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INTRODUCTION



L'intérét accordé aux moisissures comme conta-

.minants de nos denrées alimentaires, est relativement

récent. En fait, il faut que se produise en Anjyleterre,
en 1960, une épidémie trés grave dans les élevages de
dindes ("Turkey X disease"), faisant suite & des inci-
dents dans les &levages de porcs au Maroc, pour que les
scientifiques s'intéressent aux prooriétés biolojyiques
des toxines synthétisées par ces moisissures et pour
apprécier aussi le risque posé par cette forme de con-
tamination fongique.

L'étude des différentes mycotoxicoses devait
révéler la diversité de constitution chimique des mycoto-

xines; la pluralité de leurs effets physicopatholoyiques

et dans certains cas,l'extraordinaire danyer de ces toxines

pour les populations humaine et animale.

A titre d'exemples, nous citerons les aflatoxines

synthétisées par Aspergillus flavus. L'aflatoxine Bl est

responsable des épidémies citées au début de cette intro-

duction. L'aflatoxine B, correspond au plus puissant des

1 .
hepatocarcinogénes connus a ce jour pour le rat.
Il convient aussi de souligner que 1'épidémnie

extrémement grave qui ravagea 1l'Ukraine entre 1943 et

1948 et qui est connue sous le nom de ATA (aleucie toxique

-

alimentaire) est due a des mycotoxines (trichothecénes)
synthétisées par différentes souches de Fusar um (1)con-

taminant le mais stocké dans de mauvaises conditions.

Uhe autre espéce, Penicillium roqueforti, moisissure

utilis@e dans l'affinage du fromage de Roguefort; devait

aux alentours de 1970, créer de sérieux problémes aux res-

ponsables de l'industrie fromagére. Certaines souches de

cette moisissure synthétisent une série de métabolites ses-

quiterpéniques dont la P.R. Toxine est de loin le plus toxique.

Enfin, rappelons que l'on s'interroge encore sur

le r6le joué par la patuline, mycotoxine synthétisée par de

nambreuses moisissures dont certaines souches de Penicillium (2),




W

dans 1'étiolocgie du cancer de l'estomac, que la vomitoxine
(toxine synthétisée par'de nombreuses souches de Fusarium),
pose actuellement des problémes sérieux au Canada et que
la présence de zéaralénone dans les céréales est trés
suivie par les autorités vétérinaires.

En dehors des études faites pour lutter contre
la contamination de l'alimentation humaine et animale
par les mycotoxineé; il convient de dire gue certaines
d'entre elles ont fait l'objet de recherches destinées
d élucider leur mécanisme d'action et qu'elles se sont
révélées étre de remarquables modéles d'étude.

| La place d'honneur revient certainement &

l'aflatoxine B, gui a permis d'établir des résultats de
premiére importance sur ses interactions sur le DNA et
sur son rdle dans l'induction de systénes de réparation
drronés chez E. Coli. Dans un autre damnaine, la mise en
évidence des propriétés immunodépressives de certaines my-
cotox ines comme la thoxine (mycotoxine de la famille des
trichothécénes) pourrait expliquer les symptdimes pathologiques
liés a sa présence. .

Derniérement, au cours de recherches systématiques

sur la toxicité de diverses souches de Penicillium Roqueforti,

Une nouvelle toxine, la botryodiplodine 1 a ét& isolée (3).
Cette mycotoxine a été isolée pour la premiére fois d'une

autre espéce fongique, Botryodiplodia theobromae (4), dans

le cadre de recherche d'antibiotiques d'origine fongique.




Ce travail concerne la botrvodiplodine, dont
1'obtention a ?ermis de concevoir une étude & plusieurs
‘niveaux des propriétés biologiques et chimiques jusqu'ici
inconnues de cette mycotoxine.

Ces recherches ont été& menées par deux groupes
(celui de Y.Moulé & Villejuif et le ndtre) qui ont aboxrdé
les problémes sous des ang les complémentaires. Le groupe
de Y. Moulé a étudié les effets de‘la botryodiplodine sur
des cellules de mammiféres en culture alors gque nous nous
sommes proposés de définir la nature des interactions de
cette mycotaxine sur le DNA. La botryodiplodine constitue
un excellent modéle d'étude pour la compréhension des

mécanismes de mutation par certains agyents chimiques.

I- Propriétés biologiques de la.botryodiplodine .

T ST A e e e it S O e i o b T r_ " — — — — o — —— 7o S

Y.Moulé a montré que la mycotoxine inhibe la
croissance de tous les types de cellules en culture
testées (cellules fibroblastiques et épithéliales). Céci
peut s'expliquer par le fait que la botryodiplodine altére
le métabolisme cellulaire au niveau de trois de ses méta-
bolismes essentiels, 3 savoir les processus de réplication
(autoduplication du DNA qui détient 1l'information génétique),
de la transcription (synthése des différents RNA sur la
matrice DNA), et de traduction (synthése de protéines dont
la SPécificité est assurée par le décodage des RNAm qui
leur correspondent) (5).
| L'analyse des courbes de cinétique de 1'inhibi-
tion des trois métabolismes par la mycotodxine montre que
le blocage de la transcription et de la traduction n’est
pas du a des effets secondaires corrélatifs & l'altération de la répli-

cation, mais bien des éffets qui s'exercent simultandment sur les 3 processus.

La botryodiplodine posséde un pouvoir mutagéne qui
se traduit par une induction de révertants dans le test de

Ames sur Salmonella typhimurium (6) et une induction de mutants

~

résistants d la thioguanine (7).

En outre, la botryodiplodine induit l'augmentation



significative des échangeé entre chromatides-soeurs dans
des cultures de cellule V79 (7).

Les recherches qui établissent l'activité géno-
toxique de la mycotoxine, ont permis aussi de montrer que
la molécule est directement active (7), qu'elle ne néces-
site pas de métabolisation préalable pour acquérir ses
potentialités. Ce fait devreit pemettre d'aborder plus
facilement 1'étude des interactions in vitro que la toxine

contracte avec les autres molécules.
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En utilisant comme critére la libération du
DNA de la chranatine en milieu de force ionique élevée
en présence de détergent et la sédimentation isopycnique
de ce DNA en gradient de chlorure de césium & une densité
de 1,7g/cm3, Y.Moulé a montré gue la botryodiplodine induit
la formation de pontages DNA-proteines. Les propriétés de
ces pontayes ont &té étudiées (8) et montrent que les
activités biologiques de la botryodiplodine sont liées au

groupe hémiacétalique de la toxine.

II- But du travail

Le mode d'action de la botryodiplodine, c'est-&- ~
dire 1'étude de 1l'interaction entre les métabolismes cel-
lulaires et cette mycotoxine n'a jamais été précisé. Il
nous a semblé important de chercher & comprendre les mé-
canismes pouvant intervenir dans la toxicité& au niveau des
génes d'une cellule.

L'interaction entre DNA,protéines et botryodiplo-
dine (crosslink)permet de penser qu'une liaison covalente
entre ces trois molécules est probable. Nous avons donc
choisi d'é&tudier la réactivité de la toxine sur le DNA et
les bases nucléiques.

Les difficultés liées a une telle approche nous

ont paru justifier, en premier lieu, une étude de la réac-




tivité de la mycotoxine sur des amines aromatiques et
des modéles aminopyrimidiqﬁes et amino puriques, cette
étude devant nous permettre d'aborder ensuite ce probléme
au niveau des bases nucléiques du DNA.

. L'intérét biologique que présente cette mycoto-
Xxine nous a incité & étudier sa biogénése. En effet,
malgré la simplicité structurale; ce squelette carboné
n'a jamais fait l'objet d'études biosynthétiques. Son
classen.cnt actuel repose uniquement sur sa structure
chimigue de type furanne.Nous avons choisi d'aborder cette
étude 3 1'aide de la Résonance Magnétique Nucléaire du
carbone 13.
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REACTIVITE CHIMIQUE ET ACTIVITE BIOLOGIQUE

1- Relation structure activité

La structure de la botryodiplodine présente
deux fonctions susceptibles de réagir avec des amines .:
la cétcone, et la fonction hémiacétalique.De ces deux
fonctions, il est é&vident que la fonction aldéhyde poten-
tielle que représente fhémiacétal, est la plus réactive.

La responsabilité de 1'aldéhyde au niveau
des activités bioloyiques est explorée par modification
structurale de la botryodiplodine. La méthylation de
1'hydroxyle hémiacétalique conduit au conposé 2.

2

Les proprletes biologiques de 2,comparées a
la botryodiplodine permettent de montrer due l‘hemlacetal est
indispensable & l'activité biolojique de la mycotox ine.

En effet, 2 n'est pas mutagéhe dans le test de Ames €t
n'est pas capable d'enyendrer des pontajes DNA-protéines
dans la chromatide (8) (9).

Les propriétés biolojiques de la botrvodiplodine
et son interaction avec le DNA sont donc ré&jies par la
réactivité de l1'hémiacétal.

L'étude de la réactivité de la botryodiplodine
sur des anines moddles devrait permettre; par 1l'étude struc-
turale des produits d'addition obtenus, de préciser les

rdles respectifs des groupements fonctionnels.



Le composé 2 est obtenu paf méthylation de
1l'hydroxyle hémiacétalique par réaction de la botryo-
diplodine sur l'iodure de méthyle en présence d’oxyde d'argent (10).

Les caractéristiques spectrales de 2 sont re-
portées ci-dessous.

Le spectre de masse haute résolution montre un
pic moléculaire & m/e 157,0864 [M-H]® (calc : 157,0862).

Le spectre R.M.N1H 350 MHz est facilement analy-

sable et se décompose ainsi

. § = 0,86 ppm CH,-6,4,J = 7,3 Hz
§ = 2,19 ppn CH3—8,s.
, § = 2,58 ppm CH-3, quint,J = 7,3 Hz
u —H § = 3,57 ppm CH-4,q, J = 7,3 Hz
l{a § = 3,93 ppm CHa-5,t, J = 8,6 Hz
5 § = 4,29 ppm CHb-5,t, J = 8,6 Hz
Hb § = 4,65 npn CH-2,s

Le spectre R.M.N13C montre 8 siynaux dont la

multiplicité observée en off-resonance permet l'attri-

bution suivante

295

540\\\“()

N

La stéréochimie du composé 2 est &tudiée p.27
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II- Réactivité de la botryodiplodine
sur des modéles aminés

Pour cette étude, nous avons choisi d'une part,
des modéles aminés aromatiques simples (aniline, diméthyl-
2,6 amino-4 pyrimidine, amino-2 pyrimidine) possédant
certaines analogyies structurales avec les bases nuclélques
et d'autre part; cette &tude est étendue & la caractérisation
des produits d'addition sur des bases nucléiques alkylées:
(propyl-1 cytosine 3, propyl-9 adénine 4, propvl-9 guanine
5).

Iy QI WA
T

1 - Structure des produits d'addition

S rt — —n — ———d f— St - — -~ Sy T o o~ arn s s ot W et oy e By i s i s e s S m > v o e S im 220 e s e —

La réaction de la botryodiplodine sur l‘'aniline
est réalisée dans le méthanol pendant 1 h & 20°C et conduit

a un dérivé pyrrolique instable g'



OH

| O

La stabilité de 6 n'éxdde pas 1 heure en solution
dans le chloroforme et gquelques minutes en absence de
solvant . ' _

les .caractéristiques spectrales de 6 sont données
ci-dessous.

Le spectre de masse montre le pic moléculaire m/e

201 (M%)
Le spectre R.M.N1H 60 MHz est facilement interpré-

table et se décompose ainsi :

12 i § - 1,13ppm -OH,s
OH § =2,15ppm CH,-12,d, J = 1 Hz
§ =2,20pmm _CH3—10,S
/4 3\ § —-4,65pm CH2—1l,s
5 2 § =6,65pom CH-5, s large
1 10 § =7,35ppn CH-7-8-9, m
N
le -
7
8
9

6
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- le doublet observé a 6= 2,15 ppm résulte d'un
couplage longue distance avec le proton vinylique en 5,

- 1'irradiation du siynal a8 § = 6,65pom transforme
le doublet 3 8§ =2,15 ppm en simjulet.

- le proton sortantd 6§=1,13 ppm est échangeable

avec pzo.

13 ,
Le spectre R.M.N du C présente 11 signaux. La
multiplicité observée dans le spectre off-resonance

: pennet4de proposer l'attribution suivante :

6

T T G - - T T oy e A e iy S S T s S T - -

- e e et i W e 0 o ¢ e "0 - = —

La réaction de la botryodiplodine sur le di-
méthyl-2,6 amino-4 pyrimidine est réalisée pendant 48 heures
dans le méthanol 3'60°C. Le produit d'addition 7. est obtenu
avec un rendement de 17 %. Ce produit cristallisé

(F = 110-112°C) est le seul détectable dans les conditions
utilisées. ' ‘

* Attribution réversible
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A

L'établissement de la structure repose sur
les données suivantes :

- L'analyse élé&uentaire C = 62,39, H = 7,70,

N = 16,92 est en accord avec la formule C13H19N302
(calc : C = 62,62, H=7,68, N = 16,84)

- le spectre de masse haute résolution donne
le pic moléculaire 249, 1494; qui est en parfait accord
avec la formule brute (calc : 249,1477).

- le spectre R.M.NH 350 MHz (fig 1) s'analyse

aisément et l'attribution des signaux observés estreportée

ci-dessous.

§ = 1,21lppm CH3—6,d, J = 7,3 Hz
§ == 2,24ppm CH3—8,s
§ = 2,33pm CH3—8',s
§ = 2,40prmm CH-3, m
§ = 2,50pm CH3—7’, s
§ = 3,0lpum CH-4, m
x§ = 3,94ppn  CHa-5,d.d, J1 = 8,5 Hz
J2 = 7,3 Hz
«x6 = 4,22ppm  CHb-5,t, J = 8,5 Hz
§ = 5,36pom CH-2, s large
§ = 5,90ppn;‘NH—9, d larye, J = 9 Hz
7’ § = 6,21ppm - CH-5% s

I~

¥ T,'attribution des déplacements chimiques des protons Ha et Hb est expliquée

dans 1'étude de la stéréochimie des produits d'addition p. 26.
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=

~ 1l'irradiation a. §=1,21 ppm perturbe le

~

signal observé &3 6= 2,40ppm (CH-3)

- l'irradiation &8 6= 3,0lppm modifie les deux
signaux & 6=3,94 ppm et 8=4,22ppm, ainsi que le multiplet
observé 3 6= 2,40ppm (CH-3)

~ la présence de D20 €limine le signal observé
& 5,90ppm et affine celui a 6= 5,36pmm

La multiplicité des signaux des protons Ha-5 et

Hb-5 est expliquée par les couplajyes suivants

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

J CHa-5 CH-4 = 7,3 Hz

donnant un signal de doublet
dédoublet & § = 3,94 ppn

J CHb~5 CH-4 = 8,5Hz

donnant un signal triplet a & = 4,22 ppm

L'allure du siynal observé pour le proton H-2 a 60 MHz

(doublet dédoublé) et a 350 MHz (singulet large) pourrait

&tre interprétéepar l'existence de rotaméres au niveau

de la liaison C-N. Ce phénoméne est g énéralisé sur l'en-

semble des produits d'additionhormis l'amino-2 pyrimidine.
Le spectre R.M.N13C présente 13 signaux. La

multiplicité observée dans le spectre off-resonance permet

de proposer l'attribution suivante :
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La réaction de la botrvodiplodine sur 1’
amino-2 pyrimidine est conduite dans le méthanol pendant
48 heures & 60°C. Le seul produit d'addition 8 est obtenu
avec un rendement de 13 %. 0

8

, La structure proposée repose sur les caracté-
ristiques spectrales suivantes : le spectre de masse haute
résolution montre le pic moléculaire m/e'221,1163'(M+) en

total, accord avec la formule brute C11H15N3O2 (calc : 221;1164)

Le spectre R.M.NIH 350 MHz (fig 2), présente
de grandes analogies avec le ccﬁposé 7 : on peut noter

-~

en particulier la présence d'un doublet a § = 1,22opm

correspondant au CH,-6, 1la méthYle cétone CH3-8 sortant

3 _ ,
sous forme d'un simgulet intense A& 8= 2,24 ppm.
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L'attribution des déplacements chimiques obser-
vés se décampose ainsi

§ - 1,22ppm CH3—6,d, J = 7,3 Hz
§ = 2,24ppm CH3—8,s

§=- 3,0lppm CH-4,q, J = 7,3 Hz
§ = 3,98ppm CHa-5,d.d, J1= 7,3 Hz
! J = 8,6 Hz
§ = 4,21ppm CHb-5,t, J = 8,6 Hz
§ = 5,59ppm CH-2,4.4, Jl=9 Hz
J2= 7,3 Hz
= 6,66ppm CH-5',t, J = 4,7 Hz
§ = 8,36ppm CH-6',4',4,J = 4,7 Hz

- L'irradiation & 6=1,22ppm, CH,-6, perturbe

3
le signal observé & 6=2,44ppn (CH-3)

-

- l'irradiation du CH-3 & §=2,44ppm transforme
le doublet observé & 6=1,22ppm (CH3—6) en sinjulet, trans-
forme le quadruplet a3 §=3,0lppm en triplet, le doublet
dédoublé a §=5,59ppm est modifié en doublet (CH-2).

