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Finf bereits bekannte Aglyca, 3B,6a-Dihydroxy-5a-pregn-9(11)-en-20-on (1), 3B,6¢,20&-Tri-
hydroxy-5a-cholesta-9(11),24-dien-23-on (2), 3B,6a,20&-Trihydroxy-5 a-cholest-9(11)-en-23-on (3),
3B,6a-Dihydroxy-5So-cholesta-9(11),24-dien-23-on (4) und 3f,6a-Dihydroxy-5a-cholest-9(11)-
en-23-on (8), lieBen sich aus dem Solvolyseprodukt des enzymatischen Hydrolysats eines Oligo-
glycosidgemisches isolieren, das aus Seesternen Luidia maculata Miiller et Troschel gewonnen
wurde. Zusitzlich wurde ein neues Aglyconsulfat aus dem enzymatischen Hydrolysat einheitlich
erhalten, und zwei neue Oligoglycosidsulfate konnten aus dem gleichem Oligoglycosidgemisch
isoliert werden. Auf Grund chemischer und spektroskopischer Beweise wurden die Strukturen der
drei Sulfate als Monocalciumsalz von Bis[6a,20E-dihydroxy-3B-(sulfooxy)-5a-cholest-9(11)-en-
23-on] (8), Mononatriumsalz von 6a-[(O-B-p-Fucopyranosyl-(1 — 3)-O-B-p-fucopyranosyl-
(1 = 2)-O-B-b-chinovopyranosyl-(1 — 4)-O-[B-p-chinovopyranosyi-(1 — 2)]-O-B-D-xylopyranosyl-
(1 - 3)-B-p-chinovopyranosyl)oxy]-20&-hydroxy-38-(sulfooxy)-5 a-cholest-9(11)-en-23-on (10)
und Monoammoniumsalz von 6a-[(O-B-D-Fucopyranosyl-(1 — 2)-O-B-p-chinovopyranosyl-
(1 — 4)-O-[B-p-chinovopyranosyl-(1 — 2)]-O-B-p-xylopyranosyl-(1 — 3)-B-D-chinovopyranosyl)oxyl-
20&-hydroxy-3p-(sulfooxy)-5 a-cholest-9(11)-en-23-on (11) ermitteit.

Biologically Active Glycosides from Asteroidea, VI12. — Steroid Oligoglycosides from the
Starfish Luidia maculata Miiller et Troschel, 1. — Structures of 2 New Aglycone Sulfate and Two
New Oligoglycoside Sulfates

Five already known aglycones, 3pB,6a-dihydroxy-5o-pregn-9(11)-en-20-one (1), 3B,60,20&-tri-
hydroxy-5a-cholesta-9(11),24-dien-23-one (2), 38,6a,20&-trihydroxy-5a-cholest-9(11)-en-23-one
(3), 3P,6a-dihydroxy-Sa-cholesta-9(11),24-dien-23-one (4), and 3B,6a-dihydroxy-5a-cholest-
9(11)-en-23-one (5) were isolated from solvolysis products of the enzymatic hydrolyzate of an
oligoglycoside mixture prepared from the starfish Luidia maculata Miiller et Troschel. A new
aglycone sulfate was also isolated from the enzymatic hydrolyzate, and two new oligoglycoside
sulfates were obtained from the same glycoside mixture. The structures of the three sulfates were
elucidated by chemical and spectroscopic evidence to be the monocalcium salt of bis{6a,20&-di-
hydroxy-3B-(sulfooxy)-5a-cholest-9(11)-en-23-one} (8), the monosodium salt of 6a-[(O-f-D-
fucopyranosyl-(1 - 3)-O-B-b-fucopyranosyl-(1 — 2)-O--p-quinovopyranosyl-(1 — 4)-O-[B-D-
quinovopyranosyl-(1 — 2)}-O-B-p-xylopyranosyl-(1 — 3)-B-b-quinovopyranosyl)oxy}-20&-
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Biologisch aktive Glycoside aus Asteroidea, VI 2093

hydroxy-3B-(sulfooxy)-5a-cholest-9(11)-en-23-one (10), and the monoammonium salt of 6a-{(O-
#-D-fucopyranosyl-(1 — 2)-O-B-D-quinovopyranosyl-(1 — 4)-O-[B-D-quinovopyranosyl-{1 - 2)]-O-
B-p-xylopyranosyl-(1 — 3)-B-p-quinovopyranosyl)oxy]-20€-hydroxy-3 B-(sulfooxy)-5 a-cholest-
9(11)-en-23-one (11)

In den frisheren Mitteilungen berichteten wir iiber die Isolierung und Strukturermitt-
lung der Oligoglycoside aus den Seesternen Acanthaster planci 1.3*, Astropecten
latespinosus M. > und Asterias amurensis [cf.] versicolor Sladen? der Klasse Asteroidea.
Kiirzlich wurde von Riccio und Mitarbeitern® ein Cholestanhexaol-24-O-Glycosid aus
dem Seestern Protoreaster nodosus isoliert und seine Struktur beschrieben. Unseres
Wissens ist aber bisher keine Arbeit iiber Oligoglycoside aus Luidia maculata Muller et
Troschel (L. maculata) veroffentlicht worden. Die vorliegende Versffentlichung be-
schreibt die Identifizierung von fiinf Aglyca, und die Strukturaufklirung eines neuen
Aglyconsulfats und zweier neuer Oligoglycosidsulfate aus dem Seestern L. maculata.

Isolierung und Identifizierung der Aglyca 1—-5

Aus dem wifrigen Extrakt nicht zerkleinerter Seesterne L. maculata konnte durch
Trennungen an Amberlite XAD-2 und durch ,,Droplet-counter-current“-Chromato-
graphie (DCCC) eine saponinhaltige Fraktion (I-2) [s. Experimenteller Teil] erhalten
werden, die mit Hesperidinase hydrolysiert wurde. Nach Chromatographie des Hydro-
lysegemisches an Kieselgel und Sephadex LLH-20 wurde eine Fraktion (IV-2) isoliert,
die aus einem Gemisch der Aglyconsulfate bestand. Diese Fraktion wurde in
Pyridin/Dioxan einer Solvolyse unterworfen. Durch weitere Trennungen der Solvoly-
seprodukte an Kieselgel und durch ,,Reverse-phase“-Chromatographie konnten die
Aglyca 1—5 erhalten werden.
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Verbindung 1 konnte anhand spektroskopischer Daten und durch Mischschmelz-
punkt mit einem aus Acanthaster planci isolierten Aglycon® als 3B,6a-Dihydroxy-
Sa-pregn-9(11)-en-20-on identifiziert werden.

Liebigs Ann. Chem. 1983



2094 T. Komoriet al.

Die Verbindungen 2 und 3 sind nach Schmelzpunkt und den spektroskopischen Da-
ten identisch mit den frither® ebenfalls aus Acanthaster planci isolierten Aglyca
3B,60,20&-Trihydroxy-Sa-cholesta-9(11),24-dien-23-on (2) und 3f,6¢,20&-Trihydroxy-
So-cholest-9(11)-en-23-on (3, Thornasterol A). Zusétzlich wurde 3 in sein 3,6-Diacetat
6 iibergefiihrt, das ebenfalls identisch ist mit einer authentischen Probe® und in seinen
physikalischen und spektroskopischen Daten gut iibereinstimmt mit den in Lit.*? fir
Thornasterol-A-diacetat beschriebenen Werten.

Das Aglycon 4 mit einem Schmelzpunkt von 168.4 — 170.0°C zeigt im Felddesorptions-
Massenspektrum (FD-MS) Peaks bel m/z=415(M + H) und 414 (M *). Im Elektronen-
stoBionisations-Massenspektrum (EI-MS) sind Peaks bei m/z = 414, 316 und 298 zu
sehen, fiir die sich aus dem hochaufgelosten EI-MS die Summenformeln C»Hy,0,,
C,1H3,0, und C,;H;3;0 ergeben. Es handelt sich bei 4 um das schon in den Hydrolysa-
ten von Saponinfraktionen aus verschiedenen Seesternen gefundene Marthasteron®.
Der Peak im EI-MS bei m/z = 316 ist durch McLafferty-Umlagerung in der Seitenket-
te, wobei die Bindung zwischen C-20 und C-22 gespalten wird, zu erkldren. Das aus 4
dargestellte Diacetat 7 zeigt einen Schmelzpunkt von 112.9-115.0°C und stimmt in
seinem 'H-NMR- und Massenspektrum gut iiberein mit dem in Lit.*® beschriebenen
Marthasterondiacetat. 4 wurde somit als 3B,60-Dihydroxy-5a-cholesta-9(11),24-dien-
23-on identifiziert.

Auch bei dem Aglycon 5 handelt es sich um eine aus den Hydrolysaten von Saponin-
fraktionen mehrerer Seesterne isolierten Verbindung, namlich um Dihydromartha-
steron®?, Die hier isolierte Verbindung stimmt in ihren physikalischen und spektro-
skopischen Daten gut iiberein mit jenen fiir Dihydromarthasteron beschricbenen. 5 ist
deshalb mit 3f,60-Dihydroxy-5a-cholest-9(11)-en-23-on identisch.

Fir die '*C-NMR-Daten der Aglyca 1, 2, 3 und 5 wird auf frithere Veroffent-
lichungen*!9 verwiesen, jene von Verbindung 4 sind in Tab. 1 angegeben. Ein Ver-
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Abb. 1. CD-Spektren der Aglyca 2—35
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Biologisch aktive Glycoside aus Asteroidea, VI 2095

gleich der CD-Spektren (Abb. 1) der Verbindungen 3 und 5 bzw. 2 und 4 zeigt, daf} die-
se jewells fiir die beiden Verbindungspaare identisch sind.

Isolierung und Strukturaufklirung des Aglyconsulfats 8

Zur Isolierung des Aglyconsulfats 8 wurden die erhaltenen Fraktionen I-2 (Teil),
11-3, I1I-1 und IV-3 vereinigt und mit B-Glycosidase von Charonia lampas hydrolysiert.
Aus dem Hydrolysegemisch konnten nach Trennungen an Amberlite XAD-2, Sepha-
dex LH-20 und Kieselgel sowie durch ,,Reverse-phase*“-Chromatographie, wie im experi-
mentellen Teil beschrieben, 124.5 mg 8 mit einem Schmelzpunkt von 166.0-167.8°C
erhalten werden.

Das IR-Spektrum von 8 zeigt durch eine Bande bei 1225 cm™! die Anwesenheit eines
Sulfatrestes an. Fernerhin wurde durch quantitative Atom-Flammen-Spektrometrie
nur Calcium gefunden. Im FD-MS erscheint der Peak mit der hochsten Massenzahl bei
m/z = 432 und entspricht [M 4+ 2H — Ca(S05),1/2. Durch weitere Abspaltung von ei-
nem, zwei und drei Molen Wasser sind die Peaks bei m/z = 414, 396 bzw. 378 zu erkla-
ren. Durch Retro-Aldol-Reaktion wird die Seitenkette zwischen C-20 und C-22 gespal-
ten, wodurch aus dem Ion mit m/z = 432 das Fragment mit m/z = 332 entsteht. Im
., Fast-atom-bombardment“-Massenspektrum (FAB-MS, Abb. 2) ist ein (M + K)-Peak
bei m/z = 1101 zu sehen. Der Peak bei m/z = 551 entspricht dem Calciumsalz mit nur
einem Steroidrest [(C,7H;;0,805Ca)*]; durch Addition von einem und zwei Molen
Glycerin entstehen die Ionen mit m/z = 643 bzw. 735.
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Abb. 2. FAB-Massenspektrum von 8, aufgenommen in Glycerin
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Das 'H-NMR-Spektrum von 8 zeigt drei Singuletts fiir die Methylgruppen an C-13
(& = 0.86), an C-10 (8 = 0.98) und an C-20 (& = 1.66) sowie ein Dublett fiir die beiden
endstiandigen Methylgruppen in der Seitenkette bei 8 = 0.91. Weiterhin erscheinen drei
Multipletts bei 8 = 3.78 (6p-H), 4.90 (3a-H) und fiir das olefinische Proton an C-11
bei & = 5.20. Die 3C-NMR-Daten von 8 sind in Tab. 1 zusammengefaBt. Abweichun-
gen zeigen sich in den Daten von 8 gegeniiber denen von Thornasterol AY (3) nur im
Bereich der Kohlenstoffatome 2 bis 4, und diese sind mit A8 = 7.9 fiir C-3 am gréften.
Somit ist der Sulfatrest in 8 an C-3 lokalisiert.

