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159. SUP quelques derives monocoumariniques a action 
antivitaminique K (hemorragiques) 

par Paul Meunier, Charles Mentzer et Mlle Andr6e Vinet. 
(25 V 46) 

A l’occasion d’une Ptude sur le poison hkmorragique du mPlilot 
gBt6 que venaient d’identifier les auteurs americains Stuhm an, 
Hubner et Litzkl) ,  le ((dicoumarol)), il nous est apparu, en 19422), que 
ce compost5 devait &re considt5r6 comme une antivitamine d’un type 
nouveau, cornme une antivitamine K. Et cela pour les raisons sui- 
vantes : 

lo Le noyau hydroxycoumarinique, deux fois rBpht6 dans la molP- 
cule du ((dicoumarol)) (I), prksente une parent6 strueturale Bvidente 
avec la m4thyl-naphtohydroquinone (11), squelette fondamental des 
vitamines I< : 

OH OH OH 

I I1 OH 
2O L’action du ((dicoumarol)) est trBs spkcifique et exactement 

opposbe k celle d’une vitamine K: il determine par seule ingestion un 
abaissement de la prothrombine plasmatique. 

3O Cette action peut &re, partiellement au moins, inhibke par des 
doses suffisantes de vitamine K. Cet antagonisme a, par la suite, BtB 
fr6quemment n i k  ou rBaffirm6, selon les conditions de posologie adop- 
tBes dans les essais. I1 est maintenant bien reconnu (voir ce sujet 
la revue rkcente de Quick3) .  

DBs 1943, nous avons pu, avec Buu-Hoi et Cagniant 4), prkparer 
une antivitamine K artificielk, a squelette naphtoquinonique, la mP- 
thylBne-bis-oxynaphtoquinone (111), dbrivant du phtiocol (IV): 
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l) Stahman, Hubner et Link, J. Biol. Chem. 138, 513 (1941). 
2, P. Meunier et Ch. Mentzer, Bull. SOC. Chim. biol. 24, 371 (1942). 
3, A.  J .  Quick, Yhysiol. Rev. 24, 297-318 (1944). 
4, P .  Meunier, Ch. Mentzer, Ruu-Hoi et P. Cagniant, Bull. Soc. Chim. biol. 25, 384, 

(1943). 
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Plus tard, nous inspirant des rdsultats obtenus pair Kuhn et col- 
laborsteursl) sur la laictoflwine, nous avons apporte de nouveaux 
exemples d’antivitamines K naphtoquinoniques, la chloro-2-naphto- 
quinone et la chloro-2-oxy-naphtoquinone, V et VI, d’activit6 he- 
morragique, il est vrai, trbs faiblel). 

0 0 

I’ 
V O  VI 0 

Independamment de nos recherches, divers auteurs ont explore 
des series chimiques plus ou moins voisines de celle de la coumarine, 
en qu6te de la m6me propriete hypoprothrombin6miante. Citons en 
particulier Jamen et Jensem2) qui etudihrent sans succhs divers com- 
poses monocycliques lactoniques sous la forme symetrique bis-me- 
thylhique, N .  von KauZZa3) qui essaya des coumarines diversement 
substituees mais non hydroxylBes en 4, J .  Lehmann4) qui rechercha 
les groupes actifs du ((dicoumaroln et enfin 1’6quipe amdricaine de 
Link5) qui prepara et essaya, plus de cent corps. 

Dans ces memoires se trouvent mentionnbs un certain nombre des 
70 derives de la serie coumarinique que nous avions nous-m6mes d6ja 
prepares et essay&. Dans l’ensemble, sauf pour les corps VI I  et VII I  
(voir plus bas), il y a concordance entre leurs r6sultats et les ndtres, 
Nous ne citerons ici que des compos& nouveaux (sauf les corps 
VI I  et VIII), qui nous permettront de montrer que des substitutions 
relativement simples R et R’ sur la molecule primitive de coumarine 
elle-m6me inactive4)b) confkrent dejh B cette dernikre une notable 
activit6 hemorragique. 

R OH 

Au debut de nos recherches, nous avions fait une curieuse cons- 
tatation relativement h l’un des plus simples de ces dkrivbs, la me- 
thyle-3-oxy-4-coumarine (VII). 

