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R6sumC - La synthbe des deux Cnantiomeres de l’analogue carbocyclique du nicotinamide ribose 14 a et6 realisee 
par une voie comprenant le dedoublement enzymatique du precurseur (+)-3 par lesterase de foie de port. 

Les proprietes biologiques des deux Cnantiomeres (+)-14 et (-)-14 ont CtC determinees. Le compose (-)-14 presente 
des activites antibacteriennes et antifongiques interessantes. 

Des experiences de competition in vivo entre le compose (-)-14 et les intermediaires du cycle des nucleotides pyridi- 
niques, ainsi que son pouvoir inhibiteur sur deux enzymes cl& du metabolisme du NAD ont CtC Cffectuees et montrent 
que la cible du compose (-)-14 pourrait Ctre l’une des enzymes intervenant dans le metabolisme du NAD. 

Summary - Synthesis of the two enantiomers of the carhocyclic analog of nicotinamide ribose and analysis of their 
biological properties. Synthesis of the enantiomers of the carbocyclic analog of nicotinamide ribose 14, has been perfor- 
med in a way including an enzymatic resolution of the precursor (+)-3 using pig liver esterase as a catalyst. 

Biologicalproperties of both enantiomers (+)-14and (-)-I4 were studied. Compound (-)-14showed good and highly 
specific anti-bacterial and anti-fungual activities. 

In vivo competition experiments between compound (-)-14and intermediate molecules of the pyridine nucleotide cycle 
along with its inhibition behavior against two key enzymes of the NAD + metabolism were performed. They suggested that 
the target of compound (-)-I4 could be one of the enzymes involved in NAD + metabolism. 

enantioselective synthesis/anti-bacterial agent / anti-fungual agent / carbocyclic analog/ nicotinamide ribose / NAD+ metabolism / pyridine 
nudeotide cycle /microorganism 

Introduction 

Des progres importants ont CtC accomplis dans l’obtention 
des analogues carbocycliques puriques et pyrimidiques 
depuis la premiere synthbse de l’analogue carbocyclique 
de l’adenosine par Shealy et Clayton [l], et les etudes bio- 
logiques ont montre que certains d’entre eux possedent 
des proprittes interessantes [2]. 

deshydrogenase de foie de cheval, nous avons decrit la 
synthese de I’analogue carbocyclique du nicotinamide 
ribose (+)-14 et montre qu’il avait I’aptitude de se fixer au 
site actif de I’enzyme, car il est inhibiteur competitif du 
NAD+ vis-a-vis de l’enzyme et qu’il pouvait aussi jouer le 
role de cofacteur oxydant pourvu que le milieu soit supple- 
mente en AMP [lo]. 

Deux analogues carbocycliques de l’adenosine d’origine 
bacterienne, la (-)-aristeromycine [3] et la (-)-neplano- 
tine A [4], presentent des activites antivirales et antitumo- 
rales remarquables [5, 61. Leur synthese Cnantioselective 
[7] a CtC realisee par l’introduction d’une &ape enzymati- 
que dans le schema synthetique. 

Ces interessantes propriCk% enzymologiques de (k-)-14, 
nous ont incite a examiner si ce compose avait des proprie- 
tes biologiques et plus particulibrement des proprietes 
antibiotiques et nous avons reali& la synthbe des deux 
Cnantiomeres de I’analogue carbocyclique 14 afin de 
determiner leurs propriCk% biologiques respectives. 

D’autres methodes de synthese enantioselective d’ana- 
logues puriques et pyrimidiques ont CtC Cgalement decri- 
tes [8, 91. 

Chimie 

En revanche, peu d’etudes ont CtC consacrees aux ana- La voie choisie pour la synthbse des deux Cnantiombres 
logues carbocycliques pyridiniques. Cependant , dans le (+)-14 et (-)-14, a consist6 a partir de l’enantiomere cor- 
cadre d’une etude d’un systeme de substitution du NAD+ respondant de l’(amino-cis-4-dihydroxy-trarzs-2,3) cyclo- 
dans la reaction d’oxydoreduction catalysee par I’alcool pentane methanol 7. 

“Auteur ri qui la correspondance doit &tre adresske. 



