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BIOSYNTHESE DU CALOPHYLLOLIDE (NEOFLAVANOIDE) 
SUR L'ORIGINE BIOGENETIQUE DU GROUPEMENT 
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R ~ - - N o u s  rapportons les exl~riences d'incorporation de la L-[U-t4C]isoleucine, de la L-[U-14C]leucine 
et du [1-1~C]ac~tate de Na clans de jeunes plantules de Calophyllum inophyllum L. (Guttiferae). Les r~sultats 
obtenus montrent rincorporation sp~ciiique de la L-[U-14C]isoleucine dam la cha~me tigloyle du calophyllo- 
lide (I). La radioactivit6 du [1-t4C]ac6tate a 6t6 incorpor~e dans le noyau de phloroglucinol et darts les 
carbones C-3 et C-4 du groupement tigloyle. L'6tude des produits de d~gradation du calophyllolide montre 
que la L-[U-~4C]leucine a ~t~ m~tabolis~e en acetate. 

Abstract--Feeding experiments with young shoots of Calophyllum inophyllum L. (Guttiferae) using L-[U -14C]- 
isoleucine, L-[U-14C]leucine and [1-14C]acetate are reported. It has been found that L-[U-14C]isoleucine is 
specifically incorporated into the tigloylside-chain of calophyllolide (I). [1-14C]acetateis not only incorporated 
into the phloroglucinol nucleus but also into the carbon atoms C-3 and C-4 of the tigloyl grouping. Degrada- 
tive experiments have shown that L-[U-t4C]leucine is metabolized to acetate. 

N o u s  avons rapport6 pr6c6demment I l ' incorporat ion sp6cifique de la ph6nylalanine dans 
l 'unit6 C6-C3 du calophyllolide (I),2 consti tuant de Caiophyllum inophyllum L. (Guttiferae). 
Les r6sultats obtenus ont  permis de pr6ciser le mode  de condensat ion de cette unit6 en C9 
avec l 'unit6 ph6nolique (ou avec le polyac6tate 6quivalent). Le pr6sent m6moire a pour  objet 
l '6tude de l 'origine biog6n6tique du groupement  tigloyle du calophyllolide. 

A l 'oppos6 de n6oflavanoides 3 (dalbergiones et ph6nyl-4 coumarines) isol6es des quelques 
esp~ces de la famille de L6gumineuses, la plupart  de ph6nyl-4 coumarines r e t i r e s  de diff6rentes 
espb, ces de la famille de Guttif~res, poss~dent des groupements  alcoyle et acyle sur le noyau  
de phloroglucinol.  Alors que l 'on  trouve, en g6n6ral, le m~me substituant alcoyle (groupe- 
ment  dim6thylallyle, souvent  engag6 darts un  cycle dim~thyl-2,2 chrom~ne), il n ' en  est pas de 
mSme pour  le substituant acyle. Le calophyllolide (I), la mammeisine, 4 le m6suol 5 et l 'alcoyl-4 
coumarine,  mamm6a  B/BB 6 illustrent la vari6t6 des structures du groupement  acyle; ils 
poss~dent respectivement un groupement  tigloyle, isoval6ryle, isobutyryle et ~-m6thyl 

butyryle. 

* Une partie de ce travail a 6t6 pr6sent6e au 5e Symposium de Chimie des Substances Naturclles, IUPAC, 
London 1968 (Abstract Book, p. 111). 

"~ Avec la collaboration technique de Mme R. Hildesheim. 
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Le cycle de dim6thyl-2,3 chromanone de plusieurs compos6s de cette famille, comme celui 
de l'inophyllolide (II), / des tomentolides A et B, 7 s'est, sans doute, form6 par cyclisation d'un 
groupement tigloyle avec un OH ph6nolique adjacent. Seules les deux ph6nyl-4 coumarines 
m&hoxyl6es, le calophyllolide (I) et l'apetalolide, 7 poss6dent une chaine tigloyle. Si l'acide 
tiglique se trouve fr6quemment dans le r6gne v6g6tal sous forme d'ester, il est bien plus rare 
de le trouver engag6 dans un groupement C-tigloyle. 

On sait que l'acide tiglique est un produit de m6tabolisme de l'isoleucine (III) dans certains 
tissus animaux. 8 Dans le sch6ma A sont indiqu6es les r6actions significatives de la s6quence 
m6tabolique de cet amino-acide. La formation de l'acide tiglique (IV) ~ partir de l'isoleucine 
a 6t6 6galement d6montr6e chez les plantes sup6rieures, notamment  chez D a t u r a  mete lo ides .  

