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tbSTRACT.-The main component of the glycoside fraction isolated from the New 
Caledonian sea-cucumber Neotbyonidium magnum is a new triterpenoid saponin, neo- 
thyonidioside (3). The chemical structure has been elucidated on the basis of chemical and phys- 
icochemical evidence as 3~-0~3-0-mechyl-~-glucopyranosyl-(1~3>~-~-xylopyranosyl- 
( 1~4>~-~-quinovopyrano~y1-( 1~2)-4-0-sulfate-~-~-xylopyranosyl-)-holosta-9( 1 l), 25(26)- 
dien-3p-oI- 16-one. 

Les premiers travaux effectub SUI les constituants chimiques des Holothurides 
(Echinodermes) commencerent, d b  1929, avec T. Yamanouchi ( 1 ) ;  depuis, de nom- 
breuses espkes ont CtC Ctudikes en raison des activitb pharmacologiques phentkes par 
les saponosides isolb de ces animaux. 

La premiere structure complete de deux de ces saponosides, holotoxines A (1) et B 
(2), a kt6 Ctablie et publike en 1976 par I. Kitagawa et coll. ( 2 )  puis corrigke ( 3 ) .  I1 
existe maintenant trente-six structures completes connues, dkrites sous quarante et un 
noms (4 a 14); trois structures supplementaires sont encore incompletes, I’enchaine- 
ment des sucres n’ayant pas kt6 prkisk. Les genines de ces saponosides ont en commun 
un squelette triteqhique: elles ne different que par la nature de la chaine laterale por- 
tke en C,, et par leur fonctionnalisation; les chaines polysaccharidiques, sulfaties ou 
non, comportent deux, quatre, ou six sucres: les quatre mCmes sucres se retrouvent 
gknkralement, le xylose, le glucose, le methyl-3 glucose, et le quinovose. 

De l’extrait hydroalcoolique de 1’Holothurie Neothyonzdzum magnum Ludwig 
(Dendrochirota), recoltke sur la cbte ouest de la Nouvelle-Cal6donie, nous avons isole 
un saponoside sulfate majoritaire (3) dont lagenine est l’holotoxigknol(4): nous l’avons 
appele nhthyonidioside. 

Parmi les saponosides deja decrits, six d’entre-eux possMent I’holotoxigCnol 
comme gknine: isolkes de Stichopus japonicus (Aspidochirota), les holotoxines A (1) et B 
(2)  ( 2 , 3 )  ainsi que les holotoxines A, (5) et B, 6 (10 , l  l ) ,  isolCs de Psolus fabricii (As- 
pidochirota), la psoluthurine A (7) (9)  et le psolusoside A (8) ( 1 2 , 1 3 )  les quatre 
holotoxines ne sont pas sulfatkes, les deux autres saponosides posskclent deux groupe- 
ments sulfate. 

Le nhthyonidioside 3 posskcle un seul groupement sulfate; il a pour formule brute 
C,3H,,0,4S Na. Sur son sm (fab, Figure l), le pic moleculaire apparait 5 MNa+ 1179, 
les autres fragments observb etant A mlz 1077 (MNa-NaS03), 625, 609, 493, 477, 
45 1 ,  et 33 1 ;  tous ces pics, a l’exception de celui A mlz 45 1 ,  correspondent a des frag- 
ments accompagnb d’un atome de sodium ( + 2 3 ) :  lorsque le spectre est enregistre en 
prisence de KCI, tous les fragments, saufcelui a mlz 45 1 ,  sont augmentb de 16 unitb. 

‘Partie VI. G .  de Nanteuil, A. Ahond, C. Poupat, P. Potier, M. Pusset, J. Pusset, et P. Laboute, 

’Communication prkliminaire p r k n t k  au Ve Symposium International de Chimie Marine 
Tetrabedmn, 41, 6035 (1985). 
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FIGURE 1. Spectre de masse fab kms glycCrol 

Sur le spectre ir, on note la prbence d’une bande intense i 3400 cm-’ (hydroxyle), 
d’une large bande B 1740 (carbonyle) et de bandes B 1240 (sulfate) et 1025 cm-’ (ether). 
Aucune absorption n’est dtkelable en uv au-deli de 210 nm. Le double effet Cotton 
nkgatif observe sur le spectre de dc ( A ~ ~ ~ ~ = - 5 , 4 9  et 12,06) confirme la 
prksence d’une cyclopentanone (15) et d’une y-lactone (16). 

