paris, France). 

RESULTS AND DISCUSSION 

In vivo experiments have shown that TRT induces short-term alterations 
in liver metabolism by impairing RNA and protein syntheses as early as 1 h 
after drug administration (3, 4 and unpublished results). In vitro, the 
addition of PKT produccd an iriliil~ilion of bot,h Lransc.riptior~ cw-ricvl out  hy 
nucblci and traiislatiori proinot(1cl t>y polysorricas. 'l'lie iritiibitory a(:Lion tfid not 
require an enzymntic* çorivcrsioii of  PR?' pnor to intchrfering with biosyn- 
thetic processes [ 4 ] .  Moreovcr, incubation of L'KT witli liver microsornes 
with or without added NADPH failed t o  increase the inhibitory effects on 
in vitro systems. These findings demonstrated that PRT is the molecule 
directly active on celi metabolism. 

The results obtained with I'R toxin-derived compounds show that large 
variations in the biological activity are observed among the tested corn- 
pounds (Table 1); PRT and PItT alcohol are the only molecules biologically 
active. Wowever, there is a good correlation between the responses for in vivo 
toxicity and that obtained for in vitro effects on cell-free systems for the 
various metabolites derived f r o ~ n  Penicillium roqueforti. Phomenone isolated 
from Phoma exigua has no toxicity and no effect on in vitro RNA synthesis 
but significantly inhibits the in vitro activity of polysomes. This fact requires 
further investigations which aro now in progress. 

The forcgoin~ results support the view that the toxic potency and the 
capacity of inhibiting transcripf,ion and translation are directed by a 
common cheniical structure. 'l'hcby also clcarly tlemoristrate tiiat the alde- 
hyde group on position 1 2  is clirectly implicated in the biological activity of 
the tested compounds. 'i'he Ioss of this functional group determincs the 
inactivation of the molecules (eremofortin A, B, PRT imine and phomenone). 

In addition, the present data suggest that the two cpoxide radicals do not 
play an important role since their presence (eremofortin A, 3 and PR'I' 
imine) is not accompariied by a significant biological activity. The obtention 
of a derivative having the aldehyde funetion, but missing the epoxide groups, 



TABLE 1 

TOXICITY AND EFFECTS O F  SOME I:REMOPHILANE ON 1N VITRO TRANSCRIP- 
TION AND TRANSLATION 

The various metaholites were dissolved i i i  DMSO and iiijected intraperitoneally into male 
Swiss mice. The composition of the sta.1dard assays is described in MATERIALS and 
METHODS. The transcription rc~iiclion w:is startcd by th<. :ic!ditioti o r  0.2 ml of a suspcn- 
sion of iso1att.d liver nuC1t.i which wcrr addeci irnmcdiat.ely af t rr  tlie metabolite t o  be 
testrd. The translation rrnction w:is st;iri<%d hy th r  addition of 0.15 ml of a suspension of 
isol:itecl liver p;,lysomes which {vcre ad(1t.d immcdiately after tlie metabolite t o  he tested. 
The perccntage of inhibition wi?s c a l c ~ l a ~ c d  011 the l~asis  of a control system containing 
DMSO ~ilone. The experinients were repeated a t  least 3 times and th<. results of a typical 
series are reported in the tahle. 

Metabolites lcsted 'I'oxicity on  n ~ i c e  Action on in vitro Aclion on  in vitro 
transcription transcription 
- - - -. 

nig/kg m r l i t y  pg/rnl Y n l i i t i o r i  pg/ml %) inhibition 
:it ::O t1;iys 

. . -- - .- . - - - ~ 

P. roqucforli  cultures 
PR touin 1 O 15/15 a 40 66 200 68 

20  48 100 4 0  
Erc~nioforti~i A 15 O /  C, H O 0  l (i 1000 !) 

1 r 1 1  .Ir> O/  :! H O 0  l I 500 4 
~1t.r ~ I C O I ~ O I  IO ' 4 1  4 "  .IO fi2 SOO 63 
PRT i r r i i r i v  15 O /  4 800 17 1000 1 O 

P. exigua cultures 
Phornenone 2 O O /  4 400 14 500 40 

- - 
a The animals died within 40 h. 

would definitively confirm this conc lusion. Moreover, the cornparison of the 
chernical structure of the .two equally toxic compounds, PRT and PRT 
alcohol (Table 1 and Fig. 1) led to the conclusion that acetylation of the 
eremophilane ring is not connected \fith the toxic property. 

It should be pointed out that preincubation of the various metabolites 
a t  37°C in the presence of 1 O mM Tris--HC1 buffer, pH 7.8, before the assays 
did not modify thc aforcmt~ritione(l responscs, c'xchcpt for 1)TL'r imine ('rablc 
I I ) .  Tliis activation did not corrc~s~)~)iîd to an cn~ymnlic conversion of the 
rnolecule since the preincubation car*-ictl out in the absence of isolated nuclei 
led to  the formation of a coriipoiirld which haï th(. at,ility of inhihiting in 
vitro transcription (th(, isolated Iiver n~iclei posscbss a drug-metabolizing activ- 
ity located in the external nuclear envelopo which belongs to the endo- 
plasmic reticulurn cornplex). 

This conclusion was strcngthciic~(l by thch following rcsults: first, the corn- 
pound(s) fonned during the preinritbation witii Tris-I-ICl buffer. pH 7.8, 
inhibited E. coli RNA polynierax whereas PItT imine was completely inac- 
tive. Second, it (they) also inhibited the translational capacity of amino acid 
incorporation promoted by isolatc<l liver polysomes (compare results in 



EFFECTS OF PREINC'CJBATION O N  TIIF: ACTIVITY O F  PRT IMINE AND PRT 

PRT imine and PUT wrre  prcinc~il>ated a t  37°C for 15 min t>efort~ heing t,ested on  e i t h ~ r  
tr:inscription o r  traiisl:ilioii. ?'II<% <.ornp(>sition OS ~ h c  pr(.incuI>;ifion mc?dium is givon in th<, 
table. T h e  transcription system cont;iinrd -10 pglml PRT or  800 pglml PRT imine. 'I'he 
niediuni atldrd is tfcsciib(~d in MATEI1IAl.S i \ND ?.qETIIODS. When K .  coli RNA poly- 
merosi. (Miles L;ttior;if.orics Inc., E:lkli:irl, Iri(li;iii:i. USA) w:is uscd, lhe  medium a d d < ~ l  for 
transcl-iptioii roi~l;i i i i t~(l  'l'ris-lf(:i I>iifl'(v pl-1 7.9, hTnC'l., Mg(:12, :{ ~iiil ; i l>(~Il~~d nii<.l<~osidc~- 
5 ' - l~ r i~~ l1o~pl i i i t t~s  ('\'I'I', C;'I3l', (TI'l'j, [ 2 - ' 4 < ' ~ ~ ~ r l ' I '  i t i  orcli~r 10 givc t . l ~ ( *  Sinal ccbiict-~~fr: ,~ 1011s 
;is prv\~ioiihly tl(~st.ril)cvi 1 1 1. 'l'Il(, :iss:iys wcsrt- r i i i i  :il :17' (: fiir I O  rriin. 'l'lirl t.r:insl;ttititi sys- 
l ~ ~ t ~ i  ~ ~ ~ ~ I I I : I I I ~ ~ ~ I I  200  pglinl I'It'I' 1 ) ~  l ti~!:/nil l'l{'l' i i l i i i i t s .  ' I 'Ii(~ r~*:i::(~iiIs < : o i i l : i i n t ~ c l  i i i  llio m(,- 
cliiiin : i t l t l ~ ~ I  : I V I ,  iiitli<.:iltvl 11, i\l.\'l'l~;lilAl,S : \ N I )  ,Ill.:'l'llOl>S. 'I'hts i i i t i i l > i t , i < > t i  ul;ih <.;il(.u- 
I;itr<l w i l l ~  r<.~;ircl t < h  ;\ ( . o i i l r c > l  sy4<-rii c . o i i l ; i i i i i i i l :  1)MSO :lloiic.. 'l'Ili, c~xpt~rimc*riL~ wlsrcB rcb- 
p1';if~~tl ;il. I t ~ i s t  :i f.itii<,s. 'l'tics r<.siilii o f  :i lvl11c:i1 s<*ri<*s :arc. rc.port.td in tlit- lühl(:. 

('oinposition or I.hr ;iss;iys I'RT iininr PIt'I' 

Pr<%inc-uh:itioir ciirri<d crut :il 37 ~C I'or I f ,  min 
- .  - . ~ . . ~ .  ... 

Ncicl<.i ( O .  1 rnl) t +  . - + + . - 
10 mM Tris--iîCI I>iil'l'(*r t + + + + + + + + +  

pl1 7.3 ( O .  1 1111) 

NAIIPII ( 1  mg ;iss;iy) + -- . .. + - 

In vitro I(\slh (lr.itiscrir>t ion o r  trans1;ition) 

( N H 4  ) S 0 4  (final'concentra- - -- - - -+ - -. 

l ion: 280 mM) 
Medium for  transcription + + + + +  + + +  
Nuclei (0.1 ml) - - + - +  - - 
II. Coli R N A  polymarase .-. -. - - + .- - - -  

(5.3 u n i t ~ )  
70 Inhibition 77 75  70 70 0 67 70 O 

Medium for translation assay 
Polysomes (0.150 ml)  
7 Inhibition 

Tables 1 and II). Thcse rcsults dcfinitivcly t~liininate a possiblc cnzymatic 
conversion due to  th(> prescbnct o f  niic.ltkar ç>nzymcs rven whon nuclei werp 
added after the pr<ainc.ul)ation step. 

Th<. foregoing rt~qults müy 1 ) ~ .  (~x1)1:~ii i(~I hy th(, inst;it)ility of PltT imincl in 
aqueous medium. Under the conditions used for preincubation, IJRT imi;ie 
would be hydrolyzed to PRT. Somc data lcnd support t o  this hypotliesis. 
Thus, preliminary roslilts obtained I)y chromatographie analysis of the 
products formed during the prein(.ubatiori rrv~:ilcd two main spots in addi- 
tion t o  PItT iniine. 'i'hc less polar s ~ ) o t  showcd n bvhaviour identical with 
that of PRT; tlie second spot al)pareiitly c ~ r r ~ s p o n d e d  to  a mixture. The 
overall yield of the  reaction did not exccvbd 10% of the initial amount of 
PRT imine. 



. Additionai evidence for the formation of PRT from PRT imine was pro- 
vided by the following results: the inhibitory action of PRT on in vitro 
transcription was completely abolished when arnmoniuin sulphate (final con- 
centration: 280 mM) was added to the ûssay before the reaction was started 
by the addition of the suspension of riuclei 141. The results reported in Table 
II show that similCu properties were shared by the products fonned during 
PRT imine conversion. 

As far as the quantitûtion of the roaction is concerned, sonle data showed 
that 800 pg of PRT iriiinc iti<:ubnt(td iii Tris---IICI I)uffer iniiibited in vitro 
transcription to  the samc exterit as 40  pg I>RT (a  30-min pieincubation of 
PltT imiric did not i~icrcase the iiihii)itiori, i.e., tlicl rca(,tiori scctrned to rcach 
equilibrium after 15 miri at  37°C). 'l'lius, it was suggested that the chernicai 
conversion of PRT iminc woiiltl roiiglîly 1t:ad to  a 5-10% yield of PRT. If 
confirmeci, t.he foregoirig results would allow us t o  explairi the iri vivo effects 
of PRT imine. Admitting that thr  formation of PRT from PRT imine takes 
place in vivo, it may be tho~ight thal, for the doses administered to  the ani- 
mals (15 mg/kg), the arxioui~t of PRr î  formed would be too ?mal1 to  induce 
toxic effects. Further irivestigations now in 1)rogress are aimed a t  defining 
more precisely the qualitative and the quantitative aspects of the chemical 
conversion of PRT imine. 

The excellent technicsl assistanci. of Nicolle Rousseau and Nicolc Dar- 
racq is gratefully acknowledged. This work was partly supported by contract 
No. 76.4.090.7 from the "Institut National de  la Sante e t  de la Recherche 
Medicale". 
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Use of a Ciliate Protozoan for Furaga! Boxins Studies 
D. D ve ' ,  S Îv?orec7~', ûriu M Cacan' 

' INSERM U 746 dnd ' INSERM U 42 
Don~,~ine du  Certir, 

59650 Villeneuve D'Ascq - France 

(with !echrtica/ assistance of Priern M .  N . '  and Hutryn A.') 

Trivest i}:nt ion i r i  toxic:i  t y  of i:iiknovii f-iingal met.a- 
bol  i ç c s  is a11 i i i i l> i~r t ; i i i~  sLc]) i  r i  s t i r i l i es  of  m y c o t i ~ x i ~ i s .  Up 
t o  now, most  me::hods i isc  manunalian2 (ni ice,  r a t s ) ,  a q u a t i c  
c r u s t a c e a n s  (Daplinin, Artemi 1). Ass lys  w i t t i  mrimmal i a n s  r c -  
q u i r c  l a r g e  q u a n t i t i e s  o f  s u b s t . r a t t ~  aiid t h e s e  sys ten is  a r e  
u s u a l l v  l i m i t c d  i n  ~ i s ~ ~ f i i l i i ~ ~ ~ ; ~ .  Otii(.r tc,clinics sucti a s  t i s s u e  
c i i l t u y e s  cire lnl,or i oris o r  t i rnc coiisiiini iig. Crus t a c c a n s  rernain 
t h e  n o s t  cor iven ien t  m ; i t e r i a l  (HARWTG aiid SCOTT 1971 ; EI'PLEY 
1974 ; JACQiJET and BOUTIBONNES 1970).  B a c t e r i a ,  p r o t o z o a  
and a l g a e  h a v e  beiln used  but n c v c r  wi t l i  e x r c n s i v e  n p p ? i c a t i o n s  
( H A Y E S  e t  a l .  1970, 1974 ; ' I ' I < N I I I S S O N  : r i i ( i  KOI%I.;I:1'SON 1967) .  

I n  t h i s  p,ipr2r, wc i l e s c r i b e  th[. u s e  01 a c i l i , i t c  
prot07o.in i71lpicii'1an ~ ~ ~ r n i ~ ~ ~ j / m r n  3% 1 v~ilii , iblc> t c > s t  lor t h c  de- 
t e c t i o n  o f  t o x i c  f u n p a l  m e t a b o l i t e s .  We i n v e s t i g a t e  i t s  
< e n s i t i v i t y  t o  sone  known mycotox ins  and t o  t h e  m e t a b o l i t e s  
of F e n i c i ~ Z i w n  r o q u e j b r t i .  F u r t h e r  i n v e s t i g a t i o n s  o f  t h e  
t o x i c i t y  o f  some f a t t y  a c i d s  which o c c u r  sûmetimes i n  f u n g a l  
e x t r a c t s  (CURTIS e t  a l .  197.i) have  bee,i  pe r formed.  The prc -  
s e n t e d  r e s u l t s  show t h a t  Cc~~pidiwn cnmpylum a p p e a r s  t o  be  
a c o n v e n i e n t  s y s t e m  f o r  t e s t l n g  t o r i c i t y  o f  f u n g i .  

MATERIALS AND METHODS -- 
Mycotoxins ' 

?cn?::.d7:%%:inrn ?,,-quc'j",!r<t,l: n i e t : ~ l ~ r ~ ? i  tc:s have  bceri p repa-  
red  as  p r c v i o ~ i s l y  reportcc1 (MOI:l,:AU 1 . t  . i l .  1 9 7 6 ) .  St-1-iictiire 
of  coml)ound 5 (P'iguri. 1 )  i s  t o  1)t. 1 ) i i t ) l  ;slii.i! i n  a clicniic;il 
r ev iew.  A i l n t o x i r i  f i 1 ,  Stcr i j ;nir i tocyst i r i ,  O c l i r a t o x i n ,  l ' a tu l i r i ,  
Diace t o x y s c i r p e n o l  wcre  purc:linsed f rom LMAKOR CHEMICALS. 
Higlr p u r i t y  ( 9 9  "/ arnc l i i t lo i i i c ,  : i i i < ~ l i ~ i c . ,  1 i r i o l c n i c ,  

I ~ I I I I ~ ~ I ~ I I  of 1~~i1viro1iiii1~111~l ( ~ o ~ i ~ ; i i i i i t i ~ i ~ i o ~ i  & 'roxi(,ology, 
007-486l/7U/0Ol0-04~89 $1.40 

@ 1978 Sl~ririgcr-Vcrlag S\;cw York, Inc. 



S t r u c t u r e s  of -f' r roquef ,>r t i  m e t a b o l i t e s  

PRT 1 - Eremofortin A 2 

Eremofortin B 3 - Eremofortin D 4 - 

Ercniofortin C , 5  



ylinolenic and lauric acids from SIGMA CHEMICALS. . 

Bioassay Method 
Method using ColpidZwn c u m p ~ ~ w n  for testing toxic 

compounds (minera1 toxicaits) lias already been described 
in details (DIVE and LECLERC 1975, 1976, 1977). Mycotoxins 
were dissolved in acetone (0 ,25  ml) just before using, to 
obtain concentratioiis from O, i t o  10 \ip,/n~l in cultures. 
Toxicity of each solution was evaluated in five replicates. 
Controls were parformed with cach scrie of tests. Cultures 
werc allowed to grow at 20' C for 43 liours. Toxicity of myco- 
toxins was evaluated by means of gentration number. The Mini- 
mal Active Dose (M.A.D.) is the mininml amount of toxin which 
modifies the growth of the culture., Concentrations above 
10 pg/ml of mycotoxins have not bcan tested. 

Sensi t ivi ty of Colp,idiwn ~ r l n q > , ~ n t o  known myco to* -- 
Table 1 shows t.tiüt C. c~unpg/,iu#i is very sensitive 

to P. roqueforti. Toxicity is detected at the concentration 
of 0,25 ,)@/ml. The LD50 value abtained for P. roqueforti 
toxin (P.R.T.) is just above the M:A.D. 

TABLE I -- 
SENSITIVITY OF Co lpidizrrn ctrmpy hm~ 

TO SOME KNOlJN MYCOTOXINS 
* 

Toxin 

Aflatoxin BI 
Paçulin 
~iacetoxyscirpenol 
Ochratoxin B 
Sterigmatocystin 
Penicilliwn roqueforti 

toxin 

. Mininal Active m os el 
(M.A.D.) pg/ml 

, * .  evaluated by means of 5 determinations 



The p r o t n z o a n  i s  l e s s  s < > n , i t i v e  t o  p ' i t u l i n  and 
d i a c e t o x y s c i r p e n n l .  'iiiese would h ~ v c  b c e n  J c t e c t n b l e  on- 
l y  i f  p r e s e n t  a t  a  c o n c c r i t r , i t i o n  of  0 , 5  ~ ~ f i / r n l .  A f l . r t o x i n  
B i ,  Ochra tox i i i  B and S te r iy inn toc-ys t in  p r e s e n t  no t o x i c i  t y  
when t e s t e d  a t  10 pt:/nil. 

So C. c a ~ t j i u m  shows n widc r a n g e  o f  s e n s i t i v i t y  
t o  t h e s e  known niycntoxins.  I t  i s  a t  l e ' i s t  4 0  f o l d s  more 
s c n s i t i v e  t o  1'.11.'r. and 20 f o l d s  nmrc s c i , s i t i v e  t o  p a t u l i n  
t h a n  t o  t h e  l a s t  3 t o x i n s .  

T o x i c i t y  of  I'RT nriti rnet,ib% 1 L c b  c>I 1'. r*oqueforti  (T.ible 2 )  
These  compoiinds .iri, c l o s c l y  rcd t i t ed  t o  I'RT a n d .  

a r e  e x t r n c t e d  from t h e  saiii, c u l t i i r e  of P. r o q u e f o r t i .  

-- - 
TOXICI'i'Y OF Penic i l  ' iwu r o p d ~ r t i  TOXIN 

AND ?lETABOLITI:S OF I ' , , , )  i c i  % l ;:III? roqua for.ti TO -- - 
Co Znidiu!.~ canmi Zwn 

M . A . 1 ) .  
Compound s 

- -- --- - - - . - - - - - \ J Z / T Q ~  - - -  - 

PR Toxin  
Ereiriofortiii  A 
E r e m o f o r t i n  B 
E r e m o f o r t i n  C 
E r e m o f o r t i n  D 

PR Toxin  i s  t h e  o n l y  m e t a b o l i t e  t o  e x h i b i t  a  marked 
t o x i c i t y  i n  t h i s  t e s t .  

D e t e r m i n a t i o n  of  t h e  t o x i c k y  o f  f a t t y  a c i d s  t o  CoZpidiunc 
campylum ( T a b l e  3 )  

A l 1  f a t t y  a c i d s  wtiich h.ivt. been t e s t e d  a r e  t o x i c  
toward C. campyZum. A r a c h i d o n i c  a c i d  i s  h i g h l y  t o x i c  t o  



t h e  p r o t o z o a n .  Tne r e l a s i o n s h i p  between f a t t y  a c i d  s t r u c -  
t u r e  and t o x i c i  t y  t o  C. inpc:.~cn! d o e s  riot p a r a l l e l  t h a t  
r e p o r t e d  f o r  a n  o t h e r  o r g a n i s m  Ar.c<:r:;.i:u ::(ïZina (CURTIS e t  
a l .  1974). I n  t h a t  c a s e  s a t u r a t c i !  scicis  w i t h  a  chai11 l e n g t h  
of 10-13 c a r b o n  titoms, sucti' as Lnuric  cicid showed tiie g r e a t e s t  
t o x i c i t y  and o l e i c  l i n o l e i c ,  l i n o l e n i c  nc i t i s  were t h e  niost 
t o x i c  of t h e  i n s n t u r a t ~ b d  cici tis. !.'. t2cirr~[>!ji~on d o e s  n o t  p r e s e n t  
sucli 3 s e n s i t i v i  t y  toward t l iose I:<I t t y  a c i d s .  

