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10. Stoffwechselprodukte von Mikroorganismen 

218. Mitteilung') 

Versuche zur Strukturaufklarung von Niphimycin, 1. Teil. Reinigung und 
Charakterisierung der Niphimycine Ia und Ifl sowie Abbau mit Salpetersaure 

von Luciano Bassi, Beda Joos, Peter Gassmann, Hans-Peter Kaiser, Heinz Leuenberger und 
Walter Keller-Schierlein 

Laboratorium fur Organische Chemie der Eidgenossischen Technischen Hochschule, CH-8092 Zurich 

(12. XI. 82) 

On the Structure Elucidation of Niphimycin, Part I. Purification and Characterization of the 
Niphimycins la  and Ij?; Degradation by Nitric Acid 

Summary 

From a sample of niphimycin the pure components, niphimycin Ia and IP, 
were isolated by column chromatography and droplet counter-current chromatog- 
raphy. They were characterized by UV., IR., 'H-NMR. (300 MHz) and 13C-NMR. 
spectra. A vigorous degradation of niphimycin with nitric acid, followed by esteri- 
fication with diazomethane, gave a complex mixture, from which many components 
could be isolated and identified. Several of the degradation products were syn- 
thesized, one of them (dimethyl 2,4-dimethyladipate) in a stereospecific manner, 
establishing the configuration of two of the centers of chirality of niphimycin. 

Niphithricin was identified with copiamycin and yielded with nitric acid a 
degradation mixture very similar to that from niphimycin. The structures of the 
degradation products are in good agreement with a macrolide-type structure of 
niphimycin and copiamycin. 

Further work for structure elucidation of niphimycin and copiamycin is in 
progress. 

A) Einleitung. - Das gegen Pilze wie auch gegen Gram-positive Bakterien wirk- 
same Antibioticum Niphimycin, das von einem Actinomycetenstamm der Art 
Streptomyces hygroscopicus, Stamm B-255, produziert wird, wurde zum erstenmal 
von Blinov et al. [2] naher beschrieben. Mit Niphimycin identisch oder nahe ver- 
wandt sind die Antibiotica Melanosporin [3] und Scopafungin [4], die beide nur 
unvollstandig charakterisiert wurden. Niphimycin wird zusammen mit zwei Polyen- 
Makroliden gebildet, den Endomycinen A und B [ 5 ] ,  mit denen die Helixine A 

I )  217. Mitteilung s. [I]. 
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und B [6] ubereinstimmen. In die Verwandtschaft mit Niphimycin gehoren auch 
die Antibiotica der Azalomycin F-Gruppe, die erstmals 1960 von Arai [7]  be- 
schrieben wurden. Eine sorgfaltige Charakterisierung der Hauptkomponente, 
Azalomycin F4a, erfolgte aber erst kiirzlich [812), seine Konstitution wurde weit- 
gehend von Iwasaki et al. [9] aufgeklart. Trotz der nahen Venvandtschaft unter- 
scheidet sich das Azalomycin F4a in mehreren strukturellen Einzelheiten vom 
Niphimycin [lo]. 

Kiirzlich haben wir iiber die Isolierung eines vorwiegend antifungischen Anti- 
bioticums, Niphithricin, berichtet [ 1 11, das zusammen mit Nigericin und Elaiophylin 
[12] von einem Stamm von Streptomyces violaceoniger, Tii 905, gebildet wird. Die 
ausfuhrliche spektroskopische und analytische Charakterisierung zeigte, dass 
Niphithricin mit Niphimycin nahe verwandt ist, aber bei der Diinnschichtchro- 
matographie ein unterschiedliches Verhalten zeigt. Ein weiterer charakteristischer 
Unterschied besteht in den W.-Spektren: Niphimycin zeigt eine starke Bande 
bei 233 nm, die auf eine konjugierte Diengruppe hinweist und beim Niphithricin 
fehlt. Dafur tritt bei letzterem eine Bande bei 215 nm (log& =4,2) auf, die fur eine 
a ,  P-ungesattigte Estergruppe spricht. Die 1R.- und NMR.-Spektren zeigen dagegen 
nur geringfiigige Unterschiede. Inzwischen hat es sich gezeigt, dass das Niphithricin 
in allen Eigenschaften mit Copiamycin iibereinstimmt, einem Antibioticum, das 1965 
von Arai et al. [ 131 kurz beschrieben wurde. Eine ausfuhrliche Charakterisierung 
[ 141 und weitgehende Konstitutionsaufklarung [ 151 erfolgte dagegen erst in jiingster 
Zeit durch Iwasaki et ~ 1 . ~ ) .  Der Identitatsbeweis ergibt sich nicht nur aus den iiber- 
einstimmenden analytischen und spektroskopischen Eigenschaften, sondern vor 
allem auch daraus, dass unsere Arbeiten iiber Niphithricin zur gleichen, fast voll- 
standigen Konstitutionsformel 1 fiihrten, die Iwasaki et al. [ 151 fur das Copiamycin 
vorschlagen. Der Name Niphithricin wird daher fallengelassen. Da die in dieser 
und nachfolgenden Mitteilungen beschriebene Konstitutionsaufklarung von 
Niphimycin eng mit unseren Untersuchungen iiber Copiamycin verflochten ist, 
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2, Herrn Prof. S. Zwasaki danken wir fur die Zusendung der Manuskripte vor der Publikation. 
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miissen wir im Nachfolgenden auch auf die letzteren eingehen, obwohl sie schliess- 
lich zur von Iwasaki et al. abgeleiteten Konstitutionsformel 1 fiihrten. 

B) Reinigung und Charakterisierung der Niphimycine Ia und Ij?. - Das uns zur 
Verfugung stehende Handel~praparat~) bildete ein graues Pulver, das sich in Wasser 
und in Lipidlosungsmitteln wie Essigester, Chloroform oder Methylenchlorid kaum 
aufloste. Mit braunlicher Farbe war es dagegen in Methanol, Dimethylsulfoxid 
und Dimethylformamid gut loslich. Gemass Diinnschichtchromatographie (Butanol/ 
Eisessig/Wasser 67 : 10: 23, Anfarben rnit Joddampf oder Schwefelsaure) bestand es 
aus vier Niphimycin-Komponenten, Ia, ID, IIa und IIp4) mit den Rf-Werten 0.27, 
0,25, 0,23 und 0,20 sowie mehreren fettloslichen Komponenten rnit Rf-Werten von 
ca. 0,65 bis 0,8. Die letzteren, die zusammen ca. 5% des Gemisches ausmachten und 
keine antimikrobielle Wirkung zeigten, konnten durch Chromatographie an 
Sephadex LH-20 leicht entfernt werden, dagegen wurden die 4 Niphimycin-Kom- 
ponenten dabei kaum aufgetrennt. Lediglich eine kleine Fraktion von ca. 4% 
bestand ausschliesslich aus den Komponenten IIa und IIB. Durch Chromato- 
graphie an Kieselgel wurde das Niphimycingemisch aufgetrennt in ca. 50% Ge- 
misch aus Ia und ID und ca. 15% einer Fraktion, die alle vier Komponenten ent- 
hielt. Durch eine Craig-Verteilung uber 1800 Stufen wurde die Komponente Ia 
stark angereichert, die iibrigen drei Komponenten aber kaum voneinander getrennt. 
Einheitliche Niphimycin-Komponenten Ia und Ip wurden dagegen in guter Aus- 
beute erhalten, wenn ein durch Chromatographie an Sephadex LH-20 und Kieselgel 
vorgereinigtes Gemisch der Komponenten Ia und Ip durch Tropfchen-Gegen- 
stromchromatographie [ 161 weiter behandelt wurde. Die beiden Komponenten 
wurden als farblose amorphe Pulver erhalten, die sehr ahnliche Eigenschaften 
aufweisen. Die Bildung von Kristallen (vgl. [2]) konnten wir trotz manchen An- 
strengungen nie beobachten. Die durch FAB-Massenspektrometrie fur beide Kom- 
ponenten iibereinstimmend gefundene Molekularmasse von 1 142 [Hauptpike 1142 
und 1143; Fragmente rnit m/z 1124 (M-H20) und 1098 ( M - C 0 2 ) ]  wird von den 
durch Dampfdruckosmometrie bestimmten Werten (gef. fur Ia in Athanol: 1 110) 
und den durch Mikrotitration bestimmten Aquivalentgewichten (gef. fur Ia : 1217; 
pKG0= 5,04) gestutzt. Auf die rnit den FAB-Massenspektren vereinbare Brutto- 
formel, C59H 103N3018, passen die Mikroanalysen beider Komponenten aber nur, 
wenn man annimmt, dass die amorphen Verbindungen etwa 3 mol Wasser gebunden 
enthalten. Endgultig bestatigt wurde die oben angegebene Bruttoformel erst durch 
das Ergebnis der Konstitutionsaufklarung. Die I3C-NMR.-Spektren der Niphi- 
mycine Ia und Ip (Fig. I )  stimmen fast vollig miteinander uberein. Sie weisen ca. 
45 diskrete Signale auf. Zahlreiche uberlappungen und Pike mit stark erhohter 
Intensitiit zeigen aber, dass wesentlich mehr als 45 C-Atome vorhanden sind. 
Beide Spektren sind nicht im Widerspruch zu der Anwesenheit von 59 C-Atomen. 

In den gut aufgelosten Bereichen der 13C-NMR.-Spektren fallen - bei beiden 
Komponenten ubereinstimmend - drei Signale von Ester- bzw. Carboxyl-C-Atomen 

3, 

4, 

Phurmuchim, Sofia. Herrn Dr. H.  Bickel, Ciba-Geigy AG, Basel, danken wir fur die oberlassung 
des Praparates. 
Eine eindeutige Korrelation zu den von Blinov et al. [2] angegebenen Komponenten Al, Az, A3 
und B war nicht moglich, weshalb wir fur die Einzelkomponenten neue Bezeichnungen einfuhrten. 
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Fig. 1. 13C-NMR.-Spektren von Niphimyein Ja (oben) und Niphimycln I D  (unten) in CDjOD (25 MHz) 

im Bereich von 170-176 ppm auf. Die Zuordnung eines Signals bei 158 ppm zu 
einem Guanidin-C-Atom wird durch spatere Abbauprodukte bestatigt [ 101. Der 
Bereich von 120- 140 pprn weist auf die Anwesenheit von vier 1,2-disubstituierten 
Doppelbindungen hin. Das einzelne Signal bei 993 ppm (Singulett im off-resonance- 
Spektrum) ist einem Acetal- oder Halbacetal-C-Atom zuzuordnen. Der Bereich 
von 60-80 ppm ist recht uniibersichtlich und zeigt iiberlappende Signale einer 
grosseren Anzahl sekundarer Alkohol-C-Atome. Noch schwieriger interpretierbar 
ist das Gebiet von 20-50 ppm mit zahlreichen CH2- und CH-Signalen, hingegen 
ist der Bereich der Methylsignale, 10-20 ppm, wieder iibersichtlicher. Unter Be- 
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rucksichtigung einzelner Uberlappungen kann auf die Anwesenheit von acht 
Methylgruppen geschlossen werden. 

Das 'H-NMR.-Spektrum (300 MHz, Fig. 2)  bestatigt im wesentlichen die obige 
Interpretation des '3C-NMR.-Spektrums. So weist das Gebiet von 5 bis 6,2 ppm 
auf ca. acht olefinische Protonen hin. Die Anwesenheit zahlreicher CHOH-, CH2- 
und CH-Gruppen folgt aus den Bereichen von 3 bis 4,3 und von 1,2 bis 2,6 ppm, 
und der Bereich um 1 pprn ist, trotz teilweise uberlappender Signale, am besten 
mit der Anwesenheit von acht Methylgruppen vereinbar. Auffallig ist ein Singulett 
(3 H) bei 2,83 ppm, aus dem auf eine N-Methylgruppe geschlossen werden kann. 
In (CD3)2S0 ist dieses Signal in ein Dublett aufgespalten, entspricht also einer 
CH3-NH-Gruppe. Im l3C-NMR.-Spektrurn ist das entsprechende Signal im Gebiet 
urn 40 ppm wegen starker Uberlappungen nicht erkennbar. Die Bestatigung fur 
das Vorliegen einer N-Methylgruppe ergab sich aus spater zu besprechenden 
Abbauprodukten [lo]. 

IR.-Spektren der Niphimycine sind bei Blinov et al. [2] abgebildet (vgl. Fig. 3). 
Eine starke und breite Bande bei ca. 1725 cm-' kann Ester-carbonylgruppen zu- 
geordnet werden. Von den vier Doppelbindungen der Niphimycine mussen zwei 

W 
3 

Fig. 3.  IR.-Spektrum von Niphimyrin Iu in KBr 
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konjugiert und fur die intensive UV.-Bande bei 233 nm (mit Schultern bei 228 
und 240 nm) verantwortlich sein. Der bei der Mikrotitration mit 0,1 N HCI in 
Methylcellosolve/Wasser 8 : 2 gemessene pK-Wert von 5,04 entspricht einer Car- 
boxylatgruppe. Die Stufe der stark basischen Guanidinogruppe konnte dagegen 
mit der hier angewendeten Methode nicht erfasst werden. 

Die Art der Isomerie von Niphimycin Ia und IB ergab sich daraus, dass Lo- 
sungen der reinen Einzelkomponenten in Methanol nach ca. drei Wochen die 
gleichen Gemische aus Ia und ID bildeten. Es handelt sich demnach um Dia- 
stereomerie. Der Ort der Diastereomerie ist wahrscheinlich, wie bei den Copiamyci- 
nen A und B (Niphithricine A und B [ 1 l]), ein Halbacetal-C-Atom, dessen Vor- 
liegen durch das 13C-NMR.-Spektrum erkannt wurde (s. oben). 