- la présence de DZO élimine le sijnal observé
a J=6,08ppm et transforme le doublet dédoublé a
8=5,59ppm (CH-2) en doublet.

Les protons CHa-5 et CHb-5 ne sont pas équivalents. Les

couplajyes observés sont reportés page suivante.

§ = 2,44ppm CH-3, sext, J = 7,3 Hz

§ = 6,08ppm NH-9, 4 large, J = 9 Hz



o
\\\ Le doublet dédoublé observé
, - = ﬁg\quz (CHa-5) résulte des couplages
&GHZHa suivants :
2 . J CHa-5 -5 = H
5 J&GHz CHa CHb 5 8,6 Hz
RH Hb J CHa-5 CH-4 = 7,3 Hz
o Le couplage J CHb-5 CH-4 = 8,6Hz
donne un triplet & §=4,21ppm
(CHb-5)

Le spectre R.M.N. du 13C présente 10 signaux.
La multiplicité observée dans le spectre off-resonance

pemet de proposer l'attribution suivante

|00
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La réaction de la-botryodiplodine sur le propyl-l1l
cytosine est réalisée dans le méthanol a 60°C pendant
48 heures. Le produit unique d'addition 9 est obtenu avec

un rendement de 12 ¢

o
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L'établissement de la structure revose sur
les données suivantes :

le spectre de masse haute résolution montre
le pic moléculaire m/e 279,1581 (M+) qui est en accord
avec la formule brute C14H21N303'(calc :+ 279,1582).

Le spectre R.M.N'H 350 MHz (fig 3), présente
des ‘analoyies avec les composés Z et 8. On y reconnait

aisément le CH3-6, doublet sortant a §1,19ppm, le méthyle
en position 8, singulet intense a §2,25ppm.
L'attribution des déplacements chimiques observés

est reportée ci-dessous.

= 0,92ppm CH,-9',t, J = 7,3 Hz
= 1,19ppm CH.-6,d, J = 7 Hz
1,76ppm CH.-8',m, J=7,3 Hz

= 2,25ppm CH3-8,s

O O O O O
i
N W W

= 2,46pmM CH—3, m large,
: Ly = 21,5 Hz
§ < 2,99ppm CH-4,m
§ = 3,75ppm CH2-7‘,m, J = 7,3 Hz
§ = 3,95ppm CHa-5,d.d, 1= 8,6 Hz
2= 5,6 Hz

§ = 4,18ppm CHb-5,t, J = 8,6 Hz
§ = 5,62ppm CH-2, d.d, J = 7 Hz

| J = 13 Hz
§ = 5,89ppm NH-9,s larjye, 'L % = 35 Hz
§ = 6,26pom CH-5', s large N

J
J

]

§ = 7,22ppm CH-6',s large

1©
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- l'irradiation du signal 3 §=1,19prm affine
le signal observé a §=2,46ppm.

- la présence de D,0 élimine le siynal i

6=5,89ppm (NH-9) et modifie l'allure du pic & 6=5,62ppm

Les protons Ha-5, Hb-5 ne sont pas équivalents.
Le triplet CHb-5 et le doublet dédoublé CHa-5 observés
sont expliqués par les couplages suivants :

JCHa-5 CHb-5 = 8,6 Hz |

JCHa-5 CH-4 = 5,6 Hz

donnant un doublet dédoublé et

JCHb~5 CH-4 = 8,6 Hz

donnant un triplet pour le proton CHb-5

Le spectre R.M.N13C présente 14 siynaux. L'at-
tribution des déplacements chimiques est donnée ci-dessous,
en accord avec la multiplicité observée dans le spectre

off-resonance.

9



La réaction de la botryodiplodine sur le
propyl-9 adénine est réalisée dans le méthanol & 60°C
pendant 48 heures. Deﬁx isoméres 10a, 10b sont obtenus
dans une proportion de 70/30, avec un rendement total

de 21 %.
0

HN o)
N
N
NP
\\N N
10a 10b

La séparation des isaoméres 10a et 10b est
réalisée par C.L.H.P semi préparative sur une colonne
de silice, par recyclages successifs des fractions 10a,
10b les plus pures.

On récupére la premiére fraction 10a que 1l'on
cristallise dans un mélange éther éthylique-méthanol.
La 2éme fraction 10b est légérement contaminée par 10a.

Les caractéristiques physiques de 10a et 10b

sont reportées ci-dessous.
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10a L'analyse é&lémentaire C : 59,61, H : 7,03,
N : 22,89 est en accord avec la formule brute

Y . . . I Q
C15H21N502 (calc : C : 59,38, H : 6,98, N.. 23,0 )f

Le spectre de masse haute résolution montre
le pic moléculaire m/e 303,1694 (M+) qui est.en accord
avec la formule brute (calc : 303,1695). '

Le spectre R.M.N!H 350 MHz (fiy 4) est aisément
interprétable. On reconnait le méthyle en position 6,

-

sortant sous forme d'un doublet & §1,23ppn, et un sin-
gulet intense 'a 8=2,24ppm correspondant au méthyle 8.

Les protons aromatiques, caractéristiques de
l'adénine, sortent sous forme de 2 sinyulets & 67,8lppm
et §8,44ppm. |

L'attribution des sijnaw observés est reportée

ci-dessous :

§ = 0,93ppn CH3-12',t, J = 17,3 Hz
§ =1,23pmm, CH3—6,d, J = 7,3 Hz
§ =1,90pmm, CH2-11',sext, J =17,3
§ =2,24pm, CH3-8,s
6 =2,54ppm, CH-3sext, J = 7,3 Hz
§ =3,03pon, CH-4,t.d, J1= 7,3 Hz
J2= 8,5 Hz
§ =4,00ppm, CHa-5,d.d, J1= 7,3 Hz
J2= 8,5 Hz
=4,14vp, CH2—10',t, J =7,3 Hz
§ =4,24ppm, CHb-5,t, J = 8,5 Hz
=5,95pmm, CH—2,d.d,J1= 7,3 Hz
_ J2= 9 Hz
10 12’ =6,86ppn, NH-9,d, J = 9 Hz
1 =7,8lppm, CH-8',s

§ =8,44ppn, CH-2',s

Hz
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- l'irradiation & §=1,23ppm perturbe le signal
observé a §=2,54ppm

- l'irradiation du sextuplet & §=2,54ppm modifie
le triplet dédoublé & 6=3,03ppm (CH-4), transforme le
doublet & 6=1,23ppm (CH3—6) en singulet et affine ie
signal observé & 6=5,95ppm (CH-2).

- l'irradiation a §=3,03ppn (CH-4) modifie les
signaux observés a 6=4,00 et 4,24ppn (CHa-5,CHb-5) et per-

turbe le signal observé a 6=2,54ppm.

- la présence de D,0 &limine le singulet large

2
observé a 6=6,86ppm (NH-9) et affine le signal a d&=5,95ppn.
Les protons CHa-5, CHb-5 ne sont vas équivalents.

La multiplicité des signaux observés est interprétée par

les constantes de couplajye

JCHa-5 CHb-5 : 8,5 Hz
JCHa-~5 CH~-4 : 7,3 Hz
JCHb~-5 CH-4 : 8,5 Hz
: JCH-4 CH-3 : 7,3 Hz

e

Le spectre R.M.NlBC du conposé 10a présente

15 signaux dont l'attribution est reportée ci-dessous
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10a

Les caractéristiques spectrales du composé
lgg sont reportéesci-dessous.

Le Spectre de masse haute résolution montre le
pic moléculaire m/e 303,1694 (M+) en accord avec la for-
mule brute C15H21N502 (calc : 303,1695).

Il est & noter que les fragmentations observées sont
identiques au camposé 10a. ‘

Le spectre R.M.N1H 350 MHZz (fig 5) présente de
grandes analoyies avec l'isomére 10a.

Le méthyle en position 6 sort sous forme d'un
doublet & §1,12ppm. Le singulet intense a §2,24ppn cor-
respond au CH3—8.

Les protons aromatiques sortent & §=7,80ppm
et 6=8,46ppm.

L'attribution totale des déplacements chimiques

Observés estreportée ci-dessous :



§=0,96ppm CH3—12',t, J = 7,5 Hz
§=1,12ppn CH3—6,d, J=17,5 Hz
6::1,93ppm‘ CHz—ll',sext, J = 17,5 Hz
§ =2,24pm CH3—8,s
§=2,68ppm CH-3,quint.d, J1 = 7,5 Hz
J2 = 3,5 Hz
§ =3,55pm CH-4,q, J =7,5 Hz
§=4,10ppm CHa-5,d.d, J1= 7,5 Hz
J.= 9 Hz
6=4,19ppm CH,~10',t, J°= 7,5 Hz
§=4,26ppn CHb-5,d.4d, J,= 7,5 Hz
J2= 9 Hz
§=5,95ppm CH—Z,d.d,J1= 3,5 Hz
J,= 8 Hz
10’ 12 §=6,36ppm NH-9, d la;ge, J = 8 Hz
" §=7,80ppm CH-8',s
10b =8,46ppm CH~-2',s

£

- l'irradiation a é6=1,12ppm (CH3—6) perturbe le

signal observé a §=2,68ppm (CH-3).

- la présence de D,0 supprime le siynal observé

a 6=6,36ppm et transforme le2signal d 6=5,95pmm (CH-2) en
doublet,

Ia multiplicité des signaux correspondant aux
protonsCHa-5, CHb-5, CH-4, et CH-3 est facilement inter-
.prétée par les constantes de couplaye observées et se

décampose de la fagon suivante

CHa-5 JCHa-5 CHb-5 = 9 Hz
JCHa-5 CH-4 = 7,5 Hz
CHb-5 : JCHb-5 CH-4 = 7,5 Hz
CH-4 : JCH~3 CH~4 = 7,5 Hz
CH-3 JCH-3 CH-6 = 7,5 Hz
JCH-2 CH~3 = 3,5 HZ
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Le spectre R;M.NlBC de 10b vrésente 15 pics

dont la multiplicité observée en off-resonance pérmet

1'attribution suivante :

- 234

10b

L'étude de la stéréochimie des isoméres 10a,

10b, est &tudiée p.27
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| La réaction de la botryodiplodine sur le
propyl -9 guanine est réalisée dans le méthanol pendant
48 heures & 60°C. Aucun produit d'addition n'a pu étre

mis en évidence par chromatogyraphie couche mince.
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ITI-"Etude de la stéréochimie des produits d'addition

Pour aborder cette étuae, nous disposons de
2 éléments importants. En premnier lieu, la stéréochimie
de l'acétyle botryodiplodine 11 a 8té déterminée par
diffraction aux R.X et constitue donc une référence.
En second lieu, il convient de remarquer que les car-
bones 3,4,5 de la botryodiplodine ne sont pas impliqués
dans le mécanisme de formation des divers dérivés
amino-2 tétrahydrofuranne(la discussion compléte du
mécanisme réactionnel est décrite8IV). Nous considérerons
donc, dans la suite de ce chapitre,que la stéréochimie

des carbones 3,4,5 est identique & celle de la botryo-

diplodine et de l'acétyle botryodiplodine 11.
t- Stéréochimie de 1'acétyle botryodiplodine

~

L'acétylation de 1 conduit & un composé unique
11l dont la stéréochimie relative a &té déterminée par
études chimiques (11) et confirmée par diffraction aux
R.X (3).

Le spectre R.M.NH & 60 MHz n'est pas du
premier ordre au niveau de l'analyse des protons 4 et 5.

L'analyse a 350 MHz (fig 6) permet d'observer tous les

couplages attendus. L'interprétation conpléte de ce




Spectre est détaillée ci-dessous :

=0,92ppm CH,-6,d4, J = 7,5 Hz

8 3

§ =2,06ppm CH3—8,s

§ =2,22ppm CH3—1QS

§ =2,69ppm CH-3,quint, J = 7,5 Hz

§ =3,58ppm CH-4,t.d, Jl= 7,5 Hz
J2= 9 Hz

§ =4,0%9ptm CHa-5,t, J = 9 Hz

§ =4,35ppm CHb-5,t, J = 9 Hz

8

=5,98pom  CH-2,s

Les protons en 5 ne sont pas &guivalents
(CHa-5, CHb-5). Le proton Ha-5, en cis par rapport a
la méthyle cétone, est le plus blindé car il se situe,
en moyenne, dans le cdne de blindaye de la cétone.

’ La valeur des constantes de couplage des pro-
tens H-2, H-3 est gouvernée par l'angle diédre formé
par ces deux protons. Dans ce cas, cette constante est
nulle car les protons sont en position trans, c'est-3-
dire que l'angle diddre est tré&s proche de 90°.

Les protons H-3, H-4 en position cis, présentent
une constante de couplage de 7,5 Hz. De méme, les pro-
tons H-4 et Hb-5 en cis sont>couplés avec une grande
constante de couplage (JH-4 Hb-5 = 9 Hz). La constante
de couplage H-4 Ha-5 n'est pas nulle, bien que ces
protons soient dans un configuration trans. Le modéle
moléculaire (fig 7) montre qu'il peut exister une con-
formation du cycle qui assure un angle diédre d'environ
130° pour les protons H-4, Ha~5 et imposant un angle
H-2, H-3 proche de 90°, expliquant ainsi les différences
notables entre les valeurs des constantes des protons
H~2 H-3 (=0 Hz) et H4-Ha-5 (7,5 Hz).
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Fig. 7 : Modeke Dhreiding de La conformation de 11

2- Stéréochimie des composés 10a, 10b, 7, 8, 9, 2.

L'interprétation des couplages proton -proton de
1l va constituer un &lément d'accés a& la stéréochimie des
autres dérivés. De plus, la comparaison des déplacements
chimiques du proton et du carbone 13 de la série de
dérivés (tableau 1-2) permet de mettre en évidence 2 effets
majeurs.

Si l'on s'intére ssie particulidrement aux
carbones 3, 4, 5, 6 dont les substituants sont identiques
dans toute la série, la R.M.N. du proton montre essen-
tiellement un effet important au niveau du proton 4.

