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316. Synthesen in der Polymyxin-Reihe
8. Mitteilungl)

Synthese des hochaktiven cyclischen Decapeptides 7y und
sein Vergleich mit natiirlichem Polymyxin B,

von K. Vogler, R. O.Studer, P. Lanz, W, Lergier, E. B6hni und B. Fust
(5. X. 63)

Auch in der Peptid-Chemie gilt der Grundsatz, dass die Struktur eines Natur-
produktes erst dann gesichert ist, wenn diese durch Synthese bewiesen wurde.
Diese Tatsache gilt nicht nur fiir Bradykinin?) und die Enniatine?), sondern auch
in der Polymyxin-Reihe, da hier die Struktur-Ermittlung durch chemischen Abbau
von Polymyxin B, nur bis zu einer Stufe von vier méglichen Isomeren?) vorange-
trieben werden konnte. Die Synthese stellt somit bei diesem Problem ein wesent-
liches Element der Struktur-Ermittlung dar.

Wir haben deshalb vor einigen Jahren die Struktur-Aufklirung des Polymyxins B,
synthetisch in Angriff genommen, da uns die experimentellen Fortschritte der
Peptid-Synthese dazu geniigend weit entwickelt erschienen. Diese Bemiihungen
haben uns allerdings linger aufgehalten, als urspriinglich vorgesehen war, indem es
sich als nétig erwies, alle vier méglichen isomeren cyclo-Decapeptide, die wir nach
Anzahl der Aminosiuren im Ring und nach Art der Verkniipfung der Seitenkette
(- oder y-Stellung des Diaminobuttersdurerestes an der Verzweigungsstelle) mit 8«,
8y, 7 und 7y bezeichnet haben?), synthetisch zu gewinnen. Es fanden sich wihrend
der Arbeit auch keine Anhaltspunkte, die erlaubt hitten, die Struktur des Natur-
produktes nach der Synthese des ersten oder zweiten Isomeren zu erraten.

Unsere synthetischen Bemiihungen ergaben nun das unerwartete Ergebnis, dass
sich keines der vier Syntheseprodukte, obwohl z. T. in vitro und in vivo mikrobio-
logisch sehr aktiv, mit natiirlichem Polymyxin B, identifizieren liess.

1y 7. Mitteilung: R. O. STuprr, W, LERGIER & K. VOGLER, Helv. 46, 612 {1963); Dab = «,y-
Diaminobuttersidure, Ipel = Isopclargonsidure, Tos = Tosyl, Z = Benzyloxycarbonyl.

2) D.F¥. Erviort, G.P. Lewis & E. HorToN, Biochem. J. 74, 15 P (1959); D. ¥. ELrioTT, G. P.
Lewis & E. HortoN, Biochem. biophys. Res. Comm. 3, 87 (1960); R. A. BoissonNnas, Sr.
GurtmMaNN, P. A. Jaguenoun, H. KonzerT & E. STORMER, Experientia 76, 326 (1960); R. A.
Boissonnas, ST. GUTTMANN. & P. A. JaQUENoOUD, Helv. 43, 1349 (1960).

3) M. M. SHEMYAKIN, YU, A. OvcHINNIKOW, A. A. KirvusHKIN & V. T. Ivanov, Tetrahedron
letters 7962, 301, No.7; Pr. A. PuarTtNER, K. VOGLER, R. O. STUDER, P.Quitt & W.
KELLER-SCHIERLEIN, Helv. 46, 927 (1963); P. Qurrt, R. O. STUDER & K. VOGLER, Helv. 46
1715 (1963).

4) W. Hausmany, J. Amer. chem. Soc. 78, 3663 (1956); G. BizerTe & M. DAUTREvVAUX, Bull
Soc. Chim. biol. 39, 795 (1957). .

5) K. VoGLER, R. O. Stuner, W. LERGIER & P. Lanz, Helv. 43, 1751 (1960).
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1. Synthese des Cyclopeptides 7y

Nachifolgend soll der Aufbau des Cyclopeptides 7y X (Fig. 3) im Detail erldutert
werden in Anlehnung an die Beschreibung der cyclischen Decapeptide 8y%), 8 %) und
7o.7).

X konnte auf zwei leicht abgednderten Wegen aus den Bruchstiicken I, IT und
V erhalten werden, indem nach dem Aufbauschema (Fig. 1) gewisse Schutzgruppen
in V ausgetauscht wurden. In beiden Verfahren wird vorerst dasselbe Hexapeptid
III (1’-2'-3'-5-6-7) aus dem Tripeptid mit der Isopelargonsiure (1'-2’-3') I8) und dem
geschiitzten Tripeptidester I1°) mittels der Azid-Methode synthetisiert. Dieses wird
in Sa-Stellung zum Zwischenprodukt IV deformyliert und damit in eine kondensier-

1 2 3 4 5 6 7
r—{Cea (BB (T ey or—{Eapl (D] or
T-X T-x T-NHz  J-Tos
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Fig. 1. Aufbauschema des offenen Decapeptids 7y

Ipel

Via Y=Z; X=Tos; R =zCHj3
Ylla Y=H; Xz Tos;R = CHj
Vila Y= H; Xz Tos;R=H
VIb Y= For; X=2; R=CH3
Viib Y=H; X=Z; R=CHj
Vilby=H; X=2; R=H

Fig. 2. Struktur des offenen Decapeptids 77
8) R. O. STupER, K. VoGLER & W. LLERGIER, Helv. 44, 131 (1961).
) R. O. STuDER, W. LERGIER & K. VOGLER, Helv. 46, 612 (1963).
8) R. O. STUDER & K. VOGLER, Helv. 45, 819 (1962).
% K. VoGLER, P. Lanz, W. LERGIER & R. O. STUDER, Helv. 43, 574 (1960).
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bare Form iibergefiihrt, die mit Hilfe des Tetrapeptides Va zum offenen, geschiitzten
Decapeptid VIa (Fig. 2) verlingert werden kann. Va haben wir .aus dem bereits
beschriebenen entsprechenden Ester®) mittels Hydrazinhydrat erhalten. Durch
katalytische Hydrierung von VIa wird in Stellung 1 der Benzyloxycarbonylrest
selektiv entfernt und die alkalische Verseifung der Estergruppe in VIIa (Bildung
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Ytig. 3. Geschiitztes cyclisches Decapeptid X a
X = Tos, Y = Tos
Geschiitzies cyclisches Decapepiid IXb
X =Tos, Y =12
Cyclisches Decapeptid 7y (X)
X=Y=H
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von VIIIa) legt auch das andere Kettenende fiir die Cyclisierung frei, die vorerst
mit VIITa durchgefiihrt wurde.

Eine zweite Moglichkeit, zu einem an den Kettenenden 1 und 7 freien, ver-
zweigten Decapeptid VIIIb zu gelangen, bietet das analoge Verfahren, bei dem IV
statt mit Va mit Vb {Fig. 1)1°) ebenfalls iiber die Azid-Methode zu VIb (Fig. 2) gekup-
pelt wird. Die selektive Deformylierung zu VIIb sowie die alkalische Verseifung zu
VIIIb bilden die ndchsten Schritte, die wir bereits frither?)$)7) bei Isomeren erfolg-
reich durchgefiihrt haben.

Die Cyclisierung beider Vorstufen VIIIa und VIIIb lieferte natiirlich nach
Entfernung der Schutzgruppen dasselbe Endprodukt X (Fig. 3), wihrend sich die
geschiitzten cyclo-Decapeptide IXa und IXDb lediglich in den Schutzgruppen in
Stellung 2y und 37 unterscheiden, wo I1Xa Tosylgruppen, IXb hingegen Z-Gruppen
tragt. Die Cyclisierung dieser Analoga verlduft in beiden FFillen nach unserer Technik
mit tiberschiissigem Carbodiimid®) etwa gleich gut (Ausbeute ca. 109,), wihrend bei der
Kondensation von IV mit Vb (Fig. 1) zu VIb der gewichtige Vorteil auftritt, dass
VIb wesentlich besser als VIa gereinigt werden kann. Dies hingt zum grossen Teil
mit der schwereren Loslichkeit von VIb zusammen, dic gegeniiber dem «all-tosyl-
Derivat» in organischen Lésungsmitteln gefunden wird.

Die Abspaltung der Schutzgruppen aus den Cyclisierungs-Rohprodukten gelang
durch Behandlung mit Natrium in fliissigem Ammoniak, wie sic fiir die anderen
Isomeren bereits frither beschrieben wurde.Die Reinigung dieses Rohproduktes zum
analysenreinen cyclo-Decapeptid 7y X (Fig. 3) erfolgte durch Gegenstromverteilung
ither anndhernd 2000 Stufen im System n-Butanol/Pyridin/Eisessig/Wasser-(40:10:
5:45) und Fillung in konz. NH, bei 0°. X wurde als Pentahydrochlorid isoliert, um es
mit dem Naturprodukt in derselben Salzform vergleichen zu kénnen. Die Dinitro-
phenylierung des Endproduktes®) ergab nach Hydrolyse nur y-DNP-«,y-Diamino-
buttersiure und kein DNP-Leucin, was seine cyclische Natur erhértet.

2. Charakterisierung des Endproduktes

Das synthetische cyclo-Decapeptid 7y (X) wurde in Anlehnung an die Charak-
terisierung fritherer Syntheseprodukte nach dem Schema der Tab. 1 mit natiirlichem
Polymyxin B, verglichen. Da das bereits beschriebene Produkt 7«7?) antibakteriell
ebenfalls hoch aktiv ist, wurde es nochmals miteinbezogen und wird in diesem Zu-
sammenhang mitdiskutiert. Das Vergleichspriparat B, ist aus einem Gemisch von
Polymyxin B,- und B,-Sulfat, das uns von der Firma Prizer') zur Verfiigung
gestellt wurde, durch Gegenstromverteilung und Fillung mit konz. NH, bei 0°
sowie Lyophilisierung mit HCl gewonnen worden. Es zeigte die erwartete Drehung
und den Chloranalysenwert und darf als besonders rein gelten, wihrend das {rithere
Vergleichspraparat?) nicht so rein war.