. , 
TAULE 3 

TOXICITY f ? T - m  AC 1I)S Tc) 
Co l p i d i w ?  ce,?r.ipy i urr, , IND Aï'+ d ~ n ~ ' ~ :  sn l i izn 

+ * Pl .A .11 .  L . c . ~ ~ ~  
Acid S t r ~ i c  t u r c  

i i g / m l  --- iig/ml 

Arac l i idonic  2 0 : 4  4 O 1 . 5 . 2  
a c i d  

L i n o l c i c  18:2 1 O 3 . 3  
a c  i d  

1,inol e i i i c  
nci  d 

y - L i n o l e n i c  
18:3 & ~ ~ i i l ) <  1 O 

a c i d  
Laur i c  

12:o 
a c i d  

* rio of  ca rbo i i  ;itoiris : no c ) l  doi i l>lc~ bonds 
+ Colpidiwn cwrrq)yLwrr t e s t  
x  l e t h a l  c o n c e r i t r a t i o n  qsstiy method 011 ttie b r i n e  s l i r imp 

(A~ternia sa l ina)  (CURTIS e t  a l .  1974)  

DISCUSSION 

I n  t h e  s e a r c h  o f  unknown t o x i c  f u n g a l  m e t a b o l i t e s  
t h e  method d e s c r i b e d  h e r e  c a n n o t  b e  c o r i s i d e r e d  a s  a  s c r e e -  
n i n g  sys tem.  When t e s t e a  a t  c o n c e n t r a t i o n   LI^ t o  10 big/ml 
~ f l a t o x i n ' ~ ~ ,  O c h r a t o x i n  B ,  S t e r i g m d t u c y s t i n  are  n o t  de- 
t e c t e d .  A f l a t o x i n  B I  h a s  b e e n  showri t o  b e  d e g r a d e d  by a n  
o t h e r  p r o t o z o a n  Tetrnhurnena p!jrifo~~rni:; (TEhlTISSON and 
ROBERTSON 1967) and s o  h a s  no a c u t e  e f f e ï t  on p o p u l a t i o n  
growth.  T h i s  c a n  be  a n  e x p l a n a t i o n  f o r  t h e  r e l a t i v e  i n s e n -  



s i b i l i t y  o f  Colpidi tun toward A f i a t o x i n  B I .  The u s e  o f  a d d i t i o -  
n a 1  b i o l o g i c a l  s c r e e n i n g  s y s t e m s  may r e d u c e  t h e  p r o b a b i l i t y  
o f  t h i s  o c c u r e n c e .  

. C. cwnpyZwn c a n  however b e  u s e f u l  i n  t h e  d e t e c t i o n  
o f  s t r a i n s  p r o d u c i n g  p a t u l i n ,  d i a c e t o x y s c i r p e n o l  and PR 
t o x i n .  

P r e v i o u s  i n v e s t i g a t i o n s  had showed t h a t  some c o m o n  
n a t u r a l l y  o c c u r i n g  f a t t y  a c i d s  p o s s e s s e d  t s x i c i t y  toward 
t h e  b r i n e  s h r i m p  (Ar.tcrnicz S C ,  l i n u )  comparab le  wi t h  t h a t  of  
s e v e r a l  known mycotoxir is  t e r  t e d  i n  t h a t  sys ten i  Codpidiwrt 
was m o d e r a t e l y  s e n s i t i v e  t o  t h e s e  a c i d s .  

We h a v e  s t u d i e d  t h <  t o x i c i t y  of  PR t o x i n  and t h e  
r e l a t e d  m e t a b o l i t e s  p u r i f i e c i  f rom a  c u l t u r e  of  P e n i c i Z l i w n  
r o q u e f o r t i .  Tlie r e s u l t s  c l e a r l y  i n d i L a t e  t h a t  t h e  t o x i c i t y  
reg io i i  o f  t h e  conipounds i s  l o c a l  i z e d  cind c h i e f l y  due  t o  
f u n c t i o n s  o n  c a r b o n  a toms  7-8-11-17-13. A n  a ~ u t e  t o x i c i t y  
c o u l d  b c  a t t r i b u t e d  t a  t h e  aldei iyde g r o u p  on  c a r b o n  12 .  R e s u l t s  
a l s o  s u g g e s t  t h a t  t h e  epoxyde on c n r b o n  atoms 7-11 a p p a r e n t l y  
p l a y s  a  minor  p a r t  i n  t h e  b i o l o g i c a l  a c t i v i t y  o f  t h e  compounds. 
So t h e  method d e s c r i b e d  h e r e  c a n  b c  s u i t a b l e  f o r  e v a l u a t i n g  
t o x i c i t y  o f  compounds of a  n i e t a b o l i c  r o u t e .  

To e x t e n d  t h e  p o s s i b i l i t i e s  o f  o u r  s y s t e m  and t o  
improve t h e  t e c h n i c a l  a s p e c t s  o f  Our t e s t  we a r e  d e a l i n g  w i t h  
f u n g a l  f i l t r a t e s  and c r u d e  e x t r a c t s .  

T h i s  work h a s  b e e n  s u p p o r t e d  b y  " M i n i s t è r e  d e  l a  
Q u a l i t é  de l a  Vie", c o n t r a t  N O  74-4.. 
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A C T I O N  D E  PRT A U  N I ' v E A U  D U  DNA 

-------------- 

Il n ' e x i s t e  ,pas de r é s u l t a t s  concernant l ' a c t i o n  à long terme de 

PRT, en p a r t i c u l i e r  nous ne possèdons aucune donnée sur  sa p o t e n t i a l i t é  cari- - 
cérogène. Un des moyens d 'aborder  ce problème e s t  d ' ë t u d i e r  son a c t i o n  au n i -  

veau du DNA. 

1 - LIAISON DE PRT AUX MACROMOLECULES - 

Ces t ravaux o n t  é t é  r é a l i s é s  par  Y .  MOULE. Nous avons préparé au 

1,aboratoire l a  t ox ine  marquée au 14c ind ispensable pour c e t t e  étude. Dans l e  

b u t  d ' o b t e n i r  une a c t i v i t é  spéc i f i que  p lus  importante que l o r s  des marquages 

métaboliques, nous avons préparé - PRT 14c en a c ë t y l a n t  avec AC20 14c-(0) l e  dé- 

r i v é  3-OH de - PRT. Le marquage obtenu se s i  t ue  donc sur  l e  C-16 de - PRT. L ' a c t i -  

v i t é  spéc i f i que  obtenue e s t  de 1 mci/mM dans un premier l o t  e t  de 20 mci/mM 

dans un deuxième l o t .  

14 PRT C e s t  incubée en présence de c e l l u l e s  hépatiques de r a t  ou de - 
noyaux i s o l é s  de foie:On i s o l e  ensu i te  l e s  macromolécules e t  on mesure l a  

r a d i o a c t i v i t é  qu i  l e u r  e s t  l i é e .  Les d é t a i l s  expérimentaux e t  l e s  r é s u l t a t s  son t  

rapportées dans 1  a  pub1 i c a t i o n  j o i n t e  (Muta t ion  Research) . 
On observe dans l e  tableau 1 de l a  p u b l i c a t i o n  que - PRT se l i e  aux 

acides nucléiques e t  aux pro té ines ,  mais dans des propor t ions  t r è s  var iab les ,  

b ien  p l u s  à l'A.D.N. qu'aux proté ines,  mais s u r t o u t  i l  se l i e  à l'A.R.N.. Dans 

tous l e s  cas, c ' e s t  avec l e s  pro té ines  que - PRT présente l e  moins d ' i n t e r a c t i o n s .  

Ces r é s u l t a t s  suggèrent que - PRT se l i e  aux macromolécules. 



I I  - ETUDE DE L A  NATURE DE L A  L I A I S O N  PRT-MACROMOLECULES - 
Nous avons entrepris ensuite une expérimentation plus spécifique pour 

préciser l e  type de l iaisons impliquées dans les  résu l ta t s  précédents. 

En incubant toujours - PRT en présence de cel lules  en cultures ou de 
noyaux de ces cel lules  nous avons i so lé  les  constituants macromoléculaires sur 
u n  gradient de chlorure de césium. Ce gradient permet d 'obtenir une séparation 

des Protéines, ADN . e t  ARN . sur l a  base de leur  densité.  La fraction protéi- 
que res te  à l a  surface du gradient, 1 '  ADN . migre au niveau d % 1,7  e t  enfin 
1 ' ARN . se retrouve au culot d u  tube ( d  % 1,9) .  

Grâce à cet te  analyse, nous avons pu montrer que PRT é t ab l i t  des - 
pourcentages entre l e  DNA e t  les  protéines de la chromatine par 1 ' intermédiaire 
de sa fonction aldéhyde qui contracte des l iaison avec les  NH2 des acides amines 
e t  avec ceux des bases. Cette démonstration repose sur les  preuves suivantes : 

- La quantité de DNA . retrouvé à l a  densité 1 ,7  (caractér is-  

tisque) e s t  notablement diminuée dans l e  cas des cel lules  ou 
des noyaux incubés en présente de - PRT par rapport aux témoins 
(tableau I I  de la publication). En contre-partie,  on retrouve 
une quantité plus importante d '  ADN . dans la  fraction q u i  n'a 
pas sédimenté. I l  ex is te  une relation dose e f f e t  entre l a  quan- 

t i t é  de - PRT incubée e t  la diminution de l a  quantité de D.N.A. 

au niveau d Q 1 , 7 .  

- Quand on incube les  ce1 lules ou les  noyaux avec PRT 14c, la  - 
fraction du DNA . qui migre à l a  densité théorique 1,7 e s t  

. dénuée de toute radioactivité.  Par contre, l e  DNA q u i  ne 
~édimente pas e s t  marqué. On observe l e  même phénomène avec l e  

RNA . 
- Les pontages I DNA .-PRT-protéines peuvent ê t r e  détrui ts  par 

action de l a  pronase q u i  dégrade les  protéines. Après action 
de cet  enzyme, on retrouve par analyse en gradient de densité 
la  quantité habituelle de DNA ,. de densité 1,7 (tableau I I I  

Mutation Research) . 
- Dans les  expériences avec - PRT 14c, l a  fraction de DNA . qui 

n 'es t  pas engagée dans le  complexe DNA r., P R T y  protéines n ' e s t  
pas marquée. Quand l e  complexe DNA - 9  - P R T , ~ ,  protéines e s t  
t r a i t é  à l a  pronase on retrouve après centrifugation du DNA 

marqué à l a  densité 1,7 (tableau I I I  de l a  publication).  



- Les composés dépourvus de fonction aldéhyde sont totalement 
inactifs dans le système. Te1 est le cas de - EA ou de la PR 
imine (tableau I I ) .  

Le mécanisme de cet effet de pontage serait le suivant : - PRT par l'in- 
termédiaire de sa fonction aldéhyde établit des pontages entre DNA et protéines. 

Ce type d'interaction est bien connu, des aldéhydes tels que le formol, 1 'acétal- 
déhyde forment des liaisons entre les groupements aminés d'acides nucléiques ou 

d'aminoacides (68). M.Y. FELDMAN (69) a proposé la formation de part méthylène 

par l'intervention du schéma suivant : 

R - NH2 + H COH $ R - NH - CH20H 

PRT pourrait donc par 1 ' intermédiaire de sa fonction aldéhyde réal i ser - 
un pontage de ce type. L'absence de la fonction aldéhyde de - PRT est suffisante 
pour ne pas induire ce pontage. Mais cette fonction est-elle seule impliquée ? 

Les fonctions époxydes, cétones insaturées ne participent-elles pas également 

à ce phénomène ? La réactivité de la fonction aldéhyde est-elle modifiée par 

les fonctions voisines ? C'est le phénomène que nous avons essayé d'aborder dans 

1 es expéri ences sui vantes. 





R O L E  D E S  A U T R E S  G R O U P E M E N T S  

F O N C T I O N . N E L S  D E  PRT 

Pour répondre à cet te  question, nous avons synthétisé des molécules 

possédant certains des groupements fonctionnels de - PRT. La synthèse des composés 
, e s t  rapportée dans un chapitre suivant. 

Nous présentons i c i  seulement les structures de ces composés : 

e t  leurs  alcools correspondant - l l b  e t  - 12b.  

Nous avons t e s t é  tout d'abord la  toxic i té  sur souris de ces divers 

produits. Les résu l ta t s  montrent que les aldéhydes sont un peu plus toxiques 
que les  alcools correspondants, mais que nous sommes loin des e f f e t s  de - PRT 

qui é t a i t  l é t a l e  à 10 mg/Kg. 



: dose : Nombre d'animaux morts : 
: N o m b r e a ' a h X a u x j  e  c  t é s  : : mg/Kg . . 

dé1 a i s  

.--------------------.---------.--------------------------.------------------. 
l l a  : 300 : 4/ 4  : 1 < 8h, 3 en 7 j  : 

. inn . 

l l b  - 

Nous avons examiné ensu i te  l ' a c t i o n  de ces composés sur l a  t r a n s c r i p -  

t i o n  e t  l a  t r a d u c t i o n  i n  v i t ro  : e l l e  e s t  prat iquement n u l l e  sur l e  système de 

t r a n s c r i p t i o n  i n  v i tro u t i l i s é  (noyaux de ce1 l u l e s  hépat iques).  E l l e  e s t  par  

con t re  manifeste sur  l a  t r a d u c t i o n  i n  vitro.  

: Composés : % i n h i b i t i o n  : Concentrat ion pg/ml : 

l l a  - 82 1000 

q - llb 
3 7 1000 

6 ;: 
,' 12a 8 O 1000 



Dans l e  même t e s t ,  - PRT inhibait  l a  traduction à 68% pour une concen- 

t ra t ion  de 200 ~g/ml. 

Enfin, nous avons examiné 1 'action de ces mêmes composés sur les  ma- 
cromolécules e t  nous avons t e s t e  leur apt i tude.à  r éa l i se r  des partages ADN-pro- 
téines dans l e s  mêmes synthèses que ceux u t i l i s é s  pour - PRT. 

Nous avons observé que seuls les  composés présentant une fonction a l -  
déhyde sont a c t i f s ,  mais à des concentrations 40 à 50 f o i s  plus élevées que 
ce1 les  u t i l i sées  pour - PRT (tableau I I ,  Mutation Research) . 
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INDUCri'lON O F  CROSS-LINKS 1iETWII:EN [)NA .4NI) PROTEIN BY 
PR TOXIN, A MYCOTOXIN FROM I'cii~ic-illinn~ roqw~>forti 

Institut d e  liecherches Scientifiques sur ie C'urtcrr. U o i l e  Postale 8 ,  93800 Villejuif, and 
" Unite ILVSERhl U42,  59650 Villeneuuo d'Ascq (France) 

(ftc<~.ivc.<l 22 May 1979) 
(Revision rt.ceived 27 July  1979) 
(Acceplcd 6 August 1979) 

Summary 

PR toxin, a mycotoxin from l'cvzlcillillrn roqucforti, induces DNA-protein 
cross-links in chromatin of both cti1turt.d cells 311d isolated rat-liver nuclei. The 
presence of the aldehyde group in the PItrI' molecule is required for the induc- 
tion of cross-linking; mcthylcnc 1)ritigc.s I,c~tw(~t~n nucleic acid and protein are 
presumably involvrd. in the complcx forniation. The role of other functional 
groups of P R  toxin is clicusseci. 

PR toxin (PRT), a mycotoxin synthesized by some strains of Penicillium 
roqueforti, produces acute toxic effects in various animals (LD,, - 7 mg/kg in 
rats and mice) [26,29]; it also impairs ce11 metaholism hy inhibiting DNA [ 2 8  
and results to be published], RNA and protein syntheses [18,20,21,28]. So far, 
the long-term effects of PRT have not b ~ e n  considered; in particular, there are 
no data available on its carcinogenic potency. 

The study of the effects of PRT on DNA may be useful in the evaluation of 
its genetic toxicity. Apart from the results of Ueno and Kubota [27],  which 
show the DNA-attacking ability of PRT in the assay with the recombination- 
deficient mutant of Bacillus su btilis and the parent strain H l 7  [12], nothing is 
known about this problem. 

The present experiments were aimed a t  studying the action of PRT on DNA 
in eukaryotic cells in vivo and in vitro. 'i'he rcsults show that PRT induces 
DNA-proteiii cross-links in both culturcd cells and isolated rat-liver nuclei. The 
formation of the cross-links depends upon the presence of the aldehyde group 

~ I b b r c ~ u i u t i r ~ i i a :  DMSO. diiiicthylsulf~~xi<II.; IBOS. pllt~sr>lialc-buff<rrd saliiic.; PKT, PR toxin; SUS,  
sodiuni dodecyl sulfate. 



PR Toxin 

Compound C Compound D . 
Fie. 1.  The structure of PR toxin and of cornpounds C and D.  Compounds A and B have the sarne struc- 
tures as C and D respec-tively, exccpt that. the aldehyde group has been reduced t o  the corresponding pri- 
mary alcohol group. 

at  position 1 2  of the PRT molecule (Fig. 1). The mechanism of these interac- 
' tions is dicussed. 

Materials and methods 

Chernicals 
PRT was isolated from culttires of Penicilliurn roqueforti according to the 

r~r<)cc.durc dc.sc.rih(d '>y Wci CL ;il. 1291 : its 1)urity was c.hcackcd by thin-1ayc.r 
chromatography. ' ~ e f o r e  use, l)Kri' was dissolved in DMSO (Ithone-Poulenc, 
Paris, France). [14C]PRT was obtaincbd by chemical synthesis from [l-'4C]ace- 
tic anhydrid;! (57 mCi/mmole) (CEA, Saclay, France); the labeled C appeared 
a t  position 16 of the toxin molecule (Fig. 1).  Laheled PRT was quantitatively 
analyzed by high-pressure liquicl chromatography. The radioactivity was deter- 
mined in a liquid-scintillation spectrometer (Intertechnique, Plaisir, France). 
Two preparations of ['4C]PI17' were used: preparation A (specific activity: 
31.02 mCi/mmole) and preparation B (21 mCi/mmole). 

Compounds A, B, C, D were synthesized by methods t o  be published else- 
where. 

Cesium chloride was purchased from Merck (Darmstadt, Germany) and 
pronase from Sigma (St. Louis; MO, U.S.A.). 

Ce11 cultures 
The F I  ceIl line used uras kindly supplicd by Dr. E. Morel-Chany. It was 

derived from a primary culture of liver cells from a 10-day-old rat [16]  accord- 
ing to  the technique of Williams e t  al. [31]. The cells were grown in Williams's 
medium (Eurobio, Paris, Franc?) supplemented with 15% fetal calf serum 
(Sorga, Paris, France). Antibiotics (neomycin, penicillin, streptomycin) and 
glutamine were also added to  the medium. The cells were routinely passaged 



following weekiy trypsinization in Roux hottl(>s (inoculum: 8 X 1 0 ~ e l l s  in 
80 ml of medium). 

Confluent cells were treated with a fresh solution of I'RT in LIAIS0 or with 
D A I S 0  alone (the final concentration of DMSO was 0.356, which did not affect 
the cells) and incubated for 1 h. The mt!aium was then discarded, and cell mono- 
layers were washed 3 times with 100 ml of PBS. l 'he cells were detached from 
the glass suriace by a 15-min incubation in 20 ml of 0.02% ED'I'A in PBS and 
dispersed by repeated pipetting. An aliquot of the ce11 susperision was diluted 
for ce11 counting ir) a Coulter counter (Coultronics, France). A second aliquot 
of  the cell.suspension ( 2  ml) was reserveci for biochemical analysis; i t  was cen- 
trifuged, and the pellet was kept a t  --30°C before use. ,The rest of the suspen- 
sion was centrifuged and the ce1l.s were collected for further analysis by cesium 
chloride isopycnic centrifugation. 

Incubation of isolated liuer nuclci 
Liver nuclei were isoiated from livers of male LVistiir rats (Commentry strain) 

that were fasted for 1 8  h, accortiing to Chaiiveau et :il. [5  J .  Rriefly, a 10% liver 
h ~ m o g ~ n a t e  in 2.3 M sucrose (Analar HLIkI, Poolc F3H 12, England) containing 
1 mM Mg" was centrifugcd for 80 min at  1 9  000 rpm (Hcckman 521, rotor 
JA20). 

A pellet composed of nuclei isolatecl Sroin 4 g of liver was rcsuspended in 
1 0  ml of 100 mM Tris-I-IC1 (pH 7.5) containing 1 0  mM EL)'I1A; 20 pl of DMSO 
or IiiLISO containing 1'117' wcm adtlcd, antl ttio siispcnsiori wris incutratcd for 30 
min at  37°C. 'l'he suspension was chillcd at OuC, then gently homogenized. A 
5-ml fraction of the suspension wus set :~sidc for bicichc.rnica1 analysis and a 3-ml 
fraction for the preparation of chromatin. After centrifugation, the superna- 
tants were removed and the pellets were kept for further steps. 

