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4. Strukturspezifische Abbau-Reaktionen von
Polypeptid-Metall-Komplexen
I1. Abbau des Cu"-Polymyxin-B-Komplexes durch H,0,?)

von H. Erlenmeyer, H. Sigel, H. Ch. Curtius und P. Anders
(4. TX. 6:5)

. Am Beispiel des Polymyxin B haben wir gezeigt, dass die Reaktivitit von Poly-
peptiden gegeniiber Wasserstoffperoxid oder ultravioletten Strahlen durch Komplex-
bildung mit Metallionen wie Cu?t oder Ni*+ gefindert wird: Wihrend freies Poly-
myxin B in wiisseriger Losung durch die Einwirkung von H,0, oder UV.-Strahlen
keine chromatographisch nachweisbare Verinderung erleidet, wird dessen 1:1-Kom-
plex mit Cu?t oder Ni?+ unter diesen Bedingungen in chromatographisch gut diffe-
renzierbare Bruchstiicke gespalten {17,

Diese Wirkung von komplex gebundenen Metallionen kann auf einer Beschleuni-
. gung und Lokalisierung der durch H,0, bzw. seine Derivate moglichen Abbau-Reak-
tionen beruhen. Solche Reaktionen sind von Interesse als Modelle flir biologisch rele-
vante Abbauvorginge an Proteinen (vgl. auch [2]), vor allem aber als neuartige
Methodik zur Untersuchung von Proteinstrukturen: Einmal wird der metallkataly-
sierte HyOy-Abbau ein Polypeptid in andersartige Bruchstiicke zerlegen als z. B. ein
hydrolytischer Abbau, und damit der Aminosiure-Sequenzanalyse durch den Ver-
gleich «iiberlappender» Bruchstiick-Strukturen neue Moglichkeiten eréffnen. Dariiber
hinaus konnten sich — aus der Art der Bruchstiicke — Aufschltisse {iber Nachbar-
schaftsbeziehungen und Tertifirstruktur des Proteins bzw. seines Metallkomplexes
“in wiisseriger Losung ergeben.

In der vorliegenden Arbeit wurden die bei der Einwirkung von Hy0, aaf den Cu"-
Polymyxin-B-Komplex entstehenden Bruchstiicke niaher charakterisiert.

Ergebnisse und Diskussion. — In den durch Dilnnschicht-Chromatographie
(DC; Tab.1) bzw. durch Ionenaustauscher-Chromatographie {IA; Tab. 2) getrennten
Abbau-Peptiden finden sich die vier verschiedenen am Aufbau des Dekapeptides
Polymyxin B beteiligten Aminosiduren in wechselndem Verhiltnis wieder. Die Tabel-
len enthalten die Fraktionen nach der bei der Trennung auftretenden Folge sowie
deren Charakterisiernne dnrch die STRIN & MonrF-Analiee ale Olignnentide (Mala-

bis Tetrapeptide A bis F).

Die DC-Fraktionen 7, 8 und 9 sind offenbar identisch und stellen somit eine einzige Fraktion
dar. Sie besteht aus einem Hexapeptid {D), in dem alle vier Aminosiuren des Polymyxins vor-
kommen. DC-Fraktion 10 enthidlt neben EDTA (vgl. Exp. Teil) noch wenig «,y-Diamincbutter-
sure, die wahrscheinlich von der DC-Nachbarfraktion @ herriihrt,

DC-Fraktion 1 muss, wie der Vergleich thres Ri-Wertes mit dem von o, y-Diaminobuttersiure
zeigt, ansser dieser noch weitere Bestandteile enthalten ; das Vorhandensein des Isopelargonsiure-
Restes in diesern Bruchstiick kénnte den hohen Ri-Wert im verwendeten Fliessmittel erkliren.

1) 3. Mitteilung iiber Metallionen und H,0,; vorangegangenc Mitteilungen s. [1] und [5].
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Tabelle 1. Diénnschickl-Chromatographie: Gehalt dev DC-Fraktionen 1 bis 10 an Aminosduren in
pMol; in Klammmern die berechnete Zahl der jeweiligen Aminosiuremolekeln im betr. Peptid.

