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138. Gymnestrogenin, ein neues Pentahydroxytriterpen aus den
Bliittern von Gymnema sylvestre R. BR.
Glykoside und Aglykone, 309. Mitteilung?)
von W. Stocklin

Institut fiir Organische Chemie der Universitdt Basel

(22. V. 68)

Susmmary. The structure of gymnestrogenin, a new triterpene from the leaves of Gymnema
sylvestre R. Br. (Asclepiadaceae), is proposed to be that of 38,16 8,21 f,23, 28-pentahydroxy-olean-
12-ene.

1. Bisherige Befunde. Gymnemasiure ist das in den Bldttern von Gymmnema syi-
vestre R. BRr. (Asclepiadaceae) vorkommende antisaccharine Prinzip?). Es stelit ein
Gemisch nah verwandter Stoffe dar, von denen frither die Gymnemasduren A,, A,, A,
und A, nachgewiesen und teilweise auch in reiner Form isoliert wurden [2]. Kiirzlich
berichteten SINSHEIMER ef al. [3]3) iiber die Isolierung der Gymnemasduren A, B, C
und D. A; und A, konnten mit A bzw. B identifiziert werden [3]. A; und A, sind von C
und D verschieden und stellen vermutlich Kunstprodukte dar, die bei der Isolierung
entstanden sind [2]4). Nach fermentativer Spaltung und anschliessender alkalischer
Hydrolyse roher Gymnemasiure (die Komponenten A, bis A, enthaltend) wurde als
einziger Neutralstoff Gymnemagenin [4] erhalten, das sich in Kristallen isolieren liess.
Seine Struktur ist erst teilweise ermittelt [4]; iber weitere Versuche zur Strukturauf-
klirung wird gelegentlich berichtet werden [5]. Fiir Gymnemagenin wird die hypo-
thetische Formel 1 vorgeschlagen.

Die Gymnemasiuren A, bis A, enthalten als einzige Zuckerkomponente D-Glucu-
ronsdure [2] [3]. Hingegen besitzen die Gymnemasduren C und D neben Glucuron-
sdure auch Glucose [3]. Die Gymnemasiuren A, und A, besitzen Antivirusaktivitit,
wihrend bei den Gymnemasiuren C und D keine solche Wirkung beobachtet werden
konnte [3].

2. Neue Befunde. Aus den stirker polaren Anteilen liess sich nach fermentativem
Abbau und Chromatographie an SiO, ein Gemisch zweier Komponenten (L und M)
erhalten, das durch Chromatographie an viel feinem SiO, nach Duncan [6] aufge-
trennt werden konnte. L wurde als Gymnemagenin identifiziert. Die etwas schwicher
polare Komponente M war mit keinem bekannten Stoff identisch und wurde als
Gymnestrogenin bezeichnet. Als Zuckerkomponenten konnten chromatographisch
Glucuronsiure und Glucose nachgewiesen werden. Vermutlich waren also in diesem
Material die Gymnemaséduren C und D enthalten. Ob Gymnestrogenin tatsédchlich das

1) 308.Mitteilung: F.ScHAUB et al. [1].

2) Uber frithere Arbeiten vgl. STOCKLIN ef al. [2].

3) Herrn Professor SINSHEIMER, University of Michigan, Ann Arbor, bin ich fiir die frithzeitige
Uberlassung seines Manuskriptes zu grossem Dank verpflichtet.

4) Vermutlich ist bei diesen Komponenten eine oder mehrere Estergruppen verseift oder enzyma-
tisch abgespalten worden.
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Aglykon dieser Glykoside darstellt und ob Derivate von Gymnestrogenin das Ge-
schmacksempfinden fiir siisse Substanzen herabsetzen, wurde nicht gepriift.
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5) Stereochcmie im Ring E unter der Annahme, dass die Ringe D und E cis-verkniipft sind und

Ring E in der Sesselform vorliegt.

%) Die Zahlen in langen eckigen Klammern geben die spez. Drehung fir Na-Licht im angegebenen
Losungsmittel an. Abkiirzungen: Alk = Athanol, Chf = Chloroform, Diox = Dioxan, Me =

Methanol, Py = Pyridin.
7) Siehe exper. Teil dicser Arbeit.