Lhydrolyse acide du melange brut de saponines, dans lequel le niothyonidioside est 
largement majoritaire, fournit deux gknines connues: la stichopogknine A, (9) (15 , 16), 
produit majoritaire, et la stichopogknine A4 (10) ou holotoxinogknine (15,16). La 
mkthanolyse acide de 3 fournit kgalement 9 et 10 mais leproduit majoritaire obtenu est 
la 0-methyl-25 holotoxinogknine (11) (9,15,16); la caractkrisation de ce dernier com- 
pose a ktk complktk: elle figure en partie exfirimentale. 

On admet que les composks 10 et 11 sont produits lors de I’hydrolyse ou de la 
mkthanolyse par hydratation ou alcoylation d’une double liaison 24,25, elle-mCme 
issue de la migration d’une double liaison 25,26 (16). De cette hydrolyse, on a donc 
dMuit que la gknine de 3 portait une double liaison en 9,11, un groupement cktonique 
en position 16 et une autre double liaison en 25,26, ce que confirme l’examen du spectre 
de rmn13C. 

Les sucres obtenus par hydrolyse du melange ont ktk acktylb et identifib aux 
xylose, quinovose, glucose, et methyl-3 glucose; il est i noter que, d’apres les carac- 
tkristiques spectrales du compos6 3 (en particulier sm et rmn13C): le glucose est absent 
de la chaine polysaccharidique du niothyonidioside. 

Sur le spectre de rmn’H du nkothyonidioside 3 on remarque, outre les cinq sin- 
gulets de mkthyles i 1,lO (Me-19), 1,24 (Me-21+Me-30), 1,53 (Me-27), 0,73 (Me- 
28), 0,92 (Me-29) ppm un doublet de trois protons i 1,57 ppm (I=5 Hz) attribuk au 
mkthyle en C-5 du quinovose, un singulet de trois protons i 3,63 ppm attribuk au 
mkthyle du mkthyl-3 glucose, un singulet kpais de deux protons (W%=3,5 Hz) i4 ,63  
pprn attribuk aux protons du mithybe e m  C-26, et un singulet kpais de un proton 
(W%= 10 Hz) B 5,17 pprn attribue au proton en C-11. Les protons anomkriques des 
sucres rksonnent a4 ,33  (d,]=7 Hz, H-l’), 4,58 (d,J=7 Hz, H-l”), et 5,23 ppm(d, 
J=7 Hz, H-1”“); le signal du proton H-1”’ disparait sous celui de I’eau. 

Le spectre de rmn13C (Tableau 1) prksente de grandes analogies avec celui de la 
psoluthurine A (7) de Garneau et coll. (9) dans sa partie gknine et celui d’un produit 
d’hydrolyse enzymatique 12 de l’holotoxine A, dkcrit par Maltsev et coll. ( 1  2) dans sa 
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partie polysaccharidique. Nos attributions different seulement de celles de Garneau au 
niveau des methyles C-28 et C-29. Compte tenu des rksultats de I'hydrolyse, la sm a 
permis de fixer I'enchainement des sucres et de localiser le sulfate s u r  le xylose directe- 
ment lie i la gknine. La position exacte du sulfate a kt6 dktermink par rmn13C: les 

Atome 

C 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
11 
12 
13 
14 
15 

TABLEAU 1. 