Les déplacemehts chimiques de ce proton se regrouvent
en 2 caté&ories : § =3ppm (7, 8, 2, 10a) et
§ =3,5ppm (11, 10b, 2)

Si 1l'on se tourne vers la R.M.N. du carbone 13,
on retrouve ces deux mémes catégories. Le tableau 2
- montre que les déplacements chimiques du C-4 et C—6’se

regroupent en 2 séries de valeurs :

C-4 : 8=53ppm (11, 10b, 2)
§=59ppm (7, 8, 9, 10a)
et C-6 : §=12,5ppm (11, 10b, 2)
>6=17,5ppm (7, 8, 9, 10a)

Ces deux effets ne suffisent pas pour conclure
guant d la stéréochimie de ces 2 séries, mais soulignent

l'existence de deux types distincts de dérivés.




TABLEAU | . o vesacesseseecessserssearesessevneeessaneasasvarans
, 5.98 2,69 3,58 4,09 4,35 0,92 2,06
, 4,66 2,58 3,57 3,93 4,29 0,86 2,19
b 595 2,68 3,55 4,10 4,26 1,12 2,24
N 536 2,40 3,01 3,94 4,22 1,21 2,24
5 559 2,46 3,01 3,98 4,21 1,22 2,2
5 5.62 2,46 2,99 3,95 4,18 1,19 2,25
08 5.95 2,54 3,03 4,00 4,24 1,23 2,2
¢ ¢2 €3 C-4 €5  C6 C-7 -8
TABLEAU 2 eeeeeuneenstsnusueennssssaunsssanscttosseesosnasesssnans
" 04,2 M, 52,8 67,7 12,2 205,4 30,3
2 10,7 42,0 53,3 66,3 12,5 204,3 29,5
106 88,6 42,4 54,0 67,0 12,9  206,5 30,5
7 88,0 42,1 58,9 67,9 17,6  207,7 29,9
8 891 41,6 59,0 67,6 17,0  207,4 29,8
9 877 4,8 58,6 68,0 17,6 206,7 29,9
10a 88,4 42,2 59,0 68,0 17,2  207,7 29,9
S

AN .
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Il est inté.r essant d'é&tudier en premier lieu,
les deux isoméres l0a et 10b qui se répartissent dans
les deux caté&ories mentionnées.

-

Nous attribuons 3 10a et 10b les stéréochi-

mies suivantes :

10a 10b 0

Ce sont 2 épiméres en 2. Cette attribution repose
sur les données suivantes.

- Dans ces deux épiméres, les valeurs des cou-
playes des protons H3, H4, H5 sont trés voisines. Elles
sont gouvernées par les valeurs des divers anjles diedres.
Comme le montre la figure ci-dessus, il existe une excel-
lente concordance entre les valeurs de ces diverssscons-
tantes chez 10a, 10b et 11, confirmant ainsi 1'identiteé
des configurations des carbones 3, 4, 5 pour ces 3 dérivés.

- La différence essentielle entre 10a et 10b
réside au niveau des couplages des protons H-2 H-3. La
valeur la plus élevée (10a) J = 7,3 Hz indique une con-
fiyuration cis de ces 2 protons, configuration qui seule
peut assurer un angyle diédre proche de 0°.

Ceci impose donc une configuration cis a l'en-
semble des substituants amine, mé&thyle et méthyle cétone
pour le composé 10a.

Par contre, le composé 10b montre une constante
faible de 3,5 Hz qui est compatible avec une configjuration
" trans des protons H-2 H-3, assurant ainsi au dérivé 10b une

-~

configuration identique & celle de 11.

H
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La stéréochimie de ces 3 dérivés est identique
a celle de 10a. Ceci repose sur les mémes arguments que
ceux développés précédemment. ‘

On note une concordance remarquable entre les
valeurs des couplages H~3, H-4, H-5. La détermination
de l'ensemble des constantes de couplage pour 9 est
impossible ; en effet, le signal H-3 n'est vas analy-
sable (signal large L %= 21,5 Hz) et le proton
H-4 sort sous forme de multiplet complexe. Par contre,

le systéme des protons H-5 présente l'allure habituelle.

H 0
7 8 | 9
R1:—Nfldiméthyl-'2,.6 . R;-—N lamino-2 pyrimidinel  Ry-N[propyl-1
amino-4 pyrimidinel : cytosine]

- la constance H-2 H-3 pour ces trois dérivés

est celle attendue pour la configuration proposée : J= 7 Hz

o e ——— s ———— —— —— 7 7 T 2

Ce composé& obtenu par méthylation de la bo-
tryodiplodine, posséde une stéréochimie identique aux
dérivés 11 et 10b. En effet, comme pour l'ensemble des
dérivés, le spectre R.M.N. du proton permet de montrer
que les couplages H-3, H-4, H-5 sont compatibles avec
la configuration proposée au niveau des carbones 3, 4, 5.

Par contre, la constante de couplaje H~2 H-3
est nulle, indiquant donc une configuration trans des
protons H-2 H-3.



d~ Discussion

—— s - ot s S o e T

L'analyse présentée ici montre que les 2
catégories de dérivés souiiqnéespar les spectres R.M.N,
proton et carbone 13 correspondent donc a 2 séries
stéréochimiques. ‘

- les composés 7, 8, 9, 10a présentent une
stéréochimie entiérement cis des substituants en C-2,

c-3, C-4. | |

~ les composés 11, 10b, 2 vpossédent une
inversion de configuration en position 2.

I1 faut souliyner gue ces propositions sont
compatibles avec les effets observés en R.M.N du carbone 13~
et du proton. | , |

En ce qui concerne les spectres 13C, les dérivés
cis présentent un déblindage des carbones 4 et 6 par
rapport aux dérivés trans. Ceci est interprétable par
1'intervention de 2 éffets différents :

- 1la configuration des composés 11, 10b et 2
crée une interaction 1,3 cis entre le substitudht en 2

et le proton en 4. On observe donc

] | 0
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entre ces substituants un effet Y classique aboutis-

sant @ un blindaye des carbones concernés (12). Il

. faut noter é&jyalement que dans ce type d'interaction,

l'effet observé en R.M.N du proton est inverse : on
observe un déblindage des érotons impliqués (12).

- la configuration inverse de 10a supprime cette
interaction 1,3 cis mais crée par contre, une nouvelle |
interaction 1,2 cis. L'effet du cette interaction sur
les déplacements chimiques 13C en série cyclopentanique,
ou tétrahydrofuranniqueconsisté en un - blindage des
carbones en interaction (13), c'est-a-dire dahs notre
cas le carbone 6. La saume de ces 2 effets se traduit,

lorsque 1l'on passe de la forme trans i la forme cis par :

0

- un déblindage au niveau du carbone C-4 (sup-

pression de l'interaction 1,3) B
- un déblindage au niveau du carbohe'C-6 (création
de l'interaction 1,2 vicinale)

Il faut‘ajouter que les effets Y et 1,2 cis
s'étendent aux carbones situds entre les jrom i ements
interaj issants. Ceci est le cas des carbones 2,3. Les
effets vy et 1;2 cis étant inverses, on observe une sta-
bilité des déplacements chimiques 13C observés pour ces
carbones lors de l'inversion de la confijuration en 2.

En ce qui concerne la R.M.N. du proton, nous
avons souli;né'précédemnent 1'influence de 1'interaction
1,3 sur le proton H-4. Le déblindaye de 0,5pprm observé
sur les dérivés présentant cette interaction (ll,"}Ob,
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2) est compatible avec l'effet attendu (12).

Il est remarquable de constater que seul ce
proton H~-4 subit un déplacement chimique notable lors-
gue l'on passe du composé 10a a 10b. Le proton H-2 en
- particulier, n'est pas affecté.

— Nous avons considéré, dans l'ensemble de ce
chap.tre, que la stéréochimie des carbones 3 et 4 é&tait
conservée lors de la réaction de la botryodiplodine
avec diverses anines. Il faut souligner ici gu'une inversion
de configuration en 4 se traduirait notablement par une
modification hnpdrtante du couplage H-3 H-4 et H-5, et du
reste, expliquerait difficilement la variation du couplage
H-2 H-3, seule différence notable entre les spéctres
de 10a et 10b.



v- 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 simultande des trois processus biosynthétiques fonda-
mentaux de la cellule, & savoir la réplication, la transcrip-
tion et la traduction.

A ce type d'inhibition, viennent s'ajouter un pouvoir
mutagéne de la mycotoxine dans le test de Ames et une aptitude
4 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 rdle 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 & 2 types de

composés:

- L'aniline conduit a un dérivé pyrrolique par
une double réaction, sur l'aldéhyde et sur la cétone.

- Les dérivés aminopyrimidiques et aminopuriques
conduisent a 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 1'amine
exocylique sur la fonction aldéhyde provenant de 1'ouverture
du cycle hémiacétalique. Il faut souligner ici que la fonction




aldéhyde de la botryodiplodine n'est pas visible spectros-
copiquement. En effet, le proton aldéhydique n'est pas vi-
sible par R.M.N. du proton. En revanche, le spectre.proton
de la botryodiplodine montre la présence de 2 épimeres, au
niveau du carbone 2, en équilibre au cours du temps. La pré-
sence de ces 2 épimeres se traduit sur le spectre proton par
une différence de déplacements chimiques des protons en 6 et
8 des 2 formes. De méme, par R.M.N. du carbone 13, on peut
noter un dédoublement des signaux de la botryodiplodine,

montrant les deux épiméres en équilibre.

(0) . 0]

Au niveau des composés amino-2 tétrahydrofuranni-
ques, il faut noter que la réaction intramoléculaire de 1'
alcool secondaire sur l'imine intermédiaire est irréversible.
Les produits d'addition, placés dans les conditions de réac-
tion, n'aboutissent pas a la botryodiplodine.
Il faut noter que les dérivés amino-2 tétrahydrofurannesN-
alkylésprésentés dans la littérature, existent sous 2 formes
en équilibre : imine et cyclique. Cette équilibre varie se-
lon la nature du substituant sur l'azote. Par exemple, on
peut citer le N-tert butyl amino-2 tétrahydrofuranne, qui
existe, en solution dans le tétrachlorure de carbone, sous
2 formes : imine et cyclique (14).
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La stéréochimie des produits d'addition de la bo-
tryodiplodine sur les modeles 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 isomeéres,

Au niveau du mécanisme réactionnel, la non participation des
groupéments 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 dernieére étape réactionnelle, c'est-a-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 cinétiqﬁes de la réaction, c'est-a-
dire qu'un état de transition favorise la configuration cis
malgré 1l'encombrement stérique.

Sur le plan de la réactivité des bases nucléiques
modifides sur la botryodiplodine, il est remarquable de cons-

tater gu'aucun produit d'addition du propyl-9 guanine sur la
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mycotoxine n'a été isolé. Aucune explication satisfaisante

sur la non réactivité du propyl-9 guanine ne peut étre 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 a des produits
d'addition sur les fonctions amines exocycliques de 1l'adénine
et de la cytosine. Aucun produit d'addition sur la guanine n'a
pu étre mis en évidence.

L'étude du mode d'action moléculaire de la botryodi-
plodine sur le géndme a été approchéepar des modéles aminés.
La structure des produits d'addition obtenus traduit le rbéle
déterminant de la fonction aldéhyae,'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 nucléiques.

Par exemple, les aldéhydes saturés réagissent sur

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

HS ~CH, , -5 = CHy
R-C —~CH
H,N COOH NH™ “SCOOH

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
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conduit & une premidre addition 1-4.

) CysH /NH\CH—COOH
CH3-—-CH:CH-—CHO — ~'CH3_(|:H—.'CH‘2 CIIHZ
scy Ngo 2

et se poursuit par une seconde addition sur la fonction al-
déhyde (18).

Au niveau des bases nucléiques du DNA, il est connu
que les aldéhydes se fixent de fagon covalente sur les acides
nucléiques. Lé malonaldéhyde, le formol, le glyoxal sont des
exemples. Par contre, le mécanisme d'addition et. la structure
des complexes obtenus sont trés malsconnus. On peut citer 1'
exemple du chloro-2 acétaldéhyde (15) (16). La réaction du
chloro-2 acétaldéhyde sur des bases nuclérquesmodifiées con-

duit a des composés du type

NH, , N
_ | |
N CICH,CHO N




o

I1 faut noter qu'aucun produit d'addition sur la
guanine n'a été isolé. Le mécanisme réactionnel conduisant
a 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.

H OH -
/¢l
NH n—H

D — >

Cette premiére‘étude sur la réactivité de la bo-
tryodiplodine sur des modéles aminés a permis d'établir
clairement la structure de ces produits d'addition et le
mécanisme réactionnel de la mycotoxine sur les bases nu-
cléiques modeéles. |

Par cette approche, il va donc &tre possible de
déterminer la nature exacte des interactions de la botryo-

diplodine sur le DNA.

-=0000000=~
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ISOLATION ET CARACTERISATION DES ADDUITS OBTENUS PAR REACTION
DE LA BOTRYODIPLODINE SUR LE DNA IN VITRO

Les activités biologiques de la botryodiplodine sur
le géndme ont montré l'existence d'une interaction entre la
mycotoxine et le DNA. Cette interaction,kqui se traduit par la
formation de cross-links, c'est-a-dire de pontages DNA-botryo-
diplodine~protéines, montre une réactivité chimique particu-
liére de la mycotoxine. De plus, l'activité biologique de la
botryodiplodine in vivo est indissociable a la présence du
groupement hémiacétalique (8) et laisse supposer une interac-
tion covalente de la molécule sur le DNA. |

I1 est effectivement possible d'isoler, apres 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-
difiédes ; c'est-a-dire qu'une base nucléique du DNA sur 300
a réagi avec la botryodiplodine. {(communication personnelle
Y. MOULE) .

De méme, 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, apres purification, d'ob-
tenir un profil chromatographique en C.L.H.P. de complexes
absorbant a 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 modeéles
de synthése dans le chromatogramme d'élution des adduits. Ces
modélés, utilisés en référence, sont les produits d'addition
de la botryodiplodine sur les 4 déoxynucléosides du DNA :
2'déoxyadénosine, 2'déoxycytidine, 2'déoxyguanosine et
2'déoxythymidine. |
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Fig. 1 : Progsl C.L.H.P. des complexes obtenus
> apris hydrolyse du D NA,
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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
ae DNA de thymus de veau dans un tampon citrate de sodium
pH 4,5, pendant 48 heures a 60° c.

L'activité spécifique de la botryodiplodine utili-
sée est de 3,3 pCi/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.

- une premiére estimation du pourcentage de fi-
xation de la toxine sur le DNA est réalisée. On obtient, en
moyenne, environ .5 % de fixation, c’est~a-dire qu'une base
nuFléique sur 20 est complexée a la botryodiplodine.

Pt B SRt Spanut S nsehupand | Stvhgutnghusgugo St igipulagto

1-_Hydrolyse_enzymatique du DNA

L'hydrolyse de ce DNA complexé a la mycotoxine est
réalisée par voie enzymatique, en utilisant successivement
une DNase I, une nucléase P1 et une phosphatase alkaline (19).

La DNase I permet une hydrolyse des liaisons phos-

phodiesters adjacentes aux bases pyrimidiques, libérant ainsi
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de petits polynucléotides a liaison 5' phosphate terminale.
La nucléase P 1 hydrolyse les liaisons phosphodiesters des
polynucléotidesde 3' en S5'. L'action conjuguée de ces deux
enzymes permet d'obtenir les nucléotides qui seront ensuite ‘
hydrolysés en nucléosides par une phosphatase alkaline (fig. 2).

I1 faut noter que le rendement total de cette dégradation

par voie enzymatique est proche de 100 %.
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Une premiére purification des produits d'addition
est réalisée par gel filtration sur une colonne BioRad P-2.
Cette chromatographie, par taille moléculaire, de 1l'hydroly-
sat permet de séparer les enzymes d'hydrolyse A, les complexes
nucléoside-botryodiplodine B, les nucléosides C et les sels
minéraux D indispensables a 1l'hydrolyse enzymatique (fig. 3).
Une double détection, par comptage radiométrique et par

absorption a 254 nm permet de localiser la fraction contenant
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les produits d'addition.

