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Aus Tulipa gesneriana L. wurden zwei antibiotisch aktive Glucoside, 1-Tuliposid A (14a)
und 1-Tuliposid B (15a), isoliert, die Acyl-B-p-glucopyranoside der y-Hydroxy-o-methylen-
buttersidure bzw. (5)-B.y-Dihydroxy-a-methylen-buttersdure sind. Beide bisher unbekannten
Sduren (8 und 9) wurden nach alkalischer Hydrolyse von 14a bzw. 15a erhalten. In saurer
Losung werden die Glucoside in pD-Glucose und unter Laclonisierung der Sduren in die
ebenfalls antibiotisch akliven a-Methylen-y-butyrolacton (5) und (S)-f-Hydroxy-o-methylen-
v-butyrolacton (6) gespalten. 14a und 15a gehen beim Aufbewahren unter Acylwanderung
mehr oder weniger leicht in die antibiotisch inaktiven 6-Acylderivate, 6-Tuliposid A (14b)
und 6-Tuliposid B (15b), iiber.

Aus einer Reihe von Pflanzen wurden niedermolekulare, fliichtige Lactone isoliert,
von denen einige antibiotische Wirksamkeit aufweisen. Es ist meist unbekannt,
in welcher Form die Lactone in der Pflanze selbst vorliegen, man vermutet, daB} sie
teilweise aus glykosidischen Vorstufen gebildet werden. In einigen Fillen sind solche
Glykoside isoliert worden2-7; auch liegen fiir vier dieser Inhaltsstoffe Struktur-
vorschlige vor, so fiir Ranunculin (1) aus verschiedenen Ranunculaceen 2, Glucosid 2
aus Erythronium americanum®, Narthesid (3) aus Nartheticum ossifragum® und
Glucosid 4 aus Mespillus germanica L.5.

Wir haben aus der Tulpe zwel antibiotisch wirksame Glucoside isoliert, die leicht
in «-Methylen-v-butyrolacton bzw. f-Hydroxy-a-methylen-v-butyrolacton {ibergehen.
Als Vorstufen der Lactone liegen Glucoside in Form von 1-Acyl-glucosiden ungesit-

1) Als erste Mitteilung dieser Reihe gilt: R. Tschesche, F.-J. Kimmerer, G. Wulff und
F. Schonbeck, Tetrahedron Letters [London] 1968, 701.

2) 2a) R. Hill und R. van Heyningen, Biochem. J. 49, 332 (1951); 20 M. H. Benn und L. J.
Yelland, Canad. J. Chem. 46, 729 (1968).

3) C.J. Cavallito und T. H. Haskell, J. Amer. chem. Soc. 68, 2332 (1946).

4 A. Stabursvik, Norges Tek. Vitenskapsakad., Ser. 2, 6, 89 (1959), C. A. 55, 14599 (1961).

5 D. L. Stanimiroviéund S.G. Stanimirovié, Bull. Soc. chim. Belgrade 28, 173 (1963), C. A.62,
8117 (1965).

6 U. W. Brongersma-Oosterhoff, Recueil Trav. chim. Pays-Bas 86, 705 (1967).

T E. Letzig, Nahrung 8, 49 (1964), C. A. 60, 13498 (1964).
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tigter vy-Hydroxysduren vorD. Es handelt sich hierbei um einen neuartigen Typ
antibiotisch aktiver Pflanzeninhaltsstoffe, von dem zu vermuten ist, daB er in der
Natur weiter verbreitet vorkommt.

Die antibiotische Wirksamkeit der Tulpe wurde 1943 von Osborn® erstmalig beschrieben.
Spiiter stellte Schinbeck® im Rahmen phytopathologischer Untersuchungen fest, dafi
Tulpenstempel von polyphagen Pilzen, die bei anderen Pflanzen Infektionen hervorriefen,
nicht befallen wurden. Die zunichst als Tulpenhemmstoffe bezeichneten Wirkstoffe sind in
der Narbe am stirksten vertreten; ihre Konzentration nimmt tiber Fruchtknoten, Blatter,
Stengel und Zwiebel zu den Wurzeln stark ab9,

Wihrend unserer Arbeiten!) zur Klirung der Natur der Wirkstoffe erschienen zwei Mit-
teilungen niederlindischer Arbeitsgruppen uber die Isolierung von a-Methylen-y-butyrolacton
als fungicide Komponente der Zwiebeln der Tulpe!® und ferner iiber ein Glucosid unbe-
kannter Struktur, das bei der Hydrolyse a-Methylen-y-butyrolacton und p-Glucose liefert®).
Auf dieses soll die Allergie hervorrufende Wirkung der Tulpenzwiebeln zuriickgehen®.

Bisherige Strukturvorschlige fiir lactonbildende Glykoside sowie die Struktur der daraus
leicht entstehenden Lactone:
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3-Methyl-penten-(2)-olid-(5.1)
8) E. M. Osborn, Brit. J. exp. Pathol. 24, 227 (1943).
9 F. Schonbeck, Phytopathol. Z. 59, 205 (1967).

10) B. H. H. Bergman, J. C. M. Beijersbergen, J. C. Overeem und A. K. Sijpesteijn, Recueil
Trav. chim. Pays-Bas 86, 709 (1967).
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Zur Isolierung der Inhaltsstoffe der Stempel sowie der Blitter und Stengel extra-
hierte man die Pflanzenteile mit 80proz. Methanol. Der groBte Teil der antibiotischen
Aktivitdt verblieb beim Ausschiitteln des eingeengten Extraktes mit verschiedenen
organischen Losungsmitteln in der wiBrigen Phase. Zur Bestimmung der in dieser
Losung befindlichen Substanzen wurden sie in dem fiir Zuckertrennungen
viel benutzten papierchromatographischen System Essigester/Pyridin/Wasser
(3.6 :1:1.15)1D untersucht. Dabei zeigte sich, daB3 die wiBrige Phase des Extraktes
aus Stengeln und Blittern finf mit Anilinphthalat anfdrbbare Stoffe mit den Rgs-
Werten (auf D-Glucose = 1.00 bezogen) 1.00, 1.25, 1.72, 2.09 und 3.12 und der
Stempelextrakt vier mit den Rg-Werten 1.00, 1.25, 2.09 und 3.12 enthielt. Nach
Aufbringung der Chromatogramme auf Bakterienagar mit Bacillus subtilis-Einsaat
traten in beiden Extrakten jeweils drei Hemmzonen mit den Rs-Werten 3.12, 2.09
und 1.00 in unterschiedlicher Stidrke auf, wobei sich im Stempelextrakt die Haupt-
hemmzone bei Rg = 2.09 und beim Stengel- und Blitterextrakt bei Rg = 3.12
befand. Die aktiven Verbindungen mit den Rg-Werten 3.12, 2.09 und 1.00 haben
wir zundchst als Tuliposid A, B und C bezeichnet. Die Substanzen mit den Rg-
Werten 1.00, 1.25 und 1.72 lieBen sich papierchromatographisch als Glucose, Fructose
und Xylose identifizieren. Tuliposid C, das in beiden Extrakten nur in viel kleinerer
Menge als Begleiter der Glucose auftrat, wurde nicht niher untersucht. Eine Auf-
trennung der Extrakte und damit eine Isolierung der Tuliposide A und B (zur Ein-
heitlichkeit s. S. 2064, unten) gelang durch Sdulenchromatographie an Cellulose
mit dem fiir die Papierchromatographie benutzten Losungsmittelsystem. Man erhielt,
bezogen auf Trockensubstanz, aus den Blidttern und Stengeln 5.6 %; Tuliposid A (14)
und 2.09% Tuliposid B (15), aus den Stempeln 19.59% Tuliposid A und 12.8%; Tuli-
posid B. Die Substanzen liegen also in ungewéhnlich hoher Konzentration in den
Pflanzenteilen vor.

