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AssTRacr.-One strain of Cutharanthus roseus tiasue culture has been studied for 
i ts  alkaloid content showing an antimitotic activity. Ajmalicine (I), 3-epiajmalicine 
(2), tetrahydroalstonine (3), 7-hydroxy-indolenine ajmalicine (4)’ pseudoindpyl 
ajmalicine (S), desacetylakuammiline (7) and 10-hydroxy desacetyl-akuammiline 
(10) were isolated and identified. 

La capacite de biosynth2se de m6tabolites secondaires des tissus et des suspen- 
sions cellulaires de Catharanthus roseus G. DON (Apocynac&s) cultivds in vitro 
est actuellement t r b  CtudiQ (1-19). En effet, la grande variabilit6 du potentiel 
de biosynthhse des souches d’une meme esp2ce est B l’origine de nombreuses 
recherches. Celles-ci peuvent &re orient6es vers la production d’un compos6 
dCtermin6 prCsentant un int6rCt Cconomique comme l’ajmalicine (1) (3)’ ou vers 
l’identification du(ou des) composants responsables de l’activit6 biologique pr6- 
sent& par des extraits. 

Ainsi, l’une des souches de cultures de thus de C. roseus a 6t6 sClectionn& 
pour l’activit6 antimitotique prCsent6e par ses extraits alcaloidiques (7’20). 

La technique d’extraction a d6jja 6t6 d6crite (7). L’analyse en C.C.M. des 
extraits obtenus indique la pr6sence d’une cinquantaine de compos6s, ce qui 
d6montre la richesse du potentiel de biosynth2se de cette souche. 

L’extrait brut (1,s g) a CtC divisB en 20 fractions par filtration sur colonne de 
gel de Sephadex LH 20. Les tests i n  vitro effectu6s sur ces fractions permettent 
de v6rZer que l’activit6 antimitotique n’est pas due, comme dans la plante entiere, 
B des compos& bis-indoliques de type vinblastine, mais peut &re rapport& ja 
la pr6sence de composCs de plus faible poids molkculaire. Pour tenter de localiser 
le(ou les) principes actifs, cinq de ces fractions ont 6t6 soumises B plusieurs Btapes 
de skparation chromatographiques (21). Au cours de ces Ctapes ont 6tC isolQ: 
l’ajmalicine (1)’ l’6pi-3 ajmalicine (2) (22), la tCtrahydroalstonine (3) (17’18)’ 
l’hydroxy-7 indol6nine de l’ajmalicine (4) (23)’ la pseudoindoxyl-ajmalicine (5) 
(24)’ la tabersonine (6) (7) et deux alcaloides de structures voisines. 

Le plus abondant de ces derniers est identifib B la dCsac6tyl-akuammiline (7)’ 
isol& pour la premihre fois de Picralima nitida Stapf (25)’ par comparaison directe 
avec le produit d‘hydrolyse de l’akuammiline (8) (25). En rmn du proton B 
haut champ, les expCriences de dCcouplage et la comparaison avec le spectre de 
la dCsac6tyl-desformoakuammiline (9) (26)’ permettent d’identifier les signaw de 
tous les protons de la mol6cule (tableau 1) et d’en dCduire la structure de l’alcaloide 
nouveau, is016 en tr2s faible quantit6. Ce dernier prCsente en spectromCtrie de 
masse un pic moldculaire AI+ .  L’examen de son spectre de rmn du 
proton B 400 MHz indique une Ctroite parent6 structurale avec l’alcaloide 7 
puisque l’on observe, mise 21 part l’absence d’un des protons aromatiques, une 
similitude de tous les deplacements chimiques et constantes de couplage. Les 
couplages des protons aromatiques peuvent s’accorder avec une substitution en 
Clo ou et ces donnks indiquent une structure hydroxy-lO(ou I-1) desac6tyl- 
akuammiline (10). La pr6sence d’un hydroxyle ph6nolique est confirm6e par le 
spectre uv de 10 et le dCplacement bathochrome observC en milieu alcalin. En 
milieu neutre et alcalin, ce spectre est semblable B celui des indolknines 11 et 12, 
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Cg-H.. . . . . . . . . . . . . .  

Cia-H. . . . . . . . . . . . . .  
C11-H. . . . . . . . . . . . . .  