Gegenuber Copiamycin, C54H95N3017 [ 1 I], ist die Molekel des Niphimycins I 
um funf C-Atome, acht H-Atome und ein 0-Atom grosser. Davon liegen zwei C- 
und zwei H-Atome in einer Vinylgruppe vor; Copiamycin enthalt nur drei Doppel- 
bindungen, die alle isoliert sind. Ein weiteres zusatzliches C-Atom gehort einer 
Methylgruppe an, da Copiamycin nur deren sieben besitzt. Im ubrigen sind die 
Eigenschaften von Copiamycin und Niphimycin sehr ahnlich. Insbesondere zeigen 
die 13C-NMR.-Spektren beider Antibiotica im Carbonylbereich die gleichen drei 
Signale bei 170,9, 173,6 und 176,2 ppm, sowie ein Guanidinsignal bei 158 ppm 
sowie ein Halbacetal-C-Signal bei 993 ppm. 

Die 'H-NMR.-Spektren weisen bei beiden Antibiotica ein N-Methylsignal auf, 
und beide zeigen sehr ahnliches Verhalten bei der Mikrotitration (pK& = 4,9 fur 
Copiamycin A und B). 

Niphimycin I gibt ein Polyacetylderivat, doch konnte die Anzahl der Acetyl- 
gruppen wegen starker ifberlappungen ihrer Signale in den NMR.-Spektren nicht 
genau bestimmt werden. Die vier Doppelbindungen lassen sich leicht hydrieren. 
Das Octahydroniphimycin (aus einem Gemisch von Ia  und I/?) zeigt im I3C-NMR.- 
Spektrum keine Signale zwischen 100 und 155 ppm, hingegen sind die drei Carbo- 
nylsignale und das Guanidinsignal unverandert vorhanden, wie auch das Halb- 
acetalsignal bei 100 ppm, wobei das letztere, entsprechend der Anwesenheit zweier 
diastereomerer Halbacetale, aufgespalten ist (99,7 1 und 99,88 ppm). 

Fur die Trennung der Niphimycine IIa und IIP, die im Rohextrakt in geringerer 
Menge vorliegen, wurde bisher kein geeignetes Losungsmittelsystem gefunden. 
Die Eigenschaften des Gemisches aus IIa und IIP zeigen, dass diese mit den 
Niphimycinen Ia und I/3 nahe verwandt sind. Weder in der Elementarzusammen- 
setzung noch in den UV.-,IR.- und NMR.-Spektren wurden deutliche Unterschiede 
gefunden, und auch bei der Mikrotitration weicht Niphimycin I1 (pKLCs= 4,74) nur 
wenig von den Niphimycin-I-Komponenten ab. Ein etwas hoherer N-Gehalt 
(3,73%) deutet auf ein etwas geringeres Molekulargewicht hin. Das Niphimycin I1 
wurde vorlaufig nicht eingehender untersucht. 

C) Abbau von Niphimycin und Octahydroniphimycin mit Salpetersiiure. - Die 
oben diskutierten spektroskopischen Eigenschaften von Niphimycin Ia und ID 
stutzen eine Vermutung von Blinov et al. 121, dass die Niphimycine einer neuartigen 
Gruppe von Makrolid-Antibiotica angehoren. Diese Vermutung wird weiter er- 
hartet durch eine Reihe von Abbauprodukten, die wir bei einem energischen Abbau 
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rnit Salpetersaure erhielten. Wegen der vermuteten Beziehung zwischen Niphi- 
mycin Ia  und I/3 wurden diese Versuche im praparativen MaSstab mit einem 
Gemisch der beiden Verbindungen durchgefiihrt. Im Rohprodukt der Oxydation 
waren zahlreiche Carbonsauren enthalten, die nach der Veresterung mit Diazo- 
methan durch Kapillar-Gas-Chromatographie aufgetrennt wurden. Es waren gegen 
50 P&e sehr unterschiedlicher Intensitat rnit Retentionszeiten zwischen 1 und 
300 Min. vorhanden (Kapillar-Kolonne Ukon HB; 90°, He-Strom 3 ml/Min.). Eine 
kleine Menge reines Niphimycin l a  gab beim analogen Abbau ein vollig iiber- 
einstimmendes Produkte-Gemisch, und der Abbau einer Probe Niphimycin IIa + IIp, 
der ebenfalls nur im analytischen MaBstab durchgefuhrt wurde, gab ein Ester- 
gemisch, das ebenfalls in den meisten Piken mit dem Abbaugemisch aus Niphi- 
mycin I ubereinstimmte. 

Die Abbauester aus 2 g Niphimycin I wurden zunachst durch praparative Gas- 
Chromatographie (SE-30-Kolonne) in 13 Fraktionen aufgetrennt, von denen aber 
die meisten noch Gemische von mehreren Komponenten waren (s. Tub. I im Exper. 
Teil). Zahlreiche Einzelkomponenten wurden durch anschliessende Chromato- 
graphie an Kieselgel in Mengen zwischen cu. 0,5 und 10 mg rein gewonnen. Davon 
wurden 12 durch Vergleich der gas-chromatographischen Retentionszeiten und der 
Massenspektren und die meisten davon auch durch die IR.- und 'H-NMR.-Spek- 
tren identifiziert. Als Vergleichsproben dienten teils kaufliche, teils synthetisch 
hergestellte Praparate. 

Beim Abbau von 4 g Octahydroniphimycin (aus einem Gemisch von Ia und Ip) 
konnten zusatzlich mehrere Produkte gefasst und identifiziert werden, die gemass 
Kapillar-GC. auch im Abbaugemisch aus Niphimycin I enthalten waren. Dam 
kamen eine Reihe von Verbindungen, die beim Abbau von Niphimycin nicht 
nachgewiesen werden konnten und erste Hinweise auf die Lage einer Doppel- 
bindung gaben. Identifiziert wurden zunachst mehrere Verbindungen (Oxalsaure-, 
Bernsteinsaure-, Glutarsaure-dimethylester sowie die einfach verzweigten Methyl- 
bernsteinsaure-, 2-Methylglutarsaure-, 2-Methyladipinsaure- und 3-Methyladipin- 
saure-dimethylester), die im Hinblick auf die Strukturaufklarung von geringem 
diagnostischem Wert waren. Niitzlicher war eine Reihe von mehrfach verzweigten 
Dicarbonsaureestern oder solchen rnit zusatzlichen funktionellen Gruppen. 

In genugenden Mengen fur eine einwandfreie Identifizierung wurde eine homo- 
loge Reihe von 2,4-Dimethylalkandisaure-dimethylestern isoliert. Beim Abbau von 
Niphimycin I horte die Reihe beim Ester der 2,4-Dimethylkorksaure (4) auf, 
wahrend sie beim Abbau des Octahydroniphimycins bis zum 2,4-Dimethylundecan- 
disaure-dimethylester (7) weiterging. Dies war ein erster Hinweis dafur, dass im 
Niphimycin I eine der vier Doppelbindungen von demjenigen C-Atom ausgeht, 
das C(8) von 4 entspricht. 

Es sei noch erwahnt, dass die Reihe der in Stellung 2 einfach methylierten Dicarbonsauren beim 
Abbau des Niphimycins 1 beim 2-Methyladipinsaure-dimethylester abbrach. Beim Abbau des Octa- 
hydroniphimycins l kamen noch der 2-MethylpimelinsBure-dimethylester und der 2-Methylkorksaure- 
dimethylester dazu. Diese Verbindungen entstammen demnach offensichtlich der gleichen Region 
der Niphimycinmolekel wie die oben erwahnten 2,4-Dimethyldicarbonsaureester 2 bis 7. 

Nachdem die Massen- und die 'H-NMR.-Spektren der Abbauprodukte 2 bis 7 
klare Hinweise auf ihre Konstitution gegeben hatten, wurden fur die Identifizierung 
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mehrere Glieder der Reihe synthetisch hergestellt (s. Abschnitr 0). Besondere Sorg- 
falt wurde beim niedrigsten Glied auch der Aufklarung der Konfiguration ge- 
widmet. Das Racemat des erythro-2,4-Dimethyladipinsaure-dimethylesters (2) 
wurde in stereochemisch eindeutiger Weise hergestellt und stimmte nach Kapillar- 
GC. und in den Spektren rnit dem Abbauprodukt iiberein. Das rechtsdrehende 
Abbauprodukt besitzt nach Abruhurnsson et al. [ 171 die (2 5')-Chiralitat. Das Abbau- 
produkt ist demnach der (2 S,  4 R)-2,4-Dimethyladipins~ure-dimethylester (2). Ein 
synthetisches Diastereomerengemisch von 2 zeigte im Gas-Chromatogramm zwei 
stark verschiedene Pike (erythro-Form 6,6 Min., threo-Form 12,3 Min., Ukon HB, 
90O). Die threo-Verbindung konnte aus dem Abbaugemisch weder rein isoliert noch 
als Pik im Chromatogramm des Rohgemisches nachgewiesen werden. 

Die dem Ester 3 entsprechende Dicarbonsaure wurde zunachst als Diastereo- 
merengemisch synthetisiert und anschliessend durch Craig-Verteilung in die beiden 
Racemate getrennt, so dass von der Herstellungsweise her eine Zuordnung der 
Konfiguration nicht moglich war. Nach der Umsetzung rnit Diazomethan stimmte 
der eine 2,4-Dimethylpimelinsaure-dimethylester (tR 11,8 Min., Ukon HB, 90') im 
1R.-, 'H-NMR.- und Massenspektrum sowie in der Retentionszeit rnit dem Abbau- 
produkt 3 uberein. Da es sich spater zeigte [lo], dass dieser Ester aus dem gleichen 
Molekelbereich des Niphimycins stammt wie das Abbauprodukt 2, muss ihm die 
(2  S,  4 S)-Chiralitat zugeordnet werden5), was auch mit der Rechtsdrehung des 
Abbauproduktes vereinbar ist [ 171. 

Der zu 3 diastereomere synthetische Ester, der demnach die (2  RS, 4 SR)-Kon- 
figuration besitzt, gab zwar ein rnit dem Abbauprodukt ubereinstimmendes 1R.- 
und Massenspektrum, zeigte aber deutliche Unterschiede im 'H-NMR.-Spektrum 
und in der Kapillar-Gas-Chromatographie (tR I3,l Min.). Dieser Ester konnte im 
Abbaugemisch nicht nachgewiesen werden. 

Der 2,4-Dimethylnonandisaure-dimethylester (5) konnte nur rnit einem syn- 
thetischen Diastereomerengemisch verglichen werden. Im Kapillar-GC. stimmte 
der Abbauester rnit dem synthetischen Ester mit kleinerer Retentionszeit (42 Min., 

5, Zu beachten ist hier die Umkehrung der CIP-Sequenz beim Ubergang von der 2,4-Dimethyladipin- 
saure zur 2,4-Dimethylpimelinsaure. 
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90") uberein. Der diastereomere Ester mit t, 46,2 Min. war im Abbaugemisch nicht 
nachweisbar. 

Die Abbauprodukte 4, 6 und 7 wurden nicht synthetisiert. Die a-Stellung der 
einen Methylgruppe ergab sich aus den Lagen ihrer Signale in den 'H-NMR.- 
Spektren (1,14 bis 1,15 ppm), wahrend jeweils die zweite Methylgruppe weiter von 
den Estergruppen entfernt sein musste (0,87 bis 0,88 ppm). Die genaue Lage wurde 
nicht bestimmt. Sie ergibt sich eindeutig aus spateren Abbauversuchen [lo], die 
zeigten, dass alle diese Produkte aus demselben Bereich der Niphimycinmolekel 
gebildet werden. In Ubereinstimmung damit sind alle Abbauprodukte dieser Reihe 
rechtsdrehend [ 171. 

Von den aus dem Abbaugemisch von Niphimycin I isolierten Hydroxysaure- 
estern oder Abkommlingen von Hydroxysaureestern envies sich nur das Abbau- 
produkt 8, das in einer Menge von 9 mg als einheitliche Verbindung erhalten wurde, 
als hilfreich [ 101. Das 1R.-Spektrum zeigt die Abwesenheit von Hydroxygruppen 
und das Vorhandensein von Estergruppen (1732 cm-I). Das Massenspektrum zeigt 
einen sehr schwachen Pik fur das Ion (M+ I)+ bei mlz 245 sowie deutlich die fur 
Methylester charakteristischen Fragmente ( M -  32)+ bei mlz 212 und ( M -  59)+ bei 
m/z 185. Das Massenspektrum zusammen mit der Anzahl der im 'H-NMR.-Spek- 
trum erkennbaren Protonen (20) weist der Verbindung eine Bruttoformel C12H2005 
(244) zu. Dass ein Dimethylester vorliegt, ergibt sich aus den beiden Singuletten 
bei 3,70 und 3,75 ppm ('je 3 H) (Fig. 4). Die Signale bei 4,15 und 3,5 ppm stammen 
von Protonen an C-Atomen, die mit dem funften 0-Atom verbunden sind, das 
demnach ein Ather-0-Atom sein muss. Das Signal bei 4,15 ppm, dessen chemische 
Verschiebung fur die a-Stellung zu einer Estergruppe spricht, ist ein Dublett, das 
zugehorige Proton besitzt demnach einen einzigen Kopplungspartner, woraus sich 
f i r  seine Umgebung die Teilformel A ergibt. Von den beiden C-Methylgruppen, 

A 
I ' ' '  I . . '  7 " I  ' " ' '  I " "  ' I '  ' " " I  ' ' ' ' 1 .  ' " ' I ' " " " I '  " " '  ' I " "  

2m Irn 400 m o r .  

Fig. 4. H-NMR.  -Spektrum yon 2-(6'-Methox~~carbonyl-5'-methyl-2'-tetruhydropyrunyl)propionsaure- 
methylester (8) in CDCl3 (100 MHz) 
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die beide im 'H-NMR.-Spektrum Dublette geben, liegt die eine a-standig zu einer 
Methoxycarbonylgruppe (1,14 ppm). Fur die Anordnung in Teilformel B spricht auch 
das Massenspektrum, das einen starken Pik fur das Produkt der McLafferty-Umla- 
gerung bei mlz 88 (C4H802) zeigt. Das Signal des a-standigen Protons in der Teil- 
formel B bei 2,76 ppm zeigt eine quintettahnliche Aufspaltung. Die Teilformel B 
muss demnach mit einer der beiden Methingruppen der Teilformel A verbunden 
werden. Von den beiden Moglichkeiten wurde eine zu einer Strukturformel mit 
einem Cyclopropanring fuhren, was aber mit der Lage der CH2-Signale im 
'H-NMR.-Spektrum nicht vereinbar ist. Somit lassen sich die Teilformeln A und B, 
erganzt durch zwei Methylengruppen, deren Signale zwischen 1,3 und 2,O ppm zu 
erkennen sind, nur noch auf eine Art zur Konstitutionsformel 8 erganzen. Mit die- 
ser Formel eines 2-(6'-Methoxycarbonyl-5'-methyl-2'-tetrahydropyranyl)propion- 
sauremethylesters ist auch das Signal der zweiten Methingruppe bei 2,2 ppm, ein 
breites, schlecht aufgelostes Multiplett, vereinbar, das zeigt, dass dieser CH-Gruppe 
(C (5 ' ) )  ausser der Methylgruppe noch mehrere weitere Protonen benachbart sind. 

