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Summary 

Thirty-two sterols are identified in the sponge Hyrtios sp. In addition to fourteen 
monohydroxylated compounds, the sterol fraction contains eight functionalized side- 
chain sterols, three of them new: 3/3-hydroxy-24-norcho1-5-en-23-al (19), (22-trans)- 
3 P-hydroxycholest-5,22-dien-24-one (20) and (22 R, 23 R, 24 S) or (22 S,  23 S ,  24 S)-  
22,23-epoxy-24-methylcholest-5-en-3~-ol (24). The probable biological origin, rather 
than artifact production, of these undescribed components is discussed. 

Introduction. - Les surprenantes alkylations des stkrols d’organismes marins ont 
suscite dans la derniere dkcennie un regain d’intCr&t concernant la biosynthese de ces 
composts [2]. Les structures hydrocarbonkes monohydroxylkes les plus frkquentes, de 
27 a 30 atomes de carbone, ont fait l’objet principal de ces recherches. Les stkrols 
dioxygknks ou/et les stkrols A chaEne latkrale courte dont la valeur biosynthktique ou 
taxonomique peut kgalement &tre significative [3-51, ont ete, comparativement, beau- 
coup moins ktudiks. Le prksent travail dCcrit l’identification dans une kponge de l’es- 
pbce Hyrtios’) de 32 sterols parmi lesquels 8 stkrols oxygknes dans la chaine latkrale; la 
rapide congklation aprbs rkcolte des kponges A analyser nous permet d‘envisager des 
hypothbses d’origines autres que l’autoxydation accidentelle au cours des manipula- 
tions. Un r81e d‘intermkdiaire biosynthktique ou une origine symbiotique possible sont 
discutks. 

Rdsultats et discussion. - L’eponge, rkcoltke en mai 1979 a Guam, Hotel ReeJ 6 
environ 10 m de profondeur, a etk congelee dans les 5 h qui suivirent sa rkcolte et 
conservee a -20°C. L’isolement et la purification des composants du mklange brut de 
stkrols est faite progressivement et successivement par chromatographie sur colonne de 
gel et silice, chromatographie des dkrivts acetylks sur plaques chromatographiques prk- 

I )  Partie 45: [I]. 
2, Eponge incomplitement identifite, appartenant i I’ordre Diciyoceraiida, famille Thoreciidae, genus Hyr- 

tios?, espice Hyrtios?, enregistree au Smithsonian National Museum: ((Specimen No. 31755)). 
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Tableau 1 

Stkrol R = Chaine latkale M' Temps de rktention relatifs en "/a) 

CLHP CPV 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

I 

8 

9 

10 

11 

12 

13 

14 

370 

384 

384 

386 

398 

398 

398 

400 

412 

412 

414 

426 

388 

416 

0,65 

0,74 

0,77 

l,oo 

0,84 

0,89 

1,23 

1,13 

1,03 

1 ,oo 

1,13 

1,03 

1.13 

1,23 

0,67 

0,89 

0,94 

1 ,oo 

1,15 

1,13 

1,31 

1,31 

1,42 

1,80 

1,61 

2,05 

0,97 

1,61 

") Pourcentage dans le mtlange total de sttrols. 
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Tableau 2 

2433 

Chaine lattrale M +  Temps de rttention relatifs en CLHP 

(MeOH/H20, 92:8) 

400 0,61 

428 0,91 

rn 412 0,61 

426 0,71 

paratives traitkes au nitrate d'argent et une ou deux skparations et purification, selon la 
complexitk des sous-fractions, par chromatographie liquide haute performance (CLHP) 
des stkrols apr6s saponification. Les fractions sont analyskes par chromatographie en 
phase vapeur avec dktection par spectromktrie de masse (CPV/SM) puis etudikes par 

L'identification du compost isolk est faite par comparaison du comportement 
chromatographique (temps de rktention relatif en CPV et en CLHP) et des donnkes 
spectrales (SM et 'H-RMN) avec ceux du produit de rkfkrence. 

Les sterols conventionnels (8 1 % des stkrols totaux), monohydroxylks en position 
38 et kpidioxydes-5 a, 8 a, identifiks dans I'kponge Hyrtios sp. sont prksentks dans les 
Tableaux I et 2;  ils sont tous connus et caractkrisks [6] [A. 

Aprb klution du cholesterol 4, stkrol majeur, et des autres stkrols conventionnels de 
polarite voisine, la colonne chromatographique de gel de dice livre une fraction de 
sterols plus polaires (19% des stkrols totaux), mklange tr6s complexe d'apres I'analyse 
en CLHP (MeOH/H,O, 92:8) et dont 60% des composants ont 6th identifiks 
(Tableau 3). 

