
Volumen 48, Fasciculus 6 (1965) - No. 148 1371 

148. Synthesen in der Polymyxinreihe 

Die Synthese von Colistin A (Polymyxin E,) 
von R. 0. Studer, W. Lergier, P. Lanz, Erika Bohni und K. Vogler 

(24. VI. 65) 

10. Mitteilungl) 

1950 gelang es KOYAMA [2], aus Kulturen von Bacillus colistinus ein Antibioticum 
zu isolieren, das unter dem Namen Colistin bekannt wurde. Es zeigte eine starke 
Hemrnwirkung vor allem gegen GRAM-negatiVe Mikroorganismen, jedoch wurden in 
hoheren Konzentrationen auch einige GRAM-positive Erreger gehemmt. Etwas spater 
konnten ODA und Mitarbeiter [3] Colistin durch Papierchromatographie in drei ver- 
schiedene Komponenten auftrennen. Durch Gegenstromverteilung von handels- 
ublichem Colistin erhielt MORITO 1961 [4] eine Auftrennung in zwei Komponenten, 
wahrend 1963 SUZUKI und Mitarbeiter [5] auf gleichem Wege drei Verbindungen 
isolieren konnten, die als Colistin A, B und C bezeichnet wurden. Colistin C ist meist 
nur, wenn iiberhaupt, in geringer Menge in Handelsprodukten enthalten [ 5 ] .  

Verschiedene Strukturen sind bis heute fur Colistin vorgeschlagen worden. So 
formulierte SUZUKI 1957 [6] Colistin als ein Cyclo-octapeptid, bestehend aus fiinf 
Molekeln L-tc, y-Diaminobuttersaure und je einer Molekel L-Threonin, L-Leucin, D- 
Leucin sowie (+)-6-Methyloctandure. BIZERTE & DAUTREVAUX [7] fanden 1961 nach 
Totalliydrolyse von Colistin und quantitativer Aminosaureanalyse, dass Colistin zu- 
satzlich zu den von SUZUKI [6] bestimmten Aminosauren je eine weitere Molekel 
L-a, y-Diaminobuttersaure und L-Threonin enthalt . Auf Grund der nach saurer Partial- 
hydrolyse isolierten und identifizierten Peptide schlugen sie fiir Colistin zwei mogliche 
Strukturen in Form eines Cyclo-pentapeptides mit einer fiinfgliedrigen Seitenkette vor. 
Ungefahr gleichzeitig arbeiteten SUZUKI und Kollegen mit den reinen Komponenten 
Colistin A und B. Sie fanden 1963 [6], dass beide die gleiche, schon fruher am Gemisch [7] 
bestimmte Aminosaurezusammensetzung aufweisen. Aus Colistin A wurde (+)-6- 
Methyloctansaure und aus Colistin B 6-Methylheptansaure isoliert [6]. Durch saure 
Partialhydrolyse [S] einerseits sowie durch enzymatischen Abbau mit Nagarse [9] 
anderseits und Identifizierung der Bruchstucke gelangten sie zu einer von den friihern 
Vorschlagen abweichenden Struktur fur Colistin A (Fig. 1). Auf analogem Wege 
konnte von den gleichen Autoren [lo] auch Colistin B aufgeklart werden, das sich von 
Colistin A nur in der Fettsaurekomponente unterscheidet, indem an Stelle der (+)-6- 
Methyloctansaure 6-Methylheptansaure vorkommt. 

Beide sind sehr nahe verwandt mit den Polymyxinen B, und B,. Colistin A bzw. B 
unterscheiden sich von Polymyxin B, bzw. Polymyxin B, nur durch einen Austausch 
des D-Phenylalanins durch D-Leucin. 

Vor kurzem gelang es WILKINSON & LOWE [ll], das schon langere Zeit bekannte 
Polymyxin E durch Gegenstromverteilung in zwei Komponenten, El und E,, aufzu- 

1) 9. Mitteilung s. [l]. - Abkiirzungen: 2 = Benzyloxycarbonyl; BOC = t-Butyloxycarbonyl; 
OBut = t-Butylester; PHT = PIitaloyl; M0.4 = (+ )-6-Methyloctansaure. 
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trennen. Strukturuntersuchungen fiihrten zum ILgebnis, dass Pvlymyxin El mit 
Colistin A und Polymyxin E, rnit Colistin B identisch sind [12]. Ungefahr gleichzeitig 
kamen S~JZUKI und Mitarbeiter zu einem analogeri Ergebnis [13]. 

