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SUMMARY 

14CH labelled ferulic and sinapic acids have been synthe- 
sized through an enzymic methylation of caffeic and 5-hydro- 
xyferulic acids using labelled S-adenosyl methionine as 
donor. The methyltransferases involved which were extracted 
from stems of Poplar catalyse these reactions with a good 
efficiency. A purification procedure of 14C S-adenosyl me- 
thionine is described which allows the recycling of 14CH 
donor. The yield of the overall process is therefore greatly 
improved. This method allows the synthesis of products with 
high specific radioactivity. 
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RESUME 

Les acides fgrulique et sinapique marques au 14C s u r  le 
groupement m6thyle ont &ti! synth6tis6s par voie enzjrnatique 
A partir des acides caf6ique et 5-hydroxyf6rulique en utili- 
sant la S-adenosyl m6thionine radioactive comme donneur de 
14CH3. Le biocatalyseur utilis6, la 0-methyltransfbrase, est 
issu de tiges de Peuplier. Dans les conditions optimales de 
la reaction, cette enzyme est capable d'assurer la formation 
des deux acides ph6noliques avec un rendement int6ressant. 
La mise au point d'un protocole de purification du donneur 
de 14CH permettant sa rGutilisation, am6liore la rentabilitg 
de ce mode de synthese dont l'int6rGt consiste en l'obtention 
de produits d'activit6 sp6cifique 6lev6e. 
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En raison de leur appartenance d un metabolisme specifique- 
ment vegetal, les acides ph6noliques entrent dans une categorie 
de produits peu commercialisks sous forme radioactive. Pourtant 
ces composes jouent un r6le important chez les vegetaux dans la 
biogensse de mol6cules plus complexes comme les flavonoides et 
les tannins, ou l'klaboration de la lignine second constituant 
en abondance aprss la cellulose. 

Dans le cadre d'une etude sur la lignification, nous avons 
cherchi? d obtenir & l'etat radioactif deux acides cinnamiques 
principaux precurseurs des monomeres des lignines : les acides 

ferulique et sinapique. Jusqu'd present, seules des preparations 
chimiques ont t?te signalkes. Les auteurs utilisent soit des r6ac- 
tions d'echange entre 1'hydrog;ne et le tritium (1) les acides 
se retrouvant marques en position a de la chaine laterale, soit 
des reactions de condensation de l'acide malonique 14C avec les 
aldehydes cinnamiques corn?spondants ( 2 )  ; l'isotope radioactif 

s'incorpore egalement dans ce cas au niveau de la chaine latibale. 
Dans ce travail, nous decrivons un procede plus accessible 

aux biologistes ; il slagit d'un mode de synthese par voie enzy- 
matique faisant appel aux propri6ti.s catalytiques des 0-methyle- 
transf6rases. L'isotope radioactif 14C est integr-6 par 1 'inter- 
mediaire d'un groupement m6thyle en position 3 (acide fsrulique) 
ou 5 (acide sinapique) (Figure 1). Le donneur de groupement m6- 
thyle est la S-adenosyl mkthionine (I4CH ) et la reaction s'ef- 
fectue B partir d'une preparation enzymatique partiellement puri- 
fibe obtenue d partir de jeunes tiges de Peuplier. Le principe 
consiste B operer en presence de SAM* uniquement radioactive donc 
en conditions non saturantes, de manisre d obtenir des produits 
d'activite specifique identique celle du precurseur. 

Obtention de la S-ad6nosyl methionine catechol 0-methyletrans- 
f6rase (E.C. 2-1.1.6) et mesure de P'activitg 

3 

Toutes les operations se font 5 des temperatures comprises 
entre 0 et 4" C. L'extraction des proteines porte sur des tiges 
de Populus euramericana ( 3 )  fraichement prelevees ou congelees 
d -20" C. Le materiel est broy6 dans un milieu constitue de 
tampon Tris-HC1 0,l M de pH 7 , 5 ,  PEG 6 000 & 0 , 5  % et mercapto- 
ethanol 15 mM en presence d'une quantite Qquivalente de Polyclar 

