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215. Stoffwechselprodukte von Mikroorganismen
44, Mitteilung?)
Zur Konstitution von Ferrichrysin und Ferricrocin
von W, Keller-Schierlein und A. Deér
{13. V1. 63)

1907

Vor einiger Zeit haben wir eine Reihe von Stimmen der Familie der Aspergillaceae
auf die Bildung von Sideraminen untersucht?). Neben den bekannten Verbindungen
Ferrichrom3) und Coprogen%) wurden dabei mehrere neue Eisenkomplexe der
Sideraminreihe aufgefunden. Von diesen standen das Ferrichrysin und das Ferri-
crocin in ihren Eigenschaften dem Ferrichrom besonders nahe. Die Absorptions-
spektren im UV. und im Sichtbaren sind praktisch deckungsgleich. Die IR.-Ab-
sorptionsspektren (s. Fig. 1) weichen nur geringfiigig voneinander ab, und auch die
analytische Zusammensetzung zeigte nur sehr kleine Unterschiede. Auch in der
biologischen Wirkung?)?%) war kein signifikanter Unterschied zwischen Ferrichrom,
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Ferrichrysin und Ferricrocin festzustellen. Sogar die papierchromatographischen
Rf-Werte sowie das Verhalten der drei Verbindungen bei der Cralg-Verteilung
waren recht dhnlich; immerhin liessen sie sich bei geeigneter Versuchsanordnung
durch diese Kriterien mit Sicherheit voneinander unterscheiden?).

Das Ferrichvom ist von EMERY & NEILANDS®) eingehend chemisch untersucht worden. Als
Bausteine wurden 3 Mol. Essigsdure, 3 Mol. Glycin, 3 Mol. §-N-Hydroxy-L-ornithin und ein Eisen-
(IIT)-Ion nachgewiesen. Durch Perjodsdure-Abbau der Desferri-Verbindung wurde wahrscheinlich
gemacht, dass dic Essigsdurereste mit den Hydroxylaminogruppen der §-N-Hydroxyornithin-
Reste zu Hydroxamsiduregruppen verbunden sind, die mit dem Eisen{III)-Ion einen stabilen
Komplex bilden. Da Ferrichrom weder freie Aminogruppen noch freie Carboxylgruppen besitzt,
miissen samtliche Amino- und Carboxylgruppen der Aminosduren in Peptidbindungen vorliegen,
was nur moglich ist, wenn sie in einem Cyclopeptid-Ring angeordnet sind. Uber die Reihenfolge
der Aminosdurereste im Ferrichrom besitzen wir noch keine sicheren Anhaltspunkte. Lediglich
auf Grund von Modellbetrachtungen neigen EMERY & NEILANDS®) zur Ansicht, dass die Reihen-
folge unregelmissig sei. Sie schlagen fiir Ferrichrom die Konstitutionsformel (I) vor.
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Die grosse Ahnlichkeit in den physikalischen und chemischen Eigenschaften von
Ferrichrom, Ferrichrysin und Ferricrocin dringte die Vermutung auf, dass die
beiden letzteren einen sehr dhnlichen chemischen Bau aufweisen wie das Ferrichrom.
Insbesondere liessen die spektroskopischen Eigenschaften sowie die biologische
Wirkung keinen Zweifel daran aufkommen, dass Ferrichrysin und Ferricrocin ~
wie die bekannten Sideramine Ferrichrom und Ferrioxamine?) — Eisenkomplexe
von Hydroxamsiuren sind.

Da uns im Stamm Aspergillus mellens, ETH M 2853, ein sehr guter Produzent
von Ferrichrysin zur Verfiigung stand, der die Herstellung einer grésseren Menge
dieser Verbindung erlaubte, haben wir sie eingehend untersucht, einerseits um die
Beziehungen zwischen Ferrichrysin und Ferrichrom abzukliren, anderseits um
einige noch ungeklidrte Probleme der Struktur dieser Verbindungen zu erhellen.

Ferricrocin, der dritte Vertreter dieser Untergruppe der Sideramine, wurde
zwar als am héufigsten vorkommendes Sideramin bei Aspergillaceen aufgefunden?).
Seine Herstellung war aber schwieriger, da alle unsere Ferricrocin produzierenden
Stimme diese Verbindung in relativ schlechter Ausbeute liefern. Die zur Verfiigung
%) T. EmERY & J. B. NEILANDS, J. Amer. chem. Soc. 82, 3658 (1960); 83, 1626 (1961).

?) H. BickeL, G. E. HaLL, W. KELLER-SCHIERLEIN, V. PRELOG, E. VISCHER & A. WETTSTEIN,
Helv, 43, 2129 (1960).
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stehende Menge erlaubte daher nur eine unvollstindige Untersuchung, die aber
geniigte, die Beziehungen zum Ferrichrom und Ferrichrysin im wesentlichen abzu-
klédren.

