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Zmamtnenfasxnng-Das kristalline Hauptsaponin “Aescin” aus den Samen von Aesculus hippocastamun L. 
stellt ein komplexes Gem&h dar, dessen Einxelverbindungen ein gemeinsames Bauschema haben. Es 
enthllt em hochhydroxyliertes Triterpenderivat (Protoaescigenin und Barringtogenol C), das esterartig 
am C-21 Angelica-bxw. Tiglinsliure und an C-22 vonviegend Essigsliure enthlllt. &r die OH-Gruppe 
an C-3 ist eine D-Glucurons%ure glykosidisch gebunden, die in Stellung 2 und 4 xwei Molekiile D-Glucose 
ttigt, dabei kann eine ~-Glucose teilweise durch D-Xylose oder o-Galaktose ersetxt sein. 

Die Untersuchung des Aglykonanteils wurde an dem durch enxymatische Spaltung aus Aescin gewon- 
nenen Protoaescigenindiester XII durchgefuhrt, dessen Struktur durch RGntgenstrukturanalyse gekllirt 
worden ist. Durch NMR-Spektroskopie wurde nachgewiesen, dass die Stellung der S&men such in den 
genuinen Saponinen der Pflanxe vorliegt. 

Femer wurde durch vergleichende NMR-Spektroskopie mit Protoaescigenin die 21g,22aDiol- 
Gruppierung von Theasapogenol A und E, Camelliagenin D und Banigenol R,, sowie die 22a-Hydroxy- 
gruppe in Dihydro-priverogenin A, Camelliagenin B und C und Barrigenol A, gesichert. 

Ah&act-The crystalline main saponin “Aescin” from the seeds of Aesculus hippocustamtm L. is a complex 
mixture, theindividualcomponentsofwhich have thesame basic principle. A highly hydroxylated triterpene 
derivative is present (protoaescigenin and barringtogenol C) in which angelic/tiglic acid and acetic acid 
are bound as esters at C-21 and C-22. The OH group at C-3 is linked to D-glucuronic acid with two molecules 
of n-glucose at positions 2 and 4, one o-glucose being partially convertible to o-xylose or o-galactose. 

The structure of the aglycone was based on protoaescigenindiester XII (of known structure) obtained 
by the enzymatic cleavage of “Aescin”. It was proved by NMR spectroscopy that the assigned positions 
of the acids are also correct for the true saponins of the plant. 

Further, by comparative NMR spectroscopy with protoaescigenin the 21B,22adioI groupings of 
theasdpogenol A and E, camelliagenin D and barrigenol R ,, and the 22c*-OH group in dihydropriverogenin 
A, camelliagenin B and C and barrigenol A,, have been ascertained. 

VOR kurzem haben wir iibcr die Isolierung da Hauptaglykons aus dem Saponin der 
Rosskastanien und dessen Strukturermittlung durch Rontgenstrukturanalyse berich- 
tet.’ Nachfolgend sol1 tiber den Aulbau der vorliegenden Glykoside und im Zusam- 
menhang damit such iiber die Struktur der Aglykone von Saponinen mit almlichem 
chemischen Bau berichtet werden. 

Die Samen von Aesculus hippocastanum L. enthalten ein ausserordentlich kom- 
plexes Saponingemisch, aus dem man leicht eine kristallisierte Substanz “Aescin” 
gewinnen kann. Auch dieses gut kristallisierende Material, das sich chromato- 
graph&h sehr schwer und nur unvollkommen auftrennen l&st und einen scharfen 
Schmelzpunkt von 2305232” hat, besteht, wie gezeigt werden wird, noch aus 
vermutlich mehr als 30 verschiedenen Verbindungen. Dadurch erklart sich, dass trotz 
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zahlreicher Untersuchungen die Struktur des “Aescins” bis heute nicht vollstiindig 
bestimmt werden kormte. 

Da eine vollsttidige Au&nrmng selbst durch die Kombination verschiedenster 
chromatographischer Techniken nicht erreicht und wohl such bei der Komplexitit 
kaum erwartet werden kann, war es niitig, die Strukturennittlung am Gemisch 
selbst durchzufiihren. Durch Spaltungsreaktionen konnten trennbare Teilstticke 
erhalten werden, nach deren Strukturermittlung auf den Aufbau der in der Pflanze 
vorliegenden Glykoside riickgeschlossen werden musste. Erschwert wurde die 
Untersuchung noch durch die leichte Umwandelbarkeit der auftretenden Ver- 
bindungen, die besonders schonende Methoden der Strukturermittlung erforderten. 

Diese Art der statistischen Strukturermittlung war moglich, da, wie wir fanden, 
allen im “Aescin” vorhandenen Verbindungen ein gemeinsames Bauprinzip zu 
Grunde liegt. Ein hochhydroxyliertes Triterpenderivat (Protoaescigenin und 
Barringtogenol C) ttigt iiber das OH am C-3 eine Zuckerkette aus D-Glucuron&ire, 
die ihrerseits am C-2 und C-4 durch 2 Molekiile Zucker (~-Glucose, D-Xylose oder 
D-Galaktose) verzweigt ist. Am OH an C-21 des Aglykons belindet sich verestert 
eine ungesattigte (Angelicasiiure bzw. Tiglintiure) und am OH an C-22 eine ge&ttigte 
Slure (vor allem Essigsiiure). 

Die acylfieien Aglykone 
Das in den Rosskastanien zu etwa 36% enthaltene Saponingemisch haben wir 

durch schonende Extraktion mit Isopropanol unter enzymhemmenden Bedingungen 
und anschliessende Sephadexgelfiltration gewonnen. Das so erhaltene gut wasser- 
lijsliche Saponingemisch (“Gesamtsaponin”) liegt als Salz vor und wurde in dieser 
Form fiir die weiteren Versuche verwendet. Weiterhin gingen wir bei unseren Ver- 
suchen von dem zu etwa 2% aus Rosskastanien gewimrbaren kristallisierten “Aescin” 
aus. 

Frtihere Bearbeiter hattenzuniichst die acylfreien Aglykone der Rosskastanien- 
saponine untersucht, die man iiblicherweise durch saure und anschliessende alkalische 
(zur Abspaltung der Estergruppen) Hydrolyse gewinnt. Auf diese Weise war im 
Arbeitskreis von Ruzicka (bei saurer Hydrolyse 72 Std. Erhitzen mit 0.3 n HCl in 
AthanolWasser) ein Aglykon gefunden worden, das Aescigenin genannt wurde und 
die Struktur eines A’2-01eanen-3~,22~,24,28,tetraol-16a,21u-oxids besitzen sollte.4* ’ 
Es war von den Autoren offengelassen worden, ob diese Verbindung selbst als 
Aglykon vorlag oder erst aus einem Hexahydroxy-triterpen durch Wasserabspal- 
tung entstanden war. 

Kuhn und Liiw6 fanden dann bei schonender saurer Hydrolyse (2 Std. Erhitzen 
mit 2 n HCl in &hanol/Wasser) dieses vermutete Hexahydroxy-triterpen als Haupta- 
glykon, das sie als Protoaescigenin bezeichneten. Ausserdem isolierten sie eine 
Pentahydroxyverbindung, Aescinidin genannt,’ die, wie wir zeigen konnten,’ mit 
dem schon bekannten Barringtogenol Cg identisch war. Protoaescigenin und Barring- 
togenol C waren bei der Strukturbestimmung mit dem Aescigenin verkntipft worden 
und sollten eine 2la,22l3Diolgruppierung enthalten. 

Neben dem Protoaescigenin und dem Barringtogenol C entstehen bei schonendster 
saurer Hydrolyse stets die zugehiirigen Wasserabspaltungsprodukte (Aescigenin 
bzw. Barringtogenol D), so dass offenblieb, ob diese als Aglykone in den Glykosiden 
der Rosskastanie z.T. selbst vorkommen. 
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Es gelang nun mit Hilfe eines Enzymgemisches aus der Weinbergschnecke (Helix 
pomatia), im wesentlichen B-Glucuronidase, Sulfatase, P_Glucosidase, j3-Galaktosi- 
dase und andere Glykosidasen enthaltend,” die Zucker im neutralen Milieu schonend 
abzuspalten. Nach anschliessender alkalischer Hydrolyse erhielt man aus “Aescin” 
nur noch Protoaescigenin und etwa 20% Barringtogenol C, aber kein Aescigenin und 
Barringtogenol D mehr, womit endgtiltig bewiesen ist, dass diese Verbindungen im 
Aescin nicht vorliegen. Die gleiche Methodik auf das “Gesamtsaponin” angewandt, 
ergab neben Protoaescigenin und Barringtogenol C noch zwei weitere Aglykone A, 
und A4 in geringer Menge, die nicht n%her untersucht wurden. 

Durch Spaltung mit Bodenbakterien hatte Yosioka” aus dem Saponin von 
Aesculus turbinuta Blume ebenfalls Aglykone erhalten. Dabei werden allerdings die 
!!%uren gleichfalls abgespalten und Veriinderungen am Aglykon sind mcht aus- 
zuschliessen. Er fand Protoaescigenin, Barringtogenol C und in sehr geringer Menge 
16-Desoxy-barringtogenol C. Aufgrund NMR-spektroskopischer Untersuchungen 
ist dann die Stellung der OH-Gruppen im Protoaescigenin und Barringtogenol C 
an C-21 und C-22 neu formuliert worden.12-14 

Die NMR-Spektroskopie (insbesondere der Acetate) hat sich bei der Struktur- 
autkliirung von hochhydroxylierten Triterpenaglykonen sehr bewahrt. Da sie such 
in der vorliegenden Untersuchung eine wesentliche Rolle spiel& sol1 ntiher darauf 
eingegangen werden. 

