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63. Zur Struktur von Papulacandin B,
einem neuen antifungischen Antibiotikum?1)

Vorldufige Mitteilung

von Peter Traxler, Hans Fritz und Wilhelm J. Richter

Departement Forschung, Division Pharma und Physikalische Abteilung,
Zentrale Funktion Forschung Ciba-Geigy AG, CH-4000 Basel.

(2.11. 1977)

On the structure of Papulacandin B, a new antibiotic with antifungal activity

Summary

Structure 1 has been established for Papulacandin B (C47Hg40O17), a new antibiotic
from Papularia sphaerosperma (PERS.) HOHNEL by means of spectral analysis of 1
and some derivatives and degradation products. Base catalysed hydrolysis of 1 gave
the two unsaturated fatty acids 2 and 3 and the spirocyclic diglycosid 4. The structure
of 4 was determined by further degradation reactions.

Nach der Suche von neuen Antibiotika konnte aus Kulturen von Papularia
sphaerosperma (PERS.), HOHNEL?) [1] ein neuer antibiotischer Komplex isoliert wer-
den, der Papulacandin genannt wurde [2]. Von den bis heute isolierten und charak-
terisierten fiinf strukturell eng verwandten Komponenten bildet Papulacandin B (1)
die Hauptkomponente. Die Papulacandine zeigen alle sehr gute Aktivitit gegen
Sprosspilze, vor allem gegen Candida albicans [3] [4].

Papulacandin B (1) besitzt die Summenformel Ci7HgsO17 (Mol.-Gewicht 900).
UV.-Spektrum: Vier Maxima bei 232, 240, 268 und 300 nm. Die UV.-Maxima sowie
die IR.-Banden bei 1690, 1645 und 1620 cm—! deuten auf eine oder mehrere ungesit-
tigte Estergruppen hin. Im 360-MHz-NMR.-Spektrum des Papulacandins B (s. Fig. 1)
erkennt man die Signale mehrerer Methylgruppen bei 0,9 ppm und einer vinylischen
Methylgruppe bei 1,7 ppm. Im Bereiche 5,5 bis 8 ppm liegen die Signale zahlreicher
olefinischer Protonen. Die beiden doppelten Dublette bei 7,2 ppm und 7,8 ppm lassen

1) Vorgetragen an der Herbstversammlung der Schweizerischen Chemischen Gesellschaft vom
7.-10. Oktober 1976 in Genf.

?) Wir danken Herrn Prof. E. Miiller, Institut fiir spezielle Botanik der Eidgendssischen Techni-
schen Hochschule, Zirich, fiir die Art-Bestimmung.
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Protonen in g-Stellung zu einer Carbonylgruppe vermuten. Im 1BC-NMR.-Spektrum
sind die Signale von 4648 C-Atomen erkennbar. Die hohe Zahl von Methylen- und
Methingruppen neben Sauerstoffatomen im NMR.- und 13C-NMR .-Spektrum deuten
auf die Anwesenbeit von mindestens einem Zuckerbaustein hin4).

Bei der Hydrierung von 1 wurden 7 Mol Wasserstoff aufgenommen. Im NMR.-
Spektrum des Hydrierungsproduktes sind die olefinischen Protonen und die vinyh-

Schema 1. Abbaureaktionen von Papulacandin B (1)
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4y  Eine ausfiihrliche Diskussion dieser Spektren wird in einer spiteren Mitteilung erfolgen.
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sche Methylgruppe verschwunden. Acetylierung von 1 lieferte ein Polyacetat 1a. Im
360-MHz-NMR .-Spektrum waren 9 Acetatgruppen zéhlbar.

Aufschluss iiber die Struktur von 1 ergab eine basische Hydrolyse mit 0,5N NaOH.
Es konnten dabei 3 Bruchstiicke isoliert werden, namlich die zwei mehrfach unge-
sittigten Fettsiuren 2 und 3 und das spirocyclische Diglycosid 4, «Zuckerteil» ge-
nannt (s. Schema I).

Die Struktur der dreifach konjugierten Fettsdure 2 (CigHi140s, UV.-Spektrum:
Maximum bei 299 nm) ergab sich aus der Interpretation der 'H-NMR.- und
1BC-NMR.-Spektren des Methylesters 2a (MS.: M~ bei m/e 196). Die Kopplungs-

Schema 2. Abbau des « Zuckerteils» 4
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konstanten im 1H-NMR.-Spektrum sprechen fiir eine trans-cis-trans-Anordnung der

Doppelbindungen4).