CPM Do

400+

) 300+
- +0.3

2004
0.2

100+
[eA]

A W AL

Fig. 3 : Progil d'élution de L'hydrolysat
par gel glthation.
Cette fraction B est repurifiée par C.L.H.P. en

utilisant une colonne analytique en phase inverse R.P. 18,
élude par un gradient eau-acétonitrile. On recueille ainsi

6 composés marqués au carbone 14 (fig. 4).

I1- Synthése des modéles 2'déoxynucléosides-botryodiplodine

1-_Produit d'addition _de_ la botryodiplodine

- —— s e e o U - ——— — —

La réaction de 1 sur le 2'déoxyadénosine est réalisée

dans un tampon citrate de sodium pH 4,5, pendant 48 heures a
60° C et conduit au composé 12 avec un rendement de 5 %.
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L'établissement de la structure de 12 est facilité
par les analyses spectroscopiques des composés 10a et 10b.
En effet, on observe de nombreuses analégies spectrales
entre ¢es composés.

Le spectre de masse F.A.B. montre un pic a m/e 400
(M+Na) * et m/e 378 (M+H) ", | | |

Le spectre R.M.N.lH 350 MHZ (D,0) fig. 5 est assez
complexe. Les déplacements chimiques des composés 10a, 1gg

et du 2'déoxyadénosine permettent l'attribution suivante s

= 1,28 ppm CH;-6, d
= 2,36 ppm CH348, s
= 2,59 ppm CH-3, m

= 2,59 ppm CH-2", m
= 2,79 ppm CH-2", m
= 3,7 ppm CH-4, m

= 3,84 ppm CHZ-S", m
4,08 ppm CHa-5, m
= 4,26 ppm CH-4", m
= 4,26 ppm CHb-5, m
= 4,66 ppm CH-3", m
= 5,71 ppm CE-2, s large
= 6,44 ppm CH-1", t
= 8,26 ppm CH-8', s
= 8,31 ppm CH-2', s
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On observe, entre §= 0,90 ppm et 8= 1,30 ppm, une
série de doublets. Ces signaux correspondent aux protons du
méthyle en 6 de l'ensemble des isoméres en solution.

- l'irradiation du signal & ¢§= 6,44 ppm pertur-
be le multiplet & § = 2,59 ppm et § = 2,79 ppm (CH2—2").

v - l'irradiation du multiplet observé a &= 4,66
ppm modifie l'allure des signaux aux valeurs &= 2,59 ppm et
2,79 ppm ainsi que le multiplet & &= 4,26 ppm (CH-4").

- l'irradiation & §= 3,84 ppm modifie le signal
observé a 6= 4,26 ppm (CH-4") . -

- l'irradiation du multiplet a 8= 3,33 ppm
(CH-4) perturbe l'allure des signaux a &= 4,08 ppm et §= 4,26
ppm (CH-5), et modifie le multiplet observé a §= 2,59 ppm
(CH-3).

I1 faut noter gque les protons CH,~5 ne sont pas équi-
valents. ‘

Leur attribution est réalisée par analogie avec les dérivés
10a et 10b.

_ Au niveau du déoxyribose, les protons CH2—2" ne sont
pas équivalents.

Le spectre R.M.N.13

c, réalisé dans Dy0, montre 17
signaux qui, comparés aux composés 10a, 10b et 2'déoxyribose,

permettent l'attribution suivante:

1



* Attribution réversible
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La réaction de 1 sur le 2'déoxycytidine est réalisée
dans un tampon citrate de sodium pH 4,5 pendant 48 h a 60°C
et conduit au composé 13 avec un rendement de 5 %.

S

- "
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Leé caractéristiques spectrales de 13 sont reportées
ci-dessous.

Le spectre de masse F.A.B. montre un pic 3 m/e 354
(M+H) . | |

Le spectre R.M.N.lH 350 MHz (Déof fig. 6 est assez

complexe et se décompose comme indiqué ci~dessous.

= 1,25 ppm CH3—6, d

= 2,31 ppm CH3-8,;s
= 2,45 ppm CH-3, m
= 2,45 ppm CH2
= 3,37 ppm CH-4, m
= 3,82 ppm CH2
= 4,07 ppm CH-5, m

4,08 ppm CH-4", m

= 4,18 ppm CH-5, m

= 4,44 ppm CH-3", m

= 5,45 ppm CH-2, s large
= 6,15 ppm CH-5', &

= 6,26 ppm CH-1", m

= 7,90 ppm CH-4', g

_2“' m

"‘5", m

O O2 O O Ov O O O O O o» O O O2
n

- l'irradiation du multiplet CH2—5“ a 6= 3,82
ppm perturbe les signaux aux valeurs §= 4,08 ppm.
- l'irradiation a §= 3,37 ppm perturbe ie
tiplets a 8= 4,07 ppm, §= 4,18 ppm et §= 2,45 ppm.
_ - l'irradiation a s= 2,45 ppm transforme le dou-
blet observé a s= 1,25 ppm en singulet et modifie 1l'allure des
signaux aux valeurs &= 5,45 ppm et §= 3,37 ppm.

13

Le spectre R.M.N. “c réalisé dans D,0 montre 16 pics

dont l'attribution est proposée comme suit
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3°) Produit d'addition de la botryodiplodine sur

- —— . — - — ——— — T - ————— > . " o — - (—— . —— —" ——— ——— " —— — o~ =

le 2'déoxyguanosine et 2'déoxythymidine.

La réaction de 1 sur le 2'déoxyguanosine et
2'déoxythymidine est conduite comme précédemment. Aucun
produit d'addition sur ces 2 composés n'a pu étre détecté
par C.C.M.. Ces résultats rappellent la non réactivité du
propyl-9 guanine sur la botryodiplodine.

III- Etude de la structure des produits d'addition sur le DN?

Dans un premier temps, nous avons recherche¢ la pre-
sence des composés modéles 12 et 13 dans le chromatogramme 4'
élution des adduits. Les temps de rétention des composés 12 et
13 en C.L.H.P correspondent respectivement aux temps de réten-

tion des pics VI et II.
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Le spectre R.M.N. proton 500 MHz de VI (fig. 7) est
assez complexe et montre la présence 4'impuretés. Cependant,
les valeurs des déplacements chimiques observés sur ce spectre:
montrentla présence du composé de référence 12. En effet, on
note particulieérement la présence des groupements méthyle et
méthyle cétone aux valeurs respectives de 6= 1,32 ppm et
§= 2,32 ppm. De méme, le proton H-4 sort sous forme d'un mul-
tiplet a s§= 3,30 ppm. Les valeurs des déplacements chimiques
des protons du déoxyribose sont en total accord avec le composé
de référence 12. | |

L'ensemble des déplacements chimiques observés des

composés VI et 12 est donné ci-dessous.

Protons 2 3 4 5a 5b 6 8

oooooooooooo ® © 8 4 00 8 6000 0 00 0 080000 s e e e e e

12 5,71t 2,59 3,33 4,08 4,26 1,28 2,36

VI ;ggs 2,60 3,30 4,10 4,25 1,32 2,32
Protons 2! 8!

12 8,31 8,26

Protons 1" 2" 2" 3" 4" 5"

............. ® 0 0 060 0 00 000 004 088 00 000 00090 o0

12 6,44 2,59 2,79 4,66 4,26 3,84

® 8 5 © 6 6 9 % 08 0 00 L PO PO L LN LS L e L L 60 s e s v o o

VI 6,48 2,60 2,78 4,63 4,7

* 8 00 s 00 0 s L I I B I R e L T O R R T T W)

L'analyse du spectre de masse F.A.B. de l'adduit VI
confirme les résultats obtenus par R.M.N. du proton. En effet,
on observe un pic a m/e 400 (M+Na) ¥ et mie 378 (M+H)"', en



Spectre a

Spectre b

Fig. & : Spervues ROMN. (500 MAZ) du composé 11 (a) et du modele de synthése 13 . Sodvant D 20 .

A
\'\\\-‘t
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accord avec le spectre de masse du compbsé de référence 12.
On peut donc conclure a une structure identique des
composés VI et 12, c'est-a~dire un produit d'addition de la

botryodiplodine sur le 2'déoxyadénosine, de structure amino-2
tétrahydrofuranne.

— . ————— —— - - W - ———— —

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, gqui se traduit par la présence 4‘'
un proton aromatique a é= 7,97 ppm et de signaux dont les dé-
placements chimiques sont en accord avec la structure du
2'déoxyribose.

Cependant, on note 1'absence du groupement méthyle
cétone et du proton H-4 de la botryodiplodine. L'analyse com-

-pléte 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.

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 protons aromatiques et des protons du
2'déoxyribose. La nature de la liaison covalente entre botryo-
diplodine et nucléosidesn'a pu étre établie et aucune structure

pour les composés I, III, IV, V ne peut &tre proposée.

IV- Conclusion

L'hydrolyse enzymatique d'un DNA de thymus de veau
ayant réagi avec la botryodiplodine, a permis d'isoler 6
nucléosides marqués par la mycotoxine. L'analyse structurale

de ces adduits est réalisée par l'intermédiaire de modéles



de synthese. Ces modeéeles, quiAsont les produits d'addition
de la botryodiplodine sur le 2' déoxyadénosiné et 2' déoxy-
cytidine, ont permis l'identification d'un seul des adduits
isolés. * |

Les difficultés rencontrées ici pbsent un probléme
sur la structure chimique des adduitsncnidentifiés et plus
particuliérement sur leurs origines: sont ils des produits
d'addition résultant d'une réaction chimique botryodiplodine-
DNA différente de tout les modéles amino pyrimidiques et
puriques rencontrés jusqu'ici, ou des produits de dégradation
des composés 12 et 13, obtenus sur le DNA, résultant de 1'
hydrolyse enzymatique. ’

Une étude de la stabilité des composés modeles 12
et 13, placés dans les conditions d'hydrolyse est en cours

by

et permettra probablement de répondre a cette question.

~-=0000000=-
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REACTIVITE 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 1'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 modéles aminopyrimidiques et aminopuriques,
a permis d'isoler un certain nombre de complexes de structure
amino-2 tétrahydrofuranne. La structure de ces complexes mon-
tre 1'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 4d'
isoler 6 adduits résultant 4'un greffage botryodiplodine -
basesnuclérques, La synthése de modeles botryodiplodine - 2’
déoxynucléosides, 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 moddles amino- pyrimidiques, amino purigques et sur
les nucléosides montre que seules les fonctions aldéhyde et al-
cool sont impliquées. Les fonctions méthyle et méthyle cétone
ne participent pas a la réactivité chimique de la mycotoxine
sur ces modéles. ‘

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 type amino-2 THF en

équilibre avec la forme imino-alcool.



HI 0/ bll% HO
R
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Outre l'utilisation de 1l'hydroxy-2 THF comme synthon
de dérivés amino-2 THF, il faut souligner que ce composé est
1'un des métabolites obtenus lors de la métabolisation d'un
puissant cancérogéne ; le N-nitrosopyrrolidine, par les sys-
témes microsomaux (21).

Il est connu que les dérivés de type N-nitroso sont
de puissants cancérogénes. On peut citer en particulier le
N-diméthylnitroso dont l'action sur le géndme 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 systémes microsomaux. Cette métabolisation en cancéro-
géne ultime est réalisée par une o hydroxylation.

L' @ hydroxylation conduit & 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 méme mécanisme de métabolisation, c'est-
a-dire o hydroxylation conduisant & 1l'hydroxy-2 THF par 1'

intermédiaire d'un ion carbonium.
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I1 faut souligner qu'une étude trds récente sur la
structure des produits d'addition du N-nitrosopyrrolidine sur
le DNA in vivo a été réalisée (23),Amais 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.
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Les tests de mutagénéicité ont été réalisés par
le groupe de Y. MOULE et ne montrent aucune activité de 1°
hydroxy=-2 THF. '

Mais il faut souligner une différence de réactivité
de 1l'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 a la botryodiplo-
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 Jjusqu'au
géndme et de réagir avec le DNA.

Ces observations montrent un nouvel aspect sur le
caractére cancérogéne et mutagéne de certains N-nitroso cycliques
et tout particulidrement sur le r6le des métabolites de struc-
ture hydroxy-2 époxy cyclique.

-=0000000=~-
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BIOSYNTHESE DE LA BOTRYODIPLODINE
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I - METABOLISME SECONDAIRE -

"a) Définition :

Le métakbolisme primaire d'un organisme est constitué par l'ensemble
des réactions chimiques catalysées par des enzymes qui fournissent a cet
organisme son énergie et ses constituants essentiels : protéines, acides
aminés, addes nucléiques, lipides, phospholipides, polysaccharides. Ce

métabolisme est essentiellement identique pour tous les &tres vivants.

En dehors de ‘ces produits du métabolisme primaire, les plantes et,
dans une moindre mesure, le régne animal produisent une infinie variété
de substances dont la présence est révélée par leur couleur, golt, odeur
ou leur action physiclogique. Un grand nombre de ces substances fait
partie de la "matiere médicale", par exemples : alcaloides, antibio-

tiques, terpénes, hétérosides, etc...

Ces substances ne paraissent jouer, en général, aucun rdéle dans la
biologie de 1l'organisme qui les synthétise, elles sont couramment
désignées sous le terme : métabolites secondaires. Les réactions qui
engendrent ces métabolites sont regroupées sous le termedemétabolisme
secondaire.

Toutés les études réalisées a ce jour montrent que ces métabolismes
primaires et secondaires sont trés interdépendants. Une frontiére ne
peut pas étre clairement définie entre ces deux domaines. Le métabolisme
secondaire utilise des intermédiaires du métabolisme primaire. Certains
métabolites secondaires, contrairement a la régle, ont un rdle biolo-

gique bénéfique pour 1'organisme producteur.



Citons : Le role bien connu des pigments floraux, phénoméne qui

attire sélectivement certains insectes, provoguant la pollinisation(2g).

’

Citons le remarquable moyen de défense d'une espece de scarabé
curopéen, le brachynus : lorsqu'il est menacé, cet animal secréte un
nuage toxique de benzoquinone porté a 100°C en direction de son agres-—
seur. Ce systéme de défense, unique en son genre, est le résultat d'une
réaction exothermique entre un substrat de type phénolique, d'hydro-
guinone, d'eau oxygénée et d'une catalase. Cette réaction est accom-
pagnée d'une explosion propulsant des vapeﬁrs toxiques et brilantes de

benzoquinone.

Du point de vue enzymatique, le métabolisme secondaire posséde la
plupart du temps son’ propre pool d'enzymes, codé donc génétiguement.
Néanmoins, certains systémes enzymatiques du métabolisme primaire, qui
présentent peu de spécificité pour leurs substrats, peuvent aussi réagir
avec les intermédiaires du métabolisme secondaire. Tel serait le cas de

certaines alcools déhydrogénases (27),

Le métabolisme secondaire pourrait étre en définitive la marque
d'une adaptation ou d'une évolution biochimique des especes face a
1l'environnement. Parmi les nombreuses molécules synthétisées, seules
quelques unes présentent un avantage biologique évident et deviennent un

caractere permanent de 1'espece.

Les mycotoxines sont des métabolites secondaires. Ces toxines ne
semblent pas assurer aux champignons qui les élaborent, une suprématie
particuliére. Les souches toxinogénes d'une espéce déterminée ne s'assurent
pas en effet sur les souches non toxinogénéses un avantage décisif. Par
exemple, une souche sur guatre seulement de Aspergillus flavus est
capable d'élaborer 1'Aflatoxine(28). V

b) Principales voies de biosyntheése :

Les voies du métabolisme secondaire ont été classées a partir du

précurseur du métabolisme primaire qu'elles utilisent.

