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Identification of short side chain sterols in the sponge Damiriana hawaiiana 

Summary 
The steroidal composition of the sponge Damiriana hawaiiana is examined. 

Twenty-seven components are identified. In addition to the (&-CZ9, A*-mono and 
diunsaturated sterols, the sponge contains sterols without side-chain: androsta- 
5,16-dien-3/3-01 (l), androst-5-en-3P-o1(2); sterols with a non-functionalized side- 
chain consisting of two, three, four, five and six carbon atoms: pregna-5,20-dien- 
38-01 (5), pregn-5-en-3P-o1(6), 23,24-bisnor-chola-5,20-dien-3,B-ol(7), 23,24-bisnor- 
cho1-5-en-3P-o1(8), 24-nor-chol-5-en-38-01 (lo), chol-5-en-3P-01 (ll), 26,27-bisnor- 
cholest-5-en-3j?-ol(12), and sterols possessing a short oxygenated side-chain such as 
3~-hydroxy-androst-5-en-l7-one (3), androst-5-en-38,17j?-diol(4) and 3,B-hydroxy- 
26,27-bisnor-22-trans-cholesta-5,22-dien-24-one (14). The probable biological or 
dietary origin rather than artifact production of these hitherto undescribed 
components from marine sources is supported by their relatively high concentration 
and their relative proportions, both very different from those expected for 
autoxidation. 

Introduction. - Poursuivant nos travaux [2-41 sur la recherche de nouveaux 
steroi‘des marins en tant que ccchainons manquants)) potentiels dans certains 
processus biosynthktiques [5] [6] nous avons examine les composants de l’eponge 
Damiriana hawaiiana. Parmi les 27 sttrols identifies, plus de la moitit possedent 
soit une chaine laterale courte non fonctionnaliske, soit un atome d’oxygene 
additionnel dans la chaine laterale. Diverses hypotheses sur leur origine seront 
discutees. 

’) ‘Minor and Trace Sterols in Marine Invertebrates’, Partie 4, Partie 3: [ I ]  
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Tableau. Sttrols identij2s dans l'tponge Damiriana hawaiiana 

Sterols M+ Nombre Fractions CLHP. (1 a 11) Temps de rkt. Pourcentage 

147 1 

atomes et de chromatographie sur rel. en CPV. dans le 
de carbone colonne (A a D) analyskes OV25-3%-265" melangea) 

par CPV./SM. 

1 212 c 1 9  2 et B 0,16 0,4 
2 214 c19 2 et B 0,17 3,1 

5 300 c2 I 3 0,24 0,4 
6 302 c2 1 4,5 et B 0,25 0,7 

3 288 c19 1 et C 0,43 0,6 
4 290 c 1 9  1 e t D  0,43 0,6 

7 314 c 2 2  4 0,39 0,5 
8 3 16 c 2 2  6 et B 0,34 0 2  
9 3 16 c2 1 1,2 et C 0,62 6 7  

10 330 c23 B 0,44 0 2  
b, 330 b, 1,2 et C 0,78 0,5 
11 344 c 2 4  6 et B 0,53 0,5 
12 358 c25 B 0,68 t") 
13 370 c26 6 e t A  0,71 0 2  
14 370 c 2 5  2 et C 2,Ol 2,1 
15 382 c2 7 5 et D 1,41 0,4 
16 384 c21 I et A 0,96 1 2  
17 3 84 c27 6 1,47 td) 
18 386 c 2 7  9 et A 1 ,o 45,1 
19 398 c28 7,8 et A 1,17 5,9 
20 400 c28 10 et A 1,29 4,3 
21 400 c 2 7  2 et C 2,36 1 ,o 
22 400 c 2 7  5 et D 2,89 0,8 
23 402 c 2 7  3 e t D  2,12 4,9 
24 412 c29 9 e t A  1,43 3.7 

26 420 c27 2 4,4 1 td) 
21 430 c29 4 3,19 0 2  

25 414 c29 1 1  e tA  1,59 14,4 

") 

b, Non identifie. 
c, 

d, Traces ( Q 0.1%). 