Beide Verbindungen konnten nicht kristallin erhalten werden; sie zeigten eine
Drehung von [a]¥: +64° (Wasser) (A) und [«]%: +56° (Wasser) (B). Im Reihen-
verdinnungstest gegeniiber Bacillus subtilis zeigte A vollstindige Wachstums-
hemmung bei 100 y/ccm und B bei 40 v/ccm. Die Aktivitdt nahm selbst bei --20°
im Laufe der Zeit stark ab, ohne dalB} aber die Rg-Werte oder die Spektren der Sub-
stanzen sich wesentlich dnderten. Das beim Aufbewahren entstehende antibiotisch
inaktive Tuliposid A konnte kristallisiert werden, Schmp. 128°, [«]¥: +45.5° (Metha-
nol). Das entsprechende inaktive Produkt von Tuliposid B kristallisierte nicht. Im UV
zeigten Tuliposid A und B eine Schulter bei 207 my. (A) bzw. 212 my. (B) mit € =
17000. Das IR-Spektrum wies auf eine «.f-ungesittigte Carbonylgruppe hin (1708,
1628/cm).

Beide Substanzen reagierten nicht sauer. Bei der Acetylierung lieferte A laut
Protonenresonanz ein Pentaacetat.

Bei der sauren und alkalischen Hydrolyse verhielten sich aktives und inaktives

Tuliposid A bzw. B ebenfalls gleich. A lieferte bei der sauren Hydrolyse als Spalt-

1) P. Colombo, D. Corbetta, A. Pirotta, G. Ruffini und A. Sartori, J. Chromatogr. [Amster-
dam] 3, 343 (1960).
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stiicke a-Methylen-y-butyrolacton (5) und p-Glucose. Die Struktur des Butyrolactons
ergibt sich aus dem IR- (1760, 1662/cm), dem NMR- (Tab. 1) und dem Massen-
spektrum mit Hochauflosung; letzteres liefert die Zusammensetzung CsHgO».

Das NMR-Spektrum zeigt die Signale der Methylen-Protonen bei = = 3.74 und 4.28
jeweils als Triplett (Long range-Kopplung mit den 3-Protonen von 3 Hz). Die beiden 3-H
werden durch die y-Protonen zu einem Triplett mit J = 7 Hz aufgespalten. Jedes Triplett
erscheint infolge Aufspaltung durch die Methylen-Protonen nochmals als Triplett mit J = 3 Hz.
Die beiden v-H bilden ein einfaches Triplett mit J == 7 Hz.

Die saure Spaltung von Tuliposid B lieferte b-Glucose und das bis jetzt unbekannte
p-Hydroxy-a-methylen-y-butyrolacton (6), das durch physikalisch-chemische Metho-
den in der Struktur geklirt wurde. Das Protonenresonanzspektrum von 6 zeigte
gegeniiber dem «-Methylen-butyrolacton 5 ein dhnliches, aber charakteristisch
verdndertes Bild.

Die Resonanzen der Methylenprotonen erscheinen in der gleichen Lage, aber infolge
nur eines H am B-C als Dublett. Die y-Protonen zeigen in der Aufspaltung ebenfalls eine
Verinderung. Sie sind durch die Substitution am Nachbaratom 3-C ungleichwertig geworden
und erscheinen als AB-Spektrum (Jop = — 9.5 Hz, ASsp = 19 Hz), das durch das 8-H zusitz-
lich jeweils zu Dubletts mit der Kopplung J = 6.5 Hz (A-Teil) und 4 Hz (B-Teil) aufgespalten
wird. Vom B3-C tritt nur ein 1-Protonensignal auf, das durch die Substitution mit OH gegeniiber
5 stark zu niedrigerem Feld verschoben ist und infolge vielfiltiger Kopplung (J = 4 und
6.5 Hz) als komplexes Multiplett erscheint. Zusétzlich tritt ein OH-Signal bei v = 7.5 auf,
das bei D,0-Zusatz verschwindet. Diese Daten sind nur mit der Struktur 6 zu vereinbaren.

Bei der Massenspektroskopie mit Elektronenstofl erhidlt man von 6 als Peak der hochsten
Masse M*-— H>0, wihrend die Feldionenmassenspektroskopie als Basispeak mfe 115
(M*4-1) liefert12),

6 besitzt ein Chiralititszentrum am B-C und ist optisch aktiv; [«]¥: —82° (Chloro-
form). Man findet einen schwach negativen Cotton-Effekt im Circulardichroismus
von 212 mp (Ae —0.0472), 207 mu (Az —0.0591). Zur Ermittlung der Absolut-
konfiguration am B3-C wurde 6 nach Snatzke und Himmelreich!'» mit Diazomethan
in ein Pyrazolinderivat iibergefiihrt. Dabei entstanden zwei Stereoisomere 7a und b
im Verhiltnis etwa 3:1, die durch Chromatographie an SiO; rein und kristallin
erhalten wurden. Das unpolarere Hauptprodukt 7a zeigte im [IR-Spektrum der ver-
diinnten Losung keine intramolekulare Wasserstoff briicke und im CD-Spektrum einen
starken negativen Cotton-Effekt 323 mp. (Ag —7.66), 232 my. (Ag --5.12), so daBl nach
den Untersuchungen von Suchy, Snatzke et al.1¥ dem Pyrazolinderivat die Struktur
7a und dem Lacton die Struktur eines (S)-f-Hydroxy-o-methylen-vy-butyrolactons (6)
zukommen muf319. Aus dem negativen Cotton-Effekt von 7a 1dBt sich die Absolut-

12) Mit Hilfe der Massenspektroskopie mit Feldionisation konnten bei einer Reihe von
Verbindungen die Molekiil-lonen als Basispeak erhalten werden, die bei der Elektronen-
stofimassenspektroskopie nicht auftraten. Wir danken Herrn Professor Dr. H. D. Beckey
und Herrn Dipl.-Phys. H. Krone, Physikalisch-Chemisches Institut Bonn, fiir das freund-
liche Entgegenkommen bei der Durchfithrung dieser Messungen.

13) G. Snatzke und J. Himmelreich, Tetrahedron [London] 23, 4337 (1967).

14 M. Suchy, L. Dolejs, V. Herout, F.Sorm, G.Snatzke und J. Himmelreich, Collect.
czechoslov. chem. Commun. 39, 229 (1969).

13) Herrn Dozent Dr. G. Snatzke aus unserem Institut danken wir fiir den Vorschlag zur
Absolutbestimmung und die Auswertung dieser Spektren.
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konfiguration des Pyrazolinringes am «-C ermitteln, und durch die fehlende Wasser-
stoffbriickenbindung ist auch die Stellung der OH-Gruppe am 3-C geklirt. Das Neben-
produkt 7b besitzt dagegen eine intramolekulare Wasserstoffbriicke und einen zu 7a
entgegengesetzten, positiven Cotton-Effekt, hat also die Struktur 7b. Die Anwendbar-
keit der Pyrazolinregel auf die hergestellten Pyrazolinderivate ist ein weiteres Bei-
spiel fiir diese elegante Methode zur Bestimmung der Absolutkonfiguration.

