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R&urn&La Polyporacee eurofienne Polyporus oersicolor a une activitC cytotoxique; deux constituants actifs en 
ont it6 isol& en pilotant la purification par un test de CytotoxicitC sur des cellules d’hCpatome cultivees in sitro. II 
s’agit de d&iv& polyoxygknk de I’ergostCrol, caractkists par le systkme A’, 9a-OH. 

Ahslraet-The crude extracts of the European wood-rotting fungus Polyporus cersicolor contain cylotoxic 
principles. Two of these have been isolated by monitoring the purification by tests on hepatoma cells grown in 
vitro. They are polyoxygenated derivatives of ergosterol, characterized by the partial structure A’, 9a-OH. 

Dans les articles prkkdents de cette strie, nous avons 
montre I’utilitC d’un test rapide de cytotoxicitk, conduit 
sur des cellules tumorales htpatiques de rat cultivt?es in 
oi?ro (systkme HTC), pour la recherche systkmatique des 
substances cytotoxiques extraites de vCgCtaux. En par- 
ticulier, de deux champignons parasites du bois, Inonorus 
obliquus et Poria cocos (Polyporackes), tous deux util- 
i&s dans des pharmacopees traditionnelles, nous avions 
isolt des d&iv& hydroxylks de stkrols, actifs dans le test 
HTC. 

Nous dkrivons maintenant I’isolement de substances 
nouvelles, des derives oxygCnCs de I’ergostCrol, dans une 
autre Polyporacke, Polyporus oersicolor. Ce champignon, 
commun en Europe, ne semble pas avoir kte utilisk en 
mCdecine populaire. L’extrait chloroformique brut de 
son mycklium, cultivk sur milieu synthbtique, inhibe la 
croissance des cellules d’hepatomes du systtme HTC. 

La purification de I’extrait nous a permis d’isoler trois 
fractions cristallisees dksignees par PI, PZ, P,, puis deux 
substances inhibitrices de la croissance cellulaire. 

mtemainarions structurales 
Description de PI: Le myctlium a CtC extrait au 

chloroforme, et la fraction neutre soumise B une 
chromatographie sur colonne de gel de silice. Le mklange 
CH2&MeOH, 94:6 a permis d’eluer la fraction PI avec 
un rendement de 0.008%. L’analyse en spectrom&ie de 
masse (introduction directe) fait apparaitre deux pits 
mokulaires, respectivement B m/z = 3% et 398, in- 
diquant que P, est constitue par un mklange de deux 
composis. Une analyse en couplage CPG-SM sur le 
produit de trimCthylsilylation permet de separer les deux 
composants A et B et d’identifier le premier constituant g 
I’ergostirol 1 par la comparaison des fragmentations 
avec celles d’un Cchantillon authentique. 

Le spectre de B prtsente deux unit& de masse de plus 
par rapport B A. La prtsence du pit intense ZZI m/z 225 
(MY-Me,SiOH-C,H,,) suggbre que B possbde une 
chaine laterale identique g celle de A. D’autre part, les 
fragmentations de B comportent les principales carac- 

+Etude chimique et biochimique de Drogues Chino&s, Partie 
VIII. Partie WI: Y. Nakatani, G. Ourisson et 1. P. Beck, C/rem. 
pharm. Bull. (lopan) 29, 2261 (1981). 

tkristiques des A’-stCrols, B savoir”’ la prksence du pit 
molkculaire relativement intense B m/z 470, le pit de 
base qui apparait B m/z 255 = M?-chaine latbale- 
Me$iOH, et enfin, la prCsence des pits de fragmentation 
du cycle D li m/z 213 et 229. 

Ces observations, ainsi qu’une comparaison avec le 
brassicast&ol, suggtrent que le deuxibme composant de 
PI pour& &re Ie 5a, 6dihydro-ergostkrol. 

Description de P2. Le systbme d’Clution CH$&- 
MeOH, 94:6 a foumi une deuxikme fraction contenant 
essentiellement le composk P2 (0 .002%), F = 254-256°C. 
Celui-ci donne un d&iv6 diacCtylC, F = l&168”, [aID = 
-156”, dont les don&es speckales (SM, IR, RMN) cor- 
respondent g celles du Sa-hydroxy-36, 6fidiacCtoxyer- 
gosta-7, 22dihne Y, ce qui conduit B attribuer B P2 la 
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structure du cerkvisterol 3. Les points de fusion et 
pouvoir rotatoire indiquis ci-dessus sont en accord avec 
cette structure.3 

~sc~p~jo~ de P3. La fraction iluie par le systeme 
CHKkMeOH 85 : 15 contient la substance P3 (0 * 0005% 
du my&hum set), F = 22%227”, [a],, = -141”. En CCM, 
P, se revile plus polaire que le cerevistirol 3. Son 
spectre de masse donne un pit ultime a m/z = 428, qui 
correspond a la masse d’un dthydro-cerevisterol, mais 
un tel produit ne pourrait pas avoir une polarite tres 
diffkrente de ceIIe du cir&isttrof. Ceci suggere done que 
P, pourrait differer du cirevisterol en particulier par un 
hydroxyle supplementaire, le pit B m/z 428 Ctant aiors le 
fragment M’-H20. 