416 

En effet la rkaction de 7 sur Ie chlorure de (aminocarbo- 
nyl)-3-(dinitro-2,4-phCnyl)-1-pyridinium 13 conduit sui- 
vant le SchCma 2 au composk d&irk 14 saris modification 
de la st&kochimie du carbone porteur de la fonction 
amine [ll]. 

Pour l’obtention des deux Cnantiim&res (+)-7 et 
(-)-7, deux voies ont et6 explorkes (SchCma 1). La pre- 
m&e consistait a dkdoubler un prkcurseur contenant 
potentiellement les quatre substituants du cycle cyclopen- 
tanique dans la stkrkochimie souhaitke, c’est-&dire celle 
fixCe d&s l’oxydation de la lactame bicyclique‘ 1 pour 
l’obtention du pr0dui.t 8. C’est pourquoi des dkdouble- 
ments enzymatiques ont CtC tent& sur les intermkdiaires 
8, 12 et 11, car ils Ctaient susceptibles d’&re reconnus et 
hydrolysks knantiosklectivement par des hydrolases. La 
papai’ne, l’cr-chymotrypsine, la subtilisine et l’estkrase de 
foie de port n’ont donnC aucun resultat. 

La deuxikme voie (SchCma 2) consistait B partir des 
deux acktamidoesters (+) - et (-)-5 provenant du 
dkdoublement par hydrolyse Cnantiosklective enzymati- 
que prCcCdemment d&it de (k) -3 [ 121, et B rkaliser B ce 

stade l’oxydation de la double liaison du cycle cyclopentk- 
nique. L’oxydation catalyske par le Gtroxyde d’osmium 
en prksence de N-mCthylmorpholine [ 131, prksentait 
l’avantage de conduire A de meilleurs rendements que 
l’oxydation par le permanganate de potassium [14]. 
Cependant un rksultat de la 1ittCrature montrait que l’oxy- 
dation catalyske par le tkfroxyde d’osmium de l’acbtate- 
cis-4-acktamido-cis-cyclopentkne-2-mCthano1 conduit B 
30% de dihydroxylation eri cis et h 70% en tram [15]. 

Dans notre cas, l’oxydation de 5 catalyske par le 
tktroxyde d’osmium a conduit uniquement B l’introduction 
des hydroxyles en trans par rapport aux groupements a& 
tamide et ester. 

Les analyses spectroscopiques par RMN et chromato- 
graphiques des composks (+)-6 et (-)-6 ont montrC 
qu’il s’agissait du m$me produit, & la configuration p&s, 
que le composi5 rackmique obtenu ar oxydation du lac- 
tame 1, qui est totalement tram [14 P . 

La voie d&rite dans la littkrature pour l’obtention de 
l’adtamidoester (+-)-3 [16] a CtC 1Cgkrement modifike 
dans le sens d’une simplification: l’ouverture de la lactame 
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Schbma 2 Tableau I. Activites antibactCrienne# (CM1 mg/l). 
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SchCma 2. (-)-7 [(~]n=-100 (c=l, H,O) 
(+)-7 l(ylD=+9” (c=l H d,-)-I4 blD=-yo tC=l, Hz01 

7 2 
(+)-14 [t~]~=+9o(c=l, H,O) 

1 et l’esterification de l’acide ont CtC realisees en une seule 
Ctape. 

Sans purification ulterieure, le chlorhydrate de l’amino- 
ester 2 est ensuite acetyle. 

Apres le dedoublement enzymatique de (?)-3 et les 
&apes d’oxydation, les composes (+)- et (-)-7 sont 
aisement obtenus par reduction des esters (+) - et (-) -6 
par le triethylborohydrure de lithium suivie de l’hydrolyse 
par l’acide chlorhydrique 6 N de l’adtamide. Le produit 
brut resultant est ensuite purifie par depot sur une resine 
Cchangeuse de cations, rinGage abondant de la r&sine a 
l’eau pour Climiner les produits non cationiques et Clution 
de 7 par de l’ammoniaque 0,l N. Aprb evaporation de 
l’ammoniaque, on obtient avec un rendement convenable 
les produits sous forme d’une huile ayant les memes carac- 
teristiques spectrales que le produit racemique [14]. 