.
1/
O OH-N
CH; H/,,f _CH, Hf *
B a
Y = = Y=
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5 b

Bei der enzymatischen Spaltung von Tuliposid A mit Schneckenenzym wig auch bei
der alkalischen Spaltung mit /2 Ba(OH), bzw. #/2 KOH bei Raumtemperatur erhélt
man D-Glucose und v-Hydroxy-e-methylen-buttersiure (8) vom Schmp. 65°. Die
Struktur dieser bisher unbekannten Sdure wurde wiederum durch IR- (1695, 1628/cm),
Massen- und NMR-Spektrum ermittelt. Die Protonenresonanz zeigte bei einem
infolge der freien Drehbarkeit einfacheren Kopplungsschema sehr groBe Ahnlichkeit
mit 5 (Tab. 1). Auch hier ergab das Massenspektrum mit Feldionisation M™* + 1 ==
117 als Basispeak. In entsprechender Weise erhielt man aus Tulipesid B durch alkalische
Spaltung D-Glucose und 8.y-Dihydroxy-a-methylen-buttersdure (9) vom Schmp.
114 —115° [«]3: +14.7° (Methanol), die nach dem Ergebnis der Bestimmung der
Absolutkonfiguration am entsprechenden Lacton S-Konfiguration haben muBl. Die
Massenspektroskopie mit Feldionenquelle zeigte als Basispeak M7 -1 (m/e 133).
Das NMR-Spektrum (Tab. 1) steht mit der Struktur 9 in guter Ubereinstimmung.
Bemerkenswert ist die Stabilitdt der beiden freien y-Hydroxycarbonsduren 8 und 9,
die keine allzu starke Lactonisierungstendenz zeigen. Dieses Verhalten diirfte auf die
a-Methylen-Gruppierung zuriickzufithren sein.

%Hg |Ol—[ |L;Hz
8 HOCH3-CHp-C-COzH HOCH;-CH-C-CO;H 9

Tab. 1. Protonenresonanzen der isolierten Verbindungen (t-Werte, J in Hz)

==CH; 5-H 2y-H
Lacton § 3.74 (t; 3); 4.28 (t; 3) 2H bei 6.98; 559 (6; )
(6 D J2 (5 3)
Lacton 6 3.50 (d; 2); 3.92 (d; 2) 1H bei 5.02 (m) <A = 5481 JaB = —~9.5; Jax = 6.5:
B = 5.78:JBx = 4
Siure 8% 3.67 (s); 4.18 (d; 1.3) 2H bei 7.38 (t; 6.5) 6.20 (t; 6.5)
Siure 9% 3.50 (d; 0.5); 1H ~ 5.27 (m) TA = 613 JaB = — 1155 Jax = 4;
391 (d; 1.5) B = 6.31; JBX = 6.5
Glucosid 14*! 3.57 (s); 4.08 (d; 1) 2H 7.30 (t; 6.5) 6.14 (t; 6.5)
Acetat 17 3.68 (s); 4.29 (d; 1.3) 2H 7.34 (t; 6.5) 5.78 (t; 6.5)
Glucosid 15 % 3.43 (d; 0.5) 1H ~ 5.29 (m) Ta — 6.11; Jap = —11.5; Jax = 4;
3.85(d; 1.3) TR = 6.29; Jgx = 6.5
* Gemessen in D;0 mit TMS als externem Standard < = 10. In den anderen Fillen in CDCl3 mit TMS als in-

ternem Standard T == 10.



2062 Tschesche, Kidmmerer und Wulff’ Jahrg. 102

Um den Siureanteil im Tuliposid A weiter zu sichern, wurde es mit H,/Platin in Methanol
hydriert. Als Spaltstiicke des Hydrierungsproduktes mit wiBriger Salzsdure erhielt man
D-Glucose und ein Gemisch, das nach gaschromatographischer Analyse noch aus mindestens
zwei Verbindungen bestand. Sie lieBen sich durch priparative Gaschromatographie trennen
und wurden anschlieBend im Massenspektrometer (mit Hochauflésung) untersucht. Die in
groBerer Menge (~909%) vorliegende Substanz zeigte den Basispeak bei 100.0525, ent-
sprechend einer Zusammensetzung CsHgO», die zweite Substanz bei 98.0368, entsprechend
CsHqOs.

Aufgrund der Massen-, NMR- und IR-Spektren handelt es sich bei diesen Substanzen
um das o-Methyl-y-butyrolacton (10) und um ein Gemisch aus a-Methylen-y-butyrolacton
(5) und 2-Methyl-buten-(2)-olid-(4.1) (11). Die letztgenannten lieBen sich gaschromato-
graphisch an einer Kapillarsiule trennen.

CH, CH,4

10 11
C=0 .C=0

O O

Als Spaltprodukte des hydrierten Tuliposids A mit wéaBrigen Alkalien lieBen sich drei
Sduren nachweisen: y-Hydroxy-x-methyl-buttersiure (12), y-Hydroxy-tiglinsiure (13) und
vy-Hydroxy-x-methylen-buttersiure (8), 12 wurde bei der Aufarbeitung z. T. als Lacton 10
erhalten. Es wurde ebenso wie 8 durch NMR-Spektroskopie identifiziert. y-Hydroxy-tiglin-
saure wurde in kristalliner Form isoliert und mit einer nach Korte et al.16) dargestellten
Vergleichssubstanz identifiziert.

H  COM
12 HOCHz-CHy-CH-CO,H =c 13
L, HOCH, CH,

Die Hydrierung des Tuliposids A ist also offenbar nicht vollstindig verlaufen. Bemerkens-
werterweise treten als Spaltprodukte des nichthydrierten Anteils zwei Lactone (a-Methylen-
y-butyrolacton und a-Methyl-buten-(2)-olid-(4.1)) und zwei Séuren (v-Hydroxy-a-methylen-
buttersidure und y-Hydroxy-tiglinsdure) auf, wihrend das urspriingliche Tuliposid A jeweils
nur eine Verbindung lieferte. Wie sich bei der Hydrierung von a-Methylen-y-butyrolacton
(5) und y-Hydroxy-a-methylen-buttersdure (8) zeigte, verschiebt sich die Doppelbindung
durch den Katalysator teilweise, wobei aus 5 die Verbindung 11 und aus 8 die Verbindung 13
entsteht. Diese Stoffe sind somit Kunstprodukte bei der Hydrierung.

Es erhebt sich die Frage, in welcher Form die Sduren in den Glucosiden gebunden
sind. Die NMR-Spektren der freien Sduren und der zugehorigen Glucoside stimmen
weitgehend iiberein, wihrend die zugehorigen Lactone eine andersartige Aufspaltung
zeigen. Tuliposid A und B geben Doppelbindungsprotonensignale entsprechend
zwei H bei T = 3.57 und 4.08 (14) bzw. 3.43 und 3.85 (15), die gleiche Aufspaltung
und Kopplungskonstanten zeigen wie in den zugehdrigen Sduren. Ferner weist das
Kernresonanzspektrum von 14 als nicht von Zuckern herrithrende Protonensignale

und T == 6.29 entsprechend 2 H. Hinzu kommen in beiden Fillen noch 7 Zucker-
protonen der nD-Glucose, die zwischen 7 = 5.0 und 7.0 liegen. Fiir die Struktur der

16) F. Korte und O. Behner, Chem., Ber. 89, 2675 (1956).
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Glucoside aufschluBlreich ist ferner, daB sie keine saure Reaktion zeigen. Aus der Zahi
der Acetylgruppen im acetylierten Tuliposid A (17) und der typischen Verschiebung
von ~0.6 t-Einheiten der yv-CH; —OR-Protonen durch die Acetylierung (siehe Tab. 1)
geht hervor, dal die Hydroxylgruppe im Séureteil in den Glucosiden frei vorliegt;
der Sdurerest mul} daher esterartig mit der Glucose verbunden sein, worauf auch die
leichte Spaltbarkeit im alkalischen Medium hinweist. Offen bleibt, in welcher Position
die Sdure an der Glucose angreift.

