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L ' i n t é r ê t  accordé  aux m o i s i s s u r e s  c a n m e  con ta -  

. m i n a n t s  de nos d e n r é e s  a l i m e n t a i r e s ,  e s t  r e l a t i v e m e n t  

r é c e n t .  En f a i t ,  il f a u t  que se p r o d u i s e  en  A q l e t e r r e ,  

e n  1960, une épidémie t r è s  g r a v e  dans  les é l e v a q e s  de 

d i n d e s  ("Turkey X d i s e a s e " ) ,  f a i s a n t  s u i t e  5. d e s  i n c i -  

d e n t s  d a n s  les é l e v a g e s  d e  p o r c s  au  Maroc,pour que  l es  

s c i e n t i f i q u e s  s ' i n t é r e s s e n t  aux p r o p r i é t é s  b i o l q i q u e s  

d e s  t o x i n e s  s y n t h é t i s é e s  p a r  ces m o i s i s s u r e s  e t  pour  

a p p r é c i e r  a u s s i  l e  r i s q u e  posé  p a r  ce t t e  forme de con- 

t a w i n a t i o n  fongique .  

L ' é t u d e  d e s  d i f f é r e n t e s  mycotoxicoses  d e v a i t  

r é v é l e r  l a  d i v e r s i t é  d e  c o n s t i t u t i o n  chimique d e s  mycoto- 

x i n e s ;  l a  p l u r a l i t é  d e  l e u r s  e f f e t s  p h y s i c o p a t h o l c q i q u e s  

e t  dans  c e r t a i n s  c a s , l l e x t r a o r d i n a i r e  d a r q e r  d e  c e s  t o x i n e s  

pour les  p o p u l a t i o n s  humaine e t  an imale .  

A t i t r e  d ' exemples ,  nous c i t e r o n s  les a f l a t o x i n e s  

s y n t h é t i s é e s  p a r  A s p e r g i l l u s  f l a v u s .  L ' a f l a t o x i n e  B1 e s t  

r e s p o n s a b l e  d e s  épidémies  c i t é e s  a u  d é b u t  d e  c e t t e  i n t r o -  

d u c t i o n .  L ' a f l a t o x i n e  B1 co r respond  a u  p l u s  p u i s s a n t  d e s  

hepa toca rc inogènes  connus à c e  j o u r  pour  l e  r a t .  

I l  c o n v i e n t  a u s s i  d e  s o u l i g n e r  que l 1 é p i d & i e  

extrêmement g r a v e  q u i  ravagea  l ' U k r a i n e  e n t r e  1943 e t  

1948 e t  q u i  es t  connue sous  l e  n a  d e  ATA ( a l e u c i e  t o x i q u e  

a l i m e n t a i r e )  es t  due à d e s  mycotoxines ( t r i c h o M c è n e s )  

s y n t h é t i s é e s  p a r  d i f f é r e n t e s  souches  d e  F u s a r ' m  (1 )con-  - 
t aminan t  l e  maïs  s t o c k é  dans  d e  mauvaises  c o n d i t i o n s .  

Une a u t r e  e s p è c e ,  Penicill ium r o q u e f o r t i ,  ~ o i s i s s u r e  - 
u t i l i s é e  d a n s  l ' a f f i n a g e  du fromage d e  Roquefor t ;  d e v a i t  

aux a l e n t o u r s  d e  1970, c r é e r  d e  s é r i e u x  problèmes aux res- 

ponsab les  d e  l ' i n d u s t r i e  fromagère.  C e r t a i n e s  souches  d e  

ce t te  m o i s i s s u r e  s y n t h é t i s e n t  une s é r i e  d e  m é t a b o l i t e s  s e s -  

q u i t e r p é n i q u e s  d o n t  l a  P.R. T o x i n e  es t  d e  l o i n  l e  p l u s  t o x i q u e .  

E n f i n ,  r a p p e l o n s  que l ' o n  s ' i n t e r r o g e  e n c o r e  s u r  

l e  r ô l e  joué  p a r  l a  p a t u l i n e ,  wyco tox ine  s y n t h é t i s é e  p a r  d e  

ncmbreuses m o i s i s s u r e s  d o n t  c e r t a i n e s  souches  d e  P e n i c i l l i u m  (21, 



dans l ' é t i o l o g i e  du c a n c e r  d e  l ' e s t o m a c ,  que l a  vomitoxine 

( t o x i n e  s y n t h é t i s é e  p a r  d e  n m b r e u s e s  souches d e  Fusarium), I 

pose a c t u e l l e m e n t  d e s  problèmes s é r i e u x  a u  Canada e t  que 
l 

l a  p r é s e n c e  d e  zéa ra lénone  dans  l e s  c é r é a l e s  es t  t r è s  

s u i v i e  p a r  l e s  a u t o r i t é s  v é t é r i n a i r e s .  

En d e h o r s  d e s  é t u d e s  f a i t e s  pour l u t t e r  c o n t r e  

l a  con tamina t ion  d e  l ' a l i m e n t a t i o n  humaine e t  animale  

par  l e s  mycotoxines;  il c o n v i e n t  d e  d i r e  que c e r t a i n e s  

d ' e n t r e  e l l e s  o n t  f a i t  l ' o b j e t  d e  r e c h e r c h e s  d e s t i n é e s  

à é l u c i d e r  l e u r  mécanisme d ' a c t i o n  e t  q u ' e l l e s  se s o n t  

r é v é l é e s  ë t r e  d e  remarquables  modèles d ' é t u d e .  

La p l a c e  d 'honneur  r e v i e n t  c e r t a i n e m e n t  à 

l ' a f l a t o x i n e  B1 q u i  a  permis  d ' é t a b l i r  des r é s u l t a t s  d e  

première  impor tance  s u r  ses i n t e r a c t i o n s  s u r  l e  DNA e t  

s u r  s o n  r ô l e  d a n s  l ' i n d u c t i o n  d e  s y s t è n e s  d e  r é p a r a t i o n  

é r r o n é s  chez E .  C o l i .  Dans un a u t r e  d a n a i n e ,  l a  mise e n  

évidence  des  p r o p r i é t é s  immunodépressives d e  c e r t a i n e s  my- 

c o t o x i n e s  comme l a  T t o x i n e  (mycotoxine d e  l a  f a m i l l e  d e s  2 
t r i c l~o thécènes )  p o u r r a i t  e x p l i q u e r  l e s  symptômes p a t h o l o g i q u e s  

l i é s  à s a  p résence .  

Dernièrement ,  a u  c o u r s  d e  r e c h e r c h e s  s y s t é m a t i q u e s  

s u r  l a  t o x i c i t é  de d i v e r s e s  souches  d e  P e n i c i l l i u m  R o q u e f o r t i ,  

Une n o u v e l l e  t o x i n e ,  l a  b o t r y o d i p l o d i n e  1 a é t é  i s o l é e  (3). - 
C e t t e  mycotoxine a é t é  i s o l é e  pour l a  p remiè re  f o i s  d ' u n e  

a u t r e  e s p è c e  fong ique ,  B o t r y o d i p l o d i a  theobromae ( 4 ) ,  d a n s  

l e  c a d r e  d e  r e c h e r c h e  d ' a n t i b i o t i q u e s  d ' o r i g i i - L ê  fongique .  



Ce t r a v a i l  concerne  l a  b o t r y o d i p l o d i n e ,  d o n t  

l ' o b t e n t i o n  a  permis  d e  concevo i r  une é t u d e  à p l u s i e u r s  

niveaux d e s  p r o p r i é t é s  b i o l o g i q u e s  e t  chimiques j u s q u ' i c i  

inconnues  d e  ce t t e  mycotoxine.  

Ces r e c h e r c h e s  o n t  é t é  menées p a r  deux g roupes  

( c e l u i  d e  Y.lloulé à V i l l e j u i f  e t  l e  n ô t r e )  q u i  o n t  a b o r d é  

les problèmes s o u s  des a r q l e s  complémentaires .  Le  g r o u p e  

d e  Y .  P: ulé a  é t u d i é  les  e f f e t s  d e  l a  b o t r y o d i p l o d i n e  s u r  

d e s  c e l l u l e s  d e  mammifères en  c u l t w c e  a l o r s  que nous nous 

sommes proposés  d e  d é f i n i r  l a  n a t u r e  d e s  i n t e r a c t i o n s  d e  

ce t te  m y c o t m i n e  s u r  l e  DNA. L a  b o t r y o d i p l o d i n e  c o n s t i t u e  

un e x c e l l e n t  modèle d ' é t u d e  pour l a  compréhension d e s  

mécanisnes  d e  m u t a t i o n  p a r  c e r t a i n s  a g e n t s  chimiques.  

1- Propriétés biblogiques de la-botryodiplodine 

a- Action sur le métabolisme cellulaire ....................................... 
1 

Y.Moulé a  mont ré  que l a  rnycotoxine i n h i b e  l a  

c r o i s s a n c e  d e  t o u s  les t y p e s  d e  c e l l u l e s  e n  c u l t u r e  

t e s t é e s  ( c e l l u l e s  f i b r o b l a s t i q u e s  e t  é p i t h é l i a l e s )  . Ceci 

p e u t  s ' e x p l i q u e r  p a r  l e  f a i t  que l a  b o t r y o d i p l o d i n e  a l t è r e  

l e  métabolisme c e l l u l a i r e  au  n iveau  d e  t r o i s  d e  s e s  méta- 

bo l i smes  e s s e n t i e l s ,  à s a v o i r  l e s  p r o c e s s u s  d e  r é p l i c a t i o n  

( a u t o d u p l i c a t i o n  du  DNA q u i  d é t i e n t  1' i n f o r m a t i o n  c ~ é n é t i q u e )  , 
de l a  t r a n s c r i p t i o n  ( s y n t h è s e  d e s  d i f f é r e n t s  RNA s u r  l a  

m a t r i c e  D N A ) ,  e t  de t r a d u c t i o n  ( s y n t h è s e  d e  protéines d o n t  

l a  s p é c i f i c i t é  esb a s s u r é e  p a r  l e  décodage d e s  RNAm f f u i  

l e u r  c o r r e s p o n d e n t )  ( 5 )  . 
L ' a n a l y s e  d e s  courbes  d e  c i n é t i q u e  d e  l ' i n h i b i -  

t i o n  d e s  t r o i s  métabol ismes  pa r  l a  mycotcixine montre  que 

l e  b l o c a g e  de l a  t r a n s c r i . n t i o n  e t  d e  l a  t r a d u c t i o n  n ' e t  
l 

p a s  dÛ à d e s  e f f e t s  secondaires corré la t i f s  à l ' a l té ra t ion  de l a  répli- 

cation, mais bien des éf fe ts  cruis'exercent simultanément sur l e s  3 processus. 

b- ---_--_-__ Effets gc?notoxiques. _ _ _ C _ _ _  _ _ _  
1 

La b o t r y o d i p l o d i n e  posssde  un pouvo i r  mutagène q u i  

s e  t r a d u i t  p a r  une i n d u c t i o n  d e  r é v e r t a n t s  dans  l e  t e s t  d e  

A m e s  s u r  Sa lmone l l a  typhinurium ( 6 )  e t  une i n d u c t i o n  d e  m u t a n t s  --- 
r é s i s t a n t s  à l a  th ioçuani .ne  ( 7 ) .  

En o u t r e ,  l a  b o t r y o d i p l o d i n e  i n d u i t  l ' a u g m e n t a t i o n  



s i g n i f i c a t i v e  d e s  échanges  e n t r e  ch romat ides - soeurs  dans  

d e s  c u l t u r e s  d e  c e l l u l e  V79  ( 7 ) .  

L e s  r e c h e r c h e s  q u i  é t a b l i s s e n t  l ' a c t i v i t é  géno- 

t o x i q u e  d e  l a  mycotoxine ,  o n t  permis  a u s s i  d e  mont re r  que 

l a  molécu le  e s t  d i r e c t e m e n t  a c t i v e  ( 7 ) ,  q u ' e l l e  ne  néces-  

s i t e  p a s  d e  m é t a b o l i s a t i o n  p r é a l a b l e  pour a c q u é r i r  s e s  

p o t e n t i a l i t é s .  C e  f a i t  dewei t  p e r m e t t r e  d ' a b o r d e r  p l u s  

f a c i l e m ~ n t  l ' é t u d e  d e s  i n t e r a c t i o n s  i n  v i t r o  que l a  t o x i n e  

c o n t r a c t e  avec  les  a u t r e s  molécu les .  

. c- ---------------- I n d u c t i o n  de e o n t a q e s  ---- DNA-Proteines ear -- 
la  botryodiplodine --- ------ 

En u t i l i s a n t  comme c r i t è r e  l a  l i b é r a t i o n  du 

DNA d e  l a  c h r a n a t i n e  en  m i l i e u  d e  f o r c e  i o n i q u e  é l e v é e  

en  p r é s e n c e  d e  d é t e r g e n t  e t  l a  s e d i m e n t a t i o n  i sopycn ique  

d e  c e  DNA e n  g r a d i e n t  d e  c f l l a ru re  d e  césium à une d e n s i t é  

de  1, 7 g / ~ 3 ,  Y .Moulé a  rn o n t r é  que l a  b o t r y o d i p l o d i n e  i n d u i t  

l a  fo rmat ion  d e  pon tages  DNA-proteines. Les p r o p r i é t é s  d e  

c e s  p o n t q e s  o n t  é t é  é t u d i é e s  ( 8 )  e t  m o n t r e n t  que l e s  

a c t i v i t é s  b i o l o g i q u e s  d e  l a  b o t r y o d i p l o d i n e  s o n t  l i é e s  a u  

g roupe  h é m i a c é t a l i q u e  d e  l a  t o x i n e .  

II- B u t  d u  travail  

Le mode d ' a c t i o n  d e  l a  b o t r y o d i p l o d i n e ,  c ' e s t - à -  

d i r e  l ' é t u d e  d e  l ' i n t e r a c t i o n  e n t r e  l e s  métabol ismes  c e l -  

l u l a i r e s  e t  ce t t e  mycotoxine n ' a  jamais  é t é  p r é c i s é .  I l  

nous a  semblé i m p o r t a n t  d e  chercher  à comprendre les  m é -  

canismes pouvant  i n t e r v e n i r  dans l a  t o x i c i t é  a u  n iveau  d e s  

gènes  d ' u n e  c e l l u l e .  

L ' i n t e r a c t i o n  e n t r e  DNA,protéines e t  b o t r y o d i p l o -  

d i n e  ( c r o s s 1 i n k ) p e r m e t  d e  pense r  q u ' u n e  l i a i s o n  c o v a l e n t e  

e n t r e  c e s  t r o i s  molécu les  e s t  p r o b a b l e .  Nous avons donc 

c h o i s i  d ' é t u d i e r  l a  r é a c t i v i t é  d e  l a  t o x i n e  s u r  l e  DNA e t  

les b a s e s  n u c l é i q u e s .  

Les d i f f i c u l t é s  l i é e s  à une t e l l e  approche nous 

o n t  p a r u  j u s t i f i e r ,  en premier  l i e u ,  une é t u d e  d e  l a  réac- 



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

6 

t i v i t é  d e  l a  mycotoxine  s u r  d e s  amines a r m a t i q u e s  e t  

d e s  modèles  aminopyr imidiques  e t  amino p u r i q u e s .  ce t te  

é t u d e  d e v a n t  nous p e r m e t t r e  d ' a b o r d e r  e n s u i t e  c e  problème 

a u  n i v e a u  d e s  b a s e s  n u c l é i q u e s  du  DNA. 

L' i n t é r ê t  b i o l c g  i q u e  q u e  p r é s e n t e  cet te  mycoto- 

x i n e  nous a i n c i t é  à é t u d i e r  sa b iogénèse .  En e f f e t ,  

m a l g r é  l a  s i m p l i c i t é  s t r u c t u r a l e ;  c e  s q u e l e t t e  c a r b o n é  

n ' a  j m a i s  f a i t  l ' o b j e t  d ' é t u d e s  b i o s y n t h é t i q u e s .  Son 

 classer.^ .it a c t u e l  r e p o s e  uniquement s u r  s a  s t r u c t u r e  

ch imique  d e  t y p e  furanne .Nous  avons  c h o i s i  d ' a b o r d e r  c e t t e  

é t u d e  à l ' a i d e  d e  l a  Résonance Magnét ique N u c l é a i r e  d u  

c a r b o n e  1 3 .  

- - 
- 
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=TIVITE CHIMIQUE ET ACTIVITE BIOLOGIQUE 

La s t r u c t u r e  de  l a  bo t ryodip lod ine  p ré sen te  

deux fonc t ions  s u s c e p t i b l e s  de  r é a g i r  avec d e s  amines : 

La cétcj,.?, e t  l a  fonc t ion  hémiacétalique.De c e s  deux 

fonc t ions ,  il es t  év iden t  que  l a  fonc t ion  aldéhyde poten- 

t i e l l e  que r e p r e s e n t e  fhémiacé ta l ,  es t  l a  p l u s  r é a c t i v e .  

La r e s p o n s a b i l i t é  de 1 'a ldéhyde a u  niveau 

des  a c t i v i t é s  b i o l a j  iques  e s t  exp lo rée  par  mod i f i ca t ion  

s t r u c t u r a l e  de  l a  botryodiplodine.  La mé thy la t ion  de 

1 'hydroxyle hémiacéta l ique condui t  a u  conposé 2 .  - 

Les p r o p r i é t é s  b io log iques  de  - 2 ,  comparées à 

l a  botryodiplodinepermetknt de montrer  que l ' h e m i a c é t a l  e s t  

ind ispensab le  à 1 ' a c t i v i t 6  b i o l g  i q u e  de l a  mycotcx i n e .  

En e f f e t ,  - 2 n ' e s t  pas mutagène dans  l e  t e s t  d e  Ames e t  

n ' e s t  pas capable  d ' e rgendrer  des  pontaqes DNA-protéines 

dans l a  chromatide (8 )  ( 9 )  . 
Les p r o p r i é t é s  b i o l g i q u e s  de  l a  bo t ryodip lod ine  

I e t  son i n t e r a c t i o n  avec l e  DNA s o n t  donc r w i e s  par  l a  

r é a c t i v i t é  de l ' h é m i a c é t a l .  

L 'é tude  de l a  r é a c t i v i t é  de  l a  botryodi- lodine 

s u r  des  m i n e s  modèles d e v r a i t  permet t re ;  p a r  l ' é t u d e  s t r u c -  

t u r a l e  des  p r o d u i t s  d ' a d d i t i o n  ob tenus ,  de p r é c i s e r  l e s  
l 

r ô l e s  r e s p e c t i f s  d e s  qroupements f o n c t i o n n e l s .  



L e  composé - 2 e s t  obtenu p a r  m é t h y l a t i o n  de  

l ' h y d r o x y l e  hémiacé ta l ique  p a r  r é a c t i o n  de  l a  botryo-  

d i p l o d i n e  sur l ' iodure de méthyle en présence d'oxyde dlcegent (10). 

Les c a r a c t é r i s t i q u e s  s p e c t r a l e s  de  - 2 s o n t  r e -  

p o r t é e s  c i -dessous .  

Le s p e c t r e  de  masse  hau t e  r é s o l u t i o n  montre un1 
+ 

p i c  mo1~;cula i re  à m / e  157,0864 [M-HI ( c a l c  : 157,0862) .  

Le s p e c t r e  R , M . N ~ H  350 MHz es t  f ac i l emen t  analy-  

s a b l e  e t  se décompose a i n s i  : 

6 = 0,86 ppm CH3-6,d,J = 7.3 Hz 
6 
\ 6 = 2.19 . p p  CH3-8, S .  

l 
9 6 = 3,93 ppm CHa-5,t. J = 8 ,6  Hz 

' O  6 = 4 , 2 9  ppm CHb-5,t. J = 8 ,6  H Z  
6 = 4.65 ppn C H - 2 , s  

L e  s p e c t r e  R . M . N ~ ~ c  montre 8  s i7  na- don t  l a  

m u l t i p l i c i t é  observée  en o f f - resonance  permet l ' a t t r i -  

bu t ion  su ivan t e  : - 

La s t é r éoch imie  du composé - 2 est  é t u d i é e  p.27 



11- ~éact iv i tk  de la batryodiplodine 

sur des modèles aminés 

Pour ce t te  é t u d e ,  nous  avons  c h o i s i  d ' u n e  p a r t ,  

d e s  modèles  m i n é s  a r o m a t i q u e s  s i m p l e s  ( a n i l i n e ,  d iméthyl -  

2 ,6  amino- 4 p y r i m i d i n e ,  am i n o -  2  p y r i m i d i n e )  p o s s é d a n t  

c e r t a i n e s  ana lcg  ies  s t r u c t u r a l e s  a v e c  les  b a s e s  n u c l é i q u e s  

e t  d ' a u t r e  p a r t ;  c e t t e  é t u d e  es t  é t e n d u e  à l a  c a r a c t é r i s a t i o n  

d e s  p r o d u i t s  d ' a d d i t i o n  s u r  d e s  b a s e s  n u c l é i q u e s  a l k y l é e s :  

(propyl -  1 c y t o s i n e  3 ,  propyl -  9  a d é n i n e  4 ,  p r o p y l - 9  g u a n i n e  - - 
5 ) .  

3 - 4 - 

7 -  Structure des produits d'addition 
1 

l a- ___________---_-_-_------------- Produit d'addition de la botryodi~lodine --- .................... sur l'aniline 

l 

L a  r é a c t i o n  d e  l a  b o t r y o d i p l o d i n e  s u r  l ' a n i l i n e  

e s t  r é a l i s é e  dans  l e  mé thano l  pendan t  1 h  à 20°c e t  c o n d u i t  l 

à un d é r i v é  p y r r o l i q u e  i n s t a b l e  6  - 1 



La s t a b i l i t é  d e  - 6 n'éxkde pas 1 heure en  lutio ion 

dans  l e  chloroforme e t  que lques  m i n u t e s  e n  absence  d.e 

s o l v a n t  . 
1 e s . c a r a c t é r i s t i q u e s  s p e c t r a l e s  d e  - 6 s o n t  données 

c i -dessous .  

Le s p e c t r e  d e  masse mont re  l e  p i c  m o l é c u l a i r e  m / e  

201 (M+) 

L e  s p e c t r e  R.M.NIH 60 MHz es t  f a c i l e n e n t  i n t e r p r é -  

t a b l e  e t  se décampose a i n s i  : 



11 

- l e  d o u b l e t  o b s e r v é  à ô =  2,15 ppm r é s u l t e  d ' u n  

c o u p l a g e  longue  d i s t a n c e  a v e c  l e  p r o t o n  v i n y l i q u e  e n  5. 