lhude des prop&t& biologiques des composk (&)-14, 
(-)-14 et (+)-14 

Les activites antibacteriennes et antifongiques des analo- 
gues carbocycliques (+)-14, (+)-14 et (-)-14 ont CtC 
determinees selon la technique usuelle de dilutions en 
milieu gelose, sur les microorganismes suivants: Escheri- 
chia coli, Haemophilus injluenzae et H. parainfluenzae, 
Salmonella typhimurium LT2, Staphylococcus aureus 
209P, Candida albicans et C. tropicalis et Saccharomyces 
cerevisiae. 

Les resultats exposes dans les Tableaux I et II montrent 
que les proprietes biologiques du melange racemique 
(k) -14 proviennent, exclusivement de l’enantiomere 
(-)-14 qui presente des activites antibiotiques et antifon- 
giques interessantes. L’enantiomere (+)-14, en revan- 
the, est depourvu de toute activite sur les microorganis- 
mes testes. 

Le fait que le compose (-) -14 soit un analogue carbo- 
cyclique du nicotinamide ribose, dont nous avions montre 
qu’il pouvait Ctre reconnu par une enzyme telle que 
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Souches (*)-14 (-)-14 (+)-14 

E. coli K12 
E. coli MRE600 
E. coli UB1005 
E. coli 9637 
S. typhimurium 

LT2 

<< 0,l cc 0,l >128 
< 0,l < 0,l >128 
< 0,l c 0,l >128 
c 0,l c 0,l >128 

ND 0,125 >128 

S. typhimurium ND 
try4 

H. influenzae ND 
H. parainjluenzae ND 
S. aureus 209P* >128 

0,125 >128 

O,3 >128 
0,015 >128 

>128 >128 

(a): Tomes les souches sont cultivtes sur milieu minimum excepte Hae- 
mophilus qui necessite du NAD+ comme facteur de croissance. 
*S. aurew est cultivee sur milieu riche Mueller-Hinton. 
ND: non determine. 

l’alcool deshydrogenase de foie de cheval, tant par ses pro- 
prietes inhibitrices que par son activite de cofacteur, indi- 
quait qu’une des cibles possibles de (-) -14 pouvait etre 
l’une des enzymes intervenant dans le metabolisme du 
NAD+, c’est-a-dire dans le cycle des nucleotides pyridini- 
ques. 

Tableau II. Activites antifongiques (CM1 mg / 1). 

Souches (L)-14 (-)-14 (+)-14 

MM MR MM MR MM MR 

C. albicans 
ATCC 26278 

C. tropicalis 
204 

S. cerevisiae 
9898 

8 >128 8 > 64 >128 >128 

4 32 4 4-8 >128 >128 

16 >128 16 >128 >128 >128 

MM: milieu minimum fevure; MR: milieu riche au casitone. 
Ces milieux sont utilises pour la determination de la sensibilite des cham- 
pignons levuriformes, filamenteux et sporites aux antifongiques. 

Nous avons done poursuivi l’etude dans deux directions, 
l’une microbiologique et l’autre enzymatique. 

Pour l’etude microbiologique, deux souches bacterien- 
nes ont CtC choisies: Salmonella typhimurium LT2, dont le 
cycle des nucleotides pyridiniques est le plus Ctudie [17], 
et Haemophilus influenzae. Cette derniere est interessante 
car elle est incapable de synthetiser les nucleotides pyridi- 
niques et exige du NAD+ exogbne dans le milieu de 
culture pour sa croissance. Le NADf n’est pas utilise 
intact par la cellule. 11 est degrade d’abord en nicotinamide 
mononucleotide (NMN+) avant de penetrer dans la cellule 
[181* 

Des experiences de competition in vivo ont CtC realisees 
entre le compost (-)- 14 et les intermediaires du cycle des 
nucleotides pyridiniques: l’acide nicotinique, le nicotina- 
mide et le nicotinamide ribose mononucleotide. 