Preparation o f  ch romarin and cesium chioride isopycnic centrifugation 
The pellets obtained from the ceIl cultures (- 80 X 10" cells) or from incu- 

bated nuclei were resuspended in 1 0  ml of 0.08 M NaCI containing 20 mM 
EDTA (pH 6.2) in a teflon-giass homogeiiizer according t o  the technique 
described by Dingman and Sporn [6].  The suspension was centrifuged for 1 5  . 
min a t  5000 rpm (Beckman 521, rotor J A  20). The superriaiant was discarded, 
and the pellet wasned anci re-extracted once with the same solution. The finai 
pellet was suspencied in 2.7 ml of 0.15 M NaCl, and 0.09 ml of 3% SDS was 
added. The suspension was homogenized in a 'i'eflon-glass apparatus, and 1 ml 
of 6.75 M CsCl (d 1.83 g/cm3) containing 0.1 M EU'rA was added followed by 
8 ml of 6.75 M CsCI. The mixture was transierred t o  a polyallomer tube; its 
density was 1.63 g/cm3. The tubes were centrifuged a t  20°C for 40 h a t  41  000 
rpm (Spinco, rotor 50 Ti). The range of density values was then 1.52-1.76 
g/cm3. The tubes were punctured, and successive 1-drop and 20-drop fractions 
were collected. The spectral absork~rice was rneasured at  260 ilm on the 1-drop 
fractions after dilütion. The 20-drop fractions containing 1)NA wrre pooléd 
and an equai volume of cold 20% l'CA was added. 'l'he suspension was left to  
stand at -30" C overnight. The DNA was centrifuged, washed successively with 
10% TCA, twice with 75" ethanol, then with absolute ethanol, and dried. It 
was then hydrolyzed in 3 ml of N WC1 a t  100°C for 20 min. The absorbance 



TABLE 1 

BINDING O F  PK TOYIN TO DNA, RNA AND PKOTEINS O F  CULTURED CELLS AND ISOLATED 
NUCLEI 

Expenment PKT Hdtl ioact i \~t~ Firidl sl~ecific PIiT hound to  
No. concen- added per radivac tivitv ' - -  

tration flask of l'KT I>N A R N A  Proteins 
(M)  (P Ci) (tnCi/rnm«lc.) (moles (nioles (moles 

P K T I Z O ~  P H T I I O ~  P K T I I O G  
nucleotides) nucleotides) amino acid 

residues) 

Cirlturcd CI-Ils 
17  5 X I O - '  1.5 1.02 87 7 35 101 

1 x 1 0 - ~  0.3 1 .O2 272 6 612 

Isolated nuclei 

Confluent YI cells wcre treated with [ 1 4 ~ l ~ > ~ r 1 '  dissolved in L>MSO for 1 11. tlien treated as indicated in 
Materials and Mrthods. An aliquot of the ceIl susprnsion (- 8 X 10' cclls) was cetitriiuged and the 11c.1let 

' 

was analyxecl. Isolated riiirlei f o r  4 g of 1ivt.r (- T > 0 0  X 1 O0 nuclei) w<*re rrcsus)iencled in 100 mM Tris--IICI 
(pl1 7.5) containing 10.mM EWrA and tlien iricubated wilh 1 1 4 ~ l P ~ ' 1 '  for 30  min al  37%. A 5-ml ali- 

. , quot (- 125'X 106 nuçlei) of the resuspeiided nuclei was centr6füged and the pellet was kept for aqjdysis 
(see Materials and Methods). The PHT concentration in the incubation medium was obtained by mixing 
[ ~ " C I P R T  and I ' ~ C ] P R T .  Preparation A of [ 1 4 ~ ] P ~ ~  was used for Expt. 17 and preparation B for the 
others. The final specific activity of PRsT in the incubation medium was indicated in the table. 

PR toxin coiicentration (Ml 

Fig. 2. Binding of PRT t o  DNA of F I  cells plotted as a function of the toxin concentration in  the culture 
medium (semi-logarlthn~lc reprc~sentation). The exprrirnental con<litions are described in the legend of 
Table 1. Preparation B of [ 1 4 c ]  PRT was used in the assays which cohesponded to  Expts. 24. 25. 57. 6 2  
and 65. 



was measured at 260 nnl. Urhen ['4C]PRT was used, the radioactivity of the 
DNA hydrolyzate was determinèd in a licjuid-scintillation spectrometer. The 
results were expressed either in specific radioactivity (dpm/mg) or in terms of 
moles of bound PRT per I O 6  nuc!eotides. 

The unsedimented material (1)ellicle) and the small pellet (RNA) obtained 
after gradient centrifugation were carefully removed and kept a t  -30°C before 
analysis. 

Biochemical analysis 
The samples of cells and of ii~cutxited iluclci, the pellicles and the pellets 

were fractionated according to a modification [17] of the Schmidt and Thann- 
hauser technique [24]. DNA was detcrmined by UV absorption, RNA by an 
adaptation 1171 o f   th^ hlejhauiii tcchniqiic [15] and protein by the method 
published by IIartree [ I l ] .  Whcln ['4C]PltT was used, the precipitate con- 
taining DNA and proteins was r~peatedly washed with ice-cold PCA then cen- 
trifuged until the radioactivity of thc siipernatant was constant and 'corre- 
sponded to about that of a blanl, compospd of the rcagents only. The radioac- 
tivity of the RNA, DNA and protein fractions was determined in a liquid-scin- 
tillation spectrometer. The rcsii!ts tverc cspressed either in specific radioac- 
tivity (dpm/mg) or in terms of nioles of bound PRT per 106 nucleotides (DNA 
or RNA), or per I O 6  amino acid rç>sidues (proteins). 

The first step of this study Mas to look for thc possil->ility of interaction 
between PRT and cellular macromolecules, especially DNA, by using [14C]PRT 
added either t o  the cell-culture medium or t o  the incubation mixture of iso- 
lated liver nuclei. The radioactivity of DNA, RNA and proteins was determined 
after a conventional fractionation procedure carefcilly adapted to  the objectives, 
i.e. an accurate determination of the specific radioactivities (see Materials and 
Methods). 

In cuitured cells as well as in isolated nuclei, interactions occurred between 
PRT and cellular macromolecules, but at different rates (Table 1). The toxin 
bound to RNA much more than to  DNA; the lowest vaiue of PRT binding was 
always found for proteins. 

Concerning the interactions between DNA and PRT, a reasonably good cor- 
relation was obsewed betwecn tlic PZtT concentration in the medium and the 
amount of toxin bound t o  DNA (l'ig. 2). 

Although technical refinements have been applied in these determinations, a 
more specific method was used 1 O confirni the preceding results. Equilibrium 
density-gradient centrifugation in cesium chloride appeared t o  be a suitable pro- 
cedure for this purpose. 

Induction of DNA-protein cross-links by PET 
Cultured cells and incubated isolated nuclei were extracted according to  

Dingman and Sporn's technique [6] ,  and the material obtained was centrifuged 
!in a cesium chloride gradient. The observations were based on the distribution 



of DNA along the gradient and the labeling of DNA and RNA in the presence 
of ['y] PST. 

(a) The distribution profile of DNA in controls gave a typical pattern with 
the main peak a t  the density of -1.7 g/cm3 which corresponded to  more than 
50% of the initial DNA (Fig. 3 and Table 2). A small amount of DNA was 

r recovered a t  the top of the gradient in the pellicle (d - 1.52 g/cm3). In most 
cases this unsedimeri ted matcrinl reprc~sent(3d b<~tween 5 and 10% of the initial 
DNA. Disperscd matt.ria1 wns prt.sont in Ihct uppcr zones of tlie tube. 

A 1-h PItT treatment scverely modificd the scdimentation pattern of DIVA 
(Fig. 3).  The amount of DNA tliat 1)nndcd a t  -1.7 g/cm' was dramatically 
reduced: the higher the PRT concentration, the lower the yuantity of D N A  
found a t  this position (Table 2, espts S,17,27,40,15). 

Conversely, the amount of 1)NA reinainiiig at the top of the gradient 
increased and, here agaiii, a rough dose-ffecl relationship was observed 
(Table 2). A slight increase in thc disperscd material was also seen in the upper 
part of the gradient. 

Thus, PRT reduced DNA extractnbility whcn chromatin was treated with a 
saline solution of high ionic strength for dissociating its components. This ob- 
servation is currently interpreted as a consequence of DNA-protein cross-links 
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Fig. 3. Effect of PRT treatrnent on  the equilibrium sedimentation pattern of F I  ceils in cesiurn chloride 
gradient. Confluent FI cells (100 X 106 cells) were treatrd with PRT for  1 h the11 treated as indicated in 
Materiais and Methods. Cells were extracted for the isolation of clirornatin which was centrifuged in a 
cesiurn chloride gradient for 40 h at 41 000 rpm. 'l'he tubes were punctured and Bàrop  fractions were col- 
lected. The absorbance was measured a t  260 nm after dilution to  a final volume of 1.5 ml. DNA was 
determined on  the unsedimented material. . coiitrol cells; - - - - - - , cells treated with 1 X 10-~ M 
PHT; A ,  DNA (expressed as UV absorbance) of the unsedimented materiai obtained !rom control cells; i , 
DNA of the unsedimented materiai frbm PRT-treated cells. 
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TAULE 2 

ALTOC'NTS O F  DNA RECOVEIIED IN VAKIOUS I~'iiAC'ï1OPiS AFrrIIR ISOPYCNIC CENTRIFUGA- 
TION O F  CHiiOhlATIN (EXPKESSED AS PEKCF.NT.4GE OF' TIIE IPill'IAL DNA) 

Experi- Treatment of DNA ùanded DNA un- DNA dispersed b 
ment  the sample at  d - 1.7 g/cm3 sedimented 1.59 < d < 1.7 glcm3 
No. 

- - - -- 
Cultiircrl <c i l s  

8 Coiitrol 51 10.9 38.1 
7 X IO-' hl PR'I' 8.7 . 7 5 16.3 

1 7  Control 
5 X IO-' M PKT 
1 X IO-' M PRT 

Isolrili,<l r l t r ( . l i , i  

27 Control 
1 X M IIIIT 
:% x I o - <  hl llltT 
1 X 10'"~ I>It'I' 

4 0  <'ontri>] 
1 x 1W4 hl IIK'i' 
1 X 1 0 - ~  M PRT folloived 
ùy ~>roriase trcalnient 

Control 
1 X 10-4 M PKT 
~ r e \ ~ i o u s l y  treated 

by (NH4)2S04 a 

Control 
1 X 1 0 - ~  M PRT 
1 X 10-4 M (.reniofortin A . 

4 8 Coiitrol ' 

4 X 1 0  -1 hl coirigoiiri<l C 

49 Control 
4 X 10-3 M compound D 
4 X 10-3 M followed 
by pronase treatment 

Confluent F I  ceiis o r  iqolated nuclei were treatcd witli PttT for 1 h then treated as indicated in Materials 
and Mrthods. Cultured cells ( -  8 0  X 10° cells) or  incubated nuclei were extractrd for the isolation of 
chromatin which was centrifuged in a cesiiim cliloride gradient for 40 h a t  41 000  rpm (Spinco. rotor 50 
Ti). After centrifugation. the material that  had riot sr(lirn(.rited was recoverecl a t  the top  of the gradient 
as a pellicle and kept  for analysis. The gradient was monitored as indicated in Materials and Methods. Hio- 
chemical anaiysis was carried out o n  the pellicle and on tlie DNA recovered a t  d - 1.7 glcm3. Eremofor- 
tin A. PRT. and compounds C ancl D werc clissolved in DMSO. The <!ontrols contained the same aniount 
of DMSO as that added in toxin-treated sarngles. For  proriase treatment. a solution w i s  used conlainlng 
2.5 ml of 0.15 M NaCl and prediaested for 1 5  rnin a t  3 7 O ~ .  Chromatin was resuspended in 2.7 ml of 0.15 
M NaCl and treated b y  0.1 ml of proiiase soluLion for 30  niin a t  3 7 ' ~ .  At the  end of the e n ~ y m i c  action, 
0.09 ml of 3% SDS was added and  the  sample was proccssed as indicated in Materials and Metho:ds. 
a The solution of PRT was made in DMSO containing 286 inM (NHq)zS04 and  kept  for  one week a t   OC 
before use. 

Calculated: (100 minus values f{>uii<l for the other two fractions). 

introducéd in n u c l e o p r o t e i i ~  by chemical or physkal agents [1,3,4,7,9,30]. The 
buoyant density of tlie con~plex thus formed was a function of the relative 
proportions of D N A  and protein, which depend upon the concentration of the 
chemical [3,14,30] or the dose of irradiation [4,14,25]. 

It has been shown that protease action can cleave the cross-linking induced 



in nucleoproteins and then liberate LINA [3,9,10,30]. The results in Table 2 
(Expt. 40) show that pronase treatment completely reversed the effects pro- 
duced by PRT; this observation confirms the view that proteins are involved in 
the PRT-induced complex. 

(b) The labeling of DNA (and RNA) after ['"IPRT action and isopycnic 
centrifugation of the treated material presents a clear-cut situation. The part of 
DNA that migrated at its theoretical huoyant density value (-1.7 g/cm3) was 
always completely devoid of radioactivity, as was RNA pelletecl a t  the hottom 
of the tube (Table 3). By contrast, unsedimented DNA was, in general, more 
heavily labeled thaii was initid DNA. These results show that ?RT induced 
DNA-protein cross-links iii cliromatin. After isopycnic centrifugation, only 
the part of LINA not eiigaged in the comples sedimented a t  its theoretical 
density value. The absence of luhcling in this fraction is then c.asily under- 
stood. PltT-induced DNA-protein complexes were distributed at ' lower 
buoyant densities in the upper zones of the gradient or remained a t  the top in 
the pellicle. I-Iowever, when ['"II'IJRT-treated chromatin was submitted to  fur- 
ther pronase action, a fraction of the labeled DNA banded at d - 1.7 g/cm3 
which corresponded t o  a DNA iniplicated in cross-linking, then freed of protein 
by pronase, but still bound to PRT (Table 3, Expt. 40). 

A parallel explanation may be proposed for rihonucleoproteins. 

Chemical groups of PRT implical(rd in cross-linhing 
The induction of DNA-protein cross-links mediated by an aldehyde group 

TABLE 3 

,SPECIFIC RADIOACTIVITY O F  DNA AND R N A  FROM CELLS A N D  ISOLATED NUCLEI TREATED 
BY [14c lp~  TOXIN AND CENTRIFUGED IN ISOPYCNIC CESIUM CHLORIDE GRADIENT 

Experi- PRT concentration Specific radioactivity (dpmlmg) 
ment (M) - 
No. DNA RNA 

recovered at unsedimented pelleted unsedimented 
d - 1.7 glcm3 (X  IO-^) 

Cultured c<,lls 
17 5 X 10-5 - 0  10  100  - 0  984 

1 X 10+ - 0  4 900 - 0  275 

4 0  1 x 1 0 4  10  2 450 2 2 209 
1 X 1 0 4  folîowed 
b y  pronase 
treatment 235 a 204 a 

-- 
Confluent F i  cells or isolated nuclei were trcateci with  I ' ~ C J P R T  for 1 h as indicated in Materials and 
Methods. The experimental conditions were identical with those described in Table 1. Cultured celis 
(- 80 X 106 cells) or incubated nuclei (-- 125 X 106 nuclei) were extraeted for isolating chromatin. The 
matenal obtained was centrifuged in a cesium chlorids gradient for 4 0  h at 4 1  000 rpm. Biochemical anal- 
ysis was carned out on the pellicle. on the DNA recovered a t  d - 1.7 glcm3 and on the pellet of RNA (see 
Materiais and hlethods). The treatment by pronase is described in Table 2. 
a The amount of matenal recovered in thrse fractions w?s too small for study. 



has been demonstrated f o r  formaldehyde and other aldehydes [3,14,22,30]. 
Indeed, it is likely that aldehydes act as bifunctional agents via methylene 
bridges between amino groups of iiiicleic acid and protein moieties. (See reviews 
by Feldman [8] and by Auerbach et  al. [2 ]  .) Thus it is reasonable to think that  
the aldehyde group of PRT was rcsponsil~le for the observed interactions 
between D N A  and protein. The following c~xpcriments confirmed this hypothe- 
sis. First, PRT previously treated by (NlI,),SO,, a treatment which leads t o  the 
formation of PRT-imine with concomit;~nt disappearance of the aldehydc. 
group [19,21], no  longer induced cross-links (Table 2, Expt. 55). In addition, 
ereinofortin A, a PRT-related com~)ouild devoid of aldehyde function [21] ,  
also failed to cause the plienomenon (Table 2, Expt. 45). 

Thus, a PRT-aldehyde group is implic,ttç.(l in DNA-protein cross-liriking. 
However, taking into account the pi csencr of other well-known reactive func- 
tions in its cliemical structure (ketone, epoxide), one may aslc whether these 
functional groups play any role in the cross-linking. 

In an attempt t o  answer this yiii~sli:>n, c-onlpounds wcJre syntlitsizcd that. 
mimic the right part of the PRT molc~culc. (Yig. 1) .  Compounds A and H, devoid 
of an aldehyde group, did not indcic.c. any c-ross-links (no1 shown). Compounrfs 
C and D both have an aldehyde group but they lack the conjugated ketone 
group found in PRT. In addition, an epoxide adjacent to  the aldehyde group is 
present in compound D but is absen!, îroni compound C. The results in Table 2 
(Expts. 48 and 49) show that  both (.onipoiinds caused a r<.duclion in the DNA 
extractability of chromatin in cesiurn chloride gradient but to a much lesser 
extent than did PRT. 

These results confirm the primary importance of the aldehyde group in 
DNA-protein cross-links induced by PRT. They also raise the question as t o  
whether other parts of the molecule participate in the phenornenon. 

Discussion 

The results reported here demonstrate the induction of cross-links between 
DNA and protein by PRT; they also provide additional information on the 
mechanism of such ipteractions. The prescnce of the aldehyde group on the 
PRT molecule is required for the induction of cross-linking in chromatin. Meth- 
ylene bridges between nucleic acid and protein are presumably involved in the 

r 

cohiplex formation [2,8]. In the cb,tsc. of f ~ r m a l d ~ h y d ~  action, it has been 
shown that some of the cross-links could involve the two strands of DNA [30]. 
The present ïesults do not indicate whether PRT induces any interstrand altera- 
tion. 

Concerning the role of other functional groups of PRT, i t  is clear that the 
epoxide group adjacent to  the aldeliyde does not significantly influence the 
reaction. By contrast, the effectivencss of aldehyde reactivity may depend 
upon the presence of other functional groups existing in the right part of PRT 
(ketone, double bond) andior on th(. left part of ttic molecule. The availability 
of new compounds related to  PRT structurally, in particular analogs of com- 
pound D having a ketone group in the correct position, would be useful for 
studying the problem. Experiments are now in progress along this line. 

The present results also establish tiie high affinity of PRT for ribonucleopro- 



teins whcre RNA-protein cross-liiiks are certainly formed. 
The- problem of repair of cross-links must also be considered. Evidence for 

repair of this type of damage inc!uced I)y forinaldehyde in both bacterial [30]  
and euk,uyotic cells [13 and N. hfagaiia-Schwencke and E. Moustacchi, per- 
sonal communication] has twcn dcnionstrated. Rcpair of similar lesions pro- 
voked by X-rays o r  by UV irradialion has also been observed [7,10]. 

We have studied the repair of I<)sions prodiicerl by PRT in cultured cells. The 
appearance of single-strand brealts in alkaline sucrose gradients was observed 
that  may suggest the occurrence of an incision step. 1-Iowever, further stages of 
the process appeared highly complrx (m;inuscript in preparation). 

So  far, there is no evidencc for c~stuhlishirig a relationship between cross- 
linking induction by PRT and its ,niitageni(~ (or carciriogenic) potency. The fact 
that  formaldehyde has a weak mutagcnicity confirms this view 1231. 

To Iearn more about  the possible long-tcrm effects of PRT, we tested the 
toxin in short-term assays currently uscd to detect the mutagenic potency of 
chemicals. Preliminary results show that  the mycotoxin would have a very low 
(if any) mutagenic action. Furtlicr c.xpcrii~ients now in progrtAss are aimed a t  
studying this point more preciselq . 
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C 0 N . C L U S I O N  D E S  E F F E T S  B I O L O G I Q U E S  

Nous avons v u  que - PRT é t a i t  u n  inhibiteur des processus de replica- 

t ion,  transcription e t  traduction. Nous avons montré que l a  fonction aldéhyde 
de - PRT joue'un r6le déterminant dans toutes ses propriétés biologiques. Nous 
avons aussi observé qu'une fonction aldéhyde conjuguée à une double 1 iaison 
ou un époxyde peut produire des e f fe t s  analogues à - PRT, mais à des doses nette- 
ment plus élevées. Cette s é r i e  de mesures met en e f f e t  en évidence 1 ' a c t i v i t é  
importante de - PRT par rapport à des composés possédant l a  fonction aldéhyde in- 
dispensable dans u n  squelette carboné proche. 

L'examen de l a  l i t t é r a t u r e  sur la  toxic i té  des aldéhyde ou de leurs 
ac t iv i tés  biologiques souligne également ce t  aspect, I l  ex is te  peu de données 
sur 1 a toxic i té  des aldéhydes . Les aldéhydes insaturés (acroléine, crotonal déhy- 
de) sont plus toxiques que les  aldéhydes' saturés (propionaldéhyde, butyraldéhyde) 
pour les  souris q u i  les  inhalent suivant H.  SALEM (70).  Le formaldéhyde présente 
une ac t iv i t é  intermédiaire. La toxic i té  diminue avec la  longueur de chaîne. Le 
Valéraldéhyde e s t  pratiquement neutre du point de vue biologique. 

La toxic i té  i n  vivo sur souri i  a é t é  rappir tée par H .  ZOLLNER ( 7 1 )  ; 

seuls les  aldéhydes insaturés ont é t é  tes tés .  L'acroléine e s t  de loin l e  plus 
toxique avec une DL 50 de 6 mg/Kg (0,lO mmol/Kg). Le crotonaldéhyde e s t  déjà 
nettement moins ac t i f  : 160 mg/Kg (2,3 mmol/Kg) . 

La toxici té  de - PRT apparait donc exceptionnelle, c ' e s t  pourquoi i l  
paraissai t  intéressant de disposer de modèles synthétiques de - PRT plus élaborés. 
Malheureusement nos tentat ives  pour synthétiser des composés t e l s  que ci-dessous 

a échoué. j 



CI- 

11 s '  ensuit , q u '  i l  est impossible dans 1 'é ta t  actuel de nos travaux 
de degager le rSle de l a  fonction cétone-conjuguée dans 1 'activite de 1 'aldehyde 
a epoxydique qu'est - PRT. Il est  bien évident que nos modèles sont loin du sque- 
le t te  complet de - PRT, mais 1 'on imagine mal 1 'intervention du cycle gauche de 
PRT sur l a  réactivité de l a  fonction aldéhyde. 
- ,  

Comment 1 es aldéhydes réagi ssent-el 1 es avec 1 es composés ce1 1 ul ai res ? 

Quelles sont leurs cibles préférentielles ? Nous avons, pour répondre à ces ques- 
tions, f a i t  un examen de la littérature. 

Les aldéhydes réagissent d'une part avec les groupements thiols des 
acides aminés l ibrfs  ou des protéines e t  d'autre part sur les groupes aminés 
d'aminoacides, de protéines ou d'acides nucléiques. 