Wie aus den Messwerten der Tabelle hervorgeht, entsprechen die Synthesepro-
dukte 7y und 7« dem natiirlichen Polymyxin B, bis auf den Drehwert. Eine Differenz
im [o],-Wert von ca. 209, ist wohl ein sicherer Unterschied und diirfte kaum mit

10y K. VocLrEr & P. Lanz, Helv. 43, 270 (1960).
) Herrn Dr. I. A. Soromons, Chemotherapeutic Rescarch, Caas. Prizer & Co. Inc., Croton/
Conn., USA, danken wir fiir dic Uberlassung dicses Priparates.
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Tabelle 1. Analytische Chavaklevisierung der Endprodukie 7o und 7y %) und Vergleich mit natiiv-
lichem Polymyxin B

Analysen-

Chavaktevisierung Cyclisierungsprodukt 7o Cyclisievungsprodukt 7y Polymyxin B,

1. Papierchromato- cinheitlich; Rf = 0,564 cinheitlich: Rf = 0,564  cinhcitlich; Rf = 0,569
graphie

2. Diinnschicht- einheitlich; Rf = 0,482  cinhcitlich; Rf = 0,485  cinheitlich; Rf = 0,482
chromatographic

3. Hochspannungs- einheitlich einheitlich einheitlich
Papierelektrophoresc Wanderstrecke: 11,9 cm Wanderstrecke: 11,9e¢m  Wanderstrecke: 11,9 cm

4. Chlorgehalt (bez. auf

wasserfreie Substanz)
fiir Pentahydrochlorid

ber.: 12,799, gef.: 12,529, kein Riickstand 12,499, kein Riickstand 12,889, kein Riickstand
5. Freie Aminogruppen 4,9 4+ 10Y%, 4,8 + 10% 5,0

Ninhydrin-

Bestimmung

. Spez. Drehung |«/28

E [*l589
(¢ = 0,5; 75%, Atha-
nol in H,O) ber. auf
wasserfreic Substanz

. Totalhydrolyse-

Aminosiurcverhilt-
nis + 109,

ber.: Dab Thr Phe Leu gef.:

6,0 2,0 1,0 1,0

. Hydrolyse des

DNP-Peptides

. IR.-Spektrum

—065,3°

Dab Thr Phe Leu
6,5 1,8 09 1,0
kein DNP-Leu

identisch mit 79 und I3,

- 00,0°

Dab Thr I’he Len
65 21 09 1,0
kein DNDP-Len

identisch mit 7o und B,

—85,2°

Dab Thr Phe Leu
6,2 2,0 09 1,0
kein DINP-Leu

identisch mit 7 und 7y

mangelnder Reinheit erkliart werden kénnen. Wir miissen daraus schliessen, dass
weder 7y noch 7« mit natiirlichem Polymyxin B, identisch sind. Auffallend ist das
Versagen der Plattenchromatographie, etwelche Differenzen der synthetischen
Produkte gegeniiber dem Naturprodukt aufzuzeigen. Dies liegt durchaus nicht am
verwendeten Losungsmittel-System, denn es wurden gegen 40 Losungsmittel-Kom-
binationen gepriift und bei keiner konnten Unterschiede gegeniiber dem Natur-
produkt festgestellt werden. Dass das IR.-Spektrum keine Differenzen aufweist,
ist weniger erstaunlich, da analoge Fille in der Peptid-Chemie seit langem bekannt
sind. Auch die Elektrophorese versagt in Anbetracht der gleichen Anzahl joni-
sierender Gruppen und sicherlich sehr dhnlichem Verhiltnis von Masse und Ladung.

Von grundlegender Bedeutung in der Diskussion des Vergleichs der synthetischen
Priparate mit natlirlichem Polymyxin B, ist die Frage, ob unsere cyclischen Deca-
peptide durch unsere Formelbilder wiedergegeben werden oder nicht. Um diese
Frage abzukldren, haben wir folgende fiinf Punkte experimentell besonders gepriift.

a) Cyclische Struktur. Die cyclische Struktur der Syntheseprodukte steht wohl
ausser Zweifel, da wir bei allen vier cyclo-Peptiden 8«, 8y, 7« und 7y das Dinitro-
phenylierungsexperiment?) durchfithrten und nur y-DNP-a,y-Diaminobuttersiure,
nie aber andere DNP-Aminosduren, auch kein DNP-Leucin, fanden.

12y Fiir die Erlduterungen zur Tabelle vgl. 7).
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b) Die I'vage der Partialracemisierung stellt ein komplizierteres Problem dar. Bis
und mit der Stufe der offenen, geschiitzten Decapeptide ist die Wahrscheinlichkeit
einer Partialracemisierung gering, da wir praktisch {iberall die Azid-Methode zur
Peptidkupplung einsetzten und bei der Synthese kleinerer Peptidbruchstiicke andere
Methoden, z. B. die gemischte Anhydrid-Methode?) mit dem Verfahren nach
Curtius!Y), kontrolliert haben. Schwieriger gestaltet sich die Bestimmung des
Racemisierungsgrades beim Ringschluss mit Carbodiimid. Hier ist durchaus mit der
Moglichkeit einer Partialracerisierung zu rechnen'?).

Das Nichtvorhandensein von Partialracemisierung liesse sich z. B. beim Phenyl-
alanin daraus erkennen, dass letzteres nach der Totalhydrolyse des Endproduktes
mit D-Aminosiureoxydase vollstdndig abgebaut wiirde, wenn es optisch rein ist.
Im gegenteiligen Fall bliebe dann mehr oder weniger der L-Form, je nach Racemi-
sierungsgrad, zuriick.

Diesen Versuch haben wir mit einem angereicherten Pridparat von p-Amino-
sdureoxydase (FLUka) durchgefithrt. Dieses Prdparat baut jedoch authentisches
D-Phenylalanin nicht quantitativ ab. Ein solcher Befund wird mit p-Aminosiure-
oxydase, je nach Substrat und Qualitdt des Enzyms, ganz allgemein beobachtet. Fiir
D-Phenylalanin wurden in der Literatur Abbaugrade von nur 14-469, referierts).
Mit einer Enzymmenge von 0,5 mg/uMol Substrat erzielten wir mit Pyrophosphat
als Pufferlosung bei allen Cyclopeptiden einen Abbaugrad von ca. 85%, (Tab. 2).

Tabelle 2. Abbau des 1- Phenylalanins aus den Totalhydyolysaten mit D-Aminosduveoxydase

D-Phe Totalhydrolysat  Totalhydrolysat  Totalhydrolysat
»-Phe-Gehalt authentisch 7« Ty B,
vor Inkubation 100 9, 100 100 9 100 9
nach Inkubation 13,4%, 13,59%, 14,79, 15,09%,
p-Phe-Oxydationsgrad 86,6%, 86,59, 85,3% 85.09%

Das Resultat spricht eindeutig fiir die optische Reinheit von p-Phenylalanin
aus dem Naturprodukt sowie aus den beiden synthetischen Priparaten. Eine Partial-
racemisierung wird in unsern Endprodukten nicht beobachtet. Wir miissen vielmehr
annehmen, dass Diastereomere, die durch Partialracemisierung beim Ringschluss
entstanden sein mogen, durch die Reinigungsoperation (Gegenstromverteilung)
bei der Aufarbeitung eliminiert worden sind. Eine solche Auftrennung von Diastereo-
meren ist tatsdchlich z. B. bei Oxytocin und p-Leu8-Oxytocin!?) beobachtet worden.

Da alle Abbaugrade von durch totale Hydrolyse erhaltenem p-Phenylalanin
und von optisch reinem bp-Phenylalanin tibereinstimmen, ist mit diesem Resultat

13) R. A. BorssonNas, Helv. 34, 874 (1951); TH. WIELaND & H. BERNHARD, Licbigs Ann. Chem.
572,190 (1951); J. R. VaucHAN & R. L. OsaTo, J. Amer. chem. Soc. 73, 3547, 5553 (1951);
74, 676 (1952).

14y Tu. Curtius, Ber. deutsch. chem. Ges. 35, 3226 (1902).

15) G. W. ANDERsoN & F. M. CaLLaHAN, J. Amer. chem. Soc. 80, 2902 (1958).

18) A. MEISTER, Biochemistry of the Amino Acids, Academic Press, New York 1957, p. 152;
J. P. GREENSTEIN, S. M. BirnBaUM & M. O. Oray, J. biol. Chemistry 204, 307 (1953).

7 C. H. ScunNpIpER & V. DU VIGNEAUD, J. Amer. chem. Soc. 84, 3005 (1962).
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gerade noch eine andere Frage mitbeantwortet, ndmlich diejenige nach der Partial-
racemisierung von bD-Phenylalanin bei der iiblichen Totalhydrolyse (20 Std., 65 HC],
105°) von Polymyxin B; und den synthetischen Praparaten 7y und 7«. Es folgt aus
der Ubereinstimmung der Werte der Tabelle 2, dass p-Phenylalanin durch Total-
hydrolyse von Polymyxin B, mit 6~ HCl unter den iblichen Bedingungen nicht
oder zu einem sehr geringen Grad racemisiert wird.

