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109. Synthesen in der Polymyxinreihe
12. Mitteilung?!)

Die Synthese von Polymyxin D,

von R. O. Studer und W.Lergier
Chemische Forschungsabteilung der F. Hoffmann-La Roche & Co. AG., Basel

Herrn Dr. O. Isler zum 60. Geburtstag gewidmet
(6. V. 70)

Summary. The synthesis of the cycloheptapeptide XI (Figure 1), corresponding to the structure
proposed by T. Suzuki et al. for the antibiotic Polymyxin D, is reported. This synthetic compound
proved to be identical in all respects with natural Polymyxin D, .

1. Einleitung. —Im Jahre 1947 wurde fast gleichzeitig aus verschiedenen Labora-
torien iiber die Isolierung von Polypeptid-Antibiotica aus Kulturen von Boden-
bakterien geschrieben. Asnsworth und Mitarbeiter [1] berichteten iiber « Aerosporiny,
wihrend sowohl Shepherd und Mitarbeiter [2] als auch Benedict & Langlykke [3] iiber
ein Antibioticum «Polymyxin» publizierten. Da es sich schon sehr bald herausstellte,
dass es sich um eine Gruppe nahe verwandter Verbindungen handelt, wurde in gegen-
seitigem Einverstdndnis der Gruppenname Polymyxin gewidhlt. Die einzelnen, sich
durch ihre Aminosiurezusammensetzung unterscheidenden Antibiotica wurden durch
Zusatz eines Buchstabens bezeichnet. So wurde «Aerosporin» zu Polymyxin A und
«Polymyxin» zu Polymyxin D [4].

1949 fanden Bell und Mitarbeiter [5], dass Polymyxin D ein basisches Polypeptid
ist, das nach Totalhydrolyse die Aminosiduren L-Threonin, pD-Leucin, D-Serin und
L-a,y-Diaminobuttersiure im Verhiltnis 3:1:1:5 liefert. Durch Gegenstromverteilung
konnten 1966 Suzuk: et al.[6] Polymyxin D in zwei aktive Komponenten, Polymyxin
D, und Polymyxin D,, auftrennen. Beide zeigen das gleiche, schon von Bell und Mit-
arbeitern gefundene Aminosdureverhéltnis. Im Hydrolysat von Polymyxin D,
wurde zusidtzlich (+)-6-Methyloctansdure, in demjenigen von Polymyxin D,
6-Methylheptansidure gefunden. Durch Kombination der Peptidfragmente, die sowohl
durch saure Partialhydrolyse als auch durch enzymatischen Abbau mit Nagarse und
nachfolgende Sequenzanalyse erhalten wurden, konnte die Struktur fiir Polymyxin
D, abgeleitet werden (Fig. 1) [6].

Polymyxin D, unterscheidet sich damit von Polymyxin E, (= Colistin A) [7], [8]
und Circulin A [9], [10] durch den Austausch von 2 Aminosiureresten und von
Polymyxin B, [11], [12] durch den Austausch von 3 Aminosiureresten. Interessant ist
besonders die Anwesenheit einer D-Aminosiure in der Seitenkette, die sich dadurch
. von den Seitenketten der bisher synthetisierten, natiirlichen Polymyxine mit aus-
schliesslich 1-Aminosduren auszeichnet.

1} 11. Mitteilung [10]. — Die Abkiirzungen folgen den Vorschligen des V. Europ. Peptidsympo-
siums, Pergamon Press, Oxford 1963. Z = Benzyloxycarbonyl, Boc = {-Butyloxycarbonyl,
Bu' = t-Butylester, MOA = (4 )-6-Methyloctansiure, DMF = Dimethylformamid.

59



930 HeLveTrica CaiMica Acta — Vol. 53, Fasc. 5 (1970) — Nr. 109

Nc’“’zCHggHCO
NH
o
H-C-CH,~OH
NH
H co
H3C‘C—(I:H
OH NH
GO
H-C-CHz-CHy~NH,

Fig. 1. Struktur des vevzwerglen Cycloheptapeptides XI = Polymyxin D),

2. Synthese. — Infolge der engen Verwandtschaft der Polymyxine erfolgte die
Synthese von Polymyxin D, in Anlehnung an die Synthesen von Polymyxin B, [12],
Polymyzxin E, (= Colistin A) {8] und Circulin A [10] iiber das in Fig. 2 wiedergegebene,
geschiitzte verzweigte Decapeptid. Dieses besitzt in 1-Stellung einen rL-Threoninrest
und in 3'-Stellung einen D-Serinrest anstelle des im Polymyxin E,; enthaltenen
L-Leucin- bzw. L-a,y-Diaminobuttersiurerests.