CalculC par pesee des pics CPV. du mClange initial et des fractions recoltCes par chromatographie 
sur colonne. 

Traces; seul le pic molkculaire est detect6 par CPV./SM. (melange avec 9), le temps de retention 
relatif en CPV. est identique a celui d'un echantillon authentique. 

RCsultats. - Une Cponge orange vif, causant de violentes demangeaisons et 
enflures lorsqu'elle est manipulie a main nue, a etC collectee en janvier 1972 a 
Kaneohe Bay, Oahu et identifiee par le Dr. Ole Tendal, MusCe zoologique, Univer- 
site de Copenhague, comme Ctant Damiriana hawaiiana dkcrite en 1950 par 
Laubenfels. 

L'Cponge fraiche est extraite a l'ethanol. L'extrait concentrC est partage entre 
eau et Cther. Le residu de l'extrait CtherC est chromatographit sur colonne de gel de 
silice. Le melange de stCrols (740 mg), clue avec CH,C12/MeOH 99: 1, est analyse. 

Des fractions enrichies en stCrols presents en quantite mineure, sont obtenues 
par chromatographie liquide a haute pression en phase inversee (CLHP.) du 
melange brut; les fractions sont analyskes par chromatographie en phase gazeuse 
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Schema 

HO 

2 R = H  

3 R = O  

4 R=OH (b) 

5 R =  f 
6 R =  ( 
7 R =  y’ 
8 R =  y 
9 R =  yo 

10 R =  y‘ 20 R= 

11 R =  21 R= T‘K( 
12 R =  7 23 R =  -OH 

13 R =  & 24 R =  

14 R =  y‘31 25 R= Y+ 
27 R= &OH 16 R =  r\“‘f 
28 R =  yoH 

19 R =  

HO dP#N&o& 1 15 17 22 H6 OH 26 

avec detection par spectrometrie de masse (CPV./SM.) (Tableau, Schema). Une 
separation partielle par chromatographie sur colonne de gel de silice est Cgalement 
effectuee (Tableau). Pour illustrer la separation en chromatographie sur couche 
mince (CCM.), les Rf des sterols 2, 5, 6, 7, 8, 10, 11, 12 sont 0,93 f 0,02 par rapport 
au cholesterol 1,0, alors que ceux de 3,4 ,9 ,  14 sont respectivement 0,65,0,45,0,74 et 
0,74. 

Les techniques de separation utiliskes ici ont deja fait l’objet d’une publication 
[ 2 ] .  Les sterols A chaine laterale courte, de mCme que ceux possedant un oxygene 
dans leur chaine laterale sont recoltks dans les premieres fractions de CLHP. 
(fractions 1 a 6, Tableau). 11s sont ainsi separables des sterols majeurs du melange et 
mCme separables entre eux suivant leur degre d’insaturation ou leur poids 
mokculaire. 11s sont isolks en quantitk plus importante par chromatographie liquide 
sur colonne de gel de silice; sur ce type de support et avec les Cluants utilisCs 
(voir partie exper.) ces sterols migrent en effet plus lentement que les sterols 
ctnormauxii. 

L’identification de chaque sterol du melange est basee sur la comparaison 
avec des composes authentiques: temps de retention relatifs en CPV. (coinjection) et 
CLHP., ainsi que Rf en CCM. La spectrometrie de masse des stero’ides apporte des 
donnees generalement suffisantes a une determination de structure; les spectres de 
masse sont donc compares a ceux, souvent disponibles [7] [8], des composes 
authentiques. Les spectres UV., IR. et ‘H-RMN. sont aussi compares lorsque l’une 
de ces techniques apporte un complement d’information (14 par ex.). Les donnees 
relatives l’analyse structurale des sterols nouveaux h chaine laterale hydro- 
carbonee courte 5, 6, 7, 8, 10, 11, 12 identifies dans D. hawaiiana seront presentees 
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dans une prochajne communication concernant la distribution gknkrale de ces 
composes dans les organismes marins [9]. 

