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INTRODUCTION

[Les quinones sont des composés largement répandus dans la nature,
aussi bien dans le régne végétal, qu'animal ou microbien. Ces molé-
cules sont biosynthétisées & partir d'un petit nombre d'intermédiaires

simples. Le novau des naphtoquinones, en particulier, peut étre syn-

thétisé & partir de quatre précurseurs principaux : l|'acétate, la tolu-

hydroquinone, le p-hydroxybenzoate et le shikimate. (100).

I.'objet du présent travail est 1'étude de la biosynthése des naphto-
quinones végétales ou bactériennes dérivant de l'acide shikimique
(acide trihvdroxy-3,4,5 cyclohex&ne-1 carboxylique), et la recherche

des intermédiaires de cette voie de biosynthése. Etant donné, & l'ori-

gine, l'absence quasi-totale de résultats expérimentaux dans ce domaine
et le développement important qu'il a acquis en méeme temps que nous L
commencions notre travail, celui-ci a été constamment lié dans son

développement aux données les plus récentes parues dans la littérature.

Quelques études antérieures avaient montré que |'acide shikimique

devait étre le précurseur commun des acides aminés aromatiques et

de plusieurs facteurs de croissance aromatiques (acide dihydroxy-2,3

benzoique, dihydroxy-3,4 benzoique, p-aminobenzoique et p-hydroxy-

benzoique) ainsi que de la ménaquinone de Escherichia coli (16,17).

[Lorsque nous commengons ce travail, on sait seulement que 1'acide
shikimique est incorporé in toto dans les ménaquinones bactériennes,

de telle sorte que son carboxyle devient un des carbonyles de la

quinone {12,47).
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Trois questions se posent alors

~ Bur lequel des carbones 2 ou 6 adjacents au carboxyle, le cycle

naphtoguinonique se ferme-t-il ?

- Quelle est la molécule qui fournit les trois carbones nécessaires
a la fermeture du cycle quinonique de la naphtoquinone, et quel

est le mécanisme de cette fermeture 7

- Le cycle naphtoquinonique ainsi formé est-il incorporé de facon
symétrigue ou non dans les ménaquinones, c'est-a-dire le carboxyle
de l'acide shikimique est-il incorporé indifféremment dans les deux

carbonyles quinoniques, ou sélectivement dans 1'un des deux ?

Pour résoudre la premiére question, LEISTNER et ZENK d'une
part (65), et M. LEDUC (59) dans notre laboratoire d'autre part,
ont utilisé 1'acide shikimique 14C’—1,6. Cette méthode nécessite une
dégradation laborieuse des quinones formées. Nous avons, quant a
nous, synthétisé un acide shikimique 3]—1-3 marqué au tritium en une

position spécifique, ce qui permet une dégradation simple et univoque.

Une réponse partielle & la deuxidme question a été donnée par
CAMPRBELL (11). 1l Vmontrait, en 1969, que le glutamate est capable
d'apporter ses carbones 2, 3 et 4 pour la fermeture du cycle naphto-
quinonique, mais il ne disposait pas alors des résultats de notre labo-
ratoire lui permettant d'induire correctement le mécahisme de cette
biosynthése. Nous avons pu postuler la formation d'un intermédiaire, 1!
acide ortho-succinoylbenzoique - OBS - {21), dont nous avons pu

prouver l'existence par synthése et incorporation dans les quinones

étudides.
O
il
HO,,’_’ _ COOH OOHCQQH _ Rl
—...._?
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L.'existence de cet intermédiaire et la possibilité que nous avons eue

de réaliser sur I'OSB différents marquages spécifiques nous ont
permis de répondre & la troisi®me question, & savoir, l'incorporation

orientée ou non de !'OSB dans les quinones.

En méme temps, différentes équipes montraient que d'autres quinones

existant dans les végétaux telles que la lawsone, la juglone et diffé-
rentes anthraquinones dérivaient aussi de |'acide shikimique ; il nous
a semblé intéressant d'appliquer nos techniques & ['étude trés voisine

de la biosynthése de ces quinones.

Pour la clarté de 1'exposé, nous présentons dans le premier chapitre
les méthodes de synthdse des précurseurs radioactiis, dans le deu-
xiéme, les méthodes d'isolement et de dégradation des quinones.

Les trois chapitres suivants rapportent l'incorporation dans les ména-
quinones, les naphioquinones végétales et les anthraquinones végétales.
Da'ms'.:l'ersixiéme"'chapftr‘e, nous discutons nos résultats et proposons

un schéma général de biosynthése des quinones dérivant de l'acide

shikimique,

La partie expérimentale de ce travail est rassemblée aprés |'exposé

théorique.




CHAPITRE 1

SYNTHESE RADIOCHIMIQUE DE PRECURSEURS EVENTUELS

DES NAPHTO ET MENAQUINONES

L.a caractérisation d'intermédiaires biosynthétiques et la description
compléte d'un schéma de biosynthése ont été généralement réalisées

4 'aide de deux méthodes distinctes

la premiére utilise des mutants bactériens capables d'accumuler

des produits intermédiaires, ou d'incorporer ceux-ci :

la deuxiéme s'intéresse & l|'incorporation de traceurs radicactifs

et a leur devenir dans les organismes é&tudiés.

C'est cette deuxiéme méthode que nous avons principalement utilisée.
Or, si certaines des molécules marquées susceptibles de servir de
précurseurs pour la biosynthése des naphto et ménaquinones étaient
disponibles commercialement, la plupart d'entre elles ont di étre

synthétisées chimiquement ou enzymatiquement par nos soins.

l.e souci principal qui nous a guidé dans le choix des réactions chi-
miques de synthése a été le plus souvent, non la recherche du rende-
ment maximum, mais plutdt la simplicité des manipulations & elfectuer
(en raison des quantités trés faibles de réactifs mises en jeu) et
surtout le plus petit nombre possible d!étapes entre l'introduction de
l'isotope et 1'obtention du produit final. D'autre part, le choix limité
de molécules isotopiques et leur cofit ont naturellement influencé les
voles de synthése choisies. Ainsi, la synthése de molécules radio-
actives & partir de substances gazeuses nécessitant un appareillage

assez complexe que nous ne possédions pas a été évitée.




Il nous faut insister sur le fait que 1'utilisation de molécules marquées
dans ['étude des voies de biosynthése a conduit dans le passé & cer-
tains déboires. En effet, s'il existe dans le précurseur étudié une
impureté radicactive, et que seule l'impureté soit incorporée, le
résultat de l'expérience est complétement faussé. Clest pourguoi il
est nécessaire de trouver des méthodes de purification trés soignées,
conduisant & une pureté radiochimique suffisante. A défaut, il faut étre
capable d'identifier complétement les impuretés radioactives. La chro-
matographie en couche mince préparative nous a généralement permis
les purifications nécessaires, le contrdle des produits obtenus se
faisant par radio-chromatographie analytique, sur couche mince de

Silicagel ou de cellulose (cf note technique) et sur papier.{83).

Nous décrirons ci-dessous la synthése de chaque produit

p-hydroxybenzaldéhyde 14 C

Pour la préparation du p-hydroxybenzaldéhyde 140 et du dihydroxy-
3,4 benzaldéhyde 3H, nous avons utilisé la réaction décrite par
GROSS et MATHEY (43), c'est-a-dire la condensation du dichloro-
méthylméthylsulfure ( 5 ) sur un noyau phénolique en présence de
chlorure stannique (48) suivie d'hydrolyse.

CH

e 3 _ _
S S CH S CH3 HC - CH3
4
+ CHCI o CHCi CHCI = CH
~| T HCl
SnCl4 + H"f“
..._._......____.p —_>
~
] \R i R
OH OH

Le p-hydroxybenzaldéhyde 140—1,2,3,4—,5,6 a été obtenu avec un

rendement de 17 & 23 % (20) & partir du phénol 1ZILC-U, purifié par

entrafnement & la vapeur et sublimation.
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Dihydroxybenzaldéhyde 3H

Acides

Le dihydroxy-3,4 benzaldéhyde 3I--'I--1,5,6 a été obtenu avec un rende-

ment de 14 % (20) & partir du catéchol 3I—L—G et purifié par chromato-

graphie sur couche mince de Silicage! G.

14

aminobenzoiques C

14(3-2,3,4-,5 et anthranilique 14‘(3—2,3,4-,5
14

ont été obtenus en trois étapes a partir du toluéne C-2,3,4,5 par

LLes acides p-aminobenzoique

nitration en nitrotoluéne (56), oxydation permanganique en acides
nitrobenzoiques ( 3 ), séparation sur papier des deux isoméres (57)
et hydrogénation catalytique (palladium 10 % sur charbon). lLes rende—

ments respectifs finaux sont de 49 et 28 % ( 20),

CH COOH COOH
HNO, @KMnO . H,/Pd @

14

Acide homophtalique C

. . 1 .
[.'acide (carboxy-~-2' phényl2 acétique 40—1 a été synthétisé avec un
. 1 )
rendement de 15 % (47 ) & partir du cyanure 4C de potassium par
condensation sur le phtalide, suivie d'hydrolyse du nitrile en milieu

sulfurique et purification par chromatographie sur Silicagel G.

14 14
CH CH,-""CN CH_ - “COCH
~ 2\0 K 14CN e Lt 2”
- — > —
c N COOH COOH
H]
o




Acide shikimique 3H

L. 'acide shikimique 3H-3 a été obtenu par réduction du déhydro-3

shikimate de méthyle par le borohydrure de sodium tritié. (42).

Au début de notre travail, nous avons préparé le déhydroshikimate

de méthyle par oxydation par 1'oxygéne sur platine de ['acide D-shiki-
mique suivie de méthylation (51,52,47). La réduction par le boro-
hydrure tritié fournissait un mélange de deux épiméres quil avalent

été purifiés ensemble mais non séparés. [.a purification décrite du
déhydroshikimate s'étant révélée trés laborieuse, nous lui avons
substitué une autre méthode, basée sur l'isolement du produit naturel

excrété dans le milieu de culture du mutant 83-2 de Escherichia

goli (84}. La technique d'isolement a été simplifiée et les rendements
améliorés en méthylant par le diazométhane & -40° C le produit brut
élué d'une colonne de Norit et en cristallisant directement |'ester
méthylique du déhydroshikimate (environ 100-200 mg par litre de

culture) .

Par ailleurs, il s'agissait de séparer les deux épiméres formés au
cours de la réduction par le borohydrure de sodium ; les hydroxyles

vicinaux de 1'épi-3 shikimate de méthyle sont trans-trans, tandis que

ceux du shikimate sont cis-trans.

COOMe COOMe COOMe

] ! i
NaBH4 +
— & _

\ "'\\ e eetd
o” Y ‘oH RO Ton HCY™"on
OH OH OH
ép:sh11f1mate de shikimate de méthyle
méthvle



D'autre part, seul le shikimate est capable de former un cétal cyclique.
Clest pourquoi nous avons pensé que seul aussi il pourrait former
avec le borate un complexe, porteur d'une charge nette négative, ce
qui permettrait une séparation par électrophorése (96). Cette hypo-
thése s'est révélée exacte et nous avons obtenu une excellente sépa-
ration des deux épiméres par électrophorése sur papier en tampon
borate de sodium (0,2 M acide borique, pH 9). Seul le shikimate

de méthyle migre, I|'épishikimate et le déhydroshikimate ne migrent pas.

Le rendement en épishikimate étant supérieur & celui du shikimate, et
cette méthode d'électrophorése nous permettant de déterminer les pro-
portions exactes de chaque épimére, nous avons recherché les condi-
tions optimales de la réaction et étudié 1'influence du solvant et de la
température sur les quantités respectives d'épishikimate et de shikimate.
La quantité de shikimate formé est toujours inféricure a celle de 1'épi-
shikimate et semble diminuer en présence de butylamine (solvant du

borohydrure tritié du commerce), et augmenter quand la température

diminue. Il faut noter qu'a température plus élevée (20-25° C), il se
forme un produit secondaire migrant comme le shikimate de méthyle,
difficile & hydrolyser mais que l'on peut séparer ensuite de !'acide

shikimique par chromatographie sur colonne échangeuse d'ions.

Nous avons donc choisi d'éliminer la butylamine et de travailler a

O° C dans le méthanol. Par ailleurs, comme le déhydroshikimate est
trés bien séparé du shikimate par ['électrophorése, nous utilisons un
excés de déhydroshikimate par rapport au borohydrure tritié. Dans

les conditions adoptées, le rapport épishikimate / shikimate est d'envi-

ron 2/1.

Le shikimate de méthyle est élué du papier d'électrophorése par le
méthanol, hydrolysé par la soude méthanolique 0,3 N a 37° C pendant
une nuit, et l'acide est purifié par chromatographie sur Amberlite

IRA 400 (100-200 Mesh forme acétate) ; le rendement final en radio-

activité est de 10 % par rapport au borohydrure.
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Incidemment, nous avons utilisé 1'acide shikimique 3H-—3 ainsi préparéd
pour confirmer un mécanisme enzymatique précédemment démontré
dans le laboratoire (22), ce qui en passant assurait 1'identité de
notre acide shikimique avec le produit naturel. On avait en effet
montré que la déhydroshikimate réductase de E. coli transférait le
proton HA—(pro R) du NADPH marqué au tritium sur le déhydro-
shikimate. Nous avons réalisé la réaction inverse en oxydant l'acide
shikimique 3H—3_par' la déhydroshikimate réductase en présence de
NADP. Aprés établissement de 1'équilibre, destruction de I'enzyme
et réoxydation du NADPH formé par la glutamate déhydrogénase en
présence d'a-cétoglutarate (déhydrogénase de type B), le NADP
récupéré aprés chromatographie est marqué et contient la méme

.. v . 3
activité spécifique que le shikimate "H-3. (%)

COOCH COCOH
| ]
3 .
H a-cétoglutarate
\‘\ \ = .
HO‘ : OH © : OH \ glutamate (HB)
OH  DHS réductase a OH />
glutamate 3
H H 3H déhydrogénase H
1 B.. - ACONH [ CONH,
. CONH, ~ 2 N, 7
) 8 -
N+ N N+
1 i l
R R R

On peut souligner ['intérét de cet enzyme de E. c¢oli, facile & purifier,
qui ;oer'met pour la premiére fois une synthése rapide de NADPH
marqué au trittum en HA . Cette propriété a été depuis utilisée au
labo?‘atoire dans 1'étude de la réduction enzymatique des doubles-

liaisons phospholipidiques (29).

II a été montré depuis que la DHS réductase de Pisum safivum a la

méme stéréospécificité (23).

(%) En tenant compte d'un efet isotopique IE?H # 2 {(22).




Acide chorismique “H

OsSB

L'a_cide chorismique 3H—5 a été synthétisé enzymatiquement & partir
de SHi_kimate 3H.-3 a l'aide d'un extrait dialysé du mutant 62-1 de

Aerobacter aerogenes, avec un rendement de 40 & 50 % par rapport

au shikimate, le Ribose-5 phosphate servant comme source de phos-
phoénolpyruvate et de NADH (39). Le ch orismate obtenu est purifié
par chromatographie sur Dowex 1-X-4 (forme CI7, 200-400 Mesh)

ou par électrophorése sur papier en tampon tris-HCI (pH 8,2).

La pureté est contrdlée par chromatographie sur couche mince de

cellulose et l'activité spécilique mesurée aprés transiormation en acide

anthranilique par un extrait de A. aerogenes 170-44 en présence de
glutamine. Le chorismate 3H—5 est conservé en solution &8 pH8 - 8,5

a -20° C afin de minimiser sa décomposition. (98).

La dilactone de l'acide o-succinoylbenzoique / acide (carboxy-2!
phényl) -4 oxo-4 butyrique / (OSB dilactone) a été synthétisée par
ROSER en 1884 (80), par action d'acide succinique sur l'anhydride
phtalique en présence d'acétate de sodium. Nous avons pu augmenter
la vitesse de la réaction en utilisant de l'acétate de potassium et en

réglant la température & 217-220° C.

o o
! _ COOH I
KOAc o
T i
I CEZ /
© COOH Q

H
O

OSEB dilactone




Une étude cinétique effectuée & cette température montre que le rende-
ment maximum de l'ordre de 17 - 20 % en OSB dilactone, est atteint
en présence de 10 % d'acétate de potassium en 20 - 25 minutes.

Les points de fusion (F = 120° C), analyse, spectres RMN et IR

sont en accord avec la structure proposée.

Aprés hydrolyse par la soude, on obtient facilement en solution le sel
de sodium de ['acide. Aprés acidification, 1'acide est extractible dans
1Tacétate d'éthyle et peut étre cristallisé (F = 137° C). 1 reforme
facilement la lactone par chauffage ou sur plaque de Silicagel G. Les

spectres RMN et IR sont en accord avec la structure délactonisde.

o
I
~ _COOH
> i SC - CH, - CH, - COOH
S I
Ny o
i
o 0SB

C'est également la méthode de ROSER que nous avons utilisée pour
synthétiser |'acide o-succinoylbenzoique marqué soit au C, soit au

trittum de maniére syméirique ().

(%) Pour la commodité de I'exposé, nous appellerons OSR symétriguement
marqué un OSB marqué dans des atomes devenant équivalents aprés
I'incorporation dans le noyau naphtoquinonique, en faisant référence & la
symétrie de la naphtoquinone. Exemple : OSB 14COOH—2',14CO—4
marque la naphtoquinone sur ses carbones 1 et 4.

Nous appellerons OSB dissymétriquement marqué un OSB marqué sur
un ou plusieurs atomes, susceptible de marquer le noyau naphtoquinonique

d'une maniére non symétrique.
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O8B C-2',4

A partir de 'anhydride phtalique 1400 , on obtient de ["OSB
14

C-2',4 avec un rendement de 17 % en radioactivité.

OS8SB 3H-2

A partir de ['acide succinique 3H—2,3 on obtient la dilactone 3H—=2,3
dont 1'activité spécifique n'est que 2/3 de celle de |'acide succinique
de départ. Cette perte de radicactivité est probablement due & 1'équi-
libration totale, au cours de la réaction, des quatre protons énolisables
de l'acide succinique ou d'un intermédiaire réactionnel, avec les
protons carboxyliques, ultérieurement éliminéds sous forme d'eau.

(4 H conservés dans la dilactone pour 6 dans l'acide succinique).
q

Lors de l'hydrolyse de la dilactone en acide, en milieu alcalin, la
moitié de la radicactivité est perdue par énolisation du CH2=—3 en o
du groupement cétonique, ce qui confirme ['équipartition de la radio-
activité dans la dilactone entre les protons en C-2 et C-3. Cette
énolisation en milieu alcalin est trés rapide, comme le montrent les
cinétiques d'échange d'eau tritide avec la dilactone (voir"par'tie expé-

rimentale) ; elle est certainement assistée par la présence du carbo-

xyle en 2' (50). Il en résulte que l'acide OSB

o
i
C - O; : COOH
H —_—
i
~c ¥c . CH, - COOH \?:CH_ CH,-COOH
ﬂ) '
H O
s
Vg
H H
ainsi obtenu n'est marqué au tritium que sur le CH. -2 : OSRB 3H-2.

2
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1 . .

OSB 4C dissymétriques
En vue de tester l'incorporation symétrique ou non de l'acide shiki-
mique ou de ['OSB dans les quinones naturelles, il était intdressant

de synthétiser ce dernier marqué de maniére dissymétrique (cf note

p. 11}). Dans ce but, nous avons développé deux synthéses diffé-

rentes

1°)

osB "McooH-2

Cette synthése originale utilise 1'action du cyanure de cuivre

14C’ sur l'iodobenzoylpropionate de méthyle préparé selon le

schéma sulvant :

/Noz B /NOZ 1 Malonate NO,2 COCH
1’12 2 Ht
—
~CO-CH ~CO-CH_.-Br :
3 2 C“)

ICHN
2H/Pd

3 HNO /KI

I COOMe

COOMe
0SB
DMF \J

L.'acide o-nitrobenzoylpropionique a été synthétisé d'aprés SENOH

(89) avec un rendement de 22 %, par action du malonate sur la
bromonitroacétophénone suivie d'une hydrolyse acide., LLa méthylation
ot 1Thydrogénation catalytique de cet acide fournissent 1'o-amino-
benzoylpropionate de méthyle. La réaction du cyanure de cuivre
sur ce composé {95) conduit & des goudrons et seulement 10 &
15 % du nitrile cherché. C'est pourquol nous avons préiéré
préparer l'iodobenzoylpropionate de méthyle, & partir de l'acide

nitré avec un rendement de 60 % (95). La réaction du dérivé

iodé avec le cyanure de cuivre 14@ dans le diméthylformamide (49)



©)
O
©
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a4 reflux donne le nitrile avec un rendement de 55 % {par rapport

a K14CN ). Le nitrile est hydrolysé aussi bien en milieu alcalin

u'en milieu acide ; le rendement est cependant meilleur en
a

‘milieu alcalin & 37° C (environ 50 % acide + 20 % de lactone).

LLe rendement final en acide par rapport & K 14CN est de 27 %.

OS8SB 3'4CI~—12—-2

La méthode employée s'inspire des travaux de FITTIG (35) sur
la synthése de 1'acide benzoylpropionique par isomérisation acide
de l'acide benzylidéne lactique. L 'isomérisation alcaline, par
contre, conduit & l'acide benzylpyruvique. l.e mécanisme de cette
réaction n'a pas été étudié sérieusement depuis 1916, cependant

sur la base des travaux de CORDIER et BOUGAULT (15,8),

nous pouvons proposer le mécanisme suivant :

H
C CH-CH - COOH

- CH
ﬁ\ oﬁ@iﬁ' < :

H - OH
ul

HOH

1 -
HT CH CH C - COOH
(:j N 4

o~ CH, - C - COOH
2 ]

C=CH- CH COOH

S

O HH

>
C - CH,, - CH,, - COOH ‘
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L 'o-carboxybenzaldéhyde peut étre condensée de la méme maniére
que la benzaldéhyde avec le pyruvate 14C=-'2 en milieu alcalin

{pH 9) ; I'o-carboxybenzylidéne pyruvate 14(3 ainsi formé est
directement réduit par le borohydrure de sodium et 1'acide
o-carboxybenzylidéne lactique résultant est extrait puis isomérisé

a reflux dans ['acide chlorhydrique. Le rendement global en

. . - 1
acide o-succinoylbenzoique 40!—12—2 est de 20 % par rapport au

pyruvate.
/COOH /COOH
14 CH~ NaB H4
+ CH3 COCOOH N 3
\ \ 14
CHO CH=CH-" "CO-COOH
COOH CCOCH
v H+, A /
—y
\ 14 ~ 14
CH=CH-""CH -~ COOH CO - CH,2— CH,Z—COOH
} )
OH

Dérivés de IO S B

L'acide OSB a pu étre réduit aisément en acide {carboxy-2' phényl)-4
hydroxy-4 butyrique par le borohydrure de sodium ; |'acide obtenu

(F = 107° C) se transforme en monolactone (F = 120-121° C) par

chaulfage. La méme lactone est obtenue par réduction directe de I'OSR

dilactone par NaBHy.

Nous avons ainsi pu obtenir & partir d'OSB 14C—2' ,4 de l'acide

(carboxy-2'! phényl}-4 hydroxy-4 butyrique 140—2' ;4 qui a été purifié

par chromatographie sur cellulose.
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Comme il sera montré par la suite (chapitres Il et V), "OSB cons-
titue un excellent précurseur du noyau naphtoguinonique chez les plantes
et les bactéries. Il était intéressant d'envisager, du point de vue pure-
ment chimique, un mécanisme simple de fermeture du noyau quinonique.
L'hypothése la plus évidente était une réaction de CLAISEN sur le

CHZ—-‘Z suivie ou accompagnée de décarboxylation.

Le traitement de 1'OSB dilactone par deux équivalents de méthylate

de sodium ne donne aucun dérivé naphtalénique identifiable, mais un

mélange de mono et diméthyl esters de 1"OSB et d'indanedione acétate

de méthyle (30}.

o ;
y COOR N H :
. Neowe @;( @/\/
N4 i \\/mbeCOQW3 ]
OQ S 5

S

Ceci semble indiquer que le méthyléne en -3 de ["OSB est beaucoup
plus activé que le méthyléne en -2. Ce qui est d'ailleurs & rapprocher

des résultats précédemment rapportéds sur l'énolisation trés facile de

ce groupement,

Par contre, RADULESCU a pu cycliser dans les mémes conditions
I'ester méthylique du phényl-3 OSB en dihydroxy-1,4 phényl-3
naphtoate de méthyle qui, hydrolysé en présence d'air, s'oxyde en

phényl-3 lawsone {76).

OH @)
COOMe I COOMe i OH
= Q) w QLK
__......_.._> _2.)
e ~g O B
O—?H—CHECOOMe S 3

7}




La présence du groupement phényle diminue la réactivité du CH2

en 3 dans la réaction de cyclisation, probablement par stabilisation

de la forme énolique en 4.

Acide dihydroxy-1,4 naphtoique

L.'acide dihydroxy-1,4 naphtoique est un intermédiaire possible entre
I'"OSB et le noyau naphtoquinonique. Nous avons donc préparé cette
molécule selon HOWMEYER (55), par hydrolyse et décarboxylation
du dihydro~1,4 naphtalate d'éthyle, lui-méme préparé par condensa-

tion du succinate d'éthyle sur le phtalate d'éthyle.

L'acide dihydroxy-1,4 naphtoique est un composé instable, particu-
lisrement sensible & l'oxydation, la quinone résultant étant inconnue ;
en solutton & pH 7, il se colore assez vite en rouge sombre, et en

milieu alcalin cette coloration est instantanée ; en milieu acide, il se

dimérise rapidement (82).

Le phényl OSB a été synthétisé selon la méthode de RADULESCU par
hydrolyse du phénylindanedione acétate d'éthyle.

o 1

o Na LHy-COOEL COOgOOH
/ / OH* /a @

@3\ — @3\ —H+L+

5 @ 0 @ 6 @

Ce composé a été testé a différentes concentrations sur la croissance de
Staphylococcus aureus ; seule la concentration 10=2 M semble inhibitrice.

Cette réaction a attiré notre attention sur la possibilité de préparer des OSRB
substitués sur le carbone 3, qui pourraient avoir un intérét biologique impor-
tant comme inhibiteurs dans la biosynthése des ménaquinones.

(%) Nous remercions Mme GUESPIN pour l'aide apportée dans la réalisation
de ces tests et M. E.BOSCHETTI pour le don d'acide phénylindane-

dione acétique.




Pour ces raisons, il n'a pas paru intéressant de préparer cet acide
marqué, mais l'acide iroid a pu étre utilisé dans des expériences de

dilution de l'incorporation de I'OSB marqué.
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CHAPITRE 1

ISOLEMENT et DECRADATIONS des

MENAQUINONE S BACTERIENNES et des QUINONES VEGETALES

Isolement des quinones

L'isolement des quinones naturelles est décrit dans la partie expéri-
mentale. La purification des quinones marquées ayant incorporé la
radioactivité d'un précurseur éventuel doit &tre la plus parfaite possible :
dans le passé, surtout en ce qui concerne les ménaquinones, il a été
rapporté certaines incorporations erronées { 1,45 ) en raison de la
présence de trés faibles quantités d'esters ou autres impuretés radio-
actives, contaminant les quinones isolées. En ce gul concerne les
ménaquinones et la lawsone, les impuretés ont parfois &té difficiles

a éliminer : dans le premier cas, il a fallu faire appel & la chroma-

tographie en phase inversée ; dans le second, & la préparation du
dérivé réduit puis acétylé (triacétoxy-1,2,4 naphtaléne) purifié ensuite

par chromatographie.

La purification de la juglone par contre n'a posé aucun probléme ;
il en a été¢ de méme pour les quelques anthraquinones isolées au

cours de ce travail.

Dans tous les cas ol une radiocactivité importante &tait incorporée,

il devenait possible, en vue de dégradations complexes, de diluer
considérablement la quinone radiocactive avec le composé correspon-
dant non marqué, puis d'effectuer une ou plusieurs purifications, par
chromatographie ou par cristallisation Jusqu'd obtenir une activité
spécifique constante. Cette méthode a été utilisée dans certains cas
et les activités spécifiques figurant dans les tableaux de dégradation

correspondants sont celles mesurées aprés dilution.
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Le comptage par scintillation liquide de la radicactivité nécessaire a

la détermination de ['activité spécifique de certaines de ces quinones

a pariois été géné par la coincidence de leur longueur d'onde
d'absorption avec celle d!'émission des scintillateurs utilisés (surtout
par des quantités de quinonessupérieures a 1 mg). On a généralement
tourné cette difficulté en préparant les dérivés réduits des quinones
manifestant ces propriétés (addition de borohydrure avant celle du

scintillateur, ou comptage des dérivés acétylés...).