8) Hier noch als Penta-O-acetyl-dscinidin bezeichnet. Ascinidin wurde erst spiter mit Barringto-

genol C identifiziert [14].
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3. Gymmestrogenin, vermutliche Strukiur. Massenspektrum und Analyse passen auf
die Formel CgyHzO5. Das IR.-Spektrum ist mit jenem von Gymnemagenin (vgl
Fig.5 bei [2]) nahezu identisch, weist also ebenfalls keine C=0-Bande auf. Die folgen-
den Resultate zeigen, dass Gymnestrogenin ein neues Pentahydroxy-triterpen dar-
stellt. Die bisherigen Ergebnisse stehen mit Formel 3 in Einklang, ohne sie zu
beweisen.

Das Massenspektrum (vgl. Fig.1) zeigt die fiir Olean-12-en-Derivate charakteristi-
schen Bruchstiicke [17]. Wie bei jenem von Gymnemagenin (vgl. Fig.6 bei {3]) ist das
Molekel-Ton auch hier nur schwach sichtbar. Aus den Fragmenten ist ersichtlich, dass
die Ringe A und B zwei (davon 1 primére) und die Ringe D und E drei (davon 1 pri-
mare) Hydroxygruppen enthalten (weitere Diskussion siehe Figur). Im Gegensatz zu
Gymnemagenin zeigt aber Gymnestrogenin eine negative Reaktion mit Benzidin-
Perjodat [18] und enthilt daher vermutlich keine 1, 2-Diol-Gruppierung. Acetylierung
von Gymnestrogenin mit Acetanhydrid und Pyridin bei 35° (16 Std.) lieferte ein
amorphes, aber einheitliches Penta-O-acetyl-Derivat. Alle Hydroxygruppen sind so-
mit leicht acetylierbar.

Durch Vergleich der physikalischen Daten von Gymnestrogenin mit jenen der drei
einzigen bisher in der Natur aufgefundenen Pentahydroxy-olean-12-en-Derivate der
Formel Cz0H;,0;, A,-Barrigenol (5), Barringtogenol C (7) und Camelliagenin C (9), so-
wie der NMR.-Spektren der Penta-O-acetyl-Derivate ist ersichtlich, dass Gymnestro-
genin mit keinem dieser Stoffe identisch ist. Diese geben zudem bei milder Acetylie-
rung alle nur die Tetra-O-acetyl-Derivate.

Das NMR.-Spektrum von Penta-O-acetyl-gymnestrogenin (Fig.2) zeigt deutlich
die Signale von 6 tertidren Methylgruppen sowie von 5 Acetoxygruppen. Die beiden
Hydroxylgruppen, die sich nach Massenspektrum in der linken Molekelhilfte (Ringe
A und B umfassend) befinden miissen, werden in Analogie zu Gymnemagenin {4] [5]
in den Stellungen 38 und 23 angenommen, da bisher in der gleichen Pflanze noch nie
neben der 38,23-Dihydroxygruppierung die 38,24-, 38,25- oder 33,26-Dihydroxy-

Tabelle 1. Die Signale bei tiefem Feld in den NM R.-Spektven der Per-O-acetyl-Devivate von Gymne-
magenin und Gymnestrogenin (0-Werte in ppm)