Fig. 1. Les cellules de 3’. typhimurium LT2 sont cultivees jusqu’au debut 
de la phase exponentielle de croissance et diluees I 5 x 105 cellules / ml. 
1 ml de la suspension est eta16 sur milieu gelost en boite de Petri, puis 
place a 300C pendant 1 h. Des disques de 7 mm de diametre (Institut 
Pasteur Production) impregnes du compose (-)-14 et des tventuels 
competiteurs sont deposes a la surface de l’agar. Les boites sont incubees 
24 h a 37OC. A. Les disques sont charges, au centre, de 3 pg de (-)-14 
en bas, de 1,25 pg de NMN+; en haut, A,, de 1,25 pg de Nam; en haut, 
As, de 1,25 pg de NA. B.Les disques sont charges horizontalement, de 
3 pg de (-)-14 verticalement, B1 de 1,25 pg de NMN+; B1, de 3,25 pg 
de NMN+. Abrhkztions: Nam: nicotinamide; NA: acide nicotinique; 
NMN+: nicotinamide ribose mononucleotide. 

Avec S. typhimurium, les resultats de ces experiences 
sont illustres sur la Figure 1. 

Dans un milieu minimum ensemence de S. typhimurium 
LT2, un disque charge de 1,25 pg de l’acide nicotinique 
ou du nicotinamide Ieve l’inhibition de croissance de 3 rug 
du compose (-)-14. 

Par contre le nicotinamide ribose mononucleotide a la 
mCme quantite ne supprime pas cet effet. La levee d’inhi- 
bition n’est observee qu’avec une charge de 3,25 pg en 
NMN+. 

De meme, une competition entre (-)-14 (3 pg) et le 
NMN+ (3,25 pg) est observee Cgalement chez H. in@en- 
zae. 

Au plan enzymatique, il a CtC montre que, chez les 
microorganismes [17], le NAD+ exogbne est d’abord 
scinde en NMN+ + AMP par une enzyme periplasmique, 
la NAD pyrophosphatase. Le NMN+ est ensuite degrade 

en nicotinamide + ribose phosphate par une enzyme 
membranaire, la NMN glycohydrolase, avant de penetrer 
dans la cellule. Cette enzyme a done retenu notre atten- 
tion dans le cadre du present travail. 

Nous avons done essay6 de purifier cette enzyme chez 
S. typhimurium LT2 en preparant les spheroplastes selon 
la methode de Kaback.[19]. Cependant, son instabilite et 
la faible activite specifique obtenue (0,24 pmol*h-lamg-1) 
ne nous ont pas permis de realiser des cinetiques d’inhibi- 
tion in vitro. 

Par contre, nous avons CtudiC le compose (-)-14 en 
tant qu’inhibiteur de deux autres enzymes du metabolisme 
du NAD+: la NAD glycohydrolase de Neurospora crassa 
qui effectue, comme la NMN glycohydrolase, la rupture 
de la liaison N-glycosidique du NAD+, et la NAD pyro- 
phosphatase de Crotalus atrox qui scinde le NAD+ en 
NMN+ + AMP. 

Les resultats de ces tests, resumes sur les Figs. 2 et 3 
montrent que le compose (-) - 14 est un inhibiteur com- 
petitif du NAD+ vis-a-vis des deux enzymes, avec cepen- 
dant une meilleure affinite pour la NAD+ glycohydrolase. 

Cette inhibition est caracterisee par un Ki = 0,74 mM vis- 
a-vis de la NAD glycohydrolase, le K,,, du NAD+ Ctant 
0,5 mM (Fig. 2). 

Le Ki de la NAD pyrophosphatase a CtC Cvalue a 
2x lo-2 M, le K,,, du NAD+ vis-a-vis de l’enzyme est 
0,5 mM (Fig. 3). 

t 
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Fig. 2. Inhibition de 1aNAD glycohydrolase par le compose (-)-14 uti- 
lisant le NAD+ comme substrat. Concentrations en (-)-14: *: 0; A: 
0,5 mM; o: 2,5 mM; q : 5 mM. En medaillon, l’estimation de Ki selon la 
representation de Dixon 1 /vi = f(l). 
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Fig. 3. Inhibition de la NAD pyrophosphatase par le compose (-)-14 
en presence de NAD+. Concentrations en (-)-14: *: 0; A: 2,34 lo-5 
M; o: 2,34 1O-4 M; q : 2,34 mM. En medaillon, la determination de Ki 
selon la methode graphique de Dixon K,,, app\V,,,,, = f(Z). 