Ce corps, qui s’6tait montre inactif comme agent hemorragique, 
mftme B la dose de 30 mg chez le lapin de 2 kg (cf. 2, et s’6tait 
revel6 au contraire capable dks la dose de 7-10 mg d’attenuer les 

l) R. Kuhn et coll., B. 76, 1044 (1943). 
2, Jansen e t  Jensen, Z. physiol. Ch. 277, 66-73 (1942). 
s, N. von Kaulla, Klin. Wschr. 22, 205 (1943). 
4, J .  Lehmnn,  Acta Physiol. Scandin. 6, fasc. 1 (1943). 
6 )  Overman, Stahman, H i h e r ,  Sullivan, Spero, Doherty, Ilcawa, Ctraf, Roseman et 

Link, J. Biol. Chem. 153, 5-24 (1944). 
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effets hemorragiques de 1 mg de dicoumaroll). I1 se comportait donc 
a la fagon d’une vitamine K. Nous avons considere ce derive comme 
tel, sans avoir pu verifier encore qu’il possedait une action vitaminique 
rBelle vis-a-vis du poulet carenc6. Et  nous lui avons fait subir la m6me 
alteration chimique qui, dans la sBrie naphtoquinonique, nous avait 
conduit a un renversement de l’action physiologique, c’est-&-dire le 
remplacement du mdthyle par un halogbne2). 

O H  O H  

Nous avons ainsi constate que cette transformation, qui, selon 
Grimm (voir Lettre‘ 3)), conserve l’isomorphisme, faisait bien ap- 
paraitre la propri6tB hypoprothrombinemiante. DBs la dose de 
15 mg/kg chez le lapin pour le derive brom6 VII I  et de 10 mg/kg 
pour le corps chlore, que nous croyons malheureusement incomplbte- 
ment separe de son pr6curseur inactif, la prothrombine s’abaisse a 50 yo 
environ 1 ou 2 jours aprbs l’ingestion (voir tableau des experiences). 
Le corps VII I  a BtB trouve inactif par les auteurs am&ricains4), peut- 
&re faute d’une methode assez sensible (cf. ”)). Nous avons ensuite, 
engageant les carbones 3 et 4 de VII  dans un cycle hexbnique, obtenu 
le derive X, surcharge d’un CH, supplementaire en 7, mais presque 
aussi actif que les precedents comme antivitamine K. 

A OH OH 
I I 

Mentionnons enfin la molecule dissymhtrique X I  oh le methyle 
de VII  est remplacd par un reste plus important, la m6thylbne- 
hydroxy-4-mdthyle-6-cr-pyrone. 

Un tel corps est a peine plus a’ctif que le precedent comme he- 
morragique. Pas plus donc que les auteurs precedents nous n’avons pu 
approcher de l’activitd considerable du compose naturel, le dicoumarol 
qui, a la dose de 1 mg/kg chez le lapin, abaisse la, prothrombine a 
10% de sa valeur normale. La symetrie de la molecule joue un r61e 
privil6gi6 dans cette action comme nous l’avons dBjQ constatd dans 
la s6rie naphtoquinonique, le corps I11 s’6tant montr6 beaucoup plus 

l) P.  Meunier et Ch. Mentzer, Bull. So?. Chim. biol. 24, 371 (1942). 
2, P. Meunier, Ch. Mentzer et Buu-H&, Bull. Soc. Chim. biol. 27, 191--194 (1946). 
3, Lettrd, Ergebn. Enzymf. 9, 1-13 (1943). 
4, Overman, Stahman, Htibner, Sullivan, Spero, Doherty, Ikawa, Graf, Roseman et 

5, A.  J .  Quick, J. Biol. Chem. 161, 33-44 (1945). 
Link, J. Biol. Chem. 153, 5-24 (1944). 
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actif que la chloro-oxy-naphtoquinone VI1). Mais il est non main$ 
incontestable que le noyau hydroxy-coumarinique, sensiblement de 
meme dimension que celui de la naphtoquinone, reprbsente dBja luit 
mkme un Bdifice atomique plus favorable Q l’activitb h6morragique, 

Rappelons que nous avions dBjQ dprouv6 a cet Bgard d’autred 
cycles ((analogues N, l’un hydroxythiocoumarinique et l’autre oxy. 
quinolBique que nous avions trouvds, sous la forme symdtrique bis- 
mPthylBnique, dgalement moins actifs (surtout le second) que le 
dicoumarol 2). 