A B 

H O O C W  COOH 

OH OH 

H o o c ~ c o o H  D 

OH 

Aus dem Abbau zur Verbindung 8 lasst sich nicht erkennen, ob der Tetrahydro- 
pyranring im Niphimycin I schon vorgebildet ist, oder ob sich dieser Ring erst 
durch Wasserabspaltung aus einer 1,5-Dihydroxysaure C entsteht. Als Mechnismus 
fur den Ringschluss kann man sich am besten zunachst eine P-Eliminierung zur 
ungesattigten Saure D, gefolgt von einer intramolekularen Michael-Addition der 
Hydroxygruppe vorstellen. Daraus wurde man erwarten, dass das Tetrahydro- 
pyran 8 in stereochemisch uneinheitlicher Form gebildet wird. Das Auftreten von 
Diastereomeren wurde tatsachlich beim Abbau des Octahydroniphimycins I 
(s. unten) beobachtet. Die Bildung von Tetrahydropyranderivaten aus 1,5-Di- 
hydroxyverbindungen unter ahnlichen Reaktionsbedingungen wurde an anderen 
Beispielen von Kishi et al. [ 181 sowie von Oppolzer & Prelog [19] beobachtet. 

Aus dem analog hergestellten Abbaugemisch von Octahydroniphimycin I wur- 
den ausser Apfelsaure, 3-Methylapfelsaure und der Verbindung 8 mehrere weitere 
Derivate von Hydroxycarbonsauren isoliert und identifiziert, allen voran zwei zum 
Tetrahydropyran 8 diastereomere Verbindungen (8a und 8b). Die Kopplungs- 
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konstanten J(5 ' ,6 ' )  betragen bei allen drei Isomeren ca. 2,5 Hz, die chemischen 
Verschiebungen von H-C(6') 4,14 bis 4,18 ppm. Daraus schliessen wir, dass die 
Konfigurationen an C(6') und C(5') bei allen drei Isomeren gleich sind und eine 
cis-Anordnung der Ringsubstituenten aufweisen. Ein Unterschied der Konfigura- 
tion muss demnach an den C-Atomen 2 und 2'bestehen. 

Weitere aufschlussreiche Abbauprodukte, die nur aus dem Abbaugemisch aus 
Octahydroniphimycin I rein erhalten wurden, deren Pike aber auch in den Ester- 
gemischen aus Niphimycin I erkennbar waren, sind die beiden diastereomeren 
cis- und trans-y-Methoxycarbonyl-P-methylbutyrolactone 9 und 10. Die Vergleichs- 
praparate wurden nach Stoll & Seidel[20] hergestellt. Anhand der reinen syntheti- 
schen Proben konnte festgestellt werden, dass sie unter den angewandten Oxyda- 
tionsbedingungen nicht ineinander umgewandelt werden. Die Verbindungen 9 und 
10 stammen demnach aus verschiedenen Bereichen der Niphimycinmolekel. 

Drei weitere in reiner Form isolierte Abbauprodukte besitzen aufgrund der 
Massenspektren die Summenformel C8H 1204 und sind gemass ihrer 1R.-Spektren 
ebenfalls ))-Lactone. Alle drei besitzen eine sekundar gebundene C-Methylgruppe. 
Bei den ersten beiden ( I la  und Ilb) liegt diese entsprechend einem Fragment mit 
mlz 88 (Produkt der McLaffeerty-Umlagerung) in a-Stellung zur Methoxycarbonyl- 
gruppe; die beiden Verbindungen sind demnach Diastereomere der Konstitution 11. 

CH,oo .q0 C H 3 O O C b  0 

CH3 

1la .b  12 

Das dritte Isomere (12) zeigt den Pik des McLafferty-Umlagerungsproduktes bei 
m / t  74, was einer Teilformel R-CH2-COOCH3 entspricht. Die Methylgruppe muss 
daher am Ring liegen. Die Stellung 3 folgt einerseits aus der Lage des Signals der 
CH2-Gruppe im 'H-NMR.-Spektrum (2,1-2,8 ppm, a-Stellung zur Carbonylgruppe) 
und der quartettahnlichen Aufspaltung des Signals von H-C(4) bei 4,48 ppm, 
die diesem Proton drei Kopplungspartner zuweist. 
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Der Vollstandigkeit halber werden zum Schluss einige N-enthaltende Produkte 
erwahnt, die im Abbaugemisch von Octahydroniphimycin I z. T. in betrachtlicher 
Menge nachweisbar waren. Verbindungen dieser Typen wurden unseres Wissens 
bisher nie bei einer Oxydation mit Salpetersaure beobachtet. Die erste Gruppe 
umfasst eine homologe Reihe von drei Dinitroverbindungen, deren Entstehungs- 
weise auch nach der fast vollstandigen Konstitutionsauflclarung des Antibioticums 
[ 101 nicht eindeutig geklart ist. Mit einiger Sicherheit kann lediglich gesagt werden, 
dass sie aus dem Bereich der Seitenkette stammen, da in keiner anderen Molekel- 
region vier Methylengruppen in einer ununterbrochenen Reihe vorliegen. 

Der einfachste Vertreter der Reihe gibt im Massenspektrum einen massen- 
hochsten Pik bei mlz 175, der bei Hochauflosung einem Ion (CSH7NzO5)+ entspricht 
und demnach nicht vom Molekel-Ion stammen kann. Da gemass 'H-NMR.- 
Spektrum eine Methoxycarbonylgruppe vorhanden ist, vermuteten wir, dass das 
Ion mit hochster Masse, wie haufig bei Methylestern, dem Ion (M-31)+ entspricht 
und der Verbindung demnach die Summenformel C6Hl$lJ06 zukommt. Da im 
'H-NMR.-Spektrum ausser dem Singulett der Methoxygruppe noch Signale einer 
stark entschirmten C-Methylgruppe (2,14 ppm, s) und von zwei Methylengruppen 
zu erkennen waren, vermuteten wir, dass im Abbauprodukt 13 der 4,4-Dinitro- 
valeriansauremethylester vorliege, was durch Vergleich rnit einer synthetischen 
Probe [21] leicht bewiesen werden konnte. Die beiden zu 13 homologen Produkte 
14 und 15 besitzen gemass 'H-NMR.-Spektrum eine bzw. zwei Methylengruppen 
mehr. Die Signale der zusatzlichen Methylenprotonen erscheinen bei deutlich 
hoherem Feld als die Methylensignale von 13. Die nahe spektroskopische Ver- 
wandtschaft zu 13 (vgl. den Exper. Teil) lasst wohl keinen Zweifel offen, dass ihnen 
die im Formelschema zugeteilten Strukturen 14 und 15 zukommen. 

Die beiden letzten Verbindungen, die aus dem Abbau von Octahydroniphi- 
mycin I rein erhalten wurden, zeichneten sich durch besonders einfache 'H-NMR.- 
Spektren aus. Die eine davon, deren Massenspektrum (M' = 185) auf eine Brutto- 
formel C7H7NOS passt, ist gemass 'H-NMR.-Spektrum (s bei 4,OO und 4,Ol ppm) 
ein Dimethylester. Ausser den beiden Methoxysignalen ist nur noch ein Singulett 
(1 H) bei 7,31 ppm fur ein isoliertes aromatisches Proton zu erkennen. Die aus 
diesen Befunden und Literaturdaten fur mehrere Isoxazolcarbonsaureester [22] ver- 
mutete Strukturformel (Isoxazol-3,5-dicarbonsaure-dimethylester, 16) wurde durch 
eine Synthese bestatigt (s. Abschnitt 0). Das zweite Isoxazolderivat (17) ist aufgrund 
des Massenspektrums (M' = 199) ein Homologes von 16. Im 'H-NMR.-Spektrum 
findet sich anstelle des Signals bei 7,31 ein weiteres Methylsignal (232 ppm, s), 
dessen chemische Verschiebung einer Methylgruppe an einem aromatischen Ring 
entspricht, wahrend die Methoxysignale (4,OO ppm, s, 6 H) mit denen von 16 uber- 
einstimmen. Das Spektrum ist deutlich verschieden von dem des bekannten 
3-Methylisoxazol-4,5-dicarbonsaure-dimethylesters [23] und des von uns herge- 
stellten 5-Methylisoxazol-3,4-dicarbonsaure-dimethylesters (s. Abschnitt D) ,  so dass 
fur das Abbauprodukt die Strukturformel des 4-Methylisoxazol-3,5-dicarbonsaure- 
dimethylesters (17) ubrigbleibt. 

Der Abbau von Copiamycin A (= Niphithricin A mit Salpetersaure, [ 1 11) konnte 
nur im kleinen MaDstab durchgefuhrt werden und gab nach der Veresterung rnit 
Diazomethan ein Estergemisch, das bei der Kapillar-GC. demjenigen aus Niphi- 
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mycin I weitgehend entsprach. Insbesondere konnten durch Vergleich (Misch-GC.) 
mit synthetischen oder aus dem Abbau von Niphimycin I rein gewonnenen Pra- 
paraten folgende Verbindungen identifiziert werden (in Klammer Retentionszeiten, 
Ukon H, 90”): Bernsteinsaure-dimethylester (1,9 Min.), Methylbernsteinsaure- 
dimethylester (I&, 2-Methylglutarsaure-dimethylester (3,0), 2-Methyladipinsaure- 
dimethylester (5,0), 3-Methyladipinsaure-dimethylester ( 5 3 ,  Apfelsaure-dimethyl- 
ester (9,5), 3-Methylapfelsaure-dimethylester (S,l), 2,4-Dimethyladipinsaure-di- 
methylester (2; 4,s Min.), 2,4-Dimethylpimelinsaure-dimethylester (3; 9, l), 2,4- 
Dimethylkorksaure-dimethylester (4; 16,4), 2-(6’-Methoxycarbonyl-5’-methyl-2’- 
tetrahydropyrany1)propionsaure-methylester (8; 43,0), somit lauter Verbindungen, 
die auch aus Niphimycin I erhalten worden waren. Auch die nicht genau identifi- 
zierten Plke im Kapillar-GC. stimmten fast ausnahmslos mit solchen aus demNiphi- 
mycin-Abbaugemisch uberein. Von den Abbauprodukten 2,3  und 4 wurde auch hier 
jeweils nur ein Diastereomers nachgewiesen, und zwar dasselbe wie beim Abbau 
von Niphimycin I. Die aus Octahydroniphimycin I erhaltenen hoheren 2,4-Di- 
methyldicarbonsaureester 5 , 6  und 7 fehlten im Abbauprodukt des Copiamycins A, 
ein Hinweis darauf, dass in den Seitenketten von Copiamycin und Niphimycin an 
der gleichen Stelle eine Doppelbindung vorhanden ist. 

D) Synthesen von Vergleichssubstanzen. - Der aus 2,4-Dimethylglutarsaure- 
anhydrid iiber das 2,4-Dimethylpentan-5-olid (18) und die 5-Brom-2,4-dimethyl- 
valeriansaure (19) leicht zugangliche Methylester 20 [25] wurde mit Hilfe einer 
Malonestersynthese ins Gemisch der racemischen 2,4-Dimethylpimelinsauren (21 
und 22) ubergefuhrt. Auch wenn als Ausgangsmaterial reines kristallines meso-2,4- 
Dimethylglutarsaureanhydrid eingesetzt wurde, konnte nur ein Diastereomeren- 
gemisch erhalten werden (Verhaltnis ca. 2 : 1 gemass Kapillar-GC. der Methylester), 
so dass eine stereoselektive Synthese der Saure 21 auf diesem einfachen Weg nicht 
moglich war. Dagegen liess sich das Gemisch der diastereomeren Sauren 21 und 22 
durch eine vielstufige Craig-Verteilung trennen. Die kristalline, einheitliche Saure 

18 
19 R = H  

20 R = CH3 

HOOC -co*H CH300C 

21 24 

CH3 CH3 

ROOC L C O O R  ROOC 

25 R = H  

26 A =  CH, 
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22 gab den Dimethylester 23, der nach GC. und 'H-NMR.-Spektrum vom Abbau- 
produkt 3 deutlich verschieden war. Dagegen waren das IR.- und das Massenspek- 
trum von den Spektren von 3 nicht unterscheidbar. Ein dem Ester 23 entsprechen- 
der Pik war im Kapillar-GC. des rohen Abbaugemisches (s. oben) nicht erkennbar. 

Die fliissige racemische Saure 21 gab mit Diazomethan einen Methylester, 
der auch bei der Kapillar-GC. und im 'H-NMR.-Spektrum dem Abbauprodukt 3 
vollig entsprach. Die Zuordnung der Konfiguration ergibt sich aus der unten be- 
schriebenen Konfigurationsbestimmung des Abbauproduktes 2 und dem spateren 
Befund [lo], dass die Abbauester 2 und 3 dem gleichen Molekelteil des Niphimycins 
entstammen. 