Einen weiteren Beleg fiir die optische Reinheit der synth. Produkte lieferte
uns das Verhalten der entsprechenden Hydrolysate gegen L-Aminosdureoxydase.
Dieses Enzym muss einerseits D-Phenylalanin und 1 Mol. D-«,p-Diaminobutter-
sdure unangegriffen zuriicklassen, wihrend L-Aminosduren im allgemeinen abgebaut
werden sollten. Fiir L-Leucin war dies ohne weiteres zu erwarten, nicht aber fiir
L-a,y-Diaminobuttersiure und vor allem nicht fiir L-Threonin!®). Vorversuche er-
gaben einen quantitativen Abbau von je einem #Mol von L-Leucin und von L-Phenyl-
alanin mit 10 ug L-Aminosdureoxydase (SiGMaA Typ III) bereits nach 1 Std. 1 Mol
L-a,y-Diaminobuttersdure wurde mit 100 ug des Enzyms in 24 Std. zu 20-309,, mit
1000 ug Ferment in 24 Std. jedoch quantitativ abgebaut. L-Threonin wurde unter
diesen Bedingungen nicht angegriffen.

Die Untersuchung der inkubierten Totalhydrolysate von natiirlichem Poly-
myxin B; und dem synthetischen cyclo-Decapeptid 7« durch Papierchromato-
graphie bestitigte in allen Teilen die relative und absolute optische Reinheit des
synthetischen Priparates. Zur Kontrolle wurden unter gleichen Bedingungen dqui-
molare Mengen L-Leucin, L-Phenylalanin, p-Phenylalanin und L-e,y-Diaminobutter-
sdure sowie eine Mischung von 1 yMol D-«,y-Diaminobuttersiure und 5 uMol L-o,y-
Diaminobuttersdure gleichzeitig inkubiert.

Im einzelnen wurden folgende Ergebnisse erzielt. Die inkubierte 1-Leucin-
Kontrollprobe wurde quantitativ oxydiert. Desgleichen fehlte bei den inkubierten
B;- und 7«-Hydrolysaten der Leucin-Fleck vollstindig, wihrend er bei den nicht
oxydierten Hydrolysatproben in einer der dquimolaren Vergleichslgsung entspre-
chenden Farbintensitdt auftrat. Der Phenylalanin-Fleck blieb in den mit L-Amino-
sdureoxydase behandelten B;- und 7«-Hydrolysaten voll erhalten, ebenso in der
inkubierten D-Phenylalanin-Kontrolle, wihrend die inkubierte r-Phenylalanin-
Probe quantitativ abgebaut wurde. Bei den mit L-Aminosidureoxydase behandelten
B,- und 7«-Hydrolysaten verblieb in der Position der «,y-Diaminobuttersdure ein
abgeschwichter Fleck, wiahrend die inkubierte L-«,y-Diaminobuttersiure-Kontrolle
vollstindig abgebaut wurde. Die Farbintensitat der nicht oxydierten Anteile in den
Hydrolysaten entsprach derjenigen der inkubierten Vergleichsmischung, bestehend
aus 1 yMol p- und 5 Mol L-g,y-Diaminobuttersdure. Der Threonin-Fleck trat so-
wohl im B;- wie im 7a-Hydrolysat vor und nach Einwirkung der r-Aminosiure-
oxydase gleich stark auf!®).

c) Sekunddrreaktionen, hervorgerufen durch Uberschuss von Carboditmid. Eine
weitere Komplikation kénnte sich nach unserer Arbeitsweise aus der Verwendung
eines riesigen Uberschusses von Dicyclohexylcarbodiimid durch Sekundirreak-
tionen, z. B. an den OH-Gruppen des Threonins, ergeben. Dies konnte praktisch

18) J. P. GREENSTEIN & M. WiniTtz, Chemistry of the Amino Acids, John Wiley & Sons, Inc.,
New York 1961, p. 1789.
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durch folgendes Experiment ausgeschlossen werden: Handelsiibliches Polymyxin-
B-Sulfat wurde bei pH 8 und 0° vollstindig carbobenzoxyliert, anschliessend gemiss
unserer Cyclisierungsvorschrift mit einem Uberschuss von Dicyclohexylcarbodiimid
behandelt, letzteres nach Vorschrift zerstort, abgetrennt und das geschiitzte Natur-
produkt mittels Na in fliissigem Ammoniak und Behandlung mit HCl wieder ins
freie Antibiotikum-Hydrochlorid iibergefithrt. Diese Behandlung ergab ein unver-
dndertes Naturprodukt, was mit der empfindlichsten Methode, ndmlich durch
Rotationsdispersion des Nickelkomplexes, gepriift wurde (vgl. Abschnitt 3, S.2831).
Dass bei der Entfernung der Schutzgruppen mit Na in fliissigem Ammoniak keine
Verinderung eintritt, folgt aus demselben Versuch und ist iibrigens mit gleichem
Resultat bereits schon frither!?) durch Carbobenzoxylierung und Wiederabspaltung
der Schutzgruppen aufgezeigt worden. Es wurde nicht nur keine Verdnderung des
Nickelkomplexes beobachtet, sondern die mikrobiologische Aktivitdt des Produktes
vor und nach dem Versuch war im Plattentest ¢n vitro dieselbe.

d) Inaktivierung durch Gegenstromverterlung. Eine weitere mogliche Verdnderung
konnten unsere Syntheseprodukte bei der Gegenstromverteilung im System #n-
Butanol/Pyridin/Eisessig/Wasser (40:10:5:45) (wisserige Phase pH ~ 3) erlitten
haben, da CrRAIG?) ja ein saures System (wisserige Phase pH = 1) verwendete. Auch
dieser Einwand konnte durch einen entsprechenden Modellversuch entkriftet
werden. Handelsiibliches Polymyxin-B-Sulfat wird durch dreiw&chiges Schiitteln
mit obigem Losungsmittelsystem nicht denaturiert, was aus den unverdnderten
Rotationsdispersionskurven der Nickelkomplexe vor und nach dem Versuch folgt
(vgl. Abschnitt 3, S. 2831).

e) Kristallstruktur der Polymyxine. Die Aufklarung der Chemie der Polymyxine
war erschwert durch den Umstand, dass es bisher nicht gelang, die Salze des Natur-
produktes oder der synthetischen Priparate eindeutig zu kristallisieren. Eine kri-
stalline Base wurde zwar beschrieben?!); sie zeigte Doppelbrechung, aber weder
definierte Gestalt noch definierten Schmelzpunkt. Wir haben diese Beobachtung
an den Pentahydrochloriden (Lyophilisate) von Polymyxin B, und des cyclo-Deca-
peptides 7¢ in ihren DEBYE-SCHERRER-Pulverdiagrammen mehr oder weniger be-
stdtigen konnen. Diese Diagramme haben den Charakter von Faserdiagrammen von
Hochpolymeren, und beide zeigen nur einen, aber denselben definierten Netzebenen-
abstand von 25,2 A. Kiirzlich ist es jedoch WILKINSON?22) gelungen, Polymyxin B
als Salz der Orthophosphorsdure (Pentaphosphat) zu kristallisieren. Mit Hilfe dieser
Impfkristalle konnten wir nun auch Polymyxin B, als Pentaphosphat in wunderbar
verdrillten Nadeln aus Alkohol/Wasser erhalten. Dieser Fortschritt wird den Iden-
titdtsbeweis mit einem méglichen synthetischen Produkt in Zukunft erleichtern.

Die synthetischen Produkte konnten noch nicht kristallin gefasst werden.

19y Unveroffentlichte Versuche.

20) 'W. HausmanN & L. C. Cra1G, J. Amer. chem. Soc. 76, 4892 (1954).

21y J. N. PorTER, R. BroscHarD, G. KrurKa, . LITTLE & J. S. ZELLAT, Ann. N. Y. Acad. Sci.
57, 863 (1949).

22) Privatmitteilung von Dr. S. WiLkiNsoN von den WELLCOME RESEARCH LABORATORIES,
Langley Court, Beckenham, Kent (England). Fiir die Tmpfkristalle mdchten wir an dieser
Stelle herzlich danken.
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3. Rotationsdispersion der Nickelkomplexe des Naturproduktes
und der synthetischen Priparate

Aus den Resultaten der Tabelle 1 und den geschilderten zusitzlichen Experi-
menten darf man nun schliessen, dass unsere Syntheseprodukte den angegebenen
Formelbildern entsprechen.

Um die Diskrepanz des optischen Drehwertes bei der D-Linie zwischen 7o bzw.
7y einerseits und dem Naturprodukt anderseits weiterzuverfolgen, dringten sich
Rotationsdispersions-Messungen auf. Am reinen Antibioticum selbst konnten bis zu
einer Wellenlinge von ca. 260 mu keine charakteristischen Effekte beobachtet
werden. Dies in Ubereinstimmung mit der Literatur2s), wo CoTron-Effekte erst bei
niedrigeren Wellenlingen auftreten, die wir mit unserem Instrument nicht mehr
erfassen konnten. Gut messbare Effekte traten jedoch bei den Nickelkomplexen auf.

[0‘:[25
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Fig. 4. Rotationsdispersionshuvven des Nickelkomplexes des natiivlichen Polymyxins B, und der
synthetischen Produkte 7o und 7y (¢ = 0,10%, pH = 9,3)
1 Polymyxin B,
2 cyclisches Decapeptid 7o
3 cyclisches Decapeptid 7y

¥ E. R. Brourt, I. Scumier & N. S. SiMMoNDs, J. Amer. chem. Soc. 84, 3193 (1962).
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Der Nickelkomplex des Handelsproduktes Polymyxin-B-Sulfat PFIZER® wurde
unlingst von BRINTZINGER dargestellt. Er ldsst sich gewinnen aus dquimolekularen
Mengen Peptid und Nickelsulfat mit darauffolgender Einstellung des pH auf 9,3 4-
(,1. Es entsteht dabei eine schwach griinlich gefarbte Komplexlosung, tiber deren
Konstitution aber nur spirliche Unterlagen vorliegen24).