36,O 
26,8 
88,7 
39,4 
52,7 
21,9 
28,3 
38,6 

15 1,4 
39,6 

111,o 
31,9 
55,7 
41,9 
51,9 

Spectres de Rmn13C Enregisti-& dans C,D,N' 

7(9) 

213,9 
61, l  

176,4 
20,9 
83,4 
23,O 
38,1 
22.1 
37,7 

145,3 
110,4 
27,9 
17,4 
26,6 
20,5 

- 

- 

- 
L2( 11) 

105,5 
83,9 
77,9 
71,O 
66,5 

105,5 
76,5 
75,7 
86,O 
7 1,9 
18,l  

1049 
73,5 
87,8 
69,2 

3 c  

105,6 C"'5 
83,6 C""1 

76 C""2 
73,8 C""3 

C""5 

76,6 C""6 
75,l  OMe 
86,2 
71,l  
18.2 

105,3 
72,l  
88,2 
6 9 3  

64,4 C""4 
105,5 

Composes 

'Spectres de bruit (BB) et "spin-echo" (20). 
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seules diffkrences observkes au niveau des sucres entre les compos& 12 et 3 mnt mo- 
destes et concernent les C-3', C-4', et C-5'; elles sont en faveur d'une localisation en C- 
4' du groupement sulfate. 

Ces rbultats sont en accord avec la structure 3 props& pour le nhthyonidioside. 

PARTIE EXPERIMENTALE 
Les spectres uv ont CtC enregistrb dam I'EtOH, les spectres ir en film ou aprk pastillage dans le KBr. 

Les spectres de rmn du 'H ont ttt enregistrb i 400 MHz sur appareil expkimental I.E.F. (18,19) et celui 
de I3C i 50, 32 MHz sur appareil Bruker. Les sm (i.e.) ont CtC rMi& sur appareil Kratos MS50, 70 eV 
sous une tension de 8 kv ou (fab) sur spectrographe Kratos MS80 en suspension dans le glycCrol, en mode 
positif. Les points de fusion ont CtC mesurb au microscope chauffant Reichert Thermovar. 

MAT~RIEL ANIMAL.-N. m g n w m  a CtC rkolt.4 a I'ile Nou, sur la cBte Ouest de la Nouvelle- 
CalMonie; un khantillon est conservC au Centre ORSTOM de Noumia, sous le no. EH 257. Lidentifica- 
tion du mattriel a CtC faite par G. Cherbonnier, du M ~ s h ~ n  National d'Histoire Naturelle de Paris (17). 

EXTRACTION ET FRACTIONNEMENT.-~ holothuries (2,95 kg), fraichement r k o l t h ,  sont 
b r o y h  puis extraites successivement par I'eau et le mClange eau: EtOH B 90% (1: 1; 23 litres). Aprk dt- 
graissage par I'hexane, I'extrait hydroalcoolique a ttt acidifit B pH 5 par HCI 2 N puis extrait par le R- 
BuOH sat& deau (9,8 litres). La phase butanolique a ttt concentde au tiers, additionnk d'Et,O (9,8 
litres) puis extraite par I'eau (4 X 1,65 litres). La lyophilisation de la phase aqueuse a fourni 1,7 g dextrait 
brut (saponines+sels mintraw). 

Les saponosides ont Cttt d@ par chromatographies successives sur dice  neutre (Merck, art. 7736) et 
sur d ice  greffke (Merck, Lichroprep RP8); les solvants utili& ont CtC le mtlange CHC1,-MeOH (65:35) et 
le mtlange MeOH-H,O en proportions variables. Le nhthyonidioside 3, majoritaire, a C t t  purifit par clhp 
(colonne de d ice  greffk, Resolve C-18, Cluant MeOH-H,O, 55:45): 32 mg ont CtC obtenus qui cristalli- 
sent du melange EtOH-H,O. 

HYDROLYSE ACIDE DES sApoNosIDES.-1'Extrait (230 mg) brut lyophilid a et6 dissous dans 30 ml 
HCI 2N et la solution chauffk B 100" pendant 2 h. Le pH est ament a 6-7 par NaOH 2N: les gCnines pd-  
cipitent dans le milieu. Le pkipitC est traitCpar du toluknechaud Bplusieurs reprises: aprks distillation du 
solvant, il reste 38 mg de ghines brutes; aprk &paration sur  gel de d ice  (c.c.e.), 6,2 mg de 9 et, 3,2 mg 
de 10 ont CtC obtenus. StichopgCnines A, et A4 ont CtC identifib par comparaison de leurs caracteris- 
tiques spectrales avec celles dCjh dkrites (15,16). 