Parmi les sterols possedant plus d’un groupement oxygene, l’hydroxy-3P-dinor- 
26,27-trans-22-cholestadiene-5,22-one-24 (14) n’a jamais ete mis en tvidence dans 
l’environnement marin. Ses proprietes (partie exper.) sont identiques a celles d’un 
compose authentique obtenu B partir de stigmasterol [lo]. Les proprietts des autres 
stkrols polyoxygenes du melange 3, 4, 9, 21, 23, 26, 27 sont conformes aux donnees 
de la littkrature [ l l ]  [13-181 [21-251. Outre la liste du Tableau, un melange de 
plusieurs sterols est dktecte par CPV., avec des temps de retention relatifs 2,19, 2,29, 
2,44 et 2,70. La localisation du melange de ces composes dans les fractions CLHP. 
2 a 4 et de chromatographie sur colonne C et D ainsi que la detection par CVP./SM. 
des ions mol6cuIaires*400 et 402 suggerent des structures du type cholesterol avec 
une fonction oxygenee supplementaire soit dans le noyau, soit dans la chaine laterale. 
Ces composes presents en traces et sous forme de melanges dans les differentes 
fractions, ne peuvent Ctre identifiees de faqon plus precise par spectrornetrie de 
masse. 

Discussion. - La presence de stkrols sans chaine laterale ou a chaine laterale 
courte formCe de 2 a 6 atomes de carbone a CtC mise en evidence rkcemment dans 
d’autres organismes marins [2]. Cependant dans les deux coelentkres Ctudiks, 
Plexaura homomalla et Pseudoplexaura porosa, la plupart de ces composes ne sont 
presents qu’en traces dans le melange initial de sterols, ce qui rend leur 
identification difficile. Une etude des sterols de l’kponge Haliclona rubens [ 1 11 
semble aussi indiquer la presence des sterols a chaine courte en quantite plus 
importante mais deux composants seulement, 9 et 28, ont kte identifies. Recemment 
le Sa-pregnadi~ne-l,20-0ne-3 et 3 autres composes apparentes ont Cte identifies 
dans un corail [12]. Un sterol de poids molkculaire 314 a egalement CtC dkcrit 
comme constituant du bivalve Tapes philippinarum [ 131, mais les constantes 
physiques reportees different notablement de celles d’un tchantillon synthetique 
de 7 [9]. Notre etude serait donc la premiere B identifier en quantitk appreciable 
dans un organisme marin plus d’une douzaine de sterols a chaine laterale courte, 1 a 
12. La presence de plusieurs sterols a groupement oxygkne dans la chaine laterale, 
9, 14,21,23 et 27, merite Cgalement d’Ctre soulignee. 

I1 est interessant de determiner l’origine des composants mineurs d’un melange 
de sterols. Certains sterols a chaine laterale hydrocarbonee courte sont formts en 
traces par auto-oxydation du cholesterol [ 161 [ 171 [23]. La presence dans des extraits 
marins de ces composes, produits d’auto-oxydation reconnus ou plausibles de 
sterols, est un sujet delicat, particulierement pour l’analyse de composants mineurs 
ou presents en traces. Une evaluation des origines de ces derives, rencontres en 
quantitt mineure dans d’autres extraits marins, fera l’objet d’une prochaine 
communication [9]. 

