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Biosynthesis of E, E-farnesylacetone by the andogenic glands of the crab Carcinus maenus 

Summary 
Using sodium acetate- 1,2-[ 14C] or mevalonic acid-2-[14C], the biosynthesis of 

(E, E)-farnesylacetone 1 by the androgenic glands of the crab Carcinus maenas, kept 
as organ subculture is demonstrated. Ozonolysis of the NaBH4 reduction product 3 
leads to three fragments the radioactivity of which has been measured after isolation 
by GC. It is thus established that the biosynthesis of 1 proceeds through geranyl- 
geraniol. The hexahydroderivative 2 is not labelled in the two experiments. 

1. Introduction. - La recherche de substances biologiquement actives produites 
par les glandes androgknes du crabe Carcinus maenas a conduit l'isolement d'une 
fraction lipidique [ 11 [2]. L'analyse de cette fraction par chromatographie gaz-liquide 
(CPG.) couplte a la spectrometric de masse a permis d'identifier deux cetones iso- 
prknofdes: la trjmethyl-6,10,14-pentadtcatri&ne-5,9,13-one-2-(E, E )  (farnksylace- 
tone) 1 et la trimethy1-6,10,14-pentadecanone-2 (hexahydrofarnesylacktone) 2 (31. 
La farnCsylacetone 1 posskde in vitro et in vivo une partie des activites biologiques 
de l'extrait total. 

In  vitro [ 11 la substance 1 inhibe l'incorporation de le~cine-[~H] dans des ovaires 
d'orchestia gamniarellus pour des concentrations voisines de 2 ng/ml (lo-"). Des 
injections (2 pl) de 1 (1 pg/ml) induisent chez des femelles de Talitrus Saltator la 
coloration antennaire [4], caractkre sexuel secondaire m2le. Un autre effet biologique 
de l'extrait lipidique des glandes androgirnes et de la farnesylacktone est I'inhibition 
des methylations biologiques des tRNA [5] [6]. 

Le problkme de l'origine biologique de ces &tones etroitement apparentees est 
intkressant. En effet, si la farnesylacetone 1 isolee pour la premiere fois en tant que 
produit nature1 de la tomate [7] n'a pas CtC identifike a notre connaissance dans le 
milieu marin, il n'en est pas de m&me pour la cetone saturke 2 prksente dans les 
sediments marins [8] ainsi que dans les vases [9]. De plus, in vitro, 2 est l'un des prin- 
cipaux produits de la degradation oxydative de la chaine phytyle de la chlorophylle 
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[lo], transformation qui pourrait &re d'ordre microbiologique et interviendrait 
durant les premieres Ctapes de la diagknese. Une autre hypothese retenue est la for- 
mation de cette cktone a partir du norphytene provenant du phytol accumule par le 
zooplancton [S] [ 1 I]. 

L'identification de la farnksylacktone et de l'hexahydrofarn6sylacCtone chez le 
crustace Carcinus maenas a permis d'envisager l'existence d'une voie de biosynthese 
de novo des deux cttones dans la glande androgkne via le pyrophosphate de geranyl- 
gkraniol. Afin de verifier cette hypothese nous avons ktudik l'incorporation d'acetate 
et de mkvalonate marquks dans 1 et 2 par des glandes androgenes en culture. 
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2. Incorporation de I'acCtate de sodi~rn-l,2-['~C]. - Dans un premier essai nous 
avons incubk en milieu gelose sterile deux lots de glandes androgenes en prksence 
d'acetate de ~odium-l,2-[ '~C],  respectivement pendant 24 h et 72 h. La fraction 
biologiquement active contenant 1 et 2 [2] est obtenue par extraction et purification 
chromatographique apres addition d'entraineurs. Cette fraction est ensuite analyske 

L 10 

1 

n 

Temps de r6tsntion: min SO 

Fig. 1. Analyse par CPG. de l'incorporation d'ucitute de s o d i ~ m - I , 2 - [ ~ ~ C ]  dans les cPtones 1 et 2 apr2s 72 h 
de culture (1.2.103 dpm inject&) 
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Fig. 2. Analyse par CPG. de l’incorporation d‘acide rnd~alonique-2-[’~C] dans les cttones 1 ef 2 aprks 72 h 
de culture ( 9 .  1@ dpm injectts) 

par CPG. preparative (fig. I), par chromatographie sur couche mince (CCM.) 
d’alumine impregnee de nitrate d’argent, et par CCM. d’acide silicique des dinitro- 
2,4-phenylhydrazones. Dans chaque cas la radioactivite des deux composes 1 et 2 
ou de leurs derives est mesurke. Les resultats figurent dam le tableau. La radio- 
activitk est seulement presente dans la farnesylacetone 1 aussi bien apr6s 24 h 
qu’apr6s 72 h d’incubation. Remarquons d’autre part une faible incorporation de 
l’acktate au niveau d’autres metabolites non identifies. 