Le filtrat, qui contient, entre autres, les sucres, est hapor6 A sec et le &idu trait6 par 2,5 ml de Ac,O 
en prkence de pyridine P temp6rature ambiante pendant 48 h. Aprk extraction on obtient 115 mg de brut 
qui sont soumis a une c.c.e. (silice neutre, migration dans hexane.-AcOEt, 7:3); les acktates de glucose, 
xylose, quinovose, et mCthyl-3 glucose ont Ctt dparb et identifib selon les mCthodes classiques et par 
comparaison avec des khantillons de r6fCrence. 

M~THANOLYSE DE 3.-Le saponoside 3 (6 mg) a CtC dissous dam 5 ml de HCI 0,2N dans le MeOH 
anhydre et a1 solution c h a d &  a 50" pendant 24 h. Du Aidu obtenu aprk haporation du solvant et trait6 
par chromatographie sur plaque tpaisse de gel de silice sont &parr% 2, l  mg de 11. 

N~OTHYONIDIOSIDE 3.-F=241-243" (EtOH/H,O); UD-73" (C,H,N, c=0,49); C53Hs1024S 
Na; ir (KBr) Y cm-' 3400, 1740, 1240, 1025; uv (EtOH) pas dabsorprion audeli  de 210 nm; sm (fab) 
mlz 1179 (MNa+) 1077, 625, 609, 493, 477, 451, 331; dc (MeOH, c=O,16); A max nm (AE) 
228(- 12,06), 266(- l,59), 306(-5,49); rmn 'H (C,D,N) 6,, 5.23 (d,J=7 Hz, C,-H), 5,17 (5. Cp., 
W%=10 Hz, C,,-H), 4,63 IS. Cp., w % = 3 , 5  Hz, 2H, C,,-H(2)1, 4,58 (d,J= 7 Hz, C1-H), 4,33 (d, 
J=7 Hz, C,,-H), 3,63 (s, 3H, OMe), 1,57 (d,]=5 Hz, 3H, C,--H), 1,53 [s, 3H, C2,-H(3)7, 1,24 Is, 6H, 
C2'-H(3)et C3,-H(3)], 1,lO [s, 3H, Cl,-H(3)1, 0,92 Is, 3H, C2,-H(3)], 0,73 Is, 3H, C,,-H(3)1; rmn13C 
(C,D,N, 50,32 MHz) voir Tableau 1. 

MBmoxu-2s HOLOTOXINOG~~NINE (11).-F=232-4" (MeOH); a, - 100" (CHCI,, c=O, 13); 
C3'H4,05; ir (film) Y cm-' 3440, 1750; uv (EtOH) pas d'absorption audeh  de 2 10 nm; sm (Le.) d z  500 
(M+), 485, 462, 453, 435, 109, 73, 69; dc (MeOH, c=O,19); A max nm (AE), 213(0), 232(-7,76), 
265(-0,92), 307(-4,87), 340(0); rmn 'H (CDCI,) 6,, 5,30(s. Cp., lH ,  w?h=5 Hz, Cll-H), 3,24 
(dd, 1H,]= 12 et 4 Hz, C,-H), 3,2@s, 3H, C3'-H(3)], 2,55111-1, 2H, C12-H(2)1, 2,30(d, lH,J=16Hz, 
C,,-H), 2,08(d, 1H,J=16 Hz, C15-H), 1,43[~, 3H, C,i-H(3)], 1,21Is, 3H, C,o-H(3)1, 1,16[~, 3H, 
C,,-H(3)1, 1,15b, 3H, C,6-H(3)1, 1,01Is, 3H, Ci,-H(3)1, 0,91Is, 3H, C,9-H(3)1, 0,86Is, 3H, C28- 
H(3)I. 
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