L’acetylation de P3 par le melange an~yd~de ac&ique- 
pyridine foumit un diacetate: F= 195-197°C; [alo= 
-131”; SM m/r 512 (M?-H,O). Son spectre de RMN ‘H 
fait apparaitre deux protons en a de deux acetates 
secondaires B 4.95 ppm (IH, dd, Jr = 5 .3H.z; J2 = 
2 * 3Hz) et 5 * 14 ppm (lH, m, W,,z = 25Hz) et un proton 
vinylique a 5 .28 ppm, dont les signaux sont respective- 
ment comparabies a ceux des protons 6-H, 3-H et 7-H 
du cerevistbrol acetyli! 3’. 

P3 se presente ainsi comme un dirivt monohydroxyld 
du ctrevistCrot 3, on le groupement hydroxyie sup 
plementaire occupe necessairement une position ter- 
tiaire. Les sites C-20, C-24 et C-25 sont exclus par le 
spectre de RMN car chacun des signaux des methyles 
portis par ces carbones est resti dedouble par le proton 
adjacent. Une substitution 17-OH est Cgalement peu 
probable car I’effet inductif attendu pour une telle sub- 
stitution sur fes methyles C-18 et C-21 n’est pas observe 
dans le cas present. 

L’ensemble de ces don&es implique que les sites C-9 
et C-14 sont les seuls possibles. ~observation en RMN 
‘H du systeme de doublet de doublets du proton viny 
lique 7-H, dont le signal est simplifie par rapport au 
multiplet du proton correspondant do cerevisterol 3, 
suggere que l’un des sites C-9 ou C-14 Porte effective- 
ment le groupement hydroxyle. 

Deux arguments militent en faveur de la position C-9. 
D’une part, le d~blindage de 0.05 ppm accuse? par le 
mithyie C-19, compare au mbthyle correspondant du 
ctrtvistkrol, est imputable B I’effet inductif d’un 
grou~ment OH sit& en position /I de ce methyle,’ en 
I’occurence en C-9. D’autre part, cet hydroxyie resiste 21 
des conditions dures de trimtthylsilylation, ce qui exclut 
son emplacement suf le site C-14 qui est une position 
“silyiable” comme l’indique le cas de I’ecdysone,’ et 
suggtre done de ie placer en C-9. Ce site tertiaire est 
dissimule sous la face a du squelette tetracyclique 
comme le t4a-OH, mais il est moins accessible parce 
que plus central par rapport a ce squelette, et plus 
protege par des liaisons C-Ha, axiales elles aussi (en 1, 
5,7etllaaulieude7,9etlla). 

Au compose Ps, nous att~buons done la structure du 
3f3, 5a, 6B, 9a-tetrahydroxyergosta-7,22-ditne 4. 

Description de P.,. P4 (0 . ooO5% du my&hum set), de 
Rr interm~di~re entre P, et Ps sur CCM, constitue I’un 
des principes cytotoxiques de Poiyporus versicofor. I1 
prksente les propribtes physiques suivantes: F = 225- 
228”; [a ID = -64”; IR cm- : 3400, groupement hydroxyle; 
1670 et 1620, systeme caracteristique dune c&one a, 
B-insaturee dont la presence est confirmee par I’ab- 
sorption en UV, A,, = 237 nm (E = 11 000); SM m/z 426 
(hi*-H20). Le spectre de RMN’H rapelle ceux des 
composes PI et P3 deerits plus hauts: 4 - 06 ppm (lH, m, 

WI0 = 25Hz, 3-H axial); 5 +65 ppm (IH, d, J = 1’ 9H2, 
7-H); 5 s 20 ppm (2H, ABXY, JAB = IdHz, J- = Jsu = 
6.8Hz, 22- et 23-H); puis dans la region des mithyles, 
quatre doublets correspondant aux mtthyles C-21, C-26, 
C-27 et C-28 et deux singulets diis aux methyles C-18 et 
c-19. 

i. 

Ces indications suggerent fortement que ce compose 
pourrait itre un proche parent de Pj ne pr~sentont pas 
d’kydroxyte secondaire en C-6 (doublet, et non doublet 
de doublets, pour H-7). D’autre part, la RMN ‘%I de P1 
revele par la presence des pits a 67.2, 74.7 et 
79 - 7 ppm l’existence de deux centres tertiaires porteurs 
de groupements OH, en plus du carbone secondaire C-3. 
Les seules possibilitis de localisation de ces deux 
grou~ments sont les carbones C-5, C-9 et C-14, Ies 
centres tertiaires C-17, C-20, C-24 et C-25 &ant exclus 
d’aprts ies valeurs des d&placements chimiques du 
methyle angulaire C-18 et des methyles de la chaine 
laterale. Les sites C-9 et C-14 ne peuvent pas etre 
simultanement occupCs car le doublet de faible constante 
de couplage J = 1 + 9Hz observe pour le proton 7-H en 
RMN ‘H impfique que celui-ci interagit a longue distance 
avec I’un ou l’autre des protons 9-H ou 14-H. Par 
consequent, le site C-5 Porte necessairement l’un des 
groupements OH. Nous lui att~butions la configuration 
5a en &son de t’appartenance probable de P, a la 
famille du cerevistirol, et surtout parce qu’une sub- 
stitution S@-OH aurait nettement d&place le methyle 
C-19 vers les champs forts comme dans le cas du produit 
de synthbse 12 (Schema 1); or ce phCnomtne n’est pas 
observe pour le compose P,. La configuration en C-3 du 
produit synth~tique 12 (3a-OH) a &C ehoisie pour avoir 
un groupement OH equatorial comme dans le cas du 
produit 5(3r%OH). 

