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Abstract - The isolation and structures of new widespread mycosporine reduced-glutamine (3) - 

and its glucoside (4) are described. HPLC and new MS improvements (FABS and direct HPLC-MS - 

coupling) provide convenient methods for the study of these unstable compounds. 

Au cows de nos travaux sur la biochimie du developpement des champignons supgrieurs, 

portant plus precisement sur les mycosporines' , nous avons constate, par chromatographie li- 

quide haute performance (CLHP), la presence chez Z'richotheeiwn roseum (Pers.) LINK ex GRAY de 

deux de ces substances, A et B, representant respectivement 95 et 5% de l'absorption P 310 nm 

d'un extrait hydro-alcoolique. Contrairement P ce que nous avions observe jusqu'alors pour la 

purification de tels compos6s2, l'utilisation de r&sine dchangeuse de cations, DOWEX 50 WX 8, 

forme H+, en colonne ouverte, s'est r&glee inefficace pour leur sdparation. Par contre la 

CLHP, sur ce m&e type de resine, nous a perks de les separer ?I 1'6tat pur; nous avons pu 

noter qu'8 chaque purification A se tranforme partiellement en B, plus stable; ce ph&omPne a 

Qgalement 6te observe avec la mycosporine glucosylee (4) isolde - d'xscochyta fake Speg.. 

Le composG B a pu ltre facilement identifie (RMN-1H et 
13 
C, SM, CLHP) P la mycosporine 

acide glutamique reduit (1) decrite anterieurement 
3 . Par contre A s'est avdrd diffdrent et - 

beaucoup plus labile que la mycosporine acide pyroglutamique reduit (2) isolee de Botrytis 
4 

cinerea . 
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1 H OH - 

3 H - NH2 
4 - Glucosyl 
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Les spectres de RMN-13C (Tableau I) de A et de B, trss proches, indiquent l'existence de 
1 

squelettes carbones identiques pour ces deux molZcules. Par contre, en RMN- H, on note dans le 

spectre de A la presence de deux H &changeables 1 A:6184 ppm, absents de celui de B. 

Tableau I - Spectres de RMN- 
13 
C des mycosporines: 6 en ppm/TMS (Solvant: pyridine). 

Cn' 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 

l(B)l86,4 131,l 159,9 31,5 73,1 43,9 60,3 55,8 65,3 27,1 68,6 34,6 178,9 

2 181 134 171 38,5 75,9 43,1 64 60,8 67,5 29,3 71,5 34,1 179 - 

3(A)l86,4 131,l 159,8 32,5 73,l 43,9 60,2 55,9 65,3 27,6 68,6 34,6 179 

4 186,9 131,3 159,4 32,5 73 43,9 60,4 53,7 68,9 27,6 71,7 34,9 179,3 

Glucosyl: 99,l - 74,3 - 73 - 72,2 - 70,3 - 61,5 

Les spectres de masse en impact electronique (EI) de A et de B etant la plupart du temps 

identiques, nous avons eu recours au couplage direct CLHP-SM (introduction de 1% du flux de la 

CLHP dans le SM, sans evaporation du solvant) pour constater que le MH+ de A etait 1 m/z: 303 

alors que celui de B dtait bien I m/z: 304. Ce resultat a pu dtre confirm6 par Desorption-Io- 

nisation chimique (D/CI). 

La difference de 1 uma observee en SM, la similitude des spectres UV et de RMN-13C peu- 

vent s'interpreter par la presence dans A de CONH2, facilement hydrolysable en COOH dans B; 

ceci explique bien, en outre, l'existence du signal de deux H echangeables B 6,84ppm en RMN-lH. 

Ceci a GtC verifi6 par SM des ddrives TMS de A et de B, realis& P l'aide de couplages 

Chromatographie en phase gazeuse-SM rendus necessaires par la presence de sous-produits rgac- 

tionnels (Tableau II). Comme nous l'avons frdquemment observe dans cette sdrie de composds, 

les spectres de masse obtenus correspondent aux formes deshydratbes et aromatisees du noyau. 