La m6teloidine, alcaloide retir6 de cette plante, est un ester tiglique de l 'aminoalcool, la 
teloidine. L ' incorporat ion sp6cifique de l'isoleucine darts le groupement tigloyle de cet 
alcaloide a 6t6 d&nontr6e. 9 Signalons aussi que l'isoleucine se trouve ~tre le pr6curseur de 
l'acide ang61ique, isomSre de l'acide tiglique) °* 
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Ces faits rendaient tr6s probable l'hypothSse de la formation du groupement tigloyle du 
calophyllolide et de celui des compos6s apparent6s ~ partir de l'isoleucine. Remarquons, 
cependant, que l 'on ne pouvait pas exclure, ~ priori, l 'hypoth6se ant6rieurement avanc6e tz 
pour la biosynth6se du groupement tigloyle du calophyllolide: le pr6curseur serait l'acide 
m6thyl-2 ac6toac6tique (V), rdsultant de la C-m&hylation de l'acide acdtoacdtique, qui 
conduirait par r6duction suivie de ddshydratation ~t l'acide tiglique. 

* Notons 6galement que l'isoleucine est incorpor6e spdcifiquement dans le groupement hydroxy-2- 
m6thyl-2 butyroyle de la glaucarubinone) I 
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Afin de vddfier ces hypotheses, nous avons fait pousser de jeunes plantules de Calophyllum 
inophyllum, d'une part, en prdsence de [1-14C]acdtate de Na et, d'autre part, en prdsence de la 
L-[U-14C]isoleucine. On isole au bout de 10 jours le calophyllolide que l 'on purifie par 
chromatographies et cristaUisations rdpdtdes jusqu'h radioactivitd constante. Les valeurs de 
radioactivitd obtenues et les pourcentages d'incorporations de l'acdtate et de l'isoleucine sont 
consignds dans le Tableau 1. Afin de localiser la radioactivitd, nous avons ddgradd le calo- 
phyUolide radioactif selon les rdactions indiqudes dans le schdma B. 

TABLEAU 1. VALEURS DE RADIOACTIVITE DU CALOPHYLLOLIDE ET POURCENTAGES 
D'INCORPORATION 

Pr6curseur Radioactivit6 Incorporation 

L-[U-14C]isoleucine 4,57.106 dpm/mmole 1,5 
[l-14C]ac6tate de sodium 1,84. l0 s dpm/mmole 0,02 ~o 
L-[U-14C]leucine 8,03. l0 s dpm/mmole 0,26 

Le traitement du calophyllolide par SO4H 2 a 70 ~o 13 fournit l'acide tiglique avec bon 
rendement. Le produit ddsacyld a pu 8tre isold sous forme de son dim~re (VI), C42H3608 
(M+= 668), F = 335 ° (ddcomp.). Sa structure ressort essentiellement de l'dtude de son spectre 
de R.M.N. ~t I00 Mc* (voir paTtie expdrimentale), et le mdcanisme de sa formation est pro- 
bablement analogue ~t celui de la dimdrisation de lapachenole en isolapachenole. 14 Comme 
le calophyllolide, le dim6re (VI) fournit de l'acide benzoique par oxydation ~ l'acide chrom- 
ique. L'ozonisation de l'acide tiglique donne l'acdtalddhyde qui a dt6 isol6 sous forme 
de son ddriv6 de dim~don. Enfin, la ddgradation du calophyllolide par la potasse ~t 40 
fournit l 'hydroxy-5 mdthoxy-7 phdnyl-4 coumarine (VII). is 

Dans le Tableau 2 sont consigndes les valeurs de radioactivit6 de ces diff6rents produits de 
ddgradation. Les valeurs de Tableau 2 montrent que la totalitd de la radioactivitd du calo- 
phyllolide, isol6 apr~s incorporation de la L-[U-14C]isoleucine, se trouve pratiquement dans 
l'acide tiglique. L'absence de radioactivit6 dans le produit ddsacyld (VI) montre que 
l'isoleucine n'a pas dtd ddgradd en acdtate qui est le produit de son catabolisme complet. 
L'isoleucine peut donc etre considerdrde comme prdcurseur du groupement tigloyle du 
calophyllolide. 

