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Bel Untersuchungen iiber die Bliiteninfektion hatte F.Schonbeck gefunden, daB
die Tulpe (Tulipa gesneriana) antibiotisch wirksame Substanzen enthilt, die
auch starke fungizide Wirkung ausiiben. In der Narbe liegen sie besonders ange-
reichert vor; ihre Konzentration nimmt dann iibter Fruchtikmoten, Stengel, Blétter
und Zwiebel zu den Wurzeln hin stark ab.1) Wdhrend unserer Arbteiten zur Klé-
rung der Natur dieser Wirkstoffe erschienen zwei Mitteilungen niederlindischer
Arveitsgruppen iiber die Isolierung von a-Methylen-butyrolacton als fungizider

Komponente der Zwiebeln der Tulpea)

und ferner iUber ein Glucosid unbekannter
Struktur, das btei der Hydrolyse a-Methylen-butyrolacton und D-Glucose ergibt.B)
Auf dieses geht mdglicherwelse die allergische Wirkung der Zwiebeln zuruck.a)
Wir sehen uns daher gendtigt, unsere Ergebnisse ebenfalls mitzuteilen. Danach
handelt es sich bei den antibiotisch wirksamwen Substanzen der Tulpe um einen
neuartiger Wirkstofftyp, der als 1-Acylglucosid von a,B3-ungesittigten y-Hy-

droxy-carbonsfumn angesehen werden muf und der bei der Hydrolyse ungesdttigte

Lactone liefert.

Wir habten uns wit den 7irkstoffen aus Stewpeln sowie aus Blattern und Stengelp
beschiftigt. Die Pflanzenteile wurden mit 80% Methanol extrahiert und der Ex-
trakt durch Papierchromatographie im I8sungsmititelsystew Essigester/Pyridin/
Wasser (3,6 : 1 : 1,15) untersucht. Datei zeigten die Chromatogramme nach Aus-
legen auf Agarplatten wit Bacillus subtilis drei aktive Zonen, entsprechend
drei Substanzen, die wir wit Tulipusid A,B und C tezeichnet haben (RG—Werte
auf Glucose bezogen 3,12; 1,49 und 1,00); Tuliposid C war nur in geringer
Menge vorhanden.

Durch S#ulenchromatographie an Cellulose wit dem obengenannten Li¥sungsmittel-

system lieBSen sich Tuliposid A und B chromatographisch rein in hoher Ausbeute
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erhalten. Man erhielt dabei bezogen auf Trockensubstanz aus den Bldttern und
Stengeln 5,6% Tuliposid A und 2,0% Tuliposid B upd aus den Stewpelp 19,5%
Tuliposid A und 12,8% Tuliposid B. Beide konnten nicht ristallin erhalten
werden, sie zeigten eine Drehung von [a]%o=+64° (Wasser) (A) und [a]%o=+56°
(MeCH) (B). Im Reihenverdilnnungstest gegeniiber Bacillus subtilis zeigte A voll-
sténdige Wachstumshemmung bei 100y/ml und B bei 40y/ml. Die Aktivitdt nahom
selbst bei «20° im Laufe der Zeit stark ab, ohne daB sich die RF-ﬂerte oder

die Spektren der Substanzen wesentlich &nderten. Im UV zeigten Tuliposid A und
B eine Schulter tei 207 mu (4) bzw. 212 wp (B) wit € = 17000, Das IR-Sepktrum
wies auf eine a,B-ungesdttigte Carbonylgruppe hin (1708, 1628 cm—1); teide
Substanzen reagierten nicht sauer. Bei der Acetylierung lieferte A laut Pro-
tonenresonanz ein Pentaacetat und B ein Hexaacetat.

Bel der sauren und basischen Hydrolyse verhielten sich aktives und inaktives
Tuliposid A bzw., B ebenfalls gleich, A lieferte bei der sauren Hydrolyse als
Spaltstiicke a-Methylen-butyrolacton (I) und D-Glucose. Die Struktur des a~
YMethylen-butyrolactons ergibt sich eindeutig aus dem IR- (1760,1662 cm'1) dew
NMR- (Tatelle 1) und dem Massenspextrum wit Hochauflﬁsungs) (xt= 98.0368,

Ber. fiir CSH602 98.0368). Das NMR-Spektrum zeigt die Protonen der lMethylen-
gruppe tei 3,76 T und 4,28 T jeweils als Triplett wit einer Kopplung durch die
Protonen vowm B-~C von 3 cpe. Die beiden H am 8-C werden durch die Protonen von
Yy-C zu einem Triplett mit J = 7 cps aufgespalten., Jeder Triplettpeak erscheint
infolge Aufspaltung durch die Protonen der lMethylengruppe nochmals als Triplett
mit J = 3 cps., Die beiden H vom y-C bilden ein einfaches Triplett mit einer
Kopplung von 7 cps.