Es konnten verschiedene, schon bei den Synthesen von Polymyxin E; [8] und
Circulin A [10] verwendete Peptid-Zwischenprodukte verwendet werden (Fig. 3).

Insbesondere das allen drei Cyclopeptiden gemeinsame Bruchstiick IIT (6-7)
(Fig. 3) konnte unverdndert ibernommen werden. Im Tetrapeptid-hydrazid II
{1-2-3-4) (Fig. 3) musste gegeniiber Colistin A ein L-Leucin durch ein L-Threonin aus-
getauscht werden. Dazu wurde das bereits frither beschriebene Tripeptid N*-Z-L-¢,y-
diaminobutyryl-N?-Z-L-a, y-diaminobutyryl-L-threonin-methylester [12] mit Boe-L-
Threonin und Dicyclohexyl-carbodiimid zum Tetrapeptid verlingert und anschlies-
send mit Hydrazinhydrat ins Hydrazid {ibergefiihrt. Das Bruchstiick I wurde aus
dem schon beschriebenen Dipeptid N*-(--)-6-Methyloctanoyl-N?-Z-1-«,y-diamino-
butyryl-L-threonin-hydrazid [12] durch Azidkupplung mit O-Benzyl-p-Serin-methyl-
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Fig. 2. Styruktur des geschiitzien Decapeptides 1X
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Fig. 3. Aufbauschema fiiv das geschilizte Decapeptid

ester [13], anschliessende Uberfithrung mit Hydrazinhydrat ins Hydrazid und noch-
malige Azidkupplung mit N*-Boc-L-a,y-diaminobuttersdure-methylester erhalten.

Die y-Boc-Gruppe im Tetrapeptid I (1'-2'-3'-5) wurde mit Trifluoressigsiure ab-
gespalten und das erhaltene Produkt mit dem Azid von II (1-2-3—4) (Fig. 3) zum ge-
schiitzten Octapeptid-methylester VII umgesetzt. Dieser wurde anschliessend mit
Hydrazinhydrat ins entsprechende Hydrazid VIII iibergefithrt und nach dem Azid-
verfahren mit IIT zum geschiitzten Decapeptid-t-butylester IX (Fig. 2) verlingert.
Nach Abspaltung der beiden Schutzgruppen an den Kettenenden mit Trifluoressig-
sdure konnte das erhaltene Produkt mit iiberschiissigem Dicyclohexylcarbodiimid in
hoher Verdiinnung in Dimethylformamid/Dioxan cyclisiert werden.

Aus dem rohen Cyclisierungsprodukt wurden die Schutzgruppen durch Hydrierung
entfernt und das so erhaltene Rohprodukt anschliessend durch zweimalige Gegen-
stromverteilung gereinigt. Eine endgiiltige Reinigung wurde durch Umfillen iiber die
freie Base erzielt, wobei auffiel, dass die freie Base von Polymyxin D, infolge der zu-
sitzlichen Hydroxylgruppen von Threonin und Serin viel wasserlgslicher ist als die
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anderen Polymyxin-Basen. Im Gegensatz zu den anderen Polymyxinen konnte bisher
noch kein kristallines Salz von Polymyxin D, erhalten werden.

3. Vergleich des Endproduktes mit natiirlichem Polymyxin D;2). - Die phy-
sikalisch-chemischen Daten des Tetrakydrochlorides des cyclischen Decapeptides X1
sind in Tab. 1 zusammengestellt und mit denjenigen von natiirlichem Polymyxin D,
verglichen. Die gute Ubereinstimmung der Ergebnisse belegt die Identitét der beiden

Produkte.
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Fig. 4. Rotationsdispersionskurven dev frischen Nickelkomplexe von natiivlichem und synthetischem
Polymyxin D,
1) nattrliches Polymyxin Dy, 2) synth. Polymyxin D;

Die Rotationsdispersionskurven der Nickelkomplexe, die bei der Identifizierung
von Polymyxin B, [12] [15] und Polymyxin E, [8] besonders wichtig waren, zeigten
cine sehr gute Ubereinstimmung (Fig. 4).