Fraktionpg Thré) Teu®) p-Phe?} Dabs) Gesamtzahl Peptid
Nr. der Amino-
siuren
1 - - - 0,0380
{t? 1 (G)
2m 0,0155 0,0135 - 0,0462 5 E
{1} 1) (3
3 03,0740 0,0337 0,0245 0,2023 16 A
(2) L m (6
4 0,0612 0,0372 0,0325 0,1795 9-10 B
(2) {1} (1) {5-6)
5 0,0435 0,0255 0,0200 0,0895 8 C
{2 {1} 03] (4)
6 0,0210 04,0028 0,0023 0,0625 4 F
{1) U] ©) 3
7 0,0150 0,0142 0,0120 0,0452 6
() (1) (1) 3 |
8h) 90,0152 0,0152 0,0087 0,0462 6 D
1) {1) 1 (3)
9b) 0,0132 0,0117 6,0085 0,0310 6
1) (1) (1) (3}
10 - - - 0,0033 - -

2} Thr = L-Threonin; Leu = L-Leucin; pD-Phe == p-Phenylalanin; Dab = rL-¢,y-Diaminobut-
tersdure.
b} Zur Kontrolle aus einem weiteren Ansatz mit dem selben Ergébnis analysiert.

Tabelle 2. Jonenausiauscher-Chromatographie: Gehalt der IA-Frahtionen 30 an Aminosdursn in
u#Mol; in Klammern die berechnete Zahl der jeweiligen Aminosiuremolekeln im betr. Peptid.

Frak-  Thr Leu p-Phe Dab Gesamtzahl Peptid
tionga der Amino-
Nr.2) sduren
3 0,1086 0,0724 0,0449 0,2198
2 {1) (1) & 8 G
4 0,1269 0,0829 0,0479 0,3978 10 A
(2) (1) L {6}
5b) 0,0209 0,0122 0,0193 0.0782 10 (A%
(2) {n m {6)
z e uv,uraL U,UDLS {,2327 9 B

@ {1} (1) {5)

%) Die nicht untersuchten Fraktionen waren diinnschichtchromatographisch uneinheitlich.
b) Besteht ans offenkettigem «Polymyxine oder aus « Polymyxins ohne Fettsinrekomponente.

Es ist mit Sicherheit anzunehmen, dass die in den einzelnen Fraktionen aufgefun-
denen Amninosiure-Reste Teile einer zusammenhéngenden Kette sind. Das Zustande-
kommen der verschiedenen Bruchstiicke ldsst sich alsdann durch die in Fig, 1 dar-
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gestellte Reaktionsfolge formulieren, wobei angenommen wird, dass die Oligopeptide
mit einer kleineren Gesamtzahl von Bausteinen aus solchen mit einer héheren Ge-
samtzahl von Bausteinen entstanden sind?).
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Fig. 1. Uberblick tiber die magliche Reaktionsfolge bei der Polymyxin- B-Degradation mitlels H,0,
a) Ipel = Isopelargonsiure == (+ )-6-Methyloctansiure; das verwendete Polymyxin war e¢in

Gemisch aus B, (Fettsiure: Ipel) und B, (Fettsiure: 6-Methylheptansiure).

Bei der sauren Hydrolyse zerfillt Polymyxin B nach BIHARI-VARGA & NyiLasI
{4] zunichst in zwei Teile (vgl. Fig. 2); diese beiden Peptide zerfallen dann beim Fort-
schreiten der Hydrolyse weiter.

Ll.llt: SAUIC Iardalilyarolyse von rolymyxin o lLeIert also anaere OIUCHSTUCKE
(Fig. 2} als der Abbau mittels H,0O,.