Baustein-Analyse. Hydrolysen von Sideraminen in Form der intakten Eisen-
komplexe mit Chlorwasserstoffsiure haben frither zu sehr uniibersichtlichen
Resultaten gefiihrt, da offenbar der leichte Ubergang zwischen 2- und 3-wertigen
Eisen-Ionen katalytisch eine teilweise oxydative, teilweise reduktive Zersetzung von
organisch substituierten Hydroxylaminen bewirkt?). Fiir die Hydrolysen von Ferri-
chrysin und Ferricrocin haben wir daher, in Anlehnung an die Arbeiten iiber Ferri-
oxamine?)®) und gestiitzt auf die Erfahrungen von EMERY & NEILANDS®) mit Ferri-
chrom und Ferrichrom A, die Desferri-Verbindungen eingesetzt. Diese liessen sich
leicht durch Umsetzung der Sideramine mit 8-Hydroxychinolin in wisserig-methano-
lischer Losung herstellen. Der unlgsliche Eisenkomplex des 8-Hydroxychinolins fiel
dabei aus, und das iiberschiissige Reagens liess sich durch Ausschiitteln mit Chloro-
form entfernen. Durch Eindampfen der wisserigen Losung erhielt man das Desferri-
sideramin in praktisch reiner Form. Obwohl die amorphen Produkte nicht durch
Kristallisation gereinigt werden konnten, gaben sie recht befriedigende Analysen-
resultate. Die in D,0O aufgenommenen NMR.-Spektren (s. 2), Fig. 2, sowie Fig. 2
dieser Abhandlung) zeigten ebenfalls praktisch keine Verunreinigungen an. Lediglich
ein kleines Singlett bei 6 = 3,34 ppm weist auf eine kleine Menge Methanol hin, das
offenbar beim mehrtdgigen Trocknen im Vakuum hartnickig zuriickgehalten wird,
Das Desferri-ferrichrysin gibt mit Eisen(III}-Ionen in guter Ausbeute das urspriing-
liche Sideramin zuriick.

Das Eisen(III)-Ion liess sich auch durch kontinuierliche Extraktion einer Lésung
von Ferrichrysin in 6N Salzsiure mittels Ather entfernen, wonach das Eisen(II1I)-
chlorid im &dtherischen Auszug, das Desferri-ferrichrysin in der wisserigen Phase
gefunden wurde. Die Entfernung des Eisens nach dieser Methode ist eher voll-
stiandiger als mittels 8-Hydroxychinolin. Doch ist die Desferri-Verbindung aus der
stark sauren Loésung schwer in unzersetzter Form zu isolieren. Diese Methode ist
zu bevorzugen, wenn das Produkt ohne Isolierung unmittelbar hydrolysiert werden
soll.

Desferri-ferrichrysin wurde mit starker Salzsiure energisch hydrolysiert. Um die
relativ instabilen und noch wenig bekannten Hydroxylamin-Verbindungen zu um-
gehen®) haben wir das Hydrolysegemisch katalytisch hydriert und die Aminosiuren
in Form ihrer kristallisierten 2,4-Dinitrophenylderivate isoliert. Es wurden die
Derivate des L-Serins, L-Ornithins und Glycins aufgefunden und durch Misch-
Smp., IR.-Absorptionsspektren, Diinnschichtchromatographie und spezifische
Drehung identifiziert.

Serin, Glycin und Ornithin liessen sich in den hydrierten Hydrolysaten auch
durch Fonenaustauscher-Chromatographie nach der Methode von MoorE & STEIN9)
nachweisen. Es zeigte sich aber, dass die Hydrolyse mit Salzsdure eine quantitative

8) W. KELLER-ScHIERLEIN & V. PrELOG, Helv. 44, 709, 1981 (1961); 45, 590 (1962).

9) 0-N-Hydroxy-D,L-ornithin ist erst nach Abschluss dieses Teils unserer Arbeit synthetisiert
worden: S. RogErRs & J. B. NEILANDS, Biochemistry 2, 6 (1963).

10) Ausfithrung nach D. H. SpackMaN, W. H. SteiN & S. MoORE, Analyt. Chemistry 30, 1190
(1958).
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Auswertung sehr unsicher macht. Sowohl die Werte fiir Serin wie fiir Ornithin
schwankten stark und lagen z.T. erheblich unter den erwarteten Werten. Der
Stickstoff, der durch teilweise Zersetzung dieser Aminosiuren verloren ging, trat
grosstenteils als Ammoniak in Erscheinung. Gut reproduzierbare Werte wurden
dagegen erhalten, wenn die reduzierende Hydrolyse mit Jodwasserstoff durchge-
fiihrt wurde. Es konnten dabei die Eisenkomplexe direkt eingesetzt werden. Man
fand im Hydrolysat ausser Serin, Glycin und Ornithin erhebliche Mengen an Alanin.
Da in den Salzsiurehydrolysaten nie Alanin nachgewiesen werden konnte, kann
es nicht selbst ein Baustein des Ferrichrysins sein, sondern ist ausschliesslich durch
Reduktion aus Serin entstanden. Die Summe aus Alanin und Serin entspricht dem-
nach dem Serin-Gehalt des Ferrichrysins. Glycin wurde von der Jodwasserstoffsiure
kaum angegriffen, und auch das Ornithin wurde nahezu quantitativ erfasst. Der
Ammoniak-Pik war in den Chromatogrammen von Jodwasserstoff-Hydrolysaten
klein und iiberschritt selten 0,1 Mol. Das gefundene Verhiltnis der Aminosduren
in den Hydrolysaten von Ferrichrysin betrug in runden Zahlen: Glycin : Serin : Orni-
thin = 1:2:3. :

