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Abstract-Tissue cultures of Vinca minor contain only small amounts of alkaloids and vincamine, 
the major alkaloid of I/: minor plants, is not detectable at all. A lignan-lirioresinol B- is shown 
to be the major constituent of I/: minor and I/ major var. variegatu tissue cultures. 

R&sum&-Nous avons pu montrer que les cultures de tissus de Vinca minor ne contenaient que des 
quantites t&s faibles d’alcaldides. La vincamine, alcaldide principal de cette plante nest pas synthetisee 
in vitro. Le compose majoritaire isole est un lignane, le lirioresinol B. I1 a Cgalement 6te identifie 
dans les tissus de Vinca major var. uuriegata. 

INTRODUCHON 

Nous nous sommes in&es& aux cultures de 
tissus de Vinca minor, dont la plante entiere ren- 
ferme deux alcaldides majoritaires: la vincamine et 
la vincine [I]. Deux series d’experiences ont ete 
realisees: administration de DL-tryptophane 14C-2 
B des cultures de tissus de V inca minor dans le but 
de mettre en evidence la formation de vincamine 
radioactive [2] et extraction dune quantite im- 

portante de tissus mis en culture pendant deux ans. 
Au tours de notre travail, nous avons eu con- 

naissance de publications de Petiard et Demarly 
[3], qui ont ttudie les cultures de tissus de Vinca 
minor provenant de souches analogues aux notres 
et realisees dans des conditions identiques. D’apres 
les chromatogrammes en couche mince (solvant 
B), ils ont indique la presence de vincamine dans 
les cultures de tissus de Vinca minor et suppose 
pour ceux-ci une composition identique a celles 
des feuilles de la meme espece. 

RESULTATS ET DISCUSSION 

Deux experiences ont Cte effectutes. Dans la pre- 
miere, l’extrait brut obtenu a partir des cals de 
tissus mis en presence de DL-tryptophane 14C-2 a 
Cte soumis a une chromatographie en couche 
mince suivie dun comptage direct sur plaque. 
Aucune radioactivite n’a pu etre detectee, except6 
a l’endroit du depot. Dans la seconde experience, 
nous avons ajoute a l’extrait brut precedent une 
quantite connue (1 mg) de vincamine et (0,4 mg) de 
vincine comme entrajneurs. Par comptage direct 
sur plaque, aucune trace de radioactivite n’a pu 
etre decelee au niveau de la vincamine et de la vin- 
tine. 

Ces resultats negatifs ne pouvaient cependant 
pas prouver formellement l’absence de vincamine 
dans les cultures de tissus de V. minor. C’est pour- 
quoi nous avons effect& une nouvelle extraction 
en partant, cette fois, dune quantite importante de 
tissus: 8 kg de tissus frais obtenus au long de deux 
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anntes de culture et lyophilisks ont et& extraits de 
manikrc habituelle. Deux fractions chloroformi- 
ques ont ktt obtenues: l’une 1 (3 g), aprk extrac- 
tion en milieu chlorhydrique, l’autre 2 (100 mg) 

apris alcalinisation. 
La fraction 3 (100 mg), censke contenir les sub- 

stances basiques, chromatographike sur plaque 
avcc plusieurs solvants dont le solvant B [3]. 
montre, aprks rkklation au rt-actif de Dragendorfl: 
de faibles traces de produits trk polaires, mais ne 
prkente aucune tache ayant un R, voisin de celui 
de la vinca mine dCpost‘e comme ttkoin. Le rCsidu 
de I, soumis 5 une chromatographie sur plaque 
avec le mkne solvant B et ri:vtlation au rkactif de 
Dragendorfl; montre des produits de R f analogues 

A ceux de la vincamine comme l’ont dtkrit [-?I, 
mais s’cii diffkrencient cependant aprts rkwklation 
au sulfate ckrique. 