- l ' i r r a d i a t i o n  d u  s i ~ n a l  à 6 =6,65?pm t r a n s f o r m e  

l e  d o u b l e t  à 6 = 2,15  ppm e n  s i r q  u l e t .  

- l e  p r o t o n  s o r t a n t 3  S = 1 , 1 3  ppn est  é c h a n g e a b l e  

avec  D20. 
1 3  

Le s p e c t r e  R.M.N d u  C p r é s e n t e  11 s i g n a u x .  La 

m u l t i p l i c i t é  o b s e r v é e  d a n s  l e  s p e c t r e  o f f - r e s o n a n c e  

permet  d e  p r o p o s e r  l ' a t t r i b u t i o n  s u i v a n t e  : 

9, * 
*1'18,3, ,118,5~ 

126,7 < - -  
1277 

1290 

l18,9 

6 - 
b- ................................ P r o d u i t  d ' a d d i t i o n  de l a  b o t r y o d i p l o d i n e  -_- ---_-_ 

sur l e  diméthyl -2  6 = i n ~ - 4  p y r i m i d i n e  ------------- ---.-_------------------- 

La r é a c t i o n  d e  l a  b o t r y o d i p l o d i n e  sur l e  d i -  

méthyl-2,6 mi r io -4  p y r i m i d i n e  est r é a l i s é e  pendan t  48 h e u r e s  

d a n s  l e  m é t h a n o l  à ' 6 0 ° C .  L e  p r o d u i t  d ' a d d i t i o n  7 est o b t e n u  - 
a v e c  un rendement  d e  17 %. C e  p r o d u i t  c r i s t a l l i s é  

(F  = 110-112°C) es t  l e  s e u l  d é t e c t a b l e  d a n s  les  c o n d i t i o n s  

u t i l i s é e s .  
1 

1 

I 

, 

1 

1 

* ~ t t r i b u t i o n  réversible 





L ' é t a b l i s s e m e n t  d e  l a  s t r u c t u r e  r e p o s e  s u r  

les données  s u i v a n t e s  : 

- L ' a n a l y s e  é l é n e n t a i r e  C = 62,39 ,  H = 7 / 7 0 ,  

N = 16 ,92  es t  e n  a c c o r d  a v e c  l a  fo rmule  C H N O 
13  19 3  2 

(calc  : C = 62 ,62 ,  H = 7 , 6 8 ,  N = 1 6 , 8 4 )  

- l e  s p e c t r e  d e  masse h a u t e  r é s o l u t i o n  donne 

l e  p i c  m o l é c u l a i r e  249, 1494; q u i  est  e n  p a r f a i t  a c c o r d  

a v e c  l a  f o r m u l e  b r u t e  (calc  : 249,1477)  . 
- l e  s p e c t r e  R . M . N ~ H  350 MHz ( f i g  1) s ' a n a l y s e  

a i s é m e n t  e t  l ' a t t r i b u t i o n  des s i g n a u x  o b s e r v é s  e s t r e p o r t é e  

c i - d e s s o u s .  

) 1 t6  = 3 , 9 4 p p  CHa-5,d.d, J = 8 , 5  Hz 
1 

J2 = 7 , 3  Hz 

w 6 = 4 , 2 2 p p  CHb-5,t, J = 8 , 5  Hz 

6 - 5 , 3 6 p p  CH-2, s l a r g e  

6 = 5,90ppn;  NH-9, d  l a q e ,  J = 9 Hz 

6 = 6,21ppm CH-5: s 

* L'at t r ibut ion des déplacements chimiques des protons Ha e t  Fib est expliquée 

1 dans l ' é tude  de la  stéréochimie des produits d 'addition p. 26. 



- l ' i r r a d i a t i o n  à 6 = 1 , 2 1  ppn pe r tu rbe  l e  

s i g n a l  observé à 8 = 2.40ppm (CH-3) 

- l ' i r r a d i a t i o n  à 6 =  3,Olppm modi f ie  les deux 

sir~naux à 8=3,94 ppn e t  6=4,22ppm, a i n s i  que l e  m u l t i p l e t  

observé à ô =  2,40ppm (CH-3) 

- l a  présence de  D 2 0  é l imine  l e  s i g n a l  observé 

à 5 .90pp  e t  a f f i n e  c e l u i  à 8 =  5,36p-m 

La m u l t i p l i c i t é  des  signaux des  pro tons  Ha-5 e t  

Hb-5 e s t  exp l iquée  par  l e s  c o u p l q e s  s u i v a n t s  : 

donnant un s i g n a l  de  double t  

dédoublet  à 6 = 3.94 PPm 

J CF&-5 CH-4 = 8,5Hz 

RH 
]8 ,5~z  donnant un signal t r ip le t  A 6 = 4.22 PF" 

L ' a l l u r e  du  s i r jnal  observé pour l e  p ro ton  H-2 à 60 %Hz 

(doublet  dédoublé) e t  à 350 MHz ( s i n g u l e t  l a r g e )  p o u r r a i t  

ê t r e  i n t e r p r é t é e p a r  1 ' e x i s t e n c e  de  rotamères  a u  niveau 

de l a  l i a i s o n  C-N. Ce phénomène e s t  ~ é n é r a l i s é  s u r  l ' e n -  

semble d e s  p r o d u i t s  d ' a d d i t i o n b r m i s  l ' an ino -2  pyr imidine.  
13 

Le s p e c t r e  R.M.N C p r é sen te  13 siqnaux.  La 

m u l t i p l i c i t é  observée dans l e  s p e c t r e  off- ' resonance permet 

de  proposer l ' a t t r i b u t i o n  su ivan te -  : 



1 

O 
176 

207,7 

29,9 
42,1 58,9 

88,9 
67,9 9J N .' 

1 6 j  

259 24,O 

7 - 
c- P r o d u i t  d ' a d d i t i o n  de l a  b o t r y o d i ~ l o d i n e  ................................ --- ------ 

s u r  l ' amino-2  e y r i m i d i n e  -------------- 
La r é a c t i o n  d e  l a  b o t r y o d i p l o d i n e  s u r  1' 

amino- 2 p y r i m i d i n e  est c o n d u i t e  d a n s  l e  mé thano l  pendan t  

48 h e u r e s  à 60°C. Le s e u l  p r o d u i t  d ' a d d i t i o n  - 8 est  o b t e n u  

a v e c  un rendement  d e  13 % .  

1 

N 

8 - 
La s t r u c t u r e  p roposée  r e p o s e  s u r  les c a r a c t é -  

r i s t i q u e s  s p e c t r a l e s  s u i v a n t e s  : l e  s p e c t r e  d e  masse h a u t e  
+ 

r é s o l u t i o n  m o n t r e  l e  p i c  m o l é c u l a i r e  m / e  221,1163 (M ) e n  

t o t a l ,  a c c o r d  a v e c  l a  formule  b r u t e  C11H15N302 (calc : 221,1164) 

Le s p e c t r e  R . M . N ~ H  350 MHz ( f i 9  2 ) ,  p r é s e n t e  

d e  g r a n d e s  a n a l o g i e s  avec  l e  ccznposé - 7 : o n  p e u t  n o t e r  

e n  p a r t i c u l i e r  l a  p r é s e n c e  d ' u n  d o u b l e t  à 6 = 1,229pm 

c o r r e s p o n d a n t  a u  CH3-6, l a  m é t h y l e  c é t o n e  CH3-8 s o r t a n t  

s o u s  forme d ' u n  s i r q u l e t  i n t e n s e  4 6 -  2,24 ppm. 

l 

l 



60'- - 
00'  - 
Ot'  - 
OZ' - 
DC* - 
O?' - 
US' - 
09'  - 
OL' - 
OP' - 
06'  - 
9 0 ' t  - 
81 '1  - 
OZ-r  - 
I IC ' t  - 
0 t . t  - 
OS't - 
OL't - 
09.1 - 8 
0 6 ' 1  - 

09'C 
OL'C 
09'C 
06'C 
0') ' ? 
Ot.? 
OZ.? 
OC.? 
O*.? 
OS.? 
O9.V 
DL'? 
OR'? 
06' )  
08'S 
01's 
9Z'S 
OC'S 

Cl"9 - 
UD'L - 
0T'L - ' 

OL'L . -  
OC'L - 
OP'L - 
OC'L - 
09'L - . 
OL'L - 
OA'L - 
06'L - 

8 0'1.9 - 
01'9 - 
01'9 ' 
DC'R - 



L ' a t t r i b u t i o n  des  ' déplacements chimiques obser-  

vés  s e  décanpose a i n s i  : 

6 ,  1.22ppm CH3-6,d, J = 7.3 Hz 

6 =  2 , 2 4 p w  CH3-8,s 

6 =  2,44ppm CH-3, s e x t ,  J = 7 # 3  Hz 

6 =  3 ,0 lpg1  CH-4,q, J = 7,3  Hz 

6 = 3,98ppm CHa-5,d.d, J1= 7,3 H z  
I J2= 8,6 Hz 

J2= 7 , 3  Hz 

6 = 6,08ppm NH-9, d l a r q e ,  J = 9 Hz 

6 = 6 , 6 G p p  CH-5',t ,  J = 4 , 7  Hz 

- L ' i r r a d i a t i o n  à 6 = 1 , 2 2 p p ,  CH3-6, p e r t u r b e  

l e  s i g n a l  observé à 6=2,44ppn (CH-3) 

- l ' i r r a d i a t i o n  du CH-3 à 6=2,44ppm transforme 

l e  double t  observé à 6=1,22ppm (CH3-6) en s i r g u l e t ,  t r a n s -  

forme l e  quadruple t  à 6-3 ,Olppm en t r i p l e t ,  l e  doub le t  

dédoublé à 6 =5,59ppm e s t  modi f ié  en double t  (CH-2) . 
- l a  présence de  D20 é l imine  l e  s i y n a l  observé 

à 6=6,08ppm e t  t ransforme l e  doub le t  dédoublé à 

6= 5,59ppm (CH-2)  en  doub le t .  

Les pro tons  CHa-5 e t  CHb-5 ne s o n t  pas équ iva l en t s .  Les 

c o u p l q  e s  observés  s o n t  r e p o r t é s  page suivante. 



L e  d o u b l e t  d é d o u b l é  o b s e r v é  

(CHa-5,) r é s u l t e  d e s  c o u p l a g e s  

s u i v a n t s  : 

J CHa-5 CHb-5 = 8 , 6  Hz 

RH J CHa-5 CH-4 = 7 , 3  H z  

0 Le  c o u p l a g e  J CHb-5 CH-4 = 8,6Hz 

donne  un t r i p l e t  à ô=4,21ppm 

(CHb-5) 

Le s p e c t r e  R.M.N. d u  13c p r é s e n t e  10 s i g n a u x .  

La m u l t i p l i c ï t é  o b s e r v é e  d a n s  l e  s p e c t r e  o f f -  r e s o n a n c e  

p e m  e t  d e  p r o p o s e r  1 ' a t t r i b u t i o n  s u i v a n t e  : 

d- ~ r d u i t  d'addition de la botryodielcbdine -----------________------------- --- ------ 
sur le proeyl-? cytosine ------- -- ----- ------ 
La r é a c t i o n  de  l a - b o t r y o d i p l o d i n e  s u r  le p ropy l -1  

c y t o s i n e  est r é a l i s é e  dans  l e  m é t h a n o l  à 6 0 ° c  p e n d a n t  

48 h e u r e s .  Le p r o d u i t  un ique  d ' a d d i t i o n  - 9 e s t  o b t e n u  a v e c  

un rendement  de  1 2  % 



L ' é t a b l i s s e m e n t  d e  l a  s t r u c t u r e  r e p o s e  s u r  

les  données s u i v a n t e s  : 

l e  s p e c t r e  d e  masse h a u t e  r é s o l u t i o n  m o n t r e  
+ 

l e  p i c  m o l é c u l a i r e  m / e  279.1581 ( M  ) q u i  es t  e n  a c c o r d  

a v e c  l a  fo rmule  b r u t e  C14H21N303 ( c a l c  : 279.15823 . 
Le s p e c t r e  R . M . N ~ H  350 MHz ( f i g  3 ) .  p r é s e n t e  

d e s  a n a l c g i e s  avec  les composés 7 e t  8 .  On y r e c o n n a i t  - - 
a i s é m e n t  l e  CH3-6. d o u b l e t  s o r t a n t  à 61,19ppm, l e  m é t h y l e  

1 

l 
e n  p o s i t i o n  8, s i n g u l e t  i n t e n s e  à 62.25ppn. 

L ' a t t r i b u t i o n  d e s  dép lacemen t s  ch imiques  o b s e r v é s  
1 

es t  r e p o r t é e  c i - d e s s o u s .  

J = 13 Hz 

NH-9,s l a q e ,  L & = 35 Hz 

CH-5' , s l a r g e  

CH-6 ' , s l a r g e  



UU' - 

US' - 

U U ' I  - 



- l ' i r r a d i a t i o n  du s i q n a l  à 6 = 1 , 1 9 p p  a f f i n e  

l e  s i g n a l  o b s e r v é  à 6=2,46ppm. 

- l a  p résence  d e  D20 é l i m i n e  l e  s i q n a l  à 

6=5,89ppm (NH-9) e t  m o d i f i e  l ' a l l u r e  d u  p i c  à 6 = . 5 , 6 2 ~ m  .- - 
Les p r o t o n s  Ha-5, Hb-5 ne s o n t  p a s  é q u i v a l e n t s .  

L e  t r i p l e t  CHb-5 e t  l e  d o u b l e t  dédoublé  CHa-5 o b s e r v é s  

s o n t  e x p l i q u é s  p a r  les coup lages  s u i v a n t s  : 

JCHa-5 CHb-5 = 8 , 6  Hz 

JCHa-5 CH-4 = 5 , 6  Hz 

donnant  un d o u b l e t  dédoublé e t  

JCHb-5 CH-4 = 8 , 5  H Z  

donnant  un t r i p l e t  pour l e  p r o t o n  CHb-5 

Le s p e c t r e  R.M.N'.'c p r é s e n t e  1 4  s i y n a u x .  L ' a t -  

t r i b u t i o n  d e s  déplacements  chimiques es t  donnée c i - d e s s o u s ,  

e n  a c c o r d  avec  l a  m u l t i p l i c i t é  obse rvée  dans  l e  s p e c t r e  

o f f  - r e sonance .  



e- Produit d'addition de la botryodiplodine ................................ --- ------ 
sur le propyl-9 adenine ------- -- ----------- 

La r é a c t i o n  d e  l a  b o t r y o d i p l o d i n e  s u r  l e  

propyl-  9 adén ine  es t  r é a l i s é e  dans l e  méthanol  à 60°C 

pendant 4 8  h e u r e s .  Deux iscenères g, - l o b  s o n t  ob tenus  

dans une p r o p o r t i o n  de 70/30, avec un rendement t o t a l  

La s é p a r a t i o n  d e s  i scmères  - 10a e t  - l o b  e s t  

r é a l i s é e  p a r  C.L.H.P semi p r é p a r a t i v e  s u r  une colonne 

d e  s i l i ce ,  par  r e c y c l a g e s  s u c c e s s i f s  d e s  f r a c t i o n s  - ?Oa, 

l o b  les p l u s  p u r e s .  - 
O n  r é c u p è r e  l a  première  f r a c t i o n  - 10a que l ' o n  

c r i s t a l l i s e  dans  un mélange  é t h e r  éthyl ique-niéthai lol .  

La 2 h e  f r a c t i o n  - l o b  es t  l égè rement  contaminée p a r  10a.  

L e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  phys iques  d e  - 10a e t  - lob  

s o n t  r e p o r t é e s  c i -dessous .  



2 9 

1Oa - L ' a n a l y s e  é l é n e n t a i r e  C : 59 ,61 ,  H : 7 ,03 ,  

N : 22,89 es t  en  a c c o r d  avec  l a  formule  b r u t e  

C H N O  ( c a l c  : C : 59,38 ,  H :  6.98, N :  2 3 . 0 ~ ) .  
15  21 5  2  

L e  s p e c t r e  d e  T a s s e  h a u t e  r é s o l u t i o n  m o n t r e  
+ l e  p i c  m o l é c u l a i r e  m / e  303,1694 (M ) q u i  es t  . e n  a c c o r d  

a v e c  l a  fonmule b r u t e  ( c a l c  : 303,1695)  . 
Le s p e c t r e  R.M.N'H 350 MHz ( f i l  4 )  es t  a i s é m e n t  

i n t e r p r é t a b l e .  On r e c o n n a i t  l e  m é t h y l e  en  p o s i t i o n  6 ,  

s o r t a n t  s o u s  f o n e  d '  un d o u b l e t  à 61,23ppn, e t  un s i n -  

g u l e t  i n t e n s e  à 6=2,24ppn c o r r e s p o n d a n t  a u  m é t h y l e  8 .  

Les p r o t o n s  a r a n a t i q u e s ,  c a r a c t é r i s t i q u e s  d e  

l ' a d é n i n e ,  s o r t e n t  s o u s  forme d e  2  s i q u l e t s  à 67.81ppn 

e t  6 8 , 4 4 p p .  

L ' a t t r i b u t i o n  d e s  s i 7  naux o b s e r v é s  es t  r e p o r t é e  

c i - d e s s o u s  : 





- l ' i r r a d i a t i o n  à 6=1,23p-m pe r tu rbe  l e  s i g n a l  

observé à 6=2,54ppm 

- 1' i r r a d i a t i o n  du s e x t u p l e t  à 6=2 ,54py  m o d i f i e  

l e  t r i p l e t  dédoublé à 6=3,03p.p ( C H - 4 ) ,  t ransforme l e  

doub le t  à 6=1,23ppm (CH3-6) en s i n j u l e t  e t  a f f i n e  l e  

s i g n a l  observé à 6=5,95ppm (CH-2)  . 
- l ' i r r a d i a t i o n  à 6=3 ,03pp  (CH-4) mod i f i e  les 

signaux observés  à 6=1,00 e t  4 , 2 4 p -  (CHa-5,CHb-5) e t  per-  

t u r b e  l e  s i g n a l  observé à 6=2 ,54pp .  

- l a  présence de D O é l imine  l e  s i r q u l e t  l a r q e  2 
observé à 6=6,86ppn ( N H - 9 )  e t  a f f i n e  l e  s i g n a l  A 6=5,95ppn. 

Les pro tons  CHa-5, CHb-5 ne s o n t  pas  équ iva l en t s .  

La m u l t i p l i c i t é  des  s i ~ n a u x  observés  e s t  i n t e r p r é t é e  p a r  

l e s  cons t an t e s  de  couplzqe : 

13 Le s p e c t r e  R.M.N c du ccmposé 10a p ré sen te  - 
15 s i ~ n a u x  dont  l ' a t t r i b u t i o n  e s t  r e p o r t é e  c i -dessous  : 



Les c a r a c t é r i s t i q u e s  s p e c t r a l e s  du  c m p o s é  

lob  s o n t  r e p o r t é e s c i - d e s s o u s .  - 
Le s p e c t r e  d e  masse h a u t e  r é s o l u t i o n  m o n t r e  l e  

- + 
p i c  m o l é c u l a i r e  m/e 303,1694 ( M  ) e n  accord  avec  l a  f o r -  

mule b r u t e  C15H21N502 ( c a l c  : 303.1695).  

Il es t  à n o t e r  que l e s  f r a g m e n t a t i o n s  o b s e r v é e s  s o n t  

i d e n t i q u e s  a u  composé - 10a.  

L e  s p e c t r e  R . M . N ~ H  350 MHz ( f i q  5)  p r é s e n t e  d e  

q  randes  a n a l g  ies  avec 1 ' isomère - 10a.  

L e  mé thy le  e n  p o s i t i o n  6  s o r t  sous  forme d ' u n  

d o u b l e t  à 6 1 . 1 2 p p .  Le s i n g u l e t  i n t e n s e  à 62,24p- co r -  

respond a u  CH3-8. 

L e s  p r o t o n s  a romat iques  s o r t e n t  à 6 = 7 , 8 0 p p  

e t  6 ,8 ,46pp.  

L ' a t t r i b u t i o n  t o t a l e  d e s  déplacements  chimiques 

obse rvés  e s t r e p o r t é e  c i -dessous  : 



J = 8 H z  2 
6 = 6 , 3 6 p p  NH-9, d l a r g e ,  J = 8 Hz 

6=7,80ppm CH-8',s 
1 

lob  6 = 8,46ppm CH-12',s 
- 

- l ' i r r a d i i a t i o n  à 6 = l  ,lSp-m (CH -5) pe r tu rbe  l e  
3 

s i g n a l  observé à 6=2,68ppn (CH-3). 

- l a  présence de  D O supprime l e  s i y n a l  observé 
2 

à 6=6,36ppm e t  t ransforme l e  s i g n a l  à 6=5,9Sppn (CH-2)  en  

double t .  

Tia n u l t i p l i c i t é  des  signaux correspondant  aux 

protonsCHa-5, CHb-5, CH-4 ,  e t  CH-3 e s t  f a c i l e n e n t  i n t e r -  

p r é t é e  pa r  l e s  cons t an t e s  de  c o u p l q e  observées  e t  s e  

décmpose  de l a  façon su ivan te  : 

CHa-5 : JCHa-5 CHb-5 = 9 Hz 

JCHa-5 CH-4 = 7 , s  Hz 

CHb-5 : JCHb-5 CH-4 = 7 , s  H Z  

CH-4 : JCH-3 CH-4 = 7 , s  H Z  

CH-3 : JCH-3 CH-6 = 7 , s  H Z  

JCH-2  CH-3 = 3,5 HZ 





Le s p e c t r e  R . M . N ~ ~ C  de  r irésente 15 p i c s  

dont  l a  m u l t i p l i c i t é  observée en o f f - r e sonance  permet 

l ' a t t r i b u t i o n  su ivan te  : 

L'é tude  de l a  s té réochimie  des  isomères 10a,  - 
lob,  e s t  é t u d i é e  p.27 - 

f- Produit d'addition de l a  botryodiplodine ................................ --- ------ 
sur ------- le  -- eropyl-9 ---- guanine ------ 
La r é a c t i o n  de  l a  bo t ryodip lod ine  s u r  le  

propyl  -9 guanine e s t  r é a l i s é e  dans l e  méthanol pendant 

48 heures  à 6 0 ' ~ .  Aucun p r o d u i t  d ' a d d i t i o n  n ' a  pu ê t r e  

m i s  en  évidence par  c h r o m a t g r a p h i e  couche mince. 