Ces r&hats, consid&% sCparCment, ne permettent pas 
d’expliquer les fortes activitks antimicrobiennes de 
(-) - 14 observkes sur les diffhents microorganismes Ctu- 
dits. 

Ces fortes activitks microbiennes pourraient peut Ctre 
rhulter d’un effet de synergie correspondant ti des actions 
simultankes sur deux enzymes appartenant 2 la m$me voie 
mktabolique. 

Protocoles exphimentaux 

Chimie 

La purete des produits synthetises a CtC caracttrisee par spectroscopic 
de masse, la chromatographie sur couche mince (gel silice 60 F2 s 4, 
Merck), la spectroscopic de RMN Hr (Varian a 60 et 90 MHz). Les pou- 
voirs rotatoires ont CtC mesures sur un polarimttre Perkin-Elmer 241. 

Synthbe de l’ester methylique de l’acide (acetamido-cis-4)-cyclopentene- 
2-carboxylique (2) -3 
Une solution de methanol chlorydrique 1 N (100 ml), contenant 7 g du 
lactame 1 (6,4 mmol) obtenu suivant [16], est port& a reflux pendant 
2 h. Aprbs evaporation du methanol, le residu est repris par de Pa&tone, 
et la solution obtenue Cvaporee. Le residu est dissous dans 50 ml de pyri- 
dine et 20 ml d’anhydride acetique sont ajoutts goutte a goutte a @C. 
La solution est laissee 1 h a temperature ambiante, puis tvaporee sous 
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vide. Le residu est repris dans du dichloromethane (50 ml), et la solution 
est lavee 3 fois avec 20 ml de bicarbonate de sodium, 3 fois avec 10 ml 
de chlorure de sodium, sechee (sulfate de magnesium), et Cvaporee. 
Aprb recristallisation (tolutne-hexane) on obtient Pester (+)-3 
(65 g, 71%), F = 65oC, jitt: 66oC [16]. ’ 

~ I 

Dtdoublement de l’ester mdthylique (k) -3 
Le dedoublement de (-‘)-3a CtC realise suivant [12]. II conduit a Pester 
(+)-5, [o]n = +430 (c=l, MeOH), et a l’acide (-)-4, [o]n = -390 
(c=l. MeOH). 450 me de cet acide sont dissous dans 10 ml de methanol 
chlorhydrique 1 N, la;olution est portee au reflux pendant 2 h puis tva- 
poree. Le residu est repris dans 50 ml de dichloromtthane et la solution 
est traitee comme precedemment. On obtient 430 mg (88%) de Pester 
(-)-5, [aID = -46o(c=l, MeOH). 

Synthbe de l’ester mtthylique de I’acide {acetamido-cis-4-dihydroxy- 
trans-2.3)cvclooentane carboxvliaue I-) -6 
1 g de fester (:)-S (5,46 mmol)‘sont ajoutes & une solution contenant: 
1.3 e d’oxvde de N-methvlmornholine f9.6 mmol): 2.8 ml d’eau distillee: 
1116uml dk t-butanol; 4,3 mg de tetroxyde d’osm&n (0,016 mmol) da& 
330 ~1 de t-butanol. 

La solution est agitte toute la nuit a temperature ambiante et sous 
atmosphere d’azote. 50 mg d’hydrosulfite de sodium sont ensuite ajoutts 
& la solution tout en agitant. On rajoute ensuite 4 ml d’eau et 1 g de 
celite. La celite est filtree sur fritte et le gateau de celite est lave avec de 
l’eau. Le filtrat est concentre sous vide. Le residu huileux obtenu est 
repris dans du methanol et impregne sur silice. Apres evaporation du 
methanol, la silice est deposee sur une colonne de silice chromagel60 A 
CC (200-400 mesh) prealablement Cquilibrte par du chloroforme. La 
colonne est rincee avec 500 ml de chloroforme, puis le produit est Clue 
sous moyenne pression (0,4 bar) avec un melange chloroforme-metha- 
no1 9/ 1. Rr: 0,7. Les differentes fractions contenant le diol (-)-6 sont 
rassemblees. 