Abrgviations : 
* SAM = S-adenosyl L-methionine 

SAH = S-adenosyl homocysteine 
PEG = Polyethylhe glycol 
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Figure 1 - Formation enzymatique des acides ferulique et 
sinapique 

0 % de l'activitb 
maximal e t 

Temps ( m n )  PH 

Fi ure 2 - a : Etude de la cinbtique de la reaction enzy- 
Eatique - !  : DQtermination du pH optimum (le p H  du milieu 
est ajuste en prgsence de - tampon acide citrique - 
K2HP04  0 , l  M ; I K H 2 P 0 4  - K2HP04  0 , l  M) . 
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puis la suspension centrifugee 20 minutes A 40 000 g. On pr6cipite 
ensuite les proteines solubles par le sulfate d'ammonium dans une 
zone de concentrations comprises entre 25 et 80 % de la saturation 
( pH maintenu entre 7 et 7 , 5  par addition d'ammoniaque concen- 
tr6). On centrifuge enfin h 40 000 g pendant 20 minutes et on 

reprend le culot par 2 ml de tampon Tris 0,l M de pH 7,5 contenant 
du mercaptogthanol 2 mM. L'extrait proteique obtenu apres dessa- 
lage par filtration mol6culaire sur gel de Sephadex G 50 est 
retenu comme source d'enzyme. 

- M e s u r e - d e - l l a c 4 ~ v i t ~ - ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ s ~ ~ ~ ~ ~ e  
Apr&s 10 minutes d'kquilibration A 30" C des diffgrents cons- 

tituants du milieu rgactionnel -0,l ml MgC12 1 mM ; 0,Ol ml de 
mercapto6thanol 1 mM ; 0 , 2  ml d'une solution 2 mM d'acide caf6ique* 
ou 5-hydroxyf&rulique* ; 1 ml d'extrait prot6ique contenant 0 , 9  mg 
d'azote- en solution dans le tampon Tris-HC1 0,l M de pH 7 , 3 ,  on 
ajoute 0 , 2  ml de S-adenosyl mkthionine** marquke. On laisse la 

reaction se poursuivre h 30°C et on l'arr8te par addition d'HC1 
3 N. L'acide phenolique 6ventuellement form6 est extrait s6lecti- 
vement par l'ac6tate d'6thyle et la radioactivitg du produit 
mesur6e au spectrom6tre Packard (mod6le 22-11). Un essai r6alis6 
avec l'extrait proteique dknatur6 permet d'estimer la radioacti- 
vitg qui n'est pas li6e au produit de la &action. 

Determinations preliminaires 

- R e c h e ' c h e e _ d e s _ c o n d i 4 i ~ ~ s - ~ ~ t i ~ ~ ~ ~ ~ - d ~ - ~ ~ - r ~ ~ c ~ ~ ~ ~ - ~ ~ ~ ~ ~ ~ -  
4isu_e 

Afin d'obtenir des rendements &lev6s1 nous avons Qtudii! 
l'influence des diffbrents facteurs contr6lant le processus enzy- 
matique 6tant donne que nous nous trouvions dans une situation 
particuli6re oil l'un des cosubstrats, la SAM, 6tait pr6sent en 
quantites non saturantes. De plus, dans un souci de simplifica- 
tion du protocole dGfinitif, nous avons determin6 la stabilit6 
de l'enzyme en fonction de la dur6e de conservation de l'extrait 
proteique. 

Cette gtude, r6alis8e dans le cas de la transformation de 
l'acide cafeique en acide f6rulique1 montre qu'en presence d'un 
exc6s d'enzyme dans le milieu (1 ml d'extrait soit 0 , g  mg 
d'aaote) la rgaction se poursuit de mani&re lin6aire durant les 

10 premi6res minutes d'incubation (Figure 2 a) ; elle se stabilise 

* L'acide cafeique est d'origine Merck, L'acide 5-hydroxyf6ru- 
lique nous a 6t6 fourni gracieusement par le Pr. SHIMADA, Labo- 
ratoire du Pr. HIGUCHI. 
* *  La S-adenosyl L-mkthionine methyle 14C d'activit6 sp6cifique 
45  mCi/mMole provient du C.E.A. 
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ensuite au-delh d'une periode de 45 minutes, dur6e retenue pour 
la suite de l'exp6rimentation. 