IIX-"Etude de l a  s t é r é o c h i m i e  des p r o d u i t s  d ' a d d i t i o n  

Pour a b o r d e r  c e t t e  é t u d e ,  nous d i s p o s o n s  d e  

2 é l éments  i m p o r t a n t s .  En premier  l i e u ,  l a  s t é r é o c h i m i e  

de  l ' a c é t y l e  b o t r y o d i p l o d i n e  11 a é t é  dé te rminée  p a r  - 
d i f f r a c t i o n  aux R.X e t  c o n s t i t u e  donc une r é f é r e n c e .  

En second l i e u ,  il c o n v i e n t  d e  remarquer que les  c a r -  

bones 3 , 4 , 5  d e  l a  b o t r y o d i p l o d i n e  ne  s o n t  p a s  i m p l i q u é s  

dans l e  mécanisme de fo rmat ion  d e s  d i v e r s  d é r i v é s  

amino-2 t é t r a h y d r o f u r a n n e ( 1 a  d i s c u s s i o n  complète du 

mécanisme r é a c t i o n n e l  es t  d é c r i t e 5 1 ~ ) .  Nous c o n s i d é r e r o n s  

donc,daiis l a  s u i t e  de c e  c h a p i t r e , q u e  l a  s t é r 6 o c h i m i e  

d e s  ca rbones  3 , 4 , 5  e s t  i d e n t i q u e  à c e l l e  d e  l a  bot ryo-  

d i p l o d i n e  e t  d e  l ' a c é t y l e  b o t r y o d i p l o d i n e  11. - 
% -  S t é r é o c h i m i e  de l ' a c é t y l e  b o t r y o d i p l o d i n e  

L ' a c é t y l a t i o n  d e  1 c o n d u i t  à un ccmposé unique  - 
11 don t  l a  s t é r é o c h i m i e  r e l a t i v e  a  é t é  dé te rminée  p a r  - 
é tudes  chimiques  (11) e t  conf i rmée p a r  d i f f r a c t i o n  aux 

R.X (3). 

Le s p e c t r e  R . M . N 1 ~  à 60 MHz n ' e s t  p a s  du 

premier  o r d r e  a u  n iveau  d e  l ' â n a l y s e  d e s  p r o t o n s  4 e t  5 .  

L ' a n a l y s e  à 350 MHz ( f i g  6 )  permet d ' o b s e r v e r  t o u s  les  

couplages  a t t e n d u s .  L ' i n t e r p r é t a t i o n  c o n p l è t e  d e  c e  



S p e c t r e  est  d é t a i l l é e  c i -dessous  : 

L e s  p r o t o n s  e n  5 ne s o n t  p a s  é q u i v a l e n t s  

(CHa-5, CHb-5). Le p r o t o n  Ha-5, e n  c i s  p a r  r a p p o r t  à 

l a  mé thy le  c é t o n e ,  e s t  l e  p l u s  b l i n d é  c a r  il se s i t u e ,  

e n  moyenne, dans  l e  cône d e  b l i n d q e  d e  l a  c é t o n e .  

La v a l e u r  d e s  c o n s t a n t e s  d e  couplage  d e s  pro-  

t c n s  H-2, H-3 es t  gouvernée p a r  l ' a n g l e  d i è d r e  f o m é  

p a r  c e s  deux p r o t o n s .  Dans c e  c a s ,  c e t t e  c o n s t a n t e  e s t  

n u l l e  c a r  les  p r o t o n s  s o n t  en p o s i t i o n  t r a n s ,  c ' e s t - à -  

d i r e  que l ' a n g l e  d i è d r e  es t  t r è s  proche  d e  90'. 

Les p r o t o n s  H-3, H-4 e n  p o s i t i o n  c i s , p r é s e n t e n t  

une c o n s t a n t e  de coup lage  d e  7 ,5  Hz. D e  m&we, les  pro-  

t o n s  H-4 e t  Hb-5 e n  c i s  s o n t  c o u p l é s  avec  une g r a n d e  

c o n s t a n t e  d e  coup lage  ( J H - 4  Hb-5 = 9 H z ) .  La c o n s t a n t e  

d e  couplage  H-4 Ha-5 n ' e s t  p a s  n u l l e ,  b i e n  que c e s  

p r o t o n s  s o i e n t  dans  un c o n f i g u r a t i o n  t r a n s .  Le modèle 

m o l é c u l a i r e  ( f i g  7 )  montre  q u ' i l  p e u t  e x i s t e r  une con- 

fo rmat ion  d u  c y c l e  q u i  a s s u r e  un a q l e  d i è d r e  d ' e n v i r o n  

130' pour les p r o t o n s  H - 4 ,  Ha-5 e t  imposant un a n g l e  

H-2, H-3 p roche  d e  90° ,  e x p l i q u a n t  a i n s i  les d i f f é r e n c e s  

n o t a b l e s  e n t r e  les v a l e u r s  d e s  c o n s t a n t e s  d e s  p r o t o n s  

H-2 H-3 ( -O H z l  e t  H4-Ha-5 ( 7 , 5  H z ) .  
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2- - Stéréochimie des composés 10a, lob, 7, 8, 9 ,  2. 

L ' i n t e r p r é t a t i o n  d e s  coup lages  p r o t o n  -p ro ton  de  

11 va c o n s t i t u e r  un é lément  d ' a c c è s  à l a  s t é r é o c h i m i e  d e s  - 
a u t r e s  d é r i v é s .  D e  p l u s ,  l a  comparaison d e s  déplacements  

chimiques d u  p r o t o n  e t  du c a r b o n e  13 d e  l a  s é r i e  d e  

d é r i v é s  ( t a b l e a u  1-2) permet d e  m e t t r e  e n  év idence  2  e f f e t s  

ma jeurs .  

S i  1 'on  s ' i n t é r  e  ssie p a r t i c u l i è ~ m e n t  aux 

ca rbones  3 ,  4 ,  5 ,  6 d o n t  l e s  s u b s t i t u a n t s  s o n t  i d e n t i q u e s  

dans  t o u t e  l a  sér ie ,  l a  R.M.N. d u  p r o t o n  montre  essen-  

t i e l l e m e n t  un e f f e t  i m p o r t a n t  a u  n i v e a u  du  p r o t o n  4 .  

L e s  déplacemehts  chimiques  d e  c e  p r o t o n  se r e g r o u p e n t  

e n  2 c a t é j o r i e s  : 6 =3ppm ( 7 ,  8, 9 ,  10a)  e t  - - - 
6 =3,5ppm (11, l o b ,  2) - - -  

S i  l ' o n  s e  t o u r n e  v e r s ' l a  R.M.N. du carbone 1 3 ,  

on r e t r o u v e  ces deux m ê m e s  c a t é g o r i e s .  Le t a b l e a u  2 

montre  que les  déplacements  chimiques  du  C-4 e t  C-6 se 

r e g r o u p e n t  en  2 s é r i e s  d e  v a l e u r s  : 

C e s  deux e f f e t s  ne s u f f i s e n t  p a s  wour c o n c l u r e  

q u a n t  à l a  s t é r é o c h i m i e  d e  c e s  2 s é r i e s ,  m a i s  s o u l i g n e n t  

l ' e x i s t e n c e  d e  d e u  t y p e s  d i s t i n c t s  de  d é r i v é s .  





Stéréochimie des com~osés 10a 10b GI,,----------,-,-,,_,, -,------L---- 

I l  es t  i n t é r  e s s a n t  d ' é t u d i e r  e n  premier  l i e u ,  

les  deux i somères  10a e t  l o b  q u i  s e  r é p a r t i s s e n t  d a n s  - - 
les  deux c a t %  o r i e s  ment ionnées .  

Nous a t t r i b u o n s  à 10a e t  l o b  les  s t é r é o c h i -  - - 
m i e s  s u i v a n t e s  : 

C e  s o n t  2  épimères  e n  2 .  C e t t e  a t t r i b u t i o n  r e p o s e  

s u r  les données s u i v a n t e s .  

- Dans c e s  deux épimères ,  les v a l e u r s  d e s  cou- 

p l q e s  d e s  p r o t o n s  H3, H 4 ,  H5 s o n t  t r è s  v o i s i n e s .  E l l e s  

s o n t  gouvernées  p a r  les v a l e u r s  d e s  d i v e r s  a q l e s  d i è d r e s .  

Comme l e  mont re  l a  f i g u r e  c i - d e s s u s ,  il e x i s t e  une e x c e l -  

l e n t e  concordance e n t r e  les v a l e u r s  d e  c e s  diversrscons- 

t a n t e s  chez 10a l o b  e t  11 c o n f i r m a n t  a i n s i  l ' i d e n t i t é  -, - - f  

d e s  c o n f i g u r a t i o n s  d e s  ca rbones  3 ,  4 ,  5  pour c e s  3  d é r i v é s  

- La d i f f é r e n c e  e s s e n t i e l l e  e n t r e  10a e t  l o b  - - 
r é s i d e  au  n i v e a u  d e s  coup laqes  d e s  p r o t o n s  H-2 H-3. La 

v a l e u r  l a  p l u s  é l e v é e  (10a)  J = 7 , 3  Hz i n d i q u e  une con- - 
f i 3  u r a t i o n  c i s  d e  ces 2  p r o t o n s ,  c o n f i g u r a t i o n  q u i  s e u l e  

p e u t  a s s u r e r  un arq l e  d i è d r e  p roche  d e  0'. 

C e c i  impose donc une c o n f i g u r a t i o n  c i s  à l ' e n -  

semble d e s  s u b s t i t u a n t s  amine, mé thy le  e t  m é t h y l e  c é t o n e  

pour l e  canposé  10a.  - 
P a r  c o n t r e ,  l e  composé l o b  montre  une c o n s t a n t e  - 

f a i b l e  d e  3.5 Hz q u i  e s t  compa t ib le  avec une c o n f i q u r a t i o n  

t r a n s  d e s  p r o t o n s  H-2 H-3, a s s u r a n t  a i n s i  a u  d é r i v é  l o b  une - 
c o n f i g u r a t i o n  i d e n t i q u e  à c e l l e  d e  11. - 



b- ....................... S t é r é o c h i m i e  des c o m p s é s  ------ 7 L-EL-? 

La s t 6 r é o c h i m i e  d e  c e s  3  d é r i v é s  e s t  i d e n t i q u e  

à c e l l e  d e  - 10a. C e c i  r e p o s e  s u r  les mêmes a q u m e n t s  que 

ceux développés  précédemment. 

On n o t e  une concordance remarquable  e n t r e  les  

v a l e u r s  d e s  coup lages  H-3, H - 4 ,  H-5. La d é t e r m i n a t i o n  

d e  l ' e n s e m b l e  d e s  c o n s t a n t e s  d e  couplage  pour - 9 e s t  

i m p o s s i b l e  ; en e f f e t ,  l e  s i g n a l  H-3 n ' e s t  p a s  ana ly -  

sable ( s i g n a l  l a r q e  L % = 21,5 Hz) e t  l e  p r o t o n  

H-4 s o r t  sous forme de  m u l t i p l e t  complexe. P a r  c o n t r e ,  

l e  sys tème des  p r o t o n s  H-5 p r é s e n t e  1 ' a l l u r e  h a b i t u e l l e .  

7 - 8 9 - 
Ri-N cdiméthyl-2, 6 R;-N ~ ~ ~ i n o - 2  R3 ' -~~ 'p ropy  l- 1 

amino-4 p y r  imidinel  CYtosine] 

- l a  c o n s t a n c e  H-2 H-3 pour c e s  t r o i s  d é r i v é s  

est  c e l l e  a t t e n d u e  pour l a  c o n f i g u r a t i o n  pronosée  : J= 7 Hz 

c- _-_____--__-_--_--_--- Steséochimie du composé 2 

Ce composé ob tenu  p a r  m é t h y l a t i o n  d e  l a  bo- 
l 

t r y o d i p l o d i n e ,  possède  une s t é r é o c h i m i e  i d e n t i q u e  aux 

d é r i v é s  - 11 e t  - l o b .  En e f f e t ,  cmme pour l ' e n s e m b l e  d e s  

d é r i v é s ,  l e  s p e c t r e  R .M.N.  du p r o t o n  permet  d e  mont re r  

que les  couplages  H-3, H - 4 ,  H-5 s o n t  compat ib les  avec 

l a  c o n f i v u r a t i o n  proposée  a u  n iveau  d e s  ca rbones  3 ,  4 ,  5 .  

Par  c o n t r e ,  l a  c o n s t a n t e  d e  c o u p l q e  H-2 H-3 

est  n u l l e ,  i n d i q u a n t  donc une c o n f i g u r a t i o n  t r a n s  d e s  

p r o t o n s  H--2 H-3. 



d- Discussion ------------- 

L ' a n a l y s e  p r é s e n t é e  i c i m o n t r e  que les  2 

c a t é g o r i e s  d e  d é r i v é s  s o u l i q n é e s p a r  les s p e c t r e s  R.M.N. 

p r o t o n  e t  ca rbone  13 c o r r e s p o n d e n t  donc à 2 s é r i e s  

s t é r é o c h i m i q u e s .  

- les  composés - 7 ,  - 8, 9 ,  p r é s e n t e n t  une 

s t é r é o c h i m i e  e n t i è r e m e n t  c i s  d e s  s u b s t i t u a n t s  e n  C-2,  

C-3, C-4.  

- les  composés 1 1 ,  l o b ,  2 nossèden t  une - - -  
inversion d e  c o n f i g u r a t i o n  en  p o s i t i o n  2 .  

I l  f a u t  s o u l i y n e r  que c e s  p r o p o s i t i o n s  s o n t  

compat ib les  avec  l e s  e f f e t s  o b s e r v é s  en  R.M.N du c a r b o n e  1 3  

e t  du  p r o t o n .  

En c e  q u i  concerne  les  s p e c t r e s  13c, l e s  d é r i v é s  

c i s  p r é s e n t e n t  un  d é b l i n d a g e  d e s  ca rbones  4 e t  6 p a r  

r a p p o r t  aux d é r i v é s  t r a n s .  Ceci  e s t  i n t e r p r é t a b l e  p a r  

l ' i n t e r v e n t i o n  d e  2 é f f e t s  d i f f é r e n t s  : 

- l a  c o n f i g u r a t i o n  d e s  covposés  11, l o b  e t  2 - - - 
c r é e  une i n t e r a c t i o n  1 , 3  c i s  e n t r e  l e  s u b s t i t , ! a n t  e n  2 

e t  l e  p r o t o n  en  4 .  On o b s e r v e  donc 

1 



e n t r e  ces s u b s t i t u a n t s  un e f f e t  y c l a s s i q u e  a b o u t i s -  

s a n t  à un b l i n d q e  d e s  ca rbones  concernés  ( 1 2 ) .  I l  

f a u t  n o t e r  @ a l e m e n t  que dans  ce t y p e  d ' i n t e r a c t i o n ,  

l ' e f f e t  o b s e r v é  e n  R.M.N du p r o t o n  est i n v e r s e  : on 

obse rve  un d é b l i n d a g e  d e s  p r o t o n s  impl iqués  (12) . 
- l a  c o n f i g u r a t i o n  i n v e r s e  d e  - 10a supprime cet te  

i n t e r a c t i o n  1 , 3  c is  m a i s  c r é e  p a r  c o n t r e ,  une n o u v e l l e  

i n t e r a c t i o n  1 , 2  c is .  L ' e f f e t  du  ce t te  i n t e r a c t i o n  s u r  

l e s  déplacements  chimiques  13c e n  s é r i e  cyc lopen tan ique ,  

ou tétrahydrofuranniq~econsiste e n  un b l i n d a g e  d e s  

ca rbones  e n  i n t e r a c t i o n  (13), c ' e s t - à - d i r e  dans  n o t r e  

c a s  l e  c a r b o n e  6.  La sanme d e  ces 2  e f f e t s  se t r a d u i t ,  

l o r s q u e  l ' o n  p a s s e  d e  l a  forme t r a n s  à l a  forme c i s  p a r  : 

- un d é b l i n d a g e  a u  n i v e a u  du ca rbone  C-4 (sup- 

p r e s s i o n  d e  l ' i n t e r a c t i o n  1 , 3 )  . . 
- un d é b l i n d a g e  au  n i v e a u  du ca rbone  C-6 ( c r é a t i o n  

d e  l ' i n t e r a c t i o n  1 , 2  v i c i n a l e )  

I l  f a u t  a j o u t e r  que les e f f e t s  Y e t  1 , 2  c i s  

s ' é t e n d e n t  aux c a r b o n e s  s i t u é s  e n t r e  les 3 r 0 1  ;ements 

i n t e r q i s s a n t s .  Cec i  es t  l e  c a s  d e s  ca rbones  2,3.  Les  

e f f e t ' s  y e t  1 , 2  c i s  é t a n t  i n v e r s e s ,  on o b s e r v e  une sta- 

b i l i t é  d e s  d é p l a m m e h t s  chimiques  13c obse rvés  pour ces 

ca rbones  l o r s  d e  l ' i n v e r s i o n  d e  l a  c o n f i ~ u r a t i o n  e n  2.  

En ce q u i  concerne  l a  R.M.N. du p r o t o n ,  nous 

avons s o u l i 3  n é  précédemment 1 ' i i f  l u e n c e  d e  1 ' i n t e r a c t i o n  

1 , 3  s u r  l e  p r o t o n  H-4 .  Le d é b l i n d q e  d e  0 , S p p  o b s e r v é  

s u r  les d é r i v é s  p r é s e n t a n t  .c:ette i n t e r a c t i o n  (11, :Ob, 



2 )  e s t  compatible avec l ' e f f e t  a t t endu  ( 1 2 ) .  - 
11 e s t  remarquable de c o n s t a t e r  que s e u l  ce  

proton H-4 s u b i t  un déplacement chimique notabLe l o r s -  

que l ' o n  passe  du composé 10a à lob.  L e  proton H-2 en - - 
p a r t i c u l i e r ,  n ' e s t  pas  a f f e c t é .  

Nous avons cons idéré ,  dans l 'ensemble  de  ce  

c h a p , ~ r e ,  que l a  s té réochimie  des  carbones 3 e t  4  é t a i t  

conservée l o r s  de  l a  r é a c t i o n  de l a  bo t ryodip lod ine  

avec d i v e r s e s  m i n e s .  I l  f a u t  sou l igner  i c i  qu 'une i n v e r s i o n  

de con f igu ra t ion  en 4 s e  t r a d u i r a i t  notablement p a r  une 

mod i f i ca t ion  importante  du  couplage H-3 M-4 e t  H - 5 ,  e t  du 

r e s t e ,  e x p l i q u e r a i t  d i f f i c i l e m e n t  l a  v a r i a t i o n  du couplage 

H-2 H - 3 ,  s e u l e  d i f f é r e n c e  no tab le  e n t r e  l e s  s p e c t r e s  

l de 10a e t  lob.  - - 



W- Conclusion, mode d'action chimique de la botryodiplodine 

Les résultats des propriétés biologiques de la bo- 

tryodiplodine sur des cellules en culture ont montré une inhi- 

bition simultanée des trois processus biosynthétiques fonda- 

mentaux de la cellule, à savoir la réplication, la transcrip- 

tion et la traduction. 

A ce type d'inhibition, viennent s'ajouter un pouvoir 

mutagène de la mycotoxine dans le test de Ames et une aptitude 

à la création de pontage DNA-protéines. 

Le composé - 2, obtenu par méthylation de l'hydroxyle 
hémiacétalique, présente des propriétés biologiques fondamenta- 

lement différentes de la botryodiplodine : 

- Nonactif dans le test de mutagénéicité de Ames 
- N'induit aucun pontage DNA-protéines. 

Ces résultats montrent le rôle déterminant de la 

fonction aldéhyde, potentiellement présente sous forme hémia- 

cétalique, au niveau de la toxicité de la botryodiplodine et 

de son interaction sur le DNA. 

Du point de vue chimique, la réaction de la botryo- 

diplodine sur des amines aromatiques conduit à 2 types de 

composés: 

- L'aniline conduit à un dérivé pyrrolique par 

une double réaction, sur l'aldéhyde et sur la cétone. 

- Les dérivés aminopyrimidiques et aminopuriques 
conduisent à des dérivés de type amino-2 tétrahydrofuranne.Ces 

produits d'addition résultent d'une attaque nucléophile de 

l'azote sur l'aldéhyde, suivie d'une cyclisation intramolécu- 

laire de l'alcool sur l'imine intermédiaire. 
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La formation des dérivés pyrroliques et amino-2 

tétrahydrofuranniques résulte d'une réaction de l'amine 
1 

exocylique sur la fonction aldéhyde provenant de l'ouverture 

du cycle hémiacétalique. 11 faut souligner ici que la fonction l 

l 

l 



aldéhyde de l a  bo t ryodip lod ine  n ' e s t  pas  v i s i b l e  spec t ros -  

cbpiquement. En e f f e t ,  l e  proton aldéhydique n ' e s t  pa s  v i -  

s i b l e  par R . M . N .  du pro ton .  En revanche,  l e  s p e c t r e  p ro ton  

de  l a  bo t ryodip lod ine  montre l a  présence de  2 épimères,  au 

niveau du carbone 2 ,  en  é q u i l i b r e  au cou r s  du temps. La pré-  

sence  de c e s  2 épimères s e  t r a d u i t  s u r  l e  s p e c t r e  p ro ton  p a r  

une d i f f é r e n c e  de déplacements chimiques d e s  p ro tons  en 6 e t  

8 d e s  3 formes. D e  même, p a r  R.M.N. du carbone 1 3 ,  on peu t  

n o t e r  un dédoublement des  signaux de l a  bo t ryod ip lod ine ,  

montrant l es  deux épimères en é q u i l i b r e .  

Au niveau des  composés amino-2 t é t r ahydro fu rann i -  

ques ,  il f a u t  n o t e r  que l a  r é a c t i o n  i n t r a m o l é c u l a i r e  de  1' 

a l c o o l  seconda i re  s u r  l ' i m i n e  i n t e r m é d i a i r e  e s t i r r é v e r s i b l e .  

L e s  p r o d u i t s  d ' a d d i t i o n ,  p l a c é s  dans l e s  c o n d i t i o n s  de réac-  

t i o n ,  n ' a b o u t i s s e n t  pas  à l a  bo t ryodip lod ine .  

I l  f a u t  n o t e r  que les d é r i v é s  amino-2 tétrahydrofurannesN- 

a l k y l é s p r é s e n t é s  dans  l a  l i t t é r a t u r e ,  e x i s t e n t  sous  2 formes 

en  é q u i l i b r e  : imine e t  cyc l ique .  C e t t e  é q u i l i b r e  v a r i e  se-  

l o n  l a  n a t u r e  du s u b s t i t u a n t  s u r  l ' a z o t e .  Par  exemple, on 

p e u t  c i t e r  l e  N - t e r t  b u t y l  amino-2 té t rahydrofuranne,  q u i  

e x i s t e ,  en s o l u t i o n  dans  l e  t é t r a c h l o r u r e  de carbone,  sous 

2 formes : imine e t  cyc l ique  ( 1 4 ) .  