En ce qui conceme le groupement OH tertiaire restant, 
il est possible de le placer soit en C-9 comme dans Ps, 
soit en C-14, conduisant a une structure apparent&s 1 
celle des ecdystiroides. Cette demiere tventualite est 
cependant a exclure car fe derive 14a-OH 15, prepare 
selon le Schema 2, difftre du composk P, aussi bien parses 
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propriCtCs physiques que par son activite physiologique 
(uide infra). 

Ces don&es permettent de localiser sans ambiguite le 
groupement OH en position C-9. Une orientation 9a-OH 
est compatible avec le dkblindage observC pour le 
mithyle C-19, (8 1 .Ol) par rapport au mCthyle cor- 
respondant du prkcurseur 14 (8 0.95). L’incrkment de 
0 * 06 ppm. plus faible que celui indiqut par Ziircher” 
(0 * 142 ppm) traduit les interactions probables avec les 
groupements fonctionnels voisins. Enfin, P* a ktk obtenu 
par oxydation par MnOz de PJ, ce qui permet d’etablir 
dkfinitivement sa structure comme Ctant le 38, Sa, 9a- 
trihydroxy-ergosta-7, tZdi&&-one 16. 

Description de P5. PJ, le deuxikme principe cyto- 
toxique de F’olyporus oersicofor, reprksente seulement 
0.0002% du mycelium sec. Sa polaritk est trks voisine de 
celle de P, et le composC possbde les prop&es physi- 
ques suivantes: F = 178-180°C; [aID= - 117”; IR cm-’ 
3500 cm-‘; SM m/z 442 (M?-H20). L’examen du spectre 
de RMN’H de Ps permet de le classer de nouveau dans 
la skie du ctrkvisdrol: les doublets des mkthyles C-21, 
C-26, C-27 et C-28 de la chafne laterale, le systkme 
ABXY dii aux protons 22-H et 23-H, le doublet de 
doublets du proton 7-H, le multiplet du proton 3-H axial 
(W1,2 = 25Hz). sont autant de caractkistiques de cette 
sCrie que nous retrouvons dans le spectre de Ps. Un 
singulet intense g 3 * 41 ppm signale la prkseace d’un 
groupement mtthoxyle dans la mokule. 

La RMN”C du composC indique que les centres por- 
teurs de fonctions oxygCntes sont au nombre de quatre 
(67.5; 75 * 2; 78. 1; 82.5) qui se rtpartissent done en 

trois centres porteurs de groupements OH et un centre 
portant le groupement mkthoxyle. La multiplicite de ces 
signaux dans le spectre de pr&Cmission permet d’attri- 
buer les singulets ?I 75 * 2 et 78. 1 ppm 51 des carbones 
tertiaires et les doublets g 67. 5 et 82.5 ppm 21 des car- 
bones secondaires. 

Traitt dans des conditions deuces d’acktylation, P5 
foumit un derive monoacttyk, F= 157-159’, SM m/z 
503 (M+ 1. CI isobutane). Deux des groupements 
hydroxyles occupent done des sites tertiaires. L’un de ces 
groupements resiste g des conditions fortes de tri- 
mCthylsilylation, comme dans le cas de P3. Pour les 
raisons CvoquCes ci-dessus, nous dkduisons qu’il est 
plact en position 9a. Le site C-14 ne peut pas Ctre 
occupt par le deuxkme groupement OH tertiaire car, 
dans le sysdme de doublet de doublet du proton viny- 
lique 7-H, la constante de faible valeur J, = 2. 3H.z cor- 
respond au couplage g longue distance 7-H/14-H, la 
constante J2 = 5 .3 Hz itant attribuable B I’interaction du 
proton 7-H avec le 6-H equatorial. 

Ces don&es impliquent, d’une part, que le carbone 
C-5 porte nkcessairement le groupement OH avec la 
configuration probable 5a, et d’autre part, que le carbone 
C-6 est substitue par le groupement S&OMe. L’orien- 
tation j3 de ce dernier est confirmke par le dkblindage 
accusC par le mkthyle C-19 qui ksonne B champ rela- 
tivement bas (I * 06 ppm). 

Par consCquent, la structure de P, correspond au 3/3, 
5a, 9a-trihydroxydfi-mCthoxyergosta-7, 22ditne 17. 
Dans ce cas, nous n’avons pas rtalisk de corrklation avec 
les produits apparent& dtcrits prkkdement. 
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Actioitt biologique 
Les tests physiologiques rCalisCs sur des cellules 

d’htpatome de rat HTC ont permis d’kaluer I’effet de 
chaque produit sur la multiplication cellulaire. L’allure 
des courbes d’activitk tracCes apres une pkriode de trois 
jours d’incubation (Fig I) rCvtle une grande diversit 
dans les rkponses des cellules aux prod&s. &orbs leur 
activitb, es produits peuvent itre classes en trois cat& 
gories: 

(1) Les produits cytotoxiques: ce sont, d’une part les 
produits naturels Pq et P5, et d’autre part les produits de 

NOYRE # CELLUES VIMLES 

NONIRE INITIAL DE CELLULES 
xlwb 

000 

synthtse 8 et 12, qui provoquent un arrEt immkdiat de la 
croissance des cellules en provoquant leur lyse. Ceci est 
prouvk par le fait que nous n’observons pas de cellules 
mortes rCvClables au Trypan bleu, mais nous remarquons 
la formation de dkbris cellulaires, qui suggkre que les 
cellules affectkes ont subi une lyse. 