Uber die Frage, wie Cu?** im Polymyxin B gebunden wird, lassen sich nur Ver-
mutungen anstellen. Wie wir kiirzlich fanden [5)], katalysieren offenbar nur solche
Cu™-Komplexe den H,0,-Zerfall, bei denen der Ligand héchstens drei Koordina-
tionsstellen des Cu?+ besetzt, so dass sich ein ternidrer Komplex ausbilden kann. Da

%) Die andere Mdglichkeit, dass ein Bruch an verschiedenen Stellen in einem Schritt erfolgt,
erscheint auf Grund des vorliegenden Materials unwahrscheinlich. — Zur Struktur und Syn-
these von Polymyxin B vgl. {3}.
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der Cu'-Polymyxin-Komplex den H,0,Zerfall katalysiert, ist anzunehmen, dass
Polymyxin nur iiber drei Koordinationsstellen des Cu®t gebunden ist, bzw. dass die
vierte so labil besetzt ist, dass HOO~ dort zu koordinieren vermag?). Wahrscheinlich
ist Cu®t fiber drei Aminosiuren des kleinsten gefundenen Peptid-Bruchstiickes ¥ im
Polymyxin B fixiert.
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Fig. 2. Primdrer Zevfall von Polymyxin bei der sauven Hydrolyse nach BIRARI-VARGA & NvILasI [4]

Mit Kalottenmodellen lisst sich dartun, dass zur Besetzung von drei Koordina-
tionsstellen des Cu?t drei Aminosiuren des Polymyxins notwendig sind#), da gleich-
zeitig Koordination an Amid- und y-Amino-Gruppe derselben Diaminobuttersiure-
molekel bei der tetragonal-planaren Anordnung sterisch nicht méglich ist. Die vierte
Koordinationsstelle kénnte nur durch Ausbildung eines Makrochelatringes besetzt
werden. Die schematische Fig. 3 zeigt — unter der Annahme, dass Cu®* tiber Amino-
sduren des kleinsten gefundenen Peptides F gebunden ist — eine mégliche Konfigura-
tion des Cu'-Polymyxin-Komplexes.
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Fig. 3 Mogliche Konfiguration des Cull- Polymyyin-Komplexes

%) Dass die Reaktion iiber einen terndren Komplex verlduft, ist anzunehmen (vgl. z. B. [3] [6]);
beim Polymyxin ist ein solcher wahrscheinlich, wie spektrophotometrische Untersuchungen
zeigen, iiber die spiter berichtet werden soll.

%) Dass an der Koordination zwei Amidgruppen beteiligt sind, ist sehr wahrscheinlich [7].
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Es ist zu vermuten, dass die Spaltung durch den H,0,-Komplex méglicherweise
fiber eine oxydative Desaminierung erfolgt®).

Uber den Reaktionsmechanismus ~ besonders iiber die Frage, ob Radikale frei
auftreten oder ob die Reaktion in der Koordinationssphire des Metallions erfoigt —
wird sich erst auf Grund von Modellversuchen eine Vorstellung gewinnen lassen.

Experimenteller Teill

1. Polymyxin B-Degradation: — Eine Lésung von je 10-2 mMol Polymyxin B+ 5HCI und
CuCl, in 11 ml Wasser wurde nach Einstellen von pH 8,5 mit 258 NaOH — meist tritt ein geringer
Niederschlag auf — mit einem 6fachen Uberschuss an HyO, {6 - 10~ mMol) versetzt und 2,5 Std.
stehengelassen®). Mit einem 3fachen Uberschuss an Komplexon III (EDTA) wurde sodann dic
Reaktion durch Zerstérung des Cull-Polymyxin-Komplexes gestoppt, der vorhandene Nieder-
sehlag®) abzentrifugiert und die Reaktionslésung im Wasserstrahlvakuum (Rotationsverdampfer)
bei 40° auf ca. 1 ml cingeengt. Das Reaktionsprodukt wurde anschliessend mit Hille von DC bzw.
TA untersucht.
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Fig. 4. Diinnschichichvomatographische Auflvennung dey Polymyxin-B-Spallproduhile und ikre Ein-
teilung in Peptid-Fraktionen

8) Zur oxydativen Desaminierung von Aminosiuren mittels H,O, vgl. [8].

% Lisst man den Cull-Polymyxin-Komplex ohne H,0, stehen, so beobachtet man einen schr
langsamen Zerfall, der dhnliche Diinnschicht-Chromatogramme ergibt wie der Zerfall in Gegen-
wart von HyO,; moglicherweise findet durch den im Wasser geltsten Luftsauerstoff eine oxy-
dative Desaminierung des Polymyxins statt, wie sie von BiMaRI-VArGa & NviLasi [4] beob-
achtet wurde {vgl. auch [9]}.

