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78. Stoffwechselprodukte von Mikroorganismen
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Structural Elucidation of Niphimycin, Part 3. Identity of Scopafungin and Niphimycin I. Position of the
Malonyl Residue of Niphimycin and Copiamycin

Summary

The identity of scopafungin with niphimycin I was proven by spectroscopic and
chromatographic methods and by common degradation products. The position of the
malonyl residue in niphimycin I (9) and in copiamycin (14) was deduced by '"H-NMR
spin-decoupling experiments of a degradation product (10).

Unsere friheren Arbeiten zur Strukturaufklirung des antifungisch wie antibakte-
riell wirksamen Makrolidantibioticums Niphimycin I haben zur Konstitutionsformel 1
fiir das Desmalonyl-niphimycin I gefiihrt. Niphimycin I ist ein Malonsdure-halbester
von 1 mit zunichst unbekannter Lage des Malonylrestes [2]. Kurz vorher wurde von
Rinehart et al. liber die Strukturaufklarung des Scopafungins berichtet [3]. Der Struk-
turvorschlag 2 fiir das Desmalonyl-scopafungin unterschied sich in zwei Punkten von
demjenigen fiir das Desmalonylniphimycin (1): Im Makrolidring wurde eine Methyl-
gruppe in Position 8 (statt 14) postuliert. Fiir die N-Methylgruppe wurde die Lage an
N-—-C(46) vorgeschlagen, wahrend beim Niphimycin die Lage der Methylgruppe am
endstdndigen N-Atom durch die Synthese des Abbauproduktes 3 bewiesen wurde [2].

Ein direkter Vergleich zeigte nun die Identitit von Scopafungin mit Niphimycin
auf. Die Originalspektren ("C-NMR, 'H-NMR) zeigten keine signifikanten Unter-
schiede. Ein DC-Vergleich in 2 Fliessmitteln ergab vollige Ubereinstimmung, und bei
der HPLC zeigten beide Proben das gleiche Verhalten.

1y 225.Mitteilung s. [1).
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Da kleine Anderungen in grossen Molekeln nicht notwendigerweise mit erkennba-
ren Verdnderungen des chromatographischen Verhaltens und der Spektren verbunden
sein mussen, wurde eine Probe Scopafungin in gleicher Weise wie friher das Niphimy-
cin abgebaut [2]. Eine Ozonolyse mit nachfolgender Reduktion gab die Abbauprodukte
3, 4 und 5, das letztere als Gemisch zweier Diastereomerer in bezug auf C(14). Dieses
Gemisch gab bei der Oxydation mit NalO, und anschliessenden Reduktion mit NaBH,
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die beiden Polyalkohole 6 (a oder b) und 7. Wihrend wir uns bei den Abbauprodukten
4 und 7, die aus den beiden Strukturen 1 und 2 zu erwarten waren, mit einem DC-Ver-
gleich begniigten, wurde das fiir den Identitdtsentscheid relevante Guanidinderivat 3
durch Ionenaustauscherchromatographie gereinigt und als kristallines Acetat isoliert.
Es konnte weder durch DC noch durch das '"H-NMR-Spektrum ein Unterschied zum
Abbauprodukt 3 aus Niphimycin [2] festgestellt werden. Da die Strukturformel 3 durch
eine Synthese gesichert wurde [2], steht somit auch fiir das Scopafungin die Lage der
N-Methylgruppe am endstindigen N-Atom fest. Damit im Einklang ist auch ein neu in
(D,)DMSO aufgenommenes 'H-NMR-Spektrum von Scopafungin, das wie Niphimy-
cin Ig 2 getrennte Signale fiir die NH-Protonen bei 7,65 (br. s) und 8,31 ppm zeigt, und
dessen N-Methyl-Signal bei 2,68 ppm in ein Dublett aufgespalten ist.

Das kritische Abbauprodukt 6 wurde ausser durch DC auch mittels der Massen-
spektren des freien Alkohols und des Hexa(trimethylsilyl)athers mit dem entsprechen-
den Abbauprodukt 6 aus Niphimycin verglichen. Obwohl fiir die beiden Strukturen 6a
und 6b deutliche Unterschiede im Fragmentierungsmuster zu erwarten gewesen wéren,
stimmten die Spektren in allen Einzelheiten iiberein. Durch diese Untersuchungen ist
die Identitdt von Scopafungin mit Niphimycin gesichert.