L'examen des diverses donnees de la litt6rature permet de 
situer entre 6 , 5  et 9,7 le pH optimum des 0-methyletransfkrases 
(4, 5 ) .  L'etude des variations de l'activit6 de l'enzyme en 
fonction de ce param6tre fait apparaitre l'existence d'une valeur 
optimale voisine de 7,3 (Figure 2 b) chez le Peuplier. 

L'etude de la stabilit6 du biocatalyseur en fonction de la 
dur6e de conservation h 5"  C (Tableau I) montre que celui-ci 
est capable d'assurer la transformation de l'acide caf6ique avec 

un rendement sensiblement identique durant une p6riode de 28 
j o u r s .  Cette observation est rapprocher des travaux de POULTON 
et BUTT ( 5 )  chez Beta vulgaris qui constatent que 1'OMT de ce 
vegetal se conserve 1 mois h -zoo C. 

TABLEAU I 

Etude de la stabiliti! de l'enzyme h 5" C. Les activites 
enzymatiques sont exprimees en % de la valeur maximale 

I Activit.6 enzymatique I 

- E 4 u d e _ d ' u n _ e r o t o c o l e _ d e _ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ - ~ ~ - ~ ~ - ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~  
m6 thionine -___----_- 

Afin d'augmenter la rentabilite de ce mode de synthsse nous 
avons tent6 de purifier la SAM 14C non transformee enzymatique- 
ment,sur colonne de r6sine Dowex 5 0  ( 6 ) .  Ce type de purification 
presente l'avantage de s6parer la SAM d'un de ses produits de 
transformation, la S-ad6nosyl homocystbine, qui s'av&re inhiber 
l'activit6 catalytique des O-m6thyletransf6rases (5). Cependant, 
le protocole initial reposant sur la s6paration des deux consti- 
tuants apr6s elution selective par NaCl 0,l M (SAH) puis par 
HC1 6 N (SAM) s'est av6r6 inad6quat dans l'optique d'une r6uti- 
lisation ult6rieure de la SAM. 

Nous avons am6lior6 le degr6 de purification du produit en 
traitant la colonne de r6sine Dowex* apr&s 6lution du SAH (NaC1 
0,l M, 200 ml) par des solutions d'HC1 0,l N (150 ml) puis HC1 N 
(100 ml). Dans ces conditions la SAM 14C Qluee ensuite par HC1 6 N 

* I1 s'agit d'une colonne de resine Dowex 5 0 ,  100-200 mesh X 8, 
forme Na+ ( 5  x 1 cm). 
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(100 ml) s'av8re alors suffisamment purifiee pour Btre utilisbe 
dans de nouvelles reactions de methylation. 
Protocole de synthese dkfinitif des acides ferulique et sinapique 

- Formation enzymatique des produits 
On prepare un extrait proteique A partir d'une quantitk de 

tiges de Peuplier ( 3 0  g) telle qu'apri?s purification on dispose 
d'une source enzymatique suffisante (15 ml) pour realiser dif- 
ferents essais. 

.................................. 

On fait agir le substrat approprii! dans les oonditions dkfi- 
nies prkckdemment (1  ml d'extrait prothique, pH du milieu r6ac- 
tionnel 7 , 3 ,  durbe 45 minutes h 30" C) en presence des diffkrents 
6lGments de la reaction. Le donneur de CH 
l'experience se deroule sans apport de SAM inerte. 

est la SAM 1 4 C  et 3 

On laisse la reaction se poursuivre, et, apr8s acidification 
on separe le produit forme de la SAM radioactive par extraction 
s6lective h l'acetate d'6thyle. 