Tableau II - Spectres de masse des derives TMS: CP-Sil 5; 25m; He: 1 ml/mn; To colonne: 230°C. 

1 Temps de retention: 9,25 mn : - M/z: 573 (15%; M+); 558 (15%; M-CH3); 470 (100%; M - CH20TMS); 

380 (70%). 

2 Temps de retention: 7,30 mn : - M/z: 483 (10%; M+); 468 (10%; M-CH3); 380 (100%; M - CH20TMS). 

3 Temps de retention:l4,35 mn : M/z: 572 (15%; M+); 557 (15%; M-CH3); 469 (100%; M - CH20TMS); 

393 (20%); 379 (70%); 289 (40%); 156 (70%). 

Confrontant les resultats de cette analyse de T. r~seum 1 ceux nouvellement obtenus a 

partir d'extraits de B. cinerea nous avons pu constater qu'en fait 2 etait vraisemblablement - 

un artefact obtenu occasionnellement au tours de la chromatographie sur colonne ouverte de rdsi 

ne (vide supra). En effet: 

- la mycosporine de B. cinerea, isolee et purifiee dans ces conditions, a les m8mes proprigtes 

physico-chimiques que celle isolee de 2'. poseum. 

- la structure de la mycosporine de B. cinerea, isol6e antGrieurement', correspond bien a la 

forme cyclisee @IN-13C: nette difference au niveau des C-3 et 4 et absence de NH en RMN-'H). 

- il ne nous a pas Gt& possible de reproduire cette cyclisation bien que nous utilisions des 

resines identiques et des extraits bruts obtenus de la msme facon a partir de la mdme souche. 

La transformation de 3 en 1 et vraisemblablement de 1 en 2 sont B rapprocher de la sgquen- - - - - 
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ce suivante 
5 : 

GLUTAMINE 

- NH3 
p ACIDE GLUTAMIQLJE 4 

- H20 
& ACIDE PYROGLUTAMIQLJE 

+ H20 + H20 

En SM (EI), les mycosporines naturelles subissent toujours une dgshydratation au niveau 

de 1'OH tertiaire de la cyclohex&one6. Dans le cas de 1, une seconde dsshydratation conduit 

2 la formation du cycle pyroglutamique, qu'on obtient sgalement h partir de 3 par dgsamina- - 

tion: on explique ainsi la similitude des spectres de masse de 1, 2 et 3. -- 

Analysant par CLHP des extraits d'Ascochyta fabae Speg., nous avons note la prgsence 

d'une mycosporine originale (teneur: 3% du poids set des spores) prgsentant une instabilitd 

comparable 1 celle de 3. Utilisant une technique de purification identique 2 celle qui nous a - 

permis d'isoler 3 (CLHP prsparative sur DOWEX 50W X8, 100-200 mesh) nous avons pu obtenir 60 - 

mg d'un compo& auquel nous avons pu attribuer la formule 4. - 

Au tours de l'hydrolyse de 4 (HCl 0,5N; 90 mn; 100°C) on obtient du glucose (CPG des d& - 

rives TMS) et les compos& 5, 3 et 1 puis finalement 1 seul (cirktique suivie par CLHP). -- - 

Les dGplacements chimiques observds aussi bien en RMN- 
13 
C (Tableau I) qu'en RMN-lH sont 

en accord avec le squelette hydrocarbon6 de la mycosporine glutamine rgduite et du glucose, 

la constante de couplage de l'H-1 de ce dernier (J= 3,5 Hz) permettant de lui attribuer la 

configuration a. 