Zur Kldrung dieser Frage wurde zunédchst mit dem inaktiv gewordenen Tuliposid A
gearbeitet. Es wurde in Dimethylsulfoxid (DMSO) mit 3.4-Dihydro-pyran und einer
katalytischen Menge Sdure in die OH-freie Verbindung 18 ibergefiihrt. Sie wurde
anschliefend alkalisch verseift und darauf in DMSO mit NaH/CH3zJ 17 methyliert.
Nach saurer Abspaltung der Schutzgruppen erhielt man eine Monomethylglucose,
welche die Methylgruppe an der Stelle tragen sollte, an der vorher der Sdurerest
gesessen hatte. Sie erwies sich als 6-O-Methyl-D-glucose, die in allen Eigenschaften
mit der nach Freudenberg und Hiill1®) hergestellten Vergleichssubstanz identisch war.

Die beschriebene Reaktionsfolge, die zur Festlegung der Verkniipfungsstelle der
v-Hydroxy-«-methylen-buttersdure im inaktiven Tuliposid A angewendet wurde,
lie} sich leider nicht auf das aktive Tuliposid A iibertragen, da es zu leicht Umwand-
lungen erleidet. Dagegen ist das aktive Tuliposid B stabiler; die antibiotische Aktivitit
nimmt daher bei der Lagerung wesentlich langsamer ab. Es gelang, mit frisch isolier-
tem, aktivem Tuliposid B die beim inaktiven Tuliposid A beschriebene Reaktionsfolge
der Umsetzung mit 3.4-Dihydro-pyran, anschlieende alkalische Spaltung, die
Methylierung und die abschlieBende Entfernung der Schutzgruppen im schwach
sauren Medium durchzufiihren. Das in guter Ausbeute erhaltene Monomethyl-
glucose-Derivat wurde in kristalliner Form isoliert und eirwies sich nach Vergleich
mit authentischer Substanz als Methyl-3-p-glucopyranosid.

Damit ist gesichert, daff der Sdurerest im aktiven Tuliposid B iiber das glykosidische
OH am C-1 gebunden ist, daf} es sich also um ein Acylglykosid handelt. Fir das aktive
Tuliposid A ist aufgrund der auBerordentlichen Ahnlichkeit mit B ein analoger
Aufbau anzunehmen. Dafiir spricht, dafl im aktiven und inaktiven Tuliposid A und
entsprechend in B die Spaltstiicke der Hydrolyse gleich sind und keine Unterschiede
im NMR-Spektrum des Sidureanteils auftreten. Der Hauptunterschied der aktiven
und inaktiven Verbindungen liegt in der viel leichteren Spaltbarkeit der aktiven
Substanz, die schon an Kieselgel und Aktivkohle eintritt, wihrend die inaktive
Verbindung keine Spaltung erleidet. Auch beim Stehenlassen in Wasser von pH 6
tritt bei den aktiven Verbindungen 14a und 15a allmihlich Hydrolyse zu Glucose
und den zugehorigen Lactonen auf, eine Reaktion, die man zur einfachen Gewinnung
der Lactone benutzen kann. Man kann daher annehmen, da} aktives Tuliposid A
ebenfalls ein 1-Acylderivat der Glucose ist. Von solchen 1-Acylverbindungen ist
bekannt, daB sie leichter als die entsprechenden Ester gespalten werden und daB sie

i1 S. Hakomori, J. Biochemistry [Tokyo] 55, 205 (1964); D. M. W. Andersonund G. M. Cree,
Carbohydrate Res. 2, 162 (1966).

18) K. Freudenberg und G. Hiill, Ber. disch. chem. Ges. 74, 237 (1941).
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schnell Acylwanderungen eingehen, die im Falle der 1-Acylglucosen iiber ein 2-Acyl-
bis zum 6-Acylderivat als stabiler Endstufe fiihrt19).

Ein weiterer Hinwelis fiir eine derartige Acylwanderung stellt die beobachtete Photoakti-
vierung des Tuliposids A dar. Bestimmte Proben des im Winter aus Treibhaustulpen gewon-
nenen Tuliposids A, die antibiotisch ziemlich inaktiv waren, lieBen sich durch Bestrahlung
mit kurzwelligem UV-Licht (254 my) aktivieren (350 vy/ccm — 120 y/cem fiir vollstandige
B. subtilis-Hemmung). Bei dlteren Proben war dies nicht mehr moglich. Es ist denkbar, daB
neben dem antibiotisch aktiven I-Acyl- und dem inaktiven 6-Acylderivat auch noch die
Zwischenstufe eines 2-Acylderivates vorliegen kann, die dann durch UV-Licht in das 1-Acyl-
derivat iibergeht, wihrend dies fiir ein 6-Acylderivat nicht mehr méglich ist. Ob diese Hypo-
these zutreffend ist, mufl in weiteren Versuchen geklidrt werden.

Zur Unterscheidung sollen das aktive Tuliposid A (14a) und B (15a) als 1-Tuliposid
A bzw. 1-Tuliposid B und das inaktive A (14b) und B (15b) als 6-Tuliposid A bzw.
6-Tuliposid B bezeichnet werden. Weitere Zwischenstufen kdnnen dann entsprechend
der Stellung des Acyls benannt werden.

Uber die Art der Verkniipfung der S#urereste in den 1-Tuliposiden («- oder £-
glykosidisch) solite das NMR-Signal des Wasserstoffs am anomeren C-Atom des
Zuckers AufschluB} geben. Dieses Signal liegt z. B. bei der Penta-O-acetyl-f-D-glucose
als Dublett bei © = 4.28 mit J = 7.0 Hz, wihrend es bei der Penta-O-acetyl-«-D-
glucose bei niedrigerem Feld (¢ = 3.60) als Dublett mit J = 3.0 Hz erscheint. Reine
a-D-Glucose liefert in D,0O ein Dublett bei v = 4.80, J = 3 Hz. Das kristallisierte
6-Tuliposid A zeigt ein Dublett bei © == 4.80, J = 3 Hz, enthilt also am C-1 eine
unsubstituierte OH-Gruppe in «~Stellung (vgl. Tab. 2).

Tab. 2. Lage und Aufspaltung der Resonanz des Wasserstoffs am anomeren C-Atom
im NMR-Spektrum

Substanz - J
a-D-Glucose 4.80 30
8-p-Glucose 5.40 7.0
Penta-O-acetyl-a-D-glucose **) 3.60 3.0
Penta-O-acetyl-B-p-glucose **) 4.28 7.0
6-Tuliposid A 4.80 3.0
6-Tuliposid B 4.80 3.0
[-Tuliposid A 4.75 7.0
(4.80) (3.0)
[-Tuliposid B 4.75 7.5
(4.80) (3.0
* NMR-Spektren in D,O bei 60 MHz mit Acetonitril als internem Standard t=8.
*%) Spektren in CDCl; mit Tetramethylsilan als internem Standard Tt == 10,

Das untersuchte aktive Tuliposid A stellt offenbar eine Mischung dar, in der neben
dem 1-Acylderivat bereits Produkte der Acylwanderung mit einer freien «-OH-

19 H. G. Fletcher in R. L. Whistler und M. L. Wolfrom, Methods in Carbohydrate Chemistry,
Bd. II, S. 231, Academic Press, New York 1963; J. Stanék, M. Cerny, J. Kocourek und
J. Pacak, The Monosaccharides, S. 184 f., Academic Press, New York 1963.
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Gruppe am C-1 (t == 4.80, J == 3.0) vorliegen. Die mdglicherweise vorhandene
entsprechende 8-OH-Verbindung ist wegen Uberlagerung mit anderen Signalen
nicht erkennbar. Ein Dublett bei t = 4.75, J == 7.0, zeigt durch chemische Ver-
schiebung und Kopplungskonstante an, da3 die Sdure im 1-Tuliposid A in 3-Stellung
verkniipft ist. Gleiches gilt fir das 1-Tuliposid B, das aber weniger durch Produkte
einer Acylwanderung verunreinigt ist. Damit ist fir das 1-Tuliposid A die Struktur
eines [y-Hydroxy-a-methylen-butyryl]-8-p-glucopyranosids (14a) und fiir das 1-Tuli-
posid B die eines [(S)-B.v-Dihydroxy-a-methylen-butyryl]-3-p-glucopyranosids (15a)
bewiesen.