Das verfiigbare Ferricrocin reichte nicht aus fiir eine prédparative Isolierung der
Aminosiduren bzw. ihrer DNP.-Derivate. Durch Papierchromatographie sowie durch
Aminosdureanalyse nach MoorRe & STEIN wurden dieselben Aminosiduren nach-
gewiesen wie beim Ferrichrysin. Das Verhdltnis der Hydrolyseprodukte betrug, auf
ganze Zahlen aufgerundet: Glycin: Serin: Ornithin = 2:1:3. In Analogie zum
Ferrichrysin nehmen wir an, dass Serin und Ornithin ebenfalls in der r-Konfi-
guration vorliegen. Der wesentliche Unterschied dieser neuen Sideramine zum Ferri-
chrom liegt demnach darin, dass im Ferricrocin einer, im Ferrichrysin zwei Glycin-
reste durch L-Serinreste ersetzt sind.

Als weitere Bausteine des Ferrichrysins liessen sich, wie beim Ferrichrom, drei
Mol. Essigsdure nachweisen und als kristallisierter p-Phenylphenacylester identi-
fizieren1?), Im NMR.-Spektrum des Desferri-ferrichrysins lassen sich die drei Acetyl-
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Fig. 2. NMR.-Spektrum von Desfevyi-fervicvocin in D,0
11y A. HUNGER & T. REICHSTEIN, Helv. 33, 90 (1950).
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gruppen durch ein Singlett bei 6 = 2,14 ppm, das 9 Protonen umfasst, erkennen
(vgl. 2), Fig. 2). An derselben Stelle finden wir ein ebenfalls 9 Protonen entspre-
chendes Singlett im Spektrum des Desferri-ferricrocins (Fig. 2). Die Essigsidure ist
damit auch als Baustein des Ferricrocins bewiesen.

Weitere Bruchstiicke konnten wir in den Hydrolysegemischen nicht auffinden.
Da sich die erwdhnten Bausteine widerspruchsfrei zu Formeln fiir das Ferrichrysin
bzw. Ferricrocin zusammenfiigen lassen (s. unten), die sowohl mit der analytischen
Zusammensetzung im Einklang sind wie auch die iibrigen chemischen Eigenschaften
zwanglos erkldren und die biochemische Beziehung zu den Ferrioxaminen erkennen
lassen, darf angenommen werden, dass keine weiteren Bausteine am Aufbau dieser
Sideramine beteiligt sind. Hinsichtlich der quantitativen Zusammensetzung aus ein-
fachen Bausteinen ergibt sich somit eine klare Beziehung zwischen den drei Sider-
aminen der Ferrichromgruppe, die in der Tabelle 1 zusammengefasst sind.

Tabelle 1. Bausteine dev Sidevamine Feyvichrom, Fevvichvysin und Fevrvicvocin

Sideramin L-Ornithin L-Serin Glycin Essigsdure
Ferrichrom 3 0 3 3
Ferricrocin 3 1 2 3
Ferrichrysin 3 2 1 3

Verkniipfungsart der Bawusteine. Die nachgewiesenen Bausteine des Desferri-
ferrichrysins bzw. -ferricrocins enthalten insgesamt 9 Carboxyl- und 9-Amino-
Gruppen. Von den letzteren miissen, da mit Eisen(I1I)-Ion ein neutraler 1:1-Komplex
entsteht, drei in hydroxylierter Form vorliegen und mit drei Carboxylgruppen zu
Hydroxamsduregruppen verbunden sein. Vom Ferrichrom ist bekannt, dass die
d-stindigen Stickstoffatome der 1-Ornithine und die Carboxylgruppen der Essig-
sduren diese Funktionen iibernehmen. Da uns §-N-Hydroxy-L-ornithin als Ver-
gleichsprédparat nicht zur Verfiigung stand®), haben wir den Beweis, dass dies auch
beim Ferrichrysin der Fall ist, auf indirektem Weg erbracht.

Im Desferri-ferrichrysin lassen sich die Hydroxamsiurebindungen viel leichter
mit Sdure hydrolysieren als die Peptidbindungen. Es gelingt relativ leicht, Desferri-
ferrichrysin (Partialformel IT) in der Weise zu spalten, dass die Hydroxamsiure-
bindungen vollig hydrolysiert werden, wihrend die Peptidbindungen im wesent-
lichen noch intakt sind. Das Reaktionsprodukt einer Hydrolyse mit 1~-Salzsiure,
die wihrend ca. 20 Min. bei 95° durchgefithrt wurde, war ein farbloses klebriges
Harz, das nicht kristallisiert werden konnte. Dass das Produkt im wesentlichen
aus dem Trihydrochlorid der Verbindung III besteht, geht aus folgendem hervor:

1) Mit Eisen(III)-chlorid entsteht keine Farbreaktion. Es kénnen demnach keine
Hydroxamsduregruppen vorhanden sein.

2} Papierchromatographisch liessen sich die Grundbausteine (Ornithin bzw.
N-Hydroxyornithin, Serin, Glycin) nicht nachweisen. Die Peptidbindungen kénnen
demnach nicht stark angegriffen worden sein.