3. Incorporation de l’acide mCvaloniq~e-2-[’~C]-(R, S). - Nous avons complete 
l’experience precedente en utilisant l’acide mevalonique-2-[ I4C], precurseur plus 

Tableau. Incorporation de I‘acdtate de sodium-I, 2-[14C] et de l’acide mkvaloniq~e-2-[‘~C] (R, S )  dans des 
glandes androg2.ne.s maintenues en culture. 

AcCtate-( 14C] MCvalonate-[ 4C] 
250 glandes 2000 glandes 

24 h dprn 72 h dpm 12 h dpm 

PrCcurseur s,5 ’ 108 5 , s .  108 1 , i .  109 
Extrait i,5.107 7,9. 106 3,o. 107 
CCM. q4.104 3,s. 104 1,9. 106 
Sephadex LH 20 2,2.103 2,6. 103 ~ 2 . 1 0 5  

1 CPG. { 4 3  ‘ 10’ 
0 

6,s lo2 
0 

~ 7 . 1 0 4  
0 
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Fig. 3. Analyse par CPG. de la radioactiviti prisente dans les fragments d’ozonisation de l’alcool 3 
(5.103 dpm injectis) 

specifique des terpenes qui permettait en outre d’envisager une degradation ultC- 
rieure de la molkcule de farnesylacttone 1 afin de verifier son origine diterpenique. 
Une quantite plus importante de glandes androgenes a ett incubee lors de cette 
experience pour augmenter les incorporations. Aprts 3 jours, les glandes androgenes 
ont ktC traitkes comme prkcedemment. Les resultats de CPG. reprksentes Fig. 2 con- 
firment l’incorporation du precurseur seulement au niveau de la farnksylacetone. 

Une partie aliquote de la fraction isolee sur Sephadex LH 20 est reduite par 
NaBH4. Apres purification, l’alcool 3 correspondant a la farnesylacetone 1 est 
ozonise selon la technique de Blumer [ 1 11. Les ozonides obtenus sont directement 
pyrolyses dans l’injecteur du chromatographe. La reduction permet de diffkrencier 
l’hydroxyaldehyde 6 provenant du reste carbonyle de la farnesylacktone, du frag- 
ment cktoaldehyde 5 (SchPma). Apres l’analyse en CPG., les fragments obtenus sont 
recueillis et leur radioactivite mesuree (Fig. 3). Les rapports des radioactivitks pour 
les fragments 4 (acetone), 5 (oxo-2-pentanal), 6 (hydroxy-2-pentanal) sont voisins de 
1: 2: 1 (Fig. 3), ce qui indique bien l’incorporation de 4 unites mevaloniques dans la 
molecule de farnesylacktone 1 (SchPrna). 

4. Conclusion. - La glande androgene du crabe Carcinus maenas incorpore donc 
en culture le mevalonate dans la farnesylacetone 1. L’etape importante de cette 
biosynthese est l’oxydation du geranylgeraniol intermediaire (vraisemblablement 
sous forme de pyrophosphate). I1 n’a pas ett possible d’observer l’incorporation des 
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precurseurs utilisks dans l’hexahydrofarnksylacttone 2. La question reste donc 
posee de savoir s’il existe une possibilite de reduction de la farnesylacktone en hexa- 
hydrofarnesylacetone chez les crustaces in vivo, selon un processus plus lent ou dans 
un autre organe par exemple. I1 n’est pas exclu que I’hexahydrofarnesylacetone 2, 
deja identifiee dans les sediments marins, provienne de la degradation de la chaine 
phytyle de la chlorophylle, hypothese deja retenue par differents auteurs [8] [9]. 
Cette cetone pourrait alors avoir une origine exogkne ou Ctre formee par degrada- 
tion oxydative in vivo. 

Nous remercions le Professeur E. Lederer pour l’interCt qu’il a port6 a ce travail et le Dr M .  Suchj, 
Diibendorf, Suisse, pour des echantillons de farnesylacetone et d’hexahydrofarnesylacetone. Nous 
remercions Mmes M. C. Carrk, D. Duch&ne et M .  C. Fried-Monzaufier pour leur collaboration technique. 

Partie experimentale 

Culture d’organes. Le milieu sterile solide est compose de gelose a 0,5% dans de l’eau de mer 
filtrke, glucosee a 1% et additionnee de Penicilline (100 UVml). 

Les organes sont prelevts sur des crabes m%les Carcinus maenas provenant de Roscoff (Bretagne). 
11s sont deposes sur le milieu a raison de 10 glandes androgenes pour 1 ml de milieu; 10 glandes andro- 
genes (sans le canal deferent) pesent environ 200 11s (poids humide). 

Incorporalion de l’acktate de sodium. 2 lots de 250 glandes sont cultives en presence de 0,5 mCi 
&acetate de sodium- 1 .2-[I4C] (activite specifique 96,8 mCi/mM) en solution aqueuse sterile. 

La culture est arrCt6e apres 24 h d’incubation pour le ler lot et apres 72 h pour le 2e lot. Les 
glandes sont congelees et conservees a -30”. En tin de culture les organes sont bien vivants et ne 
presentent pas de traces d’infection bacterienne ou fongique. 