CHzOR

RO- Q HaC 14a: R = R'= I{, 1-Tuliposid A
RO o. /('{\IIi,CHzoR 15a: R = I, R' = OH, 1-Tuliposid B
\ C C 16

: R = Tetrahydropyranyl-(2),

OR i,
O R R'= OH
o R
Lol
o \C/I\CHzoR f
| H 14b: R = R' = H, 6-Tuliposid A
CHz 15b: R = H, R' = OH, 6-Tuliposid B
CH: o ,
RO~ i7: R = Ac, R'=H
RO 18: R = Tetrahydropyranyl-(2),
AY P
OR) R =H
OR

Das von Cavallito und Haskell3 aus Erythronium americanum isolierte Glucosid
des «-Methylen-y-butyrolactons soll die Struktur 2 besitzen. Bei der Spaltung durch
Enzyme und Sduren entsteht daraus 5. Nach den von Cavallito und Haskell mit-
geteilten Eigenschaften diirfte dieses Glucosid jedoch die Struktur 14 haben, und es
diirfte sich somit um Tuliposid A handeln.

Auch die Strukturvorschlige fiir das Narthesid (3) und das Glucosid aus Mespilius
germanica L. 4 erscheinen korrekturbediirftig. Die Eigenschaften wiren in beiden
Féllen besser bei einer Struktur als 1-Acyl- oder 6-Acylderivat der betreffenden
Hydroxysdure zu verstehen.

Die Glucoside Tuliposid A und B zeigen eine bemerkenswert starke antibakterielle
und fungicide Wirksamkeit. Das steht im Gegensatz zu einigen der bisher isolierten
glykosidischen Vorldufer der entsprechenden aktiven Lactone, die keine Aktivitiit
zeigen. Moglicherweise handelt es sich bei diesen inaktiven Glykosiden um Um-
wandlungsprodukte von urspriinglich vorhandenen Acylglykosiden. In der Tab. 3
ist die biologische Aktivitdt der Verbindungen 14, 15, 5 und 6 aufgefiihrt.

Wihrend die bei der alkalischen Spaltung der Tuliposide A und B entstandenen
Sduren 8 und 9 keine nennenswerte biologische Aktivitdt aufweisen, zeigen die
Lactone 5 und 6 neben einer antibakteriellen eine starke fungicide Wirksamkeit.
Bei den Aktivitdten der 1-Tuliposide ist zu beriicksichtigen, daB sie durch die biolo-
gisch inaktiven 6-Tuliposide verunreinigt sind. Sie zeigen eine gute antibakterielle
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Tab. 3. Biologische Aktivitit der isolierten Verbindungen (in y/ccm)20

Substanz Bac{l{us Pythium
subtilis® debaryanum®
1-Tuliposid A (14)® 100 —
1-Tuliposid B (15) * 40 25
a-Methylen-y-butyrolacton (5) 200 38
B-Hydroxy-a-methylen-y-butyrolacton (6) 100 12.5

Vollstindige Wachstumshemmung im Reihenverdiinnungstest
a) in Nihrlosung nach Lc.2D, b in Agar nach 1.¢.22,
*) Die Substanz enthiilt gewisse Mengen an Acylwanderungsprodukten.

und fungicide Wirksamkeit. Offenbar besitzen die Glucoside im Vergleich zu den
zugehorigen Lactonen etwas stirker antibakterielle und die Lactone stirker fungicide
Eigenschaften.

Der Mechanismus der Hemmwirkung ist nicht gekldrt. Wihrend bekannt ist, da unge-
sittigte Lactone antimikrobielle Eigenschaften besitzen und diese auf eine Reaktion mit
aktiven SH-Gruppen zuriickgefiihrt wird23), zeigen die Sduren 8 und 9 keine Aktivitit. Die
Aktivitdt der 1-Tuliposide konnte in ihrer Natur als energiereiche Verbindungen zu suchen
sein oder in der Tatsache, daB sie leicht eine Spaltung in das antibiotisch aktive Lacton und
Glucose erleiden. In letzterem Falle wire das Lacton der eigentliche Hemmstoff und das
Glucosid nur die Vorstufe. Dabei bliebe offen, ob das Lacton erst innerhalb oder schon auBler-
halb des beeinfluBten Mikroorganismus unter Beteiligung seines Enzymsystems gebildet
wird 24,

Wir danken der Irga GmbH, Grenzach, fiir eine Unterstiitzung dieser Arbeit, Frau H. Kdm
merer fiir thre unermiidliche und verstiandnisvolle Mitarbeit und Herrn Dr. H.-W. Fehlhaber
far die Aufnahme und Interpretation der Massenspektren. Der Deutschen Forschungs-
gemeinschaft und der Stiftung Volkswagenwerk sind wir fiir die zur Verfiigung gestellten-
analytischen Gerite zu Dank verpflichtet.

Beschreibung der Versuche
Allgemeines

Die Schmelzpunkte wurden nach Kofler in der Anordnung nach Weygand (Mikroskop-
Heiztisch) bestimmt. Die IR-Spektren sind mit dem Perkin-Elmer, Modell 221 (mit Gitter-
prisma), die Kernresonanzspektren mit dem Varian A 60 und die Massenspektren mit dem
MS 9 der A.E.l. und dem CEC Massenspektrometer Typ 21/110 B mit Feldionenquelle-
Eigenbaul2) gemessen worden.

Zur analytischen und priparativen Gaschromatographie verwendete man das Modell F 7
(mit Integrator D 2) von Perkin-Elmer, zur Bestimmung der optischen Drehwerte das Polari-
meter (41 von Perkin-Elmer.

Zur Saulenchromatographie benutzte man Munktell’s Zellulosepulver Nr. 400, Elutions-
gemisch Essigester/Pyridin/Wasser (3.6 :1:1.15).

20) Die vorliegende Tabelle verdanken wir Herrn Priv.-Doz. Dr. F. Schénbeck, Institut fiir
Pflanzenkrankheiten, Bonn, der freundlicherweise auch die biologische Auswertung
unserer Substanzen und Fraktionen tibernahm.

21) H. Kohler, Einfuhrung in die Methoden der pflanzlichen Antibiotikaforschung, Akademie
Verlag, Berlin 1956.

22) F. Schinbeck, Z. Pflanzenkrankh. 75, 193 (1968).

23 W. B. Geiger und J. E. Conn, J. Amer. chem. Soc. 67, 112 (1945).

24) F. Schonbeck und C. Schroeder, in Vorbereitung.
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Die Dinnschichtchromatographie (DC) fiithrte man in der bei Tschesche, Freytag und
Snatzke?S) beschriebenen Form aus (Kieselgel G zur Dinnschichtchromatographie von
Merck). Nach dem Trocknen (bei 150°, 5 Min.) sprithte man mit Chlorsulfonsiure/Eisessig
(1:2) an und erreichte nach weiterem Erhitzen (5 Min.) eine Anfiarbung der Substanzen.

Zur Papierchromatographie (absteigend) verwendete man das Papier von Schleicher &
Schiill, Nr. 2043 b. Losungsmittelsysteme (Volumenverhéltnisse):

System B11): Essigester/Pyridin/Wasser (3.6:1:1.15)
System C26): n-Butanol/Wasser/CCly (4 :4:3).

