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Resnm&-Les incorporations d’a&ate [I-“Cl, [2-“c], (l-2 “cl et d’acide orsehinique [2-r%, carboxyle- 
“Cl, [334 “c] dans la botryodiplodine montrent que cette mycotoxine est biosynthetisee par la voie des 
polycetoacides. L’acide orsellinique est un precurseur de la bottyodiplodine. Un chemin de biosynthese, 
utilisant I’acide orsellinique comme prkcurseur, est propok. 

Altabact-Incorporations of [I-“Cl, [2-“Cl, (l-2 “Cl acetate and [2-“C, carboxyl-“Cl, [3-4 “c] onellinic 
acid into botryodiplodin indicate that this mycotoxin is biosynthesized by the polyketide pathway. 
Orsellinic acid is a precursor of botryodiplodin. A biosynthetic pathway, using orsellinic acid as precursor, 
is proposed. 

L’inttrit accordi aux mttabolites secondaires syn- 
thetises par Penicillium roqueforti, esptke utiliske dans 
l’affinage du fromage de Roquefort, s’est particu- 
lierement diveloppe avec la dkcouverte et la cara- 
cterisation dune toxine sesquiterpknique: la PR Tox- 
ine.’ Du milieu de culture de ce champignon il a et6 
ainsi possible d’isoler d’autres metabolites sesqui- 
terpeniques. *.’ Des alcaloides ont Cgalement ete isoles 
du my&hum de cette espkce.4*s Dernierement, au 
tours de recherches systtmatiques sur la toxicite de 
diverses souches, nous avons isolt et caracttrisk une 
nouvelle toxine de Penicillium roqueforti, la bot- 
ryodiplodine (1).6 

Cette mycotoxine a ete isok pour la premiere fois 
de Botryodipfodia theobromae’ dans le cadre de re- 
cherche d’antibiotiques d’origine fongique. Ce com- 
pose s’avere en realite etre mutagene dans le test de 
Ames* et presenter la particularite de c&r des pon- 
tages entre ADN et protiines.9J0 

La voie de biosynthese de cette molecule est incon- 
nue. Son classement repose uniquement sur sa struc- 
ture chimique de type furane.” Nous Ctudions ici les 
voies de biosynthtse de la botryodiplodine par 
I’incorporation de divers prkcurseurs enrichis au 
carbone- I3 (acetate de sodium, acide orsellinique) a 
I’aide de la Resonance Magnttique Nucliaire. 
(RMN). 

RESULTATS ET DISCUSSION 

Les spectres RMN “C de la botryodiplodine na- 
turelle et enrichie sont effectuts sur le derive acktylt 
de la botryodiplodine, qui permet d’obtenir un derive 
cristallise avec un bon rendement et une attribution 
sans ambiguite des resonances observtes.3 

Les resultats des incorporations d’acktate de so- 
dium [1-“Cl, [2-13C], [l-2 “c] au niveau de la bot- 
ryodiplodine sont report& Tableau I et figures 1 et 
2.1 I apparait que la botryodiplodine est un mttabo- 

Tableau I. Replacements chimiques des carhones de I’acktyl botryodiplcdine observes dans CDCI, (6, 
reference interne Me,.%), constantes de couplages (Hz) et enrichissements apr6s incorporations d’acktate 

de sodium (I-“C) (I), (2-“C) (a), (l-2 “C) 

Carbcne 6PPm _I( ‘3c-‘3c ) enrichissement 

1 104.2 l 

2 61.7 74.2 8 

3 52.8 35.0 l 

4 67.1 35.0 n 

5 12.2 34.2 l 

6 205.4 60.8 8 

7 30.3 40.8 0 

8 170.3 

9 21.5 
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Fig. 2. Distribution de I’enrichissement et de I’enchainement des unit& a&ate observb dans I’adtyl 
botryodiplodine. 

lite secondaire biosynthktist par la voie des adtates. 
La d&termination de l’arrangement des unit& ad- 
tates, bake sur la mesure des constantes de couplage 
montre la prkence de trois unit& acktates. Le C-l de 
la botryodiplodine, provenant d’un mtthyl d’une 
unit6 a&ate supplkmentaire, ne prksente pas de 
couplage. Le carboxyle correspondant a done ktC 
blimini: lors du processus biosynthttique. La bot- 
ryodiplodine derive probablement d’un t&t- 
racktoacide. 

L’acide orsellinique (2), mttabolite synthitid par 
de nombreaux champignons et lichens est bio- 
synthktisk B partir d’un tttracitoacide.” II a iti 
impliqui: dans la biosynthise de nombreaux mitabo- 
lites tels que, la fumigatine, I’acide pknicillique, 
l’acide stipitatique.13 D’autre part, il est intkressant de 
remarquer qu’une souche de Penicillium roqlreforti 
s’est avkrke capable d’klaborer conjointement la pat- 
uline et I’acide penicillique.” En considkrant ces 
divers aspects, nous avons cherchb I dkterminer si 
I’acide orsellinique pouvait &tre kgalement un prkur- 
seur de la botryodiplodine. 