Incorporation de I’acide mivalonique. 2000 glandes androgenes sont cultivees durant 12 h en pre- 
sence de 0,5 mCi d’acide mC~alonique-2-[‘~C] ( R ,  S)(activitt specifique 36,5 mCi/mM) et sont ensuite 
traitees de la mCme faqon que pour I’exptrience precedente. 

Puri3cation de la farnksylacktone 1 et de l’hexahydrofarnksylacktone 2. Les glandes sont broyees au 
mortier puis extraites successivement par 10 ml d’ethanol, tthanoVether 1: 1 et ether. Apres concentra- 
tion sous pression reduite, l’extrait total additionnt d’eau est repris par l’ether. Apres extraction, sechage 
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sur Na2S04 et addition de 1 mg de farnesylacetone et 1 mg d'hexahydrofarnesylacCtone, la fraction 
lipidique obtenue est chromatographiee sur couche mince de SiO2 F 254 Schleicher-Schiill (0,25 mm) 
avec le melange benzkne/Cther 9: 1 (Rf 0,73 pour 1 et 0,75 pour 2). La zone biologiquement active de 
Rf O,fi-O,8 est recueillie et fractionnee sur colonne de Sephadex LH 20 (CHCl,). Les analyses ulterieures 
ont toujours 6te effectuees sur des parties aliquotes de la fraction ainsi purifiee contenant l'hexahydro- 
farnesylacetone 2 et la farnksylacetone 1.  

Chromatographie gaz-liquide (CPG.). La separation de 1 et 2 est effectuee en CPG. preparative 
(Varian 1400) (colonne de Pyrex, 2 m, 0 interieur 3 mm, OV1 2% sur Chromosorb WHP 100-200; 
1 "/min de 110 a 250", N2: 10 mumin), en recueillant a - 60" les fractions toutes les 2 min. 

Chromatographie sur couche mince (CCM.) .  Une partie (10% j de la fraction purifiee ayant incorpore 
I'a~etate-['~C] est chromatographiee sur couche mince d'AI,O,/AgN03 (30 g A1203, 10 g AgN03, 5 g 
plltre). Le developpement est effectue par le melange hexane/chloroforme 9: 1 ( R f  1: 0; Rf 2: 0,2) puis 
hexane/CHCl3/acktate d'kthyle 5:4: 1 (Rf 1: 0.37; Rf 2: 0,94) (revelation laterale par la dinitro-2.4- 
phenylhydrazine a O,I% dans l'acide chlorhydrique conc./EtOH 1:9 ou par l'acide sulfurique a 50% A 
100"). Une autre partie (10%) de la m@me fraction est traitee par la dinitro-2.4-phenylhydrazine dans l'acide 
chlorhydrique dilue. Aprts extraction et skchage, les dinitro-2,4-phCnylhydrazones ohtenues sont 
chromatographiees sur couche mince de gel de d i ce  avec le melange hexane/benztne 1:3 (Rf 1: 0,44; 
Rf 2: 0,57j. 

Ozonisation. Apr& incorporation du me~alonate-[ '~C], 25% de la fraction purifiee sur Sephadex LH 20 
est reduite par NaBH4 (15 mg dans 500 pl Cthanol, 1 h). Aprks acidification et extraction par l'ether, les 
alcools obtenus sont purifies sur couche mince de SiOz Merck 0,25 mm avec le melange hexane/acetate 
d'ethyle 17:3; Rf 0,26 pour le produit 3 de la reduction de 1 [(+)-trimCthyl-6,10,14-pentadCcatri&ne- 
5,9,13-01-2-(E,E)] et Rf 0,32 pour le produit de reduction de 2 (trimethy1-6,10,14-pentadCcanol-2). 
L'alcool3 est soumis a une ozonisation selon une technique sans solvant [l l] :  il est traite par un courant 
d'ozone (7 min A - 60" puis 7 min la temperature ambiante) aprts avoir ete adsorbe a la surface externe 
d'un tube de Pyrex, longueur: 25 mm, 0 2 mm. Afin de permettre la pyrolyse des ozonides, le tube 
introduit rapidement dans l'injecteur du chromatographe gaz-liquide est maintenu a 100" durant 3 min 
avant d'ktablir le courant d'azote (10 mumin); 2 pl d'acetone froide sont introduits simultanement dans 
l'injecteur comme entraineur. Aprts chromatographie (colonne d'acier inoxydable 2 m, 0 interieur 
3 mm, 5% FFAP sur Aeropack: 2"/min de 40 a 225"; N2 12 mumin) les fractions sont recueillies 51 la 
sortie toutes les 2 min a - 60". L'identification du fragment 5 repose sur la comparaison du temps de 
retention avec celui du m&me fragment, forme par ozonisation de 1. 

Les radioactivites ont ete analyskes sur couches minces au moyen d'un scanner Berthold LB 2720 et 
en solution dans le tolutne par un scintillateur Nuclear Chicago. 
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