La stéréochimie des produits d'addition de la bo- 

tryodiplodine sur les modèles aminopyrimidiques et aminopu- 

riques montre une configuration cis des groupements méthyle, 

méthyle cétone et amine. Seuls, les dérivés du propyl-9 adé- 

nine présentent les 2 isomères. 

Au niveau du mécanisme réactionnel, la non participation des 

groupements méthyle et méthyle cétone permet de conserver la 

stéréochimie de ces fonctions (celle de la botryodiplodine). 

La configuration cis des fonctions amine et méthyle est dictée 

par la dernière étape réactionnelle, c'est-à-dire par la con- 

densation de l'alcool sur l'imine intermédiaire. La géométrie 

de cet état de transition détermine la stéréochimie des pro- 

duits d'addition. Il faut considérer que les composés cis 

obtenus sont les produits cinétiques de la réaction, c'est-à- 

dire qu'un état de transition favorise la configuration cis 

malgré l'encombrement stérique. 

Sur le plan de la réactivité des bases nucléiques 

modifiées sur la botryodiplodine, il est remarquable de cons- 

tater qu'aucun produit d'addition du propyl-9 guanine sur la 



mycotoxine n'a été isolé. Aucune explication satisfaisante 

sur la non réactivité du propyl-9 guanine ne peut être avan- 

cée, mais il faut noter qu'un cas analogue est décrit dans 

la littérature (15) (16). En effet, la réaction du chloro-2 

acétaldéhyde sur les bases nucléiques conduit à des produits 

d'addition sur les fonctions amines exocycliques de l'adénine 

et de la cytosine. Aucun produit d'addition sur la guanine n'a 

pu être mis en évidence. 

L'étude du mode d'action moléculaire de la botryodi- 

plodine sur le génôme a été approchéepar d'es modèles aminés. 

La structure des produits d'addition obtenus traduit le rôle 

déterminant de la fonction aldéhyde, potentiellement présente 

sous forme hémiacétalique. 

Il existe peu de données dans la littérature sur le 

mode d'action chimique des aldéhydes sur le matériel cellu- 

laire. 

Les aldéhydes réagissent d'une part, avec les grou- 

pements thiols des acides aminés libres ou des protéines, et 

d'autre part sur les groupements aminés d'amino-acides, des 

protéines et des bases nuclélques. 

Par exemple, les aldéhydes saturés réagissent sur 

la cystéine (17) pour donner des composés du type : 

H S - C H 2  
I / S  -.CH2 

R - C H O  + - R - C H  I /y  CH 

H 2 N  COOH 'NH' \COOH 

Dans le cas des aldéhydes insaturés, les thiols 

réagissent plus rapidement que les amines. Dans le cas de 

la cystéine, l'action de l'acroléine ou du crotonaldéhyde 



c o n d u i t  à une première  a d d i t i o n  1 -4 .  

1 

CySH / NH--CH-COOH 

CH3-CH =CH- CHO .--) . CH3 CH-.CH2 I 
I 

SCY 's' 
CH2 

e t  se p o u r s u i t  p a r  une seconde a d d i t i o n  s u r  l a  f o n c t i o n  a l -  

déhyde (1 8 )  . 
Au n iveau  d e s  ba se s  nuc l é iques  du DNA, il e s t  connu 

que l es  a ldéhydes  se f i x e n t  de façon  c o v a l e n t e  s u r  l es  a c i d e s  

nuc l é iques .  L e  malonaldéhyde, l e  formol ,  l e  g lyoxa l  s o n t  des  

exemples. Par  c o n t r e ,  l e  mécanisme d ' a d d i t i o n  e t - l a  s t r u c t u r e  

d e s  complexes ob tenus  s o n t  t r è s  malsconnus. On p e u t  c i t e r  1' 

exemple du chloro-2 acé ta ldéhyde  (1  5)  ( 1  6 )  . L a  r é a c t i o n  du 

chloro-2  acé ta ldéhyde  s u r  d e s  b a s e s  nuc lé iquesmodi f iées  con- 

d u i t  à des  composés du t ype  : 



Il faut noter qu'aucun produit d'addition sur la 

guanine n'a et6 isolé. Le mécanisme réactionnel conduisant 

à ces composés a été étudié (16). Il s'agit d'une réaction 

de la fonction amine exocyclique sur l'aldéhyde, suivi d'une 

élimination intramoléculaire et d'une déshydratation. 

Cette première étude sur la réactivité de la bo- 

tryodiplodine sur des modèles aminés a permis d'établir 

clairement la structure de ces produits d'addition et le 

mécanisme réactionnelde la mycotoxine sur les bases nu- 

clélques modèles. 

Par cette approche, il va donc être possible de 

déterminer la nature exacte des interactions de la botryo- 

diplodine sur le DNA. 



I S O L A T I O N  E T  C A R A C T  

D E S  A D D U I T S  O B T E N U S  P A R  

L A  B O T R Y C D I P L O D I N E  S U R  

E R I S A T I O N  

R E A C T I O N  D E  

L E  D N A  



ISOLATION ET CRRACTERISATION DES ADDUITS OBTENUS PAR REACTION 

DE LA BOTRYODIPLûDINE SUR LE DMA IN VITRO 

Les activités biologiques de la botryodiplodine sur 

le génôme ont montré l'existence d'une interaction entre la 

mycotoxine et le DNA. Cette interaction, qui se traduit par la 

formation de cross-links, c'est-à-dire de pontages DNA-botryo- 

diplodii~e-protéinestmontre une réactivité chimique particu- 

lière de la mycotoxine. De plus, l'activité biologique de la 

botryodiplodine in vivo est indissociable à la présence du 

groupement hémiacétalique (8) et laisse supposer une interac- 

tion covalente de la molécule sur le DNA. 

Il est effectivement possible d'isoler, après incu- 

bation de cellules avec la botryodiplodine marquée au carbone 

14, un DNA radioactif. La réactivité chimique de la toxine 

in vivo se traduit par un taux élevé de bases nucléiques mo- 

difiées ; c'est-à-dire qu'une base nucléique du DNA sur 300 

a réagi avec la botryodiplodine. (communication personnelle 

Y. MOULÉ). 

De même, l'incubation de botryodiplodine marquée 

au carbone 14 avec un DNA de thymus de veau, dans un tampon 

pH 4,5, permet de recueillir un DNA marqué. L'hydrolyse en- 

zymatique de ce DNA marqué permet, après purification, d'ob- 

tenir un profil chromatographique en C.L.H.P. de complexes 

absorbant à 254 nm et marquésau carbone 14 (fig. 1 ) . 
Notre but est donc de déterminer la nature chimi- 

que de ces complexes radioactifs, résultant d'une interaction 

covalente entre la botryodiplodine et les bases nucléiques 

du DNA. 

Pour cette étude, nous avons recherché la présence de modèles 

de synthèse dans le chromatogramme d'élution des adduits. Ces 

modèles, utilisés en référence, sont les produits d'addition 

de la botryodiplodine sur les 4 déoxynucléosides du DNA : 

2'déoxyadénosine, l'déoxycytidine, 2'déoxyguanosine et 

2'déoxythymidine. 





I- Isolation des adduits de la botryodiplodine sur le DNA in vitro 

Le greffage de la botryodiplodine marquée au car- 

bone 14 est réalisé par réaction de 35 mg de toxine sur 10 mg 

de DNA de thymus de veau dans un tampon citrate de sodium 

pH 4,5, pendant 48 heures à 60" c. 

 activité spécifique de la botryodiplodine utili- 

sée est de 3,3 bCi/mmole. 

En fin de réaction, le DNA est précipité par 1' 

éthanol et lavé par l'éthanol et le chloroforme afin d'élimi- 

ner la botryodiplodine non fixée sur le DNA. 

- 'one première estimation du pourcentage de fi- 
xation de la toxine sur le DNA est réalisée. On obtient, en 

moyenne, environ $5 % de fixation, c'est-à-dire qu'une base 

nucléique sur 20 est complexée à la botryodiplodine. 
I 

1- Hydrolyse enzymatique du DBA ---- ---- ------ ---- --------- 

L'hydrolyse de ce DNA complexé à la mycotoxine est 

réalisée par voie enzymatique, en utilisant successivement 

une DNase 1, une nucléase Pl et une phosphatase alkaline (19). 

La DNase 1 permet une hydrolyse des liaisons phos- 

phodiesters adjacentes aux bases pyrimidiques, libérant ainsi 



de petits polynucl4otides à liaison 5' phosphate terminale. 

La nucléase P 1 hydrolyse les liaisons phosphodiesters des 

polynucléotidesde 3' en 5'. L'action conjuguée de ces deux 

enzymes permet d'obtenir les nucléotides qui seront ensuite 

hydrolysés en nucléosides par une phosphatase alkaline (fig. 2). 

Il faut noter que le rendement total de cette dégradation 

par voie enzymatique est proche de 100 % .  

Otl 

!? 
pi= -p- 

I 
B= base nucleique 

OH 

Fig. 2 : S chéma ci 'hydrotyse enz ynatique du D NA. 
-- 

2- Isolation et eurification des eroduits d'addition ---_____________ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _  _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _  
Une première purification des produits d'addition 

est réalisée par qel filtration sur une colonne BioRad P-2. 

Cette chromatographie, par taille moléculaire, de l'hydroly- 

sat permet de séparer les enzymes d'hydrolyse A, lies complexes 
nucléoside-botryodiplodine 8, les nucléosides T C et les sels 

minéraux indispensables à 1 'hydrolyse enzymatique ( f  ig. 3) . 
Une double détection, par comptage radiométrique et par 

absorption à 254 nm permet de localiser la fraction contenant 



Fig. -4 : Pha&iL C. L. H. P. d e  La &hacXion B. - 



les produits d'addition. 

Fig. 3 : PtroOil. dt6&u;t ian de. L1hydnoRqna;t: 

PCVL g e l  &ilXh&on. 

Cette fraction 2 est repurif iée par C.L.1-I.P. en 

utilisant une colonne analytique en phase inverse R.P. 18, 

éluée par un gradient eau-acétonitrile. On recueille ainsi 

6 composés marqués au carbone 14 ( f  ig. 4) . 

II- Spth&se des modèles 2'd~oxynucléosides-batryodip10dine 

1- Produit d'addition de la botryodielodine --- ------- 
sur le 2'déoxyadénine -------------- ------- 

La réaction de - 1 sur le 2'déoxyadénosine est réalisée 
dans un tampon citrate de sodium pH 4,5, pendant 48 heures A 

6 0 "  C et conduit au composé - 12 avec un rendement de 5 %. 



L'établissement de la structure de 12 est facilitd - 
par les analyses spectroscopiques des composés 10a et lob. - - 
En effet, on observe de nombreuses analogies spectrales 

entre ces composés. I 

Le spectre de masse F.A.B. montre un pic à m/e 400 

Le spectre R.M.N. IH  350 MHz (D20) fig. 5 est assez 

complexe. Les déplacements chimiques des composés iOa, 10b l - -  
et du 2 'déoxyadénosine permettent 1 'attribution suivante : 





On observe, entre ô,= 0,90 pprn et 6 =  1,30 ppm, une 

série de doublets. Ces signaux correspondent aux protons du 

méthyle en 6 de l'ensemble des isomères en solution. 

- l'irradiation du signal à 6 =  6,44 ppm pertur- 

be le multiplet .6 = 2.59 pprn et 6 = 2.79 ppm (CH2-2"). 

- l'irradiation du multiplet observé à 6= 4,66 

pprn modifie l'allure des signaux aux valeurs ,6= 2,59 pprn et 

2,79 pprn ainsi que le multiplet à 6 =  4,26 pprn (CH-4"). 

- l'irradiation à 6 =  3,84 pprn modifie le signal 

observé à 6 =  4,26 pprn (CH-4"). 

- l'irradiation du multiplet à ,6= 3,33 pprn 

(CH-4) perturbe l'allure des signaux à B =  4,08 pprn et 6= 4,26 

pprn (CH-5), et modifie le multiplet observé à b= 2,59 pprn 

( C H - 3 ) .  

11 faut noter que les protons CH2-5 ne sont pas équi- 

valents. 

Leur attribution est réalisée par analogie avec les dérivés 

Au niveau du déoxyribose, les protons CH2-2" ne sont 

pas équivalents. 

Le spectre R.M.N.'~~, realisé dans D Z O ,  montre 17 

signaux qui, comparés aux composés 10a, 10b et 2'déoxyribose, - -  
permettent l'attribution suivante: 

I 



* Attribution réversible 

2- -_-________________------------- Produit d'addition de la botryodiplodine _ _ _  _ _ _ _ _ _  
sur le 2'déoxycytidine -------------- - ------ 

La réaction de - 1 sur le 2'dkoxycytidine est réalisée 

dans un tampon citrate de sodium pH 4,5 pendant 48 h A 60°c 

conduit au composé - 13 avec un rendement de 5 %. 



Les caractéristiques spectrales de 13 sont reportées - 
ci-dessous. 

Le spectre de masse F.A.B. montre un pic à m/e 354 

(M+H) +. 
Le spectre R.M.N.IH 350 MHz (D;O) fig. 6 est assez 

L 

complexe et se décompose comme indiqué ci-dessous. 

6 = 1,25 pprn CH3-6, d 

6 = 2,31 pprn CH3-8, .s 

6 = 2,45 pprn CH-3, m 

6 = 2,45 pprn CH2-2", m 

. 6 = 3,37 pprn CH-4, m 

6 = 3,82 pprn CH2-5', m 

6 = 4,07 pprn CH-5, m 

6 = 4,08 pprn CH-4", m 

6 = 4,18 pprn CH-5, m 

i"/OH 6 = 4,44ppm CH-3", m 

6 = 5,45 pprn CH-2, s large 

6 = 6,15 ppm CH-5', B 

6 = 6,26 pprn CH-IN, m 

6 = 7,90 pprn CH-4', s 

- l'irradiation du multiplet CH -5" à 6 =  3,82 
2 

pprn perturbe les signaux aux valeurs ô= 4,08 ppm. 

- l'irradiation à 6= 3,37 pprn pertx-')c i t  

tiplets à A =  4,07 ppm, 6 =  4,18 pprn et ,&= 2,45 ppv.. 

- l'irradiation à g= 2,45 pprn transforme lé dou- 

blet observé à 6= 1,25 pprn en singulet et modifie l'allure des 

signaux aux valeurs 6 =  5,43 pprn et 6.= 3,37 ppm. 

Le spectre R.M.N.'~~ réalisé dans D20 montre 16 pics 

dont l'attribution est proposée comme suit 





* Attribution réversible 13 

3O) Produit d'addition de la botryodiplodine sur 
-----------------------------c---------------------- 

La réaction de - 1 sur le 2'déoxyguanosine et 
l 2'déoxythyrnidine est conduite comme précédemment. Aucun 

I produit d'addition sur ces 2 composés n'a pu être détecté 

l par C.C.M.. Ces résultats .rappellent la non réactivité du 

I propyl-9 guanine sur la botryodiplodine. 

111- Etudle de la structure des produits d'addition sur le DN? 

1 Dans un premier temps, nous avons rechercht la pxe- 

I sence des composés modèles 12 et 1 3  dans le chromatoyramme d' - 7 

I élution des adduits. Les temps de rétention des composés 12 et - 

I 1 3  en C.L.H.P correspondent respectivement aux temps de réten- - 

I tion des pics V I  et II. 





1- Structure du com~osé V I  ------------------- ------ 

Le s p e c t r e  R.M.N. proton 500  MHz de V I  ( f i g .  7) est 

a s sez  complexe e t  montre l a  présence d ' impure tés .  Cependant, 

les v a l e u r s  des  déplacements chimiques observés  s u r  c e  s p e c t r e \  

montrentla présence du composé de r é f é r e n c e  12. En e f f e t ,  on - 
no te  p a r t i c u l i è r e m e n t  l a  présence d e s  groupements méthyle e t  

méthyle cé tone  aux v a l e u r s  r e s p e c t i v e s  de 6 =  1,32 ppm e t  

6 ~ =  2,32 ppm. D e  même, l e  p ro ton  H-4 s o r t  sous forme d 'un  mul- 

t i p l e t  à & =  3,30 ppm. Les v a l e u r s  d e s  déplacements chimiques 

des  p ro tons  du déoxyribose s o n t  en t o t a l  accord avec l e  composé 

de r é f é rence  12. - 
L'ensemble des  déplacements chimiques observés  d e s  

composés V I  e t  12 es t  donné c i -dessous .  - 

Protons  2 3 4 5a 5b 6 8 ............................................ 
: 2 - 5,71 2 /59  3,33 4,08 4,26 l , 2 8  2,36 ............................................ 

S O U S  

HOD 2,60 3,30 4,10 4,25 1 ,32 2,32 ............................................ 
HN 

I P ro tons  2 '  8 '  
................... ~3-- - 12 

8,31 8,26 ................... 
2*'N V I  

8,42 8,26 ................... 
b o 8 f H  Protons  1" 2" 2"  3"  4" 5" 

l" ....................................... 
12 - 6,44 2,59 2,79 4,66 4,26 3,84 ....................................... OH 
V I  6,48 2,60 2,78 4,63 d i 9  

12 ....................................... 

L'ana lyse  du s p e c t r e  de masse F.A.B.  de  l ' a d d u i t  V I  l 

confirme les r é s u l t a t s  obtenus  pa r  R.M.N.  du pro ton .  En e f f e t ,  

on observe un p i c  21 m/e 400 (M+Na) * e t  m ~ e  378 ( M + H )  +, en 
l 





accord avec le spectre.de masse du composé de référence 12. - 
On peut donc conclure à une structure identique des 

composés VI et 12, c'est-à--dire un produit d'addition de la - 
botryodiplodine sur le 2'déoxyadénosine, de structure amino-2 - 
tétrahydrofuranne. 

2- Structure du c o p s é  II 
----a------------- ------ 

La comparaison des spectres R.M.N. du proton de 1' 

adduit II et du composé 13 montre une structure différente de - 
ces deux produits (fig. 8). Le spectre R.M.N. de II montre la 

présence d'un nucléoside, qui se traduit par la présence d' 

un proton aromatique à d =  7,97 ppm et de signaux dont les dé- 

placements chimiques sont en accord avec la structure du 

2'déoxyribose. 

Cependant, on note l'absence du groupement méthyle 

cétone et du proton H-4 de la botryodiplodine. L'analyse com- 

plète du spectre proton de II montre une structure incompati- 

ble avec les dérivés amino-2 tétrahydrofuranneset ne permet 

pas de conclure sur la structure chimique de II. 

3.- .................... Structure des co~osés ------L----.L-,-L,- 1 III IV V 

L'analyse des divers autres adduits radioactifs 

par R.M.N. du proton, ne permet pas de déceler des dérivés de 

structure amino-2 tétrahydrofuranne. Néanmoins, tous ces ad- 

duits sont des nucléosides modifiés ; on note effectivement 

la présence de  rotons aromatiques et des protons du 
2'déoxyribose. La nature de la liaison covalente entre botryo- 

diplodine et nucléosidesn'a pu être établie et aucune structure 

pour les composés 1, III, IV, V ne peut être proposé=. 

IV- Conclusion 

L'hydrolyse enzymatique d'un DNA de thymus de veau 

ayant réagi avec la botryodiplodine, à permis d'isoler 6 

nucléosides marqués par la mycotoxine. L'analyse structurale 

de ces adduits est réalisée par l'intermédiaire de modèles 



de synthèse. Ces modèles, qui sont les produits d'addition 

de la botryodiplodine sur le 2' ddoxyadénosine et 2' déoxy- 

cytidine, ont permis l'identification d'un seul des adduits 

isolés. 

Les difficultés rencontrées ici posent un problème 

sur la structure chimique des adduitsncnidentifiés et plus 

particulièrement sur leurs origines: sont ils des produits 

d'addition résultant d'une réaction chimique botryodiplodine- 

DNA différente de tout les modèles amino pyrimidiques et 

puriques rencontrés jusqu'ici, ou des prcduits de dégradation 

des composés - 12 et - 13, obtenus sur le DNA, résultant de 1' 

hydrolyse enzymatique. 

Une étude de la stabilité des composés modèles 12 - 
et - 13, placés dans les conditionsd'hydrolyse est en cours 

et permettra probablement de répondre à cette question. 



R I E X T ~ Y C ' E  CHIMIQUE ET ACTIVITE BIOLOGIQUE 

CONCLUSION 

Au niveau des activités biologiques engendrées 

par la botryodiplodine, nous avons vu que la fonction al- 
€ 
déhyde était indispensable pour traduire les propriétés 

biologiques de la toxine sur des cellules en culture. La 

méthylation de l'hémiacétal permet d'obtenir un composé 

possédant des propriétés biologiques fondamentalement dif- 

férentes de la mycotoxine. 

L'étude de la réactivité chimique de la botryodi- 

plodine sur des modèles aminopyrimidiques et aminopuriques, 

a permis d'isoler un certain nombre de complexes de structure 

amino-2 tétrahydrofuranne. La structure de ces complexes mon- 

tre l'importance du mécanisme réactionnel de la toxine au ni- 

veau des fonctions amines exocycliques des bases nucléiques. 

L'extension de cette étude sur le DNA a permis d' 

isoler 6 adduits résultant d'un greffage botryodiplodine - 
basesnucléiques.La synthèse de modèles botryodiplodine - 2' 
déoxynucléoside~,de structure amino-2 tétrahydrofuranne, a 

permis l'identification d'un seul adduit. L'étude structurale 

des autres adduits isolés est actuellement en cours. 

Néanmoins, la réactivité chimique de la botryodiplo- 

dine sur des modèles amino pyrimidiques, amino puriques et sur 

les nucléosides montre que seules les fonctions aldéhyde et al- 

cool sont impliquées. Les fonctions méthyle et méthyle cétone 

ne participent pas à la réactivité chimique de la mycotoxine 

sur ces modèles. 

La structure essentielle de la mycotoxine dans sa 

réactivité se résume en un cycle hydroxy-2 tétrahydrofuranne. 

Il est intéressant de noter que la réactivité de 1' 

hydroxy-2 THF sur des amines a été largement étudiée (14, 20). 

Les composés d'addition obtenus sont de typ.e amino-2 THF en 

équilibre avec la forme imino-alcool. 



Outre l'utilisation de l'hydroxy-2 THF comme synthon 

de dérivés amino-2 THE', il faut souligner que ce composé est 

l'un des métabolites obtenus lors de la métabolisation d'un 

puissant cancérogène ; le N-nitrosopyrrolidine, par les sys- 
i 

t&mes microsomaux (21). 