Schema. MS-Fragmentierung von 1,3,5,7,11,13-Hexahydroxy-2,6,10-trimethyltridecan (6a). Die im Spektrum
nicht erscheinenden Fragmente (s. Exper. Teil) sind in Klammern gesetzt.

191 147

S

209 165 107

CI N

227 183 125

ST

(245) 201 143 57
-8 Tt f wen?
(263) 219 161 75
. ) : 323
305
- !
! 287
—_ 3 269
89 133 191 @77 l
- 18 | } | 251
115 173 259
-18 Vo !
97 155 241

137 223



HeLverica CHiMICA AcCTA — Vol. 67, Fasc.3 (1984) - Nr. 78 699

Obwohl uns die Lage der strittigen Methylgruppe an C(14) durch das Abbaupro-
dukt 8, das aus Niphimycin durch Abbau mit HNO, erhalten worden war [4], genii-
gend bewiesen schien, haben wir die Struktur von 6 anhand der Messenspektren iiber-
priift.

Nach unseren friitheren Erfahrungen [2] sind beim Polyol 6 gemiss Schema vor
allem Fragmente zu erwarten, die durch Kettenbruch neben den OH-Gruppen zustan-
dekommen und die die positive Ladung auf dem O-Atom tragen. Im Spektrum des
Abbauprodukts 6 (s. Exper. Teil) sind mit Ausnahme von Fragmenten mit m/z 277,
263 und 245 alle Primérspaltprodukte, die geméss Formel 6a zu erwarten sind, gut zu
erkennen. In allen Féllen werden die Primarfragmente durch zahlreiche Wasserabspal-
tungsprodukte geméiss Schema fiir 6a erhirtet.

Einige der beobachteten Zerfallsreihen wiren fiir einen Alkohol der Formel 6b
nicht zu erwarten, wihrend anderseits fiir den Alkohol 6b spezifisch zu erwartende
Zerfallsreihen im Spektrum nicht auftreten. Damit ist die Lage einer Methylgruppe an
C(10) von 6 und damit an C(14) von Desmalonylniphimycin (1) eindeutig festgelegt,
withrend C(8) einer Methylengruppe angehort. Die Konstitutionsformel 2 fiir Desma-
lonylscopafungin ist somit widerlegt.

Unsere fritheren Untersuchungen zur Strukturaufklarung von Niphimycin [2] ha-
ben keine Anhaltspunkte iiber die Lage des Malonsdurehalbesterrestes gegeben, da bei
allen beschriebenen Abbaureaktionen dieser Rest verlorengegangen war. Dagegen wur-
den beim Abbau des Scopafungins [3] mehrere Produkte gefasst, die diesen Rest noch
enthielten, und die fiir dessen Lage an OC(23) sprachen (insbesondere die Verbindun-
gen 27 und 34 in [3]), so dass dem Niphimycin die Konstitutionsformel 9 zugeteilt
werden kann. Im folgenden flihren wir eigene Versuche an, die diese Formel stiitzen.

Bei der reduktiven Spaltung des Ozonids von Niphimycin mit H, und Pd unter
neutralen Bedingungen konnte das Produkt 10 erhalten werden, das den Malonylrest
noch enthilt. Das Abbauprodukt wurde zunichst als Natriumsalz 11 gereinigt und
nachher an einer Sdule aus CM-Sephadex C-15 in die freie Sdure 10 iibergefithrt. Diese
zeigte im FAB-MS Pike mit m/z 749 (M * + Na) und 727 (M * + H), die mit der
Bruttoformel C,;H,,0,, (726,36) vercinbar sind. Gemdss "C-NMR von 11 (Tab. !) lie-
gen die beiden durch die Ozonidspaltung gebildeten Aldehydgruppen in der Cyclohalb-
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Tab. 1. C-NMR-Spektren der Abbauprodukte 10, 11 und 12 in CD;0D (75,47 MHz)

