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316, Synthesen in der Polymyxin-Reihe 

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

von K . Vogler , R.  0. Studer , P. Lanz, W. Lergier , E. Bohni und B . Fust 

( 5 .  S. G3) 

8. Mitteilungl) 

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 fur Rradykinin2) und die Enniatine3), sondern auch 
in der Polymyxin-Reihe, da hier die Struktur-Ermittlung durch chemischen Abbau 
von Polymyxin R, nur bis zu einer Stufe von vier moglichen Isomeren4) 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-Aufklarung des Polymyxins B, 
synthetisch in Angriff genommen, da uns die experimentellen Fortschritte der 
Peptid- Synthese dazu genugend weit entwickelt erschienen. Diese Bemuhungen 
haben uns allerdings langer aufgehalten, als ursprunglich vorgesehen war, indem es 
sich als notig erwies, alle vier moglichen isomeren cyclo-Decapeptide, die wir nach 
Anzahl der Aminosauren im Ring und nach Art der Verknupfung der Seitenkette 
(a- oder y-Stellung des Diaminobuttersaurerestes an der Verzweigungsstelle) mit 801, 
8y ,  7aund 7 y  bezeichnet habenb), synthetisch zu gewinnen. Es fanden sich wahrend 
der Arbeit auch keine Anhaltspunkte, die erlaubt hatten, die Struktur des Natur- 
produktes nach der Synthese des ersten oder zweiten Isomeren zu erraten. 

Unsere synthetischen Bemuhungen ergaben nun das unerwartete Ergebnis, dass 
sich keines der vier Syntheseprodukte, obwohl z. T. in vitro und in vivo mikrobio- 
logisch sehr aktiv, mit naturlichem Polymyxin B, identifizieren liess. 
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1 .  Synthese des Cyclopeptides 7y  

Nachfolgend sol1 der Aufbau des Cyclopeptides 7 y  X (Fig. 3) im Detail erlautert 
werden in Anlehnung an die Beschreibung der cyclischen Decapeptide By5) ,  8 x 7  und 

X konnte auf zwei leicht abgeanderten Wegen aus den Bruchstucken I, I1 und 
V erhalten werden, indem nach dem Aufbauschema (Fig. 1) gewisse Schutzgruppen 
in V ausgetauscht wurden. In beiden Verfahren wird vorerst dasselbe Hexapeptid 
111 (1’-2’-3’-5-6-7) aus dem Tripeptid mit der Isopelargonsaure (1’-2’-3’) I *) und dcni 
geschutzten Tripeptidester I1 g, mittels der Azid-Methode synthetisiert. Dieses wird 
in 5 cr-Stellung zum Zwischenprodukt I V  deformyliert und damit in eine kondensier- 
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6 ,  R. 0. STUDER, K. VOGLER & M’. I,ERGIER, Hclv. 48, 131 (1961). 
7)  K. 0. STUDER, W. LERGIER & li. VOGLER, Helv. 46, 612 (1963). 
8 ,  H .  0. STUDER & K. VOGLER, Helv. 45, 819 (19621. 
0) I<. VOGLER, 1’. LANZ, M’, LERGIER & R. 0. STUDER, Helv. 43, 574 (1960). 
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bare Form ubergefuhrt, die init Hilfe des Tetrapeptides Va zum offenen, geschutzten 
Decapeptid VIa (Fig. 2 )  verlangert werden kann. Va haben wir aus dem bereits 
beschriebenen entsprechenden Ester8) mittels Hydrazinhydrat erhalten. Durch 
katalytische Hydrierung von V I  a wird in Stellung 1 der Benzyloxycarbonylrest 
selektiv entfernt und die alkalische Verseifung der Estergruppe in VII a (Bildung 
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von VIIIa) legt auch das andere Iiettenende fur die Cyclisierung frei, die vorerst 
mit VIIIa  durchgefiilirt wurde. 

Eine zweite Moglichkeit, zu einem an den Kettenenden 1 und 7 freien, ver- 
zweigten Decapeptid VII Ib  zu gelangen, bietet das analoge Verfahren, bei dem IV 
statt  mit Va mit V b (Fig. 1) lo) ebenfalls iiber die Azid-Methode zu VI b (Fig. 2) gekup- 
pelt wird. Die selektive Deformylierung zu VII b sowie die alkalische Verseifung zu 
VIII b bilden die nachsten Schritte, die wir bereits fruher5) 6, ') bei Isomercn erfolg- 
reich durchgefuhrt haben. 

Die Cyclisierung beider Vorstufen VIII a und VIII b lieferte naturlich nacli 
IZntfernung der Schutzgruppen dasselbe Endprodukt X (Fig. 3), wahrend sich die 

lo-Decapeptide IXa und I X h  ledigiich in den Schutzgruppen in 
Stcllung 2 y  und 3 y  unterscheiden, wo I X a  Tosylgruppen, I X  b hingegen 2-Gruppcn 
tragt. Die Cyclisierung dieser Analoga verlauft in beiden Fallen nach unserer Technik 
mit iiberschussigem Carbodiimid5) etwa gleich gut (Ausbeute ca. loyo), wahrend bei der 
Kondensation von IV mit V b  (Fig. 1) zu VIb  der gewichtige Vorteil auftritt, dass 
V I  b wesentlich besser als VI a gereinigt werden kann. Dies hangt zum grossen Teil 
mit der schwereren Loslichkeit von V I  b zusammen, die gegenuber dem (( all-tusyl- 
Derivat H in organischm Liisungsmitteln gcfunden wircl. 

Die Abspaltung der Schutzgruppen aus den Cyclisicruiigs-Iiol-Iprodukteii gelang 
durch Behancllung mit Natrium in fliiwigem Ammoniak, wie sic fur die anderen 
Isomeren bereits fruher beschrieben wurde.Die Reinigung dieses Rohproduktes zum 
analysenreinen cyclo-Decapeptid 7 y  X (Fig. 3) erfolgte durch Gcgenstromverteilung 
uber annahernd 2000 Stufen im System n-Butanol/Pyridin/Eisessig/Wasser-(40 : 10: 
5 : 45) und Faillung in konz. NH, bei 0". X wurde als Pentahydrochlorid isoliert, um es 
rnit dem Naturprodukt in derselben Salzform vergleichen zu konnen. Die Dinitro- 
phenylierung des Endproduktes 5, ergab nach Hydrolyse nur y-DNP-a, y-Diamino- 
buttersaure und kein DNP-Leucin, was seine cyclische Natur erhartet. 

2. Charakterisierung des Endproduktes 

terisierung friiherer Syntheseprodukte nach dem Schema der Tab. 1 mit naturlichem 
Polymyxin €3, verglichen. Da das bereits beschriebene Produkt 7a7)  antibakteriell 
ebenfalls hoch aktiv ist, wurde es nochmals miteinbezogen und wird in diesem Zu- 
sammenhang mitdiskutiert. Das Vergleichspraparat B, ist aus einem Gemisch von 
Polymyxin El- und B,-Sulfat, das uns von der Firma PFIZER]~) zur Verfugung 
gestellt wurde, durch Gegenstromverteilung und Faillung rnit konz. NH, bei 0" 
sowie Lyophilisierung mit HCl gewonnen worden. Es zeigte die erwartete Dreliung 
und den Cliloranalysenwert und darf als besonders rein gelten, wahrend das iriihcre 
Vergleichspraparat 7) nicht so rein war. 

Wie aus den Messwerten der Tabelle hervorgeht, cntsprechen die Synthesepro- 
dukte 7 y  und 7cr dem naturlichen Polymyxin €3, his auf den Drehwert. Eine Differenz 
im [a],-Wert von ca. 20"); ist wohl ein sicherer Unterschied und durfte kaum mit 

L), a5 . synthetisclie . cyclo-Decapeptid 7 y  (X) wurde in Anlehnung an die Cliarak- 

10)  li. \.'OGLER & P. LANZ, Holv. 43, 270 (1960). 
11) Herrn Ur.  I. A. SOLOMONS, Chernothcrapeutic Research, CHAS;. PFIZEK & C o .  INC., Croton/ 

Conn., USA, dankcn wir flir die Uberlassung dicses I'riparatos. 
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l'abelle 1. Arialytzxhe Chnrakteriszerung der Eridprudukte 7c( und 7 y  la) und Vergleach nut Izaluv- 
lichem Polynzyxzn L i ,  

.4 rialysen- 
Chavaktevzsierung 

1. 

2. 

3. 

4. 

5. 

6. 

7. 