Apres evaporation des solvants sous vide, 700 mg (59%) du diol 
(-)-6 sont obtenus sous forme visqueuse. RMN Ht (90 MHz) CDCI, 
6: 3,2 ppm (m, lH, Hl); 4,3 ppm (dd, lH, H2); 4,09ppm (dd, lH, H3); 
3,9 ppm (m, lH, H4); 1,6 ppm (m, lH, H5); 2,3 ppm (m, lH, H5’); 
2 ppm (s, 3H, CO-CH,); 3,4 ppm (s, 3H, OCH& 

Synthese de l’(amino-cis-4-dihydroxy-trans-2,3 hydroxym&hyl)-I cyclo- 
pentane (-) -7 
3,2 ml d’une solution tttrahydrofurannique 1 N de triethylborohydrure 
de lithium (3,2 mmol) sont ajoutes goutte a goutte et sous atmosphere 
d’argon a une suspension contenant 700 mg de Pester methylique (-)-6 
(3,22 mmol) (111 dans 40 ml de tetrahydrofuranne anhydre. L’addition 
est effectuee a O°C, avec agitation magnetique. La reaction est laissee a 
OK pendant 30 min suppltmentaires aprbs addition. Le tetrahydrofu- 
ranne est evapore sous vide. 

Le residu obtenu est repris dans le methanol, et l’exces de triethylbo- 
rohydrure de lithium est detruit a OoC par HCl 0,l N. 

L’eau est ensuite evaporee sous vide et coevaporee avec du methanol. 
Le residu visqueux obtenu est repris dans 40 ml d’HC16 N et mis a reflux 
pendant 4 h. Aprts retour a temperature ambiante, la solution est 
concentree. Le produit est depose sur une colonne de &sine Cchangeuse 
de cations type BioRad AG 50 WX 8 (H+). La colonne est rincte avec 
200 ml d’eau, puis l’aminoalcool (-)-7 est Blue avec 300 ml d’ammonia- 
que 0,l N. Apres evaporation du solvant sous vide, 300 mg (63%) de 
l’aminoalcool (-)-7, sont obtenus sous forme d’huile visqueuse. Rr: 
0,4; [o]n = -100 (c=l, CHaOH) (litt. -100,3 [7]); RMN Ht (90 MHz) 
D,O 6: 2,2 ppm (m, 2H, Hl, H5); 3,9 ppm (m, lH, H2); 3,7 ppm >S> 
:;: &;vm,b, 3K H3, H6, H’6); 3,21 ppm Cm, W H4); 184 ppm Cm, 

L’enantiomere (+)-7 est obtenu de manitre analogue a (-)-7, [o]o 
= +90 (c=l, CH,OH). 

Synthese du chlorhydrate de (-)-aminocarbonyl-3-(hydroxymtthyl-cis- 
I-dihvdroxv-trans-2.3-cvclooentvl) I-ovridinium I-) -14 
730 mg de i3 [ll] (2;26 mm&) son’t aj’o;tes a 10 mj dune solution metha- 
nolique contenant 500 mg (3,4 mmol) de (-)-7. Le melange est agite 
48 h 21 temperature ambiante. Apres evaporation du solvant, le residu 
obtenu est repris dans 10 ml d’eau. La dinitroaniline prtcipitee est elimi- 
nee par extraction de la phase aqueuse 10 fois par i0 mlb’ether Cthyli- 
que. La phase aqueuse est ensuite concentree, traitee au charbon actif, 
puis deposte sur une colonne de resine Cchangeuse de cations type Bio- 
Rad AG 50 WX 8 (H+). Apres rincage de la colonne, l’analogue carbo- 
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Whatman No1 en DrCsence de NAD+ et NMN+ non radioactifs. dans un 
systtme de solvabt: a&ate d’ammonium 1 M:&thanol abs&u (3:7) 
ajust 21 pH 5,5 avec HCI concentrC. La tkhe correspondant au NMN+, *, ., revelCe a I UVZ4 ,,,,, est dtcoup6e en segments et la radioactivite est 
mesurBe dans 5 ml de liquide de scintillation. Le compost (lR, 2S, 3R, 
4R)-14 test6 comme inhibiteur est pr&ncubC avec l’enzyme a 37oC pen- 
dant 10 min avant I’addition du substrat. Trois concentrations en inhibi- 
teur ont &tC utilistes. 