Dans un premier temps, nous avons v&if% cette 
hypothke avec un acide orsellinique marquk au 
carbone 14. L’incorporation d’acide orsellinique 
[2-“Cl, posskdant une activi3 spkifique de 
5 pCi/mmole, a permis d’obtenir I’adtyl bot- 
ryodiplodine ayant une activitk spkcifique 
0.23 pCi/mmole. Le pourcentage d’incorporation 
spkcifique obtenu (activid spkifique du produit 
tinal/activitt spkcifique du prkcurseur) de 4.6%, est 
une premitre confirmation de I’hypothk envisagke. 

Sur cette base, il est possible de proposer une voie 
de biosynthtk de la botryodiplodine (Schkma 1) 
utilisant I’acide orsellinique comme prkcurseur, et 
faisant intervenir des riactions frkquemment ren- 

contrtes dans les schimas biosynthttiques (reduction, 
coupure oxydative, &oxidation, dkcarboxylation). 

Nous avons chercht $ vkifier ce schkma hypothkt- 
ique par incorporation de divers acides orselliniques 
enrichis en “C. 

La synthk des divers acides orselliniques marquis 
est d&rite dans la partie ex@imentale; I’attribution 
des raies 13C du spectre g abondance naturelle de 
I’acide orsellinique est baske sur les don&s de la 
litttrature’s*‘6 et des mesures en off-resonances (Tab- 
leau 2). 

Le rtsultat de I’incorporation d’acide orsellinique 
(2-‘%Z], carboxyle “c] (3) au niveau de la bot- 
ryodiplodine est repr&ntC Fig. 3(b). Seuls les carbo- 
nes C4 et C-7 sont enrichis, aucune redistribution 
d’acetate, pouvant rksulter d’une dtgradation biolog- 
ique de I’acide orsellinique, n’est observke. 

Afin de montrer clairement I’ouverture de I’acide 
orsellinique et la position du carbone klimink lors de 
la biosynthbe, nous avons synthiztisk et incorporb un 
acide orsellinique [3-4 “c] (4). 

La distribution du marquage au niveau de la 
botryodiplodine est rep&e&e dans Figure 3(c). 

II apparait que seul le C-7 de la botryodiplodine est 
enrichi. Aucun couplage carbonecarbone n’est vis- 
ible. L’un des carbones enrichi de l’acide orsellinique 
[34 “C] a td &mini lors de la biosynthk de la 
botryodiplodine. Ce carbone correspond au C-4 de 
I’acide orsellinique; en effet, I’enchainement des 
unit&s adtates dans l’acide orsellinique’* montre que 
le carbone 4 provient d’une fonction carboxylique de 
I’acktate. D’autre part, les etudes des incorporations 
d’acktate [l-13c], [2-‘)C], [l-2 “c] dans le squelette de 
la botryodiplodine, montre qu’il y a coupure d’une 
uniti a&ate et perte d’un carbone issu du carboxyle. 
Toutes ces observations expkimentales sont en ac- 
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Tableau 2. Replacements chimiques des carbones de l’acide orsillinique d abondance naturelle et enrichi 
au carbone 13, observes dans CD,CN. 

1 105.2 

2 166.2 166.2 

3 101.4 101.4 J- 67.1 Hz 

4 163.2 163.2 J- 67.1 Hz 

5 112.6 

6 145.1 

7 24.7 

8 176.4 176.4 

cord avec la repartition du marquage resultant de 
I’hypothtse choisie (Schema 1). 

L’ttape cl6 de ce schema est une ouverture du cycle 
aromatique entre C-3 et C-4. Une telle coupure 
oxydative a deja Cte proposke dans une position 
analogue pour la biosynthbse de la sclkine.22 Dans le 
cas de la biosynthkse de I’acide pknicillique, la cou- 
pure se fait en C4C-5 par l’intervention d’une 
reaction type Baeyer-Villiger.” L’Ctape suivante, qui 
est une dkcarboxylation oxydative en milieu acide, 
fait appel a un mbanisme classique.” 

La botryodiplodine s’ajoute done I la liste des 
mttabolites ayant comme intermediaire bio- 
synthetique I’acide orsellinique. 

PARTIE EXPERIMENTALE 

Les spectres RMN ‘H (60 MHz) ont Cd enregistrb sur un 
spectrometre Bruker WP60. Les spectres RMN i3C 
(19.1 MHz) ont ttC enregistres sur un spwtrometre Bruker 
WP80. Le TMS est utilid comme mference inteme. Les 
spectres de masse sont dtterminC sur un spectrometre AEI 
MS 12. Les points de fusion ont et& pris sur un bane Kofler. 
Les comptages ‘C ont et& r&h&s sur un compteur a 
scintillation /l Intertechnique. 