10 11 12 Bemerkungen®©)
8,41 ¢q 8,27 q 10,73 ¢
10,42 ¢ 10,26 ¢ 10,78 ¢ B
13,15 ¢ 13,06 q 1387 ¢ 4 CH;=C
15,28 ¢ 15,36 ¢ 1579 ¢
30,13 ¢ 30,03 ¢ 29,70 ¢
32,98 ¢ 32,90 ¢ 33,49 ¢
38,19 ¢ 38,13 ¢ 36,88 ¢
38,63 ¢ 38,54 ¢ 38,67 ¢
40,86 ¢ 40,58 1 43,35 ¢ 8 CH,
20 41,00 1 44,51
41,66 ¢ 41,45 ¢ D)
42,02 ¢ 41,98 ¢
39,51 d 39,41 d 40,26 d
40,35 d 40,17 d 41,754
42,954 4288 d 0,51 d 4 CH
4382d 43,70 d 44,07 d
- - 65,59 ¢
- : - 65,84 2 CH;-0
65,60 d 65,22 d 65,84
65,75 d 65,84 d 66,39 d
69,51 d 69,46 d 69,30 d
70,14 d 70,14 d 71,14 d
70,33 d 71,59 d 72,68 d
72,07 d 72,06 d 73,34 d 11 CH-O
7233 d 72,28 d 75,36 d
73,59 d 73,51 d 7581 d
77,63 d 77,94 d 76,11 d
78,24 d 78,19 d 76,45 d
80,12 d 80,08 d 78,05 d
97,55 d 97,49 d - o
102,97 d 102,87 d - 20-CH-0
99,92 s 99,98 5 -~ 1 0-C-0
171,72 s 168,82 s 171,90 s _
173,96 s 170,40 s 173,88 s 2¢=0

) Dazu einzelne schlecht erkennbare iberlappende Signale.

) Die Multiplizitit dieses 2-Atome reprisentierenden Signals ist wegen der Uberlappung nicht eindeutig zu
erkennen.

¢y Die schwachen Begleitsignale, die von diastereomeren Halbacetalen stammen, sind nicht angegeben.

acetalform vor; die Halbacetal-C-Atome geben sich durch die Signale bei 97,55 und
102,97 ppm zu erkennen, die bei «off-resonance»-Aufspaltung als Dublette erscheinen.
Daneben findet sich noch der urspriingliche Halbacetalring, hier zwischen C(10) und
C(14), der durch das Signal bei 99,92 ppm (s) zu erkennen ist. Die Abbauprodukte 10
und 11 sind demnach als Gemische von diastereomeren Halbacetalen zu erwarten,
doch zeigen die Spektren, dass eine der epimeren Formen stark vorherrscht (gegen
80%). Die Diastereomeren geben sich nur durch recht kleine zusdtzliche Signale zu
erkennen. Auch im 'H-NMR-Spektrum von 10 herrschen die Signale von einem der
Diastereomeren stark vor, so dass eine eingehende spektroskopische Untersuchung
durchaus mdéglich ist.
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Zu einem Produkt 12 gelangten wir durch Reduktion des Halbesters 10 mit NaBH,.
Durch Umsetzung des Natriumsalzes 12 mit CH,I wurde ferner der Methylester 13
hergestellt. Ein weiterer Abbau von 12 oder 13 mit HIO, war dagegen nur unter Ver-
lust des Malonylrestes moglich (vgl. [5]). Die Verbindungen 10 bis 13 sind somit die
kleinsten Abbauprodukte von Niphimycin, die noch den Malonylrest besitzen.