Die antibakterielle Aktivitit des Cycloheptapeptides wurde gegen verschiedene
Erreger in vitro mit derjenigen von natiirlichem Polymyxin D, nach der schon friither

w ol

) Herrn Prof. 7. Suzuki, Institute for Protein Research, Osaka University, Osaka (Japan),
danken wir fir die freundliche Uberlassung cines Priparates von Polymyxin D;.
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Erlduterungen zur Tabelle 1:

1.

Die Dunnschichtchromatographie wurde auf Kieselgel-Fertigplatten Merck nach der aligemein
ablichen Arbeitstechnik durchgefiihrt.

Wir benutzen das CAMAG HVE-System der Firma Camag, Muttenz. Die Wanderstrecke wird
im Verhaltnis zu derjenigen des Histidins, das gleichzeitig mitlief, angegeben.

Die Drehungsmessungen wurden in einem photoelektrischen Polarimeter Mod. 141 der Firma
Perkin Elmer, Uberlingen/Bodensee, aufgenommen. Beide Priaparate wurden vor der Messung
unter identischen Bedingungen getrocknet.

Die Bestimmung der quantitativen Aminosiure-Verhiltnisse im Totalhydrolysat erfolgte mit
einem Unichrom-Aminosiureanalysator (Beckman, Miinchen) nach dem von Spackman,
Stesn & Moorve [14] entwickelten Verfahren.

Ca. 3 uMol Synthese-Endprodukt wurden, wie frither beschrieben {10], dinitrophenyliert. Im
Hydrolysat des DNP-Peptides konnten, ausser y-DNP-Dab, keine DNP-Aminosduren nach-
gewiesen werden.

Die Nickelkomplexe wurden durch Zusammengeben von dquimolaren Mengen Peptid und
Nickelsulfat sowie Einstellen des pH auf 9,4 hergestellt [8]. Die Peptidkonzentration in der
Endlssung betrug ca. 0,19%. Die Messungen erfolgten sofort nach Bildung des Komplexes,
nach 24 Std. und nach 7 Tagen Lagerung bei Raumtemperatur.

Die ORD.-Spektren wurden in unserer physikalisch-chemischen Abteilung von Dr. K. Noack

mit einem automatischen, selbstabgleichenden Spektralpolarimeter aufgenommen.

Tabelle 1. Analytische Charaktervisierung der Tetvahydrochlovide von natiiviichem und synthetischem

Polymyxin D,

Charakterisierung synthetisch natirlich
1. Diinnschichtchromatographie, cinheitlich 3 schwache Nebenflecke
Kieselgel, Ninhydrin
a) n-Butanol/Pyridin/Eisessig/Wasser Rf 0,46 ' Hauptfleck: Rf 0,46
30:20:6:24
b) Aceton/2N Ammoniak/Eisessig/Wasser Rf 0,51 Rf 0,51
150:20:10:50
2. Hochspannungs-Papierelektrophorese, einheitlich einheitlich
125 V cm—?!
a) 3,759, Ameisensdure + 2,5% Eisessig 0,83 His 0,83 His
in Wasser, pH, 1,6
b) 0,4%, Pyridin + 0,89, Eisessig in 0,90 His 0,90 His
Wasser, pH 4,4
c) 2% Pyridin + 0,29% Eisessig in Wasser, 1,25 His 1,25 His
pH 6,0
3. (¥ —43,7° (¢ = 0,568, H,0) —42,1° (¢ = 0,374, H,0)
4. Quantitative Aminosdureanalyse nach
Totalhydrolyse
ber.. Dab Thr Ser Leu gef.: Dab Thr Ser Leu
5,0 3,0 1,0 1,0 5,07 3,14 1,02 1,00
5. Dinitrophenylierung und Hydrolyse nur y-DNP-Dab nicht bestimmt
des DNP-Peptides
6. ORD. der Nickelkomplexe (frisch identisch mit Natur- identisch mit Synthese-

und gealtert) produkt produkt
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beschriebenen Methodik verglichen [15]3) (Tab. 2). Als Standard wurde der Poly-
myxin-B-Standard FDA mit einer Aktivitit von 8300 E/mg verwendet. Innerhalb
der Fehlergrenzen erweist sich das synthetische Produkt als gleich aktiv wie Poly-
myxin D, .