Das aus dem Bromid 20 iiber das Nitril 24 bereitete Diastereomerengemisch 
der 2,4-Dimethyladipinsauren (25) liess sich auf dem gleichen Weg nicht in die 
Komponenten trennen. Es wurde in das Gemisch der diastereomeren Methylester 
26 iibergefuhrt, das im Kapillar-GC. zwei Pike rnit Retentionszeiten von 6,6 und 
12,3 Min. zeigte, von denen der Ester rnit tR 6,6 Min. rnit dem Abbauprodukt 2 
identisch war. Das 1R.- und das Massenspektrum des Gemisches waren praktisch 
gleich wie die Spektren von 2, doch zeigte das 'H-NMR.-Spektrum in den Methyl- 
signalen klar die Anwesenheit von zwei Diastereomeren. Ein diastereomerenfreier 
racemischer 2,4-Dimethyladipinsaure-dimethylester (2) wurde dagegen auf einem 
anderen, die relative Konfiguration beweisenden Weg hergestellt. Die Synthese 
geht auf eine Untersuchung von von Bruun zuruck, der aus dem Gemisch der 
diastereomeren 3,5-Dimethylcyclohexanone das cis-Isomere (27) durch Kristallisa- 
tion des Oxims rein erhalten und seine Konfiguration bestimmten konnte [26]. Bei 
unseren Versuchen erwies sich das Oxim mit Smp. 72" durch Kapillar-GC. als 
vollig einheitlich, dagegen wurde das isomere truns-3,5-Dimethylcyclohexanon- 
oxim aus den oligen Mutterlaugen nicht rein erhalten. Auch im besten Fall enthielt 
es gemass GC. noch ca. 40% des cis-Isomeren. 

Das aus dem kristallinen Oxim regenerierte einheitliche Keton gab bei der 
Reduktion mit LiA1H4 erwartungsgemass ein Gemisch von zwei diastereomeren 

27 28 

29 R =  CHiOH 

CH,OOC XR 30 R =  CHO 

CH300C COOCH, 

31 
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Alkoholen, von denen das Hauptprodukt (ca. 85%) gemass 'H-NMR. die Hydroxy- 
gruppe in cis-Stellung zu den beiden Methylgruppen tragt (3,60 ppm, r x t, J, = 10,5; 
J2=4,5 fur ein axiales Proton). Das Nebenprodukt (ca. 15%) gibt dagegen fur 
H-C (1) ein Multiplett bei 4,13 ppm rnit nur kleinen Kopplungskonstanten. 

Die Oxydation von 27 rnit Salpetersaure gab ein fliissiges Gemisch von Di- 
carbonsauren, das rnit Diazomethan verestert wurde. Gemass Kapillar-GC. enthielt 
das Gemisch neben ca. 75% 2,4-Dimethyladipinsaure-dimethylester (2; tR 7,O Min.) 
noch ca. 15% meso-2,4-Dimethylglutarsaure-dimethylester (tR 4,l Min.) und 7% 
Methylbernsteinsaure-dimethylester (tR 2,4 Min.). Die Isolierung des reinen Esters 2 
gelang durch prap. GC. Die Eigenschaften des synthetischen Praparats stimmten in 
allen Einzelheiten rnit denen des Abbauproduktes iiberein und legen damit dessen 
relative Konfiguration und indirekt diejenige aller homologen Abbauester 2 bis 7 
fest. 

Der 2,4-Dimethylnonandisaure-dimethylester (5) wurde synthetisch als Ge- 
misch der beiden Diastereomeren hergestellt. Das Lacton 18 konnte iiber das 
Natriumsalz in die entsprechende Hydroxysaure iibergefuhrt, diese mit Diazo- 
methan in den 2,4-Dimethyl-5-hydroxyvaleriansauremethylester (29) und letzterer 
rnit Pyridinium-chlorochromat in den Aldehyd 30 iibergefiihrt werden. Die Ketten- 
verlangerung um vier C-Atome wurde mittels einer Wittig-Reaktion durchgefuhrr 
und gab einen 2,4-Dimethyl-5-nonendisaure-dimethylester (31), der nicht nur in 
bezug auf die Doppelbindung, sondern auch hinsichtlich der Konfiguration an 
C(2) und C(4) ein Diastereomerengemisch war, unabhangig davon, ob fur die 
Wittig-Reaktion stereochemisch nahezu einheitlicher 2 (R, R) ,  4 (S ,  R)-2,4-Dimethyl- 
glutaraldehydsaure-methylester (30) (aus einheitlichem meso-2,4-Dimethylglutar- 
saureanhydrid) oder ein Diastereomerengemisch von 30 eingesetzt wurde. Die 
Hydrierung der Doppelbindung gab den Abbauester 5 im Gemisch rnit seinem 
Diastereomeren. Gas-Chromatographisch stimmte das Isomere mit tR 42 Min. 
mit dem Abbauprodukt 5 iiberein. Ein dem anderen Isomeren entsprechender Pik 
(tR 46,2 Min.) konnte im rohen Abbaugemisch von Niphimycin nicht gefunden 
werden. Im 'H-NMR.-Spektrum des Syntheseproduktes waren die Signale der 
C-Methylgruppen beider Isomerer rnit leicht verschiedener chemischer Verschie- 
bung zu erkennen, wahrend das reine Abbauprodukt auch spektroskopisch ein- 
heitlich war. 

Der Isoxazol-3,5-dicarbons~ure-dimethylester (16) wurde in Analogie zu einem 
Verfahren von Kaplan & Shechter [2  11 aus Nitroessigsaure-methylester und Propiol- 
sauremethylester hergestellt. Er stimmte nach GC. und den spektroskopischen 
Eigenschaften rnit dem Abbauprodukt 16 iiberein. Analog wurde aus Methyl- 
propiolsauremethylester [27] und Nitroessigsaure-methylester der 5-Methylisoxazol- 
3,4-dicarbonsaure-dimethylester (32) erhalten, der vom Abbauprodukt 17 eindeutig 
verschieden war. 

E) Zusammenfassung. - Wenn auch diese ersten Abbauversuche nur ein sehr 
vages Bild der Struktur von Niphimycin I und Copiamycin A geben, beweisen sie 
doch die sehr nahe strukturelle Venvandtschaft dieser beiden Antibiotica. und 
geben weitere Hinweise auf ihre Zugehorigkeit zu den Makroliden, denn alle 
identifizierten Abbauprodukte, insbesondere auch diejenigen rnit mehrfach ver- 
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zweigter Kohlenstoffkette, sind im Einklang rnit einem gemischten Polyketid- 
Aufbau aus Acetat- und Propionat-Einheiten, der fur die meisten Makrolide so 
typisch ist [24]. 

Weitere Versuche zur Strukturaufklarung von Niphimycin I und Copiamycin A 
sind im Gange (s. [lo]). 

Die Mikroanalysen verdanken wir den Herren W. und D. Munser (mikroanalytisches Laboratorium 
der ETH Zurich), die IR.- und NMR.-Spektren unserer instrumentalanalytischen Abteilung (Leitung 
Herr Prof. J.  F. M .  0th) und die Massenspektren Herrn Prof. J. Seibl. 

Exprimenteller Teil 

1. Allgemeines. - Diinnschichtchromatographie (DC.): Fertigplatten Merck 8'254 (Kieselgel) oder 
Celluloseplatten G 1440 von Schleicher & Schiill; Auf Kieselgel Entwicklung mit Joddampf oder 
Bespriihen rnit konz. HzS04 und Erhitzen auf der Heizplatte. - Tropfchen-Gegenstromchromatographie 
(DCC.): Gerat von Rikukikui, Modell DCC-A; 300 Trennsaulen, 2 mm x 40 cm. Praparative GC.: 
Vurian Aerograph 90 P mit SE-30-Kolonne 3,4 m x 7 mm. - Opt. Drehungen ([a@): Perkin-Elmer- 
Polarimeter Modell 241, thermostatiert bei 25". - UV.-Spektren: Perkin-Elmer Modell 402, Athylalkohol. 
E.,,, in nm (loge). - 1R.-Spektren: Perkin-Elmer-Spektrometer, Modell 257; 3proz. Losung in CHCI3 
oder KBr (Fmax in cm-I). - 'H-NMR.: Vuriun-Gerat HA-I00 (100 MHz) oder Bruker WM-300 
(300 MHz) (6 in ppm gegeniiber TMS als internem Standard); Spektren in DzO mit 2,2-Dimethyl- 
2-silapentan-5-sulfonsaureester. s =  Singulett, d= Dublett, t= Triplett, qu= Quartett, qi= Quintuplett, 
m= Multiplett, br. = breites, schlecht aufgelostes Signal. Kopplungskonstanten (4 in Hz. FT.: Auf- 
nahme rnit Fourier-Transformation bei 100 MHz in CDC13. - I3C-NMR.: Vurian XL-100 (25,2 MHz) 
oder Bruker WM-3W (75 MHz). Multiplizitaten beziehen sich auf off-resonance-Spektren, Angaben 
wie bei 'H-NMR. (6 in ppm gegeniiber TMS); in D20 wird Dioxan (6=67,4) als interne Referenz 
verwendet. - Massenspektren (MS.): Hituchi-Perkin-Elmer, RMU-6M (Intensitat in % des Basispiks). 
FAB-MS.: aufgenommen bei M-Scan Ltd., Buckinghamshire, England. - Kombinierte Gas-Chromato- 
graphie-Massenspektrometrie (GWMS.): Curlo-Erbu-Chromatograph, Fructovap 2150 in Verbindung 
rnit Vuriun-Mat 112; Pluronic L6#-Kapillarsaule, 20 m x 0.3 mm; Filmdicke 0,18 m; Tragergas: He mit 
Eingangsdruck 0,8 atm. - Kapillar-GC.: Carlo-Erbu-Fructuvup GIl4.50 rnit Kapillarsaule Ucon HB-51 00 
(20 m x 0,3 mm). 

2. Reinigung und Auftrennung von Niphimycin. - Chromatographie an Sephadex LH-20 (4 x 77 cm; 
Eluierungsmittel Methanol; Fraktionen a 7,s ml). Aus 513 mg Handelspraparat wurden folgende 
Fraktionen erhalten: 

Fraktionen Menge DC. mit BuOH/AcOH/H*O 67: 10:23 

45-50 22,3 mg Rf 0,20/0,23 (IIa und IIg) 
51-53 150,2 mg Rf 0,20/0,23/0,25/0,27 
54-56 268,5 mg Rf 0,25/0,27 (la und Ip) 
57-61 87,l mg Rf 0,25/0,27/0,66 
62-66 17,6 mg Rf 0,66-0,8 (biol. unwirksam) 

Niphimycin ZZa +ZIP. Die Fraktionen 45-50 gaben nach dem Eindampfen i.V. und Trocknen bei 
0,05 Torr ein blass gelbliches amorphes Pulver, loslich in Pyridin, DMSO, Methanol und Athanol, 
[ a ] g =  +38,7"(c= 1,00, CH30H). - UV.: 228 S (4,23), 234 (4,25), 240 S (4,14). - IR. (KBr): nahezu 
deckungsgleich rnit dem von Niphimycin la (s. unten und Fig. 1). - 'H-NMR. und I3C-NMR.: sehr 
ahnlich denen von Niphimycin Ia (s. unten). - Nach Mikrotitration rnit 0 , l ~  HC1 in Methylcellosolve/ 
Wasser 8: 2 Aquiv.-Gew. 1470, pK&cs 4,74. 

C59H103N3018.2 H20 (1178,48) Ber. C 60,13 H 9,15 N 3,57% Gef. C 59,95 H 8,73 N 3,73% 
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Tropjchen-Gegensrromchromatographie (DCC.). In CHC13/CH30H/H20 35: 65: 40 (untere Phase 
stationar) wurden 700 mg Niphimycin 1 (entsprechend etwa den Fraktionen 54-56 des obigen Chro- 
matograrnms) aufgetrennt und Fraktionen a 10 ml (60 Min.) gesammelt und durch DC. gepriift. Die 
Fraktionen 75-95 gaben beim Eindampfen i.V. 343 mg reine Komponente Ia und die Fraktionen 39-49 
139 mg reines Niphimycin Ip. Die Fraktionen 50-74 enthielten ein Gemisch der beiden Komponenten. 

Niphimycin l a .  Nach dem Urnfallen aus CH30H/Aceton farbloses Pulver, loslich etwa wie 
Niphimycin I1 (s. oben), Smp. 133-136", [u#= + 32,75" (c= 1,1, CH30H). Mikrotitration: pKb,--= 5,04; 
Aquiv.-Gew. 1217. - UV.: 228 S (4,48), 233 (4,50), 240 S (4,35). - IR. (KBr): s. Figur 3. - 'H-NMR. 
(CD30D): s. Figur 2. - I3C-NMR. (CD30D): s. Figur 1. - FAB./MS.: Signalgruppe urn 1142 mit 
hochsten Piken bei m/i  1142 und 1143; Fragmente mit m/z 1124 und 1098. - Mo1.-Gew. (Dampfdruck- 
Osmometrie in Athanol): gef. 11 10. 

C59Hl03N3018. 3 H20 Ber. C 59,22 H 9,18 N 3,51% 
(1 196,48) Gef. ,, 59,48 ,, 8,75 ,, 3,56% 

Gef. ,, 60,24 ,, 8,99 ,, 3,66% 

Niphirnycin I p .  Nach Urnfallen aus CH30H/Aceton farbloses Pulver, Smp. 132-139", [ a ] g =  + 32,4" 
(c=0,9. CH30H). - UV., IR. und IH-NMR.: nicht unterscheidbar von Niphimycin l a .  I3C-NMR. 
(CD30D): s. Figur 1.  - FABJMS.: wie Niphimycin Ia. 

C59H103N3018.3 H20 Ber. C 59,22 H 9,18 N 3,51% 
(1 196,48) Gef. ,, 59,37 ,, 8,86 ,, 3,51% 

3. Umwandlung von Niphimycin Ia in I/3 und umgekehrt. - Eine einproz. Losung von Niphimycin Ia 
in CH30H wurde 3 Wochen bei RT. aufbewahrt. DC.: Zwei nahezu gleich intensive Flecke mit den 
Rf-Werten von Niphimycin Iu und IP. daneben rnehrere wesentlich schwachere Flecke mit grosserem 
Rf-Wert (Zersetzungsprodukte). Ein vollig gleiches Gemisch wurde erhalten, wenn reines Niphimycin IP 
in Methanol aufbewahrt wurde. 