La SM du produit nature1 avec une source FAB donne un ion de plus haute masse 2 m/z: 465 

(= MH+ car on note Qgalement les ions MNa+ et MK+ 1 m/z: 487 et 503) alors qu'en D/C1 il se 

situe 1 m/z: 447 (MH+- H20). L'ion mol&ulaire observd en EI pour le dgriv6 TMS correspond B 

celui du produit d&hydratC + 6 TMS (m/z: 878; 15%; C H 0 N Si ), 
3778102 6 

les conditions deuces de 

la r6action (BSTFA + 1% de TMCS 1 temperature ambiante) ne permettant pas la silylation de la 

fonction amide. L'ion important (100%) 1 m/z: 

-CH20-Glucose 4 TMS P partir de M+: 

397 (C18H3304N2Si2) correspond au dspart de 

taminyle rCduit4. 

il permet de situer le glucose sur le CH20H du reste glu- 

On observe Ggalement sur le spectre la prssence de traces de 2 (7 TMS) 

(m/z: 951 = M - H20 + 7 TMS; m/z: 470 = 951 - CH20-Glucose + 4 TMS). 

A la suite de ce travail il s'avere que les mycosporines glucosylEes principales des es- 

p&es d' A. pi& et de Cladosporiwn he&am correspondent 1 la structure 4; la formule 6 qui - 

leur avait bte attribuge prsc8demment7 avait Ct& dtablie 1 partir de la structure artsfactu- 

elle 2 pour l'aglycone et en l'absence de techniques analytiques rapides pour - la sgparation 

(CLHP) et deuces pour la SM (Source FAB). 

11 est difficile de prCciser si les formes acides (1 et 5 pour l'aglycone et le glucosi- - - 

de respectivement), qui reprgsentent jusqu'l 5% de l'absorption 3 310 nm, sont natives ou si 

elles rkultent d'une hydrolyse partielle des formes amides correspondantes au tours des ma- 

nipulations. 

Ces rcsultats mettent en Qvidence la ndcessit6 d'employer des techniques "deuces" pour 

l'isolement des mycosporines B l'etat natif. De plus,ils dclairent d'un jour nouveau le r81e 

supposg de ces molkules. Ces mgtabolites secondaires' s'accumulent en effet au moment de la 

diffkenciation sporale, en mettant "hors circuit" une quantits non nggligeable de glutamine. 

La signification de ce mGtabolisme reste P prkiser. 
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Spectres de RMN-*H de 3 et 5: CAMECA 350 MHz; Pyridine D-5; 6: ppm/TMS. - - 

2 - 8,34 (1H; s. large; OH); 7,77 (1H; s. large; OH); 6,84 (ZH; massif; NH2); 6,80 (1H; d.; 

.J= 9,5 Hz; NH); 6,68 (IH; s. large; OH); 3,90 - 4,lO (SH; massif; CH2-9; CH-8; CH2-11); 

3,82 (3H; s.; 0CH3); 3,43 (1H; d.; J= 16,8 Hz; CH2-6); 3,19 (2H; d.; CH2-6; CH2-4); 2,99 

(1H; d.; J= 16 Hz; CH2-4); 2,67 (2H; t.; .I= 7 Hz; CH2-12); 2,40 (1H; m.; CH2-10); 2,23 

(lH ; m.; CH2-10). 

4 - 8,26 (1H; s. large; OH); 7,70 (1H; s. large; OH); 6,92 (lH; d.; J= 9,5 Hz; NH); 5,32 - 

(1H; d.; J= 3,44 Hz; Glucose H-l); 4,lS - 4,60 (8H; massifs; CH-8; CH2-9; et 5H du glu- 

cose); 4,00 (1H; d.; J= IO,8 Hz; CH2-11); 3,93 (1H; d.; J= 10,8 Hz; CH2-11); 3,89 (3H; 

s.; OCH3); 3,69 (1H; m.; H du glucose); 3,51 (1H; d.; J= 16,8 Hz; CH2-6); 3,16 (1H; d.; 

J= l5,9 Hz; CH2-4); 3,13 (1H; d.; .I= 16,8 Hz; CH2-6); 2,97 (1H; d.; J= 15,9 Hz; CH2-4); 

2,59 (2H; t.; J= 6,9 Hz; CH2-12); 2,25 (IH; m.; CH2-10); 2,16 (IH; m.; CH2-10). 
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