Tab. 1. 3C-NMR-Daten (5-Werte) der Aglyca

C-Atom 4 8 C-Atom 4 8
1 36.61t 36.0t i5 256t 233t
2 325t 293t 16 28.8t 252t
3 Nn.od 78.8d 17 56.7 d 59.5d
4 342t 31.0t 18 11.8 g 13.6 q
5 51.0d 503 d 19 19.7 q 193 g
6 68.6 d 68.5 d 20 33.24d 73.7s
7 436t 432t 21 19.7 q 271 q
8 36.2d 35.6d 22 517t 551t
9 146.8 s 146.0 s 23 200.7 s 2116 s
10 38.7s 38.3s 24 125.0d 540t
11 116.4 d 116.6 d 25 1540 s 24.4d
12 4211 425t 26 21.3q 22.6 q
13 414 s 41.6s 27 20.6 g 22.5q
14 5414d 54.0d

AT
C az@ —_—
Pyridin/
Dioxan
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1 CrO3
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Durch Solvolyse in Pyridin/Dioxan wurde der Sulfatrest von 8 abgespalten und nach
Acetylierung des dabei erhaltenen Reaktionsproduktes wurde ein Acetat isoliert, das
mit dem zuvor aus dem Aglycon 3 dargestellten Acetat 6 identisch ist. Weiterhin wurde
das Aglyconsulfat 8 mit Chromtrioxid oxidiert, der Solvolyse in Pyridin/Dioxan unter-
worfen und anschlielend acetyliert. Dabei konnte 3p-Acetoxy-20&-hydroxy-5a-cholest-
9(11)-en-6,23-dion (9) erhalten werden, dessen Schmelzpunkt, 'H-NMR- und Massen-
spektrum gut mit den in Lit. ” beschriebenen Werten fiir diese Verbindung tibereinstim-
men. Aus obigen Ergebnissen wurde die Struktur von 8 als Monocalciumsalz von
Bis(60,20&-dihydroxy-3 B-(sulfooxy)-5 a-cholest-9(11)-en-23-on] ermittelt.

Isolierung und Strukturermittlung der Oligoglycosidsulfate 10 und 11

Der wifrige Extrakt von L. maculata wurde an Amberlite XAD-2 getrennt, wobei
ein Riickstand erhalten wurde, aus dem nach DCCC, Trennungen an Kieselgel und Se-
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phadex LH-20 sowie durch ,,Reverse-phase‘-Chromatographie die zwei reinen Saponi-
ne 10 und 11 isoliert werden konnten.

Das Saponin 10 mit einem Schmelzpunkt von 208 — 212°C unter Zersetzung zeigt im
IR-Spektrum zwei Banden bei 1210 und 1240 cm ™' fiir einen Sulfatrest, und bei der
quantitativen Atom-Flammen-Spektroskopie wurde nur Natrium gefunden. Nach der
sauren Hydrolyse von 10 konnten gaschromatographisch die Zucker Chinovose, Fuco-
se und Xylose als Trimethylsilylderivate im Verhéltnis 3:2:1 nachgewiesen werden.
Aus dem FAB-MS (Abb. 3), das einen (M + Na)-Peak bei m/z = 1419, einen (M + K)-
Peak bei m/z = 1435 und einen (M + H)-Peak bei m/z = 1397 zeigt, ergab sich die
Molmasse 1396. Das '3C-NMR-Spektrum zeigt, daf es sich bei dem Steroidteil des Mo-
lekiils um Thornasterol A handelt (siche Tab. 2). Fiir die sechs Zuckerreste zeigt das
3C_NMR-Spektrum (siche Tab. 3) vier Peaks bei 8 = 101.3 (Jea1m = 157 Hz), 104.2
(Jc.1am = 157 Hz), 104.8 (Jey1m = 159 Hz) (zwei C-Atome) und 106.2 (Jo 14 =
156 Hz) (zwei C-Atome) firr die anomeren Kohlenstoffatome, die jeweils B-Konfi-
guration haben. Die enzymatische Hydrolyse von 10 mit B-Glycosidase von Charonia
lampas lieferte ein durch Partialhydrolyse entstandenes Sapogeningemisch, das haupt-
sachlich aus dem Pentaosid 12, dem Triosid 13 und dem Aglyconsulfat 14 bestand. Das
Aglyconsulfat 14 ist in seinem Schmelzpunkt, Rp-Wert, '"H-NMR- und "*C-NMR-
Spektrum identisch mit dem in Lit.? beschricbenen Mononatriumsalz von 60,20&-
Dihydroxy-3p-(sulfooxy)-5a-cholest-9(11)-en-23-on. Nach Solvolyse und Acetylierung
von 14 wurde ein Diacetat erhalten, das identisch ist mit dem sowohl aus 8 als auch aus
3 dargestellten Acetat 6.

Das Triosid 13 ist in seinem Schmelzpunkt, Re-Wert, 'H-NMR- und 3C-NMR-
Spektrum identisch mit dem in Lit.? beschriebenen Mononatriumsalz von 6a-[(O-B-p-
Chinovopyranosyl-(1 — 2)-O-B-p-xylopyranosyl-(1 — 3)-B-p-chinovopyranosyl)oxy]-
20&-hydroxy-3B-(sulfooxy)-5a-cholest-9(11)-en-23-on.

Beim Vergleich des '3C-NMR-Spektrums des Pentacsids 12 mit dem des Triosids 13
konnten fiir den Aglyconteil (Tab. 2) nur geringfiigige Abweichungen gefunden wer-
den. Im Zuckerteil (Tab. 3) zeigt sich vor allem eine Abweichung von A8 = 8.1 fiir C-4
der Xylose, wo 12 mit der Chinovose I1I oder der Fucopyranose verkniipft ist. Die '*C-
NMR-spektrometrischen Daten des Zuckerteils von 12 stimmen fast {iberein mit den
Daten von dem aus Acanthaster planci isolierten Acanthaglycosid A*'Y (21). Die
Struktur des Zuckerteils von 12 wurde deshalb wie folgt bestimmt: Das Pentaosid 12
wurde durch Solvolyse und Retro-Aldol-Reaktion in das Pregnantyp-Glycosid 15 mit
freier Hydroxygruppe an C-3 iibergefiihrt, das einen Schmelzpunkt von 253 -255°C
hat. Verbindung 15 stimmt mit dem aus Acanthaglycosid A (21) dargesteilten Pregnan-
typ-Glycosid véllig liberein. 12 lief sich somit als Mononatriumsalz von 6a-[(O-p-p-
Fucopyranosyl-(1 — 2)-O-B-p-chinovopyranosyl-(1 — 4)-O-[B-p-chinovopyranosyl-
(1 - 2)]-O-B-p-xylopyranosyl-(1 — 3)-B-p-chinovopyranosyl)oxyl-20&-hydroxy-3B-(sul-
fooxy)-5Sa-cholest-9(11)-en-23-on identifizieren.

Das 3C-NMR-Spektrum des nativen Hexaosids 10 ist im Aglyconteil (Tab. 2) fast
gleich mit dem des Pentaosids 12. Auch im Zuckerteil (Tab. 3) zeigen sich nur gering-
fligige Abweichungen, bis auf die Werte der Fucose I, die bei 10 an C-3 mit der termi-
nalen Fucose II verkniipft ist. Durch den Verlust der terminalen Fucose II findet eine
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Verschiebung des Wertes fiir C-3 der Fucose I von A8 = 9.1 statt. Durch Darstellung
und Identifizierung der Alditolacetate aus 10 konnten die Verkniipfungsstellen der
Zucker bestimmt werden, indem 3-gebundenes Chinovitol, 2,4-gebundenes Xylitol, ter-
minales Chinovitol, 2-gebundenes Chinovitol, 3-gebundenes Fucitol und terminales
Fucitol gefunden wurden.

Das Hexaosid 10 wurde in Pyridin/Dioxan desulfatiert. Das erhaltene Reaktionspro-
dukt 16 mit freier Hydroxygruppe an C-3 des Steroidrestes zeigt im FD-MS nur einen
schwachen (M + Na)-Peak bei m/z = 1317. Vielmehr ist der Basispeak bei m/z = 1217
fur ein Pregnantyp-Fragment-Ion zu sehen, entstanden durch Retro-Aldol-Reaktion in
der Seitenkette. Durch Abspaltung von einer, zwei und drei Methylpentoseeinheiten
(CHpO4) entstehen die Fragment-Ionen mit m/z = 1071, 925 bzw. 779. Das 3C-
NMR-Spektrum von 16 zeigt gegeniiber der Ausgangsverbindung 10 erstaunlicherweise
nicht nur Abweichungen in den Daten fiir die Kohlenstoffatome 2 bis 4 des Steroid-
restes, sondern auch im Zuckerteil (Tab. 2 und 3). Vor allem das C-2 der Xylose und
das anomere Kohlenstoffatom der Chinovose II zeigen mit AS = 3.0 bzw. 2.4 eine
starke Verschiebung. Anhand eines Stereomodells konnte jedoch gezeigt werden, daf
der Sulfatrest in 10 diesen Kohlenstoffatomen recht nahe steht und somit den Unter-
schied in den '*C-NMR-Spektren erklirt.

Das Solvolyseprodukt 16 wurde mit Methyliodid permethyliert, was durch das IR-
Spektrum nachgewiesen wurde (keine OH-Bande). Im 'H-NMR-Spektrum der per-
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Abb. 3. FAB-Massenspektrum von 10, aufgenommen in Glycerin
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methylierten Verbindung sind sechs Dubletts fiir die Protonen an den anomeren Koh-
lenstoffatomen der Zuckerreste zu sehen, die Kopplungskonstanten zwischen 6.5 und
8.5 Hz zeigen.

Auch das 'H-NMR-Spektrum der Ausgangsverbindung 10 (400 MHz) zeigt Dubletts
fur die sechs anomeren Protonen bei 8§ = 4.807 (7 = 7.63 Hz), 4.900 (J = 7.63 Hz),
5.023 (2 anomere Protonen, J = 7.94 Hz), 5.148 (J = 7.63 Hz) und 5.323 (J =
7.02 Hz). Dies besagt, daf} die Protonen an C-1 und C-2 bei allen sechs Zuckern trans
stehen und die Kohlenhydrate somit B-verkniipft sind.

Tab. 2. 3C-NMR-Daten (8-Werte) der Saponine (Aglyconteil)

C-Atom 10 12 13 11 16 17 18
1 36.0 36.0 36.0 36.0 36.3 36.3 36.2
2 29.5 29.5 29.5 29.5 32.3 323 32.1
3 77.6 71.8 77.7 77.6 70.5 70.5 70.4
4 30.7 30.7 30.8 30.8 335 33.5 33.8
5 49.3 49.3 49.4 49.3 49.4 49.4 49.3
6 80.2 80.3 80.7 79.8 79.3 79.2 79.0
7 41.5 41.2 41.6 41.2 41.7 41.7 41.6
8 35.3 353 35.3 35.3 35.5 35.5 357
9 145.2 145.5 145.5 145.5 146.0 146.0 146.6

10 38.3 38.3 38.3 38.3 38.6 38.6 38.6
11 116.5 116.7 116.7 116.6 116.5 116.5 115.8
12 42.4 42.4 42.4 42.4 42.7 42.5 40.7
13 41.5 41.6 41.6 41.6 41.6 41.7 42.5
14 54.0 54.0 54.0 53.9 54.2 54.2 53.8
15 23.4 233 233 23.2 23.3 233 23.2
16 25.2 25.2 25.2 25.1 25.2 25.2 25.5
17 59.5 59.6 59.6 59.5 59.6 59.6 63.4
18 13.6 13.5 13.6 13.5 13.6 13.6 13.2
19 19.3 19.3 19.3 19.2 19.5 19.4 19.4
20 73.6 73.7 73.7 73.7 73.7 73.7 208.3
21 27.0 27.0 27.0 27.0 27.1 27.0 31.0
22 54.9 54.9 54.9 55.0 55.0 54.9
23 211.3 211.5 211.8 211.7 211.7 211.7
24 53.9 54.0 54.0 53.9 54.0 54.0
25 24.3 24.3 24.4 24.3 24.4 24.3
26 22.7 22.6 22.7 22.6 22.7 22.6
27 22.5 22.5 22.6 22.5 22.5 22.5