L'acide acétique, sous forme activée d'acétyl-CoA, est un précurseur
de nombreux composés secondaires. Il peut se condenser avec le malonyl-CoA
pour donner 1'acétoacétyl-CoA CH,-CO-CH,-CO-5-CoA qui intervient dans la
synthése des acides gras. Par continuation de ce processus, on obtient
de longues chaines linéaires g-polycétoniques. Par des cyclisations de

type aldolique, ces derniéres peuvent produire une grande variété de
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produits naturels. Les substances dérivant de 1l'acide acétique par ce
processus sont appelées Acétogénines. Cette voie est celle utilisée pour la
synthése des pigments floraux (flavone) ou d'antibiotiques (tétracyclines)
ou de mycotoxines (aflatoxines). Nous détaillerons cette voie dans le

chapitre suivant.

Lorsque l'acide acétique se condense pour donner naissance a l'acide
mévalonique, il conduit alors a une voie de synthése trés générale, celle

des stérols.

De méme, les sucres, quelques amino-acides servent de précurseurs a
certains métabolites secondaires : le tryptophane, la phénylalanine ou la

tyrosine se retrouvent dans le sguelette de nombreux alcaloides.

II - BIOSYNTHESE DES POLYCETOACIDES -

L'acide acétique (sous forme activée d'acétyl-CoA et malonyl-CoA) est
la source de carbone la plus importante dans la synthése de molécules par

les organismes vivants. L'acide acétique intervient comme précurseur de

deux grandes classes de produits naturels : les terpenes et les polycétoacides

(polyketides).

La biosynthése des polycétoacides est peu prédominante chez les
végétaux supérieurs, mais particuliérement présente dans le métabolisme des

bactéries, des lichens et des champignons.

Une grande variété de métabolites secondaires dérivent de la voie des
polycétoacides : l'acide orsellinique 28 (métabolite fréquent de champi-
gnons et lichens), l'endocrocine 29 (pigment de structure anthraquinone
produit par certains lichens), la griséofulvine 30 (puissant antibiotique
synthétisé par certains Penicillium), les aflatoxines (métabolites

secondaires responsables de la Turkey X disease).
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Aflatoxine B1

Les polyacétoacides dérivent de chaines polycétométhyléniques [—(CHZ-CO)n—].
La biosynthése de ces chaines poly p carbonylées est réalisée, identiquement a
la voie des acides gras, par une condensation d'acétyl CoA et de malonyl

CoA, suivie d'une décarboxylation.

La réduction de 1l'intermédiaire Pdicarbonyl conduit a la voie des

acides gras.

L'addition répétée de malonyl CoA conduit a des chalnes poly B céto-

méthyléniques précurseurs des polycétoacides :
1
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CHé—-Cé
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,COOH

CHy
COSCoA

Cl$OOH

CH3\ C/CH\ C/SCOA
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POLYCETOACIDES Ac.GRAS

1

La chaine poly B cétométhylénique formée posséde des groupements
méthyléniques activés ol des réactions d'aldolisation intramc’éc

sont favorisées.
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On obtient ainsi des composés cycliques générateurs de dérivés aroma-

tiques :

EMNDCCRINE

A ce type de cyclisation vient s'ajouter une multitude d'autres
réactions (alkylation, carboxylation, décarboxylation, oxydation, réduc-
tion....) catalyséespar voie enzymatique, offrant ainsi une infinie variété

de produits naturels.

IIT - BIOSYNTHESE DE LA BOTRYODIPLODINE - ETUDE PAR INCORPORATION DE
CARBONE 13 -

a) Application de la R.M.N. du 13¢ a 1'élucidation des voies de
de biosynthese :

La principale technique utilisée pour 1'étude des chemins biosyn-
thétiques de divers composés était 1'incorporation de précurseurs radio-
actifs 1% ou 3H. Cette technique laborieuse nécessitait une degradation

chimique pour localiser sur une molécule les atomes marqués.

13 13

- La R.M.N. du ~~C permet de suivre 1'incorporation d'atome de "7C d'un

précurseur dans une molécule en évitant une dégradation chimique.

Le carbone 13 présente une abondance naturelle de 1,1% qui «. . . .i-
sante pour observer un spectre de R.M.N. du 13c de tout compusé. . . ectre
se traduit par des raies d'absorption caractéfistLques des diftérents
carbones. Chaque carbone se présente sous forme d'une raie si 1'on supprime

par irradiation.

’

simultanément les couplages dus aux protons
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Dans ces conditions, un enrichissement en carbone 13 de certains car-
bones d'un composé & partir d'un précurseur enrichi en 13c se révele dans
le spectre de R.M.N. par une augmeritation de 1'intensité des raies concerndes.
Cette propriété a donc été utilisée pour suivre, dans divers squelettes
carbonés, le devenir des carbonés 1 ou 2 de l'acide acétique utilisé comme
précurseur, par exemple :

13 R 13 .
CH; - COOH ou CH3 - CoOH
2 1 2 1

Mais cette technique fut particuliérement riche de renseignements

lorsque l'on a disposé d'acétate de sodium dont les deux carbones sont

| enrichis en 1 3

En effet, deux carbones 13 voisins dans une méme molécule présentent
un spectre de R.M.N. 13-C caractéristique résultant du couplage entre ces
deux carbones. Ces deux carbones se présentent sous la forme d'un doublet

repérable grace a une constante de couplage identique.

Un composé enrichi en acétate doublement marqué au L3¢ présente un
spectré R.M.N. ol certains pics d abondance naturelle sont entourés par

deux bandes latérales du doublet donnant au 51gnal une allure de triplet.

Comme il est tres peu probable (avec un pourcentage d'incorporation
du précurseur faible) (29)que dans une méme molécule, deux unités d'acétate

soient voisines, les couplages que l'on observe sont donc uniquement dus
13

C incorporée. On peut
donc, dans une molécule enrichie, suivre ainsi les enchainements des
molécules d'acétate, sur un squelette déterminé. Dans le cas des mycoto-
Xines, de trés nombreux travaux concernent la biosynthése de. 1'Aflatoxine.
Ci-dessous est indiqué 1'enchainement des molécules d'acétate dans le

squelette de 1'Aflatoxine obtenu par STEYN et coll.(30)

aux carbones provenant d'une molécule d'acétate
A
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Cette méthode est encore susceptible d'apporter des renseignements complé-

mentaires tout aussi précieux que 1'enchainement des unités acétate.

En effet, toute unité acétate qui sera, au cours d'un processus bio-
synthétique, 1l'objet d'une coupure, se remarquera dans le spectre du

composé examiné par 1'absence des couplages, donc de bandes latérales.

b) Etude par incorporation d'acétate de sodium CH_{_13

13(31,‘000- (90%) , 13(:11,-13000' (90%) :

co0~ (90%) ,

Nous avons, dans un premier temps, entrepris cette étude pour mettre

au point une méthode d'incorporation avec un précurseur peu onéreux.

l3C] a été réalisée en ajoutant

L'incorporation d'acétate de sodium [1-
stérilement, dans le milieu de culture, 250 mg d'acétate [1-13¢1 au 4éme,
Seme, 6eme jour de culture. Une extraction chloroformique du milieu de
culture et une purification permettent de recueillir la botryodiplodine.

Les spectres R.M.N. l?c de la botryodiplodine a abondance naturelle

et résultant de 1'incorporation, ont été effectués sur les produits d'acéty
lation et sont enregistrés dans les mémes conditions (figure l). L'attri-

bution des valeurs a été obtenue par la multiplicité des signaux observés

en off résonance :

§ =12,2 ppn CH3—6
§ = 21,5 ppm CH3—lO
§ = 30,3 ppm CH3-8
§ = 41,7 ppm CH--3

§ = 52,8 ppm CH-4

8§ = 67,7 ppm CH2_5
§ = 104,2 ppm CH-2

§ = 170,3 ppm - C-9

§ = 205,4 ppm c-7

[
Le résultat le plus caractéristique est l'augmentation des signaux

aux valeurs :

§ = 41,7 ppm C-3
§= 67,7 ppm c-5
8= 205,4 ppm c-7
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Le schéma suivant indique la localisation des enrichissements obtenus

par incorporation d'acétate [l-=13c]' au hiveau de la botryodiplodine :

13

De méme, 1'incorporation d'acétate de sodium [2-'°C] a été réalisée.

Le spectre R.M.N. 13

C, résultant de l'incorporation, est représenté (figure
2). ‘ '

On observe une augmentation de 1l'intensité des signaux correspondant

auxX valeurs :

§= 12,2 ppm C-6
§= 30,3 ppn C-8
§= 52,8 ppm C-4
§=104,2 ppm C-2
Le schéma suivant indique la lecalisntion des marquages obtenus par

incorporation d'acétate [2~13C] dans le squelette de la botryodiplodine :
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Ces premiers résultats indiquent le positionnement des carbones 1 et
2 de 1'acétate dans le squelette de la botryodiplodine. L'enchainement des
unités acétate est déterminé par incorporation d'acétate de sodium doublement mar-

213

qué [1- C], dans le milieu de culture de Penicillium Roqueforti.

Le spectre R.M.N. '13C '( Fig. 3 ) , résultant de l'incorporatioh

d'acétate [1—213C], montre la présence de 6 triplets et 3 singulets corres-
pondant aux carbones C-2, C-9 et C-10. o

L'enchainement des unités acétate, basé sur la mesure des constantes:

de couplage, est reporté ci-dessous :

o 4 c5 = 35,0 He
JC—?,C—B = 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 biosynthése; a été éliminé par un processus biologique.

Le schéma suivant résume l'ensemble des incorporations réalisées dans
le squelette de la botryodiplodine : '

CHz—COO0 '
tHy—co0

CH{==CO0 o

La bo'tryodiplodine dérive donc d'un tétracétoacide dont le carboxyle

d'une unité acétate a été éliminé lors de la biosynthése.

La complexité de l'enchainement des unités acétate, non lindaire, et
la distribution des groupements méthyle et carboxyle ne nous ont par permis

de proposer, a ce niveau, un mécanisme de biosynthése.
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L'examen de la'littérature montre que 1l'acide orséllinique 28, métabo-
lite de nombreux champignons et lichens et isolé pour la premiére fois de
Chaetomium cochliodes(31) est un poly cétoacide aromatique résultant de la

polycondensation de 4 unités acétate (32).

HO - |
oy 000 00
CHy==CO0 — — —
| o O 0 0 HO C
\

28

L'acide orséllinique a été impliqué dans la biosynthése de nombreux
métabolites tels que la fumigatine(33), 1'acide pénicillique(34) , 1l‘'acide
stipitatique(31).I1 faut souligner qu'une souche de Penicillium roqueforti
s'est avérée capable d'élaborer conjointement la patuline et 1'acide
pénicillique(35) . L'acide orséllinique est le précurseur présumé d'une

dizaine de métabolites secondaires.

En considérant ces divers aspects, nous avons cherché a déterminer si
l'acide orséllinique pouvait étre également un précurseur dans la voie de

biosynthese de la botryodiplodine.

Une premiére approche a été réalisée par une incorporation d'acide

orséllinique marqué au carbone 14.

c) Etude par incorporation d'acide orséllinique [2—14C]

L'incorporation d'acide orséllinique [2-14c) 14, possédant une activité
spécifique de 5 pci/mmole, dans le milieu de culture de Penicillium roqueforti

est réalisée au 7eme jour de culture.
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La synthése du précurseur 14 est décrite au § IV.

L'extraction, la purification et l'acétylation de la botryodiplodine,
effectuées de maniére habituelle, ont permis d'obtenir l'acétyle botryodi-

plodine possédant une activité spécifique de 0,23 pci/mmole. -

Le pourcentage d'incorporation spécifique (activité spécifique du
produit final/activité spécifique du précurseur) est de 4,6%.

Cette premiére approche montre, par un pourcentage d'incorporation
élevé, que l'acide orséllinique est un précurseur probable dans la voie de
biosynthése de la botryodiplodine.

A ce niveau, il est possible de proposer un chemin de biosynthese de
la botryodiplodine a partir de l'acide orséllinique (schéma 1) et faisant
intervenir des réactions fréquemment rencontrées dans les voies biosyn-

thétiques (réduction, coupure oxydative, époxydation, décarboxylation).

Le positionnement des carbones et l'enchainement des unités acétate
provenant de 1'acide orséllinique correspondent aux résultats obtenus par
incorporations d'acétate [l—lBC], [2—l3C], [1—213C] dans le squelette de la

botryodiplodine.

Nous' avons donc cherché a vérifier ce schéma hypothétique par synthéses
et incorporations d'acide orséllinique enrichi a l3c,
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Schéma 1: Vodie de biosynthese de La bobzyad,ép!_od,éné a partin
de L'acide onséllinique comme préewrseur.

d) Etude par incorporation d‘'acide orséllinique [2-13C, " carboxyle
13(:], [3-4-3c3 '

Une premiére localisation de la distribution de certains carbones
enrichis au carbone 13 de l'acide orséllinique dans la botryodiplodine a
été réalisée.

L'incorporation de 20 mg d'acide orséllinique [2—13C, carboxyle 13C] 15
est effectude stérilement aux 6éme et 7eme jour de culture. L'extractior-l_,- :

la purificaltion et l'acétylation de la botryodiplodine sont réalisées de

maniére habituelle.

La synthése du composé 15 est décrite au § IV.
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13¢ q'un échantillon d'acétyle botryodiplodine a

Les spectres R.M.N.
abondance naturelle et résultant de ltincorporation sont représentés

figure 4.

L'examen de ces spectres montre que les carbones C-5 et C-7 de la
botryodiplodine sont enrichis. La représentation schématique résultant de

1'incorporation est donnée ci-dessous.

Aucune redistribution d'acétate, pouvant résulter d'une dégradation‘

biologique de 1'acide orséllinique, n'est observée. Seuls deux carbones

sont marqués.

Ce premier marquage au carbone 13 établit clairement 1'intervention

de l'acide orséllinique comme précurseur dans la biosynthése de la botryodiplo-

dine. La distribution des enrichissements obtenus par incorporation

d'acide orséllinique [2-;3C, carboxyle 13 correspond au schéma biosyn-

~ thétique proposé dans le schéma 1.

Dans le but de confirmer 1'ouverture du cycle de l'acide orsélli-
nique, qui s'effectue entre le C-3 et C-4 et 1la position du carbone
éliminé (que nous supposons C-4 dans le schéma de biosynthése), nous avons

synthétisé et incorporé de l'acide orséllinique [3-413¢]
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20 mg d'acide orséllinique [3—413C]l6, , dont la synthese est décrite
au § IV, sont incorporés stérilement au 7éme jour dans le milieu de

culture de Penicillium roqueforti.

'L'extraction,<la purification et l'acétylation de la botryodiplodine
sont réalisées de maniére habituelle.

Les spectres R.M.N. 13

C d'un échantillon d'acétyle botryodiplodine a
abondance naturelle et résultant de 1l'incorporation sont représentés

( Fig.5)

On observe une augmentation de 1l'intensité d'un seul signal a la
valeur :

§. = 30,3 ppm Cc-8
Aucun couplage carbone-~carbone n'est visible. La représentation

schématique résultant de 1'incorporation dans le squelette de la botryodi-
plodine est donnée ci-dessous :

COOH

HO OH

16

L'un des carbones enrichis de 1l'acide orséllinique [3—413C] est
éliminé lors de la biosynthése de la botryodiplodine. Ce carbone corres-
pond au C-4 de l'acide orséllinique. En effet, l'enchainement des unités
acétate dans 1l'acide orséllinique montre que le carbone 4 provient d'une
fonction carboxyle d'une unité acétate. D'autre part, les études par
incorporations d'acétate [1—13C], [2—13C], Ll—213C] 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.
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L'étape clé de cette voie de biosynthése est une owverture du
cycle aromatique entre le C-3 et le C-4 de l'acide orséllinique. Une
telle coupure oxydative a déja été proposée dans une position analogue

pour la biosynthése de la sclérine(36).

e) Conclusion :

La botryodiplodine est donc un métabolite secondaire biosynthétisé
& partir d'un tétracétoacide aromatique : 1'acide orséllinique.