Im Rahmen unserer Arbeiten in der Polymyxinreihe gelang es nun, diese Struktur 
von Colistin A (Polymyxin .El) (Fig. 1) durch Totalsynthese zu bestatigen. 
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Fig. I .  Struktur des verzmeigten Cycloheptapeptides V I  = Colasliva A (PoZynzyxin El) 

Die Synthese von Colistin A erfolgte in Anlehnung an diejenige von Polymyxin B, 
[14] iiber das geschutzte verzweigte Decapeptid (Fig. 2) ,  das in 7-Stellung einen 
n-Leucinrest anstelle des im Polymyxin B, enthaltenen D-Phenylalaninrestes besitzt. 
Es konnte deshalb das bereits fur die Synthese von Polymyxin B, [14] gebrauchte 
Octapeptid I V  (Fig. 3) verwendet werden, wahrend das Dipeptid I11 (Fig. 3)  neu her- 
gestellt werden musste. 

Dazu wurde Na-Phtaloyl-NY-Z-~.-a,y-diaminobuttersaure rnit D-Leucin-t-butyl- 
ester mit Hilfe von Dicyclohexylcarbodiimid gekuppelt und anschliessend die Phtaloyl- 
gruppe mit Hydrazin entfernt. Die Kondensation des Octapeptid-hydrazides IV rnit 
dem Dipeptid I11 (Fig. 3 )  nach dem Azidverfahren fiihrte zum vollstandig geschiitzten 
Decapeptid V (Fig. 2). Die beiden Kettenenden 1 und 7 wurden durch Behandlung mit 
Trifluoressigsaure freigelegt und das erhaltene Produkt in hoher Verdunnung rnit 
uberschussigem Dicyclohexylcarbodiimid in Dimethylformamid/Dioxan cyclisiert. 
Aus dem Cyclisierungsprodukt wurden die restlichen Schutzgruppen durch Natrium 
in fliissigem Ammoniak entfernt. Anschliessend erfolgte die Reinigung dieses Roli- 
produktes durch Gegenstromverteilung im System ~~-13utanol/Pyridin/Eisessig/Was- 
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Fig. 2. Strukfur  des geschiitzten Decapeptides V 
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Fig. 3. 4 ufbauschema des geschiilztan Decapeptides V 

5) uber 180 Stufen und Fallung in konz. NH, bei 0". Das cyclische 
Decapeptid konnte analog dem Polymyxin B, als Pentaphosphat kristallisiert werden. 
Das zum Vergleich mit dem synthetischen Produkt herangezogene naturliche Coli- 
stin A2) konnte ebenfalls als Phosphat kristallin erhalten werden. DEBYE-SCHERRER- 
Rontgenaufnahmen der beiden in Nadelbiischeln kristallisierenden Verbindungen 
zeigten identische Charakteristika. 

Die physikalisch-chemischen Daten des kristallinen Phosphates des Cyclohepta- 
peptids sind in Tabelle 1 zusammengestellt und mit denj enigen des kristallinen Phos- 
phates von Colistin A (Polymyxin E,) verglichen. Die gute ubereinstimmung der 
Ergebnisse weist auf die Identitat der entsprechenden Produkte hin. 

z, Fur die freundliche uberlassung eines Praparates von Colistin A danken wir Herrn Prof. 
T. SUZUKI, Institute for Protein Research, Osaka University, Osaka (Japan). 
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Auch die Rotationsdispersionskurven der Nicltelkomplexe, die bei der Identifi- 
zierung von Polymyxin B, [I41 [15] besonders wichtig waren, zeigen vollige Uberein- 
stimmung (Fig. 4). 

Fig. Rotations, rpersionskwrven des Nickelkomplexes von naturlichem un, ynthetis6 
1 natiirliches Colistin A ;  2 synthctischcs Colistin A 

'm Cr <tin . 