Par exemple, les aldéhydes saturés réagissent sur l a  cystine pour  
donner des acides du type (71) : 

R-CHO + 

H S -CH2 
I ,S -CH2 

___j R - C H  1 
COOH \ NH/CH 

\COOH 



De t e l s  dérivés ont é té  isolés de t i ssus  t r a i t é s  par des aldéhydes 
aliphatiques ( 7 2 ) .  

Dans l e  cas des aldéhydes insaturés,  les  thioles réagissent plus ra- 
pidement que les  amines. Dans l e  cas de l a  cystine,  1 'action de 1 'acroléine ou 
du crotonaldéhyde, conduit à une première addition 1 , 4  : 

, 

CH3-CH =CH- CHO .-> 

e t  se  poursuit par une seconde addition sur l a  fonction aldéhyde restante  (73) : 

L .  LORETI a proposé que l ' e f f e t  d ' inhibi t ion" sur l a  synthèse protéique 

des aldéhydes e s t  dû à la chute de l a  concentration en cystine ( 7 4 ) .  

Dans l e  cas de - PRT nous n'avons pas étudié l ' ac t ion  de ce composé sur 

des amines ou aminoacides. Nous avons montré, dans l e  t e s t  i n  vitro sur la  t ra -  
duction que - PRT ag issa i t  au niveau du pH 5 enzyme. Son action ne peut s'expliquer 
dans ce t e s t  pas une action directe  sur l e s  acides aminés. 

Les l ia isons entre ADN e t  protéines impliquent bien évidemment la  
réaction de l a  fonction aldéhyde avec l e s  fonctions amines des bases e t  des pro- 
t é i  nes . 



Liact.ivi t é  particul ièrement importante de - PRT pourrait s 'expliquer 

dans ce cadre s o i t  : 

- par une réactivité élevée de la fonction aldéhyde (due aux 
fonctions voisines ?)  , 

- par une s tabi l i té  accrue des intermédiaires de réaction (imines, 
participation des fonctions voisines à cette s tab i l i t é  ?) .  

Nous ne pouvons pas, actuel lement, conclure dans ce domaine. 



M É T A B O L I S A T I O N  H É P A T I Q U E  

D E S M É T A  B O L 1 T E S D E P -  r o g u e f o r t i  

Avant d'exposer nos travaux entrepris dans l e  b u t  de comprendre l e  

mode d'élimination de l a  toxine chez l e  r a t ,  nous ferons u n  bref rappel des 

mécanismes connus du  système de détoxication. 

1 - GENERALITES SUR LE M E C A N I S M E  DE D E T O X I C A T I O N  - 

En réponse à 1 ' ingestion de substances qui 1 eur sont étrangères, 
les  mammifères ont la  propriété de transformer, de métaboliser ces substances 
de manières à les  éliminer, restaurant ainsi  leur in tégr i té .  

Le métabolisme de ces substances à l ieu essentiellement dans l e  fo ie .  
Dans ces voies métaboliques, les  composés exogènes sont transformés chimiquement 

par des réactions de réduction, d'oxydation, d '  hydrolyse e t  de conjugaison. 
L 'effet  essentiel  de ces réactions e s t  de rendre hydrosolubles des composés in i -  

- tialement liposolubles, ce qui permet leur excrétion par la  voie urinaire.  En 
général, l a  biotransformation correspond à une baisse de la  toxic i té  de la  
substance absorbée. C'est  pourquoi ces métabolisations sont couramment désignées 
par l e  terme réaction de détoxication. Mais ce t te  métabolisation peut tout aussi 
bien conduire à.une activation ou à une augmentation de l a  toxici té  des subs- 
tances ëtrangères. C'est  l e  cas par exemple des hydrocarbures aromatiques poly- 

cycliques dont les époxydes formés par biotransformation sont cancérigènes. 
C 'es t  l e  cas également de l'Aflatoxine dont l e  métabolite ac t i f  (jamais i so lé)  
e s t  t r è s  certainement 1 'époxyde de la  double l ia ison 8,9 (59). 



Les enzymes responsables sont localisées dans l e  réticulum endoplas- 

mique de la cel lule  qui constitue u n  réseau tubulaire de lipoprotéines s 'é ten-  
dant sur 1 'ensemble d u  cytoplasme. Le réticulum endopl asmique "rugueux" e s t  

enveloppé de ribosomes ( l ieux de l a  synthèse protéique), tandis que l e  réticu- 

1 urn endopl asmique " 1 i sse" en semble dépourvu. Ce dernier,  par contre, semble 

ê t r e  l e  plus riche en enzymes de détoxication. 

Le terme de fraction microsomale ou de microsomes désigne l a  frac- 

t ion préparée ainsi : l es  cel lules  sont broyées avec u n  système adapté à chaque 

type de cel lules .  A u  cours de ce broyage l e  réticulum endoplasmique forme des 

pe t i tes  vésicules ( l e s  microsomes). Ces microsomes sont isolés  par centrifuga- 

t ion du broyat à 10.000g pour environ 20 minutes (on élimine ainsi les  débris 

ce l lu la i res ,  l es  noyaux e t  les mitochondries. Le surnageant résultant e s t  

ensuite centrifugé à 100.000g pour une heure. La fraction microsornale e s t  

constituée par l e  culot obtenu au cours de ce t te  opération. Le surnageant cons- 

t i t u e  1; cytosoi . 
Le culot e s t  dispersé dans une solution tampon e t  son ac t iv i t é  en- 

zymatique e s t  mesurée. 

L 'act ivi té  de ces fractions (en ce qui concerne les  oxydations) .. 
nécessite de 1 'oxygène moléculaire e t  du NADPH.' (donneur d 'é lectrons) .  Le 

bilan global peut s ' é c r i r e  : 

R H  + O + 2e- + 2H' + ROH + H20 u 
NADPH 

Un des atomes de l'oxygène moléculaire e s t  incorporé sur l e  subs- 

t r a t ,  l ' au t r e  e s t  réduit en eau. C'est  ce t  aspect qui e s t  à l 'o r ig ine  d u  

terme : oxygènase à fonction mixte. Le terme monoxygénase q u i  e s t  fréquemment 

u t i l i s é ,  s igni f ie  que ces enzymes effectuent l e  t ransfer t  d ' u n  atome d'oxy- 

gène sur l e  substrat .  L'enzyme c lé  de ces oxydases e s t  une hémoprotéine cen- 

t r ée  sur u n  atome de Fer appelé cytochrome P-450. I l  doi t  son nom au f a i t  que 

sous forme réduite e t  en présence de monoxyde de carbone, l e  spectre d'absorp- 

t ion dans l e - v i s i b l e  f a i t  apparaître une bande avec u n  maximum à 450 nm. C 'est  

l e  cytochrome P-450 qui catalyse l ' i n se r t ion  d'un atome d'oxygène dans la mo- 

lécule de substrat .  On trouve l e  cytochrorne P-450 aussi bien dans l e  règne 

végétal que dans l e  règne animal. On peut actuellement proposer u n  mécanisme 

.. 
" NADPH = p h o s p h a t e  d e  n i c o t i a m i d e  a d é n i n e  d i n u c l é o t i d e  r é d u i t .  



de fonctionnement d u  P-450 : 

Ce mécanisme comprend 4 étapes : 

1" - Liaison du substrat  avec l e  cytochrome P-450 sous forme 

oxydée. 
2" - Réduction d u  complexe Férrique en Ferreux. 

3' - Fixation e t  activation de 1 'oxygène. 
4" - Transfert de l'oxygène sur l e  substrat .  

Ce système enzymatique possède quelques propriétés remarquables : 

1" - Une fa ib le  spéc i f ic i té  vis-à-vis de ses substrats.  I l  e s t  

capable de métaboliser une grande variété s t ructurale  de 
substrats.  

2" - Il e s t  inductible par les composés qu ' i l  métabolise. Les 
barbituriques induisent 1 ' a c t i v i t é  des enzymes hépatiques 
microsomaux, ce qui a pour conséquence une accélaration du 



métabolisme d'un grand nombre de substances non apparen- 
tées du  point de vue str.uctura1 avec 1 'agent inducteur. 

Dans l e  cas des réactions de réduction qui font également par t ie  
du mécanisme de détoxication, la  localisation la  plus générale e s t  l e  cytosol 

de la cel lule .  Tel e s t  l e  cas des alcools déhydrogénases q u i  catalysent les  
conversions al cool , aldéhyde (ou cétones). 

Enfin, la conjugaison, q u i  e s t  la dernière étape du processus de 
détoxication, e s t  catalysée par des glucuronyl-transférases (dans l e  cas de 
l a  glucuronoconjugaison) localisées dans la fraction microsomale. 

Tou'tes les données présentées i c i  sont issues de diverses études 
tant  réalisées in  vivo q u i  i n  vitro. La référence (60) couvre l'ensemble de 
ce chapitre. 

II - M E T A B O L I S A T I O N  PAR DES ENZYMES DE L 'HEPATOCYTE DE RAT DE 

DEUX METABOLITES DE P .  roqueforti - 
Nous,avons choisi d 'é tudier  l e  métabolisme de - PRT e t  - EA par deux 

fractions ce1 1 ulaires de 1 ' hépatocyte de r a t  préalablement t r a i t é  s o i t  au phéno- 

bar t i ta l  ou au méthyl-3 cholanthrène. 

Nous avons préparé selon l e  processus décr i t  dans l a  par t ie  expé- 
rimentale, l e  cytosol e t  les  microsomes de 1 'hépatocyte de r a t .  

Pour f a c i l i t e r  notre étude, nous avons marqué au 14c nos précurseurs 
EA e t  PRT. Ces métabolites marqués ont é t é  obtenus par voie biosynthétique en - 
f o u r n i G n t  au champi gnon de 1 ' acétate de sodium 14c. A deux f io les  de culture . A 

de la souche B on ajoute, au 4ème jour, 0 , l  mCi  d 'acétate  de sodium "C ( U ) .  

Les cultures sont ex t ra i tes  au 14ème jour. La purification par chromatographie 
sur si1 ice permet de récupérer, après c r i s t a l  1 isat ion,  3 mg de - EA e t  6 mg de 
PRT. Ces métabolites sont dosés quantitativement par chromatographie liquide. - 
Le pureté radiologique a é t é  vér i f iée  par C.C.M.  (voir  prof i l s  page ci-contre).  

On obtient ainsi  : 

EA = 0,027 mCi/mmole e t  PRT = 0,037 mCi/mmole - - 





1" - METABOLISATION D E  P R T  - 
L '  incubation de - PRT 14c avec de.s microsomes en absence de NADPH ré- 

su l t e  en l 'apparit ion de 1 produit majoritaire comme l e  montre l e  profi l  en 

C . C . M . .  

Nous avons r éa l i sé  ce t t e  même incubation avec.des quantités plus 

importantes dans l e  b u t  d ' i so l e r  e t  de caractér iser  ce métabolite. Une expé- 

rience réal isée à par t i r  de 20 mg de - PRT après une heure d'incubation permet 

de récupérer après chromatographie sur s i l i c e  par élution de gradient CHC13-MeOH, 

7 mg de - PRT e t  9 mg d ' u n  métabolite plus polaire - 7 .  Ce métabolite e s t  identi-  

que au composé obtenu par saponification de - PRT (25).  Le comportement chroma- 

tographique, l e  point de fusion ( l e  point de fusion de mélange ne montre aucun 

abaissement notable), les  spectres de masse se  révèlent identiques chez l e  mé- 

tabol i t e  et .  l e  produit de synthèse. 

L I  incubation de - PRT 14c avec u n  mélange de cytosol e t  de microso- 
mes en présence de NADPH résul te  en 1 'apparition de deux métabol i tes  d i f fé ten ts  

de - PRT : - 2 e t  - 9 (profil  chromatographique page ci-contre).  L'incubation réa l i -  

sée avec 1 2  mg de - PRT pendant deux heures permet de récupérer - 8 (3 mg) e t  -. 51 
( 4  mg) après chromatographie sur s i l i c e .  

Le composé - 8 s 'avère ê t r e  identique ti - EC comme l e  montre l e  comFior- 

tement chromatographique, l e  point de fu'ion e t  l e  spectre de masse (M' =' 322). 

Le comnosé - 9 es t  plus polaire que - 8 ' e t  - PRT. La structure proposée repose sur IE,  
comparaison avec l e  produit obtenu par,action de KOH/CTH30H sur - EC.  Le métatio- 

l i t e  naturel présente les  mêmes caractéristiques chromatographiques e t  l e  niême 

spectre de masse que l e  composé de synthèse. 

Le composé de synthèse - 9 a é t é  obtenu de deux manières. La saPoni- 

f icat ion de - EC donne - 9 avec u n  f a ib l e  rendement: La réduction par NaBH4 de - 7 

(142 mg) permet d'obtenir - 9- (48  mg). Les données physiques e t  spectrales de - 9 

sont en accord avec l a  s t ructure proposée cristaux blancs (PF 170°C décomposi- 

t i on ) .  

- .I.R. (KBr) 3460 cm" e t  3390 cm-' ( O H )  

1685 cm" (cétone a,@ insaturge) 

Le spectre de masse donne un ion moléculaire M' (280). Laianalyse en 

haute résolution permet de proposer la  formule brute C15H2005 (calculé : 280, 
13106 ; trouvé : 280, 13149). 



Le spectre de R . M . N .  du  proton (90 MHz, CD30D) e s t  complexe e t  sug- 

gère comme pour EC ' la  présence d' u n  équi 1 i bre 9a 9b. Les pics H-9 à 5,95 ppm --.-- - - 
(9a) e t  6,42 ppm (9b) permettent d'estimer à 75% la  forme de - 9b .  

La métabolisation de - PRT en présence du  cytosol e t  de NADPH conduit 

uniquement au composé - 2 comme l e  montre une simple analyse en C.C.M. .  

2" - METABOLISATION D E  E A  - 

L'incubation de - EA avec des microsomes en présence de NADPH permet 

de détecter la  présence de t ro i s  métabolites plus polaires que - EA. Dans l 'o rdre  : 

10, 8 ,  9. - - - 
Une métabolisation réal isée avec 20 mg de - EA permet d ' i so le r ,  après 

une chromatographie sur s i1  ice,  dans 1 'qrdre 10 (3 mg),  8 (6 mg) ,  9 (7 mg). 
$' 

- - - 
1 i 

Le corposé - 10 e s t  identique i , u  produit de saponification de - EA 

(C.C.M., point de fusion, poirt  de f u s i o , ~  de mélange e t  spectre d e  masse). 
4 

La saronification C V ~ !  - EA (50 n t 3 )  conduit à l 'isolement d'un composé 

c r i s t a l l i s é  blanc 10 de point tie fusion 128-130". Les données spe(;trales sc~nt 

parfaitement en accord avec 1; structure proposée. 

Spectre U . V . ,  h m a x  246 n m ,  E = 13200 (cétone a,@ éthylénique) 

Spectre I.R. 3570 e t  3510 cm-! ( O H )  

1685 m (cétonl' a , ~  éthylénique) 

Le spectre de masse donne u n  ,<ic  moléculaire à M' = 264. L'analyse 

en haute résolution (M' = 264, 13598) es1 en par fa i t  accord avec la  formule 

brute Cl5HZ0O4 (calcule : 264, 13615). 

Le spectre R . M . N .  du proton ( t O  MHz) ne d i f fè re  du composé EA que - 
par l a  disparit ion de la  fonction acétatci ( à  6 = 2,15) e t  l e  déplacement para- 

magnétique du proton H-3 (de 5,12 ppm à ,12 ppm) . 
Le composé - 8 issu de ce t te  méllabolisation e s t  identique à EC comme - 

l e  montre l e  comportement chromatographiaue, l e  point de fusion, l e  point de 

fusion de mélange e t  l e  spectre de masse. 

De même, l e  composé - 9 (obtenu à p a r t i r  de - EA) se révèle identique 

au composé caractérisé précédemment dans l a  métabol isation de PRT (point de - 
fusion e t  spectre de masse sont identiques). 
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L '  incubation de - EA avec des microsomes en 1 'absence de NADPH conduit 

uniquement au composé - 10. 

L'incubation de - E A ,  avec l e  cystosol ne provoque aucune métabolisa- 
t ion.  Avec l e  surnageant à 15000g, la métabolisation e s t  identique à ce l le  des , 

mi crosomes . 
Ces résu l ta t s  nous ont amenés à étudier l a  métabolisation par les  

microsomes hépatiques de - E C .  En absence de N A D P H ,  1 ' incubation de - EC ( 4  mg) 

conduit à l 'obtention du composé - 9 (1 mg) produit d'hydrolyse. Les caractéris- 
tiques chromatographiques e t  spectroscopiques (S.M.) de ces métabolites sont 

ce l les  du  composé - 9 préalablement caractérisé.  De même, la métabolisation de - 7 

par l e  cytosol mène en présence de NADPH à - 9 e t  la  métabolisation de - 10 sur des 
microsomes en présence de NADPH conduit au composé - 9 .  Dans ces deux dernières 

métabolisations, seule les caractéristiques chromatographiques des produits 

obtenus ont é t é  u t i l i s é s  pour confirmer leur  nature. 

La figure ci-contre résume donc 1 'ensemble de no's résu l ta t s  . Le 

bilan de ces métabolisations f a i t  apparaître l 'exis tence de t r o i s  types de 

réactions : 

- Une réaction d'hydrolyse d'ester (acétate) 

- Une réaction de réduction d'un groupement carbonyle 

- Une réaction d '  hydroxyl a t ion.  

La réaction d'hydrolyse de l ' a cé ta t e  se produit sur la  f ract ion 

microsomale, en 1 'absence de NADPH. Une t e l  l e  réaction conduit bien à u n  
composé plus polaire,  plus hydrophile, plus facilement éliminable. Ce type 
de réaction a déjà é t é  rencontré dans l e  cas de la  procaïne (61).  Dans l e  cas 
des mycotoxines U E N O  a montré (63) que l a  T-2 toxine (Mycotoxine de fusarium 
de squelette sesquiterpénique de type trichothécane) subit  également sur les  
rnicrosomes une réaction de désacétylation. La réaction de réduction de la 
fonction aldéhyde e s t  une réaction classique du cytosol de l a  ce l lu le  hépatique. 

Une t e l l e  réaction se  produit par exemple au cours de la métabolisation hépa- 
tique de l 'af la toxine B1 en Ro ( 6 2 ) .  



Dans ngtre cas, M .  C A C A N  a  montré, dans la  publication jointe 

(Toxicology) qui détai 1 l e  l e  fractionnement e t  1 ' isolement de systèmes enzy- 

matiques étudiés,  que cet te  ac t iv i t é  réductase se retrouve également sur les  

microsomes. I l  e s t  t r è s  probable qu'iq s ' a g i t  d'une contamination des micro- 

somes par une enzyme cytosolique. 

La réaction d'hydroxylation observée e s t  t r è s  classique de l a  frac- 
t ion microsomale. On peut remarquer, dans l e  cas qui nous intéresse,  que l e  

méthyle q u i  subi t  l a  réaction d'hydroxylation n ' e s t  pas l e  plus accessible s té-  

riquement de l a  molécule e t  que, sur l e  plan réac t iv i té ,  l e s  deux méthyles 1 2  

e t  13 doivent ê t r e  équivalents. 

b L'orientation de l'hydroxylation en C-12 en c i s  par rapport à l a  

fonction cétone a , ~  éthylénique peut suggérer, dans l e  s i t e  enzymatique, une 

interaction avec ce t te  fonction. 11 s e r a i t  intéressant d ' étudier ,  sur des modè- 

les  proches de - E A ,  ce type de métabolisation. 

Toutes les  réactions impliquées ic i  conduisent bien à un caractère 
plus hydrophile des molécules. S u r * l e  plan détoxication, l ' é tude  des relations 

, entre  structure chimique e t  ac t iv i t é  biologue montre bien que la  réaction de 
réduction seule constitue dans notre cas u n  mécanisme de détoxication de PRT. - 

CACAN (64) a  étudié l ' é t ape  suivante d u  processus de détoxication : 

l a  conjugaison. Elle a  montré q u ' i l  exis te  sur les  microsomes hépatiques u n  
enzyme (gl ucoronyl-transférase) capable de conjuguei - EC e t  - 9 à 1 'acide glucu- 

ronique. Cette 1  iaison se  f a i t  t r è s  probablement sur ,l 'hydroxyle en C-12 ( l e s  

composés - 1 e t  - 4 ne sont pas conjugués dans ces mêmes conditions). 

L'ensemble de ces études réalisées i n  vitro ne préjugent pas d u  

mécanisme effectivement ac t i f  i n  vivo, mais e l les  consti tuent une approche 
souvent plus f ac i l e  du problème. 



Toxicology, 8 (1977)  205-212 
i;_> Elsevier/Nor<h-Holland Scientific Publishers, Ltd. 

IN VITRO METABOLISM OF PPJ~ICILLIUM ROQ UEFOR TI 
TOXIN (PRT) AND A STRUCTIIRAI~LY RELATED COMPOUND, 
EREMOFORTIN A, BY RAT LIlrER 

MONIQUE CACAN, SERGE MOREAL and ROGER TAILLIEZ 

Unit6 INSERM U 42, Iloniaine du C.E. R 7'I.A . 59650 Vdlenvuue d'Ascq (France) 

(Keceived March l ï t h ,  1977  ) 
(Revision received May 17th, 1977)  
(Accepted June 14th, 1977 ) 

- - 
t- 

SLWMARY 

ï h e  metabolism of two clos~~l~,r  rclated co,.iipounds (PRT ;ind Eremo- 
fortin A) isolatcd from a culturc. of I'c.nlcrll~rc- 1 royuclortr wt ; studied in 
vitro using the rat liver system. Erizyrnatic activity was enhancs?d by treat- 
ment of rats with plienobarbital ( I 'H)  or 3-mrthylcholanthrene thlC). Meta- 
bolites were isolated by silica gel c o l u ~ n  chromat :graphy and thrir structures 
elucidated by spc.ctral analysis antl coi~fii~irio(.i Iiy \.hcriiic.;il syiithc;is. 