Die saure Spaltung von Tuliposid B lieferte D-Glucose und a-Methylen-B8-hydroxy-
butyrolacton (II). ILetzteres wurde wieder durch physikalische Methoden in der
Struktur geklért. Die Protonenresonanz zeigte ein &hnliches aber gegeniiber I

~ charakteristisch verdndertes Bild. Die Methylenprotonen erscheinen in der glei-
chen lagé abter infolge nur eines benachbarten H als Dublett. Die y-Protonen
zeigen in der Aufspaltung ebenfalls eine Ver#dnderung. Sie =ind durch die Sub-
gtitution am Nachbaratom B-C ungleichwertig geworden und erscheinen als AB-

Spektrunm (JAB= 9,5 eps, Ab,p= 19 eps), das durch das B-H zus#tzlich jeweils
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Tabelle 1

Protonenresonanzspektren4) der isolierten Verbindungen "t (J in cps)?

=CH, H am 8-C 2H am y-C
Lacton I 3,76(T;3); 4,28(T7;3) 2H bei 6,98; 5,59(T;7)
J4(157)33,(T53)
Lacton II  3,50(D;2); 3,92(D;2) 1H bei 5,02(M) Tp=5,4853,5=9,5;3,4=6,5;

TB=5 ’ 78 ’ JBX=4
Ssure III* 3,77(S); 4,28(D;1,3) 2H bei 7,50(7;6,5) 6,33(T7;6,5)
Sdure IV* 3,50(D;0,5); 18 ~ 5,27(M) ¢A=6,13;JAB=11,5;JAX=4;

3,91(]);1,5) . TB=6,31;JBX=6’5
Glucosid V* 3,72(S); 4,23(D;1) 2H 7,49(7;6,5) 6,32(T;6,5)
Acetat VI 3,68(S); 4,29(D;1,3) 2H 7,34(7;6,5) 5,78(T;6,5)
g%giosid 3,44(D;0,5); 1H ~ 5,29(M) Ta=6,1153,5=11,5;53, y=4;
3,87(D;1,3) T5=6,29;J5,=6,5

* Gemessen in DZO mit Acetonitril als internem Standard.

zZu Dubletts mit der Kopplung J = 6,5 cps (A-Teil) und J = 4 cps (B-Teil) auf-
gespalten wird. Am B8-C tritt nur ein Proton auf, das durch die Substitution
mit OH gegenilber I stark zu niedrigerem Feld verschoben ist. Es zeigt infolge
vielféltiger Xopplung (J = 3; 4 und 6,5 cps) ein xowplexes lultiplett.

Bei der alkalischen Spaltung von Tuliposid A mit n/2 Ba(OH)2 bei Raumtempera-
tur erhdlt man D-Glucose und a-Methylen-y-hydroxy-buttersture (III) vom Schmp.
65°. Die Struktur dieser Sure wurde wiederum durch IR-, Massen- und NMR-Spek-
trum ermittelt. Die Protonenresonanz zeigte bei einew infolge der freien Dreh-~
barkeit einfacheren ZXopplungsschema sehr groBe ihnlichkeit mit I.

In entsprechender Weise erhielt mwan aus Tuliposid B durch alxalische Spaltung
D-Glucose und a-Methylen-8,y-dihydroxy-buttersiure (IV) vom Schwp. 114-115°,
welche optisch aktiv ist ra1%0=+14,7° (MeOH). Das lassenspektrum zeigte den
Peak mit der hdchsten Masse bei 96 (M+-2H20) und auch das NMR-Spektrum steht
mit der Struxtur in guter Ubereinstimmung.

Von Interesse ist, daB auch die Lactone I und II eine antibiotische und zwar

vor allem eine fungizide Wirksawkeit hesitzen, wghrend die S&uren III und IV
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0=C,_7CH, 0=C.__CH,
0 I 0 i CH OH
Hooc-&— &H H-CH,0H
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HZ_CHZOR :
R0
Va R=H (1-Tuliposid A) Vv b RO=R'=H R2=—§- 'I.{-gcaz-cnzon (6-Tuliposid A)
Via Rehe VI b RO=R'=Ac R2=-g—g}l—20H2-CH20Ac
Glucose-OCHZ—CH——CH2 g g
| | VII b RO=R'= =CgHgO R%=- —CH,~CH,0C ;H O
IX 0=C\ 2 VIII a RO=R%=H R1=-3'-ai3“-cn OH (1-Tuliposid B)
0 2