Ta1)clle 1 . A nalvfische Charakterisierung der .Phosphate von natiirlickenz ztnd synthetischem Colistin .4 
(Polymyxin E,) 

Charakterisierung Colistin A natiirlich Colistin A synthetisch 

I. Papicrchromatographie 
2. Diinnschichtchromatographie 
3.  Hochspannungselektrophorese 
4. Freie Aminogruppen nach Ninhyclrin- 

5. Spezifische Drehung 

6. Wasserbestimmung (K. F I S C H E R )  

7. Zersetzungspunkte 
8. Totalhydrolyse-Aminosaurevcrhaltnis 

(ber. Dab G,O Thr 2,0 Leu 2,O) 

Uestimmung 

korrigiert auf wasserfreie Substanz 
& Z0, Wasser, 

Rf = 0,GS. homogen 
Rf = 0,48, homogen 
1.0 His, homogen 

5,O & 10% 
- 52.1" (G = 0,481 
-59.2" (G = O,42) 
11,95 yo 
187-1 92" 

Rf = 0,155. homogen 
Rf = 0,48, homogen 
1,0 His, homogen 

4,73 f 1oyo 
- 55,2" (C = 0,39) 
-60.2" (C = 0,36) 
8 3 %  
187-192" 
gef. Dab Thr Leu 

5 3 2  1,9G 1,92 

Erlauterungen zur Tabelle. - 1. Die Papierchromatographie wurde auf SCHLEICHER & SCHULI.- 
Papicr 2043b mgl, gewaschen, 15 Std. abstcigend, bei ca. 25' im Laufmittel x-Butanol/Pyridin/ 
Eisessig/Wasser 30:2O:G:24 durchgefuhrt. Aufgetragen wurden in der Regel 20 ,ug in 2 yl. Die 
Entwicklung erfolgte durch Bespriihen mit 0,s-proz. alkoholischer Ninhydrinlosung und kurzes 
Erhitzen auf 100". 

2. Die Herstellung der Kieselgel-Platten und clic Arbeitstechnik entsprechen den Original- 
angaben von STAHL [16]. Als Laufmittel dicnte das gleiche Gemisch wie bci tler Papierchromato- 
graphie. Die Laufzeit betrug 2-3 Std.; aufgctragcn wurden ca. 5 pg in 1 yl. 
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3. Wir benutzten den Hochspannungs-Pherographen nach WIELAND I(: PFLEIDBRER [17] der 
Firma L. HORMUTH, Heidelberg. Arbeitsbedingungen : Papier : SCHLEICHER & SCHULL 2043b mgl, 
gewaschen; Elektrolyt: Z N  Essigsaure (pH ca. 2.5) ; Feldstarke: G5 V . cm-l; Versuchsdaucr: 
45 Min. ; Kammertemperatur: + 1" bis + 3". Die Wanderstrecke wird im Verhaltnis zu derjenigen 
dcs Histidins, das gleichzeitig mitlief, angegeben. 

4. Zur Ermittlung der Anzahl freier Aminogruppen wurde das fur Aminosaure-Bestimmungen 
vie1 gcbrauchte Ninhydrin-Hydrindantin-Reagens pH 4,7 (s. z. B. BOISSONNAS [18]) verwendet, als 
Vcrgleichssubstanz wurde Colistin A mitbestimmt. 

5. Die Drehungsmessungen wurden in einem photoelektrischen Polarimeter rnit Thermostat, 
das in unserer physikochemischen Abteilung durch Dr. F. BURKHARDT entwickelt worden war, 
au fgenommen. 

6. Die Wasserbestimmung sowie alle iibrigen Mikroanalysen wurden in unserer mikroanalyti- 
schcn Abtcilung untcr dcr Lcitung der Herren Dres. H. WALDMANN und A. DIRSCHERL ausgefuhrt. 

8. Nach [19] in dankenswerter Weise bestimmt von Herrn Prof. Dr. MAX BRENNER von der 
Organisch-chemischen Anstalt der Universitlt Basel. 

Der enzymatische Abbau rnit Nagarse [9] fiihrte bei beiden Substanzen zu platten- 
chromatographisch identischen Bruchstucken. 

Die antibakterielle Aktivitat des Cycloheptapeptides VI wurde gegen verschiedene 
Erreger in vitro sorgfaltig rnit derjenigen von naturlichem Colistin A-Phosphat nach 
der schon fruher beschriebenen Methodik [15] verglichen (Tabelle 2). Als Standard 
wurde Colistinsulfat (FDA Lot M 8863) rnit einer Aktivitat von 669 mcg Baselmg oder 
20070 E/mg verwendet. Aus Tabelle 2 geht hervor, dass die Pentaphosphate von 
natiirlichem und synthetischem Colistin A gegeniiber Brucella bronckiseptica ATCC 
4617, Esckerichia coli ATCC 10536 und Klebsiella pneumoniac ATCC 10131 etwas 
schwacher wirksam sind als der Colistinstandard. Gegeniiber Pseudomonas aeruginosa 
ist die Wirkung praktisch gleich. Gegenuber allen Organismen erweist sich das synthe- 
tische Produkt innerhalb der Fehlergrenzen als gleich aktiv wie Colistin A. 