4. Hydrierung von Ia + 18 zum entsprechenden Octahydroniphimycin-Gemisch. - In 3 ml CH30H 
wurden 30 rng PtO2 vorhydriert, dann 308 mg Niphimycin I (Gemisch aus la und 1p)in 4 ml CH30H 
zugegeben und in einer H2-Atmosphare bis zum Aufhoren der H2-Aufnahme geruhrt (23 ml, ca. 
3,6 mol H2 pro mol Niphimycin). Nach dem Abfiltrieren des Katalysators und Eindampfen wurde mit 
CH30H an Sephndex LH-20 chromatographiert und das gemass DC. einheitliche Produkt (Rf 0,21 
in BuOH/AcOH/H20 67: 10: 23, Kieselgel) nach dem Eindampfen und Trocknen als farbloses 
amorphes Pulver gewonnen (267 mg). - UV.: kein Maximum oberhalb 210 nm. - IR. (KBr): 1718, 
1665, 1640, 1595. - 'H-NMR. (300 MHz, (D6)DMSO nach Austausch mit D20): 0,7-0,95 (m,  21H, 
7 CH3); 1,05 (d, J = 7 ,  3 H,  H3C-C(2)); 1,O-1,9 (m, ca. 50 H); 2,50 (m,  2 H); 2,72 (s, 3 H, H3C-N); 
3,07 (t. J =  6, 2 H, H2C-N); 3,15 (m,  1 H); 3,3-4,l (m, ca. 12 H); 4,59 (t-ahnlich, J r 4 ,  CH-0-CO); 
4.99 (br. s, wl,2 ca. 20 Hz, CH-0-CO). - I3C-NMR. (CD30D): 10,54 (qa), 11,25 (qa), 13,53 (qa), 
14,97 (qa, 2 CH3), 15,49 (qa), 16,51 (qa), 20,44 (qa), 27-50 (teilweise uberlappende Signale von ca. 30 C); 
65-82 (uberlappende Signale von 12-15 C); 99,4 und 99,6 (s, 0-C-0  von 2 Diastereomeren); 158,4 
(s, Guanidin-C); 171,7 (s); 173,8 (s); 176,8 (s). 

C59H1llN3018. 3 H20 Ber. C 58,88 H 9,78 N 3,49% 
(1204,55) Gef. ,, 58,89 ,, 9,41 ,, 3,38% 

5. Oxydation von Niphimycin I rnit Salpetersaure. - Eine Liisung von 557 mg Niphimycin I (a+P) 
in 40 rnl konz. Salpetersaure/Wasser 1:l wurde unter N2 4% Std. unter Ruckfluss erhitzt und dann 
die Salpetersaure i.V. abgetrieben. Der Ruckstand (496 mg) wurde in 3 ml CH30H gelost und bei 0" 
30 ml atherische Diazomethanlosung zugetropft. Nach 5 Min. wurde i.V. eingedampft und der 
Ruckstand im Kugelrohr destilliert (1 Torr, bis 120" Badtemp.). Das Destillat (185 mg) enthielt 
gernass Kapillar-GC. (Fig. 5) uber 50 Kornponenten. Eine Vortrennung liess sich durch prap. GC. 
(145"; 30-35 ml He/Min.) durchfuhren (s. Tab. 1). In vier weiteren Ansatzen wurden noch 1,47 g 
Niphimycin I in gleicher Weise abgebaut. Die im Kapillar-GC. erkennbaren Pike waren in jedem Fall 
dieselben, doch schwankten die relativen Intensitaten betrachtlich. Die Auftrennung durch prap. GC. 
erfolgte wie oben. Fur die weitere Bearbeitung wurden einander entsprechende Fraktionen vereinigt. 

Fraktion A.  Die Identifizierung rnit kauflichem Oxalsaure-dimethylester erfolgte durch IR., 
'H-NMR., MS. und Kapillar-GC. 
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Fig. 5.  Kapillar-GC. des Abbaugemisches von Niphimycin I (Ucon HB, 90') 

Fraktion B. Die Identifuierung von Bernsteinsaure-dimethylester, Methylbernsteinsaure-dimethyl- 
ester und 2-Methylglutarsaure-dirnethylester erfolgte ohne prap. Auftrennung durch GC./MS. (Vergleich 
mit kauflichen Proben). 

Fraktion C. Die einheitliche Fraktion stimmte nach IR., 'H-NMR. und MS. mit kauflichem 
Methylbernsteinsaure-dimethylester iiberein. 

Fraktion D. Die vereinigten Fraktionen D (49,7 mg) wurden an2 g Kieselgel (Merck, unter 0,08 mm) 
mit Benzol/CHCl3 19: 1 chromatographiert und gaben neben Mischfraktionen 8 mg einheitlichen 
Apfelsaure-dimethylester ( [ a ]g=  - 0,9" (c = 0,74, CH30H); Identifuierung durch IR., 'H-NMR. und 

Tabelle 1. Auftrennung des Estergemisches aus Niphimycin I durch praparative Gas-Chromatographie 

Fraktion Menge Rel. Anteil Anzahl Pike Hauptkomponenten gemass Kapillar-GC. (tR in Min. 
(ms) ("h) (Kapillar- bei 90" rel. Anteil in der Fraktion rh]) 

GC.) 

A 
B 

C 
D 

E 

F 
G 

H 
I 
J 
K 
L 
M 
Total 

27,6 34 
2,7 3,4 

10.3 13 

737 10 
3.0 4 

1 
8 

1 
6 

7 

9 
7 

4 
ca. 25 

1 
ca. 15 

4 
11 

Oxalsaure-dimethylester ( 1 3  100) 
Methylbernsteinsaure-dimethylester (2,4/ 13) 
Bernsteinsaure-dimethylester (2,5/ 13) 
2-Methylglutarsaure-dimethylester (3,9/40) 
Methylbernsteinsaure-dimethylester (2,4/100) 
Glutarsaure-dimethylester (3,8/4,7) 
Apfelsaure-dimethylester ( 12,6/77) 
Glutarsaure-dimethylester (3,8/5) 
3-Methylapfelsaure-dimethylester (1 1,1/50) 
Apfelsaure-dimethylester (12,6/30) 
Glutarsaure-dimethylester (3,8/22) 
2 (6,6/5); 2-Methyladipinsaure-dimethylester (6,8/50); 
3-Methyladipinsaure-dimethylester (7,5/ 16) 
2 (6,6/94) 
2 (6,6/1,3); 3 (11,8/9) 

3 (11,8/8); 4 (22,9/18) 
4 (22,9/94) 
8 (60,7/59) 
13 identifizierte Verbindungen 

3 (11,8/lOO) 
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MS., Vergleich rnit ejner kauflichen Probe). - Methylbernsteinsaure- und Glutarsaure-dimethylester in 
der Fraktion D wurden durch Kapillar-GC. und GC./MS. (Vergleich mit kauflichen Proben) identi- 
fiziert. 

Fraktion E. Methylbernsteinsaure-, 3-Meihylapfelsiiure- und Glutursaure-dimethylester wurden durch 
GC./MS. identifiziert. 

Fraktion F. Die Hauptkomponente der Fraktion wurde durch GC./MS. als Glutarsaure-dimethyl- 
ester erkannt. Die acht Nebenkomponenten konnten nicht eindeutig erfasst werden. 

Fruktion G. Die Identifizierung von 2-Methyludipinsaure- und 3-Methyludipinsaure-dimethylester 
erfolgte durch GC./MS. (Vergleich mit authentischen Praparaten). Eine weitere Komponente hatte 
die gleiche Retentionszeit wie 2,4-Dimethyladipinsaure-dimethylester (2), der aus der nachfolgenden 
Fraktion H in grosserer Menge isoliert wurde. 

Fraktion H. Die Chromatographie von 7,7 mg Rohfraktion an 2 g Kieselgel 60 mit abs. CHC13 
gab 3,4 mg einheitlichen (2R, 4S)-2,4-Dimethyludipinsaure-dimethylester (2). [a]:: = + 4,O" ( c  = 0,38, 
CH30H). ~ IR. (CHC13): 1730. - 'H-NMR. (FT.): 0,96 (d, J = 6 ,  3 H); 1,16 (d, J = 7 ,  3 H); 0,75-2,7 
(m, 6H) ;  3,67 (s ,  3 H); 3,68 (s ,  3 H ) .  - MS.: 171 ( 5 ,  M'-31) ,  143 ( l l ) ,  142 (14), 130 (18), 112 (21), 
99 (29), 97 (14), 88 (32), 85 (25), 83 (43), 69 (79 ,  59 (39), 57 (57), 55 (68), 43 (IOO), 41 (75), 29 (361, 
27 (21). - IR.; 'H-NMR., MS. und t~ in Ubereinstimmung mit synthetischem (2RS,4SR)-2,4-Dimethyl- 
adipinsuure-dimethylester (s. unten). 

Die Fraktionen I und K waren zu komplizierte Gemische fur eine weitere Auftrennung. Die in 
Tabelle I angegebenen Identifizierungen beruhen auf ubereinstimmenden tR mit Produkten, die aus 
anderen Fraktionen rein erhalten wurden. 

Fraktiori J .  Die nahezu einheitliche Fraktion (l6,3 mg) wurde an 2 g Kieselgel 60 mit Benzol/ 
CHC13 4: 1 chromatographiert und gab 7,6 mg einheitlichen (2S,4S)-2,4-Dimethylpimelinsaure-dimethyl- 
ester (3). [a]@= + 10" (c=0,05, CH30H). - IR. (CHC13): 1732. - 'H-NMR. (100 MHz, CDC13): 0,91 
( d , J = 6 , 3 H ) ;  1 ,17(d , J=7 ,3H) ;  1 , 1 - 1 , 9 ( m , 5 H ) ; 2 , 3 4 ( t , J = 8 , 2 H ) ; 2 , 5 9 ( m , l H ) ; 3 , 6 9 ( ~ , 6 H ) . -  
MS.: 185 (10, Mt-31), 157 (13), 156 (lo), 141 (lo), 129 (44), 125 (21), 101 (15), 97 (46), 88 (79), 

'H-NMR., MS. und t~ in Ubereinstimmung mit der synthetischen Probe (s. unten). 
Fraktion L. Die Rohfraktion (23 mg) gab nach Chromatographie an 2,5 g Kieselgel 60 mil Benzol/ 

CHC13 19: 1 8 mg einheitlichen (2S, 4S)-2,4-Dimethylkorksaure-dimethylester (4) als farbloses 01. 
[ a ]g=  + 10" (~=0,55, CH30H). - IR. (CHC13): 1730. - 'H-NMR. (FT.): 0,88 (d, J = 6 ,  3 H); 1,15 
(d, J = 7 ,  3 H); 1,0'1,86 (m,  7 H); 2,27 (t, J = 8 ,  2 H); 2,3-2,65 (m,  1 H); 3,64 (s, 6 H). - MS.: 199 

101 (lo), 97 (48), 88 (90), 83 (39 ,  74 (32), 73 (19), 69 (IOO), 59 (52), 57 (29), 55 (68), 41 (65), 32 (23), 

Fraktion M.  Die Hauptkomponente aus 29,5 mg dieser Fraktion wurde ebenfalls durch Chro- 
matographie an 2 g Kieselgel (unter 0,08) rnit Benzol/CHCI3 19: 1 als einheitliches 01 (9.2 mg) gewonnen 
und erwies sich durch die Spektren als 2-(6'-Methoxycarbonyl-5'-methyl-2'-tetruhydropyrunyl)propion- 
suure-methylester (8). [a]D= + 6" (c= 0,5, CH30H). - IR, (CHC13): 1732. - 'H-NMR. (100 MHz, CDCI3): 
s. Figur 4.  - MS.: 245 (I ,  M +  + I), 212 (13), 194 (26), 185 (26), 166 (lo), 157 (13), 153 (49 ,  144 (26), 
129 (61), 125 (SS), 114 (13), 112 (23), 107 (29), 101 (65) ,  97 (52), 88 (26), 85 (26), 82 (39), 69 (98), 
59 (65), 55 (loo), 43 (26),41 (97), 29 (90). 

83 (44), 81 (18), 74 (18), 73 (23), 69 (59), 59 (49), 55 (IOO), 41 (74), 32 (38), 29 (51), 28 (33). -IR., 

(6, Mt-31).  182 (lo), 171 (23), 166 (19), 157 (16), 151 (23), 143 (35), 139 (29), 125 (13), 111 (39), 

28 (26). 

6. Oxydation des Octahydroniphimycingemisches mit Salpetersaure. - Die Oxydation von 3,96 g 
Octahydroniphimycin 1 (aus einem Gemisch von la und Ip) rnit 100 ml konz. Salpetersaure/Wasser 1 : 1 
wahrend 4,5 Std. bei 120" unter N2 gab nach dem Verestern mil Diazomethan 2,91 g rohes Ester- 
gemisch und nach der Destillation bei 1 Torr (bis 150") 1,04 g Destillat. Die Auftrennung durch 
prap. GC. gab die in der TabeNe 2 zusammengestellten Fraktionen. Ein weiterer Ansatz von 2 g 
Ausgangsmaterial wurde in gleicher Weise behandelt. Gleichwertige Fraktionen wurden mit denen 
der Tabelle 2 vereinigt. Nachfolgend werden nur die Befunde angegeben, die gegenuber dem Abbau 
von Niphimycin I neue Erkenntnisse lieferten. 

Fraktion E .  Durch Chromatographie an Kieselgel (unter 0,08) mit BenzoUCHC13 9: 1 wurden 
aus 103 mg Fraktion E anschliessend an eine Reihe von Mischfraktionen 7,4 mg einer einheitlichen 
Fraktion eluiert, die durch IR., 'H-NMR. und MS. als 2-Mefhylglutarsaure-dimethylester identifiziert 
wurde. Eine spatere Fraktion gab 6,6 mg einheitlichen 3-Methylupfelsiiure-dimethy/ester, der rnit den 
gleichen Methoden identifiziert wurde ( [ a ] ~ =  - 4" (c = 0,6, CH30H)). 
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Tahelle 2. A ufrennung des Estergemisches aus Octahydroniphimycin durch priip. Gas-Chromatographie 

Fraktion Menge Rel. Anteil Anzahl Pike Hauptkomponenten gemass Kapillar-GC. (tR in Min.1 
(mg) (Kapillar- rel. Anteil in der Fraktion ["h]) 

GC.)  