La détermination des quantitéds de quinones, nécessaire & la mesure
de I'activité spécifique, a été faite soit par pesée, soit par spectro-
métrie U.V ., ou visible : dans ce cas, on a toujours déterminé au
préalable ['absorption moléculaire de la substance étudiée dans les

mémes conditions de mesure (solvants, appareils...).

Dégradation des quinones

Au début de notre travail, nous utilisions une méthode d'oxydation
globale des quinones en acide phtalique, soit par le permanganate
alcalin, soit par ['eau oxygénde alcaline. Mais du fait de la syméirie
de la molécule de l'acide phtalique, il est impossible dans une dégra-
dation ultérieure de différencier ses carboxyles, donc de préciser la
position exacte de certains atomes marqués dans les quinones. Ceci
nous a amené a rechercher des précurseurs capables d'un marquage
asymétrique et & metire au point une dégradation asymétrique des

naphtoquinones,

Dégradation de la lawsone

Une publication de MOORE et SHELDEN ( 72) montrant que la
lawsone {hydroxy-2 naphtoquinone-1,4) réagit avec l'acide azothydrique
pour donner ll'acide phtalimidéne acétique a été le point de départ de
cette dégradation. l.e mécanisme proposé et les intermédiaires isolés

indiquent une répartition des carbones initiaux conforme au schéma

suivant
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o O
1 OH ]
z/ 2 HN, @/"\
_ 3 NH
3 ~h
(”D éIZH - COOH
3 2

Par ailleurs W. ROSER a montré que cet acide est hydrolysé et
décarboxylé par la soude & reflux en acide acétophénone carboxy-
lique (7%9a)/ probablement sous sa forme cyclisée hydroxy-3 méthyl-3

phtalide_/ .

ff COOH
/«i
N\ OH-/a
NH —'-'—I:li-—-—}
o NCO - CH. + CO

It ! 3 3 3 2
CH - COOH '
3 )

Nous avons dégradé cette acétophénone de deux maniéres
1°) par l'acide azothydrique (réaction de SCHMIDT) qui conduit,
avec un excellent rendement, a l'acide N-acétyl anthranilique

obtenu cristallisé (F = 184° C), identitié par ses spectres UV

et IR et comparaison avec le produit synthétique (74).

COOH COOH
/A /4
HN3
—_—
N AN
CO - CH NH-CO - CH
b 3 3 b 3 3

[L'acide N-acétyl anthranilique est quantitativement hydrolysé en
milieu acide ; l'acide acétique est récupéré par entralnement a
la vapeur et l'acide anthranilique extrait est purifié par cristalli-

sation ou sublimation,



COOH _COOH
~ + 4 4
H™/A + HOOC - CH
? o3 3
N N
NH-CO-CH NH
y 3 3 2

2°) par l'iode en milieu alcalin, nous avons dégradé |'acide acéto-

phénone carboxylique en acide phtalique et iodoforme.

COOH
/A OH-/I5 COOH
A4 + CHI3
< - 3
CO - CH COOH
i 33

L.'ensemble de ces réactions constitue une excellente méthode de
dégradation carbone par carbone du noyau quinonique de la
lawsone ; le carbone 2 étant d'abord éliminé sous forme de COz,
le carbone 3 sous forme d'iodoforme, les carbones 3 et 4 sous

forme d'acide acétique et le carbone 1 sous forme d'acide anthra-

nilique.

Dégradation de la ménaquinone

Il restait & trouver une dégradation analogue pour les ménaquinones.
Nous avons d'abord étudié la dégradation d'une ménaquinone par
I'oxydation de KUHN-ROTH (83)}. Celle-ci transforme le méthyle -2
porté par le carbone -2, ainsi que les méthyles isopréiigues en acide
acétique. Malheureusement le rendement de ces transformations n'est
pas comparable et entache de trop d'incertitude l'activité spécifique
du carbone C - 2 ainsi mesurée. Seule |'activité totale dans ce cas
peut donner une indication sur l'incorporation dans le carbone C =~ 2
dans des dégradations antérieures ( 2,46,57 ) le rendement en acide

acétique correspondant a été évalué a 70-75 %.
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I.'existence d'une réaction connue des ménaquinones a permis de

surmonter cette difficulté en ramenant la dégradation de ces molécules

a celle de la lawsone:

Nous avons -dond‘. développé une autre méthode utilisant la transforma-
tion de la ménaquinone en phtiocol. FIESER a montré que la réaction
de DAM-KARRER (32) permettant de caractériser et de doser
colorimétriquement les vitamines K était basée sur la formation en
quantités faibles de phtiocol (méthyl-2 hydroxy-3 naphtoquinone-1,4).
En fait, le traitement alcalin des ménaquinones fournit des quantités
négligeables de phtiocol (328) au point que celui-ci trouvé dans les

extraits de Mycobacteries a été considéré comme un artefact (32b).

Mais le phtiocol [ui-mé&me peut étre préparé avec un excellent rende-

ment par traitement acide de l'époxy-2,3 méthyl-2 naphtoquinone-1,4

(33).

O Q i
e 3 +
Hy02 o A
—on-" — NN
it n H 7l OH
@) @)

Par analogie avec cette réaction, nous avons pensé que la réaction

AWAN

de DAM-KARRER, ou l'isolement de phtiocol naturel, tous deux
réalisés en milieu alcalin en présence d'air, devaient passer par
I'intermédiaire de l'époxyde de ménaquinone. Cette molécule est
facile & préparer quantitativement par action d'eau oxygénée en milieu
faiblement alcalin. L.'époxyde chaufié en milieu alcalin fort (mieux
qu'en milieu acide) fournit des quantités notables de phtiocol, facile-
ment identifiable aprés e#traction par son spectre UV, son point de

fusion et ses propriétés chromatographiques.




L tutilisation d'un mélange méthanol-dioxane-eau capable de dissoudre
a la fois 1'époxyménaquinone et la potasse concentrée améliore
nettement la reproductibilité et le rendement de la réaction. On obtient

Jusqu'a 65 % de phtiocol & partir de la dihydroménaquinone-9

MOl H ) .

Le phtiocol ainsi obtenu a été dégradé de deux facons

1°) par oxydation par l'eau oxygénée alcaline en acide phtalique,
acide acétique et 6302 selon le schéma ci-dessous : le carbone 2
porteur du méthyle donne l|'acide acétique, et le carbone 3 le

gaz carbonique.

O 3
A CH, _COOH HOOC-CH,
: HZOZ/OH_ Ak 4 3 9
\ N
I OH COOH CO
O 2
3
.

Le mécanisme de la réaction qui conduit & da . coupure d'une liaison C-C,
est probablement celui décrit dans le schéma ci- dessous, ol la présence

d'une double liaison en B~y dans la chafne f{acilite 1'élimination du carbo-

cation allylique provenant de la chaine, stabilisé par résonance.

I

x

i
4]
/ D/Q R . A CHy~OH ?H
R CUNE \_f + R-C -/
1

L.a vérilication expérimentale d'un tel mécanisme est en cours elle implique

1'étude de la méme réaction sur des quinones B-y hydrogénées et l'isolement
d'in melange ‘dralcools polypréniques primaires et tertiaires.
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L.e gaz carbonique formé étant dilué par celui provenant de
['oxydation d'autres atomes de carbone voit sa radiocactivité

entachée par une erreur systématique indéterminée.

2°) par oxydation permanganique aboutissant & la lawsone suivant la
réaction décrite par HOOCKER en 1936 (54} et dont le méca-

nisme proposé par FIESER (34) est le suivant :

3 _ O
CH L" H It
/ _
) O~ \ t,C:Hz H
3 —> \OH —_—
HO -
HO H @—H
o ? o :
=
” c CH CH -H C-C_
‘LCH -H Cutt CH,
—— v 2
oxydaﬁion —>
C COOH en -COOH
i
- COOI—I O
corps isolé par FIESER Mt
@) ®) O
i '®) i OH T OH
4 <O, / O 4
g
o == — .
7 N &
HO COOH HO H
3

Dans cette réaction, le carbone -3 du phtiocol est éliminé sous

forme de CO,_ et lors de la reformation du cycle quinonique,

2
c'est le méthyle en 2 qui devient le carbone -3 de la lawsone.
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Ce schéma a été déduit de 1'isolement par FIESER de certains
intermédiaires ; il était indispensable pour notre dégradation d'étre
certain de 1'origine de chacun des carbones 1,2,3,4 de la lawsone
(et en particulier des carbones 2 et 3). Pour cela, nous avons
préparé 1'époxyde-2,3 de la méthyl-2 naphtoquinone-1,4 14CH3m2*
qui a été hydrolysé en phtiocol 14CH3—2', Celui-ci a été transformé
en lawsone par la réaction de HOOCKER (rendement 50 %) et
celle-ci dégradée carbone par carbone, comme décrit précédemment,
Les résultats donnés dans le tableau ci-dessous indiquent clairement

que le carbone C-3 de la lawsone est porteur de la totalité du

marquage, en accord avec le schéma mécanistique proposé par

FIESER,
. . . 14
Dégradation du phtiocol CH3=2'
Molécule Car‘bom?s : Act. spéc, : % rétention :
conservés . dpm/pmole

Phocols o v veeennnns. 12342 ° 1880 © 100

LaWSONE. « e cv i eninennnn i 4 2t 1850 : 98,5

Ac. phtalimidéne acétique. . 12 42t ° 1860 f 99

Ac.acétophénone carboxylique 1 4 2' 1 840 : 98

C O L vty 2 2,3 0,15

lodoforme ................ : 2! 1 800 : 95,5

Ac. phtalique............. t 1 4 f 5,5 : 0,3
" Ac. acétique ............. b2 2t ° 1850 f 98,5

Cc O g e : 3 : 34 : 2

Ac. phtalique............. ! 4 f 6 f 0,3
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Line derniére incertitude pouvait subsister : la transformation de la
ménaquinone en phtiocol ne pouvait-elle pas se faire partiellement par

formation du groupement méthyle & partir du premier méthyléne de la

chatne (hypothése peu probable).

CH (O_H\e

o
I
{Lol.s; - oH®
-——>
/8’H f’\\‘ R
CH ~cH YeH=c ]

% CH CH2 CH= C N oH
3 o 3

Alin de répondre & cette question, nous avons transtormé la dihydro-

ménaquinone~-9 de M. phlei marquée in vivo par/la L-méthionine

1401—13 en phtiocol. Il a été montré précédemment (46) que cette
ménaquinone est & peu prés spécifiquement marquée sur le méthyle -2,
L Met “*cH CH, COOH y
3 2 3 3
Kuhn
I CH COCH

s03 CH,COOH
-2) 3 2‘
| [ ——y Al |
\R “OH NCOOH co,
3

Le phtiocol a été oxydé en acide acétique + acide phtalique + COZ’ et
le tableau suivant montre que 85 % de la radioactivité de la ménaquinone
se retrouvent dans le phtiocol, ce qui est tout & fait en accord avec

les incorporations du méthyle de la méthionine dans le méthyle de la
ménaquinone précédemment décrite ; la faible radioactivité observée
dans le COz et 1'acide phtalique rend compte de la randomisation des
15 % restants de |'activité spécifique. Ce résultat écarte toute possi-

bilité d'interversion des carbones 2 et 3 au cours de la transformation

de la vitamine K en phtiocol.
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Dégradation de la ménaquinone marquée par la méthionine

Molécule

Act. spéc.

" Carbones conservés |
: : dpm/pumole

" % rétention

Ménaquinone

Phtiocol

: Acide acétique

CCJ,2

Ac. phtalique

1 2 3 4 2"+ chalne: 6 760

12342 5820
dilution L—»415
2 27 : 402
3 fpar' exces 8,9

1 4 : 7,8

100
86

83

Dégradation de la juglone

L.a juglone a été dégradée suivant la méthode déja décrite par

LEISTNER et ZENK (65)

oxydation en acide hydroxy-3 phtalique,

puis décarboxylation en acide hydroxy-3 benzoique et COZQ

/COOH

4 H¥/a
\ h

COCH

Par ailleurs, pour préciser la position du tritium incorporé sur le

noyau A de la juglone, nous avons utilisé la bromuration en tribromo-

2,3,6 juglone

(92) ; la position

du brome sur le noyvau A étant confirmée par le spectre RMN (93).
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Dégradation des anthraquinones

[.a dégradation des anthraquinones dont les noyaux A et B dérivent
de la naphtoquincne (60,63) a été faite selon une méthode récente
décrite par HOODGE et DAVIS (24,25) : en présence de potasse
naissante obtenue par action de l'eau sur le tertiobutylate de potas-
sium dans le diméthoxy-1,2 éthane (monoglyme), les anthraguinones
sont hydrolysées en deux molécules d'acides benzoiques substitués.
Il est trés important dans cette réaction d'utiliser du monoglyme

parfaitement anhydre, pour éviter la formation d'alcool tertiobutylique

inhibiteur.

La position des substituants et leur nature oriente la coupure du
noyau B, de sorte qu'on n'obtient que quelques-uns des acides

benzolques possibles, aisément identifiables et isolables par chromato-

graphie.

Cette méthode, qui a été aussi utiliséde dans un but de dégradation
par LEISTNER (67), nous a permis de dégrader l'alizarine 14C

: . 1 . .
et la xanthopurpurine 4-CZ de Rubia finctor um.

O  OMe OMe
_ " / | Rl Monoglyme /COOH ’Rl
‘ 7 1 koBu/H. O
O 2, O ¢
\ Hooc” "R,
/|
o F R,
@ = - 9o = -
1°) R, = OMe R, =H 2°) R, =H R, = OMe
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CHAPITRE Il

INCORPORATION DE PRECURSEURS RADIOCACTIFS

DANS LES MENAQUINONES BACTERIENNES

A - Au début de notre travail, nous avons essayé d'incorporer dans les
ménaquinones bactériennes plusieurs métabolites marqués de l'acide

shikimique.

Comme le montre le tableau I, Ifincorporation des aldéhydes p-hydroxy-
- 14 . w .
benzoigue C et dihydroxy-3,4 benzoique 3H dans les ménaquinones

T et Gram™, pendant la croissance ou en

de diverses bactéries Gram
"resting—éeils" s'est révélée négative tandis que l'aldéhyde p-hydroxy-
benzoique est un bon précurseur du noyau de l'ubiquinone chez

Proteus vulgaris (%) .

Tableau 1

Incorporation d'aldéhydes aromatiques dans les quinones bactériennes

:p OH benz=zdi OH benz: : Activité :  Activité
Bactérie raldéhyde :aldéhyde :Ménaquinome:spécitique : Ubiquinone: spécifique :
p Ci : pCi : :dpm/pmole :dpm/pmole
: M. avium : 11 : :MK-—9(H2}; 0 - -
: : : 1 : n : 0 - _
: P.vulgaris : 1 : ;. MK-8 0] Q-8 652
: : : 0,2 : n 0 " 0
: "Resting-cells" : :
: P.vulgaris 10 : : 1" 0 1 2364
: : co1 .o 0 " 0
‘A .acrogenes 10-44 ! " MK-8 ¢ 0 - a@-8 0
‘"Resting-cells'’
A serogenes 170-44° 1 " 0 " 0
VAN

{%) Plusieurs des incorporations décrites ci-dessus ainsi que la dégrada-

tion de la ménaquinone marquée par l'acide shikimique 3H-3 ont été
effectuées en collaboration avec Mlle M. LEDUC, dans le cadre_de sa
thése de Spécialité de Chimie B;ologlque soutenue a Orsay le 15.7.1970,

Ces résultats ont également été publiéds ( 59).
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B - Incorporation d'acide shikimique 3H-3

Dans différents laboratoires, on avait montré que l'acide shikimique
14 . . , .
C-U s'incorpore in toto dans les ménaquinones de telle sorte que
le carboxyle de 1'acide shikimique devienne un carbonyle de la

quinone (12:17759) .

Cette incorporation peut se faire selon deux orientation différentes et
la gquestion se pose donc de savoir sur lequel des deux carbones
2 ou 6 adjacents au carbone 1 porteur du carboxyle de !'acide shiki-

mique, se ferme le cycle naphtoquinonique.

4
HO}IJ)& _J/COOH

Pour résoudre ce probléme, M. LEDUC, dans notre laboratoire,
avalt incorporé de l'acide shikimique 4C—l,6 commercial dans la
ménaquinone de M. phlei, et dégradé cette molécule en cing étapes

en bromopicrine selon le schéma ci-dessous

9 /COOH /COOH
KMnQO HN
O Frrr 22 N,
N ~
H COOH NHZ
O
COOH NO COOH
2 HNO. LO- ?
— — 3 T 2C0,+2CHBr3+2CBryNO,
\OH ‘ ~OH
N02
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Un travail de BIRCH signalait cependant que la bromopicrine (tribro-
monitrométhane) pouvait contenir des quantités importantes de bromo-
forme provenant d'autres atomes de carbone, difficile & séparer du
tribromométhane, et par conséquent risquant de fausser les résultats
de cette dégradation. C'est pourquoi nous avons pensé que l'incorpo-
ration d'acide shikimique 3H-3 dans la ménaquinone permettrait une
dégradation plus directe donc plus précise. La synthése de cet acide
shikimique est décrite au chapitre [, et dans ['étude présente, nous
avons utilisé le mélange de shikimate 3H-3 et d'épishikimate 3H~n3
(contenant 28 - 30 % de shikimate). Depuis, nous avons pu montrer
que l'acide épishikimique n'est pas métabolisé par les bactéries
étudiédes {les résultats de l'incorporation sont rapportés dans le

tableau 1), ce qui légitime les résultats de nos expériences.(59).

Tableau I

Incorporation d'acide D-shikimique 3H—3 dans la dihydroménaquinone
de Mycobacterium phlei.

Shikimate “H-3 Ménaquinone
p Ci % : pmole :  dpm/pmole :% incorporation .
sk 72 p Ci : 16,6 : 8 600 : 0,10
‘%% 39 p Ci C12 © 5800 ©o0,11

¥ Radioactivité correspondant & l'acide D-shikimique 31—1—3 seul dans
le mélange shikimate - épishikimate.

*% 2 | de milieu de SAUTON, culture en surface pendant 7 jours &
37° C.

[.a d:-hydroménaquinone ainsi obtenue a été dégradée par oxydation en
acide phtalique et par nitration de celui-ci en un mélange d'acides
nitro-3 et -4 phtaliques.  Afin d'éviter des erreurs dans la détermi-

nation de ['activité spécifique de petites quantités de ces acides,
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1'acide phtalique tritié provenant de la dégradation a été dilué avec

. \ 14 . -
de l'acide phtalique -~ COQOCH, d'activité spéciflique connue, avant
. . . 3 1
nitration, De cette maniére, seuls les rapports "H / C ont été
mesurés dans les produits nitrés et ces rapports permettent de com-

parer directement la teneur en tritium de chaque produit.

Si nous examinons le taux de rétention du tritium dans chaque hypo-

th&se, nous remarquons que {(%)

\ COOH COQCH H
@ - @ ______
\ \
HO™ ) _
EY} COOH 2 H NO 2
Ac.phtalique nitro=-4 nitro-3
Act.spéc. 1 0,5 i
HO, /COOH | COOH g COOH 1 COOH
’ HMK—-»@ ol
HO- N 73y (B 'COOH EOOH “COOH
OH 2 H
Ac.phtalique n;tro—tl- mtro«-3
Act.spéc. 1 i 0,5

dans 1'hypothése [@ (fermeture du cycle sur les carbones 1 et 6 de
'acide shikimique), le rapport de l'activité spécifique en tritium des
dérivés nitro-4 / nitro-3 est égal & 0,5 alors que dans l'hypothése@

(fermeture sur les carbones 1 et 2) ce rapport est égal & 2.

A

(%) Il faut remarguer que lorsqu'on passe d'une naphtoquinone marquée en
une position donnée du novau A, & l'acide phtallque, celui-ci étant une
molécule symétrique, son mavquage se trouve réparti symétriquement.

o]

I
., : -R . - Co0H cooH A coow
NLOOH ‘cooH ¢ COOH
11
O

molécules symétriques
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Les résultats de la dégradation sont réunis dans le tableau Il (59).

Tableau Il

Dégradation de la dihydroménaquinone de M. phlei marquée par le
shikimate 3H-3

Acide " Acide nitro=3 | Acide nitro-4 Rapport

phtalique phtalique phtalique nitro-4
3p/léc ¢ 3py/léc o 3p/ldc itre-
1,22 : 0,59 : 1,17 : 1,99

lls confirment de maniére catégorique ceux déji obtenus par M.
LEDUC avec l'acide shikimique 14'(3—1,6, a savoir que l'hypothése
’E est la seule valable et donc que le noyau quinonique se ferme
sur les carbones 1 et 2 de l'acide shikimique. Ainsi les carbones de

la double liaison de l'acide shikimique deviennent communs aux deux

noyaux: de la ménaquinone MK-9 (HZ)'

O
HO, COOH I

A Ve

V2 — @
Ve

HO™ Il
OH O

L'acide chorismique, intermédiaire probable dans la biosynthése des

ménaquinones.

Certains des résultats obtenus par GIBSON (17) avec des mutants

aromatiques de Aerobacter aerogenes et répétés au laboratoire avec

les mémes mutants ainsi gu'avec des mutants aromatiques de
g q




Escherichia coli W (B.D. DAVIS) ou de Bacillus subtilis (D.L.

NASSER), indiquaient nettement que l'acide chorismique, qui constitue
un point de branchement dans la biosynthése des acides aminés aroma-
tiques (schéma 1), était dgalement un intermédiaire sur la voie de
biosynthése des ménaquinones bactériennes, la bifurcation pouvant se
situer soit & son niveau, soit au niveau moins probable du préphénate,
ou d'un de ses métabolites (38). Le détail des arguments présentds

est développé au chapitre VI (Discussion).

D - Participation du groupement énoylpyruvique de !'acide chorismique a

la synthése du noyau naphtoquinonique.

Si lMacide chorismique est intermédiaire dans cette biosynthése, il est
tentant de penser que les trois carbones manquant & l'acide shikimique
pour terminer le cycle naphtoquinonique sont ceux du groupe énoyl-
pyruvique de l'acide chorismique. Rappelons que la chorismate-mutase
catalyse une transposition de groupe énoylpyruvique sur le carbone 1
du chorismate, de sorte que ce groupe est & l'origine des trois
carbones non aromatiques de la phénylalamine et de la tyrosine. Cette
transposition a été interprétée comme un réarrangement de CLAISEN

& six centres ("No - mechanism" Reactions) (28,53a).

Le transfert direct du groupe énoylepyruvique du carbone -3 de 1'acide
chorismique au carbone -6 (siége de la fermeture du cycle quino-
nique *} impliquant un réarrangement & sept centres semblait peu
probable ; mais il é&tait possible d'imaginer par exemple la formation
préalable d'un acide iso-4 chorismique. Son réarrangement par le
mécanisme précédent, suivi d'une déshydratation conduirait alors &

I'acide o-carboxyphénylpyruvigque (59).

{%) Du fait de la nomenclature chimique, le carbone -2 de I'acide shikimi-
que devient le carbone -6 de l'acide chorismique.
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COOH
I
C = CH,
/ | K‘)
O COOH HO, /COOH HO, /COOH
J’Ji / ’{l JJ
_ . @/H
~ < ~N
HO ) CH,-CO-COOH
: c < cH
Acide chorismique , 2
| COOH
COOH

CHZ—C’O-COOH

2

o Y‘ .
COCH : /CO—CH, -COSCoA

~
l 9" VjC:H_zv-»CC)—COOI—I

COOH
s

O — @U “
~ \\

CHZ COCH ~COSCoA

Menaqumone

Schéma 1

En poursuivant ce schéma par la décarboxylation oxydative de l'acide
o-carboxyphénylpyruvique en acide (carboxy-2' phényl)-2 acétique,

condensation de malonyl CoA, cyclisation de CLAISEN et décarboxy-
lation, on obtient le naphtalénediol-1,3, produit utilisé comme substitut

de la vitamine K par l'auxotrophe Bacteroides melaninogenicus (69,70).
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Afin de vérifier cette hypothése, nous avons, au laboratoire, essayé
d'incorporer l'acide {carboxy-2' phényl)-2 acétique 14C~1 dans
différentes ménaquinones. lLes résultats du tableau IV b&tent toute

vraisemblance & cette hypothése.

Tableau IV

, . . . . 14
Essai d'incorporation de l'acide {carboxy-2!' phényl)-2 acétique 4C:=.-1
et de ses esters méthyliques dans les ménaquinones bactériennes (%)

Ménaquinone

Organisme pmole dpm/prnolef

Acide 10 pCi ' M. phlei ‘MK-9(H,) 8,2 11
10 u Ci : A.aerogenes 170-44 MK -8 0 0

Esters méthyliques :
10 p Ci : M.phlei :MK-9 4,4 13

On peut aussi concevoir un schéma alternatif ne passant pas par
I'acide (carboxy-2' phényl}-2 acétique, mais par la condensation
directe du malonyl CoeA sur le carboxyle aromatique de 1'acide
o-carboxyphénylpyruvique, cyclisation de CLAISEN et double
décarboxylation. Dans cette hypothése, deux seulement des carbones
du groupe énoylpyruvique {le CH2 et le carbonyle) doivent é&tre
incorporés dans le noyau naphtoquinonique, donnant respectivement

un des carbonyles et un des carbones 2 ou 3.

(%) Les incorporations de l'acide (carboxy-2'! phényl)-2 acétique et de
ses esters chez les bactéries, rapportées dans le tableau IV ont été
effectuées en collaboration avec -Mme M. GUERIN, dans le cadre de
sa thése de Doctorat és-sciences, soutenue le 8.7.1971 & Orsavy.

(47).



Il était possible de préparer de l'acide chorismique marqué au
trittum dans le noyau (& partir de shikimate 3H-»'3) et au 14C dans
le groupe énoylpyruvique, mais GIBSON a montré que l'acide cho-
rismique ne peut pénétrer dans les bactéries, méme pour remplacer

I'acide p-aminobenzoique (nécessaire & une concentration de 10-8 M

seulement) (38). Donc, afin de suivre simultanément ct sélectivement
le devenir du noyau et du groupe énoylpyruvique, il &tait nécessaire
de trouver un artifice pour marquer in vivo I'acide chorismique.

Nous utilisons le mutant 83~-1 de Escherichia coli, bloqué au niveau

de la déhydroquinase, c'est-a-dire incapable de synthétiser le shiki-
mate, et nous cultivons cette bactérie sur un milieu minimal, supplé-
menté en tryptophane, tyrosine, p-~hydroxybenzoate et p-aminobenzoate,
avec pour seules sources de carbone du lactate et de l'acétate,

auxquels nous ajoutons du shikimate 3H-3 et du glucose 14Cu

Dans ces conditions, le noyau du chorismate doit provenir exclusive-

ment du shikimate 3H-3, tandis que le groupe énoylpyr'uviqué contient-
14

du C. La phénylalanine qui contient tous les atomes de carbones de

I'acide chorismique, ainsi que tout le tritium provenant de la position 3
du shikimate, doit refléter exactement le rapport carbone / tritium du
chorismate. De méme, si la ménaqguinone incorpore directement le
chorismate in_toto, sans élimination préalable du groupe énoylpyruvique,
son rapport carbone / tritium doit refléter celui du chorismate, corrigé
du nombre de carbones du groupe énoyilpyruvique éventuellement

incorporé (2/3 dans chacune des deux hypothéses).

Le tableau V donne les résultats de cette incorporation ecffectuée soit
14 .

en présence de glucose C-1 (marquant uniquement le CH2 du

groupe énovlpyruvique), soit en présence de glucose 14C—U (marquant

également les trois carbones du groupe énoylpyruvigue).
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Cependant, malgré ['addition d'acétate et de lactate au milieu de
culture pour diminuer l'incorporation par randomisation du glucose
140 dans les chalnes polyisopréniques, on retrouve une radiocactivité
importante en 140 dans la chaine latérale des quinones isolées
ménaquinone MK-8 et ubiquinone Q-8. C'est pourquoi il a été néces-
saire d'éliminer cette chalhe pour les mesures envisagées. L.a ména-
quinone MK-~8 a donc été diluée et oxydée en acide phtalique (seule
dégradation autorisée par les laibles quantités de radiocactivité disponi-

bles), dont l'un des carboxyles doit représenter, dans chacune des

deux hypothéses, la radicactivité du CH2 du groupe énoylpyruvique.

1 3 ) . . .
I.e rapport 4C/ H dans l'acide phtalique est comparé a celui trouvé
dans la phénvlalanine (isolée et purilide sous forme de son dérivé
DNP} ou mieux a celui des acides phénylacétique et benzoique issu

de 1l'oxydation de cette phénylalanine.