Papierchromato- 
graphie 
Dunnschicht- 
chromatographic: 
Hochspannungs- 
Papierelektrophoresc 
Chlorgehalt (bez. auf 
wasserfrcie Substanz) ' 

fur Pentahydrochlorid 

Frcic hininogruppcn 
Ninhylrin- 
Uestitiimung 
Spcz. Drehung La]& 
( G  = 0 , j ;  75'7, .&tha- 
1101 in H,C)) ber. auf 
wasserfrcic Suhstanz 
Total h ydrol yse- 
Atninosaurcverhiilt- 
nis 10% 
bcr.: Dab Thr Phc Leu gel.: 

6,0 2,0 1,0 l , U  

ber.: 12,790/, gef. : 

cinhcitlich; Rf = 0,564 cinheitlich; Rf = 0,564 cinheitlich; Rf = 0,569 

einheitlich ; Kf = 0,482 einhcitlich; Rf = 0,485 einheitlich; I<€ = 0,482 

cinheitlich 
Wanclerstreckc: 11,9 cm 

12,52u/,, lcein Kucltstantl 
4,9 f 10y0 

- 65,3" 

h l i  Thr Pho Leu 
6,s 1,8 0,9 1,0 

einheitlich 
M'andcrstrecke : 11,9 em 

einhcitlich 
Wanderstreckc: 11,9 cm 

12,490/, kcin Kiickstand 
4 3  Z t  10% 

- 60,O" 

Dab Thr l'hc 1x11 
6,s 2.1 0,cs l , u  

12,X8yo, kein Ruckstand 
5,u 

- X5,2" 

Dab Thr l'he Lcu 
6,2 2,0 0,9 1,0 

8. Hvdrolyse dcs lccin DNP-Leu kein 1)NP-Leu lccin DNP-Leu 
DNP-Peptides 

9. 1R -Spektrum identiach mit 7 y  und 13, idcntisch mit 7 a  uncl B, identisch mit 7 a  und 7 y  

mangelnder Reinheit erklart werden konnen. Wir miissen daraus schliessen, dass 
weder 7 y  noch 7u  mit naturlichem Polymyxin B, identisch sind. Auffallend ist das 
Versagen der Plattenchromatographie, etwelche Differenzen der synthetischen 
Produkte gegeniiber dern 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 1R.-Spektrum keine Differenzen aufweist, 
ist weniger erstaunlich, da analoge Falle in der Peptid-Chemie seit langem bekannt 
sind. Auch die Elektrophorese versagt in Anbetracht der gleichen Anzahl ioni- 
sierender Gruppen und sicherlich sehr ahnlichem Verhaltnis von Masse und Ladung. 

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

a)  Cyclische S t m k t w .  Die cyclische Struktur der Syntheseprodukte steht wohl 
ausser Zweifel, da wir bei allen vier cyclo-Peptiden 8a, 871, 7u und 7 y  das Dinitro- 
phenylierungsexperiment 5, durchfiihrten und nur y-DNP-a,y-Diaminobuttersaure, 
nie aber andere DNP-Aminosauren, auch kein DNP-Leucin, fanden. 

pz) Fur die Erlautcrungcn zur Tabellc vgl. '). 
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b) Die Frage der Partialracemisierzing stellt ein komplizierteres Problem dar. Bis 
und mit der Stufe der offenen, geschutzten Decapeptide ist die Wahrscheinlichkeit 
einer Partialracemisierung gering, da wir pi-aktisch uberall die Azid-Methode zur 
Peptidkupplung einsetzten und bei der Synthese kleinerer Peptidbruchstucke andere 
Methoden, z. B. die gemischte Anhydrid-Methode 13) rnit dem Verfahren nach 
CURTIUS 14), kontrolliert haben. Schwieriger gestaltet sich die Bestimmung des 
Iiacemisierungsgrades beim Ringschluss rnit Carbodiimid. Hier ist durchaus rnit der 
Moglichkeit einer Partialracemisierung. zu rechnen lS). 

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

Diesen Versuch haben wir rnit einem angereicherten Praparat von n-Amino- 
saureoxydase (FLUKA) durchgefiihrt. Dieses Praparat baut jedoch authentisches 
u-Phenylalanin nicht quantitativ ab. Ein solcher Refund wird rnit D-Aminosaure- 
osydase, je nach Substrat und Qualitat des Enzyms, ganz allgemein beobachtet. Fur 
1)-Phenylalanin wurden in der Literatur Abbaugrade von nur 14-46% referiert 16).  

Mit einer Enzymmenge von 0,5 mg/,uMol Substrat erzielten wir mit Pyrophosphat 
als Pufferlosung bei allen Cyclopeptiden einen Abbaugrad von ca. 850/, (Tab. 2). 

Tabcllc 2. A bbau des 1)- Phe>zylolaxins a m  d e n  Totalhyyduol~ysaten mit D-A mirzosiiuveoxydase 

o-Phe Totalhyrlrolysat ‘Totalhydrolysat Totaihydroiysdt 
i>-Phc-Gehalt authcntisch 7m 7Y Bl 

vor lnkubation 100 7” 100 0.b LOO yo 100 7; 
nach Inkubation 13,4% 13,57(, 14,7% 15,O0,6 
D-Phc-Oxpdationsgrad 86,604 86,5?; 85>3% S5.0yo 

Das Resultat spriclit eiiideutig fur die optische Reinheit von D-Phenylalanin 
aus dem Naturprodukt sowie aus den beiden synthetischen Praparaten. Eine Partial- 
racemisierung wird in unsern Endprodukten nicht beobachtet. Wir miissen vielmehr 
annehmen, dass Diastereomcre, die durch Partialracemisierung beim Ringschluss 
entstanden sein mogen, durch die Reiiiigungsoperation (Gegenstrornverteilung) 
bei der Aufarbeitung eliminiert worden sind. Eine solche Auftrennung von Diastereo- 
meren ist tatsachlich z. B. bei Oxytocin und n-LeuB-Oxytocin l7) beobachtet worden. 

Da alle Abbaugrade von durch totale Hydrolyse erhaltenem n-Phenylalanin 
und von optisch reinem u-Phenylalanin iibereinstimmen, ist mit diesem Kesultat 

R. BOISSONNAS, Hclv. 34, 874 (1951); TH. M T ~ ~ ~ . \ ~ ~ ~  & H. BERNHARD, Iiahigs Ann. Chcm. 
572, 190 (19.51) ; J .  K. X’ATJGHAN & I?.. I,. OS.ATO, J .  Amcr. chem. Soc. 73, 3547, 5553 (1951) ; 
74, 676 (1952). 
TH. CURTIIJS, Bcr. deutsch. chem. Ges. 35, 3226 (1902). 
G. W. ANDERSON & 17. M. CALLAHAN, J .  Amcr. chem. Soc. 80, 2902 (1958). 
‘1. MEISTER, Biochemistry o f  the  Amino Acids, Academic Press, New York 1957. p.  152; 
J .  1’. GREENSTEIN, S. M. BIRNBAC‘M & M. 0. O r A Y ,  J .  biol. Chemistry 204, 307 (1953). 
C. H. SCHNICIDER & V. DU VIGNEAUD, J. Amcr. chcm. Soc. 84, 3005 (1962). 



Volumcn XLVI,  Fasciculus VII (1963) - No. 316 2829 

gerade noch eine andere Frage mitbeantwortet, namlich diejenige nach der Partial- 
racemisierung von D-Phenylalanin bei der ublichen Totalhydrolyse (20 Std., 6 N HC1, 
105’) von Polymyxin B, und den synthetischen Praparaten 7 y  und 7%. Es folgt aus 
der Ubereinstimmung der Werte der Tabelle 2, dass u-Phenylalanin durch Total- 
hydrolyse von Polymyxin B, mit 6~ HC1 unter den ublichen Bedingungen nicht 
oder zu einem sehr geringen Grad racemisiert wird. 

Einen weiteren Beleg fur die optische Reinheit der synth. Produkte lieferte 
uns das Verhalten der entsprechenden Hydrolysate gegen L-Aminosaureoxydase. 
Dieses Enzym muss einerseits D-Phenylalanin und 1 Mol. ma, y-Diaminobutter- 
saure unangegriffen zurucklassen, wahrend L-Aminosauren im allgemeinen abgebaut 
werden sollten. Fur L-Leucin war dies ohne weiteres zu erwarten, nicht aber fur 
L-a, y-Diaminobuttersaure und vor allem nicht fur L-Threonin 18). Vorversuche er- 
gaben einen quantitativen Abbau von je einem pMol von L-Leucin und von L-Phenyl- 
alanin rnit 10 pg L-Aminosaureoxydase (SIGMA Typ 111) bereits nach 1 Std. 1 pMol 
Ia-a,y-Dianiinobuttersaure wurde rnit 100 pg des Enzyms in 24 Std. zu 20-30%, rnit 
1000 pg Ferment in 24 Std. jedoch quantitativ abgebaut. L-Threonin wurde unter 
diesen Bedingungen nicht angegriffen. 

Die Untersuchung der inkubierten Totalhydrolysate von naturlichem Poly- 
myxin B, und dem synthetischen cyclo-Decapeptid 7% durch Papierchromato- 
graphie bestatigte in allen Teilen die relative und absolute optische Reinheit des 
synthetischen Praparates. Zur Kontrolle wurden unter gleichen Bedingungen aqui- 
molare Mengen L-Leucin, L-Phenylalanin, D-Phenylalanin und L-a, y-Diaminobutter- 
saure sowie eine Mischung von 1 pMol n-a,y-Diaminobuttersaure und 5 pMol ~ - a , y -  
Diaminobuttersaure gleichzeitig inkubiert. 