Three types of enxymatic rcaclions were ot)sc~'ved: hydroxylation, reduc- 
tion and deacetylation; the mc4at)olic pathways ,A tlic two conipounds givc 
the sanie final product. The authors suggest that the pathway de!,-ribed here 
is a route of detoxication. 

INTRODUCTION 

Penicillium roqueforti toxin (PlIT) is a mycotoxin produced from cultures 
of P. roqueforti, a strain used in the ripening-of French roquefort cheeses 
[1,2]. P. roqueforti has also been reported t o  \le the main microorganism 
isolated from ground moldy m i ~ e d  grains and corn silage associated with 
cases of bovine abortion [ 3 ] ,  Other inetabolites such as Eremofortin A 
closely related structurally to  I'LtT have been isolated in our laboratory 
from a unique strain of P. roqueforti [ 4 ]  . 

The intraperitoneal (i.p.) lethai dose values of the pure toxin solubilized 

Abbreviatioris: DMSO, dimethylsulloxit!t~; MC, :3-nirtliylcholailt11r~~ne; PB, phenobarbital; 
PRT, Penicillium roqueforti toxin; TLC, thin-layer chromatograptiy. 



witli dinit.tliylsulfoxide (L>hISO) have beeii calculateci. Death occurred 
within 40 h after i.p. injection of 10  pg of toxinlg to mala Swiss mice 
(25-30 g). PRT inhibited to the estent  of 60% the in vitro aCtivity of 
Escherichiu coli R N A  polymerase a t  a dose of 40 pglml of incubation 
mediurri 151. On the other haiid, Ertlmofortin A was not ari inhibitor of 
E. coli ICNA polyinerase and was IIOL lethal to  Swiss niice up to  an i.p. dose 
of 15  pg/g (61. 

The drug nictat,olizing enzyiiie systerii, iiidiicil~le hy phenobarbital (PR) 
c r  3-n1et11ylcliolaiitlir~~11~? (hIC), iiut oniy inc.taholizes endogenous sub- 
strates such as st,eroids or fatty a(-ids but also exogenous substances, e.g. 
dr,ugs, carciiiogeiis, iiiycotoxins [ 7 , 8 ] .  Wc. have studied and compared the 
nietabolic patterns of PRS, thk toxic coinpJund, aiid Eremofortin A using 

. rat livc!r siii>cclliilar prc.parations induccd with PB or MC. 

MATERIALS AND XIETI IODS 

i 
Purification of RZT and IJremo&rtilz A 

The same straiii of P. royup)Ortl (NI tRL 349) was used for production of 
YRT and Eremofortin A. Culti,.re conditions, isolation and pbrification have 
been previously described [4 ] .  

Preparatlo~z of lubclled PET 
PRT was prepared biosynt11i:ticdly with i' roquofortr using sodium 14C 

acctatc. as a prt'cursor ( s l ) t~ . .  :i<-t. 97 in(:i/iiiiicol, pur(-liascd fiorri C.E.A.). I t  
has brcii isolatcd and crystallir. >cl a5 (I~~scrit)t 1 [ 11. 'l'hc purity o î  the toxin 
was verified by thin-laycr c+hroincitogrrl~~Iiy ( ' 1  I,C) (lt'ig. 1 A) lising as solvcnt 
chloroforni-inctlidnol (96 : 4) and the chenYical identity of the compound 
was checked by its CO-chromatographie behav or with standard PRT. 

Mzcrosomal preparations 
Male rats (Wistar strains) weighirig about 250 g were used for the experi- 

ments. They received an i.p. injection of MC (20 mg/& dissolved in corn oil) 
or of PB (60 mg/kg dissolved in 0.154 M NaCl) once a day for three con- 
secutive days before killing. Livers were hom~genized in 3 vols. of ice-cold 
150 mM KCI and centrifuged at 4°C for 20 miii at  15 000 g. The pellets were 
discarded and the postrnitochondriai supernatants removed and centrifuged 
for 90 min a t  200 000 g (Rotor GO Ti, Beckmiin). The cytosol (S 200 000 g) 
was kept and the microsonial pellets wcre wajhed twice with the following 
medium: Tris-HCI 1 0  inM pH 7.4 <.ontaininq 0.5 mM MgCl, and 0.25 M 
sucrose. Microson-ies were resuspeiidcd in this latter buffer and stored in 
liyuid nitrogen. The amount of protein in :he microsomal fraction was 
determined by the niethod of Lowry et  al. [ c  ] using bovine serum albumin 
as standard. 

Incuballon proceditre 
Incubations were carried out in giass conicti flasks, open to air, at  37°C 



with gentle shaking during 1 or 2 Ii. The reaction mixture in 6.5 ml of 
Tris-HC1 buffer (10 mM Tris-HCI pH 7.4, 0.3 mM hlgC12, 0.25 M sucrose) 
contained 5 mg of proteins and in sonie experiments 5 phl NADPHz (Boeh- 
ringer). PRT, [14C]PRT or Eremofortin A (1.5 p M  in 20 pl methanol) was 
added just before incubation. 

Purif~cation and prod~lction of metul~oiiles 
The reactions were stopped by addition of 30 ml of cold chloroform and 

the metabolites were cxtracted tlire<% tiiucs with 30 ml of chloroform. The 
poolcd cliloroform soluble fractions wcSrr trcatcd witli anhydrous Na2S04 
and evaporated to  dryncss. The products were dissolvrd in chloroform and 
analyzed by TLC on silica gel coliteci plates, using CHC1,-MeOII (96 : 4)  as 
solvent. After spraying with concentrated sulfuric acid, the fluorescent spots 
were vizualized under UV light. IVheii lahelled PRT was the substrate of the 
reaction, silica gel precoated aluminiiitii sherts were used and 0.5-cm bands 
were eut along the cliromatograpliic path. Each band was counted in tolu01 
based scintillation medium. 

Production of nietabolitcs was perfornied I>y incubating 20 mg of PRT or 
Eremofortin A in the appropriate rcaction mixture. After concentration, the 
metabolitcs were isolated on silica gel col~iinn chromatography using a 
stepwise gradient mixture of Mc.OH-CllC1, (0 : 100 t o  20 : 80) ,  theii 
purified by crystallization. 

Clzenzical structurr.~ of' rnetubol~tr~s 
Metabolites strudtures have been studied in our laboratory by spectral 

analysis and chemical syntlicsis ( l O ] .  'i'h<~y Lire r<bported in Fig. 2. 

RESULTS 

Enzytnes inuolued in the lnetabol~sm of PAT and Eremofort~n A 
The intracellular localization of the enzynie systems affecting PRT and 

Eremofortiii A metabolism was established by testing the various subcellular 
fractions obtained by differential centrifugation. Wheri Eremofortin A was 
used as substrate, the enzyme activity present in the whole homogenate of 
liver could be recovered in the 15 000 g supernatant and this activity could 
be recovered again in the 200 000 g niicrosomal pellet even when this pellet 
was washed twice then purified by high speed centrifugation. If PRT was the 
substrate (Table 1), the homogenate, the S 15 000 g fraction or the mixture 
of 200 000 g supernatant, microsomal fraction were needed to  metabolize 
PRT. Heating enzynie prcparations in boiling watcr for 15 min resulted in 
the complete loss of activity. An tliihanced activity was observed by treat- 
mclnt of rats with MC or PB. Thcse observations allow us to  presuine an 
involvement of the drug metabolizing enzyme system. 

The data prcsentcld indicate that two enzyrne systems, one in the micro- 
soma1 pellet and one in the 200 000 g supernatant, are required for the 
transformation of PRT wherms the niicrosomal fraction catalyzes the 
formation of Erc~inoîortin nic~taholitcs. 



TABLE 1 

REQUIREMENTS FOR METABOLISM OF PRT 

The reaction mixtures contained the appropriate liver preparation arid the assays were made as described in Materials 
and Methods. 

Liver preparation NADPH, Substrate Production of 

P R T  Alcohol Eremofortir, C Eremofortln C alcoho! 

15 000 g supernatant O PRT + - - 
Microsornes O PRT + - - 
Microsornes + N, O PRT + - - 
Boiled microsomc.~ O PRT - - - 

(lOO°C, 15 min) 
Microsomes + PRT + + (weak) + (weak) 
200 000 g supernatant + PRT - + - 
200 000 g supernatant + N, + PRT - + - 
Boiled 200 000 g supernatant + PRT - - - - 

(lOO°C, 1 5  min) 
200 000 g supernatant + PRT - + 9 

+ microsomal fraction 
Microsomes O Eremofortin C - - + 
200 000 g supernatant + PRT alcohol - - + 



O 5 10 m i g r a t i o n  ( c m )  

Fig. 1. Chrornatographic profiles of lcibelled PRT and its metabolites. A: Labelled PRT 
before rnetabolization, B Assay made in tlie standard conditions with microsomal pro- 
teins for a 60-min incubation time a t  37OC of labellecl PRT, C.  Conversion of labelled 
PRT t o  Erernofortin C and Erernofortin C alcohol wk en NADPH, was added t o  the 
reaction mixture (200 000  g supernatalit and microsorn, 1 fraction). Incubation was run 
2 h a t  37°C. 



E remofortin A P R T  

Eremofort in A alcohol P R T alcohol 

E remofort in C alcohol 

Fig. 2. Proposed pathways of Eremot'ortiii A and Pi?T metal~olism by rat liver prepara- 
tions. 1, Metabolism requiring microsomal enzymes witliout NADPH,; h, metabolism 
requiring NADPH, and microsomal enzymes; d nietabolism requiring NADPH, and 
200 000 g supernatant. 



Melabollsln of PRT 
The metabolization of PRT by ililcrosonîes did not require NADPH, and 

a main nietabolite, PRT alcohoi, appeared (Fig. 1B). Incubation of PRT with 
NADPHz and the 200 000 g supernatant gives a product identified as Ercmo- 
fortin C. The incubation of PRT with a iiiisturt~ of 200 000 g soluble fraction 
and microsomal pellet, in the prcbst.ncc of NhL>PI12,  rcsulted in the appear- 
ance of two conipounds, Eremoi'ortiil C and Ereniofortin C alcohol (Fig. 1C). 

MelaOol~,srn of 1:'renlofortirz A 
\Ye report qualitative sludies for tliis conipo~ind. Kesults were similar to 

those ohtained wiih PRT. Erc.niofortiti :\ alcohol first appeared wlirln we 
incubated Ereniof'ortin A with iiiicrosonics. 'i'ho acldition of NADPfiL in the 
incuk~atioii nicdiur~i catalyzed th(> Sorniatioiî of' Iwo conipountls. TLC studics 
and spectral data indicatcd thcy w<'rci iclc.titie;il to Ifremofortin C and Ereino- 
fortin C alc~oliol (Fig. 2). 

Mctubolis~t~ of I<t c1trlo/«l.t~ll C 
Eremol ortin C, thcl hy  drox vlatcd ~)r(!diicl ol Ereinofiortiri A or the 

rcv.iuced forni of l'ltl' \\as iric~1,it)oli~c~cl ))y r a t  I1vc.i. riiicrosoiiios. Its irietd- 
bolization did iiol require NAL)Yll, i l i i t l  ttich uiily protiuct of the reaction 
wüs ideiitificd as Ereniofortin C alcoliol, 1)dsed upoii its chrornatographic 
behavior, enzyniatic reyuirements aiid spectral data [IO] (Fig. 2). 

i M < ~ i u O o l ~ ~ r ~ i  O /  l'l<'r ul<-o/rol urzd /:tc'~tlo/o~ 1 L I !  1 (11(.01101 
'I'he metabolisni of PR'i' alcoliol rtlqiiircAs NL\L)PliZ and the 200 000 g 

supcriiatant, ~ 1 i ~ r c . d ~  the int'tat)olisrii of' h:rc>iiioSortiii A alcohol reyuires 
NADPH, and the presence of mic*rosoinal enLynies (microsomal pellets). 
In each case the product of tlie reactioiî was identified as Eremofortin C 
alcohol (Fig. 21. 

DISCUSSION 

The experiniental data indicate tlie occurrence of' ail O-deacetylüse in rat 
liver microsomes which is iiivolvcd i i i  thti irietabolism of PR~, 'Eremofor t in  
A and Ereniofortiii C. This  ty1)e of eiizyriie lias alre~idy beeri noted by 
Remmer and Merker [ I l ]  using l~rocaine as the substrate. 

Eremofortin A hydroxylase is locnlizc~ti in th(? microsonial fraction and 
requires NArlPII, aiid O,, but tlic? su~~c~~iiatai i t ,  of' t he  microsoinal pellet 
contains a rtlductas(> whicli cat:ilyzc~s tliv rcduction of PItT aiid of PItT 
alcohol. Both microsomal and (,ytosol iliizyiiic>s arc! rcyuircd for the forma- 
tion of Ercn-iofortin C alcoiiol. It hüs 1)ceri oi)si,rve<l prt~viously 1121 that a 
similar type of syst,cn~, a niicrosoinal hytlroxylase and n cytoplasmic reduct- 
ase, is reyuirfd for the foniiation of ilflatoxicol Il,, a mcttabolite of aflatoxin 
BI, the potent hepatocürciiiogcii protiiic:ctl / )y soili(! strains of Aspcrgillris 
f'luuus. It sliould I>(l notchtl tliat al'1c.r two oi. cavc>n tlircc? resuspcnsions arid 
subsequent wasliings of the microsoiiial fracttion, a weak but detectable 



reducl~iic activity is always assoc-iatc f i  ~ v i t h  thr  200 000 g pellet siiggesting ' 

thüt tliis latter VnLyme iiiight br diitrii)utr~tl between the cytosol aiid the 
rnicrosonie5. 

It 1s to be noted that the nietaho!ic. pathways of YItT and the non-toxic 
Eremofortin A are similar (Fig. 2). Since Ereniofortin A is not toxic in vivo 
as well as in the system described by bloulé et al. [5,6], we can suggest that 
the pathway obtained in our III  vitru çystcril 1: arou tc  of detoxication. PRT 
and Eremofortis A are epoxitlt.~ but arc. iiot slbstrates of epoxide hydrase, 
an important dryg metabolizing erizyiiie [13]. 

Toxicity testg of the metabolic products are under investigation. Addi- 
tional studies of PRT on isolctcd ptrrfused rz2t liver and in the animal are 
needed to deterqline whether the paLhways w have depicted closely reflect 
the in vivo mcbtsbolisin and whethc~r the hydeoxylated compound, Eremo- 
fortin C alcohol, could bè coi~jug~ited witli glitathionc or glucuronic acid in 
order to increase its hydrophilicity. 

The authors tharik Dr. J. Krembel for his interest in this study and Miss M. 
Dhérin for technicai assistance. 
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Les relations structures-activités de la sé r i e  des érémofortines ont 

montré l e  rble prépondérant de l a  fonction aldéhyde. Néanmoins, on peut penser 
, que les autres fonctions, l e  squelette participent à 1 ' e f f e t  toxique, en rnodi- 

f i a n t  l a  réac t iv i té  de l a  fonction aldéhyde ou son environnement stérique. Nous 
avons, dans ce b u t ,  tenté  de synthétiser quelques aldéhydes simples présentant 
avec PRT des analogies, mais ne. comportant pas tous les  groupements fonctionnels. - 
Nous avons choisi les  aldéhydes suivants : l l a  e t  12a e t  les  alcools correspondant - - 
l l b  e t  12b.  - 

Le schéma de synthèse e s t  l e  suivant : l ' e s t e r  insaturé 13 permet - 
d'accéder rapidement aux composés 11 e t  12 selon la  séquence : - - 



- -- - - - - - 

La synthèse de l ' e s t e r  de départ e s t  effectuée par une réaction de 

WITTIG-HORNER sur 1 a cycl ohexanone 

En e f f e t ,  l 'anion correspondant a l 'espèce 14 est  beaucoup plus réact i f  - 
que la  phosphine correspondante e t  permet d'obtenir avec un bon rendement un 
e s t e r  insaturé ( 5 7  ) .  

L'a diéthylphospho-propionate d'éthyle 14 est  prépare ii par t i r  de - 
l'a-Bromopropionate d'éthyle par action du phosphite d 'éthyle ( 58 ).  



Le carbanion de14 -- e s t  préparé dans l 'éthanol absolu par action de 

. l iethanolate de sodium. Ce carbanion e s t  condensé sur l a  cyclohexanone. Après 

d i s t i l l a t i o n ,  on obtient - 13 (liquide incolore Eb 85' à 0,7 mm) avec u n  bon ren- 

dement (60%).  

Le spectre I.R. indique l a  présence d'une fonction e s t e r  insaturée 

(1715 cm-'). Le spectre R.M.N. du  proton.un t r i p l e t  (3H) à 6 = 1,25, u n  singulet 

large 6 = 1,8 (3H, méthyle sur double l ia i son) ,  u n  quadruplet (2H) à 6 = 4 , l .  

Le spectre R . M . N .  13c présente 11 pics. Les valeurs observées sont en accord avec 

l a  structure attendue. 

La réduction de 13 par L i A 1 H 4  donne - l l b  caractérisé par une absorption 

en 1 . R .  à 3600 e t  3450 cm-'et par 1 a présence dans son spectre R.M.N. ' H  d l  u n  
singulet large à s = 1,8 ppm d ' in tens i té  3H (méthyle sur double l ia ison)  e t  d'un 

' autre singulet à 6 = 4,2  ppm d ' in tens i té  2H (CH20H), 1 H  échangeable avec D20 à 

6 a 3 ppm (O-H) . Le spectre R . M . N .  13c présente 9 pics dont les  valeurs sont : 



l l b  e s t  oxydé par .  1 'ac ide  m.chloroperbenzo7que en époxyde 12b 1 i q u i d e  - 
i n c o l o r e  .carac tér isé  en 1 .R. par  une bande hydroxyle à 3610 e t  3440 c z ,  en 

R.M.N. ' H par un méthyle s i n g u l e t  à 1,5 ppm, 1H (s, l a r g e  échangeable avec D20) 

à 3,6 ppm, un s i n g u l e t  (2H) à 3,7 ppm (-CH2-OH) e t  s 'urtout en R.M.N. 13c par deux 

p i c s  à 68,5 e t  66,5 ppm c a r a c t é r i s t i q u e  des carbones époxydiques. 

117 
12 b - 

L'oxydat ion  de - l l b  en aldéhyde e s t  r é a l i s é e  par  1 ' a c t i o n  de Mn02 dans 

.. l lhexane . Le b r u t  de r é a c t i o n  (apr@s 48 heures) e s t  f i l t r é  sur  une colonne de 

s i l i c e ,  p u i s  p u r i f i e  par  chromatographie l i q u i d e  haute performance. Le rendement 

après p u r i f i c a t i o n  e s t  de 36%. L'aldéhyde -- 1Ya e s t  un l i q u i d e  i n c o l o r e  c a r a c t é r i s é  

pn I . R .  par  une absorp t ion  de 1680 c a l  e t  en RM.N. 'H par  un pro ton  aldéhydique 

à a = 10 ppm (non éçhangeable avec D20), e t  un méthyle su r  double l i a i s o n  à 

1,75 ppm. 

L 'oxydat ion  de - 12b en - 12a e s t  r é a l i s é e  dans l e s  mêmes cond i t ions .  Le 

rendement obtenu après p u r i f i c a t i o n  par  chromatographie 1 i q u i d e  e s t  de 40%. 12a 
- 1- e s t  un 1 i qu ide  i n c o l o r e  qu i  présente en 1 .R. une bande carbonyle à 1720 cm , en 

R.M.N. 'H, un p ro ton  aldéhydique à 9,4 ppm e t  un méthyle à 1,41 pprn. 
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B O T R Y O D I P L O D I N E  U N E  M Y C O T O X I N E  

É L A B o R É E  P A R  U N E  S O U C H E  D E  P - r o q u e f o r t i  

Nous avons examiné de manière systématique la production de métabo- 
lites par diverses souches de P. roqueforti en nous intéressant plus particu- 
lièrement, aux souches isolées de sources naturelles. 

J. PELHATE, au cours d'études sur 1 'évolution de la flore fongique 
des ensilages, isole très fréquemment des souches de P. roqueforti .  11 nous a 
aimablement fourni ses divers isolements . De la cinquantaine de souches exami- '..) 
nées de diverses origines (maïs, fourrage, blé fourrage, pulpe de betterave, 
paille humide, soja, févéroles) , nous avons retenu une souche non productrice 
des sesquiterpènes que nous venons d'examiner. La souche B-25 (isolée de maïs 
fourragé ensilé) montre à 1 'examen en C.C.M. son aptitude à élaborer de nouveaux 
métabol i tes. Après avoir constaté que 1 'extrait ch1 oroformique de la culture de 
B-26 était toxique pour la souris, nous avons jugé opportun d'entreprendre la 
purification et 1 'étude de ces métabol i tes. 

Au préalable, toutefois, nous avons tenu à vérifier soigneusement 
la nature de cette souche. Dans cette intention, un clone de l'isolement ori- 

ginal a été confié au Centraalbureau Voor Schimme1culture à BAARN (Pays-Bas). 
Ce clone fut effectivement identifié comme un P. roqueforci Thom. 

Les conditions de culture de la souche B-26 sont identiques à celles 
utilisées pour la souche NRRL 849. L'extrait. chloroformique réalisé au 14ème 
jour de culture (39 à partir de 50 fioles) est chromatographié sur une colonne 

de silice. L'élution avec des mélanges CH3CI/CH30H de 1, 2, 5, 10% en CH30H 
permet de récupérer 4 fractions grossières. Des poids identiques (a 10 mg) des 

diverses fractions (1, 2, 5 et 10%) sont injectés à trois souris (Swiss mâle, 

209) par voie intrapéritonéale dans 0,l ml de DMSO. Dans ces conditions, seule 



l a  fraction 2% e s t  toxique : ( l e s  t r o i s  souris sont mortes en 40 heures). A 

l'examen en C . C . M .  de ce t t e  f ract ion,  une tache majoritaire apparaît en brun 

rouge après pulvérisation à 1 'acide sulfurique e t  chauffage à 110' pendant 

20 minutes. Nous avons donc entrepris l ' isolement e t  l a  caractérisation de 

c e t t e  tache. 