Hexa-O-acetyl- Penta-O-acetyl-
gymnemagenin 2 (4] gymnestrogenin 4
(Fig.2)
3a-H 4,74 (¢, J, = 6cps, 4,76 (q, J, = 6cps,
Jz =10 cps) J2 = 10¢cps)
23-H 3,68 (d, ] = 12cps) 3,68 (d, ] =12cps)
23-H 3,84 (d,] = 12cps) 3,88 (d, ] = 12cps)
12-H ca. 5,35 5,30 (¢, breit)
—CH,0Ac 28-H 3,88 (d, ] =11cps) 4,04 (s, 2H)
4,24 (d, ] = 11cps)
Hﬂ—OAC 20-H 5,13 (d, ] = 11cps) Hﬁ—OAc 4,59 (¢, J, = 5cps,
H—---OAc 226-H 541 (d, ] = 1llcps) _CH, Jo = 12cps)
H.,
(I: 16a-H 5,89 (q, J; = 6cps, 5,53 (g, J; = 5cps,
e Je =11 cps) Ja =12 cps)
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gruppierung gefunden wurde. Das NMR.-Spektrum von Penta-O-acetyl-gymnestro-
genin stimmt mit dieser Annahme bestens iiberein. Die Signale des 3«-Protons und
der beiden Protonen an C-23 erscheinen nahezu an der gleichen Stelle wie bei Hexa-O-
acetyl-gymnemagenin (vgl. Tab.1). Die Aufspaltung der Signale bei 4,59 ppm und
5,53 ppm entspricht dem X-Teil eines 4 BX-Spektrums, wie sie fiir ein axiales Proton
neben einer CH,-Gruppe zu erwarten ist. Die diesen Signalen entsprechenden dquato-
rialen Hydroxygruppen konnen somit in einem Olean-12-en-Skelett nur in den Stel-
lungen 15«, 168, 218 und 22« sitzen, wobei aber die Kombinationen 15«, 165 und
218, 22« ausgeschlossen werden miissen.

Normalerweise erscheinen axiale Protonen am gleichen C-Atom wie Acetoxy-
gruppen bei hoherem Feld (4,0-4,8 ppm) als dquatoriale Protonen (5,0-5,5 ppm) [19]
[20]. Treten aber zusitzliche Effekte auf, wie z.B. 1,3-Wechselwirkungen zwischen
dem axialen Proton und axialen Methylgruppen, so erscheinen auch die Signale der
axialen Protonen tiefer als 5,0 ppm [19]. Solche 1,3-Wechselwirkungen sind bei einem
Olean-12-en-Derivat fiir das 28- (24- und 25-Methylgruppe), 64- (24-, 25- und 26-
Methylgruppe), 7a- (27-Methylgruppe), 118-9) (25-Methylgruppe), 155- (26- und 28-
Methylgruppe), 16«- (27-Methylgruppe) und das 228-Proton (30-Methylgruppe) zu
erwarten. In den Ringen D und E ist somit einzig das Signal des axialen Protons an
C-21 (bei d4quatorialer Acetoxygruppe) im normalen Gebiet zwischen 4,0 und 4,8 ppm
zu erwarten. Tatsidchlich stimmen die bisherigen experimentellen Daten recht gut mit
der Theorie iiberein (vgl. Tab.2).

Tabelle 2. Chemische Verschiebung von axialen Pyotonen neben einey dquatovialen Acetoxygruppe in
den Ringen D und E von Olean-12-en-Devivalen

Proton Stoff chemische Verschiebung Literatur

158-H 15a-Acetoxy-glycyrrhetin- 54 ¢q,J;=12cps, J, = 6c¢ps {21]
sdure-methylester

16a-H Tri-O-acetyl-longispinogenin 5,62 22 cps breit [20]
Tetra-O-acetyl-chichipegenin 5,81 25 cps breit [20]

22 -H1) Penta-O-acetyl-A,-barrigenol 521 J,+ ], = 18 ¢cps [7]
Tetra-O-acetyl-camelliagenin 5,33q, J; = 7cps, Jo=11cps [15]

Das Quartett bei 4,59 ppm im NMR.-Spektrum von Penta-O-acetyl-gymnestro-
genin (vgl. Tab.1 und Fig.2) passt am besten fiir das 21a-Proton neben einer dquato-
rialen Acetoxygruppe. Fiir dieses Proton konnten in der Literatur keine Werte gefun-
den werden?), Die 228-Stellung kann aber nicht vollkommen ausgeschlossen werden,
doch ist nicht zu erwarten, dass die 16«-stindige Sauerstoff-Funktion in den in Tabel-
le 2 fiir das 228-H erwihnten Beispielen einen so grossen Einfluss auf das 22-Proton
besitzt. Das Quartett bei 5,53 ppm muss daher dem 158- oder dem 16a-Proton ent-
sprechen. Da fiir Gymnemagenin eine 168, 22a-Dihydroxy-Gruppierung gut gesichert

9 Das 11 8-Proton ist zudem noch allylisch zur Doppelbindung und wird dadurch nach noch et-
was tieferem Feld verschoben.

10) Alle hier erwihnten Stoffe besitzen noch eine Sauerstoff-Funktion in 16«-Stellung (axial).