RO 

1: R = H; R’ = OH Aescigenin 
II: R = H; R’ = H BarringtogenolD 
X: R = AC; R’ = OAc 

XI: R=Ac;R’=H 

OR 

R 

III: R=R’=H;R”=OHProtoaetigenin 
IV: R = R’ = R” = H Barringtogenol C 
V. R = R’ = AC. R” E OAc 

VI: R=R’=AcIR”=H 
VII: R=Bz;R’=H:R”=OBz 

VIII: R=Bz;R’=R”=H 
IX: R=Ac;R’=H;R”=OAc 

Protoaescigenin-hexaacetat (V) zeigt im Bereich von 4-7 r neben dem olefmischen 
Proton an G12 die Protonen in der Nachbanchaft zu 4Ac Gruppen : 1 H an C-3, 
1 H an C- 16,2 H an C-21 und C-22,2 H an C-24 und 2 H an C-28 (Werte siehe Tabelle 
1). Dabei iiberlagem die Signale der Protonen von C-12, C-16, C-21 und C-22 einander, 
so dass sie etwas schwierig zuzuordnen sind Es ist aber deutlich ersichtlich, dass die 
heiden H an C-21 und G22 infolge gleicher chemischer Verschiebung ein einziges 
scharfes Singulett ergeben, aus dem Kopphmgskonstanten nicht ermittelt werden 
k&men. Mit Ausnahme der beiden H am C-24 zeigt Barringtogenol C-pentaacetat 
(VI) das gleiche Spektrum. Die Protonen an C-21 und C-22 werden aber dann 
ungleichwertig, wenn man von Protoaescigenin-hexaacetat zum Pentaacetat (IX) 
und vom Barringtogenol C-pentaacetat zum -tetraacetat (OH-Gruppe an C-16 
nicht acetyliert) tibergeht. Die Signale der beiden Protonen von C-21 und C-22 
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TABELLE 1. NMR SIGNALE VON TRITERPENLWRIVATEN ZWISCHEN 357 7 

Substanz 12-H 21a-H 22pH 16fJ-H 3a-H 24-H 28-H 

V 

VI 

VII 

VIII 

IX” 

-4.52 

(br. S) 

-4.52 

(br. S) 

4.55 

(br. S) 

4.52 

(br. S) 

4.62 

X 464 

XI 466 

460 (S) 460 (S) 

4.61 (S) 4.61 (S) 

3.80 (D; 10) 

3.99 (D; 10) 

3.78 (D; 10) 

3.96 (D; 10) 

446 (D; 10) 

4.59 (D; 10) 
6.37 464 

(S) (S) 
6.39 

(S) 

-464 

(br. S) 

-4.65 

(br. S) 

_ 5.43 

5.38 
(br. S) 

-5.80 

5.70 

5.71 

5.40 

(T. 7) 
5.50 

cr, 7) 
5.12 

(Q, 7;9) 
5.20 

(Q, 7,9) 

;:) 
5.35 

I?. 7) 
546 

(T, 7) 

5.59 (D ; 12.5) 

5.81 (D; 12.5) 

5.28 (D ; 12) 

5.53 (D; 12) 

5.65 (D; 12) 

5.86 (D ; 12) 

5.59 (D ; 12) 

5.82 (D; 12) 

6.20 

(br. S) 

6.19 

(br. S) 

5.88 (D; 12) 

5.98 (D; 12) 

5.86 (D; 12) 

5.96 (D; 12) 

6.34 

(br. S) 
5.86 (D; 11.5) 

6.13 (D; 11.5) 

5.88 (D ; 11.5) 

6.15 (D; 11.5) 

NMR-Spektren in CDCI, bei 60 MHz mit TMS als innerem Standard = 10 5. 

S = Singulett, D = Dublett,,T = Triple& Q = Quartett, br. S = breites Singulett. 

bilden jetzt ein AB-Spektrum mit einer Differenz der chemischen Verschiebung 
von 0.13 r und einer Kopplungskonstanten von 10 c/s. Auch hier tritt Uberlagerung 
der Signale auf. 

Wesentlich giinstiger zur Untersuchung der Stereochemie sind das Pentabenzoat 
VII bzw. das Tetrabenzoat VIII, bei denen, wie Abbildung 1 zeigt, fast keine U&r- 
lagerungen aufireten und die Struktur der Signale klar erkennbar wird. Auch hier 
ergibt sich fur die Kopplungskonstante dcr beiden H von C-21 und 22 etwa 10 c/s. 

Es ist von verschiedenen Seiten 12-14 darauf hingewiesen worden, dass diese 
Kopplungskonstanten nicht mit einer diaquatorialen Anordnung der beiden vicinalen 
H am C-21 und C-22, wie sie bei einer 21-or-OH und 2Z@OH-Gruppe vorliegen, 
zu vereinbaren sind. Protoaescigenin sollte demnach zwei transdiaxiale H im Ring E 
und ein 21-P_ und ein 22-u-Hydroxyl be&en. Yosioka” hatte aber bereits erklart, 
dass diese Folgerung nur dann zutrifft, wenn Ring E sich in Scsselkonformation 
befindet: bei einer Bootform dagegen wtirden diese Koppelkonstanten fur eine 
21&OH, 22l3-OH-Gruppierung sprechen. 

Im Aescigenin-tetraacctat X (und analog im Barringtogenol D-triacetat XI) ist 
durch die Atherringbildung von C-21 nach C-16 die Konformation des Ringes E 
starker fiiiert. Bei der wahrscheinlichsten Konformation ergibt sich am Dreiding- 
model1 ein Winkel ftir 21g-H mit 223-H von - u)” und von 21 g-H mit 22g-H von 
- 90”. Da im Aescigenin je ein Singulett fti das 21- und das 22-H aufiritt, muss man 
amrehmcn,‘2-14 dass das 22-H g-kontiguriert ist. 

Diese Ergebnisse sttitzen sich jedoch nur auf NMR-Spektren und such die weiteren 
Untersuchungen an Derivaten (vor allem an Acetoniden) sind im wesentlichen in 
gleicher Weise durchgeftihrt worden. Es erschien daher unumganglich, unabhangige 
Beweise ftir die Stellung der OH-Gruppen an C-21 und C-22 zu finden und die 
Konformation der Ringe D und E zu klaren. In Zusammenarbeit mit der Arbeits- 
gruppe von Prof. W. Hoppe, Mtinchen, wurde daher eine Leichtatomriintgenstruktur- 
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ABB. 1 NMR-Spektrum des Protoactigenin-pentabenzoats (VII) bei 60 MHz in CDCI, 

analyse an dem such fiir die Stellung der Sluren wichtigen Protoaescigenindiester 
XII durchgefUhrt.’ Dabei ergab sich, dass im Protoaescigenin der Ring E in einer 
echten Sesselkonformation vorliegt und die OH-Gruppen an C-21 und C-22 trans- 
diSquatorial(21 l&OH, 22a-OH) angeordnet sind, dass also die durch NMR-Analyse 
aufgestellte Struktur III korrekt ist. Ferner bietet diese Riintgenstrukuranalyse eine 
Bestlitigung der Natur des vorliegenden Ringsystems und der Stellung der iibrigen 
OH-Gruppen. 

Interessant ist femer die Konformation des l3-Amyrin-ringsystems, die nicht mit 
der an Dreidingmodellen zu beobachtenden iibereinstimmt.‘* l6 Die Ringe A, B und 
C weisen durch die Abstossung der axialen Gruppen C-24,25 und 26 ein Verzerrung 
der in Sesselform trans-verkntipften Ringe auf. Am starksten tritt die Abweichung 
von Model1 in den Ringen D und E zutage. Ring D ist durch die sp2-Hybridisierung 
an C-13 und durch die gegenseitige Abstossung der axialen Substituenten an C-14 
und C-16 sowie durch das axial stehende C-19 abgeflacht, wobei nur das C-Atom-16 
nach unten aus der Ebene heraussteht. Dadurch wird das cis-Dekalinsystem D/E 
abgeflacht und Ring E, der in den Modellen nach unten abgeknickt erscheint, liegt 
fast in einer Ebene mit dem iibrigen transverkntipften Ringsystem. Der Ring E 
ist nicht verzerrt und liegt in normaler Sesselform vor, die Abflachung kommt nur 
durch eine Konformationsslnderung der Ringe C und D zustande. 

Durch diese Strukturaulkllrung des Protoaescigenins ist es nun moglich, den 
Aufbau einer ganzen Reihe hochhydroxylierter &Amyrinderivate in Bezug auf die 
Koniiguration an C-21 und C-22 abzusichem. Alle genannten Verbindungen sind 
mit dem Protoaescigenin direkt durch chemische Beziehungen verkniipft oder durch 
vergleichende NMR-Spektroskopie korreliert. 
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Das Barringtogenol C9 (frtiher such als Aescinidin,‘** Jegosapogenol” und 
Theasapogenol B l5 bezeichnet) zeigt im NMR-Spektrum seiner Derivate (siehe 
Tabelle 1) mit Ausnahme der Methylengruppe C-24 vollstamlige Identitlt mit den 
entsprechenden Derivaten des Protoaescigenins, besitzt also insbesondere in den 
Ringen D und E such die analoge Struktur IV. 

Die durch Siiure katalysierte Wasserabspaltung von Protoaescigenin zu Aescigenin 
und von Barringtogenol C zu Barringtogenol D tritt offenbar unter Konfigurations- 
umkehr am C-21 ein. Die Struktur dieser beiden Verbindungen I und II ist jetzt 
durch die Korrelierung mit Protoaescigenin gesichert. 

In den letzten Jahren sind von mehreren, insbesondere japanischen, Arbeitskreisen 
eine ganze Reihe weiterer mit dem Protoaescigenin verwandter Aglykone beschrieben 
worden. Es sind dies Theasapogenol A’* und E,19 Camelliagenin B,“, 21 Czo* 2 1 und 
D,?’ Dihydropriverogenin A23-26 sowie Barrigenol R, 27.2* und Barrigenol Al.27*28 
Davon sollen Theasapogenol A (XIII) und E (XIV), Camelliagenin D (XV) und 
Barrigenol Rl (XVI) ebenfalls eine 16a,21&22a,28-Tetraol-Gruppierung besitzen. 
Nach dem NMR-Spektrum hat diese die gleiche Konfiguration wie im Protoaesci- 
genin (siehe Tabelle 2). (Camelliagenin D ist durch Reduktion direkt in Protoaesci- 
genin iibergefiihrt worden). Damit kann such fiir diese Verbindungen die hauptsiichlich 
durch NMR-Spektroskopie ermittelte Struktur im Ring E als gesichert gelten. 