rraiktisch wxeine Axtivitdt aufweisen. s erhebt sich die Frage, in welcher Form
die SHuren in den Glucosiden gebunden sind. Beim Vergleich der NMR~3pextren der
freien 3xuren und der zugehirigen Glucoside f&#llt eine weitgehende Ubverein-
stimmung auf., Wichtig ist ferner, daB die Glucoside nicht sauer reagieren, die
Carroxylgruppe also die Bindung vermitteln muB. Aus der 2ahl der Acetylgruppen
in den acetylierten Glucosiden und dem typischen Shift von ~ 0,6 T der y-CHZOR—
Irotonen durch die Acetylierung geht hervor, daf die Hydroxylgruppe im Siure-
rest in den Glucosiden frei vorliegt, der Siurerest muB daher esterartig mwit
der Gluccse vertuncden sein, worauf auch die leichte alkalische Spaltbarxeit
hinweist. Offen tleibt, in welcher Position die Sdure an die Glucose gebunden
ist.

Zur Zl&rung dieser Frage wurde zunidchst wit dewm inaktiv gewordenen Tuliposid A
zearteitet. Dieses wurde in Dimethylsulfoxyd (DMSO) mit Dihydropyran und kata-
lytischen Mengen Sdure in die OH-frelie Yerbindung VIIb {ibergefiihrt. Diese wurde

6)

anschlieBend alkalisch verseift und darauf in DMSO/NWaH wit CH J methyliert.

Nach saurer Abspaltung der Schutzgruppen erhielt man eine Monomethyl-D-glucose,
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welche die Methylgruppe an der Stelle tragen muBSte, wo vorher der SHurerest
gesessen hatte. Die Mono-wethylglucose erwies sich als 6-Methyl-D-glucose mit
dew Schmp, 143-145°, [a1D = +59° (HZO)’ die in allen Iigenschaften wit authen-
tischem Material identisch war. Demnach besitzt das inaktive Tuliposid A die
Struktur Vb.

Diese Reaktion 148t sich leider nicht auf aktives Tuliposid A iitertragen, da

es sich zu leicht zersetzt, so daB ein direkter Beweis fir die Stellung des
Acylrestes in dieser Verbindung noch aussteht. Seine Position 148t sich jedoch
aufgrund folgender Uberlegungen festlegen: Im inaktiven und aktiven Tuliposid

A sind die Spaltstlicke bei der Hydrolyse gleich und es treten keine sichtbaren
Unterschiede im NMR-Spektrum auf. Es muB sich also uw Stellungsisomere handeln.
Der Hauptunterschied liegt in der viel leichteren Spaltbarkeit der aktiven Sub-
stanz, die schon an Kieselgel und Aktivkohle eintritt, wihrend die inaktive Ver-
tindung xeine Spaltung zeigt. Eine Orthoesterbindung ist unwahrscheinlich, da
die Verbtindung nicht sauer reagiert und ein neutraler Orthoester im NMR-Spektrum
erkennbar sein sollte. Man mufB daher annehmen, dalB es sich um das 1-Acyl-gluco-
sid Va handelt, unklar bleibt, ob in ihw a— oder B-glucosidische Bindung vor-
liegt. Von derartigen Vertindungen ist btekannt, daBl sie leichter als die ent-
sprechenden Zster gespalten werden und daB sie schnell eine Acylwanderung ein-
gehen, die iiter ein 2-fcyl bis zum 6-2cyl als stabiler Endstufe fﬁhrt.7)

Zur Untersclk:idung soll das aktive Tuliposid A (Va) als 1-Tuliposid A und das
inaktive (Vb) als 6-Tuliposid A bezeichnet werden. Weitere Zwischenstufen
ktnnten entsprechend der Stellung des Acyls benannt werden.

Das von Cavallito und Haskells) aus Erythronium americanum isolierte a-Methylen-
tutyrolacton liegt in der Pflanze in einer glykosidischen Vorstufe vor, fiir die
Struktur (IX) angenowmen wurde, bei der Spaltung durch Enzyme und Sduren sollte
I entstehen.B) Nach den mitgeteilten Eigenschaften diirfte dieses Glucosid eher
die Struktur (V) bvesitzen.

Piir Tuliposid B ist aufgrund der auBerordentlichen Ahnlichkeit mwit A ein ana-
loger Aufbau (VIII a und b) zu erwarten. Die Struktur weiterer bei der Hydro-
lyse lactonbildende Glucoside wird z.Z. bearteitet. Der neue Verbindungstyp mit

antibiotischer Axktivitdt ist mbglicherweise im Pflanzenreich, vor allem in
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Liliaceen und Ranunculaceen, weiter verbreitet.

Wir danken der IRGA GwbH, Grenzach, fiir Unterstiitzung und Frl.H.Segschneider
fiir ihre unermiidliche und versténdnisvolle Mitarbeit.

Herrn Dr.H.-W.Fehlhaver danken wir fiir die Anfertigung der Massenspekiren.
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