Tabelle 2. Antibakievielle Aktivitdl in vitro von synthetischem wund natiivlichemn Polymyxin D,

{ Tetrahydrochloride)
Mikroorganismus Mittlere Aktivitit E/mg?)
Brucella bronchiseptica ATCC 4617
Synthetisches Polymyxin D, 14194 + 1536
Natirliches Polymyxin D, 16164 + 3354
Escherichia colr 10536
Synthetisches Polymyxin D, 10375 + 2699
Natiirliches Polymyxin Dy 10464 4- 1448
Klebsiella pneumoniae ATCC 10131
Synthetisches Polymyxin D, 11638
Natiirliches Polymyxin D, 11775

a)  Bezogen auf Polymyxin-B-Standard FDA mit 8300 E/mg.

4, Diskussion. — Auf Grund aller vorliegenden Daten kann geschlossen werden,
dass unser Syntheseprodukt mit natlirlichem Polymyxin D, iibereinstimmt und dass
diesem somit die von Swuzuki et al. vorgeschlagene Struktur [6] (Fig. 1) zukommt.
Polymyxin D,, welches in der Seitenkette eine D-Aminosdure besitzt, gleicht damit
dem frither synthetisierten Cyclodecapeptid 7e (1'-p-Dab) [16], welches in der 1-Stel-
lung der Seitenkette eine D-a,p-Diaminobuttersiure aufweist und als Stereoisomeres
von Polymyxin B, anzusehen ist. Die Rotationsdispersionskurven der Ni-Komplexe
von Polymyxin D; und dem Analogen 7o (1’-D-Dab) sind untereinander sehr dhnlich
und deutlich verschoben gegeniiber denjenigen der Polymyxine, welche nur L-Amino-
sdurereste in der Seitenkette aufweisen (Polymyxin B,, Polymyxin E,;, Circulin A).
Die Methode erweist sich deshalb als empfindlich fiir den Nachweis der optischen
Konfiguration der Aminosiuren in der Seitenkette.

Experimenteller Teil%)

1. Boc-L-thveonyl-NV-Z-L-o, y-diaminobutyryl-NV-Z-L-o, y-diaminobutyryl-L-threonin-methylester
(IV). 3,2 g {5 mM) NY-Z-L-o,y-diaminobutyryl-N¥-Z-L-«, y-diaminobutyryl-L-threonin-methyl-
ester-hydrochlorid [12] werden in 25 ml DMF geldst und bei 0° mit 0,7 ml (5 mMol) Tridthylamin
versetzt. Nach 5 Min. Rithren wird filtriert und das Filtrat mit 1,1 g (5 mMol) Boc-L-threonin [17]
sowie bei —10° mit 1,1 g (5,3 mMol) Dicyclohexylcarbodiimid versetzt. Die Mischung wird 1 Std.
bei — 10° gerithrt und tiber Nacht im Eiskasten aufbewahrt. Nach Filtration vom Harnstoff wird
mit Wasser gefallt, abgenutscht und das Produkt auf der Nutsche mit eiskalter 5-proz. Zitronen-
sdure, eiskalter 10-proz. NaHCO,-Losung und Wasser gewaschen. Die Substanz wird aus Athanolf
Wasser umkristallisiert: 3 g (74%, d. Th.). Smp. 195-197°, {«]§f = —11,8° (¢ = 2, DMF).

CaeHy NgOy5 (802,8) Ber. C 56,85 H 6,78 N 10,479, Gef. C57,01 H 6,95 N 10,289

2. Boc-L-threonyl-NV-Z-L-o, y-diaminobutyryl-NV-Z-L-o, y-diaminobutyryl-L-threonin-hydrazid
(£1). 3,3 g (4,1 mMol) Boc-L-threonin-N?-Z-L-, y-diaminobutyryl-N¥-Z-v-¢,y-diaminobutyryl-L-

3) Die Bestimmungen der mikrobiologischen Aktivitit wurden in unserer mikrobiologischen
Abteilung unter der Leitung von Frl. Dr. E. Bohni durchgefiihrt.

4) Die Smp. wurden auf demn Kofler-Block bestimmt und sind korrigiert. Die Analysenmuster
wurden 16 Std. iiber P,Oj bei 0,01 Torr und 100° getrocknet. Fiir die sorgfiltige Durchfithrung
der synthetischen Arbeiten danken wir Herrn K. Schweizer.
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threonin-methylester (I) werden in 40 ml Methanol gelést und bei Raumtemperatur mit 2 ml
Hydrazinhydrat versetzt. Nach Stehen der Losung iiber Nacht wird das entstandene Gel mit
Wasser verrieben, abgenutscht, mit Wasser gewaschen und getrocknet. Das Hydrazid wird aus
DMF/Wasser umgefillt: 3,2 g (96%,). Smp. 205-206°, [x] = —18,2° (¢ = 2, DMF).