TABELLE 2. NMR-SPEKIREN DER ACETATE MIT PREIW 16-OH-GRUPPE 

Substanz 16&H 21a-H, 22p-H 28-H Literatur 

Protoaescigenin-pentaacetat -5.80 446 (D. 10) 6.34 (br. S) 22 
4.59 (D, 10) 

Theasapogenol-A-pentaacetat 5.81 448 (D, 10) 6.33 (br. S) 18 
4.59 (D, 10) 

Theasapogenol E-tetraacetat 5.80 4.45 (D, 10) 6.33 (br. S) 22 
4.58 (D. 10) 

Barrigenol R , qentaacetat 5.84 4.36 (D, 10) 608 (D, 12) 28 
(D, 4) 4.67 (D, 10) 6.30 (D, 12) 

Dem Dihydropriverogenin A (XVII) und den Camelliageninen C (XVIII) und B 
(XIX) sowie dem Barrigenol Al (XX) fehlt die 21-OH-Gruppe. Das H am C-22 bildet 
jetzt den X-Teil eines ABX-Spektrums und tritt als Quartett auf mit den Koppel- 
konstanten 7 und 11 c/s. Unter Voraussetzung der jetzt ftir diesen Verbindungstyp 
bewiesenen Sesselkonformation des Ringes E ist dieser Befund nur mit einem 228-H 
zu vereinbaren, so dass damit such die Konliguration der anfangs falsch zugeord- 
netenZ3 2ZOH-Gruppe endgiiltig gesichert ist. 

Die Stellung der Gwen 
Bei der alkalischen Spaltung von “Aescin” erhllt man 2 Molektile Sgiure und ein 

esterfreies Glykosid, Aescinol genannt. 29 Als SIuren wurden zutichst Essigsiiure 
und Tiglintiure aufgefunden, wobei letztere bei der alkalischen Spaltung aus a- 
Methyl-g-hydroxybuttertiure durch Wasserabspaltung hervorgegangen sein soll- 
te.2e31 Kuhn und L&w6 fanden jedoch bei einer genauen Analyse des SIureanteils 
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XIII : R = H, Y = H,, X = H, OH Theasapogenol A XVII: R = H, X = H, Dihydropriverogenin A 
XIV: R=H,Y=H,,X=OTheasapogenolE (Gunelliagenin A) 

(CamelliageninE) (Theasapogenol D) 

XV: R = H, Y = 0, X = H, Camelliagenin D XVIII : R = H, X = H, OH Camelliagenin C 

XVI: R = OH, Y = H,, X= H, Barrigenol R, 
XIX: R = H, X = 0 Gunelliagenin B 
XX : R = OH, X = H, Barrigenol A, 

XII : Protoaescigenindiester 
R = Rest von Angelica-/I’iglins&ure 
R’ = vonvicgend Rest von EssigsHure 

mit Hilfe der Gaschromatographie ein Mol getittigte S&ren (vor allem Essigs%ure 
neben Isobutter&ue und a- oder l3-Methyl-butters&u@ und ein Mol ungedttigte 
SIuren (TiglinsBure und Angelicasilure). Wir identif=ierten die Methyl-butters&ire 
mittels Kapillargaschromatographie des Methylesters als a-Methyl-butters&re und 
fanden durch quantitative Auswertung der Gaschromatogramme im Mittel ein 
Verhiiltnis von Essigsiiure, a-Methyl-butters&ire, Isobuttersiiure, Tiglindure und 
Angelicasiiure von 8 : 1: 1: 6 :4, w&end das nicht kristallisierte Gesamtsaponin die 
Werte 10: !,5 : 1 :4:3,5 lieferte. Auffallend ist das Auftreten eines Gemisches von 
!%uren im kristallisierten “Aescin”. Es wurde geprtift, ob die in geringerer Menge 
auftretenden S%uren vielleicht nur in Kastanien bestimmter Herkunft vorhanden 
sind und ob es vielleicht “chemische” Rassen gibt; doch xeigten die Saponine 
verschiedener Herkunft sowie die aus Kastanien eines einxigen Baumes stets das 
gleiche SZiureverMltnis. 

Es musste nun geklart werden, an welchen Positionen die S3iuren im Saponin 
angreifen. Dafiir kommen sowohl die OH-Gruppen des Genins als such die der 
Zuckerkette in Betracht. ZunZichst war angenommen worden, dass eine a-Methyl- 
l3-acetoxybuttertiure als Ester am OH an C-28 des Aglykons vorliegt, diese Ansicht 
wurde sp&er widerrufen.32 Kuhn und LtiwJ3 nahmen aufgrund der Untersuchung 
von durch Siiurespaltung erhaltenen Bsteraglykonen an, dass Tiglin-und Angelica- 
&lure sich an C-21 und Essigsaure sich an C-16 befinden. Nach Bekanntwerden der 
sehr leicht verlaufenden Acylwanderungen wurde diese Ansicht in der W&e gean- 
dert,34 dass im kristallisierten “Aescin” die ungetittigte &ire am OH an C-22 sikt 

und von dort leicht an das Hydroxyl an C-21 wandert und sodas sogenannte “Krypto- 
aescin” (siehe sp&er) entstehen ~011. 
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Wir hatten uns zuniichst ebenfalls bemiiht, durch SPurespaltung Esteraglykone zu 
erhalten und in diesen die Anknfipfung der SIuren aufzukliren. Bei unseren Versuchen 
entstanden jedoch eine ganze Reihe schwer trennbarer Esteraglyka, die nach chroma- 
tographischer Reinigung leicht Umwandlungen zeigten, die eine Reindarstellung 
sehr erschwerten. Es dtirfte sich dabei u.a. auchum die schon beschriebenen 21-Tigloyl 
(Angeloyl)- und 28-Tigloyl(Angeloyl)-protoaescigenine33 gehandelt habeu. 

Bei hiervon unabhgngigen Versuchen an Acetaten des Dihydropriverogenins A 
fanden wir eine tiberraschend leicht verlaufende reversible Acylwanderung iiber 
die OH-Gruppe von C-28 nach C-22. 23 Diese Wanderung erfolgte schon beim 
Erwarmen in MethanolWasser, beim Chromatographieren und am schnellsten in 
saurer oder alkalischer Liisung. Es war daher nicht gesichert, dass man bei saurer 
Hydrolyse des “Aescins” Estergglyka erhielt, in denen die Stellung der sure noch 
genuin war. Dieser Weg wurde daher verlassen. 

In der Folgezeit sind eine ganze Reihe von Acylwanderungen an in den Ringen D 
und E hochhydroxylierten Triterpenen beschrieben worden, so dass dies als eine 
typische Eigenschaft dieser Verbindungen gelten darf. An Protoaescigeninderivaten 
wurde eine Wanderung 28 + 22a und 28 + 218 beobachtet.34 An Dihydroprivero- 
genin A-derivaten stellte man eine Wanderung 16a + 28 fest, die wohl am leichtesten 
iiber eine 22a-Zwischenstufe verlauft, 24 aber such, wie kiirzlich an Primulagenin 
Aderivaten gezeigt wurde, direkt und reversibel verlaufen kann.35 Eine weitere 
Acylwanderung am Dihydropriverogenin A ist von 22a + 16a bekannt geworden.26 

Es wurde daher nach Miiglichkeiten gesucht, die Zucker im “Aescin” auf schonende 
Weise ohne Verwendung von S&ire abzuspalten. Der Versuch einer Spaltung mit 
Perjodat, wk sie beim Senegin angewandt wurde,36 brachte kein befriedigendes 
Ergebnis. Bei der enzymatischen Spaltung in wlssriger Losung bei pH 6 mit Schnek- 
kenenzym jedoch wurden in fast quantitativer Ausbeute aus “Aescin” die genuinen, 
bisher noch nicht erhaltenen Aglykone gewonnen.’ Es handelt sich urn die Diester 
von Barringtogenol C und Protoaescigenin, die durch Saulenchromatographie an 
Si02 getrennt wurden. Man erhielt dabei als Hauptprodukt den Protoaescigenin- 
diester XII chromatographisch einheitlich mit dem Schmelzpunkt 238-247”, [a];” 
+24*4”. Bei der alkalischen Hydrolyse lieferte er Protoaescigenin sowie Essigsliure, 
Isobuttersiure, a-Methylbuttersiiure, Angelicasaure und Tiglintiure im entsprechen- 
den Verhlltnis, wie das zur enzymatischen Spaltung eingesetzte “Aescin”. Damit war 
gesichert, dass die vorhandenen SBuren sich nur im Aglykonteil befmden. Es wurde 
darauf verzichtet, dieses Gemisch unterschiedlicher Ester weiter aufzutrennen. 
An der Mischung wurde untersucht, ob die Sauren statistisch iiber zwei oder mehrere 
OH-Gruppen verteilt sind, oder andererseits die ungattigten SSiuren an einer und 
die gesgttigten an einer anderen OH-Gruppe sich befmden. 

Auch aus dem schonend gewonnenen Gesamtsaponin erhielt man durch enzy- 
matische Spaltung als Hauptprodukt den Protoaescigenin-diester XII ; es entstanden 
hier jedoch in geringerer Menge eine Reihe weiterer Stoffe, worunter nach chromato- 
graphischem Vergleich sich such das 21-Tigloyl (angeloyl)-protoaescigenin befand. 

Zur Ermittlung der Stellung der !%uren wurden das Silylltherderivat und das 
Tribenzoat des gewonnenen Protoaescigenindiesters im NMR vermessen. Dabei 
wurden die erhaltenen Signale jeweils mit denen des Pentabenzoats und des Penta- 
silylathers des Protoaescigenins verglichen. Benzoyl- und Silylreste boten sich als 
Schutzgruppen fur diese Untersuchung deswegen an, da die jeweils in Nachbarschaft 
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zu -OSi(CH,), oder -O-CO:.C,H, stehenden Protonen einen verhliltnismiissig 
grossen Unterschied in der chemischen Verschiebung zeigen (l-2 r), und man so 
leicht die schon vorher in XII vorhanden gewesenen Sauren an der relativen Konstanz 
in der Lage der Signale ihrer benachbarten Protonen erkennen kann. Die Silylgruppe 
hat dart&r hinaus den Vorteil, dass unterhalb 5.6 z ausser dem C-12-H tiberhaupt 
keine Protonen vorhanden sind. Aus der Tabelle 3 ist ersichtlich, dass in den Diester- 
derivaten gegentiber den Derivaten des Protoaescigenins ein Singulett entsprechend 
2H bei 4.26 bzw. 4.36 r neu auftritt. Dieses Signal kann nur von dem C-21- und 
C-22-H herrtihren, deren chemische Verschiebung, und zwar in beiden Verbindungen, 
offenbar gleich ist. Im freien Protoaescigenin-diester XII ist die chemische Verschie- 
bung nicht gleich und man erhiilt ein ABSpektrum mit einer Kopplungskonstanten 
von 10 c/s. 