Organismes 
La souche B-26 utilis& a tti isol& d’un sillot de mals par 

J. Pelhate (Brest, France). 

Milieu de culture 
Le milieu de culture est constitue de 2% d’extrait de levure 

(Difco) et 1YA de saccharose dans de l’eau d&mmin&alis&. 
Les milieux de culture sent sttrilis& a l’autoclave. 

Culrure 
Les cultures sont effect&s dans dw fioles de Roux de 

800 ml avec 150 ml de milieu. Chaque Iiole est inocul&e avec 
environ 106-IO* spores de Penicilkn roqueforti. Les fioles 
de Roux sont incub&s en culture stationnaire pendant 12 
jours a 25” a l’obscuritt. 

Extraction et purification de la botryodiplodine 
Les cultures sont filt&s et extraites au chloroforme. La 

phase chlorofonnique est &vapor&e a set et on obtient une 
huile brune. Une premiere chromatographie r&di&e sur une 
colonne de silice est elu&e par un gradient 

chloroforms-methanol (V:V, 0: 100,2:98,5:95, 10:90). La 
fraction 2:98 est evapork et laisse une huile jaune con- 
tenant la botryodiplodine. La botrycdiplodine est purifi&e 
par HPLC sur une colonne semi-preparative (50 cm long, 
1 cmdiam). Lichroprep 5-20pm (Merck) et 6lub par un 
melange d’ac&ate d’tthyl/n hexane (70/3OV/V). La bot- 
ryodiplodine r&zup&e est cristallitie dans l’lther Cthylique, 
mp 50-52”. 

A&tyI botryodiplodine 
L’acetylation pyridinique de la botryodiplodine conduit a 

un compose, que l’on cristallise dans Tether tthylique, ayant 
les mimes caracteristiques chimiques cit&s dans la lit- 
terature.6 

Incorporations 
Incorporation da&ate de sodium [I-“Cj W/,. On utilise 

IO Iioles de culture. La&ate de sodium [I-“Cj (500 mg) eat 
addition& sterilement en solution aqueuse aux 6, 7, 8, 9 et 
10 jours de culture, a raison de 10 mg par fiole et par culture. 
La culture est extraite et la botryodiplcdine purifi&e comme 
p&&demment. 

Incorporation d’aktate de sodium [2-W] 90%, a&tote a’e 
sodium [l-2 “c] 90%. Les incorporations da&ate de so- 
dium [2-“c] et [l-2 “c] ont ttt effzctuees comme pre- 
cedemment en utilisant 500 mg d’ac&ate de sodium [2-“c] 
WA et 250 mg d’a&tate de sodium [l-2 “Cl. 

Incorporation d’acide (2-“c] orsellinique (5 pCi/nmole). 
Un utilise 2 fioles de culture. L’acide 2°C orsellinique 
(I@ cpm) est additonne sttrilement en solution sodique aux 
9 et IOjours de culture, a raison de 2.5.lO’cpm par jours 
et par fiole. La culture est extraite et la botryodiplodine 
purifiee. 

Incorporation d’acide [2-W,, carboxyle”cj orsellinique 
(3). Un utilise 5 fioles de culture, IOOmg d’acide [2-“C, 
carboxyle “c] (90%) sent addition& sttrilement de la 
mi%e maniete que pr&&lemment. La botryodiplodine est 
extraite de purilib. 

Incorporation d’acide (3-4 “Cj orsellinique (4). 
L’incorporation d’acide [34 “q orsellinique (WA) a tte 
effect&e comme prtidemment en utilisant 100 mg d’acide 
(34 “Cj orsellinique. 

Synthke des prkurseurs “C et “C 
Acide orsellinique [2-V]. L’acide orsellinique [2-14C] est 

synthttid a partir d’adtoadtate d’tthyl [3-14c] (Am- 
ersham, Angleterre) comme d&tit dans la litterature,” m.p. 
172175” (lit. 172-174”) spectre de masse, m/e 168 (M+, 
55.1), 150 (100). 124 (55.6), 122 (59.6). 94 (27.9), 69 (17.8); 
RMN ‘H @MS0 D6) 62.10 (3H, s), 5.55 (2H, s), 9.10 (2H, 
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s); RMN “C (CD,CN) 624.7 (q). 101.4 (d), 105.2 (s), 112.6 
(d), 145.1 (d), 163.2 (s), 166.2 (s), 176.4 (s). Activitt 
spkcilique: 5 /ICi/mmole. 