Le calophyllolide, isold aprbs incorporation de [1-14C]acdtate de Na, fournit 6galement 
de l'acide tiglique radioactif (32 ~o); toute la radioactivitd de cet acide a dt6 retrouvde dans 
l'acdtald6hyde obtenu loTs de son ozonolyse. Ce r6sultat est en accord avec la sdquence des 
rdactions prdsentdes dans le schdma A (f--~e---~d) et il exclut dgalement la biosynth6se du 
groupement tigloyle via l'acide acdtoacdtique qui, elle, impliquerait dvidemment deux unitds 

d'acdtate. 
Le Tableau 2 montre aussi que la radioactivitd du [1-14C]acdtate de Na se retrouve essen- 

tiellement dans le noyau de phloroglucinol. 
On peut envisager deux voies pour la formation de tigloyl-phloroglucinol: (1) condensa- 

tion d'une unitd de tiglate avec trois unitds de malonates, suivie de cyclisation; (2) condensa- 

* Ce spectre a 6t6 mesurd aimablement par Mme L. Lacombe (Coll~ge de France). 
13 R. A. FINNEGAN, B. GILBERT, E. J. EISENBRAUN et C. DJERASSI, J. Org. Chem. 25, 2169 (1960). 
14 W. O.  COTTERILL, R.  LIVINGSTONE, K.  D.  BARTLE et D. W. JONES, Tetrahedron 24, 1981 (1968). 
15 j .  POLONSKY, Bull. Soc. Chim. FT. 541 (1955). 
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tion d'une unit6 de tiglate avec un noyau de phloroglucinol pr6form6. On peut citer en faveur 
de la derni6re voie de biosynth6se les arguments suivants: (a) une ph6nyl-4 coumarine 
d6pourvue de groupement acyle, nomm6e ponnalide, a 6t6 trouv6e par Seshadri et coll. 16 
dans les fruits verts de C. inophyllum. (b) Dans le cas du calophyllolide, isol6 apr6s incorpora- 
tion du [1-14C]ac6tate de Na, la radioactivit6 de l'acide tiglique (32 ~o: 1 ac6tate) est relative- 
ment plus 61ev6e que celle du noyau de phloroglucinol (50 ~ :  3 ac6tates). (c) La cyclisation 
d'un substituant tigloyle avec un OH ph6nolique en ortho est tr6s ais6e; dans le cas du calo- 
phyllolide, on peut supposer que le groupement tigloyle s'est fix6 en ortho d'un m6thoxyle 
port6 par un noyau de phloroglucinol pr6form6. 

16 D. ADINARAYANA et T. R. SESHADRI, Bull. Natl. Inst. Sci., India 91 (1965). 
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Compos6s 

A B 

I II I II I 

C 

H 

Calophyllolide (I) 
Dim~re (VI) 
Acide tiglique (IV) 
Aeide benzoique 
Acide tiglique (IV) 
Ac~taldyhyde (I~riv6 de 

dim&Ion) 
Calophyllolide (I) 
Coum~ne (VID 

2,06 100 1,84 100 2,60 100 
0,07 < 4 1,25 68 2,23 86 
2,00 97 0,60 32 0,25 10 

0,03 < 1 0,01 < 1 
0,34 
0,34 32 

1,27 2,60 
0,75 59 2,32 89 

Pr~curseur de l'exp6rience A: L-[U-14C]isoleucine, de B: [1.14C]ac~tat e de Na, de C: L-[U- 14C]leucine. 
Colonne (I): valeurs de radioactivit~ exprim~es en dpm/mmole x 10-s. Colonne (II): valeurs exprim~es 
en ~o de la radioactivitY, totale. 

Quant  au cycle dim~thyl-2,2 chrom~ne du calophyllolide, on peut envisager deux modes 
pour  sa format ion:  

(a) cyclisation d ' u n  groupement  dim6thylallyle avec un  O H  ph6nolique en ortho, suivie 
d 'une  d6shydrog~nation ou  cyclisation apr~s oxydat ion pr~alable de ce groupement .  

(b) cyclisation d ' u n  groupement  fl-m~thylcrotonyle avec un  O H  en ortho, suivie d 'une  
r~duction et d~shydratation de la dimethyl-2,2 chromanone  fortune. 

Plusieurs exp6riences diff6rentes d ' incorporat ion de l 'acide DL-[2-14C]m6valonique, 
pr6curseur biog~n~tique du groupement  dim~thylallyle, n ' on t  conduit  qu '~ du calophyllolide 
tr~s peu radioactif. N o u s  avons alors effectu~ des essais d ' incorpora t ion  de la [U-14C] - 
leucine. On  sait, en effet, clue l 'acide m~valonique aussi bien clue l 'acide fl-m~thyl crotonique 
peuvent  etre biosynth6tis~s ~t partir  de cet amino-acide. Les valeurs de radioactivit6 trouv~es 
darts les produits  de d6gradation du calophyllolide radioactif, isol~ apr~s incorporat ion de la 
[U-14C]leucine, montrent  que ce pr~curseur possible 6tait m6tabolis~ en ac6tate (voir 
Tableau  2). 