3) Das Hydrolyseprodukt III gibt mit Triphenyltetrazoliumchlorid eine rote
Farbreaktion, was das Vorhandensein freier Hydroxylaminogruppen anzeigt.

4) In NMR.-Spektrum fehlt das charakteristische Signal fiir Acetylgruppen.
Diese miissen daher hydrolytisch abgespalten worden sein.
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5) Ein endgiiltiger Beweis dafiir, dass die Acetylgruppen am Aufbau der Hydro-
xamsiduregruppen beteiligt sind, und dass das restliche Geriist des Desferri-ferri-
chrysins in der Verbindung III noch intakt ist, konnte dadurch erbracht werden,
dass es gelang, das Abbauprodukt wieder in das urspriingliche Ferrichrysin zuriick-
zufiihren. Das Partialhydrolysat III liess sich mit Essigsdureanhydrid und Pyridin
acetylieren. Das nicht kristallisierbare Produkt gab mit Eisen(III)-chlorid keine
Farbreaktion. Es hatten sich somit offenbar die O,N-Diacetyl-hydroxylamino-
gruppen (vgl. IV) gebildet, was auch den Erfahrungen auf dem Gebiet der Ferri-
oxamin-Synthesen!?) entspricht. Wahrscheinlich wurden auch die Hydroxylgruppen
der Serinreste mindestens teilweise acetyliert.

Bei der Behandlung des Acetylierungsproduktes (IV) mit methanolischem
Ammoniak wurden die O-Acetylgruppen als Acetamid abgespalten (vgl. auch 7)
und 12)). Das Produkt wurde nicht weiter gereinigt, sondern direkt in den Eisen-
komplex iibergefithrt. Aus dem tiefbraunen Reaktionsgemisch liess sich durch
Cralc-Verteilung ein kristallisiertes Sideramin gewinnen, das nach Smp., IR.-Ab-
sorptionsspektrum, Papierchromatographie, Verteilungskoeffizient und biologischer
Wirkung mit dem urspriinglichen Ferrichrysin identisch war.

R = /(—N-—CO--CH, R=/—N-H
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Es sei nebenbei erwihnt, dass sich die gleiche Reaktionsfolge auch ausgehend
von Ferrichrom durchfithren liess und zum urspriinglichen Ferrichrom zuriick-
fithrte13).

Die Stickstoffatome, die an den Hydroxamsiurebindungen beteiligt sind,
konnten wir in folgender Weise festlegen: Das Produkt IIT der partiellen
Hydrolyse von Desferri-ferrichrysin wurde in Feinsprit mit Platin als Kataly-
sator hydriert, wodurch erfahrungsgemaiss”) die Hydroxylaminogruppen zu Amino-
gruppen reduziert wurden. Dementsprechend gab das Reduktionsprodukt V, das
als harzartiges farbloses Hydrochlorid erhalten wurde, mit Triphenyltetra-
zoliumchlorid keine Farbreaktion. Das rohe Reduktionsprodukt setzte man in
schwach alkalischer Losung mit 2,4-Dinitrofluorbenzol um, wobei die freien Amino-
gruppen markiert wurden. Entsprechend dem Verlauf der Reaktionsfolge (I > V)

12) V. PrRELOG & A. WALSER, Helv. 45, 631, 1732 (1962).
13) W. KELLER-SCHIERLEIN, unverdffentlicht.
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muss es sich um diejenigen Stickstoffatome handeln, die urspriinglich Bestandteile
der Hydroxamsiuregruppen waren. Das rohe DNP-Derivat zeigte im Diinnschicht-
chromatogramm ausser einer Hauptkomponente noch mehrere schwichere gelbe
Flecke. Es handelt sich wahrscheinlich um Nebenprodukte, die durch teilweise
Spaltung von Peptidbindungen wihrend der Partialhydrolyse entstanden waren.
Die Isolierung der chromatographisch reinen Hauptkomponente gelang durch
Chromatographie an Kieselgel. Bei der energischen Hydrolyse dieser Verbindung
erhielt man an freien Aminosiuren Glycin und Serin, die papierchromatographisch
identifiziert wurden. Das Ornithin wurde als -DNP-Derivat erhalten. Die Identi-
fizierung erfolgte als a-N-Benzoyl-§-N-DNP-L-ornithin durch Vergleich mit einem
authentischen Prdparat mittels Diinnschichtchromatographie!4), Misch-Smp. und
IR.-Absorptionsspektrum. Damit ist der Beweis erbracht, dass die Essigsdurereste
mit den §-Stickstoffatomen der Ornithinreste, die in der Hydroxylaminstufe vor-
liegen, hydroxamsiureartig verbunden sind.

Die Essigsiuren miissen auch beim Ferricrocin die Hydroxamsduregruppen
bilden, da ein Partialhydrolysat aus Desferri-ferricrocin beim analogen Aufbau
mittels Esssigsdureanhydrid ebenfalls das urspriingliche Ferricrocin gab.

Weitere funktionelle Gruppen der Bausteine, ndmlich die Carboxylgruppen und
die a-Aminogruppen der 6-Aminosduren, miissen simtliche peptidartig gebunden
sein. Ferrichrysin ist ndmlich elektrophoretisch neutral und enthidlt demnach keine
freien Carboxyl- und Amino-Gruppen. Dies ist nur moglich, wenn die Aminosiduren
in einem Cyclopeptid-Ring angeordnet sind.