'H-RMN. 
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Tahleau 3 

Sterol Chaine lattrale M Temps de retention Temps de retention %") 
en CLHP (min) relatif en CPV~) 

15 

16 

17 

18 

19 

20 

21 

22 

23 

24 

25 

26 

27 
28 

29 

R' 

non identifiee ( n i )  
0 

'"..,,,- II 
I 

n.i. 

n.i. 

n.i. 

n.i. 

n.i. 

316 

370 

370 

312 

386') 

398 

400 

400 

402 

414 

414 

414 

428 

442 

444 

14,l 

20,4 

28,8 

24,6 

31,2 

28,8 

37,s 

48,6 

31,2 

62,4 

59,4 

52,8 

62,4 

78.6 

99,6 

0,54 

130 

1,82 

1,60 

1,35") 

2,41 

2,19 

1.80 

2,68') 

2,21 

2,24 

2.62 

2,90 

3,40 
1 ,9OC) 

Produits mineurs non analysables . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 2,l 

") 
b, Cholesterol = 1,OO. 
') Derive acityle. 

Pourcentage dans le melange total de sterols. 

Les sttrols 15 et 18 ont t t t  Cgalement identifits dans l'tponge Psammaplysilla pur- 
purea, dans des pourcentages similaires, soit 0,9 et 1,1% [S]. La cttone 16, analogue 
cr,p-insaturt de 18, a tte isolte de I'eponge Damiriana hawaiiana dans les m h e s  pro- 
portions (2,lY) 141. De la deuxikme paire de cttones, saturCe 21 et insaturee 20, seule 
21 a ete isolte de l'tponge D .  hawaiiana, en moindre quantitt toutefois (1 O h ) .  Si l'au- 
toxidation est responsable de l'origine de ces sttrols, il est inttressant de noter que 
l'hydroxy-25-cholesttrol (23), important produit d'autoxidation du cholesterol cristal- 
lin, n'est present dans l'tponge Hyrtios qu'8 l'ttat de trace (0,l YO), contre 4,9% dans 
D.  hawaiiana. Cette observation permet de supposer que dans une eponge au moins 
l'autoxidation n'a pas lieu. Aucun autre diol n'a par ailleurs etk identifie ni detect6 
dans l'eponge Hyrtios. 
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L’tnone 20, l’aldthyde 19 et l’tpoxyde 24 n’ont jamais Cte dkcrits comme stkrols 
naturels ni mentionnes c o m e  produits d’autoxidation de stkrols 191. L’identification 
simultante de l’Cpoxy-22,23-campesttrol 24 et de l’hydroxy-3~-nor-24-cholene-5-al-23 
(19) est a mettre en parallde avec l’isolement dtpoxy-22,23-stCroides et d’oxo-23-st6- 
roi’de dans Echinaster Sepositus [lo] et apporte un appui suppltmentaire au r6le biosyn- 
thttique que pourraient jouer les Cpoxy-22,23-sttroYdes dans la transformation biologi- 
que en composts carbonylts en position 23 [l 11. 

Le nombre et l’importance des sttrols a chaine lattrale fonctionnaliste dans 
l’tponge Hyrtios suggkre l’hypoth6se d‘une degradation oxidative biologique de la 
chaine lattrale des sttrols majeurs. L’absence de sttrols a chaine lattrale courte non 
fonctionnaliste dont l’origine autoxidative est quasi admise, renforce cette hypothgse 
[31. 

Les auteurs expriment leur gratitude envers le National Institutes of Health (grant No. GM06840-25) pour 
leur support financier. 

Partie exp6rimentale 

Chromatographie en phase vapeur (CPV): chromatographe Hewlett-Packard 402A equip6 d’un dttecteur a 
ionisation de flamme, colonne en ccUr, 180 x 0,4 cm diametre int6rieur; phase: 3% OV-l’I/GCQ; gaz vecteur: 
helium, 100 ml/mn; temperature du four: 260°C. Chromatographie liquide haute performance (CLHP): pompe 
Waters Assoc. M6000; injecteur Waters Assoc. U6K; colonnes de phase inversee Wathman Partisil M9 10/50 
ODS-2 ou Altex Ultrasphere-ODS 5pm (25 cm x 10 mm diametre inttrieur, 2 colonnes en sene) eluee (3 ml/ 
min) au MeOH (sterols conventionnels) et au m6lange MeOH/H20 (sterols oxygenes); detecteur: refractomktre 
differentiel Waters Assoc. R401. SpectromPtrie de masse (SM): spectromitre Varian MAT-44 operant B 70 6V. 
SM-haute resolution: spectromitreMS-50 Kratos equip6 d’une unite de traitement de donnies DS-55 ‘H-NMR: 
Nicolet XL  300 ou Brucker HXS-360. SpectromPtrie IR: spectrophotomktre Beekman AccuLab-3 (CDC13). 