Im einzelnen wurden folgende Ergebnisse erzielt. Die inkubierte L-Leucin- 
Kontrollprobe wurde quantitativ oxydiert. Desgleichen fehlte bei den inkubierten 
B,- und 7a-Hydrolysaten der Leucin-Fleck vollstandig, wahrend er bei den nicht 
oxydierten Hydrolysatproben in einer der aquimolaren Vergleichslosung entspre- 
chenden Farbintensitat auftrat. Der Phenylalanin-Fleck blieb in den rnit L-Amino- 
saureoxydase behandelten B,- und 7 a-Hydrolysaten voll erhalten, ebenso in der 
inkubierten D-Phenylalanin-Kontrolle, wahrend die inkubierte L-Phenylalanin- 
Probe quantitativ abgebaut wurde. Bei den rnit L-Aminosaureoxydase behandelten 
13,- und 7 a-Hydrolysaten verblieb in der Position der a, y-Diaminobuttersaure ein 
abgeschwachter Fleck, wahrend die inkubierte L-a, y-Diaminobuttersaure-Kontrolle 
vollstandig abgebaut wurde. Die Farbintensitat der nicht oxydierten Anteile in den 
Hydrolysaten entsprach derjenigen der inkubierten Vergleichsmischung, bestehend 
nus 1 pMol D- und 5 pMol L-a,y-Diaminobuttersaure. Der Threonin-Fleck trat so- 
wohl im B,- wie im 7%-Hydrolysat vor und nach Einwirkung der L-Aminosaure- 
oxydase gleich stark auf 18). 

c) Sekundarreak t ionen ,  hervorgerztfen durch Uberschuss v o n  Carbodiimid. Eine 
weitere Komplikation konnte sich nach unserer Arbeitsweise aus der Verwendung 
eines riesigen Uberschusses von Dicyclohexylcarbodiimid durch Sekundarreak- 
tionen, z. B. an den OH-Gruppen des Threonins, ergeben. Dies konnte praktisch 

18) J.  P. GREENSTEIN & M. WINITZ, Chemistry of thc Amino Acids, John n’iley & Sons, Inc., 
New York 1961, p. 1789. 
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durch folgendes Experiment ausgeschlossen werden : Handelsiibliches Polymyxin- 
R-Sulfat wurde bei p H  8 und 0" vollstandig carbobenzoxyliert, anschliessend gemass 
unserer Cyclisierungsvorschrift rnit einem Uberschuss von Dicyclohexylcarbodiimid 
behandelt, letzteres nach Vorschrift zerstort, abgetrennt und das geschiitzte Natur- 
produkt mittels Na in fliissigem Ammoniak und Behandlung rnit HC1 wieder ins 
freie Antibiotikum-Hydrochlorid iibergefiihrt. Diese Behandlung ergab ein unver- 
andertes Naturprodukt, was rnit der empfindlichsten Methode, namlich durch 
liotationsdispersion des Nickelkomplexes, gepruft wurde (vgl. Abschnitt 3, S. 2831). 
Dass bei der Entfernung der Schutzgruppen mit Na in fliissigem Ammoniak keine 
Veranderung eintritt, folgt aus demselben Versuch und ist iibrigens rnit gleichem 
Iiesultat bereits schon friiher 19) durch Carbobenzoxylierung und Wiederabspaltung 
der Schutzgruppen aufgezeigt worden. Es wurde nicht nur keine Veranderung des 
Nickelkomplexes beobachtet, sondern die mikrobiologische Aktivitat des Produktes 
vor und nach dem Versuch war im Plattentest imz vitro dieselbe. 

d) Inaktivieruq d w c h  Gegemtromverteilung. Eine weitere mogliche Veranderung 
konnten unsere Syntheseprodukte bei der Gegenstromverteilung im System 1 2 -  

Uutanol/Pyridin/Eisessig/Wasser (40 : 10: 5 : 45) (wasserige Phase pH - 5) erlitten 
haben, da CRAIG~")  ja ein saures System (wasserige Phase pH = I) verwendete. Auch 
dieser Einwand konnte durch einen entsprechenden Modellversuch entkraftet 
werden. Handelsiibliches Polymyxin-R-Sullat wird durch dreiwochiges Schutteln 
rnit obigem Losungsmittelsystem nicht denaturiert, was aus den unveranderten 
Kotationsdispersionskurven der Nickelkomplese vor und nach dem Versnch folgt 
(vgl. Abschnitt 3,  S. 2831). 

e )  K&allstrztktur der I'olymnyxine. Die Aufklarung der Chemie der Polymysine 
war erschwert durch den Umstand, dass es bisher nicht gelang, die Salze des Natur- 
produktes oder der synthetischen Praparate eindeutig zu kristallisieren. Eine kri- 
stalline Rase wurde zwar beschrieben zl) ; sie zeigte Doppelbrechung, aber weder 
tlelinierte Gestalt noch definierten Schmelzpunkt. Wir haben diese Reobachtung 
an den Pentahydrochloriden (Lyophilisate) von Polymyxin B, und des cyclo-Deca- 
peptides 7 a  in ihren DEBYE-SCHERKER-Pdverdiagrammen mehr oder weniger be- 
statigen konnen. Diese Diagramme haben den Charakter von Faserdiagrammen von 
Hochpolymeren, und beide zeigen nur einen, nber denselben definierten Netzebenen- 
abstand von 25,2 A. Kiirzlich ist es jedoch WILKI ox z z )  gelungen, Polymyxin B 
als Salz der Orthophosphorsaure (Pentaphosphat) zu kristallisieren. Mit Hilfe dieser 
Impfkristalle konnten wir nun auch Polymyxin R, als Pentaphosphat in wunderbar 
verdrillten Nadeln aus Alkohol/Wasser erhalten. Dieser Fortschritt wird den Iden- 
titatsbeweis mit einem moglichen synthetischen Produkt in Zukunft erleichtern. 

Die synthetischen Produkte konnten noch nicht kristallin gefasst merden. 

IJnveroffentlichte Versuchc. 
W. HAUSMANN & L. (1. CRAIG, J .  Amer. chcm. Snc. 7G, 4892 (1954). 
J .  N. PORTER, R. BROSCHARD, C;. KRCJPKA, 1'. LITTLE B J .  S. ZELLAT, Ann. N. Y .  Acad. Sci. 
5/, 863 (1949). 
Privatmittcilung vnn rh-. S. WILKINSON yon dcn WELLCOME RESEARCH LABORATORIES, 
I.angley Court, Bcckcnliam, Iicnt (England). Fiir (lie Impfkristallc miichtcn wir an dieser 
Stelle herzlich danlien. 
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3. Rotationsdispersion der Nickelkomplexe des Naturproduktes 
und der synthetischen Praparate 

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

Um die Diskrepanz des optischen Drehwertes bei der D-Linie zwischen 7 a  bzw. 
7 y einerseits und dem Naturprodukt anderseits weiterzuverfolgen, drangten sich 
Rotationsdispersions-Messungen auf. Am reinen Antibioticum selbst konnten bis zu 
einer Wellenlange von ca. 260 mp keine charakteristischen Effekte beobachtet 
werden. Dies in Ubereinstimmung mit der L i t e r a t ~ r ~ ~ ) ,  wo CoTTox-Effekte erst bei 
niedrigeren Wellenlangen auftreten, die wir mit unserem Instrument nicht mehr 
erfassen konnten. Gut messbare Effekte traten jedoch bei den Nickelkomplexen auf. 

Wellenlange in rnp 
Fig. 4. Rotatioizsdispersiolskzlvven des Nickelkomfilexes des naturlichen Polymnyxins B,  und der 

synthetischen Produkte 7ci und 7 y  (c = O , l O % ,  pH = 9,3) 

1 Polymyxin B, 
2 cyclisches Decapeptid 7ci 
3 cyclisclies Decapepticl 771 

BR) E. R. BLOUT, I. SCHMIER & N. S. SIMMONDS, J. Amer. chcm. Soc. 84, 3193 (1062). 



2832 HBLVETICA CHIMICA ACTA 

Der Nickelkomplex des Handelsproduktes Polymyxin-B-Sulfat P F I Z E R ~  wurde 
unlangst von BRINTZINGER dargestellt. Er  Iasst sich gewinnen aus aquimolekularen 
Mengen Peptid und Nickelsulfat mit darauffolgender Einstellung des pH auf 9,3 f 
0,l. Es entsteht dabei eine schwach grunlich gefarbte Komplexl6sung, iiber deren 
Konstitution aber nur sparliche Unterlagen vorliegen 24). 

Diese Komplexe geben negative COTTON-Effekte 25),  die insbesondere beim 
Naturprodukt gut ausgebildet sind. In Fig. 4 finden sich diese Kurven, aufgenommen 
in wasseriger Losung, und zwar von natiirlichem Polymyxin-B,-pentahydrochlorid im 
Vergleich mit den synthetischen cyclo-Decapeptid-pentahydrochloriden 7cr und 7 y .  

Die Unterschiede sind nicht nur quantitativer, sondern in bezug auf die Lage 
der Maxima im positiven und negativen I3ereich und des Inflexionspunktes auch 

Wellenlange in rnp 
Fig. 5. Alferzlizg mi? Polyq’Xiit- B,-Nickelko?nplrx it? Liiszin,o 6ei l ~ a ~ r r n f e n z p e ~ ~ t ~ w  

(C = O,lOq/,, pH 9,3) 

1 nach 2 Std. 4 nach 24 Std. 
2 nach 5 Std. 5 nach 5 Tagen 
3 nach S Std. 