cyclique (-)-14 est CluC avec un gradient IinCaire d’HC1 0 & 0,8 M. 
Apr&s evaporation de l’eau sous vide, 120 mg (33%) de (-)-14 sont 
obtenus. Rf = 0,7; UV A,, = 266 nm; e = 5450 cm-1 M-1; RMN HI 
(D,O) 6: 1,9 ppm (m, lH, H’5); 2,09 ppm (m, lH, H’4); 2,75 ppm (m, 
tH, H’5); 3,78 ppm (d, 2H, Jdf5’ = 5 Hz, H’6); 3,83 ppm (dd, lH, Jz3. 
= 5,3 Hz; J3,.,! = 1,84 Hz, H’3); 4,22 ppm (dd, lH, J,,, = 9,6 Hz; .& = 
5,4 Hz, H’2); 5 ppm (m, lH, H’l); 8,25 ppm (dd, lH, H5); 8,96 ppm 
(d, lH, Jd5 = 8 Hz, H4); 9,25 ppm (d, lH, J5,6 = 6 Hz, H6); 9,48 ppm 
(s, lH, H$. [lo], [‘y],, = -9” (c=l, H20). 

L’CnantiomBre (+)-14 est obtenu de man&e analogue & partir de 
(+)-7, [alo = +90 (c=l, H*O). 

L’ester Cthylique de I’acidelacetamido-C(diacttoxy-trans-2,3]cyclopen- 
tane carboxylique (2) -U 
A 700 mg (3,l mmol) de 9 synthCtisB selon [15], dans 7 ml de pyridine 
sont ajout&s goutte ?I goutte, B WC, 4 ml d’anhydride adtique. La solu- 
tion est adtte 15 h B tem&rature ambiante. La pvridine est ensuite tva- 
porbe. Le residu obtenuest repris dans 20 ml d’eau et extrait 3 fois par 
20 ml de dichloromtthane. La Dhase oraaniaue est lavee 3 fois avec 
10 ml d’une solution saturCe en &carbonate di sodium, puis 3 fois avec 
10 ml d’une solution aaueuse saturee en NaCl. La Dhase organiaue est 
ensuite s&Me sur sulfaie de magnesium. Apr&s &aboration& s&ant, 
le Droduit obtenu est cristallisC dans I’acCtate d’kthvle. F: 116oC Masse: 
rnie = 316 (M+, loo), 287 (M+-(C,H,), 2) 272 (k-(CH$O), e), 256 
(M-(OCOCH3), e), 215 (M+-(CH,CO+NHCOCH,), ll), 198 (M- 
(NHCOCH,+OCOCH,), 80). RMN HI (CDC&, TMS): Gppm: 1,24 (t, 
3H, CH,-CH,); 1,7 (m, lH, H5); 1,9 (s, 3H, CH,CO); 2,04 (s, 6H, 
COCH,); 2,3 (m, lH, H’5); 2,7 (m, lH, Hl); 4,l (q, 2H, 
4,5 (m, lH, H4); 5,17 (m, 2H, H2-H3); 6,7 (m, lH, NH). 

CH,-CH,); 

Aza-bicyclo[2.2.l][(dimtthylmc’thyllne)dioxy-trans-5,6]-one-3-heptane 
(_f) -12 
A une solution contenant (307 mg; 2,15 mmol) de 8 [15], dans 3 ml d’acC- 
tone anhydre, sont ajoutCs (238 mg; 1,5 mmol) de sulfate de cuivre. La 
solution est portCe g reflux pendant 40 h sous atmosphkre d’azote. On 
laisse revenir I25oC puis la solution est filtrCe sur cClite. Apr&s Cvapora- 
tion du solvant, le rt?sidu obtenu est repris dans 10 ml d’eau et extrait 3 
fois avec 10 ml de chloroforme. La chase organiaue est s&hCe sur sulfate 
de magn&ium. Apr&s &vaporatioh du chI&of&me 210 mg (55%) de 
l’ac&onide sont obtenus: F: 149oC. Masse: m/e = 201 (M+(NH,), lOO), 
184 (M+, 34), 168 (M-(CH,), l ), 125 (M-(CO(CH,),, l ). 