TABELLE 3.Zux FE~TLEGUNGDERS~~ ~LLUNG BENUTZTE NMR-SIGNALE ZWLXXJZN 3-5 ‘I 

Substanx 12-H 21~H 22S-H 
H von 

Angelat 
H von 
Tiglat 

Protoaescigenin- 
pentabenxoat 
Protoaescigenin- 
pentasilyli&her 
Protoaescigenin- 
diester-tribenzoat 

Protoaescigenin- 
diester-trisilyllther 

4.55 3.80 (D; 10.5) .,‘. .,‘. 
399 (D; 10.5) 

468 .,‘. .I. .!. 

4.55 4.26 (S) 4,26 (S) - 3.92 - 3.20 

4.58 4.36 (S) 4.36 (S) .- 3.87 -3.12 

Persilylierte Saponine 

Aescin 1 x krist. 
Aescin 4 x krist. 

“Gesamtsaponin” 
2 x Sephadex 
Pressaftsaponin I 

Pressaftsaponin II 

Theasaponin 
1 x krist. 
Theasaponin 
6 x krist. 
Theasaponin 
6 x krist., bei 90 
MHxi 

4.69. 
4.69* 

469. 

4.69* 

4.6Y 

4.69’ 

4.69. 

4.69’ 

4.47 (S) 
4.45 (S) 

4.50 (S) 

4.50 (S) 

4.47 (S) 

4.47 (S) 

4.49 (S) 

4.47 (S) 

4.47 (S) 
4.45 (S) 

4.50 (S) 

4.50 (S) 

4.47 (S) 

4.47 (S) 

4.49 (S) 

4.47 (S) 

-4.00 -3.10 
- 3.98 -3.10 

- 3.95 -3.10 

% % 

% % 

-3.89 -3.05 

-4.00 -3.10 

- 3.95 -3.10 

Schulter bei 4.54 
kaum eine 
Schulter bei 454 
starke Schulter 
bei 4.54 
sehr schw. 
Schulter bei 4.54 
stlrkster Peak bei 
4.55 
kaum eine 
Schulter 
keine Schulter bei 
4.54 
kleiner Peak bei 
4.53 

NMR-Spektren in CDCI, mit dem Ger&t Varian A-60 in Verbindung mit dem TAD-Computer, unter- 
suchter Bereich bei den Saponinen 10-150 mal gespeichert je nach vorliegender Konxentration. 

* Das Signal da 12-H wurde bei da Untersuchung da Saponine ak interner Standard benutzt und in 
jedem Falle = 469 r gesetxt. 

tspektrum bei 90 MHz gemessen mit dem Ger%t von Spektrospin HX-90. 
$ Konxentration an Saponin xu gering, um das olefmischcProton der Angelicasiiure bxw. Tiglinslure 

eindeutig N erkennen. 
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Damit ist gekhirt, dass die SIuren in XII sich an C-21 und C-22 befmden. Femer 
kann man aus den Spektren erkennen, dass tat&hlich Tiglin- und Angelicasiiure 
vorhanden sind. Das olefinische Proton des Tiglin- und Angelicasilureesters liegt als 
komplexes Multiplett bei 3.16 T bzw. 3.93 z vor. Die Integration zeigt jedoch, dass 
mehr Angeli&ure als Tiglintiure vorhanden sein muss (N 6 :4), dass also offenbar 
bei der quantitativen Bestimmung durch alkalische Hydrolyse und Gaschromato- 
graphie ein Teil der Angelicasiiure in die stabilere Tiglintiure isomerisiert worden ist. 

Weiterhin war noch zu kl&ren, an welchem C-Atom sich die einzelnen S3iuren 
befmden. Dazu haben wir versucht, durch vorsichtige saure oder alkalische Hydrolyse 
die labiler gebundene Essigsiiure abzuspalten und danach den verbleibenden Tiglin- 
bzw. Angelicasaurerest zu lokalisieren. Bei diesen Versuchen zeigte es sich, dass es 
zwar gelingt, dtlnnschichtchromatographisch den intermediar auftretenden Mono- 
angeloyl (tigloyl)-ester nachzuweisen, dass aber kein einheitliches Prod& entsteht, 
da gleichzeitig vermutlich Acylwanderung eintritt. 

Eine einwandfreie Lokalisierung ergab sich durch die Riintgenstrukturanalyse 
des Protoaescigenin-diesters XIL2 die ergab, dass Tiglinsiiure bzw. Angelicasiiure 
am C-21 und Essigsiiure am C-22 sich befmden. Eine einwandfreie Lokalisierung 
der a-Methyl-buttertiure und Isobuttersaure gelang auf riintgenographischem Wege 
wegen der geringen Konzentration der Ester dieser S%uen bis jetzt nicht. 

Aus dem Massenspektrum von XII lassen sich jedoch Rtickschltlsse wenigstens auf 
die Stellung der a-Methylbuttersiiure ziehen. Neben dem Molekularion m/e = 630 
filr den Hauptbestandteil (Protoaescigenin-21-tiglat(angelat)-22-acetat) trat zu etwa 
12% an Intensidt hierbei die Masse m/e = 672 auf, die einem Protoaescigenin-21- 
tiglat(angelat)-22-a-methylbutyrat zuzuordnen ist. Eine entsprechende Masse fur 
ein 22Isobutyrat wurde bisher nicht in ausreichender Intensitit gefunden. 

Damit ist die Struktur des Protoaescigenindiesters weitgehend gekliirt. Nach- 
zuweisen blieb, ob damit wirklich das wahre Aglykon des “Aescins” vorliegt oder 
ob z.B. bei der Chromatographie an Kieselgel VerZindenmgen in der Stellung der 
Siiuren eingetreten waren. Dazu wurde “Aescin” silyliert und im NMR untersucht. 
Auch hier trat wie im Silyl-protoaescigenindiester (siehe Tabelle 3 und Abbildung 2) 
ein Singulett ftir etwa zwei Protonen bei 4.47 T auf, daneben fand sich eine Schulter 
bei 457 r, die beim mehrfach umkristallisiertem “Aescin” praktisch verschwunden 
war. “Aescin” enthllt also die gleiche SZureanordnung wie XII ; diese muss nach der 
Integration such im entsprechenden Barringtogenol C-glykosid vorhanden sein. 
In Bezug auf die Stellung der SZiuren sind demnach alle Glykoside des umkristalli- 
sierten “Aescins” einheitlick 

Eine weitere Frage ist, ob diese Struktur such in den genuinen Glykosiden vor- 
handen ist, da bei der Isolierung des “Aescins” der Extrakt mit saurem Ionenaus- 
tauscher behandelt worden war3 und schon hier eine Acylwanderung denkbar ware. 
Dazu wurden frische Kastanien bei hohem Druck ausgepresst und der Extrakt sofort 
bei - 65” eingefroren und gefriergetrocknet. Nach zweimaliger Sephadextrennung, 
wobei die erhaltenen Fraktionen wiederum gefriergetrocknet wurden, lag ein chro- 
matographisch sich einheitlich verhaltendes Saponin vor, das nach Silylierung 
wiederum im NMR ein Singulett bei 4.50 r zeigte. Damit ist gesichert, dass ein erheb- 
lischer Teil der genuinen Gesamtglykoside der Kastanie an C-21 und C-22 Acylreste 
triigt und dass das kristallisierte “Aescin” noch die genuine SIurestellung enthilt. 
Neben der Hauptsubstanz wurde die Sephadextrennung ein nachlaufendes Bei- 
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ABB. 2 NMR Spcktrum bei 60 MHz in CDC13 

A = Silylierter Protoaescigenindiester 
B = 1 mal umkristalL “Aescin” silyliert 

produkt stark angereichert (Pressaftsaponin II), das ein Singulett bei 456 T neben 
einem schwacheren bei 4.47 r zeigte, bei dem also die sonst nur als Schuher vorhandene 
Bande dominierte. Anhand der bisherigen Daten kiinnen tiber diese Substanz noch 
keine naheren Angaben gemacht werden. 

Die Struktur des Zuckerteils 
Als Zuckerbausteine fmdet man in “Aescin” nach saurer Hydrolyse D-Glucuron- 

&lure, ~-Glucose, D-Xylose und DGalaktose. Nach den Molgewichtsbestimmungen 
, hat man insgesamt 3 Monosaccharideinheiten zu erwarten. Es war zuntichst ange- 

nommen worden, dass im Hauptglykosid nur DGlucuron&iure, ~-Glucose und 



426 G. WIJLFF und R. Tscrusc~~ 

D-Xylose enthalten sind. 30* 31 S P iiter wurde gefundeq6 dass neben 1 Mol D-Glucuron- 
tiure etwa 1.65 Mol D-Glucose und 035 Mol D-Xylose + D-Galaktose vorhanden 
sind. Ausserdem gelang die Isolierung eines durefreien Aescinols, das nur aus D- 
Glucurontiure und zwei Molen D-Glucose aufgebaut ist.6 Wagner und Hoffmann3’ 
gelang es, eine gewisse Auftrennung des kristallinen “Aescins” zu erreichen. Sie 
isolierten die galaktosehaltigen Glykoside in einer in Bezug auf Aglykon und Zucker- 
kette einheitlichen Form. Eine Auftrennung des xylosehaltigen und des nur Glucose 
enthaltenden Glykosids gelang nicht. Alle diese Fraktionen enthalten nach ihren 
Angaben noch das tibliche Siiuregemisch, wie es im “Aescin” vorliegt. 

Fur den Zuckerteil des xylosehaltigen Aescinglykosids nehmen Tschesche, Axen 
und Snatzke3’ eine 2(B-D-Xylopyranosido)-4-(B-Dglucopyranosido)~-D-glucurono- 
pyranosido-Struktur an. 