Im '"H-NMR der Séure 10 fallen im Bereich um 5 ppm 3 Signale auf. Das Dublett
bei 5,12 ppm (J = 1,6) ist im Einklang mit dem Proton am Anomeriezentrum C(1)
eines Halbacetal-Fiinfringes, das Dublett (J = 8,6) bei 4,68 ppm mit demjenigen eines
Halbacetal-Sechsringes. Demnach muss das breite, wenig strukturierte Multiplett bei
5,30 ppm dem Proton neben dem Ester-O-Atom zugeordnet werden. Gleichartige Si-
gnale bei 5,3 ppm sind auch in den Spektren von Niphimycin [4] und Copiamycin
(= Niphitricin [6]) zu erkennen. Als Modellverbindungen fiir den Vergleich der Spek-
tren wurden die Malonsdurehalbester von Cyclohexanol und von 2-Methyl-3-pentanol
nach dem Verfahren von Junek et al. [7] aus Meldrumsdure hergestellt. Der Malonsiu-
rehalbester von 2-Methyl-3-pentanol zeigte fiir das Proton an C(3) bei 4,7 ppm
(CDC,) ein gut strukturiertes Signal, das einem leicht verzerrten Quartett dhnelt. Im
Gegensatz dazu ist das Signal von HC(1) (4,8 ppm, CDCI,) im Spektrum des Malon-
saure-monocyclohexylesters ein wenig strukturiertes breites Multiplett, das den ent-
sprechenden Signalen im Niphimycin, Copiamycin und in den Abbauprodukten 10 bis
13 recht dhnlich sieht.

Als Erginzung zu diesen experimentellen Vergleichen haben wir eine grosse Anzahl
Signale von Protonen mit 3 bzw. 4 Kopplungspartnern durch Computerberechnung
simuliert, wobei die Kopplungskonstanten von 3 bis 11 Hz variiert wurden. Als Aufl6-
sungsgrenze haben wir eine Halbwertsbreite  von 2 Hz eingesetzt, wie sie an einem gut
aufgeldsten Signal von 11 gemessen wurde?).

Die 165 berechneten Signale von Protonen mit 3 Kopplungspartnern waren aus-
nahmslos gut strukturierte Multiplette, von denen keines eine Ahnlichkeit mit den ex-
perimentell gefundenen Signalen hatte. Dagegen waren unter den berechneten Signalen
fiir Protonen mit 4 Kopplungspartnern mehrere, die von den experimentellen Spektren
nur wenig abwichen.

Aus diesen Untersuchungen ergibt sich einleuchtend, dass das Proton neben dem
Ester-O-Atom zwei Methylengruppen benachbart ist. Fiir das Abbauprodukt 10 kom-
men somit noch die O-Atome an C(6) und C(8) als Sitz der Malonylgruppe in Frage.
Diese entsprechen im Niphimycin (9) den Positionen 23 und 25. Ein Entscheid zwi-
schen diesen beiden Stellungen wurde durch Spinentkopplungs-Versuche mit dem Ab-
bauprodukt 10 méglich (vgl. Tab.2), wobei allerdings wegen zahlreicher Uberlappun-
gen eine vollig selektive Einstrahlung nur bei wenigen Signalen moglich war, was die
Interpretation wesentlich erschwert.

Ausgangspunkt fiir die Untersuchungen war das isolierte Multiplett bei 2,43 ppm,
dessen Aufspaltungsmuster einem Sextuplett (J = 6) nahekommt und dessen chemische
Verschiebung einem Proton in einem Fiinfring entspricht. Die Zuordnung zu HC(3)
wird bestitigt durch die Nachbarschaftsbeziehungen. Bei der Einstrahlung bei 2,43
ppm werden ausser einem Methylsignal (0,96 ppm) Signale im Bereich von 3,95 ppm
(u.a. HC(2)) und ein isoliertes Signal bei 4,37 ppm entkoppelt. Das letztere mit der

3 Herrn A. Manz danken wir fiir seine Mithilfe bei den Berechnungen.
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Tab.2. Spinentkopplungsversuche mit dem Malonsdurehalbester von 3,17,21,25-Tetramethyl-1,14,26-trioxo-
2,4,6,8,10,12,13,16,20,22,24-undecahydroxyhexacosan-trihemiacetal (10); CD;0D, 300 MHz

Einstrahlung [ppm} Multiplizitit Zuordnung Verdndertes Signal Zuordnung
0,96%) d CH;3;—C(3) 2,43 t(J=6) H-C(3)
1,46% m H-C(25) 4,68 s H~-C(26)
1 H-C(5) 4,37 dd H-C4)
(J/ =9 und 6)
keine Verdanderung bei 5,30 ppm!
1,739 m H,C(©) 5,30 br. d H-C(8)
H,C(T)  =12)
1 H-C(5) 4,37 t(J=6) H-C(4)
2,43 sext. H-C(3) 4,37 dd H-C(4)
(/=9 und 2)
3,95 iberlappend u.a. H-C(2)
0,96 s CH;—-C(3)
437 ddd 2,43 quint. H-C(3)
(J=9,6und 2) H-C(4) 1,4-1,8 u.a. H,C(5)
4,68 d H-C(26) 1,46 H-C(25)
5.30 br. m H-C(8) 1,55-1,85 u.a. H,C(7)
H,C(9)

%) Wegen Uberlappung keine sclektive Einstrahlung méglich; weitere Verdnderungen im Bereich 1,4-1,8 ppm
erkennbar.