Schliesslich finden wir an funktionellen Gruppen noch die beiden Hydroxyle
der Serinreste. Diese liegen im Ferrichrysin in freier Form vor. Es gelingt nidmlich
leicht, das Ferrichrysin in Methanol durch Umsetzung mit einem grossen Uber-
schuss Essigsiureanhydrid zu acetylieren. Das Acetylierungsprodukt ist eine rot-
braune amorphe Substanz, die sich bei der Papierchromatographie durch wesentlich
hohere Rf-Werte als das Ausgangsmaterial auszeichnet. Die Desferri-Verbindung
des Acetylierungsproduktes zeigt im NMR.-Spektrum alle Signale des Ferrichrysins,
wozu noch ein 6 Protonen entsprechendes Singlett bei § = 2,08 ppm kommt, das
den beiden O-Acetylgruppen zugeordnet werden muss. Die Hydroxylgruppe des
Serinrestes kann auch beim Ferricrocin nicht verestert oder verithert vorliegen,
da die Signale entsprechender Gruppen im NMR.-Spektrum der Desferri-Verbindung
nicht vorhanden sind.

Nach diesen Befunden ist der chemische Bau des Ferrichrysins ganz analog
demjenigen des Ferrichroms®). Fiir das Ferricrocin nehmen wir aus Analogie zum
Ferrichrom und Ferrichrysin ebenfalls einen gleichartigen Aufbau an. Dieser Analogie-
schluss scheint uns erlaubt zu sein, da das Ferricrocin nicht nur in seinem chemischen
und spektroskopischen Verhalten den beiden andern Vertretern der Gruppe ent-
spricht, sondern auch biologisch vollig iibereinstimmende Eigenschaften aufweist.
Ferricrocin kann geméss seiner Bausteinanalyse als eine Zwischenform von Ferri-
chrom und Ferrichrysin angesehen werden (vgl. Tabelle 1).

Unaufgeklirt ist bisher — sowohl beim Ferrichrom wie auch beim Ferrichrysin
und Ferricrocin — die Sequenz der Aminosiuren im Cyclopeptid-Ring. Fiir Ferri-

14) M. BRENNER, A. NIEDERWIESER & G. Pataxi, Experientia 77, 145 (1961).
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chrom (allgemeine Formel A;B,) sind vier Anordnungen der Aminosduren mdglich
(s. Fig. 3), von denen der Formelvorschlag von EMERY & NEI1LANDS®) (I) eine Mog-
lichkeit representiert. Fiir Ferrichrysin und Ferricrocin (allgemeine Formel A;B,C)
sind sogar je 10 Mdglichkeiten der Verkniipfung vorhanden, da sich von den all-
gemeinen Formeln a, b und ¢ (Fig. 3) je drei, von der Formel d ein Sequenz-isomeres
tiir A,B,C ableiten lassen.

Sequenzanalysen bei Polypeptiden sind bisher vorwiegend durch partielle saure
oder enzymatische Hydrolyse und Bestimmung kleiner Bruchstiicke (vor allem Di-
und Tripeptide) durchgefithrt worden. Uberlegungen iiber die theoretisch méoglichen
Di- und Tripeptide, die aus den 10 moglichen Aminosiuresequenzen des Ferri-
chrysins entstehen koénnen, zeigen, dass sich die meisten dieser Bruchstiicke aus
mehreren verschiedenen Sequenzen ableiten koénnen. Es wire notwendig, eine
grossere Anzahl der theoretisch moglichen Di- und Tripeptide zu erfassen, um eine
eindeutige Sequenzbestimmung vornehmen zu kénnen. Die Erfahrungen zeigen aber,
dass gewisse Peptidbindungen bevorzugt hydrolysiert werden, so dass gewdéhnlich
nur eine Auswahl der theoretisch moglichen Bruchstiicke entsteht, was aber beim
Ferrichrysin hoéchstens den Ausschluss einzelner Sequenzen, nicht aber eine ein-
deutige Sequenzzuordnung erlauben wiirde.

A—A—>A A—-A—DB A—-A—>B A—>B—A

t ool oot v oo v

B<-B<DB B« B<-A B<«-A<B B<-A<«1B
a b c d
Fig. 3. Moglichkeiten der Ringverkniipfung von Cyclopeptiden der allgemeinen Foymel A,B,

Bei orientierenden Versuchen zur partiellen sauren Hydrolyse von Desferri-
ferrichrysin sowie des Cyclohexapeptids V, das durch milde Abspaltung der Acetyl-
gruppen und katalytische Reduktion der Hydroxylaminogruppen erhalten worden
war, zeigte es sich, dass iiberhaupt keine niedrigen Peptidbruchstiicke in nachweis-
barer Menge gebildet wurden. Schon die ersten ninhydrinpositiven Bruchstiicke,
die sich papierchromatographisch nachweisen liessen, waren die Aminosduren.
Offenbar wird ein offenkettiges Peptid, das sich durch Spaltung einer Ringbindung
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bildet, rascher zu den Grundbausteinen abgebaut, als es sich aus dem Ring neu zu
bilden vermag.