La voie de biosynthése que nous proposons est hypothétique, elle

13

correspond absolument aux marqﬁages C effectués et fait appel a des

réactions enzymatiques fréquemment rencontrées.

La botryodiplodine s'ajoute donc a la lis‘te des métabolites
biosynthétisés a partir de l'acide orséllinique. Il est remarquable de
constater que l'acide orséllinigue est un composé clé dans la biosyn-
thése de nombreux métabolites synthétisés par différentes classes de

végétaux .

IV — SYNTHESE DES PRECURSEURS ENRICHIS AU CARBONE 14 ET AU CARBONE 13 -

a) Synthése de 1l'acide orséllinique 2 14

‘Nous avons réalisé cette synthése comme décrit dans la litté-
rature (37), A partir de crotonate d'éthyle et d'acétoacétate d'éthyle

(314¢y .
, OEt
P 0
EtO'Na*
—
14
Eto” O 0
Br. ' OOH
sto4
R
14

HO OH

Br
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'La condensation de 1l'acétoacétate d'éthyle [3—14C] sur le crotonate
d'éthyle en milieu éthanolate de sodium permet d'obtenir le dérivé
cyclique 17.Ce dérivé est alors bromé dans l'acide acétique glacial. Le
composé iz;est obtenu dans‘d;excellents rendements. Une hydrolyse acide,
suivie dT;he déshalogénation, permet d'obtenir 14 que l'on cristallise

dans un mélange eau-acétone.

La déshalogénation, décrite dans la littérature par réaction de 19
sur 1'hydrogéne en présence de palladium, a été remplacée par réaction

de 19 sur nickel en présence d'hydrogéne naissant(38).

b) Synthése de 1'acide orséllinique [2—13C, carboxyle 13C] 15

Nous avons repris la suite réactionnelle décrite précédemment, pour
la synthése de 15 , & partir de crotonate d'éthyle et d'acétoacétate
d'éthyle [133¢].

313

La synthése d'acétoacétate d'éthyle [1-37°C] est réalisée a partir

d'acétate de sodium [l—lBC] commercial comme décrit ci-dessous :

(Et0) ,50,

13 13 NaH, 13 13
Gy - 00 - —ggre = M3 - OBt oreng M3 - - G- L - o
21 0 0

21 22

La synthése d'acétate d'éthyle [1—13c] est réalisée par réaction

d'acétate de sodium [l—l3C] sur le sulfate d'éthyle, avec distillation
de 21 au-fur-et-a-mesure de sa synthese.

L'acétoacétate d'éthyle [k313c] est synthétisé par condensation de

21 dans une suspension d'hydrure de sodium dans le toluene'(39).

Apres acidification et extraction, 22 est condensé sur le croto-
nate d'éthyle dans une solution d'éthanolate de sodium, suivi d'une

bromation, hydrolyse et déshalogénation.

!
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Fig. 6 : Déplacements chimiques des carbones de L'acide onsellinique @

abondance naturelle (a) et enrichi sun Los carbones 7 ot carboxyle
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COOH
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Les spectres R.M.N. 13C d'un échantillon d'acide orséllinique a

abondance naturelle et résultant de 1l'enrichissement sont comparés afin

de confirmer le positionnement du marquage (Figure 6).

L'attribution des déplacements chimiques des carbones de 1'acide
orséllinique. basée sur les couplages observés en off-resonance et la

littérature (40)est reportée tableau 1.

Tableau 1 7

8COOH OOH
5 1

4 2 A
HO OH HO H

Carbone

&=105,2 ppm
§=166,2 ppm | 8
§=101,4 ppm
§=163,2 ppm
§=112,6 ppm
8§=145,1 ppm
‘ 8= 24,7 ppm
86=176,4 ppm . 8

N

166, 2 ppm

1

@ g o0 U W

176, 4 ppm



76.

c) Synthése de 1'acide orséllinique [3-413¢3 16 :

Le matériel doublement enrichi au carbone 13 disponible commer-
Cialement est assez limité. L'acétate de sodium [1—2130] est le seul

composé disponible et exploitable.

La synthése de 16 est décrite ci-dessous :

HgCly CHaCOCI

CH;-CH=CH~-MgBr CHyCH=CH-H,Cl — =" CHg~CH=CH—G==CH,
24 | -2 - 26
COOEt
CH,(COOEt), Br, n
Eto"Na* EBEEE—— ,50,
O O
27
Br. _ COOH
NiAl
NaOH.
HO
Br 16

29 LT
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1

La condensation du penténe-3 one-2 [1- 2 3C] 26 sur le malonate

d'éthyle en milieu éthanolate, permet d'obtenir le dihydro orséllinate
d'éthyle [3-413¢] 27. Une bromation, suivie d'une hydrolyse acide et une

déshalogénation conduisent au composé 16.

La synthése du penténe-3 one-2 [1*213C] 26 est réalisée par
réaction du chlorure d'acétyle [14213c] sur le chloro-l propéne 1
mercure 25 en présence de chlorure d'aluminium(4l). Il est a noter que
la réaction du chlorure d'acétyle sur des organo magnésiens vinyliques
ne permet pas d'obtenir des cétones o-f insaturées dans des rendements
satisfaisants. |

Le chlorure d'acétyle [l—ZlBC] est obtenu par réaction d'acétate

de sodium [1—213C] sur 1'oxytrichlorure de phosphore.

La synthese du chloro-1 propéne-l mercure 25 est réalisée par

réaction du bromo 1 propéne sur le magnésium dans le THF a reflux(42) et
par déplacement du métal par le chlorure de mercure dans le THF(43).

Les spectres R.M.N.13

C d'un échantillon d'acide orséllinique a
abondance naturelle et résultant de l'enrichissement 16 sont comparés

afin de confirmer le positionnement du marquage (Figure 7).

On observe deux doublets intenses aux valeurs :

§= 101,4 ppm J = 67,1 Hz c-3
§= 163,2 ppm J =67,1 Hz c-4

il

Il est a noter que le signal observé entre chaque doublet provient
d'un monoenrichissement des carbones 3 et 4 de l'acide orséllinique.
L'acétate de sodium utilisé est enrichi & 90% en carbone 13, c'est-a-

dire que l'on a statilstiguement :

81% de molécules l3c-13c

18% de molécules l3c_12c ou
12, 12,

lZC_l3C

1% de molécules

On a donc une contribution non négligeable de molécules mono
marquées (18%) qui se traduit sur le spectre de R.M.N. l3c par 1'appa-

rition d'un petit signal central.

—=0000000=-
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L'étude des activités biologiques de la botryodiplo—
dine a montré le caractére génotoxique de la molécule. Cette
mycotoxine s'est avérée mutagéne dans le test de Ames et pré-
sente une aptitude & la création de pontagesDNA-protéines.

Le pouvoir toxique de cette molécule est ditectement
1lié a la présence de la fonction hémiacétalique. En effet, la’
méthylation de'l‘hydfoxyle hémiacétalique permet d'obtenir un
dérivé dont les activités biologiques sont fondamentalement
différentes de la botryodiplodine. En particulier, ce composé
est inactif dans le test de Ames et n'induit aucun pontage
DNA-protéines.

Ces résultats montrent 1l'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 modéles.

La réaction de la botryodiplodine sur des amines
~aromatiques de type aminopyrimidine et aminopurique permet
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.

I1 a été ainsi possible d'isoler de tels produits d'addition
sur des modeles 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
r8le déterminant de la fonction aldéhyde.

,

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 botrvodiplodine sur des amines
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aromatiques réside au niveau de la cyclisation intramolécu-
laire de l'alcool sur l'imine intermédiaire. Les produits 4'
addition présentent-ainsi une bonne stabilité.

Cette approche traduit les potentialités chimiques
de la mycotoxine sur le matériel cellulaire et permet la
compréhension des interactions observées entre<la botryodi-
plodine et le DNA in vivo. En effet, un tel greffage de la
botryodiplodine sur les fonctions amines des bases nucléiques
modifie profondément la structure en double hélice du géndme.
Les liaisons hydrogénes existant entre bases nucléiques du
DNA et maintenant une structure cohérente en double hélice,
se voient détruites. Une structure du DNA ainsi modifiée, se.
traduit par un disfonctionnement du métabolisme cellulaire.

Mais il reste certain que la réactivité chimique de
la botryodiplodine ne se limite pas exclusivement aux bases
nucléiques du DNA. Ainsi, les RNA et les protéines sont sus-
ceptibles d'interagir avec la mycotoxine.'

La formation des cross links entre DNA et protéines
est une altération celldlaire provoquée par de nombreux al-
déhydes et par la botryodiplodine; Il est possible de proposer
un mécanisme de formation de ces pontages. Ces pontagesvré-
sultent de la réaction chmique d'une fonction amine d'une base
nucléique ou d'un acide aminé sur la botryodiplodine. L'imine

ainsi formée réagit avec une autre fonction amine.
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La réactivité chimique de la botryodiplodine sur
le DNA in vitro permet d'isoler, apres hydrolyse enzymati-
que du DNA, 6 nucléosides greffés a la mycotoxine. L'étude
structurale de ces adduits a été réalisée par la synthése
de modeles de référence. Ces modeéles, 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 probléme sur leurs origines et plus parti-
culiérement sur la stabilité des adduits lors de l'hydrolyse
enzymatique du DNA. '

Cette étude montre que l'approche par des modéles
pyrimidiques et puriques est primordiale a 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 1ét ale au niveau cellu-
laire et sa simplicité structurale, la botryodiplodine s'a-
vere un excellent modele d'étude, tant au niveau biologique
que chimique, pour la compréhension des interactions drogue-
DNA, |

L'intérét biologique que présente la botryodiplo-
dine nous a incité a déterminer la voie de biosynthésé 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 a partir
d'un tétracétoacide.

Un chemin de biosynthése de la mycotoxine a partir
de l'acide orséllinique a été proposé. L'incorporation d'acide
3¢ et 3-413

confirmer la voie biosynthétique proposée.

owxéllinique [213C, carboxyle Cl a permis de

Il est remarquable de noter que l'acide arstllinique,
composé naturel de diverses classes de végétaux, est un inter-
médiaire fréqguemment rencontré dans les voies de biosynthise

de métabolites secondaires.
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L'intérét croissant accordé a 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 contamihétion alimentaire
de la botryodiplodine est treés limitée. En effet, il s'est

avéré que peu de souches de Penicillium roqueforti sont ca-

pables d'élaborer la toxine.

-=0000000=-




PARTIE EXPERIMENTALE
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GENERALITES

Les'spectres infra-rouge (I.R.) ont été

enregistrés sur un spectrophotométre PERKIN ELMER 157 G.

- , " -1
Les fréquences sont données en cm .,

Les spectres de . résonance magnétigue

nucléaire du proton R.M.N!H ont été enregistrés
sur les appareils suivants :

- BRUCKER WP 60 (60 Mtiz)

- BRUCKER WP 80 (80 MHz)

- CAMECA 250 (250 MHz) C.E.A.

- CAMECA 350(350 MHz)C.N.R.S. Lyon

-~ BRUCKER WM 500 (500MHz) C.E.A.

Les déplacements chimiques sont exprimés
en §ppm a partir du triméthylsilane (TMS) pris comme
référence interne dans les solvants organiques et le trimé-
thyilsily13 propionique pris comme ré&férence interne
dans 1'eau lourde. Les couplages sont donnés en Hertz
(Hz) . Les lettres s, d, t, g, m,ont été utilisées pour
désigner la nature des signaux, respectivement singulet,
doublet, triplet, quadruplet et multiplet. De méme,
les abréviations quint, sext ont été utilisées pour
désigner respectivement quintuplet, sextuplet.

Les spectres de ré sonance magnétique

nucléaire du carbone 13 ont é&té enregistrés sur un
appareil BRUCKER WP 80.

Les spectres de masse (S.M) ont été enre-

1

gistrés sur les appareils :

- RIBERMAG 10-10, associé & un systéme
SIDAR 121 par introduction directe :

- VARIAN MAT 311 RENNES. Pour les spectres
haute résolution.- '

~ ZAB HF ' , avec une matrice au glycérol
pour les spectreéfen‘Fast Atom Bombardment (C.I. w.bLyo“
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Les spectres ultra-violet (U.V.) ontété

enregistrés sur un appareil BECKMAN modéle 24

Les points de fusion (F) ont été pris

au banc KOFLER et ne sont pas corrigés.
Les pouvoirs rotatoires ([a]D) ont &té me-
surés a 589 nm sur un polarimétre PERKIN ELMER 141.

Les analyses é&lémentaires 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 chromatographie liquide haute performance

(CLHP) est réalisée avec l'appareillage suivant :

une pompe WATERS 6000 A, un injecteur universel U 6 K,
un détecteur UV M-440 i filtres interférentiels et

un détecteur 3 indice de réfraction R 401.

Une "extraction de la maniére habituelle"

signifie : é&vaporation des solvants de la réaction

non miscibles d l'eau, extraction & 1'éther
éthylique du résidu ou du mélange réactionnel additionné
d'eau, lavage de la phase organigue avec une solution
aqueuse acide ou basique, puis avec une solution saturée
de NaCl jusqu'a neutralité&, séchage sur sulfate de so-

dium et évaporation du solvant a sec.

Production de la botryodiplodine.

Microbiologie

La souche B.26 a été isolée d'un ensilage de
mais par Monsieur le Professeur PELHATE ; elle a fait
l'objet d'une détermination par le Centralbureau
Voor Schimmelcultures & Baarn (Pays-Bas).

; Avant toute utilisation, chaque souche est
clonée au micromanipulateur ce qui permet de ' rer

de 1'homogénéité génétique du matériel utilisé.
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Les spores isolées sont ensemencées en tubes
inclinés sur milieu "Potatoes Dextrose Agar" (P.D.A.)
DIFCO. Une suspension de spores est r&alisée a partir de
ces tubes et on ensemence environ 10°® 3 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 MgSO4, HZO' Ce milieu est filtré
sur membrane millipore 0,22 um ou stérilisé a 1l'auto-
clave 3 110° pendant 20' en fioles de Roux (150 ml de
milieu par fiole). Les fioles sont incubé&es en cultures
stationnaires pendant 8 3 14 jours & 25°C 3 1'obscurité.
Aprés cette culture, le milieu de culture est séparé de

la masse mycélium par filtration.

EXTRACTION, PURIFICATION

Le milieu de culture filtré est extrait au

chloroforme dans une ampoule & décanter : l'extrait est
concentré 3 l'évaporateur rotatif a 50°.

L'extraction Chloroformique du milieu de
culture de 50 fioles permet de récﬁpérer un extrait
brut huileux (2,2 g). Cet extrait est Chromatographié
sur une colonne de silice (200 g). La colonne est &luée
par un gradient de CHBOH dans CHC13. Un mélange‘a 2 %
en CH30H élue 850 mg d'un composé& qui est révélé en
C.C.M. par pulvérisation & 1l'acile sulfurique pur et
chauffage & 110? pendant 10 minutes (tache rouge-
violet). R |

~ Cette fraction est soumise & une C.L.H.P.
préparative colonne 30 cm x 2 cm ; silice 5-20 um ;
solvanthéxane/acétate d'éthyie (30/70, v/V) ;
débit 9,9 ml/minute , détection par réfractométre diffe-
rentiel. La fraction correspondant a la taché rouge-
- violet est &luée au bout de 20 minutes (60 mg). La
cristallisation dans:l'éther éthylique (-20°) donne
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des éristaux blancs (10 mqg)

- Botryodiplodine 1 : cristaux blancs

F 50°-52°C, [al, - 85,5°, .t = 0 et -70,5°, |

t = 45 minutes (C = 0,1, CHC13) ; S.M.,.m/e 126
" - H,0), 98,87, 85, 83, 71

S.M. haute résolu-

. + .
tion M - HZO ;26,9688. (calculé pour C7H1002 126,
06807) _
U.V. (CHCL oy _ - '
. 3) Amax 278 nm (e = 25) ; I.R. 3600, 3400,
1720 cm

R.M.N.lH (90 MHz) & ppm 0,80 ; 0,90 ; 1 ;1,05 (3H) ;
2,2 ; 2,7 '(3H) ;’2,6 (1H, m) ; entre 3,3 et 4,4 (4H m
complexe) ; 5,2 (~1H, s).