Pour que le rapport 140/31-{ soit le reflet exact de l'activité spécifique
en 140 et permette ainsi d'interpréter l'expérience, il faut que le
tritium ne soit pas randomisé, ce qui est évident si I'on remarque
que les activités spécifiques en tritium de l'ubiquinone Q-8 et de la

leucine sont quasi-nulles et que celles de la ménaquinone, de l'acide

phtalique en dérivant et de la phénylalanine sont identiques.

Ainsi, dans l'expérience utilisant le glucose 1 C-1, seul le CH_2—3

de la phénylalanine est marqué et son rapport c/ 3H peut étre
comparé directement & celui de |'acide phtalique : et dans |'expérience
avec le glucose 14C~U, la radiocactivité 140 est également répartie
entre les carbones 1, 2, 3 de la phénvlalanine et on peut comparer

le tiers de son rapport 140 / 3H, la moitié de celui de l'acide phényl-
acétique et celui de l'acide benzolque directement avec le rapport
140/ 3H de I'acide phtalique. Dans tous les cas, ce dernier est

bien inférieur a celui de la phénylalanine et de ses produits de dégra-
dation, alors que si l'une des deux hypothéses du schéma 1 était

exacte, il devrait étre comparable.




H en résulte donc que les trois carbones nécessaires & la fermeture
du noyau naphtoquinonique ne sont pas ceux du groupement dnoyl-
pyruvigue du chorismate. Si celui-ci est un intermédiaire dans la
biosynthése du noyau naphtoquinonique, ces trois carbones doivent
étre éliminés & |'une des é&tapes de cette biosynthése (cf la formation
de !'anthranilate & partir du chorismate et de la glutamine). La radio-
activité J'4-Cl' non négligeable incorporée cependant dans le carbonyvle
de |'acide phtalique indique une origine proche du pyruvate : peut-&tre
14

un des acides du cycle de Krebs, mais la randomisation du C

(leucine par exemple) ne permet pas de conclure sur ce point.

Participation du glutamate ; l'acide o-succinoylbenzoique.

Au moment ol nous terminions ce travail, CAMPBELL essayant
systématiquement d'incorporer différents acides aminés dans la lawsone

(hydroxy-2 naphtoquinone-1,4) de lmpatiens balsamina, montrait que

alanine puis l'acide glutamique étaient incorporés avec un bon rende-
ment (11). Essayant alors d'incorporer des acides glutamiques mar-
qués au 14C en des positions variées, il montrait que seuls les
carbones 2, 3, 4 de l'acide glutamique étaient incorporés dans cette
naphtoquinone. Dlepuis_, des résultats analogues ont été obtenus en ce

qui concerne les ménaquinones de E. coli et M. phlei (13,78).

Se basant sur ces résultats, il faisait 1'hypothése que ['acide gluta-
mique est d'abord transformé en acide w«~cétoglutarique qui lui-méme
est transformé en un intermédiaire de la décarboxylation oxydative en

succinylcoenzyme A : le succinylsemialdéhydethiaminepyrophosphate.

Cet aldéhyde activé est un réactif de choix pour attaquer par réaction
de MICHAEL la double liaison 1-2 de ['acide shikimique selon le

schéma ci-dessous, conduisant & un acide bicyclique trihydroxylé :
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H+
HO, _COOH HQ, _COOH L,
_ COOH s on X
CH, , ~ D2
HO ] T\ * HO | C -CH
CH 2
HO Q-T2 OH »/ N7y,
C +
VN HIO TPP
H-O TPP*
O
- [
HO,, COOH ooy 94, _COOH
FH2 > —>» Lawsone
P _CH
2 ~
HO i C HO I
HO c”> OH

Cette hypothése, basée sur la participation directe de 1'acide shikimi-
que ne coincidait pas avec notre conviction que l'acide chorismique est
en fait aussi un intermédiaire réel et le point de branchement entre la
biosynthése des acides aminés aromatiques et celle des ménaquinones.
Par ailleurs, il était impossible d'imaginer une aromatisation simple

du composé de CAMPBELL, sans faire intervenir une étape d'oxydo-

réduction suivie de déshydratation.

Reprenant donc & notre compte |'intermédiaire succinylsemialdéhyde-
thiaminepyrophosphate, mais le faisant réagir plutdt sur l'acide choris-
migue, nous arrivons 4 une aromatisation beaucoup plus plausible en
acide (carboxy-2' phényl)-4 oxo-4 butyrique (ou acide o-succinoyl-

benzoique, OSB).
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COOH .+
COOH f
| -
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" COOH 2, COOH .7
cH - CH,
v dg g 5 ’/H/CHz i
HO” e 72 e
c 2 NTY
I\ HO TPP+
H-O Tppt
COOH
/ CHfCOOH
1
CH.
\C/ 2
T
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Ce composé que nous nommerons par la suite O S B a déja &té
synthétisé en 1884 par W. ROSER (80). Nous avons donc reproduit
cette synthése et préparéd de 1'OSBE afin d'étudier si ce produit était
capable par exemple de restaurer la synthése de r:néna_qu}pone chez
les mutants de E. c¢oli et A. aerogenes incapables de synthétiser

cette quinone car bloqués avant le chorismate (schéma 2).
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Schéma 2 @ Voie de biosynthése des acides aminés aromatiques, des quinones
— et des vitamines aromatiques chez les bactéries.

Glucose
E r‘y’chr‘ose_ 4.P .F.’E -i:’yruvate
' DAHP #
Déhydroquinate
E. coli 83-1 mror o —

HZO

Déhydr‘oshikimate

F. coli 156-53 - r" «
\\——WNADF’*‘
E. coli 83-24 PR S -
Y
Shikimate

Phospho-3 shikimate

E. coli 159-4 p—r 3 <§ PEP ﬁ

7

3

Phospho-3 énoylpyruvyl-5 shikimate Anthranllate/ Try

r

A, aerogenes 170-44 g loi=r—p—— NAD

A .aeroaecnes

_6_2;1_,/'<

/—/ \

Chorismate

—= = Préphénate >
/ [\ \f/ /\Phe

OS8B PORB PAB Isochorismate - 4
Ménaquinone Ubiqunone Ac.folique DOB
o —— ——— Blocage total des mutants de E. coli
oo mmemme e anae « Blocage partiel des mutants de E. coli

B o e 1 e = < Blocage total des mutants de A. aerogenes.
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[Les résultats de cette expérience sont exposés dans le tableau VI.
Tableau VI

Restauration de la synthése de ménaquinone en présence d'OSB

a "MK + DMK ° a ,
Mutant Milieu . (nmoles/g de (nmoles/g de’
' bacterie séche)bactérie séche]

" E.coli Hir f minimal : 890 f 780

" E.coli 83-1 f minimal f <0,5 ° 58

“ " minimal + OSB 10-4 M 567 : 111

" minimal + SA  2.10-9M 626 j 785

" E.coli 156-53 f minimal ; 6,2 203

; " minimal + OSB 10-4 M 576 219

" minimal + SA 2.10-5M° 692 j 729

E.coli 83-24 f minimal f 512 © 607

. minimal + OSB 10-4 M 526 429

" minimal + SA  2.10-9M ° 571 ' 676

" E.coli 159-4 f minimal f <2 f 181

i " minimal + OBS 10-4 M 830 : 105

" minimal + SA  2.10-5M - 4,3 75

' A.serogenes 17044 minimal : 55 © 665

: " minimal + OSB 104 M 455 : 448

A .aerogenes 62-1 ~ minimal 310 857

: A.aerogenes NCW : minimal : 467 : 1 000
Milieu minimal = VB + LTyr, L-PhelTry 10-% M

pAR et DOR 10-5 M
Glucose 0,5 %.
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On voit que dans toutes les souches oli un blocage complet avant le
shikimate est réalisé {schéma 2), I'OSB 1074 m restaure la synthése
de ménaquinone & un niveau comparable & celui observé en présence

de shikimate 2.10"° M ou & celui dans la souche sauvage correspon-

dante,

Chez le mutant 83-24 de E. coli, particllement bloqué, la synthése de
ménaquinone est normale. Four le mutant 159-4 de E. coli, bloqué

apres le shikimate, de méme que pour A. aerogenes 170-44, seul

I"OSB permet la synthése de ménaquinone. Contrairement au shiki-
mate, précurseur commun {schéma 2}, 1"OSB est sans elfet sur la
biosvnthése de I'ubiquinone, Les faibles variations observées peuvent

étre interprétées comme le résultat d'une régulation réciproque (18).

Nous avons étudié chez E. coli 83-1 et A. aerogenes 170-44 la
quantité de ménaquinone synthétisée en fonction de la concentration
en OSB dans le milieu de culture (figure 1). Nous remarquons que
OSB 10-4 M est largement suffisant pour que ces bactéries forment
une quantité normale de ménaquinone. Le phénoméne de régulation
réciproque de la synthése des deux quinones est & nouveau apparent

sur les courbes (figure 1).

. 14 .
L'OSB a alors été synthétisé marqué au C-2',4 et son incorpo-
ration testée chez différentes souches bactériennes. L.es résultats

de ces incorporations figurent dans le tableau VII.

Bien que les pourcentages d'incorporation obtenus ne laissent aucun
doute sur la nature de l'incorporation, nous avons vérifié par dégra-
dation que I'OSB s'incorpore sans randomisation de telle sorte que

son noyau aromatique devient celui de la ménaquinone.




pmoles/g poids sec E. coli 83-1

0,6 |

MK

OSB 1.10-4 M

0,5 ¢ A. aerogenes 170-44

0,5 OSB 1.10-3 M

Figure 1

Synthése des quinones bactériennes

en présence de quantités croissantes d'OSB
chez A.aerogenes 170-44 et E.coli 83-1
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Tableau VII

Incorporation de 'OSB 140—2' ,4 dans les ménaquinones

bactériennes

Dégradation de la ménaquinone de M. phlei

OSBE . ' A’&cjci?fité : q : Facteur:
14 : Quinone  : spécifique . orp. - de
C-2',4 : dpm/pmole: TP dilution :
. M.phlei 12.38x10%pm ® :MK-9 (I Hy): 82.500 : 70  : 0.0187:
: : (2 pC/pmole) <o : : :
* A.aerogenes 62-1 '3.57x10%dpm ° ° MK-8 © 6.200 ° 0,18  0,0014
“ (2 pC/pmole) | DMK-8 Y 17.050 © 0.0038°
: ' o : 37 : :
E.coli K-12 :8.16x106dpm ¢ . MK -8 : 880.000 : 2,25: 0,08
{5 pC/umole) : DMK-8 :2.040.000 : : 0,185
: : Q-8 : 7.100 : :
a 0.13 x 106 dpm restant dans le milieu
b 2.8 x 100 dpm dans le milieu
c T7.68 x 106 dpm dans le milieu
Activité spécifique n
%
dpm/}Imole
MK-9 (H,) de M.phlei | 1500 f 100
' Acide phtalique f 1465 ; 97,5
cO f 660 f a4

2

La dihydroménaquinone de M. phlei a été oxydée par la méthode
habituelle en acide phtalique, qui contient toute l'activité spécifique,
localisée exclusivement dans les carboxyles, ‘comme le montre le

tableau VII.

Ces résultats permettent donc de conclure que 1'OSB doit étre un

précurseur direct du noyau naphtoquinonique.
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F' - Dilution de l'incorporation du glutamate et du shikimate.

Si I'OSB est un intermédiaire situé en aval de 1'acide shikimique et
du succinylsemialdéhydethiaminepyrophosphate dérivé de l'acide gluta-
mique, il est logique de penser que l'incorporation de ces ‘acides

sera diluée par la présence d'OSE dans le milieu de culture.

Nous avons étudié l'influence de 1'OSB sur l'incorporation du shiki-
mate 3H—3 et du glutamate 14C-3,4 dans les quinones de E. coli 83-1.

les résultats de ces expériences sont rassemblés dans les tableaux

V et VII.

Tableau VIII

Dilution de I'incorporation du glutamate 14(3 par I'OSB dans les
quinones de E . coli 83-1

MK-8 + DMK-8 Q-8 :
Pra ) . . Total
recurseur T o Acttotale Act.spéoif, = Acttotale Act.spécify
: nmoles . dpm 'dom/mmole’ npmotes dpm dprm/nmole’ nmotes -
DL Glu "*c-3,4° 212 ' 2960 ' 13,95 ' 163 ° 295 ' 1,82 ' 375
20 1 : : : : , :
DL Glu c-3,4° , : ; , , n
20 pCi ¢ 213 ‘1667 1 7,79 ° 140 © 325 ' 2,32 ' 353

: + OSB 10-4 M

: ¥ Milieu minimal de VOGEL et BONNER supplémenté en Phe, Tyr, Try
et shikimate 10~-4 M, glucose 0,5 %.




) . o 3 , .
L'examen de l'incorporation du shikimate "H-3 dans la ménaquinone

MK -8 en I'absence ou en présence d'OSB (tableau V) indique une
forte dilution de !'incorporation (4 & 8 fois) en présence d'OSB.
Les résultats précédemment exposés montrent que dans cette expé-
rience pratiquement toute la radicactivité 3H se trouve incorporde
dans le noyau naphtoquinonique (c¢f acide phtalique et Q-8). De plus
on peut constater ici un autre exemple de la régulation compensatoire
entre les quantités respectives d'ubiquinone et de ménaquinone : la
somme des quantitds de quinones reste constante (# 150 nmoles)
alors qu'en présence d'OSB, la ciuantité de MK-8 est plus que
doublée. La jorte dilution observée de ['activité spécifique de la ména-
quinone et la constance de la quantité totale de gquinones s'expliquent
peut-é&tre dans cette expérience par le fait que la quantité totale de
shikimate dans le milieu de culture 2.10~4 M é&tait limitante en raison

de l'absence de phénylalanine et des conditions particulidres de cul-

ture.

Le tableau VIl montre que l'incorporation dans la ménaquinone 8 du
glutamate 14('}“35,4.- est de méme assez fortement diluée (environ deux
fois) en présence d'OSB. Une partie de l'incorporation résiduelle
doit &tre attribuée & une randomisation partielle dans la chafthe laté-
rale (13), comme en témoigne la radiocactivité non négligeable de
I'ubiquinone-8. Aucune régulation compensatoire n'est observée dans
ce cas, peut-étre en raison d'une quantité de shikimate non limitante

dans le milieu (10-4 M en présence destrois aminoacides aromatiques) .

En conclusion, 1"OSB dilue nettement !'incorporation dans la ménaqui-
none de E. coli et du shikimate et du glutamate, tous deux considérés
comme des précurseurs certains dans cetie biosynthése. Ceci est un

argument pour la participation de ['OSB comme intermédiaire naturel

{26).



G - Orientation de ['"OSB lors de son incorporation dans les ménaquinones.

Ayant établi que 1"OSB est un précurseur effectif du noyau naphto-
quinonique et sachant que les ménaquinones ne sont pas symétrique-
ment substituées {(carbones 1 et 4 ou 2 et 3 non chimiquement
équivalents), nous nous sommes demandé si l'incorporation de
I"OSEB était symétrique ou non, c'est-&-dire si par exemple son
carboxyle aromatique 2' était le précurseur d'un seul (et lequel)

des carbonyles quinoniques , ou bien s'il s'incorporait indifféremment
dans les deux. La réponse & cette question pouvait permettre, comme
il sera discuté dans le chapitre VI, de postuler ou d'écarter certains

intermédiaires entre ['OSB et le noyau naphtoquinonique.

Un des meilleurs moyens de répondre & cette question était de syn-
thétiser de 1'OSB asymétriquement marqué. En effet, ce précurseur,
comme hous l'avons montré, s'incorpore fortement dans les ména-
quinones, et sans aucune randomisation (cf tableau VII). Nous avons
donc préparé 1'OSB ']'4COOH---2.’ (1) et I'OSRE 14‘CHZmZ (II) et

étudié leur incorporation dans la ménaquinone de M. phlei qui a

ensuite été dégradée carbone par carbone comme indiqué dans le

chapitre Il afin d'en déduire la localisation exacte de la radioactivité.
14
/COOHCOOH COOH
/ / /C’OOH
CH 14CH
\c cizl—iz . ch ’
N2 2
O O

| 1l
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Dégradation de la ménaquinone marqguée par I'OSB 14LC’OOH -

Aprés oxydation, l'époxyde de ménaquinone est hydrolysé en phtiocol.
Celui-ci est oxydé par la réaction de HOOCKER en lawsone. La
lawsone est ensuite dégradée en acide phtalimidéneacétique qui est
décarboxylé en acide o-acétophénone carboxylique. Cette molécule
est, d'une part transposée par réaction de SCHMIDT en acide
N-acétylanthranilique qui est hydrolysé en acétate + anthranilate,

d'autre part dégradée en iodoforme + acide phtalique.

] T2
{ il
z CH, CH,
—
b i \
! i
R I OoH
_COOH COOH
A\ /4
s ! Jh + C}HI3
// ‘oo CH, “coon ¢
I
CH-COOH
PR l
COOH COOH
/4 s
_— + HOOC-CH
\ ~ PRI
NH-CO-CH NH.
kv 3 2

Les résultats de cette dégradation figurent dans le tableau IX.
lls montrent que le carboxyle aromatique de 1'OSB marque exclusi-

vement le carbone 4 de la ménaquinone (96 - 100 %).
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14

Dégradation de la dihydroménaquinone 9 ayant incorporé 1'OSRB COOH-2

Atomes de carbone * ' ki
: . Act. spec. : . . :
.du noyau quino- " % rétention
‘nique conservés dpm/pmole ’
Ménaquinone "1234 2" 104.000 f 100
Phtiocol 12342 :105,000-—q :
: : 745 : 101
Lawsone 12 42 750 f 102
Ac.phtalimidéne acétique 1 2 4 2 732 : 99
. Ac. acétophénone 1 4 2 45— 101
carboxylique 235 |
Ba003 : 2 0,2 : 0
* Acide phtalique T 1 4 230 99
lodoforme : 2! 4 2
© Ac. N-acétylanthraniliqué 1 4 2 230 99
: Ac. anthranilique 1 0,9: 0,5
" Acide acétique f 4 2 223 96
* Les fléeches — indiquent les dilutions successives, avec l'activité spéci-

fique avant et aprés dilution.

*¥ Les pourcentages de rétention sont rapportés & l'activité spécilique de

la ménaquinone de départ = 100.
. . . . . 14
Dégradation de la ménaquinone marquée par I'OSB CH,2—2 -
. . . 14 frs 1z .
L.a ménaquinone marquée par I'OSB CH2—2 a été dégradée par

deux méthodes (cf chapitre 1I)
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a) L.'oxydation selon KUHN ROTH (83) donne de !'acétate & partir

de chacun des carbones porteurs d'un méthyle (C-2 du noyvau,

C-3',7'",11',15'... de la chaine).

7# 10 CH3COOH + CO2

En raison de la dilution par les acétates provenant de la chaine,
seule la radioactivité totale de l'acétate est significative, ainsi que
celle du gaz carbonique dégagé. Les résultats qui figurent dans le
tableau X montrent que, bien que toute la radioactivité ne soit pas
récupérée dans le COZ’ 1'acétate, donc le carbone 2 du novau,
n'est pas significativement marqué, ce qui laisse penser que toute

la radicactivité se trouve en 3.

Tableau X

Dégradation de la méhaquinone marquée par ['OSB 1AI'CZH_B—Z

selon KUHN ROTH

: Activité totale : % rétention

MK-9 H,2 : 400 000 : 100
: Acide acétique 2-2! : < 320 " 0
: + méthyls de la chaine :
Ba C03 : 290 000 : 72,5
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b) La dégradation en phtiocol, qui est soit transiormé selon la méthode

de HOOCKER en lawsone, soit directement oxydé par l'eau oxy-
génée alcaline en acide phtalique + acide acétique + gaz carbonique,

permet de compter séparément les carbones 2 et 3 (tableau XI).

o g o p O

H H it OH
/CH3 /CH3 Y
“
' i R  OH t
O O .
/COOH I—IOOEC - C;:H3
Ak +
~COOoH cO
3 2
Tableau XI
Dégradation de la ménaquinone marquée
par 1TOSB 14CH2-—2
‘Activité spécifique | A .
dom/pmole % rétention
Ménaquinone 1234 2! 363 400 100
Phtiocol 1234 2" :6t1 900?759 : 97,7
. Lawsone 12 42 5 0,7
: Ac.phtalique 1 4 : o 0

Ac.acétique 2 21 3 0,7
) ) *%k *x%

BaCO3 3 : 600" : 80

¥ la fleche — indique la dilution, avec 1'achvité spécifique avant
et aprés dilution.

*% le CO2 recueilli dans cette réaction est toujours dilué par le
produit de décarboxylation thermique des peroxyacides inévi-
tablement formés par l'action de I'eau oxygénée sur l'acide
phtalique et 1'acide acétique (cf tableau XIX). Il en résulte .
une activité spécifique plus faible et variable selon les conditions
dans lesquelles est effectude la réaction (température).
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1

Les résultats obtenus confirment gqu'a partir de 1'OSB 4CH2-—2

la randomisation dans la ménaquinone est trés faible, et la radio-

activité se trouve exclusivement dans le carbone 3, porteur de

la chalne polyisoprénique.

L.'ensemble des résultats obtenus, aussi bien & l'aide d'OSB
14COOH~=-'2‘ que 14'('.3H2~-2 permettent de conclure gue l'incorporation
de 1'OSB dans la dihydroménaquinone MK-9 (HZ) de M. philei se

fait selon le schéma suivant :

® I .
COOH M H
-~ A

4_—~COOH @‘ 7y 3

o) i CH,
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CHAPITRE 1V

INCORPORATION DE PRECURSEURS RADIOACTIFS

DANS LES NAPHTOQUINONES VEGETALES

A -~ Incorporation d'acide shikimique 3H-3 (%)

LEISTNER et ZENK ont étudié 1'incorporation de 1'acide shikimique
l4PC~-1,6 dans la juglone (hydroxy-5 naphtoquinone-1,4) de Juglans
regia L. et la lawsone (hydroxy-2 naphtoquinone-1,4) de Impatiens
balsamina. Puis, utilisant une dégradation en bromopicrine en six

étapes, ils ont moniré que la cyclisation du noyau quinonique de la

Juglone s'effectue sur les carbones 1 et 2 du shikimate (65).

Cependant, BIRCH a signalé que la bromopicrine dérivée du dinitro-
phénol, avant dernier produit de cetie dégradation, peut contenir
jusqu'a 75 % de bromoforme (4), ce qui met en cause les résultats
de la méthode utilisée par ces auteurs. Clest pourquoi nous avons
répété ces expériences en incorporant l'acide shikimique 3H—3
(tableau XII) et en dégradant les quinones obtenues comme nous

ITavions fait pour les ménaquinones ({chapitre Il - A) (59).

(%) voir note bas de page 58.
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Tableau XII

Incorporation de 1'acide D-shikimique 3H-3 dans les quinones végétales

. Acide shikimique SH-3: Quinone : % incorporation :
pCi * : pmole : dpm/pmole :
18 . Lawsone: 48 ;1650 0,2
39 " Lawsone " 130 b 7200 1
18 . Juglone 16,2 : 235 : 0,1
: 18 %k * Juglone 9,3 378 © 0,01
;Ester’ méthylique 18pCi; Lawscme; 69 40 0

% Les quantitéds de radioactivité administrées sont corrigées pour tenir
compte de la présence de 70 - 72 % d'épishikimate dans la préparation
de shikimate utilisée (cf chapfltre 1)

%% Dans cette expérience, on a utilisé des branches de Juglans cueillies
en Septembre et dont le métabolisme est déja fort ralenti.

a) Dégradation de la lawsone {59)

L.a lawsone a été oxydée en acide phtalique et celui-ci a été nitré
{selon la méthode déja utilisée pour la ménaquinone) en acides
3 et 4 nitrophtaliques (#®). Les résultats de ce travail se trouvent

résumeés dans le tableau XIII.

Tableau XIIi

Dégradation de ['acide phtalique dérivé de la lawsone
ayant incorporé l'acide shikimique 3H-3

Acide phtalique ‘Acide nitro-3 phtalique ‘Acide nitro-4 phtalique

: : . nitro-4
Sh/te , 3ustéc : 3p/t4e . nitro-3
1,23 f 0,58 f 1,14 © 1,96
.

(®) L'incorporation de l'acide shikimique 3H-3 dans la lawsone et la dégra-
dation ont é&té eifectuées en collaboration avec Mlle M. LEDUC dans le
cadre de sa thése de Spécialité de Chimie Biologique soutenue le
11.7.1970 & Orsay. Ces résultats ont été publiés (59).
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b} Dégradation de la juglone

L.a juglone a été bromée selon THOMSON en tribromo-2,3,6

juglone, ou oxydée en acide hydroxy-3 phtalique (cf chapitre II).

Le schéma n° 3 met en évidence les différentes hypothéses &
envisager pour la transformation de l'acide shikimique en juglone
et dans chaque hypothése les activités spécifiques en tritium a

attendre.

Les résultats résumés dans le tableau XIV montrent que la totalité
du marquage de la juglone est conservée au cours de la dégrada-

tion.

Tableau XIV

Dégradation de la juglone ayant incorporé 1'acide shikimique 3H=3

Juglone "Ac. hydroxy-3 phtalique Tribromojuglone’ % pétentio
dpm/}lmoie dpm/}imole dpm/pmole o retention
78 : f 83 f 106
376 : 366 : 358 : 95

Ces résultats, & savoir rétention de toute la radiocactivité aprés
bromuration, comportent plusieurs implications importantes, éviden-
tes dans le schéma n° 3. il faut que le tritium en position 3 du

noyau de l'acide shikimique soit incorporé, soit exclusivement en

position 7 du noyau naphtoquinonique de la juglone {hypothése
a2 du schéma), soit exclusivement en position 8 { hypothése
b 1), soit symétriquement en position 5 et 8 avec élimination du
tritium en 5 au cours de Il'hydroxylation (hypothése “b"l'*;ﬁ ).
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Rappelons que LEISTNER et ZENK ont montré & 1'aide d'acide
shikimique 14C$u que le carboxyle du shikimate s'incorpore
également dans chacun des deux carbonyle de la juglone concluant
ainsi & un incorporation syméirique (65). Ceci permet donc
d'éliminer les deux hypothéses asymétiriques (a2 et bl) et
montre que l'incorporation du tritium en 3 de l'acide shikimique
se fait sur les positions 5 et 8 du noyau naphtoquinonique donc

que le cvecle naphtoguinonique se ferme sur le carbone 2 de

i'acide shikimigue.

Ce résultat permet de conclure que !'hydroxylation en 5, si elle
s'effectue sur la naphtohydroquinone-1,4, comme semble l'indiquer
I"incorporation symétrique du shikimate, a lieu sans "NIH shift!
(18). En effet, s'il y avait "NIH shift", une partie du tritium en 5
migrerait en 6 lors de l'hydroxylation, et le brome substituant
cette position 6, on retrouverait moins de 100 % de la radicactivité

dans la tribromojuglone.

L.'acide chorismique précurseur des naphtoquinones végétales

Au chapitre précédent, nous avons vu qu'il était trés probable que,
chez les bactéries, i'acide chorismique soit précurseur du noyau
quinonique, mais l'impossibilité de faire pénétrer l'acide chorismique
dans les bactéries empéchait de vérifier cette hypothése directement.
On sait que le systéme cellulaire des végétaux présente des diffé-
rences avec celui des ba:,ctéries, et on pouvait espérer obtenir une
pénétration de l'acide éhorismique dans les plantes. C'est ainsi que
LEISTNER et ZENK avaient essayé d!incorporer (65) de |'acide

chorismique 140 dans la juglone de Juglans regia.
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Dans cette expérience, la juglone n'!était pas marquée alors que la
phénylalanine et la tyr;o's_in.e de la plante |'étaient trés fortement. Les
auteurs avaient au_ssi"vérif"i'é que, dans le milieu d'incubation, le cho-
rismate n'était pas isomérisé spontanément en préphénate, mais ils.
n'avaient pas cherch’é.'é isoler le tryptophane. Or le marquage de

cet acide aming,formé & partir du chorismate par voie uniquement
enzymatiqﬁe, ~seul a_tx_fait été ‘une preuve certaine que l'acide cho-
_risn‘iique avait 'r.'éell.émen't 'péné't_.r‘é te].due dans les plantes et sa

non-incorporation dans la juglone devenait significative

COOH
.. . ! NH
- Enzymatiquement <2
: ' 3 ——» Tryptophane

CH.-CO-COOH

- En méti '.U.ue.rhe.n.t : < 2 ' |
I\ _DEymenademeny __y Phénylalanine
- et spontanément Tyrosine

Cette Iacune nous a mcxte a r‘epeter cette expérience en utlhsant de
Itacide chor'lsmique _3H 5 de haute act1v1te spécifique, obtenu enzyma-

thuement & partir d’amde shlklmnque 3H—3 3 1'aide d'un extrait

‘d'Aer'obacter' aer'oc;enes 62 1.