En r6sum6, nos experiences de biosynth~se du calophyllolide, effectu6es jusqu'A pr6sent, 
on t  prouv~ l ' incorporat ion sp~cifique de la ph6nylalanine dans l'unit~ C6-C3, de l 'isoleucine 
dans le groupement  tigloyle et de l 'ac6tate dans les carbones C-3 et C-4 de ce dernier groupe-  
men t  ainsi que dans le noyau  du phloroglucinol.  

P A R T I E  E X P E R I M E N T A L E  

Les points de fusion pris avec l'appareil de Kofler ne sont pas corrig~s. 
Les mesures de radioactivit6 ont 6t~ effectu6es sur un compteur ~ scintillation "Nuclear Chicago" module 

6.860, ~luip6 d'un dispositif de standardisation externe. Les ~chantillons radioactifs sont dissous darts le 
toluene scintillant [naphthal6ne, 100 g, diph~nyl-2,5 oxazole (PPO), 6 g; 1,4-bis,2-(4-m6thyl-5-ph~nyl-oxa- 
zolyl)-benz~ne (dim6thyl -POPOP), 300 rag; pour 1 1. de tolu~e]. Le rendement de l'appareil a 6t~ ealcul6 
pour chaque mesure ~ l'aide du standard exteme, grace h une courbe ~talon. Ce rendement varie de 80 ~ 82 % 
pour le 14C. Toutes les activit6s sp~cifiques sont exprim~es en d6sint~grations/60 sec/mmole. L'erreur 
relative est estim~e ~ moins de 3 %. 

La chromatographie en couche mince (C.C.M.) a 6t6 effectu~e sur des couches de gel de silice G (Merck). 
Le syst~me de solvants utills6 eat, en g~,n6ral, le m~lange: benz/:ne-ac~tate d'~thyle (95:5); la r6v~lation est 
faite par fluorescence h la lampe u.v. 

Culture des Plantes et Administration des Prdcurseurs 
Les graines fraiches de Calophyllum inophyllum ont ~t~ aimablement mises ~ notre disposition par l'Institut 

Malgache de Recherches Appliqu~es, Tananarive (Madagascar). 
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Les pr6curseurs radioactifs: le [ 1 -~ 4C]ac6tate de Na, la L- [U-14C]isoleucine et la L- [U-14C]leucine provien- 
nent du Commissariat b. l'Energie Atomique, Saclay (France); la lactone DL-[2-~4C]m6valonique provient de 
"Radiochemical Centre", Amersham, Bucks. 

Les graines fraiches et d6cortiqu6es de C. inophyllum sont raises b, germer au Phytotron de Gif-sur-Yvette 
( t°=30°;  humidit~=70~).  Quinze plantules ~g6es de 4 semaines, atteignant une hauteur de 3 ~ 5 cm, sont 
plac6es dans une petite goutti~re contenant 15 cm 3 d'eau. On y ajoute directement les pr6curseurs radioactifs 
en solution aqueuse. L'eau est absorb6e en 12 hr environ et elle est renouvel6e pendant route la p~riode 
d'incorporation. La dur~e des incorporations a 6t6 de 10 jours au bout desquels toute la radioactivit6 de la 
L-[U-14C]leucine (0,1 mc), du [1-14C] ac6tate de Na (0,2 mc), de la L-[U-14C]leucine (0,1 mc) et plus de 90% 
de celle de l'acide mbvalonique (0,1 mc) a 6t6 absorb6e. 

Isolement du Calophyllolide 
Les plantes, r6colt6es aprbs 10 jours et dont les racines ont 6t6 pr6alablement lav6es b. l'eau distill6e, sont 

finement broy6es et s6ch6es, puis extraites par l'6ther de p6trole darts un Soxhlet. Le r6sidu obtenu apr6s 
6vaporation du solvant est chromatographi6 sur 20 fois son poids de gel de silice-c61ite (9: 1). La colonne est 
d6velopp6e par un m61ange de benz6ne contenant un pourcentage croissant d'ac~tate d'6thyle. Le calo- 
phyllolide, 61u6, en g6n6ral, par du benz6ne contenant 4 ~ d'ac6tate d'6thyle, est cristallis6 dans le m6thanol, 
puis dans un m61ange d'6ther et d'6ther de p6trole. 