Il est connu que les dérivés de type N-nitroso sont 

de puissants cancérogènes. On peut citer en particulier le 

N-diméthylnitroso dont l'action sur le génôme in vivo se tra- 

duit par une alkylation des sites nucléophiles des bases nu- 

cléiques (22). L'alkylation des bases nucléiques par le 

N-diméthylnitroso résulte de la métabolisation de ce composé 

par les systèmes microsomaux. Cette métabolisation en cancéro- 

gène ultime est réalisée par une a hydroxylation. 

. L' ahydroxylation conduit à un composé instable li- 

bérant d'une part du formol et du méthyl diazohydroxide géné- 

rateur d' ion méthyle. 

La métabolisation du N-nitrosopyrrolidine a été 

étudiée et montre un même mécanisme de métabolisation, c'est- 

à-dire a hydroxylation conduisant à l'hydroxy-2 THF par 1' 

intermédiaire d'un ion carbonium. 



11 faut souligner qu'une étude très récente sur la 

structure des produits d'addition du N-nitrosopyrrolidine sur 

le DNA in vivo a été realisée (23) . mais aucune structure 
d'adduit n'a été proposée. 

En corrélation avec la structure de la botryodiplo- 

dine, nous avons déterminé si les pouvoirs biologiques de 1' 

hydroxy-2 THF sont comparables aux activités biologiques de 

la mycotoxine . 



Les tests de mutagénéicité ont été réalisés par 
le groupe de Y. MOULÉ et ne montrent aucune activité de 1' 
hydroxy-2 THF . 

Mais il faut souligner une différence de réactivité I 

de l'hydroxy-2 THF et de la botryodiplodine. L'hydroxy-2 THF 

est en équilibre avec la forme aldéhyde-alcool dans des pro- 

portions de 89/11 (24) qui se traduit par une réactivité plus 

importante de la fonction aldéhyde comparée à la botryodiplo- l 

dine. En d'autres termes, l'hydroxy-2 THF, au niveau cellulaire, 

est rapidement piégé par les différents constituants cellu- 

laires, qui ne lui permettent donc pas de pénétrer jusqu'au 

génôme et de réagir avec le DNA. 

Ces observations montrent un nouvel aspect sur le 

caractkre cancérogène et mutagène de certains N-nitroso cycliques 

et tout particulièrement sur le rôle des métabolites de struc- 

ture hydroxy-2 époxy cyclique. 



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



a) Définition : 

Le métah l i s~ne  primaire d'un organisme est consti tué par l'ensemble 

des réactions chimiques catalysées par des enzymes qui  fournissent à cet 

organisme son énergie e t  ses consti tuants essen t ie l s  : protéines , acides 

aminés, aades nucléiques, l ip ides ,  phospholipides, polysaccharides. Ce 

métabolisme est essentiellement identique pour tous les êtres vivants. 

En dehors de 'ces  produits 'du métabolisme primaire, les plantes e t ,  

dans une moindre mesure, le  règne animal produisent une i n f i n i e  var ié té  

de  substances dont l a  présence est révélée par leur couleur, goût, odeur 

ou leur action physiologique. Un grand nombre de ces substances f a i t  

pa r t i e  de l a  "matière médicale", par exemples : alcaloïdes,  antibio- 

t iques,  terpènes, hétérosides, etc. . . 
Ces  substances ne paraissent jouer, en général ,  aucun r ô l e  dans l a  

biologie de l'organisme qui  les synthétise,  elles sont  couramment 

désignées sous le  terme : métabolites secondaires. Les réactions qu i  

engendrent ces rn6 tabol i  tes sont  regroupées sous le termedemé tabolisme 

seconda ire. 

  ou tés les études réa l i sées  à ce jour montrent que ces métabolismes 

primaires et  secondaires sont très interdépendants. Une f ron t i è r e  ne 

peut pas être clairement déf inie  en t re  ces deux domaines. Le métabolisme 

secondaire u t i l i s e  des intermédiaires du métabolisme primaire. Certains 

métabolites secondaires, contrairement à l a  règle ,  ont un rô l e  biolo- 

gique bénéfique pour l'organisme producteur. 



Citoris : Le rrôe bieii connu des pigments f loraux, phénomène qu i  

a t t i r e  sélectivement ce r ta ins  insectes ,  provoquant l a  pollinisation(26). 

Citons l e  remarquable moyen de  défense d'une espèce de scarabé 

CLIL-ogen, l e  brachynus : l o r s q u ' i l  est menacé, cet animal secrète  un 

nli.qc: toxique de benzcquinone porté à 100°C en direct ion de  son agres- 

seur.  Ce système de défense, unique en son genre, est le r é su l t a t  d 'une 

réaction exothermique en t re  un subs t ra t  de type phénolique, d'hydro- 

quinone, d ' e au  oxygénée et d 'une catalase.  C e t t e  réaction est accom- 

pagnée d 'une  explosion propulsant des vapeurs toxiques et  brûlantes d e  

benzoquinone . 
Du poin t  de vue enzymatique, le métabolisme secondaire possktdt.: lLL 

plupart du temps son'  propre pool d'enzymes, codé donc gén6tiquement. 

Néanmoins, cer ta ins  systèmes enzymatiques du métabolisme primaire, qu i  

présentent peu de s p é c i f i c i t é  pour leurs subs t ra t s ,  peuvent auss i  réag i r  

avec l e s  intermédiaires du métabolisme secondaire. Tel s e r a i t  l e  cas de  

certaines alcools déhydrogénases ( 27 ), 

Le métabolisme secondaire pourrait  être en dé f in i t i ve  l a  marque 

d'une adaptation ou d 'une évolution biochimique des espèces face à 

l'environnement. Parmi les nombreuses molécules synthétisées,  seules  

quelques unes présentent un avantage biologique évident e t  deviennent un 

caractère permanent de  1 ' espèce. 

Les mycotoxines sont  des métabolites secondaires. Ces toxines ne 

semblent pas assurer aux champignons qu i  l e s  élaborent,  une suprématie 

par t i cu l iè re .  Les souches toxinogènes d'une espéce déterminée ne s ' a ssuren t  

pas en e f f e t  sur l e s  souches non toxinogénèses un avantage déc i s i f .  Par 

exemple, une souche sur quatre seulement de Aspergillus flavus est 

capable d 'élaborer 1 'Aflatoxine(28).  

b) Principales voies de  biosynthèse : 

Les  voies du métabolisme secondaire on t  été classées  à p a r t i r  du 

précurseur du métabolisme primaire qu ' e l l e s  u t i l i s e n t .  

L'acide acétique, sous forme act ivée d'acétyl-COA, est un précurseur 

d e  nombreux composés secondaires. Il peut s e  condenser avec l e  malonyl-CoA 

pour donner 1 ' a c é t o a c é t y l - ~ o ~  CH aCH2-aS-CoA qui  in te rv ien t  &ns l a  3- 
synthèse des acides gras. Par continuation de ce processus, on obt ient  

de longues chaînes l i néa i r e s  -polycétoniques . Par des cycl  isa t ions  de 

type aldolique , ces dernières . peuvent produire une grande var ié té  d e  



produi ts  na tu re l s .  Les substances dé r ivan t  de l ' a c i d e  acé t ique  par  ce 

processus s o n t  appelées ~ c é t o g é n i n e s .  C e t t e  vo ie  est celle u t i l i s é e  pour l a  

synthèse des  pigments f loraux ( f lavone ou d ' an t ib io t iques  ( t é t r a c y c l i n e s )  

ou de  mycotoxines ( a f l a tox ines  ) . Nous d é t a i l l e r o n s  cette voie  dans le 

chap i t r e  su ivant .  

Lorsque l ' a c i d e  acét ique se condense pour donner naissance à l ' a c i d e  

mévalonique, il conduit a l o r s  à une voie  d e  synthèse très généra le ,  celle 

des  s t é r o l s  . 
D e  mêrne, les suc res ,  quelques amino-acides servent  de précurseurs à 

c e r t a i n s  métaboli tes  secondaires : le  tryptophane, l a  phénylalanine o u  l a  

tyros ine  se retrouvent  dans le  s q u e l e t t e  de nombreux a lca lo ïdes .  

L ' ac ide  acét ique  ( sous forme a c t i v é e  d ' acé ty l -C~A e t  malonyl-CoA) est 

l a  source d e  carbone l a  plus importante dans l a  synthèse de  molécules par  

les organismes vivants .  L 'acide acé t ique  i n t e r v i e n t  comme précurseur de 

deux grandes c l a s s e s  d e  produi ts  n a t u r e l s  : les terpènes e t  les polycétoacides 

(polyketides)  . 
La biosynthèse des  polycétoacides est peu prédominante chez les 

végétaux supér ieurs ,  mais part icul ièrement présente dans le métabolisme des 

b a c t é r i e s ,  d e s  l ichens  et des champignons. 

Une grande v a r i é t é  de  métaboli tes  secondaires dé r iven t  de l a  voie  des 

polycétoacides : l ' a c i d e  o r s e l l i n i q u e  - 28 (métaboli te  f réquent  de champi- 

gnons et  l i c h e n s ) ,  l 'endocrocine 29 (pigment d e  s t r u c t u r e  anthraquinone - 
produit par c e r t a i n s  l i chens )  , l a  g r i séofu lv ine  30 - (puissant  an t ib io t ique  

syn thé t i sé  par  c e r t a i n s  Pen ic i l l iwn) ,  les a f l a tox ines  (métaboli tes  

secondaires responsables de l a  Turkey X d i s e a s e ) .  



Les polyacétoacides d é r i v e n t  d e  cha înes  polycétornéthyléniques [-(CH CO) -1. 
2- n - - 

La biosynthèse de ces chaînes poly pcarbonylées  est r é a l i s é e ,  identiquernent à 

l a  v o i e  des  a c i d e s  g r a s ,  par  une condensation d ' a c é t y l  CoA e t  d e  rnalonyl 

CoA, su iv ie  d 'une décarboxylat ion.  

La r éduc t ion  de  l ' i n t e r m é d i a i r e  pdicarbonyl  condui t  à l a  voie  des  

ac ides  gras. 

L 'addi t ion  répé tée  d e  rnalonyl CoA condui t  à d e s  cha înes  poly P cé to-  

méthyléniques précurseurs  d e s  polycétoacides : 
1 



1 
COSCoA 

POLYCETOACIDES Ac. GRAS 

La chaîne poly 0 cétométhylénique formée possède des groupemcnts 
méthyléniques activés où des réactions d'aldolisation intramc7r:i G . :, 

sont favorisées. 



Ori o b t i e n t  a i n s i  des cornposés cycliques générateurs d e  dé r ivés  aroma- 

t iques  : 

ENDCCRINE 

A ce type de c y c l i s a t i o n  v i e n t  s ' a  jouter  une mult i tude d ' a u t r e s  

réac t ions  ( a lky la t ion ,  carboxylat ion,  décarboxylation, oxydation, réduc- 

t i o n .  ... ) cata lyséespar  voie  enzymatique, o f f r a n t  a i n s i  une i n f i n i e  v a r i é t é  

d e  produits na tu re l s .  

III - BIOSYN'IXESE DE LA BOTRYODIPLODINE - E3UDE PAR IEK?ORPORATION DE 

CARBONE 13  - 

a )  Application de l a  R.M.N. du 13c à 1 'élucidation des voies de 

de biosynthèse - : 

L;? pr incipale  technique u t i l i s é e  pour 1 'étude des  chemins biosyn- 

ï !-it;t.ique~ de  d ive r s  composés é t a i t  1 ' incorporat ion d e  précurseurs radio- 

a c t i f s  14c ou 3H. C e t t e  technique labor ieuse  né c e s s i t a i t  une degrada t ion  

chimique pour l o c a l i s e r  sur une molécule les atomes marqués. 

La R.M.N. du 13c permet d e  s u i v r e  1 ' incorpora t ion  d 'atome d e  13c d 'un  

précurseur dans une molécule en é v i t a n t  une dégradation chimique. 

Le carbone 13 présente  une abondance n a t u r e l l e  de  1 ,1% q u i  i , L- 

san te  pour observer un spec t re  d e  R.M.N. du 13c d e  tout co!iijx, .& . . . : ~ i t r c  

se t radu i t  par des raies d '  absorption c a r a c t é r i s  t Lyues des d i f t é r e n t s  

carbones. Chaque carbone se présente sous forme d':me r a i e  s i  l'on supprime 

simultanément les couplages dus aux protori.; , mir I i-radiation. 



Dans ces condi t ions ,  un enrichissement en carbone 1 3  d e  c e r t a i n s  car- 

bones d 'un  composé à p a r t i r  d 'un  précurseur e n r i c h i  en  13c se révèle dans 

le  s p e c t r e  de R.M.N. par une augmentation d e  l ' i n t e n s i t é  des  raies concernées. 

C e t t e  p ropr ié t é  a donc été u t i l i s é e  pour s u i v r e ,  dans d i v e r s  s q u e l e t t e s  

carbonés, l e  devenir des  carbonks 1 ou 2 de  l ' a c i d e  acét ique u t i l i s é  comme 

précurseur,  par  exemple : 

Mais cette technique f u t  part icul ièrement r i c h e  de renseignements 

lorsque  l ' o n  a disposé d ' a c é t a t e  de  sodium dont les deux carbones s o n t  

e n r i c h i s  en 13c. 

En e f f e t ,  deux carbones 1 3  vo i s ins  dans une m ê m e  molécule présentent  

un s p e c t r e  de  R.M.N. 13c c a r a c t é r i s t i q u e  r é s u l t a n t  du couplage e n t r e  ces 

deux carbones. Ces  deux carbones se présentent  sous l a  forme d ' u n  doublet  

r epé rab le  grâce  à une constante de couplage identique.  

Un composé enr i ch i  en a c é t a t e  doublement marqué au 13c présente un 

spectre R.M.N. où c e r t a i n s  p i c s  d'abondance n a t u r e l l e  son t  entourés par  

deux bandes l a t é r a l e s  du doublet  donnant au s i g n a l  une a l l u r e  d e  t r i p l e t .  

Comme il est très peu probable (avec un pourcentage d ' incorpora t ion  

du précurseur f a i b l e )  (29 1 que dans une m ê m e  molécule, deux un i  tés d ' a c é t a t e  

s o i e n t  vois ines ,  les couplages que l ' o n  observe s o n t  donc uniquement dus  

a u  carbones provenant d 'une  molécule d ' a c é t a t e  13c incorporée. ai peut 

donc, dans une molécule en r i ch ie ,  s u i v r e  a i n s i  les enchaînements des  

molécules d ' a c é t a t e ,  s u r  un s q u e l e t t e  déterminé. Dans le c a s  des  mycoto- 

x ines ,  de très nombreux travaux concernent l a  biosynthèse d e  l 'Af la toxine .  

dans le 





mentaires tout auss i  précieux que l'enchaînement des un i tés  acétate.  

En e f f e t ,  toute  uni té  acé ta te  qui  s e r a ,  au cours d'un processus bio- 

synthétique, l ' o b j e t  d'une coupure, s e  remarquera dans l e  spec t re  du 

compsé examiné par l 'absence des couplages, donc de bandes l a t é r a l e s .  

b) Etude par incorporation da acétate  de sodium CH,-13m- (90%) , 
- - - - - - - 

Nous avons, dans un premier temps, en t repr i s  cette étude pour mettre 

au point  une méthode d ' incorporation avec un précurseur peu onéreux. 

L'incorpoi-ation d ' acé ta te  de  sodium [1-l3c] a été r éa l i s ée  en ajoutant 

stéri lement,  dans le milieu de cul ture ,  250 mg d 'acé ta te  [l-13c] au 4èmel 

5ème, 6ème jour de cul ture .  Une extraction chloroformique du milieu de 

cul ture  e t  une pur i f icat ion permettent de r e c u e i l l i r  l a  botrydiplodine.  

LES spectres R.M.N. 13C de l a  bo t ryd ip lod ine  à abondance na ture l le  

e t  résu l tan t  de l ' incorporat ion,  ont été effectués  su r  les produits d 'acéty  

l a t i on  e t  sont  enregistrés dans les mêmes conditions ( f igure  1) . L ' a t t r i -  

bution des valeurs a été obtenue par l a  mul t ip l ic i t é  de s  signaux observés 

1 en off résonance : 

6 = 12,2  ppn 

6 = 21,5 ppm 

6 = 30,3 P P  

6 = 41,7 P P  

6 = 52,8 p p  

6 = 67,7 ppm 

6 = 104,2 ppm 

6 = 170,3 p p  

CH- 4 

I 

k r é s u l t a t  le plus caractér is t ique est l'augmentation des signaux 

I aux valeurs : 

6 = 41,7 ppm C-3 

6 = 67,7 ppm C-5 

6 = 205,4 ppm C-7 

. - 





Le schéma suivant indique l a  l o~a l i s a t i on  de8 enrichissements obtenus 

par iiicorporation d'acétate [ 1-13~j au ni",, de l a  botry&ipldine : 

13 D e  même, l'incorporation d'acétate de sodium C2- C l  a é té  réalisée. 

Le spectre R.M.N. 13c. résultant de 1 'incorporation. e s t  représenté (figure 

2 ) .  

On observe une augmentation de l ' in tens i té  des signaux correspondant 

aux valeurs : 

L i .  schkrna s u i v a n t  inciiquc- L i  I:?r;il Li . ki-in des marquages obtenus par 

iiicorprotion d 'acétate 1 2-13c] L 1:; ie squelette de l a  botrydiplodine : 





Ces premiers résultats indiquent le positionnement des carbones 1 et 

2 de l'acétate dans le squelette de la botryodiplodine. L'enchaînement des 

unités acétate est déterminé par incorporation d'acétate de sodium doublement mr- 
13 gué Cl-2 Cl, dans le milieu de culture de Penicillium Weforti. 

Le spectre R.M.N. ' 13c ( Fig. 3 ) , résultant de l'incorporation 
13 d'acétate [l-2 CI, montre la présence de 6 triplets et 3 singulets corres- 

pondant aux carbones C-2, C-9 et C-10. 

L'enchaînement des unités acétate, basé sur la mesure des constantes 

de couplage, est reporté ci-dessous : 

J~-3, C-6 = 34,2 Hz 

%-4, C-5 = 35,O Hz 

J ~ -  7, C-8 = 40,8 Hz 

Le singulet observé C-2, provenant du méthyle d'une unité acétate, 

n'est couplé avec aucun carbone. Le carboxyle d'une unité acétate, impliqué 

dans la biosynthèse, a été éliminé par un processus biologique. 

Le schéma suivant résume l'ensemble des incorporations réalisées dans 

le squelette de la botryodiplodine : 

La bo'tryodiplodine drive donc d'un tétracétoacide dont le carboxyle 

d'une unité acétate a été éliminé lors de la biosynthèse. 

La complexité de l'enchaînement des unités acétate, non linéaire, et 

la distribution des groupements méthyle et carboxyle ne nous ont par permi:; 

de proposer, à ce niveau, un mécanisme de biosynthèse. 



L'examen d e  l a  l i t t é r a t u r e  montre que l ' a c i d e  o r s é l l i n i q u e  - 28, métabo- 

l i t e  d e  nombreux champignons et  l i chens  et  i s o l é  pour l a  première f o i s  de  

aiaetomium cochliodes(31) est un poly ~ é t o a c i d e  aromatique r é s u l t a n t  de  l a  

polycondensation de 4 uni tés a c é t a t e  (32). 

L'acide o r s é l l i n i q u e  a été impliaué dans l a  biosynthèse d e  nombreux 

métaboli tes  tels que l a  fumigatine(33) , 1 'ac ide  pén ic i l l ique  ( 3  4) , 1 'ac ide  

s t i p i  t a  t ique (3  1 1. Il fau t  sou l igner  yu ' une souche d e  Penici l l ium roque£ or t i  

s ' est avérée capable d ' é labore r  con jointement l a  pa tu l ine  e t  1 ' a c ide  

pén ic i l l ique  ( 3 5) . L '  acide o r s é l l i n i q u e  est l e  précurseur présunié d 'une 

d iza ine  de métaboli tes  secondaires.  

En considérant  ces d i v e r s  aspects ,  nous avons cherché. à déterminer si 

l ' a c i d e  o r s é l l i n i q u e  pouvait être également un précurseur dans l a  voie de  

biosynthèse de l a  botrycdiplodine. 

Une prerriière approche a été r é a l i s é e  par  une incorporat ion d ' ac ide  

orsélli nique marqué au carbone 14. 

C )  mide par incorporat ion d ' ac ide  o r s é l l i n i q u e  c 2-14ç] 

L' incorporat ion d ' a c i d e  o r s é l l i n i q u e  [ 2-14cl 1 4 ,  possédant une a c t i v i t é  - 
spéci f ique  de 5 Cici/mmole, dans le mil ieu d e  culture d e  Penici l l ium roquefort '  

est r é a l i s é e  au 7ème jour de cu l tu re .  



La synthèse  du  
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précurseur  14 est décrite au 5 I V .  - 

L ' e x t r a c t i o n ,  l a  p u r i f i c a t i o n  e t  1 ' a c é t y l a t i o n  de l a  botryodiplodine,  

e f f e c t u é e s  de manière h a b i t u e l l e ,  o n t  permis d ' o b t e n i r  1 ' a c é t y l e  botryodi- 

p lodine  possédant une a c t i v i t é  spéc i f ique  d e  0 ,23  pci/mmole. 

Le pourcentage d ' incorpora t ion  s p é c i f i q u e  ( a c t i v i t é  spéc i f ique  du  

p rodu i t  f i n a l / a c t i v i t é  s p é c i f i q u e  du précurseur )  est de 4,6%. 

C e t t e  première approche montre, par  un pourcentage d ' i nco rpora t ion  

é l e v é ,  que l ' a c i d e  o r s é l l i n i q u e  est un précurseur  probable dans l a  vo ie  d e  

b iosynthèse  d e  l a  bot ryodip lcd ine .  

A ce niveau,  il est p o s s i b l e  d e  proposer  un chemin d e  b iosynthèse  de 

l a  bo t rycd ip l cd ine  à p a r t i r  de l ' a c i d e  o r s é l l i n i q u e  (schénra 1) et  f a i s a n t  

i n t e r v e n i r  des  r é a c t i o n s  fréquemment rencont rées  dans  les v o i e s  biosyn- 

t h é t i q u e s  ( r éduc t ion ,  coupure oxydat ive ,  époxydation, décarboxyla t ion) .  