Wir haben daher Arbeiten in Angriff genommen, um auf synthetischem Weg
die Aminosdurefolge in den Pilzsideraminen aufzukliren, woriiber wir spiter be-
richten werden. Als Beispiel, das fiir die je 10 méglichen. Aminosiuresequenzen
stehen soll, schreiben wir in den Formeln VIIIa und b diejenigen Sequenzen fiir
Ferrichrysin und Ferricrocin, die sich aus einem regelmissigen Cyclohexapeptid
ableiten.

Mit Strukturen der Formeln VIIIa und b sind die NMR.-Spektren der Desferri-
Verbindungen in bester Ubereinstimmung. Eine Sequenzzuordnung ist allerdings
auch mit diesem Hilfsmittel nicht moglich. In der Tabelle 2 ist das NMR.-Spektrum
des Desferri-ferricrocins (Fig. 2) diskutiert. Analoge Zuordnungen der Signale
gelten fiir die Spektren des Desferri-ferrichroms und des Desferri-ferrichrysins
(vgl. 2), Fig. 2).

Tabelle 2. NM R.-Spektrum von Desferri-fervicvocin in D,0

J {(ppm) Anzahl H Zuordnung

1,75 12 B- und y-CH, in §-N-Hydroxyornithin
2,14 9 3 CH;3-CO-Gruppen

(3,34 - Methanol)

3,63 6 ¢-CH, in §-N-Hydroxyornithin

3,97 6 CH, in Glycin und Serin

4,35 4 «-CH in Serin und §-N-Hydroxyornithin

Der CIBA AKTIENGESELLSCHAFT, Basel, danken wir fiir die Unterstiitzung dieser Arbeit. Die
Rohprodukte wurden von Herrn Dr. H. ZAENER (Institut fiir spezielle Botanik der ETH, Ziirich)
bereitet, wofiir ihm unser Dank ausgesprochen sei.

Experimenteller Teil

Allgemeines. -- Die Absorptionsspektren im UV. und im Sichtbaren wurden mit einem Beck-
MAaN-Spektrographen, Modell DK 1, die IR.-Absorptionsspektren mit einem PERKiN-ELMER-
Spektrographen, Modell 21, aufgenommen. — Die NM R.-Spekiven wurden mit einem VARIAN-
Spektrometer, Modell A-60, aufgenommen. Als interne Referenz diente in D,O Trimethylsilyl-
dthansulfonat. Chemische Verschiebungen sind in §-Werten, Spin-Spin-Wechselwirkungen in cps
angegeben. Es bedeuten: s = Singlett, d = Dublett, { = Triplett, ¢ = Quadruplett, b = breite,
nicht aufgeloste Signalhaufen.

Alle Analysenproben wurden im Schweinchen eingewogen und iiber P,O; nachgetrocknet. Die
Smp. wurden unter dem Mikroskop bestimmt und sind korrigiert. Molekulargewichte wurden
thermoelcktrisch in Methanol bestimmt.

Ferrichrysin. — Isolierung. Das Rohferrichrysin wurde aus Kulturen von Aspergillus melleus
Stamm ETH M 2853, durch Extraktion mit Phenol-Chloroform (1 kg: 11) gewonnen. Die Phenol-
Chloroform-Ausziige wurden mit dem doppelten Volumen Ather versetzt und mit Wasser mehr-
mals ausgeschiittelt. Die mit Ather gewaschenen wisserigen Ausziige gaben beim Lyophilisieren
das Rohprodukt als braunes lockeres Pulver. 9,1 g eines solchen Rohproduktes, das aus ca. 20 1
Kulturfiltrat erhalten worden war, wurden durch CraiG-Verteilung iiber 145 Stufen weiter ge-
reinigt. Als Losungsmittelsystem wurde ein Gemisch aus 9 Teilen »-Butanol, 9 Teilen Benzyl-
alkohol, 15 Teilen 0,001~ wiss. Salzsdure und 15 Teilen gesdtt. wiss. Natriumchlorid-Losung ver-
wendet. Die Fraktionen 65-90, die die Hauptmenge des rotbraunen Farbstoffes enthielten, wurden
vereinigt, mit Ather verdiinnt, und die wisserige Schicht abgetrennt. Die organische L&sung
wurde noch dreimal mit Wasser ausgezogen, wobei der Farbstoff vollstindig in die untere Phase
ging. Die vercinigten wisserigen Ausziige wurden mit ca. 109, Natriumchlorid versetzt und drei-
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mal mit Phenol-Chloroform ausgeschiittelt. Die mit 10-proz. Kochsalzldsung gewaschenen triiben
Ausziige wurden an einer Sdule aus 20 g Celite geklart, mit dem doppelten Volumen Ather ver-
ditnnt und mehrmals mit dest. Wasser ausgeschiittelt. Die wasserigen Ausziige, die das gesamte
Pigment enthielten, wusch man dreimal mit Ather und dampfte dic Losung im Vakuum cin. Man
erhielt 4,65 g papierchromatographisch einheitliches Ferrichrysin, das aus absolutem Alkohol in
feinen orangebraunen Nadeln kristallisiertc. Die Kristalle werden beim Erhitzen bei ca. 260°
langsam schwarz ohne zu schmelzen.