(2) Les produits peu cytotoxiques: ce sont essen- 
tiellement les produits intermidiaires 9, 10, 11 et 14, qui 
inhibent Egkrement la multiplication cellulaire. 

(3) Les produits inactifs: parmi ceux-ci figurent les 
deux mitabolites P2 et P3, ainsi que les analogues syn- 
thCtiques 14’ et 15. 

Ces observations mettent en tvidence l’existence 
d’une skie de compost% stkrdidiques caractCrisCs par le 
systtme A’ 9a-OH, dont certains ont une activitk cyto- 
toxique. 

II est connu que des stkroides substitk A’ 14a-OH 
jouent un rble de rkgulateur de la biosynthkse des stCrols 
dans les cellules animales en culture; ils agiraient en 
rkprimant l’activitk de la HMGCoA-kductase.” Cette 
rigulation de la biosynthbse du mkvalonate et des 
produits d&iv& parait importante dans le contr6le de la 
multiplication des cellules des organismes sup&ieurs. 
Les composts 12 et 15 contiennent tous deux le systkme 
A’ 14a-OH. IIs se comportent cependant t&s diffkrem- 
ment vis-k-vis des cellules HTC: alors que 12 est un 
inhibiteur de la croissance cellulaire, 15 est dkpourvu 
d’activitk cytotoxique. Une diffkence aussi importante 
dans les phknoml?nes observks montre que la prksence 
du systkme A’ 14a-OH ne constitue pas une condition 
suffisante pour conftrer g la molCcule un rBle de r&la- 
teur de croissance cellulaire. Inversement, la cytotoxicitk 
manifestee par P, semble indiquer que le systkme A’ 
9a-OH est susceptible de renforcer le caracttre cyto- 

Fig. 1. ViabilitC des cellules HTC en prksence des substances natwelles et synthktiques (33 *g/ml). 
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toxique d’un compose. Cette observation est appuyie 
d’une part par la cytotoxicite tres prononcee de P, dont la 
structure comporte ce systeme, et d’autre part par la perte 
sensible de I’activitC lorsque ce systtme disparait comme 
c’est le cas pour les produits 14 et P2. 

Neanmoins Ps, qui appartient a cette famille de 
stirordes A’ 9a-OH substitues, constitue par son manque 

d’activite un contre-exemple qui montre qu’il est encore 
difficile 21 ce stade d’etablir une relation simple entre 
structure et activitt. 

CONCLUSION 

Diverses methodes de purification combintes aux tests 
de cytotoxicite sur les cellules HTC en culture ont per- 
mis d’isoler puis de caracteriser les metabolites cyto- 
toxiques de Polyporus uersicolor. 

Ce sont des derives hautement fonctionnalists de 
I’ergosterol, comportant dans leur structure le systtme 
A’ 9a-OH, et certains ont une action inhibitrice sur les 
cellules HTC. 

Ces resultats combines avec ceux que nous avons 
anterieurement obtenus a partir d’autres polypores” 
mettent en evidence I’importance de la famille des Poly- 
poracees comme source de substances cytotoxiques, et 
soulignent le fait que de telles substances peuvent etre 
trouvees aussi bien dans des esptces utilisees comme 
drogues anticancereuses (Pork cocos, Inonotus 
obliquus) que dans des especes plus banales telles que 
Polyporus cersicolor. 

Rrmerciemenls-Nous remercions le Dr J. P. Beck et Mme M. T. 
Hotz pour la culture des cellules, et M. A. Escaut pour la culture 
du mycelium de P. uersicolor. 

PARTIE EXPERIMENTALE 

Les spectres de RMN ont ete enregistres en general darts le 
CDCI, sur CAMECA 250 et le tetramethylsilane a ete utilise 
comme reference interne. Les spectres de masse ont eti pris sur 
un appareil Thomson-CSF THN 208 par une introduction 
directe. Les couplages CPV-SM ont ete effect&s avec une 
colonne capillaire de 25 m de longueur remplie de SE 30 a I% sur 
Chromosorb W, couplte au spectrometre de masse LKB 9OMt S. 
Les spectres JR ont ete obtenus avec le spectrophotometrc 
Perkin-Elmer 177. en general dans CHCh. Les spectres UV ont 
Cte enregistres avec le spectrophotometre Cary 118. Le.s pouvoirs 
rOtatOires [a]D ont bte mesures sur un polarimetre Perkin-Elmer 
141. en general dans CHCI>, 1 une concentration 0.01 <C < 0.3. 

Obtention de I’exfrait chloroformique de P. uersicolor 
La culture du mycelium de Polyporus oersicolor’s a et0 realisee 

a I’lnstitut de Chimie des Substances Naturelles (Gif-sur-Yvette) 
dans le service de M. A. Escaut, selon des techniques connues. 
Le mycelium humide (45 kg, soit IO kg de mycelium set) a et& 
soumis a des extractions successives au MeOH et au CHaCla. 
L’extrait chloroformique (33~) a ete repris dans 270ml d’un 
melange MeOH/CHzClz a 2%. Lorsque la solution a etC aban- 
donnee pendant une nuit a 4”. il s’est forme un precipite 
qu’on elimine par filtration (2.65 g). Le filtrat est concentri, puis 
chromatographie sur une colonne de silice Merck 60~ a 
moyenne pression (8 bar), elute avec un gradient de solvant 
methanol-chloroforme. 