Die Strukturermittlung der zweiten Fettsidure 3 (CigH2303, UV.-Spektrum: Ma-
xima bei 240 und 252 nm) erfolgte durch spektroskopische Untersuchung des
Methylesters 3a (M * bei m/e 306)%), wie fiir 2a.

Das dritte Bruchstiick der basischen Hydrolyse, das spirocyclische Diglycosid 4
(C19H26013; M+ des Nonaacetats 4a bei m/e 840), wurde zur Aufklarung seiner
Struktur weiter abgebaut (s. Schema 2). Veridtherung der beiden phenolischen
Hydroxylgruppen mit Diazomethan ergab den Dimethylither § (Co1Ha0O13; M+ des
Heptaacetats 5a bei m/e 784). Methanolyse von 5 mit 1,5N methanolischer Salzsidure

Tabelle 1. Ausgewdhlte NMR.-Daten von Papulacandin B (1), Tetradecahydro-papulacandin B, seinem Nona-
acetat, sowie von einigen Abbauprodukten des Papulacandins B

(Chemische Verschiebung ¢ in ppm; in Klammern die Kopplungskonstanten J in Hz)

Verbindung H-C(2) H-C@3) H-C(1") H-C(2) H-C(3") H-C(5) H-C(6)
Papulacandin B 4,32d 5,441 ca. 4,3%) ) a) 3,65¢ 4.11d>xd (7/11)
(1) (10) (10) (5,5) 4,25d%xd (5,5/11)
Tetradecahydro-  4,33d 5,36¢ 4,30d ca. 3,5%)  ca.3,5%) 3,65¢ 4,20dx d (5/11)
papulacandin B (10) (10) 8) (5) 4,25dxd (7/11)
Tetradecahydro- 5,61d 5,55¢ 4,45d 5,10dxd 4,90dxd @) a)
papulacandin B-  (10) 10) ®) (8/10) (4/10)
Nonaacetat
4a 5,75d 5,66dxd 4,60d 5,25dxd 5,06dxd 4,01mP) 4,159

10) (10/10) (¢3) (8/10) (4/10)
7 417d 3,69t -~ - - - -

(10) 10)
Ta 5,81d 5,47t - - - - -

10) 10)

ca. ca.

9 4,33d 5,40¢ 4,28d 3,5dxdv?) 3,5dxdP) nach héherem Feld

(10) (10) (®) (8/10) (4/10) verschoben®)
p-p-O-Methylga- - - 4,45dxd 521dxd 506dxd 3,98mP) 4,19 AB:b)
lactopyranosid- (1,5/7,4) (7,8/10,5) (3,0/10,5) (1,5/6,4)

tetraacetat {6]

2) Die Lage konnte nicht genau bestimmt werden, da Uberlagerung mehrerer Protonen.

b) Das Signal wird durch andere Signale ganz oder teilweise (iberdeckt.
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lieferte hauptsdchlich zwei Produkte, namlich a-D-O-Methylgalactopyranosid (6),
dessen Tetraacetat 6a nach allen Kriterien mit Referenzmaterial identisch war, und
Verbindung 7 (CisH200s, M+ bei mfe 328), die durch Perjodsdureoxydation in
5,7-Dimethoxyphtalid (8) (CioHi004, M+ bei mfe 194) iibergefiihrt wurde, dessen
spektroskopische Werte mit den Daten der Literatur iibereinstimmen [5].

Bei einer selektiven basischen Hydrolyse von Papulacandin B (1) mit 0,05m
K2CO3 konnte neben der schon erwihnten Fettsdure 2 als Produkt einer partiellen
Hydrolyse 9 isoliert werden (s. Schema ).

Die Art des zwetten Zuckers im «Zuckerteil» 4, seine Verkniipfung mit dem
Galactoserest sowie auch die Verkniipfung der drei Hydrolysenbruchstiicke 2, 3
und 4 untereinander ergab sich aus der Interpretation der 360-MHz-NMR.- und der
Massenspektren von Papulacandin B (1) sowie von einigen Derivaten und Abbau-
produkten von 1 (s. Tab. 1)%).

Durch Vergleich mit den Literaturwerten von pB-D-O-Methylgalactopyranosid-
tetraacetat [6] konnten im Zuckeracetat 4a die Protonen an C(1') bis C(6") zugeordnet
werden. Aus den Kopplungskonstanten von je 10 Hz ergab sich die S-trans-Ver-
kniipfung mit 7. In den Spektren von 7 und dessen Tetraacetat 7a konnten mit Hilfe
von Entkopplungsversuchen die Protonen 2 bis 6 lokalisiert werden. Die Kopplungs-
konstanten von 10 Hz sprechen fiir eine trans-dquatoriale Anordnung der Hydroxyl-
gruppen. Beim zweiten Zuckerbaustein handelt es sich somit um eine Glucose, die
spirostindig mit dem aromatischen Rest verbunden ist. Die Konfiguration dieser
Verkniipfung ist noch offen?).