- P u r i f i c a t i o n  e t  s t r u c t u r e  de l a  t o x i n e  16  - 
Un ex t r a i t  chloroformique brut (2,Zg) du milieu de culture de 

P. roqueforti B-26 e s t  chromatographié sur colonne de s i l i c e  (2009) éluée par 

500 ml de mélanges CHC13/CH30H de 0, 0,5, 1, 2 ,  5% en CH30H. Le mélange à 2% 

élue une fraction homogène (850 mg) en C.C.M.  qui contient l a  tache précédemment 

repérée. 

Cette fraction e s t  soumise à une chromatographie liquide haute per- 

formance préparative sur une colonne de s i l i c e  (5-20 pm) de 30 cm de longueur 

e t  2 cm de diamètre. L'élution e s t  réal isée par u n  mélange hexane/acétate 

,' d'éthyle (30/70) à 9,9 ml/mn. La détection par u n  réfractomètre different iel  per- 

met de déceler un pic élué au bout de 20 minutes correspondant à l a  tache repé- 

rée en C .C  . M . .  'On obtient 60 mg d ' u n  composé incolore qui c r i s t a l  1 i s e  t r è s  
' 

difficilement dans 1"éther éthylique à froid (10 m g ) .  L'étude s t ructurale  a é t é  

réal isée par diffract ion de R . X . .  La d i f f i c u l t é  de c r i s ta l  1 isat ion d u  produit 
, naturel - 16 nous a inc i tés  à réa l i ser  ce t te  étude sur u n  dérivé acétyle,  l e  spec- 

t r e  I.R. de - 16 indiquant l a  présence d ' u n  hydroxyle. L'acétylation pyridinique 

conduit à 1 'obtention d ' u n  composé - 17 qui,  soumis à une c r i s t a l l i s a t ion  dans un 
mélange éther éthylique- hexane, se présente sous la  forme de plaquettes de 

dimensions suffisantes pour une étude en diffract ion de R . X . .  Pour des raisons 

de s t ab i l i t é  du produit, ce t te  mesure a é t é  réal isée à basse température dans 

1 'obscurité. 

- S t r u c t u r e  de 17 - 
L'enregistrement de 1643 réflexions a é t é  réa l i sé  au diffractomètre 

automatique équipé d'urecathode au cuivre. La structure a é t é  résolue par les  

méthodes directes.  
O 

La mail l e  e s t  monocl inique. Ses paramètres Sont en A : a = 14,192, 

b = 10,300, c = 6,535. Les angles 6 = 8 = 90°, 8 = 102,25". 

Le groupe spat ia l  e s t  
2 1  ' 







La structure e s t  indiquée ci-dessous : 

11 s ' a g i t  d ' u n  cycle à 5 éléments comportant une fonction hémiacétalique. 

La fonction acétate e s t  en trans par rapport au méthyle e t  à l a  
méthyl e cétone. 

Les caractéristiques spectrales de - 17 confirment ce t te  structure.  

Le spectre I.R. relève l a  présence de la  fonction acétate (1735 cm-') 
e t  de l a  cétone (1720 cm-'). , 

Le spectre R . M . N .  ' H  (vo i r  ci-contre) e s t  aisément interprétable.  



ô = 0,92 ppm 3H, d ,  J = 7,5 Hz CH3-5 

ô = 2,06 ppm 3H, s ,  CH3-9 

ô = 2,23 ppm 3H, s ,  CH3-7 

6 = 2,7 ppm IH, q ;  J = 7,5 Hz H-2 

ô = 3,8 ppm l H ,  m ,  H-3 

6 = 4,22 ppm 1 H ,  m ,  H-4 

ô = 5,95 pprn l H ,  s ,  H - 1  

L'analyse des couplages H-3, H-4 e t  H-3, H-2 e s t  d i f f i c i l e .  Une 

mesure à haut champ s e r a i t  nécessaire pour obtenir un spectre du premier ordre. 

Le proton H - 1  singulet présente donc une constante de couplage nulle avec H-2. 

L ' i r radiat ion de CH3-5 transforme l e  quintuplet H-2 en doublet. 

L ' i r radiat ion à 2,7  ppm (H-2)  transforme l e  signal de CH-5 en sin- 

gulet ,  e t  perturbe 1 ' a l lu re  du signal H-3. Le singulet de H - 1  n ' es t  lu i  pas 
. 

perturbé dans ce t te  mesure. 

De même, l ' i r r ad ia t ion  en H-3 perturbe l e s  deux signaux de H-2 e t  

H-4 e t  l ' i r r ad ia t ion  en H-4 perturbe seulement l e  signal de H-3. 

Le spectre R . M . N .  13c (15,2 MHz) e s t  constitué de 9 ra ies  bien dis- 

t inc tes .  Les mult ipl ic i tés  observées dans l e  spectre off-resonance permettent 

une at t r ibut ion des différentes valeurs. 





1 RMN H de la Bo t ryod ip lod ine  16 - 

i . .  ... ! . : . :  . . '  ' -  
- -- -1 :-A .-.- -- - -.--.- 



, 

Le spectre de masse ne mont're pas l e  pic moléculaire à m/e 186, mais 

u n  pic à M-60 m/e = 126 (perte  de l ' a c é t a t e ) ,  l es  fragmentations importantes 

sont m/e 98, 87, 85, 83. 

- S t r u c t u r e  de 16 - 
L'examen des caractéristiques spectrales de - 16 permet de proposer 

l a  structure : 

Le proton hemiacétalique H - 1  résonne à 5,15 ppm sous la forme d ' u n  

s i  ngul e t .  

La présence en solution d'un mélange de deux anomères peut expliquer 

l a  complexité d u  spectre R . M . N .  'H, ainsi  que son é,volution dans l e  temps. 

L'anomère qui comporte u n  hydroxyle en c i s  par rapport à l a  méthyle ~ é t o n e  peut 

présenter une 1 iaison hydrogène intramoléculaire qui e s t  certainement à 1 ' o r i -  
gine des différences de déplacements chimiques importants aux niveaux des 

i L'acétylation de - 16 conduit à u n  produit unique, on ne bloque pas 
acétylation qu'une des formes possibles. La l iaison hydrogène intramoléculaire 

de la  forme c i s ,  rend 1 'hydroxyle moins accessible à 1 'acétylation. On déplace 

l ' équi l ibre  vers la forme trans qui e s t  la  seule isolée au niveau de - 17. 

L'examen de l a  1 i t t é r a tu re  a montré que l e  composé - 16 a é t é  isolé  

pour la  première fo is  d '  u n  autre champignon B o t r y o d i p l o d i a  t h é o b r o m a e  ( 81 ) . 
Les caractéristiques spectrales de - 16 sont identiques à ce l le  de l a  Botryodiplodine 

(81) .  



En conclusion, à cette étude structurale i l  faut mentionner.que l e  

composé - 16 ne 'semble pas stable en phase aqueuse. Des soluti~ons aqueuses réa- 
l isées par addition de l ma de - 16 (dissous dans 20 d'acétone) dans 1 ml 

d'eau prennent en une dizaine d'heures une coloration rose qui devient au bout 
de quelques jours rouge foncé. On ne peut alors réisoler - 16 pa r  extraction 
chloroformique. cici es t  à rapprocher de 1 ' apparition dans l e  milieu de culture 

de B-26 d'un pigment rouge identique à part ir  du 12ème jour au 13ème jour de 
culture, e t  peut, peut-être, expl iquer 1 es difficul tés rencontrées pour  obtenir 
des quantités appréciables de - 16. 







Penicillium roqueforti s 'avère capable d'élaborer des métabolites 
toxiques de s t ructurestrès  différentes.  La PR toxine - PRT e s t  u n  sesquiterpène 
de la  sér ie  érémophilane. On peut i so ler  également, de certaines souches de 
P. r o q u e f o r t i ,  d 'autres métabolites de la  même sér ie  biogénétique E A ,  E B ,  E C ,  - - - 
E D ,  E E .  Tous ces composés nous ont aidés à comprendre à l a  fo is  l a  biogénèse - - 
de - PRT e t  son mode d 'act ion.  Les propriétés biologiques de PRT résul tent  de l a  - 
présence de l a  fonction aldéhyde t an t  en ce q u i  concerne sa toxic i té  que les  
a l térat ions biochimiques que - PRT peut induire : inhibition de la  réplication, 
transcription e t  traduction, création de pontages entre A D N  e t  protéines de l a  

chromatine. 

Si l a  fonction aldéhyde e s t  de toute évidence indispensable à ce t t e  
ac t iv i t é ,  qui e s t  particulièrement élevée pour  u n  composé do type de PRT, nous 
n'avons aucune explication à donner pour ce t t e  par t icular i té .  Le processus de 
détoxication par des enzymes de 1 'hépatocyte de r a t  f a i t  appel à une réduction 
de la  fonction aldéhyde en alcool e t  à une conjugaison à l ' ac ide  glucuronique 
de cet te  même fonction. 

La botryodipl odine e s t  élaborée.par une des souches à notre disposition. 

Sa structure qui comporte un squelette carboné à 7 atomes de carbones e s t  t r è s  
différente de - PRT. Son origine biogénétique res te  à préciser. L'étude toxicolo- 
gique e s t  en cours. 

La production de ces deux toxines par diverses souches de P. roqueforti 

pose l e  problème de leurs  présence dans les  produits fromagés aff inés  par ce t t e  

/ ' espèce e t  donc des r i  sques toxi nogènes q u '  i  1 s font courir  aux consommateurs. 

En ce qui concerne - PRT, ce risque e s t  - nul e t  repose sur des arguments 
que nous allons passer en revue. 

Certes, l es  souches u t i l i sées  en fromageries sont capables d'élaborer 
dans les conditions du  laboratoire la - PR Toxine. La souche N R R L  849, l a  souche B ,  

e t  @galement de nombreuses souches isolées de divers fromages du  type bleu de 
tous pays (75 )  sont toxinogènes. 

Mais cet te  première e t  indispensable condition ne s u f f i t  pas. Encore 

faut- i l  que l e s  souches toxinopènes élaborent effectivement l e  toxique dans l e  

milieu de cul ture  que constitue la  pâte à fromage e t  dans les circonstances de sa 



transformation jusqu'au produit, aff iné.  I l  e s t  encore nécessaire que tout au ion< 
de ce t te  évolution l e  toxique ne s o i t  pas dé t ru i t .  Or l 'é laborat ion de - PRT n'es1 

pas évidente cornme'le démontre une ~ remiè re  étude de P.  GALZY (76 ) .  Pour cet au- 
teur, des cultures immergées de P. roqueforti dans un milieu favorable à la pro- 
duction de - PRT n'en élabore pas, bien que l e  champignon se développe abondamment. 
L'aération semble insuffisante pour assurer l a  synthèse de l a  mycotoxine. De plu :  

une trop fa ib le  teneur en saccharose ( i , 5 % )  empêche sa production. Enfin, l a  

présence de NaCl (10%) e s t  également inhib i t r ice .  Or ces conditions défavorables 
sont réunies dans la  préparation des fromages de type bleu : aération faible ,  

absence de glucide e t  présence de NaC1. Ce t ravai l  de GALZY a é t é  confirmé par 
des auteurs i t a l i e n s  (75)  q u i  concluent également au défaut probable de - PRT dans 
les fromages fermentés avec P. roqueforti .  

Qui  plus e s t  P.M. SCOTT (54)  a f a i t  l a  preuve que - PRT e s t  instable 
dans l e  fromage e t  que son addition à u n  fromage. conduit à l a  formation de PR 
imine dont nous avons démontré l l ' a toxic i té .  La s t a b i l i t é  de ce composé dans l e  

fromage n'excède. d 'a i l leurs  pas 5 jours. Comme l ' a c t i v i t é  protéolytique de 
P. rogueforti l ibère  de l'ammoniaque, de l a  PR imine e s t  produ9te à part i r  de 
PRT ajoutée. - 

Tels sont les principaux arguments q u i  j u s t i f i en t  que 1 'on n'éprouve 

aucune inquiétude quant à l ' innocuité des fromages bleus. 

En ce qui concerne la  Botryodiplodine, peu de données sont disporii- 
bles. Neanmoins, on peut à son sujet  développer deux arguments rassurants. 

D'abord les souches q u i  l 'élaborent semblent rares puisque, au cours de notre 

t r ava i l ,  nous n'en avons recontré qu'une seule qui, d ' a i l l eu r s ,  n 'a pas é té  
isolée d'un produit l a i t i e r .  Ensuite, l a  toxine e s t  instable  en phase aqueuse. 
Cependant c e t t e  in s t ab i l i t é  dans l e  fromage mériterait  d ' ê t r e  vér if iée  pourb ê t re  
certain de l'absence de tout risque. 



P A R T I E  E X P E R I F ~ E N T A L E  





Les spectres infra-rouge ( 1  .R.) ont. é té  enregistrés sur un spectro- 

photomètre PERKIN-ELMER 157 G. Les fréquences sont données en cm-'. 

Les spectres de résonance magnétique nuc1éai.t-e ,du proton R.M.N. ' H  

ont  é té  enregistrés sur l es  apparei ls suivants : 

- VARIAN A 60 (60 MHz) 

JEOL JNM 60 (60 MHz) (U.E.R. de Pharmacie de L i 1  l e )  

- BRUCKER WP 60 (60 MHz) 

- PERKIN ELMER R 32 (90 MHz) (I.R.C.L. de L i l l e )  

- VARIAN XL 200 (200 MHz)(Société VARIAN, Suisse) 

- CAMECA 250 (250 MHz) (Société CAMECA) 

- BdUCKER WP 360 (360 MHz) (Société RHONE-POULENC, Saint-Fons) 

Les déplacements chimiques sont exprimés en 6 ppm à p a r t i r  du tr imé- 

t hy l s i l ane  (TMS) p r i s  comme référence in terne.  Les couplages sont donnés en Hz. 

Les l e t t r e s  s, d, t, .m ont e té  u t i l i s é e s  pour désigner l a  nature des signaux, 

respectivement s ingulet ,  doublet, t r i p l e t  e t  mu1 t i p l e t .  Les spectres on t  été en- 

reg is t rés  dans l e  chloroforme deutérié. 

. A  

Les spectres de résonance magnétique nucléaire du carbone 43 R.M.N. 

"C ont  été enregistrés sur l e s  apparei ls  suivants : (solvant  CDC13) : 

- .  BRUCKER WP 60 (15,l MHz) (I.C.S.N., C.N.K.Sr dem6if /sur/Yvet te)  

- JEOL FT 60 (15,l MHz) (Univers i té  de Po i t i e r s )  

- BRUCKER HX 90 (25,2 MHz) (I.C.S.N., C.N.R.S. de Gif/sur/Yvette) 

- PERKIN ELMER R 32 (22,6 MHz) (I.R.c:L. de L i l l e )  

- BRUCKER WP 360 (90 MHz) (Société RHONE-POULENC, Saint-Fons) 



s 

Les spectres de'masse (S.M.) ont été enregistrés sur des appareils : 

- A.E.I. MS 50 (I.C.S.N., C.N.R.S. de Gif/sur/Yvette) 

- A.E.I. MS 12 (Université de Bordeaux 1) 
- A.E.I. MS 9 (haute r.éso1ution) 

et sur un appareil RIBER. 

Les spectres ultra-violet (U.V.) ont été enregistrés sur un appareil 
Y 

CARY 118 C ou BECKMAN modèle 24. 

Les pouvoirs rotatoires ( [alD) ont été mesurés à 589 nm sur un pola-~.=+ 
- * 1  2 .  

rimètre PERKIN-ELMER : 141. , +A FI? 

n S 1  Les dispersions rotatoires (DR) ont été enregistrés sur un spectro- 
I ' 
- - polarimëtre FICA spectropol 1. 

' .  " ' + n - , . -  

, , , , :; .T L L .' - Les mesures de dichroismecirculaire (DC) ont été prises sur un dichro- 
' . l i  .- < graphe JOBIN-YVON RJ MARK II 1. 

. . 
Les points de fusion (F) ont été pris au banc KOFLER et ne sont pas : 

corrigés. 

Les chromatographies sur colonnes ont été faites sur gel de silice 
MERCK (0,06-0,2 mm). Les chromatographies sur couches minces (CCM) sont réal isées 
avec de la silice MERKC G .  Les colonnes pour chromatographies liquide haute per- 
formance CLHP sont des colonnes WATERS garnies de silice (10 pm) de 30 cm de lon- 
gueur et de 0,4 cm de diamètre intérieur. 

La chromatographie 1 iquide haute performance (CLHP) est réal isée avec 

l'appareillage suivant : une pompe WATERS 6000 A, un injecteur universel U 6K, un 

détecteur UV M-440 à filtres interférentiels et un détecteur à indice de réfraction 

R 401. 

Une "extraction de la manière habi tue1 le" signifie : évaporation des 

solvants de la réaction quand ils sont miscibles à l'eau, extraction à l'éther 

.éthylique du résidu ou du mélange réactionnel additionne d'eau, lavage de la ' , 
phase organique avec une solution aqueuse acide ou basique, puis avec une solu- 

tion saturée de NaCl jusqu'à neutralité, séchage sur sulfate de s'odium et évapora- 

tion du solvant à sec. . 



DES M É T A B O L I T E S '  

............................. 
I 

MICROBIOLOGIE 

Nous disposons de diverses souches de P. roqueforti : 

- l a  souche NRRL 849 a é té  obtenue aupres du Northern Regional 

Research Labora tory ,  

- l a  souche B u t i  1 isée pour 1 'aff inage de fromages de type bleu 

d'Auvergne nous a été fourn ie  par l e  D r .  M. JEMMALI, I.N.R.A. 

Service Mycotoxine (Par is) ,  

- l a  souche B. 15 (non productr ice de métabol i tes toxiques) a é t é  

' i so lée  d'un j u s  de f r u i t  par  ons sieur l e  Professeur PELHATE 

(Facul t é  des Sciences de Brest), 

- l a  souche 8.26 a é té  i so l ée  d'un ensi lage maïs par Monsieur 

l e  Professeur PELHATE ; e l l e  a f a i t  l ' o b j e t  d'une détermination 

par l e  Centralbureau Voor Schimmelcultures à Baarn (Pays-Bas). 

Avant toute  u t i l i s a t i o n ,  chaque souche e s t  clonéeau micromanipulateur . 

. ce qui permet de s'assurer de 1 'homogénéite génétique du mater ie l  u t i l i s e .  

Les spores isolées sont ensemencees en tubes inc l inées  sur m i l i e u  

"Potatoes Dextrose Agar" (P .D .A. ) DIFCO. Une suspension de spores e s t  r é a l  is6e 
8 a p a r t i r  de ces tubes e t  on ensemence envlron 106 B 10 spores par f i o l e s  de 

cul tures.  Le m i l i e u  de cu l t u re  u t i  1 i sé es t  l e  suivant  pour un 1 i t r e  d'eau per- 

muttée : 1509 de saccharose, 209 d ' e x t r a i t  de levure DIFCO, l g  KH2P04, 0,5g de 

MgS04, 7 H207 0,lg CaC12, 2H20, 0,019 de ZnS04, 7H20, 0,Olg de FeC12, 4H20, 0,Olg 

MnS04, H 2 0  Ce m i l i e u  e s t  f i l t r é  sur membrane m i l l i p o r e  0,22 pm o u s t é r i l i s é  à 

l 'au toc lave a 110" pendant 20' en f i d e s  de Roux (150 m l  de m i l i e u  par f i o l e ) .  



Les fioles sont incubées en cultures stationnaires pendant 8 à 14 jours à 25OC 

à 1 'obscurité. Après cette culture, le milieu de culture est séparé de la masse 

mycélium par filtration. 
. L 

:,A<,- a 

I.T.-~ ? 

EXTRACTION, PURIFICATION [s::,,t~ , 
VI- 

Le milieu de culture filtré est extrait au chloroforme dans une ampoule 

. à décanter ; l'extrait est concentré à l'évaporateur rotatif à 50°. 
' , I, 

r 3 - Souche NRRL 849 : L'extraction du milieu de culture de 100 fioles 
-1  . 

) '.-,*, 
(14 jours de culture) permet de récupérer un extrait brut huileux de 3,5g. Cet ' 1  '" 

extrait est chromatographié sur une colonne de silice (2009). On élue successi- 

vement par 250 ml de mélange chloroforme-méthanol (O%, 1%, 2%, 5%, 10% en métha- 
nol). On recueil le des fractions de 50 ml. L'élution à 1% permet de récupérer 

PRT, EC est élue par le mélange à 3%, enfin ED est récupéré par élution avec yp8qj - -  - - .L.,A ,,,; y-nz 
le mélange à 5%. Les fractions sont analysées par CCM. Les plaques CCM sont L7,,i?. 

éluées par un mélange chloroforme-méthanol, 95/5. La révélation se fait en plu- 

sieurs étapes : 

- Irradiation U.V. 254 nm (environ 30s), puis 360 nm, PRT 

apparaft comme une tache fluorescente verte. 

- Pu1 vérisation d'acide su1 furique pur, puis examen sous 
U.V. à 360 nm, ~ ~ ~ ' a ~ p a r a f t  comme une tache fluorescente 

verte, - EC apparaft alors comme une tache (plus polaire, 

f 1 uorescente en bleu cl air). 

- La plaque est chauffée à 110°, 20 minutes, le composé ED - 
(1 e pl us polaire) apparaît comme une 'tache rouge-violet. 

Les fractions contenant les memes composés sont regroupées. La frac- 

tion - PRT est reprise dans un minimum d'éther éthyli&e et on obtient, après plu- 

sieurs cristal 1 isations successives 200 mg de cristaux blancs. - EC cristal 1 ise 

difficilement dans l'éther éthylique (20 mg de cristaux incolores). Enfin, la 

fraction - ED est cristallisée à froid dans l'acétate d'éthyle (100 mg). 

- souche B : L'extraction d'une centaine de fioles permet d'obtenir 
39 d'une huile brune. Cet extrait est soumis .à la même chromatographie que pré- 

cédemment. Le contrale en CCM des diverses fractions polaires (de 1 à 5% en mé- 

thanol) permet de déceler 5 taches différentes. ~a'ns 1 'ordre des polarités crois- 

santes, on observe : 



EA : fluorescent faiblement en bleu fonce à 360 nm, puis plus 
C- 

intensément en bleu plus c l a i r  après pulvérisation à l 'aci- 

de su1 furique. 