Wir fanden in Ubereinstimmung mit Kuhn und I&w6 Rir das von uns benutzte 
kristallisierte “Aescin” ein Zuckerverhiiltnis von D-Glucurontiure, D-Glucose, 
DXylose und DGalaktose von 1QO: 158 :023 :0*19. Die Methylierung des an der 
Carboxylgruppe der Urondure zu -CH,OH reduzierten “Aescins” nach Kuhn 
et aL3s lieferte durch saure Spaltung ein Gem&h von Methylzuckem, aus dem die 
vorhandene Dimethylglucose durch Chromatographie an SiO, rein isoliert und 
kristallisiert erhalten wurde. Sie erwies sich durch direkten Vergleich als identisch 
mit einer synthetisch dargestellten 39 3,6-Dimethyl-D-glucose. Diese Dimethylglucose 
stammt aus der reduzierten D-Glucurontiure, da sie ohne vorherige Reduktion des 
“Aescins” nicht entsteht. Weitere Dimethylglucosen konnten nicht aufgefunden 
werden. Es fanden sich weiterhin nur permethylierte Monosaccharide und zwar 
2,3,4,6-Tetramethyl-glucose, 2,3,4-Trimethyl-xylose und 2,3,4,6_Tetramethyl- 
galaktose, die durch Gas-, Papier- und Diinnschichtchromatographie eindeutig identi- 
fiziert wurden. Das bedeutet, dass in allen im “Aescin” vorhandenen Glykosiden die 
D-Glucuronsaure in 2- und 4Stellung durch die Ankntipfung von Glucose, Xyloie 
oder Galaktose substituiert ist. Dabei kommt im “Aescin” zu etwa 60% eine Zucker- 
kette vor, die je eine Glucose in Position 2 und 4 der Glucurontiure enthllt und zu 
etwa je 20”/, ein Analogon, das Glucose und Xylose bzw. Glucose und Galaktose an 
der Glucurontiure in 2 und 4 enthiilt. Dabei gibt es nach den bisherigen Ergebnissen 
keine Zuckerkette, die Glucurotiure, Xylose und Galaktose enthalt, da wir auf der 
Stufe des Aescinols die xylosehaltigen Glykoside von den galaktosehaltigen durch 
Kristallisation trennen konnten; such die Ergebnisse von Wagner und Hoffmann3’ 
sprechen fiir eine solche Annahme. Uber den Ankniipftmgspunkt der Xylose bzw. 
der Galaktose an der Glucurontiure in den Nebenglykosiden kiinnen wir aufgrund 
unserer Versuche noch keine Entscheidung treffen. 

Die leichte Spaltbarkeit der glykosidischen Bindungen mit einem Enzympriiparat, 
das im wesentlichen g-Glykosidasen er~thiilt,‘~ spricht daft& dass die Zucker B- 
glykosidisch verkniipft sind. Die Hauptkette besitzt demnach die Struktur eines 
2(B-DGlucopyranosido)-q~-~glucopyranosido)~-D-~ucuronopyr~osids). Als 
Ankniipfungspunkt mit dem Aglykon kommt aufgrund der typischen Saponineigen- 
schaften des Aescins nur eine funktionelle Gruppe im Ring A in Frage. Hierbei 
dtirfte es sich urn die 3g-OH-Gruppe handeln, die beiden Aglykonen gemeinsam ist. 

Das Bauprinzip des “Aescins” und verwndter Glykoside 
Aus den bisherigen Erijrterungen ergibt sich, dass der Hauptbestandteil des 

kristallisierten “Aescins”, die in Abb. 3 gezeigte Struktur be&t. 
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ABB. 3 Hauptglykosid des “Aescins” 

Beriicksichtigt man, dass im “Aescin” 2 Aglykone, Protoaescigenin und Barringto- 
genol C und drei verschiedene Zuckerketten vorliegen, so ergeben sich ingesamt 6 
verschiedene Aescinole. Da nach den Untersuchungen von Wagner und Hoffmann3’ 
zu erwarten ist, dass alle 6 Typen das gleiche im “Aescin” vorhandene Siiuremuster 
enthalten, darf man annehmen, dass im kristallisierten Aescin mehr. als 30 verschie- 
dene chemische Einzelindividuen vorhanden sind. Dabei sollten die 8 hiufigsten den 
in der Tabelle 4 angegebenen Aufbau besitzen und zusammen bereits 73% der 
Gesamtmenge ausmachen. 

Die Zusammensetzung des sogenannten “Gesamtsaponins” dfirfte wesentlich 
komplexer sein, da zur&zlich DArabinose und weitere Aglykone auftreten, in dem 

TABELLE 4. Dm ZUSAMMENSETZUNG DER IM “AESCIN” VORHANDENEN HAUFMJB~TANZEN 

Triterpenanteil Zucker Sltlretl 
‘?/,-Gehalt 
im Aescin 

Protoaescigenin 
Protoaescigenin 
Protoaescigenin 
Protoaescigenin 
Protoaescigenin 
Protoaescigenin 
Barringtogenol C 
Barringtogenol C 

DGlur; D-GlUC; D-Glut 

D-GltU; DGlUC; DGlUC 
DGlUr; D-Glut; DXyl 
DGlUr; DGlUC; D-xyl 
D-GlUr; DGluC; D-Gal 
D-Glur; D-GIuc; D-Gal 
D-Glur; D-GlUC; D-Glut 

D-GlUr; D-GlUC; D-GlUC 

Angelica- und Essigslure 23% 
Tiglin- und Essigs&ue 15% 
Angelica- und Essigslure 9% 
Tiglin- und Essigslure 6% 
Angelica- und Essigslure 7% 
Tiglin- und Essigs&ure 5% 
Angelica- und Essigsiiure 5% 
Tighn- und Essigsaure 3% 

Die Prozentgehalte wurden geschatzt. D-Glur = D-Glucuronsi-iure. 
D-Glut = ~-Glucose. 
D-xyl = D-XylOSe. 
D-Gal = D-Gahxktose. 
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Gemisch such Monoesterglykoside vorliegen und u.U. z.T. such ein etwas anderes 
Bauprinzip verwirklicht sein kann. Ob es sich dem Pressaftsaponin II um das 
frtiher beschriebene “Kryptoaescin”40 handelt, bleibt zu kliiren. Vom “Aescin” 
sind zwei Formen, eine wasserliisliche, a-Aescin, und eine wasserunlosliche, &Aescin, 
beschrieben wordeq3’ wobei sich P-Aescin in a-Aescin umlagem lassen ~011. Wahrend 
unserer Versuche haben wir keine chemische Umlagerung von BAescin beobachtet ; 
die von uns benutzten kristallinen Prod&e waren in Wasser stets schwer loslich. 

Die Glykoside des kristallisierten “Aescins” weisen alle ein gemeinsames Bau- 
prinzip auf, in dem lediglich einzelne Bestandteile durch andere ersetzt sein konnen. 
Insgesamt bedeutet diese Struktur einen neuartigen Saponintyp. Dabei stellt das Auf- 
treten einer komplexen Mischung sehr iihnlicher Glykoside eine Besonderheit dar, wie 
sie in dieser Form unseres Wissens bisher nicht aufgefunden wurde. Substanzen eines 
allgemeineren Bauprinzips (hochhydroxyliertes Triterpen, 2 Mol S&rren an C-21 
und C-22 esterartig angekntipfi, eine Glucuronsaure tiber die OH-Gruppe an C-3 
gebunden, die weitere Zuckerbausteine tragen kann) scheinen in der Natur weiter 
verbreitet zu sein. So haben wir vor kurzem das aus Thea sinensis L. isolierte 
kristallisierte “Theasaponin” in der Struktur gekllrt.’ Auch hier ist eine komplexe 
M&hung sehr tinlicher Glykoside vorhanden, die sich aber durch vielfache Um- 
kristallisation in Bezug auf die Zuckerkette und zT. auf die Sibire-zusammensetzung 
(Isobutterdure- und a-Methylbutterdure-ester yerden durch die Kristallisation 
entfemt) einheitlich gewinnen lkst. Als Hauptaglykone sind Theasapogenol A und 
E sowie Barringtogenol C vorhanden. Die Stellung der SSiuren, Angelicatiure, 
Tiglindure und Essigsaure ist jetzt mit der beim “Aescin” beschriebenen Methodik 
ebenfalls festgelegt worden. Das persilylierte “Theasaponin” zeigt im NMR das 
typische Singulett bei 4.47 r (siehe Tabelle 3), das Rlr die Siiurestellung im Aescin und 
im Protoaescigenin-diester XII typisch ist. Damit ist such im Theasaponin die 
Angelica(TigIin)&ure an C-21 und die Essigtiure an C-22 gebunden. Aescin und 
Theasaponin stellen so die ersten in ihrer Struktur aufgekllirten Estersaponine dar. 

Theasaponin zeigt sehr tinliche pharmakologische Eigenschaften wie das 
“Aescin”,1*41 das in kristallisierter Form und als Bestandteil von Extrakten vor 
allem in den letzten Jahrzehnten in steigendem Masse pharmazeutisch angewandt 
wird. Dieser Strukturtyp dtirfie cedemhemmende, kapiharresistenzsteigemde und 
die Gel%spermeabili~t regulierende Eigenschaften be&en. 

Aus Gymnema syluescre R. Br. wurde das antisaccharine Prinzip, Gymnema- 
dure42*43 isoliert, das aus einem Hexahydroxy-oleanen, den edterartig gebundenen 
Siiuren Tiglintiure, Ameisendure, Essigtiure, Isobuttertiure und a-Methylbutter- 
silure sowie dem Zuckerbaustein DGlucurontiure aufgebaut ist. Man darf vermuten, 
dass die Gymnemagensiiure iihnlich dem hier beschriebenen Typus gebaut ist. 

Auch die Saponine aus Aesculus curbinata Blume kiinnten nach den bisherigen 
Angaben der Literatur 11*44 dem “Aescin” ihneln. Aus dem Jegosaponin, isoliert 
aus Styrax juponica Sieb. et ZUCC.,~~ wurde durch saure Hydrolyse 21-Tigloyl- 
barringtogenol C isoliert. Jegosaponin enthilt ausserdem 2 Molektile Glucose, 
1 Molekiil Rhamnose und 1 Molektil Glucuronsiiure und es wire miiglich, dass es 
ausserdem noch ein Mol von (bisher nicht gefundenen) geslittigten Sat&en enthsilt 
und so dem hier beschriebenen Saponintyp angehort. 