Auf Grund aller vorliegenden Daten kann geschlossen werden, dass unser Synthese- 
produkt rnit naturlichem Colistin A bzw. Polymyxin E, ubereinstimmt und dass 
diesem deshalb die von SUZUKI et aE. [9] vorgeschlagene Struktur VI (Fig. 1) zukommt. 

Tabelle 2. Antibakterielle A ktivitat der Pentaphosphate von synthetischem und naturlichem Colistin A 
(Polymyxin  El) in vitro (Standardabweichung f 20%) Standard = Colistin FDA Lot M 8863 

Mi kroorganismus synthetisch naturlich 

mcg/mg E/mg % Standard mcg/mg E/mg yo Standard 

Rrucella bronchiseptica ATCC4617 523 15695 78 518 15554 77 
Pseudomonas aeruginosa 612 18344 91 730 21495 109 
Escherichia coli ATCC 10536 565 16939 84 542 16257 81 
Klebsiellapneumoniae ATCC 10 131 569 17059 85 532 15956 79,5 

Experimenteller Teil3) 
1) D-Leucin-t-butylester-hydrochlorid (I). 100 g N-Carbobenzoxy-r-leucin-t-butylcster (01, her- 

gcstellt durch Carbobenzoxylierung von D-Leucin und direkte Umsetzung des entstandenen 01s 
mit Isobutylen [ZO]) werden in 500 ml Methanol mit 10 g 5-proz. Pd-Kohle in ublicher Weise 
hydriert. Der Katalysator wird abgetrcnnt, das Filtrat im Vakuum eingedampft, das 61 in wenig 

s, Die Smp. wurden auf dem KOFLER-Block bestimmt und sind korrigiert. Die Analysenmnster 
wurden 16 Std. iiber P,O, bei 0,Ol Torr und 100" getrocknet. Fur die sorgfaltige Mitarbeit 
danken wir den Herren K. SCHWEIZER und W. BERNASCONI. 
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abs. Alkohol gelost, auf - 30" abgekiihlt und rnit alkoholischem 4 N  HCl auf ein pH von 4 einge- 
stcllt. Nach Zusatz von abs. Ather beginnt die Kristallisation. Ausbeute 51,s g (74%). Smp. 165" 
(Zcrs.); [MI: = - 18,5" (c = 2, in A41kohol). Literaturwert fur tlas L-Isomere [21] [XI;: = + 19,X". 
C,,H,,O,NCl (223,74) Ber. C 53,68 H 9,91 C1 15,850/,, Gef. C 53,91 H 10,01 C1 15,X30/, 

2) Na-PH T-NY-Z-L-~, y-diamanobutyryl-D-Zeuczn-t-butylestei (11). 11,2 g (0,05 Mol) n-Leucin- 
t-butylester-hydrochlorid (I), in SO ml Tetrahydrofuran gelost, werden bei 0' mit 7 ml (0,05 Mol) 
Triathylamin gcschuttelt, vom Triathylaminhydrochlorid abgenutscht und das Filtrat mit einer 
Losung von 21 g (0,055 Mol) hT"-Phtaloyl-NY-Z-z-or, y-diaminobuttersaure [14] in 40 ml Tetra- 
hyrlrofuran versctzt. Zu dieser IAsung gibt man bei - 10' einc 1-osung von 10,3 g Dicyclohexyl- 
carbodiimid in 15 ml Tetrahydrofuran und lasst 20 Std. bei - 5" stehen. Der Harnstoff wird abge- 
nutscht, das Filtrat im Vakuum eingedampft, der Riickstand in Essigester aufgenommen, unter 
Eiszusatz rnit 3-prOz. Zitronensaure, NaHC0,-LGsung und 5-proz. NaC1-Esung neutralgewaschen, 
iiber MgSO, getrocknet und im Vakuum eingedampft. Man erhalt 24 g (87%) eines blasigen Schau- 
mes, der aus Ather/Petrolather kristallisiert, Smp. 134-136'; [n]: = + 2 l 0  (c = 2, in 1)imethyl- 
formamid). C,,H,,O,N, Ber. C 65,32 H 6.70 N 7,62 0 20,30y0 