Relation structﬁre—activité
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Dans un ballon de 50 ml sont introduits
100 mg de Botryodiplodine cristallisée, 300 mg d‘'oxyde
d'argent, 700 ul de diméthylformamide et 250 ul d'iodure
de méthyle.La réaction se fera 3 20°C et sous agitation
magnétique pendant une heure. _

Le contrdle de la réaction se fait par chromato-
graphie sur couchendhce de silice. En fin de réaction, le
mélange hétérogéne est passé sur une colonne de silice
de 20 cm de hauteur et de 1 cm de diamétre. L"é&lution
se fait par un mélange acétate d"éthyle-hexane (30-70)

_ On récupére une fraction.de 115 mg, exempt
de DMF, d'oxyde d'argent et d'iodure de méthyle. Cette
-+fractionegt purifiée en H.P.L.C. sur une colonne
Lichroprep5.20 um, en utilisant un mélangé acétate d'éthyle
hexane 30/70. La détection est faite par indice de
réfraction. On récupére une fraction de 70 mg corres-
pondant au produit de méthylation de la Botryodiplodine,
contenant un mélange 4'isoméres dans des proportions
de 95-5. '



La séparation des isomdres a &té obtenue
en H.P.L.C. par recyclage en utilisant un mélange.
acétated'éthyle-haxane (15/85). Seules les caracté-
rlsthues du plus abondant ont été reportees
S.M. : m/e 127 (M - CH3 0) ; 98 ; 85 ; 83 ; 71
U.v. (CHC13) : Amax = 278 nm (e = 45)
I.R. : 1710 cm !
R.M.NH 350 MHz (CDC1,), éppm 0,86
(d, § = 7,3 Hz) ;
2,19 (s) ; 2,58 (quint, J =7,3 Hz) ; 3,33 (s) ;
3,57 (g, § = 7,3 Hz) ; 3,93 (¢, d =7,3 Hz) ; 4,29
(t, 3 =7,3 Hz) ; 4,66 (s).
RMN13C (CDCl ), gsppm 12,5 (q) ; 29,5 (q); 42,0 (d) ;
53,3 (d) ; 54, o (q) ; 66,3 (t) ; 110,7 (d) ; 204,3 (s).
- Produits d'addition de ] sur les modéles.

—— e . o A -t W as o Gy o —— ———

50 mg de Botryodiplodine sont additionnés a
33 ul d'aniline dans 1 ml de méthanol anhydre. La
réaction est faite & 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 colonneLichroprep
5-20 um, en utilisant un mélange acétate d'éthyle-Hexane
(20/80). La détection est faite & 254 nm.

On récupére une fraction dont on évaporera
le solvant délicatement. L'évapboration totale du solvant
conduit & la dégradation totale du produit.

S.M. : m/e 201 (M', 85,7) ; 184 (100), 149 (22,5)
I+.R. (CHCl,) : 3600, 2900-3000
U.V. (CHC13) Amax 254 nm



R.M.N. H kcnc13) sppm 1,13 (1H, s,-OH) ; 2,15 (3H, d, CH,-12) ;
2,20 (38, s, CH;-10) ; 4,65 (2H, s, CH,~11) ; 6,65 (1H, s, CH-5) ;
7,35 (5H, m, CH-7-8-9).

rR.M.N. L3¢ (CDC13) Sppm 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 (4) ; 127,5 (s) ; 129,0 (s).

LY
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Dans un ballon de 5ml, on introduit 144 mg (lmmole)
.de 1, 123 mg (lmmole) de diméthyl—2,6 amino-4 pyrimidine et
Iml de méthanol. L'ensemble est porté & 60°C pendant 48 h
sous lente agitation. En fin de rgaction, le méthanol est
évaporé et le brut réactionnel est passé par une colonne de
silice (10 g) éluéé-par un mélange acétate d'éthyle-méthanol
(0%, 1% 2%, 4%, 7%, 10 % en méthanol). o
L'élution’é 7 % de méthanol permet de recueillir -
une huile jaune (95 mg) correspondant & 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 1l'on
cristallise dans un mélange éther éthylique-méthanol. On
obtient 45 mg de 7. Rendement 17 %.
F : 110 - 112°C
Analyse &lémentaire : C,.H gN;O, ; C 62,39 ; H : 7,70,
N : 16,92 (calc : C :62,62 ; H : 7,68 ; N :16,84)
[a]D - 133 (C = 4,15 mg/ml, CHCl3)
S.M. haute résolution : m/e249, 1494 (M', Calc : 249,147717)
206 (59,2), 179 (72,9) , 152 (39,0) , 124 (63,9) , 123 (100),83
(85,4) :
I.R. (GHC1,) : 1710, 3300 - 3500 cm '.
U.v. (CHC13) : Amax : 242 nm (¢ : 5130), 268 nm (e: 4500)
R.M.N1H 350 MHz (CDCl,) , Sppm : 1,21 (d, J = 7,3 Hz) ; 2,24 (s) ;
2,33 (s) ; 2,40 (m) ; 2,50 (s) ; 3,01 (m) ; 3,94 (4.4, J = 8,5 Hz
J= 7,3 Hz) ; 4,22 (t, J=8,5 Hz) ; 5,36 (s large) ; 5,90(d large)
6,21 (s) R | | R |
R.M.N'c (epel,), Spem : 17,6 (@) 5 24,0 (@) ; 25,9 (@) ;
29,9 (q) : 42,1 (d) ; 58,9 (d) ; 67,9 (t) ; 88,9 (d) ; 100,3 (d) ;

.
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162,1 (s) ; 165,8 (s) ; 167,3 (s) ; 207,7 (s)
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La réaction est effectuée en 48 ha 60°C avec
144 mg (1 mmole) de 1, 95 mg (lmmole) de amino-2 pyrimidine
et lml 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 &ther éthylique-méthanol. Rendement 13 %.

F : 81-83°C

[u]D = =25,1 (C = 7,65 mg/ml CHC13)

S.M. haute résolution m/e 221,1163 (M+, calc 221,1164) ;
178 (19,3) ; 124(47,5) ; 96 (100) ; 95 (36,8) ; 83 (70,0)

I.R. (CHC1,) : 1710 ; 3300 - 3500 cm ',

Uu.v. (CHClB) : Amax : 241 nm (e=5800) ; 288 nm.

R.M.N1H 350 MHz (CpC1l,), Sppm 1,22 (4,3 = 7,3 Hz)
2,24 (s) ; 2,44 (sext, J = 7,3 Hz) ; 3,01 (g, J = 7,3Hz) ;-
3,98 (4.4, J,= 7,3 Hz, J,= 8,6 Hz) ; 4,21 (t, J = 8,6 Hz) ;
5,59 (d.4, J, = 9 Hz, J,= 7,3 Hz) ; 6,08 (d large, J = 9 Hz) ;
6,66 (t, J =4,7 Hz) ; 8,36 (4, J = 4,7 Hz)

R.M.NlBC (CDC13), Sppm 17,0 (q) ; 29,8(s) ; 41,6 (d4)
59,0(d) ; 67,6 (t) ; 89,1 (d) ; 112,3 (d) ; 158,1 (d) ;
161,7 (s) ; 207,4 (s)

~e

La réaction est effectuée en 48 h & 60°C avec
144 mg (lmmole) de 1 ., 153 mg (lmmole) de propyl-1l cytosine 3
et 1 mldeméthanol. | |

~ La purification de 9 est menée comme précédemment et
permet de récupérer'une,huile que l'on cristallise dans un mé-
lange &ther éthylique—méthanol.
Rendement 12%

F = 132 - 134°C

[aly = - 41,6 (C = 3,15 mg/ml, CHC,)

S.M. haute résolution m/e  279,1581 mt, calc = _
279,15828) ; 236 (23,9) ; 209 (57,2) ; 182 (46,1) ; 154 (62,8)
102 (23,1) ; 83 (w00) .

I.R. (CHC1) : 1710 , 3300 - 3500 cm '.

U.V. (CHC13) : Amax 285 nm, 248 nm

~e
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R.M.N1H 350 MHz (cpcly), Sppm 0,92 (£, J = 7,3 Hz)
1,19 (4, 3 = 7,0 Hz) ; 1,76 (m, J = 7,3 Hz) ; 2,25 (s) ;
2,46 (m large); 2,99 (m) ; 3,75 (m, J = 7,3 Hz) ; 3,95
(d.d, 3 = 5,6 Hz, J = 8,6 Hz) ; 4,18 (t, J = 8,6 Hz) ;
5,62 (adlarge) ; 6,26 (s large) ; 7,22 (8 large);5,89(s)
R.M.N'2C (cDC1,), Sppm 11,0 (@) ; 17,6 (q) ; |
22,3 (t) ; 29,9 (q) ; 41,8 (d) ; 51,9 (t) ; 58,6 (d) ; 68,0 (t) ;
87,7 (d) ; 93,6 (d) ; 156,4 (d) ; 164,0 (s) ; 206,7 (s) ;
0 209,2 (s)

‘propyl-9_adénine-botryodiplodine 10a 10b

-~

La réaction est effectuée & 60°C en 48 h avec
144 mg (lmmole) de 1,.177 mg (lmmole) 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 10b. Rendement 21 %.

| .La séparation de 10a et 10b 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 1'éther éthylique permet
de récupérer 17 mg de cristaux blancs. 10b n'a pu &tre cris-
tallisé. ’
10a : F = 140 - 142°C

Analyse élémentaire : C15H12N_502 ; 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 (71,1) ;
135 (31,5) 83(53,4).

I.R. (CHCl;) : 1710, 3300 - 3500 cm_

Uu.v. (CHC13)Amax 268 nm (e =15200) '

R.M.NlH 350 MHz (CDCly), Sppm 0,93 (t, J = 7,3 Hz) ;
1,23 (d, J = 7,3 Hz) ; 1,90 (sext, J = 7,3 Hz) ; 2,24 (s) ;
2,54 (sext, 3 =17,3 Hz) ; 3,03 (t.d, J = 7,3 Hz, J = 8,5 Hz) ;
4,00 (d.d, J = 7,3 Hz, J = 8,5 Hz) ; 4,14 (t, J = 7,3 Hz) ;
4,24 (t, J = 8,5 Hz) ;.5,95 (adlarge) ; 6,86 (d large) ; 7,81 (s) ;
8,44 (s) | |

-e

~e

1



R.M.N 3¢ (cDCl,), Sppm 11,1 (@) : 17,2 (q) ; 24,3 (t) ;

29,9 (q) ; 42,2 (d) ; 45,4 (t) ; 59,0 (d) ; 68,0 (t) ;
88,4 (d) ; 120,2 (s) ; 140,7 (d) ; 149,2 (s) ; 152,8 (d) ;
154,2 (s) ; 207,7 (s)

.

10b : S.M. haute résolution m/e  303,1694 (M', calc : 303,16951)
260(29,1) -; 233 (43,0) ; 218(20,1) ; 178(100) ; 177(70,5) ;

135 (25,1) ; 83 (47,8) |
I.R. (CHCl;) : 1710, 3300 - 3500 cm
U.v. (CHC13) : Amax 268 nm (e = 15100)

R.M.N1H 350 MHz (cocl,), Sppm 0,96 (t, J = 7,5 Hz) ;

1,12 (4, 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 (3.4, 3 = 7,5 Hz, J = 9 Hz) ; 4,19 (t, J = 7,5 Hz) ;
4,26 (d.4d, J = 7,5 Hz,J = 9 Hz) ; 5,95 (ddlarge) ; 6,36 (d large,
J =8 Hz) ; 7,80 (s) ; 8,46 (s).

R.M.N'3C (cDCL,), sppm 11,1 (@) ; 12,9 (@) : 23,4 (&) ;

30,5 (q) ; 42,4 (d) ; 45,5 (t) ; 54,0 (d) ; 67,0 (t) ; 88,6 (d) ;
119,8 (s) ; 140,4 (d) : 149,0 (s) ; 152,9 (d) ; 153,8 (s) ;

206,5 (s) ‘

!

Synthése. des modéles propyl~l 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 g (35,8 mmoles) de carbonate de potassium et 4,01 g
(32,6 mmoles) de bromo-1 propane sont additionnés (25). La
solution est laissée 24 h sous agitation, filtrée et é&vaporée
sous vide. On récupére une huile jaundtre 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 %, 98/2, 95/5,
90/10). On récupére une fraction correspondanf d 3 que 1l'on
cristallise deux fois dans l'éthanol. Rendement : 41 %.

F = 255 - 257°C (Litt: 256,5 = 259,5°C)

S.M. : m/e 153 (M), 138, 125, 111, 81.

R.M.N1H 60 MHz (CD,OD), oppm 0,95 (3H,t) ;
1,78 (2H, sext) ; 3,78 (2H,m) ; 6,25 (1 H, slarge) ; 7,29
(1H, s large).
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Dans un ballon de 100 ml, on introduit 635 mg
(5Smmoles) d'adénine; 50 ml de DMF anhydre et 120 mg d'hydrure
de sodium. L'ensemble est laissé& pendant 2 h 3 tempérafure
ambiante. 20 mmoles de bromo-1 propane sont additionnéesen
10 min et la solution est laissée 24 h 3 20°C (25). En fin
de réaction, le DMF est évaporé et une extraction par le
chloroforme permet de récupérer 1,1 g de cristaux jaune que
l'on recristallise dans 1'isopropanol.4 est obtenu avec un
rendement de 91 %.

F = 176-178°C ( Litt= 178-179°C, 175°C)

S.M. = m/e 177 (M") ; 148 ; 135 (100).

R.M.N'H 60 MHz (CDCly), Sppm 0,95 (t) ; 1,95(sext) ;
4,05 (t) ; 6,25 (s) ; 7,90 (s) ; 8,40 (s).

A 90 mg de botryodiplodine, sont additionnés
700 pl d'anhydride acétique et 1lml de pyridine. L'ensemble
est laissé pendant 12 h 3 20°C. 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 récupére 100 mg d'une huile
que l'on cristallise dans 1l'éther éthvlique.

F = 45 - 47°C

S.M. . m/e 126 (M'-ACOH); 98 ;87 ; 83 ; 71.

I.R. (KBr) : 1735, 1720 cm '

U.v. (CHC13) : Amax 277 nm (e€=29)

R.M.NlH 350 MHz (CDCl,), éppm 0,92 (d, J = 7,5 Hz)
2,06 (s) ; 2,22 (s) ; 2,69 (quint, J = 7,5 Hz) ; 3,58
(t.d, J=7,5Hz, J =9 Hz) ; 4,09 (t, J =9 Hz) ; 4,35
(t, 3 =9 Hz) ; 5,98 (s). _

R.M.N"2 (CDCL,), dppm 12,2 (@) ; 21,5 (@) :30,3 (q)
41,7 (d) ; 52,8 (d) ; 67,7 (t) ; 104,2 (d) ; 170,3 (s);
205,4 (s).