Ein 16-Angeloyl-barringtogenol C wurde aus den Friichten von Barringtonia 
ucutangula Gaertn. nach S&rrehydrolyse isoliert.46 Die Angelica&tre kiinnte hier 
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bei der sauren Hydrolyse von C-21 nach C-16 gewandert sein; das Saponin liesse sich 
dann, wenn man such hier ein weiteres Mol sure annimmt, dem neuen Saponintyp 
zuordnen. Interessant ist, dass aus dem Astholz der gleichen Pflanze nach saurer 
Hydrolyse ein 21,22-Dibenzoyl-barringtogenol C isoliert wurde.47 Bei den zuge- 
hiirigen Glykosiden diirfte es sich ebenfalls um Vertreter des neuen Saponintyps 
handeln. Ahnlichkeit mit dem genannten Glykosid scheint ein aus Sryrax ojkinulis 
isoliertes Saponin zu haben, dass ein Aglykon mit 5 Hydroxylgruppen enthPlt und 
die Zucker Glucurontiure, Glucose, Galaktose und Rhamnose be&t. Am Aglykon 
fmden sich esterartig. gebunden zWei Molektile Benzoesiiure.48 

Anmerkung lx; der Korrektur (4.11.68): WBhrend der Drucklegung LU dieser Arbeit erschien eine 
Kurzmitteilung von J. Wagner, H. Hoffmann und I. Mw (Tetrahedron Letters 4387 (1%8)), in der die 
lsolierung der Aglykone des Aescins beschriebcn wird. Die Autoren ermittelten ftir den Protqaescigenin- 
dicster XII die gleiche Slurestellung. wie sic schon von uns beschricben wurde * 
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tauscheinheit, die U Wpektren mit dem Apparat Cary 14 gemessen. Die NMR-Spektren sind mit dem Varian 
A-60 (in CDCI, mit TMS als intemem Standard T = 10). die Massenspektren mit dem Geriit MS 9 der 
A.E.I. gemessen worden. Die CH-Analyson Whrte die Analytische Abteilung unseres lnstituts sowie Herr 
Dr. F. Pascher, Bonn, durch. Zur Siiulenchromatogrophie benutzte man Kieselgel der Gebr. Herrmann, 
Kaln, das auf einheitliche Komgr&e (71-125 p) gesiebt wurde. Die Dtinnschichtchromatographie an 
Kieselgel G (Merck) wurde wie Iiblich durchgemhrt,*9 cs wurde mit Cblorsulfons8ure/Eissig (1; 2) oder 
mit Anilinphthalat in Isobutanol” angefiirbt. Zur Papierchromatographie wurde das Papier van Schleichcr 
& Schiill 2043b benutzt. Die Chromatogramme wurden absteigend entwickelt S\WIII A. tsblgc*tcr! 
Pyridin/wasser (3.6: 1: 1.15);” System B: n-Butanol/Wasser/CCl. (4:4:3);” System C: Benzol/bithanol/ 
Wasser/w&sr. NH, (25%) (200:47: 14:l);” System,D: n-Butanol/MethylBthylketon (1: l), gesgttigt mit 
dem gkichem Volumen Boratpuffer (3.814 g Borax und O-618 g BorsZiure in 200 ml Wa~ser);~~ System E: 
Pyridin/Essigester/Eisessig/Wasser 5 : 5 : 1:3 (mobile Phase), auf dem Bcden des Chromatographiege@sses 
Py-ridin/Essigcater/Wasser 11:40:6.” 

Zur quuntitatiuen Zuckerbestimmung bci Anwesenheit von Urontiure wurde eine neue Bestimmungs- 
methode ausgearbeitet, bei der die Zucker einmal (a) nach Entfemung der Urontiure iiber Ionen- 
austauscher und einmal @) nach Reduktion der Urontiure zur Aldose bestimmt wurden. 

(a) Aescin (SO mg) wurde in 6 ml 3 n HCl, 2 ml Dioxan und 6 ml Be-1 4 Std. bei 95” erhitzt. Am&lies 
send trennte man das Benz01 ab und extrahierte die wllssr. Phase 2 mal mit Chloroform/Methanol 4: I. 
Die whsr. Phase wurde anschliesscnd zur Entfemung der Suture (inklusive der Uronsiluse) iiber eine SBule 
mit Dow-3 gegeben und anschliessend eingeengt. Nach Silylierung bestimmte man die Zuckermischung 
gaxhromatographisch quantitativ. ‘6 Es wurde das Getit F 7/HF von Perkin-Elmer mit Integrator D2 
und Kienzle-Digital-Drucker bei -30 ml/Min He und Wiirmeleitf~higkeitslle benutxt. Man erhielt 
mit den angegebenen Korrekturfaktoren56 . em molarcs VerhPltnis von D-Glucose/D-Xylose/D-Galactose 
von 1.58:0.24:@18, Aescin der Fa. Merdr lieferte 160:@18:0.23. 

(b) Aescin (SO mg) wurde zur Herstellung des Methylesters in 50 ml Methanol gel&t und mit CH,N, 
in &her versetzt, his die gelbe Farbe einige Zeit bestehcn blieb. Nach Einengen der L&ung ltite man in 
20 ml H20, setzte zur Red&ion der Carboxylgruppe 25 mg NaBH, hinxu und liess i&r Nacht stehen. 
Nach ZcrstBren des &zschusscs an NaBH, mit Aceton sguerte man mit H,SO, auf pH 3 an und schilt- 
telte das Reaktionsprodukt 3 mal mit n-Butanol aus. Der eingeengte Butanolextrakt (“Tetrahydroaescin”) 
wurde wie oben angegeben hydrolysiert, die Zucker silyliert und quantitativ gaschromatographisch 
bcstimmt: ~Glucose/r+Xylos+-Galaktose 2+7:@23:@20. Parallelbestimmung 258:0.25:0.17. 

Die qualitative und quuntitatiw Bestimnrung de-r Siiuren erfolgte nach alkalischcr Hydrolyze in 80 proz. 
Methanol mit 5% KOH w&end 1 Std. unter Riickfluss. Anschliessend wurde die halbe Menge des 
Volumens an Wasser zugesetzt und aufein Viertcl eingeengt. Nach Ans&uem mit 4 n H*SO, auf pH 2-3 
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ffltrierte man von einem Niederschlag ab und extrahierte das Filtrat in einem Ku&her-Steudel-Extraktor 
6 Std. mit Ather. Die &her&he L&sung trocknete man sorgt?iltig mit Na,SO, und engte vorsichtig auf 
ein kkines Volumen ein. Die Sibtren wurden gaschromatographisch mit dem Geriit F7/HF von Perkin- 
Elmer mit Flammenionisationsdetektor untersucht. Mit der S&de “BA”Perkin-Elmer (2 m StahlsZiule, 
D = 465 mm; Fiillung: DiPthylhexylsebacinat + Sebacinsaure 20% auf Celite 545) bei 130”. 60 ml/Min 
N, und einer Strfimungsteilung nach der Slule 1:4 erhielt man an Retentionszeiten: Essigslure 10 Mitt, 
Propionsiiure 18.4 Mitt, lsobutters&ue 25.8 Min, a-Methylbutterslure 49a Mm, Angelicas&ne 700 Min 
und TiglinsZiure 1000 Mm. 

Zur quantitativen Auswertung wurden die Peakfliichen nach Ausschneiden gravimetrisch bestimmt und 
das relative molare Verhlhnis nach Multiplikation mit entsprechenden Raponsfaktoret?’ ermittelt. 
(Faktoren: Essigslure 3.50; lsobutterslure 1.30; a-Methylbutterslure, Angelicasiiure, Tiglinslure 1.00). 
Dabei wurde auf eine Summe von 2 Mol Siiute Q,ezogen. 

Zur Untersuchung der Ester wurde ein Teil der eingeengten Losung der .%uren mit frischer ltherischer 
Diazomethan-Losung bis zur bleibenden Gelbwbung verse&t. Diese Losung benutzte man dire.kt zur 
Gaschromatographie. Getrennt wurde an einer 2 m Stahldule, gefiillt mit Polypropylenglykol 15% auf 
Cehte 545, bei 90”. Zur ldentilizierung der a-Methylbuttertiure trennte man bei 50” an einer 50 m langen 
Kapillarsaule geftillt mit Polypropylenglykol. Bei 2.0 ml/Min N, war die Retentionszeit fiir Isovalerian- 
siiuremethylester 147 Min. a-Methylbutters&ure-methylester 13.7 Min und n-Valeriansiiure-methylester 
21.7 Min. 

Ausgongssu bstanzen 
Aescin der Fa. Madaus & Co. zeigte einen Schmp. 226227”, [a]:” + 25.6” (c = 10, AthanoI). 
Die quantitative Zuckerbestimmung ergab im Mittel ein Verhaltnis von ~Glucurontiure/r+G1ucose/o- 

Xylose/u-Galaktose I+30 : 1.58 :0.23 :0.19. Die Bestimmung der fliichtigen Siiuren ergab etwa ein Verhlltnis 
von Essig~ure/Isobuttersiiure/a-Methylbutter~u~/~~li~~e~i~~~~e 8 : 1 : 1 : 4 : 6. Nimmt 
man dieses Slureverh;iltnis an und berficksichtigt je 20% Barringtogenol C anstelle von Protoaescigenin 
und 20% n-Xylose anstelle von n-Glucose, so ergibt sich fir die Aescinmischung eine mittlere CH- 

Z~~e=~~g von C5db6.6%6 ( 1129.4). Fiir diesen Wert werden such befriedigende CH- 
Analysen erhalten. CH-Analyse nach Trocknen bei 90” im Hochvakuum. (C~,,3H86.6023,6.SHz0 
(1165.4) Ber: C, 5702; H, 7.83. Gef: C, 56.69; H, 7.83%); Nach Trocknen bei 130” im Hochvakuum. 
(Css.JHt,6.6023.6 (1129.4) Ber: C, 58.83; H, 7.73. Gef: C, 58.55; H, 7.74%). 

Molgewichtstitrationen in MethanolWasser 1: 1 = 1124, 1143. Dilnnschichtchromatographie (Lauf- 
mitte; Chloroform/Methanol 65 : 70 wassergetittigt) zeigt eine Hauptsubstanz R, = 060 und zu etwa 5% 
einen Nachllufer R, = 0,55. 