A' 
B' 
C' 

D' 

E' 

F' 

G' 

H' 

I' 

J' 

K 
L' 

M' 

N' 

0 
P' 
Q' 

128,4 
13,4 
143 

32.3 

36,l 

27.9 

99,6 

32.1 

29,3 

37.5 

28,4 
26,l 

25,3 

43.5 

8 3  
10,8 
1,6 

Total 595.6 

21.6 
22 
2.4 

5.4 

61 

4,7 

16,7 

5,4 

5,O 

6.3 

4 8  
4,4 

42 

7,3 

1.5 
13 
0,3 

100 

2 
2 
5 

10 

7 

ca. 12 

1 1  

10 

ca. 13 

ca. 18 

ca. 19 
10 

6 

9 

7 
4 
4 

Oxalsgure-dimethylester (1,5187) 
Bernsteinsaure-dimethylester (2,5193) 
Methylbernsteinsaure-dimethylester (2,4144) 
Bernsteinsgure-dimethylester (2,518) 
2-Methylglutarsaure-dimethylester (3,9129) 
lipfelsaure-dimethylester (l2,6/44) 
2-Methylglutarsaure-dimethylester (3,9/49) 
2-Methyladipinsaure-dimethylester (6,8/ 1,2) 
3-Methylapfelsaure-dimethylester (1 I ,  1/19) 
lipfelsaure-dimethylester ( 12,618) 
Glutarsaure-dimethylester (3,813) 
2-Methyladipinsaure-dimethylester (6,8/ 12) 
3-Methylapfelsaure-dimethylester (1 1,113) 
9 (28,8/2); 10 (24,2110) 
2-Methyladipinsaure-dimethylester (631 12) 
3-Methyladipinsaure-dime thylester (7,5/ 12) 
9 (28,8/18); 10 (24,2/13); 
3-Hydroxy-2-methylglutars8ure-dimethylester (25,0/ 10) 
2 (6,6/2,5); 9 (28,8/19); 10 (24,2/56); 
3-Hydroxy-2-methylglutarsgure-dimethylester (25,0/ 10) 
2-Methylpimelinsaure-dimethylester (1 1,613 1) 
lla (41,0/4); 12 (55,0/1); 13 (42,3/20); 16 (37,8/9) 
3 (1 1,8/8); lla (41,0/9); llb (64,2/2); 12 (55,0/2,5); 
13 (42,3/8); 17 (46,4/2) 
17 (46,4/12) 
2-Methylkorksaure-dimethylester (21,718) 
4 (22,9/8); 14 (76,8115) 
4 (22,9/6) sowie vor allem eine nicht identifizierte 
Verbindung (141,9179) 
8 sowie ein Diastereomeres von 8 (44,2/3,2 und 60,7/63) 
15 (22,3 [ 120"]/4) 
5 (42,0/32); Isomer von 8 (82,0/25); 15 (22,3 [120"]/8) 
6 (85,3/85) 
7 (21,6 [120"]/93) 
28 identifizierte Verbindungen 

Frakrion G'. Chromatographie von 141 mg des Gemisches mit Benzol/CHC13 4:l gab 7,5 mg einer 
nahezu einheitlichen Fraktion, woraus durch nochmaliges Chromatographieren 2,5 mg reiner 
2-Methyladipinsliure-dimethylester isoliert und durch das 'H-NMR. (FT.) sowie das MS. identifiziert 
wurde. Eine spatere Fraktion von 18,4 mg gab nach nochmaligem Chromatographieren 7,4 mg 
trans-4-MefhoxycarbonyZ-3-methylbutan-l-olid (10) von uber 90proz. Reinheit. - IR. (CHCI3): 1790, 
1747. - 'H-NMR. (FT.): 1,29 (d, J =  6,5, 3 H); 2,0-2,95 (m, 3 H); 3,81 (s, 3 H); 4,51 (d, J =  5, 1 H). - 
MS.: 158 (14), 101 (12), 100 (78), 99 (IOO), 98 (24), 89 (30), 72 (26), 71 (49), 69 (33), 59 (39), 55 (29), 
53 (21), 45 (18), 44 (20), 43 (37), 42 (36). 

IR., 'H-NMR. und MS. in uhereinstimmung mit einer synthetischen Probe (s. unten). 
Fraktion H'. Die vereinigten Fraktionen H' (42,5 mg) wurden an Kieselgel 60 mit Benzol/CHC13 

9: 1 chromatographiert und gaben zunachst 4,8 mg ca. 80% reines cis-4-Methoxycarbonyl-3-methyfbutan- 
4-olid (9). - IH-NMR. (FT.): 1,09 (4 5=7, 3 H); 2,l-3,1 (m. 3 H); 3,81 (s, 3 H); 4,91 (d, J = 8 ,  1 H) 
sowie schwache Signale einer Verunreinigung. 
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Nach tR und 'H-NMR. Ubereinstimmung rnit einer synthetischen Probe (s. unten). 
Nach der Eluierung von 9 wurde noch eine einheitliche Fraktion von 1,1 mg erhalten, gemass 

den Spektren ,3-Hydroxy-2-methylglutursaure-dimethylester. - 'H-NMR. (FT.): 1,21 (d, J =  7,5, 3 H); 
2.45-2,8 (m, 3 H); 3,26 (br., 1 H); 3,72 (s, 6 H); 4,20 (m, 1 H). - MS.: 159 (7), 141 (86), 130 (38), 
117 (71), 113 (48), 103 @ I ) ,  89 (24), 88 (52), 87 (29), 85 (86), 81 (14), 74 (36), 71 (90). 61 (50), 59 (57). 
57 (48), 56 (71), 55 (29), 32 (90), 29 (100). 

Fruktion,I'. Chromatographie von 70,6 mg Gemisch an Kieselgel 60 mit BenzoVCHCI3 9 : l  gab 
in einer friihen Fraktion 2,5 mg einheitlichen 4,I-Dinitrovaleriunsaure-methylester (13). - IR. (CHC13): 
1744. - 'H-NMR. (FT.): 2,14 (s, 3 H); 2,36-3,0 (m, 4 H); 3,72 (s, 3 H). - MS.: 175 (95, M +  -31), 
129 (57), 127 (50), 113 (36), 99 (91), 88 (19), 85 (33). 71 (33), 59 (62), 57 (16), 55 (57), 53 (50), 44 (14), 
43 (100). 

Nach tR. IR., IH-NMR. und MS. Ubereinstimmung rnit der synthetischen Probe (s. unten). 
Ein folgendes Eluat enthielt 0,5 mg einheitlichen Isoxazol-3,5-dicarbonsaure-dimethylester (16). - 

IR. (CHCl3): 1748, 1603, 1589, 1471. - 'H-NMR. (FT.): 4,OO (s, 3 H); 4,Ol (s, 3 H); 7,31 (s, 1 H). - 
MS.: 185 (1 I), 155 ( 4 ,  154 (37), 82 (25), 68 (6), 67 (9), 59 (IOO), 39 (lo), 29 (6), 28 (6), 27 (5). 

Ubereinstimmung in den Spektren und tR rnit der synthetischen Probe (s. unten). 
Eine weitere Fraktion von 4,2 mg erwies sich durch IR., IH-NMR., MS. und tR als reiner 2-Methyl- 

pimelinsuure-dimethylester. 
Gleich folgend wurden 0,7 mg einer einheitlicher Verbindung eluiert, die aufgrund der Spektren 

5-Methoxycarbonyl-hexun~4-olid ( l la )  ist. - 1R. (CHC13): 1781, 1738. - 'H-NMR. (FT.): 1,26 (d, J =  6, 

113 (4), 99 (5), 88 (20), 86 (5), 85 (IOO), 83 (14), 69 (6), 59 (5), 47 (14), 56 (lo), 55 (7), 43 (6), 41 (lo), 
29 (28), 28 (lo), 27 (10). 

Das letzte einheitliche Produkt aus diesem Chromatogramm (2.4 mg) war aufgrund der Spektren 
5-MethoxycarbonyI-3-methyl-pentun-4-olid (12). - IR. (CHC13): 1780, 1735. - 'H-NMR. (FT.): 1,18 
(d, J =  6, 3 H); 2,05-2,9 (m. 5 H); 3,73 (s, 3 H); 4,48 (qu, J = 7 ,  1 H). - MS.: 154 (23, M t  - 18), 142 (15), 
130 (23). 103 (30), 99 (loo), 85 (14), 83 (21), 74 (18), 71 (54), 70 (14), 69 (22), 59 (14), 43 (52), 42 (64), 
41 (40), 39 (20), 27 (15). 

Fruktion J'. Die Chromatographie an Kieselgel 60 mit Benzol/CHC13 9.1 gab zunachst 4,s mg 
eines Gemisches, aus dem durch nochmaliges Chromatographieren 2 mg einheitliches Produkt erhalten 
wurde, das rnit der Verbindung 12 (s. oben) identisch war. Eine weitere einheitliche Verbindung 
(5,l mg) wurde anschliessend eluiert. Sie stimmte in der Kapillar-GC. mit dem Produkt l l a  nicht 
iiberein, ohwohl die Spektren sehr ahnlich waren. Es handelt sich um das Diastereomere l l b  von 
5-Methoxycurbonyl-hexun-4-olid. - IR. (CHC13): 1773, 1735. - 'H-NMR. (100 MHz, CDCI3): 1,20 
(d, J = 7 ,  3 H); 1,8-3,0 (m, 5H); 3,73 (s, 3 H); 4,72 (qa, J = 8 ,  1 H). - MS.: 172 (I) ,  144 (5), 141 ( l l ) ,  
130 (7), 113 (3, 99 (8), 88 (31), 86 (6), 85 (loo), 83 (9), 71 (6), 69 (9). 59 (7), 57 (16), 56 (12). 55 (9), 
43 (9), 42 (9), 41 (13), 29 (23), 28 ( I I ) ,  27 (12). 

Fraktion K'. Die Chromatographie an Kieselgel 60 rnit BenzoUCHC13 9: I (Kolonne 0,5 x 30 cm) 
gab neben Mischfraktionen 0,5 mg einer einheitlichen Verbindung [IR. (CHC13): 1740. - 'H-NMR. 

59 (100). 52 (15), 42 (18), 28 (24)]. Das 'H-NMR. stimmt nicht iiberein mit denen von 3-Methylisoxuzol- 
4,5-dicarbonsaure-dimethylester 1231 und 5-Methylisoxuzol-3,4-dicurbonsaure-dimethylester (32, s. unten). 
Es handelt sich um 4-Methylisoxuzol-3,5-dicarbonsaure-dimethylester (17). 

Fruktion L'. Durch Chromatographie an Kieselgel 60 (Kolonne 0,5 x 34 cm) *wurden neben Misch- 
fraktionen 1,5 mg einheitlicher 5,5-Dinitrocupronsdure-methylester (14) erhalten. - IR. (CHCl3): 1745, 
1578, 1445, 1400, 1332. - 'H-NMR. (FT.): 1,4-1,9 (m, 2 H); 2,15 (s, 3 H); 2,35-2,7 (m, 4H); 3,71 
(s, 3 H). - MS.: 189 (82, M +  -3l) ,  142 (91). 115 (33), 113 (15), 112 (20), 96 (16), 95 (21), 85 (100). 82 (25), 
74 (20), 69 (15), 67 (48), 59 (64), 55 (50), 44 (22), 43 (93). 41 (45), 39 (32). 

3 H);  1.8-2,9 (m,  5 H); 3,73 (s, 3 H); 4,64 ( d x  t, J1=8, J2=7,5, I H). - MS.: 144 (4, M +  -28), 141 (lo), 

(FT.): 2,52 (s, 3 H); 4,OO (s, 6H). - MS.: 199 (3). 168 (32), 167 (15), 140 (16), 112 (35), 96 (32), 80 (15), 

C6H9N205 (M+-31) Ber. 189,0512 Gef. 189,0507 

Spatere Eluate des gleichen Chromatogramms gaben 3,3 mg zu 75% reinen 2-Methylkorksuure- 
dimethylester. Das Praparat enthielt gemass Kapillar-GC. noch 15% 2,4-Dimethylkorksuure-dimethyl- 
ester (3) sowie mehrere geringfugige Verunreinigungen (unter 5%). Trotzdem stimmte das IR. praktisch 
voilstandig rnit dem der Vergleichsprobe iiberein. Die Signale der Hauptkomponente im 'H-NMR. 
und im MS. stimmten uberein rnit denen von authentischem 2-Methylkorksaure-dimethylester. 

Die Fraktion M' gab an Kieselgel keine einheitlichen identifizierbaren Verbindungen. 
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Fruktion N'. Chromatographic an Kieselgel 60 mit Benzol/CHC13 9:1 gab aus 69 mg Fraktion N' 
7.7 mg einheitliches Produkt, das in allen Eigenschaften mit der Verbindung 8 aus dem Abbau von 
Niphimycin iibereinstimmte (s. oben). Darauffolgende Fraktionen gaben 1,7 mg einer Verbindung, 
deren Spektren mit denen von 8 nahe venvandt waren, die aber bei der Kapillar-GC. cine deutlich 
kleinere tR besitzt (44,2 gegenuber 60,7 Min.). Es handelt sich offensichtlich um ein Diastereomeres 
von 8. - IR. (CHC13): 1735. - 'H-NMR. (FT.): 0,93 (d, J = 7 ,  3 H); 1,14 (d, J = 7 ,  3 H); 1,26-1,95 
(m,  4 H); 2,O-2,35 (m, 1 H); 2,76 (qu, J=7, 1 H); 3,70 (s, 3 H); 3,72 (s, 3 H); 4,14 (d, J=2,5, 1 H). 

Eine dritte Verbindung aus dieser Fraktion wurde in einer Menge von 1,5 mg rein erhalten und 
envies sich durch die Spektren als 6,6-Dinifroonunthsuure-methylester (15). - IR. (CHC13): 1735, 
1570, 1441, 1395, 1369, 1330. - 'H-NMR. (FT.): 1,14-1,9 (m,  4 H); 232 (s, 3 H); 2,22-2,63 (m, 4 H); 
3,68 (s, 3 H). - I3C-NMR. (25 MHz, CDC13): 21,89, 23,13, 24,15, 33,15, 36,19, 51,61, 75,59. Wegen 
der geringqn Menge konnte kein off-resonance-Spektrum aufgenommen werden; ebenso wurde das 
Carbonylsignal von Rauschsignalen iibertont. - MS.: 203 (86, M +  -31), 156 (22), 129 (20), 109 (29), 
99 (18), 85 (IOO), 83 (53), 81 (85), 74 (43), 67 (29), 59 (45), 55 (45), 44 (37), 43 (93), 41 (61), 39 (26). 