D b t a i l s  e x p b r i m e n t a u x .  
lo Prdparation des de’rivks coumariniques. 

Le corps VIII, bromo-3-hydroxy-4-coumarine, a Bt6 obtenu par action d’une mol6- 
cule de brome en solution ac6tique sur une molecule d’acide benzot6tronique (hydroxy-4- 
coumarine). La reaction s’effectue B froid en quelques heures lorsque l’on expose le m6- 
lange B la lumibre solaire. L’acide ac6tique est ensuite Bvapor6 aux sous vide et  le r6sidu 
verse sur de la glace. On essore ct  recristallise dans l’alcool, puis dans l’eau chaude. 

Point de fusion 183O. C,H,O,Br Br trouv6 32,58 Br calcule 33,15%. 
Absorption ultra-violette: Mas. B 313 mp;  E (1%) = 550; t = 13250. 
L’hydrolyse alcaline fournit de l’acide salicylique, I’halogbne Btait donc bien fix6 

sur le noyau pyronique e t  non sur le cycle aromatique. L’analyse thermique, selon la 
technique de Rheinboldt et  Kir~heisen~) confirme l’isomorphisme avec la m6thyl-3-hydroxy- 
4-coumarine (VII). 

Nous avons essay6 de pr6parer le corps I X  en remplapant dans l’operation pr6cB- 
dente le brome par le chlore en quantite 6quimol6culaire. Mais le produit obtenu n’a pas 
une constitution encore clairement &tablie, comme le montre la teneur en chlore. 

Point de fusion 175O. C,H,03C1 C1 trouv6 9,15 C1 calcule 18,l%. 
$bsorption ultra-violette: Spectre A 2 max. 305 e t  278 mp. 
Poids mol6culaire trouv6 187 (micro- Rust), calculB 196. L’hydrolyse alcaline fournit 

Bgalement de l’acide salicylique. 
Nous pensons qu’il s’agit 18 d‘un melange 6quimolBculaire du corps I X  et  d’acide 

benzotBtronique non attaqu6, de solubilites t rh  voisines, que nous n’avons pas pu encore 
&parer par cristallisations fractionnks. Des essais avec un excba de chlore determinent la 
rupture du  noyau pyronique avec formation de corps polychlor6s qui feront l’objet d’une 
communication speciale. 

Le corps X ,  cycl6no-3,4-m~thyl-7-coumarine, est obtenu par condensation d‘une 
molBcule de mBta-cr6sol avec une molecule de cyclohexanone-carbonate d’ethyle en pr6sence 
d‘un excBs d‘acide sulfurique, conform6ment B la r6action de Pechmunn (cf. preparations 
an t6r ieure~~)~)) .  

fi A/\/ 
/A,/\ /Po 

+ @ -3- H2O+C2H@H+j 1 1  I 
CH,’ vy ‘’‘10 -_ IHI CH, 0 

\‘A c ! o m  
l) R. Kuhn et  coll., B. 76, 1044 (1943). 
2, Ch. Mentzer et  P .  Meunier, Bull. SOC. Chim. biol. 25, 379 (1943). 
3 )  Rheinboldt et  Kircheisen, J. pr. [a] 113, 348 (1926). 
4, Dieckmann, A. 317, 27 (1901). 
5 )  Sen et  Baau, J. Indian Chem. SOC. 5, 467-476 (1927) e t  C. 1928, 11, 2242, 
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Point de fusion 117O. Absorption ultra-violette: max. B 275 mp (E 1% = 665) et B 
315 mp (E 19/, = 425). 