CyH NgO;, (802,8)  Ber. C5535 H 6,78 N13,96% Gef. C5542 H 6,78 N 13,65%

3. N®-(4)-6-Methyloctanoyl-NV-Z-L-a,y-diaminobutyryl-L-threonyl-O-benzyl-D-sevin-methylester
(V). 5,1 g {10 mMol) N2%-(4)-6-Methyloctanoyl-N?-Z-L-«,y-diaminobutyryl-L-threonin-hydrazid
[12] werden in 100 ml 60-proz. Essigsdure und 7 ml (21 mMol) 35 HCI gelost, auf — 10° gekithlt und
mit einer Lésung von 0,76 g (11 mMol) Natriumnitrit in 5 ml Wasser versetzt. Nach 5 Min. Rtihren
bei —10° wird das Azid mit Eiswasser gefillt, abgenutscht, mit eiskalter 5-proz. NaHCO4-Losung
und kaltem Wasser gewaschen und scharf abgepresst. In der Zwischenzeit werden 3,2 g (13 mMol)
O-Benzyl-p-serin-methylester-hydrochlorid [13] in 20 ml DMF gelost, bei 0° mit 1,85 ml (13 mMol)
Tridthylamin versetzt, 5 Min. bei 0° gerithrt und dann von Tridthylamin-hydrochlorid abge-
nutscht. In das eiskalte Filtrat wird das Azid eingetragen und bis zur vollstindigen Lésung unter
Eiskithlung gerithrt. Nach Stehen iiber Nacht im Eisschrank wird das entstandene Gel mit Ather
verrieben und abgenutscht. Das Produkt wird aus Metanol/Wasser umgefillt: 5,2 g (769%,).
Smp. 172-173°, [«]f = —10,3° (¢ = 2, DMF).

CaeH;uN,O, (684,8) Ber. C63,14 H 7,65 N 8,189, Gef. C63,34 H 7,68 N 8429

4. N%(+)-0-Methyloctanoyl-N¥-Z-L-a, y-diaminobutyryl-L-thveonyl-O-benzyl-D-sevin-hydrazid
(VI). 27 g (40 mMol) geschiitzter Tripeptidmethylester V werden in 300 ml Methanol unter Er-
warmen gelost, bei Raumtemperatur mit 20,8 ml Hydrazinhydrat versetzt und iiber Nacht bei
Raumtemperatur aufbewahrt. Das entstandene Gel wird mit Eiswasser verdiinnt, abgenutscht,
mit Wasser und Ather gewaschen, getrocknet und aus DMF/Athanol umkristallisiert: 25,4 g (94%).
Smp. 223-224°, [«]ff = —10,7° (¢ = 1, DMF).

CysH33NOg  (684,8) Ber. C61,39 H 7,65 N 12,279, Gef. C60,96 H 7,69 N 12,279

5. N%-(4)-6-Methyloctanoyl-NY-Z-L-a,y-diaminobutyryl-L-threonyl-O-benzyl-D-seryl-N¥- Boc-L-
o, y-diaminobuttersdure-methylester (I). 2,7 g (4 mMol) Tripeptid-hydrazid VI werden in 60 ml Eis-
cssig suspendiert, mit 2,8 ml 3§ HCI versetzt und bis zur vollstindigen Lésung gerithrt. Unter
Zusatz von wenig Wasser wird auf — 10° gekiihlt und mit 276 mg (4 mMol) NaNO, in 2 ml Wasser
versetzt. Nach 10 Min. Rithren bei — 10° wird das Azid durch Zusatz von eiskaltem Wasser gefdllt,
sofort abgenutscht, mit kalter 5-proz. NaHCO;-Losung und Eiswasser gewaschen und scharf ab-
gepresst. In der Zwischenzeit werden 1,1 g (4 mMol) N¥-Boc-L-a, y-diaminobuttersiure-methyl-
ester-hydrochlorid [12] in 5 ml DMF gelost, in der Kilte mit 0,56 ml (4 mMol) Tridthylamin ver-
setzt, 5 Min. geriihrt, das Tridthylamin-hydrochlorid abfiltriert und mit 5 ml DMF nachgewaschen.
In das eiskalte Filtrat -wird das Azid eingetragen und bis zur vollstindigen Losung unter Eis-
kithlung gerithrt. Nach Stehen iiber Nacht im Eisschrank wird das entstandene Gel mit Wasser
verrieben, abgenutscht, mit eiskalter 5-proz. Zitronensiure, 5-proz. NaHCO,-Lésung und Wasser
gewaschen und getrocknet. Das Produkt wird aus Athanol/Wasser umgefillt: 3 g (849%). Smp.
167-168°, [x]&¥ = —~16,8° (¢ = 1, DMF).
CysHgsO15N (885,0) Ber. C61,07 H 7,74 N 9,509, Gef. C 61,36 H 7,82 N 9,709,