Le positionnement des  carbones e t  l 'enchaînement  d e s  u n i t é s  a c é t a t e  

provenant de l ' a c i d e  o r s é l l i n i q u e  correspondent aux r é s u l t a t s  obtenus par  
13 inco rpora t ions  d ' a c é t a t e  [1-13c1 , [ 2-13c] , 11-2 Cl dans  le  s q u e l e t t e  d e  l a  

botryodiplodine.  

Nous' avons donc cherché à v é r i f i e r  ce schéma hypothét ique p a r  synthèses  

e t  inco rpora t ions  d ' ac ide  o r s é l l i n i q u e  e n r i c h i  au 3 ~ .  
1 



- 
__4 e - CO* - 

S chima 7 :  Voie  de b i o a y n t h 2 ~ e  de  Ra bo&yodipLodine à pam% 
d e  L 'ac ide  o u i l f i n i q u e  comme p é c m e w r .  

d) M e  par incorporation d 'acide o r s é l l h i q u e  [2-13c, -rboxyle 

13c], c 3-4l3c1 

Une première local isat ion de l a  d i s t r ibu t ion  de  cer ta ins  carbones 

enr ich is  au carbone 13 de l ' a c i d e  orsél l inique dans l a  botryodiplodine a 

été réal isée .  

LI incorporation de 20 irg d 'acide orsél l inique [ 2-13c, carboxyle 13c] - 15 

est effectuée stéri lement aux 6ème et  7ème jour de  culture.  L'extraction, 

l a  i c i t i on  et  1 'acétylation de l a  botryodiplodine sont  réa l i sées  de  

manière habituelle.  





Les spec t res  R.M.N. 13c d ' u n  échan t i l lon  d i  acé ty le  botryodiplodine à 

abondance n a t u r e l l e  e t  r é s u l t a n t  de  l 'incorporation s o n t  r ep résen tés  

f i g u r e  4. 

L'examen d e  ces spec t res  montre que les carbones C-5 e t  C-7 d e  l a  

botryodiplodine son t  en r i ch i s .  La représenta t ion  schématique r é s u l t a n t  d e  

l ' i ncorpora t ion  est donnée ci-dessous. 

Aucune r e d i s t r i b u t i o n  d ' a c é t a t e ,  pouvant r é s u l t e r  d ' u n e  dégradation 

biologique d e  1 ' acide  o r s é l l i n i q u e  , n ' est observée. Seuls  deux carbones 

son t  marqués. 

Ce premier marquage au carbone 13 é t a b l i t  c lairement l ' i n t e r v e n t i o n  

d e  1 ' acide  o r s é l l i n i q u e  comme précurseur dans l a  biosynthèse de l a  botryodiplo- 

dine.  La d i s t r i b u t i o n  d e s  enrichissements obtenus par  incorporat ion 

d ' acide o r s é l l i n i q u e  [ 2-13c, carboxyle l3cl correspond au  schéma biosyn- 

thé t ique  proposé dans le  schéma 1. 

Dans l e  b u t  de  confirmer 1 'ouverture du  cycle  d e  l ' a c i d e  o r s é l l i -  

nique, q u i  s ' e f f e c t u e  e n t r e  le  C-3 e t  C-4 et  l a  posi t iori  du carbone 

éliminé (que nous supposons C-4 dans l e  schéma d e  biosynthèse) ,nous avons 
1 3  syn thé t i sé  e t  incorporé d e  1 '  ac ide  o r s é l l i n i q u e  C 3-4 C] : 





20 mg d'acide orséllinique [ 3-4l3c] 16 , dont la synthèse est décrite - 
au § IV, sont incorporés stérilement au 7ème jour dans le milieu de 

culture de Penicillium roqueforti. 

L'extraction, la purification et l'acétylation de la botryodiplodine 

sont réalisées de manière habituelle. 

Les spectres R.M.N. 13c d 'un échantillon dl acétyle botryodiplodine à 

&dance naturelle et résultant de l'incorporation sont représentés 

( Fig.5 ) 

On ohserve une augmentation de l'intensité d'un seul signal à la 

valeur : 

Aucun couplage carbone-carbone n ' est visible. La représentation 

schématique résultant de l'incorporation dans le squelette de la botryodi- 

plodine est donnée ci-dessous : 

13 L'un des carbones enrichis de l'acide orséllinique [3-4 Cl est 

éliminé lors de la biosynthèse de la botryodiplodine. Ce carbone corres- 

pond au C-4 de l'acide orséllinique. En effet, l'enchaînement des unités 

acétate dans l'acide orséllinique montre que le carbone 4 provient d'une 

fonction karboxyle d'une unité acétate. D'autre part, les études par 
13 incorporations d'acétate [l-13cl , [2-13cl , 11-2 Cl ont montré qu'il y a 

coupure d'une unité acétate et perte d'un carboxyle d'une unité acétate. 

Toutes ces observations expérimentales sont en accord avec le chemin 

biosynthétique proposé schéma 1. 



 étape clé d e  cette vo ie  d e  b iosynthèse  est une ouver ture  du 

cyc le  aromatique e n t r e  l e  C-3 e t  le  C-4 d e  1 ' ac ide  o r s é l l i n i q u e .  Une 

telle coupure oxydat ive a d é j à  été proposée dans une p o s i t i o n  analogue 

pur  l a  b iosynthèse  d e  l a  s c l é r i n e  ( 3  6 ) .  

el Conclusion : 

La bot ryodip lodine  e s t  donc un métabol i te  secondai re  b i o s y n t h é t i s é  

à partir d un t é t r acé toac ide  aromatique : 1 ' a c i d e  o r s é l l i n i q u e  . 
La v o i e  d e  biosynthèse que nous proposons est hypothét ique,  elle 

correspond absolument aux marquages I3c e f f ec tués  e t  f a i t  appel  à d e s  

r é a c t i o n s  enzyma t i q u e s  fréquernmen t rencon t r ées  . 

LEI bot ryodip lodine  s ' a j o u t e  donc à l a  l iste d e s  métabol i tes  

b iosyn thé t i s é s  à p a r t i r  d e  l ' a c i d e  o r s é l l i n i q u e .  11 est remarquable d e  

c o n s t a t e r  que  1 ' a c i d e  o r s é l l i n i q u e  est un composé clé d a n s  l a  biosyn- 

t hèse  d e  nombreux métabol i tes  s y n t h é t i s é s  pa r  d i f f é r e n t e s  c l a s s e s  d e  

végétaux . 

IV - SYNIHESE DES PRFXllRSEURS ENRICHIS AU WLRBCNE 14 EX' AU WLRBCNE 13  - 

a) Synthèse de 1 ' a c ide  orséllinique c 2l4cl 14 - 
Nous avons réalisé cette synthèse  comme d é c r i t  dans  l a  litté- 

r a t u r e  ( 37) ,  à partir d e  c ro tona te  d ' é t h y l e  e t  d ' a c é t o a c é t a t e  d ' é t h y l e  

1314c] : 



1 4  La condensation de  l ' a c é t o a c é t a t e  d ' é t h y l e  C3- C l  sur l e  c ro tona te  

d ' é t h y l e  en mi l ieu  é thanola te  de  sodium permet d ' o b t e n i r  l e  d é r i v é  

cyclique 17.Ce dér ivé  est a l o r s  bromé dans 1 'ac ide  acé t ique  g l a c i a l .  Le - 
composé 1 8  est obtenu dans d ' e x c e l l e n t s  rendements. Une hydrolyse ac ide ,  - 
s u i v i e  d 'une  déshalogénation, permet d ' o b t e n i r  1 4  que l ' o n  c r i s t a l l i s e  - 
dans un mélange eau-acétone. 

La déshalogénation, d é c r i t e  dans l a  l i t t é r a t u r e  par  r éac t ion  d e  1 9  - 
sur l 'hydrogène en présence de  palladium, a été remplacée par  r éac t ion  

de 19 s u r  n ickel  en présence d 'hydrogène naissant  ( 3 8 ) . - 

b) ~ y n t h è s e  de l ' a c i d e  o r s é l l i n i q u e  ~ 2 - l ~ ~ .  carboxyle 13c] - 15  

Nous avons r e p r i s  l a  s u i t e  r éac t ionne l l e  d é c r i t e  précédemment,pour 

l a  synthèse de  15 , à p a r t i r  d e  cro tonate  d ' é t h y l e  e t  d ' acé toacé ta te  - 
d ' é t h y l e  Cl-3I3c]. 

13  La synthèse d ' acé toacé ta te  d ' é t h y l e  Cl-3 C I  est r é a l i s é e  à p a r t i r  
1 3  d ' a c é t a t e  de sodium C l -  C l  commercial comme d é c r i t  ci-dessous : 

r BO, ,so, 
CH, - l3a00 - - <H3 - 13000~t - NaH, CH3 - 13c - CH2 - 13c - C E t  

II II 

1 3  La synthèse d ' a c é t a t e  d ' é t h y l e  C l -  C l  est r é a l i s é e  par  r éac t ion  
13  d ' a c é t a t e  de sodium C l -  C l  s u r  l e  s u l f a t e  d ' é t h y l e ,  avec d i s t i l l a t i o n  

de 21 au-fur-et-à-mesure de s a  synthèse. - 
13 LI acétoacéta te  d ' é thy le  [ 1-3 C l  est syn thé t i sé  pa r  condensation d e  

21 dans une suspension d 'hydrure  de sodium dans le toluène'(39). - 

 près a c i d i f i c a t i o n  e t  e x t r a c t i o n ,  22 est condensé s u r  l e  croto-  - 
nate d ' é t h y l e  dans une s o l u t i o n  d ' é t h a n o l a t e  d e  sodium, s u i v i  d ' u n e  

bromation, hydrolyse e t  déshalogénation. 





Les s p e c t r e s  R.M.N. d'un é c h a n t i l l o n  d ' ac ide  o r s é l l i n i q u e  à 

abondance n a t u r e l l e  e t  r e s u l t a n t  d e  l ' en r i ch i s semen t  s o n t  comparés a f i n  

de confirmer l e  positionnement du marquage (F igu re  6 ) .  

LI a t t r i b u t i o n  des déplacements chimiques des carbones de  1 ' a c i d e  

o r s é l l i n i q u e  . basée s u r  l e s  couplages observés en o f f  - resonance e t  l a  

l i t t é r a t u r e  ( 4 0)es t  r e p o r t é e  t ab l eau  1. 

 ablea au 1 
7 I 

Carbone 

1 P=1.05,2 ppm 

2 6=166,2 ppm S = 166,2  ppm 

3 6= 101,4 ppm 

4 6 =163,2 ppm 

5 6=112,6 ppm 

6 6=145 ,1  ppm 

7 &= 24,7 ppm 

8 6 =176,4 ppm 6 = 176,4  ppn 



C) synthèse de 1 'acide orséllinique c 3-413c] 16 : - 
Le matériel doublement enrichi au carbone 13 disponible commer- 

13 cialement est assez limité. L'acétate de sodium [l-2 C] est l e  seul 

composé disponible e t  exploitable. 

La synthèse de 16  est  décrite ci-dessous : - 

Ni Al 

NaOH 

HO 





IJ 
La condensation du pentène-3 one-2 c l -  2 CI 26 sur l e  rnalonate - 

d ' é t h y l e  en milieu é thanola te  , permet d ' ob ten i r  l e  dihydro o r s é l l i n a t e  
1 3  d ' é t h y l e  [3-4 C l  27. Une bromation, s u i v i e  d 'une  hydrolyse ac ide  et une - 

déshalogénation conduisent au  composé 16. - 
1 3  La synthèse du pentène-3 one-2 Cl-2 C l  26 est r é a l i s é e  par  - 

13  réact ion  du chlorure  d ' a c é t y l e  L1-2 C] sur l e  chloro-1 propène 1 

mercure 25 en  présence de chlorure d 'aluminium (41 . 11 est à noter  que - 
l a  r éac t ion  du chlorure d ' a c é t y l e  s u r  des organo magnésiens vinyliques 

ne permet pas  d ' o b t e n i r  des  cétones a-6 i n sa tu rées  dans des  rendements 

s a t i s f a i s a n t s .  

1 3  Le chlorure  d ' a c é t y l e  cl-2 CI est obtenu par  r éac t ion  d ' a c é t a t e  
13  de sodium [l-2 Cl sur 1 'oxytr ichlorure  de phosphore. 

La synthèse du chloro-1 propène-1 mercure 25 est r é a l i s é e  pa r  - 
réac t ion  du  bromo 1 propène s u r  l e  magnésium dails le  THF à r e f l u x ( 4 2 )  et 

par  déplacement du métal par  l e  chlorure  de  mercure dans le  ~ ~ ~ ' ( 4 3 1 .  

1 Les spec t res  R. M . N . ~ ~ c  d 'un échan t i l lon  d ' acide  o r s é l l i n i q u e  à 
abondance n a t u r e l l e  e t  r é s u l t a n t  d e  l ' enr ichissement  16 s o n t  comparés 

a f i n  d e  confirmer l e  positionnement du marquage (Figure 7 ) .  

01 observe deux doublets  in tenses  aux va leurs  : 

Il est à noter  que l e  s i g n a l  observé e n t r e  chaque doublet  provient  

d ' u n  monoenrichissement des  carbones 3 e t  4 de  l ' a c i d e  o r s é l l i n i q u e .  

L ' acé ta te  de sa4i*~rn u t i l i s é  est e n r i c h i  à ~30% en  carbone 13,  c'est-à- 

d i r e  que 1 'on a s ta t i s t iquenient  : 

SI.% de molécules 13c-13c 
12 13  18% d e  molécules 13c-12c 0, C- C 

On a donc une cont r ibut ion  non négligeable d e  molécules mono 

marquées (18%) q u i  se t r a d u i t  sur l e  s p e c t r e  d e  R.M.N. 13c par 1 'appa- 

r i t i o n  d ' u n  p e t i t  s i g n a l  c e n t r a l .  





L'étude des activités biologiques de la botryodiplo- 

dine a montré le caractère génotoxique de la molécule. Cette 

mycotoxine s'est avérée mutagène dans le test de Ames et pr6- 

sente une aptitude à la création de pontages~~A-protéines. 

Le pouvoir toxique de cette molécule est directement 

lié à la présence de la fonction hémiacétalique. En effet, la 

méthylation de l'hydroxyle hémiacétalique permet d'obtenir un 

dérivé dont les activités biologiques sont fondamentalement 

différentes de la botryodiplodine. En particulier, ce compos6 

est inactif dans le test de Arnes et n'induit aucun pontage 

DNA-protéines, 

Ces résultats montrent l'importance de la réacti- 

vité chimique de l'hémiacétal au niveau de la toxicité de la 

mycotoxine et de son interaction sur le DNA in vivo. 

La compréhension de la génotoxicité de la botryo- 

diplodine est approchée par une étude de la réactivité chimi- 

que de la toxine sur des modèles. 

La réaction de la botryodiplodine sur des amines 

aromatiques de type aminopyrimidine et aminopurique perm'et 

d'isoler des produits d'addition de structure amino-2 tétra- 

hydrofuranne. Ces composés résultent d'une attaque nucléo- 

phile de l'amine exocyclique, suivi d'une cyclisation intra- 

moléculaire de l'alcool sur l'imine intermédiaire formée. 

Il a été ainsi possible d'isoler de tels produits d'addition 

sur des modèles adénine et cytosine. 

La stéréochimie des produits d'addition, réalisée par R.M.N. 

du proton et du carbone 13, montre une configuration cis des 

groupements méthyle, méthyle cétone etamine. 

La structure des produits d'addition traduit le 

rôle déterminant de la fonction aldéhyde. 
1 

Généralement, les aldéhydes tels que le formol, 1' , 

acétaldéhyde, réagissent sur les bases nucléiques et produi- 

sent des dérivés imines instables. La particularité de la 

réactivité chimique de la botryodiplodine sur des amines l 



aromatiques r é s i d e  au niveau de l a  c y c l i s a t i o n  intramolécu- 

l a i r e  de l ' a l c o o l  s u r  l ' i m i n e  in t e rméd ia i r e .  L e s  p r o d u i t s  d '  

a d d i t i o n  p r é s e n t e n t  a i n s i  une bonne s t a b i l i t é .  

C e t t e  approche t r a d u i t  l e s  p o t e n t i a l i t é s  chimiques 

de  l a  mycotoxine s u r  l e  m a t é r i e l  c e l l u l a i r e  e t  permet l a  

compréhension des  i n t e r a c t i o n s  observées  e n t r e  l a  botryodi-  

p lodine e t  l e  DNA i n  vivo.  En e f f e t ,  un t e l  g r e f f a g e  de l a  

bo t ryodip lod ine  s u r  l e s  f o n c t i o n s  amines des  bases  nuc lé iques  

modifie profondément l a  s t r u c t u r e  en double h é l i c e  du génôme. 

Les l i a i s o n s  hydrogènes e x i s t a n t  e n t r e  bases  nuc lé iques  du 

DNA e t  maintenant une s t r u c t u r e  cohéren te  en double  h é l i c e ,  

s e  vo ien t  d é t r u i t e s .  Une s t r u c t u r e  du DNA a i n s i  modif iée ,  s e .  

t r a d u i t  p a r  un disfonct ionnement  du métabolisme c e l l u l a i r e .  

Mais il r e s t e  c e r t a i n  que l a  r é a c t i v i t é  chimique de 

l a  bo t ryodip lod ine  ne s e  l i m i t e  pas  exclusivement aux bases  

nuc lé iques  du DNA. A ins i ,  l e s  RNA e t  les p r o t é i n e s  son t  sus-  

c e p t i b l e s  d ' i n t e r a g i r  avec l a  mycotoxine. 

La formation des  c r o s s  l i n k s  e n t r e  DNA e t  p r o t é i n e s  

e s t  une a l t é r a t i o n  c e l l u l a i r e  provoquée pa r  de nombreux a l -  

déhydes e t  pa r  l a  bo t ryodip lod ine .  I l  e s t  p o s s i b l e  de proposer  

un mécanisme de format ion de c e s  pontages .  Ces pontages r é -  

s u l t e n t  de  l a  r é a c t i o n  chmique d 'une fonc t ion  amine d 'une base  

nuclé ique ou d 'un a c i d e  aminé s u r  l a  bo t ryodip lod ine .  L ' imine 

a i n s i  form6e r é a g i t  avec une a u t r e  fonc t ion  amine, 



La réactivité chimique de la botryodiplodine sur 

le DNA in vitro permet d'isoler, après hydrolyse enzymati- 

que du DNA, 6 nucléosides greffés à la mycotoxine. L'étude 

structurale de ces adduits a été réalisée par la synthèse 

de modèles de référence. Ces modèles, qui sont les produits 

d'addition de la toxine sur le 2'déoxyadénosine et 

2'déoxycytidine, ont permis l'identification d'un seul ad- 

duit. 

Les difficultés rencontrées sur l'identification des autres 

adduits posent un problème sur leurs origines et plus parti- 

culièrement sur la stabilité des adduits lors de l'hydrolyse 

enzymatique du DNA. 

Cette étude montre que l'approche par des modèles 

pyrimidiques et puriques est primordiale à la compréhension 

de la toxicité de la botryodiplodine. La nature des adduits 

obtenus sur le DNA, s'ils sont des artéfacts d'hydrolyse, ne 

permettent pas de conclure directement sur le mécanisme de 

réaction chimique de la botryodiplodine. 

De part sa faible action lét ale au niveau cellu- 

laire et sa simplicité structurale, la botryodiplodine s'a- 

vère un excellent modèle d'étude, tant au niveau bioLogique 

que chimique, pour la compréhension des interactions drogue- 

DNA . I 

L'intérêt biologique que présente la botryodiplo- 

dine nous a incité à déterminer la voie de biosynthèse de 

ce métabolite par R.M.N. du carbone 13. 

Les incorporations d'acétate de sodium enrichi au carbone 13 

ont montré que la botryodiplodine est biosynthétisée à partir 

d'un tétracétoacide. 

Un chemin de biosynthèse de la mycotoxine à partir 

de l'ac'ideoiséllinique a été proposé. L'incorporation d'acide 

océllinique 12' 3 ~ ,  carboxyle ' 3 ~ 3  et i.3-4' 3 ~ 1  a permis de 

confirmer la voie biosynthètique proposée. 

Il est remarquable de noter que l'acide cnisillinique, 

composé naturel de diverses classes de végétaux, est un inter- 
médiaire fréquemment rencontré dans les voies de biosynthhsc 

de métabolites secondaires. 



L'intérêt croissant accordé à la toxicité des méta- 

bolites secondaires de champignons, montre le risque posé par 

les contaminations alimentaires. En effet, depuis la décou- 

verte des aflatoxines et de leurs pouvoirs génotoxiques, de 

nombreuses études ont mis en évidence les propriétés biolo- 

giques importantes des mycotoxines. 

Le risque posé par une contamination alimentaire 

de la botryodiplodine est très limitée. En effet, il s'est 

avéré que peu de souches de Penicillium roqueforti sont ca- 

pables d'élaborer la toxine. 



P A R T I E  E X P E R 1 M E N T A L . E  



GENERALITES 

Les spectres infra-rouge (I.R.) ont été 

enregistrés sur un spectrophotomètre PERKIN ELMER 157 G. 

Les fréquences sont données en cm-' . 
Les spectres de . résonance magnétique 

nucléaire du proton R.M.N~H ont été enregistr6s 

sur les appareils suivants : 

- BRUCKER WP 60 (60 MlIz) 

- BRUCKER WP 80 (80 MHz) 
- CAMECA 250 (250 MHz) C.E.A. 
- CAMECA 350(350 MHz)C.N.R.S. Lyon 

- BTiUCKER WM 500 (500M~z) C.E.E.. 

Les déplacements chimiques sont exprimés 

en Gppm à partir du triméthylsilane (TMS) pris comme 

référence interne dans les solvants organiques et letrim6- 

thy$.sily13 propionique pris comme référence interne 

dans l'eau lourde. Les cou~lages sont donnés en Hertz 

(HZ). Les lettres s, d, t, q, m.ont été utilisées pour 

désigner la nature des signaux, respectivement singulet, 

doublet, triplet, quadruplet et multiplet. De même, 
I les abréviations quint, sext ont été utilisées pour 

désigner respectivement quintuplet, sextuplet. 

Les spectres de résonance magnétique 

nucléaire du carbone 13 ont été enregistrés sur un 

appareil BRUCKER WP 80. 

1 
Les spectres de masse (S.M) ont été enre- 

gistrés sur les appareils : 

- RIBERMAG 10-10, associé à un système 

SIDAR 121 par introduction directe 

- VARIAN MAT 311 RENNES. Pour les spectres 
haute résolution. 

- ZAB HF , avec une matrice au qlycérol 
pour les spectre& en Fast Aton Bombardment (C. .. . - . Lyb*., 



Les Spectres ultra-violet (U.V.) ontété 

enregistrés sur un appareil BECKMAN modèle 24 

Les points de fusion (F) ont été pris 

au banc KOFLER et ne sont pas corrigés. 