7} Wohl auf Grund dieses Niederschlages war die Peptid-Ausbeute relativ gering.
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I1. Diinnschicht- Chromatographie: - a) Platlen fiir die DC wurden mit Kieselgel S-HR der
Firma MAcCHEREY & NAGEL, Diiren, hergestellt. Als Fliessmittel diente Butanol-Pyridin-Eisessig-
Wasser (50:20:6:24), es wurde bei Kammersiittigung (vgl. [10]) gearbeitet. Damit eine gerade
Substanzfront erhalten wird, miissen die f{ither Nacht bei 125%) aktivierten Platten in einem ge-
schlossenen Gefiss {iber CaCl, aufbewahrt werden; sie sollten bei der Verwendung mindestens vier
Tage alt sein. Die Entwicklung der Chromatogramme erfolgte mit Ninhydrin-Reagens [10].

b) Trennung der Spaltprodukie von I: Mit einer Probeplatte wurde die richtige Auftragemenge
des Reaktionsgemisches ermittelt (meist ca. 2,5 gl}. Anschliessend wurde auf vier Platten (20«
20 cm) diese Menge je 24mal aufgetragen. Nach der Trennung wurden auf jeder Platte drei Strei-
fen mit Ninhydrin bespriiht bzw. entwickelt und nach Markierung der Punkte die unbehandelten
Felder in total 10 Fraktionen abgekratat {vgl. Fig. 4).

Die Fraktionen wurden je nach Kieselgel-Menge mit 1 bis 1,5 ml Wasser durch ca. einstiindi-
ges Schiitteln eluiert®), das Kieselgel abzentrifugiert, die Lisung zur Trockne eingedampit, aus
jeder Fraktion eine Probe entnommen und durch nochmaliges Chromatographieren die Auftren-
nung kontrolliert; die meisten Fraktionen enthielten kleine Peptid-Mengen der jeweiligen Nach-
bar-Fraktionen. Die Peptide der einzelnen Fraktionen wurden hydrolysiert und nach STEIN &
MoorE (vgl. IV) Art und Menge der Aminosiuren bestimmt {vgl. Tab. 1)®).

III. Ionennaustauscher-Chromatographie: — a) Die dinnschichichromatographischen Er-
gebnisse wurden durch Ionenaustauscher-Chromatographie nackh V. RUDLOFF & G. BRAUNITZER
[11] bestitigt bzw. erginzt {vgl. Tab. 2}. Dowex 1X2, 200400 mesh, wurde in die Acetat-Form
umgeladen und in eine mit einem auf 30° thermostatisierten Mantel versehene Siule von 60« 2 cm -
mit einer G2-Fritte am Ausfluss - eingefiillt.

Die Siule wurde dann in einzelnen Portionen mit der Harz-Wasser-Aufschlimmung {1:1) bis
knapp unter das Niveau des Wassers im Mantel aufgefiillt. Um das Harz zu equilibrieren, liess
man solange Kollidin-Pyridin-Puffer (80-120 mlf{Std.) durchlanfen, bis das pH der auslaufenden
gleich dem der einlaufenden Fliissigkeit war.

b) Trennung der Spaltprodukie von I: Das Peptidgemisch wurde im Rotationsverdampfer auf
4-5 ml eingeengt und vom Unidslichen abzentrifugiert {vgl. I). Der Uberstand wurde, wie bei
RupLorr & BRAUNITZER [11] beschrieben, auf einen pH-Wert gebracht, der um 0,5-0,7 Einheit
héher war als der verwendete Puffer und anschliessend auf die Sdule aufgetragen. Die Durch-
flussgeschwindigkeit des Elutionsmittels betrug 3040 ml/5td. Das Eluat wurde in Fraktionen von
8,4 m! in einem Fraktionensammier aufgefangen.