Bei dem zweiten aus L. maculata isolierten Glycosid 11 mit einem Schmelzpunkt von
207 —210°C unter Zersetzung konnten nach der sauren Hydrolyse Chinovose, Fucose
und Xylose als Trimethylsilyl-Derivate gaschromatographisch im Verhiltnis 3:1:1
nachgewiesen werden. Das '*C-NMR-Spektrum zeigt, daB es sich bei dem Aglyconteil
um Thornasterol A handelt (siehe Tab. 2). Aus diesen Ergebnissen lie3 sich vermuten,
daB die Verbindungen 11 und 12 identisch oder zumindest sehr dhnlich sind. Es zeigten
sich jedoch in den physikalischen Daten, wie Schmelzpunkt und spezifischem Drehver-
mdgen, und in den Spektren Unterschiede. Das *C-NMR-Spektrum stimmt zwar fiir den
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Tab. 3. ¥C-NMR-Daten (8-Werte) der Saponine (Zuckerteil)

C-Atom 10 12 13 11 16 17 18

Chinovose 1:

1 104.2 104.4 104.7 104.2 104.3 104.3 104.3

2 74.4 74.2 74.1 74.3 74.2 74.2 74.3

3 90.0 90.0 90.7 89.8 89.8 89.7 89.8

4 74.9 74.5 74.6 74.4 74.4 74.2 74.2

5 72.5 72.0 72.0 72.0 72.5 72.5 72.0

6 18.1 17.9 17.9 18.2 18.1 18.1 18.1
Xylose:

1 104.8 105.0 104.9 104.6 104.3 104.3 104.3

2 82.0 82.0 82.6 82.3 85.0 85.0 85.0

3 75.7 75.4 7.7 75.4 75.1 75.0 75.2

4 78.4 78.6 70.5 78.3 78.0 77.9 78.0

5 64.3 64.4 67.0 64.4 64.3 64.4 64.3
Chinovose 11:

1 104.8 105.0 105.3 105.8 107.2 107.1 107.2

2 75.4 75.5 75.5 75.8 76.0 76.0 76.0

3 76.6 76.8 76.7 77.2 77.3 77.5 77.5

4 76.0 76.0 76.3 76.4 76.8 76.8 76.9

5 74.0 73.8 73.6 73.9 73.9 74.2 74.2

6 18.5 18.5 18.5 18.5 18.6 18.6 18.6
Chinovose 111:

1 101.3 101.4 101.4 101.2 101.2 101.2

2 84.7 84.8 85.0 85.2 85.2 85.3

3 77.4 77.4 77.4 77.3 77.3 77.3

4 76.0 76.0 75.8 76.1 76.0 76.0

5 73.6 73.8 73.9 73.8 73.9 73.9

6 18.0 18.2 18.2 18.2 18.2 18.2
Fucose I:

1 106.2 106.9 107.0 106.4 107.1 107.2

2 71.6 72.0 72.0 7.3 72.0 72.0

3 84.0 74.9 74.9 84.2 75.0 751

4 71,6 73.0 73.0 71.5 73.0 73.0

5 72.5 72.5 72.5 72.14 72.5 72.5

6 17.3 17.2 17.2 17.2 17.3 17.3
Fucose II:

1 106.2 106.6

2 71.6 71.8

3 75.4 75.2

4 73.1 72.8

5 72.5 72.2

6 17.1 17.5

Aglyconteil (Tab. 2) recht gut iiberein, zeigt aber im Zuckerteil (Tab. 3) fiir das C-2 der
Xylose und das anomere Kohlenstoffatom der Chinovose II mit A§ = 1.2 bzw. 0.8
groBere Abweichungen. Bei der Elementaranalyse konnte aber fast 1.0% Stickstoff ge-
funden werden, was vermuten 148t, daB 11 nicht als Natrium-, sondern als Ammo-
niumsalz vorliegt. Das IR-Spektrum unterstiitzt diese Vermutung. Die Spektren der
beiden Verbindungen 11 und 12 zeigen — bis auf eine zusitzliche Bande bei 1400 cm !
bei Substanz 11 — véllige Ubereinstimmung. Durch ein Vergleichsspektrum von Am-
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moniumsulfat konnte gezeigt werden, daB das Ammonium-Ion eine Absorptionsbande
bei 1400 cm ™! hat. Wie im Falle des Hexaosids 10 gezeigt wurde, hat der Verlust des Sul-
fatrestes eine Verschiebung der >*C-NMR-Daten fiir C-2 der Xylose und C-1 der Chino-
vose II zur Folge. Somit diirfte auch der Unterschied in den *C-NMR-Spektren von 11
und 12 mit den verschiedenen Kationen zu erkliren sein. Das FAB-MS von 11 (Abb. 4)
zeigt drei Peaks bei m/z = 1267, 1378 und 1527. Ersterer ist dadurch zu erkliren, dai3
das Ammonium-Kation gegen Kalium ausgetauscht und das entstandene Kaliumsalz
protoniert wurde. Der zweite Peak kann dadurch erkldrt werden, daf3 die protonierte
Verbindung hier in der Form des Tris(2-hydroxyethyl)aminhydrosalzes vorliegt. Durch
weitere Addition von Tris(2-hydroxyethyl)amin, das als Losungsmittel verwendet
wurde, entsteht ein Ion mit m/z = 1527.

M = n—o—soBO NH49 1245
= r-0-50,° k" 1266

n_ . O)— 6 6 - -
M= R-0-S0;° "NH(CH,-CIf,~OH) , 1377

+
) [1378 + N(CH
1527

,~CH,-0H)

)+

sl h R,

= Coglig1023 e § e

48 T
10‘00 1500

Abb. 4. FAB-Massenspektrum von 11, aufgenommen in Wasser/Tris(2-hydroxyethyl)amin

Auch Verbindung 11 wurde einer Solvolyse in Pyridin/Dioxan unterworfen. Das er-
haltene Solvolyseprodukt 17 hat einen Schmelzpunkt von 223 —225°C und zeigt im
FD-MS einen (M + Na — 100)-Peak fiir ein durch Retro-Aldol-Reaktion entstandenes
Fragment-lon mit m/z = 1071. Weitere Abspaltungen von einer und zwei Methylpen-
toseeinheiten fiithren zu den Ionen mit m/z = 925 bzw. 779. Wie zuvor fiir das Sub-
stanzpaar 10 und 16 diskutiert, zeigt die Verbindung 17 gegeniiber 11 die gleichen Un-
terschiede im *C-NMR-Spektrum. Wieder sind auBer fiir die Kohlenstoffe 2, 3 und 4
des Steroidteils Verschiebungen fiir C-2 der Xylose (A8 = 1.8) und C-1 der Chinovose II
(A8 = 1.3) zu beobachten (Tab. 2 und 3).

Bei Verbindung 17 wurde durch Retro-Aldol-Reaktion mit Natriummethanolat die
Seitenkette zwischen C-20 und C-22 gespalten, wobei das Pregnantyp-Pentaosid 18 er-
halten wurde. Dieses zeigte bei der Bestimmung des Mischschmelzpunktes mit 15 keine
Depression. Das IR-Spektrum des aus Acanthaglycosid A (21) dargestellten Pregnan-
typ-Pentaosids ist vollig identisch mit denen von 15 und 18. Weiterhin wurde das *C-
NMR-Spektrum von dieser aus 21 dargestellten Verbindung mit dem von 18 verglichen.
Dabei zeigten sich nur sehr geringfiigige Abweichungen (A8 = +0.1). Das FD-MS von
18 zeigt einen (M + Na)-Peak bei m/z = 1071 und einen (M + K)-Peak bei m/z =
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1087. Durch Abspaltung je einer Methylpentoseeinheit von diesen beiden Ionen entste-
hen die Fragment-lonen mit m/z = 925 bzw. 941.

Das Solvolyseprodukt 17 wurde analog Verbindung 16 mit Methyliodid methyliert.
Von den vier dabei erhaltenen Verbindungen wurde das Hauptprodukt fiir die weiteren
Untersuchungen benutzt. Das IR-Spektrum zeigt durch das Fehlen einer OH-Bande,
daB es sich um eine permethylierte Verbindung handelt. Das 'H-NMR-Spektrum hat
fiinf Dubletts bei 8 = 4.23, 4.40, 4.55, 4.57 und 4.83 mit Kopplungskonstanten zwi-
schen 6.5 und 7.5 Hz. Auch das 'H-NMR-Spektrum der Ausgangsverbindung 11
(400 MHz) zeigt fiinf Dubletts fiir die anomeren Protonen bei 8 = 4.803 (J =
7.63 Hz), 4.921 (J = 7.94), 4,956 (J = 7.93 Hz), 5.087 (J = 7.33 Hz) und 5.229 (J =
7.32 Hz). Somit sind auch beim Saponin 11 alle Zucker p-verkniipft.

Die permethylierte Verbindung wurde mit methanolischer Salzsdure methanolysiert,
wobei in dem Reaktionsgemisch die folgenden methylierten Zucker gaschromatogra-
phisch identifiziert werden konnten: permethylierte Chinovose, permethylierte Fucose,
Chinovose mit freier Hydroxygruppe an C-2, Chinovose mit freier Hydroxygruppe an
C-3 und Xylose mit zwei freien Hydroxygruppen an C-2 und C-4. Nach Trennungen
des Methanolysegemisches an Kieselgel und RP-8 konnte neben 6a-Hydroxy-3$-me-
thoxy-21-trimethyl-5o-pregn-9(11)-en-20-on (19) noch ein Tri-O-methylmonoglycosid
20 erhalten werden. Die Ausbildung einer fert-Butylgruppe in der Seitenkette nach Me-
thylierung wurde schon von Kitagawa und Kobayashi'® im Zusammenhang mit einem
Modellversuch an Pregnenolon beschrieben.

CHjz~

OH
CHgO

20

20 zeigt im 'H-NMR-Spektrum drei Singuletts bei & = 3.37, 3.57 und 3.61 fiir drei
O-Methylgruppen. Weiterhin ist ein Dublett mit J = 7.8 Hz bei § = 4.30 fir das ano-
mere Kohlenstoffatom eines Zuckerrestes zu sehen. Das FD-MS von 20 zeigt einen Ba-
sispeak bei m/z = 562 fiir das Molekiil-lon. Durch Spaltung der Bindung zwischen
C-6 des Aglycons und dem Sauerstoff ist ein Peak bei m/z = 371 zu erkliren. Weiter-
hin ist ein Peak bei m/z = 175 fiir einen Di-O-methyl-methylpentoserest (CgH;50,) zu
sehen.

Aus den oben aufgefiihrten spektroskopischen und chemischen Ergebnissen er-
gab sich die Struktur von 10 als Mononatriumsalz von 60-[(O-B-p-Fucopyranosyl-
(1 - 3)-O-B-p-fucopyranosyl-(1 — 2)-O-p-p-chinovopyranosyl-(1 — 4)-O-[B-p-chino-
vopyranosyl-(1 - 2)]-O-B-p-xylopyranosyl-(1 — 3)-p-p-chinovopyranosyl)oxy]-20&-
hydroxy-3B-(sulfooxy)-5 a-cholest-9(11)-en-23-on und die von 11 als Monoammonium-
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salz von 60-[(O-B-p-Fucopyranosyl-(1 - 2)-O-B-p-chinovopyranosyl-(1 — 4)-O-[B-p-chi-
novopyranosyl-(1 — 2)]-O-B-p-xylopyranosyl-(1 — 3)-p-p-chinovopyranosyl)oxy]-20&-
hydroxy-3p-(sulfooxy)-5a-cholest-9(11)-en-23-on.

Wir danken Herrn Prof. M. Yamaguchi, Faculty of Sciences der Kyushu Universtit fiir die
Atom-Flammen-Spektrometrie sowie den Herren I. Maetani, A. Tanaka, R. Isobe, Friulein
K. Soeda und Mitgliedern des Central Analytical Department der Kyushu Universitit fiir die Auf-
nahme der Spektren und die Durchfithrung der Elementaranalysen. Unser Dank gilt auch der Fir-
ma Jeo! fiir die Aufnahme von 270-, 400-MHz-"H-NMR- und FAB-Massenspektren. Diese Arbeit
wurde vom Ministry of Education, Science, and Culture, Japan, unterstiitzt. Dies ist ein Teil der
Arbeiten, die wihrend eines post-doctoral fellowship durchgefithrt wurden. H. Chr. K. dankt der
Japan Society for the Promotion of Science fiir die Gewdhrung dieses Stipendiums.