Aprk purification de la fraction 1 par chroma- 
tographies rtspkttes sur colonne et sur plaques, 
deux composks I et 2 ont pu Gtre isolits. MalgrC 
une rkaction positive au rkactif de Dragendorff, 1 
(F = l75Sl X6 ) n’est pas un alcaldide comme le 
montre l’analyse cent&male en C,2H,,0, (M = 
418). Les spectres UV [j .,,,,, \ nm. (log E): 239 (4.12), 
372 (3.40) et 282 (X4)] et IR [KBr ycrn--’ : 3300 

(OH), 1610 (Ph)] et, plus particulikrement, la frag- 
mentation observee dans le spectre de masse, ainsi 

que l’analyse du spectre de R.M.N.. ont permis 
d’attribuer 21~1 composk 1, la structure du liriore- 
sinol B, lignane isok du Liriodendron tulip+w.z 
1141. Cette structure a kti- confirm&e par comparai- 
son avec les donni-es de la littkrature [S, 6). La con- 
figuration ditquatoriale des centres 2 et 6 est ktab- 
lie sans ambiguitk d’aprks le spectre de R.M.N. 
grke d la resonance k champ plus bas des protons 
en 4 et 8 [(S4,lic -4.43 ppm et 3&4,0X ppm)] ainsi 
que par la position du doublet de H-2 et H-6 
(b 4.75 ppm) caractkristiques de cette configuration 
[S-X]. 

Le composk 2, isolk A 1’Ctat de traces, prirsente en 
spectromktrie de masse une fragmentation identi- 
que h celle de 1 (M’ A rnlr = 41 X) et un spectre 
UV identique. La faible quantitk isoke ne nous a 

pas permis de prkiser sa structure. On peut cepen- 
dant afirmer qu’il ne s’agit pas 131 non plus de vin- 

* Les cultures de thus ont it6 cffectkes par I’une d’entre 

nous J.G. dsns le lahoratoire dc Monsieur G. Morel, au 
C.N.R.A. dc Versaillcn. 

camine, mais vraisemblablement d’un isomkre du 

liriorksinol B. 
YMe 

a ’ I OH 
(;;“b-*, ’ OMe 

HO 

hue 
(1 ) Liriore*sinol B 

En conclusion. le compost: majoritaire (O,Ol”,,) 
isoli: ici des cultures de tissus de l’iwa rlli/zo~ L. est 
unlignane, le liriorksinol B. alors yue sculs de faibles 
traces d’alcalo’ides ont pu ?tre dL;tectPes. Le liriore- 
sinol B prksente une grande analogic de comportc- 
ment en chromatographie sur couche mince avec 
la vincaminc. alcalo’ide majoritajre des fcuilles de 
Vinuc n~irwr par sa r&&on inattendue avec le 
rkactif de Dragendorff et par son R, trks koisin 
avec les trois solvants diffk.rcnts utilisks. II S’CII dif- 
ftrencie cependant par rilvklation A l’aidc du rtactif 
ckrique, ou par des migrations rt-p&t&s dans cha- 
cun de ces solvants. Sa prtsence constitue done 
une source d’erreur pour la caractL:risation de la 
vincamine dans les cultures dc tissus dc C’ima 

minor. 

Un essai analogue a C-tk effectual: sur des cultures 
de Vinrcr mujw var. wr~iey~~ta. Le rksidu 2 (30 mg) 
a montrt apt& chromatographie sur plaque la 
prksence de faibles quantitk de substances rkvklkes 
par le rkactif de Dragendorff Le rkidu 1 (100 mg) 
plus important a permis d‘isoler en foible quantitt: 
deux composts dont l’un a t:tk identilit- au lirior- 
&no1 B prkkdemment isok. La prkence dr lirior- 
isinol duns les cultures de l’i~~ctr ~??i/wr n’appnra’it 
done pas comme un phknomknc isok. 

Culturr drs tissu.x* Des t~ges de i’i~tr r~~i/w L. dc dcux ori- 
gines gkographiqueh difErcntcs ant 6te mis en culture suivant 
la technique usuelle sur milieu de Hcller contenant da microCl- 
Cmcnts de Heller, 5. IVY d’ANAi et W, de lait de coca ajoutP 
au moment de la mix en culture. Lcs prcmicrs tests sur cc‘s dcux 
souches ont ttk cffect&s a\cc des cals tl-ansplantks sur milieu 

ne contenant plus que Z 2 S’,, de bit de coca. fla onl rCvkIC une 
composition chimique idrntrque pour Ia deux souchcs. Le tra- 
vail a done Ctk poursuivi sculcmcnt wr I’une d‘elles. alors igke 
de I? mois. L’xcumulation du mat6riel niicessalrc a CtL: clkc- 

tuPe sur un laps de tcmpr de l’ordrc de 2 zns. Lz mlsc cn culture 
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de Vincu mqjor var. uarirya Loudon a &tk effectute de faGon 
identique. 