Les r'esuitats de ces mcorpor-atlons, comparés a ceux de LEISTNER

et ZENK sont r’eums dans le tableau XV,
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Ces r‘ésultaté confirment ceux de LEISTNER et ZENK montrant que
-l'-acidé chorismique n'est pas incorporé dans la juglone. Cependant,
dans notre .expéi"'.ience', le tryptophane, contrairement & la tyrosine

et & la 'phénﬂalanirﬁe, h.‘e_ét pf’atiquement pas radicactif, ce qui montre

que ['acide chorismique lui-méme n'est pas directement métabolisé

par les pousses. de Juglans regia.

L'.a_cti'_vité é‘Ie’vée de’ la phénylalaniné et de la tyrosiﬁe peut s'expliquer
par'.1"inco.r‘por_"§iti6n'__d'ac'i'd'e' p_r‘éph:énique' formé, soit enzymatiquemeht,
bien_'q.ue LEI'.S_T_N.E_;R. et ZENK . dans une expérience analogue aient

' noté l’_abSén_é_e d‘isdm'ér_‘.isa':tion_-.sp.o'n_'tanée du chorismate, soit enzy-
matiquement .'apr‘é_.'s fféﬁéhiss‘émént par .l'écide‘ chorismique d'une

: _ﬁ)r‘ei’niér‘é bérr‘iére cell‘u!air‘e',‘. une’ déuxiéme devant &tre franchie pour
“la’ transformahon en naphtoqumone. Ltacide pr‘ephemque pourrait seul
fr-anchlr cette barmer-e pour donner‘ la phénylalanine et la tyrosine.

Par' contre, chez Impatxens baIsamma, la lawsone ainsi que le trypto-

: 'phane sont 51gn1f10at1vement mar'ques par Ie chorismate, bien que

" moins mar'ques que la phenylalamne ou !a tyrosine. Cect permet de

"conclur’e que, au rnoms chez Impatlens balsamma, I'acide chorismique

est incorporé dans le noyau naphtoquinonique.

Cutre. Ifinc:or_‘por'ation '.dir"ec.te_csiu_ c.hqr‘ismate, une indication indirecte
de son rélé-comme i.r:iter'média‘ir*e- pbuvait I‘eSSOI"tiI‘ d'une étude #éréo-
'chimlque de 1’1ncorporatlon des hydrogenes du shnklmate : en effet,

| au cours de la transfor'mahon du shlklmate en chorismate, un proton
en 6 est ellmme, ot l'etude de cette r*eachon menée conjointement
--"'_par' HILL et NEWKOME (53 b) et ONDERKA et FLOSS (73)

a montre qu'elle tait ster‘eospemflque et condulsalt a la perte de

'I'hydr‘ogene H-6 (pr‘o R) :_du shikimate .
11 'était-'int.éré_ssant de savoir si l'hydrogéne H-6 (pro S) du shikimate
conservé dans _rle éhbrié'mété_ IVétait aussi dans le noyau naphtoquino-

nique, ce qui était _u'n"argument'_en.'_fave'ur* de la participation du
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chorismate comme intermédiaire, ou si cet hydrogéne H-6 {(pro S)
était perdu dans le noyau naphtoquinonique, ce qui écartait indiscuta-

blement le chorismate de la voie de blosynthése.

L.'expérience réalisée par SCHARF et ZENK en collaboration avec
le groupe de FL.OSS (86) a permis de montrer la rétention du
proton H-6 (pro S) aussi bien dans la juglone (95 %) que dans la

dihydroménaquinone (84 %) de Bacillus megaterium alors que le

proton H-6 (pro R} est éliminé (rétention respective de 3 % et 18,6 %).

De ces résultats, SCHARF et ZENK concluent que "l'acide choris-

mique ne peut &tre exclu comme intermédiaire dans la biosynthése

des vitamines K 2 et de la juglone!.

Participation du groupement énoylpyruvique & la biosynthése du noyau

Puisque 1'acide choriémique est précurseur du novau de la lawsone,
un raisonnement analogue & celui du chapitre précédent (cf p.34 et 35)

nous a amené a tester l'incorporation de ['acide (carboxy-2' phényl)-2

acétique dans la lawsone de Impatiens balsamina (tableau XVI) (59).

Au cours de la purification, nous avons eu beaucoup de difficultés &
éliminer une impureté marquée qui migre dans de nombreux solvants
comme la lawsone, et est aussi oxydable en acide phtalique. Cette
impureté pourrait étre une isocoumarine, molécule assez courante
parmi les constituants des plantes et dérivant de l'acide (carboxy-2'
phénvl) -2 acétique 14COOH5 En tout état de cause, la lawsone n'est
pratiquement pas marquée par cefte molécule, ce qui écarte, comme
pour les ménaquinones, la participation du groupe énoylpyruvique du

chorismate pour la fermeture du cycle naphtoquincnique.
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: Tableéu XV

Incorporation d'acide '(cé;r'boz;{.y-?.' phénYI-) -2 acétiqgue dans la lawsone

"Acide (car'boxy 2' phenyl)—-z acethue . La_.wsone
1‘{I‘COOH | R C: o o Pmoles . dpm/pmoles
w0 o115 20

D - =Ihco'rp.oféti0n de_ I'OSB d‘ané les' naphtoquinones végétalés

I\.Ious.a\(ons. vu aﬁ: chap:'?tr.é_ p.r’é_c::'é:c_le_.ant_ que |'OSB est pbécur“seur dés
ménaquinon:_e_s.,. '.et'q.u'e“CAMP'BTELL_ _._a' 'mq'ntr’.e.’ que le glutamate est &
I brigine _de's.'-_‘ trois ,_"c_;._s;irb-_o_:r.l.es.._ .Sé.r-'v_aht'_é' la_.fer*fhetur‘e du cycle quinonique
de la 'l'a.ws'o'r:-lé.' (1.1 )' : Le méfne‘ "r‘aisohrie"me.n.t s'appiiquant aux quinones
.vegetales der‘lvees de l'aclde shlklmique, nous avons essayé et réussi

l'lncor‘por'atlon d'OSB 140 dans la’ lawsone et la Juglone (tableau XVII}.

 Tableau XVII

14

Incorporation d'OSB. "'C-2!,4 dans les naphtoquinones végétales (21)
" Durée de OSB l4C-2',4° Quinone o
: :’anor_p'épatioﬁ_:PQj._E .PCi,{Hm_oie: ~+ - pmole dpm/l.zrnole patl;gn_
:plants de 5 6 .48 H B 1 5 :lawsone 75 17600 : 60
.semaines : LT e R D .
J.regia S
.branche(bouquet | : R S S L A o ' .
terminal ) ': ... 48 H TR R 5. juglone 120 - 1100 © 6
‘plants de 3 sem. : - 36 H :2. . 5 ijuglone 17,2 39600 : 15,5 :

% Les pOubCentages d'incorpbr‘atioh SOht' déduits de 11activité totale incorporée
dans ia qumone isolée- r'appor‘tee A la quantlte totale de rad:.oactlwte effective-
- ment absor'bee par la plante .

. .
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[l était nécessaire de vérifier ensuite par dégradation de ces quinones
que 1TOSB 14@_21 ,4 s'incorporait bien sans randomisation de telle
sorte que le marquage soit localisé exclusivement dans les carbonyles
de la naphtoquinone ; c'est elfectivement ce que montre le tableau

XVHI (21).

Tableau XVIIil

Dégradation des quinones ayant incorporé H'OSB 14'CH;‘Z' 4.

“Activité spécifique’ %
dpm/pmole . rétention
Impatiens balsamina  lawsone 625 100
"acide phtalique 621,5 99,5
“carboxyle de l'acide
“phtalique 290 46,5
Juglans regia _juglone 1100 100
"ac.hydroxy-3 phtalique 1165 106
‘carboxyle-2 de lacide |
"hydroxy-3 phtalique | 562 51
"ac.hydroxy-3benzoique | 554 50,3

E

Dilution par ['OSB de !l'incorporation du glutamate et du shikimate

L'OSB, précurseur situé en aval de 1'acide shikimique et du succi-
nylsemialdéhydethiaminepyrophosphate (voir chapiire I}, s'il est
réellement intermédiaire, doit diluer 1'incorporation de ces deux
molécules. Clest pourquoi nous avons entrepris une expérience de
dilution sur des jeunes plants de Juglins et d'lmpatiens dont les
résultats sont exposés dans le tableau XIX. Afin d'éviter des erreurs
dans la détermination des activités spécifiques, celles-ci ont été obte-
nues par comptage des triacétoxynaphtalénes dérivés de la lawsone

et de la juglone. (En effet le glutamate 140 fortement randomisé

géne la détermination directe de l'activité des quinones).

ced e




Dilution de l'incorporation du D-shikimate

Tableau

XIX

3H=3 et du Dl.-glutamate

~ 68

dans les naphtoquinones végétales par 'acide o-succinyvlbenzoique
1 4 qa

ol W

Précurseurs (uCi)

Quinones

; pm oles dpm

‘dprm/
°  pmolesincorp .

%
\

a
o
©

% de

lact,
initiale

pea

R Ju,gla.nsﬁe (24 h)

4500° 0,68 100

' Shikimate “H-3 (10) juglone © 33,3 “150 000
"+ glutamate 14c.3,4 (2) ; . 12600 380° 0,57° 100
Shikimate SH-3 (10) : : :
+ glutamate 14C-3,4 (2) juglone : 19 36 7000 1930:0,167 : 43
+ OSB (2 pmoles) ' 2220 117:0,100 : 31
- 3 : : :
Shikimate 'H-3 (10) . 35,4 : 32000 900:0,145 : 20
+ glutamate 14C-3,4 (2) juglone . 3960 112:0.180 - 29
+ OSB (20 pmoles) T ;
N . *xK
~ I - Impatiens (48 h) . ; )
Shikimate 3Hm3 {10} lawsone: 16 64 800 4 050:0,295 :100 :
+ glutamate 14C-3,4 (1) 11 0000  685:1 : 100
Shikimate SH-3 (10) lawsone’ 17,2 ' 66500 3850°0,240 ° 95
+ glutamate 14C-3,4 (1) : 2660  155°0,280 ° 23
+ OsSB (1 pmole)
Shikimate “H-3 (10) lawsone: 15,8 : 62000 3920:0,280 : 97
+ glutamate 14C-3,4 (1) 1 830 122:0,175 18
+ OSRE (10 }lmoles) : :
[lI - Impatiens HHK (7 h + 41 h) :
Glutamate “*c_3,4 (10) lawsone’ 10,1 ° 83000 8250°0,750 100 _
+ shikimate 3H-3 (10) ' 24 2000 2400°0,110 ° 100 °
Glutamate 14C-3,4 (10) lawsone: 11,1 : 82500 7450:0,740 : 97
+ shikimate 3H-3 (10) : 25 7000 2 320:0,115 91
+ OSR (1 }Amole) : :
* plants issus de germination et 8gés de trois semaines.
%% plantes dgées de six semaines.
*¥%%* plantes dgées de huit semaines ; I'incorporation du glutamate a été effectuée

seule pendant 7 heures, puis 41 heures en présence du shikimate.
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Les résultats du tableau XIX sont différents en ce qui concerne la

juglone et la lawsone

- Dans la juglone, I'incorporation du glutamate et du shikimate sont
nettement diminuées gquand on administire 2 et 20 pmoles d'OSRB
en méme temps que les précurseurs. Ceci est vrai que l'on se
base sur l'activité totale incorporée, ou sur l'activité spécifique

de la juglone.

Par contre, l'incorporation du shikimate dans la lawsone est jort
peu affectée par la présence de 1'OSB (jusqu'a 10 pmoles) .
Méme dans ['expérience ol le shi :mate marqué est ajouté 7 heures
aprés I'OSB (afin de pallier des différences de vitesse de péné-
tration), il n'y a pas de dilution nette de ['incorporation du shiki-
mate (10 % de variation de !'activité spécifique). En ce qui con-
cerne le glutamate, on a obtenu dans une expérience avec des
planis assez jeunes une forte dilution de son incorporation dans la

lawsone, mais cette dilution n'a pas pu étre reproduite avec des

plantes plus &gées.

Ces résultats : la dilution évidente dans le cas de la juglone, moins
évidente dans celui de la lawsone, mettent & nouveau !'accent sur
la différence de perméabilité des cellules de ces deux végétaux vis &

vis des petits métabolites : chorismate (tableau XV), shikimate ,7

glutamate et OSB.

Essais d'incorporation de glutamate et d'OSB tritiés

Puisque 1'"OSB et le glutamate sont incorporés dans la juglone et la
lawsone, et que ces quinones possédent des hydrogénes sur les
noyaux quinoniques, nous avons voulu savoir si les protons méthylé-
niqgues du glutamate ou de I'OSB étaient incorporés dans ces quinones
et combien 7 Cette expérience devait nous permetire d!'éclaircir le
mécanisme de fermeture du cycle quinonique en déterminant le nombre

et la nature des protons retenus en 2 et 3 du novau.
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Cependant, avant d'effectuer ces expériences, il était nécessaire de
vérifier si, dans les conditions d'incubation et d'isolement utilisées,

les protons en 2 et 3 des naphtoqumones isolées n'étaient pas échan-

geables avec le m111eu

Nous a-m—_;s_ aussi étendu cette étude aux hydroquinones correspondan-
tes, conscient du ':E_éit_que_ :.lé.rpiu'part des schémas de biosynthése
plausibles (.Cf'diS'CU.SS.i_OQ - chapitre VI) impliquaient un ou plusicurs
intermédiaires hydr*o.qﬁi-n(.).n.ique's, et que les quinones étudides existent
en fait _déns- les-plantés.:é [Vétat rde glucosides hydroquinoniques (6,
89,94) I‘d'écl'lemgei a été  étudié par incubation dans les milieux
dioxane - eau ta_.n.lpop..n_ée en "pr‘ésehce de quantités connues d'ecau

tritide..

Ni la ,naphtqqu_iﬁoné-_l,:4,_rni.:'1a'jugl_0f1e (voir partie expérimentale)
n'incofpdreht du tritium en mi'_lié,u acide ) neutre ou alcalin (ot elles
sont degr’adees rapldement _moins. de 0,05 proton par mole de Qui-
.none) Pa-r_contre, la ia_,wséné.simplement dissoute dans le bicarbo-
. nate en _p'r‘és'ehcé _d-'_ééﬁ friti'ée,' puis acidifiée, et lavée & 1'eau,
inc'or;por*e" une quantité riotabie de - radioactivité (0,9 H+/mole) Ce
.tr‘altement par le b:carbonate fant partie de la technique habituelle de
pur‘zf:cahon de la lawsone, qul s'avére donc inadéquate dans ce cas.
De meme, la preparatxon du’ traacetate de lawsone réduite, utilisée
cour'amment dans le pr'ocessus de pur‘lflcatlon, eifectue en présence
d'eau tmtlee condu;t & une mcorpor’at:on de 0,9 H /mole. Clest
'pourquox nous avons adopte lor's de lisolement de la lawsone une
tech_mque d'extraction -et_ de purlflcat.lon en milieu acide ou neutre
(dans 'les.quels 1‘’_'_échra_r_ige_E 'es'_t' négligeable) .

L'echange avec l'eau tr'ztree de la naphtohydroqumone 1,4 140

.(famhtant ia mesur‘e de l'mcor'poration du tritium par comptage en
'double marquage) a _et_e_ étudié & différents pH et pendant des temps

différents, dans des tubes .sée'llé_s sous vide. L.'échange est arrété



par oxydation en quinone par le sel de Fremy (Nous avons vérifié
que cette oxydation en présence d'eau tritiéde ne provogue pas
dtéchange de tritium)}. La quinone est ensuite purifide par chromato-
graphie pour la séparer des goudrons formés. Les courbes de la
figure 2 montrent que 1'échange, faible & pH acide ou neutre, devient
important & pH 8 et complet en 18 heures a pH 11,5. La cinétique
a pH 8 indique cependant que la réaction est assez lente, et qu'en

quelques heures, l'échange reste guasi-négligeable.

Cet échange peut éire expliqué par la desénolysation en dihydronaphto-
quinones, aussi blen en ce qui concerne la naphtohyvdroquinone que

la lawsone.
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Dans la lawsone, la facilité d'échange de l'hydrogéne en 3, comme
[tacidité de l'hydroxyle {pk # 3,98) (31) est certainement relide a

I"existence de formes mésoméres du carbanion intermédiaire.

L 'ensemble des résultats d'échange décrits ci-dessus indique qu'il
faudra beaucoup de prudence pour interpréter les incorporations
effectuées avec des précurseurs capables de marquer les hydro-
génes B du noyau naphtoquinonique. En particulier pour la lawsone,
malgré la technique particuliére d'isolement utilisée, alors que pour
la juglone, & condition que les temps d'incubation ne soient pas trop
long et les pH d'isolement proches de la neutralité, les échanges ne

sont pas & craindre.

Malgré ces limitations, nous avons cependant essayé d'incorporer
soit le glutamate 3H=3,4—, soit 'O SR 3Hm2 marqué sur les deux
protons du méthyléne o ; ces deux Incorporations doivent conduire a
des résultats équivalents (%). Dans les deux cas, afin de faciliter
les mesures d'incorporation de tritium, on a ajouté soit du DL-glu-
tamate 14C«=3,4-, soit de I"OSB 14‘C=-=2’,49 d'activité connue, et
calculé I'incorporation d'aprés la mesure des rapports "H / 14C

dans les quinones purifides.

Les résultats de ces expériences sont résumés dans les tablecaux

XX et XXI. L'incorporation de tritium dans la lawsone est trés faible,
(méme & la premiére purification) et décroit au cours des purifications
successives, blen que l'activité en 14C reste constante. Il en est de

méme pour la juglone.

(%) Il est & prévoir que le marguage réel utilisable du glutamate 3H—=3,4 est
limité aux hydrogénes portés par le carbone 4. En effet, aussi bien au
stade de la transamination en wa-cétoglutarate qu'au stade de la formation
de 1'OSB, les deux hydrogénes en 3 deviennent voisins d'un carbonyle
et sont par conséquent énolisables donc échangeables (voir chapitre 1).

CCOH ?ooH fOOH ooH
i
H= € - NH C = - ; falol ]
= 2 ¢ 20 —_ C-OH @ oL
3cHy @ 3cHz o 3 CH A3
LCH2 o hety a 4 CHy » g

COCH cooH COOH
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Tableau XX

Incorporation de L -glutamate 3H—3,4 et DL ~glutamate 14C—~3,4

dans les naphtoquinones végétales

L-GludH % ; Quinone .. B 3 A4 rb profons

: “incor- ° TNCOrPorSs

L-Glul4c - ipmols dpm14C/pmole:por‘atiorI :/mole :

f e *E . f o f f ’
+ lmpatiens 4 44 Lawsone @ 103 690 (lérepurific] 2,6 ° 0,30 ' 0,15 °
’ o 710 (2¢ ") S 0,14 ' 0,07 °
‘715 (3e M) © 0,08 0 0,04 °

710 (4e " ) 0,07 © 0,03 °

: Fskesk : : : : : : :
: Juglans 39,0 Juglone i 62 :224 (®repurificd 0,63 : 0,80 : 0,08 :
o 1224 (22 M ): : 0,70 : 0,075:

1224 (3e " ): : 0,47 : 0,035:

* Ce rapport est mesuré par détermination du rapport 3I—I/J'AC dans le
mélange de glutamate L. 3H / DL1_4C et en multipliant par 2. Cerapport
correspond a 4 protons par molécule.

% Plant 4gé de 6 semaines incubé pendant 16 heures.

#%% Plant obtenu par germination et 4gé de 15 jours, incubé pendant 48 heures.

Tableau XXI

3 14

Incorporation d'OSB "H-2 , C-2'" dans les naphtoquinones végétales

osB 3H/l4c x Quinone % 3 /14 “nombre

3 14 _ . incor- H cC Protons .

H/"C : pmole : dpm/pmole 14C poration incorpars

: . — . : . : : .
: Impatiens : : : : : :
: 6,5 Lawsone : 6,7 : 16 500 : 9,9 : 0,04 :0,0008:
: : : 0,02 :0,0005:

| Juclane X . : i | f :
PSHERAS g 65 Juglone  ° 21,6 ° 51 000 ° 50 0,04 0,0005°

* Activité spécifique de 1'OSB 14C = 5 pCi/pmole, activité 3H = 1/2 de
activité de la dilactone aprés traitement par NaOH N (cf chapitre [).
*% Plants §gés de 8 semaines, incubation 48 heures.

*%% Plants issus de germination et 4gés de 3 semaines, incubation 48 heures.




En raison des limitations indiquées ci-dessus et du fait qu'un seul
proton reste échangeable dans la lawsone, ce qui {ait intervenir des
considérations de syméirie lors de l'incorporation, le résultat négatif
est difficilement interprétable. Par contre, en ce qui concerne la
juglone, |'absence totale d'incorporation dans les hydrogénes 2 ot 3
conservés, aussl blen & partir du glutamate qu'd partir de 1'OSB
tritié, est parfaitement significative (dans ce cas, l'incorporation est
symétrique - voir chapitre IV, A-) et implique la perte totale des
deux hydrogénes portés par le carbone 2 de 1'OSB au cours de la

fermeture du cyecle quinonique, ou de réactions ultérieures.

Orientation de I'OSBE lors de son incorporation dans les quinones

végétales .

Comme nous l'avons vu au chapitre précédent pour les ménaquinones,
il était aussi trés intéressant de savoir si l'incorporation de 1'OSB
dans les naphfoquinonés végétales était symétrique, et sinon de déter-
miner dans quel sens ['OSB s'incorpore dans ces quinones. C'est

pour‘qgoi nous avons incorporé de I'OSRB 1ZLCOQHEZ' et 14CH2—2

dans la lawsone, ainsi que 1'OSB 14COOH=2' dans la juglone.

1°) Incorporatidn de 'OSE 14COOHHZ' dans la lawsone

La dégradation déja utilisée précédemment a &té employée. La

lawsone dilﬁée_ et .cr'istalli_sée & activité spécifique constante est

transformée par réaction de SCHMIDT en acide phtalimidéne -

acétique, qui est décarboxylé en acide o-acétophénone carboxy-
lique (hydroxy-3 méthyl-3 phtalide). Celui-ci est transformé en
acide N—acétylanthr;anilique, ou dégradé en acide phtalique et

iodoforme.
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COOH

o [::]/u
3 ( — O],
CO-CH
SHo COOH A
53 k///// l

~\

.COOH

- . __ COOH COOH
/4 ' _ 74 s
< - E - A +
“NH,, +HOOC- CH SNH-COCH. Scoon  $T3
: 2 b 3 . 3 K 3

" Les résultats de cette ~dégradation figurent dans le tableau XXII
et montr‘ent que le carbone 1 de la lawsone est seul marqué

(plus de 95 % du mar‘quage) par ['OSR 14'COOI—Ic—Z' .

Tableau XXII

Dégradation de la Iawsone .'ma'r’quée par ['OSB 14COOH—'2'

Carbones | Activité spécif.

, : % rétention
conservés . dpm/pmole

' Lawsone (aprés diluion) 1234 ° 1190 © 100
. Ac. phtalimidéneacétique ;' 1-2'3 4 . 1170 , 98
Ac. acéfophénone carboxylique | 1 34 : 1 150 96
: BacO, | 'ﬁ._ 2 B 1,5 : . 0,1
. Acide phtalique - TR 4 . 7 1110 92
= Iodofor'me_ o 3 S - 0,4 0
. Ac. N-acétylanthranilique =~ © 1. 34 ' 1 160 f 97
. Acide anthranilique - o1 1138 : 94
; Acide acétique . ‘34 ; 6 j 0,5
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2°) Incorporation de I'OSB 14CH2-2 dans la lawsone :

LLa méme méthode de dégradation a été utilisée ; les résultats
figurent dans le tableau XXII et montrent que le carbone 2 de
la lawsone est seul marqué par 1'OSB 14CH2-2 {(plus de 98 %

du marquage) .

Tableau XXIII

Dégradation de la lawsone marquée par 'OSB 1401—12—2

Carbones ~Activité spécif. .
Molécule : ' B : % rétention

conservés | dpm/pmole
Lawsone 1234 937 100
. Acide phtalimidéneacétique 1234 : 935 100
Ac.acétophénone carboxylique 1 34 f 4,8 0,5
BaCO, 2 : 920 98
. Acide phtalique 1 4 1,7 0,1
CH I 3 : 0,4 0,05

3

De !'ensemble de ces résultats, il est dvident que |'OSB s'incor-
pore de maniére non symétrique de telle sorte que le carboxyle
aromatique devient le carbone 1 de la lawsone, et le méthyléne «

le carbone porteur de |'hydroxyle.

COOH Il OH
7~

>0

O

O

l I
o
]
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3°) Incor’por*ahon dans la juglone

La seule méthode de dégradation facilement accessible est 1'oxy-
dation en acide hydroxy-3 phtalique, puis la décarboxylation en
acide hydroxy-3 benzoique. Elle présente |'avantage de permetire

facilement le comptage séparé des carbones 1 et 4. Cl'est pour-

quol nous avons seulement incorporé [TOSRB 14CC'.)OI—I='2',
O
i COOH CCOH
/4
+.
o) — o - e,
‘ 5 , COOH l

HO O CH

Les résultats de l'incorporation et de la dégradation de la juglone

sont décrits dans le tableau XXIV.

Tableau XXIV

Incorporation de I'OSB 14COOH dans la juglone et dégradation

OsSB Juglone
pCi pmole : dpm/pmole :%incorporation:
* 3 210 © 785 f 2,6
Carbones Activité spécif. . .
. s % rétention
conservés _ dpm/pmole
Juglone 1234 ' 785 f 100
: Ac.hydroxy-3 phtalique 01 4 : 785. 100
: : : 175
Ac.hydroxy-3 benzoique 1 84 48
BaCOj3 : 4 91 52

* Incubation pendant 48 heures de 30 grammes de branches de Juglans cueillies
en Mai.

7% 1 a flache indique une dilution. ERVAS
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Ces résultats montrent que le carboxyle aromatique de 1'OSB

est incorporé de fagon égale dans les deux carboxyles de la
juglone, donc qu'il existe dans ce cas, au cours de la biosynthése
entre |"OSB et la juglone, un intermédiaive symétrique pour lequel

il y a équivalence entre les deux carbones 1 et 4 du noyau naphta-
lénique.

Une autre méthode a encore été employée pour montrer cette

syméirie ; nous avons vu que l'acide shikimique s'incorporait

suivant le schéma ci-dessous

C HO O
HO, COOH A ! {
K3 d ,
HO” | I 1 {
OH CH O
St nous étudions l'incorporation d'acide shikimigque doublement
3

14 . ,
marqué, par exemple "H-3 / C-U, et si nous suivons le

rapport 3H / 140 dans la juglone, il vy a théoriquement trois

possibilités (chapitre IV - A cf schéma 3 p. 60)

3 o
! H
HO_ L COOH Qii[:] 1
) 5 5 bl)
HO™ X3 HO &
HO °H
3 g
3,14 I
et ws OO - QO
2
i 1 I il
HO O HC O
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Si l'incorporation s.fe_fa'i'f de telle sorte que les deux carboxyles
ne soient_, au cours de la biosynthése, jamais équivalents, la

rétention d:u_t'ritiumf'es't. soit totale, soit nulle. Par contre, s'il

‘existe un intermédiaire symétrique (%), la rétention du tritium

est de 50 %. Nous avons donc incorporé l'acide shikimique

3

H 3 en melange avec de I'acide shikimique 140 U. Les résul-

-tats obtenus figur‘ent dans le tabIeau XXV ; nous y avons ausst

' falt flgurer' pour comparalson, ceux obtenus parallelement par

SCHARF et ZENK (86) avec l'acxde shikimique H«-6 (R) et
3. 6 (S) en melange avec de I'acide sh;kirmque Ycoon

50 % seulement du tr'ltlum de l'acxde shikimique H 6 (S) ou

3

H 3 sont. conser‘ves, ie tritium 3H 6 (R) est lui éliminé au

cours de la transformataon en chor‘:smate

- Tab-leau- XXV

Incorpor‘atlon du shlklmate- H 3 ou 31—1—6, dans la juglone

éréc-u:i".seuf : 3 o _ Juglone Juqione H/ C’:
| o Sstte %lncor'p 3H/14c sA 3H/lc
sa’H-3, sa Ycu :_":':_'6;'95 50,29 : 3,46 : 0,498

, ‘

SA’H-6 (R),

sAHo6(5),

sa'coon s i 5,27 ¢ 0,27 . 0,08 : 0,015

sAacoon wx o 5,77 . 0,52 : 2,75 i 0,476

k% Ré.su'ltats de - SCHARF et ZENK .