PRT: déjà caractérisé. - 
,, : fluorescent en bleu à 360 nm e t  ne fluorescent plus après - 

pu1 vérisation à 1 'acide. I 

EC p u i s  ED. 
, 11 - 

Les fractions EA, PRT, EB sont éluées avec l e  mélange à 1% en méthanol. - - -  
La séparation de ces t ro i s  composés (environ 500 mg) a été réalisée par une chro- 

matographie sur gel de s i l i ce  H (36g) pour une colonne de !J 2cm L'élution avec 

du  chloroforme méthanol 0,5% permet de'séparer facilement ER, PRT, EB dans cet - - -  
ordre en récupérant des fractions de 5 ml (quantité totale éluée 250'1111). La 
cristal  1 isation à -20°C dans 1 'éther éthyl ique de la fraction correspondante per- 

met de récupérer EA 70 mg. - PRT t r a i t é  comme précédemment donne 170 mg de' cristaux. 

EB cr i s ta l l i se  également dans l ' é ther  éthylique (90 mg). On récupère également de - 
l ' ex t r a i t  b r u t  - EC 30 mg e t  - ED 70 mg. 

- Isolement de PR imine e t  EE - 
100 fioles d'une culture de 14 jours de la  souche 849 on t  été extraites 

de la manière habituelle. L'analyse CCM ne révèle-pas la  présence de - PRT, mais la  

présence de composés plus polaires que - ED. 

Une chromatographie sur si1 ice de 1 'ext ra i t  b r u t  (2,,7g) permet de 

séparer - ED (élution à 5%) 100 mg. L'élution avec un mélange à 8% en CH30H permet 

d'éluer - EE.  - EE apparatt en CCM corne une tache fluorescente jaune à 360 nm après 

pulvérisation à 1 'acide su1 furique. La cristal l isat ion de cette fraction dans l e  

méthanol permet d '  isoler 90 mg de cristaux incolores. Le mélange à 10% élue une 

fraction q u i  précipi t é  par addition d'éther éthy1,ique. La cristal  1 isation dans 
1 'acétate d'éthyle permet d '  isoler 140 mg, de PR imine. 

- Eremofortine A EA - 
Cristaux blancs (éther éthylique) 

F 159-1610~ ; [alD + 2050 (C = O ,  1,  CHCI ; SM; m/e 306(~*) ; 277,  246, 
3+ 

231, 218, 206, 177, 159, 149 ; SM haute résolution M 306, 14663 (calculé pour 

Cl7HZ2O5 306, 14671). . 

U.V. (CHC13) Amax 246 nm (E 14700) ; I.R. (Br) 1740, 1670, 1620 et  

1240 cm-'. . 



R.M.N. 'H (250 MHz) ; 8 ppm 1,01 (3H, d,  J = 7 Hz, a3-14) ; 1.32 

(3H, s, CH3-12) ; 1,40(3H, s, QS-13) ; 1,52(3H, S, a3-15) ; 1,79(lh, qd, 

J = 7 Hz, J2 = 5 Hz, H-4) ; 1,92(1H, d ,  J = 15 Hz, H-6A) ; 2,14(1H, d,  J = 15 HZ, 

H-6B) ; 2,15(3H, s, CH3-Cûû) ; 3,77(1H, d, J = 3,5 Hz, H-1) ; 3,9(1H, dd, JI = 5 HZ, 

J2 = 3,5 Hz, H-2) ; 5,12(1H, t, J = 5 HZ, H-3) ; 6,25(1H, 3, H-9). 

R.M.N. 13c (25,2 H z )  ; 6 ppm (r6férence.lMS) C-1, 55,9 (d) ; C-2 

55,2 (d) ; C-3 69,9 (d) ; C-4, 42 (d) ; C-5, 37,2 (s) ; C-6, 42,1 (t) ; C-7 62,4 

; OU 64,6 (s] ; C-8 193,8 (s) ; C-9, 131,s (d) ; C-10, 160,7 (s) ; C-11, 62,4 ou ' 

64,6 (s) ; C-12, i2,9 (q) ; C-13, 19,s (q) ; C-14, 10,4 (q) ; C-15, 21,7 (q) ; 

C-16, 170,7 (s) ; C-17, 20,7 (q). 

- Eremofortine B EB - 
Cristaux incolores (é ther  éthyl ique) 

F 121-123'C, [O.],, + 115' (C = 0,1, CHC13) ; SM m/e 248 (M'), 233, 190, 

180, 151. 

U.V.: ( c H c ~ ~ ) '  A , ~  249 nm (E  15800). I.R. (KBr) 3520, 1'670 e t  1620 cm-'. 

R.M.N. 'H (250 MHz) ; 6 ppm, 1 ,O9 (3H, d, J = 7 Hz, CH3-14) ; 1,36 

(3H, s ,  CH3-15) ; 1,52 (lH, qd, J1 = 7 Hz, J 2  = 5 Hz, H-4) ; 1,72 (3H, d, d,  

J1 + J2  = 2,2 Hz) ; 2(1H, échangeable avec D20 O-H) ; 3,26 (lH, d, d, J I  = 14 Hz 
J, = 5 Hz, H-7) ; 3,69(1-H, d ,  J = 3,5 H Z ,  H-1) ; 3,85(1H, d,  d ,  J1 = 5 H Z ,  J 2  = 

3,5 Hz, H-2) ; 4,12(1H, m,  H-3) ; 4,84(1H, m,  H-12) ; 5(1H, m, H-12) ; 6,2(1H, s 
H-9). 

R.M.N. 13c (25,2 MHz) ; 6 ppm (TMS) C - 1 ,  58,2 ou 57,9 (d) ; C-2, 58,2 

OU 57,9 (d) ; C-3, 68,2 (d) ; C-4, 45,7 (d )  ; C-5, 36,9 ( s )  ; C-6, 42,4 (t) ; 
C-7, 50,5 (d )  ; C-8, 197,7 (s)  ; C-9, 131,3 (d) ; C-10, 161,2 ( s )  ; C - 1 1 ,  142,9 

(s)  ; C-12, 114,7 ( t )  ; C-13, 18,8 (q)  ; C-14, 9;9 (q) ; C-15, 20,l (q ) .  

Analyse Ci5H2003 : c a l .  % C 72,55 ; H 8,12 

Tr.ouvé C 72,53 ; H 8,06 

L 'e f fe t  Overhauser a é t é  mesuré sur appareil Varian XL 200. ~ ' é ~ h a n - '  

t i l l o n  ( 5  mg) a é t é  préparé dans l e  chloroforme en tubes s ce l l é s ,  l e  découplage 

a é t é  réal i s é  en temps partagé en i r r ad i an t  pour 30 secondes 1 es  pics envisagés. 

- Eremofortine C EC - 
Cristaux blancs (é ther  éthyl ique) 

F 122-126OC ; SM, mie 322 (M'), 191, 177, 163, 149 

1 .R.  ( KBr) 3420, 3350, 1685, 1650 et 1620 cmd1 ' 



1 R.M;N. H (250 MHz) 6 ppm 2,18 e t  2,19 (CH3-COO.), 5,18 e t  5,25 (m, H-3), 

6,02 e t  6,44 (H-9) 

Analyse Cl7HZ2O6 : Calc.  % C 63,34 ; H 6.89 

Trouvé C 63,26 ; H 6,92 

- Acétate de EC - 
L ' a c é t y l a t i o n  de - EC (140 mg) dans 15 m l  d'une s o l u t i o n  AC20-pyridine 

à l a  température o r d i n a i r e  en une n u i t  donne 120 mg d'un composé c r i s t a l l i s é  ' 

EC acétate. - 
F 122-124OC ; [@ID + 161' (C = 1,1, CHC13) 

S.M. m/e 364 (M'), 322, 291, 279, 205, 191, 177. 

U.V. (CHC13) 248 nm ( î  = 16960) ; 1 .R. (KBr) 1745, 1740 e t  1685 cm-' 

R.M.N. ' H (60 MHz) d ppm 1 ,O7 (3H, d, J = 6,5 Hz, CH3-14); 1,4 (3H, s, 

CH3-13) ;1,47(3H, S, CHg15) ; 2,1(3H, S, CH3-COO) ; 2,15(3H, S, CH3-COO); 

3,72(1H, d, J = 3 Hz) ; 4(1H, m, H-2) ; 4,6(2H, s, CH*-12) ; 5,25(1H, m, 

H-3) ; 6,55(1H, S, H-9). 

R.M.N. 13c (15,l MHz) d ppm. (Reférence. TMS) C-1, 55,8 (d) ; C-2, 55,2 

(d)  ; C-3, 70,0 (d) ; C-4, 41,8 (d)  ; C-5, 37,3 (s)  ; C-6, 42,3 (t) ; 
C-7, 61,9 ou 64,2 ( s )  ; C-8, 192,9 ( s )  ; C-9, 131.5 (d) ; C-10, 161,4 

( s )  ; C-11, 61,9 ou 64,2 ( s )  ; C-12, 65,3 ( t )  ; C-13, 22,6 (q) ; C-14, 

10,4 (q)  ; C-15, 16,4 (q) ; C-16 e t  C-18, 170,2 ( s )  ; C-17 e t  C-19, 

2098 (q).  

Analyse ClgH2407 : Calc. X C.62,62 ; H 6,64 

Trouvé C 62,49 ; H, 6,63 

.- Réduction de PRT - 
PRT (240 mg) e s t  r é d u i t  par  17 mg de NaBH4 dans 40 m l  de CH30H -5°C. - 

pendant 20 minutes. L ' e x t r a i t  b r u t  e s t  p u r i f i é  su r  colonne de s i 1  i ce .  On ob t ien t  
après c r i s t a l l i s a t i o n  - PRT non r é d u i t e  120 mg, e t  - EC (IO0 mg). Toutes l e s  données 

spectroscopiques de - EC sont  ident iques à c e l l e s  de - EC (composé na tu re l )  en par-  

t i c u l i e r  l e s  spectres de masse, I .R. ,  R.M.N. 'H. 

avec - EC e s t  ident ique 122-126°C. 



- Eremofortine ' D  ' ED - 
Cristaux blancs (Acétate d 'é thyle)  
F 209-21l0C ; [alD + 91° (C = 0,12, CHC13) ; SM m/e 324 (M+) , 293, 207, 

161, 137, 109' 

1 . R .  (KBr) 3420, 1735, 1250 cm-' 

R . M . N .  'H (250 MHz) 6 ppm 0,92 ( 3 ~ .  ' d ,  J = 2 Hz, CH3-14) : 1,18(3H, s ,  
CH3-15) ; 1,39(1H, d, J = 13 H Z ,  H-6*) ; 1,45(1H, S,  CH3-13) ; 1,65(1H, qd, 

J1 = 7 H i ,  J2  = 6 H i ,  H-4) ; 1,80(1H, J = 13 H Z ,  H-6B) ; 2,12(3H, s ,  CH3 COO) ; 

2,62(1H, échangeable avec D20, O-H) ; 3,16(1H, d, J = 4 Hz, H-1) ; 3,46(1H, dd, 

J1 = 5 Hz, J2  = 4 Hz) ; 3,83(2H, s, CH2-12) ; 5,24(1H, dd, J1 = 6 Hz, J2  = 5 Hz). 

R . M . N .  13c, 6 ppm (TMS) C-1 ,  50,2 (d)  ; C-2, 57,6 (d) ; C-3, 71,3 ( d )  ; 

C-4, 41,7 (d) ; C-5, 38,4 (s )  ; C-6 35,6 ( t )  ; C-7, 68,4 OU 61,l ( s )  ; C-8, 
101,9 ( s )  ; C-9, 31,3 ( t )  ; C-10, 43,9 ( s )  ; C - 1 1 ,  68,4 OU 61,l (s) ; C-12, 69,7 

( t )  ; C-13, 11,3 (q) ; C-14, 9,7 (q) ; C-15, 15,5 (q) ; C-16, 171 (s)  ; C-17, 

2098 (q). 

Analyse C17ii2406 : Calc. % C 62,95 ; H 7,46,  

Trouvé C 62.73 : H 7,44 : 

- Eremofortine E EE - 
Cristaux incolores fméthanol ) 

F 240°C (dec) ; [alD + 227' (C = 0,54, CHC13) ; SM m/e 318 (M' -17); 

291; 276, 220, 178, 135, 91. ; Masse haute résolution M+ -17, 318, 1109 cal,. 

pour C17H1806 318, 1103. 
, 1 '  

U.V.  CHC13 hm,, 250 nm ( e  15720). 

I.R. (KBr) 3480, 3160, 1735, 1710, 1680, 1665, 1620 cm-'. 

R . M . N .  'H (60 MHz) 6 ppm 1(3H, d, J = 7,5 Hz, CH3-14) ; 1 , 3 2 ( 3 ~ ,  S.  

CH3-15). 1,60(3H, s, CH3-13) ; 2,16(3H, S ,  CH3-COO) ; 3,6(1& d ,  J = 3.5 Hz, H-1) 

3,9(1H, m,  H-2) ; 5,12(1H, t ,  J = 5 Hz, H-3) ; 5,6(1H, s large ,  Bchangeable avec 
~ ~ 0 ,  N-H) ; 6,1(1H, s large,  échangeable avec D20, N-H) ; 6,35(1H, s ,  H-9). 

R.M.N. 13c (15,0'8 MHz) 6 pprn (TMS) C-1 ,  55,9 (d)  ; C-2, 55,4 (d). ;, 

C-3, 69,9 (d ) .  ; C-4, 42,5 ( d )  ; C-5, 37,5 ( s )  ; C-6, 40,9 ( t )  ; C-7, 64,7 OU 

63,2 ( s )  ; C-8 190,6 ( s )  ; C-9, 130,6 (d)  ; C-10,'162,9 ( s )  ; C T l l ,  64,7 OU 

63,2 ( s )  ; C-12, 172,6 ( s )  ; C-13, 16,6 (q)  ; C-14, 10,2 (q) ; C-15, 22,2 (q) ; 

C-16, 170,7 ( s )  ; C-17, 20,7 ( q ) .  



- PR imine ( é c h a n t i l l o n  n a t u r e l )  - 
Cr is taux  blancs 

F 214°C - F mélange ident ique avec é c h a n t i l l o n  de synthèse 

: [alD + 315O (C = 0,48 CHC13) ; SM m/e 319 (M'), 290, 276, 216, 188, 160. 

I . R .  (KBr) 3150, 1735, 1625 cm-' 

U.V., CHC13, A m i x  248 mm ( E  = 12740). 

1 R.M.N. ,  H (60 MHz) ; 6 ppm 1 (3H, d, J = 7 Hz, CH3-14) ; 1,35(3H, s, 

C H - 1 5  ; 1,62(3H, s, CH3-13) ; 2,16(3H, s, CH~COO)  ; 3,7(,1H, d, 3,5 Hz, H-1) ; 

3,8(1H, m, H-2) ; 5,2(1H, t, J = 5 Hz, H-3) ; 5,4(1H, s, H-12) ; 5,4(1H l a r g e  

échangeable D20) ; 6.7(1H, s ,  H-9). 

R.M.N. 13c (15.08 MHz) ; 6 ppm (MS) C-1, 56.8 (d) ; C-2, 54,9 (d)  ; 

C-3, 70,4 (d)  ; C-4, 42,7 (d)  ; C-5, 38,5 ( s )  ; C-6, 36,2 ( t )  ; C-7,  67,8 OU 

72, l - (s )  ; C-8, 157,8 ( s )  ; C-9, 124,7 (d)  ; C-10, 157,8 (s )  ; C-11, 67,8 OU 

72,l ( s )  ; C-12, 93,8 (d) ; C-13, 10,3 (q)  ; C-14, 10,3 (q) ; C-15, 21,6 (q)  ; 

C-16, 170,6 ( s )  ; C-17, 20,7 (q) .  

Analyse C17H2105N : Calc. % C 63,93 ; H 6,63 ; O 25,05 ; N 4,39 

Trouvé C 63,93 ; H 6,70 ; O 25,06 ; N 4,36 



L'extraction chloroformique du miliéu de cu l tu re  de 50 f i o l e s  pernpt 

de récupérer un  e x t r a i t  b ru t  huileux (2,29). Cet e x t r a i t  est chromatographié sur 
une colonne de s i 1  ice  (2009). La colonne e s t  é l  uée par un graduient de CH30H dans 

CHC13. Un mélange à 2% én CH30H élue  850 mg d'un composé qui e s t  révélé en C.C.M. 

par pulvérisat ion à 1 'ac ide  sulfurique pur e t  chauffage à 110" pendant 10 minu- 

t e s  (tache rouge-violet) . 
Cette  f rac t ion  e s t  soumise à une C.L.H.P. préparative colonne 30 cm 

x 2 cm ; s i l i c e  5-20 Pm ; solvant hexane/acétate d 'é thyle  (30170, U/V) ; 

débi t  9,9 ml/minutes. Détection par réfractomètre d i f f é r e n t i e l .  La f rac t ion  
, correspondant à l a  tache rouge-violet e s t  éluée au bout de 20 minutes (60 mg) . 

La c r i s t a l l i s a t i o n  dans 1 ' é ther  éthylique (-20") donne des c r i s taux  blancs (10 mg: 

- Botryodiplodin 16 : Cristaux blancs 

F 50"-5Z°C, [alD - 85,5O, t = O e t  -70,5", t = 45 minutes 

(C = 0,1, CHU3) ; S.M., m/e 126 (M+ - H20), 98, 87, 85, 83, 71 

S.M. haute résolution M+ - H20 126, 0688. 

I ca l cu l é  pour C7HI0O2 126, 06807) 

' -1 U.V: (CHCI;) Amax 278 nm (E = 25) ; 1.R; 3600, 3400, 1720 cm 

R . M . N .  ' H  (90 MHz) 6 ppm 0,80 ; 0,90 ; 1 ; 1,05 (3H) ; 2,2 ; 2,7 (3H) ; 

2,6 (lH, m). ; e n t r e  3,3 e t  4,4 (4H m complexe) ; 5,2 ( d H ,  s ) .  

- - 17 : L'acétylat ion pyridinique de - 16 (100 mg non c r i s t a l l i s é )  Pen- 

dant une n u i t  permet de récupérer - 17 (85 mg) qui c r i s t a l l i s e  dans 1 ' é ther  éthy- 

, 1 i*que à f roid  (60 mg). 

I Cristaux blancs. 

F 45-47°C ; [alD - 104" (C = 0,09, CHC13), S.Mi m/e 126 (M' - ACOH), 

98, 87, 85, 83, 71 ; S.M. I.C. m/e 127 (M+ + 1 - ACOH) 98, 87, 85, 83, 71. 

I.R. 1735, 1720 cm-' 

U.V.  hmax 277 na ( E  = 29) 

R . M . N .  ' H  (60 MHz) appm, 0,92 (3H, d, J = 7,5 H ,  CH3 - 5) = 2,06 

(3H, S ,  CH3 - 9) 2,23 (3H, s ,  CH3-7) 2,7 (lH, q. J = 7.5 Hz. H-21. 3.8 I1H.  in, 

H-3) ; 4,22 (2H, m, H-4) ; 5,95 (lH, s, H-1) 



l 

R.M.N. 13c (15,  1 MHz), oppm C-1, 104,2 (d)  ; C-2, 41,7 ou 52,8 (d)  ; 

C-3, 52,8 ou 41,7 ( d )  ; C-4, 6,77 ( t )  ; C-5, 12,2 (q) ; C-6, 205,4 ( s )  ; C-7, 

30,3 (q) ; C-8, 170,3 ( s )  ; C-9, 21,3 (q) .  



TABLEAU 1 : Valeurs des déplacements chimiques en R.M.N. ' H (en ppn, référence ?FLS) . 

------------------i.--_ii.-----.------*------*------.-------------*------*-------------.------*-------'-------------*------*-----*-----*--- 

. 

: PRT : :3,65 : 3,96 : 5,16 : 1-,79 : : 1,81 : : 6,43 : : 9,75 : 1,49 : 1,03 : 1,45: : 2, 
. . . . : 2,16 : . . . . . 

: EX: &-et. : 2::::: :3,72 : 4,OO : 5,25 : . . : 6,55 : : 4,6 : 1,4 : 1,07 : 1,47: 

WC : Référence 2 5 
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C.L.H.P.  

On réal ise des sol utions standards à partir des composés cristal 1 i sés 

J - !  
EA, PRT, EB, EC. Une solution standard du mélange EA, PRT, EB est réalisee dans" - - - -  - - -  

\ .  du chloroforme (MERCK pour analyse). Cette solution concentrée contient' 0.5 mg 
I .  de chacun des compos6s par ml de solution. On réalise par dilution des solutions 

i3 0,05 mg/ml , 0,005 mg/ml et 0,0005 mg/ml . Une solution gconcentrée standard de - EC 
est réalisée de la même manière. Par dilution on obtient des solutions à 0,05 mg/ml 

.et 0,005 mg/ml. 

Les éluants utilisés sont les suivants : 

A. n-hexane (MERCK pour analyse), THF .(solvant, documentation, 
synthèse, pour chromatographie 1 iquide) 75/25, Vol/Vol . 

B. Chloroforme pour analyse MERCK 

Les conditions de chromatographie sont les suivantes : 

solvant A : débit 1,5 ml/mn détecteur filtre à 254 nm, 

sensibilités utilisées de 0,5 à 0,005 Unités d1Absor- 

bance sur 1 ' échell e de 1 'enregistreur (20 cm) 

solvant B : débit 2 m/mn 

On injecte 10 ~1 de solutions standards: On mesure les hauteurs de pics. 