Experimenteller Teil

TH-NMR-Spektren: Jeol PS-100 (100 MHz), JNM GX-270 (270 MHz), JNM GX-400 (400 MHz);
TMS als interner Standard. — 'C-NMR-Spektren: Jeol FX-100 (25.05 MHz), JNM GX-270
(67.80 MHz); TMS als interner Standard und B-'>C von Deuteriopyridin (CsDsN) mit 8 = 123.5. —
EI-MS: Jeol D-300. — FD-MS: Jeol DX-300 mit Datensystem JMA-3500. — FAB-MS: Jeol
DX-300/FAB-FD-Ionenquelle (2 kV Beschleunigungsspannung) mit JMA-3500-Datensystem. Es
wurde eine Xenon-Strahlenquelle (6 kV Beschleunigungsspannung) verwendet. Zur Aufnahme
der Spektren wurde die Probe in Glycerin oder Wasser/Tris(2-hydroxyethyl)amin gelgst. — CD-
Spektren: Jasco Modell ORD/UV-5, Jasco Modell J-20. — IR-Spektren: Jasco Modell IR-G. —
Atom-Flammen-Spektrometrie: Hitachi-Perkin-Elmer-139-UV/VIS-Spektrometer. — Spezifi-
sches Drehvermogen: Jasco-DIP-SL-Polarimeter. — Schmelzpunkte (nicht korrigiert): Yanako
MP-3. — DC: DC-Alufolien Kieselgel 60 F,54 (Merck), DC-Fertigplatten Kieselgel 60 F,, silani-
siert (Merck), HPTLC-Fertigplatten RP-8 F,s4 S (Merck), HPTLC-Fertigplatten RP-18 F,s4 S
(Merck). Die Detektion erfolgte durch UV-Licht (254 nm) und mit Anisaldehyd als Spriihreagenz. —
SC: Kieselgel 60 (230 — 400 mesh ASTM) (Merck), Sephadex LH-20 (25 - 100 ) (Pharmaco Fine
Chemicals), Amberlite XAD-2 (Japan Organo-Co., Lid.}, LiChroprep RP-8 (40— 63 nm) Lobar-
Fertigsdule Grofie B {Merck). Die Fraktionierung erfolgte nach Identifizierung durch DC. —
HPLC: Waters Liquid-Chromatograph Modell 6000 A mit Differential-Refraktometer R 401 und
Absorptions-Detektor Modell 440; Siulen: Radial-PAX A (8 X 100 mm, Waters), Radial-PAK
Cartridge C-18 (8 x 100 mm, Waters), TSK-GEL LS-410 (Toyo Soda, mit Sédule 2.8 x 300 mm). —
GC: Jeol-Gas-Chromatograph JGC-1100 mit Flammenionisationsdetektor. — ,,Droplet-counter-
current“-Chromatographie (DCCC): 18 Glassdulen (10 x 300 mm).

Extraktion: 1750 unzerkleinerte Seesterne Luidia maculata, gesammelt in der Genkai-See (Fu-
kuoka Prifektur, Japan), wurden bei Raumtemp. zweimal mit je 800 | Wasser 2h extrahiert und
die Extrakte iiber Celite filtriert. Das erhaltene Filtrat wurde in 20 Laufen zu je 80 1 auf Sdulen
(20 ) mit Amberlite XAD-2 gegeben. Jede Saule wurde dann nacheinander mit jeweils 80 1 Was-
ser, 20 | Methanol und 30 1 Wasser eluiert. Die aus den 20 Liufen erhaltenen methanolischen Lo-
sungen wurden i. Vak. eingedampft, wobei ein Riickstand von 450 g erhalten wurde.

Isolierung der Aglyca 1-5: 150 g des voranstehend beschriebenen Riickstands wurden in
500 ml Wasser aufgenommen und auf eine Saule (6 1) mit Amberlite XAD-2 gegeben. Die Siule
wurde nacheinander mit 20 1 Wasser und 22 | Methanol eluiert. Die methanolische Phase wurde
i. Vak. eingedampft. Der erhaltene Riickstand von 100g wurde in 6 Laufen mittels DCCC (stationére
Phase: Wasser, gesittigt mit n-Butanol; mobile Phase: n-Butanol, gesittigt mit Wasser; Stro-
mungsgeschwindigkeit: 100 ml/h) aufgetrennt. Die Eluate von jeweils 4.8 bis 15.0 1 ergaben nach
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Eindampfen i. Vak. 27 g Fraktion I-2. Eine Mcllvain-Puffer-Ldsung (600 ml, pH 4.0) von 15 g
der Fraktion I-2 wurde mit 9.0 g Hesperidinase 5 Tage bei 38 °C hydrolysiert und danach mit
600 ml n-Butanol extrahiert. Der dabei erhaltene Butanol-Extrakt (8.0 g) wurde in 3 Liufen zu je
2.67 g an Kieselgel (Sdule: 40 x 300 mm, Stromungsgeschwindigkeit: 5.0 ml/min) mit
Chloroform/Methanol/Wasser (8:2:0.2) chromatographiert, wobei 3 Fraktionen erhalien wur-
den. Fraktion II-1 (bis 3.0 ] Eluat) enthielt 0.8 g, Fraktion [1-2 {3.0 bis 4.0 1 Eluat) 1.4 g und Frak-
tion II-3 (4.5 bis 6.0 1 Eluat) 1.5 g Substanz. Fraktion II-2 wurde an Sephadex LH-20 (Siule:
30 x 410 mm, Stromungsgeschwindigkeit: 4.5 ml/min) mit Methanol in weitere 2 Fraktionen (III-1:
bis 200 ml Eluat, 0.9 g Substanz und I1I-2: 200 bis 520 ml Eluat, 1.25 g Substanz) aufgetrennt.
Fraktion III-2 wurde nochmals an Kieselgel (Sdule 25 x 300 mm, Stromungsgeschwindigkeit:
4.0 ml/min) mit Chloroform/Methanol/Wasser (8:2:0.2) chromatographiert, wobei 3 Fraktio-
nen erhalten wurden (Fraktion I'V-1: bis 280 ml Eluat, 0.1 g Substanz; Fraktion 1V-2: 280 bis
700 ml Eluat, 0 .4 g Substanz; Fraktion IV-3: 700 bis 800 ml Eluat, 0.75 g Substanz). 400 mg der
Fraktion V-2 wurden in 20 ml Pyridin 15 min unter Riickfluf} erhitzt. Nach dem Abkiihlen wur-
den 80 ml 1,4-Dioxan zugegeben und das Gemisch weitere 60 min erhitzt. Das Reaktionsgemisch
wurde in 400 ml Eis/Wasser gegeben und dreimal mit je 250 ml Essigester extrahiert. Die organi-
sche Phase wurde mit Magnesiumsulfat getrocknet und i. Vak. eingedampft. Die dabei erhaltenen
360 mg Solvolysegemisch wurden an Kieselgel (Sdule: 20 x 200 mm, Stromungsgeschwindigkeit:
3 ml/min) mit Chloroform/Essigester (3:1) in 3 Fraktionen aufgetrennt (Fraktion V-1: bis
180 ml Eluat, 40 mg Substanz; Fraktion V-2: 180 bis 900 ml Eluat, 230 mg Substanz; Fraktion
V-3: 900 bis 1000 ml Eluat, 90 mg Substanz). Fraktion V-2 wurde nun durch Chromatographie an
RP-8 (Lobar-Fertigsdule, Stréomungsgeschwindigkeit: 3 ml/min) mit Methanol/Wasser (7: 3} in
die Fraktionen VI-1 (80 bis 720 ml Eluat, 140 mg Substanz) und VI-2 (721 bis 2920 ml Eluat,
83 mg Substanz) aufgetrennt. Eine weitere Aufspaltung dieser beiden Fraktionen erfolgte durch
HPLC (Saule: Radial-PAK A). Dabei wurde Fraktion VI-1 mit Methanol/Wasser (65: 35, Str6-
mungsgeschwindigkeit: 2 ml/min) in 3 Fraktionen (Fraktion VII-1: Retentionszeit 5.0 bis 7.9 min,
29.9 mg Substanz; FraktionVII-2: 15.8 bis 19.2 min, 5.4 mg Substanz; Fraktion VII-3: 19.2 bis
25.0 min, 92.7 mg Substanz) und Fraktion VI-2 mit Methanol/Wasser (7: 3, Stromungsgeschwin-
digkeit: 3 ml/min) in 2 Fraktionen (Fraktion VII-4: Retentionszeit 38 bis 50 min, 22.5 mg Sub-
stanz; Fraktion VII-5: 50 bis 62 min, 10.8 mg Substanz) aufgetrennt. Fraktion VII-1 wurde durch
Umpkristallisieren aus Essigester/Hexan gereinigt, wobei 26.4 mg 1 erhalten wurden. Die Fraktion
VII-2 wurde durch HPLC (Radial-PAK A) mit Methanol/Wasser (8 : 2) und Umkristallisieren aus
Methanol/Wasser gereinigt, wobei 1.7 mg 2 erhalten wurden. Auch Fraktion VII-3 mufite durch
HPLC (Radial-PAK A) mit Methanol/Wasser (7: 3) gereinigt werden. Es wurden 83.7 mg 3 iso-
liert. Die Fraktion VII-4 wurde aus Essigester/Benzol/Hexan umkristallisiert, und es konnten
18.7 mg 4 erhalten werden. Nach dem Umkristallisieren der Fraktion VII-5 aus Aceton/Hexan re-
sultierten 5.8 mg 5.

Isolierung des Aglyconsulfats 8: Folgende, voranstehend beschriebenen Fraktionen wurden
vereinigt: Fraktion 1-2 (Rest von 12.0 g), Fraktion II-3 (1.5 g), Fraktion I1I-1 (0.9 g) und Fraktion
1V-3 (0.75 g). Dieses Gemisch wurde in 300 ml Mcllvain-Puffer-L6sung (pH 4.0) mit B-Glycosi-
dase von Charonia lampas 3 Tage bei 38°C hydrolysiert und danach an einer Saule (5 1) mit Am-
berlite XAD-2 getrennt. Dafiir wurde die Saule erst mit 3.0 | Wasser und anschliefend mit 3.0 1
Methanol eluiert. Nach Eindampfen des Methanoleluats i. Vak. erhielt man 11.0 g Riickstand,
der an Sephadex LH-20 (Sdule: 30 x 410 mm, Strémungsgeschwindigkeit: 5.0 ml/min) mit Me-
thanol in die Fraktionen VIII-1 (bis 500 ml Eluat, 9.4 g Substanz) und VIII-2 (500 bis 950 ml
Eluat, 1.52 g Substanz) aufgetrennt wurde. Fraktion VIII-1 wurde an Kieselgel (Saule:
50 x 350 mm, Strémungsgeschwindigkeit: 5.0 ml/min) mit Chloroform/Methanol/Wasser
(8:2:0.2) und Fraktion VIII-2 an Sephadex LH-20 (Sdule: 25 x 370 mm, Strémungsgeschwindig-
keit: 5.0 ml/min) mit Methanol chromatographiert. Bei beiden Trennungen wurden je 2 Fraktio-
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nen erhalten. Bei der ersten die Fraktionen IX-1 (bis 2.1 | Eluat, 0.25 g Substanz) und IX-2 (2.1
bis 3.2 1 Eluat, 0.64 g Substanz) und bei der zweiten die Fraktionen IX-3 (bis 1.1 1 Eluat, 0.03 g
Substanz) und 1X-4 (1.1 bis 3.5 1 Eluat, 1.47 g Substanz). Die Fraktionen IX-2 und 1X-4 waren
dhnlich, wurden deshalb vereinigt und an Kieselgel (Saule: 40 x 300 mm, Strémungsgeschwindig-
keit: 4 ml/min) mit Benzol/Ethanol (5:1) in 4 Fraktionen aufgetrennt: Fraktion X-1 (bis 700 ml
Eluat, 0.31 g Substanz), Fraktion X-2 (700 bis 1500 ml Eluat, 0.86 g Substanz), Fraktion X-3
(1500 bis 2000 ml Eluat, 0.28 g Substanz) und Fraktion X-4 (2000 bis 2800 ml Eluat, 0.15 g Sub-
stanz). Fraktion X-2 wurde an RP-8 (Lobar-Fertigsdule, Stromungsgeschwindigkeit: 3 ml/min)
mit Methanol/Wasser (55 : 45) chromatographiert, wobei 3 Fraktionen erhalten wurden: Fraktion
XI-1 (bis 140 mi Eluat, 37 mg Substanz), Fraktion XI-2 (140 bis 580 ml Eluat, 340 mg Substanz)
und Fraktion XI-3 (580 bis 2280 ml Eluat, 328 mg Substanz). Fraktion XI-2 wurde nun nochmals
an Kieselgel (Sdule: 20 X 190 mm, Stromungsgeschwindigkeit: 5 ml/min) mit Benzol/Ethanol
(5:1) chromatographiert. Dabei wurden die Fraktionen XII-1 (400 bis 1200 ml Eluat, 180 mg
Substanz) und XII-2 (1200 bis 1500 ml Eluat, 100 mg Substanz) erhalten. Fraktion XII-1 wurde
aus Aceton/Essigester umkristallisiert, wobei 124.5 mg 8 erhalten werden konnten,