Certains sterols a chaine laterale courte sont prksents dans D. hawaiiana a des 
concentrations bien plus importantes que celles prkvues pour des produits d’auto- 
oxydation. De plus, le rapport des sterols oxygen& et chaine laterale courte est 
tres different de celui preconist pour des produits d’auto-oxydation. Ces variations, 
considCrees dans la suite, soutiennent une origine biologique plutdt qu’auto- 
oxydative de ces composes. 
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Les sterols 3, 4, 9, 14, 15, 17, 21, 22, 23,26 et 27 sont des candidats possibles de 
degradation oxydative artificielle ou biologique des sterols presents en quantitt 
majeure dans le melange. Ainsi les composes 15, 17, 22 et 26 sont les produits 
courants d’auto-oxydation du cholesterol [ 14- 171. Leur presence en petite quantitt, 
voire en traces, dans le melange pourrait Ctre la consequence du stockage a l’air 
d’echantillons cristallins de sterols [ 15- 181. L‘hydroxy-25-cholesterol (23) est 
Cgalement un des principaux produits d’auto-oxydation du cholesterol. Cependant 
ce compose apparait aprks auto-oxydation de cholesterol cristallin expose a l’air et 
ne se rencontre pas, en tant que tel, en solution, dispersion ou autres preparations 
de cholesterol [26]: 15 g de 23 ont tte isoles par kilo de cholesterol stock6 I‘air 
pendant 20 ans [17], tandis que de 0,34% et 0,14010 ont ete separes dans d’autres 
echantillons datant respectivement de 24 et 2 ans [ 151. Ces quantitts sont nettement 
inferieures B celle reportee dans le Tableau: 4,9% de 23 dans le melange de sterols 
de D. hawaiiana, soit 10,9% par rapport au cholesterol present dans cet echantillon. 
L‘eponge et le melange cristallin de ses sterols n’ayant pas CtC stockts longtemps 
a l’air, ni soumis B un chauffage excessif favorisant la formation et la decomposition 
de peroxydes [16], la majeure partie de 23 dans cet organisme ne doit pas Ctre un 
artefact. La presence de 27 tend a le confirmer car ce compose n’a pas etC detecte 
a p r b  auto-oxydation de l’kthyl-24-cholesterol (25) [ 191. Le mCme raisonnement 
permet d’envisager l’origine naturelle de l’hydroxy-3/?-pregnkne-5-one-20 (9). Sa 
proportion dans le melange (6,7%) exclut sa formation par simple degradation auto- 
oxydative artificielle du cholesterol, bien qu’il soit mentionne comme tel(l2 mg de 9 
isolks par kilo de cholesterol stock6 a l’air pendant 20 ans [17]). Ce compose a 
d’ailleurs Cte isolt rkcemment d’une autre eponge [ 1 11 et il est peut-Ctre un produit 
de bioconversion enzymatique du cholesterol. Cette scission oxydative biologique 
de la chaine laterale du cholesterol est connue depuis longtemps chez les animaux 
supkrieurs [20]. 

Les sterols 3 et 4 ont ete aussi isoles a des concentrations inferieures a quelques 
millikmes % dans I’echantillon de cholesterol susmentionne [16] [ 171. L’origine de 3 
n’a pas ktC ClucidCe mais 4 est un produit de degradation thermique de l’hydro- 
peroxy-20n-cholest6rol. Ces composes sont aussi presents B l’etat nature1 (par ex. 
dans le sang peripherique humain [21]) et leur presence dans D. hawaiiana des 
concentrations nettement superieures (0,6% du melange) peut ne pas Ctre un pur 
artefact mais provenir, comme pour 9, d’une degradation biologique du cholesterol 
ou d’un autre sterol B chaine laterale ((normale)) [22]. 

La mCme conclusion est valable pour le ceto-24-cholestCro1 (21) qui est un des 
produits obtenus par chauffage de l’hydroperoxy-24-cholesterol [23] et un artefact 
probable d’auto-oxydation du fucosterol [24] [25]. Cependant aucune trace de 
fucosterol n’a Ctt detectee dans D. hawaiiana et la presence de 21 en quantitk 
relativement importante (1% du melange) en fait un candidat de choix comme 
derive d’oxydation biologique du cholesterol. 