Les pouvoirs rotatoires ( [ a l D )  ont été me- 
surés à 589 nm sur un polarimètre PERKIN ELMER 141. 

Les analyses élémentaires ont été effectuées 

par le Service Central de Microanalyses du C.N.R.S. 

Les chromatographies sur colonnes ont été 

faites sur gel de silice MERCK (0,06-0,2 mm). Les 

chromatographies sur couches minces (CCM) sont réa- 

lisées avec de la silice MERCK G. 

La chromatoqraphie liquide haute performance 

(CLHP) est réalisée avec l'appareillage suivant : 

une pompe WATE'RS 6000 A, un injecteur universel U 6 Kt 

un détecteur UV M-440 à filtres interférentiels et 

un détecteur à indice de réfraction R 401. 

Une "extraction de la manière habituelle" 

signifie : évaporation des solvants de la réaction 

non miscibles à l'eau, extraction à l'éther 

éthylique du résidu ou du mélange réactionnel additionné 

d'eau, lavage de la phase organique avec une solution 

aqueuse acide ou basique, puis avec une solution saturée 

de NaCl jusqu'à neutral.ité, séchage sur sulfate de so- 

dium et évaporation du solvant à sec. 

Production de la botryodiplodine. 

Microbiologie 

La souche B.26 a été isolée d'un ensilage de 

maïs par Monsieur le Professeur PELHATE ; elle a fait 

l'objet d'une détermination par le Centralbureau 

Voor Schimmelcultures à Baarn (Pays-Bas). 
1 

Avant toute util,isation, chaque souche est 
l 

clonée au micromanipulateur ce qui permet de ' ~ c r  

de l'homogénéïté génétique du matériel utilisb. 
* l 



1 

86 

1 Les spores isolées sont ensemencées en tubes 
inclines sur milieu 'Potatoes Dextrose Agar' (P.D.A.) 

DIFCO. Une suspension de spores est réalisée à partir de 

ces tubes et on ensemence environ 106 à 10' spores 

par fiole de culture . Le milieu de culture utilisé 
est le suivant pour un litre d'eau permutée : 150 g 

de saccharose, 20 g d'extrait de levure DIFCO, 1 g 

KH2P04, 0,5 g de MgS04, H20. Ce milieu est filtré 

sur membrane millipore 0,22 Pm ou stérilisé à l'auto- 

clave à 110' pendant 20' en fioles de Roux (150 ml de 

milieu par fiole). Les fioles sont incubées en cultures 

stationnaires pendant 8 à 14 jours à 2 5 O ~  à l'obscurité. 

Après cette culture, le milieu de culture est séparé de 
1 la masse mycélium par filtration. 

EXTRACTION, PURIFICATION 

Le milieu de culture filtré est extrait au 

~ chloroforme dans une ampoule 21 décanter : l'extrait est 

concentré à l'évaporateur rotatif à 50°. 

L'extraction chloroformique du milieu de 

culture de 50 fioles permet de récupérer un extrait 

brut huileux (2,2 9). Cet extrait est chromatographie 

sur une colonne de silice (200 g). La colonne est éluée 

par un gradient de CH30H dans CHC13. Un mélange à 2 % 

en CH30H élue 850 mg d'un composé qui est révélé en 

C.C.M. par pulvérisation à l'adde sulfurique pur et 

chauffage à 110' pendant 10 minutes (tache rouge- 

violet) . 
Cette .fraction est soumise à une C.L.H.P. 

préparative colonne 30 cm x 2 cm ; silice 5-20 Pm ; 

solvanthexane/acétate d'éthyle (30/7O, V/V) ; 

débit 9,9 ml/minute , détection par réfractomètre diffé- 
rentiel. La fraction correspondant à la tache rouge- 

violet est éluée au bout de 20 minutes (60 mg). La 

cristallisation dans l'éther éthylique (-20') donne 



des cristaux blancs (10 mg) 

- Botryodiplodine - 1 : cristaux blancs 
F 50°-520C, [alD - 85,5O, .t = O et -70,5O, I 

1 
1 

t = 45 minutes (C = 0,1, C H C ~ ~ )  ; S.N., m/e 126 

(M+ - H20), 98,87, 85, 83, 71 
S.M. haute résolu- 

+ 
tion M - H20 126,0688. (calculé pour C7H1002 126, 
06807) 

U.V. (CHC1 
3) 'max 278 nm ( E  = 25) ; I.R. 3600, 3400, 

1720 cm-1 
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) ; entre 3,3 et 4,4 (4H m 

complexe) ; 5,2 (-lH, s) . 

Relation structure-activité 

Dans un ballon de 50 ml sont introduits 

100 mg de Botryodiplodine cristallisée, 300 mg d'oxyde 

d'argent, 700 pl de diméthylformamide et 250 pl d'iodure 

de méthyle-la réadtion se fera 20°c et sous agitation 

magnétique pendant une heure. 

Le contrôle de la réaction se fait par chromato- 

graphie sur couchemincede silice. En fin de réaction, le 

mélange hétérogène est passé sur une colonne de silice 

de 20 cm de hauteur et de 1 cm de diamètre. LVélution 

se fait par un mélange acétate d' ethyle-hexane (30-70) 

On récupère une fraction de 115 mg, exempt 

de DMF, d'oxyde d'argent et d'iodure de méthyle. Cette 

#fractionest purifiée en H.P.L.C. sur une colonne 

Lichraprep5.20 Pm, en utilisant un mélange acétate d'éthy1.k 

hexane 30/70. La détection est faite pas indice de 

réfraction. On récupère une fraction de 70 mg corres- 

pondant au produit de méthylation de la Botryodiplodine, 

contenant un mélange d'isomères dans des proportions 

de 95-5. 



La séparation des isomeres a été obtenue 

en H.P.L.C. par recyclage en utilisant un mélange 

acétated'éthyle-hixane (15/85) . Seules les caracté- 
ristiques du plus abondant ont été reportées 

S.M. : m/e 127 (M' - CH3-O) ; 98 ; 85 ; 83 ; 71 
U.V. (CHC13) : hmax = 278 nm ( E  = 45) 

I.R. : 1710 cm-1 

R.M.N'H 350 MHz (CDC13). Gppm 0,86 

(d, J = 7,3 Hz) ; 

2,19 (s) ; 2,58 (quint, J = 7,3 Hz) ; 3,33 (s) ; 

3157 (qt J = 7,3 HZ) ; 3,93 (t, J = 7,3 HZ) ; 4,29 

(t, J = 7,3 Hz) ; 4,66 (s). 

R.M.N'~C (CDC13), gppm 12,5 (q) ; 29,5 (q); 42,O (d) ; 

5313 (dl ; 54,O (q) ; 66,3 (t) ; 110,7 (d) ; 204,3 (SI. 
- Produits d'addition de sur les modèles. 

- - Aniline-botrvodi~lodine ----------------&------. 6. 

50 mg de Botryodiplodine sont additionnés à 

33 pl d'aniline dans 1 ml de méthanol anhydre. La 

réaction est faite à 20°C pendant 1 heure. 

En fin de réaction, le méthanol est évaporé 

sous azote et l'ensemble est repris par du chloroforme 

et purifié en H.P.L.C. sur une colonneLiçhroprep 

5-20 pm. en utilisant un mélange acétate d'ethyle-~exane 

(20/80). La détection est faite à 254 nm. 

On récupère une fraction dont on évaporera 

le solvant délicatement. L'évaporation totale du solvant 

conduit à la dégradation totale du produit. 

S.M. : m/e 201 (M', 85,7) ; 184 (100), 149 (22.5) 

I J R .  (CHC13) : 3600, 2900-3000 

U.V. (CHC13) Amax 254 nm 

. ' 



R.M.N. 'H (CDC13) Gppm 1,13 (lH, s,-OH) ; 2,15 (3H, d, CH3-12) ; 

2,20 (3H, s, CH3-10) ; 4,65 (2H. s, CH2-11) ; 6.65 (lH, s, CH-5) ; 

7,35 (5H, m, CH-7-8-9). , 

R.M.N. 13c (CDC13) Gppm 9,8 (q) ; 10.6 (q) ; 56,2(t); 

118,3 (s) ; 118,5 (s) ; 118,9 (d) ; 120,2 (s) ; 125,7 (d) ; 

126,7 (d) ; 127,5 (s) ; 129,O (s). 

- Diméthyl-2 ----,, ---L----------~ 6 amino-4 oyrimidine ---i----i-i-i-i - botryodiplodine --- ------ - 7 
Dans un ballon de 5m1, on introduit 144 mg (Immole) 

de 1, 123 mg (Immole) de diméthyl-2,6 amino-4 pyrimidine et - 
lm1 de méthanol. L'ensemble est porté à 60°C pendant 48 h 

sous lente agitation. En fin de réaction, le méthanol est 

évaporé et le brut réactionnel est passé par une colonne de 

silice (10 g) éluée par un mélange acétate d'éthyle-méthanol 

(O %, 1 %, 2 % ,  4 %, 7 % ,  10 % en méthanol). - 
~'élution à 7 % de méthanol permet de recueillir 

une huile jaune (95 mg) correspondant à 7, que l'on repurifie - 
par C.L.H.P. sur une colonne de silice semi préparative et 

éluée par de l'acétate d'éthyle. 

On recueille une fraction contenant 7 que l'on - 
cristallise dans un mélange éther éthylique-méthanol. On 

obtient 45 mg de 7. Rendement 17 % .  - 
F : 110 - 112OC 
Analyse élémentaire : C13HlgN302 ; C : 62.39 ; H : 7.70, 

N : 16,92 (calc : C :62,62 ; H : 7,68 ; N :16,84) 

[a], - 133 (C = 4,15 mg/ml, CHC13) 
S.M. haute résolution : m/e249, 1494 (M', Calc : 249,147717) 

(8514) 

I.R. (SHC13) : 1710, 3300 - 3500 cm-l. 
U . V .  (CHC13) : Xmax : 242 nm (E : 5130), 268 nm (E: 4500) 

R.M.N~H 350 MHz (CDC13) , Bppm : 1,21 (dl J = 7,3 Hz) ; 2,24 (s) ; 
2,33 (s) ; 2,40 (m) ; 2,50 (s) ; 3,01 (m) ; 3,94 (d.d. J =  8,5 Hz 

J = 7,3 Hz) ; 4,22 (t, J=8,5 Hz) ; 5,36 (s large) ; 5,90(d large) 

6121 (SI 
R.M.N~~C (CDC13), Gppm : 17,6 (q) ; 24,O (q) ; 25,9 (q) ; 

29,9 (q) ; 42,l (d) ;* 58,9 (dl ; 67,9 (t) ; 88,9 (d) ; 100,3 (dl ; 



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

90 

16211 (s) ; 16518 (s) ; 167,3 (s) ; 207,7 (s) 

Amino-2 _ _ _ _ _ _ _ _  ayrimidine-botryodiplodine _-_-_-_---_-- --- ------ _ 8 
La réaction est effectuée en 48 h'à 60°C avec 

144 mg (1 mrnole) de 1, 95 mg (Immole) de amino- 2 pyrimidine - 
et lm1 de méthanol. 

La purification de 8 est menée comme précédemment - 
et permet d'obtenir une huile contenant 8 que l'on cristallise - 
dans un mélange éther éthylique-méthanol. Rendement 13 %. 

F : 81-83OC 

[alD = -25,l (C = 7,65 mg/ml CHCl3) 

S.M. haute résolution m/e 221,1163 (M', calc 221,1164) ; 

178 (19,3) ; 124(47,5) : 96 (100) ; 95 (36.8) ; 83 (70,O) 
1 .  (CHC13) : 1710 ; 3300 - 3500 cm-l. 
U.V. (CHC13) : hmax : 241 nm (~=5800) ; 288 nm. 

R.M.N~H 350 MHz (CDC13), 6ppm 1,22 (d,J = 7,3 Hz) 

2,24 (s) ; 2,44 (sext, J = 7,3 Hz) ; 3,01 (q, J = 7.3Hz) ;. 

3,98 (dedl JI = 7,3 HZ, JL= 8,6 HZ) ; 4,21 (t, J = 8,6 HZ) ; 

5.59 (d.d, JI = 9 Hz, J, = 7.3 Hz) ; 6,08 (d large, J = 9 HZ) ; 

6,66 (t, J = 4.7 Hz) ; 8,36 (d, J = 4.7 Hz) 

R.M.N'~C (CDC13), Gppm 17,O (q) ; 29,8(s) ; 41,6 (d) ; 

59,0(d) ; 67,6 (t) ;' 89,l (d) ; 112,3 (d) ; 158,l (d) ; 

161,7 ( s )  ; 207,4 (s) 

propvl-1 -- Li--,, cytosine-botryodiplodine -,------_-_ _-_ ------ 9 

La réaction est effectuée en 48 h à 60°c avec 

144 mg (Immole) de 1 . , 153 mg (Immole) de propyl-1 cytosine 3 - - 
et 1 mlde méthanol. 

La purification de 9 est menée comme précédemment et - 
permet de récupérer une huile que l'on cristallise dans un mé- 

lange éther éthylique-méthanol . 
Rendement 12% 

F = 132 - 134O~ 
[alD = - 41,6 (C = 3,15 mg/ml, CHC13) 1 

S.M. haute résolution m/e 279,1581 (M', calc = 

279,15848) ; 236 (23,9) ; 209 (57,2) ; 182 (46.1) ; 154 (62.8) ; 1 

102 (23,l) ; 83 (100) 

I R .  (CHC13) : 1710 , 3300 - 3500 cm-'. 
U.V. (CHC1 ) : Xmax 285 nm, 248 nm 3 



R.M.N~H 350 MHz (CDC13), Gppm 0.92 (t, J = 7,3 Hz) 

1,19 (dl J = 7,O Hz) ; 1,76 (ml J = 7,3 Hz) ; 2,25 (s) ; I ~ 
2,46 (in large); 2,99 (m) ; 3,75 (m, J = 7,3 Hz) ; 3,95 

1 

5,62 (ddlarge) ; 6,26 ( s  large) ; 7,22 (0s large) 5,89 ( s )  
13 l 

R.M.N C (CDC13), Gppm 11,O (q) ; 17,6 (q) ; 

22,3 (t) ; 29,9 (q) ; 41,8 (d) ; 51,9 (t) ; 58,6 (d) ; 68,O (t) ; 

87,7 (d) ; 93,6 (d) ; 156,4 (d) ; 164,O (s) ; 206,7 (s) ; 

209,2 (s) 

pro~yl-9 adénine-botryodiplodine 10a lob -- ---------------- --- ------ -- 
La réaction est effectuée à 60°C en 48 h avec 

144 mg (Immole) de - 1, 177 mg (Immole) de propyl-9 adénine 4 - 
et 1 ml de méthanol. La purification des produits d'addition 

est menée comme précédemment et permet de récupérer une 

huile contenant 10a et lob. Rendement 21 %.  - 7 

La séparation de 10a et lob est réalisée par - - 
C.L.H.P. par une colonne de silice semi préparative par 

recyclage et récupération des fractions les plus pures. 

Une cristallisation de 10a dans l'éther éthylique permet 

de récupérer 17 mg de cristaux blancs. lob n'a pu être cris- - 
tallisé. 

10a : F = 140 - 142OC - 
Analyse élémentaire : C15H12N502 ; C : 59,61 ; 

. H :  7,03; N :  22,89 (calc: C :59,38; H :  6/98 ; N :  23,09) 
+ 

S.M. haute résolution : m/e 303,1694 (M , calc303,16951) 
260 (26,9) ; 233 (40,7) ; 218 (20,6) ; 178 (100) ; 177 (71,l) ; 

U.V. (CHC13) Amax 268 nm ( E  = 15200) 

R.M.N~H 350 MHz (CDCl3). Gppm 0.93 (t, J = 7,3 Hz) ; 

1,23 (d, J = 7,3 Hz) ; 1,90 (sext, J = 7,3 Hz) ; 2,24 (s) ; 
l 

2,54 (sext, J =  7,3 Hz) ; 3,03 (t.d, J =  7,3 Hz, J = 8,s Hz) ; 

4,00 (d.d, J = 7,3 HZ, J =  8,5 HZ) ; 4,14 (t, J =  7,3 HZ) ; 1 

4,24 (t, J = 8,5 Hz) ; .5,95 (ddiarge) ; 6,86 (d large) ; 7,81 (s) ; 



13 
R.M.N C (CDC13), Gppm 11,l (q) ; 17.2 (q) ; 24,3 (t) ; 

2919 (q )  ; 4212 (d) ; 45t4 (t) ; 59,O ( c i )  ; 68,O (t) ; 

8814 (d) ; 120,2 (SI ; 14017 (Ci) ; 149,2 (s) ; 152,8 (d) ; 

154,Z (s) ; 207,7 (s) 

10b : S.M. haute résolution m/e - 303,1694 (M', calc : 303,16951) - 

I.R. (CHC13) : 1710, 3300 - 3500 cm-' 
U.V. (CHC13) : Amax 268 nm ( E  = 15100) 

R.M.N~H 350 MHz (CDC13), Gppm 0.96 (t, J = 7,5 Hz) ; 

1,12 (dl J = 7,5 Hz) ; 1,93 (sext, J =7,5 Hz) ; 2,24 (s) ; 

2,68 (quint-d, J =  7,5 Hz, J = 3,5 HZ) ; 3,55 (q ,  J =  7,5 HZ) : 

4,10 (d.d, J = 7,s HZ, J = 9 Hz) ; 4,19 (t, J = 7,5 Hz) ; 

4,26 (d.d, J = 7,s HztJ = 9 Hz) ; 5,95 (ddlarge) ; 6,36 (d large, 
J = 8 Hz) ; 7,80 (s) ; 8,46 (s). 

13 
R.M.N C (CDC13), 6ppm 11,l (q )  ; 12,9 (q) ; 23,4 (t) ; 

30,5 (q) ; 42,4 (dl ; 45,5 (t) ; 54,O (d) ; 67,O (t) ; 88,6 (d) ; 

119,8 (s) ; 140,4 (d) : 149,O (s)  ; 152,9 (d) ; 153,8 (s) ; 

206,5 (s) 

Synthèse des modèlespropyl-1 cytosine 3, propyl-9 adémine 4 - - 

Dans un ballon de 1 litre; on place 5 g (32,6 mmoles) 

de N-4 acétylcytosine, 800 ml de diméthyl sulfoxide. 

4,95 q(35,8 moles) de carbonate de potassium et 4,01 g 
(32,6 moles) de bromo-1 propane sont additionnés (25). La 

solution est laissée 24 h so.us agitation, filtrée et évaporée 

sous vid,e. On récupère une huile jaunâtre etonextrait par le 

chloroforme. La phase chloroformique est séchée, évaporée 

et chromatographiée sur une colonne de silice (300 g) éluée 

par un mélange acétate d'éthyle-méthanol (100 5 ,  98/2, 9515, 

90/10). On récupère une fraction correspondant à 3 que l'on - 
cristallise deux fois dans l'éthanol. Rendement : 41 %. 

F = 255 - 257OC (Litt: 256,5 - 259,5O~) 
4- S.M. : m/e 153 (M 1,  138, 125, 111, 81. 

R.M.N~H 60 MHz (CD30D), Gppm 0,95 (3H,t) ; 

1,78 (2H, sext) ; 3,78 (2H,m) ; 6,25 (1 H, sLarge) ; 7,29 

(lH, s large) . 



- propyl-9 adénine 4 -- ----------- - 
Dans un ballon de 100 ml, on introduit 635 mg 

[5mmoles) d'adénine; 50 ml de DMF anhydre et 120 mg d'hydrure l 

de sodium. L'ensemble est laissé pendant 2 h à température 

ambiante. 20 mrnoles de bromo-1 propane sont additionnéesen 

10 min et la solution est laissée 24 h à 20°c (25). En fin 

de réaction, le DMF est évaporé et une extraction par le 

chloroforme permet de récupérer 1,l g de cristaux jaune uue 

l'on recristallise dans l'isopropanol.4 est obtenu avec un - 
rendement de 91 %. 

R.M.EI~H 60 MHz (CDC13) , Oppm 0.95 (t) ; 1,95 (sext) ; 

4,05 (t) ; 6,25 ( s )  ; 7,90 (s) ; 8,40 (s). 

- Acétyle botryodi~lodine 11 ---- -----i- ---L------ - 

A 90 mg de botryodiplodine, sont additionnés 

700 pl d'anhydride acétique et lm1 de pyridine. L'ensemble 

est laissé pendant 12 h à 20'~. En fin de réaction, une 

extraction permet de recueillir une fraction de 120 mg 

contenant 11, qui est purifiée ensuite par C.L.H.P. en - 
utilisant un mélange acétate d'éthyle-nhexane (30-70) 

sur une colonne de silice. On récupère 100 mg d'une huile 
\ 

que l'on cristallise dans l'éther éthylique. 

F = 45 - 47OC 
S.M. m/e 126 (M+-ACOH); 98 ;87 ; 83 ; 71. 

I.R. (KB~) : 1735, 1720 cm-' 

U.V. (CHC13) : Amax 277 nm (~=29) 

R.M.N~H 350 MHz (CDC13), Gppm 0,92 ( d l  J = 7,5 Hz) ; 

2,06 (s) ; 2,22 (s) ; 2,69 (quint, J = 7,s Hz) ; 3,58 

(t.d, J A 7 , 5 H z ,  J = 9 H z )  ; 4,09 (t, J = g H z )  ; 4,35 

(t, J = 9 Hz) ; 5,98 ( s )  . 
R.M.N~~ (CDCl,). Gppm 12.2 (q) ; 21,5 (4) i30.3 (q) ; 

4117 (dl ; 52,8 (d) ; 67,7 (t) 

205,4 (s). 

; 104,2 (d) ; 170,3 ( s ) ;  
1 

1 



S y n t h è s e  d e s  modè les  2'd~oxynucléosides-botryodiplodine. 

- ------ 2'déoxyadénosine-botrvodinlodine --------------Li--C------ - 12 

Dans un b a l l o n  de 5  m l ,  o n  i n t r o d u i t  144 mj. 

(Immole ) d e  1 , 2 6 9  mg (Immole) d e  2 ' d é m y a d é n o s i n e  mono- 

h y d r a t e  e t  1 m l  d e  tampon c i t r a t e  d e  sodium 2  M p H  4 , 5 .  