Isolierung der Oligoglycosidsuifate 10 und 11: 150 g Riickstand der ersten Extraktion wurden
durch DCCC (stationire Phase: Wasser, gesittigt mit n-Butanol; mobile Phase: n-Butanol, gesiit-
tigt mit Wasser; Stromungsgeschwindigkeit: 80 ml/h) in die Fraktionen XIII-1 (bis 7 1 Eluat, 8 g
Substanz), XIIi-2 (7 bis 22 1 Eluat, 58 g Substanz) und XIII-3 (stationidre Phase) aufgetrennt. Frak-
tion XIII-2 wurde in 3 Laufen an Kieselgel (Sdule: 60 x 330 mm, Strémungsgeschwindigkeit:
5 ml/min) mit Chloroform/Methanol/Wasser (7: 3:0.5) chromatographiert. Die dabei erhaltene
Fraktion XIV-2 (560 bis 1300 ml Eluat, 50 g Substanz) wurde weiter an Sephadex LH-20 (Siule:
44 x 600 mm, Strémungsgeschwindigkeit: 8 ml/min) mit Methanol/Wasser (7: 3) aufgetrennt,
wobei von 440 bis 760 ml Eluat 31 g Rohglycosid (Fraktion XV-2) isoliert werden konnten. 1.43 g
dieses Glycosidgemisches wurden an Kieselgel (Sdule: 58 x 330 mm, Strémungsgeschwindigkeit:
4.5 ml/min) mit n-Butanol/n-Propanol/Wasser (4:2:1) chromatographiert. Dabei wurde wie
folgt fraktioniert: Fraktion XVI-1 (0.5 bis 1.0 1 Eluat, 0.39 g Substanz), Fraktion XVI-2 (1.0 bis
1.3 1 Eluat, 0.36 g Substanz), Fraktion XVI-3 (1.3 bis 4.1 1 Eluat, 0.59 g Substanz). 370 mg von
Fraktion XVI-1 wurden an RP-8 (2 Lobar-Fertigsdulen hintereinander, Stromungsgeschwindig-
keit: 6.5 ml/min) mit Methanol/Wasser (6:4) chromatographiert. Dabei konnten aus der zwi-
schen 230 und 330 m! Eluat aufgefangenen Fraktion XVII-2 96 mg 11 isoliert werden. 520 mg der
Fraktion XVI1-3 wurden an RP-8 (Lobar-Fertigsiaule, Stromungsgeschwindigkeit: 7.0 ml/min) mit
Methanol/Wasser (1:1) chromatographiert. Aus der von 390 bis 560 ml Eluat erhaltenen Frak-
tion XVII-6 wurden 70 mg 10 isoliert. Diese wurden aus Methanol umkristallisiert. Dabei erhielt
man 40 mg farblose Nadeln von Verbindung 10. Ausbeute (bezogen auf Frischmasse der ganzen
Tiere): 0.0012% 10 und 0.0015% 11.

3B,6a-Dihydroxy-5a-pregn-9(11)-en-20-on (1): Farblose Nadeln mit Schmp. 176.0-178.5°C
(aus Essigester/Hexan) (Lit.3: 177.2 - 178.8°C], Misch.-Schmp. 177.0— 178.5°C. Die spektro-
skopischen Daten (FD-MS, H-NMR, IR, CD, ORD und [o]p) waren identisch mit denen einer
authentischen Probe.

3B,6a,20¢-Trihydroxy-5 a-cholesta-9(11),24-dien-23-on (2): Farblose Nadeln mit Schmp. 154.5
bis 156.0°C (aus Methanol/Wasser) [Lit.¥: 154.8 — 156.4°C], Misch.-Schmp. 154.0-156.0°C.
Die spektroskopischen Daten (EI-MS, 'H-NMR, IR, 3C-NMR und [a]p,) waren identisch mit
denen einer authentischen Probe.

3B,60,20E-Trihydroxy-5a-cholest-9(11)-en-23-on (3): Farblose Nadeln mit Schmp. 163.0 bis
166.0°C (aus Aceton/Hexan) [Lit.?: 163.1 —165.9°C], Misch.-Schmp. 163.0—166.0°C. Die
spektroskopischen Daten ({H-NMR, 1*C-NMR, IR und [a]p) waren identisch mit denen einer au-
thentischen Probe.
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Acetylierung von 3: Diese wurde nach der frither beschriebenen Methode® durchgefiihrt und
lieferte 38, 6a-Diacetoxy-20&-hydroxy-5a-cholest-9(11}-en-23-on (6) mit Schmp. 149.0 - 152.0°C
(aus Hexan) [Lit.%: 149.3 —152.1°C}], Misch.-Schmp. 149.0-152.0°C. Die spektroskopischen
Daten (CD, IR und 'H-NMR) waren identisch mit denen einer authentischen Probe.

38,6aq-Dihydroxy-5 a-cholesta-$9(11},24-dien-23-on (4): Farblose Nadeln mit Schmp. 168.4 bis
170.0°C (aus Benzol/Essigester/Hexan) und [ot]%)O = +4.12 (¢ = 0.12 in Methanol). — FD-MS:
m/z = 415 (35%, M + H), 414 (100%, M*). — Hochaufgelostes EI-MS: C,,H,,05 (27%, M)
ber. 414.313, gef. 414.312; C; H3,0, (88%, M — CgH,30) ber. 316.240, gef. 316.242; C;;H;,0
(80%, M — C4H;,O — H,0) ber. 298.230, gef. 298.233. — IR (KBr): 3438 (OH), 1685, 1620
cm~! (Enon). — 'H-NMR (CsD;N): & = 0.63 (s; 3H, 13-CH3), 1.08 (s; 3H, 10-CHj), 1.05 (d,
J = 6 Hz; 3H, 20-CH,), 1.78 (d, J/ = 1 Hz; 3H, 26-H,), 2.23 (d, J = 1 Hz; 3H, 27-Hj), 3.97 (m;
2H, 3a- und 6B-H), 5.39 (m; 1H, 11-H), 6.18 (m; 1H, 24-H). — 'H-NMR (CDCly): 6 = 0.63
(s; 3H, 13-CH3), 0.95 (s; 3H, 10-CHy), 0.92 (d, J = 6 Hz; 3H, 20-CHj), 1.88 (d, J/ = 1 Hz; 3H,
26-H;), 2.14 (d, J = 1 Hz; 3H, 27-Hy), 3.57 (m; 2H, 30¢- und 6B-H), 5.29 (m; 1H, 11-H), 6.05
(m; 1H, 24-H). — CD (c = 0.30 in Methanol): [®] (nm) = 0 (395), —1610 (325, Tal), - 276 (270)
[siche Abb. 1]. — 3C-NMR (CDCly): siche Tab. 1.

Acetylierung von 4: 18.2 mg 4 wurden in 3.0 ml Pyridin/Acetanhydrid (1 : 1) 3h bei Raumtemp.
geriihrt. Danach wurde das Reaktionsgemisch in ca. 40 m! Eis/Wasser gegeben und dreimal mit je
20 ml Chloroform extrahiert. Das aus der getrockneten Chloroformlésung erhaltene Reaktions-
produkt wurde durch HPLC (Séule: Radial-PAK A, Stromungsgeschwindigkeit: 3.0 ml/min) mit
Hexan/Essigester (10: 1) gereinigt. Dabei wurden 11.2 mg 38, 6a-Diacetoxy-5a-cholesta-9(11),24-
dien-23-on (7) als kristallines Pulver mit Schmp. 112.9—115.0°C und [0(]2D1 = +0.17 (¢ = 0.161
in Methanol) erhalten. — CD (¢ = 0.161 in Methanol): [0] x (nm) = 0 (396), —758 (324, Tal)
[siche Abb. 1]. — IR (Film): 1740 (Acetyl), 1695 (C=0), 1610 (C=C), 1245 cm~ ! (C-0). - H-
NMR (CDCly): 8 = 0.62 (s; 3H, 13-CH;), 1.01 (s; 3H, 10-CHy), 091 (d, J = 6 Hz; 3H,
20-CHy), 1.87 (s; 3H, 26-H3), 2.03 (s; 6H, 2 O - CO— CH,), 2.14 (s; 3H, 27-H,), 4.75 (m; 2H,
3a- und 6B-H), 5.31 (m; 1H, 11-H), 6.04 (s; 1 H, 24-H). ~ EI-MS: m/z = 498 (4.3%, M ™), 438
(1%, M — CH;COOH), 340 (15%), 280 (13%), 149 (13%), 125 (17%), 105 (12%), 98 (100%), 83
(75%). — Hochaufgelostes EI-MS: CyHyOs (M) ber. 498.335, gef. 498.334 (MS); C,oH4,0;
(M - CH;COOH) ber. 438.309, gef. 438.309 (MS).

Lit.-Daten®® fiir 7: Ol. — Hochaufgeldstes EI-MS: CyH 405 (M ™) gef. 498,334, — IR (Film):
1740, 1695, 1610, 1250 cm ~!. — '"H-NMR (CDCl;): 8 = 0.64 (s; 3H), 1.03 (s; 3H), 1.89(s; 3H),
2.15(s; 3H), 0.92 (d, J = 6 Hz; 3H), 2.04 (s; 6H), 4.75 (m; 2H), 5.33(d, J = 4 Hz; 1H), 6.06 (s;
1H).

3B, 6a-Dihydroxy-5a-cholest-9(11)-en-23-on (5): Farblose Nadeln mit Schmp. 171.8 -174.6°C
(aus Aceton/Hexan) und [oc]})9 = +34.0 (c = 0.21 in Methanol). — CD (¢ = 0.21 in Methanol):
[©] (nm) = 0 (370), — 3200 (287, Tal), 0 (221) [siche Abb. 1]. — IR (KBr): 3370 (OH), 1710 cm !
(C=0). — FD-MS: m/z = 417 (100%, M + H), 416 (8%, M%), 400 (10%). — EI-MS: m/z =
416 (29%, M), 399 (37%), 383 (29%), 365 (22%), 359 (34%), 341 (80%), 316 (100%), 301
(52%), 298 (100%), 283 (50%), 265 (44%), 108 (82%), 95 (100%). — C,;H440; ber. 416.329,
gef. 416.330 (MS). — 'H-NMR (CDCly): & = 0.63 (s; 3H, 13-CH3), 0.95 (s; 3H, 10-CHy), 0.91
[d, J = 8 Hz; 9H, 20-CH; und 25-(CH;),], 3.56 (m; 2H, 3¢- und 68-H), 5.30 (m; 1H, 11-H).