21) H. RRINTZINGER, Hclv 44, 744 (1961) 
25) W. KUHN, Naturwiss. ZG, 290 (1938). 
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qualitativer Art. Ein weiterer prinzipieller Unterschied zwischen B, und den syn- 
thetischen Produktcn besteht darin, dass die Rotationsdispersionskurven der Lo- 
sungen von B, mit der Zeit bei Zimmertemperatur verandert werden, wahrend dies 
bei den synthetischen Praparaten 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 
erfahrt. Beide Maxima werden innerhalb der ersten Tage abgeschwacht, steigen 
nachher wieder an und verschieben sich gleichzeitig gegen grossere Wellenlangen. Sie 
gehen aber nicht in die Kurven der synthetischen Praparate uber (Fig. 4), sondern 
werden den letzteren nur ahnlich. Das Handelspraparat verhalt sich prinzipiell 
gleichartig, wenn auch der positive Pik etwas schwacher ausgebildet ist als bei 
reinem Polymyxin B, (Polymyxin PFIZER enthalt mindestens die zwei Komponenten 
B, und BJ. 

360 400 450 500 mp 
Fig. 6 .  U V.-Spektren der Nickelkomplexe von Polymyxin B,  u n d  der synthetischen Decupeptide 7~ 

u n d  7 y  ( p H  9,3) 
1 B,, frische Losung c = 0,55% 
2 B,, nach 24 Std. c = 0,55y0 
3 B,, nach 5 Tagen c = 0,55% 
4 7cc bzw. 7 y  c = 0,1oy1 

Wir miichten noch hervorheben, dass diese Denaturierung des Polymyxin-Nickel- 
komplexes durch Lagern in wasseriger Losung bei Zimmertemperatur irreversibel ist. 
Das nach 7 tagiger Alterung des Nickelkomplexes uber eine Sephadex-Saule zuriick- 
gewonnene (Ni-freie) Peptid ergibt nach erneuter Uberfiihrung in den Nickelkomplex 
von Beginn an das RD.-Spektrum des denaturierten Produktes. Plattenchromato- 
graphisch l a s t  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 Praparaten 
7cr und 7 y  ebenfalls nicht besteht. 

Interessant ist das Verhalten dieser Komplexlosungen im UV.-Bereich. Wahrend, 
wic erwiihnt, in cler Rotationsdispersion durch Lagerung eine Verschiebung der 
Maxima gegen grossere Wellenlangen beobachtet wird, verschiebt sich das UV.- 
Maximum gegen kleinere Wellenlangen, und die synthetischen Produkte verandern 
sich auch hier nicht (Fig. 6). Das UV.-Maximum, das gewohnlich ungefahr im 
Inflexionspunkt der COTTON-Schleife liegt, wandert also durch diesen Alterungs- 
cffekt weiter von dieser Stelle weg. 

Eine ahnliche Erscheinung zeigt Campher, wo der Inflexionspunkt der COTTON- 
Schleife deutlich ausserhalb des UV.-Maximums liegt, wie K u H N ~ ~ )  vor Jahren fest- 
gestellt hat. 

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

Fig. 7. Alterung von frezem Polymyxin B,  
1 B,, frischer Nickelkomplex 
2 
3 

B,, frischer Xickelkomplex, nach 7tagiger Lagerung cles freien Peptidcs bei pH 9,3 
B,, gealterter Nickelkomplex (5 Tagej 

. _____ 
26) W. K u H N  & H. K. GORE, 2. physik. Chem. (Leipzig) (B) 72, 389 (1931). 
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komplexer Bindung mit einem Schwermetall, sich verandern, was anschliessend 
durch Rotationsdispersion des Nickelkomplexes demonstriert werden kann. Nach 
7 Tagen (Kurve 2, Fig. 7) findet sich bcreits eine starke Veranderung, die allerdings 
der Veranderung des Nickelkomplexes nach 5 Tagen (Kurve 3 ,  Fig. 7) nicht ganz 
entspricht. Polymyxin B PFIZER zeigt auch hier ein vollig analoges Verhalten. 

Diese grosse Empfindlichkeit des Naturproduktes gegen Alkali ist ein weiterer 
Unterschied zu den Syntheseprodukten 7 c( und 7 y ,  die keine solche Empfindlichkeit 

10 500 600 700 
Wellenlange in m y  

Fig. 8. Rotatiolzsdispersionskurve des Nickelkomplexes  von Polymyxin-B-Sitlfut (PFIZER) mat Zusatz 
von Hurnstoff und bei Einwirkung van Wavme 
1 Nickelkomplex frisch hergestellt 
2 
3 
4 

Nickelkomplex 2 Std./hO" ohne Harnstoff 
Nickelkomplex mit 10% Harnstoff 25" 
Nickelkomplex mit 10% Harnstoff 2 Std./GO" 

Von einigem Interesse war nun auch das Verhalten des Nickelkomplexes des 
natiirlichen Antibioticums gegenuber Harnstoff, ein Agens, das seit langem zur 
Aufspaltung von Wasserstoffbrucken in der Protein-Chemie 27) gebraucht wird. 
Nach den Kurven der Fig. 8 katalysiert Harnstoff die normale Veranderung des 
Nickelkomplexes beim Lagern ziemlich stark und besonders bei hoheren Tem- 
peraturen. So wird z. B. bei 60" und 10% Harnstoffgehalt bereits in 2 Std. ein Zu- 
stand erreicht, der ohne Harnstoff und bei 2.5" erst in ca. 7 Tagen resultiert. 

27)  H. K. KING, Science Progress 49, 703 (1961) ; G. K A L E I T S K Y ,  J.  P. HUMMEL, H. RESNICK, 

J .  R. CARTER, L. B. B.4RNETT & C. DIERKS, Ann. N. Y .  Acad. Sci. 81, 543 (1959). 
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Aus allen diesen Versuchen ist zu entnehmen, dass die Sekundarstruktur des 
Nickelkomplexes unserer synthetischen Produkte von der des Nickelkomplexes des 
naturlichen Polymyxins B, erheblich abweicht. Die Abweichung erinnert an die 
Veranderungen, die native Ribonucleinsaure durch Einwirkung von 8 11 Harnstoff- 
losung 28) erleidet. 

Dass wir hei richtiger Aminosauresequenz eine falsche Konformation in den 
synthetischen Produkten vorliegen haben, ist elier unwahrscheinlich geworden, seit- 
dem es gelungcn ist, an den S-S-Brucken gespaltene Ribonuclease durch blosse 
Luftoxydation 2g) von selbst wieder zum nativen und hochaktiven Komples (( auf- 
zurollen )). Dies kann indessen nicht als Beweis fur unsern Fall herangezogen werden, 
und diesc Frage bleibt durchaus noch offen. 

4. Mikrobiologische Charakterisierung der synthetischen Produkte 
gegenuber naturlichem Polymyxin B, 

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

Die antibakterielle Aktivitat von 7.x und 7 y  wurde gegcn verschiedene Erreger 
iiz vitro und gegen Coli-Bazillen auch in vivo sorgfaltig mit derjenigen des Natur- 
produktes verglichen (vgl. Tabelle 3 ) .  Fur die Bestinimung der Wirksamkeit gegen 
Brucella bronchiseptica wurde der Zylindertest nach GROVE 8r RANDALL~O) ,  fur 
Pseadornonas aeraginosa, Escherichia coli und Klebsiella pneurnoniae hingegen der 
nephelometrische Test nach WINTERMERE et al. 31) eingesetzt mit folgeiiden Ab- 
anderungen : 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 naturliches Polvmyxin R, wurden in einem 
Phosphatpuffer von pH 7 gelost. Als Bezugssubstanxen dienten sowohl das USP 
Standardpraparat Polymyxin B mit einer Aktivitat von 7850 E/mg wie auch ein 
Hilfsstandard POLYMYXIN B PFIZER@ mit 7000 E/mg. 

Tabelle 3. A4>ttihakterielle .4 ktioitat  der synthetischeiz Pvuparate 7~ uizd 7 y  gegrlz Polyinyxin B, 
in vitro und in vivo (Standardabweich~ing 2076) 

Brucellu bvomhaaeptica l T C C  4617 8898 E/mg 8250 E/mg 8096 E/mg 
Pwudomonas aerugznosa 6761 E/mg 70811 E/mg 10420 E/mg 
Escherwhzu colt ATCC 10536 
Klebstella pneumonzae ATCC 100 131 1514 E/mg 1297 E/mg 8421 E/mg 
Eacherzrhta colt (CD,, s c Mausj 2,0 mg/kg 2,7 mg/kg 0,7 nig/kg i?a uzvod2) 

5081 E/mg 4861 E/mg 5033 E/mg 1 1" vztro 

2R)  N. S. SIMMONS & E. R. RI~OUT,  Riophysic. J .  I ,  55 (1960) 
29) 1+'. H. WHITE, J .  biol. Chemistry 235, 383 (1960). 
3 0 )  I ) .  C.  CKOVE & \\'. A. RANDALL, .4ssay Methods of ht ibiot ics ,  Medical Encyclopedia, New 

York 1955, p. 1-238. 
31) I). n l .  WINTERMERE, W. H. EISENBERG & .I. B. I<IRSHB.\C~I, .\ntil)iotics and Chemotherapy 

7, 189 (1957). 
3?)  13. l k s T  & E. BOHNI, Schweiz. Metl. N'schr. 92, 1599 (1962). 
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I n  vitro weisen die beiden synthetischen Praparate 7% und 7 y  gegen Brucella 
bronchiseptica und gegen Escherichia coli praktisch die gleichen ilktivitaten auf wie 
das Naturprodukt. Hingegen ist Polymyxin €3, etwas aktiver gegen Psezidornonas 
aeruginosa und deutlich aktiver gegen Klebsiella pneumoniae. 