3fl-Trimlthylsilyloxyergosferol et 3r9-TrimCthylsilyloxyergosto-7, 
22-diine 

Le systtme MeOH/CHzCl~ 6: 94 tlue une premiere fraction PI. 
La prtcipitation a I’acttone de cette fraction foumit un produit 
qui a ete recristallist dans le methanol. La trimethylsilylation du 
produit suivie dune anatyse en couplage CPV-SM permet de 
separer deux composants A et B presentant les fragmentations 
suivantes: A-m/z 468 (Mt). 378 (My-MesSiOH), 363 (Mt- 
MeSiOH-CHs), 253 (M?-Me,SiOH-CsHr,). B-m/z 470 (Mt), 

38d (M?-MesSiOH), 255 (MT-MesSiOH-CsHr7), 229 (MT- 
MesSiOHCrrHrs), 215 (M.-MesSiOH-CraHsr). 

38. 6R-Diocitoxy Sa-hydroxyergosfa-7, 22-diine 3’ 
La fraction PI a ete Cgalement three avec le melange 

MeOH/CHzClz 6:94. Elle contient 620mg de produit brut qui, 
repris dans 2. 5 ml d’acetone. a foumi un precipite. Celui-ci a ete 
tiltret lave, puis recristallise dans le methanol: F= 254-256 
(Lit1 : 252-25s”). On soumet 55 mg du produit a une acetylation 
deuce (I ml de pyridine et 0.5 ml de AczO a temperature am- 
biante pendant I nuit). Aprts une purification sur gel de silice, on 
obtient 70 mg de produit pur, qui est recristallise deux fois dans 
le methanol. F= 166-168” (Lift’ 168-170”). [a]~= -156’ (C = 
0.25, EtOH) (Lit? -149”). IR: Y cm-’ 3440, 3550, 1250, 1720, 
1650. RMN: 6 0.59 (3H. s, l8-Me), 0.82 (3H, d, J =6. 5Hz. 
Z&Me), 0.83 (3H, d, J = 6, SHz, 27-Me), 0.91 (3H, d, J = 6. 
8Hz. 28Me) I ‘02 (3H. d, J = 6, SHz, 21-Me), I .07 (3H, s, 
l9-Me), 2 .03 (3H. s, OCCH,), 2.07 (3H. s, DCCHs), 4.92 (lH, 

a 8 

d, J = 4, 4Hz. 6-H), 5’14(1H. WI/Z= 25Hz, 3-H), 5.38 (IH, m, 
7-H). SM: m/z 454 (Mt-AcOH), 436 (M!-HzGAcOH), 421 
(M1-Hz@AcOH-CHI), 376 (MT-H@-2AcOH) pit de base, 361 
(M’-HG-2AcOH-CHI), 251 (MI-2AcOH-HGCsH,7). 

3B,6B-Diacltoxy-Sa, 9a-dihydroxyergosta-7, 22-d&e 4 
La fraction suivante Ps, CluCe avec~ le melange MeOH/CHzClz 

IS/85 a fourni 50 mg de produit cristahise. F = 225-227”: Iah, = 
- 141’ (C = 0.032; pyridine). L’acttylation de P, avec la p&&e 
et AczO donne un produit cristallise. F = l95-197°C; [a),, = - 131” 
(C = 0.038; CHCb), IR: Y cm -’ 3400, 3580, 1720, 1250. RMN: 6 
0.60 (3H, s. 18-Me). 0.87 (3H. d, J = 6,SHz. 26Me). 0.89 (3H, d, 
J = 6,5Hz, 27-Me), 0.99 (3H, d. J = 6. SHz, 28-Me), I ‘06 (3H, d, 
J = 6, 5Hz. 2l-Me), I I2 (3H. s, 19-Me), 2.04 (3H, s, OC CH+ 

II 

2 ‘07 (3H, s, OCCH,), 4 ‘95 (IH, dd, JI = 5.3Hz, JZ = 2 .3Hz, 6-H). 

II 

5’ I4 (IH, WI;?= 25Hz. 3-H). 5.28 (IH, dd, J, =5.3Hz, Jz= 
2’3Hz. 7-H). SM: m/z 512 (Mt-H?O), 494 (Mt-2HaO); 479 
(Mt-2H,O-CH,), 470 (M!-AcOH), 452 (M’-AcOH-HzO), 434 
(M’-AcOH-2HzO), 410 (Ml-2AcOHX 392 (MI-2AcOH-HzO), 
374 (My-2AcOH-2HzO). 327 (Mt-AcOH-H&&H,,), 267 (MT- 
2AcOH-H,D-CUHI~), 249 (MT-2AcOH-2H@-&H,,). 

38, So. 6j3-Trisfrimlthylsilyloxy-9a-hydroxyergosta-7,22-dibe 4” 
La trimCthylsilylation de P3 par la N,O-bistrimethyl- 

silyltluorac&amide (BSTFA) B 70” pendant 24h donne un produit 
qu’pn analyse en SM par une introduction directe. SM: m/z 662 
(M’), 644 (My-HIO), 629 (Mt-HzO-CH& 572 (Mt-MeSiOH), 
557 (Mt-MesSiOH-CHs), 554 (MT-MesSiOH-HzO), 539 (Mt- 
MesSiOH-HaO-CHs), 482 (Mt-2MesSiOH). 