Acid orsellinique [2-“C, carboxyle “C] (3). L’acide or- 
sellinique i2-X: &rboxyle “Cl -est synthetist a partir 
d’a&oa&tate d’ethvl 11-3 “cl (90X) comme d&it pr& 
ddemment. L’a&o&ate d’ethyl ]i13 “Cl est synth&id 
par condensation d’a&ate d’ethyl [1-“c] (90”/,) dans une 
suspension d’hydrure de sodium dans le toldne.” Spectre 
de masse, m/e 170 (M+, 48.9), 152 (100). 123 (75.1). 94 (31). 
70 (29.1). RMN “C (CD’CN) B 166.2, 176.4. 

Acide orseliinique [34 “c] (4). La synthese de I’acide 
orsellinique [34 “Cl a et& n’ralisee a partir de chlorure 
d’acetyl [l-2 “Cl suivant le schema reactionnel d&tit 
schema 2. Chloro I propene mercure (5): 4.35 g (30 mmoles) 
de bromo I prop&e magnesium, synthttise comme d&crit,iP 
sont dissous dans 250 ml de THF anhydre.. La solution est 
refroidie a 0” et 8.1 g (30mmoles) de chlorure de mercure 
sont ajoutits en 5 min.X Le melange mactionnel est lais& 2 h 
a 0” sous vive agitation. En fin de reaction, le THF est 
evapore et une extraction a f&her tthylique permet de 
recu+rer 6.9 g de cristaux blancs (5) que l’on cristallise dans 
le methanol. mp.: 78-84”. RMN ‘H (CDCI’) 2.0 (3H.m). 
5.90 (ZH, m). 

3-Pent&e 2 one [l-2 “Cl. 2.61 g (20 mmoles) de chlorure 
d’aluminium et l.5g (20mmoles) de chlorure d’a&yl 
[ 1-2 “Cl (90”/,) sont dissous dans 50 ml de dichlotmtthane. 
La solution est refroidie a - 10°C et on ajoute en 5min, 
5.5 g (20 mmoles) de (5) dissous dans 50 ml de dichlo- 
romethane.” Le melange reactionnel est 1aiss.e 5 min. sous 
vivc agitation, jet& sur I’eau, extrait au dichloromethane et 
s&he sur magnesium sulfate. Aprts evaporation du s&ant, 
on recup&re I .5 g de (6) pur. 

Dihydro orsellinate d’Pthyl [3-4 “Cl (7). 410 mg 
(I8 mmoles) de sodium sont dissous dans 100 ml d’tthanol 
absolu. A cette solution sont ajoutes 2.9 g (18 mmoles) de 
diirthylmalonate et I .5 g (I 8 mmoles) de (6). L’ensemble est 
laiss& 2 h a 20”, neutralise par HCI dilue, extrait a l’ether 
ethylique et &he sur magnesium sulfate. Apres evaporation 
du solvant, on obtient 3.3 g dune huile que l’on cristallise 
dans I’cthanol. On r&mere 3.1 g de (7). m.p.: 70-72” (lit. 
71-75”). 

Dibromo orsellinate d’Prhy1 [3-4 ‘)C] (8). 3.1 g 
(I 7 mmoles) de (7) sont dissous dans IO ml d’acide ac&ique 
glacial. 2.7 g (17 mmoles) de brome dissous dans IO ml 
d’acide acctique sont additionnis en 30 min. L’ensemble est 
laisse I2 h a 20“. Le precipite de (8) est filtre et l’on &cup&e 
4.8 g de cristaux bldncs. m.p. 143-145” (lit 143-145”). 

Acid dibromo orsellinique 13-4 “Cl (9). 4.8 g de (8) sont 
dissous dam 10 ml d’acide sulfurique-98% et l&&s 30 min 
ii 20”. L’ensemble est iete sur l’eau et (9) est tilt&. On 
rCt@re 3.8g de cri&ux blancs. m.p.’ 210-212” (lit 
212-213”). 

Acide orsellinique [3-4 “Cl (4). 3.8 g de (9) sont dissous 
dans lOOmI de soude 2N B 0”. 3g dun alliage nickel- 
aluminium sont ajoutes en 20 min et l’ensemble est 1ais.G 2 h 
a 0”. Le melange mactionnel est filtre, acidifie et extrait a 
l’tther ethylique. Aprb Gchage sur magnesium sulfate et 
evaporation du solvant, on obtient I .6g de cristaux que l’on 
recristallise dans un melange eau-a&tone. On r&p&e I .2g 
de (3). m.p. 173-175”. spectre de masse, m/e 170 (M+, 47.3). 
152 (96.4). 124 (IOO), 96 (70). 79 (10.3). 71(43.0). RMN “C 
(CD’CN) 6: 101.4 (d, J = 67.1 Hz), 163.2 (d, J = 67.1 Hz). 

Remerciement-Nous temercions B. Mouchel pour les 
mesures RMN “C. 
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