11y Das Signal des 21-Protons in Tri-O-acetyl-soyasapogenol B erscheint bei hsherem Feld als
4,75 ppm [20], doch wird diesem Proton die 21 §-Stellung (21a-Acetoxygruppe) zugeschrieben
{22].
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Fig.1. Massenspekivum von Gymnestrogenin (Prép. WST-39), Smp. 288-289°, CyoH 505, M = 4901%)

Versuchsweise Zuordnung: 514, 498, 480 = Verunreinigungen; 472 = M — H,0; 454 = 472-H,0

(metastabiles Ton m* ber.: 436,7; gef.: 437); 442 = 472—-CH,0; 439 = 454 —CH,; 424 = 454 —

CH,O resp. 442 - H,0O; 423 = 454 - CH,OH; 381 = ?; 248 = Retro-DiELs-ALDER-Fragment [17]

der Ringe D und E-H,0; 230 = 248 - H,O (m* ber.: 213,3; gef.: 214); 223 = Retro-DIELs-

ArLpER-Fragment [17] der Ringe A und B; 217 = 248 - CH,OH; 199 = 248 - H,0-CH,0H;
175 = 223 - CH,0 - 1,0
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Fig.2. Protonenvesonanzspektrum von Penta-O-acetyl-gymmestvogenin, C;oHg Oy, amorph, 0,07m
in CDCly bei 100 M Hz13)

Durch Doppelresonanzversuche konnte festgestellt werden, dass das dem Quartett bei 2,55 ppm
entsprechende Proton mit dem Vinylproton nicht koppelt und daher nicht einem Proton an C-11
entsprechen kann. Lage und Aufspaltung passen aber gut fiir das allylische 188-H.

12) Ich danke Herrn Dr. H. HORZELER, Physiklabor der CIBA AKTIENGESELLSCHAFT, Basel, auch
hier bestens fiir die Aufnahme dieses Massenspektrums. Aufnahmebedingungen: ATrLas-
Massenspektrometer CH4, Elektronenenergie 70 eV, Elektronenstrom 35 pA.

13) Ich danke auch hier Herrn Dr. F.StuBErR und Herrn A.BorErr, Physiklabor der CIBA
AXTIENGESELLSCHAFT, Basel, bestens fiir die Aufnahme und Interpretation dieses Spektrums.
Aufnahmebedingungen: VARIAN-Spektrograph HA-100, ¢ = 35°, interner Standard: Tetra-
methylsilan. Die in der Figur angegebenen Werte sind korrigiert und auf 4- 0,01 ppm genau.
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ist [5], darf man annehmen, dass Gymnestrogenin ebenfalls eine 16 3-Hydroxygruppe
besitzt und das Signal bei 5,53 ppm dem 16«-H zugeordnet werden kann, in guter
Ubereinstimmung mit den in Tabelle 2 angegebenen Werten. Auch die diamagnetische
Verschiebung dieses Signals von 5,89 bei Hexa-O-acetyl-gymnemagenin nach 5,53 ppm
bei Penta-O-acetyl-gymnestrogenin stimmt gut mit der Verschiebung von 5,81 ppm
bei Tetra-O-acetyl-chichipegenin nach 5,62 ppm bei Tri-O-acetyl-longispinogenin
tiberein!?).

Fiir die primédre Hydroxygruppe in den Ringen D und E wird aus Analogiegriinden
wiein Gymnemagenin die 28-Stellung angenommen. Auch dies stimmt mit den NMR.-
Daten gut iiberein, da die beiden Protonen dieser Acetoxygruppe in Penta-O-acetyl-
gymnestrogenin als Singlett bei 4,04 ppm erscheinen. Die beiden Protonen an C-28 bei
Tri-O-acetyl-longispinogenin erscheinen als Singlett bei 4,00 ppm). Es kann aller-
dings nicht vollstindig ausgeschlossen werden, dass Gymnestrogenin die primire
Hydroxygruppe statt in der 28-Stellung in der 29- oder 30-Stellung trigt.