RMN HI (CDCQ Gppm: 1,3 (s, 3H, CH3); 1,5 (s, 3H, CH,); 2,l (m, 
2H, H5-H’5); 2,7 (m, lH, Hl); 3,8 (m, lH, H4); 4,4 (d, lH, H2); 4,6 
(d, lH, H3). 

Biochimie 

Les diffkrents microorganismes utilisCs pour les tests biologiques pro- 
viennent de I’Institut Pasteur except6 Haemophilus infiuenzae (Hdpital 
Henri-Mondor). 

Le milieu minimum contient par litre: 7 g de K2HP04; 3 g de KH,PO,; 
0,5 g de sodium citrate.3 H,O; 0,l g de MgSO,.7 H,O; 1 g de (NH&SO,; 
2 g de glucose. (pH final: 7). 

Les enzymes NAD glycohydrolase [EC 3.2.2.51 et NAD pyrophos- 
phatase [EC 3.6.1.91 sont des produits Sigma; le NAD[C14] est un pro- 
duit Amersham (SO UCi / ml), AS =44 mCi / mol). Le NMNICl41 a CtC 
preparC par hyd;ol$e enzy&atique du NAD[C14] grlce & la’phospho- 
diesttrase I [20]. 

Inhibition de la NAD pyrophosphatase 
La NAD pyrophosphatase est essayee pendant 3 min B 37oC dans un 
mClange rCactionne1 contenant 10 pmol de tampon phosphate de 
sium, pH 7,5; 320 nmol de NAD+ contenant 0,2&i de NAD[Cl4 P 

otas- 
et 25 

~1 de I’enzyme (0,l U) dans un volume total de 100 ~1. 
Les vitesses initiales sont mesurees en suivant I’apparition du 

NMNIC’41 nendant les 30 nremikres secondes. Les mesures ont Cti: r&6- 
tees 3’fois’pour 5 concentiations diffkrentes en substrat. 

. 

Pour chaque test, une aliquote de 10 ~1 du mClange rCactionne1 est 
pr&lev&e et mClangCe & 10 PI d’une solution d’acide formique 6 N pour 
arr&er la rtaction, 10 ~1 sont alors cochromatographiCs sur papier filtre 

La valeur Ki a &tC &al&e selon la reprksentation de Dixon 
K&w N,,, en fonction de [II. L-e type d’inhibition est estimt par 1 /VI 
en fonction de 1 /S en prCsence de concentrations croissantes en inhibi- 
teur (Fig. 2). 

Inhibition de la NA .D glycohydrolase 
L’activitC NADase est determinCe par spectroscopic UV g 325 nm par 
rtaction du NAD+ n’ayant pas rCagi, avec KCN [21]. 

Les cinCtiques sont suivies pendant 3 min. Les mesures sont rCpCtCes 
3 fois pour 5 concentrations diffkrentes en substrat. Le mClange rCac- 
tionnel contenant 10 pmol de tampon phosphate de potassium, pH 7,5; 
10 ~1 de l’enzyme (0,03 U) est 1aissC 3 min & 37oC avant l’addition du 
NAD+. 

Pour chaque test, une aliquote de 100 ~1 est prClevte du melange rCac- 
tionnel et mClangte avec 900 ~1 d’une solution KCN 1-M. L’absorbance 
du mBlange & 325 nm est comparCe 5 celle du tube contrBle contenant le 
NAD+ saris I’enzyme. La diffirence de D.O. entre I’essai et le blanc 
dCtermine la quantitC de NAD+ hydrolysCe. 

Trois concentrations en inhibiteur c-j-14 ont CtC utilides Dour Cva- 
luer la constante d’inhibition Ki (Fig. ‘3): 
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