Le corps X I ,  dissymBtrique, resulte de la condensation d'une moMcule d'acide 
benzot6tronique et d'hydroxy-4-m6thyl-6-c~-pyrone sous l'action de l'ald6hyde formique . 
Le pr6cipit6 qui se forme immediatement dans l'eau bouillante est un melange de XI 
avec les deux composes symetriques a pont m6thylitne, form68 avec les deux corps prinii- 
tifs, le dicoumarol lui-m6me (I) et le m6thylitne-bis-oxy-4,4'-m6thyl-6,6'-or-pyrone, d6jB 
pr6par6 et trouv6 inactif par Jansen et Jensenl). Ces deux derniers corps sont beaucoup 
moins solubles dans l'eau et l'alcool que XI lui-m6me, que l'on recristallise aishment dans 
ce dernier. 

Point de fusion (aprits plusieurs recristallisations) 194O. 
Absorptionultra-violette avec max. large et arrondi autourde 280mp (E 1 yo = 650). 

2O Conduzte des essais physiologiques. 
Dans tous nos essais, nous avons utilis6 des lapins jeunes de 1,5 kg B 2,5 kg, nourris 

principalement d'avoine et de son, sans verdure. Les produits exp6riment6s sont ad- 
ministr6s avant le repas du soir, per o ~ ,  en solution dans 1 B 2 cm3 d'huile de germe de mais 
d6color6e. Le sang est pr6levB par ponction cardiaque le matin, B raison de 2,5 cm3 par 
jour et immediat,ement mBlang6 B 0,25 cm3 de solution de citrate de sodium B 4%. Aprks 
centrifugation de 5 minutes, la teneur en prothrombine du plasma citrat6 est determin6e 
B la fois par la m6thode primitive de A. J .  Quick2)*) et par la m6thode photom6trique4). 

La premikre, effectuee sur 0,l cm3 de plasma citrat6, sans dilution pr6alable, B 
l'aide de thromboplastine de cervelle de lapin, a l'avantage de fournir des rbsultats plus 
nets. Grace au taux relativement 6lev6 de fibrine en jeu, l'instant d'apparition du ctcaillot 
solide,, est aise B saisir (cf. 3)). Chaque jour d'expbriences, un ou deux lapins non trait& 
fournissent le plasma normal, servant B Btalonner la preparation de thromboplastine. En 
comparant le temps de Quick cmormala, qui varie de 7 B 10 secondes, avec celui des lapins 
trait&, nous calculons la teneur en prothrombine du plasma de ces derniers, en utilisant 
la repr6sentation logarithmique de LegZer5). Cela revient B utiliser des courbes t = kc" 
oh t est le cctemps de Quick)), c la concentration en prothrombine, k et a deux constantes. 
(Dans nos essais, nous trouvons a = 0,4.) Cette representation montre bien que la m6thode 
de Quick est peu sensible entre 100 et 50% du taux de prothombine normal, difference 
qui se traduit par un a1 longement de t de 2 B 3 secondes seulement. 
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Fig. 1. 
Lapin no 197 (2 kg). 

DerivB chlor6 de la 4-hydroxy-coumarine (20 mg). 

l) Junsen et Jensen, Z. physiol. Ch. 277, 66-73 (1942). 
2, A.  J .  Quick, Am. J. Physiol. 118, 260 (1937). 
3, A .  J .  Quick, J .  Biol. Chem. 161, 33-44 (1945). 
4, P .  Meunier, c'. r. 21 I, 668 (1940). 
5,  Legler, Helv. 26, 1512 (1943). 
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Lapin no 197 (2 kg). 

3O Tableau des expiriences. 

Lapins 
1 Poids 

I kg 
NO 

197 1 2 

197 1 2 

_____ 

151 1,5 
205 I 1,75 

147 1,75 
150 1 1,15 
205 1,75 
207 I 1,75 

-- 

Taux de prothrombine plasmatique 1 
Doses ing6r6es en mg aprbs 1 avant I 18 h. 12 joun 

- - _-__ ____ __ 

1 mg de corps I 
(pour coniparaison) 

30 mg de VII 

10 mg de VIII (brom6) 
20 mg de VIII (brom6) 
30 mg de VIII (brom6) 1OOyo 80% 1 50% 
20 mg de VlII (brom6) 1 ' 50% 80% 