) Keine selektive Einstrahlung méglich; weitere Verdnderungen bei 3,8-4,0 und 0,9-1 ppm erkennbar.

9 Keine selcktive Einstrahlung moglich; weitere Verdnderungen bei 3,8-4,0, 1,05 und 0,93 ppm.

Multiplizitit ddd (J = 9, 6 und 2) muss dem Proton an C(4) zugeordnet werden, denn
die Einstrahlung bei 4,37 ppm verdndert neben dem Signal bei 2,43 ppm nur noch
Signale von Methylenprotonen im tberlappenden Bereich von 1,4-1,8 ppm. Im Hoch-
feld-Gebiet dieses Bereiches sind u.a. Signale von Protonen an C(5) und C(25) enthal-
ten, denn die Einstrahlung bei 1,46 ppm hat eine Vereinfachung des Signals bei 4,37
ppm und gleichzeitig eine Umwandlung des Dubletts bei 4,68 ppm (H—C(26)) in ein
Singulett zur Folge. Im Tieffeldbereich des Signalhaufens (ca. 1,6-1,8 ppm) findet man
auch Signale der Protonen an C(7) und C(9), denn die Einstrahlung bei 1,73 ppm
verdndert das Signal bet 5,30 ppm (H neben Ester-O-Atom) in ein breites Dublett
(J = 12), wihrend anderseits die Einstrahlung bei 5,30 ppm ausschliesslich den Bereich
von ca. 1,55-1,8 ppm veridndert.

Entscheidend fur die Struktur von 10 ist nun, dass die Einstrahlung bei 1,46 ppm
(HC(5) und HC(25)) wohl das Signal von HC(4) vereinfacht, das Signal bei 5,30 ppm
aber vollig unverdndert ldsst. Das H-Atom an C(4) besitzt demnach ein Nachbar-
proton an C(5), das nicht gleichzeitig ein Kopplungspartner des Protons neben dem
Ester-O-Atom ist. Die Stellung 6 des Abbauproduktes 10 scheidet damit als Sitz des
Malonesterrestes aus. Es bleibt als einzige mogliche Stellung dieser Gruppe die Position
§ librig, die dem C-Atom 23 im Niphimycin I entspricht. Dem Niphimycin I muss
demnach die Konstitutionsformel 9 zugeschrieben werden.

Das dem Niphimycin nahe verwandte Antibioticum Copiamycin [8], das von uns
unter dem Namen Niphitricin eingehend charakterisiert wurde [6], und dessen in unse-
rem Laboratorium durchgefiihrter Abbau (2] zur gleichen Teilstruktur fihrte, die auch
Iwasaki et al. [8] fiir Copiamycin vorgeschlagen haben, gibt beim analogen Abbau den
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gleichen Malonsdurehalbester 10 wie das Niphimycin. Somit kann auch die Konstitu-
tionsformel des Copiamycins zur Formel 14 mit dem Malonylrest an C(21) vervollstin-
digt werden. Wihrend die Chiralitdt an C(32) und C(34) im Copiamycin bzw. an C(36)
und C(38) im Niphimycin durch ein gut definiertes Abbauprodukt gesichert ist [4],
bleibt die Konfiguration an den iibrigen Chiralititszentren vorliufig offen.

Der Eidgendssischen Technischen Hochschule Ziirich danken wir fiir einen Forschungskredit, Herrn Dr.
H. Bickel, Ciba-Geigy AG, Basel, fiir das Niphimycin.

Experimenteller Teil

Allgemeines. S. [4].