Cis-H. . . . . . . . . . . . . .  

de structure bien Ctablie (27), ce qui vient A l’appui d’une substitution en GO. 
La mdthoxy-10 dQacCty1 akuammiline (13) a dCjA CtC caractCris& dans Vinca 
minor L. (28)’ mais une corrdlation entre les alcaloides 10 et 13 n’a pu &re Ctablie 
faute de quantitC suffisante. 

TABLEAU 1.  Comparaison des spectres de resonance magnetique nucleaire du proton 
(400 MHe), de la desacetyl akuammiline (7), de la dbacetyl desformoakuammiline (9) 

et  de l’hydroxy-10 dbacetyl  akuammiline (10). 

7,55 ou 7165 

7,20 ou 7’35 
7,35 ou 7,20 

7,65 ou 7,55 

Proton 

C T H  . . . . . . . . . . . . . .  
Cs-H.. . . . . . . . . . . . .  
Cb-Hb. . . . . . . . . . . . .  
C6-H.. . . . . . . . . . . . .  
Ce-Hb. . . . . . . . . . . . .  

c14-H~. . . . . . . . . . . . .  
C15-H . . . . . . . . . . . . .  
C i r H .  . . . . . . . . . . . .  
CirHz.  . . . . . . . . . . . .  
ClB-Hs. . . . . . . . . . . . .  
C10-H. . . . . . . . . . . . .  
C11-Ha. . . . . . . . . . . . .  
Ctl-Hb. . . . . . . . . . . . .  
CirHtOH. . . . . . . . .  
COzCHa. . . . . . . . . . .  

Cl4-H.. . . . . . . . . . . . .  

dkplacements chimiques 

7 9 

4,77 
2,03 
3,74 

2; 
;:E 
1,78 
2,75 

1,57 

4,13 

5,56 
3,m 

3,75 

7,45 ou 7,64 

7,20 ou 7,36 
7,36 ou 7,20 

7,64 ou 7,45 

10 

4,56 
2,02 
3,67 
2164 
2164 
1190 
2,42 
3,67 

3,m 
1160 
5,46 
3,14 

3,82 
;;E 

6,97 

6,70 

7,37 

s: singulet, d: doublet, * 

quadruplet, m: massif, J(?fz) 

S 

7 e t  9: d, Jp,10=7,5 

dd, J10.9=7,5 e t  HWI= 
7 et  9: dd, J11 ,1~=7 ,5  e t  
Jii,i2=7$ 
10: dd, J11,1~=7.5 e t  
J11, 9 = 2 
d, Ji),ii=7,5 

10: d, J9,11=2 
795 

La prCsence d’akuammiline (8) et de d6rivCs n’a jamais CtC signal& dans le 
genre Catharanthus, alors que la cathafoline (14)’ de meme squelette est prCsente 
dans l’esp&ce Eongijolius (29). Par contre, l’akuammiline (8) a CtC kol& tr&s 
rkemment de cultures de cellules de C. roseus (30). 

Le compos6 4 a CtC identifiC par comparaison directe avec le produit d’oxydation 
de l’ajmalicine (1) (24) et le compos6 5 a kt6 compare au produit de transposition 
de 4 en milieu alcalin. 

La caractCrisation de ces compos& montre 1’originalitC de la souche CtudiCe; sa 
capacitk d’hydroxylation de la partie tryptaminique d’alcaloides indoliques 
reprCsente un des aspects de son potentiel de biosynth&se. L’originalitC de cette 
souche permet d’espCrer que ses propriCtCs antimitotiques sont dues A un ou des 
composCs nouveaux qui pourront &re identifiCs avec des quantitCs plus importantes 
de matihre premihre. 

PARTIE EXPERIMENTALE’ 

1Les spectres infra-rouge (ir, CHCla, Y cm-1) ont et6 enregistres sur appareil Perkin-Elmer 
(‘257’ 9 Les spectres ultraviolet (uv, EtOH, X max nm) ont BtC enregistrks sur un appareil 
Bausch e t  Lomb type “Spectronic 505”. Les courbes de dichroisme circulaire ont Ct6 enreg- 
istrees (d.c, EtOH, X max nm (&)) sur un appareil “Roussel-Jouan Dichrographe 11”. Les 
spectres de masse (s.m.) ont et6 execut6s sur spectrogra he AEI “type MS 50”. Les spectres 
de resonance magnetique nuclhire du proton (rmn lH, 8DCl3, TMS 6=0 ppm) ont 6t6 realis& 
sur un prototype I.E.F. 400 MHz. Les chromatographies analytiques sur couche mince 