Angefirbt wurden die Substanzen mit Anilinhydrogenphthalat nach Partridge??) und mit
Silbernitrat in Aceton nach Dedonder 28),

Extraktion der Tulpen

a) Stengel und Blirter: 35 kg Stengel und Blitter von 1200 Tulpen wurden nach Zerkleinern
mit einem Ultraturrax dreimal mit je 30 / 80 proz. Methanol extrahiert. Die Ausziige engte
man i. Vak. bei 40° soweit ein, bis alles Methanol vertrieben war. Zur Entfernung von Farb-
stoffen und Chlorophyll wurden die Wasserphasen mehrfach mit Cyclohexan und anschlieBend
mit Chloroform durchgeschiittelt. Nach dem Einengen der Wasserphasen i.Vak. bei 40°
bis zur Trockne wurden 1.938 kg eines honiggelben, sirupdsen Riickstandes gewonnen.

b) Stempel: Die Stempel (385.4 g) von 1200 Tulpen zerkleinerte man mit einem Ultra-
turrax und extrahierte sie zweimal mit je 1 / 80 proz. Methanol. Nach Aufarbeitung analog a)
erhielt man 30.1 g Extrakt-Riickstand.

Die Extrakte wurden im Reihenverdiinnungstest gegen Bacillus subtilis getestet. Bei ciner
Konzentration von 400 y/ccm zeigten die Stengel- und Blitterextrakte vollstindige Wachs-
tumshemmung, die Stempelextrakte bei 180 v/ccm.

Isolierung der Tuliposide A und B

Aus dem Stengel- und Bliitterextraki: 7 g Extrakt, aufgezogen auf 20 g Zellulose, wurden
an 600 g Zellulose mit System B chromatographiert. Fiir die Trennung des Tuliposids A
von den iibrigen Substanzen war es wichtig, eine kurze Sidule mit groBem Querschnitt zu
verwenden und mit hoher Durchlaufgeschwindigkeit zu betreiben (ca. 1//Stde.). Nach
iiblicher Aufarbeitung konnten 720 mg (109]) chromatographisch sauberes Tuliposid A
als farbloser Sirup gewonnen werden, [a}3: +64° (¢ = 1.0, Wasser). — UV (H,0): Schulter
207 mp. (e = 17000). -- IR (CHCl3): CO 1705, C=C 1628/cm. -— NMR: s. Tab. 1.

Daneben wurden 260 mg Tuliposid B (4%;) chromatographisch einheitlich gewonnen.

Eine vollstindige Wachstumshemmung gegen B. subtilis und B. mycoides wurde durch
Tuliposid A (14) bei einer Konzentration von 100 y/ccm erreicht. Wihrend des Aufbewahrens
trat rasch Inaktivierung von 14 ein. Nach 4 Wochen bei —20° war der Aktivititswert auf
400 y/ccm gesunken.

6-Tuliposid A (14b): Nach dreimaliger Sidulenchromatographie von 2 g beim Aufbewahren
entstandenem inaktivem Tuliposid A an 100 g Kieselgel mit wassergesétt. Essigester/Iso-
propylalkohol (3:1) erhielt man 1.2 g eines farblosen Ols, das nach zwei Tagen zu einer
kristallinen Masse erstarrte. Nach dreimaligem Umkristallisieren aus Athanol/Essigester

25) R. Tschesche, W. Freytag und G. Snatzke, Chem. Ber. 92, 3053 (1959).
26) R. Tschesche und G. Wulff, Tetrahedron [London]} 19, 621 (1963).

27) §. M. Partridge, Nature [London] 164, 443 (1949).

28) R. Dedonder, Bull. Soc. chim. France 1952, 874.
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Schmp. 1287 [«]}’: 4-45.5 (¢ = 1.0, Methanol). - Eine vollstindige Wachstumshemmung
gegen B. subtilis und B. mycoides wird durch das kristalline 6-Tuliposid A bei etwa 1200 y/ccm
erreicht. — NMR (D0, externer Standard TMS = 10): 1 H ©3.56 (s); 1 H 4.10 (d; J =
1.0 Hz); 1 H 4.65 (d; 3); 2 H 6.13 (t; 6.5); 2 H 7.30 (t; 6.5); 6 Zuckerprotonen 5.00 —-7.00. —
Massenspektrum (Feldionisation): mfe 279 (M* -+ 1) (15%); 261 (M*+ + 1—-H,0) (15%);
213 (11%); 197 (1009,); 188 (30%).

Ci1HsOs (278.2) Ber. C47.48 H 6.48 Gef. C47.84 H 6.67

Aus dem Stempelextrakt: 8 g Extrakt-Riickstand wurden auf 25 g Zellulose aufgezogen
und an 600 g Zellulose mit System B chromatographiert. Dabei gewann man 2.5 g Tuliposid A
(30%) und 1.5 g B (20%,). — Tuliposid B: Farbloser Sirup; [a]3’: --56" (¢ = 1.0, Wasser). -
UV (H,0): Schulter 212 mp. (£ = 17000). — IR (CHCl3): 1708, 1628/cm. -~ NMR: siche
Tab. 1. — Tuliposid B zeigte vollstindige Wachstumshemmung gegen B. subtilis und B.
mycoides bei einer Konzentration von 40 y/ccm.

Acetylierung von Tuliposid A: 100 mg 14 in 2 ccm Pyridin versetzte man mit 1 ccm Acet-
anhydrid und lieB iiber Nacht bei Raumtemp. stehen. Nach {iblicher Aufarbeitung wurden
155 mg Penta-O-acetyl-tuliposid A (17) erhalten. NMR (CDCl3): 7 = 7.80--7.95 Signale
entsprechend 14 Protonen = 4.8 Acetylgruppen.

Saure Hydrolyse von Tuliposid A: 280 mg antibiotisch aktives Tuliposid A wurden in
10 ccm wiBr. n/2 HCI 2 Stdn. auf 100° erhitzt. Nach dem Abkilhlen wurde viermal mit je
20 ccm CH,Cl, extrahiert. Man trocknete mit Na,SO4 und engte die vereinigten CH,Cl,-
Phasen ein. Riickstand: 90 mg a-Methylen-y-butyrolacton (5). — NMR: s. Tab. 1. — IR
(CHCly): C=0 1760, C=C 1662/cm. — Massenspektrum mit Hochauflésung: M* == 98.0368,
ber. fiir CsHgO, 98.0368.

Alkalische Hydrolyse von Tuliposid A: Je 300 mg I-Tuliposid A (14a) und 6-Tuliposid A
(14b) wurden in 5 ccm wiBr. n/2 Ba(OH), gelost und {iber Nacht stehengelassen. Nach
Ansduern auf pH 3 wurde mit NaCl gesittigt und 10mal mit je 70 ccm Ather extrahiert.
Die Atherphasen wurden vereinigt, getrocknet und bis zur Trockne eingeengt: 100 bzw.
105 mg y-Hydroxy-a-methylen-buttersiure (8), die nach dreimaligem Umkristallisieren aus
Chloreform den Schmp. 65° zeigte. — NMR:s. Tab. 1. — Massenspektrum (Elektronenstof3):
Basispeak bei mje 68 (M+—H,0~CH,0); Peak der hochsten Masse bei 98 (MT—H,0)
(70%); Feldionisation: mje = 117 (M* -+ 1) (100%); 116 (M1 (16%); 99 (M* + 1 —H,0)
(27%).

CsHgO3 (116.1) Ber. C51.72 H6.90 Gef. C51.63 H 7.09

Saure Hydrolyse von Tuliposid B: 200 mg Tuliposid B wurden in 10 ccm waBr. n/2 HCI
2 Stdn. auf 100° erhitzt. Nach dem Abkiihlen sittigte man mit NaCl und extrahierte 20 mal
mit je 15 ccm Ather. Die Atherphasen wurden vereinigt, getrocknet und der Ather unter
Normaldruck auf dem Wasserbad bei 50° abdestilliert. Riickstand: 60 mg f-Hydroxy-
a-methylen-y-butyrolacton (6); [«]¥: —82° (¢ = 1.0, Chloroform). -~ NMR: s. Tab. 1. -
Massenspektrum (Feldionisation): mfe = 115 (M* + 1). — CD (Isooctan): 212 my (Ac =
—0.0472); 207 (Ae = —0.0591).