Dreimalige Kristalhsation aus Athanol/Wasser mhrte zu einer grob-kristallinen Substanz Nach Trock- 
nen im Vakuumexsikkator fiber P40,0 erhielt man: Schmp.: 2=5-232”. [a];” +24.4” (c = la;Athanol). 

G,H86.6%.6 *4H,O (1201.4) Ber: C, 55.31; H, 7.93. Gef: C, 55.21; H, 802%. 
Die Diinnschichtchromatographie zeigt die Abwesenheit des Nachllufers vom R, = 0.55. Die Substanz 

enthiilt ebenfalls als Zucker n-GlucuronsPure., D-f%COSC, D-Xylose und D-Galaktose. Auch das Verh%ltnis 
der Siiuren hat sich nicht wesentlich ge&ndert. UV = 203 mu, E = 14,OCQ; IR (in Pyridin): 1645, 1708, 
r/33 cm’. 

Aescinol-Kahm.salz. 2 g Aescin wurden in 50mlAthanolWasser 1: 1 mit 3 % KOH 3 Std. unter Rtickfluss 
erhitzt. Beim Abktihlen he1 das Kaliumsalz des Aescinols kristallin aus., Es wurde noch dreimal aus Wasser 
mit wenig Athanol umkristaliisiert. Schmp. 285290” (Zers.) [u];” + 27” (Wasser/Methanol 8 :5, c = 0.5). 
Nach saurer Hydrolyse fand man papierchromatographisch im System A und E als Zucker o-Ghrcuron-. 
s;iure, u-Glucose, tx-Xylose aber keine o-Galaktose. Als Aglykone sind Protoaescigenin und Barringto- 
genol C vorhanden (Dtlnnschichtchromatographie). 

Aescin dwch Isoproponolextraktion. 300 g geviertelte, ungeschllte, frische Kastanien wurden mit 100 g 
(NH&SO, im Starmix zerkleinert und dann mit 300 ml Isopropanol 5 Std bei Raumtemperatur stehen 
gelassen. Es wurde abgesaugt und das Ungeloste insgesamt 3 mal mit Isopropanol extrahiert. Die Extrakte 
engte man auf em kleines Volumen ein. Nach einigen Tagen hatte sich em fester tiltrierbarer Nieder- 
&lag abgestetzt (12.4 g), welcher die Saponine angereichert enthielt. Wnnschichtchromatographie an 
Kieselgel G mit Chloroform/Methanol/Wasser 63:35: 10 zeigte Aescin, R, = 0.19, Aescinnachllufer 
R, = O-17, sowie Oligosaccharide R, = @l&Oal. 

10 g des Isopropanolextraktes wurden an 300 g Sephadex G-25 mit dest. Wasser als Elutionsrnittel 
aufgetrennt, wobei man _ 1 g angeniihert reinen Saponinkomplex erhielt. Es handelt sicb dabei urn ein 



her Triterpene-XXVI 431 

Salz do Aescins (“Gesamtsaponin”), das zur Gewinnung des Protoaescigenindiesters direkt in der 
wiissrigen Losung mit Schneckenenzym versetzt wurde. 

Bei dieser Extraktion wurde nicht auf die Etzielung einer hohen Ausbeute geachtet, sondem aufmoglichst 
schonende Bedingungen, urn eine Umwandlung insbesondere in der Art und Stellung der S&men moglichst 
auszuschliessen. 

Isolierung der Aglykone 
Hydrolyse 1.5 g Aescin wurden in 85 ml Athanol, 25 ml Wasser und 10 ml konz. HCl 14 Std. auf 90 

erhitzt. Man verdunnte den Ansatz nach dem Abkiihlen mit Wasser. dampfte die Hauptmenge Athanol 
ab und schtittelte 4 ma1 mit insgesamt 250 ml Chloroform/Methanol 10: 1 aus. Nach Rtickwaschen mit 
Wasser wurde eingeengt. 

Den Riickstand h3ste man in 100 ml YA methanol. KOH und erhitzte 1 Std. unter Rtlckfluss. Darauf 
verdtinnte man den Ansatz mit Wasser und schilttelte 4 mal mit Chloroform, bzw. Chloroform/Methanol 
20: 1 aus. Nach Rtlckwaschen der vereinigten Chlorofonnphasen hinterblieben nach dem Einengen 1.8 g 
einer M&hung der Aglykone. 

Trennung der Aglykone. Die M&hung der Aglykone wurde auf 10 g SiOl aufgezogen und an einer 
S8ule mit 700 g SiOx aufgetrennt. Eluiert wurde mit Chloroform, dem steigende Mengen Methanol 
(5 -+ soo/,) zugesetzt wurden. Man erhielt neben Mischfraktionen an weitgehend reinen Fraktionen 63.4 
mg Barringtogenol D, 199.3 mg Aescigenin, 338 mg Baningtogenol C und 1.020 g Protoaescigenin. Unter 
Berilcksichtigung der Mischfraktionen entspricht das etwa 40/, II ; 14% I; 19”/, IV und 63% III. 

Borringrogenol C-pentnacetot (VI). 500 mg Barringtogenol C-fraktionen aus mehreren Hydrolyse- 
antitzen wurden in 2 ml Pyridin gel&t und mit 12 ml Acetanhydrid 14 Std. auf 120” unter N,-Atmosphlre 
erhitzt. Die dunkelbraune Reaktionslosung wurde in NaHCO,-haltiges Eiswasser gegeben und nach 
3 Std. 4 ma1 mit Chloroform extrahiert. Nach Riickwaschen mit Wasser wurde die Chloroformphase 
eingeengt (544 mg). 

Zur Reinigung chromatographierte man die Substanz an 100 g Al,Ox, Aktivitatsstufe IV, mit dem 
L&ungsnittel Benzol/Aceton 2: 1 und erhielt 340 mg chromatographisch einheitliche Substanz, die aus 
Methanol/Wasser mit dem Schmp. 147-150’. [a];’ - 10.4” (c = 0.8, Chloroform) erhalten wurde. 
(C40H60010 (7009) Ber: C, 6854; H, 8.63. Gef: C, 67.99; H, 8.36%). 

R,-Werte da Acetate bei der Dtinnschichtchromatographie mit dem Laufmittel Benzol/Aceton 10: 1: 
Barringtogenol C-pentaacetat 0.39, Protoaescigenin-hexaacetat @25, Aescigenin-tetraacetat 044, Barringto- 
genol Dtriacetat 058. 

Bam’ngtoS~ol-C-tetraacetat. 100 mg Barringtogenol C-S&ulenfraktionen 16ste man in 4 ml Pyridin/Z ml 
Acetanhydrid und erhitzte 3 Std. auf 90”. Nach tiblicher Aufarbeitung und siiulenchromatographischer 
Reinigung an 50 g SiO, mit dem Losungsmittel Benzol/Aceton 5 : 1 wurde das Hauptprodukt der Umsetz- 
ung Barringtogenol C-tetraacetat, in reiner Form erhalten. Schmp. 222-223”. [a];’ + 14.9” (c = 10; 
Methanol) (C H 38 58 9 0 (658.8) Ber: C, 69.27; H, 8.87. Gef: C, 6892; H, 890%). Die Substanz envies sich in 
allen untersuchten Eigenschaften ah identisch mit dem von A. K. Barua isolierten Barringtogenol C- 
tetraacetat. 

Borringrogenol C (IV). 200 mg Barringtogenol C-pentaacetat wurden 2 Std. mit 5 proz methanolischer 
KOH unter Rtlckfluss erhitzt. Nach dent Abktlhlen wurde der Ansatz mit Wasser verdtinnt und 3 ma1 mit 
Chloroform ausgeschtlttelt. Nach dem Einengen der Chloroformphase kristallisierte man den Rtlckstand 
mehrfach aus Methanol um und erhielt chromatographisch mines Barringtogenol C vom Schmp. 302-308”. 
[a];’ + 32.6’ (c = 0.7, Dioxan). (CooH,,05 (490.7) Ber : C, 73.43 ; H, 10.27. Gef: C, 73.28 ; H, 1040 %). 

Barriagrogenol C-tetrobenroat (VIII). 50 mg Barringtogenol C wurden in einer Mischung von 2 ml 
Benzol und 2 ml Pyridin gel&t. Die LBsung wurde in der K8lte mit 0.35 ml Benzoylchlorid versetzt und 
12 Std. bei Raumtemperatur stehengelassen. Darauf wurde die M&hung zur Trockne eingedampft, der 
Riickstand mit Toluol aufgenommen und die Losung bei 8&90” am Rotationsverdampfer erneut einge- 
dampft. Den Rilckstand lijste man in 5 ml Pyridin, setzte 2 ml Methanol hinzu, erhitzte die Msung 1 Std. 
zur Veresterung der Benzoeslure und ihres Anhydrids auf 70”. anschliessend wurde eingedampft. Den 
Rtickstand nahm man in Chloroform auf, die L&sung wurde mit Sodal&ung und Wasser gewaschen und 
eingeengt. Nach Chromatographie des Rtlckstanda an 24 g SiO, mit Ligroin/Benzol-Gemischen ahielt 
man 40 mg reines Tetrabenzoat vom Schmp. 314317”, [ag + 18” (c = 04, Chloroform). (C5sH6609 
(907.1) Ber: C, 7679; H, 7.33. Clef: C, 77.19; H, 7.55%). Auch diem Substanz zeigte mit einem von A. K. 
Barua isolierten Material keine Schmelzpunktsdepression. 

Protooescigenin-Derivote. In analoger Weise wie beim Barringtogenol C beschrieben erhielt man die 
entsprechenden Protoaescigeninderivate. 
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IR-Spektren der drei aus verschiedenen Aescinproben erhaltenen Protoaescigenindiester waren praktisch 
identisch. Die entsprechenden Mischschmelzpunkte ergaben keine Depression. 