3& So, 6@-Trihydroxycholestane 7 
Une solution de cholesterol f~(l5g) dans CHaCIz (5OOml) est 

traitee a 0°C avec I’acide paranitroperbenzoi’que pendant 0.5 h. 
On obtient I7 5 g de pro&it brut qu’on dissout bans 400 ml de 
THF. A cette solution. est additionne HCIOI a 25%. Aares 2 h de 
reaction, on elimine le maximum de THF, puis on pro&de a une 
extraction habituelle. On obtient 14.5 g de 7. F = 223-225”. RMN: 
6 0 .75 (3H, s, Is-Me), 0 .8!3 (6H, d. J = 6. ZHz, 26-et n-Me), 0.93 

(3H, s, 19-Me). 0.97 (3H, d, J = 6. SHz, 21-Me), SM: m/z 420 
(M’), 402 (Mt-HzO), 384 (Mt-2H20). 369 (Mt-2HsO-CHs). 

38, So-Dihydroxycholestandone 8 
Une solution de I3 g du trio1 7 dans 12Oml de dioxane est 

diluee avec I3 ml d’eau. La solution est traitee a 25°C par IO g 
de N-bromosuccinimide. Aprts 0. 5 h de reaction a 0”. le produit 
de rCaction est filtre, puis lave avec CHsOH h 50%. On obtient 
10 .2 g de 8 (Rdt’ 80%). F = 231-233” (Litt6 232-233”) [o]o = -43” 
(C = 0. IO, CHCIs). IR: Y cm-’ 3400, 3600, 1710. RMN: 6 0.64 
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(s, 18-Me), 0.86 (d, J = 6, EHz, 26- et 27-Me). 0.93 (s, l9-Me), 
0.96 (d, J = 6 * EHz, 21-Me). SM: m/z 418 (Mt), 400 (Mf-Hfi). 
385 (MT-H?O-CH,), 382 (M’-2H20). 

3a, Sa-Dihydroxycholestan-Gone Y 
Une solution de I2 g de 8 dans MO ml de THF est traitte par 

19.4 g de PPhl et 2.58 g d’acide formique, puis par une solution 
de 8.85 ml d’azodicarboxylate d’tthyle dans 50ml de THF. 
L’tvaporation da solvant et la chromatographie sur Siq four- 
nissent 12.5 p. de 9 (Rdt 98%). RMN: 6 0.69 (s. &Me). 0.84 
(d, J = 6, 8Hzy 26 ei 27-Me); 0.93 (s, 19-M& 0.96 (di J = 6, 
8Hz,21-Me), 5 .50 (m, Win= 7. SHz, 3-H), SM: m/z 446 (M?), 
428 (MT-HzO), 400 (M’-HCOOH), 382 (MT-HCOOH-HzO), 367 
(Mt-HCOOH-H@CH,). 

La saponification de 50mg du formiate 9 par une solution 
mtthanolique B 2% de potasse foumit 27.5 mg de c&-diol 9’. 
F = 192-194”. [aID= - 12" (C = 0.15; CHCl& IR (KBr): 3200, 
3400, 1710. RMN: fi 0.64 (s, IIMe), 0.81 (d, J = 6 * 7Hz, 26 et 
27-Mel. 0.91 (s. 19-Me). 0.93 (d. J = 6.7Hz. 21-Me). 4.3 (m. 
W~,Z =7.5Hz, ‘3-H). Sk m/z ‘4i8 (ti); 400 (ti&O), j8i 
(Mt-2HzO), 367 (Mt-2H&-CH,). 

3a, 5@-Dihydroxycholeskw60ne 10 
Une solution de 6 g du formiate 9 dans 350 ml de mtthanol est 

traitee sous argon avec 35 g de potasse sous retlux pendant I5 h. 
L’extraction suivie de chromatographie sur SiOz foumit 4.5 g de 
10 (Rdt 75%). F = 117-119”. IR: Y cm-’ 3480,3610,1710. RMN: 8 
0.65 (s, IS-Me), 0.70 (s, l9-Me), 0.87 (d, J = 6.8Hz, 26- et 
27-Me). 0.92 (d. J = 6.8Hz. 2l-Me). 3.97 (m. WI~Z = 20Hz. 
3-H). SM: m/z‘418 (ti), 4Cil (M?-F&O), 385‘(Mt-I$OXHr); 
382 (M:-2H20). 

3a-Act!toxy-5p-hydroxy-cholesf-7-endone 11’ 
Une solution de I .78 g 10’ dans 25 ml d’AcOH est traitCe par 

0 .I92 ml de Br2 dans 3 ml d’AcOH. L’extraction foumit 1 * 86 g 
de bromocktone qu’on dissout dans 14mL de DMF. Aprts 
l’addition de 1.5 g de L&C& le milieu rkactionnel est chauffC 
sous retlux pendant ISmin; I’extraction suivie de chromato- 
graphie sur SiO, foumit 264 mg de 11’. UV: k,.,(EtOH) 252 nm 
(e = 14300). IR:vcm-’ 3500, 1240, 1730, 1620, 1670. RMN: 8 
0.60 (s, I&Me), 0.82 (s. l9-Me), 0.86 (d, J = 6. EHz, 26 et 
27-Me), 0.92 (d, J = 6. RHz, 2l-Me), I * 98 (s, OCCH,), 5 . II 

(m, 3-H). SM: m/z 458 (Mt), 398 (My-AcOH), 380 (Mz-A&H- 
HzO). 