(%) Compte tenu de l'_abse.ﬁce de "N_'IH_ _s_hift”'lors de I1'hydroxylation en 5
précédemment démontrée (chapitre IV - A).



H

Cet_te'.,cdﬁclusi;on 'e_st.éntiér‘ement en accord avec les résultats
.pr'.écédemmeht- obt_e_r_:us- _L_t_aB-Ieau XXIV et LEISTNER ot ZENK
'(65)_7_' et mozit’re' qti'é:_un'stade de la biosynthése de la juglone,
il exis_te'ﬁn'i'nt'enm_édi'aire donf les carbones précurseurs des

C 1 et C 4 'qﬁ_inq_niqué's'-sonf équii}aients, tel par exemple la

| naphto'hy'd‘roqliin.ogie‘—' 1,4 .

- Cette conc‘lusion éSt" en opposition 'f'lagrante avec celle qui con-
cer‘ne la lawsone, puisqu'on peut afflrmer que pour cette derniére,

aucun ntermedlau‘e symetmque n'ex1ste apres |"TOSB.

Précurseurs naphtoquinoniques de la lawsone.

La naphtoqumone 1 4 a ete con51der‘ee comme un pr’ecur‘seur de la
_Juglone et de la Iawsone, ‘dans- lesquelles elle’ est incorporée (65).
: Cependant si° cette hypothese semble p0551ble pour la juglone, elle

o est exclue pour Ia lawsone Ams: le tableau XVI montre que la

14

'naphthumone 1 4 C est 1ncorpor‘ee nettement dans la lawsone

(3 6 % en’ 48 heur‘es] d"hr_l_patn._ens bals_amma -; mais cette incorporation

-est‘ble_r_l _plus ialble que'(':eiié de 'i"OSB (16 fois m: i ~. dans les mémes

_ conditiohs-' On peut donc penser que la pIante peut hydroxyler la

naphtcaqumone 1 4 qu1 lu1 est admlmstr'ee, mals que cette réaction ne

. fait -pas partle de. la- voie . nor'male- de blosynthese, dans Iaque!le 10O8SB

'_est 1ncorpore dlssymetr’lquement E".He seraxt plutdt due & un pr'ocessus

de detox:catlon par hydr‘oxylatlon, c!a551que chez les végétaux supé-

rleurs

Un candldat au r*ole d'mtermediaire, tr‘es piausnble pour expliquer

cette lncorporahon dlssymetmque, ser‘axt l'acnde dzhydr‘oxy 1,4

o naphtoxque prodult par- la cychsatlon eventuelle de i'OSB par une
3 reaction de CLAISEN 3 malheureusement ce produit est trés instable
cet nous n' avons pu le synthetlser marque Par contre, le produit

_f‘r‘md a ete prepare et utlllse dans une expemence de dilution de 1'in-

cor'por'atlon d'OSB 14c 21,4 (tableau XXVI).
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81 on se base sur l'activité spécifique de la lawsone, il n'y a aucune
dilution de l'incorporation. Par contre, si |'on se base sur le rapport
de l'activité totale incdrporée a llactivité totale administrée, il v a

une forte diminution de l'incorporation (32 %_ au lieu de 60 %).
Malheureusement, il est difficile de savoir si cette réduction de la
quantité totale de lawsone est due & une perte au cours de la purifi-

cation ou & une variation individuelle dans les lots de plantes utilisées.

[.a r;léme expér‘iénce de dilution avec le dihydr*oxyml,ﬁl- naphtalate

d'éthyle, ester de l'acide qui, aprés décarboxylation, donne 1'acide
dihydrox?napht_ﬁi‘que, conduit aﬁ méme résultat, difficile & interpréter :
ce composé ne peut étre un prééur’se'ur direct sauf s'il est saponifié

et décarboxylé dans la plante, ce qui semble peu probable.

C'est pourquoi nous ne pouvons pas conclure & une dilution signifi-
. . i 14 . .
cative de l'incorporation de 1'OSEB C par l'acide dihydroxy-1,4

naphtoique.

Dans le méme tableau, nous remarquons que ['OSB dilactone est
moins bien incorporé que I"aci:de, tandis que son produit de réduction,
I'acide (carboxy—z.' phényl) -4 hydroxy-4 butyrique n'est pas du tout
incorporé dans la lawsone. Ce dernier composé aurait pu 8tre un
dérivé de réduction bioldgique de 'OSB et un précurseur éventuel

des naphtoquinones végétales. Ce n'est pas le cas.
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Tableau XXVI

Incorporation d'"OSB et de précurseurs naphtaléniques

dans la lawsone de Impatiens balsamina

p Ci : pmoles :dpm/pmole *x :% incorpon.:

Naphtoquinone-1,4

osB Mco2 .4

OEB 14C—2' ,4 + dihydroxy-

1,4 naphtalate d'éthyle
{10 pmoles)

OSB 140—2',4 + ac.dihy-

droxy-1,4 naphtoique
(10 pmoles)
14 .
OSB C-2',4 dilactone
. Ac. (carboxy-2' phényl)-4
hydroxy-4 butyrique 14C-21,4

1 ;65 : 1080 : 3,6
0,85 © 63,7 0 17 600 (100) xx = 60

1 : 50 : 17 850 85 ;40
1 " 40 16 200 85 ©32
0,75 : 61 : 5800 : 35 . 20
0,80 : 65 : 0 0 : 0

* 810 grammes plants §gés de 6 semaines incubés 48 heures.

¥* Activité spécifique rapportée & la quantitd de radioactivité administrée ot

ramenée a 100,
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CHAPITRE V

INCORPORATION DE PRECURSEURS RADICACTIFS

DANS LES ANTHRAQUINCNES VEGETALES

LEISTNER et ZENK ont, les premiers, montré que l'acide shiki-

mique s'incorpore dans la partie naphioquinonique des anthraquinones

de Rubia tinctorum (62) : alizarine, purpurine, psecudopurpurine et

rubiadine. Il est de méme probable que le cycle anthraquinonique
dans ce cas, dérive d'un cycle naphtoquinonique préformé aprés
addition d'un résidu isoprénoide qui serait & !'origine du cyecle C

(10,64,85).

C'est pourquoi, ayant & notre disposition un précurseur du noyau

naphtoquinonique en aval de 1'acide shikimique, nous avons essayé

de l'incorporer dans ces quinones.
Par ailleurs, il existait dans la littérature des résultats divergents
quant & l'incorporation de !'acide shikimique dans certaines quinones o

qui pouvaient aussi dériver de la cyclisation d'une chaine polyacétique
(66,71). C'est pourquoi nous avons systématiquement essayé l'incor-
14

poration de [TOSE C dans certaines anthraquinones et 1'avons,

dans certains cas, comparée a celle du shikimate 3I~-I-3 et de |'acé-

tate 14CH3 (tableau XXVII).



_ 85 _

Tableau XXVII

Incorporation de [TOSBEB 140 de l'acétate et du shikimate

dans les anthraquinones végétales

Activ.spéc.

Flante : Précurseur : Quinone : % incorpor.:
~dpm/pmole )
ERubia pereqr‘inaf OSB 14C—2 4 4 pCi fpseudopur‘pur‘inef 1 160 1
i ; “rubiadine 398 © 1
' Rubia tinctorum 'OSB 1¥COOH-2' 9 pCi’alizarine 1000 ° 3
” ) ' “lucidine . 1200 ° 3
Dy ey : 14 | - . : :
_Digitalis purpurea OSB = "C-2"'.,4 2 pCi phomarine . 80 200 & 0,9
:OSB 14COOH-2' 2 pCiiméthoxyméthyl- : 7 > 1
: ' :anthraquinone :
" acétate 1401—53 10 pCi phomarine © 7250 ° 0,04
' Rheum palmatum’ OSB '*COOH-2' 2 pCi’chysophanol 10 ° 0,01
: SA 3H—3 10 pCi: : 11 : 0,002
acetate TYCH 10 uCi’ f 168 ° 0,05

3

On note bien parmi toutes les plantes testées la différence d'incorpo-
ration de I"OSB et de l'acétate dans leurs quinones. Cette incorpo-
ration confirme 1'origine naphtoquinonique du noyau des quinones des

Rubiacées : alizarine, rubiadine, lucidine, pseudopurpurine, etc...

et l'origine polyacétique du noyau du chysophanol de Rheum palmatum
(60) un moment contestée (71). Nous avons vérifié pour la pseudo-
purpurine de Rubia peregrina que toute la radioactivité incorporée a

partir d'OSB 14(3--2' ,4 é&tait bien localisée dans les carbonyles, ce

qui montre que I"OSB n'est pas randomisé {(21}.
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La phomarine de Digitalis purpurea est une anthraquinone dont le
noyau A est hydroxylé, ce qui & priori constitue généralement un
indice pour la voie polyacétique (94,100). Cependant, elle incorpore
I'"OSB 22 fois mieux que -l.'acétate 14(31—13, C'lest le premier exemple
de quinone de ce type biosynthétisé par la voie du shikimate, mais
ce ne doit pas étre le seul puisqu'il existe chez les rubiacées des
anthraguinones, analogues de ['alizarine, et hydroxylées dans le

noyau A (morindone par exemple) .

Orientation de 1'OSB lors de son incerporation dans les anthraqui-

nones de Rubia -

14C‘JQOH, seul utilisable en raison de

Nous avons incorporé 1'OSB
la méthode de dégradation choisie, dans l'alizarine et la lucidine de

Rubia tingtorum . L 'incorporation totale dans l'ensemble des quinones

dépasse 10 %. L 'alizarine et la lucidine ont été isolées puis dégradées.
L'alizarine a été msathylée par le diméthylsulfate en diméthoxy-2
anthraquinone, qui a été hydrolysée en acide vératrique et acide ben-

zoique.

O
i

OH o
' OH
_ / -
Y —

[La lucidine a été oxydée en munjistine, laquelle a été décarboxylée

3

en xanthopurpurine, celle-ci méthylée en diméthoxy-1,3 anthraquinone

et hydrolysée en acide benzoique et acide diméthoxy-3,5 benzoigque.
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. Tableau XXVII

Dégradation des_anthr‘ ‘quinones de Rubia tinctorum

~ayant incorporé l'OS_B 1."4C_OC)I'“I_~-_2' :

* Carbones -~ Activité spécifique =’ i .
Z o : % rétention

: ) c_o’nser‘vés o dpm/ymole :

| Alizarine - cg 4 010 # 10000 © 100
. Dimethoxy 1 2anthr'aqumone C9 + c 10 # 10 000 ————-9»417 100
. Acide benzonque " - C9 o 412 99 .
Acide Ver’atmq_ue_ : .' C ]_.0; | . | .1" .'0..,.2

Lucidine [ c9+ci0l 12000

Xanthopurpurine 1 C9+ C10: 12 000 —>1 075 - 100
| Diméthoxy-1,3 anthraquinone © C9 + C10° 1075 ° 100
Acide benzo;que : S C9 ) L .. . 1065 99 |
Ac. dlmethoxy—3 5 benzcuque . e C 10 o | : 25 ' 0,25

Les r'esultats de ce tableau montr'ent que, au351 “bien’ dans l'al;zamne
que dans la luc1dme, I'OSB est lncor‘pore avec une orlentatlon exclu-
'swe La encore, 11 semble exciu,' en pr‘em;er-e analyse, que la

naphtoqumone 1,4, molecule symetmque, puisse Stre un mtermedxame

reel de la v01e de- blosynthese de ces molecules
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Par ailleurs, on peut remarquer que nos résultats s'accordent avec
ceux publiés par LEISTNER e ZENK (62,64) sur l'incorporation
d'acide shikimique 14COOH et de mévalonate 140-5 dans l'alizarine,

selon le schéma ci-dessous

COOH
i O OH
]
HO, COOH CHy L CH WL CoH
K 4 “<oH
+C3 + | —>
HO” X HO\CH/CHZ T
OH 52 Ne!

et montrant que la chalhe isoprénique s'attache sur le carbone en 3

de 'OSB intermédiaire, ce qui est évident dans notre cas pour la

lucidine.
O OH
900H A ! CH,-OH
o~ OO
———
\r,/l I “OH
o @)

Ceci nous permet de déduire la filiation entre les différentes quinones

décrites dans Rubia tinctorum (10).
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Schéma 4
COOH

COCH
+ mévalonate
Tectoquinone
, .

/ _ O
o | | o OH |
: ” ' . T i COOH
' /7
- QL0 OLI0
' {
O i
. L \ : ) |‘s‘
Hydr‘oxymethyi- \\\ > COZ
hY

anthraguinone

ILucidine Alizarine

'

Y
rd

/
ﬁ
_'ﬂ'--

Damnaéanthal_ : »
# o .7 ' ~
rd \\
rd \\
COOH

' OH OH _

Munjistine : o Pseudopur'pur'me - Pur‘gumne
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La cyclisation selon SANDERMAN (85) d'un intermédiaire naphta-
lénique conduit & une méthylhydroxyanthraquinone gui est oxydée en

alcool, aldéhyde, acide et enfin de nouveau hydroxylée.

La formation de I'alizarine est plus difficile & expliquer, sauf si
I'on suppose le passage par une forme hydroxyanthraquinone _
carboxylique (94), ce qui fait penser & !'acide dihydroxynaphtoique

hydroxylé et décarboxylé en lawsone.
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CHAPITRE VI

DISCUSSION

Acide shikimique.

Les premiers résuliats évoqués dans ce travail montrent |'incorpora-
fion de l'acide D-shikimique dans les ménaquinones bactériennes

(12,16,17,47), de méme qiie dans deux naphtoquinones végétales,

lawsone d'Impatiens balsamina_ et juglone de Juglans regia. Enfin,
certaines anthraquinones végéiales, telles celles des rubiacées

(Rubia tmctor‘um et R Der‘eqr'ma). (62,67) et scrofulariacées

(quztalls pur‘pur‘ea) mcor‘por'ent egalement I'acide D- shikimique dans

la partie: naphthuinomque de leur noyau (cycles A et B). Ces trois
tvpes de. quinones demvent donc toutes de la voie commune des

acides aminés ar'omathue, via l'a<31de shlklmlque

Des travaux plus détaillés “montrent que I'acidé D -shikimique s'incor-
pore dans tous. les .cas" in toté, de telle sorte que son car‘boxylé soit
conser.v'é et devienne .un des cafbony-les de la quinone (12 17,65,67)
Ce fait est assez rare ‘parmi les metabolltes fmaux de l'acide shiki- |
mique ; ainsi dans la tyrosine, la_ phenylalanme, le tryptophane et

I'ubiquinone, le carboxyle de 1tacide shikim.ique ‘est éliminé & ['an des

stades de la bi.osﬁrhthése:; seul 'acide folique conserve ce carboxyle.

Une étude plus elabor‘ee de l'mcor*porat;on de l'acide D- shlkxmlque
dans ces quinones permet. enfm de montrer qu'elle s effectue de telle
sorte gue sa double liaison 1,2 devienne celle. commune aux deux
cycfés,A et B du novau héphtquinonidue (59,65). Ceci suppése une
réactivité du carbone 2 &e ['acideé shikimique (ou d'un de ses dérivés)

trés. différente ‘de celle intervenant pour ses métabolites habituels .




Acide glutamique.

CAMPBELL a montré que les carbones 2,3,4 de ['acide glutamique
ou de l'acide a-cétoglutarique (11,13,77,78) sont incorporés dans

le noyau naphtoquinonique de la lawsone et des ménaquinones. Ce
méme résultat eét retrouvé pour la juglone et les anthraquinones (61).
L'tincorporation de ces trois carbones compléte le cycle B du novau
naphtoquinonique, mais l'intermédiaire intervenant dans cette incorpo-
ration n'est pas connu. CAMPBELL a fait I'hypothése que l'acide
glutamique est transaminé en a-cétoglutarate, qui est lui-méme oxyda-
tivement décarboxylé par le complexe multienzymatique «-cétoglutarate
décarboxylase du cycle de Krebs en succinylsemialdéhydethiamine
pyrogshesphate, et que cet intermédiaire au lieu de réduire 1'acide
lipoique pour donner le thicester de l'acide succinique, serait libéré
du complexe multienzymatique pour attaquer en position 2, en tant
qu'agent nucléophile puissant, la double liaison de l'acide shikimique

{réaction de Micha&l) pour donner un acide trihydroxycyclohexanique

succinoylé, précurseur éventuel des naphtoquinones.
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Aucune preuve directe n'a encore été apportée a 'appul de cette
hypothése : cette activation par 1.- thiamine pyrophosphate paraft

cependant fort judicieuse, car c'est au fond le seul intermédiaire
connu capable de générer le carbanion succinoylé nécessaire a

I'attaque correcte d'une double liaison cyclique. Le succinyl CoA
par conire générerait un'cér‘bocation acylium (capable uniquement
de la réaction de Prins) dont 1'attaque se ferait sur le carbone 1
seul favorisé, et qui par ailleurs aurait di eétre confirmé par une
forte incorporation de l'acide succinique, ce qui n'est pas le cas

(13,65).

Cependant, un point faible de I'hypothése de CAMPBELL réside

dans le fait qu'il faut suppoéer‘ la libération hors du complexe multi-
enzymatique d'un intermédiaire de réaction. Or ce type de systéme
fonctiénne généraiement de manidre totalement intégrée, et nous
n'avons pu trouver _dans Ié littérature d'exemple de libération des
intermédiaires de r"éac.:'tion dans le milieu cellulaire, a |'exception de
quelques mutants bactériens dans lesquels une partie de |'enzyme n'est
plus fonctionnelle. Une étude approfondie de la bidsynthése des ména-
quinones chez des mutants partiels ou complets pour ces réactions

enzymatiques apporterait sans doute quelques lumidres sur ce point.

Un deuxiéme point faible du mécanisme proposé par CAMPBELL,
est qu'il fait intérveni_r l"acide_ shikimiéue comme accepteur du
carbanion semialdéhydique. En effet, LEISTNER et ZENK avaient
publié que le chorismate n_é s'incorpore pas dans la juglone de
Juglans regia. ce qui conduisait CAMPBELL a4 l'écarter comme
intermédiaire et & édmettre le shikimate comme accepteur du carba-

nion succinylsemialdéhyde TPPT.




Chorismate dans les bacléries.

Cependént, il existe chez les bactéries un certain nombre d'indications
montrant que l'acide chorismique est certainement situé sur la voie
biosynthétique entre 1'acide shikimique et les ménaquinones.e Les
mutants de E. coli et-A. aereogenes, bloqués avant le shikimate ne
synthétis.ent naturellement pas de ménaquinone, de méme que le mu-
tant E. coli 159-4 bloqué aprés le shikimate, et le mutant A. aero-
genes 170-44 bioqﬁé dans lé derniére réaction précédant le choris-

mate. Par contre, le mutant A. aerogenes 62-1 bloqué aprés le

chorismate, synthétise une quantité normale de ménaquinone-8 (17).

Nos propres expériences indirectes sur |'incorporation in vivo du
chorismate dans les bactéries nous ont conduit & &carter la partici-
pation directe du groupe énoylpyruvique de 1'acide chorismique
comme précurseur des trois C manquant pour fermer le noyau
naphto.quinonique, ce qui est en accord avec les résultats de CAMP-
BELL critiqués ci-dessus. Mais ces expériences n'ont pu écarter

la participation du noyau du chorismate & la biosynthése des naphto-

guinones.

Chorismate dans les plantes.

Clest pourquoi, il était nécessaire de reprendre l'expérience publiée

par LEISTNER et ZENK sur ['incorporation de chorismate 148

dans Juglans regia dans laquelle ces auteurs montraient que le

chorismate marquait la phénylalanine et la tyrosine, mais pas la
juglone. Bien qu'ils aient vérifié qﬁ_e, dans les conditions utilisées,
I'acide chorispique n'était pas iso;nérisé spontanément en préphé-
nate, il n'était pas impossible. que cette Isomérisation ait lieu a

'intérieur de la plante, au niveau d'une barriére de perméabilité
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cellulaire, non perméable & ['acide chorismique, d'oll l'incorporation
trouvée dané .la tyrosine ot la phé_nylalanine, et la non-incorporation
dans la juglone.. [.).aras' cette hypo_thé'se, le tryptophane provenant

enzyr‘n‘aticjuement du c.:hc_)r‘.is'mét'e'comme la juglone ne devrait pas non

plus étre marqué (voir tableau XV).

Nous avons r‘eféi-t_’ cette expérience, en isolant cette fois le trypto-
phané,_ ‘et montré que' ni la jugléne ni le tryptophane n'étaient signi-
ficafivefnent marqués pa'r‘ le 'c'ho'r'ismate, confirmant ainsi 1'imper-
méabilité cellulaire & l'amde chor1sm1que, 'déja notde par GIBSON

chez Ies bactemes

Par contr'e, chez Impatlens balsamma, cette méme expérience mon-

trait I'zncopporatlon du chor‘!smate dans la Iawsone et le tr-yptophane,
avec des actw;tes spec1f1ques tr'es significatives, du méme ordre
-blen que pius fa:bles que celies de la tyr'osme et de la phénvylalanine.

Amsl “les cellules d'Impatiens balsamma sont perméables & l'acide

chorlsmlque, et celuz ~Ci. est 1ncorpore dans la naphtoquinone de la

plante

Acide préphénique.

Deux autr‘es mter‘med!azr'es pOSSIbleS avalent ete mentionnés : l'acide
pr‘ephemque et l'ac:lde 1sochorism1que
[L'Yacide préphénique est immédiatement exclu par |'expérience sur

l'iné’orpc’af*ation'du.c'hor*i'smate'dans Juqlans regia. Dans celle- ci, le

marquage de la phenylalamne et de la tyrosine pro: ive le passage
par le pr‘ephenate, =31 celm -ci etalt le pr‘ecur‘seur de la juglone

celle ci devralt ausm etr'e mar'quee, ce qui n'est pas le cas.
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Acide isochorismique.

L'acide isochorismique ne peut non plus étre intermédiaire car des

mutants de A . aerogenes bloqués entre ['acide chorismique et l'acide

isochorismique synthétisent malgré tout la ménaquinone-8 (37).

En posséssion de ces éléments, il devient nécessaire de modifier

le schéma de CAMPBELL en remplagant le shikimate par le cho-

rismate. Cela aboutit, au "mo’ihs ‘sur le papier, & un schéma méca-

nistique trés pIau51ble, ‘dans lequel l'attaque du carbone 6 de I'acide

chomsmlque

COOH : o COOH
! o I I

C“Ci—l
COOH /QOOH

f—\

C-—- OH

| TPP,
CH3ﬂCO-C_OOH
COOH

par le carbanion'"succiny'l_s_er_r:‘tialdéhyd_e TFRP! particulierement favorisé_e.' 'j
par la pr*ésencé de. la 'do.ub'ie. liaison 5 ,6 et d'un hydroxyle allylique
en 4, condult apres ehmmation de I'hydroxyle & un cyclohexadiéne
non con_]ugue Cette molecule mstabie peut trés facdement sTaromati-
ser par ehmmatlon 1= 4 du groupe enoylpyr*quue en 3 et du proton
en 6. Cette ar‘omatlsation du cycle aboutit & la formation de I'OSB

{ acnde o succmoylbenzolque )
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Sur un modéle moléculaire, on peut remarquer que, si l'introduction
du groupe succinyl se fait en position trans du groupe énoylpyruvigue,
(cbté stériquement favorisé) 1'¢limination du proton en 6 et du groupe
énoylpyruvique conduisant & l'aromatisation peut se faire de maniére

concertée, l'hydrogéne en C-6 étant incorporé dans le pyruvate (%),

COQH
© s B.
Afin de vérifier ce nouveau schéma de biosynthése, 1'OSB a été syn-

. : : 14 .
thétisé non marqué et marqué au C. Comme expliqué dans le cha-
pitre I, 'OSE permet de r_eétaureh la synthése d'une quantité
normale de ménaquinone chez des mutants bactériens bloqués dans

la- voie du chorismate,normalement déficients en ménaquinone {(tableau

Vi) .

(%) Cette hypothése tient compte de la stéréochimie de I'isochorismate ;i
est formé & partir du chorismate par introduction d'un OH en 2 et
élimination de 1'OH ‘en 4, cis par rapport & I'OH = "~ ¢ et trans
par rapport au groupe énoylpyruvique (97). Elle pourrait &tre testde
a4 'aide du chorismate 3H-6 ou du shikimate 3H-2 dans un extrait enzy-
matique effectuant cette réaction. On isolerait le pyruvate et mesurerait

sa radicactivité tritiéde.
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La concentration en OSB qui permet une synthése maximale de

ménaquinone chez E. coli et A. aerogenes est de 10-4 M, soit

environ 5 a 10 fois plus forte que la quantité de shikimate néces-
saire & cette méme synthése, ce qu'on peut expliquer & nouveau
par une différence de permdéabilité de la membrane cellulaire a

différents précurseurs.

D'autre part, I'OSB marqué au _140 sur tous ses carbones sauf
le car‘bzoxyle—l (13) est 'inc_o.r*por‘é massivement sans randomisation
dans les rné_né..q'uinone;s' .(ch_‘apft_r‘e I}, les naphtoquinones végétales
(chapitre V) et les nOyaﬁx A et B de certaines anthraquinones

{ chap?tr*e. V).

Ainsi, 1'OSB satistait & deux des critéres définis par B.D. DAVIS
(26) pour qu'un composé soit un intermédiaire dans une voie de

biosynthése
- Incorporation massive

~ Rdéle de "vitamine" restaurant la biosynthése chez des souches

mutées en amont de |'intermédiaire =)

1 r‘.este cepéndant un c.!e.rnier.? critére a satisfaire, l'isolement de
mutants capables d'é.c’éur-ﬁuier d'OSB ou l'isolement d'OSB dans un
orgamsme synthetisant une menaqumone ; GIBSON (37) a préparé
des rnutants menaqumones de E. coli qui semblent bloqués soit avant,
soit aprés 'OSB. Il estprobable que parmi ceux-ci, certains doi-
vent accumuler de 1'OSB ‘_déns le milieu de culture, mais & notre

connaissance ce travail n'est pas encore réalisé.

(5?5) Ce critére etabh par' DAVIS & propos de la biosynthése des acides
aminés indispensable & la croissance ‘bactérienne propose que la crois-
sance bactemenne est propor‘t;onnelle a la quantité d'intermédiaire
administrée. Ici, la meénaquinone n'est pas indispensable & la croissance,
mais le critére peut 8tre remplace par la proportionnalité de la quantité
de ménaquinone formée a celle d'OSB administré (figure 1 page 47).
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A défaut de ce troisiéme critére, nous avons pu montrer cependant
que I'OSB est capable de diminuer efficacement I"incorporation,
dans les ménaquinones bactériennes, de deux précurseurs en amont
dans la voie de biosynthése, le shikimate et le glutamate. Dans les
plantes, les résultats sont moins nets, mais s'expliquent trés bien
par I'existence de barriéres de perméabilité déja signalées précé-

demment.

L'ensemble de ces arguments nous permet de conclure que 'OSB

est bien un intermédiaire réel dans la voie de biosynthése des quino-

nes dtudides.

Nous avons pensé utiliser"l'OSB, a4 cause de sa facilité d'incorpo-
ration et de sa non-randomisation, comme test de la voie shikimique
dans la biosynthése des anthraquinones. Ainsi 1'OSB n'est pas incor-

poré dans le chrysophanol de Rheum palmatum, ce qui est un argu-

ment en faveur de la formation par voie poiya'cétique de cette quinone.

Au contraire, la phomarine de Digitalis purpurea incorpore 1'OSB

- 22 fois p'lus que l'acétate et est certainement formée par la voie du

shikimate .

Il est ici nécessaire de reprendre I'hypothése de CAMPBELL et de
souligner qu'il n'est _p'a's éxclu gue son intermédiaire hypothéﬁque
trihydroxylé puisse donner ["OSRB. Encore qu'il semble difficile,
étant donné la position ad_jacénte des trois hydroxyles, d'aromatiser
facilement cette molécu_le.,.. sans. ehvisager au moins une étape d'oxydo-
r‘éducti_on.'- De p'ius, le rdle du chorismate semble maintenant établi,
et l'attaque de 1'acide cho'rismi_que pour donner I'OSB semble plus
simple et plus économique du point 'dé vue énergétique. Enfin,
SCHARF, ZENK et jFLOS.'S. {86) viennent de renforcer cette
manieére de voir (cf chép’itfe V) | en montrant que, lors du passage
du shikimate au chorismate »» ou du shikimate & la ménaquinone et &
la juglone, c'est le méme proton H-6 (pro R) qui est &liminé et
H-6 (pro S) qﬁi est conservé @ cet hydrdgéne est éliminé par la
chomsmate synthase avec le phosphate en 3 du phospho 3 énoyl-

pyruvyl 5 shlklmate, par élimination trans.
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N g 2
e s
COOH o | __COOH
—
- Vd
HO
trans
Hg O
i ]
/R
[} \CH
O 3

La transiormation de !'intermédiaire de CAMPBELL nécessiterait
une éliminatio_n cis de ce proton H-6 (pro R) avec un OH adjacent,

transtformation que !'on sait trés exceptionnelle (2b, 87).

cls
H
R Hs
L, _~_ COCH - COOH
;- COOH , - COOCH
HO 7 i : i}
~ OH O O

Cyclisation de 1'OSR., .