I 10 rng du d6riv6 chlor6 100% I SO% 1 70% 
10 mg du d6riv6 chlor6 1 100%o 1 50% ~ 80% 

1 jours'4 i joun 
~~ _____ 
70% ~ 

--I- 

70% , 

50 % 

I 
pas d'action 

70% I(fig.1) 

I -- ___ 

10 mg de XI . . . . . ~ 1 0 0 ~ ~  ~ action trbs faible 
10 mg de XI . . . . . 1100% ? SOT, SOYo 
i~ .  mm an YT   in no/ i m o /  I iinno, 
A" -5 uu Z Z L  . . . . . *""/O " " I 0  , *" ,o IL"",D 

15 mg de XI . . . . . ~ 100% ~ 80% I 80% 1 80% I 
I 

Lorsque un m6me lapin est repris pour un autre essai, ce n'est qu'aprbs une semaine 
de repos a; moins. 
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Dans ce we, la m6thode photom6trique m&te un avantage ind6niable. En effet, 
l’opcification du plasma du lapin normal ciht.6, puia recaloifi6 B l’instant origine oom- 
menca entre la 6e et la 8e minute et cease de mitre entre la 14e et la 2oe minute, si les 
mmms eont effectuk, comme nous l’evons d6jB pr&od,  8200 f 2 O  et sur du plasma 
dilub h l e m e n t  B l/S1). htiquement, les mesures sont prises de 30 en 30 secondes B 
1’6lectrophotom8tre de l’un de nous ( P . Y . )  en lumih  orang&, dam une cuve de 1 cm 
d’6pisseur, plong6e elle-m6me dens une grand0 ouve B courant d‘eau murant la constance 
de la tempkmture. Dans lea m6mes conditions, l’opcification s’6chelonne entre 20 et 
40 min. environ. pour une teneur en prothrombine de 60 B 60% de la normale. Voir les 
courbes repnhntatives (figures 1 et 2). 

Laboratoires de Chimie biologique de la Facult6 des Sciences 
de Paris et de Recherches des EtabZissemmts Roussel B Paris. 

160. Recherches sur la phytase 
par Paul Fleury et Jean Courtois. 

(12 VI 46) 

C’est en utilisant la phytine comme substrat que Suxuki- Poshi- 
mura et !Z‘akaishi2) ddcelhrent pour la premiere fois une activit6 phos- 
phatasique. I1 est B ce propos curieux de constater que la phytine est 
sans doute l’ester phosphorique nature1 le plus difficilement hydro- 
lysable par les phosphatases. 

L’enzyme qui d6double les inositohexaphosphates a 6t6 d6nommP 
phytase; c’est la moins r6pandue et la plus ma1 connue des diverses 
phosphatases plus ou moins sp6cifiques. 

Dam l’ouvrage g6n6ral d’enzymologie : Die Nethoden der Perment- 
forschung, l’article consacr6 B la phytase est I’m des chapitres les plus 
courts de cet ouvrage; il fut confib au chimiste suisse 2’. Posternak3) 
qui concluait ainsi vDas heutige Wissen uber die Phytase ist ziemlich 
beschrankt und kann nicht mit dem verglichen werden, was man uber 
andere Fermente gesammelt hat )) et (( Eine eingehende Untersuchung 
dieser Frage w k e  sehr zu wiinschenn. 

Les recherches sur la phytase sont en effet assez disparates; le 
plus souvent cet enzyme a 6th 6tudi6 incidemment au cows de re- 
cherches g6n6rales sur les phosphatases. Quelques faits caracthis- 
tiques se d6gagent cependant de ces divers rhsultats: en premier lieu 
il n’existe pas de parallelisme entre les activitbs glyc6rophosphata- 
sique et pyrophosphatasique d’une part et l’activit6 phytasique 
d’autre part. C’est ce que l’on observe en particulier avec de nom- 

l) cf. ’) p. 1295. 
a) V .  8uzuki, K .  Yoehimura, et M .  Takaishi, Tokio Imp. Univ. Coll. Agric. 

*) T. Poetemak, Phytaae, p. 1681-1684, in *Die Methoden der Fermentforschunga, 
Bull. 7, 603 (1907). 
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