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ABsTRACT.-The structure of annomontacin 111, a novel monotetrahydrofuran fatty acid 
y-lactone (acetogenin) isolated from the seeds of Annona montana, was determined by spectral 
analysis. The cytotoxicities in vitro of annomontacin {l], annonacinone [21, and annonacin 
were measured against murine leukemia L12 10, human breast adenocarcinoma MDA-MB23 1, 
and human breast carcinoma MCF7 cell lines and compared with adriamycin. 

Des acCtogCnines y-lactone-bistetrahydrofuranniques comportant deux longues 
chaines aliphatiques, isolees des Annonacees, prksentent une forte activite cytotoxique 
sur les cellules cancireuses, et elles sont actuellement soumises a une evaluation en tant 
qu’agents antinkoplasiques potentiels (1-4). 

Des graines de I’Annona montana Macf. (Annonacees) recoltkes en Guyane, nous 
avons prkcedemment isole deux nouvelles acetogenines, l’annomonicine et la mon- 
tanacine (5), ainsi que deux acktogknines connues, I’annonacine (6) et la 
goniothalamicine (7). Elles appartiennent au groupe des acCtogCnines y-lactone- 
monotetrahydrofuranniques connues depuis 1987 (4,6). Leur nombre s’elkve a quatorze 
avec les acCtogCnines recemment publiees, I’annonacinine, I’isoannonacine, et I’isoan- 
nonacinone qui viennent d’Ctre isolees de I’Annona densicom (2), la squamone (8), 
I’annonacine A et I’annonastatin (9,lO) de I’Annonasquamosa, la murisoline de I’Annona 
muricata (1 1) et les uvariamicine I ,  11, et 111 de 1’Uvaria narum (12). 

Poursuivant une etude des graines de I’A. montana, une nouvelle acktogknine que 
nous avons nommCe annomontacine fl}, ainsi que l’annonacinone 121 citke ci-dessus 
(0,O 1 et 0,04%; poids sec) ont C t C  isolees. Ces acCtogCnines possedent, tout comme cel- 
les isolees prkcedemment (5), une activite cytotoxique sur les cellules de la leuckmie 
murine L12 10, d’un adknocarcinome mammaire humain MDA-MB23 1, et d’un car- 
cinome mammaire humain MCF7. 

L’annomontacine fl] est un solide blanc, F 34-36’, { a } ” ~  4-81” (MeOH, 
c = 1 ,O). La formule brute C,,H,,O, a et6 dkduite du pic pseudo-moleculaire IMH7+ 5 
mlz 625,5 109 (calculC 625,5043) en smhr par fab. Sur le smic-CH4, [MH]+ a m/z 625, 
68%, les pics a mlz 607 (42%), 589 (42), 571 (53), et 553 (19), resultant de la perte 
successive de quatre molkcules d’eau, indiquent la presence de quatre hydroxyles. Le 
spectre de rmn du 13C confirme la presence de quatre carbones hydroxyles, par les sig- 
naux a 69,85, 7 1 3 0 ,  74,09, et 74,32 ppm. 

Sur les spectres de rmn (CDCI,) du ‘H, du I3C (300 et 75 MHz respectivement, 
Tableau l), du ‘H-’H et du ‘H-% 2D corre16 de I’annomontacine 111, I’enchainement 
de la y-lactone a,p-insaturke y-methylee et a-subst i tde (Figure 1) a et6 dkmontre par 
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TABLEAU 

Atomes 

1 . .  . . . . . . . 
2 . . . . . . . . . 
3a . . . . . . . . 
3b . . . . . . . . 
4 . .  . . . . . . . 
5 . .  . . . . . . . 
6 . .  . . . . . . . 
7 . .  . . . . . . . 
8 . .  . . . . . . . 
9 . .  . . . . . . . 
10 . . . . . . . . 
11 . . . . . . . . 
12 . . . . . . . . 
13 . . . . . . . . 
1 4 . .  . . . . . . 
15 . . . . . . . . 
16 . . . . . . . . 
17 . . . . . . . . 
18 . . . . . . . . 
19 . . . . . . . . 
20 . . . . . . . . 
21 . . . . . . . . 
22 . . . . . . . . 
23 . . . . . . . . 
24 . . . . . . . . 
25 . . . . . . . . 
26-29 . . . . . .  
3 0 . .  . . . . . . 
31 . . . . . . . . 
32 . . . . . , . . 
33 . . . . . . . . 
34 . . . . . . . . 
35 . . . . . . . . 
36 . . . . . . . . 
37 . . . . . . . . 
Ac . . . . . . . . 

a4Les valeurs sont 
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1. Rrnn du 'H et du I3C (CDCI,, 300 et 75 MHz). 

