354

Methylheptansidure (IOA)] (S. WILKINSON) verleiht
diesen Antibiotika den Charakter von Invertseifen. Sie
sind besonders gegen gramnegative Erreger wirksam.
Schwierigkeiten bereiteten die Aufklirung der Ver-
kniipfungsweise der Seitenkette (x- oder y-) und die
Beantwortung der Frage, ob das Molekiil neben D-
Phenylalanin in der Ringsequenz noch einen D-w, y-Di-
aminobuttersdurerest in Nachbarschaft zur Fettsdure
in der Seitenkette enthilt. Synthetische Versuche mit
D-o, y-Diaminobuttersiure an dieser Stelle fithrten zu
hochaktiven Produkten, die aber mit natiirlichem Poly-
myxin B, nicht identisch waren. Entscheidende Fort-
schritte wurden mit dem bakteriellen Enzym Nagarse
(T. Suzukl) erzielt, das schrittweise die Seitenkette
bis zum Ringpeptid abbaut. Dabei ergab sich, dass den
Polymyxinen die allgemeine Struktur eines Cyclo-
heptapeptides mit e-verkniipfter Seitenkette zukommt
(Figur 4).
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Die Polymyxine B;, E; (Colistin A) sowie Circulin A
unterscheiden sich voneinander nur durch eine Varia-
tion in der gleichen Dipeptidsequenz des 7-gliedrigen
Ringes. Die im Polymyxin B, vorhandene Dipeptid-
sequenz D-Phe-L-Leu ist in Polymyxin E; (Colistin A)
durch p-Leu-L-Leu und in Circulin A durch p-Leu-L-Ile
ersetzt. Im Polymyxin D, ist neben dem Ersatz der
entsprechenden Sequenz durch L-Leu-L-Thr noch ein
o, y-Diaminobuttersidurerest der Seitenkette durch ein
D-Serin ausgetauscht. Die entsprechenden Verbindun-
gen mit dem Index 2 unterscheiden sich von denjenigen
mit dem Index 1 durch einen Austausch der (+)-6-
Methyloctansiure durch 6-Methylheptansiure.

Die Struktur von Polymyxin B,, E; und Circulin A
konnte durch Totalsynthese gesichert werden (K.
VOoGLER). Weitere Fortschritte in der Erforschung der
Natur der noch unbekannten Vertreter sind in Kiirze
zu erwarten.
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Chemical Structure of Polymyxin D,

An antibiotic designated as polymyxin D was first
isolated from the culture fluid of a strain of Bacillus
polymyxa by STANSLY, SHEPHERD, and WHITE in 19471,
In 1949 BELL et al. 2 reported that polymyxin D is a basic
polypeptide containing L-threonine: D-leucine : D-serine:L-
o, y-diaminobutyric acid in the ratio 3:1:1:5. But no
studies on the chemical structure have yet been made.

During the course of our investigation of the culture
medium of Bacillus polymyxa ATCC 10401, antibiotic
substances were isolated from a culture broth in con-
siderable yield. The crude antibiotics were purified mainly
by ion exchange chromatography (Amberlite IRC-50, H+-
form) and counter-current distribution using a mixture of
n-butanol/sec-butanol and 0.1 N HCl in the ratio 6:30:40
(v/v) as solvent, and two pure components were isolated.
The constituent amino acids of both were found to be
threonine:leucine:serine: «, y-diaminobutyric acid in the
molar ratio 3:1:1:5, which agreed with that of poly-
myxin D reported by BELL et al.?. Thus we named the
two components polymyxin D; and polymyxin D,, re-
spectively.

Polymyxin D,, the more active entity biologically, was
first hydrolysed with 6 N HCI for 20 h at 105°C and the
configurations of the amino acids in the hydrolysate were
examined microbiologically 3, and also by means of optical
rotatory dispersion. The results agreed with those given
by BELL et al.?, and the amino acid composition of poly-
myxin D; was confirmed as r-threonine:p-leucine:D-

serine:L-q, p-diaminobutyric acid in the molar ratio
3:1:1:5. The methyl ester derivative of the C, fatty acid
isolated from the acid hydrolysate of polymyxin D, was
shown to be (+)-6-methyloctanoic acid methylester by
gas chromatography.