Le sterol 14, egalement oxyde dans sa chaine laterale et present a plus de 2% 
dans le mClange est particulikrement interessant: il n’a encore jamais CtC isole, 
ni comme constituant d’organisme marin, ni comme produit d’auto-oxydation 
d’autres sterols. Sa presence est considerer comme une evidence supplementaire 
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d’une degradation oxydative biologique de la chaine laterale des sterols majeurs, 
19 et 24, de D. hawaiiana. 

La mise en evidence dans un organisme marin d’une serie de sterols presents 
plus qu’en traces et ne possedant pas de chaine laterale (1,2) ou form& de chaines 
laterales non fonctionnaliskes a deux (5 ,6) ,  trois (7, 8), quatre (lo), cinq (11) et six 
(12) atomes de carbone est sans precedent. 

Les sterols 2, 6 et 11 ont Cte detectts a des concentrations infkrieures a un 
millikme % dans l’echantillon de cholesterol stocke a l’air pendant 20 ans [17]. Leur 
formation aurait lieu via les hydroperoxy-25- et 20-cholestkrols. La degradation 
thermique du dernier compose donne d’ailleurs aussi le sterol 1 tandis que celle de 
l’hydroperoxy-24-cholest61-01 donne 10 [23]. Nous ne pouvons exclure que les 
composts correspondants isoles dans D. hawaiiana soient des artefacts d’auto- 
oxydation mais il serait alors difficile d’expliquer leur prCsence en quantite si 
importante ainsi que la mise en evidence d’autres sterols a chaine laterale courte 
5, 7, 8, 12 qui n’ont jamais ete assimiles a des produits de degradation artificielle. 
Nous nous sommes assures (CPV.) que ces composants sont toujours presents aprks 
traitement du melange initial avec NaBH, [26] [27], excluant ainsi le fait qu’ils 
soient engendres uniquement par decomposition de peroxydes dans l’appareil. 
Si ces stCrols A chaine laterale hydrocarbonee courte ne sont pas des artefacts 
derives des sterols majeurs mormauxn ou des sterols a groupement oxygkne 
presents dans le melange, ils peuvent &tre form& par dkgradation biologique de ces 
m&mes sterols. Ceci est difficile a admettre car il n’existe pas, a notre connaissance, 
de degradation biologique du cholesterol ou d’un autre sterol produisant un sterol 
non fonctionnalise dans la chaine laterale ou dans le cycle D [22]; ou bien, l’animal 
pourrait recevoir ces sterols particuliers par sa dikte, hypothkse intkressante laissant 
supposer qu’il existe, dans le monde marin, des plantes ou organismes possedant 
ces composes en forte proportion. 

Quoi qu’il en soit, l’origine gtnkrale des sterols dans les eponges est encore un 
sujet controverse [28] et la contribution relative de la synthkse des sterols de n o w  
et de leur accumulation par la dikte reste encore a Cvaluer dans les differentes 
familles d’kponges. 

Les auteurs expriment leur gratitude envers le Fonds National Suisse de la Recherche Scientifique, 
le National Institutes of Health (grants No. GM-06840, AM-04257 et RR-00612) pour leur support 
financier. 11s tiennent a remercier egalement les Dr. S. Popov, I. J .  Massey et F. Gulaqar pour la mise a 
disposition d’echantillons de sterols de reference et Mlle A .  Wegmann pour la prise des spectres de masse 
A haute resolution. 

Partie experimentale 
Siparation des stirols. - Chromatographie liquide a haute pression en phase inversee (CLHP.): 

[2]. Une colonne de Partisil M9 10/50 ODs-2 (Whatman Inc.), 50 c m x  8 mm diamktre interieur, est 
utilisee a une pression de 12M) psi. Phase mobile: methanol (- 8 ml/min). 15 mg de melange de sterols 
de D. hawaiiana dans 5 ml de methanol sont charges pour chaque separation. Les 11 fractions recoltees 
sont evaporees sous vide ti temperature ambiante avant analyse ulterieure. On effectue 5 separations. 