Cornpods 

1 2 

'H '3c Ac 'H ' 3c 
c=o 174,40 C=O 174,40 

- 131,lO - 131,lO 
2,38ddd, 14 ;8 ;1  33,31 2,51111 33,37 
2,5 1 ddd, 14;4; 2 
3,82111 69,85 5, IOdq, 2; 6 69,75 
1,48111 37,36 1,55111 37,08 
1,25111 25,48 1,23111 25,54 

" 29,23 " 28,72 
" 25,48 " 23,62' 

1,35m 37,22 1,55111 42,61 
3,60111 71,80 4,85quint . ,6  211,39 
1,35111 37,22 1,55m 42,61 
1,25rn 25,48 1,23111 23,75" 

" 29,33 " 22,65 
" 29,33 " 33,1zb 
" 25,48 " 73,76' 

1,35111 33,31 1,55111 82,55 
3,40rn 74,09' 4,85 dt,  12; 6 28,0gd 
3 ,78m 82,66 3,95111 28,9Eid 
1,65111 1,9511-1 28,09b 1,65m 1,90111 82.55 
1,6511-1 1,95111 28,75b 1,65111 1,90111 74,05' 

3,40111 74,32" 4,85 dt,  12; 6 25,21 
1,35111 33,31 1,55111 29,30 
1,25m 25,48 1 ,23m 29.63 

2,54 rn 

3,78111 82,66 3,9511-1 33,37b 

" 29,33 " 

" 29.63 " 

" 3 1 3 9  " 22,65 
3 1 3 9  " 14,10 

" 22,66 " 151,90 
0 , 8 6 t 7  14.09 0 . 8 7 ~ 7  77,98 
7,19d 1 151,88 7,07d 1 19,07 
5,07dq7;  1 78,02 5,00dq7;  1 - 
1 ,39d7  19,07 1 ,40d7  . - 

" 

- - 2,02 2,04 2,08 (2) - 

interchangeables sur une rnErne colonne. 

les signaux suivants: 2,38 (H-3a) et 2,5 1 (H-3b) correlb avec ceux a 3,82 (H-4), 7,19 
(H-35), et 5,07 pprn (H-36), ce dernier coupleavec un mkthyle A 1,39 ~ p m , J ~ ~ - ~ ,  = 7 
Hz. Le carbone asymktrique cr6e par l'hydroxyle en 4 entraine des signaux distincts 
pour deux protons en 3 avec les constantes de c ~ u p l a g e J ~ ~ ~  = 8 = 4 Hz ainsi 
que J3a-35 = 1, J3b-35 = 2 etJ3a-3b = 14 Hz. Ces protons sont corrklks aux signaux a 
33,31 (C-3) et 69,85 (C-4) pprn sur le spectre de rmn 'H-13C 2D. 

Un enchainement de 17 a 22 comportant un cycle tetrahydrofurannique et deux hy- 
droxyles est mis en evidence par les signaux suivants: 2 H  en 17 et 22 a 3,40 ppm lies 
aux2CHzen 1 6 e t 2 3 a  1,35ppmd'unepart ,etaux2Hen 18etZla3,78ppm,d 'autre  
part. Ces derniers sont correlesavec 2 signaux a 1,65 pprn desaH en 19 et 20 et a 1,95 
pprn des deux autres protons en 19'et 20. Sur le spectre de rmn 'H-*''C 2D, les 2 car- 
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376(6) 

389(11) 319(31) 
I -bo 

37 

1 

FIGURE 1. Fragmentation en smic-CH, de 1 

2 

bones hydroxyles en 17 et 22 resonnent a 74,09 et/ou 74,32 ppm et les C- 18 et C-2 1 du 
cycle THF a 82,66 ppm. Deux chaines aliphatiques ont ete mises en evidence par un 
triplet d’un methyle en 34 a 0,86 ppm et par des multiplets centres a 1,25 et 1,35 ppm 
(CH, en a de OH). L’hydroxyle restant est isole au milieu de la chaine. En effet, le pro- 
ton a 3,60 pprn est lie a deux methylenes a 1,35 pprn sur la carte COSY et correle au car- 
bone hydroxyle a 7 1,80 ppm. 