Dans ces conditions, le rendement de la transformation 

Aprss action enzymatique, la SAM 1 4 C  non transform6e est 
s'av81-e eleve puisqu'il avoisine une valeur moyenne de 40 %. 

reutiliske dans de nouveaux essais apr6s purification sur Dowex 
5 0  et evaporation du solvant d'elution ( H C 1  6 N ) .  Dans ce cas, 
pour Qviter d'gventuelles modifications du pH (HC1 r6siduel) 
on augmente la concentration du tampon Tris-HC1 dans le milieu 
d'incubation (400  mM). 

- Caracteristiques des acides synthktises -------- ----- --------------- ----- ------ 
La nature*et la purete*chirnique des acides phenoliques syn- 

thetises sont vgrifiees d'apres leur comportement chromatogra- 
phique dans differents solvants ainsi que par spectrophotom6trie 
dans l'ultraviolet apres chromatographie pr6parative sur papier 
Whatman NO 3 dans le melange tolu&ne - acide ac6tique - eau 
(4-1-5 en volume ; phase supgrieure) qui les separe de leurs 
substrats correspondants. 

La purete radiochimique des produits formes est contr616e 
par autoradiographie apr8s migration chromatographique sur 
papier dans les melanges : 

A - chloroforme - acide acetique - eau (2-1-1 en volume) 
B - tolu8ne - acide ac6tique - eau (4-1-5 en volume) 
Pour chacun des acides synthetises, on constate essentiel- 

lement, apres revelation, la presence d'une impurete radioactive 

~~ ~~ 

* Ces determinations sont effectuees lors d'essais realisks en 
pr6sence de SAM inerte 1 mM, 
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correspondant vraisemblablement aux acides isof6rulique et 5 -  
hydroxy 3 - 4  mgthoxy-cinnamique qui se forment parall&lement ( 7 ) .  
Ce mode de mgthoxylation ne reprgsente cependant qu'une faible 
part de l'activitg enzymatique ( 5  % de la quantite de produit 
radioactif form6). 

Nous avons gt& conduits alors & envisager une purification 
supplgmentaire par chromatographie prgparative ; la migration 
s'effectue sur papier Whatman No 3 en chromatographie aso-ndante 
dans le solvant A. Les zones correspondant aux acides ferulique 

et sinapique sont &luges par l'alcool h 800 GL et la solution 
concentrge sous vide. 

Un contrble effectug par autoradiographie apr&s chromato- 
graphie dans le solvant butanol - acide acetique - eau (6-1-2 

en volume) montre que les cornpos6s isoles sont chromatographi- 
quement purs (Figure 3 ) .  Leur activite specifique est de 45  
mCi/mMole. 

Dans les conditions retenues,il nous a 6t6 possible de 
synthgtiser 22 PCi d'acide sinapique h partir de 3 5  PCi de 
SAM I 4 C  moyennant 4 recyclages successifs, soit un rendement 
de 62 % du precurseur radioactif utilis6. Les valeurs obtenues 
peuvent dtre du mdme ordre de grandeur en oe qui concerne 
l'acide fgrulique. Les deux composes sont conserves & -20° C ; 

cependant, en raison d'un phenom&ne d'autodecomposition non 
nggligeable en fonction du temps, il est ngcessaire de les puri- 
fier avant chaque utilisation. 

Figure 3 

7 01 

La disponibilitg en ces molecules radioactives devrait 
nous permettre actuellement de poursuivre non seulement certaines 
6tudes engagees au laboratoire sur la regulation de la ligni- 
fication ( 3 )  mais Qgalement d'envisager l'obtention de lignines 
radioactives h composition monom6rique contrB16e afin d1abord,2r 
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plus specifiquement des problemes concernant la biodegradation 

de ces polymeres. 
Enfin, au-delh de la prgparation des deux acides phgnoliques 

prCcedents, le procede parait applicable la synthese de compo- 
ses m6thoxylks plus diversifies. En effet, si dans le cas du 

Peuplier, l'enzyme est sp6cifique des substrats cinnamiques 
(7) celle-ci intervient chez certaines especes ( 4 )  dans les 
reactions de mkthoxylations d'autres categories de polyph6nols. 
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