CsHgO; (114.1) Ber. C52.63 H5.26 Gef. C52.43 H 5.37

Alkalische Hydrolyse von Tuliposid B: 150 mg Tuliposid B wurden in 10 ccm wiBr. nf2
Ba(OH), iber Nacht stehengelassen. Nach iiblicher Aufarbeitung konnten 49 mg f.y-
Dihydroxy-a-methylen-buttersiiure (9) erhalten werden. Aus Chloroform farblose Nadeln vom
Schmp. 114-—115%; [«]¥: +14.7° (¢ = 1.0, Methanol). — NMR: s. Tab. 1. — Massen-
spektrum (Feldionisation): mfe = 133 (M* 4+ 1) (100%¢); 115 (Mt + 1 —H,0) (11%);
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ElektronenstoB: mje = 96 (M+ —2 H,0) (62%); 84 (M*—H,0—CH,0) (100%). — CD
(Dioxan): 260 mp. (Ae = —0.536); 229 (Ae = —0.274).

CsHgO4 (132.1) Ber. C45.45 H6.06 Gef. C45.53 H6.06

Bestimmung der Absolutkonfiguration von B-Hydroxy-a-methylen-y-butyrolacton (6)

Gewinnung von 6: 200 g Tulpenstempel wurden in 400 ccm 80proz. Methanol mit dem
Ultraturrax zerkleinert. Nach 1 Stde. filtrierte man und engte bei 30° i. Vak. auf 300 ccm ein.
Die Lésung wurde dreimal mit Chloroform ausgeschiittelt und anschlieBend bis zur Ent-
fernung des Methanols auf etwa 200 ccm eingeengt. Der pH-Wert der Losung betrug 6.
Man lieB8 die Losung 24 Stdn. bei 40° stehen und schiittelte anschlieBend fiinfmal mit Ather
aus. Die ather. Losung wurde mit Na,SO4 getrocknet und eingeengt. Man erhielt etwa 2 cem
einer wiBr. Losung der Lactone, die auf 10 g SiO, aufgezogen wurden. Nach Chromato-
graphie an einer Sdule von 40 g SiO; erhielt man 22 mg 5 und 52 mg 6 in dinnschichtchro-
matographisch einheitlicher Form (DC an Kieselgel G mit Benzol/Ather 1:1, Detektion
mit dem Reagenz von Kedde?29 ; Rr 0.42 fiir 5 und 0.24 fir 6). 6 wurde durch NMR-Vergleich
mit authent. Substanz identifiziert.

Darstellung der Pyrazolinderivate: 50 mg 6 wurden in 5 ccm Ather mit einem Uberschuf3
von Diazomethan in Ather 15 Min. bei Raumtemp. stehengelassen. AnschlieBend engte man
die Losung ein. Diinnschichtchromatographie mit Benzol/Ather (1 : 1) zeigte nach Detektion
mit Kedde-Reagenz und anschlieBend mit Chlorsulfonsiure/Eisessig zwei intensiv gelborange-
farbene Flecke mit Ry 0.26 und 0.15 im Verhiltnis etwa 3:1. Die beiden Substanzen wurden an
SiO, mit Ather/Benzol (1:1) aufgetrennt, wobei beide Substanzen chromatographisch rein
und kristallisiert erhalten wurden.

Die unpolarere Hauptsubstanz 7a zeigte den Schmp. 69.5—70° (lange Nadeln aus Ather/
Hexan). — Massenspektrum (Hochauflgsung): M* = 156.0535, ber. fiir CsHgN,03 156.0535;
mje = 156 (M1) (0.9%); 128 (M+-—N,) (14%;); 111 (M —N;—OH) (48%;); 98 (M*—N,—
CH,0) (54%); 70 (M+—N, -- COOCH,) (100%); 69 (99%). — IR (0.5 mg/6 ccm CCly):
Freies OH bei 3618/cm. — CD (1.58 mg/2.247 g Athanol): 323 my (Ae = - 7.66); 232
(Ac = —5.12); 205 (Ac = +2.8).

Die polare Nebensubstanz 7b (feine Nadeln aus Ather) schmolz bei 128.5—131° unter N,-
Entwicklung. — Massenspektrum (Hochaufldsung): M+ = 156.0533, ber. fiir CgHgN2O3
156.0535; mje = 156 (M*t) (1.4%); 128 (M* —-Ny) (8%); 111 (M*—N;—OH) (44%); 98
(M+—N;—CH,0) (43%); 70 (M*—N,;—COOCH;) (100%); 69 (98 %). -~ IR (0.2 mg/6 ccm
CCly): Schwache interne Wasserstoffbriicke bei 3571/cm. — CD (0.45 mg/2.229 g Athanol):
324 my. (Ae = +8.76); 236 (Ae = -+3.26); 206 (Ac = —3.9).

Enzymatische Spaltung von Tuliposid A: 300 mg Tuliposid A wurden in 20 ccm Wasser
mit 5 Tropfen Schnecken-Enzym aus Helix pomaria (der Fa. Industrie Biologique Frangaise,
Gennevilliers) versetzt. Nach drei Tagen wurde auf pH 3 angesduert und wie tblich aufge-
arbeitet. Man erhielt 80 mg y-Hydroxy-a-methylen-buttersdure (8) vom Schmp. 65°.

Belichtungsversuche mit Tuliposid A: 6 Proben mit je 15 mg Tuliposid A, im Winter aus
Treibhaustulpen gewonnen, wurden in je 10 ccm Wasser 2, 4, 6, 8, 10 und 12 Min. mit UV-
Licht (254 my) bestrahlt. AnschlieBend testete man die belichteten Proben gegen B. subtilis.
Das Maximum der Photoaktivierung von A lag bei einer Belichtungszeit von 6 Min.: Akti-
vitdtswert 120 y/ccm (vor der Bestrahlung 350 y/cem), [«]3: +68° (¢ = 0.15, Wasser)
(vor der Bestrahlung: [a]¥: +35° (¢ = 0.15, Wasser)).

29) J. E. Bush und D. A. H. Taylor, Biochem. J. 52, 643 (1952).
132*
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Hydrierung von Tuliposid A: 1 g PtO,, in 30 ccm Methanol suspendiert, wurden mit H,
zu Pt reduziert. Man figte anschlieBend eine Lésung von 2.8 g Tuliposid A in 30 ccm Methanol
hinzu und hydrierte bis zur konstanten Wasserstoffaufnahme (230 ccm). Nach Abfiltrieren
von Pt und Abdampfen des Methanols wurden 2.7 g Hydrierungsprodukt erhalten. — NMR
(D,0): keine Methylenprotonen bei T = 3.70 und 4.25 mehr.

Saure Hydrolyse von hydriertem Tuliposid A: 1.5 g Hydrierungsprodukt wurden in 50 ccm
wiBr. Salzsdure 2 Stdn. auf 100° erhitzt. Man lieB erkalten und extrahierte dreimal mit je
60 ccm Methylenchlorid. Nach Trocknen wurde das CH,Cl, bei Normaldruck und 55° auf
dem Wasserbad abdestilliert. Zuriick blieben 500 mg eines aromatisch riechenden, leicht
fliichtigen Ols, das nach der qualitativen und quantitativen Gaschromatographie auf einer
analytischen Sidule (Polypropylenglykol 15% auf Celite 545, 120°, 20 ccm N,/Min.) aus zwei
Substanzen im Mengenverhiltnis 10 : 1 besteht. Sie wurden praparativ gaschromatographisch
(Polypropylenglykol 209, auf Chromosorb R; Liange 2.7 m; & 21 mm, 120 ccm Np/Min.)
getrennt. — NMR-Spektrum des in groBerer Menge vorliegenden a-Methyl-y-butyrolactons
10):2H 1 =5.70(m),2 Hund 1 H 7.20--8.30 (m); 3 H8.70(d; J = 6.5 Hz). - - IR (CHClI3):
C=0 1765/cm. -- Massenspektrum (Hochauflésung): M+ = 100.0525, ber. fir CsHgzO:
100.0524.