Le spectre de rmn du ‘H du derive tetraacetyle de l’annomontacine 111 confirme la 
presence d’un cycle THF. Quatre protons gemines a fonction acetoxyle sont deblindb a 
4,85 pprn (3H en 10, en 17 et en 22) et 5,10 ppm (H en 4) .  Par contre, les 2H en 18 et 
2 1 du cycle THF se detachent en se deplagant legerement a 3,95 ppm. 

La position des hydroxyles et la longueur des chaines de l’annomontacine [11 ont ete 
determinees par I’etude du smic-CH4, dont le resultat est resume Figure 1 .  Les frag- 
mentations aux niveauxa et b produisent des pics a m/z 199,425,  et 269 et 355, respec- 
tivement. Par suite, les chaines aliphatiques en 2 1 et 18 du cycle tetrahydrofurannique 
sont constituees de 13 carbones avec un hydroxyle d’une part et 15 carbones comportant 
trois hydroxyles et un cycle y-lactonique a,p-insature et y-methyle, d’autre part. La 
coupure au niveau c donne naissance a des pics a m/z 24 1, 223 et 205, resultant de la 
perte de deux molecules d’eau, indiquant ainsi la position d’un hydroxyle en 10. Le 
smhr-ie confirme les positions des hydroxyles en 10 et en 17 par des fragments d z  
24 1,144 1 pour la formule brute C ,  ,H, ,04 (calcule 24 1,1440), t d z  355,2490 pour 
C,,H,,O, (calcule 355,2485), m/z 337,2373 pour C2,,H,,04 (calcule 337,2379) et 
m/z 269,2484 pour C,,H,,O, (calcule 269,248 1 ) .  La difference de 7 0  u.m.a. entre d z  
199 et m/z 269 represente bien un fragment tetrahydrofurannique. Le smic-CH4 de 
l’annomontacine acetylee, [MH)+ a m/z 792 (0 ,5%) ,  confirme la presence de quatre 
groupes acetoxyles par quatre penes successives d’acide acetique (60 u.m.a.)  a d z  733 
(100%), 673 (50), 613 ( 9 )  et 553 ( 3 )  et leurs positions en 4 ,  10, 17 et 22 par les frag- 
mentationsauxniveauxa, b,  c ,  e tequidonnentdespicsa tdz551(17%),  31 1 (3 )e t481  
( 4 ) ,  325 ( 2 )  et 11 1 (6 ) ,  respectivement. 

Sur le spectre de rmn du ‘H de la tetraacetylannomontacine, les deplacements 



970 Journal of Natural Products [Vol. 54,  No. 4 

L12 10 

chimiques du H en 18 et du H en 2 1 sont a 3,95 ppm, ce qui suggere une configuration 
trans de ces deux protons d’apres la methode de Hoye et collegues (13,14).  De plus, 
nous avons precedemment observe une relation entre la configuration relative et les 
spectres de rmn (CDCI,) du ‘H et du ”C de la partie bistetrahydrofurannique des 
acetogenines ( 5 )  par I’analyse des donnees dkcrites ( 13-15). Les deplacements 
chimiques moyens de C-2 et C-5 du cycle THF sont de 83 et 8 1 pprn (A6 ca. 2 ppm) 
pour I’isomtre cis et 83 et 82 pprn (A&< 1 , 5  ppm) pour isomere trans. Des methines en 
a du THF, en rmn du ‘H et du I ’C,  resonnent a 3,80 et 7 2  pprn pour les configurations 
relatives 2-a  erythro et a 3,40 et 7 4  pprn pour 2-a threo. 

Les valeurs de I’annomontacine 113 correspondant a ces 4 positions 17, 18, 2 1, et 
22: 3,40 et 74,09  (ou 74,32); 82,66; 82,66; 3,40 et 74,32 (ou 74,09)ppm, nous con- 
duisent aproposer les stereochimies relatives 17- 18-2 1-22 threo-trans-threo (Figure 2). 

MDA-MB23 1 MCF7 

H O H  
t h i o  tram th io  

FIGURE 2. Configurations relatives de I’annomon- 
tacine 111 (un sed  enantiomere est rep- 
resente). 

Adriamycine . . . . 
Annornoncacine 111 . 
Annonacinonr [21 . . 
Annonacine . . . . . 