6. Ne-(+)-6-Methyloctanoyl-NY-Z-L-a,y-diaminobutyryl-L-threonyl-O-benzyl-D-seryl-NY-{ Boc-L-
threonyl-NY-Z -L-a, y-diaminobutyryl- NY-Z-L-o, y-diaminobutyryl-L-threonyl]-L-«, y-diaminobulter-
saure-methylester (VII). 20,5 g (23 mMol) N-(+)-6-Methyloctanoyl-N?¥-Z-L-«,y-diaminobutyryl-
L-threonyl-O-benzyl-p-seryl-N?-Boc-L-a, y-diaminobuttersiure-methylester (I) werden mit 90 ml
Trifluoressigsidure 40 Min. bei Raumtemperatur geschiittelt, wobei vollstindige Losung eintritt.
Die Trifluoressigsiure wird abgedampft, der Riickstand mit Ather versetzt, abgenutscht, mit
Ather gewaschen und getrocknet. Darauf wird die Substanz in Methanol gelsst, die Losung mit
6 ml (24 mMol) 4N HCI in Methanol versetzt und abgedampift. Der Riickstand wird in Methanol
gelost, die Losung mit Ather/Petroldther versetzt, der entstandene Niederschlag abgenutscht, mit
Petrolidther gewaschen und getrocknet. Das Ninhydrin-positive, plattenchromatographisch reine
Tetrapeptid-hydrochlorid wird direkt weiter verwendet.

2,24 g (2,7 mMol) Boc-L-threonyl-N¥-Z-L-a,y-diaminobutyryl-N¥-Z-L-a,y-diaminobutyryl-r-
threonin-hydrazid (II) werden in 40 ml DMF gelost, auf —12° gekithlt und tropfenweise mit
10,8 ml (10,8 mMol) 1N HCI versetzt. Anschliessend wird die Losung tropfenweise mit 3,2 ml
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(3,2 mMol) 1N NaNO,-Losung versetzt und 5 Min. bei — 12° gerithrt. Dann wird das Azid langsam
mit auf —12° vorgekiihlter 20-proz. NaCl-Losung ausgefillt, abgenutscht, mit eiskalter 5-proz.
NaHCO,-Lésung und Eiswasser gewaschen und scharf abgepresst. Inzwischen werden 2,15 g
(2,7 mMol) des obigen Tetrapeptid-hydrochlorids in 20 ml DMF gelost und bei 0° mit 0,38 ml
(2,7 mMol) Tridthylamin versetzt. Nach 5 Min. Rithren wird filtriert und das Azid in das eiskalte
Filtrat eingetragen. Die Mischung wird bis zur vollstandigen Losung des Azids gerithrt und iiber
Nacht im Eiskasten aufbewahrt. Am anderen Morgen wird das entstandene Gel mit Ather ver-
rieben und abgenutscht. Das Produkt wird aus DMF/Athanol umgefallt: 2,1 g (50%). Smp. 203--
205°, [a]fy = —23,9° (¢ = 1, DMF).