3a-A&foxy-58, 14a-dihydroxycholest-7-en-&one 12 
Une solution de 60 mg de 11’ dans 4 ml de dioxane est trait&e h 

65” avec 250 mg de Se02 pendant une nuit. Aprts une filtration 
sur CClite et des lavages a l’eau et KCN 5%, on obtient 50 mg de 
12’ (Rdt 80%). F = 153-155”. UV: A,,(EtOH) 246nm (c = 8900). 
IR: Y cm-’ 3500, 3600, 1250, 1730, 1620, 1680. RMN: 8 0 * 71 (s, 

I&Me). 0.86 (s. IFMe). 0.90 (d. J = 6.8Hz. 26 et 27-Me). 
0.96 (d, J = 6 .‘8Hz, 21&e), 5 i7’(m, 3-H). i. 97 (d, J = 3H;, 
7-H). SM: m/z 474 (M’), 456 (M?-H20). 414 (M?-AcOH), 3% 
(Mt-AcOH-HzO). 

3a, S/J, 14a-Trihydroxy-cholest-7-en-6-one 12 
On chauffe sous reflux et sous argon pendant ISmin, une 

solution de 50 mg de 12 dans 12 ml de MeOH et 28 mg de KzCO~ 
dans 0.5 ml d’eau. On obtient 34 mg de 12 (Rdt 75%). F = 204- 
205 .5”. [a]o= 125” (C = 0.32, CHCla). UV: A,(EtOH) 245 nm 
(c = 9100), RMN: 8 0.81 (s, &Me), 0.83 (s, 19-Me), 0.88 (d, 
J = 6.8Hz. 26 et 27-Me). 0.95 (d, J = 6.8Hz. 2l-Me), 4.04 (m, 
3-H). 5.4: (s. 7-H). SM: m/z 432 (Mf), 414 (M?-Ha), 399 
(MT-H@Cl&), 3% (Mt-2HlO). 283 (MT-ZHGCeH,,). 

3@-Acltoxy-5 a-hydroxy-ergosla-7,22-dibbone 14’ 
Une suspension de 3.5 g d’acktate d’ergosttryle 13 dans 

100 ml AcOH est trait&e pendant une nuit par une solution de 
2.4g de 003 dans 14 ml AcOH. F = 257-261” (Lit? 2640). IR: 
vcrn-’ 3580, 3400, 1720, 1660, 1620 et 1240. UV: A,,&CHCIr) 
255 nm (d = 12500). RMN: 6 0.60 (s, 18-Me), 0.82 (d, J = 7Hz, 

26Me), 0.83 (d, J = 7Hz, 27-Me), 0.91 (d, J = 6,. 8Hz, 21Me), 
0.95 (s, 19-Me), I.02 (d, J = 6. SHz, 2l-Me), 5.10 (m, 3-H); 
5 .64 (t-assymktrique, 7-H). SM: m/r 470 (M?). 452 (M*-HzO), 
437 (M?-H&CH3), 410 (M?-AcOH). 392 (M’-AcOH-HrO), 
337 (M?-AcOH-HzO-CHs), 267 (MtX&rH&AcOH). 

38, Sa-JXhydmxy-ergosta-7.22~d&bone 14~ 
L’hydrolyse par K$ZOj de II foumit 14 IR: Y cm-’ 3600,3400 

et 1660. RMN: 8 0 * 60 (s, IS-Me), 0.82 (d, J = 7Hz, 26-Me), 
0.83 (d, J = 7Hz, n-Me), 0.91 (d, J = 7Hz, ZbMe), 0.95 (s, 
l9-Me), I .02 (d, J = 6Hz, 2l-Me), 4.03 (m, 3-H), 5 * 63 (7-H). 

3p-Acltoxy-Sa, Ma-dihydroxy-ergosta=I, U-diLnbone 15’ 
Une solution de I .05 g de 14’ dans IOOml de dioxane est 

traitte pa 2.8 g de Se02 B 60-70” pendant 1’ 5 h. Aprbs une 
filtration sur CClite et des lavages g I’eau, et KCN 545, on obtieat 
15’. (Rdt 80%). F = 282-284”. [a]o = t 62” (c = 0.61; Py). 

RMN: 8 0.68 (s, M-Me), 0.85 (d, J = 6*7Hz, 26Me), 0.86 
(d, J = 6.7Hz, 27-Me). 0.94 (d. J = 6 * 8Hz, 28-Me), 0.97 (s, 
19-Me), 1 .03 (d, J = 6.7Hz, 21-Me), 2.07 (s, O$CHs), 5 .90 (d, 

11 
J = 2.7H2,7-H). 

SM: m/z 486 (M?), 468 (M?-Ha), 453 (M?-Hz@CH3), 450 
(@2H10), 408 (Mt-HGAcOH), 390 (MtZHzO-AcOH). 

38, Sa, Iti-Trihydroxy-ergoslo-7, 2ZdiLnbone 15. 
On traite B 80”, pendant 3 h, une solution de 100 mg de 15 

dans 29 ml de MeOH, par une solution de 67 * 5 mg de K2COr 
dans 2ml d’eau. Le mClange rkactionnel est ensuite verst dans 
I’eau et le pH ramenC B 7 par 2 lavages B l’eau. 60mg de 15 est 
obtenu par filtration. F = 267-269”. [a]o= 65” (C = 0.76, CHCI,). 
IR (KBr): v cm-’ 3350, 1620, 1670. UV: A,(EtOH) 242nm 
(c= 14500). RMN: 0.68 (s, &Me), 0.82 (d, J=6.6, 6Hz, 
26Me), 0.84 (d, J = 6.6Hz, n-Me), 0.92(d, J = 6.6Hz, 28-Me), 
0.94 (s, N-Me), I.02 (d, J = 6. ZHz, 21-Me), 3.93 (m, 3-H), 5 .81 
(d, J = 2. SHz, 7-H). SM: m/z 444 (Mt), 426 (M?-Hfi), 411 
(ti-HzO-CHs), 408 (Mt-2HzO). 393 (M?-2H+CH& 390 (M?- 
3H20. 