G.M.) ont et6 effectuQs sur Kieselgel G, selon Stahl e t  les chromatographies preparatives 
-he bpaisse (C.C.E.) avec.le Kieselgel H F  254+366. La r6vClation a 6t6 faite au reactif 
(sulfate d’ammonium cerique (SOl)t, 2 [(“4)2 SO,], 2 HtO (31). 
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CULTURES DE TISSUS ET EXTRACTION DES ALCALOIDES.-~ materiel et les methodes utilisQs 
ont et6 decrits pr6cddemment (7). 

S~PARATION ET IDENTIFICATION DES aLcaLoIDEs.-L’extrait brut obtenu (1,8 g) a kt6 grossibre- 
ment fractionnk par filtration sur une colonne de diametre 30 mm contenant 220 g d’un gel de 
Sephadex LH 20 (solvant d’entrainement: chloroforme-methanol: 3-7). Des sous-fractions de 
5 ml sont reunies en fonction de leur similitude de composition en C.C.M. (rCvClation au reactif 
C.A.S.). On obtient ainsi vingt fractions dont cinq ont et6 purifiees sur C.C.E. 

Fraction IO.-La separation des constituants de la fraction 10 (210 mg) par C.C.E. de silice 
(eluant: acetate d’Cthyle-m&hanol, 90-10) fournit 61 mg d’un melange purifib par C.C.E. de 
silice (eluant: ether-mCthano1, 90-10) pour conduire B 20 mg de dbsacetyl akuammiline (7) .  

Fraction 11 .-La fraction 11 (110 mg) est purifi& par C.C.E. de silice (eluant: chloroforme- 
methanol, 95-5) e t  conduit 840 mg de dCsacBty1-akuammiline (7) et 15 mg d’ajmalicine (1). 

Fraction I%.-Les constituants d’une partie (35 mg) de la fraction 12 (160 mg) sont separ6s 
par C.C.E. de silice (eluants: benzene-acetate d’6thyle-m6thanol1 10-40-20 et  chloroforme- 
m6thano1, 90-10); on obtient ainsi 4,4 mg d’hydroxy lO-desac6tyl-akuammiline (10) et 20 mg 
de d6sac6tyl-akuammiline (7) .  

Fraction IS.-La cristallisation de la fraction 13 dans le methanol fournit 103 mg 
d’ajmalicine (1). Les eaux-meres de cristallisation sont chromatographiQs sur C.C.E. de 
silice (eluant: chloroforme-methanol, 98-2) et  conduisent 8 10 mg de tabersonine (6 ) ,  8 mg 
d’ajmalicine (1) et  B 70 mg d’un melange. Celui-ci est purifie sur C.C.E. de d i c e  (eluants: 
chloroforme-acetate d’Cthyle-m6thanol, 80-15-5 et  ether-methanol, 97-3). On obtient ainsi 
24 mg d’epi-3 ajmalicine ( 2 ) .  

Fraction 14.-Apr&s cristallisation de la fraction 14 (160 m ) dans le methanol, on obtient 
67 me d’ajmalicine (1). Les eaux-meres sont Durifiees sur C.8.E. de d i c e  (eluant: (chloro- 
formem6(hanol 98-2): On isole ainsi 20 mg d’ijmalicine 1 et  5 m g d e  tetrshydroalstonine (3). 

CARA~RISTIOUES SPECTRALES DE L’HYDROXY-10 D I ~ A C ~ T Y I A K ~ A W M I L I N E  (10) .-ir. Y cm-1 .~~ ~~~ ~ ~ ~~~ ~~ ~. ~~~~~ 

(CHC13): 3oO0, 17%, 1620 cm-1; uv x max (EtOH): 226, 234, 300; uv X max (EtOH-NaOH 1%): 
230, 305, 346; d.c. max (EtOH): 275(+), 234(-); sm m l e :  365 (M+., loO%), 351 (5%), 337 
(90%), 309 (20%), 277 (15%), 265 (16%), 268 (15%), 196 (8%); rmn 6 (CDC11): cf. tableau 1 .  
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