CpH;1o0N120ss (1555,8) Ber. € 5945 H 7,13 N 10,809 Gef. €5927 H715 N10,63%

7. N%-(+)-6-Methyloctanoyl-N?-Z-L-a, y-diaminobutyryl-L-thveonyl-O-benzyl-D-sevyl- NY-[ Boc-L-
threonyl-NY-Z-L-a, y-diaminobutyryl-N V- Z-L-a,y-diaminobutyryl-L-ithveonyl]-L-a,y-diaminobutier
saure-kydrvazid (VIII). 15,7 g (10 mMol) Octapeptidester VII werden in 135 ml DMF unter Er-
wirmen gelost und bei Raumtemperatur mit 5,5 ml Hydrazinhydrat versetzt. Nach Stehen der
Losung iiber Nacht wird mit Wasser gefillt, abgenutscht, mit Wasser gewaschen und getrock-
net. Das Produkt wird aus DMF/Wasser umgefillt: 14 g (899,). Smp. 224-225°, [a]# = —18,1°

(¢ = 1, DMF).
Coetl;1oN 1,05 (1555,8) Ber. C58,67 H 7,13 N 12,60% Gef. C 58,67 H 7,32 N 12,40%

8. N®-(+)-6-Methyloctanoyl-N¥-Z-L-a, y-diaminobutyryl-L-threonyl-O-benzyl-D-seryl-N?¥-{ Boc-L-
threonyl- NV-Z-L-a, y-diaminobutyryl- NY-Z-L-a, y-diaminobutyryl-L-threonyl]-L-«, y-diaminobutyryl-
NY-Z-L-a, p-diaminobutyryl-D-leucin-t-butylester (1X). 2,28 g (1,47 mMol) Octapeptid-hydrazid IX
werden in 45 ml DMF gel6st, auf — 12° gekiihlt, langsam mit 5,88 ml (5,88 mMol) in HCl und an-
schliessend mit 1,74 ml (1,74 mMol} 1N NaNO,-Losung versetzt. Nach 5 Min. Rithren bei —12°
wird das Azid mit auf — 12° vorgekiihlter 20-proz. NaCl-Losung gefallt, abgenutscht, mit eiskalter
20-proz. NaHCO,-Losung und Eiswasser gewaschen und scharf abgepresst. Darauf wird das Azid
in eine eiskalte Losung von 0,7 g (1,68 mMol) N¥-Z-L-a,y-diaminobutyryl-p-leucin-¢-butylester [8]
in 15 ml DMF eingetragen und bis zur vollstindigen Losung unter Eiskithlung gerithrt. Dic
Mischung wird iber Nacht im Eiskasten aufbewahrt. Dann wird das entstandene Gel mit Ather
verrieben, abgenutscht und aus DMF/Wasser umgefillt: 2,3 g (80%). Smp. 206-208°, [a]& =
-11,7° (¢ = 1, DMF).

CogH, 4 Ny5O0 (1945,3)  Ber. C 60,51 H 7,31 N 10,80% Gef. C 60,26 H 7,37 N 10,949%

9. Abspaltung dev Schutzgruppen an den Kettenenden 1 und 7 zu X und Cyclisierung z2u X1.2,6 g
(1,34 mMol) des geschiitzten Decapeptids X werden mit 7 ml Trifluoressigsdure 15 Min. bei Raum-
temperatur gerithrt, wobei vollstandige Losung eintritt. Darauf wird in Eis gektihlt, mit eiskaltem
Ather gefillt, abgenutscht, mit Ather gewaschen und getrocknet. Die Substanz wird anschliessend
in wenig DMF gelost, mit etwas Pyridin alkalisch gestellt und dann mit Wasser gefallt, abge-
nutscht, mit Wasser und Ather gewaschen und getrocknet. Ausbeute 2,3 g, die direkt zur Cyclisie-
rung verwendet werden.

4,5 g dieses Produktes werden in 6,5 1 DMF unter leichtem Erwirmen gelést und unter
kraftigem Rithren bei Raumtemperatur zu einer Losung von 208 g Dicyclohexyl-carbodiimid in
26 1 Dioxan innerhalb ca. 10 Std. getropft. Die Losung wird 3%/, Tagé bei Raumtemperatur ge-
rithrt, darauf mit 230 ml 50-proz. Essigsdure versetzt und bei 35° auf ca. 11 konzentriert. Vom aus-
gefallenen Dicyclohexylharnstoff wird abgenutscht und das Filtrat zur Trockne verdampft. Der
Riickstand wird in 500 ml DMF gelost, von einer weiteren Menge Dicyclohexylharnstoff abge-
nutscht und erneut bei 35° zur Trockne verdampft. Dieser Prozess wird noch 3mal wiederholt.
Dann wird in 100 ml DMF gelost und in 1,51 Ather/Petroléither 2:1 ausgeriithrt, abgenutscht, mit
Ather gewaschen und getrocknet. Ausbeute an Rohprodukt 6,5 g. Auf gleiche Weise werden noch
7 g cyclisiert.