(551,62) Gef. ,, 65,48 ,, 6,79 ,, 7,78 ,, 20 ,12~o  

3) NY-2-L-CL, y-diamznobutyryl-D-leucin-t-butylester ( I I I ) .  27.5 g (0,05 Mol) N"-PHT-N'/-Z-L- 
a, y-diaminobutyryl-D-leucin-t-butylester (11) in 200 ml Alkohol wcrden mit 2,5 ml (0,05 Mol) 
100-proz. Hydrazinhydrat versetzt und 1 Std. am Riickfluss gekocht. Nach 10 Min. scheidet sick 
ein stark gequollener Niederschlag ab. Das Losungsmittel wird im Vakuum eingedampft. Der 
Riickstand wird durch kraftiges Schutteln zwischen Essigester und verdiinntem Ammoniak ver- 
teilt, das Ganze vom Ungelosten abgenutscht, rnit Essigester und 3N Ammoniak gewaschen, im 
Scheidetrichter rnit Essigester extrahiert, der organische Extrakt iiber MgSO, getrocknet untl im 
Vakuum eingedampft. Ausbeute 19,6 g (90%) 01, das plattenchromatographisch einheitlich ist 
und direkt weiterverwendet wird. 

4) NU-( + ) -6-Methy loc tanoyl -N~-Z-~-~ ,  y-diaminobutyryl-L-threonyl-NY-Z-L-GL, y-diaminobutyryl- 
.V- [ B O C - L - ~ ~ U C ~ ~ - N Y - Z - L - U ,  y-diarninobutyryl- NY-Z-L-M,  y-diaminobutyryl-~-threonyl] -L-U,  y -d i -  
aminobutyryl-h'Y-Z-L-ol. y-diamtinobutyryZ-D-Zeucin-t-butylestcr ( V ) .  2,4 g (1,47 mMol) NU-( + )-6- 
Methyloctanoyl- NY- Z-L-a, y-diaminobutyryl-L-threonyl-Ny-Z-L-cr, y-diaminobutyryl-NY- [BOC-L- 
leucyl- NY- 2 - L - M ,  y - diaminobutyr yl- NY- Z-L-GL, y-diaminobu tyryl-L-threonyl] -L-U, y-diaminobuttcr- 
skure-hydrazid (IV) werden in 45 ml Dimethylformamid gelost, auf - 12' gekiihlt, langsam mit 
5,88 ml (5,88 mMol) 1~ HC1 versctzt und anschliessend rnit 1,74 ml (1,74 mMol) 1~ NaN0,-Losung 
bchandelt. Nach 5 Min. Riihren bei - 12" wird das Azid rnit auf - 12" vorgekiihlter 20-proz. NaCl- 
Losung gefallt, abgenutscht, rnit eiskalter 20-proz. NaHC0,-Losung und Eiswasser gewaschen und 
scharf abgepresst. Darauf wird das Azid in eine eiskalte Losung von 630 mg (13 mMol) Nu-Z-L- 
GL, y-diaminobutyryl-D-leucin-t-butylester (111) in 15 ml Dimethylformamid eingetragen und bis 
zur vollstantligen Losung in Eis geriihrt. Anschliessend wird die Reaktionsmischung iiber Nacht 
im Eislcasten aufbewahrt. Das entstandcne Gel wird rnit 200 ml Athanol verrieben, abgenutscht, 
rnit Alkohol und Ather gewaschen und getrocknet. Das so erhaltene Produkt wird aus Dimethyl- 
formamid/Wasser umgefallt. Ausbeute 2.2 g (69%). Smp. 229-230"; [cr](lfi == -21.4" (c = 1, in 
Dimethylformamid). Nach Totalhydrolyse betragt das Aminosaureverhaltnis Dab : Thr : Leu 
6 , Z : Z . l  :2 ,0  (ber. 6,0:2,0:2,0). Das Produkt enthalt 2 Mol. Dimethylformamid. 