CooHygONgFe  Ber. C 43,50 H 579 N 1574 Fe6,98% Mol-G. 800,6
Gef. ,, 43,25 ,, 6,01 , 1569 ,, 668% , , 870,5

IR.-Absorptionsspektrum in KBr: s. Fig. 1, Kurve 1. UV.-Absorptionsspektrum in Feinsprit:
hohe Endabsorption bei 220 mu (loge tiber 4); 4, 430 my (loge = 3,48). Papierchromatographi-
sches Verhalten s. 2).

Desferri-ferrichvysin. 1,0 g Ferrichrysin wurde in 20 ml Wasser geldst und zusammen mit einer
Lésung von 1,5 g 8-Hydroxychinolin in 15 ml Methanol 24 Std. bei Zimmertemperatur geriihrt.
Vom schwarzen Niederschlag (Hydroxychinolin-Eisenkomplex) wurde abfiltriert und das Filtrat
dreimal mit Chloroform ausgeschiittelt. Durch Eindampfen der wisserigen Losung im Vakuum
erhielt man 900 mg Desferri-ferrichrysin als nahezu farbloses amorphes Pulver. NMR.-Spektrum
in D,O s. 2).

CyoH,ygOyNg  Ber. C 46,57 H 6,60 N 16,849  Gef. C46,36 H 6,98 N 15,65; 17,909,

max

Desacetyl-desfervi-fervichvysin-trihydvochlorid. 870 mg Desferri-ferrichrysin wurden mit 50 ml
1n Chlorwasserstoffsiure im siedenden Wasserbad erhitzt. In Abstinden von ca. 5 Min. wurde je
ein Tropfen der Losung auf der Tiipfelplatte mit 2 Tropfen 2-proz. methanolischer Eisen(III)-
chlorid-Losung vereinigt. Anfangs entstand eine intensive violette Farbreaktion, die mit fort-
laufender Hydrolyse schwacher wurde. Nach 20 Min. trat keine Farbreaktion mehr ein. Die Lésung
wurde im Vakuum zur Trockne eingedampit und gab 979 mg eines hygroskopischen farblosen
Harzes. Die Eisen(I1I)-chlorid-Reaktion war negativ und im NMR.-Spektrum fchlte ein Signal fiir
die Acetylgruppen bei ca. 2,1 ppm.

CysHygOy Ny, 3HCI  Ber, € 37,80 1593 N 1587 Cl14,559%
Gef. ,, 37,54 ,, 6,70 ,, 16,13 ,, 14,50%

! Fervichvysin durch Partialsynthese. 920 mg des obigen Trihydrochlorids wurden mit je 10 ml
Essigsaureanhydrid und Pyridin iiber Nacht stehengelassen und dann im Vakuum zur Trockne
eingedampft. Den Riickstand 16ste man in 100 ml kaltgesittigter methanolischer Ammoniaklésung
und dampfte nach 3 Std. erneut ein. Den Riickstand nahm man in 100 ml Methanol auf und fiigte
800 mg Eisen(III)-chiorid in 20 ml Methanol hinzu, worauf sofort eine tiefe violette Farbung ent-
stand. Die Losung wurde durch portionenweise Zugabe von krist. Natriumacetat gepuffert, bis dic
Farbe nach orangebraun umschlug. Nach 1-stdg. Stehen wurde im Vakuum eingedampft und der
Rijckstand in 150 ml Wasser gelést. Nach dem Hinzugeben von ca. 15 g Natriumchlorid wurde
durch iibliche Aufarbeitung mittels Phenol-Chloroform 760 mg Rohprodukt erhalten, das durch
eine CrarG-Verteilung mit 50 Uberfiihrungen im oben angegebenen Losungsmittelgemisch ge-
reinigt wurde. Das Hauptprodukt gab ein Verteilungsmaximum in Stufe 19 (K = 0,64). Aus den
Fraktionen 13-28 wurden nach der Aufarbeitung 330 mg reines Ferrichrysin erhalten, das aus
Athanol umkristallisiert und durch IR.-Absorptionsspektrum und Papierchromatographie identi-
fiziert wurde.

Saure Hydvolyse. — a) Mit Chlovwasserstoffsdure. 10 mg Ferrichrysin wurden in 1 ml 6N Salz-
sdure gel6st und das Eisen(IIT)-chlorid durch kontinuierliche Extraktion mit Ather entfernt. Zum
wiasscrigen Riickstand fiigte man noch 0,3 mg konz. Salzsiure und hydrolysierte im zugeschmol-
zenen Rohr iiber Nacht bei 110°. Das Hydrolyseprodukt wurde im Vakuum eingedampit, der
Riickstand in 2 Tropfen Wasser geldst und mit 3 ml Feinsprit verdiinnt. Die Losung wurde darauf
zu einer Suspension von 20 mg vorhydriertem Platinoxid in 3 ml Feinsprit gegeben und wihrend
15 Std. hydriert. Der Eindampfriickstand der vom Katalysator abfiltrierten Lésung enthielt nach
papierchromatographischer Analyse Serin, Glycin und Ornithin, aber kein Alanin. Bei der Ionen-
austauscher-Chromatographie nach Moore & STEIN) liess sich ausserdem noch eine betrichtliche
Menge Ammoniak nachweisen.
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b) Mit Jodwasserstoffsdure. 10 mg Ferrichrysin wurden mit 1 ml 57-proz. Jodwasserstofisiure
bei 110° iiber Nacht hydrolysiert. Das Produkt wurde mehrmals nach Zugabe von etwas Wasser
zur Trockne verdampft und der fast farblose Riickstand in 10 ml Wasser gel6st. Proben 4 1 ml
wurden im Aminosidureanalysator nach Moore & STEIN untersucht. Es wurden Serin, Glycin,
Alanin, Ornithin und Ammoniak im molaren Verhiltnis 0,24 :1,00:1,50: 2,91 : 0,09 gefunden.