Cy7HyO3 (416.6) Ber. C77.84 H10.65 Gef. C78.00 H10.70

Lit.-Daten3 fiir 5: Schmp. 167 ~169°C. — [R: 3320, 1715 cm~'. — 'H-NMR (CDCly): 8 =0.65
(s; 3H), 0.96 (s; 3H), 0.93 (d, J = 7 Hz; 9H), 3.62 (m; 2H), 5.32(d; 1H). — EI-MS: m/z = 416
(M), 316, 301, 298, 265, 108, 95.
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Monocalciumsalz von Bis[6a,20&-dihydroxy-3 S-(sulfooxy)-5a-cholest-9(11)-en-23-on (8): Schmp.
166.0—167.8°C (aus Aceton/Essigester), [a]%,o = —5.1 (¢ = 0.45 in Methanol). — IR (KBr):
3425 (OH), 1690 (C=0), 1384, 1372 (Isopropyl), 1225 cm~! (Sulfat). — FAB-MS (Glycerin):
m/z = 1101 (M + K) [Abb. 2]. — FD-MS: m/z = 432 ([M + 2H - Ca(S803),}/2), 414 (25%,
432 ~ H,0), 396 (100%, 432 — 2 H,0), 378 (78%, 432 — 3 H,0), 332 (22%, 432 — C¢H,,0),
314 (80%, 332 — H,0), 296 (64%, 332 — 2 H,0), 279 (24%, 296 — OH). — Bei der quantitati-
ven Atom-Flammen-Spektrometrie wurde nur Calcium gefunden. — 'H-NMR (CsDsN): & =
0.86 (s; 3H, 13-CH,), 0.98 (s; 3H, 10-CH,), 0.91 [d, J = 7 Hz; 6H, 25-(CH3;),], 1.66 (s; 3H,
20-CH,), 2.63, 2.85 (q, J = 14 Hz, AB-System; 2H, 22-H,), 3.78 (m; 1H, 6B-H), 4.90 (m; 1 H,
3a-H), 5.20 (m; 1H, 11-H). —~ 3C-NMR (C;DsN): siehe Tab. 1.

Cs4HygsCa0y4S, X 5 HyO (1153.5) Ber. € 56.23 H 8.39 Ca3.47 S$5.56
Gef. C 56.32 H8.28 Ca3.46 S5.97

Solvolyse und Acetylierung von 8: 42.4 mg 8 wurden in 1.5 ml Pyridin 15 min unter Riickfluf3
erhitzt. Nach dem Abkiihlen wurden 3 ml 1,4-Dioxan zugegeben und weitere 75 min unter Riick-
flufl erhitzt. Das Reaktionsgemisch wurde in ca. 40 m! Eis/Wasser gegeben und mit 75 m! Essig-
ester extrahiert. Die organische Phase wurde mit Wasser gewaschen und mit Magnesiumsulfat ge-
trocknet. Die Essigesterlosung wurde i. Vak. eingedampft und der Riickstand 4h in einem Ge-
misch aus 1.5 ml Pyridin und 3 ml Acetanhydrid bei Raumtemp. geriihrt. Die Reaktionslésung
wurde in ca. 20 ml Eis/ Wasser gegeben und dreimal mit je 10 ml Chloroform ausgeschiittelt. Das
nach Eindampfen der Chloroformlésung i. Vak. erhaltene Reaktionsprodukt wurde an 5.0 g Kie-
selgel mit Hexan/Essigester (6: 1) chromatographiert. Man erhielt 14 mg Acetat 6 als farblose Na-
deln mit Schmp. 150.0 - 154.2°C. Dieses Acetat zeigte keine Schmelzpunktsdepression bei einem
Misch.-Schmp. von 149.5 - 154.8 °C mit dem Acetat von Verbindung 3.

Oxidation, Solvolyse und Acetylierung von 8: 88.2 mg 8 wurden mit 100 mg Chromtrioxid in
2 ml Pyridin 3h bei 37°C gerithrt. Danach wurden 20 ml Eis/Wasser zugegeben, und das Ge-
misch wurde mit 75 ml n-Butanol ausgeschiittelt. Die butanolische Phase wurde mit Wasser gewa-
schen, getrocknet und i. Vak. eingedampft. Die dabei erhaltenen 319 mg Riickstand wurden erst
15 min mit 3 ml Pyridin und nach Zugabe von 6 ml 1,4-Dioxan weitere 75 min unter RiickfluB er-
hitzt. Danach wurde das Gemisch in 20 ml Eis/Wasser gegeben und mit 60 ml Essigester extra-
hiert. Der aus der Essigesterlosung erhaltene Extrakt von 58 mg wurde in 7.5 ml Acetanhydrid/
Pyridin (2: 1) 4h bei Raumtemp. geriihrt. Das Reaktionsgemisch wurde in ca. 20 ml Eis/Wasser
gegeben und dreimal mit je 10 m! Chloroform ausgeschiittelt. Das aus der mit Magnesiumsulfat
getrockneten und i. Vak. eingedampften Chloroformlésung erhaltene Reaktionsprodukt wurde
an 6 g Kieselgel mit Hexan/Essigester (3: 1) chromatographiert. Man erhielt 13 mg 38-Acetoxy-
20¢-hydroxy-5a-cholest-9(11)-en-6,23-dion (9) als farblose Nadeln mit Schmp. 170.7—-173.4°C
(aus Hexan/Essigester) und [ct]"[’,1 = —20.8 (¢ = 0.102 in Chloroform). — CD (¢ = 0.163 in Me-
thanol): [®]2! (nm) = 0 (335), — 3640 (288, Tal), 0(230). — IR (CCl,): 3500 (OH), 1738 (C=0),
1370, 1364 (Isopropyl), 1242, 1025 cm~! (C-0). — 'H-NMR (CDCly): & = 0.79 (s; 3H,
13-CHj), 0.91 (s; 3H, 10-CH3), 0.92 [d, J = 6 Hz; 6 H, 25-(CH3),], 1.34 (s; 3H, 20-CH,), 2.03 (5;
3H, 0-CO—-CHjy), 2.53 (s; 2H, 22-H,), 4.65 (m; 1H, 3o-H), 5.49 (m; 1H, 11-H). — EI-MS
(30 eV): m/z = 454 2%, M — H,0), 372 (100%, M ~ C¢H,,0), 312 (55%, 372 — CH;COOH),
297 (49%), 286 (97%), 279 (40%), 227 (100%), 209 (71%), 100 (64%), 85 (85%).

CyoHyOs (472.6) Ber. C73.69 H9.38 Gef. C73.62 H 9.22
Lit.-Daten? fir 9: Schmp. 178~ 179°C, [a]} = ~ 16 (Chloroform). — CD (Methanol): [®] (nm) =
0 (326), — 7420 (293, Tal), 0 (241). — '"H-NMR (CDCly): & = 0.81 (s; 3H), 0.91 (s; 3H), 1.34

(s; 3H), 0.92(d, J = 6 Hz; 6H), 2.02 (s; 3H), 2.54 (s; 2H), 4.50—4.75 (m; 1 H), 5.49 (m; 1H). —
EI-MS (70 eV): m/z = 454 (1%), 372 (5%), 85 (20%), 43 (100%).
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Mononatriumsaiz von 6a-[(O-B-D-Fucopyranosyl-(1 — 3)-O-f-pD-fucopyranosyl-(1 - 2)-O--D-
chinovopyranosyl-(1 -» 4)-O-{B-D-chinovopyranosyl-(1 — 2)]-O-$-b-xylopyranosyl-(1 — 3)-f-p-
chinovopyranosyl)oxy]-20¢-hydroxy-3B-(sulfooxy)-5a-cholest-9(11)-en-23-on (10): Schmp.
208 -212°C (Zers.), [a]¥ = —7.0 (¢ = 0.45 in Wasser). — CD (¢ = 0.0885 in Wasser): [@] 18
(nm) = 0(325), — 1824 (280, Tal), 0 (224). — IR (KBr): 3407 (OH), 1692 (C=0), 1640 (C=C),
1210, 1240 (Sulfat), 1061 cm ! (C—0). — Bei der quantitativen Atom-Flammen-Spektrometrie
wurde nur Natrium gefunden. — FAB-MS (Glycerin): siche Abb. 3. — 3C-NMR (CsDsN): siche
Tab. 2 und 3.

CgaH10;Na03,S x 5 H,O (1487.6) Ber. C50.06 H7.52 Na1.55 Gef. C49.95 H7.54 Na1.43

Saure Hydrolyse von 10: 2 mg 10 wurden in 1 ml 2 N H,SO,4 4h hydrolysiert und analog der in
Lit.® beschriebenen Methode gas- und diinnschichtchromatographisch untersucht. Folgende
Kohlenhydrate wurden (bei GC als Trimethylsilyl-Derivate) identifiziert: a) DC: Chinovose (Rg =
0.56), Fucose (Rg = 0.47), Xylose (Rg = 0.43); b) GC: Chinovose (#g [min] = 13.1, 16.8), Fuco-
se (tg [min] = 7.2, 8.1, 10.4), Xylose (f [min} = 11.0, 14.6), im Verhdltnis 3:2:1.

Enzymatische Hydrolyse von 10: 100 mg 10 wurden in 33 ml Essigsdure/Natriumacetat-Puffer
(pH 4.5) gelost, mit 107 mg B-Glycosidase von Charonia lampas versetzt und 6 h bei 39 —40°C in-
kubiert. Danach wurden zu dem Gemisch 0.5 ml Ethanol gegeben, bei 65 °C wurde filtriert und
das Filtrat dreimal mit je 10 ml #n-Butanol extrahiert. Die butanolische Phase wurde i. Vak. einge-
dampft, wobei ein Riickstand von 94 mg blieb. Dieses Hydrolysegemisch wurde an Kieselgel (Siu-
le: 20 x 270 mm, Stromungsgeschwindigkeit: 2.8 ml/min) mit Chloroform/Methanol/Wasser
(7.5:2.8:0.5) chromatographiert. Dabei wurde wie folgt fraktioniert: von 187 bis 255 ml Eluat
kamen 5 mg reines Aglyconsulfat 14, Die Fraktion von 334 bis 461 ml (16 mg) wurde nochmals an
Kieselgel (Saule: 20 x 360 mm, Stromungsgeschwindigkeit: 0.5 ml/min) mit n-Butanol/n-Pro-
panol/Wasser (3:2:1) nachgetrennt, wobei von 94 bis 170 ml Eluat 14 mg reines Triosid 13 erhal-
ten wurden. Die dritte Fraktion, von 462 bis 765 ml Eluat, enthielt 66 mg Substanz und bestand
aus einem Gemisch zweier Verbindungen, wobei die polarere nicht umgesetztes Ausgangsmaterial
10 war. Diese beiden Substanzen wurden durch Chromatographie an Kieselgel (Sdule: 20 x 360
mm, Stromungsgeschwindigkeit: 0.5 ml/min) mit n-Butanol/n-Propanol/Wasser (3:2:1)
getrennt, wobei im Eluat von 194 bis 235 ml 25 mg Pentaosid 12 und im Eluat von 245 bis 294 ml
21 mg 10 erhalten wurden.

Mononatriumsalz von 6a-{(O-f-D-Fucopyranosyl-(1 — 2)-O-f-D-chinovopyranosyl-(1 — 4)]-O-[§-
D-chinovopyranosyl-(1 — 2jj-O-B-p-xylopyranosyi-(1 - 3)-p-D-chinovopyranosyljoxy]-20¢-
hydroxy-3p-(sulfooxy)-5 a-cholest-9(11)-en-23-on (12): Schmp. 221 —224°C (Zers.). — IR (KBr):
3400 (OH), 1690 (C=0), 1640 (C = C), 1210, 1240 (Sulfat), 1060 cm ~! (C—0). — CD(c = 1.0in
Methanol): {®]% (nm) = 0(330), — 1712 (283, Tal), 0(230). — 3C-NMR (C;D.N): siche Tab. 2
und 3.

Mononatriumsalz von 6a-{(O-p-D-Chinovopyranosyl-(1 — 2)-O-B-p-xylopyranosyl-(1 — 3)-8-D-
chinovopyranosyl)oxy]-20E-hydroxy-3-(sulfooxy)-5 a-cholest-9(11)-en-23-on (13): ‘H-NMR
(270 MHz, C;DsN): 8 = 0.89,0.90[2d, J = 6.6 Hz; 6H, 25-(CHj),], 0.96 (s; 3H, 13-CH;), 1.01
(s; 3H, 10-CH,), 1.60 (s; 3H, 20-CH3), 1.57(d, J = 2 Hz; 6H, 2 x 5-CH; von Chinovose), 2.61,
2.79 (d, J = 14 Hz, AB-System; 2H, 22-H,). 'H-NMR (70°C): § =4.74, 4.90, 5.14 (je 14, J =
7.25 Hz; je 1H, anomere Protonen). — Schmp. und *C-NMR-Spektrum (CsDsN) stimmten mit
den Lit.-Daten? {iberein.