In  vivo sind 7 a  und 7 y  gegen Infektionen mit Escherichia coli an der Maus hoch- 
wirksame Chemotherapeutica; B, ubertrifft hingegen die synthetischen Produkte 
noch urn einen Faktor von ca. 3. 

Eine sichere Differenzierung von 7a und 771, sowohl in vitro wie in vivo, ist, ent- 
gegen unserer fruheren Annahme 33), nicht moglich. Dagegen stutzen diese bio- 
logischen Ergebnisse unsere Messresultate der Rotationsdispersion der Nickelkom- 
plexe und lassen auf Nicht-Identitat der synthetischen Praparate mit natiirlichem 
Polymyxin B, schliessen. 

5. Diskussion 
Gemass den vorliegenden Resultaten und insbesondere den zusatzlichen 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 El. Zudem ist 
das Naturprodukt sehr alkaliempfindlich im Gegensatz zu 7 a  und 7y .  Auf welchen 
Eigenschaften diese Labilitat beruht, ist vorderhand unbekannt und kann auch 
nicht aus den bestehenden moglichen Strukturformeln abgeleitet werden. Ob in 
diesem Zusammenhang 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 Mineralsauren 4, ausgefuhrt worden ist, von der 
generell feststeht 34), dass dabei Umamidierungen auftreten konnen. In der Poly- 
myxinreihe selbst haben SILAEV et al. 35) Umacylierungen der tl, y-Diaminobutter- 
saure von y + a in saurem Milieu nachgewiesen. 

In bezug auf die beiden aktiven synthetischen Produkte ist noch zu erwahnen, 
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 Umstanden fur zweckmassig, das Studium 
des Naturproduktes wieder aufzunehmen, bevor neue synthetische Versuche gewagt 
werden. 

33) K. VOGLER, R. 0. STUDER, P. L.ANZ, W. LERGIER & E. BOHNI, Experientia 17, 223 (1961). 
34) W. D. JOHN & G. T. YOUNG, J .  chem. SOC. 7954, 2570; P. DESNUELLE & A. CASAL, Biochim. 

35) -4. R. SILAEV, G. S. I<.ATRUKHA & KYZ’MINA, J. gen. Chemistry USSR (Engl. Transl.) 37, 
biophysic. Acta 2, 64 (1948); F. SANGER & H. TUPPY, Biochem. J .  49, 463, 481 (1951). 

2900 (1961). 
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Experimenteller Teil3,) 
A. Synthese des cyclischen Decapeptids 7 y (X) 

1. XU-Formyl-NY- [*V- ( + ) - isopelargonyl-NY- TOS-D-CX, y-diaminobutyryl -L- threonyl-IVY- TOS-L- 
u, y-diaminobutyrylj - ~ - c i ,  y-diaminobutyryl-nlr- Tos-I-u,  y-diaminobutyryl-D-Phenylal~Ln~n-methylester 
(111). 18,G g (0,035 Mol) Nu-( + )-Isopelargonyl-NY-Tos-D-u, y-diaminobutyryl-L-threonyl-Ny-Tos- 
L-u, y-diaminobuttersaure-hydrazida) (I) werden in einer Losung von 180 ml 50-proz. Essigsaure, 
25 ml 3 N HCl und 200 ml Essigester gelost und bei - 5" langsam mit einer Losung von 2,56 g 
(0,037 Mol) NaNO, in 20 ml Wasser versetzt. Nach 10 Min. Riihren bei - 5' wird die Essigester- 
losung abgetrennt und je 2mal mit Eiswasser, eiskalter 5-proz. NaHC0,-Losung und Eiswasser 
gewaschen und iiber Na,SO, getrocknet. Sic wird darauf mit einer eiskalten Losung von 19,9 g 
(0,035 Mot) NU-For-L-a, y-diaminobutyryl-~Y-Tos-L-u, y-diaminobutyryl-o-phenylalanin-methyl- 
esterg) (11) in 60 ml Dimethylformamid und 40 ml Eisessig vereinigt und 24 Std. im Eiskasten 
aufbewahrt. Dann wird zur Trockne verdampft, in Essigestcr gelost und mit 1~ HC1, Wasser, 
5-proz. NaHC0,-Losung und Wasser gewaschcn, iibcr Na,S04 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,Z g (33% d. Th. ) .  Smp. 168-171"; [a]: = - 1,O"; E bei 256 mp = 158Z3'), bcr. 1543 
(Feinsprit, 61 mgyo). 
C,,H,,O,,N,,S, (1311,56) Bcr. C 55,86 H 6,53 N 10,68% Gef. C 56,02 H 6,31 N 10,82yo 

2. NY-[iVa-( + )-isopelargonyl -iV- T~~-~-a,y-dia,minobutyr?l-~-threonyE -Ny- T ~ ~ - ~ - u , ; ~ - d i a m i n o -  
butyryll-L- u, y-diamiizobutyr~l-NY- Tos-L-u, y-diaminobutyryl-D-phenylalanin-methylestev ( I  V )  (durch 
Ueformylierung von I l l ) .  23 g Hexapeptid I11 werden in 1 1 Methanol unter Erwarmen gelost, 
rasch auf Raumtempcratur abgekiihlt, mit 200 ml 4N HCl/Methanol versetzt und 24 Std. bei 
20" stehengelassen. Darauf wird bei 45" zur Trockne verdampft und der sirupartige Riickstand 
noch 2mal rnit Methanol cingedampft. Man iiberschichtet den Riickstand mit Wasser und Essig- 
ester, stellt unter Eiskuhlung mit NH, alkalisch und extrahiert mit Essigester. Die Essigester- 
losung wird rnit Eiswasser neutral gewaschcn, iiber Na,SO, getrocknet und zur Trockne ver- 
dampft. Nach Verreiben des Riickstandes unter Ather nutscht man ab, wascht mit Ather und 
trocknet. Ausbeute 21 g (92%) ; der Kinhydrinwert entspricht 0,96 NH,-Gruppen. E bei 256 m p  = 
1575, bcr. 1543 (Feinsprit, 61 mg%). 

3. Z-L-Leucyl-Ny- TOS-L-U, y-diaminobutyryl-ly- TOS-L- SI ,  y-diaminobutyryl-L- threonin-hydrazid 
( Va) .  4,5 g (0,005 Mol) Z-L-Leucyl-Nr-Tos-L-cc,y-diaminobutyryl-Ny-Tos-L-c, y-diaminobutyryl- 
L-threonin-methylester8) werden in 150 ml Methanol gelost, rnit 2,5 ml (0,02 Mol) Hydrazin- 
hydrat vcrsetzt und 18 Std. bei Raumtemperatur aufbewahrt. Darauf wird das Hydrazid mit 
Eiswasscr gefdlt, abgenutscht, rnit vie1 Wasser gewaschen und getrocknet. Es wird nochmals aus 
Dimethylformamid/Wasser urngefallt. Ausbeutc 4 g (89%). Smp. 205-206"; [a]g  = - 25,4". 

C4,H,,0,,N,S, (881,O) Rer. C 54,52 H 6,41 N 11,800,6 Gef. C 54,31 H 6,47 N 11,91% 

4. Z-L-Leucyl -X- Tos-L-a, 7- diaminobutyryl-Nv- 1'0s-L- u, y-diaminobutyryl-L-threonyl-NY- [NU- 
( + ) -isopelargonyl-h'Y- TOS-D- ci, y-diaminobutyryl-L- threonyl-iW- TOS-L-U, y -  dianzinobutyryl]-~-c, y- 
diaminobutyryl-N~-Tos-~-cc, y-diaminobutyryl-D-phenylalanin-nzsthylester ( V I a ) .  13,7 g (0,015 Mol) 
Z-L-Leucyl-NY-Tos-L-a, y-diaminobutyryl-NY-Tos-L-E, y-diaminobutyryl-L-threonin-hydrazid (Va) 
werden unter starkem Riihren in 200 ml50-proz. Essigsaure, 1 3 .  ml 3~ HC1 und 300 ml Essigester 
gelost und bei - 5" rnit 1,13 g (0,016 Mol) NaNO, in 10 ml Wasser versetzt. Nach 20 Min. Riihren 
bei - 5" wird die Essigesterlosung abgetrennt, je 2mal rnit 10-proz. NaC1-Losung, 5-proz. NaHC0,- 
Losung und 10-proz. NaC1-Losung eiskalt gewaschen, iiber Na,SO, getrocknet und rnit einer eis- 
kalten Losung von 20 g (0,015 Mol) Hexapeptidesterbase IV in 100 ml Dimcthylformamid ver- 
einigt. Nach gutem Durchmischen wird die Losung iiber Nacht im Eiskasten aufbewahrt und 
darauf mit 1~ HCl, Wasser, 5-proz. NaHC0,-Losung und Wasser neutral gewaschen, iiber Na,S04 
getrocknet und eingedampft. Der Riickstand wird je lmal aus Athanol-Ather und Methanol/Ather 

36) Die Smp. wurden auf einem KoFLER-Block bestirnmt und sind korrigiert. Die Drehungen 
wurden, wenn nichts anderes angegeben, in Dimethylformamid bei c = 2 bestimmt : Fehler- 
grenze + 2". 