La cyclisation de I'OSB n'est pas encore élucidée. Il est logique

de pehser & une fermeture du cycle B par réaction de CLAISEN
entre .le carboxyle aromatique et le méthyléne «. Une t_eiie réaction
nfa pu &tre mi.se en évidence éhimiquement sur 1'OSB lui-méme qui,
dans les conditions de CLAISEN, se cyclise en dérivé indanedione

(cf chapitre 1). On a pu par contre |!obtenir facilement avec un
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dérivé de I"OSB substitué en 3 par un groupement phénvyle : on
peut attribuer cette réactivité particuliére & la stabilization de 1'énol
en 3,4 par conjugaison, ce qui augmente ['acidité en 2. Cette activa-
tion peut servir de modéle & la réaction enzymatique : l'enzyme
stabiliserait une forme énolisée en 4 de 1'OSE dont le méthyléne

en 2 serait alnsi activé.

Une autre alternative serait la formation d'un thicester activé de
1I'OSB (par le coenzyme A par exemple), mais un tel dérivé n'a

pu encore &étre mis en évidence.

COOH M
CH_-COQCH CH,_.-COOH
/ / 2 Claisen /\/ 2
—_r
H, /N
il i
S
COCH COOH

/ COOH  hiiisen _ O - COOH
T,
\/1\/ | ‘ \/: .
: ,
Q
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Dans tous les cas, le produit de la cyclisation serait !'acide dihydro-
xy-1,4 naphtoique, sauf dans l'hypothése ot la réaction de CLAISEN

serait accompagnée de décarboxylation, ce qui conduirait & la naphto-

hydroquinone.

PH coon

COOH ' ” _COOH Y
@/ T

O

OH

L'acide_ dihydr‘oxy-l.,il- na;ﬁhto‘f@ue ne dilue pas de fagon trés signifi-
cative l'incorporation de _I'C'SB dans la lawsone, mais ces expérien-
ces ne sont pas trés concluantes en raison de la difficulté d'avoir
des lots de plantes homogénes ; c'est pourquoi il est probable que
des expériences de restauration de la synthése des ménaquinones

chez des mutants déficients seraient plus probantes.

[.a naphtoquinone-1,4 a par contre été incorporde (63,65) dans les
quinones des plantes, mais avec une faible efficacité ( 1 a 4 %1,
inférieure & celle de I'OSB, ainsi que dans les ménaquinones de

deux bactéries : B . melaninogenicus (70) et A. aerogenes 170-44

(47).
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Entre ces deux précurseurs éventuels, il est difficile de savoir lequel
est le bon ; cependant, si la nabhtohydroquinone-1,4 est intermédiaire,
il taut s'attendre & ce que tous les précurseurs en amont soient
incorporés symétriquemént (¢f note page 11) puisque les réactions

eﬁ aval de la naphtoquinone-1,4 peuvent s'effectuer de part et

dlautre de l'axe de symétrie de cette molécule

e
- @ -
Sn N

Au contraire, si l'acide dihydrox '-1,4 naphtoique est intermdédiaire
et n'est pas immédiatement décarboxylé, les réactions ultérieures de
biosynthése ne peuvent s'effeétuer‘ que d'un seul cbété de cette molé-
cule dissymétrique, et l'mcor'por‘ation de précurseurs specﬁlquement
marqués, situés en amont de cet intermédiaire, a lieu de maniére’
sel_ectlye dans les quinones.

Symétrie des intermédiaires 7

L.'acide shikimique 14C-U a été utilisé dans ce but (65) et a permis

de montrer que la juglone de Juglans regia ayant incorporé cet acide

était marquée également dans ses carbonyles. Par conire, CAMP-
' . ) ' 1

BELL en mesurant |'incorporation d'acétate 14CH3 et 4C’OOH

dans le carbone 3 de la lawsone de lmpatiens a obtenu un résultat

favorable & une incorporation dissymétrique (44).

En raison de sa trés forte incorporation et de sa trés faible ran-
domisation, 'OSB devait permettre, & condition de le marquer
spécifiquement, de déterminer dans chaque cas l'existence ou non

d'un intermédiaire symétrique.
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L1OSRE 14COOH—_2' a été inéor‘poré dans la juglone et confirme le

passage par un intermédiaire syméirique déja constaté a l'aide
d'acide shikimique.

Par‘ contre, dans la lawsone, }'mcor‘poration d'OSB 14(3001—1 21

et 14CH2 2 montr'e que l'mter‘medlalr'e de biosynthése est dlssyme—
'tmque, l'hydroxyle substltuant le- carbone 2 de IOSB, ce qui con-
firme le resuitat entr‘evu par CAMPBELL Enfin, dans la dihydr‘o— |
menaqumone de M hle y l'mcorporahon des mémes molécules

montr'e que I'mtermedlair‘e est aussl dlssymetmque, et que Ia chame

poly;sopr‘emque substltue auss1 ie car'bone 2 de I'OSB

Ces de'.uxrésulta.ts pérrﬁet:ténf"'d'avancér" un mécanisme de réaction

1nteressant la forme monocetonlque de l'amde dlhydr’oxynaphtmque
o peut etr'e stablhsee par‘ ]'enzyme En effef: le: carbone 2 est tres

actlve pour ‘une attaque eiectrophlle par la pr‘esence du carboxyle,

du carbonyle et de la double liaison en o (%).

- MK

:-DM.K réduite

(9!6) Nous supposons ici la formahon d'abord de desméthylménaquinone (14a)

' qui est ensulte methyiee par‘ la S~ adenosylmethlomne La formation de
méthyl«2 naphtoqumone L, ," mter‘medlazr‘e possible chez certaines
bactéries (68,70} s exphque par un mécanisme analogue ol un ion |
méthyle + est. I'agent electrophlle o
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Pour la lawsone, 1'attague en. 2-du carbanion serait effectude par une
forme réactive de l'oxygéne tel un ion hydroxonium (OHT). La

formation intermédiaire d'un époxvde n'est pas exclue.

Dans ce schéma, nnus a\}ons.supposé |Tattaque électrophile sur un
intermédiaire cyclisé ; il est aussi possible qu'une telle attaque ait

lieu directement sur 1'OSB et qu'elle soit ensuite suivie de cyclisation.

COOH
/COOH .
R+
I
O

Une derniére possibilité serait |'attaque aprés décarboxylation d'une
forme naphtohydroquinonique liée a I'enzyme et qui par conséquent

garderait une dissymétrie .

Naphtoquinones végétales.

It est.cependant é_tohriant de r*emar'q.uer_‘ l*existence d'un intermédiaire
symétrique pour la ju_glohe, et d'un intermédiaire dissymétrique pour
la lawsone. Ces résultats se concilient si on suppose que la lawsone
serait formée par 'hy_dr'oxylation directe de l'ac.ide dihydroxynaphtoigue

et que la juglone dériverait d'une décarboxylation de cet acide suivie

VAR
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d'hydroxylation en position 5 ou 8. Il est aussi étonnant de constater
que la naphtoquinone, molécule symétrique, s'incorpore dans la
lawsone (biosynthése dissymétrique) ; ce résultat n'est explicable
que si la naphtoquinone est hydroxylée par un processus de détoxi=-

cation indépendant de la voie normale de biosynthése.

Glycosides .

I faut noter aussi que ces deux gquinones n'existent pas & |'état libre
dans la plante, mais sous forme réduite et glycosylée. On peut alors
imaginer que l'intermédiaire dissyméirique sur lequel s'effectue
P'hydroxylation en lawsone est un glycoside de la naphtohydroquinone,
molécule non encore isolée. Dans le cas de la juglone, le glycoside
serait formé ultérieurement aprés perte de la dissymétrie, juste

avant hydroxvlation.

Une auire hypothée consisterait & admetire |'existence d'un complexe
multienzymatique capable dé reconnaitre et de fixer 1'OSB, molécule
hydrosoluble, et de la transiormer en naphtohydroquinone. Si cette
molécule reste fixée sur le complexe dans la suite des réactions,

la dissymétrie initiale est conservée et aboutit & la ménaquinone ou

& la lawsone ; si au centraire la naphtochydroquinone est libérée du
complexe, la dissymétrie est perdue et !'hydrexylation finale conduit

& la juglone.

Anthraquinones.

Ce probléeme de ['existence d'un inte »médiaire symétrique se pose
de méme au sujet de la biosynthdse de certaines anthraquinones
dérivant de l'acide shikimiqgue. SANDERMAN en 1957 (85) ainsi
que THOMESON (94) avaient remarqué la présence simultande dans

certaines plantes (bigneniacédes, verbénacées, pubiacdes) de naphtols
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de naphtoquinones isoprénylées et d'anthraquinones, et fait 1'hypo-
thése que ces derniéres provenaient des précédentes par cyclisation
de la chaine en C-5 sur le noyau naphtalénique. La vérification |
expérimentale fut apportée par LEISTNER et ZENK (64) ainsi

que BURNETT et THOMSON (10}, d'abord par l'incorporation

de mévalonate 140 dans le noyvau C des anthraquinones, ensuite par .
I"incorporation de naphtoquinone-1,4 14C dans les noyaux A et B,
enfin par celle de la diméthylallylnaphtohydroquinone 14@ dans

Italizarine (61}.

Il est donc probable que cette biosynthése passe par un intermédiaire:
naphtoquinonique substitué par un chainon isoprénique, ce qu'on peut
rapprocher de la biosynthése des ménaquinones ; c'est pourquoi il
était intéressant de comparer la position de la substitution des chalines
isopréniques sur le noyau naphtoquinonique dans ces deux types de

biosynthése.

LEISTNER (61,67) en utilisant le mévalonate 14Cd5 et le shikimate
14

COOH a montré une incorporation dissymétrique dans 1"alizarine,
"attachement de la chaine isoprénique se faisant sur le carbone
correspondant au C-3 de |'OSB ou de l'acide dihydroxy-1,4
naphtoique. L 'incorporation d'OSB 14'COOH—Z' dans les anthra-

quinones de Rubia tinctorum (alizarine et lucidine) et leur dégradation

nous a permis de confirmer ce résultat, & savoir la substitution du
C-3 de I'OSB par le chaihon isoprénique. Ce résultat est opposé
a celui obtenu pour la ménaquinone. La signification de cette diffé-

rence est encore inexpliquée.

Peut-étre faut-il penser que 'activation du carbone 2 de l'aczide
intermédiaire est nécessaire & la fermeture du cycle C de I'anthra-
quinone ; cependant, !'incorporation obtenue par LEISTNER de la
diméthylallylnaphtohydroquinone 140 dans l'alizarine (61) de Rubia

tinctorum semble montrer qu'il n'en est rien.




Clest pourquol il serait intéressant Jd'dtudier aussi le sens de
I"incorporation de 1"OSEB dans les naphtols et naphtoquinones

synthétisés par les mémes plantes.

Les résultats présentés dans ce travail permettent & présent d'avoir
une vue plus générale de la biosynthése des quinones bactériennes
et végétales dérivées de I'acide shikimique. Le sthéma 5 résume

I'ensemble de nos résultats et de nos hypothéses.
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Schéma 5 HR HS

ATPEF, PEP, NAD

},«4‘“"" Glutamate

C-2,3,4,5

T

A e =

Juglone MK 9 (Hzl

Hs © OH
L ] OH

Alizarine I_ucidine
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PARTIE EXPERIMENTALE

CHROMATOGRAPHIE

Les plagques de chromatographie en couche mince utilisées sont de
fabrication MERCK : 0,25 mm Silicagel G (F 254), 0,1 mm
Cellulose F et 2 mm Silicagel G (F 254).

'PREPARATION D'ALDEHYDES ET D'ACIDES AROMATIQUES

HYDROXYLES OU AMINES

Dichlorométhylméthylsulfure (5)

Sous agitation & 0° C, on ajoute goutte & goutie 86 g {0,414 mole)

de PCIS a 15,2 ml (12,8 g ; 0,207 mole) de diméthylsuliure ; on

chauffe & reflux pendant deux heures sous agitation et distille sous
pression ordinaire le PCI3 formé, puis sous vide le dichlorométhyl-
méthylsuliure (E = 70° C - E = 62° C). La fraction de

95mm 50mm
téte est conservée a -20° C en tubes scellés. Rdt =22 g (72 %).

p-hydroxybenzaldédhyde 140-1 ,2,3,4,5,6 (20,43,48)

10 mg de phénol 14C—U (0,92 mCi/mmole, Radiochem. Center
Amersham) sont dissous dans 2 ml de CH2012. On ajoute & 0° C
sous agitation, 20 pl de dichlorométhylméthylsulfure, puis en 30 secon- .

des 25 pl de SnCl, anhydre. On laisse agiter & mn et on hydrolyse

4
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par 1,5 ml d'HCI 10 % péridaht 5 mn. On extrait trois fois par

4 ml de CHZCIZ’ qu'on réextrait quatre fois par 3 ml d'.une solution
de’ NaHCO3 as %.. La phase aqueuse acidifiée est saturée de

NaCl puis extr‘aite. & I'éther‘. L textrait séché sur sulfate de éodium
est évap_o.r'é'.é. seé",_'e.t.-ie résidu est sublimé (100" C, 0,5-1mm)
dans un appar‘ell a doigt de gant refroidi par le mélange acetone -

- carboglace. F = 114°° C ; Rdt 58 % ; activité spécifique
0,9 mCi/mmoIe. | '

La radiochromatographie sur Slllcagei G MERCK (AcCE:, CHC]S’

AcCH, 49 49 : 2 ‘Rt = 0,41 ; Ben zéne-MeOH 9 :1, Rf{=0,35)
ou sur papier Whatman n® 1 (.n_-BuOH—-sa.tuPé de NH4OI_—I 5N,
Rf = 0,53) indique une pu‘r‘eté. supé.r*ieur‘e a 98 %, la seule impureté

étant une trace d'acide.

Apreés extractlon par le blcar‘bonate, le CH2C12 contient de 1'aldéhyde

sahcyllque. Lor‘sque la  réaction est conduite en absence de solvant,

on obtient 40 % d-'al(_:léhyd'e' sé_li_cylique.

Dihydroxy-3,4 benzaldéhyde;si—'sl-'@,-s ,6 (20}

A 11 mg de catéchol “H-G (12,5 mCi ; 120 mCi/mmole ; Radio-
chem. Center Amersham)ljdans 5 ml CH,Cl, & 0° C, on ajoute

20 pl de dichlorométhylméthylsulfure, puis en 30 secondes 25 pl de

| SnCl4- et on Iai.sse"'a.gir‘ 4 mn. On hydrolyse par 1,5 ml HCI 10 %
pendant 7 mn puls ‘on sature de NaCI et extraxt au CH2C12 L.a
phase or‘gamque est chr‘omatographtee sur couche mince de Sthcagel
G par double mlgrat:on (Benzene -~ MeOH - HCOOH 88-12- -2
Ri# 0,5). L."el_uti__on a l'_ether..fgurmt i'aldehyde_ (Rdt = 17—23 % ;-
activité spécifique : 50 -n_lCi/-mm.ole.,).'On récupére aussi sur la
plaque 72_5-'.30 %du éétéchol ._dé ‘:dépa'r‘t. (La méme réaction r‘éa.lisée
4 plusieurs r'e}:ir‘iseé a.véc.du catéchol fr‘oid .a' conduit & un r‘ehdement
de 32 36 % ; l'actwnte Specnflque attendue est de 90 mCi/mmole si

seuls les protons aromathues du catechol sont tritids également ;
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Pactivité trouvée de 50 mCi/mmole montre que le tritium n'est pas

uniformément réparti dans les protons du catéchol).

La pureté par radiochromatographie sur Silicagel G (Benzéne -
EtMeCO, 7:3, Rf = 0,63) ou sur papier Whatman n° 1 (BuOH -
ACOH-—HZO, 4:1:5, Rt = 0,77) est supériecure & 95 %, le
reste de la radioactivité correspond & l'acide dihydroxy-3,4 ben-

zoigue (Rf papier = 0,47).

Acides anthraniliqgue et p-aminobenzoique 14C—2,3,4,5,6

a) o et p-nitrotoluénes (56)

A 32,8' mg de toluéne 14C’—m2,3,4-,5 (1 mCli, activité spécifique
2,9 mCi/mmole) refroidis & 0° C, on ajoute sous agitation magné-
tque 75 mg (50 pi) HNO3

dant 4 heures & 0° C puis 15 heures a 20° C. On extrait &

concentré (d = 1,49) ; on agite pen-

["éther et obtient 43 mg du mélange d'o et p-nitrotoluéne. La
chromatographie en phase gazeuse (SE-30 10 % sur celite, 160°C)
indigue la distribution suivante des isoméres formés : 55 & 65 %

de para, 45 a 35 % d'ortho, traces de méta.

b} Acides o et p-nitrobenzoiques (3)

A 43 mg du mélange de nitrotoludnes dans 10 ml NaQOH 6 % a

reflux, on ajoute en une heure, par petites fractions, 120 mg de
KMnO4, On laisse refluer 2 heures, puis aprés refroidissement,
on acidifie et décolore par du métabisulfite de sodium. On extrait

& ['éther en continu pendant 18 heures.

L.es acides o-et p-nitrobenzoiques sont séparés par chromatogra-
phie (58) sur deux feuilles de papier Whatman n° 3 (solvant
n-butanol-saturé d'ammoniaque 5 N ; acide o-nitrobenzoique

Rt = 0,42 ; acide p-nitrobenzoique Rf = 0,55). Chaque acide

est élué du papier au soxhlet par l'acétate d!'éthyle.
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L.a solution de l'acide nitrobenzoique dans 1'acétate d!éthyle,
concentrée a 50 ml, est hydrogénée en présence de lOIIm'g de

' Pd 10 % sur charbon. On laisse agiter pendant 3 heures & 20° C,
et renouvelle trois fois l_-' hydrogéne jusqu'a absor*;é)tion quantita.tive..
Apréé'fiftration pﬁis é\}apbr'atii)n du solvant, on obtient ['acide
incolore cristallisé. ‘Le radiochromatogramme sur papier Whatman
'ri“" 1 '(.soIve_mt : n_—:b'utanol saturé de 'NH4OH 5 N) permet de

vérifier la pur'e_té.de 1'acide obtenu.

Acide anthranilique : 14mg Rdt=28% Rf=0,24 F = 134°C purets 99%
Acide p-aminobenzoique :24mg Rdt = 49% Ri=0,08 F = 185°C pureté 99%!

Acide amino-3 phtalique (4-0_) a

420 mg d'acide nitro-3 phtalique (FLUKA) dans 10 ml de méthanol -
sont hydrogénés sur 20 mg dél Pd 10 % Sﬁr charbon pendant 3 heur‘es°
Apreés. flltratzon sur coton, on evapove a4 sec, reprend da.ns l'ether-,
seche sup’ squate, concentr‘e et cr‘lstallise dans i'ether de pétrole.

s 192° C - Rdt = 90 %_.:

Acide hydf‘oxy'—} pht_aiique: .(40)

-

200 mg d'écide am‘ino;a phtalique +on’ ajoutés & 1 ml d'sto4' 15N &
0° C. La dlssolutlon dure 15 mn, On ajoute goutte a goutte en 5 mn
0, 4 ‘ml de solution de mtmte -de sodium' & 19 % puis laisse agir & 0° C
pendant 25 mn, pu:s au bam -marie a 70° C pendant une heure. La
solution devient or'ange On.ajqute _10 ml d'eau, sature de NaCl _ei‘.
extrait & l'acétate _d'ethyie’ ; on s&che sur sulfate de sodium et
évapore & sec. Le résidu est s..oit cristallisé dans le mélange éther -~
éther de pétrole, donnant l'acide F = 150 - 153° C, soit sublimé
sous vi'.de (140° C, 0,5 mm) donnant |'anhydride F = 190° .C ;

Rdt = 40 %. | |
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Le dosage de cet acide est effectué par spectrométrie U.V. : en

milieu éthanol 80 % ou en milieu basique, il v a élargissement et

écrasement de la bande (£ 3E2t{?H 80% _ 3000) alors qu'en milieu

méthanolique acidifié (0,1 N HCI!) le spectre présente une bande
MeOH _

étroite et symétrique £ 306 = 3520. C'est ce solvant que nous

avons adopté pour le dosage.
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PREPARATION DE L'ACIDE D-SHIKIMIQUE 3H-3

ET DE L'ACIDE CHORISMIQUE SH-5

Déhydroshikimate de méthyle

Méthode A (51,52,59)

100 mg d'oxyde de platine seion. ADAMS sont hydrogénés dans 2 ml
H'.?.O : aprés décantation, on ajoute une solution de 100 myg d'aci‘de
shikimique dans 7ml FH;O0 =! laisse barboter bulle a bulle de l'oxygéne
pendant 5 heures a 22° C. On filtre le catalyseur, évapore & sec

a4 une température inférieure & 35° C et on reprend par 3_ ml de
méthanol ; on traite & -40° C par une solution de diazométhane eh :
excéso. Apreés chass.age par un courant .d'azote, on évapore & seg

et on chromatographie sur plaque épaisse de Silicagel G (Benzéne -

dioxane - AcOH 90 :25:4, Rf = 0,3).
On élue par le méthanol ; Rdt = 23 mg (20 %).

On vérifie la pureté par chromatographie sur Silicagel G (Benzéne -

MeOH 7:3 ; Rf # 0,35).

Méthode B (84)

On utilise une souche mutante de Escherichia coli W, isolée par

DAVIS : E. coli 83-2, qui accumule de l'acide déhydroshikimique

dans le milieu de culture. Cette souche est cultivée pendant 72 heures
a 32° C dans un litre de miiieu'VOGEL. et BONNER(*C):éntenant
10 mg L-phénylalanine, 10 mg L-tyrosine, 5 mg L—tryptophane,'
acide p-aminobenzoique 10O M et 5 g de glucos.e (d.o finale 520 # 2).

A

(%) Solution concentrée : on dissout successivement dans 670 ml d':au :
6 g MgSQy, 4H9O ; 100 g d'acide citrique, 1H20 ; 500 de KzHPO4, _
175 g de NaNH4PO,, 4H9O.

Le milieu de VOGEL et BONNER est obtenu en diluant 20 ml de cette

colution & un litre.
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[.es bactéries sont centrifugées & 0° C ; le surnageant ajusté a

pH 3,5 est {iltré sur 60 g de Norit. On lave par 4 1 d'HCI 0,001 N
puis 200 ml d'éthanol 15 %. On élue par 3 | d'éthanol absolu, évapore
a sec, lave par CHCIS et traite en solution méthanolique & -40° C “
par du diazométhane. Aprés évaporation du solvant, l'ester est
cristallisé dans un mélange éthanol - éther. Rdt = 120 & 200 mg ; (%)

F = 124° C. (Silicagel G, Benzéne ~ Méthanol 7 :3 ; Rf = 0,35).

Acide D-shikimique “H-3 (42,59)

. . 3 . :
25 mCi de borochydrure de sodium “H (2 Ci/mmole) sont sdchés
dans !'ampoule d'origine au dessicateur en présence d'acide sulfuri-
que afin d'éliminer la butylamine (solvant utilisé par le C.E.A.

SACLAY pour le conditionnement du borohydrure radioactif) .

On ajoute alors sous agitation & 0° C une solution de 12 mg de
déhydroshikimate de méthyle dans 0,3 mi de méthanol, puis rince

I"ampoule cing fois avec 0,1 ml de méthanol et laisse agiter une heure.

On évapor‘e. & sec au rotavapor, ajoute 50 pl de méthanol contenant
10 % d'HCI et reprend huit foi:s par 0,5 mi de méthanol en évaporant
chaque fois & sec afin d'éliminer I'excés de borate et d'eau tritide.
On réprend dans 0,5 ml de méthano! et traite & -40° par du diazo-
méthane. L'excés du diazorﬁéthane est neutralisé par quelques gouttes
de méthanol contenant 5 % d'acide acétique. On évapore & sec,
reprend par de l'acétone sec et on filtre sur verre fritté afin d'é&limi-
ner les sels de sodium. On évapore a sec, reprend dans l'acétone
et dépose sur papier Wh.atrnan ﬁ" 3 (18 cm de large). On fait une
électrophorése en tampon borate 0,2 M (12,5 g/1 d'acide borique
ajustés a pH 9 avec N'aIOI_—l) pendant 3 heures & 30 mA -1 200 V,

avec l'acide picrique comme témoin {figure 3).

AR

(%) Nous remercions Alexandre YAPQ pour la préparation de déhydroshiki-
mate et de la déhydroshikimate réductase de E. coli.
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La fraction de R Ac picrique =-0,05 - 0,15 est 1'épishikimate de
méthyle ; celle de R Ac picrique =+ 0,50+ 0,60 est le shikimate de -

méthyle.

Aprés séchage du papier a 1'étuve é 40 ° C, on élue la fraction
+0,5 +0,6 par du méthanol, evapor-e 4 sec et reprend par 0,5 ml

NaOH 0,6 N et 0,5 ml de methanol pendant 24 heures ‘& 37° C.

Aprés dilution par 10 ml dteau, on tr‘aite par O' »9 g Dowex 50

_ (fofme I—'I+) puis on depose sur une colenne d!'Amberlite IRA 400
(100~ 200 mesh forme ac_.etate, lem x 20 cm) ¢t lave par 100 ‘mil
d'eau, puis. élue par 350 ml d'acide acétique 0,5 N (figure 4) .
L'acide shikimique sort entre 150 ef 230 ml d'acide (# 8 volumes
d'!élution) . On evapor'e & sec. et on ajoute 43 mg d'acide Shlklmlque

froid (FLUKA). Rdt = 2,5 mCi (10 %) ; Act. spéc. =10 mCi/mmole.

La pureté,. &érifiée par chromatographic sur cellulose MERCK |
(1sopr OH- NH,OH-H,O 7:1:2 ; Ri = 0,28 ; BuOH - AcOH - H,0
100 : 6 : 28 Rf = 0 4—5) ‘est supemeure & 99 %. '

Ster‘eospemflclte du transfert d'hydrogene catalyse par la NADPH-

dehydr'OShlklmate r‘eductase de E. co_h (%)

Dans ﬁne cuve dé speCtrop'hotorﬁétré, on introduit dans un volufn_é
final de 2,3 ml : 2,46pmoles d'acide shikimique “H-3 (1,94 pCi/
pmole); 1,1 pmole de NADP of 120 pmoles Tris-HCI pH 8,5.

On ajoute 0,1 ml de DHS réductase de E. coli. Apres 40 mn &
22° C, 1'a'_d._034onm'_ .s,_e'__s:tabilise & 1,41 (0,54 pmole_' de NADPH.

formée) .

(ale) DehydroshlkImate reductase ' ‘shikimate oxydoréductase E.C.1.1.1.25.
(27b). ' A | |




A dpm
- _ - 119 -
500 000 - -
rﬂ
départ
Y
100 000 -
Epi S5.M. . ' S.M. Ac.picr‘ique

Figure 3 -
Electrophorése sur papier Whatman n® 3

en tampon borate de sodium (0,2 M, pH = 9)
du mélange d!'épishikimate et de shikimate de méthyle
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F:gure 4

.Chromatogr‘aphle sur Amberlite IRA 400 {100-200 mesh, forme acétate)-.
de I'acide shlkzmlque 3H-3 .
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On ajuste & pH 9,5 avec NaOH, fait bouillir 90 secondes, refroidit,
ajuste 3 pH 8 avec Ml : d°o'340nm = 1,54, On ajoute alors 5 pl
NH4CI 1 N, 10 pl «-cétoglutarate 0,5 M, puis 2 pl de glutamate
déhydrogénase de foie de porc. En une minute, la d.o.340 atteint

0,380 (0,46 pmole de NADPH oxydée). Aprés 5 mn, on dilue &

25 ml qu'on passe sur une colonne de DEAE cellulose (forme Ct,

1 x 20 em) équilibrée avec du Tris-HCI 5 mM, pH 7,5. On élue

par un gradient linéaire de 0 & 2 % de Na Cl dans du Tris-HCl 5 mM,
pH 7,5 (300 ml) (figure 5). Les tubes contenant le NADP sont réunis,
le pH ajusté & 7,5 et on lyophilise. On dose le NADP & 340 nm par

la glucose-b6-phosphate déhydrogénase et l'isocitrate déhydrogénase,

et mesure sa radioactivité. Activité spécifique = 0,76 0,05 pCi/}lmole.
Activité spécifique attendue pour le transfert stéréospécifique de !'hy-
drogéne 3H-3 de i'acide shikimique sur ['hydrogéne Ha (pro R) du
NADPH = 1,94 pCi/pmole. (:x).