Mononatriumsalz von 6a,20&-Dihydroxy-3-(sulfooxy)-5a-cholest-9(11)-en-23-on (14): Schmp.,
'H-NMR, "*C-NMR und Rg-Wert stimmten mit den Lit.-Daten? iiberein.
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Solvolyse und Retro-Aldol-Reaktion von 12: 15 mg 12 wurden in 2.5 ml 1,4-Dioxan/Pyridin
(4:1) gelost und 2.4 h unter Ruckfluf erhitzt. Nach dem Abkithlen wurde das Reaktionsgemisch
mit 8 ml Wasser versetzt und dreimal mit »-Butanol (10, 5 und § ml) extrahiert. Der Butanolex-
trakt wurde i. Vak. eingedampft und in 2.5 ml 1,4-Dioxan/Pyridin (1: 4) 1.5 h unter RiickfluB} er-
hitzt. Nach dem Abkithlen wurden 8 ml Wasser zugegeben und das Gemisch dreimal mit
n-Butanol (10, § und 5 ml) extrahiert. Die butanolische Losung wurde i. Vak. eingedampft und
der Riickstand an Kieselgel (Sdule: 10 X 200 mm, Stromungsgeschwindigkeit: 0.24 ml/min) mit
Chloroform/Methanol (7:2) chromatographiert. Aus dem Eluat von 58 bis 115 ml konnten 5 mg
reines  6a-{(O-f-D-Fucopyranosyi-(1 — 2)-O-§-D-chinovopyranosyi-(1 — 4)-O-{f-p-chinovopyra-
nosyl-(1 — 2)]-O-B-p-xylopyranosyl-(1 — 3)]-f-D-chinovopyranosyl)oxy]-38-hydroxy-Sa-pregn-
9(11)-en-20-on (15) mit Schmp. 253 —255°C erhalten werden. — IR (KBr): 3400 (OH), 1695
(C=0), 1640 (C=C), 1065 cm~! (C-0).

Solvolyse und Acetylierung von 14; 18 mg 14 wurden in 5 ml Pyridin und 1 ml 1,4-Dioxan ana-
log der fiir Verbindung 8 zuvor beschriebenen Methode aufgearbeitet. Man erhielt 5 mg Acetat 6
als farblose Nadeln mit Schmp. 149—150°C (aus Hexan). Dieses Acetat zeigte beim Misch.-
Schmp. mit dem aus Verbindung 8 erhaltenen Acetat keine Schmelzpunktsdepression.

Solvolyse von 10: 105 mg 10 wurden in 2.5 ml Pyridin/1,4-Dioxan (4 : 1) gelost und 140 min un-
ter Riickfluf erhitzt. Nach dem Abkiihlen wurden 7.5 ml Wasser zugegeben und das Gemisch
dreimal mit #-Butanol (10, 5 und 5 ml) extrahiert. Der Butanolextrakt wurde i. Vak. eingedampft
und an Kieselgel (Sdule: 20 x 370 mm, Stromungsgeschwindigkeit: 3.2 ml/min) mit Chloroform/
Methanol/Wasser (7.5:2.8:0.5) chromatographiert. Dabei wurden aus dem Eluat von 260 bis
312 ml 53 mg 6a-/(O-f-D-Fucopyranosyl-(1 — 3)-O-B-p-fucopyranosyl-(1 — 2)-O-f-p-chinovo-
pyranosyl-(1 — 4)-O-[B-D-chinovopyranosyl-(1 — 2)]-O-B-D-xylopyranosyl-(1 — 3)-8-p-chinovo-
pyranosyl)oxy]-3 B,20&-dihydroxy-5a-cholest-9(11)-en-23-on (16) mit Schmp. 226 —229°C (aus
n-Propanol) erhalten. — FD-MS: m/z = 1317 (3%, M + Na), 1233 (6%, M + K — C(H;,0),
1217 (100%, M + Na - C¢H,,0), 1087 (11%), 1233 — C¢H,40,), 1071 (85%, 1217 — C¢H,(0y),
941 (9%, 1087 ~ CgH;q0,), 925 (85%, 1071 — C¢H;,0y), 779 (6%, 925 — CeH (Oy). — Be.
NMR (CsDN): sielie Tab. 2 und 3.

CeHigO5 X 4 HyO (1367.5) Ber. C54.45 H8.11 Gef. C 54.57 H7.85

Methylierung von 16: 350 mg Natriumhydrid wurden in 3 m! Dimethylsulfoxid gegeben und
15 min unter Stickstoff bei 80°C geriihrt. Danach wurde noch 10 min bei Raumtemp. geriihrt.
Zu diesem Gemisch wurde eine Losung von 91 mg 16 in 3 ml Dimethylsulfoxid gegeben, 15 min
gerihrt und dann mit 4 ml Methyliodid versetzt. Nach 1stdg. Riihren unter Stickstoff bei Raum-
temp. wurde das Reaktionsgemisch in 100 ml Eis/Wasser gegeben und dreimal mit je 50 ml Chlo-
roform extrahiert. Die vereinigten Chloroformphasen wurden fiinfmal mit je 100 ml Wasser ge-
waschen und mit Magnesiumsulfat getrocknet. Die aus dem Chloroformextrakt erhaltenen
93.9 mg Reaktionsprodukt wurden an 13 g Kieselgel mit Hexan/Aceton (3:1) chromatogra-
phiert. Dabei erhielt man 28.2 mg permethyliertes 16. — DC (Kieselgel): Ry = 0.15 Hexan/
Aceton (3:1). — IR (CCly): 1702 cm ™! (C=0), keine OH-Bande. ~ 'H-NMR (CDCl,): § =
0.52 (s; 3H, 13-CHy), 0.94 (s; 3H, 10-CH,), 2.16 (s; 3H, 20-CH,), 5.34 (m; 1H, 11-H), 4.23 (d,
J = 8.5Hz; 1H), 4.40(d, J = 8.0 Hz; 1H),4.48 (d, J = 6.5Hz; 1H), 4.53 (d,J = 7.5Hz; 1 H),
4.55(,J = 7.0 Hz; 1H), 4.80 (d, / = 7.0 Hz; 1H) [1H = anomere Protonen der Zucker].

Darstellung und Identifizierung der Alditolacetate von 10: Die Alditolacetate von 10 wurden
analog der in Lit.» beschriebenen Methode dargestellt. Danach konnten die folgenden Acetate
durch GC-MS identifiziert werden: 3-gebundenes Chinovitol (1,3,5-Tri-O-acetyl-2,3-di-O-me-
thylchinovitol) (fx [min] = 5.67; m/z = 233, 201, 173, 159, 131, 117, 101, 89, 43), 2,4-
gebundenes Xylitol (1,2,4,5-Tetra-O-acetyl-3-O-methylxylitol) (tg {min] = 9.20; m/z = 189, 129,
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87, 43), terminales Chinovitol (1,5-Di-O-acetyl-2,3,4-tri-O-methylchinovitol) (/g [min] = 3.47;
m/z = 175, 161, 131, 117, 115, 101, 89, 72, 43), 2-gebundenes Chinovitol (1,2,5-Tri-O-acetyl-3,4-
di-O-methylchinovitol) (rg[min] = 5.33; m/z = 189, 131, 129, 115, 99, 89, 87, 43), 3-gebundenes
Fucitot (1,3,5-Tri-O-acetyl-2,4-di-O-methylfucitol) (zg Imin] = 6.37; m/z = 233, 173, 159, 131,
117, 101, 89, 43) und terminales Fucitol (1,5-Di-O-acetyl-2,3,4-tri-O-methylfucitol) (#g [min] =
4.03; m/z = 207, 175, 161, 131, 117, 115, 101, 89, 72, 43).

Monoammoniumsalz von 6a-{{O-f-pD-Fucopyranosyl-(1 — 2}-O-B-p-chinovopyranosyl-(1 — 4)-
O-[B-D-chinovopyranosyl-(1 — 2)]-O-B-D-xylopyranosyl-(1 — 3)-B-D-chinovopyranosyl)oxy]-20&-
hydroxy-3p-(sulfooxy)-5a-cholest-9(11})-en-23-on (11): Schmp. 207 ~210°C (Zers.) (aus Me-
thanol), [oc]f)3 = +2.7{(c = 1.0in Methanol). — CD (¢ = 1.0in Methanol): [©]?* (nm) = 0(325),
— 887, (287, Tal), 0 (225). — IR (KBr): 3400 (OH), 1690 {C=0), 1640 (C=C), 1400 (NH, "),
1210, 1240 (Sulfat), 1060 cm~! (C—0). — *C-NMR (C4D;N): siche Tab. 2 und 3. — FAB-MS
[Wasser/Tris(2-hydroxyethylyamin]: siche Abb. 4.

CsgHgsNO,,S x H,0 (1264.4) Ber. C53.15 H7.73 N1.11 S2.54
Gef. C53.16 H7.99 N0.95 S 2.60

Saure Hydrolyse von 11: 2 mg 11 wurden in 1.0 ml 2 N HCI 1h auf 95°C erhitzt. Nach dem Er-
kalten wurde das Reaktionsgemisch dreimal mit je 2 ml Ether extrahiert und die waBrige Losung
mit einem Stickstoffstrom bei Raumtemp. und danach im Exsikkator getrocknet, Der Riickstand
wurde mit 5 Tropfen Trimethylsilylimidazol versetzt und 10 min bei Raumtemp. stehengelassen.
Das Reaktionsgemisch wurde gaschromatographisch untersucht [2% Silicon OV-17 auf Schimali-
te W (80— 100 mesh), 3 mm x 2.0 m, N,-Druck: 1.0 kg/cm?, H,-Druck: 1.0 kg/cm?, Luft-Druck:
1.7 kg/cm?, Saulen-Temp.: 130°C, Detektor-Temp.: 200°C, Injektor-Temp.: 200°C]. Dabei
konnten die folgenden Kohlenhydrate als Trimethylsilyl-Derivate identifiziert werden: Fucose (tx
[min] = 8.95, 10.0, 12.9), Xylose (fg [min] = 13.4, 17.9) und Chinovose (fg [min] = 16.0, 20.2).
Aus der Flache unter den Peaks ergab sich das Verhiltnis von Fucose: Xylose: Chinovose =
1:1:3.

Solvolyse von 11: Die Solvolyse von 200 mg 11 wurde analog der zuvor fiir das Glycosid 10
beschriebenen Methode durchgefiihrt. Das Reaktionsprodukt wurde an Kieselgel (Sdule:
20 x 370 mm, Strémungsgeschwindigkeit: 3.0 ml/min) mit Chloroform/Methanol (7:2) chro-
matographiert. Aus dem Eluat zwischen 397 und 630 mi wurden 147 mg 6 a-f(O-8-D-Fucopyra-
nosyl-(1 -+ 2)-O-B-b-chinovopyranosyl-(1 — 4)-O-{B-D-chinovopyranosyl-(1 — 2)]-O-§-p-
xylopyranosyi-(1 — 3)-B-p-chinovopyranosyljoxy]-38,20&-dihydroxy-5 a-cholest-9(11j-en-23-on
(17): Schmp. 223 —225°C (aus n-Propanol) erhalten. — FD-MS: m/z = 1071 (100%, M + Na —
CeH,0), 925 (47%, 1071 — C¢H Oy, 779 (25%, 925 — C¢H Oy, 147 (41%, CcH,,Oy). —
13C.NMR (CsDN): siehe Tab. 2 und 3.

CsgHgy0y4 X 3 HyO (1203.4) Ber. C55.89 H8.21 Gef. C55.68 H7.90

Retro-Aldol-Reaktion von 17: 81 mg 17 wurden in 4 m! einer 0.66 N Losung von Natriumme-
thanolat in Methanol 3h unter RiickfluB erhitzt. Nach dem Abkiihlen wurden 8 ml Methanol zuge-
geben und mit Dowex 50W-X8 neutralisiert. Die Losung wurde abfiltriert und der Ionenaustau-
scher mehrmals mit Methanol gewaschen. Die vereinigten methanolischen Losungen wurden
i. Vak. eingedampft, und der Riickstand wurde an Kieselgel (Saule: 20 x 150 mm) mit Chloro-
form/Methanol (7:2) vorgetrennt. Die von 120 bis 280 ml Eluat aufgefangene Fraktion (73 mg)
wurde an RP-8 (2 Lobar-Fertigsaulen hintereinander, Strémungsgeschwindigkeit: 6.1 ml/min)
mit Methanol/Wasser (75 : 25) chromatographiert. Aus dem Eluat zwischen 226 und 350 ml wur-
den 41 mg 6a-[{O-f-D-Fucopyranosyi-(1 — 2)-O-f-p-chinovopyranosyl-(1 — 4)-O-{f-D-chino-
vopyranosyl-(1 — 2)]-O--p-xylopyranosyl-(1 - 3)-B-D-chinovopyranosyljoxy]-3 f-hydroxy-5 -
pregn-9(11)-en-20-on (18} mit Schmp. 256 —258°C (aus n-Propanol) [Misch.-Schmp. mit 15:
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249-251°C] erhalten. — IR (KBr): 3400 (OH), 1695 (C = 0}, 1640 (C = C), 1065 cm ~ ! (C— 0). —
FD-MS: m/z = 1509 (3%, M + Na + 3 CgH,0y), 1379 3%, M + K + 2 C¢H,(0,), 1363 (4%,
M + Na + 2 CgH,0y), 1233 (11%, M + K + CgH,40,), 1217 (16%, M + Na + CH,q0,),
1087 (54%, M + K), 1071 (100%, M + Na), 941 (10%, M + K — CgH,(0,), 925 (12%, M + Na—
CeH 1Oy, 147 (19%, CeH,,0,). — PC-NMR (C3DsN): siehe Tab. 2 und 3.