Massenspektrum der zweiten Verbindung: M+ = 98.0368, ber. fiir CsHgO, 98.0368.

Diese Substanz ist ein Gemisch aus a-Methylen-y-butyrolacton (5) (60 %) und 2-Methyi-
buten-(2)-olid-(4.1) (11) (40%;), wie sich aus dem NMR-Spektrum und durch Trennung mit
Hilfe der Gaschromatographie auf Kapillarsiulen (50-m-Stahlsdule, @ 0.5 mm, Poly-
propylenglykol) ergibt. Neben den Protonen von 5 fanden sich im NMR-Spektrum (CDCl3)
die von 11: 1 H 7 == 2.82 (m); 2 H 5.20 (m) und 3 H 8.03 (m). IR (CHCI3): C=0 1760,
1715/cm.

Alkalische Hydrolyse von hydriertem Tuliposid A: 1.5 g Hydrierungsprodukt wurden in
50 ccm wiBr. n/2 Ba(OH), iiber Nacht stehengelassen. Nach Ansduern auf pH 3 wurde
bis zur Sittigung NaCl hinzugefiigt, 10mal mit je 50 ccm Ather extrahiert und nach Trocknen
der vereinigten Ausziige der Ather unter Normaldruck bei 50° auf dem Wasserbad abdestil-
liert. Zuriick blieben 600 mg eines lackartigen Materials, das in 20 ccm Wasser gelodst und
fiinfmal mit je 30 ccm Methylenchlorid extrahiert wurde.

Die vereinigten Ausziige wurden bis zur Trockne eingeengt: Riickstand 30 mg. Bei —20°
kristallisierten leicht gelb gefidrbte Kristalle aus. Nach dreimaligem Umkristallisieren aus
Chloroform 17 mg farblose feine Nadeln vom Schmp. 80—81". — NMR (D,0): 1 H 7 = 3.08
(m); 2 H 7y == 5.52(d; 1); 7 = 5.63(d; 1), Jag = 6.5 Hz; 3 H 8.12(d; 1), libereinstimmend
mit dem Spektrum der nach 1. ¢.16) synthetisch hergestellten v-Hydroxy-tiglinsdure (13). Auch
Schmp., Misch-Schmp. und 1R-Spektren erwiesen die [dentitat der Verbindungen.

Die Wasserphase wurde ebenfalls bis zur Trockne eingedampft, der Riickstand betrug
570 mg. NMR (CDCl3): 2Hund 1 H 7 = 7.20—8.60; 2 H 6.33 (t; J = 6.5 Hz) und 3 H 8.85
(d; 3.2) neben den in geringer Intensitit vorliegenden Signalen von 8.

Verkniipfungsstelle der Aglykone mit der p-Glucose in den Tuliposiden A und B

Umsetzung mit 3.4-Dihydro-2H-pyran: Man [6ste je 300 mg inaktives Tuliposid A und
aktives Tuliposid B in 3 ccm Dimethylsulfoxid (DMSO) und versetzte nach Hinzufiigen von je
2 ccm Dihydropyran mit je 2 Tropfen konz. Salzsiure. AnschlieBend wurde 15 Stdn. bei
Raumtemp. unter Feuchtigkeitsausschlufl gerithrt. Dann fiigte man je 100 ccm Chloroform
hinzu, wusch die Chloroformphasen zur Entfernung von DMSO fiinfmal mit je 100 ccm
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Wasser, trocknete sie und destillierte das Ldsungsmittel ab. Nach Siulenchromatographie
an Kieselgel mit Cyclohexan/Aceton (5:1) wurden 504 mg 18 und 595 mg 16 erhalten, die
im IR keine OH-Banden mehr aufwiesen.

Alkalische Abspaltung der Siurereste: Die Umsetzungsprodukte 18 und 16 wurden in je
10 ccm 4proz. methanol. KOH-Lésung 3 Stdn. auf 45° erhitzt. Nach dem Erkalten figte
man je 40 ccm Wasser hinzu, dampfte das Methanol ab und extrahierte die wi3r. Phasen
dreimal mit je 50 ccm Chloroform. Die vereinigten Chloroformphasen wurden getrocknet
und das Losungsmittel abdestilliert. Riickstand: 343 mg (aus 18) und 350 mg (aus 16).

Methylierung mit CH>J{NaH 17 : Die Hydrolysenprodukte wurden in je 10 ccem DMSO
unter Feuchtigkeitsausschluf3 und Riihren innerhalb 1 Stde. je dreimal mit 170 mg NaH
versetzt. Dann riihrte man nach Zugabe von je 2 ccm CH3J (iber Nacht. Der Ansatz wurde
mit je 120 ccm Chloroform versetzt, die Losung filtriert und das DMSO durch dreimaliges
Waschen der Chloroformphasen mit je 100 ccm Wasser entfernt. Nach dem Trocknen wurde
das Losungsmittel abgedampft. Rickstinde: 320 und 351 mg. — IR: keine OH-Banden.

Saure Abspaltung der Schutzgruppen: Die Methylierungsprodukte wurden in je 20 ccm
Methanol mit je 0.5 ccm |7 widllr. HC/ 3 Stdn. auf 45 erhitzt. Nach dem Erkalten wurden
je 15 ccm Wasser hinzugefiigt, das Methanol abgedampft und die Losung mit Dowex-3
neutralisiert. Nach Einengen der Wasserphasen bis zur Trockne betrugen die Riickstinde
102 bzw. 104 mg.

Reinigung der Monomethylglucose: Die 102 mg Methylzuckergemisch aus Tuliposid A
wurden auf 400 mg Kieselgel aufgezogen und an 20 g Kieselgel mit CHCl3/Methanol (9 : 2)
chromatographiert. Nach (iblicher Aufarbeitung konnten 80 mg einer Monomethylglucose
erhalten werden, die nach papierchromatographischer Analyse noch geringe Mengen an
Glucose enthielt. Nach Animpfen mit synthetisch hergestellter 6-O-Methyl-p-glucose kristalli-
sierte der Methylzucker aus. Nach dreimaligem Umkristallisieren aus Athanol/Benzol (1 :1)
Schmp. 143 -145°; {«]¥: +100.8° (6 Min.) — +56.2° (24 Stdn.) (¢ = 1.0, Wasser). Die Sub-
stanz stimmte in allen untersuchten Eigenschaften mit der nach L c.16 dargestellten 6-Methyl-
D-glucose liberein.

Reinigung des Methylglucosids: Die 104 mg Hydrolyseprodukt aus Tuliposid B wurden
an 18 g Kieselgel (71--100 my) mit CHCl3/Methanol (9 : 2) chromatographiert. Man erhielt
85 mg eines Methylglucosids, das sich aus viel Essigester kristallisieren lieB. Nach dreimaliger
Umbkristaltisation Schmp. 104 —105°, [x]¥: —30° (¢ = 1.0, Wasser). Die Substanz war im
chromatographischen Verhalten, IR-Spektrum, Schmp. und in der Drehung mit synthetisch
nach 1.¢.3® hergestelltem Methyl-f-p-glucopyranosid identisch.

300 T. S. Patterson und J. Robertson, J. chem. Soc. [London] 1929, 300.
[541/68]