Diese Komplexe geben negative CorTon-Effekte?s), die insbesondere beim
Naturprodukt gut ausgebildet sind. In Fig. 4 finden sich diese Kurven, aufgenommen
in wisseriger Losung, und zwar von natiirlichem Polymyxin-B,;-pentahydrochlorid im
Vergleich mit den synthetischen cyclo-Decapeptid-pentahydrochloriden 7o und 7y.

Die Unterschiede sind nicht nur quantitativer, sondern in bezug auf die Lage
der Maxima im positiven und negativen Bereich und des Inflexionspunktes auch

iy
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Iig. 5. Alterung von Polymyxin-B,-Nickelkomplex in Losung bei Raumtemperatuy
(¢ = 0,109, pH 9,3)
1 nach 2 Std. 4 nach 24 Std.
2 nach 5 Std. 5 nach 5 Tagen
3 nach 8 Std.

24) H. BRINTZINGER, Helv. 44, 744 (19061).
25) W. KunnN, Naturwiss. 26, 290 (1938).
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qualitativer Art. Ein weiterer prinzipieller Unterschied zwischen B, und den syn-
thetischen Produkten besteht darin, dass die Rotationsdispersionskurven der Lo-
sungen von B, mit der Zeit bei Zimmertemperatur verindert werden, wihrend dies
bei den synthetischen Prdparaten in der Beobachtungszeit von 5-7 Tagen nicht der
Fall ist.

Fig. 5 gibt die Veranderungen wieder, die die Dispersionskurve des Nickel-
komplexes von Polymyxin B; von 2 Std. bis 5 Tagen nach Herstellen der Losungen
erfihrt. Beide Maxima werden innerhalb der ersten Tage abgeschwicht, steigen
nachher wieder an und verschieben sich gleichzeitig gegen grissere Wellenldngen. Sie
gehen aber nicht in die Kurven der synthetischen Priparate tiber (Fig. 4), sondern
werden den letzteren nur dhnlich. Das Handelsprdparat verhilt sich prinzipiell
gleichartig, wenn auch der positive Pik etwas schwicher ausgebildet ist als bei
reinem Polymyxin B, (Polymyxin PFIZER enthilt mindestens die zwei Komponenten
B, und B,).

E

06

360 a0 450 500 m

Fig. 6. UV.-Spektven der Nickelkomplexe von Polymyxin B, und dey synthetischen Decapeptide 7a
und 7y (pH 9,3)

1 B, frische Losung ¢ = 0,559,
2 B;, nach 24 Std. ¢ = 0,559,
3 B,, nach 5 Tagen ¢ = 0,559,
4 7o bzw. 7y c = 0,10%

Wir méchten noch hervorheben, dass diese Denaturierung des Polyrnyxin—Nickel—
komplexes durch Lagern in wisseriger Losung bei Zimmertemperatur irreversibel ist.
Das nach 7tédgiger Alterung des Nickelkomplexes iiber eine Sephadex-Saule zuriick-
gewonnene (Ni-freie) Peptid ergibt nach erneuter Uberfithrung in den Nickelkomplex
von Beginn an das RD.-Spektrum des denaturierten Produktes. Plattenchromato-
graphisch lisst sich am isolierten freien Peptid gegeniiber dem nativen Produkt
kein Unterschied feststellen. Dies ist nicht so verwunderlich, da ein chromato-

178
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graphischer Unterschied zwischen Polymyxin B, und den synthetischen Priparaten
7a und 7y ebenfalls nicht besteht.

Interessant ist das Verhalten dieser Komplexlgsungen im UV.-Bereich. Wahrend,
wic erwihnt, in der Rotationsdispersion durch Lagerung eine Verschiebung der
Maxima gegen gréssere Wellenlingen beobachtet wird, verschiebt sich das UV.-
Maximum gegen kleinere Wellenlingen, und die synthetischen Produkte verdndern
sich auch hier nicht (Fig.6). Das UV.-Maximum, das gewé6hnlich ungefdhr im
Inflexionspunkt der CoTToN-Schleife liegt, wandert also durch diesen Alterungs-
cffekt weiter von dieser Stelle weg.

Eine dhnliche Erscheinung zeigt Campher, wo der Inflexionspunkt der COoTTON-
Schleife deutlich ausserhalb des UV.-Maximums liegt, wie Kuan2) vor Jahren fest-
gestellt hat.

Es wurde nun auch festgestellt, dass Polymyxin B; und Polymyxin-B-
Sulfat Prizer® in alkalischer Losung bei pH 9,3 in freiem Zustand, also nicht in

25
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Fig. 7. Alterung von freiem Polymyxin B,
1 B, frischer Nickelkomplex
2 B, frischer Nickelkomplex, nach 7tagiger Lagerung des freien Peptides bei pH 9,3
3 B, gealterter Nickelkomplex (5 Tage)

%) W. KuaN & H. K. Gorg, Z. physik. Chem. (Leipzig) (B) 72, 389 (1931).
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komplexer Bindung mit einem Schwermetall, sich verdndern, was anschliessend
durch Rotationsdispersion des Nickelkomplexes demonstriert werden kann. Nach
7 Tagen (Kurve 2, Fig. 7) findet sich bereits eine starke Verinderung, die allerdings
der Veranderung des Nickelkomplexes nach 5 Tagen (Kurve 3, Fig. 7) nicht ganz
entspricht. Polymyxin B PrI1zER zeigt auch hier ein véllig analoges Verhalten.
Diese grosse Empfindlichkeit des Naturproduktes gegen Alkali ist ein weiterer
Unterschied zu den Syntheseprodukten 7« und 7y, die keine solche Empfindlichkeit
zeigen.

o2
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Fig. 8. Rotationsdispersionskuvve des Nickelkomplexes von Polymyxin- B-Sulfat (PF1ZER) mit Zusalz
von Harnstoff und bei Exnwirkung von Wiarme

1 Nickelkomplex frisch hergestellt

2 Nickelkomplex 2 Std./60° ohne Harnstoff

3 Nickelkomplex mit 109, Harnstoff 25°

4 Nickelkomplex mit 10%, Harnstoff 2 Std./60°

Von einigem Interesse war nun auch das Verhalten des Nickelkomplexes des
natiirlichen Antibioticums gegeniiber Harnstoff, ein Agens, das seit langem zur
Aufspaltung von Wasserstoffbriicken in der Protein-Chemie?’) gebraucht wird.
Nach den Kurven der Fig. 8 katalysiert Harnstoff die normale Verdnderung des
Nickelkomplexes beim Lagern ziemlich stark und besonders bei hoheren Tem-
peraturen. So wird z. B. bei 60° und 109, Harnstoffgehalt bereits in 2 Std. ein Zu-
stand erreicht, der ohne Harnstoff und bei 25° erst in ca. 7 Tagen resultiert.

2%) H. K. KiNg, Science Progress 49, 703 (1961); G. KavLnirsky, J. P. HumMmeL, H. REsnick,
J. R. CarTER, L. B. BArRNETT & C. DIERKS, Ann. N. Y. Acad. Sci. 87, 543 (1959).
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Aus allen diesen Versuchen ist zu entnehmen, dass die Sekundirstruktur des
Nickelkomplexes unserer synthetischen Produkte von der des Nickelkomplexes des
natiirlichen Polymyxins B, erheblich abweicht. Die Abweichung erinnert an die
Verdnderungen, die native Ribonucleinsdure durch Einwirkung von 8M Harnstoff-
l6sung 28) erleidet.

Dass wir bei richtiger Aminosiduresequenz eine falsche Konformation in den
synthetischen Produkten vorliegen haben, ist eher unwahrscheinlich geworden, seit-
dem es gelungen ist, an den S-S-Briicken gespaltene Ribonuclease durch blosse
Luftoxydation?) von selbst wieder zum nativen und hochaktiven Komplex «auf-
zurolleny. Dies kann indessen nicht als Beweis fiir unsern Fall herangezogen werden,
und diese Frage bleibt durchaus noch offen.

4. Mikrobiologische Charakterisierung der synthetischen Produkte
gegeniiber natiirlichem Polymyxin B,

Von besonderer Bedeutung war nun auch die mikrobiologische Charakteri-
sierung unserer Syntheseprodukte relativ zum natiirlichen Polymyxin B;.

Die antibakterielle Aktivitdt von 7o und 7y wurde gegen verschiedene Erreger
in vitro und gegen Coli-Bazillen auch ¢n vivo sorgfiltig mit derjenigen des Natur-
produktes verglichen (vgl. Tabelle 3). Fiir die Bestimmung der Wirksamkeit gegen
Brucella bronchiseptica wurde der Zylindertest nach GRovE & RaxDpALL?), fir
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli und Klebsiella pneumontiae hingegen der
nephelometrische Test nach WINTERMERE et al.3!) eingesetzt mit folgenden Ab-
dnderungen: Das Alter der Testorganismen betrug drei Wochen, das Inoculum je
23 Millionen Keime/5 ml Gesamtvolumen und die Inkubationsdauer 5 Std. Die
synthetischen cyclo-Decapeptide und natiirliches Polymyxin B; wurden in einem
Phosphatpuffer von pH 7 gelést. Als Bezugssubstanzen dienten sowohl das USP
Standardpriaparat Polymyxin B mit einer Aktivitit von 7850 E/mg wie auch ein
Hilfsstandard PoLyMyYXiN B PFizER® mit 7000 E/mg.

Tabelle 3. Antibaklevielle Aktivitdt dev synthetischen Prdpavate 7o und 7y gegen Polymyxin B,
in vitro und in vivo (Standavdabweichung + 20%)

Ta Ty B,
Brucella bronchiseptica ATCC 4617 8898 E/mg 8250 E/mg 8096 E/mg
Pseudomonas aevuginosa 6761 E/mg 7088 E/mg 10420 E/mg l L
Escherichia coli ATCC 10536 5081 E/mg 4861 E/mg 5033 E/mg | " V0
Klebsiella pneumoniae ATCC 100131 1514 E/mg 1297 E/mg 8421 E/mg
Escherichia coli (CDyqy s. c. Maus) 2,0 mg/kg 2,7 mg/kg 0,7 mg/kg in vivo3?)