10. Entfernung dev Schutzgruppen. 6,5 g Rohprodukt aus der Cyclisierung werden in 60 ml Eis-
essig gelost und iiber Pd/C hydriert. Nach beendeter Hydrierung wird vom Katalysator abge-
nutscht und zur Trockne verdampft. Der entstandene Schaum wird mit Ather verrieben, abge-
nutscht, mit Ather gewaschen und getrocknet: 5,4 g.

11. Reinigung des Cyclisierungsprodukies. — a) Multiplikative Verieilung: Das Hydrierungs-
Rohprodukt aus ca. 8,2 g geschiitztem Decapeptid wurde einer ersten Verteilung iiber 200 Stufen
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im System »-Butanol/Pyridin/Eijsessig/Wasser 40:10:5:45 unterworfen. Die Verteilungskurve
erhielten wir durch Umsetzen von je 0,2 ml unterer Phase mit Folin-Ciocalteu-Reagens [18] und
Bestimmung der optischen Dichten bei 750 nm. Zusitzlich wurden aliquote Prébchen der Pik-
Maxima diinnschichtchromatographisch und mikrobiologisch untersucht. Der Gipfel mit Maximum
um Réhrchen 80 (G = ~0,66) wies bereits ca. 409, der mikrobiologischen Aktivitit auf und
zeigte diinnschichtchromatographisch einen deutlichen Fleck in der Lage des Flecks des Natur-
produktes. Die vereinigten Glascheninhalte 70-109 wurden bei 20° eingedampft und 2mal aus
Wasser lyophilisiert. Man erhilt ca. 630 mg eines weissen, lockeren Pulvers.

Mit obigem Priparat wurde eine zweite-Craig-Verteilung im gleichen Losungsmittelgemisch
iiber 500 Stufen durchgefiihrt. Dabei konnten kleine Anteile der benachbarten Fraktionen aus der
ersten Verteilung weitgehend abgetrennt werden. Fiir den Hauptgipfel ergab sich bei der zweiten
Verteilung eine Verteilungszahl von G = 0,61. Der Inhalt der Glischen innerhalb der Wende-
punkte (170-200) wurde wie oben vereinigt und aufgearbeitet; es resultierten 300 mg eines weissen,
dinnschichtchromatographisch schon weitgehend einheitlichen Lyophilisates.

b) Umfdllen diber die freie Base: Durch die Einfiilhrung zweier zuséitzlicher hydrophiler Gruppen
(Threonin, Serin) ist die Wasserloslichkeit der Polymyxin-D,-Base gegeniiber derjenigen von
Polymyxin B, stark erhoht worden. Um nicht auf den sehr wirksamen Reinigungsschritt der Basen-
fallung verzichten zu mitssen, haben wir die frithere Vorschrift wie folgt modifiziert: In die Lésung
von 300 mg Hauptfraktion 170-200 aus der zweiten Verteilung in 5 ml Wasser wurde wihrend ca.
45 Min. Ammoniak-Gas eingeleitet; die zu Beginn 0° betragende Temperatur wurde dabei langsam
auf —15° gesenkt. Dann wurde die ausgefillte Substanz abzentrifugiert, das Uberstehende
dekantiert und die Base in ca. 4 ml 25-proz. Ammoniak bei 0° suspendiert; da sich dabei ein be-
trachtlicher Teil der Base 16st, muss zur Vervollstindigung der Fillung wiederum ~ unter Senken
der Temperatur — NH, eingeleitet werden (10-15 Min.). Nach erneutem Zentrifugieren und
Dekantieren wiederholt man diesen « Waschprozess» noch 2mal. Der letzte Basenniederschlag
wurde noch 3mal aus Wasser lyophilisiert und zur vollstindigen Entfernung der NH,-Reste 5 Tage
im Vakuum uber konz. Schwefelsiure bei 0° getrocknet. Darauf wurde die Base in der berechneten
Menge 0,1n HCI gelost und die Losung 3mal lyophilisiert ; es resultierten 190 mg reines Tetrahydro-
chlorid.

Da es bisher noch nicht gelang, das freie Polymyxin D, in ein kristallisiertes Tetraortho-
phosphat — entsprechend dem Pentaorthophosphat beim B, — uiberzufiithren, sind die Vergleiche
mit dem natarlichen Polymyxin D, mit den Tetrahydrochloriden durchgefithrt worden (Tabelle 2).
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