Die fiir Gymnestrogenin vorgeschlagene Struktur (3) stiitzt sich nur auf spektro-
skopische Daten, auf die leichte Acetylierbarkeit der Hydroxygruppen und auf seine
Verwandtschaft zu Gymnemagenin. Sie besitzt daher nur hypothetischen Charakter
und muss durch chemische Experimente auf ihre Richtigkeit geprift werden.

Herrn Prof. Dr. T. RE1cHSTEIN danke ich fiir das grosse Intercsse, das er dieser Arbeit entge-
gengebracht hat, sowie fiir die Durchsicht des Manuskriptes. Dem SCHWEIZERISCHEN NATIONAL-
FoNDs danke ich fiir einen Beitrag an die Kosten dieser Arbeit.

Experimentelles. — Allgemeine Angaben. Abkiirzungen: Ac,O = Essigsdureanhydrid, Ae =
Diithylither, Alk = Athanol, Chf = Chloroform, DC = Diinnschichtchromatogramm oder
-chromatographie, Fr = Fraktion (-en), Me = Methanol, PC = Papierchromatographie oder
-chromatogramm, PE = Papierelektrophorese, Py = Pyridin, W = Wasser. — Die Smp. wurden
auf dem KoFLER-Block bestimmt und sind korrigiert. Fehlergrenze in beniitzter Ausfithrungsform
bis 200° - 2°, dariiber 4- 3°. — Die Substanzen fiir Spektren und Drehungen wurden zuvor jeweils
1 Std. bei 60° und 0,01 Torr, fiir Analysen 10 Std. bei 80° und 0,01 Torr getrocknet. — Die Drehun-
gen wurden auf einem PERKIN-ELMER-Polarimeter (Modell 141) bestimmt.

Isolierung von Gymmnestrogenin. Zu einer Suspension von 10 g Chf-Alk-(2:1)-Extrakt (Saure-
teil) (vgl. (2], total 20,639 g enthaltend) in 100 ml W wurde portionenweise 10-proz. KHCO;-
Losung gegeben, bis sich alles geldst hatte (total 10 ml). Diese neutrale Losung wurde mit 1 ml
fliissiges Schneckenferment!s) versetzt und dann bei 35° stehengelassen. Nach drei Tagen war cin
starker Niederschlag entstanden, der nach Zugabe von weiteren 12,5 ml 10-proz. KHCO,-Losung
aufgeldst werden konnte (pH 7). Nach 4 Tagen wurde nochmals 1 ml Schneckenferment zugege-
ben. Nach weiteren 3 Tagen wurde die Losung mit 2x5 H,SO, bis anf pH 3 angesiuert und nach-
einander mit 4mal 100 ml Chf, 7mal 100 ml Chf-Alk-(2:1) und 6mal 100 ml Chf-Alk-(3:2) ausge-
schiittelt. Die organischen Phasen wurden mit je 50 ml W, 2~ Soda-Lésung und halbgesittigter
Na,SO,-Losung gewaschen, iiber Na,SO, getrocknet und eingedampft. Die die sodal6slichen An-
teile enthaltenden Lésungen aus den 3 Extrakten wurden mit 28 HySO, bis auf pH 3 angesducrt;
die Losung aus dem Chf-Extrakt wurde 2mal mit 530 ml Chf und 2mal mit 50 ml Chf-Alk-(9:1),
diejenigen aus dem Chf-Alk-(2:1)-Extrakt und dem Chf-Alk-(3:2)-Extrakt je 4mal mit 50 ml
Chf-Alk-(3:2) ausgeschiittelt. Die organischen Phasen wurden tiber Na,SO, getrocknet und einge-
dampft. Uber die Ausbeuten orientiert Tabelle 3.

1) Spektrum in CL,C=CCl, bei 40 MHz aufgenoimnmen [20].
15) Fliissiges Fermentpriparat aus dem Hepatopankreassaft der Weinbergschnecke (Helix poma-
tia), bezogen von der Firma C.F.BoEHRINGER & SOHNE GMBH, Mannheim.
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Tabelle 3. Ausbeulen der feymentativen Spaltung von 10 g Chf-Alk-(2:7)-Extrakt (Sdureteil)

Extrakt Neutralteile sodaldsliche Anteile
Menge Ky[Fe(CN)g]+ Menge K;[Fe(CN)gl+
_— FeCl, [23]19) FeCl, [23]16)
ing in % ing in %
Chf 0,131 1,3 + 0,030 0,3 +
Chi-Alk-(2:1) 2,105 21,1 - 2,114 21,1 +
Chf-Alk-(3:2) 0,330 3,3 + 0,902 9,0 +
Total 2,566 25,7 3,046 30,4

Die extrahierte wisserige Phase wurde nur orientierend auf Zucker untersucht. Als einzige
Zucker konnten durch PC und PE (vgl. Tab. 3 bei [2]) Glucuronsaure und Glucose nachgewiesen
werden.