Extraction et siparation. L’eponge, decongelee le jour de I’extraction, est immtdiatement traitbe par un 
melange de CHCI3 et de MeOH (2:1, v/v). Une premiere partition de I’extrait concentre entre CH2C12 et eau 
donne une phase organique partagee entre hexane et MeOH aqueux (10% d’eau dans le MeOH). Le rtsidu de la 
phase hexanique est chromatographie sur gel de silice, elue a l’aide d’un gradient hexane/benzene puis par 5 %  
d‘acetate d’bthyle dans le benzine qui livre successivement ie melange de sterols monohydroxyles en position 3p 
(sterols conventionnels) et le melange de sterols dioxygenes plus polaires. Les sterols conventionnels sont ackty- 
les, dpards par chromatographie sur plaques preparatives (bpaisseur: 0,75 mm) traitees au nitrate d’argent, 
saponifies puis purifies par CLHP. La fraction enrichie de sterols polaires est injectee en CLHP. Les sous-frac- 
tions les plus complexes sont acetyltes, purifibes par chromatographie sur plaques analytiques traittes au nitrate 
d‘argent et reinjectees en CLHP pour purification finale. 

AcPtoxy-3~-nor-24-chol~ne-5-al-23 (19). IR: 1710, 1720m 2720. ‘H-RMN: 0,731 (s, 3 H, 3 H-C(18)); 1,021 
(s, 3 H, C(19)); 1,023 (d, J = 6, 3 H, 3 H-C(21)); 2,032 (s, 3 H, CH,COO); 4,6 (m. 1 H, Ha-C(3)); 5,37 (d, 
J = 5,1, 1 H, HC=C, cycle B); 9,756 (d, J = 3, 1 H). SM-haute resolution, fragments caractinstiques: 326,2610 
( M  + - C2H40, calc. pour C23H340 326,2610), 31 1,2376 (C22H310), 298,2660 (C22H34)r 282,2332 (C21H30), 

(22- trans)-Hydroxy-3~-cholestadi2ne-5,22-one-24 (20). IR: 1610, 1660, 1685. ‘H-RMN: 0,721 (s, 3 H, 
3 H-C(18)); 1,012 (s, 3 H, 3 H-C(19)); 1,100 (d, J = 6,8, 9 H); 2,83 (m. 1 H, H-C(25)); 333 (m, 1 H, 
HE-C(3)); 5,3 (d, J = 5 ,  1 H); 6,068 (d, J = 15,6, 1 H, H-C(23)); 6,716 (dd, J = 15,7 et 8,97, 1 H, C-H(22)). 
SM: 398 (M ’), 383 ( M  

(22 R,23 R,24 SJ- OM (22 S,23 S,24 S)-~poxy-22,23-mPthyl-24-cholestne-5-ol-3~ (24). ‘H-RMN: 0,670 (s, 
3 H, 3 H-C(18)); 0,911 (d, J = 7, 3 H); 0,920 (d, J = 6,8, 3 H); 0,963 (d, J = 6,9, 3 H); 1,009 (s, 3 H, 
3 H-C(19)); 1,093 (4 J = 5 3 ,  3 H, 3 H-C(21)); 2,372 (dd, J = 7,6 et 2,2, 1 H); 2,662 (dd, J = 8,3 et 2,l 1 H); 
333 (m, 1 H, H,-C(3)); $35 (d, J = 5,  1 H). SM-haute resolution: 414,3493 (M +, calc. pour C28H4602 

255,2087 (C19H27), 253,1994 (CI,H25), 218,1662 (C15H220), 213,1648 (cl6Hzl). 

- CHJ, 380 (M + - HZO), 365, 355, 337, 313, 309, 287, 271, 255, 239, 126. 

414,3498), 396,3353 (C28HU0). 343,2648 (C23H&), 325,2555 (C23H330), 312,2474 (C22H320), 299,2390 
(C21H31O), 297,2224 (C21H290). 281,2266 (C21H29), 255,2114 (C19H27), 239,1794 (ClgHzj), 213,1652 (C16H21). 
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