Exper~rnces &incorporation. 50 cals ont Ct& mis en contact 
pendant 4 hr avec 30 ml de solution nutritive contenant 50 pCi 
de oL-tryptophane indole -214C. Les cals out et& alors Ia& 
B l’eau puis trait& B l’azote liquide avant d’&tre broyts dans un 
mortier avec du sable. La poudre obtenue a et& alcaliniske avec 
NH,OH & lOy& puis &puis&e avec de 1’Cther dans un Soxhlet. 
La phase 6thtrCe est extraite par HCI a 3% et la phase aqueuse 
acide alcalinisi-e par NH,OH et extraite trois fois avec CHCI,. 
Apr6s sCchage, l’extrait chloroformique a Ctt &vapor6 B sec. La 
radiochromatographie en couche mince (plaques de Kieselgel 
Merck MF 254): solvant C,H, ,-Me,CO-MeOH (48: 50: 2), 
compteur Dunnschicht-Scanner Berthold) a &t& realist-e: (a) par 
comptage direct du chromatogramme; (b) apr&s dilution de 
l’extrait avec I mg de vincamine et 0,4 mg de vincine et comp- 
tage sur le chromatogramme. 

Une deuxikme incorporation a ttt effectuCe sur 50 cals mis 
en contact 24 hr avec la solution nutritive radioactive. Les 
rtsultats obtenus dans les deux essais, soit par comptage direct, 
soit apr&s dilution avec la vincamine et la vincine sont identi- 
ques et ne montrent aucune radioactivitb g l’endroit des deux 
alcaldides. 

&traction drs cultures dr tin-us. 8 kg de tissus frais, pesant 
760 g apr&s lyophilisation, ont et6 broyts et percol&s avec EtOH 
& 90’. Aprts concentration de l’extrait, un partage a Ctt effect@ 
entre C,H,, et MeOH-Hz0 (3: I). La phase m&hanolique 
&vapor&e et reprise h l’eau a ttC acidifiCe avec HCI 3 N et 
extraite avec CHCI,. La phase chloroformique a fourni aprts 
st’chage et Cvaporation, 3 g d’un rtsidu I. La phase aqueuse, 
aprCs&alinisation et extraction avec CHCI, a fburni un-rksidu 
2 (100 mg). Le rtsidu I a tti dissous dans C,.H, et la solution 
be&niq;e filtrke sur 20 g de silice Merck d’activit& 2 avec deux 
solvants 1’Cther et MeOH. L’kluat Cthert, contenant des 
graisses, a &ttt &limin&. L’extrait methdnolique pesant I, 100 g a 
&ti chromdtographik sur I2 g de silice Merck d’activitk 2 en 
Cluant avec 1’Cther. puis MeOH. Les fractions &l&es B l’&her 
ont &tt rtunies et apr&s recristallisation dans un mklange 

MeOH-Et,O, ont fourni 36 mg de IiriorCsinol B 1. Les fractions 
blutes par MeOH ont &galem&t et6 reunies (180 mg) et apr&s 
uurification sur plaaues de Kieseleel HF 254 Merck avec le sol- 
iant CHCI,-MkOH (96:4) ont f&rni 10 mg de liriortsinol B 
1 et 8 mg de 2. 

LiriorPsinol B 1 (voir tgalement le texte): Spectre de masse: 
m/r (‘Z,,): 418 (100, M+), 387 (5). 251 (5). 236 (7). 235 (lo), 226 
(7),221 (8),210(16),208(12),203(8), 193(10). l92(26), 183(15), 
I82 (30). I81 (60). l80(16), I68 (15). 167 (55) I61 (17). I55 (9). 
154 (19). I51 (6). Spectre de R.M.N.: (CDCI,) fi ppm: 3,lO (m, 
1 p). 3,8-4,08 (II?, 2 p). 3,9 (s, 3 p). (Ar-Oa,), 4,18-4.43 (m. 2 
p), 4,75 (d, J,, 4 Hz, I p). 5,56 (s, I p-ArOH), 6,6 (s, 2 p). 

Prod& 2. UV I,,,,,,nm: 239, 272, 282 (kpaulement). Spectre de 
masse: m/r (I:,,): 418 (25, M+), 236 (7), 235 (I l), 210 (22), 208 (7). 
193(12), 182(15), I81 (45), l80(21), 168(20), 167(100). I61 (l2), 
l55(15). 154(18). 
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