28) N. S. Simmons & E. R. Brour, Biophysic. J. 7, 55 (1960).

) Y. H. WHITE, ]. biol. Chemistry 235, 383 (1960).

3 D.C. Grove & W, A, RanpaLr, Assay Methods of Antibiotics, Medical Encyclopedia, New
York 1955, p. 1-238.

3 D. M. WiNTERMERE, W. H. E1sEnBERG & A. B. Kirsunatwy, Antibiotics and Chemotherapy
7, 189 (1957).

32y B. Fust & E. BouNI, Schweiz. Med. Wschr. 92, 1599 (1962).
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In wvitro weisen die beiden synthetischen Priparate 7o und 7y gegen Brucella
bronchiseptica und gegen Escherichia coli praktisch die gleichen Aktivitdten auf wie
das Naturprodukt. Hingegen ist Polymyxin B, etwas aktiver gegen Pseudomonas
aeruginosa und deutlich aktiver gegen Klebsiella pneumoniae.

In vivo sind 7o und 7y gegen Infektionen mit Escherichia cols an der Maus hoch-
wirksame Chemotherapeutica; B, tbertrifft hingegen die synthetischen Produkte
noch um einen Faktor von ca. 3.

Eine sichere Differenzierung von 7« und 7y, sowohl ¢n vitro wie in vivo, ist, ent-
gegen unserer fritheren Annahme33), nicht méglich. Dagegen stiitzen diese bio-
logischen Ergebnisse unsere Messresultate der Rotationsdispersion der Nickelkom-
plexe und lassen auf Nicht-Identitit der synthetischen Priparate mit natiirlichem
Polymyxin B; schliessen.

5. Diskussion

Gemaiss den vorliegenden Resultaten und insbesondere den zusitzlichen enzy-
matischen Untersuchungen haben wir den Eindruck, dass unsere synthetischen
Produkte den vorgeschlagenen Strukturformeln entsprechen. Nach den biologischen
Ergebnissen und den Messungen der Rotationsdispersion hingegen ist keines der
vier synthetischen Produkte identisch mit natiirlichem Polymyxin B,. Zudem ist
das Naturprodukt sehr alkaliempfindlich im Gegensatz zu 7« und 7. Auf welchen
Eigenschaften diese Labilitit beruht, ist vorderhand unbekannt und kann auch
nicht aus den bestehenden méglichen Strukturformeln abgeleitet werden. Ob in
diesem Zusamnmenhang die Art der Bindung der beiden Threoninreste eine Rolle
spielt, bleibt einer weiteren Untersuchung vorbehalten. Leider ist noch nicht fest-
gestellt worden, ob die beiden OH-Gruppen im Naturprodukt frei vorliegen oder
nicht.

Aus der Diskrepanz der geschilderten Ergebnisse drangt sich die Notwendigkeit
einer Uberarbeitung der Strukturanalyse des Naturproduktes auf, um so mehr, als
diese durch Partialhydrolyse mit Mineralsiuren4) ausgefithrt worden ist, von der
generell feststeht?)), dass dabei Umamidierungen auftreten kdnnen. In der Poly-
myxinreihe selbst haben SILAEV ef 4/.%%) Umacylierungen der o,y-Diaminobutter-
sdure von ¥ — o in saurem Milieu nachgewiesen.

In bezug auf die beiden aktiven synthetischen Produkte ist noch zu erwédhnen,
dass diese unter sich weder physikalisch-chemisch noch biologisch differenziert werden
konnten. Dies ist zwar unbefriedigend, kann aber zum Teil wohl dahin gedeutet
werden, dass wir uns der Grenze der experimentellen Moglichkeiten der heutigen
Peptidchemie schon stark genahert haben.

Wir halten es unter den gegebenen Umstdnden fiir zweckmadssig, das Studium
des Naturproduktes wieder aufzunehmen, bevor neue synthetische Versuche gewagt
werden.

33) K. VoGLER, R. O. STUDER, P. Lanz, W. LErGIER & E. B6nN1, Experientia 77, 223 (1961).

3y W.D. Joun & G. T. Young, J. chem. Soc. 7954, 2870; P. DEsNUELLE & A. CasaL, Biochim.
biophysic. Acta 2, 64 (1948); F. SanGeR & H. Tupry, Biochem. J. 49, 463, 481 (1951).

3) A, B. SiLaev, G. S. KatrukHa & Kvz'mina, J. gen. Chemistry USSR (Engl. Transl) 37,
2900 (1961).
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Experimenteller Teil3%)
A. Synthese des cyclischen Decapeptids 7y (X)

1. N%-Formyl-N7-[N%-(+)-isopelargonyl-NV-Tos-D-o, y-diaminobutyryl -L-threonyl-NV-Tos-1L-
o, p-diaminobutyryl]-L-o, y-diaminobutyryl-NV-Tos-L-a, p-diaminobutyryl-D-phenylalanin-methylester
(I1I).18,6 g (0,035 Mol) N*-(+ )-Isopelargonyl-N?-Tos-p-a, y-diaminobutyryl-r-threonyl-N?-Tos-
L-q,y-diaminobuttersdure-hydrazid®) (I) werden in einer Losung von 180 ml 50-proz. Essigsdure,
25 ml 3~ HCI und 200 ml Essigester gelost und bei — 5° langsam mit einer Lésung von 2,56 g
(0,037 Mol) NaNOQO, in 20 ml Wasser versetzt. Nach 10 Min. Riihren bei — 5° wird die Essigester-
lésung abgetrennt und je 2mal mit Eiswasser, eiskalter 5-proz. NaHCO,-Losung und Eiswasser
gewaschen und iiber Na,SO, getrocknet. Sic wird darauf mit einer eiskalten Lésung von 19,9 g
(0,035 Mol) N#-For-L-a,y-diaminobutyryl-N?-Tos-L-&,y-diaminobutyryl-p-phenylalanin-methyl-
ester?) (II) in 60 ml Dimcthylformamid und 40 ml Eisessig vereinigt und 24 Std. im Eiskasten
aufbewahrt. Dann wird zur Trockne verdampft, in Essigestcr gelost und mit 1N HCl, Wasser,
5-proz. NaHCO4Losung und Wasser gewaschen, iiber Na,50, getrocknet und eingedampft.
Der Riickstand wird in heissem Alkohol gelost und im Eis stehengelassen, wobei sich eine gelartige
Masse abscheidet. Sie wird abgenutscht, mit kaltem Alkohol und Ather gewaschen und getrocknet.
Ausbeute 16,2 g (339 d. Th.). Smp. 168-171°; [«]¥ = —1,0°; & bei 256 mu = 1582%), ber. 1543
(Feinsprit, 61 mg9%,).

CoHgeO16N10S, (1311,56)  Ber. C 55,86 H 6,53 N 10,68% Gef. C 56,02 H 6,31 N 10,82%

2. NY-[N%-(4)-isopelavgonyl-N?-Tos-p-o, y-diaminobutyryl-L-threonyl -N¥-Tos-L-, y-diamino-
butyryl]-L-a, y-diaminobutyyyl- NV-Tos-L-a, y-diaminobutyyyl-D-phenylalanin-methylester (IV) (duych
Deformylierung von I1I). 23 g Hexapeptid III werden in 1 1 Methanol unter Erwidrmen gelost,
rasch auf Raumtemperatur abgekiihlt, mit 200 ml 4~ HCl/Methanol versetzt und 24 Std. bei
20° stehengelassen. Darauf wird bei 45° zur Trockne verdampft und der sirupartige Riickstand
noch 2mal mit Methanol cingedampft. Man iiberschichtet den Riickstand mit Wasser und Essig-
ester, stellt unter Eiskithlung mit NHjy alkalisch und extrahiert mit Essigester. Die Essigester-
16sung wird mit Eiswasser neutral gewaschen, iiber Na,SO, getrocknet und zur Trockne ver-
dampft. Nach Verreiben des Riickstandes unter Ather nutscht man ab, wischt mit Ather und
trocknet. Ausbeute 21 g (929,); der Ninhydrinwert entspricht 0,96 NH,-Gruppen. ¢ bei 256 my =
1575, ber. 1543 {Feinsprit, 61 mg%,).

3. Z-v-Leucyl-N?-Tos-L-o, y-diaminobutyryl-NV-Tos-L- o, y-diaminobutyryl-L- threonin-hydvazid
(Va). 4,5 g (0,005 Mol) Z-L-Leucyl-N?-Tos-L-a,y-diaminobutyryl-N?-Tos-L-a, y-diaminobutyryl-
L-threonin-methylester8) werden in 150 ml Methano! gelost, mit 2,5 ml (0,02 Mol) Hydrazin-
hydrat versetzt und 18 Std. bei Raumtemperatur aufbewahrt. Darauf wird das Hydrazid mit
Eiswasscr gefillt, abgenutscht, mit viel Wasser gewaschen und getrocknet. Es wird nochmals aus
Dimethylformamid/Wasser umgefdllt. Ausbeutc 4 g {(899%). Smp. 205-206°; ()} = — 25,4°.