Scopafungin; Vergleich mit Niphimycin. - DC mit BuOH/AcOH/H,0 67:10:23, R; 0,25; mit CHCl,/
MeOH/H,0/AcOH 100:65:10:0,25, R; 0,28; in beiden Fliessmitteln von Niphimycin Ia nicht unterscheidbar.
HPLC: Reversed-phase-Saule, RP—Cjg 54, 25 cm; Laufmittel: MeOH/H,0 4:1, pH 8, 1 m]/Min. Scopafungin
und Niphimycin Ia verhielten sich gleich, tz = 18,8 Min. Ein Gemisch von Scopafungin und Niphimycin Ia gab
einen einheitlichen Pik.

Abbau von Scopafungin. — Das Ozonid-Gemisch aus 35 mg Scopafungin wurde wie friher fiir Niphimycin
und Copiamycin beschrieben [2] mit 90 mg NaBH, reduziert. Das rohe Gemisch zeigte im DC 4 Flecke mit Ry
0,14; 0,20; 0,23; 0,78, die mit denen aus dem Abbau von Niphimycin I Ubereinstimmten. Aus dem Gemisch
wurde die Guanidinoverbindung 3 (R; 0,14) an Amberlite CG-50 (H-Form) adsorbiert und nach dem Waschen
der Sdule mit 10proz. AcOH eluiert. Das Acetat von 3 kristallisierte nach dem Eindampfen und Trocknen.
Ausbeute 6 mg. DC (BuOH/AcOH/H,0 67:23:10; Anfirben mit I,-Dampf): R; 0,19 wie das entsprechende
Abbauprodukt aus Niphimycin und synthetisches 3 [2]. "H-NMR ((D,)DMSO; 300 MHz): 1,45 (m, 4H); 1,70
(s, 3H, AcO); 2,65 (br. 5. nach Austausch mit D,0 scharfes s, N—CH,); 3,03 (br. ¢, J = 5,3, 2H); 3,39
(¢, J = 6,3, 2H); 3,56 (br., H,0); 8,25 (s, Austausch mit D,0}); kein Unterschied zum Abbauprodukt aus Niphi-
mycin I. MS: 146 (9, M ¥ + H), 145 (3), 129 (12), 115 (27), 102 (25), 101 (19), 98 (3), 88 (19}, 86 (35), 75 (5), 73
(31), 70 (10), 60 (20), 57 (100), 55 (20), 45 (36), 43 (84), 41 (18), 31 (26), 30 (47), 28 (20); Ubereinstimmung mit
dem Acetat von 3 aus Niphimycin I und synthetischem Produkt [2].

Die am Ionenaustauscher-Harz nicht adsorbierten Abbauprodukte wurden durch Chromatographie an
Sephadex LH-20 (MeOH) in das Triol 4 (R;0,78) und das Gemisch der Diastereomeren von 5 (R; 0,20 und 0,23)
aufgetrennt. Das letztere (17 mg) wurde wie frither bei Niphimycin beschrieben mit 20 mg NalO, gespalten und
das rohe Abbaugemisch mit 15 mg NaBH, reduziert [2]. Die beiden Produkte wurden durch prip. DC getrennt.
Das 2-Methylundecan-1,3,5,7,9,11-hexaol (T) wurde durch DC (R 0,22) mit dem Abbauprodukt aus Niphimycin
und Copiamycin identifiziert. Das Ejuat aus der Zone mit R; 0,5 (2 mg) stimmte nach DC mit dem 2,6,10-Tri-
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methyitridecan-1,3,5,7,11,13-hexaol 6a aus Niphimycin iiberein und gab ein identisches MS: 323 (4, M * + H),
305 (1), 287 (2), 269 (0,5), 259 (1), 251 (0,5), 241 (3), 227 (12), 223 (2), 219 (4), 209 (4), 201 (2), 191 (3), 183 (7),
173 (21), 172 (15), 165 (6), 161 (4), 155 (8), 147 (4), 143 (100), 137 (9), 135 (6), 133 (4), 131 (4), 129 (7), 125 (50),
115 (65), 109 (30), 107 (42), 99 (17), 97 (35), 95 (46), 89 (62), 85 (40), 83 (22), 81 (50), 75 (22), 71 (48), 69 (64),
68 (70), 57 (70), 55 (80), 45 (40), 43 (59), 41 (77), 39 (18), 31 (36), 29 (45), 27 (20), 19 (15).