,') I<. VOGLPR, J .  WURSCH, R. 0. STUDER Sr P. LANZ, Chimid 14, 379 (1960). 
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umgefallt. Ausbeute 14,2 g (44%). Smp. 200-203"; [a]: = - 15,5"; E bei 257 nip = 2635, ber. 
2655 (Eiscssig 40 mgy'). 

C,9H13,0,,Nl,S, Ber. C 55,91 H 6,45 N 10,54 S 7,54% 
(21 56,51) Gef. ,, 55,85 ,, 6,46 ,, 1053  ,, 7,50% 

5 .  L-Leucyl-NY- TOS-L-a. y-diaminobutyryl - N y -  TOS-L-  a,  y-diaminobutyryl-L- threonyl -AJK [Xa- 
( + ) -isopelargonyl-Ny- T O S - ~ - a ,  y-diaminobutyryl-L- threonyl -NY- TOS-L-a, y-diaminobutyryl] -L-x, y-  
diaminobutyryl-NY- Tos-L-E,~  - diaminobutyryl- D -phenylalanin-methylester-hydrochlorid ( V I I  a)  
(durch Hydrierung uon V I a ) .  20 g (0,0092 Mol) Decapcptid VIa  werden unter Erwarmen in 
250 ml Eisessig und 20 ml Wasser gelost und bei Raumtemperatur uber Pd-Kohle hydriert. Nach 
beendeter Hydrierung wird vom Katalysator abgenutscht, das Filtrat in 2 1 eiskalter 0 , l ~  HC1 
ausgeruhrt, der Niederschiag abgenutscht, rnit 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-NY- 2'0s-L- a ,  y-diaminobutyryl-A?- TOS-L- a, y-diaminobutyryl -L- threonyl-W [-iVa- 
(+ ) -isopelargonyl -NY- TOS-D- a, y-dzaminobutyryl-L-threonyl -NY- TOS-L-a, y-dianzinobutyryl]-~- M ,  y -  
diaminobutyryl-NY- TOS-L-a, y-diaminobutyryl-D-phenylalanin ( V I I I  a)  (durch Versetfung von 
I'I I a ) .  17,3 g (0,0084 Mol) Decapeptid VII a werden in 200 ml Methanol gelost, mit 12,6 ml 2~ 
NaOH versetzt und 18 Std. bei Raumtemperatur aufbewahrt. Darauf mird rnit Eisessig sauer 
gestellt und in 2 1 10-proz. NaC1-Losung ausgeruhrt, abgenutscht, mit viel Wasser gewaschen 
und getrocknet. Die Substanz wird nochmals aus Methanol/5-proz. NaC1-Losung umgefallt, ab- 
genutscht, mit Wasser gewaschen und getrocknet. -4usbeute 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-NY-Z-L- M ,  y-diaminobut~iryZ-NY-Z-L- a,  y-diaminobutyry.yl-L-threonyl-Wv- [Na- 
( + ) -isopelargonyl - N y -  TOS-D-a, y-diaminobutyryl-L-threonyl-Nv- Tos-L-a, y-diaminobutyryl] -L-u, y -  
diaminobutyryl-Nv- T~s-L-E, y-diaminobutyryl-D-phenylalanin-methylester ( V I  b).  2,22 g (0,003 Mol) 
For-L-leucyl-Nv-Z-L- a, y-diaminobutyryl-NY-2-L- a, y-diaminobutyryl-L-threoninhydrazid (Vb) lo) 

werden in 35 ml Eisessig, 2, l  ml 3N HC1 und 25 ml Wasser gelost und bei - 10" mit 216 mg 
(0,003 Mol) NaNO, in 5 ml Wasser versetzt. Nach 10 Min. Ruhren bet - 10" wird das Azid mit 
Eiswasser gefallt, abgenutscht, rnit Eiswasser, eiskalter 5-proz. NaHCO,-Losung und Eiswasser 
gewaschen und scharf aljgepresst. Es wird darauf in eine auf - 5" gekuhlte Losung von 3,84 g 
(0,003 Mol) Hexapeptidesterbase IV in 30 ml Dimethylformamid eingetragen und bis zur voll- 
standigen Losung bei - 5" geruhrt und die Losung anschliessend 18 Std. im Eiskastcn aufbewahrt. 
Nach Filtration wird rnit 400 ml Xthanol versetzt, 1 Std. bei 0' stehengelassen, der entstandene 
gelartigc Niedcrschlag abgenutscht, mit Alkohol gewaschen und getrocknet. Das Decapeptid wird 
aus Dimcthylformaniid/Athanol umgefallt. Ausbeute 2,7 g (45%), Smp. 222-224". [a12 = -16,O". 

C,,H,,20,,N,,S, Ber. C 57,21 H G,GG N 11,23 S 4,82% 
(1994,3) Gef. ,, 57,39 ,, 6,76 ,, 11,19 ,, 4,77% 

8 .  L-Leucyl-NY-Z-L- a,  y-dianzinobutyryl-NY-Z-L- a, y-diaminobutyryl- L- threonyl-NY-[Na-( + )-  
isopelargonyl-NY- T O ~ - D - a ,  y-diaminobutyryl-L- threonyl-h'y-Tos-L- a, y-diaminobutyryll-L- a,  y-diami- 
nobutyryl-NY- I ' o s - ~ - a ,  y-diaminobutyryl-D-phenylalanin-methylester ( V I I  b )  (durch De formy lierung 
con V I b ) .  3 g Decapeptid VIb  werden in 100 ml Dimethylformamid gelost und mit 100 ml, 
14 Tage bei 20" aufbewahrtcr 4N methanolischer Salzsaure versetzt. Im Abstand von 1 Std. 
wefden noch 2mal je 100 ml 4~ HC1 in Methanol zugegeben und darauf die Losung 18 Std. bei 
Raumtemperatur aufbewahrt. Das Methanol wird bei 30" unter vermindertem Druck abdestilliert, 
der Ruckstand unter Eiskiihlung rnit Triathylamin auf pH 8-9 eingestellt und in 1 1 Eiswasser 
ausgeruhrt, abgenutscht, mit vie1 Wasser gewaschen und getrocknet. Es wird nochmals aus Di- 
methylformamid/l-proz. NaC1-1,osung umgefallt, abgenutscht, rnit vie1 Wasser gewaschen und 
getrocknet. Ausbeute 2,7 g (90%). Der Ninhydrinwert entspricht 1,07 NH,-Gruppen. 

9. L-Leucyl-Ny-Z-L-a,y-diaminobutyryl-NY-Z-L- a,y-diaminobutyryl-L-threonyl-Ny- [ M a - (  + ) -  
isopelargonyl-NY- T O S - ~ - a ,  y-diaminobutyryl-L-threonyl-NY- TO~-L- a, y-diaminobutyrylI-L-u, y-diami- 
nobutyryl-NY- Tos-L-a,y-diaminobuty~yl-D-phenylalan~n ( V I I I  b) (durch Verseifung von V I l b ) .  
21 g (0,0106 Mol) deformyliertes Decapeptid VI Ib  werden in 320 ml Dimethylsulfoxid gelost, mit 
16,2 ml (0,016 Mol) 1~ NaOH versetzt und 18 Std. bei Raumtempcratur aufbewahrt. Darauf wird 
das p H  mit Eisessig auf ca. 6 eingestellt, die Losung in 2 1 2-proz. NaC1-Losung ausgeruhrt und 
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der Niederschlag abgenutscht, mit vie1 Wasscr gewaschen und getrocknet. Die Substanz wird aus 
Pyridin/Wasser umgefallt. Ausbeute 19 g (90%). Sinp. 208-209". [ L Y ] ~  = - 17,G". Die Mikro- 
titration ergibt 0,98 COOH-Gruppen. 
C,,H,,,O,,N,,S, (1952,Z) Ber. C 57,21 H 6,71 N 11,480/6 Gcf. C 57,26 H 6,78 X 11,677i 

10. Cyclisierung uon V I I I b .  8 g (0,0041 Mol) Decapeptid VIIIb werdenin 10 1 Dimethylform- 
amid gelost und unter kraftigem Riihren z u  einer Losung von 320 g (1,5 Mol) Dicyclohexyl- 
carbodiimid in 40 1 Dioxan gegeben. Die Losung wird 5 Tage bei Raumtemperatur aufbewahrt, 
darauf mit 350 ml 50-proz. Essigsziure versetzt und bei 35'suf 1 1 konzentriert. Vom ausgefallenen 
Dicyclohexylharnstoff wird abgenutscht und das Filtrat zur Trockne verdampft. Der Ruckstand 
wird in 500 ml Dimethylformamid gelost, von einer weiteren Menge Dicyclohexylharnstoff ab- 
genutscht und erneut bci 35' zur Trockne verdampft. Dieser Prozess wird noch 3mal wiederholt. 
Darauf wird in 100 ml Dimethylformamid gelost und mit 1 1 Athcr/Petrolather 2 : l  gefallt, 
filtriert, mit Ather gewaschen uncl getrocknct. Die anfallcnde Substanz wird nochmals aus  Di- 
methylformamid/Ather umgefallt. In analoger U'eise werdcn weitere 8 g Decapeptid VIII b und 
ein cntsprechcnd kleiner dimensionierter ,\nsatz zu 2 g Dccapeptid VI I Ib  cyclisiert und auf- 
gearbeitct. A4us den drei Ansatzen erhalt man 14 g Rohprodukt. 