Alkali&e Verseijii der Aglykone aus der enzymatischen Hydrolyse 
Ein Teil der durch Hydrolyze mit Schneckenenzym aus “Aescin” erhaltenen Aglykone wurde durch 

alkalische Hydrolysc in die acylfreien Verbindungen iibergefiihrt. Dabei zeigten sich nach dlinnschicht- 
chromatographischer Auftrennung an Kieselgel G mit dem Laufmittel Chloroform/Methanol IO:1 
Protoaescigenin (R, = 0.13). Barringtogenol C (R, = 0.19) sowie Spuren (< 1%) einer Substanz vom 
R, = 0.33. Die entsprechende Hydrolyse der Esteraglyka aus dem “Gesamtsaponin” zeigte Protoaesci- 
genin, Barringtogenol C sowie zu etwa je -5% eine Substanz mit R, = 0.25 (A,) und R, = 0.33 (A.,). 
Aescigenin und Barringtogenol D besitzen deutlich verschie-dene R,-Werte. = 

Protoaescigenin-diester-tribemoot. SO mg Protoaescigenindiester wurden schonend benzoyliert und 
nach Chtomatographie an SiO, diinnschichtchromatogtaphisch rein erhalten. Die Kristallisation aus 
Isoptopanol ergab eine in D.&en kristallisierende Substanz von Schmp. 168-171”. [a];” +47.6”(c = li); 
Chloroform). 

Im IR (in Ccl,, 2 cm Kiivette) zeigte sich eine deutliche OH-Bande. NMR-Spekttum: -3 H (Angelat) 
-40 7; 4 H (Tiglat) -3.2 7; 1 H (12-H) 4.63 7; 2 H (21a,228) 4.35 7 (S); 2 H (24-H,) 5.27 (D, 12) und 5.52 
(D, 12); 1 H (16bH) 5.65 7; 2 H (2%HZ) 5.87 (D, 11.5) und 6.99 (D, 11.5). 

Trisilyl-protoaescigenin-diester. 50 mg Protoaescigenin-diester wurden in 5 ml Pyridin gel&t und die 
LBsung mit 0.5 ml Hexamethyldisilazan und @5 ml Trimethylchlorsilan versetzt. Nach 3 Std. wurde der 
Ansatz am Rotationsvetdampfer bei 50” im Vakuum eingeengt, der Riickstand zweimal mit Toluol auf- 
genommen, die tisung wieder abgedampft und dann der Riickstand in trockenem Benzol gelBst. Nach 
Filtration wurde erneut eingeengt und det Riickstand im IR und NMR vermessen. 

IR-Spekttum (in CC14, 2 cm Kiivette) OH-Schwingung bei 3619 cm-‘. In CHCI, Banden bei 1645, 
1700 und 1733 cm-‘. NMR-Spektrum siehe Abb. 2. 

S6urebehundlung van Protoaescigenin-diester. 10 mg XII wutden in 10 ml CH,OH mit 1 ml konz HCI 
20 Std. stehen gelassen. Nach der Aufarbeitung zeigte sich diinnschichtchromatographisch keine Aus- 
gangssubstanz meht. Es waten polatere Substanzen, offenbar Monoester, darunter Substanz E gebildet 
worden. 

Alkalibehondhq. 10 mg Protoaescigenindiester wutden in 10 ml Methanol + 1 ml @1 n NaOH 
30 Min. stehen gelassen. Diinnschichtchromatographisch zeigte sich wieder die Bildung von Substanz E 
neben weiteren Substanzen, die wahrscheinlich Umlagerungsprodukte und Protoaescigenin darstellen. 

HersteUung oon Rohsaponin durch Auspressen. 1 kg frische, reife Rosskastanien, die kurz zuvot von einem 
einzigen Baum gesammelt worden waten, wurden geschiilt, geviertelt und sofort in einet Drogenprsse 
bei 300 atm. ausgepresst. Der Pressaft, insgesamt 90 ml einer w&rig, 6ligen Suspension, wutde in einem 
mit Methanolfltockeneis auf - 65”gektilten Kolben aufgefangen und anschliessend gefriergettocknet 
(3.1 g). Hiervon wutden 800 mg in dest. Wasser 2 mal an 80 g Sephadex G-25 chromatographierf wobei 
man 160 mg chromatographisch einheitliche Hauptfraktion und 30 mg einer Ftaktion erhielt, in der eine 
sptiter von der SBule kommende Substanz angeteichert war. Die SBulenfraktionen wurden jeweils durch 
Gefriertrocknen eingeengt. (R,-Werte an Kieselgel G mit Chloroform/Methanol/Wasser 65 : 35 : 10 
Hauptsubstanz 0.13, Nebensubstanz 0.11). 

Beide Fraktionen enthielten Protoaescigenin und Barringtogenol C als Aglykon, das SIureverhlltnis 
war etwas vetschieden : 

Essigsiure:Isobutterslure: Methylbutters&ure:Angelicaslure:Tiglinslure 
Hauptsubstanz: 9:1:1:4:5 
Nebensubstanz: 10:2:1:4:3 

Beide Ftaktionen wutden jeweils schonend silyliert. Dabei wutden alle Eindampfoperationen bei Raum- 
temperatur bei lo-’ Torr durchgefiiii. Von beiden wurde anschliessend in CD& ein NMR-Spektrum 
angefertigt (siehe Tabelle 3). 

Die Nebenfraktion (Pressaftsaponin II) hat den gleichen R,-Wert wie Monoestersaponine, die sich 
beim llngeten Stehen von Aescin in LBsung bilden. Nach dem NMR-Spektrum dilrfte jedoch zumindest 
ein erheblichet Teil andersattig gebaut sein. Eventuell sind die OH-Gtuppen an C-21 und C-22 mit zwei 
Molekiilen Essigsaute verestett. 

NMR-Spektren eon persilylierten Saponinen. Aescin, “Gesamtsaponin” und ‘Theasaponin” aus Thea 
sinensis’ wurden wie beim Protoaescigenin-diestet beschrieben silyliert und anschliessend im NMR in 
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CDCI, bei 60 MHz vermcssen Dabei wurde der Bereich zwischen >5 r mit dem TAD gespeichert (10-150 
Durchglnge), urn insbesondere das Signal der 2 H an C-21 und C-22 neben dem H an C-12 gut erkennen 
zu kBnnen. Ausserdem wurde so das olefmische Proton des Angelats bei -4Q und des Tiglats bei 3.1 r 
besscr sichtbar. 

Methylierung van Aescin. 780 mg “Tetrahydroaescin” wurden in 20 ml Dimethylformamid gel6st und 
die L&ung mit 4.05 g BaO, 191 mg Ba(OH)2*8H20 und 4 ml CH,J versetzt. Nacb Rtlhren des Ansatzes 
iiber Nacht wtirden emeut BaO und CH,J zugesetzt und 16 Std. auf 40” enviirmt. Nach der iiblichen 
Aufarbeitung erhielt man 817.4 mg, die noch OH-Banden im IR zcigten. Nach nochmaliger Methylierung 
wurden 650 mg Substanz erhalten, die nur noch eine ganz schwache OH-Bande zeigten, die wohl von der 
OH-Gruppc an C-16 herriihrte. mnschichtchromatographisch waren zwei Hauptsubstanzen nachweis- 
bar, von denen die unpolare (410 mg) durch Slulenchromatographie an SiO, mit Benzol/Methanol 20: 1 
als Laufmittel abgetrennt wurde. 

Diese Substanz wurde 18 Std. mit lOml5 proz. methanolischer HCI erhitzt, dann setzte man dem Ansatz 
10 ml Wasser hinzu, entfemte das Methanol im Vakuum und filtrierte die ausgefallenen Aglykone ab. 
Die wbsrige Phase wurde 3 ma1 mit Chloroform ausgeschiittelt und die Chloroformextrakte wurden 
eingeengt (97.5 mg). Gaschromatographisch fanden sich (Butandiolsuccinatpolyester auf Kieselgur, bei 
180”). vor allem (L- und p-Methyl-2.3,4,6-tetramethyl-o-glucose nebm geringen Mengen der Methyl- 
glykoside von 2,3,4-Trimethyl-D-xylose und 2,3,4,6-Tetramethyl-D-galaktose. Nach wlssriger Hydrolyse 
(2 n HCI, 95”. 2 Std.) wurden such papierchromatographisch (System B und C) die gleichen Zucker nach- 
gewiesen. Trimethyl-glucosen konnten nicht beobachtet werden. 

Die wlssrige Phase der Methanolyse wurde unter Zusatz von 1 ml konz. HCI 5 Std. erhitzt und anschlies- 
send durch Filtrieren iiber Dow-3neutralisiert. Nach’Einengen der LBsung erhielt man 51 mg eines Methyl- 
zuckers, der, wie die papierchromatographische Untersuchung (System B, C und D) zeigte, fast ausschliess- 
lich aus 3,6-Dimethyl-Dglucose bestand. Die Substanz wurde an 15 g SiO, tiulenchromatographisch 
mit dem Laufmittel Benzol/Aceton 7: 3 gereinigt. Die erhaltenen 39 mg kristallisierten aus wasserfreiem 
Essigester und zeigten einen Schmp. 126124”. [a];” +92.5” + 44.1” (c = 1.0, Wasser) (&H,,O, (208.2) 
Ber: C. 46.15; H, 7.75. Gef: C. 45.94; H. 7.77’/,). Massenspektrum (Feldionisation):’ m/e 209 (loOo/,) 
(M’ + 1); 191 (18%) (M’ + 1 - H,O). Die Substanz erwies sich in allen untersuchten Eigenschaften mit 
synthetisch dargestellter 3,6-Dimethyl-o-glucose ” (Schmp. 119-124”) als identisch. Die gegeniiber der 
Literatur etwas abweichenden Konstanten sind vermutlich auf grBssere Reinheit zuriickzuftihren, da 
bei der Reinigung in Gegensatz zur Literatur 39 eine Chromatographie zwischengeschaltet wurde. 

DanksoguneWir danken der Fa. Dr. Ma&us & Co. fiir die Obcrlassung von Aescin, Herrn Dr. H.-W. 
Fehlhaber liir die Aufnahme und Interpretation da Massenspektren, Fri. L. Winterfeld und Herrn W. 
Stroh fti versttidnisvolk und geschickte experimentelle Mitarbeit, dem Landesamt fiir Forschung, 
DiIsseldorf, fiir die tinanzielk Untersttitzung diem A&it, der Deutschen Forschungsgemeinschaft und 
da Stiftung Volkswagenwerk fiir die zur Verfiigung gestellten analytischen GerBte. 

Herrn Dr. A. K. Barua, Calcutta, sind wir ftir die Uberlassung von Vergleichssubstanzen sehr zu Dank 
verpllichtet. 
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