L’annonacinone E21 posskderait les memes configurations relatives 15- 16- 19-20 
threo-trans-threo d’apres les deplacements chimiques correspondants suivants: 3,40 et 
73,76 (ou 74,05); 82,55; 82,55; 3,40 et 74,05 (ou 73,76)  et H-16 et H-19 de triace- 
tate: 3.97 pprn [Tableau 1 et Xu et a/.  (2 ) ] .  La configuration des trois autres centres 
chiraux n’a pas ete determinee. 

L’activite cytotoxique in vitro des acetogenines 1 et 2 a ete examinee sur des lignees 
de cellules cancereuses, I’adriamycine etant prise pour reference. Les resultats sont indi- 
ques dans le Tableau 2.  On observe que I’annomontacine [l] et I’annonacinone [2] pos- 
sedent une activite inhibitrice legerement plus forte que celle de l’adriamycin sur les 
cellules leucemiques murines L 12 10 et elles sont nettement moins toxiques que I’an- 
nonacine. La cytotoxicite des acetogenines 1, 2 et de I’annonacine sur les cellules de 
I’adenocarcinome mammaire humain MDA-MB23 1 est comparable a celle de I’ad- 
riamycine. L’annomontacine [l] I’annonacinone 121, et l’annonacine sont moins 
toxiques et inhibent moins la croissance des cellules d’un carcinome mammaire humain 
MCF7 que l’adriamycine. 

Les acetogenines monotetrahydrofuranniques sont moins toxiques, excepte l’an- 
nonacine, que ne le sont les derives bistetrahydrofuranniques (3,4,16).  Leurs dosages 
s’en trouvent facilites et leur utilisation en therapeutique peut, des lors, Ctre envisagee. 

2.38 X l o - ’  5,48 X lo.-’ 4,47 X lo-’ 
2,97 X lo-’  3.77 X lo-’ 4.50 X lo-’  
4,86 x IO-’ 8,15 X IO-’ 3.01 X l o - ’  
1,76X 8,35X IO-’ 1.47 X l o - ’  
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PARTIE EXPERIMENTALE 
GENERAL1TES.-Points de fusion determines sur microscope Reichert. Pouvoirs rotatoires mesures 

sur polarimetre Schmidt-Haensch, type Polartronic I. Spectres enregistres sur les appareils suivants: uv, 
Unicam SP 1800; ir, Perkin-Elmer 257; rrnn, Bruker AC 300TF ( ' H :  300 MHz, "C 75: MHz); 5m, VG 
Micrornass 70; srnhr, V.G. Analytical MM ZAB-HF. 

MATERIEL VEGETAL.-~S graines de I'A. montunu ont ere recoltks a Tonate, Guyane fraqaise, en 
juin 1980. Des echantillons d'herbier sont deposes sous la reference HJ 2258 au Museum National d'His- 
toire Naturelle de Paris. 

EXTRACTION ET 1SOLEMENT.-LeS graines pulverisks (2,65 kg) ont ere extraites, au Soxhlet, par 
I'ether de Htrole puis par CH,CI,. L'extrait a I'ether de p6trole a ete concentre; les precipites obtenus ont 
ere essorffi (20 g)  et reunis au residu de I'evaporation de I'extrait au CH,CI, ( 17 1 g). L'ensemble a ete 
chromatographie plusieurs fois sur colonne de d i c e  en eluant par un melange CH,CI,-MeOH (95:5- 
90: 10) ou CH,CI,-THF-MeOH (85: 10:5). Les acetogenines ont ete eluks d'une colonne dans I'ordre suiv- 
ant: l'annonacinone 121, L'annornontacine I l l ,  l'annonacine, la goniothalarnicine, l'annomonicine, et la 
rnontanacine. Elles ont ete purifiks sur colonne ou ccrn preparative de silice, en eluant par CH,CI,-THF- 
MeOH (85: 10:5) et revelant par le reactif de Kedde ou la vanilline sulfurique. Nous avons obtenu 0.48, 
0.16, 5,30, 0,44, 0 ,15 et 0.66 g ,  respectivement, des acetogenines pures. 

Annomontucrn [l].-Uv: h rnax (MeOH) 224 nm (log E 4.22); ir (KBr): 1640 et 1745 crn 

ESSAI BIOLOGIQUE.-LPS cytotoxicites ont ete determinks au Laboratoire de Physiologie-Phar- 

' 

macoiogie de la Faculti de Pharrnacie de Grenoble. 
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