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ABsTRACT.—One strain of Catharanthus roseus tissue culture has been studied for
its alkaloid content showing an antimitotic activity. Ajmalicine (1), 3-epiajmalicine
(2), tetrahydroalstonine (3), 7-hydroxy-indolenine ajmalicine (4), pseudoindoxyl
ajmalicine (5), desacetylakuammiline (7) and 10-hydroxy desacetyl-akuammiline
(10) were isolated and identified.

La capacité de biosynthése de métabolites secondaires des tissus et des suspen-
sions cellulaires de Catharanthus roseus G. DON (Apocynacées) cultivés in vitro
est actuellement trés étudiée (1-19). En effet, la grande variabilité du potentiel
de biosynthése des souches d’une méme espéce est i l'origine de nombreuses
recherches. Celles-ci peuvent étre orientées vers la production d’un composé
déterminé présentant un intérét économique comme l’ajmalicine (1) (3), ou vers
'identification du(ou des) composants responsables de 'activité biologique pré-
sentée par des extraits.

Ainsi, I'une des souches de cultures de tissus de C. roseus a été sélectionnée
pour l'activité antimitotique présentée par ses extraits alcaloidiques (7,20).

La technique d’extraction a déja été déerite (7). L’analyse en C.C.M. des
extraits obtenus indique la présence d’une cinquantaine de composés, ce qui
démontre la richesse du potentiel de biosynthése de cette souche.

L’extrait brut (1,8 g) a été divisé en 20 fractions par filtration sur colonne de
gel de Sephadex LH 20. Les tests in viiro effectués sur ces fractions permettent
de vérifier que P’activité antimitotique n’est pas due, comme dans la plante entiére,
4 des composés bis-indoliques de type vinblastine, mais peut étre rapportée a
la présence de composés de plus faible poids moléculaire. Pour tenter de localiser
le(ou les) principes actifs, cinq de ces fractions ont été soumises i plusieurs étapes
de séparation chromatographiques (21). Au cours de ces étapes ont été isolés:
Pajmalicine (1), I'épi-3 ajmalicine (2) (22), la tétrahydroalstonine (3) (17,18),
I'hydroxy-7 indolénine de I’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 identifié & la désacétyl-akuammiline (7),
isolée pour la premiére fois de Picralima nitida Stapf (25), par comparaison directe
avec le produit d’hydrolyse de 'akuammiline (8) (25). En rmn du proton a
haut champ, les expériences de découplage et la comparaison avec le spectre de
la désacétyl-desformoakuammiline (9) (26), permettent d’identifier les signaux de
tous les protons de la molécule (tableau 1) et d’en déduire la structure de I'alcaloide
nouveau, isolé en trés faible quantité. Ce dernier présente en spectrométrie de
masse un pic moléculaire M+ 4 m/z=368. L’examen de son spectre de rmn du
proton 4 400 MHz indique une étroite parenté structurale avec l'alcaloide 7
puisque 'on observe, mise & part 'absence d’un des protons aromatiques, une
similitude de tous les déplacements chimiques et constantes de couplage. Les
couplages des protons aromatiques peuvent s’accorder avec une substitution en
Cu ou Cp et ces données indiquent une structure hydroxy-10(ou 31) desacétyl-
akuammiline (10). La présence d’un hydroxyle phénolique est confirmée par le
spectre uv de 10 et le déplacement bathochrome observé en milieu alcalin. En
milieu neutre et alcalin, ce spectre est semblable & celui des indolénines 11 et 12,
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de structure bien établie (27), ce qui vient & Pappui d’une substitution en Ci,.
La méthoxy-10 désacétyl akuammiline (13) a déja été caractérisée dans Vinca
minor L. (28), mais une corrélation entre les alcaloides 10 et 13 n’a pu étre établie
faute de quantité suffisante.

TasLeav 1. Comparaison des spectres de résonance magnétique nucléaire du proton

(400 MHz), de la désacétyl akuammiline (7), de la désacétyl desformoakuammiline (9)
et de ’hydroxy-10 désacétyl akuammiline (10).

déplacements chimiques
Proton s: singulet, d: doublet, ﬂ:
quadruplet, m: massif, J(Hz)
7 9 10
C-H............... 4,60 4,77 4,56 d, J5,10=5
CiH..... ..., 2,05 2,03 2,02 dd, Ja,s5=14, Ju,a=4
CeHp. ..o 3,64 3,74 3,67 m
B & P 2,58 2,63 2,64 m
CeHp...oo oo 2,65 2,79 2,64 m
e e 1,91 1,78 1,90 dd, Jiaw,146=14; J14a15=3
C“—Hb. 2,45 2,75 2,42 d éla.rgi, Jub,14.= 14
15—H .............. 3,64 3,54 3,67 m
1rH .............. 2,10 d, J16,15=8
rHe oo 2,93 3,00 q, AB, J=12
15—H3 .............. 1,63 1,57 1,60 dd, J1s,19=7, Jls_¢1b=2,5
w-H.o.ooo 5,45 5,56 5,46 m
Cy-Ha.oo o oovvoo 0 3,14 3,20 3,14 d, Jaa,2=17
o-Hp. oo 4,09 4,13 4,08 dd, Jav,2n.=17, Jup,18=2,5
C,-H,OH.......... 3,64 3,67 m
COCH;. ........... 3,86 3,75 3,82 8
protons aromatiques:
CoH............... 7,55 0u7,65 | 7,450u7,64 6,97 7Tet9:d, Jo,0=7,5
10: d, Jg,u=2
CirH........... .. 7,200u7,35 | 7,20 0u 7,36 dd, Ji0,e=7,5 et Hio,u=7,5
Cu-H.............. 7,350u7,20 | 7,36 0u 7,20 6,70 ‘.Zret 9: dd, Ji1,10=7,5¢et
. 11,12 =4,
10: dd, Ju,u=7.5 et
]11.9=2
Ca-H.............. 7,65 ou 7,55 7,64 ou 7,45 7,37 d, ]13,11=7,5

La présence d’akuammiline (8) et de dérivés n’a jamais été signalée dans le
genre Catharanthus, alors que la cathafoline (14), de méme squelette est présente
dans Vespéce longifolius (29). Par contre, 'akuammiline (8) a été isolée trés
récemment de cultures de cellules de C. roseus (30). .