Ces hauteurs sont corrigées par 1 'expression H = hauteur de pic (m) x sensibilité 
du détecteur. 
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ETUDE CINETIQUE 

- Souche B : On ensemence 36 f ioles de Roux contenant l e  milieu habi- 
tuel . Les cultures sont réalisées comme pour  1 ' isolement des métabolites. On pré- 
lève aux jours déterminés ( ( J .  3, 4,  6 ,  7 ,  8 ,  9, 10, 11, 12 ,  17, 21, 25) t ro is  
fioles de cultures. On sépare milieu e t  mycélium. Les milieux sont rassemblés 
e t  extrai ts  au chloroforme. L'extrait e s t  concentré à 1 'évaporateur ro ta t i f .  Des 
dilutions adaptées de cet extrai t  (dans CHC13 pour analyse) sont injectées en 
CLHP pour dosage. Chaque mycélium es t  déshydraté dans une étuvé à llO°C jusqu'à 
obtention d ' u n  poids sec constant. On f a i t  une moyenne de t ro i s  poids secs obtenus 
pour un  jour  détermi né. 

- Souche NRRL 849 : On ensemence 30 fioles de Roux cohtenant l e  milieu 
habituel. Les prélèvements sont réalisés au 4,  5, 6, 7 ,  8 ,  11, 13, 15, 20, 25 

1 jours. Les f ioles sont traitées comme précédemment. 
* 

ETUDE AU CARBONE 1 3  

- Incorporation de l 'acétate de sodium 13c-1 C H , - ~ ~ C O O N ~  : -- 
On u t i l i se  5 fioles de culture de la souche .NRRL 849. L'acétate de 

I sodium 13c-l (500 mg CEA enrichi à90X) es t  additionné stérilement en solution 
aqueuse au 36me e t  6ème jours de, culture. La culture es t  extrai te  au 14ème jour. 
On récupère après purification 40 mg de - PRT cristal l isée.  On enregistre dans les 
mêmes conditions l e  spectre R.M.N.  13c de ce 1 o t  de - PRT et. ce1 u i  d '  une PRT non - 
i ncorporée. 

- Incorporation de 1 ' acétate de sodium 13c-1-2, 1 3 ~ ~ , - 1 3 ~ ~ ~ ~ a  : 

On u t i l i se  10 fioles 'de culture de la  souche NRRL 849. L'acétate de 
sodium 13c ( l g ,  CEA) e s t  repris dans 50 ml d'eau dis t i l lée  e t  s t é r i l i s é  sur mem- 
brane millipore 0,22 Pm. On injecte dans chaque f io le  1 ml de cette solution s té  

r i l e  aux jours suivants : 7 ,  8, 9, 11 e t  13ème. On extrai t  l e  milieu de culture 
au 14ème jour. On obtient après cristal l isat ion 65 mg de cristaux PRT. 

La première analyse en R M . N .  13c e s t  réalisée à 15 MHz. La deuxième 
analyse à 90. MHz. 



FRACTIONNEMENT ENZYMATIQUE 
> '  

- Préparation du cytosol de e.  roqueforti : 
, , -  , .  . 
, 

' l* 
On pré1 ève 1 mycél i um -d' une f io le  de cul ture (:Ouche NRRL 849) . Ce 

,mycélium es t  soigneusement lavé à l'eau d i s t i l l ée ,  puis i l  e s t  mis en suspension 
, dans une solution de KC1 (150 mM) à raison de 0,5 ml par  gramme. Ce mycélium es t  

broyé une première fois  au broyeur VIRTIS (3  x 30s) puis à 1 'ul tra turax (3 x 30s), 
tout.en maintenant la température avec un bain de glace. Enfin l e  mycélium est  
broyé au broyeur à billes.  L'éclatement des cellules e s t  contrdlé au microscope. 

: ..' . , . . , La suspension obtenue es t  centrifugée une première, fois  à 12000 tr/mn pendant 20 ' 

*, : , - '  1 

J " minutes, l e  culot e s t  éliminé, l e  surnageant e s t  soumis à une nouvelle centrifu- 
- "  

gation i3 45.000 tr.mn pendant 90 minutes. Le culot constitue les microsomes, l e  
. ,  

surnageant le  cytosol. Ce surnageant e s t  concentré au 1/10 du volume in i t i a l  par 
1 

, , . ',. ultra f i l t ra t ion sur membrane. Le dosage des protéines selon LOWRY e s t  effectue 
- ,  

sur ce concentré. On obtient une teneur moyenne de 2 à 3 mg de protéines par ml. 

- Incubation : 

1' - ln vL&o : 1' incubation type réalisée e s t  la suivante : on 
ut i l  ise. 0, l  mg de' protéines dans 0,3 ml de tampon' phosphate pH 7. - A  ce me1 ange on 
ajoute 0,6 PM de substrat dans 2 p l  de méthanol. On incube 1 heure à 20°, on 
ext ra i t  ensui te  au chloroforme 1 ' incubat d 'ext ra i t  qui es t  ensui te '  anal sé en CCM. 

2' - In v i v o  : i 
- Métabolisation de l a  pulégone : à une f io le  de culture de ~ 

la souche NRRL 849, agée de 7 jours, on ajoute 200 pl de pulégone dans 1 ml d'acé- 
tone (dans le milieu de culture). Au 14ème jour, on extrai t  au chloroforme le mi- 

lieu de culture. ~ ' é x t t a i t  e s t  chrornatographié sur si1 ice par élution de mélanges ' ) 
Ether de pétrole,  acétate d'éthyle. ies  fractions purifiées sont contrôlées par ~ 
R.M.N.  ' H .  Le produit majoritaire es t  la pulégone: On détecte également un produit 1 
e réduction de la cétone. 

en solution d a n s  100 ml de CH2C12, on ajoute 29 d'acide rn~chloroperbenzoique en $0- 1 
lution dans 100 ml de CH2C12 gouttes à gouttes à 5". On laisse ensuite remonter l a  

température à 20' pour une heure. Après extraction on purifie par chromatographie 
sur s i l i ce  en éluant par des -mélanges éther éthylique, ether de pétrole. Par cris- 

' 
' tallisation dans l'hexane on obtient des cristaux blances (1,3g) de PF de"38 à 4Z°C. 

il , ; 



> 1 
, ' - y  

L'analyse en R.M.N. 'H montre que 1 'on a affaire au mélange de diastéréoisomères 
( 80 .) . 

- Incubation : On injecte lg d'époxydes dans 5 fioles à rai- 

son de O,2g par fiole (dans 200 pl d'acétone) de culture de NRRL 849 (J7) .Au 14eme 

jour on extrait le milieu de culture au chior~forme. Une chromatographie du brut 

(700 mg) permet de r'écupérer l'époxyde de départ (330 mg) et 50 mg d'un produit 

plus polaire, dont la R.M.N. et 1 'I.R. indique qu'il s'agit d'un produit de réduc- 

tion de la cétone de départ. 
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I - PREPARATION DES FRACTIONS CELLULAIRES.'DE L'HEPATOCYTE. DE RAT - 
Des r a t s  mâles (Wistar) pesant environ 2509 reçoivent pendant t r o i s  

jours consécutifs une injection intrapéri  tonéale de méthyl-3 cholanthrène 

(20 mg/Kg dissous dans 1 'huile d e  maîs). I l s  sont t r i é s ,  l e s  foies  sont préle- 

vés e t  homogénéisés dans t r o i s  volumes d ' u n  tampon de KC1 (150 mM). L'homogénat 

e s t  centrifugé à 15.000g pendant 20 minutes. Le culot e s t  éliminé e t  l e  surna- 

geant post-mi tochondrial e s t  soumis à une nouvel l e  centrifugation à 200.0009 

(Rotor T i  Beckman). Le surnageant à 200.000g constitue l e  cytosol. Le culot 

microsomal e s t  lavé deux fo i s  avec l e  tampon suivant : 10 mM t r i s  Hcl , pH 7,4 

contenant 0,5 mM MgC12, 0,25 M saccharose. Les microsomes sont mis en suspension 

dans ce tampon e t  conservés dans l ' azo te  liquide. Le cytosol e s t  conservé de 

l a  même manière. Le dosage des protéines sur l e s  microsomes e t  l e  cytosol e s t  

: n '<t--:.t~~ $-,;:-f, réa l i sé  par laméthode de LOWRY ( l e  standard e s t  1 'albumine sérique bovine). 
! -  2 - 

a )  ANALYTIQUE : 
. C 

L 1  incubation e s t  réal isée dans des pe t i t s  erlenmeyer (20 ml) non bouchés ,,% . - r-  . : 

1, 0 .  

a 3 7 O C ,  avec une agitation lente pendant 1 ti 2 heures. Le milieu de réaction d . 2;:) - 
1 .'l j 

(6,5 ml de tampon, 10 mM tris-Hcl pH 7,4 ; 0,5 mM MgC12 ; 0,25 M saccharose) 

contient 5 mg de protéines (mi,crosomal es ou dytosol iques) e t  dans certaines 

5 I L  *expériences 5 ul*l de NADPH. PRT, PRT 14c, ou EA, sont  a joutés (1,5 PM dans 20 - , b . ~ ~  --  - 
8 :,, 
+f,;,$+de méthanol ) audébut de 1 ' incubation. La réaction e s t  arrêtée par addition de 
l.:., I 

- 7: 

- '-chloroforme (30 ml ) .  Les métabolites sont ex t r a i t s  par 3 x 30 ml de chloroforme, 

1 ' ex t r a i t  e s t  analysé par C.C.M. (voir  par t ie  expérimentale re la t ive  à l a  carac- 

té r i sa t ion  des métabolites). Lorsque - PRT 14c e s t  l e  substrat  de réaction, on u t i -  

l i s e  pour l a  C.C.M. de ' la s i l i c e  déposée sur feu i l les  d'aluminium. Après migration 

l a  feui l  l é  e s t  découpée en bande de 0,5 cm. Chaque bande e s t  comptée par un appa- 



w i l  â sc in t i l la t ions  avec un l iquide s c i n t i l l a n t  â base 'de toluène. 

I , b) PREPARATIVE : 
1 

Les quantités de tampon, protéines, NADPH sont adaptées â l a  quantité de 

substrat  u t i l i sée .  

Pour 20 mg de métabolite (PRT - ou - EA) -on u t i  1 i se : 150 ml de tampon, 200 mg 

de protéines, 200 pM de NADPH. Les incubations sont réalisées dans 4 f io le s  diffé- 

rentes agitées à 37OC à l ' a i r  l ibre  pendant 1 â 2 heures. Elles sont arrêtées par 

addition de chloroforme. Les ext ra i t s  chloroformiques des 4 f io le s  sont regroupés 

e t  chromatographiés sur s i1 ice. Une colonne de log de s i l i c e  éluée par 20 ml de . . ,; '- .- \. ' ' 
- ris 

mélanges CHC13/CH30H de 0,5 ; 1, 2,  5, 10, 20% en CH30H permet de séparer tous les  
, , ' . métabolites obtenus. Les métabolites obtenus son t  c r i s t a l  1 isés dans l e s  solvants 

* . , L  - r .  - 

adéquats. L , +. , , l 

/ ' \  '. 
I 

.,il-' - 
, 

I I I  - PREPARATION DE PRT 14c - 
a)  A une f i o l e  de culture de l a  souche NRRL 849, on ajoute stérilement 

au llème jour 0 , l  m C i  d 'acide mévaldnique 14c-2 (Activité Spécifique 36,5 m C i /  

mMole) . Le milieu de culture e s t  ex t ra i t  l e  14ème jour., L 'extrai t  chloroformique 

e s t  chromatographié sur une colonne de s i l i c e  500 mg. La fraction contenant - PRT 

est  dosée par CLHP e t  comptée au compteur â sc in t i l la t ions .  On obtient 0 , l  pCi 

de - PRT 14c (Activité spécifique 0,27 mCi/mrnole). La pureté chimique e s t  testée 

par CLHP e t  la  pureté radiologique par u n  profil  en C.C.M.  sur f e u i l l e  d'alumi- 

n ium.  

- b )  15 mg de 3-hydroxy - PRT (dans 80 de pyridine) sont acétylés avec a l m C i  de A C ~ O , '  14c-(0) (CEA,  56,6 mCi/mM) . Après 48 heures on ex t ra i t  de l a  

manière habituelle. Le brut d'extraction e s t  purif ié  par CLHP sur une colonne 

de Si02 (10 pm) avec élution par  un mélange THFIHexane 251100. On obtient 8 pCi 

de - PRT 14c. Le dosage effectué par CLHP permet de déterminer 1 ' a c t i v i t é  spéci- 

fique : 1,02 mCi/mM. 

c)  16 mg de 3-hydroxy - PRT sont acétylés par 5 m C i  AC20 14c-(0) (57 m C i / m ~ ) .  
Après extraction, purification e t  dosage comme précédemment on obtient 100 pCi 

;de - PRT 14c à 2 1  mCi/mM. 



I V  - STRUCTURES DES METABOLITES - 
PRT 3 hydroxy 7 : ce métabolite est obtenu par incubation de - PRT en' pr&- 

sence de microsomes. A partir de 20 mg de - PRT on obtient 9 mg de - PRT 3 hydroxy. 
On obtient également ce métabolite par saponification de - PRT ( 2 5 ) .  Toutes les 

données spectroscopiques sont en accord avec celles rapportées dans la littérature. 
Le point de fusion de mélange ne montre aucun abaissement. F 152-154OC. 
M.S. m/e 278, 277, 235 (spectre de masse des composés de synthèse et de métabo- 
lisation identiques). 

EC 3 hydroxy 9 : - 9 est obtenu par incubation de PRT avec des microsomes 
hépatiques en présence de NADPH ou par incubation de - EC par des microsomes en 

1 'absence de NADPH ou par incubation de - 10 en présence de NADPH ou de - 7 par des 
microsomes plus le cytosol en présence de NADPH. Toutes ces métabolisations con- 

duisent à isoler - 9 dont les comportements en C.C.M. et les spectres de masse sont 

identiques et sont identiques a un composé - 9 obtenu chimiquement par : 

- saponification de - EC (rendement fai bl e) 
- réduction de - 7 par NaBH4 

122 mg de - 7 sont réduits par 8 mg de NaBH4 dans 40 ml de CHjOH à O0 (temps 
de réaction : 1/2 heure) après chromatographie sur silice éluée par un gradient 

CHC13/CH30H on récupère 48' mg de - 9 (cristallisation dans l'acétate d'éthyle). 

F 170°C (dec) 

I ~ R .  (KBr) 3460, 3390, 1685 cm-' 

S.M. m/e 280 (M'), 237, 191, 177, 149, 121, 91 

la mesure en haute résolution de M+ =, 280, 13 149% 
(calculé pour C15H2005 280, 13 106) , 

Analyse : Calculé C % 64,27 ; H % 7,19 
&$;&$$$ Trouvé .C % 64,17 ; H % 7,36 

R.M.N. 'H (CD30D) (voir texte) 

EA 3 hydroxy 10 : - 10 est obtenu essentiellement par métabolisation dé - EA 

par des microsomes en 1 'absence de NADPH. Ce composé est identique au produit de 

saponification de - EA. La saponification de - EA (50 mg) par -la prottiine méthanol ique 

(0,02 M KOH dans m. mélange CH30H/H20 4/1) 10 ml à 37OC pendant 2 heures permet 
d'isoler après extraction un composé cristal lise à partir du mélange éther éthyli- 

que-éther isopropyl ique (25 mg). 
F 128-130°C [ai;' + 143O: (C, 1,04, CHC13) 



U.V. (CHC13) hnax 246 nm (E = 13200) ; 1 .R. (KBr) 3570, 3510, 3380 

e t  1635 cm-'. 
4 

S .M. m/e 264 (M') , 235, 177, 149 ; S .M. haute resol ution M+ = 264, 13598 
(cal cul é Pour ~ ~ i ~ ~ ~ 0 ~  264, 13615. 

R.M.N. 'H (60 MHz) 6 ppm 1,09 (3H, d, J = 6,5 HZ, CH3-14 ; 1,28 (3H, 
a s, CH3-12) ; 1,40 (3H, s,  CH3-13) ; 1,52 (3H, s, CH3-15), 3,7 ( lH,  m, ;H-1) ; 



S Y N T H È S E S  C H I M I Q U E S  
l 

a-diethyl-phosphopropionate d'éthyle 1 4  : 

Dans un ballon de 500 ml équipé d' une ampoule à brome d' une courte 

colonne à distiller, d'une tête de distillation et d'un réfrigérant, on verse 
, 

1669 (1 mole) de phosphite d'éthyle. On chauffe à 140" puis on ajoute, goutte 

à goutte, 181g (1 mole) de a bromopropionate d'éthyle. Le bromure d'éthyle dis- 

tille et on monte la température à 160" puis 190" après addition totale de 1 'ad 

bromopropionate d' éthyle. On maintient pendant 1 heure cette température. Le 

brut est purifié par distillation sous vide, on obtient 1509 d'un liquide in- 

colore (115" à 0,6 mm). 

R.M.N. 'H : 1 massif complexe entre 1,l et 1,6 ppm d'intensité 12H 

(4-CH3) ; 6 = 2,85 ppm 1H (quadruplet double, J1 = 7 Hz, J2 = 23 Hz (couplage 

a - c y c l o h e x y l i d è n e - p r ~ p r i o ~ n a t e  d'éthyle 13 : 

' A 500 ml d'éthanol absolu distillé sur magnésium on ajoute 11,5g de 

sodium (0,5 mole). A cette solution maintenue à 20" on ajoute, goutte à goutte, 

14 (1109). Aprës une heure on ajoute la cyclohexanone (499) et on maintient la - , 
température à 20.'. Aprës une nuit de réaction on purifie par distillation, on 

obtient 229 d'ester - 13 (85O, 0,6 nm). 
+ 

I .R. 1715 cm-' ; S.M. m/e 182, 1301 (M ) calculé pour C11H1802 182, 

1306. 
R.M.N. 'H 6 pprn 1,25 (3H, t, 3"= 7 Hz) ; 1,8 (3H, s) ; 4,l (2H, 9, 

J = 7 Hz). 

R.M.N. 13c 6 ppm C-1, 171,5 ; C-2, 121 ; C-3, 16,2 (q) ; C-4, 148 ; 

33,5 ou 33,2 ; C-lOn 61,2 (t) ; C-11, 15,4 (q). 



Cycl ohexyl iden 'e-2 prop'anol 1 l l b  : 

I A une suspension de LiA1H4 (400 mg) dans 1 'éther anhydre (40 ml) 
1 

1 

r :  
, .-<,< 8 *, 3- - T . ,  

on ajoute, goutte à goutte, l ' e s t e r  - 13 (1,7g) dans l ' é the r  anhydre (20 ml). On 
- -  i ' '_* , ,  
1,- .- - , , T ~ p o r t e  à reflux une heure. Après extraction de l a  maniere habituel le ,  on dis- 

t i l l e  sous vide, on obtient - l l b  (1,5g) (80" à 0,2 mm).  
1 1 , -  ~, :. 

- yi 7jt.x: 2 -,? 
' , , , - .w: S.M. ni/& 140, 1202 (M') calculé pour CgH160 140, 1201 

~. .' 

i i r ,  c . 
- ,. . .  ; 

1 , ;-- -; -7, :;,- -. .. ' .r 3' 
- d", -,; ,,:<v 

I r  \ <  ,.' , - ; i 
!;%:-:;:,:r,,, ;L.:~-;+.ï: 1. R.  3600 e t  3450 cm-' 

1 i:$:; :, ,, [;$;? 

R.M.N. ' H  6 .ppm 1,8 (3H, s) ; 3 ( l H ,  échangeable avec D20) ;' 4.2 (2H.s). 
, - i  . ' ' , 3 ' I  

8 ,  

- -3 - 
- L  ,j R.M.N.  13c 6 ppm C-1 ,  64;3 ( t)  ; C-2, 138,7 ; C73, 17,3 (q) ; C-4, 

r <. _ 
. 1  .#-. 124,5 ; C-5, 31,9.ou 31,3 ; C-6, 29 OU 29,6 ; C-7, 28 ; C-8, 29,6 OU 29 ; C-9, 

époxyde 1'2b :* 

On dissout . -  l l b  (1,7g) dans 20 ml de CH2C12. on ajoute lentement 

7 'acide m chloropubenzoique (2,609) dans CH2C12 (50 ml). On porte à reflux 0,5 

he&e e t  on e x t r a i t  de l a  manière habituelle. L 'extrai t  (1,5g) e s t  purif ié  par 

chromatographie sur s i1 i ce  par él  u t i o n  de mélanges ether éthylique, éther de 

pétrole,  on obtient 1,2g de l'époxyde 12b - . 
S.M. m/e 156,1157 (M+) calculé pour cgq602  156, 1150 

I.R. 3610, 3440 cm-' 

R . M . N .  ' H  6 ppm 1,5 (3H, s) ; 3,6 ( l H ,  s ,  échangeable avec D20) 

397 (2H, s )  , 

R.M.N.  13t C - 1 ,  66 (t) ; C-2, 68,5 ou 66,5 ; C-3, 17 ( q )  ; C-4, 

66,5 OU 68,5 ; C-5, 31,8 ou 32,6 ; C-6, 26,3 ou 26,9 ; C-7,  26,3 ; C-8, 26,9 

ou 26,3 ; C-9, 32,6 ou 31,8. 

- q , *  ; ' 

a -cyc lohexy l  i d è n e  propanone 1 I l a  : 

l g  de - l l b  e s t  ag i té  avec une suspension de 109 de Mn02 dans 20 ml 

' d'hexane pendant 24 heures à 20°C. Le mélange e s t  ensuite f i l t r é  sur une courte 

colonne de s i l i c e  pour éliminer l e  précipité. L'élution à 1 'éther permet de 

récupérer 700 mg d'une huile légèrement jaune. Cette huile e s t  purifiée par 

chromatographie 1 iqu.îde haute performance préparative (colonne Si02 (5-20 ~ m )  - - #  

1 a 

60 cm longueur x 0,7 cm p. Solvant THF/hexane à 3 ml/mn) . .On obitnet 300 mg 

liquide incolore. 



$.R. 1680 cm-' (CO conjugué) 

R.M.N. ' H  a ppm 1,75 (3H, s), 10(1H, non échangeable avec D20)) 

12b (lg) es t  oxydé .dans les mêmes conditions e t  purifié de la même - 
manigre, on obtient 250 mg de 12a. 

, . - 

R.M.N. 'H 6 ppm 1,41 (3H, s) ; 9,4 (lH, non échangeable avec D20). 
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