Chromatographie sur colonne: 600 mg de melange initial de sterols sont Clues sur une colonne 
de 60 g de silica gel (E.  Merck, type 60; particules 0,063-0,2 mm de diamttre), avec hexanelether 1: 1 
(800 ml), hexandether 1:2 (500 ml), ether (200 ml), methanol (200 ml). Des fractions de 20 ml sont 
collectees automatiquement, analysees par CCM. et groupees en 4 fractions A a D. 

Caractirisation des sterols. - Chromatographie sur couche mince (CCM.): plaques de 20 x 5 cm, 
couche de 0,25 mm de silica gel (E. Merck HF254+ 366 type 60); agent de visualisation: sulfate cerique 
dans H2S04; eluant: hexane/ether 2: 1. 
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Chromatographie en phase gazeuse (CPV.): chromatographe Hewlett-Packard 402A equipe d’un 
detecteur a ionisation de flamme; colonne de verre en U, 1,80 m x 4 mm diamitre interieur, 3% OV-25 
sur Gas Chrom Q (Applied Sci. Inc.); temperature 265“; gaz porteur: He, debit 100 mumin. 

Chromatographie gazeuse avec detection par spectromktrie de masse (CPV./SM.): Varian MAT-44. 
Le chromatographe est Cquipe d’une colonne helicoldale, 2,7 m x  2 mm diametre intirieur; 3% SP-2250 
sur Supelcoport 100/200 (Supelco Inc.); temperature 265”. Le spectrometre de masse opere a une 
Cnergie d’electron ionisante de 70 eV. 

Les spectres de masse a haute resolution sont enregistres a 70 eV avec un appareil Varian MAT 71 1 
equip6 d’un ordinateur PDP 11/45 pour acquisition des donnees. Les spectres UV. (methanol) sont 
obtenus a I’aide d’un spectrophotometre Cary 14, les spectres IR. (CHC13) B l’aide d’un spectrophoto- 
metre Perkin Elmer 421 et les spectres de ‘H-RMN. A l’aide d’un spectrometre Varian XL-100 
(100 MHz, CDC13, ref. interne: TMS=O ppm). 

Hydroxy-3/3-26,27-bisnor-22-trans-cholesta-5, 22-dien-24-one(14). - F. 163- 165”. - UV.: A,,, 
=225 nm ( E =  15000). - IR.: bandes intenses a 1613, 1662 et 1685 cm-’. - IH-RMN.: 6,63 ( d x d ,  J =  16,3 
et 8,5 Hz, 1 H, CH=C-CO); 5,96 (d, J =  16,3 Hz, 1 H,  C=CH-CO); 5,32 (d ,  J = 5  Hz, 1 H. proton 
olefinique du cycle B); 3,49 (m,  1 H, CHOH); 2,22 (s, 3 H, CH3-CO); 1,11 (d ,  J =  6,6 Hz, 3 H, 
H$-C(21)); 1,Ol (s, H,C-C(19)); 0,72 (s, H3C-C(18)). - SM. fragments caracteristiques: 370,28691 
(29, C25H38O2 = M+) .  355,26536 (2, C24H3502), 352,27326 (17, C25H360), 337,25228 (9, C24H330), 
319,24601 (4, C24H31), 285,22069 (5, C ~ O H ~ ~ O ) ,  273,22415 (3, C19H290), 271,20915 (10, C19H270). 
259,20567 (4, CI8H2,0), 255,21020 (14, CI9Hl7), 253,19630 (8, C19H25), 231,17503 (7, C16H230), 
213,16750 (12, C16H21), 124,08846 (21, CgHlzO), 98,07256 (100, C6HloO), 43,01870 (49, C2H3O). 
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