C7HllN205 (M' -31) Ber. 203,0668 Gef. 203,0667 
Fruktion 0 .  Die Auftrennung an Kieselgel 60 mit Benzol/CHCl3 9: 1 (Kolonne 0,5 x 23 cm) gab 

aus 343  g Rohfraktion zunachst 5,1 mg (2s. 4S)-2,4-Dimethylnonansaure-dimethylester (5), Kapillar- 
GC.: einheitlich, Ubereinstimmung rnit einer Komponente des synthetischen Gemisches (s. unten), 
[ a ] g =  +8" ( ~ = 0 , 5 ,  CH30H). - IR. (CHC13): 1723. - 'H-NMR. (FT.): 0,86 (4 J = 6 ,  3H);  1,14 
(d, J = 7 ,  3 H); 1,02-1,85 (m, 9 H); 2,31 (f, J = 7 ,  2 H); 2,36-2,68 (m, 1 H); 3,66 (s, 6H). - MS.: 213 
(7, Mt-31) ,  185 (17), 180 (25), 157 (33), 153 (15), 129 ( I I ) ,  125 (38), 112 (12), 111 (18), 101 (18), 
97 (28), 88 (IOO), 87 (16), 85 (12), 83 (33), 74 (12), 73 (13), 69 (48), 59 (31), 57 (14), 55 (48), 43 (16), 
41 (33), 29 (12). - IR. und MS. fast deckungsgleich mit denen des synthetischen Diastereomeren- 
gemisches. 

Anschliessend wurden 2,2 mg eines weiteren Diastereomeren von 8 mit hoherer tR in reiner Form 
eluiert. - IR. (CHC13): 1739. - 'H-NMR. (FT.): 0,93 (4 J = 7 ,  3 H); 1,14 (d, J = 7 ,  3 H); 1,3-1,95 
(m, 4 H); 2,02-2,35 (m, 1 H), 2,74 (4u, J= 7, 1 H); 3,5-4,1 (m,  1 H); 3,70 (s, 3 H); 3,72 (s, 3 H); 4,14 
(d, J=2,5, 1 H). 

Nach einer Reihe von Mischfraktionen wurden noch 0,7 mg eines einheitlichen Produktes 
isoliert, das aufgrund der Spektren wahrscheinlich ein 2-Hydroxy- 7-mefhylkorksaure-dimethylester ist. - 
IR. (CHC13): 3600, 3520, 1730. - 'H-NMR. (FT.): 1,14 (d, J = 7 ,  3 H); 1,03-1,94 (m, 8 H); 2,36 
(m, I H); 2,70 (br. d, 1 OH); 3,67 (s, 3 H); 3,79 (s, 3 H); 4,18 (m, 1 H). - MS.: 201 (3, M i  -31), 173 (22), 
142 (lo), 141 (loo), 113 (33), 101 (lo), 95 (95), 90 ( l l ) ,  88 (36), 85 (18), 83 (15), 71 (lo), 69 (38), 
59 (23), 57 (27), 55 (27), 45 (13), 43 (25), 41 (31), 29 (16). 

Frukfion P'. Aus 22,6 mg der nahezu einheitlichen Fraktion wurden an Kieselgel mit Benzol/CHC13 
9: 1 9,6 mg reiner (2S, 4S)-2,4-Dimethyldecundisuure-dimethylester (6) erhalten, [ a ]g  = f 8" (c  = 0,9, 
CH30H). - IR. (CHC13): 1731. - 'H-NMR. (100 MHz, CDCl3): 0,87 (d, J = 6 ,  3H) ;  1,14 (d, J = 7 ,  
3H) ;  1,0-1,9(rn, l lH);2,31(f,J=7,2H);2,36-2,76(m, IH);3,64(~,6H).-MS.:227(10,M'-31), 
199 (14), 171 (43), 167 (lo), 139 (33), 129 (lo), 126 (18), 125 (lo), 112 (lo), 111 (lo), 101 (17), 97 (25), 
88 (IOO), 83 (22), 74 (1 I), 73 (1 l), 69 (44), 59 (24), 55 (53), 43 (22), 41 (42), 29 (14). 

Frukrion Q .  Aus 9,8 mg der fast einheitlichen Fraktion wurden durch Chromatographie 8,2 mg 
reiner (2S, 4S)-2,4-Dimefhylundecundisuure-dimethylester (7) erhalten, [ a ] g  = + 11 (c= 0,8, CH30H). - 
IR. (CHC13): 1730. - 'H-NMR. (100 MHz, CDC13): 0,87 (d, J=6, 3 H); ],I4 (d, J=7 ,  3 H); 1,O-1,9 
(m, 13 H); 2,31 (f, J=7, 2H); 2,35-2,7 (m, 1H); 3,65 (s, 6H).  - MS.: 241 (4, M+-31), 213 (13), 
185 (25), 153 (19), 129 (13), 126 (27), 112 (15), 111 (13), 101 (19), 98 (13), 97 (27), 88 (IOO), 87 (15), 
83 (21), 74 (15), 73 (13), 69 (48), 59 (25), 57 (13), 55 (44), 43 (19), 41 (35), 29 (15). 

7. Abbau weiterer Antibiotica rnit Salpetersaure. - Abbuu von reinem Niphimycin l a .  In 2,5 ml konz. 
Salpetersaure/Wasser 1:l wurden 15,6 mg Niphimycin Ia 4,5 Std. unter N2 erhitzt und das Rohprodukt 
rnit Diazomethan verestert. Nach der Destillation i.HV. (Kugelrohr) zeigte das Kapillar-GC. (90") 
die gleichen Produkte, die auch aus dem Gemisch Ia + I/3 erhalten worden waren, in leicht veranderten 
Mengenverhaltnissen. Insbesondere traten die kleineren Abbauprodukte (tR unter 10 Min.) deutlich 
zuriick. 

Abbuu von Niphimycin IIa + IIB.  In gleicher Weise wurden 17,5 mg Niphimycin-11-Gemisch 
oxydiert und derivatisiert. Praktisch alle Abbauprodukte von Niphimycin I waren im Kapillar-GC. 
wieder nachweisbar. 
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Abbau von Copiamycin A .  In gleicher Weise wurden 15 mg Copiamycin A oxydiert und die Pro- 
dukte nach der Veresterung mit Kapillar-GC. untersucht. Das GC. war praktisch identisch mit dem- 
jenigen der Abbauprodukte von Niphimycin I. Insbesondere konnten durch Misch-GC. mit authenti- 
schen Proben folgende Produkte nachgewiesen werden (in Klammer tR): Methylbernsteinsaure- 
dimethylester (I$), Bernsteinsaure-dimethylester (1,9), 2-Methylglutarsaure-dimethylester (3,0), 2 (4,8), 
2-Methyladipinsaure-dimethylester (5,0), 3-Methyladipinsaure-dimethylester ( 5 3 ,  3-Methylapfelsaure- 
dimethylester (8, I), 3 (9,l), Apfelsaure-dimethylester (9,5), 4 (16,4), 8 (43,0)6). 

8. Herstellung yon Vergleichspraparaten. - 8.1. Herstellung von (2RS. ISR)-2,4-Dimethyladipin- 
siiure-dimethylester. - 8.1. I. Herstellung von cis-3,5-Dimethylcyclohexanon (27). Das aus dem 
3,5-Dimethylcyclohexanon-Diastereomerengemisch bereitete Oxim [26] wurde mehrmals aus Petrol- 
ather umkristallisiert (Smp. 73") und enthielt darnach gemass Kapillar-GC. kein trans-Isomeres mehr. 
Die oligen Mutterlaugen bestanden gemass GC. aus ca. 40% cis- und 60% truns-3,5-Dimethylcyclo- 
hexanonoxim. Aus 5,06 g krist. Oxim wurde mit 100 ml siedender 20proz. Salzsaure unter gleich- 
zeitiger Wasserdampfdestillation das Keton freigesetzt und aus dem Destillat (ca. 1 1) mit Ather 
extrahiert. Nach dem Trocknen mit MgS04 und Eindampfen i.V. wurde das Keton im Kugelrohr bei 
einer Ofentemperatur von 45" (0,15 Torr) destilliert: Ausbeute 3,68 g (8 1%)  farblose Fliissigkeit, 
gemass Kapillar-GC. einheitlich. - IR. (CHC13): 1710. - IH-NMR. (100 MHz, CDC13): 1,03 (d, J = 6 ,  
6 H); 1,6-2.6 (m,  8 H). 

CsH140 (126,19) Ber. C 76,14 H 11,18% Gef. C 75,96 H 11,19% 

8.1.2. Herstellung von cis-3.5-Dimethylcyclohexanol (Diastereomerengemisch). Eine Probe des 
Ketons (317 mg) gab bei der Reduktion mit LiAlH4 in abs. Ather ( 1  Std. Riickfluss) 241 mg Alkohol- 
Diastereomerengemisch (28+ (r-I, t-3, t-5-Dimethylcyclohexanol)) (destilliert im Kugelrohr bei 
60"/0,15 Torr), das gemass Kapillar-GC. ein Gemisch von zwei Komponenten war, Verhaltnis ca. 
85:15. - 'H-NMR. (100 MHz, CDC13): 0,93 (d, 5=6 ,  6H) ;  0,5-2,3 (m, 9 H ,  davon 1 austauschbar); 
3,6 ( t x t ,  J1= 10,5; Jz=4,5; 1 H); die Nebenkomponente (ca. 15%) gibt bei 4,14 ppm ein quintuplett- 
ahnliches Multiplett fur H-C(l) m i t 1 2  1S. 

CsH160 (128,21) Ber. C 74,94 H 12,58% Gef. C 74,69 H 12,62% 

8.1.3. Hentellung von (2RS, 4SR)-2,4-Dimethyladipinsaure-dimethylester (2). Zu 10 ml 40proz. 
Salpetersaure wurden bei 100" 271 mg 27 (einheitliches cis-Isomeres) getropft. Nach 15 Min. wurde 
i.V. eingedampft und der Riickstand mehrmals in wenig Wasser gelost und wieder eingedampft. Das 
in 2 ml CH30H geloste Rohprodukt wurde bei RT. mit Btherischer Diazomethanlosung bis zur 
bleibenden Gelbfarbung versetzt. Nach dem Eindampfen setzte sich der Ruckstand (344 mg) gemass 
Kapillar-GC. aus ca. 75% diastereomerenfreiem Ester 2 ( t ~ =  7,O bei 90"), 15% meso-2,4-Dimethyl- 
glutarsaure-dimethylester (tR = 4,1), 7% Methylbernsteinsaure-dimethylester (tR = 2,4) und Spuren 
weiterer Verunreinigungen zusammen. Die reine Hauptkomponente wurde durch prap. GC. in einer 
Menge von 143 mg als farbloses 61 isoliert. Kapillar-GC.: einheitlich, im Mischchromatogramm vom 
Abbauprodukt 2 nicht unterscheidbar. - IR., 'H-NMR. und MS. wie das Abbauprodukt 2. 

C10H1804 (202,24) Ber. C 59,38 H 8,97% Gef. C 59,28 H 8,84% 

Ein aus 2,4-Dimethyl-5-bromvaleriansaure-methylester (20) [25] uber das Nitril 24 und die 
Dicarbonsaure 25 in iiblicher Weise bereiteter 2,4-Dimethyladipinsaure-dimethylester 26 erwies sich 
bei der Kapillar-GC. als Gemisch von 2 ( t ~ = 6 , 6 )  und seinem Diastereomeren (tR' 12,3). Der erste 
Pik stimmte im Misch-GC. mit dem Abbauprodukt 2 uberein. IR. und M S .  kaum unterscheidbar 
von denen des Abbauproduktes 2. - IH-NMR. (100 MHz, CDC13): 0,91 (d, J = 6 ,  cu. 1,5 H); 0,94 
(d, J=6 ,  ca. 1,5 H); 1,15 (d, J = 7 ,  3 H); 1,04-2,62 (m, 6 H); 3,62 (s, 6 H). 

8.2. Herstellung von (2RS, 4RS)-2,4-Dimethylpimelinsiiure-dimethylester. Zu einer heissen Losung 
von 1 g Natrium in 20 ml abs. CH30H und 7,0 g Malonsaure-dimethylester wurden langsam 3,O g 
Bromid 20 [25] getropft und nach 22 Std. Erhitzen unter Riickfluss die Losung auf Eis gegossen. Nach 
dem Ausziehen mit Ather, Waschen (Wasser), Trocknen (MgS04) und Eindampfen wurde der Ruck- 
stand destilliert (109"/0,5 Torr) und das Destillat mit 10 g KOH in 100 ml AthanoVWasser 1:1 22 Std. 

6 ,  Dieses GC. wurde wesentlich spater als die oben beschriebenen mit einer neuen Kapillarsaule 
aufgenommen, woraus sich die Unterschiede in t R  erklaren. 
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unter Riickfluss erhitzt. Nach dem Neutralisieren mit Salzsaure und Eindampfen i.V. wurde der 
salzartige Riickstand mehrmals rnit Ather ausgezogen, der Extrakt durch Celite filtriert und wieder 
eingedampft. Anschliessend wurde wahrend 1 Std. bei 180" decarboxyliert und das rohe Dicarbon- 
sauregemisch einer Craig-Verteilung iiber 2000 Stufen unterzogen; Apparatur mit 200 Glasern, 10 
Umlaufe; Losungsmittelsystem: MeOH/H20/AcOEt/Petrolather (40-70") 2: 4: 3: 3. Die Priifung ein- 
zelner Fraktionen erfolgte durch Entnahme kleiner Proben, Veresterung mit Diazomethan und 
Kapillar-GC. In den Glasern 0-40 war eine Komponente angereichert, die einen Methylester mit 
tR=  11,8 gab, der mit dem Abbauprodukt 3 identisch war. 