Ddgradation du Calophyllolide* 
Obtention du dimkre (VI) et de l'acide tiglique (IV). 184 mg de calophyllolide sont dissous, en agitant ~t la 

temp6ratureambiante, dans 10cm3deSO4H2~70~. On continue l'agitation pendant 5hr, aucoursdesquelles 
un pr6cipit6 se forme. Le m61ange r6actionnel est alors vers6 sur de la glace pil6e. Le pr6cipit6 jaune form6 
est essor6, lav6 et s6ch6. Les 135 mg de produit ainsi obtenu sont chromatographi6s sur 4 g de gel de silice. 
100 cm 3 de CHCI3 61uent 35 mg de produit qui cristallisent dans l'ac6tate d'6thyle. Apr6s sublimation, sous 
0,01 mm h 300 ° (t ° du bain d'air), on obtient des cristaux jaun~tres qui se d6composent vers 335 °. I1 s'agit 
du dimdre (VI). 

Spectre de masse (A.E.I. MS9): Pic mol6culaire ~ m/e 668; pics b. role 653 (M-CH3), h role 335 (½M++ 1). 
Spectre de R.M.N. (dans CDC13 h 100 Me): 4 m6thyles tertiaires [singulets (3H chacun) h. 0,68; 0,54; 

0,98 et 1,1 ppm], 2 m6thoxyles [singulets (3H chacun) ~t 3,66 et 3,8 ppm]. H3 et H3, (singulets b. 5,93 et 5,97 
ppm). H8 et H8, (singulets b. 6,43 et 6,4 ppm). Hg, (singulet b. 5,9 ppm). H 9 [multiplet (IH) centr6 h 3,36 
ppm]. 2H10 [multiplet (2H) entre 1,51 et 2,05 ppm]; ces derniers protons donnent un quadruplet apr6s 
l'61imination du couplagc avec le proton H 9 par une exp6rience de double r6sonance. 

Le filtrat acide, obtenu apr6s s6paration du pr6cipit6 ci-dessus, est 6puis6, en continu, par de l'6ther. 
L'extrait 6th6r6 fournit, apr6s 6vaporation du solvant, 37 mg de cristaux d'acide tiglique que l'on purifie par 
sublimation b. 55°/15 ram; on obtient ainsi des cristaux F = 64 °. 

Oxydation du dimdre (VI) par l'acide chromique. Une suspension de 70 mg du dim6re (VI) dans 1 cm 3 
d'ac6tone est additionn6e de 2 cm 3 d'une solution d'acide chromique (contenant 20 g de CrO3 et 30 cm 3 de 
SO4Hz concentr6 par 100 cm3). Apr~s un contact de 48 hr b. la temp6rature ambiante, on dilue par l'eau et 
on extrait b. l'6ther. La partie acide, s6par6e par lavages avec une solution de CO3HNa, fournit 15 nag de 
produit cristallin. Par sublimation b_ 110°/15 mm on obtient des cristaux d'acide benzo~que, F =  120 °. 

Ozonisation de l'acide tiglique (IV). Une solution de 30 mg d'acide tiglique darts 10 cm 3 de CC14, refroidie 
b. - 2 0  °, est soumise h Faction d'un courant d'oxyg6ne ozonis6 pendant 15 mn. Apr6s evaporation du solvant 
sous pression r6duite, on ajoute 10 cm 3 d'eau. On porte le tout b_ l'6bullition et on recueille le distillat darts une 
solution aqueuse de dim6don b~ 0,4 ~.  Apr6s avoir gard6 cette solution pendant 24 hr au r6frig6rant, on essore 
le pr6cipit6 form& Le produit de consensation avec le dim6don est purifi6 par sublimation ~ 120°/0,01 mm 
et par chromatographie pr6parative sur couche mince [syst6me: CHC13+ac6tate d'6thyle (5: 1)]. On obtient 
ainsi des cristaux F =  141 °. 

Obtention de l'hydroxy-5 mdthoxy-7-phdnyl-4 coumarine (VII). 141 mg de calophyllolide sont additionn6s 
de 20 cm 3 de KOH aqueuse ~. 40 ~ et le tout est chauff6 ~ l'6bullition sons un courant d'azote pendant 6 hr. 
On acidifie alors par l'acide chlorhydrique. Apr6s un repos de 24 hr au frigidaire, on essore le pr6cipit6 
form6 que l'on chromatographie sur gel de silice (Merck). 51 nag de produit cristallis6 sont 61u6s par du 
chloroforme que l'on purifie par sublimation b. 200°/0,01 mm. On obtient ainsi des cristaux de (VII), 
F = 204-207 °. 
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* Nous d6crivons un exemple de chacune des exp6riences de d6gradation. 