Die Priparate aus Scopafungin und Niphimycin 1 wurden mit Bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamid in die
Hexa(trimethylsilyl)dther ibergefiihrt. Beide Derivate gaben iibereinstimmende MS: 754 (0,1, M 1), 709 (0,2),
693 (0,2), 664 (1,8), 649 (0,7), 637 (0,7), 619 (0,2), 603 (0,2), 592 (0,4), 574 (22), 529 (2), 502 (2), 485 (5), 457 (1),
443 (7), 389 (3), 377 (16), 361 (4), 347 (2), 316 (2), 299 (51), 287 (93), 271 (3), 259 (90), 233 (97), 219 (98), 209 (6),
203 (11), 197 (73), 191 (22), 187 (10), 169 (45), 157 (11), 147 (77), 143 (40), 129 (99), 117 (18), 107 (30), 103 (100),
95 (11), 81 (9), 73 (100), 59 (5), 55 (7), 41 (6), 28 (2).

Abban von Niphimycin. — Malonsdurehalbester des Trishemiacetals von 3,17,21,25-Tetramethyl-1,14,26-
trioxo-2,4,6,8,10,12,13,16,20,22,24-undecahydroxyhexacosan (10). Eine Losung von 415 mg Niphimycin [ in 25
ml MeOH wurde wihrend 10 Min. bei —78° ozonisiert. Darauf wurde Ar durch die Lésung geleitet und nach
Zugabe von 54 mg Pd auf Aktivkohle (10%) bei 0° iber Nacht hydriert. Durch Chromatographie an Sephadex
LH-20 (1.8 cm x 20 cm, MeOH) wurde eine Hauptfraktion von 184 mg (68 %) eines farblosen Pulvers erhalten,
das gemdss DC nahezu einheitliches 10 war. Eine vollstindige Reinigung wurde erzielt durch Uberfiihrung ins
Natriumsalz 11 an einer Sdule ans CM-Sephadex C-25 (Na-Form, 0,8 cm x 20 cm, MeOH/H,0 1:1 als Eluie-
rungsmittel). Das Salz bildete ein farbloses Pulver, das sich zwischen 130 und 140° unter Aufschiumen zersetzte.
DC (CHCl;/MeOH/AcOH 100:65:10): R; 0,15, einheitlich. IR (KBr): 3700-3000 br., 1720, 1600. >C-NMR (75
MHz, CD;OD): s. Tab. I.

Die freie Sdure von 10 wurde durch Chromatographie von 11 an CM-Sephadex C-25 (H-Form,
0,8 x 20 cm, MeOH/H,0 1:1) als farbloses Pulver erhalten. IR (KBr): 3700-3000 br., 1735, 1725. '"H-NMR (300
MHz, CD;0OD): 0,8-1,2 (m, ca. 12H, 4 CH,); 1,5-1,9 (m, ca. 20H); 2,43 (m, 1H, H-C(3)); 3,3-3,55 (m, 2H);
3,7-4,2 (m, ca. 6H); 4,37 (ddd, J = 9,6 und 2, H-C(4)); 4,68 (d, J = 8,6, 1H, H-C(26)); 5,12 (d, J = 1,6, 1H);
5,30 (br. m, 1H, H—C(8)). Spinentkopplung: s. Tab.2. *C-NMR (75 MHz, CD,0D): 5. Tab. . FAB-MS: 749
(30, M T + Na), 727 (40, M * + H), 709 (17), 691 (72), 673 (25), 655 (63), 637 (100), 619 (93), 601 (26), 417
(100), 399 (100).

Die Ozonolyse von 1,238 g Copiamycin und anschliessende Hydrierung gab nach gleicher Aufarbeitung wie
oben 935 mg Malonsdurehalbester, der sich durch DC IR- und NMR-Spektren nicht von 10 aus Niphimycin
unterscheiden liess.