-\nalogc Cyclisierungsversuche wurden mit etwa glcicher .4usbcute mit dcm Decapeptid 
V I I I a durchgefiihrt. 

11. Entfernung der Schutzgruppen. 4 g Roh-Cyclisicrungsprodukt werden in 800 ml flussigem 
Xmmoniak gelost und mit Na bis zu einer 20 Min. bestehenden Blaufarbung reduziert. Darauf 
werden 3,2 g Ammoniumchlorid zugegeben, das Ammoniak verdampft und letzte Spuren durch 
Evakuieren im Wasserstrahlvakuum entfernt. Der Ruckstand wird in 100 ml Eiswasser gelost, 
bei 0" mit GN HCI auf pH G eingestcllt, filtriert und das Filtrat lyophilisiert. Xuf analoge Weise 
mwdcn noch zwei ilnsatze h 4 g und ein .L\nsatz 2 2 g Rohprodukt reduziert. Die Lyophilisate 
aller Rcduktionsversuche werden in Wasser gelost, vcreinigt und nochmals lyophilisiert. Man 
erhalt ca. 30 g Rohprodukt mit einer Rktivitat von 316 E/mg gegen Brucella bronchiseptica 
ATCC 4617. 

12. Reiniguizg des C?iclisier~~ngsproduktes. - a) Gegenstromverteilung. Das salzhaltige Roh- 
produkt wurde mchreren multiplikativen Verteilungen ubcr insgesamt 2500 Stufen im System 
n-Butanol/Pyridin/Eisessig/Wasser (40 : 10 : 5 : 45) unterworfen. Die Verteilungskurven crhielten 
wir durch Umsetzen voii je 0,2 in1 unterer Phase niit FoLrN-DENrs-Reageiis und Bestimmung 
cler optischcn Dichten bei 750 mp. Die Verteilungen wurrlen zuclem cliinnschichtchromatogra- 
phisch und durch Erstellen von (mikrobiologischen) Xktivitatsbilanzen kontrolliert. Es resul- 
tierten 725 mg einer leicht klcbrigen Hauptfraktion rnit einer Aktivitzt von ca. 2100 E/mg gegen 
Briicella bronchiseptica ATCC 4617. 

b) Umfulle?z fiber d i e  freze Ease. LXe lyophilisierte T'erteilungs-Hauptfraktion wurde in 10 ml 
cr gelost und unter Eis-Kochsalzkiihlung NH, bis zur blcibenden FBllung eingeleitet. Nach 

2 Std. Stehen unter Verschluss bei 0" wurcle zentrifugiert, die Fallung 3mal mit 5-prOz. eiskaltem 
Smmoniak gewaschen, in Wasser suspendiert und lyophilisiert. Nach 2maligem Wiederholen 
der Gefriertrocknung wurde die Base in 0 , l ~  HCI gelost und als Hyclrochlorid lyophilisiert. 

Dicser Yallungsprozess wurde noch 51nal miederholt ; am Schluss verblieben 90 mg eines 
farblosen Pcntahydrochlorids. 

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

B. Charakterisierung des Endproduktes 

1. V'evs,uche mit D-AYninosuureoxydase. Jc 1 pMo1 Polymyxin B,, sowie Decapeptid 7c( und 
7 y wurden in O , 5  ml G N  HC1 20 Std. bei 105" t~talhydrolysiert~).  Dic Hydrolysate murden im 
Vakuum uhcr KOH zur Trocknc gebracht und die Salzsaure durch mehrmaliges T,osen mit 
Wasser urid Eindunsten entfernt. 

1. Versuchsreihe; Die neutralen Hydrolyseprodukte wurden in 0,40 ml Phosphatpuffer pH 8,0 
(nach SOERENSEN) gelost, rnit 5 mg D-Aminosaureoxydase (FLUKA, Rohprodukt) versetzt und 
unter 0,-Atmosphare 8 Std. bei 38" inkubiert. Die optimale Enzymkonzentration musste vor- 
gangig durch Reihenversuche ermittelt werden ; eine Ver1iingerur.g der Tnkubationszeit auf 24 Std. 
crgab keinen Unterschied gegeniiber 8 Std. 
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Nach abgeschlossener Inkubation wurden direkt je 10-20 pl der Idsungen, zusammen mit- 
einer aquimolaren Phenylalanin-Vergleichsprobe, im Laufmittel n-Butanol/Eiscssig/Masser 
(4 : 1 : 1) papierchromatographiert. Die getrockneten Papierchromatogramme wurden rnit dem 
Ninhydrin-Tauchreagens nach Row, et al. 38) entwicltelt, die Phe-Zoncn nach Uberfuhren in den 
Cu-Komplex rnit abs. Methanol eluiert und im BECKMAN-Spektrophotometer bei 504 mp gemessen. 

Phe gef. B, 29,2 7rw 31,7 7y 28,6% (& lo?;) 
Phe oxydicrt ,, 70,8 ,, 68,3 ,, 71,4% 

2. Versuchsreihe: Die Totalhydrolysen wurden wie beschrieben durchgeiuhrt. Die Inkubation 
erfolgte jedoch in einem Pyrophosphatpuffcr pH 8,4 nach BENDER & K R E B ~ ~ ~ )  ; in Pyrophosphat- 
puffern ist ja die Aktivitat, bzw. die Stabilitat der ~-ilminosaureoxydase besonders hoch*O). 
Tatsachlich erzielten wir so rnit 0,5 mg D-Aminosiiureoxydase pro 1 pMol Peptid bessere Abbau- 
resultate als rnit i mg Enzym bei der 1. Versuchsreihe. 

Nebst den drei Hydrolysaten wurde diesmal auch eine aquimolare Menge reines n-Phe mit- 
inkubiert. Nach der Inkubation (8 Std., 38", 0,) wurden je 30 pl (entsprechend - 12 pg 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 Xuswertung der Papierchromatogramme erfolgte wiederum photometrisch iiber den 
Ninhydrin-Cu-Komplex (vgl. Tabelle 2). 

2 .  Versuche mit L-Amiizosdureoxydase (Sigma, Typ 111, hochgereinigtes Pulver aus Crolalus- 
adamanteus-Gift). Samtliche Inkubationsansatze wurden in folgendcm Trispuffer p H  7.5 durch- 
gefuhrt : Zur Herstellung der 2~-Stammlosung wurden 121,14 g Tris-(hydroxymethy1)-amino- 
inethan (1 Mol) in 188,7 ml 4N HCl gelost und rnit Wasscr auf 500 ml gebracht. 7,5 ml Stamm- 
losung mit Wasser auf 100 ml verdiinnt ergaben den gebrauchsfertigen 0,15~-Puffer  von pH 7,5. 

Die enzymatische Einwirkung wurde papierchromatographisch im System n-Butanol /Eis- 
essig/Wasser (4: 1 : 1) - unter Anfarbung rnit Ninhydrin ~ verfolgt. In  diesem Laufmittel konnen 
alle Polymyxin-Aminosauren unter sich und von der Tris-Substanz und der L-Aminosaureoxy- 
dase getrennt werden. 

ilnsatze mit reinen .%minosauren: Je  1 pMol L-Leu, L-Phe und 5 pMol L-Dab in 0,30 nil Tris- 
puffer wurden rnit je 0 , l O  ml Trispuffer, enthaltend 10 pg Enzym, versetzt und in ciner Sauerstoff- 
atmosphare bei 38" inkubiert ; in zwei weiteren, parallelen Versuchsreihen betrug die Zugabe von 
L-Aminosaureoxydase 100 bzw. 1000 pg. Nach 1, 3, 6 und 24 Std. Inkubation wurdcn je 10-20 pl 
entnommen und papierchromatographisch gepriift : L-Leu und L-Phe waren bcreits ndch 1 Std. 
in den hnsatzen mit der kleinsten Enzymzugabe (10 pg) quantitativ oxydiert, wahrend die L-Dab 
in dcr gleichen Reihe auch durch 24stiindige Einwirkung uberhaupt nicht angegriffen wurde. In 
der Yersuchsserie mit der mittleren Enzymkonzentration (100 pg) betrug die Oxydationsrate fur 
die L-Dab nach 24 Std. ca. 20-30%, und in den Ansatzen mit 1000 pg ~-.4mii1osaureoxydase war 
auch fur die L-Dab die Oxydation nach 24 Std. quantitativ. Diese Ergcbnisse stimmen rnit den 
Literaturangaben iiberein, wonach L-Leu und L-Phe die besten Substrate fur die L-Aminosaure- 
oxydase darstellen, mahrend Diaminocarbonsauren nur schwer oder nicht angegriffen werden. 