Préparation de !'acide chorismique 3I—I—S

Des extraits d'Aerobacter aerogenes 62-1 ayant poussé sur milieu

VOGEL et BONNER supplémenté en Phe, Tyr, Try 10°°M, 0,5 %
glucose jusqu'a une d.o.520 = 1,5 sont obtenus par sonication
(20 kHerz, 100 W 3x1 mn) dans un tampon Tris-HCI pH 7,8

{3 mi/g bhactéries humides) (39). Aprés centrifugation & 20 000 g,

Pextrait est dialvsé contre du tampon Tris-HCIl pH 7,8 puis stocké

a -25° C. (Il contient 25 & 30 - - protéine/ml).

Les conditions de la réaction sont celles décrites par M. et F. GIRSON :

shikimate : 10 pmoles, ribose-5 phosphate : 30 pmoles, NAD : 10 pmoles
ATP : 10 pmoles, MgCi2 530 pmoles dans 10 ml de Tris-HCI
(pH 8,2 ; 50 mM). On ajoute alors de l'extrait dialysé (30 mg

protéines) .

(%) L'effet isotopique calculé selon la formule

0,54

—_— e 3
5_3_H - Leog (1-i) _ Log (1 ~ 2,46 ) = 2.2%t0.2
Log {(1-rf) 0,76 e T TS

Log (1 -7"5,
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N — présence de déhydroshiki_mate réductase par le shikimate 3H-3.
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Figure 6
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A. aerogenes 62-1.
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Une cinétique obtenue en examinant des aliquotes acidifiés et exiraits
a HMacétate d'éthyle & 250-290 nm montre que le maximum de synthése
de chorismate est atteint en 120-150 mn. La réaction est arrétée au
bout de 130 mn par refroidissement dans la glace. On ajuste a

pH 8,5 et passe sur Dowex 1X 4 (forme Cl , 200-400 mesh,

4x1 em). On élue le shikimate (non réagi) par 70 mi de NH4C1
(pH 8,5 ; 0,1 M) puis le chorismate par 50 ml NH4C1 {(pH 8,5 ;
1 M). Le chorismate sort entre 4 et 24 ml {figure 6). On acidifie
a pH 1,5 et extrait par éther (10x 10 ml), séche sur sulfate de
sodium et évapore & sec. On chromatographie analytiquement sur
plague de cellulose (lsopr OH - NH4OH - HZO 7:1:2, Ri=0,35.
L 'impureté de Rf=0,75 est le phénylpyruvate ou le préphénate. Il

n'y a pas de shikimate Rf=0,22).

On transforme un aliquote en acide anthranilique par un extrait

d'Aerobacter aerogenes 170-44, et l'absence de shikimate est

vériliée par chromatographie sur Silicagel G (benzéne - dioxane -~
AcOH, 90 : 25 : 4, Acide anthranilique Rf = 0,4, Acide shikimique
Rf = 0,05). L'acide chorismique contient uniquement comme impuretés

ses produits de dégradation (# 15 %).
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PREPARATION D'ACIDES BENZOIQUES

ORTHO-ALCOYLES OU ORTHO-ACYLES

Acide (carboxy-2' phényl}-2 acétique 14C‘,’_ﬂl (47,95) {(homophta-

lique)

80 mg de phtalide et 16 mg KCN 14C (0,5 mCi; 2,03 mCi/
mmole) sont introduits avec deux billes de verre dans une
ampoule scellée. On chauffe & 180-182° C au bain d'huile pen-
dant 3 h 30. Aprés refroidissement, on traite par 4 mli HZO
+ 3 ml HCI! concentré afin d'éliminer l'acide cyanhydrigque. On
neutralise par du bicarbonate saturé, et exirait le phtalide en

exces par ['acétate d'éthyle.

Aprés acidification par HCI concentré, on extrait le nitrile par

ITacétate d'éthyle. Le nitrile est hydrolysé & reflux pendant 15 h
dans 6 ml d’HZSQ4 - 50 %. On dilue et on extrait par 1'acétate
d'éthyle. On séche sur suliate de sodium et chromatographie sur

plaque épaisse de Silicagel G (benzéne - dioxane - acide acétique

90 :25:4 ; Rt = 0,25).

On élue par I'acétate d'éthyle et obtient 6,7 mg d'acide homo-

phtalique : Act. spdec. = 2 mCi/mmole, Rdt = 14,6 %.

La pureté, vérifiée par radiochromatographie sur plagque de
cellulose (éthanol - ammoniaque -~ eau 80 : 16 : 4, Rf = 0,4)

est meiller»e que 98 %.

Acide OSB et dérivés

Q S B dilactone (30,80)

30 g d'anhydride phtalique et 100 g d'acide succinique sont
chauffés au bain d'huile sous agitation & 217-220° C. On ajoute

alors 3 g d'acétate de potassium fondu et on laisse agir 25 mn,
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Il se produit un assez fort dégagement de CO2 et le produit
rougit. On coule le liquide sur un mortier et concasse aprés
refroidissement. On reprend par 300 ml d'eau bouillante, filtre

a chaud, laisse cristalliser le filtrat et filtre sur buchner. Les
eaux meéres servent & réextraire le résidu rouge. Aprés cing
réextractions, on obtient 8 g de produit créme (F = 110° C -
114° C) qu'on recristallise dans 200 ml d'eau en présence de
0,2 g de Norit. On obtient ainsi 7 g de dilactone pure. Rdt=17 %,
F = 119° C (Litt. 120°),

u.v. AMeOH _ 909
max 1
I.R. CHC’I3 : 1800 sh ; 1780 cm (CO lactone)
RMN : CH2—2 2,92 ppm J=3 ; C’H2—=3 2,83ppm J=3
Analyse CilH804 - M =204 : C=64,7%, H=3,92%, O=31,4%.

Acide OSB : (carboxy-2' phényl)-4 oxo-4 butyrique (80)

100 mg de dilactone sont dissous dans 1,5 ml NaOH 10 % et

4 ml d'eau. On chauife & 100° C pendant 3 mn et, aprés refroi-
dissement, on acidifie par 1 ml d'HCI 10 % et on extrajt par
[Tacétate d'éthyle. On séche sur suliate de sodium et évapore &
sec. On dissout dans 1 ml d'éther et ajoute de l'éther de pétrole
jusqu'a apparition d'un trouble et laisse cristalliser & -15° C.

F = 137° C (Litt. 137° C).

Chromatographie sur Silicagel G (benzéne - dioxane - Ac OH
90 :25:4, Rt = 0,30).

MeOH
max

u.v. A = 278.

I.R. : CO = 1700-1750 OH chelation = 3000 - 3500.

RMN CH2—2,3 ! triplet & 2,83 ppm J = 8.

L'acide peut étre partiellement lactonisé par chauffage & 100° C

en solution acide, ou au contact du Silicagel G.
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Acide {(carboxy-2' phénvl)-4 hvdroxy-4 butyrigque (80)

A 100 mg d'acide OSB dans 3 ml d'éthanol 96 %, on ajoute
goutte & goutte 200 mg KBH4 dans 0,5 ml d'eau. On acidifie
par HCI concentré, extrait a 1'éther, séche sur sulfate et

évapore & sec. On cristallise dans un mélange éther-éther de

pétirole. Facicie: 107° C, inchangé aprés recristallisation dans
C Ci4 {Rdt 90 %). Le produit fondu aprés refroidissement

donne la monolactone. F = 120°-121° C (Litt. 121°). Cette
monolactone s'!'obtient aussi par traitement d'une solution métha-

nolique de dilactone par du KBH4=

L'ensemble de ces composés est facilement séparable par
chromatographie sur plaque de cellulose MERCK & 1'aide du

solvant EiOH - NH40H - HZO 80 : 16 : 4.

Acide C 8B, Rf = 0,35 ; Dilactone, Rf = 0,66 ;
Acide {carboxy-2' phényl)-4 hydroxy butyrique, Rf = 0,25 ;
Monolactone, Rf = 0,55.

Acide OSB ‘tc_21 .4

7 mg d'anhydride phtalique carboxyle 14C {CEA Saclay, Act.
spéc. = 2 pCi/}xmoie) et 100 mg d'acide succinique sont chaulfés
dans un tube. A la fusion, on ajoute 10 mg d'acétate de potas-
sium fondu pulvérisé puis on scelle le tube qui est maintenu a
220° C pendant une heure. Aprés refroidissement, le tube est
ouvert et =on contenu est extrait par 5 x5 ml de chloroforme.
On filtre, concentre et chromatographie sur plaque épaisse de
Silicagel G (benzéne - dioxane - AcOH, 90 : 25 :4). Les pr‘o;
duits de Rf 0,7 & 0,9 sont élués par l'acétate d'éthyle. On
remet sur plaque Benzéne - EiMeCO, 7:3 : Rt = 0,4. On obtient
ainsi la lactone pure. Rdt = 15 pCi (17 %). Act. spéc. =2 nCi/

}Amole .
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L'acide est obtenu scus forme de sel de sodium par dissolution

4 100° C dans 1,5 ml H'ZO + 10 pl NaOH 10 % (chauffage 3 mn).

La pureté testée par chromatographie sur cellulose (EtOH -

NH OH-M_ O, 80:16 : 4, Rf = 0,35) ou sur papier Whatman

4 2
n® 1 (ISODPOH=NH4OH=H203 8:1:1, Rt = 0,30) est
supérieure a 99 %.

: . . . 14
Acide (carboxv-2' phénvl}-4 hvdroxy-4 butyrigue C-2'.,4

0,2 ml de la solution d'acide OSB précédente sont traités a

20° C dans 0,5 ml d'éthanol par 10 mg de KBH4E Aprés acidi-
fication, on extrait par 1'acétate d!'éthyle et chromatographie sur
plague de cellulose (EtOH - NI—I4OH - HZOS 80 :16:4}). Le
produit de Ri = 0,25 est gratté, élué par AcOEt contenant une
goutte d'HCI : Rdt = 60 %. La chromatographie analytique montre
que cet acide ne coniient plus d'OSB, mais un peu de sa mono-
lactone (Ri = 0,55).

Acide O S B 3H—2

A 50 mg d'acide succinique 3Hm2,3 (CEA Saclay, Act.spéc.=
50 mCi/mmole), on ajoute 60 mg d'anhydride phtalique. On
chauffe & 185° C, ajoute 20 mg d'acétate de potassium fondu

et laisse 15 mn & 190° C. Puis la température est augmentée
a 230° C en 10 mn et maintenue pendant 10 mn., On refroidit et
traite & l'eau bouillante pour hydrolyser 1'anhydride phtalique,
puis on exirait au chloroforme, séche sur CaC12 et chromato-
graphie sur plaque de Silicagel G (benzéne - dioxane - AcOH,
90 : 25 :4). On élue la fraction Rf = 0,7 & 0,9 par l'acétate
d'éthyle et rechromatographie sur Silicagel G (benzéne - EtMeCO
8:2, Ri = 0,35). Rdt = 12 % en moles et 8 % en radiocactivité.

Act. spéc. = 32 }J,Ci/}xmoleﬂ
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L'OSB dilactone 3}—1 ci-dessus, diluded 5 mg par 'OSB dilac-
tone 14C (3H/14C = 161) est mise en solution dans 1,1 ml de
NaOH 0,5 N et abandonnée 18 h & température ordinaire (pré-
paration de l'acide o-succinylbenzoique). On aciditie par HCI,
extrait 1'acide a l'éther et distille la phase aqueuse. Celle-ci
contient 51,5 % de la radicactivité en tritium initiale de la
dilactone. L.7acide 1solé et purifié sur plaque a un rapport
3H/14C égal & 79, soit 49 % de l’activ%té"}s‘péciﬁque en tritium

de la dilactone. Au cours de l'hydrolyse, celie-ci échange donc

la moitié des protons localisés en 2,3. L'acide obtenu contient

1/3 de |'activité spécifique de 1'acide succinique utilisé

(OSB 3H-"2, Act. spéc. = 16 HCi/}lmoie)g

L. 'échange inverse OSB dilactone - 3H~=OH a été réalisé et

permet d'étudier la cinétique d'incorporation : 53 mg d'OSB
dilactone 140 (Act. spéc. = 1900 dpm/pmole) sont dissous dans
5,5 ml de NaOH contenant 5 pl d'eau tritiée (Act. spéc. finale
de H+ = 22 500 dpm/pproton). Des aliquotes de 0,5 mi sont
acidifiés par HCI et extiraits par l'acétate d*éthyle, Celui-ci est
évaporé et le résidu repris plusieurs fois par i'eau et évaporé.

3,,,14

L.e rapport "H/  "C résiduel permet de calculer le nombre de
2,7 (OH")t)

protons édchangés figure 8) : n = 2(1l-¢c




i ] b

Figure 7

Standardisation du comptage du BaCO3 dans 13 ml de toluéne contenanf-
40 g Cab~-0O-Sil + 4 g PPO + 0,3 g diméthyl POPOP par litre,
R = dpm mesurées

dpm réelles

Figure 8

Echange OSBE - 3.H—-OH dans la soude 0,5 N et 0,2 N
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14

Préparation de 1'OSR COoCH-21

a)

Bromonitroacétophénone (9)

A 2,95 g d'o-nitroacétophénone (Koch Light) dans 20 ml de chlo-
roforme & 50° C, on ajoute sous un éclairage de 75 W & 20 cm,
goutte a goutte, 1 ml de brome. La décoloration est immédiate.
On reprend deux fois dans 5 ml de benzéne et évapore a sec

afin d'éliminer l'eau absorbée par I'HBr formé dans la réaction.
On cristallise dans 1 m!} de CHCI3 + 10 ml d'éther de pétrole.

F =156° C ; Rdt = 3,7 g.

Acide o-nitrobenzoylpropionique (89)

A 1,8 ml de malonate d'éthyle dans un ballon sec, on ajoute

4,2 ml d'éthylate de sodium 2,35 M et laisse agir 15 mn.

Puis, & 5° C, on ajoute 7 ml de benzéne sec et 2,24 g de
bromonitroacétophénone. On laisse réagir une nuit. L'ester
intermédiaire qui peut éire cristallisé dans 1'éther (F = 129° C)
est hydrolysé par 10 ml d'acide acétique + 5 ml d'HC! concentré
+ 4 mli d'HzO a 110° C pendant 15 heures. On dilue par 70 ml
d'eau et extrait par |'acétate d'éthyle. On cristallise dans 1'eau
en présence de No.it et on obtient 700 mg d'acide nitrobenzoyl-

propionique. F = 112° C ; Rdt = 30 %.

o-aminoben: oylpropionate de méthyle 95)

200 mg d'acide nitrobenzoylpropionique sont traités dans 2 ml
d!'éther par du diazométhane jusqu'a dissolution du produit solide.
On évapore a sec. On reprend dans 5 ml de méthanol, ajoute
10 mg de Pd sur charbon 10 % et on hydrogéne. On absorbe

92 ml H,2 et obtient 190 mg d'ester huileux. Rdt = 100 %.
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d) o-iodobenzoylpropicnate de méthyle (95)

190 mg d'ester aminé brut sont dissous dans 0,5 ml d'HCI
concentré + 1 ml d'HZO. On ajoute & 0° C, sous agitation,

0,55 ml d'une solution de NaNO, 12,2 % et, aprés 5 mn,

200 mg de Kl dans 0,5 ml d'eauz. Cn laisse réagir 15 mn
a 0° C puis 15 mn & 20° C et enfin une heure a 60° .
On extrait par 1'éther, lave avec du bisulfite, de la soude
1 N, de l'eau et séche sur sulfate. On évapore & sec et

puritie par chromatographie sur couche mince de Silicagel G

(CHC13 0,5 % EtOH). On élue par l'acétate d'éthyle. Ri#0,4).

Rdt = 211 mg huileux.

e) Cyanure de cuivre Cu 14CN {49,95)

Dans un tube de 150 x 13 mm & 50° C contenant 0,25 ml
d'une solution de CuSO4 25 %, on ajoute 0,05 ml de solution
32 % de métabisulfite puis, aprés 2 mn, le K14CN (CEA
Saclay, 1 mCi ; 48,2 mCi/mM). On rince 1'ampoule deux
fois avec 0,05 mil d'une solution & 16 % de KCN. On décante
et on lave deuk fois avec 0,2 ml! d'eau, deux fois 0,2 ml

d'éthanol et 0,2 ml de benzéne sec. Le cyanure de cuivre

est une poudre cristalline blanche. On conserve sous azote

secC.,

{) o-cyanobenzoylpropionate de méthyle (49)

 On ajoute sur le Cu14CN cristallisé précédemment préparé,
74 mg d'ester iodé dans 0,6 ml| de diméthylformamide purifié,
congele, laisse dégazer sous vide et scelle le tube qu'on
porte & 152° C pendant 15 mn. Le contenu du tube est traité
par 5 ml d'H,O + 0,1 ml d'HCl 2.N + 0,2 ml de FeCl; 25 %.

On laisse agir 30 mn & 20° C et extrait par ['éther. On

lave & 1'eau, séche sur sulfate, évapore & sec et purifie par

chromatographie sur plague de Silicagel G (CHCI3 - EtOH,

95:5, Rf = 0,5 ; puis benzéne - AcOEt - AcOH, 90:10: 2,

Ri{=0,35-0,4). L'élution par l'acétate d'éthyle fournit 30 mg

de produit. Rdt = 55 %. y
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g) Acide OSB *cooMH-_2!

On hydrolyse par 2 ml de NaOH 2,5 N pendant 100 heures

a 37°C. On acidifie et extrait par |'acétate d'éthyle. On

purifie par chromatographie sur couche mince de Silicagel G

{benzéne - dioxane - AcOH, 90 :25:4 ; Rf = 0,3) et élue

par I'AcOEt. Rdt = 27 % par rapport au K14CN. Le reste

de la radicactivité se trouve dans une deuxiéme bande de
Rf = 0,55,
14

Préparation de 1'OSB CH2-_:_2__

A 10 mg de pyruvate de sodium (CEA Saclay, Act. spéc.
1,1 pCi/pmole) et 15 mg de o-carboxybenzaldéhyde (Koch-
Light), on ajoute 0,16 ml d'une solution aqueuse a 6,9 % de
carbonate de sodium et 0,2 ml de méthanol. On met & reflux

3 h 20 (90° C) puis, aprés refroidissement, on ajoute 0,4 ml

d'eau et 10 mg de NaBH4 Jjusqu'a décoloration de la solution
jaune (30 mn). On acidifie par 0,4 ml d'HCI 2,35 N et extrait
par l'acétate d'éthyle cing fois. On séche sur suliate et évapore
& sec. Le résidu est repris dans 0,5 ml d'HCI 2,35 N et mis
a reflux 44 h (112° C). On extrait cing fois par AcOEt, séche
sur sulfate, purifie par chromatographie sur couche mince de
Silicagel G (benzéne - dioxane - AcOH, 90 : 25 : 4) et &lue par
I"acétate d!éthyle. Rdt = 20 % par rapport au pyruvate. Il yv a

encore une bande radiocactive juste derriére la dilactone (Rf=0,55).

Cvclisation de 1'OSB dilactone par le méthvlate de sodium (30)

200 mg de lactone et 0,5 ml de méthylate de sodium 4 N sont
dissous dans 10 ml de xyléne et chauffés & 140° C sous azote
pendant 2 heures. On obtient un précipité jaune sur les parois
du ballon. Celui-ct est hydrolvsé par la glace, extrait & 1'éther,

puis la vhase aqueusce ost acidifiées of extraite & D'dther. On
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obtient de l'indane dione acétate de méthyle qu'on recristallise dans

un mélange acide acétique - cau. F = 158-160° C (Liit. 160° C)
Rdt = 50 %.

Acide dihvdroxy-1.4 naphtoique (55)

10 ml de phtalate d'éthyle ot 460 mg de Na en fil sont chaufiés

a 100° C et on ajoute lentement 2,2 g de succinate d'éthyle sous
agitation. Le mélange se colore en Jaune-orange, puis aprés

45 mn & 110° C on obtient un solide rouge. Celui-ci est traité
par 6 ml d'eau et 6 g de glace et extrait au benzéne pour
éliminer les produits neutres. Aprés acidification de la phase
aqueuse, on extrait a ['éther, séche sur sulfate et évapore a

sec. L'huile rouge résiduelle est dissoute dans 2 ml d'alcool et
acidifiée par une goutte d'HCI concentré. On ajoute alors quel-
ques cristaux de glace. Des cristaux blancs crémes de dihydroxy-

1,4 naphtalate d'éthyle se séparent. F = 62° C. Rdt = 35-40 %.

500 mg de cet ester sont dissous dans 1 ml de NaOH 10 N en
présence d'une trace de dithionite de sodium, et hydrolyséds, a
température ordinaire, pendant une nuit, en tube scellé sous

vide. On casse le tube, jette sur un mélange HCI - glace et
essore sur buchner. Le précipité , lavé & 1'éther et séché
sous vide, donne des cristaux blancs grisdtres d'acide dihvdroxy-
1,4 naphtoique (F = 190° C, déc. 200° C avec dégagement de
CO,z. Rdt = 60 %). Chromatographie sur plague de cellulose

(EtOH - NH4OH—H20, 80:16:4 ; Rf = 0,25), réagit au

réactif de Tollens.
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ADMINISTRATION DES MOLECULES RADIOACTIVES

Baciéries

Le produit radicactif est ajouté au milieu de culture des bactéries,
et on fait pousser les bactéries normalement. On mesure, aprés

incubation, la radioactivité restant dans le milieu de culture.

Plantes :

-~ Impatiens balsamina

Des plants de 5 & 8 semaines sont coupés en dessous du bouquet
feuillu terminal. On trempe la tige de ce bouquet dans un tube conts-
nant le produit radicactif en solution aqueuse, sous un systéme
d'éclairage constitué par deux tubes fluorescents 60 W, lumigre
blanche & 60 cm. Le liquide est absorbé par la plante en 2 ou 3

heures, et remplacé par de l'eau.

Aprés le temps d'incubation, on mesure la radiocactivité restant

dans le tube.

- Juglans regia

Nous avons utilisé deux types de plants
des plants issus de germination depuis 2 & 3 semaines

des morceaux de branches de Juglans regia.

L.a méthode d'incubation est la méme que pour ]l. balsamina.

~ Rubla tinctorum

La plante entiére est wuilisée. La racine est enroulée et trempe

dans la solution de produit radioactif.
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- Rubia peregrina :

Seule la racine, enroulée sur elle-méme, est immergée dans la

solution aqueuse. L'incubation est faite & ['obscurité.

- Rheum palmatum

Des tranches de racine de 1 mm d'épaisseur sont immergées.

L 'incubation est faite & [!'obscurité,
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ISOLEMENT DES SUBSTANCES NATURELLES

Ménaquinones

Les bactéries humides sont extraites environ 10 fois par 10 ml
d'acétone et {iliration sous vide sur papier de fibre de verre
Whatman n® A. On évapore l'acétone et reprend par l'hexane tidde.
Cette solution hexanique est déposée sur plaque de Silicagel G et
chromatographiée dans benzéne - CI—ECIS, 1:1; la ménaquinone est
éluée a 1'éther et rechromatographiée dans hexane - EtMeCO, 9 : 1
et éventuellement en phase inverséde sur papier Whatman n°® 1

imbibé de vaseline, & l'aide du solvant acétone ~ ecau, 95 : 5 saturé
de vaseline. La bande jaune absorbant en U.V. est élude par

I"éther et dosée par spectrométrie U.V. : soit directement en solution

cyclohexanique E248nm = 17 400 <31’nml7 soit par réduction

On fait une solution dans 1'éthanol tamponné par 1 % d'acétate d'ammo-
nium & pH 5. Cn répartit la solution dans la cuve de référence et
dans celle de mesure. On réduit progressivement la quinone dans la
cuve de mesure par une solution de borohydrure de potassium jus—
qula ce que le spectre reste inchangé. Point isobastique 284 nm.

= - = .15 000,
Moy = 32700 AE... 1

Lawsone

Les plants d'Impatiens balsamina sont hachés en petits morceaux de

1 & 2 mm et abandonnés dans 50 ml d'éther par gramme de plantes
humides pendant 48 heures. On filire 1'éther ot reprend le résidu de
plantes par trois fois 5 ml de bicarbonate 5 %. On concentre !!'éther
a 20 ml et on l'extrait par trois fois 5 ml de bicarbonate. Les
phases aqueuses réunies sont acidifiées par HCIl concentré et extraites
par l'acétate d'éthyle. On sé&che sur suliate, évapore & sec et dépose
sur plaque préparative de Silicagel G, acidiiiée par trempage 2 mn
dans une solution de méthanol 5 % HCI concentré, puis séchée 10 mn

a 110° C.
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On chromatographie dans benzéne - dioxane - AcOH, 95 : 25 : 4,
La lawsone est révélée par sa coloration orange en présence de
vapeur d'ammoniac (Rf # 0,7). On élue par |'acétate d'éthyle &
2 % AcOH. On rechromatographie sur plaque acidifiée (benzéne -
EtMeCO, 7:3 ; Rf # 0,5 ; benzéne - AcOEt, 7:3 ; Rf # 0,5)
ou sur cellulose (EtOH-NH, OH-H,O, 80:16:4 ; Rf = 0,8 ;

4 2
n—BuOH—AcOH-—HZO, 8:1:1 ; Rf = 0,55).
Si 1'on veut éviter ['échange des protons de la lawsone en milieu

alcalin, on n'extrait pas au bicarbonate et on se contente de chroma-
3

tographier dans des solvants acides ou neutres.

Triacétate de lawsone

A une solution de lawsone (10 mg) dans 0,5 ml ACZO chauffée vers
100° C, on ajoute une pointe de spatule de zinc, puls aprés décolora-
tion, une pointe de spatule d'acétate de sodium fondu. OCn chauffe

5 mn & reflux puis ajoute 2 m! d'eau et chauffe 10 mn. Aprés refroi-
dissement, on extrait a l'éther, lave la phase éthérée au bicarbonate
et & 1'eau, séche sur suliate de sodium et évapore a sec. Les
cristaux sont recristallisés dans le méthanol. F = 137° C. Eventuelle-
ment, on purifie par chromatographie sur couche mince de Silicagel G
(hexane - EtMeCO, 6 : 4 ; Rf = 0,6) et dose par spectrométrie U.V.

MeOH _
(8283 = 6450).

Juglone

Les plants de Juglans regia hachés sont abandonnés dans |!'éther

{50 ml/g) pendant 48 heures. On filtre, met la solution éthérée sur
plaque préparative de Silicagel G et chromatographie dans benzéne -
éther de pétrole, 7:3 ; Rf = 0,6. On élue par |'acétate d'éthyle
puis le chloroforme et on rechromatographie {benzéne - CHCI3, 1:1
Rf = 0,5 ; hexane - EtMeCO, 8:2 ; Rf = 0,5). La juglone est

trés facilement purifiable : dés la deuxiéme chromatographie, ['activiié

spécifique est constante.
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Triacétate de juglone

A une solution de 10 mg de juglone dans 0,5 ml ACQO, on ajoute a
100° C une pointe de spatule de zinc,puis aprés décoloration, une
pointe de spatule d'acétate de sodium fondu. Aprés 5 mn d'ébullition,
on ajoute 2 ml d'eau, laisse bouillir 10 mn et, aprés refroidissement,
extrait & l'éther. L.'éther est lavé au bicarbonate et & 1'eau, séché

sur sulfate et évaporé & sec. Les cristaux sont recristallisés dans le

méthanol. F = 129° C. On purifie par chromatographie sur couche

mince de Silicagel G (hexane - EtMeCO, 6 :4 ; Rf = 0,6).
MeCH _

£ ogg = 9100.

Anthraquinones de Rubia peregrina L :

13 g de racines de Rubia sont coupés en morceaux de 5 mm et
séchés & l'air. On broie en poudre fine qu'on extrait par 200 ml de
benzéne dans un soxhlet. On chromatographie sur plaques de Silica~
gel G (benzéne - CHC13, 1:1) et on obtient 4 bandes de Rf = 0,02 ;
0,6 ; 0,7 et 0,8. La bande de Rf 0,6 est éluée par l'acétate
d'éthyle et donne 44 mg de cristaux oranges de rubiadine (F =292° C
MW = 254 ; U.V. Amax = 241 sh, 245, 279, 414 nm)

La bande de Rf = 0,8 donne des cristaux jaunes de rubiadine ~ méthyl-

éther (MW = 268 ; Amax = 239, 243, 279, 372 nm).