Die durch Eindampfen dieser Fraktionen gewonnene Saure (1,3 g) wurde erneut iiber 3000 Stufen 
im gleichen Losungsmittelsystem verteilt und gab aus den einheitlichen Fraktionen 385 mg der fliissigen 
(2RS,4RS)-2,4-dimethylpimelins&ure (21), die gemass Analyse und 'H-NMR. ca. 1 mol CH30H 
enthielt. - IR. (CHC13): 1708. - 'H-NMR. (100 MHz, CDC13): 0,94 (d, J = 6 ,  3 H); 1,20 (d, J = 7 ,  3 H); 
1,3-2,0 (m. 4H); 2,25-2,85 (m, 3 H); 3,49 (s, 3 H). - MS.: u.a. 171 (7, M + -  17), 152 (lo), 142 (14), 
129(21), 124(7), 115(62), 111(14), lOl(14),32(34),31(100). 

CgH1604. CH30H (220,26) Ber. C 5434 H 9,09% Gef. C 5434 H 9,02% 

Der rnit Diazomethan in Ather bereitete (2RS,4RS)-2,4-Dimethylpimelinsaure-dimethylester war 
nach dem Destillieren im Kugelrohr (76"/0,02 Torr) ein farbloses 01. - IR., 'H-NMR., MS. und tR 
wie das Abbauprodukt 3. 

Aus den Glasern 166-200 der ersten Craig-Verteilung wurde 1 g Saure erhalten, in der die Di- 
carbonsaure 22 stark angereichert war (tR des Methylesters = l3,1, verschieden vom Abbauprodukt 3). 
Nochmaliges Verteilen im gleichen Losungsmittelsystem iiber 3000 Stufen gab 372 mg einheitliche 
Saure 22, nach Umkristallisieren aus Ather/Petrolather farblose Kristalle, Smp. 68". - IR. (CHC13): 
1710. - 'H-NMR. (100 MHz, CDC13): 0,93 (d, J = 6 ,  3 H); 1,19 (d, J = 7 ,  3 H); 1,06-2,04 (m, 5 H); 
2,40 ( t ,  J = 7 ,  2 H); 2,4-2,9 (m, 1 H); 10,79 (br., 2 H). - MS. ahnlich 21 ohne die Pike bei m/z 32 und 31. 

C9H1604 (188,22) Ber. C 57,43 H 8,75 Gef. C 57,31 H 8,50% 

Der rnit Diazomethan bereitete (2RS, 4SR)-2,4-dimethylpirnelinsbure-dimethylester (23) war nach 
Kapillar-GC. verschieden vom Abbauprodukt 3. Deutliche Unterschiede waren auch im 'H-NMR. 
zu erkennen: 0,89 (schlecht aufgelostes d, 3 H); 1,13 (d, J =  7, 3 H); 1,2-1.9 (m, 5 H); 2,2-2,7 (m, 3 H); 
3,69 (s, 6 H). - MS. wie 3. 

8.3. Herstellung von 2,4-Dimefhylnonansaure-dimethylesier (5). - 8.3.1. Herstellung von 2,4-Dimethyl- 
5-hydroxyvaleriansaure-dimethylester (29). Eine Losung von 5 g 2,4-Dimethyl-5-hydroxyvaleriansaure- 
lacton (18) [25] in 25 ml 2N NaOH wurde 1 Std. unter Riickfluss erhitzt. Unter Eiskiihlung wurde 
langsam mit verd. Salzsaure angesauert (pH 3 -33 ,  mit Ather in der Kalte ausgezogen und rnit Diazo- 
methan in Ather bei 0" verestert. Nach dem Eindampfen i.V. wurden 5,23 g Methylester 29 als farbloses 
01 erhalten. Kapillar-GC.: 2 Diastereomere mit tR 7,6 und 8.2 (90"); weniger als 1% fliichtige Ver- 
unreinigungen. - IR. (CHCI3): 3600, 3200-3550 (br.), 1730. - IH-NMR. (100 MHz, CDC13): 0,90 und 
0,95 (je d, J=7 ,  zusammen 3 H); 1,lO und 1,15 (je d, J = 7 ,  zusammen 3 H); 1,2-2,0 (m, 3 H); 1,85 
(3, 1 H, rnit D20 austauschbar); 2,5 (m, 1 H); 3,40 und 3,41 (je d, J= 6, zusammen 2 H); 3,60 (s, 3 H). 

8.3.2. Herstellung von 2,4-Dirnethylglutaraldehydsdure-rnethylester (30). Zu einer Suspension von 
9,58 g Pyridiniumchlorochromat in 50 ml CH2C12 wurden unter Ar 4,76 g Methylester 29 in 30 ml 
CH2Cl2 gegeben. Nach 2 Std. Riihren bei RT. wurden 200 ml abs. Ather zugefiigt und vom teerartigen 
Niederschlag abdekantiert. Der Ruckstand wurde noch 3mal mit Ather ausgezogen und die vereinigten 
Atherphasen durch ca. 40 g Kieselgel filtriert und i.V. eingedampft. Eine Probe fur die Spektren 
wurde im Kugelrohr bei 40"/0,2 Torr destilliert. - IR. (CHC13): 2720, 1730. - 'H-NMR. (100 MHz, 
CDC13): 1,lO und 1,11 (je d, J = 7 ,  zusammen 3 H); 1,15 und 1,16 (je d, J = 7 ,  zusammen 3 H); 0.9-1,9 
(m, 2 H); 2,0-2,7 (m, 2 H); 3,65 (s, 3 H); 935  und 9,56 (je d, J = 2 ,  zusammen 1 H). 

8.3.3. Herstellung von 2,4-Dimethyl-5-nonendisaure-dimethylester (31). In einem Zweihalskolben 
wurden 2,05 g CH30Na unter Ar vorgelegt und rasch 2 1,03 g 4-Triphenyl[3-(methoxycarbonyl)propyl]- 
phosphoniumbromid in 96 ml abs. DMF zugegeben. Nach 1 Std. Riihren bei RT. wurde mit Eiswasser 
abgekiihlt und aus einer Injektionsspritze 300 mg 30 in 100 ml abs. DMF zugetropft und iiber Nacht 
bei RT. geriihrt. Nach dem Verdiinnen rnit Wasser wurde 5mal rnit Pentan ausgezogen und nach dem 
Waschen rnit Wasser und Trocknen rnit MgS04 i.V. eingedampft. Der Riickstand wurde an 25 g 
Aluminiumoxid (neutral, Aktivitat IV) chromatographiert. Nach dem Eluieren des Triphenylphosphins 
rnit Pentan wurde das Estergemisch erhalten und durch prap. GC. weiter gereinigt: 245 mg 61, nach 
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Kapillar-GC. 2 Haupt- und mehrere Nebenkomponenten. Gemass 'H-NMR. (100 MHz, CDC13) 
herrschen die (Z)-Komponenten vor: bei Einstrahlung bei 2,5 ppm [m, 6 H, H-C(2), H-C(4), 
2 H-C(7) und 2 H-C(8)]: 5,2 (d, J =  10, 1 H); 5,35 (d, J =  10, 1 H). - MS.: 242 (2), 210 (18), 182 (9). - 
Da nur geringfiigige Mengen an (E)-Isomeren vorhanden sind, mussen sich die beiden Hauptkompo- 
nenten in der raumlichen Lage der Methylgruppen an C(2) und C(4) unterscheiden. 

Wenn von reinem meso-2,4-Dimethylglutarsaureanhydrid (Smp. 92") ausgegangen wurde, konnten 
das Lacton 18 und der Methylester 29 praktisch diastereomerenfrei erhalten werden (gemass Kapillar- 
GC. iiber 95% Hauptkomponente). Bei vorsichtigem Arbeiten7) herrschte auch beim Aldehyd 30 die 
eine Komponente stark vor (Isomerenverhaltnis cu. 92: 8). Im Produkt 31 der Wittig-Reaktion waren 
aber die beiden (Z)-Isomeren immer in vergleichbarer Menge vorhanden, weshalb fur die grosseren 
Ansatze das Diastereomerengemisch des 2,4-Dimethylglutarslureanhydrids eingesetzt wurde. Wenn 
ein geringerer Uberschuss an Wittig-Reagens verwendet wurde, waren die Ausbeuten an 31 erheblich 
geringer (vgl. [28]). 

8.3.4. Herstellung von 2,4-Dimethylnonandisuure-dimethylester (5 + Diastereomeres). Die Hydrierung 
von 200 mg 31 in 7 ml CH30H erfolgte bei RT. in Gegenwart von 155 mg IOproz. Pd/C und gab 
198 mg Rohprodukt, das durch prap. GC. weiter gereinigt wurde, wobei aber die beiden Hauptkompo- 
nenten nicht voneinander getrennt werden konnten. - IR. (CHC13): kaum unterscheidbar vom Abbau- 
produkt 5. - 'H-NMR. (100 MHz, CDC13): 0,85 und 0,87 fie d, J = 7 ,  zusamrnen 3 H); 1, lO und 1,12 
(je d, J =  7, zusamrnen 3 H); 1,O-2,0 (m,  9 H); 2,3 (t, J= 8, 2 H); 2,4-2,6 (m,  1 H); 3,65 (s, 6 H). - 
Kapillar-GC.: t~ 42,O (5) und 46,2; 2 Pike ahnlicher Intensitat. 

C13H2404 (244,32) Ber. C 63.90 H 9,90 Gef. C 64,04 H 10,01% 

8.4. Hersteflung von 4-Methoxycarbonyl-3-methyl-4-butanoliden (9 und 10). Die beiden diastereo- 
meren Lactone 9 und 10 wurden nach Stoll & Seidel 1201 hergestellt. Auf der Stufe der Lactoncarbon- 
sauren konnte zunachst das trans-Isomere kristallin abgetrennt und durch Umkristallisieren aus 
AcOEt/Cyclohexan gereinigt werden; Smp. 88-89". 

C6HsO4 (144,12) Ber. C 50,OO H 5,60 Gef. C 49,88 H 5,58% 

Durch Veresterung mit Diazomethan in Ather bei 0" wurde der Methylester 10 als farblose Flussig- 
keit erhalten und durch Destillation im Kugelrohr gereinigt; tR (23,6). - IR. und 'H-NMR. wie Abbau- 
produkt 10. - I3C-NMR. (25 MHz, CDC13): 18,75 (qa), 34,50 (4, 35,17 (t), 52,53 (qa), 81,85 (4, 
169,81 (s), 175,32 (s). 

Der flussige Teil des Sauregemisches gab mit Diazomethan ein Gemisch der Ester 9 und 10. 
Die Trennung gelang durch prap. Hochleistungs-Chromatographie an Lichrosorb. Nach 10 Injektionen 
i 10 mg wurden 30 mg 10 und 45 mg 9 erhalten, die gemass Kapillar-GC. einheitlich waren. cis-4- 
Methoxycarbonyl-3-methyl-4-butanolid (9): tR (28,8). - IR. und 'H-NMR. wie Abbauprodukt 9. - 
I3C-NMR. (CDC13): 14,54 (qa), 33,05 (4, 34,49 (t), 52,15 (p) ,  79,63 (4, 168,98 (s), 175,59 (s). 

Die Zuordnung der relativen Konfiguration nach Stoll & Seidel [20] wird durch die Methyl- und 
Estercarbonyl-Signale (y-Effekt) gestiitzt. 

8.5. Herstellung von 4,4-Dinitrovaleriansaure-methylester (13). Der nach Shechter et al. [21] her- 
gestellte Ester 13 war ein farbloses 01  vom Sdp. 105-110"/0,1 Torr (Kugelrohr), t~ (90") 41,8 (wie 
das Abbauprodukt 13; Mischchromatogramm). - IR. (CHC13): 1740, 1640, 1600, 1575, 1445, 1400, 
1365, 1330. - 'H-NMR. und MS. wie Abbauprodukt. - I3C-NMR. (25 MHz, CDCl3): 22,3 (qu), 28,4 (t) ,  
31,7(t),52.3(4~), 118,8(s), 171,0(s). 

8.6. Herstellung von Isoxazol-3,5-dicarbonsaure-dimethylester (16). In 5 ml Essigsaureanhydrid 
wurden 1 ml Nitroessigsaurernethylester, 600 mg Propiolsauremethylester und 810 mg AcONa 6 Std. 
auf 60" erwarmt. Nach dem Eindampfen i.V. wurde der braune Riickstand in 100 rnl CHC13 gelost, 
mit I0proz. NaOH-Losung und Wasser gewaschen, mit MgS04 getrocknet und eingedampft. Das 
farblose 01 wurde bei 150"/0,1 Torr im Kugelrohr destilliert und anschliessend aus Ather kristallisiert. 
Smp. 92". - IR., 'H-NMR., MS. und t~ (15,4) wie Abbauprodukt 16. - 13C-NMR. (25 MHz, CDCl3): 
53,2 (p ,  2 C), 109,7 (4, 156,5 (s), 156,8 (s), 159,4 (s), 161,8 (s). 

C7H7N05 (185,14) Ber. C 45,41 H 3,81 N 737% Gef. C 45,34 H 3,78 N 7,52% 

7, Aufarbeiten in der Kalte, Verzicht auf die Destillation. 
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8.7. Herstellung von 5-Methylisoxazol-3,4-dicarbonsaure-dimethylester (32). Aus 700 mg Methyl- 
propiolsauremethylester [27], 1 ml Nitroessigsauremethylester und 800 mg AcONa in 5 ml Essigsaure- 
anhydrid wurde 32 wie unter 8.6 hergestellt. Nach der Aufarbeitung und Chromatographie an 50 g 
Kieselgel mit CHC13 wurden 1 1  1 mg reines 32 als blass-gelbliches 0 1  erhalten. - IR. (CHC13): 1745, 
1610, 1460. - ‘H-NMR. (100 MHz, CDC13): 2,67 (s, 3 H); 3,84 (3, 3 H); 3,96 (s, 3 H). - MS.: 199 (41), 
168 (61), 167 (40), 140 (43), 124 (Il), 112 (3), 96 (5),82 (22), 59 (IOO), 43 ( 5 5 ) ,  15 (22). 

Spektren und tR verschieden von denen des Abbauproduktes 17. 
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