Bei der Elution wurde folgendermassen vorgegangen: Es wurde eine 1-proz. Kollidin- + 1-proz.
Pyridin-L3sung in Wasser bereitet und mit ca. 1,5 ml Eisessig pro 4 1 Puffer auf pH 8 gebracht.
Nach 70 Fraktionen zu 8,4 ml wurde ein Gradient angesetzt (geschlossenes Gradienten-Verfahren),
indem man 0,1 ¥ Essigsdure in ein magnetisch gerithrtes Vorratsgefiss kontinuierlich zugab. Nach
der 120. Fraktion wurde ein zweiter Gradient mit Zugabe von 2N Essigsiure gestartet. Simtliche
Puffer wurden vor Gebrauch kurz unter Vakuum entliiftet.

Um den Peptidgehalt der einzelnen Fraktionen zu bestimmen, pipettierten wir zu 0,5 ml jeder
Fraktion 0,5 ml Ninhydrin-Reagens [12] und erhitzten die Probe 20 Min. auf 100°. Nach dem
Abkiihlen wurde mit 4 ml Athanol-Wasser (1:1) verdiinnt und im Photometer bei 578 nm die
Extinktion gemessen. Die zu einem «Gipfel» gehdrenden Fraktionen wurden vereinigt, im Rota-
tionsverdampfer zur Trockne eingedampit und der Riickstand in 3 ml H,O aufgenommen. Zur
Priifung auf Einheitlichkeit wurden die einzelnen Fraktionen diinnschichtchromatographiert (vgl.
11. a)). Die Gesamtfraktionen {¢Gipfels) Nr. 3, 4, 5 und & waren diinnschichtchromatographisch
rein, Nach der Hydrolyse wurden die einheitlichen Proben mit einer STEIN & MoorE-Apparatur
auf ibren Aminosiuren-Gehalt untersucht (vgl. Tab. 2).

8 Mit 0,1~ HCI geht die Elution etwas besser.

¥ Neben den vier in Polymyxin B enthaltenen Aminosiuren finden sich in den Hydrolysaten der
einzelnen Fraktionen noch wechselnde Mengen anderer Aminosiauren, wie z. B. Asparagin-
séiure, Glutaminsdure, Glycin, Serin, Alanin und Isoleucin. Polymyxin B seibst enthilt diese
Amincsiuren in Spuren als Verunreinigung; wahrscheinlich findet durch die Diinnschicht-
Chromatographie eine Anreicherung der Verunreinigungen statt, da bei der Elution diese
Aminosiuren wohl leichter in Lésung gehen als die Oligopeptid-Bruchstiicke.
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IV. Aminosiiure- Analysen nach SteiN & Moore [12]: - Zur Hydrolyse wurden die Pro-
ben zunichst in ein Bombenrohr iibergefiihrt, mit halbkonzentrierter Salzsiure versetzt, das Glas-
rohr unter Stickstoff abgeschmolzen und im Auntoklaven 24 Std. auf 110° erhitzt. Nach der Hydro-
lyse wurde die Salzsiure im Exsikkator iiber KOH entfernt, das getrocknete Hydrolysat in
Natriumcitrat-Pufier (pH 2,2) aufgenommen und ein aliqueter Teil auf die Kolonne zufgetragen.
Zur Analyse stand ein BECKMANN-SPINCO- Aminosinren-Analysator, Typ 120 B mit Mikrokiivet-
ten-Zusatz zur Verfiigung.

Fiir die Uberlassung von Polymyxin B sowie fiir wertvolle Anregungen sind wir den Herren
Dr. K. VoGLER, Dr. R. O. StuDeErR und W. LERGIER (HoFFMANN-La RocHe & Co. AG, Basel)
dankbar. Den Herren Dr. B. Priys, PD Dr. H. BrRiNnTziNGER und PD Dr. H. SE1LER sind wir fir
ihr Interesse an der vorliegenden Arbeit zu Dank verpflichtet.

SUMMARY

The Cu'! complex of polymyxin B is decomposed by H,0,. The peptide fragments
were scparated by thin layer, respectively ion exchange chromatography and ana-
lysed by the method of STEIN & MOORE. A possible reaction scheme of the decompo-
sition s given. Institut fiir anorganische Chemie

der Universitit Basel und
Chemisches Laboratorium der Universitits-Kinderklinik,
Ziirich
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