.%nsatze mit den Totalhydrolpsaten von natiirlichem Polymyxin B, und dem synthetischen 
Cyclodecapeptid 7 ~ :  Je  1 pMol Polypeptid wurde unter normalen Bedingungen ( 6 ~  HC1, 24 Std., 
110") hydrolysiert. Nach vollstandiger Entfernung der Salzsaure wurden die Riickstande in 0,3 ml 
Trispuffer gelost; nach Zugabe von 1 mg r-Aminosaureoxydase in 0,1 ml Trispuffer erfolgtc die 
24stundige Inkubation bei 38" in Sauerstoffatmosphare. Zur Ilontrolle wurden unter den gleichen 
Bedingungen aquimolare Mengen von L-Leu, L-Phe, D-Phe und L-L)ab sowie eine Mischung von 
1 pMol D-Dab und 5 pMol L-llab mitinkubiert. Nach 24 Std. Einwirkung wurden direkt je 10 pl 
chromatographiert. Auf den gleichen Papieren liefen ferner entsprechende Mengen der ursprung- 
lichen, nicht oxydierten B,- und 7 a-Hydrolysate, sowie alle Vergleichsaminosauren in verschie- 
denen Konzentrationen mit. 

38) K. ROWE, E. FERBER & H. FISCHER, Z. physiol. Chem. 313, 174 (19.58). 
39) A. E. BENDER & H. A.  KREBS, Biochem. J. 46, 210 (1950). 
40) Siehe I*), p. 1784. 
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Ergebnisse : Die inkubierte L-Leu-Kontrollprobe wurde quantitativ oxydiert ; desgleichen 
fehlte bei den inkubierten B,- und 7a-Hydrolysaten der Leu-Fleck vollstandig, wahrend er bei 
den nicht oxydierten Hydrolysatproben in einer der aquimolaron Vergleichslosung entsprechenden 
Farbintensitat auftrat. Der Phe-Fleck blieb in den mit L-Aminosaureoxydase behandelten B,- 
und 7 a-Hydrolysaten voll erhalten; ebenso natiirlich in der inkubierten ~-Phe-Kontrolle, wahrend 
die inkubierte L-Phc-Probe quantitativ abgebaut wurde. Diesc Ergebnisse bestatigen indirekt 
unsere Befunde mit der D-Aminosaureoxydasc. Bei den mit L-Aminosaureoxydase behandelten 
B,- und 7 a-Hydrolysaten verblieb in Dab-Position ein deutlich abgeschwachter Fleck. wahrend- 
dem die inkubierte L-Dab-Kontrollprobe vollstandig abgebaut wurde. Die Farbintensitat der 
nicht oxydierten Dab-Anteile in den Hydrolysaten entsprach derjenigen der inkubierten Ver- 
gleichsmischung aus 1 pMol D-I)ab und 5 pMol L-Dab. 

Der Thr-Fleck trat  sowohl im El- wie im 7a-Hydrolysat vor und nach dcr Einwirkung von 
L-Xminosaureoxydase gleich stark auf : es ist bekannt, dass L-Thr von L-Aminosaureoxydase nicht 
angegriffen wird 18). 

3 .  Einfluss des liberschusses von Carbodiimid. Carbohcnzoxylierung von Polymyxin-B-Sulfat 
(PFIZER) : 300 mg Handelsprodukt wurden in 15 ml Wasser gelost und unter Eiskiihlung nnd 
Ruhrcn 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 1~ NaOH uber das Magnetventil des Radiometer-Titrators konstant 
gehalten. Nach abgeschlossener Reaktion und Stehenlassen iiber Nacht im Kuhlschrank wurde der 
Niederschlag abzentrifugiert, zuerst mit Eiswasser, dann mit Ather gut gewaschen und im Vakuum 
gctrocknct : es resultierten 390 mg feinkorniges, nur in Dimethylformamid losliches, ninhydrin- 
negatives Pulver. 

Stabilitatstest unter Cyclisierungsbedingungen : 300 mg voll carbobenzoxyliertes Handels- 
produkt wurden in 330 ml Dimethylformamid und 1,5 1 Dioxan gelost und mit einer Losung von 
12 g Dicpclohexylcarbodiimid in 50 in1 Dimethylformamid versetzt. Nach 4 Tagcn Lagerung bei 
Raumtcmperatur wurde mit 15 ml 50-proz. Essigsaure versetzt, das Dioxan im Wasserstrahl- 
vakuum bei 40" entfernt, die Losung iin Hochvakuum auf 50 ml konzentriert, vom ausgefallenen 
Dicyclo-hexylharnstoff abgcnutscht und das Filtrat im Hochvakuum eingedampft. Der Riick- 
stand wurde in 20 ml Dimethylformamid gelost, von einer weiteren Menge Dicyclohexylharnstoff 
abgenutscht und erneut im Hochvakuum bei 40" cingedampft. Dieser Prozess wurde nochmals 
wiedcrholt. Darauf wurde in 10 ml Dimethylformamid gelost und mit 80 ml AthcrlPetrolather 
(2: 1) gcfallt, filtriert, mit Ather gewaschen, in 5 ml Dimethylformamid gelost und neuerdings 
mit Ather ausgefallt, filtricrt, mit Ather gewaschcn und getrocknet (160 mg). 

Entfernung cler Schutzgruppen: Die Reduktion erfolgte mit Na/NH, nach der bereits be- 
schriebenen Methode (sub. A/11) .  Uas rohe Reduktionsprodukt wurde wie iiblich als Hydrochlorid 
Iyophilisiert und zur Reinigung 2mal bei 0" mit NH, iiber die freie Base umgefallt. Das Endpro- 
dukt (50 mg Pentahydrochlorid) crgab auf dem Uiinnschichtchromatogramm cinen einheitlichen 
Polymyxin-Fleck und als Ni-Komplex ein verandertes, qualitativ und quantitativ dem des einge- 
setzten Handelsprodukts entsprcchendes Rotationsdispersions-Spektrum. 

C. Herstellung der Nickelkomplexe und Rotationsdispersions-Messung 

1. Nickelkomplexe. Die Nickelkomplexe wurden durch Zusammengeben von aquimolaren 
hfengen Peptid und Nickelsulfat und Einstellen des p H  mit 0 . 1 ~  NaOH anf pH 9,424) hergestellt. 
Die Peptidkonzentration in cler Endlosung betrug etwa 0,1OD/,. 

Die RD.-Spektren wurden in unserer physikalisch-chemischen Abteilung von Dr. F.  RURK- 
HARDT mit einem automatischen, selbstabgleichenden Polarimeter aufgenommen 

2. Saulenchromatographische Riickgewannung lion Polyinyxin B aus einem gealterten N- 
Komplex.  20 mg Polymyxin-B-sulfat (PFIZER) wurden wic ublich in den Nickelkomplex iiberge- 
fuhrt. Die Losung (pH 9,4) wurde 7 Tage bei RaUmtemperdtur gelagert; anschliessend wurde 
das pH mit 0 , l ~  HC1 auf 4 eingestellt und die Losung an einem Sephadex-G-%Medium chroma- 
tographiert. Das Sephadex wurde vorgangig in @ , 0 5 ~  NaC1-Losung suspendiert und auf der Saule 
(20 x 200 mm) mit Wasser salzfrci gewaschen. Der Verlauf der Chromatographie konnte durch 
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Priifung mit Ninhydrin und Rubeanwasserstoff (Platten und Tupfelproben) kontrolliert wcrden. 
Es gclang in einem Arbeitsgang, das Peptid vom Nickel und Salz abzutrennen. Die das Polymyxin 
cnthaltenden 1-ml-Fraktionen 16-20 wurden vereinigt und lyophilisiert. Das aus dem denatu- 
rierten Ni-Komplex auf diese Weise zuruckgewonnene Polymyxin B unterschied sich diinnschicht- 
chromatographisch (n-Butanol/Pyridin/Eisessig/Wasser 30 : 20 : 6 : 24) nicht von nativem Poly- 
myxin B (~PFIZERD, gab jedoch bereits in frischer Losung als Ni-Komplex ein gealtertes RD.- 
Spektrum (vgl. Fig. 7). 

Die Mikroanalysen wurden in unserer mikroanalytischen Abteilung unter der Leitung dcr 
Herren Dres. H. WALDMAKN und A. DIRSCHERL ausgefiihrt. 

Die 1R.-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 verdankcn wir Hrn. Dr. C. VON PLANTA aus unserer 
physikalischen Abteilung. 

ZUSAMMENFASSUNG 

Es wird uber die Synthese des cyclo-Decapeptides 7 y  berichtet. Als Ergebnis 
unserer Bemuhungen zur Strukturaufklarung von Polymyxin B, durch Synthese 
wird festgestellt, dass keine der moglichen Formeln 8cr, Sy,  7cr und 7 y ,  die durch 
Abbau hergeleitet wurden, mit der Struktur von Polymyxin B, ubereinstimmen, ob- 
wohl 7cr und 7 y  eine bemerkenswerte antimikrobielle Aktivitat in vitro und in uivo 
aufweisen. 

Der wichtigste Unterschied der aktiven synthetischen Praparate gegenuber dem 
Naturprodukt liegt in der spezifischen Drehung, sowie vor allem in der Rotations- 
dispersion der Nickelkomplexe bei pH 9,3. Das Naturprodukt zeigt gegenuber 7c( 
und 7 y  eine bemerkenswerte irreversible Alkalilabilitat sowie Unterschiede in der 
antimikrobiellen Aktivitat. 

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