Malonsdurehalbester von 3,17,21,25-Tetramethyl-1,2,4,6,8,10,12,13,14,16,20,22,24,26-tetradecahydroxyhexa-
cosan (12). Zu 935 mg 10 in 25 ml EtOH wurden 500 mg NaBH, gegeben und 2 Std. bei RT. geriihrt. Nach dem
Ansduern mit verd. HCI wurde von den ausgeschiedenen Salzen abfiltriert und die Losung i. V. eingedampft.
Durch Chromatographie an CM-Sephadex C-25 (Na-Form, MeOH/H,O 1:1) wurden 667 mg (88%) einheitli-
ches Natriumsalz von 12 als farbloses Pulver erhalten. DC (BuOH/AcOH/H,0 67:10:23): R; 0,17, einheitlich.
IR (KBr): 3600-3000 br., 1720, 1600. '"H-NMR (300 MHz, CD;OD): 0,85-1,00 (4 4, 12H); 1,2-1,8 (m, ca.
20H); 1,93 (s-dhnlich, 1H); 3,4-4,2 (m, ca. 14H); 5,33 (br. m, 1H). *C-NMR (75 MHz, CD,0OD): s. Tab.|.
FAB-MS: 754 (M *, C3;H¢;0,7Na), 736 (M — H,0).

Aus 200 mg Natriumsalz von 12 in 12 m! DMF wurde mit 0,16 m! Et;N und 3,2 ml CH,41 (0°, 16 Std.) der
Methylester 13 bereitet. Nach der Zugabe von 25 ml MeOH wurde i.V. eingedampft und der Rickstand an
Sephadex LH-20 (1,5 cm % 49 cm, MeOH) chromatographiert. Die geméss DC einheitlichen Fraktionen gaben
133 mg (67 %) Methylester als blass gelbliches Pulver, das durch Tropfchen-Gegenstromchromatographie mit
CHCI;/MeOH/H,0 35:65:40 (aufsteigende Methode) weiter gereinigt wurde. IR (KBr): 3500-3100, 1725.
'H-NMR (300 MHz, CD,0D): 3,75 (s, 3H); iibrige Signale sehr dhnlich denen des Natriumsalzes von 12.
FAB-MS: 747 (M * + H; CyHgs01).

Herstellung der Vergleichssubstanzen. - Malonsdure-monocyclohexylester. Durch Erhitzen von 14,41 g
1,5-Dioxa-6,6-dimethylcyclohexan-2,4-dion (Meldrumsdure, Fluka AG, CH-9470 Buchs/SG) und 10,02 g Cy-
clohexanol auf 100° (2,5 Std.) wurden nach dem Trocknen i. V. und nach dem Abtrennen von ca. 1 g auskristal-
lisierter Malonsdure 15,0 g (81%) roher Malonsdure-monocyclohexylester erhalten. Die weitere Reinigung
durch Flash-Chromatographie an Silicagel mit Et,O/MeOH 30:1 gab 13,6 g (74%) reines Produkt als farblose
Fliissigkeit. IR (CHCly): 3520, 1740, 1725. 'H-NMR (CDCl,): 1,1-2,0 (m, 10H); 3,36 (s, 2H); 4,82 (br. m, 1H);
10,34 (s, 1H). *C-NMR (CDCly): 23,6 (1, 2C), 25,4 (¢), 31,4 (z, 2C); 41,5 (1), 74,4 (d), 166,6 (s), 171,5 (s).

Malonséure-mono-( I'-isopropyl)propylester. Aus 14,41 g Meldrumsdure und 10,22 g 2-Methyl-3-pentanol
wurde wie oben der Halbester bereitet. Nach der Flash-Chromatographie (Et,O/Hexan/MeOH 30:1:10) 13,4 g
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(71%) farblose Fliissigkeit. IR (CHCl,): 3520, 3100 br., 1740, 1725. "TH-NMR (CDCl,): 0,86 (1, J = 6, 3H);
0..88 (d, J=6, 6H); 1,56 (quint., J =6, 2H); 181 (m, J =6, 1H); 3,38 (s, 2H); 4,72 (¢, J =6, 1H); 10,60
(br.s, 1H).

Frl. B. Brandenberg und Herrn F. Bangerter danken wir fiir die NMR-Spektren, Frau L. Golgowski und
Herrn Dr. J. Meili fir die Massenspektren.
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