Le résidu de l'extraction benzénique est & nouveau extrait par 200 ml
d'acétone. Dans le ballon du soxhlet cristallise une poudre rouge
(F = 216-217° C) qu'on recristallise dans 4 ml de benzéne. On

obtient ainsi 10,5 mg de pseudopurpurine. (F = 218-220° C ;
MW = 300 ; ’\rj\i:SH = 256,5 nm, 285 nm, 487 nm, 520 nm) (94).




- 138 -

Anthraquinones de Rubia tinctorum : (isolement des esters méthyliques)

On broie finement des rhizomes et extrait la poudre (7 g) au soxhlet,

d'abord par 200 ml de benzé&ne, ensuite par 200 ml d'acétone.

L 'extrait benzénique laisse déposer des cristaux jaunes @ (8 mg -
F > 320° C). L'extrait est chromatographié sur cing plaques de
Silicagel G acidifié¢ par 3 % d'acide oxalique, dans le mélange

CHCI3 - EtOH, 95 : 5. On élue une bande orange de Ri =0,45-0,55
correspondant & 1'alizarine. Cette alizarine est diluée & 100 mg et
méthylée dans 40 ml d'acétone & reflux en présence de 2 g de
KZCO?) et 1 ml de difnéthylsulfate pendant 16 heures. Aprés filtration,
on concentre & 5 ml et dilue par 20 ml d'eau : I'éther méthylique
~cristallise en plaques jaunes. On recristallise dans 6 m! de méthanol
et obtient 30 mg de diméthoxy-1,2 anthraquinone pure (F = 215° C ;
chr‘omatogr‘aphie. sur Silicagel G - benzéne - EtMeCO, 8: 2 ; Rf=0,55

A MeOH = 251, 280, 331, 435 nm ; £ = 19 700).
max . 280

Les cristaux sont identifiés par leur spectre U.V. & la lucidine
(Afﬂng = 242, 247, 280, 333 et 415 nm). Ce produit est difficile

a4 sublimer sans décomposition, et reste au départ sur plaque de
Silicagel G acidifié. C'est pourquoi ce produit a été oxydé & 75-80° C
dans 2 ml de NaOH 1 N par 10 mg d'oxyde d'argent pendant une
heure. Apreés acidificati_on, on extrait par lTacétate d'éthyle, séche et

(AMeOH _ 548, 263 sh, 280,

obtient des cristaux oranges foncés
330 et 420 nm)} de munjistine. Par chromatographie sur plaque de
Silicagel G, on vérifie que la munjistine ne contient pas de xanthopur-
purine (benzéne - EtMeCO - AcOH, 80 : 20 : 1) (munjistine Rf # 0,05
xanthopurpurine Rf = 0,45). - La munjistine est décarboxylée par subli-
mation (220°/ 0,1 mm) et ]a. xanthopurpurine obtenue est purifide par
chromatographie sur Silicagel G (benzéne - EtMeCO - AcOH, 80 : 20 : 1

Ri = 0,45), ¢luée par le méthanol ( A r%SSH= 241, 246, 280, 330 et

415 nm).
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On dilue par 6,4 mg de xanthopurpurine et méthyle & reflux dans
I'acétone sec en présence de 0,2 g de K2C03 et 0,1 ml de diméthyl-
sulfate pendant 15 heures puis 0,1 g de K2C’03 et 0,05 mil de dimé-
thylsulfate pendant 15 heures. On f{iltre, concentre et chromatographie

la diméthoxy-1,3 anthraquinone sur Silicagel G (benzéne - EtMeCO -

AcOH, 80:20:1 ; Ri = 0,4 ; AmMeP = 297, 239, 247, 277, 330
et 390 nm).
[.e rendement de l'isolement de la lucidine radicactive, par cette

méthode, est d'enviren 8 %. On dose en spectrométrie U.V. la

diméthoxy-anthraquinone & MeOH —_ 30 900.
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DEGRADATION DES QUINONES

Oxydation en acide phtalique des ménaquinones (47,59)

200 pmoles de ménaquinone sont dissoutes dans 30 ml de pyridine
additionnés de 3 gouttes d'eau. On chauffe & 65-70° C et ajoute, en

6 heures, 2 g de permanganate de potassium. Le mélange est .évapor'é
& sec, repris par 10 ml d'eau et acidifié par H2804 50 %, puis
décoloré par addition de métabisulfite de sodium. On extrait en continu
20 heures par l'éther. L 'acide phtalique obtenu est chromatographié
sur quatre plaques de cellulose (Ethanol - ammoniaque - eau, 80 : 16 ; 4,
Rf = 0,2). La bande, acidifiée par pulvérisation d'HCI 10 %, est
extraite au soxhlet par 1'éther. On purifie 1'acide phtalique obtenu
jusqu'é activité spécifique constante, soit par sublimation (150° C,

0,2 mm), soit par cristallisation dans le chloroforme. Rdt =50 & 60 %.

Oxydation en acide phtalique de la lawsone (59)

10 mg d'hydroxy-2 naphtoquinone-1,4 sont dissous dans 1 ml de soude
2 N. On ajoute sous agitation & 20° C, 1 ml d'une solution de pPerman-
ganante de potassium & 100 g/l jusqu'a coloration violette persistanie.
Aprés 30 mn, on acidifie par HCI concentré et décolore par addition

de métabisulifite de sodium solide. On extrait & 1'acétate d'éthyle,

séche sur sulfate et évapore & sec. On lave au chloroforme, on purifie

par chromatographie sur cellulose comme précédemment, puis on su-

blime. Rdt = 90 %.

Oxydation en acide phtalique de la pseudopurpurine

3,5 mg de pseudopurpurine sont dissous dans 2 mil de soude 2 N
chaude. Aprés refroidissement, on ajoute 0,5 ml d'une solution de
KMnO4 a 100 g/l et laisse agir une heure. On acidifie par HCI con-
centré et décolore par du métabisulfite. On extrait par 1'acétate

d'éthyle et purifie comme précédemment. Rdt = 75 %.
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Oxydation de la juglone en acide hydroxy-3 phtalique (65)

18 mg de quinone dans 6,5 ml de soude 1 N sont traités a reflux

pendant 30 mn par 1 ml c:l'I—I‘?‘(J2 30 % puis encore 10 mn aprés
0 %,
202 30 %

Apreés refroidissement, on extrait au chloroforme. La phase aqueuse

addition de 0,25 ml] d'H

acidifiée par H2804 2 N est extraite par l'acétate d!'éthyle qu'on

séche, évapore & sec et met sur plaque de cellulose. On chromato-
graphie dans EtOH - NH4OH - HZO’ 80 : 16 : 4 par deux migrations.
La bande fluorescente bleu-clair de Rf 0,3 est acidifiée par pulvéri-
sation d'"HCI 10 % et éluée par l'acétone. On rechromatographie
dans Isopr’Oi—I-NH4OH—H20, 6:1:1 ; Ri = 0,3 ; élue par du
méthanol acidifié et dose par spectrométrie U.V. & 306 nm (i P.

114-115).

Décarboxylation de 1'acide phtalique (47,83)

30 mg d'acide phtalique et 100 mg de chromite de cuivre sont mis en
suspension dans 1 ml de quinoléine (FLUKA). On porte & reflux
1 h 30 : le gaz carbonique dégagé, entralné par un courant d'azote

(une bulle/seconde) est recueilli dans 4 ml de soude 2 N décarbonatée.

Cette soude est ensuite versée sur 5 ml de BaCl_z 10 % et le précipité
de carbonate de baryum, centrifugé, lavé & ['eau puis & [Tacétone,
est séché sous vide. On compte 10 & 20 mg de la poudre cristallisée
en suspension dans un gel de toluégne scintillant &8 4 % de Cab O Sil.

L.e rendement du comptage est de l'ordre de 70 % et dépend de la

quantité de BaCO3 en suspension (cf figure 7 p. 128).

Décarboxylation de l'acide hydroxy-3 phtalique (65)

20 mg d'acide hydroxy-3 phtalique sont dissous dans 2.5 ml d'eau.
On ajoute 2,5 ml d'HZSO4 concentré puis porte & 130° C pendant

une heure. Le gaz carbonique dégagé, entrainé par un courant
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d'azote, est recueilli comme précédemment et compté de méme.

On obtient 20,9 mg de carbonate de baryum (Rdt = 97 %),

La phase aqueuse est extraite par l'éther. On séche, évapore a
sec et recristallise dans 1'alcool. L 'acide hydroxy-3 benzoique

. MeOH
obtenu est dosé par spectrométrie U.V. 62968 am 2570.

Rdt = 55 %.

Bromuration de la juglone

2,5 mg de juglone sont traités & 97° C pendant 3 heures par 0,5 mi
d'acide acétique contenant 350 g de brome par litre. On évapore a
sec et chromatographie sur plaque de Silicagel G (benzéne - éther de

péirole, 3:1 ; Rf = 0,85). On élue la bande principale, la tribromo-

2,3,6 juglone au chloroforme. Rdt = 70 %. EEtOH = 34 000,
¢ EtOH EtOH 224 nm
306 nm: 10 700, 5444 nm 5 250,
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HYDROLYSE ALCALINE DES PROTEINES

VEGETALES OU BACTERIENNES

ET ISOLEMENT DES ACIDES AMINES (41,91)

Les bactéries ou les plantes sont extraites & l1'acétone. On séche le

résidu a l'étuve & 80° C pendant 2 heures puis on le broie dans un

mortier.

100 mg de poudre de plantesou 30 mg de poudre de bactéries sont
traités par 12 ml de baryte & 150 g/l. On scelle sous vide aprés
avoir dégazé la suspension puis on laisse 48 heures & 110° C. Le
tube est cassé et le baryum précipité par 1 g de carboglace. On

filire sur buchner et lave avec 3 fois 5 ml d'eau.

La solution acidifiée & pH 2,2 est mise sur une colonne de Dowex
50 X (forme H+ 30 mesh, 1x15 e¢m). On lave par 75 ml d'eau
puis élue par 200 ml de NI—I4OH 1 N. Les acides aminés sortent
entre 20 et 60 ml. On évapore & sec et chromatographie sur deux
feuilles de papier Whatman n® 3 dans I'isopr OH - NH4OH - H'ZO’
8:1:1. On révéle une fraction du chromatogramme & la ninhydrine.
Rf tyrosine = 0,33, phénylalanine = 0,56, tryptophane = 0,42,

leucine = 0,62, Les différentes bandes sont éludes par NH4OH 0,5N

et les éluats évaporéds & sec.

Le résidu obtenu est dissous dans 1 ml de NaQCO3 5 % et traité par
0,2 ml d'une solution acétonique & 50 mg/ml de dinitrofluorobenzéne,
sous agitation violente pendant 3 heures. On extrait 1'excés de
réactif a ['éther, puis on acidifie par HCl concentré et extrait les
dérivés a I'éther. Ces dérivés sont purifiés par chromatographie
sur BSilicagel G dans trois solvants différents, par comparaison

avec des témoins synthétiques cristallisés, et élués par le méthanol.

Dosage par spectrométrie.dans du bicarbonate 1 %.
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DNP Leu et DNFP Phe :

1°) Benzéne - pyridine - AcOH 70 . 24 : 6
2°} CHCI3 - PrOH - AcOH 80 : 20 :
3°) CHCi3 - MeOH - AcOH 70 : 30 : 2

diDNP Tyr et DNP Try :

1°) Benzéne - pyridine - AcOH 70 : 15 : 15

2°) CHCI, - PrOH - AcOH 80 : 20 : 2

3°) CHCI, - PrOH - AcOH 50 : 50 : 2

DNP Leu €& N2HCO3 1 %_ 150600 : DNP Try eN2HCO3 1% ¢ 100
360 363

DNP Phe € _1;&6%1—1003 1 %_ 16300 ; iDNP Tyr &?6""1"1603 1%_ 16 900
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DEGRADATION ASYMETRIQUE DE LA LAWSONE

a)

- Lriétrie U.V. €&

b)

Acide phtalimidéneacétique (72)

A 366 mg de lawsone recristallisée en solution dans 2,5 ml
ci'sto4 (d = 1,89), on ajoute, en 5 mn sous agitation & 0° C,
273 mg d'azoture de sodium. On laisse 15 mn & 0° C puis 3 h
a 20° C. On ajoute 13 ml d'eau, flilire sur buchner, lave par
trois fois 2 ml d'eau, essore et séche sous vide. Rdt = 186 mg.

F # 200° C.

On préléeve 10 mg qu'on méthyle par du diazométhane dans 1!éther
jusqu'a dissolution compléte, et puritie sur Silicagel G (benzéne -
EtMeCO, 8: 2 ; Rf = 0,5). L'ester obtenu est dosé par spectro-

MeOH _ ) _ o
276,5 = 16 600; F 124° C

Décarboxylation en hydroxy-3 méthyl-3 phtalide (79) (Ac.acéto-

phénone carboxylique).

170 mg d'acide phtalimidéneacétique dans 8 mi NaOH 2,5 N
décarbonatés sont mis & reflux 1 h 45 sous un courant d'azote.
Le C02 est recueilli dans un barboteur contenant 4 ml de NaOH
décarbonatée (au bout de 1 h 30 environ, le dégagement d'ammo-
niac _cgsse) . On laisse refroidir et ajoute lentement & 1'aide d'une
seringue, 4 ml de H2804 20 %. On laisse agir 5 mn puis met &
reflux 20 mn.

La soude du barboteur est versée sur 4 ml de Ba(:’i2 10 %. Le

BaCQO_ obtenu: .est lavé et compté comme décrit précédemment.

3
Rdt = 85 %.
L. 'hydroxyméthylphtalide est extrait par |'acétate d'éthyle.
Rdt brut = 70 %. Aprés cristallisation dans 5 ml d'eau en pré-

sence de Norit, F = 115,5° C. Rdt = 112 mg (65 %).




c)

d)
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Acide N-acétylanthranilique

Dans un tube & hémolyse, on dissout sous agitation maghnétique
a 0° C, 66 mg d'hydroxyméthylphtalide dans 0,2 ml d’H,ZSO4n
On ajoute 1 ml de CHCI3 et, en 5 mn, 24 mg de NaN3. On
laisse 25 mn & 0° C puis 3 h & 20° C. On dilue par 3 ml
d'eau, extrait par l'acétate d'éthyle et séche sur sulfate. Le
produit obtenu est & peine coloré et donne une seule tache apres
chromatographie sur plagque. On cristallise dans 1'acide acétique

(1 ml) (5 ml) et lave par centrifugation avec 2x 3 mi d'eau gla-

cée et séche. F = 185° C. Rdt = 39 mg (55 %).

31,2 mg d'acide N-acétylanthranilique dissous dans 20 mId'H_ZS.O4
5 % sont introduits dans un appareil de Kuhn Roth. On porte a
130° C et distille en maintenant le volume constant par addition
d'eau. Aprés distillation de 70 ml de liquide qu'on neutralise au
fur et & mesure & la microburette par NaQOH 1 N, la réaction est

terminée. Rdt acide acétique = 93 %.

La solution acide est neutralisée par 3 mli NI—I4OH a pH 4,5 et
extraite par 1'AcOEt. On séche sur sulfate et évapore a sec.
Rdt = 23 mg d'acide anthranilique pur (93 %). Aprés chromato-
graphie sur plaque de Silicagel G (benzéne - dioxane - AcOH ;
90 : 25 : 4 ; Rf # 0,35), &lution par 1'AcOEt et sublimation
(110° C 5 0,1 mm), F = 145° C ; Rdt = 17 mg.

lodoforme et acide phtalique

) WG TN e ) —— ks ik et ey e (W it T — T AR ot

30 mg d'hydroxyméthylphtalique sont traités & 0° C dans un tube
a centrifuger par 2 ml de NaOH 10 % puis 2,5 mil d'une solution

d'iode ~ iodure de potassium (12,7 % 12 + 16 % Kl}. ll se forme
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immédiatement un précipité jaune. On laisse agiter 15 mn puis on
centrifuge. On rince par 5 ml d'eau et on recristallise 1'iodoforme
dans 2 ml de méthanol : Rdt = 55 mg (75 %). F = 119° C,

Les surnageants aqueux réunis sont acidifiés a pH 2 par HCI
concentré, décolorés par du métabisulfite et extraits par 1'AcOE¢t
cing fois. On séche sur suliate, évapore & sec, lave le résidu
par 2 ml de chloroforme et décante. Les cristaux d'acide

phtalique sont sublimés (150° C ; 0,1 mm). Rdt = 25 mg (80 %).
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DEGRADATION ASYMETRIQUE DES MENAQUINONES

a)

b)

Tran sformation des ménaquinones en phtiocol

30 pmoles de ménaquinone dans 2 ml d'acétone et 2 ml d'éthanol
absolu sont traitées & 70° C par 50 pl de Na_ZCO3 5% et
3 x50 pl d'eau oxygénée 30 % jusqu'a décoloration compléte

{10 mn).

On évapore & sec, reprend par 4 ml d'eau et extrait & ['éther.
On séche sur sulfate, évapore & sec et transfére dans un tube
pyrex de 15 ml & l'aide de 4x 0,5 ml de dioxane. On ajoute
0,5 ml de méthanol et 0,2 ml de potasse 85 %. On scelle le tube

sous vide et laisse & 93° C pendant 18 heures.

On casse le tube, a_cidifie par un volume d'HC! 2 N et dilue par

4 volumes d'eau. On extrait & l'éther qu'on réextrait par du
carbonate 5 % qui, acidifié, est réextrait par 1'éther. Le produit
séché est du phtiocol pratiquement pur. On recristallise (éventuel-
lement avec du phtiocol, entraineur) dans le méthanol aqueux.

F = 173° C. On dose par spectrométrie U.V. Ehgicl)HaCidigél9 700

On peut aussi chromatographier sur plaque de Silicagel G

{(benzéne ~ dioxane - AcOH, 90:25:4 ; Ri = 0,7).

Transformation du phtiocol en lawsone par la réaction de Hoocker

D D e G R ) S O S 0 M W —— Lt i e e T W - — o M T WD M L ok oy e N P A e e mt? e o e o

100 mg de phtiocol dans 10 ml de soude 0,5 % sont traités en une
fois & 0° C par 120 mg de permanganate de potassium dans 10 ml
de soude 10 %. On laisse agir 15 mn a 0° C et abandonne 24 h
4 20° C. Le surnageant d'abord jaune-péle se recolore en
carmin au bout de 2 ou 3 heures. On filtre le bioxyde de manga-

neése sur buchner (filtre de fibre de verre), lave & l'eau et
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acidifie le filtrat. On refroidit & 0° C et obtient des cristaux

jaunes de lawsone. F = 195° C. On recristallise dans 1'é&thanol

aqueux. Rdt = 45-50 %,

Dégradation du phtiocol par 1'eau oxygenee

Dans un appareil de Kuhn Roth, on dissout 40 mg de phtiocol
dans 4 ml NaOH 0,5 N. On porte & 100° C et ajoute 0,5 ml puis
0,2 ml H,O, 30 %. Apreés décoloration, on acidifie par 5 ml

272
H_ SO, 0,5 N et dilue & 15-20 ml. Le CO2 est recueilli dans un

pigge g NaOH décarbonatée. On abaisse ensuite le réirigérant et
distille 1'acide acétique formé en maintenant constant le volume de
liquide dans le ballon. On neutralise au fur et & mesure !'acide
acétique distillé par de la soude 1 N & 1'aide d'une microburette.

L'acide phtalique est extrait par AcQOEt, purifié sur plaque de

cellulose et sublimé (cf lawsone p. 140).
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DEGRADATION ASYMETRIQUE DES DIMETHOXY ANTHRAQUINONES

Réactit de HODGE et DAVIS (24)

10 ml de diméthoxy-1,2 éthane (FLUKA) sont séchés et distillids sur

L.iAlH4 (E = 85° C). On fait une solution saiuréde de tertiobutylate de
potassium (FLUKA) dans ce solvant et dose le surnageant par [THCI

1 N (la solution saturée est & peu prés 1 N). A I ml de cette solution,
on ajoute sous agitation 100 pl d'une solution & 5 % d'eau dans le

diméthoxyéthane et le réactif ainsi obtenu est utilisé immédiatement.

Dégradation de la diméthoxy~1,2 anthraquinone (25}

16 mg de quinone (60 }Amoles) sont traités par 1,2 ml de réactif de
HODGE et DAVIS (60x20 # 1,2 mmole KOtBu) & 1'abri de 1'humi-
dité, & 90° C, pendant 2 h 30. On évapore & sec, reprend dans

1 ml de KCI saturé, extrait par 1'éther puis acidifie par 0,1 ml
d'HCI concentré et extrait par I'AcOEt. Les acides obtenus sont
chromatographiés sur plaque de Silicagel G (benzéne - EtMeCO -
AcOH, 80:20:1 ; Acide benzoique Rf = 0,4 - Acide vératrique

Ri = 0,3), élués a I'AcOEt puis rechromatographiés sur plaque de

cellulose (Isopr OH - NH,OH-H, O, 8:1:1 : Acide benzoique

4 2
Rf = 0,75 ; Acide vératrique Rf = 0,6) et dosés par spectrométrie
U.V. : acide benzoique 8_2“’17@3OH= 885 - acide vératrique EQA:OOH=11 800

Dégradation de la diméthoxy-1,3 anthraquinone (25)

23 pmoles de quinone sont traités de la méme manidre que précédem-
ment par 0,5 ml de réactif de HODGE et DAVIS. Les acides obtenus
sont chromatographiés sur Silicagel G (benzéne - EtMeCO - AcOH,

80 : 20 : 1, acide diméthoxy-3,5 benzoique Rf = 0,35), &lués par
I'AcOEt et MeOH puis rechromatographiés individuellement sur
Silicagel G (hexane - éther - AcOH, 75:45: 1, Ac.benzoique Ri=0,4
Ac.diméthoxy-3,5 benzoique Rf = 0,25). On dose par spectrométrie

U.V. Ac.diméthoxy-3,5 benzoique & MeOH aciditié_ oo/,
251 nm

MeOH acidifié
€ 305 = 3 060.
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ECHANGE DE PROTONS DES QUINONES ET HYDROQUINONES

EN MILIEU AQUEUX

Lawsone

Echange avec l'eau tritide

20 mg de lawsone sont dissous dans 10 ml de bicarbonate 5 % + 10 yl
TZO (activité spécifique finale = 20 100 dpm/pproton). Aprés acidifi-
cation, on extrait par l'acétate d'éthyle, lave & l'eau et séche sur
sulfate. Puis on reprend au méthanol et &vapore & sec trois fois.

On dose par spectrométrie U.V., Act. spéc. = 17 900 dpm/pmole.

Il v a donc incorporation de 0,9 proton par mole de lawsone.

Echange lors de latransformation en triacétate

20 mg de lawsone dans 1 ml d'anhydride acétique (contenant environ
3 % d'eau) + 10 pl TZO (2,2. 1010 dpm total) sont traités comme

décrit précédemment.

Aprés deux recristallisations dans le méthanol, on obtient 15,8 mg

de triacétate. Act. spéc. = 4,52 106 dpm/pmole.

L'eau dans le milieu a une activité spécifique d'environ

2.2 10°%x9 103 _ 6 tom /ot
30 + 10 pm/pproton .
Ainsi, l'échange corre spond & l'incorporation d'environ 0,9 proton

par mole de iriacétate.

Spectre de Masse

L.e specire de masse effectué en présence dteau deutérée donne

un pic de masse a8 M + 2 o
o SH
Ol T
/\«‘/}\QH
|
O
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E.change Jug]one—3HOH

Cet échange a été étudié dans la gamme de pH 2,4 a 11,5 & 1'aide

du tampon universel de BRITTON WELFORD.

On met en solution 40 mg de juglone dans 5 ml de dioxane. Chaque

essail contient 0,5 ml de tampon, 0,5 ml de solution de juglone et

10 pl T,O.

En milieu alcalin, la juglone se détruit et ne permet pas la mesure de
I"échange. Aprés 18 heures d'échange en milieu acide ou neutre,

I"incorporation est inférieure & 0,01 proton/mole {voir figure 2 p.72).

Le tampon contient 100 mi de mélange a 0,02857 M de véronal, d'acide
citrique, d'acide borique et de phosphate monopotassique de pH 2,42 |

et de 0 & 100 ml d'une solution de soude 0,2 N.

Echange naphtoquinone - TZO

L.a naphtoquinone a été considérée comme un précurseur de la law-
sone et de la juglone. Traitée de la méme fagon que la juglone dans
le tampon universel en présence d'eau tritide, & pH > 7, la naphto-
quinone est rapidement détruite et donne un produit de specire U.V.
diffrent (A SaXOPS¥3Ne. 58 ot 280 nm). A pH <7 1'échange aprés

18 heures ne dépasse pas 0,015 % (voir figure 2 p. 72).

Elchange naphtohydroquinone - TQO

L.a naphtohydroguinone oxydée en quinone par le sel de Fremy en
présence d'eau tritiée, n'incorpore pas de tritium. Clest pourquoi,
il est possible de mesurer |'échange de tritium de la naphtoquinone
avec l'eau tritidée en !'oxydant en quinone et en purifiant celle-ci
sur plaque. Si 1'on utilise de la naphtohydroquinone 1 C, la mesure
du rapport tritium / carbone dans la quinone purifiée permet de cal-

culer aisément l'incorporation du tritium.
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20 mg de naphtohydroquinone 14C (14C~1,4,5,8 act. spéc. =

27 000 dpm/pmole} sont mis en solution dans 2 ml de dioxane +
0 .
10 pl T20

0,2 mil de cette solution et 0,4 ml de tampon sont mis dans un tube,
congelés et le tube est scellé sous vide. Aprés 36 heures a 37° C,
le tube est ouvert. L'hydroquinone est oxydée par le sel de Fremy.
La quinone est extraite & l!'éther et chromatographiée sur plaque de
Silicagel G (benzéne, Rif = 0,4). La quinone éluée & 1'éther est

comptée en double marquage .(figure 2 p. 72).

La méme expérience a été aussi réalisée & des temps variables dans
le tampon pH 8 (figure 2 p. 72). Les courbes montrent qu'a pH
acide ou neutre, 1'échange est lent et qu'a pH alealin, I"échange

est assez rapide : 0,8 proton échangé aprés 36 h & pH 8.
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NOTE TECHNIQUE

Pour mesurer la radioactivité le long de plaques de chromatographie,

nous avons été amené a perfectionner un appaveil décrit par F.

SNYDER (90).

Principe
L'appareil permet de gratter l'adsorbant de la plaque de chromato-
graphie en fractions de 1, 2, 5 mm et de recueillir ces fractions

dans des fioles de comptage en scintillation liquide.

Description

La plague de chromatographie, poussée par -un poussoir débrayable,
se déplace horizontalement le long d'un bati ‘uide. Le poussoir est
déplacé par une vis sans fin de 1, 2 ou 5 mm selon {'engrenage
utilisé.

La plague est grattée par un couteau perpendiculairement & son sens
de déplacement et un entonnoir guide 1'adsorbant dans une fiole de
comptage. Le couteau est actionné par un poussoir et rappelé par

un ressort. La fiole est positionnée sous le couteau par un tiroir

venant en butée.

Utilité

Cet appareil permet de découper l'adsorbant d'une plaque de chro-
matographie commerciale (MERCK, ANALTEC, etc...) ou non,
en fractions de 1 mm & 5 mm de large et de récupérer chaque
fraction d'adsorbant dans une ficle de comptage, avec une précision
meilleure que 2 % {1 mm). La mesure de la radioactivitd peut étre
faite en double comptage 3H - 140, ce qul n'est pas le cas avec les
"scanner" & tube de Geiger. Les rendements en 3H sont de 30 &
14

C de 50 a 90 %, bien supérieurs & ceux des "scanner'"

144y

50 %, en
classiques (£ 2 % en 3H et 20 % en
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Cet appareil a permis par exemple & SCHERRER et AZERAD
de mesurer par Ychromatographie unidirectionnelle multiple” un
effet isotopique entre la ménaquinone 14CH3 et la ménaquinone

CH2—3H, alors que ‘la différence de Rf est ¢ 2 % (88) .

’Fp__‘_,_,..f:»orl-e—touf'eau - ViE fans fin
d

,_....-COU}"EQ.IJ V]

oVSSOir /
débrayable | d

entonnoivr

EZ

pfale.

LAty

[ ghmere.

/Popi-e. covheay

| I— COU!"C‘\U . "“”li

= enkonnoir

p\aciu&_._. 3 ! -
: o q7de jrcd'f{e .

Mesure de la radicactivité :

On mesure la radicactivité & l'aide d'un compteur en scinfillation
liquide PACKARD TRICARB 3314, équipé d'une standardisation
externe. On utilise soit un coctail Toluéne & 4 g/l de PPO et
0,3 g/l de diméthyl POPOP, soit de I"INSTAGEL (Packard).
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