Oxydofion du titrol 4 par le dioxyde de manganese 
A une solution du tttrol4 (7 mg) dans un mklange de IO ml de 

chlorure de mtthylhne et 3 ml de THF, on ajoute 200 mg de 
MnO2. La riaction est elTectuCe B tempkature ambiante, sous 
agitation magktique. Au bout de 2 h, le milieu rkactionnel est 
filtrk sur Ctlite, et la solution obtenue est &vapor& B set sous 
pression rkduite. Aprts une purification sur une colonne de gel de 
silice, on obtient 4.5 mg de la c&one conjuguke 16, dont les 
caractkistiques physiques et spectrales coincident avec celles du 
produit nature] P, dtcrit cidessous. 

La fraction cytotoxique CluCe au mtlange MeOH/CHrG 6:94 
a it& soumise B trois chromatographies successives sur silice fine 
40-60 p. Cette sCrie de purifications a permis d’obtenir deux 
produits homogknes de polarit voisine: 

38, Sa, 9a-Trihydroxy-ergosta-7, 22-diLn-&one 16. 
Lc produit le moins polaire PI est aussi le constituant mineur 

de la fraction active: F= 225-m. [aID= -64’ (c=O*O56, 
CHCls). IR: Y cm-’ 3400,3590,1620,1670. UV: A,(EtOH)237 nm 
(C = IOOO). RMN: 8 0.61 (s, 18-Me), O.tQ(d, J = 6.8Hz, &Me), 0.83 
(d, J = 6.8Hz, n-Me), 0.91 (d, J = 6.8Hz. 28-Me), 1.01 (s, W-Me), 
1.02 (d, J = 6.5Hz, 21-Me), 4.06 (m. 3-H), 5.65 (d, J = 1,9Hz, 7-H). 

SM: m/z 426 (M?-H20), 408 (M?-2H20), 390 (M?-3HzO), 300 
(hit-HzCGH,s)r 282 (Mt-2HzO-GH~d. 

38, Sa, 9a-Trihydroxy-6fi-methoxyergosta-7,22-di&ne 17 
Le plus poke des deux produits, PJ, posshde les carac- 

tkistiques physiques et spectrales suivantes: 
F= 178-180”. [a]D= - 117” (c = 0.75, CHCl3). 
RMN: 6 0.61 (3H, s, &Me), 0 * 81 (3H, d, J = 6 * 8Hz, 26 

Me), 0.84 (3H, d, J = 6. BHz, n-Me), 0.92 (3H, d, J = 6.8Hz, 
28-Me), I * 02 (3H, d, J = 6 .4Hz, 21-Me), 1 .06 (3H, s, &Me), 
3.23 (IH, dd, J, = 5.3Hz, J2 = 2.3Hz, 6-H), 3.41 (3H, s. O- 
CH,),3~66(lH,m,3-H),5~48(lH,dd,JI=5~3Hz,J2=2.3Hz, 
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7-H). SM: m/z 442 (M’-HsO), 424 (M-2HzO), 410 (Mt-MeOH- 
HsO), 409 (Mt-2HsO-CHs), 392 (M?-McOH-2HsO), 285 (M’- 
MeOH-H&-CsHrr), 267 (M-McOH-2HzcrCsHrr). 

3S-Acltoxy-Sa, 9a-dihydroxydfl-mHhoxyoxycrgosta-7,22-&e 17 
L’acetylation (A&, Py) de PJ fournit 17’. 
F= 157-159”. RMN: 6 0.61 (3H, s, IS-Me), 0.83 (3H, d, 

J = 6.8Hz, 26Me), 0.84 (3H, d, J = 6 * 8Hx, 27Me) 0.93 (3H, d, 
J = 6.8Hz, 28-Me), I.02 (3H, d, J = 6 * SHx, 21-Me), I . OS (3H, s, 
19-Me), 2.05 (3H, s, OCCHs), 3.4 (O-CHs), 5 * 18 (lH, m, 3-H). 

CI 
SM (CI, Isobutane): m/t 503 (MH+), 485 (MH+-HP), 467 

(MH+-2HsO), 453 (MH’-HZO_MeOH), 435 (MH+-2HsO-MeOH), 
425 (MH+-H&-AcOH), 467 (MH+-2HsO-AcOH), 375 (MH+- 
2HsO-AcOH-MeOH). 

38, Sa-Bistn’mithylsilyloxy_6B-mlhoxy-9a-hydroxy~osta-7,22- 
dilne 17 

La uimttbylsilylation de Pr par It BSI’FA B 80°C pendant 
24 b donne un produit qu’on analyse par spectromttrie de masse par 
une introduction directe: 

SM: m/r 604 (M?), 586 (Mf-HsO), 571 (M”-HsO-CHs), 572 
(M?-MeOH); 514 (Mt-MerSiOH); 499 (M?-Me3SiOH-CHJ); 482 
(I#-MerSiOH-MeOH): 424 (M?-2MesSiOH); 409 (Mr- 
MerSiOH-CH,), 392 (MT-ZMesSiOH-MeOH). 
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