Die Zuordnung der Zuckerprotonen, wie sie im acetylierten Zuckerteil 4a ge-
troffen wurde, liasst sich sehr gut auch auf Tetradecahydropapulacandin B-Nona-
acetat {ibertragen (s. Tab. 1). Vergleicht man die Lage der C(2) -und C(3)-Protonen,
wie sie im Hydrizrungsprodukt von Papulacandin B gefunden wurde, mit derjenigen
seines Acetats, so sicht man, dass das C(3)-Proton bei tiefem Feld, namlich bei
5,36 ppm als Triplett erscheint, also bei dhnlichem Feld wie im Nonaacetat 4a oder
auch im acetylierten Abbauprodukt 7a. Aus dieser Lage ist zu schliessen, dass die
C(3)-Hydroxylgruppe in Papulacandin B (1) in acylierter Form vorliegt und somit
mit einer der beiden Fettsduren verestert ist. Andererseits erscheint das C(2)-Proton
in Tetradecahydropapulacandin B bei 4,33 ppm als Dublett, bei dhnlichem Feld also,
wie in der unacetylierten Verbindung 7. Daraus folgt, dass die C(2)-Hydroxylgruppe
frei vorliegen muss.

Im 360-MHz-NMR .-Spektrum von 9 (s. Tab. 1) fehlen alle Signale der Fettsdure
2, wihrend jene der Fettsdure 3 vorhanden sind. Das C(2)- und das C(3)-Proton er-
scheinen wiederum bei gleichem Feld wie bei Papulacandin B (1). Somit muss die
C(3)-Hydroxylgruppe mit der Fettsiure 3 verestert sein.

Es bleibt noch die Verkniipfung der kurzen Fettsiure 2 mit dem Zuckerteil 4
abzukliren. Zwei Multiplette, die in 1 bei 4,11 und 4,25 ppm gefunden wurden, kén-
nen den beiden Protonen einer CHa~OH-Gruppe zugeordnet werden. Thre Kopplung

5) FEine Rontgenstrukturanalyse des Di-(p-brombenzyl)dthers von 4 ist in Bearbeitung.

6) Sowohl konventionelle Elektronenstoss(El)-, als auch Felddesorptions(FD.)-Massenspektren
wurden mit einem Varian MAR CH 5 DF Massenspektrometer mit FD/FI/EI-Kombinations-
quelle aufgenommen.
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mit dem benachbarten C(5)-Proton, das bei 3,65 ppm als Triplett erscheint, konnte
durch Doppelresonanzversuche gezeigt werden. In 9, Produkt der partiellen Hydro-
lyse, sind hingegen sowohl die beiden Multiplette als auch das Triplett nach héherem
Feld verschoben, wo sie nicht lokalisiert werden konnten, da von den Signalen anderer
Protonen iiberlagert. Dies spricht eindeutig fiir eine Veresterung der kurzen Fett-
sdure mit einer der beiden primiren C(6)-Hydroxylgruppen von 4. Die Massenspek-
tren von Papulacandin B (1) sowie diejenigen der Derivate 1a und 9a bestitigten
diese Annahme. Im Felddesorptionsmassenspektrum von 1%) wurde ein Bruchstiick
(A+H)* mit der Masse m/e 344 gefunden, das dem Ester der Galactose mit der
kurzen Fettsdure entspricht. Das dazu entsprechende Bruchstiick B wurde bei
mje 556 gefunden. In den El.-Spektren von 1a wurde Rest A ohne zentrales Sauer-
stoffatom als Produkt der Spaltung der C(1)’-O-Bindung bei m/e 495 registriert und
ist, der Absittigung von drei Doppelbindungen entsprechend, im Tetradecahydro-
Derivat nach m/e 501 verschoben. Im Massenspektrum von 9a, wo die kurze Fett-
sdure durch einen Acetatrest ersetzt ist, erscheint dieses Bruchstiick erwartungsge-
mass bei m/e 331 (Basisspik)4). Mit diesen Befunden ist auch die Verkniipfung der
kurzen Fettsdure 2 mit der primidren C(6)'-Hydroxylgruppe der Galactose gesichert.
Papulacandin B darf aufgrund der bisherigen Ergebnisse Struktur 1 zugeordnet
werden.

Wir danken den Herren Dres. H. Bickel und J. Niiesch fur das Interesse, das sie dieser Arbeit
entgegengebracht haben.
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