CyoHge01 NS, (881,0)  Ber. € 5452 H 641 N11,80% Gef. C54,31 H 647 N 11,919

4. Z-L-Leucyl -N?-Tos-L-a, - diaminobutyryl-NV-Tos-L- o, y-diaminobutyyyl-L-thveonyl-NV- [N *-
(4 )-isopelavgonyl-N7-Tos-D-o, y-diaminobutyryl-L- threonyl-N¥-Tos-L-o, y- diaminobutyryl]-L-o, y-
diaminobutyryl-N¥-Tos-L-a, y-diaminobutyryl-D-phenylalanin-methylester (V 1a). 13,7 g (0,015 Mol)
Z-L-Leucyl-N¥-Tos-L-o, y-diaminobutyryl-N¥-Tos-L-o, y-diaminobutyryl-L-threonin-hydrazid (Va)
werden unter starkem Rihren in 200 ml 50-proz. Essigsaure, 11 ml 3~ HCI und 300 ml Essigester
geldst und bei —5° mit 1,13 g (0,016 Mol) NaNO, in 10 ml Wasser versetzt. Nach 20 Min. Riihren
bei — 5° wird die Essigesterlosung abgetrennt, je 2Zmal mit 10-proz. NaCl-Losung, 5-proz. NaHCO4-
Losung und 10-proz. NaCl-Losung eiskalt gewaschen, iiber Na,SO, getrocknet und mit einer eis-
kalten Losung von 20 g (0,015 Mol) Hexapeptidesterbase IV in 100 ml Dimethylformamid ver-
einigt. Nach gutem Durchmischen wird die Loésung iiber Nacht im Eiskasten aufbewahrt und
darauf mit 1n HCI, Wasser, 5-proz. NaHCOy-L6ésung und Wasser neutral gewaschen, iiber Na,S0O,
getrocknet und eingedampft. Der Riickstand wird je 1mal aus Athanol-Ather und Methanol/Ather

36) Die Smp. wurden auf einem KorLER-Block bestimmt und sind korrigiert. Die Drehungen
wurden, wenn nichts anderes angegeben, in Dimethylformamid bei ¢ = 2 bestimmt; Fehler-
grenze -+ 2°.

37) K. VoGLER, ]J. WiRrscH, R. O. STunpErR & P. Lanz, Chimia 74, 379 (1960).
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umgefillt. Ausbeute 14,2 g (449%,). Smp. 200-203°; [«]} = —15,5°; & bei 257 mu = 2635, ber.
2655 (Eiscssig 40 mg%,).

CosHy36006N16S;  Ber. C 5591 H 6,45 N 10,54 S 7,549
(2156,51) Gef. ,, 55,85 ,, 6,46 ,, 10,53 ,, 7,509

5. L-Leucyl-NY-Tos-L-o, y-diaminobutyryl-NV-Tos-L- o, y-diaminobutyyyl-L- threonyl -N7- [ N®-
(+ )-isopelargonyl-N¥-Tos-D-a, y-diaminobutyryl-L- threonyl -N7-Tos-L-a, y-diaminobuiyryl] -L-o, p-
diaminobutyryl-N7V-Tos-L-a, y - diaminobutyryl - D - phenylalanin-methylester-hydvochlovid (VI1a)
(durch Hydvievung von VIa). 20 g (0,0092 Mol) Decapeptid VIa werden unter Erwirmen in
250 ml Eisessig und 20 ml Wasser gelést und bei Raumtemperatur iiber Pd-Kohle hydriert. Nach
beendeter Hydrierung wird vom Katalysator abgenutscht, das Filtrat in 2 1 eiskalter 0,1~ HCI
ausgeriihrt, der Niederschlag abgenutscht, mit viel Wasser gewaschen und getrocknet. Die Sub-
stanz wird noch lmal aus Methanol/Ather umgefallt. Ausbeute 17,3 g (91%). Der Ninhydrinwert
entspricht 1,06 NH,-Gruppen.

6. L-Leucyl-NV-Tos-L-o, y-diaminobutyryl-NV-Tos-L-a, y-diaminobutyryl -L- threonyl-NY [-N*-
(+ )-isopelargonyl-NV-Tos-D-u, y-diaminobutyryl-L-threonyl - NV-T os-L-o, y-diaminobutyryl]-L-a, y-
diaminobutyryl-N7-Tos-L-a, y-diaminobutyryl-D-phenylalanin  (VIIIa) (durch Verseifung wvon
VIIa). 17,3 g (0,0084 Mol) Decapeptid VIla werden in 200 ml Methanol gel6st, mit 12,6 ml 2N
NaOH versetzt und 18 Std. bei Raumtemperatur aufbewahrt. Darauf wird mit Eisessig sauer
gestellt und in 2 1 10-proz. NaCl-Lésung ausgeriihrt, abgenutscht, mit viel Wasser gewaschen
und getrocknet. Die Substanz wird nochmals aus Methanol/5-proz. NaCl-Lisung umgefillt, ab-
genutscht, mit Wasser gewaschen und getrocknet. Ausbeute 16 g (93%,). Aus dem Ninhydrin-
wert werden 1,0 NH,-Gruppen und aus der Mikrotitration 0,96 COOH-Gruppen errechnet.

7. For-L-leucyl-NV-Z-L-a,y-diaminobutyryl-NY-Z-L-o, y-diaminobutyryl-L-thveonyl-N7- [N*-
(+)-isopelargonyl-NY-Tos-D-o, y-diaminobutyryl-L-thveonyl-NV-Tos-L-o, y-diaminobutyryl] -L-o, y-
diaminobutyyyl-NV- Tos-L-a, p-diaminobutyyyl-p-phenylalanin-methylester (V Ib). 2,22 g (0,003 Mol)
For-L-leucyl-N?-Z-L-q, y-diaminobutyryl-N¥-Z-L- «, y-diaminobutyryl-L-threoninhydrazid (Vb) %)
werden in 35 ml Eisessig, 2,1 m! 3~ HCl und 25 ml Wasser gelést und bei —10° mit 216 mg
(0,003 Mol) NaNO, in 5 ml Wasser versetzt. Nach 10 Min. Riithren bei — 10° wird das Azid mit
Eiswasser gefillt, abgenutscht, mit Eiswasser, eiskalter 5-proz. NaHCO,-Losung und Eiswasser
gewaschen und scharf abigepresst. Es wird darauf in eine auf - 5° gekiihlte Lésung von 3,84 g
(0,003 Mol) Hexapeptidesterbase 1V in 30 ml Dimethylformamid eingetragen und bis zur voll-
standigen Losung bei — 5° geriihrt und die Lésung anschliessend 18 Std. im Eiskasten aufbewahrt.
Nach Filtration wird mit 400 ml Athanol versetzt, 1 Std. bei 0° stehengelassen, der entstandene
gelartige Niederschlag abgenutscht, mit Alkohol gewaschen und getrocknet. Das Decapeptid wird
aus Dimethylformamid/Athanol umgefillt. Ausbeute 2,7 g (45%), Smp. 222-224°. [e)} = ~16,0°.

CosHygo0ps NSy Ber. € 57,21 H 6,66 N 11,23 S 4,829,
(1994,3) Gef. ,, 57,39 ,, 6,76 ,, 11,19 ,, 4,77%

8. r-Leucyl-NV-Z-L-a, y-diaminobutyryl-NV-Z-L-o, y-diaminobutyryl- L- threonyl-N7-[ N%-(+ )-
isopelargonyl-NV-Tos-p-g, y-diaminobutyryl-L- threonyl-NV-T 0s-L- o, y-diaminobutyryl}-L-o, y-diami-
nobutyryl-NY-Tos-L-o, y-diaminobutyryl-D-phenylalanin-methylester (VIIb) (durch Deformylievung
von VIb). 3 g Decapeptid VIb werden in 100 ml Dimethylformamid gelést und mit 100 ml,
14 Tage bei 20° aufbewahrter 4N methanolischer Salzsiure versetzt. Im Abstand von 1 Std.
werden noch 2mal je 100 ml 4~ HCI in Methanol zugegeben und darauf die Losung 18 Std. bei
Ra\umtemperatur aufbewahrt. Das Methanol wird bei 30° unter vermindertem Druck abdestilliert,
der Riickstand unter Eiskithlung mit Tridthylamin auf pH 8-9 cingestellt und in 1 1 Eiswasser
ausgeriihrt, abgenutscht, mit viel Wasser gewaschen und getrocknet. Es wird nochmals aus Di-
methylformamid/l-proz. NaCl-Losung umgefilit, abgenutscht, mit viel Wasser gewaschen und
getrocknet. Ausbeute 2,7 g (90%). Der Ninhydrinwert entspricht 1,07 NH,-Gruppen.

9. L-Leucyl-NY-Z-L-q,p-diaminobutyyyl-NV-Z-L-a,y-diaminobulyryl-L-threonyl-NV- [N*-(+)-
isopelargonyl-NV-Tos--a, y-diaminobutyryi-L-thveonyl-NV-Tos-L- o, y-diaminobutyryl]-L-a, y-diami-
nobutyryl-Nv-Tos-L-o, y-diaminobutyvyl-D-phenylalanin (VIIIb) (durch Verseifung wvon VIID).
21 g (0,0106 Mol) deformyliertes Decapeptid VIIb werden in 320 ml Dimethylsulfoxid gelost, mit
16,2 ml (0,016 Mol) 1n NaOH versetzt und 18 Std. bei Raumtemperatur aufbewahrt. Darauf wird
das pH mit Eisessig auf ca. 6 eingestellt, die Losung in 2 1 2-proz. NaCl-Losung ausgerithrt und
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der Niederschlag abgenutscht, mit viel Wasser gewaschen und getrocknet. Die Substanz wird aus
Pyridin/Wasser umgefallt. Ausbeute 19 g (90%). Smp. 208-209°. [e]} = —17,6°. Die Mikro-
titration ergibt 0,98 COOH-Gruppen.