Le composé 4 a été identifié par comparaison directe avec le produit d’oxydation
de I’ajmalicine (1) (24) et le composé 5 a été comparé au produit de transposition
de 4 en milieu alcalin.

La caractérisation de ces composés montre l’originalité de la souche étudiée; sa
capacité d’hydroxylation de la partie tryptaminique d’alcaloides indoliques
représente un des aspects de son potentiel de biosynthése. L’originalité de cette
souche permet d’espérer que ses propriétés antimitotiques sont dues 4 un ou des
composés nouveaux qui pourront étre identifiés avec des quantités plus importantes
de matiére premiére.

PARTIE EXPERIMENTALE!

1Les spectres infra-rouge (ir, CHCl;, » cm™!) ont été enregistrés sur appareil Perkin-Elmer
“957"’. Les spectres ultraviolet (uv, EtOH, A max nm) ont été enregistrés sur un appareil
Bausch et Lomb type ‘‘Spectronie 505”°. Les courbes de dichroisme circulaire ont été enreg-
istrées (d.c, EtOH, A max nm (A¢)) sur un appareil ‘“‘Roussel-Jouan Dichrographe II". Les
spectres de masse (s.m.) ont été exécutés sur spectrographe AEI ‘‘type MS 50", Les spectres
de résonance magnétique nucléaire du proton (rmn H, CDCl;, TMS 6=0 ppm) ont été réalisés
sur un prototype I.E.F. 400 MHz. Les chromatographies analytiques sur couche mince
~.C.M.) ont été effectuées sur Kieselgel G, selon Stahl et les chromatographies préparatives
~~he épaisse (C.C.E.) avec le Kieselgel HF 254+366. La révélation a été faite au réactif
(sulfate d’ammonium cérique Cerv (8O4)2, 2 [(NHy): SO,], 2 H.O (31).
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CULTURES DE TISSUS ET EXTRACTION DES ALCALOIDES.—Le matériel et les méthodes utilisées
ont été décrits précédemment (7).

SEPARATION ET IDENTIFICATION DES ALCALOIDES.—L’extrait brut obtenu (1,8 g) a été grossiére-
ment fractionné par filtration sur une colonne de diamétre 30 mm contenant 220 g d'un gel de
Sephadex LH 20 (solvant d’entrainement: chloroforme-méthanol: 3-7). Des sous-fractions de
5 ml gont réunies en fonction de leur similitude de composition en C.C.M. (révélation au réactif
C.A.8.). On obtient ainsi vingt fractions dont cinq ont été purifiées sur C.C.E.

Fraction 10.—La séparation des constituants de la fraction 10 (210 mg) par C.C.E. de silice
(€luant: acétate d’éthyle-méthanol, 90-10) fournit 61 mg d’'un mélange purifié par C.C.E. de
silice (éluant: éther-méthanol, 90-10) pour conduire 2 20 mg de désacétyl akuammiline (7).

Fraction 11.—La fraction 11 (110 mg) est purifiée par C.C.E. de silice (éluant: chloroforme-
méthanol, 95-5) et conduit 3 40 mg de désacétyl-akuammiline (7) et 15 mg d’ajmalicine (1).

Fraction 12.—Les constituants d'une partie (35 mg) de la fraction 12 (160 mg) sont séparés
par C.C.E. de silice (éluants: benzéne-acétate d’éthyle-méthanol, 40-40-20 et chloroforme-
méthanol, 90-10); on obtient ainsi 4,4 mg d’hydroxy 10-désacétyl-akuammiline (10) et 20 mg
de désacétyl-akuammiline (7).

Fraction 18.—La cristallisation de la fraction 13 dans le méthanol fournit 103 mg
d’ajmalicine (1). Les eaux-méres de cristallisation sont chromatographiées sur C.C.E. de
silice (éluant: chloroforme-méthanol, 98-2) et conduisent & 10 mg de tabersonine (6), 8 mg
d’ajmalicine (1) et 2 70 mg d'un mélange. Celui-ci est purifié sur C.C.E. de silice (éluants:
chloroforme-acétate d’éthyle-méthanol, 80-15-5 et éther-méthanol, 97-3). On obtient ainsi
24 mg d’épi-3 ajmalicine (2).

Fraction 14.—Aprés cristallisation de la fraction 14 (160 mg) dans le méthanol, on obtient
67 mg d’ajmalicine (1). Les eaux-méres sont purifiées sur CéE de silice (éluant: (chloro-
forme méthanol 98-2). On isole ainsi 20 mg d’ajmalicine 1 et 5 mg de tétrahydroalstonine (3).

CARACTERISTIQUES SPECTRALES DE L'HYDROXY-10 DESACETYL-AKUAMMILINE (10).—ir, » em™!
(CHCIls): 3000, 1730, 1620 cm™!; uv A max (EtOH): 226, 284, 300; uv » max (EtOH-NaOH 19%,):
230, 305, 346; d.c. N max (EtOH): 275(4), 234(—); sm m/z: 368 (M*:, 100%), 351 (5%), 337
(90%,), 309 (20%,), 277 (15%,), 265 (16%,), 268 (159%,), 196 (8%,); rmn & (CDCl,): cf. tableau 1.
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