Cl,,Hl,,0,,N,,,2C,H,0N Ber. C 60,OO H 7,S5 N 11,68% 
(2160,s) Gcf. ,, 60,OX ,, 7,52 ,, 11,70% 

5) Abspoltung der Schutzgrz@pen an  den Kettenenden 1 und 7 u n d  Cyclisievung zu V I .  2,6 g des 
geschiitzten Decapeptides V werden mit 5 ml Trifluoressigsaure 15 Min. bei Raumtemperatur ge- 
schiittelt, wobei vollstandige Losung eintritt. Darauf wirtl in Eis gekiihlt, rnit eiskaltem Ather 
gefallt, abgenutscht, mit Ather gewaschen und getrocknet. Die Substanz wird anschliessend in 
wenig llimethylformamid gelost, mit etwas Pyridin alkalisch gestellt und dann mit Wasser gefallt, 
abgcnutscht, rnit Wasser und Ather gewaschen und getrocknet. Ausbeute 2,5 g, die direkt zur 
Cyclisierung venvendet werden. 

5 g dieses Produktes werden in 6,5 1 Dimethylformamid gelost und unter kriiftigem Ruhren 
zu einer Losung von 208 g Dicyclohexylcarbodiimid in 26 1 Dioxan getropft. Die Losung wird 
3l/, Tage bei Raumtemperatur geriihrt, clarauf rnit 230 ml50-proz. Essigsaure versetzt und bei 35" 
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auf ca. 1 1 konzentriert. Vom ausgefallenen Dicyclohexylharnstoff wird abgenutscht und das Filtrat 
zur Trockne verdampft. Der Ruckstand wird in 500 ml Dimethylformamid gelost, von einer weite- 
ren Menge Dicyclohexylharnstoff abgenutscht und erneut bei 35" zur Trockne verdampft. Dieser 
Prozess wird noch 3mal wiederholt. Dann wird in 100 ml Dimethylformamid gelost und in 1,5 1 
Ather/Pctrolather 2 : 1 ausgeriihrt, abgenutscht, mit Ather gewaschcn und getrocknet. Ausbeute 
an Rohprodukt 4,5 g. 

6) Entfernung der SchutzgruFpen. 4,5 g Roh-Cyclisierungsprodukt werden in 800 ml fliissigem 
Ammoniak gelost und mit Na bis zu einer 20 Min. bestehenden Blaufarbung reduziert. Dann wer- 
den 3 g Ammoniumchlorid zugegeben, das Ammoniak verdampft und letzte Spuren durch Eva- 
kuicrcn im Wasserstrahlvakuum entfernt. Der Ruckstand wird in 100 ml Eiswasser geltjst, bei 0" 
rnit 6~ HC1 auf pH 6 gestellt, filtriert und das Filtrat lyophilisiert. 

7) Reinigung des Cyclisier~~ngsproduktes. - a) Multipiikative Vevtealung. Das salzhaltige Roh- 
produkt wurde einer multiplikativen Verteilung uber 185 Stufen im System n-ButanollPyridinl 
Eisessig/Wasser (40 : 10 : 5 : 45) unterworfen. Die Verteilungskurve erhielten wir durch Umsetzen 
von je 0,2 ml unterer Phase rnit FoLIN-DENIS-Reagens [22] und Bestimmung der optischen Dichten 
bei 750 nm. Die Verteilung wurde zudem plattenchromatographisch kontrolliert. Die vereinigten 
Glascheninhalte 98-116 wurden im Hochvakuum bei Raumtemperatur konzentriert und an- 
schliesscnd 2mal lyophilisiert; es resultierten 430 mg noch leicht klebrige (Pyridinacetat) Haupt- 
frslrtion. 

b) Umfiillen iiber die freie Base. Die lyophilisicrte Vertcilungs-Hauptfraktion wurde in ca. 
5 ml Wasser gelost und in diese Losung unter Eis-Kochsalzkuhlung 15-20 Min. NH, eingeleitet. 
Anschliessend wurde abzentrifugiert, 3mal rnit 5-proz. eiskaltcm Ammoniak gewaschen, in Wasser 
suspendiert und 2mal lyophilisiert. Die Base wurde in der berechneten Menge O , ~ N  HC1 gelost und 
die ganze Operation des Umfallens iiber die freie Base noch 2mal wiederholt. Nach der dritten 
Fallung verblieben 80 mg farblose Base rnit einer antibakteriellen Aktivitat von 14420 E/mg 
(Klebsiella pneumonia ATCC 100 131, in vitro). 