CogH13900,N16S; (1952,2)  Ber. C57,21 H 6,71 N11,48% Gef. C57,26 H 6,78 N 11,67%

10. Cyclisievung von VIIIb. 8 g (0,0041 Mol) Decapeptid VIIIb werden in 10 1 Dimethylform-
amid geloést und unter kriftigem Riihren zu einer Losung von 320 g (1,5 Mol) Dicyclohexyl-
carbodiimid in 401 Dioxan gegeben. Die Lésung wird 5 Tage bei Raumtemperatur aufbewahrt,
darauf mit 350 ml 50-proz. Essigsidure versetzt und bei 35° auf 1 1 konzentriert. Vom ausgefallenen
Dicyclohexylharnstoff wird abgenutscht und das Filtrat zur Trockne verdampft. Der Riickstand
wird in 500 ml Dimethylformamid geldst, von einer weiteren Menge Dicyclohexylharnstoff ab-
genutscht und erneut bei 35° zur Trockne verdampft. Dieser Prozess wird noch 3mal wiederholt.
Darauf wird in 100 ml Dimethylformamid gelést und mit 1 1 Ather/Petrolather 2.1 gefallt,
filtriert, mit Ather gewaschen und getrocknect. Die anfallende Substanz wird nochmals aus Di-
methylformamid/Ather umgefillt. In analoger Weise werden weitcre 8 g Decapeptid VIITb und
ein entsprechend kleiner dimensionierter Ansatz zu 2 g Decapeptid VIIIb cyclisiert und auf-
gearbeitct. Aus den drei Ansatzen erhilt man 14 g Rohprodukt.

Analoge Cyclisierungsversuche wurden mit etwa gleicher Ausbcute mit dem Decapeptid
VIIla durchgefiihrt.

11. Ewnifernung dev Schutzgruppen. 4 g Roh-Cyclisicrungsprodukt werden in 800 ml flissigem
Ammoniak gelost und mit Na bis zu einer 20 Min. bestehenden Blaufirbung reduziert. Darauf
werden 3,2 g Ammoniumchlorid zugegeben, das Ammoniak verdampft und letzte Spuren durch
Evakuieren im Wasserstrahlvakuum entfernt. Der Riickstand wird in 100 ml Eiswasser gelost,
bei 0° mit 68 HCI auf pH 6 eingestcllt, filtriert und das Filtrat Iyophilisiert. Auf analoge Weise
werden noch zwei Ansétze 4 4 g und ein Ansatz a 2 g Rohprodukt reduziert. Die Lyophilisate
aller Reduktionsversuche werden in Wasser geldst, vereinigt und nochmals lyophilisiert. Man
erhdlt ca. 30 g Rohprodukt mit einer Aktivitit von 316 E/mg gegen Brucella bronchiseptica
ATCC 4617.

12. Reiwnigung des Cyclisierungsproduktes. — a) Gegenstromuverteilung. Das salzhaltige Roh-
produkt wurde mchreren multiplikativen Verteilungen iiber insgesamt 2500 Stufen im System
n-Butanol/Pyridin/Eisessig/Wasser (40:10:5:45) unterworfen. Die Verteilungskurven crhielten
wir durch Umsetzen von je 0,2 m! unterer Phasc mit FoLiN-Denis-Reagens und Bestimmung
der optischen Dichten bei 750 mu. Die Verteilungen wurden zudem diinnschichtchromatogra-
phisch und durch Erstellen von (inikrobiologischen} Aktivititsbilanzen kontrolliert. Es resul-
tierten 725 mg einer leicht klebrigen Hauptfraktion mit einer Aktivitit von ca. 2100 E/mg gegen
Brucella bvonchiseptica ATCC 4617.

b) Umfillen iiber die freie Base. Die lyophilisierte Verteilungs-Hauptfraktion wurde in 10 ml
Wasser gelost und unter Eis-Kochsalzkithlung NH, bis zur blcibenden Fillung eingeleitet. Nach
2 Std. Stehen unter Verschluss bei 0° wurde zentrifugiert, die Fillung 3mal mit 5-proz. eiskaltem
Ammoniak gewaschen, in Wasser suspendiert und lyophilisiert. Nach Zmaligem Wiederholen
der Gefriertrocknung wurde die Base in 0,1x HCI gelost und als Hydrochlorid lyophilisicrt.

Dieser Fallungsprozess wurde noch 5mal wiederholt; am Schluss verblieben 90 mg eines
farblosen Pentahydrochlorids.

Dic analytische Charakterisierung dieses Endproduktes ist in der Tabelle 1 zusammengefasst.

B. Charakterisierung des Endproduktes

1. Versuche mit D-Aminosiureoxydase. Je 1 yMol Polymyxin B,, sowie Dccapeptid 7« und
7 v wurden in 0,5 ml 65 HCl 20 Std. bei 105° totalhydrolysiert?). Dic Hydrolysate wurden im
Vakuum iber KOH zur Trockne gebracht und die Salzsiure durch mehrmaliges T.6sen mit
Wasser und Eindunsten entfernt.

1. Versuchsreihe: Die neutralen Hydrolyseprodukte wurden in 0,40 ml Phosphatpuffer pH 8,0
(nach SOERENSEN) geltst, mit 5 mg D-Aminosdureoxydase (FLUKA, Rohprodukt) versetzt und
unter O,-Atmosphire 8 Std. bei 38° inkubiert. Die optimale Enzymkonzentration musste vor-
gangig durch Reihenversuche ermittelt werden; eine Verlingerung der Inkubationszeit auf 24 Std.
ergab keinen Unterschied gegeniiber 8 Std.
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Nach abgeschlossener Inkubation wurden direkt je 10-20 ul der Lésungen, zusammen mit-
einer Aquimolaren Phenylalanin-Vergleichsprobe, im Laufmittel #-Butanol/Eiscssig/Wasser
(4:1:1) papierchromatographiert. Die getrockneten Papierchromatogramme wurden mit dem
Ninhydrin-Tauchreagens nach RO6WE et al.38) entwickelt, die Phe-Zonen nach Uberfiihren in den
Cu-Komplex mit abs. Methanol eluiert und im BECKMAN-Spektrophotometer bei 504 mu gemessen.

Phe gef. B; 29,2 7w« 31,7 7y 28,69% (4 10%)
Phe oxydiert ,, 70,8 ,, 68,3 ,, 71,49

2. Versuchsveihe: Die Totalhydrolysen wurden wie beschrieben durchgefiihrt. Die Inkubation
erfolgte jedoch in einem Pyrophosphatpuffer pH 8,4 nach BENDER & KreBs??); in Pyrophosphat-
puffern ist ja die Aktivitit, bzw. dic Stabilitit der p-Aminosiureoxydase besonders hoch4?),
Tatsachlich erzielten wir so mit 0,5 mg p-Aminosdureoxydase pro 1 yMol Peptid bessere Abbau-.
resultate als mit 5 mg Enzym bei der 1. Versuchsreihe.

Nebst den drei Hydrolysaten wurde diesmal auch eine dquimolare Menge reines p-Phe mit-
inkubiert. Nach der Inkubation (8 Std., 38°, Q,) wurden je 30 ul (entsprechend ~ 12 ug Phe) zur
Chromatographie aufgetragen; auf den gleichen Papieren liefen die entsprechenden, nicht inku-
bierten Proben mit, auf deren Phe-Gehalt bei der Auswertung die oxydierten Proben bezogen
wurden. Die Auswertung der Papierchromatogramme erfolgte wiederum photometrisch iiber den
Ninhydrin-Cu-Komplex (vgl. Tabelle 2).

2. Versuche mit L-Aminosdureoxydase (Sigma, Typ III, hochgereinigtes Pulver aus Crotalus-
adamanteus-Gift). Samtliche Inkubationsansitze wurden in folgendem Trispuffer pH 7,5 durch-
gefiihrt: Zur Herstellung der Zm-Stammlésung wurden 121,14 g Tris-(hydroxymethyl)-amino-
methan (1 Mol) in 188,7 ml 4~ HCI gelost und mit Wasser auf 500 ml gebracht. 7,5 ml Stamm-
16sung mit Wasser auf 100 ml verdiinnt ergaben den gebrauchsfertigen 0,15m-Puffer von pH 7,5.

Die enzymatische Einwirkung wurde papierchromatographisch im System »-Butanol/Eis-
essig/Wasser (4:1:1) — unter Anfirbung mit Ninhydrin — verfolgt. In diesem Laufmittel kénnen
alle Polymyxin-Aminosduren unter sich und von der Tris-Substanz und der L-Aminosdureoxy-
dase getrennt werden.

Ansdtze mit reinen Aminosduren: Je 1 uMol L-Leu, L-Phe und 5 puMol L-Dab in 0,30 ml Tris-
puffer wurden mit je 0,10 ml Trispuffer, enthaltend 10 ug Enzym, versetzt und in ciner Sauerstofi-
atmosphére bei 38° inkubiert; in zwei weiteren, parallelen Versuchsreihen betrug die Zugabe von
L-Aminosdureoxydase 100 bzw. 1000 ug. Nach 1, 3, 6 und 24 Std. Inkubation wurden je 10-20 ul
entnommen und papierchromatographisch gepriift: L-Leu und L-Phe waren bereits nach 1 Std.
in den Ansitzen mit der kleinsten Enzymzugabe (10 ug) quantitativ oxydiert, wihrend die L-Dab
in der gleichen Reihe auch durch 24stiindige Einwirkung iiberhaupt nicht angegriffen wurde. In
der Versuchsserie mit der mittleren Enzymkonzentration (100 ug) betrug die Oxydationsrate fir
die L-Dab nach 24 Std. ca. 20-309%, und in den Ansitzen mit 1000 ug L-Aminosiureoxydase war
auch fir die L-Dab die Oxydation nach 24 Std. quantitativ. Diese Ergcbnisse stimmen mit den
Literaturangaben iiberein, wonach L-Leu und L-Phe die besten Substrate fiir die L-Aminosdure-
oxydase darstellen, wiahrend Diaminocarbonsiuren nur schwer oder nicht angegriffen werden.