-e

~e
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Synthése des modéles 2'déoxynuc1éosides—botryodiplodine.
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- Dans un ballon de 5 ml, on introduit 144 my
(lmmole ) de 1,269 mg (lmmole) de 2'déwx yadénosine mono-
hydrate et 1 ml de tampon citrate de sodium 2 M oH 4,5.
L'ensemble est porté a 60°C pendant 48 h soﬁs lente agi-
tation. En fin de réaction, le milieu est ramené & pH7
et lyophyllisé. On récupére une huile que l'on chroma-
togréphie en C.L.H.P. sur une colonne semi oréparative en
phase inverse R.P.8. L'élution par un mélanye eau-
acétonitrile (80-20) permet de recueillir uﬁe fraction
contenant 12. Cette fraction est lyophyllisée et laisse
28 mg d'une poudre blanche de 12. Rendenent 9 §%.
‘ De nombreux solvants de cristallisation ont é&té
essayés, 12 n'a pu &tre cristallisé. B
- S.M : F.A.B Positif m/e 400 ( M + Na)'(24,8) ;
378 ((M + H)+,(65,5) i 262(67,8) ; 217 (44,6) ; 207(43,7)
185(56,8) ; 136(92,8). |
'~ I.R(KBr)3300-3500, 1710 cm
U.V (H,O pH7)Amax 21lnm (e =13550), 267 mm

1

(e=11550)

'R.M.NIH 350 MHz (D,0) ; Spm 1,28(d)2,36(s) ; 2,59(s)

2,79(m) ; 3,33(m) ; 3,84(m) ; 4,08(m) ; 4,26(m) ; 4,66 (m)

5,71(m) ; 6,44(m) ; 8,26(s) ; 8,31(s) |
R.M.N13C (DZO)' Sppm 16,3 ; 30,1 ; 40,0 ; 42,5 ;

58,9 ; 62,6 ; 68,1 ; 72,2 ; 85,6 ; 88,4 ; 89,3 ; 120,5 ;

’
140,7 ; 153,1 ; 154,9; 147,0

-
’

’
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La réaction est menée came précédemment avec
245 mg (1 mmole ) de 2'déoxycytidine monohydrate et 1 ml
de tampon citrate de sodium 2M pH4,5.13 est purifié par
gei filtration sur une colonne de 50 cm de hauteﬁr et -
1 cm de diamétre; yarnie d'un gel Biorad P-2 200-400 Mesh.
L'élution par un mélarnge eau-méthanol (90-10) permet de
recueillir 18 mg d'une huile contenant 13. Une purification
par C.L.H.P. sur une colonne semi préparative en phase

inverse R.P.8 et &luée par un mélamye eau-acétonitrile

(85/15) permet de recueillir 15 mg de lé' Rendement 5 %.

De nombreux solvants ont été essayés, 13 n'a pu étre cris-
tallisé.
S.M : F.A.B positif m/e 354 C(M + H)T, (23,0

I.R (KBr) : 30003500, 1710cm >
U.V-(HZO, pH7) ; Xmax 276 mm (e = 16000) ;

238 nm (e = 13450) :

R.M.N1H 350 MHz (DéO), §ppm 1,25(d) ; 2,31(s) ;
2,45(m) ; 3,37(m) ; 3,82(m) ; 4,07(m); 4,18(m) ; 4,44(m) ;
5,45(m) ; 6,15(d) : 6,26(m) ; 7,90 (m).
| R.M.N'3C (D,0), 6ppm 16,2 ; 34,7 ; 40,9 ; 43,0 ;
59,2 ; 62,8 ; 68,7 ; 72,0 ; 87,8 ; 88,3 ; 88,4 ; 98,4 ;
143,1 ; 158,9 ; 214,6 ; 227,0.

-e

Isolation des adduits sur le DNA.

Dans un ballon de 5 ml, sont introduits 10 mg
de DNA de thymus de veau et 1 ml de tampon de citrate |
de sodium 2M ajusté 3 pH 4,5. Le DNA est dissous et l'on
ajoute 35 mg de botryodiplodine marquée au carbone 14
(activité spécifique 3,3 uci/mmole). L'ensemble est porté
3 60°C,sous lente agitation pendant 48 heures. En fin de
réaction, le DNA est précipité par 1'é&thanol absolu froid
et centrifugé. Le DNA est ensuite récupéré et lavé 3 fois
par 2 ml d'éthanol absolu, par 2 ml de chloroforme et
séché sous azote.

Hydrolyse du DNA modifié

Le DNA précipité est dissous dans 10 ml d'une
solution Tris HC1l 10mM,0,1 mMEDTA et 4mM MgCl,
a pH 7,02. A cette solution, 1 000 unités de DNaseI sont

,ajusteée
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ajoutées.L'ensemble est laissé 24 heures 3 37°C sous
lente agitation.

A la solution précédente, on additionne 20 ml
d'une solution 30mM d'acé&tate de sodium ajustée & pH>5,2,
3,4 mg de sﬁlfate de zinc, et 100 unités de nucléase P-1.
L'ensemble est laissé 38 heures 3 37°C sous lente agita-
tion.

Ensuite, 10 my de phosphatase alkaline sont
ajoutésau milieu d'hydrolyse et la solution est laissée

24 heures d 37°C sous lente agitation. En fin d'hydrolyse,
le milieu réactionnel est lyophyllisé.

0 et Qo s s Gt $BE o Tt i s s e G TS i T s o A > T Prp M (o S b e o v e Yhe S G e P v o o aS .
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L'hydrolysat obtenu est chromatoyraphié sur une
colonne de 50 cm de hauteur et de 1 cm de diamétre garnie
de gel Biorad P2. L'@lution est réalisée par une solution
eau-méthanol (90-10). Le débit imposé pour la colonne est
de 4 ml/heure et on collecte des fractions de 0,5 ml dans
des tubes a hémolyse.

Les fraction radioactives sont regroupéés et
lyophyllisées. _

La purification par C.L.H.P. est réalisée sur N
une colonne analytigue R.P. 18 en utilisant le systéme
d'élution suivant : gradient eau-eau/acétonitrile (80/20)
en 5 min, &lution isocratique eau/acé&tonitrile(80/20)
pendant 15 min et gradient eau/acétonitrile (80/20) -
acétonitrile (100) en 5 min. Le débit imposé est de
0,7 ml/min. »

Les fractions absorbant ‘& 254 mm sont récupérées

lyophyllisé&eset conservées a -80°C pour analyses ultérieures.



97

Biosynthése

Incorporations

= Incorporation d'acétate de sodium [1—13C] 90 %

On utilise 10 fioles de culture. L'acétate de sodium
[1-13C] (SOOAmg) est additionné stérilement en solution
aqueuse aux 6_, 7—, 8—, 9 et 10 jours de culture; 3
raison de 10 mg par fiole et var Jour . La culture est
extraite et la botryodiplodine purifiééwbomme précédemment.
- Incorporation d'acétate de sodium [2—13C]90 %
acétate de sodium [1—213C] 90 % .

Les incorporations d'acétate de sodium [2—13C]
et [1-213C] ont é&té effectuées comme nrécédemment en uti-
lisant 500 mg d'acétate de sodium [2—13C] 90 % et 250 mg
d'acétate de sodium [1—213C].

- Incorporation d'acide [2—14d, or8ellinique

(5 uCi/mmole)

On utilise 2 fioles de culture.L'acide 21%C orsel-

linique (106cpm) est additionné stérilement en solution sodique
aux 9 et 10 jours de culture; & raison de 2,5.1050pm par

jour et par fiole. La culture est extraite et la botryo-
diplodine purifiée.

=~ Incorporation d'acide [2—13C, carboxyle13C]

orsellinique

On utilise 5 fioles de culture; 20 mg d'acide
[2-13C, carboxyle13C](9O%) sont additionnés stérilement
de la méme maniére que précédemment. La botryodiplodine
est extraite et purifiée.

= Incorporation d'acide [3- 413C] orsellinique

L'incorporation d'acide [3-4 3C]orsellinique
a ete effectuee comme precedemment en utilisant 20 mg d'acide
[3—4 C} orselllnlque.

4
Synthése des précurseurs l'C et 13C

Dans un ballon de 200 ml, 300 mg‘de sodium sont dissous
dans 10 ml d'éthanol absolu. 1,10 g (8,5mmole) d'acétocacétate
d'éthyle et 42,5 pCi d'acétoace tate d'éthyle [3—14C](8,5 mCi/
mmoles) sont ajoutés. A cptté solution, 970 my (8,5 mmoles) de
crotonate d'éthyle sont additionnés en 5 min. Le mélange

réactionnel est laissé sous ayitation pendant 1h & 20°C
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et porté & reflux pendant 3 h. En fin de réaction, on
acidifie le milieu et une extraction de maniére habituelle
permet de recueillir 1lg de 17 ,que l'on cristallise dans
1'éthanol absolu. Rendement 43 %.
. F =70 - 72°C

S.M. : m/e 198 (M, 24,5) ; 178 (26,6) ; 148 (26,0) ;
137 (39,7) ; 128 (75,5) ; 126 (26,7) ; 115 (88,9) ; 69(100).

R.M.NIH 60 MHz (DMSO D.), éppm 0,95 (t) ; 1,25 (d)
2,35 (d) ; 3,50 (m) ; 4,20 (g): 5,30 (s) ; 6,60 (s larye)

.
~e
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lg de‘Lz‘est dissous dans 10 ml d'acide acétique
7lacial. A cette solution, on additionne 240 g (15 moles)
de braome en solution dans 10 ml d'acide acétique. L'ensemble
est laissé 12 h & 20°C sous lente ayitation. Le précipité
18 formé est filtré. On récupére 1,6 g de cristaux blancs 18.
Rendenent : 90 %.

F = 143 - 145°C

S.M. : m/e 354 (M, 14,6) ; 352 (6,4) ; 308(100)
306(52,9).
| R.M.N'H 60 MHz (DMSOD,), 6éppm 1,35 (s) ; 2,35(s) ;
4,40 (q), 10,65 (larxge).

[ i = ity e S L R

1,6 g de 16 sont dissous dans 10 ml d'acide
sulfurique 3 98 % et laissé&s 30 mn & 20°C. L'ensemble est
ensuite jeté sur un mélanye eau-glace et 16 est filtre.

On récupére 1,35 g de 19. Rendement 92 %.

F = 210 - 212°C

S.M : m/e 326 (M', 20,4) ; 308 (30,6) ; 230 (28,9) ;.
82 (87,2) ; 80(100) ’

R.M.N1H 60 MHz (DMSOD,), Sppm 2,40 (s) ; 11,00 (large)

/
1,35 g de 19 sont dissous dans 100 ml de soude

2N 3 0°C. 1 g d'alliaye de hickel-aluminium est ajouté

en 20 min et l'ensemble est laissé 2 h & 0°C. Le mélanqé

réactionnel est filtré, acidifié et extrait;de maniére »

habituelle. On récupére 530 my de 14 que l'on cristallise

dans un mé&lange eau-acétone. Rendement 77 %.
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F = 173-175°C (Litt:172~-174°C, 176°C)

S.M : m/e 168 (M',55,1) ; 150 (100) ; 124 (55,5) ;
122 (59,6) ; 94 (27,9) ; 69 (17,8)

R.M.N'H 60MHZ (DMSOD¢) , Sppm 2,10 (3H,s) ; 5,55
(2H,s) ; 9,10 (2H,s)

R.M.N'3C (CD,CN), Sppm 24,7 (q) ; 101,4 (d) ;
105,2 (s) ; 112,6(d) ; 145,1(d) ; 163,2(s).

Activité spécifique 5yCi/mmole.

La synthése de 15 est réalisée comme pour le
composé 14, i partir d'acéto-acétate d'éthyle r1-313c;

que l'on prépare i partir d'acétate de sodium[ll“C] (90 %).

3 g d'acétate de sodium [113C](90 %) et 4,9 g
de sulfate d'éthyle sont introduitsdans un ballon de
10 ml, muni d'une courte colonne 3 distiller et d'un
réfrigérant descendant. L'ensemble est porté 3 180°C et
on distille 21 au fur et d mesure de sa synthése. On

récupére 3 7 de 21 pur. Rendement 93 $%.

Dans un ballon de 50 ml, on introduit 3 g de
21, 15 ml de toluéne et 720 mg d'hydrure de sodiwm. L'en-
semble est porté a reflux'pendant 3 h. En fin de réaction,
on neutralise par de l'acide acétique a 50 % et on extrait
de maniére habituelle. On récupére 1 g d'une huile jaune
que l'on chromatogravhie sur une colonne de silice éluée
par un mélange acétate d'éthyle-nhexane (30/70). 750 mg
de 22 sont obtenus. | '
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S.M : m/e 170 (M', 48,9) ; 152 (100) ; 123(75,1)
94(31) ; 70(29,1).

R.M.N'3C (CD,CN) : Sppa 166,2 ; 17,4,
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Dans un ballon de 10 ml refroidi a -10°C, on in-

troduit 2 g d'acétate dé'éodiun{l—ZlBC] (90 %) et 6 g d'oxy-



chlorure de phosphore. L'ensemble est ramend 3 20°C en
30 min et laissé 2 h 4 température ambiante. Une distil-
lation permet de recueillir 1,5 7 de 23 pur. Rendement :
80 %.

e o S b o b i wm e bt e ot Sttt b e o e

Dans un ballon de 100 ml équipné d'une ampoule
3 brome et d'un réfrigérant ascéndant,'on introduit 20 ml
de THF anhydre et 730 mg (30 m At/g) de magnésium. On
additionne 30 mmolesde bromo-1 vropéne en 20 min en
maintenant une température de 40°C. En fin d‘addition, on
porte l'ensemble d reflw pendant 1 h et on obtient 24

en solution dans THF.

o - - o 2ma o Ut g 4t Rt et 2t S B o M o o e
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A la solution précédente, refroidie 3 0°C, on
ajoute 8,1 g de chlorure de mercure dissous dans 250 ml
de THF anhydre. L'ensemble ré&actionnel est laissé 2 h
d 0°C sous vive agitation. En fin de réaction, le THF est (fE§>
&vaporé et une extraction & 1l'éther éthylique permet de RIS
recueillir 6,9 g de cristaux blancs de 25 que l'on cristal-
lise déns le méthanol.
F = 78 - 84°C
R.M.N1H 60 MHz (DMSOD,), Sppm 2,0 (3H,m) ;
5,90 (2H, m);

ot fn ot T - - . A — S =~

2,61 (20 mmoles) de chlorure d'aluminiun et
1,59 (20 mmoles) de 23 sont dissous dans 50 ml de
dichlorométhane. La solution est refroidie a ~10°C et
on ajoute en 5 min, 5,59 (20 mmoles) de 25 dissouvs dans
50 ml de dichlorométane. Le mélarge réactionnel est laissé
5 min. sous vive agitation, jeté sur l'eau et extrait au

dichlorométhane. On récupére 1,5 39 de 26 pur. Rendenent 89 %.
13 )
_________________________________ Cl
410 mg (18 mmoles) de sodium sont dissous dans
100 m1 d'éthanol absolu. A cette solution, sont ajoutés
2,9 g (18 mmoles) de malonate d'éthyle et 1,573 (18 mmoles)

de 26. L'ensemble est laissé 2 h & 20°C ec extrait de

maniére habituelle. On obtient 3,3 g d'une huile que 1l'on
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¢ristallise dans l1'éthanol. Rendenent 92 %

La synthése de 16 est réalisée a partir de 27
conme décrit pour le composé 14.

S.M : m/e 170 (M', 47,3) ; 152 (96,4) ; 124(100) ;

96 (70) ; 79(10,3) ; 71(43,0)

R.M.N13C (CD3CN), Sppm 101,4 (4, J = 67,1 Hz) ;

163,2 (4, J = 67,1 Hz).

-=00000Q0=~
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