c) Uberfiihren der Base in das kristulline Pentaphosphat. 80 mg Base wurden in 2,O ml wlsseri- 
gcr 1,EO-proz. H,P04 geldst und in der Siedehitze bis zur beginnenden Triibung tropfenweise mit 
abs. Athanol versetzt. Die Ltjsung wurde zuerst langsam auf Raumtemperatur abgekiihlt und uber 
Nacht im Kuhlschrank aufbewahrt. Die Kristallisation begann spontan in der noch warmen Lo- 
sung. Anderntags wurde der Niederschlag abgenutscht, rnit kaltem abs. Athanol gewaschen und 
bei Raumtemperatur im Vakuumexsikkator uber konz. H,SO, getrocknet : 70 mg annahernd farb- 
loses, kristallines Pulver. 

Umkristallisation: 65 mg des obigen Praparates wurclen in 2 ml abs. Athanol suspendiert und 
untcr Erhitzcn auf dem Dampfbad durch tropfenweisen Zusatz von heissem Wasser in Losung ge- 
bracht. Die Liisung wurde faserfrei filtriert, das Filtrat in der Siedehitze bis zur bleibenden Trii- 
bung mit abs. Athano1 versetzt, die Triibung mit 1-2 Tropfen der verdiinnten H,PO, ebcn zum 
Verschwinden gebracht und die Liisung langsam abgckuhlt. Nach Stchen iiber Nacht bei 4" wurde 
der Niederschlag wie oben abgenutscht, gewaschcn und getrocknet; es resultierten 43 mg eines 
farblosen, in feinen Nadeln kristallisierten Produktcs, clesscn analytische Charakterisierung in 
Tabelle 1 zusammengefasst ist. 

8) Herstellung der Nickelkomplexe und Rotutionsdispersions-Messul2g. Die Nickelkomplexe [23] 
wurclen durch Zusammengeben aquimolarer Mengen Peptid und Niclrelsulfat und Einstellen des 
pI1 mit 0 , l ~  NaOH auf 9,4 hergcstcllt. Die Peptidkonzentration in clcr Endlosung betrug ca. 
O,l0%. Die RD.-Spektrcn wurden in unserer physikalischen Abteilung von Dr. F. BURKHARDT mit 
einem automatischen, selbstabgleichenden Polarimeter aufgenommen. Die erste Messung erfolgte 
sofort nach Herstellung der Nickelkomplexe; zwci weiterc Mcssungcn wurden nach 24stundiger 
bzw. 7tagiger Alterung der Komplexlosungen bei Raumtemperstur aufgenommen. Die [~I-Werte 
wurden in dcn Kurvcn (Fig. 4) als molekulare Drehung, bercchnct auf wasserfreies Colistin A- 
pentaphosphat (M = 1659,48), aufgezeichnct. 

9) Abbau mit Nugurse. Je 1,5 mg natiirliches und synthetisches Colistin A-pentaphosphat wur- 
den in 0,4 ml pH 8-Puffer ( 0 , 0 5 ~  Ammoniumacetat+0,05~ NaHCO,) gelost und 0,l ml Enzym- 
losung, enthaltend 40 pg Nagarse [9], zugefiigt. Nach 4 uncl 24 Std. Inkubation bei 37" wurden 
Probchen von je 2 p1 dunnschichtchromatographisch im System n-Butanol/Pyridin/Eisessig/Was- 
ser 30: 20; 6 :  24 (v/v) miteinander verglichen. Man erhalt identische Chromatogrammc. 
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10) DEBYE- SCHERRER-Diagramme. Die RONTGEN-Diagramme nach DEBYE- SCHERRER wurden 
mit einem PHILIPS-Rontgengoniometer PW 1050 und Cu-K,-Strahlung durch Herrn Dr. C. VON 

PLANTA aufgenommcn. Es wurden folgende identische Netzebenenabstande fur clas synthetische 
und naturliche Colistin A-pentaphosphat, kristallisicrt aus Athanol/Wasscr, gemessen : 8,18 A, 
12,27 ,& uncl 24,s 5 1%. 

SUMMARY 

Colistin A (Polymyxin El), an antibiotic isolated in 1950 from cultures of B. coli- 
stiwus, is shown by synthesis to  have the cyclo-heptapeptide structure V I  (Figure 1) 
already proposed by other workers on the evidence of degradation studies. 
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