L'ensemble  es t  p o r t é  à 60°C pendan t  48 h  s o u s  l e n t e  a g i -  

t a t i o n .  En f i n  d e  r é a c t i o n ,  l e  m i l i e u  e s t  ramené à ?H7 

e t  l y o p h y l l i s 6 .  On r é c u p è r e  une h u i l e  Gue l ' o n  c h r m a -  

t q r a p h i e  e n  C.L.H.P. s u r  une c o l o n n e  semi p r é p a r a t i v e  e n  

p h a s e  i n v e r s e  R.P.8. L ' é l u t i o n  p a r  un mélanqe eau- 

a c é t o n i t r i l e  (80-20) pe rme t  d e  r e c u e i l l i r  une f r a c t i o n  

c o n t e n a n t  12 .  C e t t e  f r a c t i o n  est  l y o p h y l l i s é e  e t  la isse - 
28 mg d ' u n e  poudre  b l a n c h e  d e  12 .  R e n d m e n t  9  %. - 

D e  nombreux s o l v a n t s  d e  c r i s t a l l i s a t i o n  o n t  été 

e s s a y é s ,  12  n ' a  p u  ê tre  c r i s t a l l i s é .  - . . 
+ S.M : F . A . B  P o s i t i f  m / e  400 ( M + N a )  (24 ,8)  ; 

378 ((M + ~ ) + , ( 6 5 , 5 )  ; 262(67 ,8 )  ; 217 (44 ,6 )  ; 207(43 ,7 )  ; 

185 ( 5 6 , 8 )  ; 136 ( 9 2 , 8 ) .  

R . M = N ~ H  350 ~ I H z  ( D 2 0 )  ; Gppn 1 , 2 8 ( d ) 2 , 3 6  (s) ; 2,59 (s) ; 

2179(m) ; 3,33(m) ; 3,84(m) ; 4,08(rn) ; 4,26(m) ; 4,66(m) ; 

5,71(m) ; 6,44(m) ; 8 . 2 6 ( s )  ; 8 , 3 1 ( s )  
1 3  

R.M.N C ( D 2 0 ) ,  Gppm16,3 ; 30.1 ; 40,O ; 42.5 ; 

5819 ; 6216 ; 6 8 , l  : 72,2  ; 85,6 ; 88,4 ; 8 9 , 3  ; 120.5 ; 

140.7 ; 153.1 ; 154,9; 147,O . 



2  ' d ~ o ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ i n e - ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ d i p l o  13 ------ 
La r é a c t i o n  e s t  menée c m e  précédemment avec  

245 mg (1 mmole ) d e  2 ' d é o x y c y t i d i n e  monohydrate e t  1 m l  

d e  t m p o n  c i t r a t e  d e  sodium 2M pH4,5.13 - est  p u r i f i é  p a r  

g e l  f i l t r a t i o n  s u r  une co lonne  d e  50 m d e  h a u t e u r  e t  

1 cm d e  d i a m è t r e ;  3 a r n i e  d f u n g e l B i o r a d  P-2 200-400 Mesh. 

L ' é l u t i o n  p a r  un mélarxje e a u i n é t h a n o l  (90-10) permet  d e  

r e c u e i l l i r  18 m g  d ' u n e  h u i l e  c o n t e n a n t  - 13.  Une p u r i f i c a t i o n  

p a r  C.L.H.P. s u r  une  co lonne  semi p r é p a r a t i v e  e n  phase  

i n v e r s e  R.P.8 e t  é l u é e  p a r  un m é l a q e  e a u - a c é t o n i t r i l e  

(85/15) permet  d e  r e c u e i l l i r  15 mg d e  - 13 .  Rendement 5  %.  

D e  nombreux s o l v a n t s  o n t  é t é  e s s a y é s ,  - 13 n ' a  pu ê t re  c r i s -  

t a l l i s é .  
+ 

S . M  : F . A . B  p o s i t i f  m / e  354 ( ( M  + H )  , (23,0)  

1 . R  (KBr) : 3000-3500. 1710cm-~ 
U.V ( H 2 0 ,  pH7) ; hmax 276 rm ( E  = 16000) ; 

238 nm ( E  = 13450) 

R . M . N ~ H  350 MHz ( D 2 0 )  , Gppm 1.25 (d )  ; 2,31 ( s )  ; 

13 R.M.N c (D20) ,  Gppm 16.2 ; 34,7  ; 40,9 ; 43,O : 
59,2  ; 62,8  ; 68,7 ; 72,O ; 87 ,8  ; 8 8 t 3  ; 8814 i 9814 i 

I s o l a t i o n  d e s  a d d u i t s  s u r  l e  DNA. 

Dans un b a l l o n  d e  5  m l ,  s o n t  i n t r o d u i t s  1 0  m g  

d e  DNA de thymus d e  veau e t  1 m l  d e  tampon d e  c i t r a t e  

d e  sodiun 2 M  a j u s t é  à pH 4 , 5 .  L e  DNA e s t  d i s s o u s  e t  l ' o n  

a j o u t e  35 mg d e  b o t r y o d i p l o d i n e  marquée au  c a r b o n e  1 4  

( a c t i v i t é  s p é c i f i q u e  3 , 3  ~ c i / m m o l e )  . L'ensemble es t  ? o r t é  

à 60°C,sous  l e n t e  a g i t a t i o n  pendant  48 h e u r e s .  En f i n  d e  

r é a c t i o n ,  l e  DNA es t  p r é c i p i t é  F a r  l ' é t h a n o l  a b s o l u  f r o i d  

e t  c e n t r i f f u g é .  Le DNA es t  e n s u i t e  r é c u p é r é  e t  l a v é  3 f o i s  

p a r  2 m l  d ' é t h a n o l  a b s o l u ,  p a r  2  m l  d e  ch lo ro fo rme  e t  

séché  s o u s  a z o t e .  

Hydrolyse du DNA m o d i f i é  - ---- ----------------- 
Le DNA p r é c i p i t é  e s t  d i s s o u s  dans  10 m l  d ' u n e  

s o l u t i o n  T r i s  H C 1  10mM; 0'. 1 mMEDTA e t  4mb: MqC12, a j u s t é e  

a pH 7,02. A cet te  s o l u t i o n ,  1 000 u n i t é s  d e  DNaseI sont J 



a jou t6es .L1ensemble  es t  l a i s s é  24 heur.es à 37OC sous  

l e n t e  a g i t a t i o n .  

A l a  s o l u t i o n  wrécédente ,  on a d d i t i o n n e  20 m l  

d ' u n e  s o l u t i o n  30mM d ' a c é t a t e  d e  sodium a j u s t é e  à pH 5,2, 

3,4  mg d e  s u l f a t e  d e  z i n c ,  e t  100 u n i t é s  d e  n u c l é a s e  P-1. 

L 'ensemble est  l a i s s é  38 h e u r e s  à 37°C sous  l e n t e  a g i t a -  

t i o n .  

E n s u i t e ,  1 0  r q  d e  phospha tase  a l k a l i n e  s o n t  

a j o u t é s a u  m i l i e u  d ' h y d r o l y s e  e t  l a  s o l u t i o n  est  l a i s s é e  

24 heiures à 37°C s o u s  l e n t e  a g i t a t i o n .  En f i n  d ' h y d r o l y s e ,  

l e  m i l i e u  r é a c t i o n n e l  e s t  l y o p h y l l i s é .  

S é p a r a t i o n  _ _  ~ ~ - ~ ~ - ~ - ~ ~ _ ~ ~ ~ ~ _ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ - ~ ~ - ~ ~  d e s  a d d u i t s  de l a  b o t r y o d i p l o d i n e  --- ------ 
s u r  l e  DNA ---------- 

L ' h y d r o l y s a t  ob tenu  est  c h r a r i a t q r a p h i é  s u r  une 

co lonne  d e  50 cm d e  h a u t e u r  e t  d e  1 cm d e  d i a m è t r e  g a r n i e  

d e  g e l  Biorad  P2. L ' é l u t i o n  e s t  r é a l i s é e  p a r  une s o l u t i o n  

eau-méthanol (90-10).  Le d é b i t  imposé Four l a  colonne e s t  1 

d e  4 ml/heure e t  on  c o l l e c t e  d e s  f r a c t i o n s  d e  0 ,5  m l  d a n s  

d e s  t u b e s  à hémolyse. 

Les f r a c t i o n  r a d i o a c t i v e s  s o n t  r e j r o u p é e s  e t  

l y o p h y l l i s é e s .  

La p u r i f i c a t i o n  p a r  C.L.H.P. es t  r é a l i s é e  s u r  1 

une co lonne  a n a l y t i q u e  R.P. 18 e n  u t i l i s a n t  l e  s y s t h e  

d ' é l u t i o n  s u i v a n t  : g r a d i e n t  e a u - e a u / a c é t o n i t r i l e  (80/20) 

e n  5  min, é l u t i o n  i s o c r a t i q u e  e a u / a c é t o n i t r i l e  (80/20) 

pendant  15 min e t  g r a d i e n t  e a u / a c é t o n i t r i l e  (80/20) - 
a c é t o n i t r i l e  (100) e n  5  min.  Le  d é b i t  imposé es t  d e  

0 , 7  ml/min. 
1 

L e s  f r a c t i o n s  a b s o r b a n t  à 254 nm s o n t  récup6r i tes  

l y o p h y l l i s é e s e t  c o n s e r v é e s  à -80°C pour  a n a l y s e s  u l t é r i e u r e s .  



Biosynthèse 

Incorporations 
13 - Incorporation d'acétate de sodium [l- Cl 90 % 

On utilise 10 fioles de culture. L'acétate de sodium 
1 9  
13 11- Cl (500 mg) est additionné stérilement en solution - - 

aqueuse aux 6-, 7 , 8 , 9- et 10- jours de culture; à 

raison de 10 mg par fiole et par jour . La culture est 
extraite et la botryodiplodine Purifié&--comme précédemment. 

- Incorporation d'acétate de sodium [2-13c]90 % 
l 

13' acétate de sodium [l-2 Cl 90 % 

Les incorporations d'acétate de sodium [2-13c] 

et [l-213c] ont été effectuées comme précédemment en uti- 
- 

lisant 500 mg d'acétate de sodium [2-13cl 90 % et 250 mcr 

d'acétate de sodium [l-213c1. 

- -. Incorporation d'acide [ 2-14d, orsellinique ---- 

(5 pCi/mrnole) -- 
On utilise 2 fioles de culture.L.'acide 214c orsel- 
6 linique (10 cprn) est additionné stérilement en solution sodique 

5 
aux 9- et 10- jours de culture; à raison de 2,5.10 cpm par 

jour et par fiole. La culture est extraite et la botryo- 

diplodine purifiée. 
13 - Incorporation d ' acide [ 2-13c, carboxyle Cl 

orsellinique 

On utilise 5 fioles de culture; 20 mg d'acide 

[ 2-13c, ~ a r b o x ~ l e ~ ~ ~ l  (90%) sont additionnés stérilement 

de la même manière que précédemment. La botryodiplodine 

est extraite et purifiée. - 

- Incorporation d' acide [3-413c1 orsellinique 
L' incorporation d'acide [3-413c] orsellinique 

a été effectuée comme précédemment en utilisant 20 mg d'acide 
13 

[ 3-4 CI orsellinique. 
14 Synthèse des precurseurs C et 13c 

- &bide orséllinigue [2-14c] 14 --------------- ---------- - 
Dans un ballon de 200 ml, 300 mg de sodium sont dissous 

dans 10 ml d'éthanol absolu. 1,lO g (8,5mmole) d'acétoacétate 

d'éthyle et 42,5 $!i d'acétoac e tate d'éthyle [3-l4c1 (8,s m ~ i /  

moles) sont ajoutés. A cette solution, 970 m - ~  (8,5 moles) de 

crotonate d'éthyle sont additionnés en 5 :nin. Le mélange 

réactionnel est laissé sou.s aTitation pendant lh à 20°C 



e t  p o r t é  à r e f l u x  pendant  3  h .  En f i n  d e  r é a c t i o n ,  on 

a c i d i f i e  l e  n i l i e u  e t  une e x t r a c t i o n  d e  maniè re  h a b i t u e l l e  

permet d e  r e c u e i l l i r  l g  d e  17 ,que  l ' o n  c r i s t a l l i s e  dans  - 
l ' é t h a n o l  abso lu .  Rendement 43 %. 

F = 70 - 72OC 

S . M .  : m / e  198 (M', 24 ,5)  ; 178 (26.6) ; 148 (26,O) ; 

137 (39 ,7 )  ; 128 ( 7 5 , 5 )  ; 125 ( 2 6 , 7 )  ; 115 (88,9)  ; 6 9 ( 1 0 0 ) .  

R . M . N ~ H  60 M H z  (DMSO D G )  1 Gpp?II 0.95 ( t)  i 1,25 (d) i 

2,35 ( d )  ; 3,50 ( m l  ; 4,20 ( q ) ;  5,30 (s)  ; 6,60 (s  l a n e )  

D i b r o m o o r s é l l i n a t e  d '  EIthyle [214c1 18 ........................ --------- - 
1 g d e  17 sst d i s s o u s  dans  10 m l  d ' a c i d e  a c é t i q u e  - 

7 l a c i a l .  A c e t t e  s o l u t i o n ,  on a d d i t i o n n e  24,O g (15 m o l e s )  

d e  brome e n  s o l u t i o n  dans  10 m l  d ' a c i d e  a c é t i q u e .  L 'ensemble 

es t  l a i s s é  12 h à 20°C soiis l e n t e  q i t a t i o n .  Le p r é c i p i t é  

18  formé es t  f i l t r é .  On r é c u p è r e  1 , 6  q d e  c r i s t a u x  b l a n c s  18.  - - 
Rendenent : 90 8 .  

R.M.N'H 60 MHz (DMSODG), Gppm 1,35 (s)  ; 2 , 3 5 ( s )  ; 

4,40 (q), 10 ,65  ( l a r g e ) .  

Acide -____-_---_-__---_____ d i b r o m o o r s é l l i n i q u e  _____-___ [ 2 l 4 c 1  - 19 

l , 6  g d e  16 s o n t  d i s s o u s  dans  10 m l  d ' a c i d e  - 
s u l f u r i q u e  à 98 % e t  l a i s s é s 3 0  mn 2 %O°C. L'ensemble es t  

e n s u i t e  j e t é  s u r  un mélan-je eau-g lace  e t  16 est  f i l t r é .  - 
On r é c u p è r e  1,35 g d e  1 9 .  Rendement 92 %.  - 

F = 210 - 212OC 

S.M : m / e  326 (M', 20 ,4 )  ; 308 (30.6) ; 230 (28 ,9 )  ; 

82 (87,2)  ; 80(100)  

R . M . N ~ H  60 MHz (DIISOD ) , 6ppm 2,40 (s)  ; 1 1 , O O  ( l a m e )  

' g c i ~ e  M 
1 , 3 5  g de 1 9  s o n t  d i s s o u s  dans  100 m l  d e  soude - 

2 N  à O'C. 1 g d ' a l l i a y e  d e  nickel-aluminium est a j o u t é  

e n  20 min e t  l ' e n s e m b l e  e s t  l a i s s é  2  h à O°C. L e  mé la rqe  

r é a c t i o n n e l  e s t  f i l t r é ,  a c i d i f i é  e t  e x t r a i t  d e  n a n i s r e  

h a b i t u e l l e .  On r é c u p è r e  530 m 3  d e  1 4  que l ' o n  c r i s t a l l i s e  - 
d a n s  un ni é l a n g e  eau-acétone .  Rendement 77 % . 



R . M . N ~ H  60MHz (DMSOD6), Gppm 2.10 (3H,s) ; 5,55 

(2H,s) ; 9,10 (2H,s) 
13 

R.M.N C (CD3CN). Gppm 244, (q) ; 101,4 (d) ; 

Activité spécifique 5vCi/moie. 
13 

Acide _ _ _ _ _ - _ _ _ _ _ _ _ _ _  ors6llinique _ _ _ _ _ _ _ _ _  [ 2- CL _-_____------- c a r b o ~ v l e ~ ~ ~ l  _ 15 

La synthèse de 15 est réalisée comme pour le - 
canposé - 14 , à partir d'acéto-acétate d'éthyle 11-313~~ 

- 9  

que l'on prépare à partir d'acétate de sodium[l~~l (90 % )  . 
Acétate d'éthvle [lL3cl 21 ....................... - 
3 g d'acétate de sodium [113~1(90 9 )  et 4,9 g 

de sulfate d'éthyle sont introduitsdans un ballon de 

10 ml, muni d'une courte colonne à distiller et d'un 

réfrigérant descendant. L'ensemble est porté à 180'~ et 

on distille 21 au fur et à mesure de sa synthèse. On - 
récupère 3 3 de - 21 -pur. Rendement 93 % . 

Acétoacétate d'éthyle [ 1-3l3c1 22 ------------------ ---------- - 
Dans un ballon de 50 ml, on introduit 3 7 de 

21, 15 ml de toluène et 720 mg d'hydrure de sodiun. L'en- - 
semble est porté à reflux pendant 3 h. En fin de réaction, 

on neutralise par de l'acide acétique à 50 % et on extrait 

de manière habituelle. On récupère 1 9 d'une huile jaune 

que l'on chromatographie sur une colonne de silice éluée 

par un mélange acétate d'éthyle-nhexane (30/70) . 750 .n3 

de - 22 sont obtenus. 
13 

Acide orsélliniaue [2 C l  ~ a r b m v l e ~ ~ ~ ]  15 
---i-i--------iii-i-i---iiI------------------ - 

13 R.M.N C (CD3CN) : 6pp 166,2 ; 176.0. 

Acide --------------- orséllinique ---------- [3-413c1 - 1.6 

Chlorure d'acétyle [ 1-213~1 23 --------------- ---------- - 
Dans un ballon de 10 ml refroidi à -lOOc, on in- 

troduit 2 7 d'acétate de s0di.m l 1 - 2 ~ ~ ~ 1  (90 % )  et 6 7 d'oxy- 



c h l o r u r e  d e  phosphore.  L 'ensemble es t  ramené à 20°C e n  

30 min e t  l a i s s é  2 h  à t e m p e r a t u r e  ambiante .  Une d i s t i l -  

l a t i o n  permet  d e  r e c u e i l l i r  1 , 5  7 d e  23 pur. Rendement : - 
80 %. 

Bromo-1 -------- p r o ~ è n e  - - L i - - - - -  n a y n é s i m  --____ - 24 

Dans un b a l l o n  d e  100 m l  équ ipé  d ' u n e  ampoule 

à brome e t  d ' u n  r é f r i g é r a n t  a s c e n d a n t ,  on i n t r o d u i t  20 m l  

d e  THF anhydre  e t  730 mg (30 m At/g) d e  magnésiun. On 

a d d i t i o n n e  30 mmolesde bromo-1 propène e n  20  min e n  

main tenan t  une t empéra tu re  d e  4 0 ' ~ .  En f i n  d ' a d d i t i o n ,  on 

p o r t e  l ' e n s e m b l e  à r e f l u x  pendant  1 h  e t  on o h t i e n t  24  

e n  s o l u t i o n  dans  THF. 

C & ~ ~ y ~ = ~ - x g ~ è n e  _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _  a e r c u r e  - 2 5  

A l a  s o l u t i o n  p r é c é d e n t e ,  r e f r o i d i e  à O'C, on 

a j o u t e  8 , l  g de  c h l o r u r e  de  mercure  d i s s o u s  dans  250 m l  

d e  THF anhydre.  L 'ensemble r é a c t i o n n e l  es t  l a i s s é  2  h 

à O°C s o u s  v i v e  a 3 i - t a t i o n .  En fin d e  r é a c t i o n ,  l e  THF e s t  

évaporé e t  une e x t r a c t i o n  à l ' é t h e r  C thy l ique  permet  d e  

r e c u e i l l i r  6 ,9  g d e  c r i s t a m  b l a n c s  d e  25 que l ' o n  c r i s t a l -  

@ 
- 

l i s e  d a n s  l e  méthanol .  

R . M . N ~ H  60 MHz (DMSOD6), 6ppm 2 , O  (39,m) ; 

5,90 (2H, m); 

Pentene-3 one-2 [1-213c1 26 ........................ - 
2'61 (20 mmoles) d e  c h l o r u r e  d ' a l u n i n i u n  e t  

1 , 5  g (20 mmoles) d e  23 s o n t  d i s s o u s  d a n s  50 m l  d e  - 
dichlorométhane .  La s o l u t i o n  e s t  r e f r o i d i e  à -l.O°C e t  

l on a j o u t e  e n  5 min,  5 , 5  q ( 2 0  mmoles) d e  25 d i s s o u s  dans  - 
I 50 m l  d é  d ich lo rométane .  L e  rné lanje  r é a c t i o n n e l  est  l a i s s é  

1 5 min. s o u s  v i v e  a g i t a t i o n ,  j e t é  s u r  l ' e a u  e t  e x t r a i t  a u  

d i c h l o r a n é t h a n e .  On r é c u p è r e  1 , 5  3 d e  26  pur. Rendenent 89 8 .  - - 

Dihydro _ _ _  ~ ~ ~ ~ _ _ ~ ~ _ _ I ~ _ ~ _ _ ~ ~ _ _ _  o r s é l l i n a t e  d ' é t h y l e  ____--_____ [3-4l3c1 - 27 

l 
1 
l 

410 mq (18. mrnoles) d e  sodium s o n t  d i s s o u s  dans  

100 m l  d ' é t h a n o l  a b s o l u .  A c e t t e  s o l u t i o n ,  s o n t  a j o u t é s  - 
1 

2 , 9  g (18 mmoles) d e  malona te  d ' é t h y l e  e t  1,s 3 (18 m o l e s )  

de 26. L 'ensemble est  l a i s s é  2 h  à 20°c e c  e x t r a i t  de - l 
maniè re  h a b i t u e l l e .  On o b t i e n t  3 , 3  3 d ' u n e  h u i l e  que  l ' o n  



cr is ta l l i se  d a n s  l ' é t h a n o l .  R e n d m e n t  92  % .  

A c i d e  o r s é l l i n i q u e  [ 3 - 4 l 3 ç 1  1 5  --------------- ----------- - 
L a  s y n t h è s e  de - 1 6  e s t  réal isée à p a r t i r  de - 2 7  

came d é c r i t  p o u r  l e  composé - 1 4 .  

S . M  : m / e  1 7 0  (M', 4 7 , 3 )  ; 1 5 2  ( 9 6 . 4 )  ; 1 2 4 ( 1 0 0 )  ; 

9 6 ( 7 0 )  ; 7 9 ( 1 0 , 3 )  ; 7 1 ( 4 3 , 0 )  
1 3  

R.M.N C (CD3CN). Bppm 1 0 1 , 4  (d ,  J = 6 7 . 1  Hz) ; 

1 6 3 , 2  (d l  J = 6 7 , l  I i z ) .  
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