Polymyxin D, was then partially hydrolysed with 6 N
HCl at 37°C for 70 h and the resulting peptides were
separated by gradient column chromatography. 19 frag-
ments were isolated in apparently pure states as judged
by paper -chromatography, paper electrophoresis, and
thin layer chromatography. With three fragments,
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the authors were able to propose the following four pos-
sible structures:

1 7a-type: Moa - (¢)Dab — Thr — Ser — cyclo-[(a}Dab — (a)-
Dab — Leu — Thr - () Dab — (&) Dab — Thr(y) —]

IT  8p-type: Moa — (a)Dab — Thr — cyclo-[(y)Dab — () Dab —
Leu — Thr — («)Dab — () Dab — Thr — Ser(x) —>]

III 5y-type: Moa — (¢)Dab - Thr — (x)Dab - («)Dab — Thr —
cyclo-[(y)Dab — (a)Dab - Leu - Thr — Ser(a) —]

IV  4e-type: Moa —> (a)Dab — Thr — (o) Dab — (a)Dab — Thr -
Ser — cyclo-[(¢})Dab — (x)Dab — Leu = Thr(y) -]

By applying our technique with NAGARSE® (Subtilo-
peptidase A [EC 3.4.4.16]) to polymyxin D, we obtained
two key peptides, Moa —> (a«)Dab - Thr, and p-Ser >
cyclo-[(«)Dab - (x)Dab - p-Leu - Thr > («)Dab —>
(x)Dab = Thr(y) =], which were helpful in deducing the
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Full structure of polymyxin D;.

Die Konstitution des Borrelidins

Das Antibioticum Borrelidin wurde im Jahre 1949 von
BERGER, JampoLsky und GOLDBERG aus einem Actino-
myceten-Stamm als eine farblose lipophile Carbonsiure
isoliert!. Die damals abgeleitete Bruttoformel, C,gH,,NO,
wurde 1965 durch eine massenspektroskopische Moleku-
largewichtsbestimmung bestitigt, und auf Grund von
spektroskopischen Untersuchungen konnten ANDERTON
und RickarDs? als Chromophor die Gruppierung I ab-
leiten.

C—C~|C:CH—CH:CH—C—C

CN I
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full amino acid sequence of polymyxin D,. The chemical
structure of polymyxin D, was thus considered to be of
the 7a-type like those of colistin®, circulin?, and poly-
myxin B8,

We also attempted to confirm the proposed 7ua-type
structure of polymyxin D, by an application of N > O
rearrangement in concentrated sulphuric acid for 16 h at
21°C. The following five peptides, (I) Moa —> («)Dab,
(IT) Moa — (x)Dab — Thr, (III) intact polymyxin D,,
(IV) Ser - cyclo-[(«)Dab - («)Dab > Leu - Thr - («)-
Dab - («)Dab -> Thr(y) -], (V) Thr > Ser - cyclo-
[(«)Dab - («)Dab > Leu -> Thr - («)Dab - («}Dab -
Thr(y) =], obtained from the rearranged products also
supported the 7a-type structure for polymyxin D,.

Thus, polymyxin D; must have the structure shown in
the Figure.

The enzymatic hydrolysis of polymyxin D, gave almost
the same spots in paper chromatography and thin layer
chromatography as those obtained from polymyxin D,.
The fatty acid which was isolated from the acid hydroly-
sate of polymyxin D, was identified as isooctanoic acid by
gas chromatography. It was therefore considered that the
structure of polymyxin D, might be the same as that of
polymyxin Dy, except for having iscoctanoic acid instead
of (+)-6-methyloctanoic acid.

Zusammenfassung. Es wird iiber die Strukturaufkld-
rung von Polymyxin Dy, einem Antibioticum aus Bacillus
polymyxa ATCC 10401, berichtet, dem die Formel der
Figur zukommt.
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Ferner wurden 2 acetylierbare sekunddre Hydroxyl-
gruppen nachgewiesen. Die restlichen 2 Sauerstoffatome
liegen gemdiss dem IR-Absorptionsspektrum in einer
Ester- oder Lactongruppierung vor, wobei auf Grund der
massenspektroskopischen Fragmentierung der letzteren
der Vorzug gegeben wurde?2.
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