Nach Kontrolle der Neutralteile im DC (Chf-Mc-(4:1)) wurden der Chf- und der Chf-Alk-(2:1)-
Extrakt vereinigt und an SiO, chromatographiert. Nach DC enthielt diescs Material ca. 50%
Gymnemagenin-Gymnestrogenin-Gemisch.

Tabelle 4. Chromatographie von 2,227 g Geningemisch an 60 g S10,

Fr.-Nr. Elutionsmittel Eindampfriickstand  Identifizierung u. ev.
Fr.a 200 ml Menge in mg weitere Verarbeitung

1- 5 Chf-Me-(19:1) 186 nicht untersucht

6 9 Chf-Me-(19:1) 487 nicht untersucht
10-18 Chif-Me-(19:1) 918 enthilt Mund L;
19-23 Chf-Me-(9:1) 395 vereinigt und an SiO,

getrennt (Tab. 5)

24-25 Chf-Me-(9:1) 61 nicht untersucht
26-30 Chf-Me-konz. NHz-(5:1:1) 139 nicht untersucht
Total 2188 mg

Tabelle 5. Chyomatographie von 1,143 g Gemisch von M und L (aus Fr 10-23 von Tab.4) an 500 g
510, nach DUNCAN [6]

Fr.-Nr. Elutionsmittel Eindampfriickstand Identifizierung
Fr.a 30 ml Menge in mg
1- 10 Chf-Me-(9:1) - verworfen
11— 64 Chf-Me-(9:1) 32 unpolare Stoffe
65— 77 Chf-Me-(9:1) 66 M = Gymnestrogenin
78-115 Chf-Me-(9:1) 430 M+ L
116-135 Chf-Me-(9:1) 190 L. = Gymnemagenin
136-155 Chf-Me-(9:1) 123 Gymnemagenin
Total 841 mg

Fr. 65-77 (66 mg) gaben aus Me-Chf 35 mg aus feinen Nadeln bestehende Drusen von Gym-
nestrogenin (3), Smp. 210°/293-295°, nach Umkristallisation aus Mc-Chf-Ae 28 mg dicke Nadeln,

18) Dieses Reagens gibt mit den meisten Phenolen eine intensiv blaue Farbung.
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Smp. 288-289° (Prap. WST 39), [¢]P, = +53,5° 4 2° (¢ = 0,71 in Me). UV.-Spektrum in Alk
loge bei 197 nm = 3,94; Massenspektrum vgl. Fig.1. Die Substanz ist stark hygroskopisch.

CaoH;005, CHCI, (610,09)  Ber. C61,03 HB8,43%  Gef. C61,5 HB8,6%1)

Fr. 78-115 wurden erneut an 500 g SiO, mit Chf-Me-(4:1) chromatographiert und gaben wei-
tere 223 mg, nach DC reines Gymnestrogenin.

Penta-O-acetyl-gymnestrogenin (4). 92 mg Gymnestrogenin wurden in 1,5 ml Py geldst, mit
1,2 ml Ac,O versetzt und 16 Std. bei 35° stehengelassen. Nach dem Abdampfen des Losungsmittels
wurde der erhaltene Rickstand (115 mg) mit Chf-Me-(19:1) durch SiO, filtriert und gab 107 mg
nach DC reines Penta-O-acetyl-gymnestrogenin (Prap. WST 49), das bisher nicht kristallin erhal-
ten werden konnte. [a]% = +78,2° 4 2° (¢ = 0,96 in Chf). NMR.-Spektrum vgl. Fig. 2.

CyoHeOr (700,92)  Ber. C68,54 HB8,63%  Gef. C68,31 HB8,67%19)
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