CsoHggOy3 X 2 H,0 (1085.2) Ber. C 55.34 H 7.80 Gef. C 55.06 H 7.59

Methylierung von 17: 92 mg 17 wurden analog der zuvor fiir Verbindung 16 beschriebenen Metho-
de methyliert. Das erhaltene Reaktionsgemisch von 109 mg wurde an RP-8 (2 Lobar-Fertigsdulen
hintereinander, Strémungsgeschwindigkeit: 6.3 ml/min) mit Methanol/Wasser (95: 5) in vier Frak-
tionen aufgetrennt: Fraktion 1 (210 bis 260 ml Eluat, 14 mg), Fraktion 2 (261 bis 342 ml Eluat,
34 mg), Fraktion 3 (343 bis 380 mi Eluat, 11 mg), Fraktion 4 (381 bis 475 ml Eluat, 14 mg Substanz).
Wiéhrend die Fraktionen 1 und 4 aus einem komplexen Gemisch vieler Verbindungen bestand, konn-
ten aus den Fraktionen 2 und 3 durch HPLC (Radial-PAK Cartridge C-18, Strémungsgeschwindig-
keit: 1.0 ml/min) mit Methanol/ Wasser (95: 5) vier reine Verbindungen erhalten werden: fg [min) =
18.2, 1 mg, Schmp. 76 —78°C; fy (min] = 20.4, 11 mg, Schmp. 83-86°C; ¢z [min] = 23.6,
2.5 mg, Schmp. 72-75°C; fg [min] = 29.2, 6 mg, Schmp. 87 —-92°C. Die Verbindung mit der Re-
tentionszeit £ = 20.4 wurde fiir die weiteren Untersuchungen benutzt: IR (CCly): 1695 (C=0),
1085 cm ™! (C ~ 0), keine OH-Bande. — 'H-NMR (CDCl,): § = 0.57 (s; 3H, 13-CHy), 0.94 (s; 3H,
10-CHy), 1.01, 1.08, 1.13 [3 5; je 3H, 21-CHj)s], 5.35(m; 1 H, 11-H), 4.23(d, / = 7.5 Hz; 1H), 4.40
(d, J = 7 Hz; 1H), 4.55(d, J = 6.5 Hz; 1H), 4.57 (d, J = 7 Hz; 1H), 4.83 (d, J = 6.5 Hz; 1H)
[1H = anomere Protonen der Zucker].

Methanolyse des Methylierungsproduktes von 17 mit Schmp. 83 — 86 °C: 8 mg des Methylie-
rungsproduktes wurden 2 h unter Stickstoff mit 2 ml 10proz. Salzsdure in Methanol unter Riick-
fluf} erhitzt. Danach wurde das Reaktionsgemisch mit 15 ml Methanol verdiinnt und mit Silber-
carbonat neutralisiert. Nach dem Abfiltrieren des Niederschlags wurde die Lésung mit einem
Stickstoffstrom getrocknet. Der Riickstand wurde in 5 Tropfen Aceton gelost und gaschromato-
graphisch [Saule: 10% 1,4-Butandiylsuccinat auf Chromosorb W (60 — 80 mesh); H,-Druck: 1.0
ke/cm?; N;-Druck: 1.0 kg/cm?; Luft-Druck: 1.0 kg/cm?; Sdulen-Temp.: a) 162°C, b) 128°C;
Detektor-Temp.: a) 198°C, b) 190°C; Injektor-Temp.: a) 185°C, b) 220°C] untersucht, wobei
die folgenden methylierten Zucker identifiziert werden konnten: Methyl-2,3,4-tri-O-methyl-B-D-
chinovopyranosid mit #g [min] = 2.4 (b); Methyl-2,3,4-tri-O-methyl-a-D-chinovopyranosid mit
tg [min] = 1.2 (a), 3.5 (b); Methyl-2,3,4-tri-O-methyl-a-D-fucopyranosid mit f; [min] = 1.85 (a),
6.2 (b); Methyl-3,4-di-O-methyl-a-p-chinovopyranosid mit ¢z {min] = 2.3 (a), 7.8 (b);
Methyl-2,4-di-O-methyl-B-D-chinovopyranosid mit /g [min] = 8.4 (b); Methyl-3,4-di-O-methyl-
B-D-chinovopyranosid mit ¢g [min] = 2.8 (a), 9.8 (b); Methyl-2,4-di-O-methyl-o-b-chinovopyra-
nosid mit fg [min] = 3.5 (a), 13.0 (b); Methyl-3-O-methyl-a-D-xylopyranosid mit 7; [min] =
8.7 (a), 35.6 (b); Methyl-3-O-methyl-B-D-xylopyranosid mit ¢z [min] =13.3 (a), 58.9 (b).

Das Reaktionsgemisch der Methanolyse wurde an Kieselgel (Diinnschichtplatte 5 x 10 cm) mit
Essigester/Chloroform (5:2) getrennt, wobei das 3-O-Methylaglycon 19 und das Tri-O-methyl-
monoglycosid 20 erhalten wurden. Beide Fraktionen wurden nochmals an RP-8 (je eine Diinn-
schichtplatte 7 X 5 cm) mit Methanol/Wasser (95: 5) gereinigt, wobei 0.1 mg 19 (Rp = 0.33) und
1.7 mg 20 (Rg = 0.23) erhalten wurden.

3f-Methoxy-21-trimethyl-6a-hydroxy-5a-pregn-9(11)-en-20-on (19): FD-MS: m/z = 411 (29%,
M + Nay), 388 (100%, M *). — EI-MS: m/z = 388 (15%, M ™*), 370 (30%, M — H,0), 285 (53%,
M - H,O - Scitenkette).

6a-(2,4-Di-O-methyl-f-D-chinovopyranosyloxy)-3 f-methoxy-21-trimethyl-5a-pregn-9(11)-en-20-
on (20): FD-MS: m/z = 562 (100%, M™*), 371 (37%), 175 (35%); siche Text. — 'H-NMR
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(CDCly): & = 0.58 (s; 3H, 13-CH,), 0.96 (s; 3H, 10-CH3), 1.02, 1.09, 1.14 [3 s; je 3H,
21-(CH3);1, 3.37 (s; 3H, 3-OCH,), 3.57, 3.61 (2s; je 3H, 2 OCHj, im Zuckerrest), 4.30 (d, J =
7.8 Hz; 1H, 1-H der Chinovose), 5.35 (m; 1H, 11-H).

Solvolyse und Retro-Aldol-Reaktion des Natriumsalzes von 6a-{(O-B-D-Fucopyranosy!l-(1 — 2)-
O-f-D-chinovopyranosyl-(1 — 4)-O-[f-D-chinovopyranosyl-(1 — 2)]-O-B-p-xylopyranosyl-(1 — 3)-
B-D-chinovopyranosyljoxy]-20E-hydroxy-3 B-(sulfooxy)-5 a-cholesta-9(11),24-dien-23-on (21,
Acanthaglycosid A): 226 mg des aus Acanthaster planci isolierten Glycosids 214 wurden in 5 ml
Pyridin/1,4-Dioxan (4:1) 140 min unter RiickfluB erhitzt. Nach dem Erkalten wurde das Ge-
misch in 15 ml Wasser gegeben und dreimal mit je 10 ml n-Butanol extrahiert. Der Butanolextrakt
wurde i. Vak. eingedampft und an 9 g Kieselgel mit Chloroform/Methanol/Wasser (7:3:0.5)
chromatographiert, wobei 161 mg einheitliches Solvolyseprodukt erhalten wurden. Dieses Pro-
dukt wurde in 8 ml einer 0.66 N Losung von Natriummethanolat in Methanol 3h unter Riickflufl
erhitzt. Danach wurde die Reaktionslosung mit 15 ml Methanol verdiinnt, mit Dowex S0W-X8
neutralisiert, filtriert und i. Vak. eingedampft. Der dabei erhaltene Riickstand von 113 mg wurde
an 60 g Kieselgel mit Chloroform/Methanol/Wasser (7:3:0.5) chromatographiert. Man erhielt
80 mg einer Verbindung, die identisch mit 15 bzw. 18 war; Schmp. 260 — 263 °C (aus Ethanol/
Wasser), Misch.-Schmp. mit 15: 254 —256°C, [0111233'5 = +15.0 (¢ = 0.5 in Methanol). — IR
(KBr): 3400 (OH), 1695 (C=0), 1640 (C=C), 1065 cm~! (C—Q). — FD-MS: m/z = 1071
(100%, M + Na), 925 (100%, M + Na — terminale Methylpentoseeinheit), 779 (37%, 925 —
Methylpentoseeinheit).

1) Teilweise vorgetragen bei der 102. Tagung der Pharmazeutischen Gesellschaft, Osaka/Japan
(Abstracts S. 513) im April 1982 und bei der 103. Tagung der Pharmazeutischen Gesellschaft,
Tokyo/Japan (Abstracts S. 253) im April 1983.

2 V. Mitteilung: Y. ltakura, T. Komoriund T. Kawasaki, Liebigs Ann. Chem. 1983, 2079, vor-
anstehend.

3 1. Mitteitung: T. Komori, J. Matsuo, Y. Itakura, K. Sakamoto, Y. Ito, S. Taguchi und
T. Kawasaki, Liebigs Ann. Chem. 1983, 24.

9 111. Mitteilung: T. Komori, H. Nanri, Y. Itakura, K. Sakamoto, S. Taguchi, R. Higuchi,
T. Kawasaki und T. Higuchi, Liebigs Ann. Chem. 1983, 37.

5 IV. Mitteilung: -Y. Ifakura, T. Komori und T. Kawasaki, Liebigs Ann. Chem. 1983, 56.

8 R. Riccio, L. Minale, C. Pizza, F. Zollo und J. Pusset, Tetrahedron Lett. 23, 2899 (1982).

7 I. Kitagawa, M. Kobayashi und T. Sugawara, Chem. Pharm. Bull. 26, 1852 (1978).

8) 82 4. B. Turner, D. S. H. Smith und A. M. Mackie, Nature (London) 233, 209 (1971). —
89 D, S. H. Smith, A. B. Turner und A. M. Mackie, J. Chem. Soc., Perkin Trans. 1, 1973,
1745. — 89 G. B. Elyakov, E. V. Levina, V. S. Levin und I. I. Kapustina, Comp. Biochem.
Physiol., 1976, 57.

9 G. Habermehl und B. Christ, Z. Naturforsch., Teil C, 28, 225 (1973). i

10) F. De Simone, A. Dini, L. Minale, C. Pizza und R. Riccio, Tetrahedron Lett. 1979, 959.

1) Die angegebenen '*C-NMR-Daten von Acanthaglycosid A in Lit.4 (dort Verbindung 4 in
Tab. 1a und 1b auf S. 43 bzw. 44) sind wie folgt abzuédndern: fiir C-3 des Aglycons lies § =
77.9 statt § = 78.8, fiir C-4 der Xylose lies & = 78.8 statt § = 77.9, fiir C-2 der Chinovose 11
lies 8§ = 75.6 statt & = 76.0, fiir C-3 der Chinovose II lies § = 76.9 statt & = 77.5 und fiir
C-4 der Chinovose 1I lies 8 = 76.0 statt & = 76.9.

12) 1. Kitagawa und M. Kobayashi, Chem. Pharm. Bull. 26, 1864 (1978).

[113/83]

Liebigs Ann. Chem. 1983