Ansidtze mit den Totalhydrolysaten von natiirlichem Polymyxin B, und dem synthetischen
Cyclodecapeptid 7a: Je 1 uMol Polypeptid wurde unter normalen Bedingungen (6§ HCI, 24 Std.,
110°) hydrolysiert. Nach vollstindiger Entfernung der Salzsiure wurden die Riickstidnde in 0,3 ml
Trispuffer geldst; nach Zugabe von 1 mg L-Aminosdureoxydase in 0,1 ml Trispuffer erfolgte die
24stiindige Inkubation bei 38° in Sauerstoffatmosphire. Zur Kontrolle wurden unter den gleichen
Bedingungen dquimolare Mengen von L-Leu, L-Phe, p-Phe und L-Dab sowie eine Mischung von
1 puMol p-Dab und 5 yMol L-Dab mitinkubiert. Nach 24 Std. Einwirkung wurden direkt je 10 ul
chromatographiert. Auf den gleichen Papieren liefen ferner entsprechende Mengen der urspriing-
lichen, nicht oxydierten B,- und 7«-Hydrolysate, sowie alle Vergleichsaminosiduren in verschie-
denen Konzentrationen mit.

38) K. Rowe, E. FERBER & H. FISCHER, Z. physiol. Chem. 373, 174 (1958).
3% A E. BENDER & H. A. KrEBS, Biochem. J. 46, 210 (1950).
10y Sjehe 18), p. 1784.
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Ergebnisse: Die inkubierte rL-Leu-Kontrollprobe wurde quantitativ oxydiert; desgleichen
fehlte bei den inkubierten B;- und 7a-Hydrolysaten der Leu-Fleck vollstindig, wiahrend er bei
den nicht oxydicrten Hydrolysatproben in einer der A&quimolaren Vergleichslésung entsprechenden
Farbintensitidt auftrat. Der Phe-Fleck blieb in den mit L-Aminosdureoxydase behandelten B;-
und 7 x-Hydrolysaten voll erhalten; ebenso natiirlich in der inkubierten p-Phe-Kontrolle, wihrend
die inkubierte L-Phe-Probe quantitativ abgebaut wurde. Diesc Ergebnisse bestdtigen indirekt
unsere Befunde mit der p-Aminosdureoxydase. Bei den mit L-Aminosdureoxydase behandelten
B,- und 7a-Hydrolysaten verblieb in Dab-Position ein deutlich abgeschwichter Fleck, wahrend-
dem die inkubierte L-Dab-Kontrollprobe vollstindig abgebaut wurde. Die Farbintensitit der
nicht oxydierten Dab-Anteile in den Hydrolysaten entsprach derjenigen der inkubierten Ver-
gleichsmischung aus 1 gMol p-Dab und 5 uMol r-Dab.

Der Thr-Fleck trat sowohl im B,- wic im 7a-Hydrolysat vor und nach der Einwirkung von
L-Aminosidurcoxydase gleich stark auf; es ist bekannt, dass L-Thr von L-Aminosdureoxydase nicht
angegriffen wird18).

3. Einfluss des Ubevschusses von Carbodiimid. Carbobenzoxylierung von Polymyxin-B-Sulfat
(Pr1zER): 300 mg Handelsprodukt wurden in 15 ml Wasser gelést und unter Eiskiihlung und
Riihren innerhalb 1 Std. 1,0 ml Carbobenzoxychlorid zugetropft. Wahrend der 6stiindigen Reak-
tionsdaucr wurden noch zweimal je 0,2 ml Carbobenzoxychlorid zugegeben. Der pH-Wert der
Reaktion von 8,0 wurde mit 1n NaOH iiber das Magnetventil des Radiometer-Titrators konstant
gehalten. Nach abgeschlossener Reaktion und Stehenlassen {iber Nacht im Kithlschrank wurde der
Niederschlag abzentrifugiert, zuerst mit Eiswasser, dann mit Ather gut gewaschen und im Vakuum
getrocknet; es resultierten 390 mg feinkérniges, nur in Dimethylformamid 18sliches, ninhydrin-
negatives Pulver.

Stabilitdtstest unter Cyclisierungsbedingungen: 300 mg voll carbobenzoxyliertes Handels-
produkt wurden in 330 ml Dimethylformamid und 1,5 | Dioxan gelést und mit einer Lésung von
12 g Dicyclohexylcarbodiimid in 50 ml Dimethylformamid versctzt. Nach 4 Tagen Lagerung bei
Raumtemperatur wurde mit 15 ml 50-proz. Essigsdure versetzt, das Dioxan im Wasserstrahl-
vakonum bei 40° entfernt, die Lésung im Hochvakuwum anf 50 ml konzentriert, vom ausgefallenen
Dicyclo-hexylharnstoff abgenutscht und das Filtrat im Hochvakuum eingedampft. Der Riick-
stand wurde in 20 ml Dimethylformamid geldst, von einer weiteren Menge Dicyclohexylharnstoff
abgenutscht und erneut im Hochvakuum bei 40° cingedampft. Dieser Prozess wurde nochmals
wicderholt. Darauf wurde in 10 ml Dimethylformamid geldst und mit 80 ml Ather/Petrolither
(2:1) gefillt, filtriert, mit Ather gewaschen, in 5 ml Dimethylformamid geldst und neuerdings
mit Ather ausgefillt, filtriert, mit Ather gewaschen und getrocknct (160 mg).

Entfernung der Schutzgruppen: Dic Reduktion erfolgtec mit Na/NH, nach der bereits be-
schriebenen Methode (sub. A/11). Das rohe Reduktionsprodukt wurde wie iiblich als Hydrochlorid
lyophilisiert und zur Reinigung 2mal bei 0° mit NH, iiber die freie Base umgefillt. Das Endpro-
dukt (50 mg Pentahydrochlorid) ergab auf dem Diinnschichtchromatogramm cinen einheitlichen
Polymyxin-Fleck und als Ni-Komplex ein verdndertes, qualitativ und quantitativ dem des einge-
setzten Handelsprodukts entsprechendes Rotationsdispersions-Spektrum.

C. Herstellung der Nickelkomplexe und Rotationsdispersions-Messung

1. Nickelkomplexe. Die Nickelkomplexe wurden durch Zusammengeben von dquimolaren
Mengen Peptid und Nickelsulfat und Einstellen des pH mit 0,15 NaOH auf pH 9,42%) hergestellt.
Die Peptidkonzentration in der Endiésung betrug etwa 0,109

Die RD.-Spektren wurden in unscrer physikalisch-chemischen Abteilung von Dr. F. BURK-
HARDT mit eincm automatischen, selbstabgleichenden Polarimeter aufgenominen.

2. Sdulenchvomatographische Riickgewinnung von Polymyxin B aus einem gealtevten N-
Komplex. 20 mg Polymyxin-B-sulfat (PrizER) wurden wie {iblich in den Nickelkomplex iiberge-
fithrt. Die Losung (pH 9,4) wurde 7 Tage bei Raumtemperatur gelagert; anschliessend wurde
das pH mit 0,1x HCI auf 4 eingestellt und die Ldsung an einem Sephadex-G-25-Medium chroma-
tographiert. Das Sephadex wurde vorgangig in 0,05m NaCl-Losung suspendiert und auf der Siule
(20 x 200 mm) mit Wasser salzfrei gewaschen. Der Verlauf der Chromatographie konnte durch
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Priifung mit Ninhydrin und Rubeanwasserstoff (Platten und Tiipfelproben) kontrolliert werden.
Es gelang in einem Arbeitsgang, das Peptid vom Nickel und Salz abzutrennen. Die das Polymyxin
enthaltenden 1-ml-Fraktionen 16-20 wurden vereinigt und lyophilisiert. Das aus dem denatu-
rierten Ni-Komplex auf diese Weise zuriickgewonnene Polymyxin B unterschied sich diinnschicht-
chromatographisch (n-Butanol/Pyridin/Eisessig/Wasser 30:20:6:24) nicht von nativem Poly-
myxin B «PrIzER», gab jedoch bereits in frischer Loésung als Ni-Komplex ein gealtertes RD.-
Spektrum (vgl. Fig. 7).

Die Mikroanalysen wurden in unserer mikroanalytischen Abteilung unter der Leitung der
Herren Dres. H. WALDMANN und A. DIRSCHERL ausgefiibrt.

Die IR.-Spektren wurden von Dr. L. H. CHOPARD-DIT-JEAN in Kaliumbromid (1 mg Sub-
stanz in 300 mg KBr) mit einem Infrarotspektrophotometer Marke PERKIN-ELMER, Mod. 21, auf-
genommen.

Die DEBYE-SCHERRER-Pulverdiagramme verdanken wir Hrn. Dr. C. vON PLANTA aus unserer
physikalischen Abteilung.

ZUSAMMENFASSUNG

Es wird itber die Synthese des cyclo-Decapeptides 7y berichtet. Als Ergebnis
unserer Bemiithungen zur Strukturaufklirung von Polymyxin B; durch Synthese
wird festgestellt, dass keine der moglichen Formeln 8«, 8y, 7a und 7y, die durch
Abbau hergeleitet wurden, mit der Struktur von Polymyxin B; iibereinstimmen, ob-
wohl 7« und 7y eine bemerkenswerte antimikrobielle Aktivitit ¢» vitro und in vivo
aufweisen.

Der wichtigste Unterschied der aktiven synthetischen Priparate gegeniiber dem
Naturprodukt liegt in der spezifischen Drehung, sowie vor allem in der Rotations-
dispersion der Nickelkomplexe bei pH 9,3. Das Naturprodukt zeigt gegeniiber 7«
und 7y eine bemerkenswerte irreversible Alkalilabilitit sowie Unterschiede in der
antimikrobiellen Aktivitit.

Durch zusitzliche Versuche wird festgestellt, dass dieser Unterschied weder auf
Partialracemisierung noch auf Nebenreaktionen bei der Cyclisierung, Abspaltung der
Schutzgruppen durch Na und NH, oder Inaktivierung durch Gegenstromverteilung
der synthetischen Prédparate beruhen kann.

Chemische und Medizinische Forschungsabteilung der
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