c) Priparative Isolierung der Aminosdure. 500 mg Desferri-ferrichrysin wurden mit 6§ Salz-
saure hydrolysiert und das Hydrolyseprodukt wie oben mit Platinoxid in Feinsprit hydriert. Der
Eindampfungsriickstand der Hydrierungslésung wurde in 15 ml Wasser gelést und mit 500 mg
Natriumhydrogencarbonat versetzt. Zu dieser Lésung wurden 500 mg 2,4-Dinitrofluorbenzol in
20 ml Alkohol gegeben. Nach 2-stdg. Schiitteln wurde der Alkohol im Vakuum abgetrieben und die
wisserige Losung zur Entfernung des iiberschiissigen 2,4-Dinitrofluorbenzols mit Ather ausge-
schiittelt. Die wisserige Losung wurde daranf mit Salzsiure angesduert und mit Ather-Essigester
(2:1) ausgeschiittelt. Nach dem Waschen mit Wasser und Trocknen mit Natrinmsulfat wurde der
Extrakt eingedampft, wobei 1,01 g eines gelben Harzes zuriickblieben. Ein Diinnschichtchromato-
gramm dieses Rohproduktes mit Chloroform-Benzylalkohol-Eisessig (70:30:3)1%) zeigte drei
Flecke, die den DNP-Derivaten von Serin (Rf 0,24), Glycin (0,51) und Ornithin (0,58) entsprachen.
Fiir die priparative Trennung wurden 50 g Kieselgel und 20 g Wasser gut verrieben und als Aui-
schlammung in Butanol-Chloroform (5:95) 1) in eine Chromatographiersdule eingefiillt. Das DNP-
Aminosiuregemisch wurde in wenig Chloroform-Butanol (95:5) gelost auf die Sdule aufgetragen
und mit dem gleichen Losungsmittelgemisch eluiert. 600 ml des Eluierungsmittels gaben 140 mg
DNP-Serin. Mit weiteren Losungsmittelmengen wurde ein Gemisch aus Bis-DNP-ornithin und
DNP-Glycin erhalten. Das letztere wurde an einer zweiten Kieselgelsiule mit Eisessig-Aceton-
Ligroin (12:6:82)17) aufgetrennt und gab 230 mg einheitliches Bis-DNP-ornithin und 60 mg DNT-
Glycin.

N-(2,4-Dinitvophenyl)-sevin. Das Serin-Derivat wurde aus Methanol-Wasser umkristallisiert.
Gelbe Kristalle vom Smp. 199-200°. [a]p = —20,4° in Aceton. Ein authentisches Vergleichspri-
parat aus L-Serin schmolz bei 200-201° und zeigte ein [a]p von —20,4°. Es war mit dem Abbau-
produkt identisch nach Misch-Smp., IR.-Absorptionsspektrum und Rf im Diinnschichtchromato-
gramm.

N, N’-Bis-(2,4-dinitvophenyl)-ornithin. Smp. nach Umbkristallisation aus Aceton-Petrolither
156-157°. [a]p = —91,8° in Aceton. Das Derivat stimmte in allen Eigenschaften mit einer Ver-
gleichsprobe aus authentischem L-Ornithin tiberein.

N-(2,4-Dinitrophenyl)-glycin. Gelbe Kristalle aus Methanol-Wasser, Smp. 202-203°. Nach
Misch-Smp., IR.-Absorptionsspektrum und Rf identisch mit einer Vergleichsprobe.

d) Bestimmung der fliichtigen Saure't). 161 mg Desferri-ferrichrysin wurden mit 15 ml 10-proz.
Schwefelsdure 30 Min. unter Riickfluss gekocht und die fliichtige Siaure mit Wasser abdestilliert.
Das Destillat verbrauchte zur Neutralisation (Phenolphthalein) 8,1 ml 0,1N Natronlauge. Die
neutralisierte Losung wurde im Vakuum zur Trockne eingedampit und der Riickstand in Alkohol
mit p-Phenylphenacylbromid 30 Min. gekocht. Der Eindampfriickstand der Reaktionsléosung
wurde zwischen Wasser und Bemnzol verteilt, die Benzollésung gewaschen, getrocknet und einge-
dampft. Der Ester wurde durch Kristallisation aus Ather—Petroldther und Sublimation im Hoch-
vakuum gereinigt und schmolz bei 112,5°. Nach Misch-Smp. und IR.-Absorptionsspektrum
handelte es sich um p-Phenylphenacyl-acetat.

Cyclohexapeptid-trikydvochlorid (Orng, Ser,, Gly). 200 mg Desacetyl-desferri-ferrichrysin-tri-
hydrochlorid wurden in 10 m! Feinsprit gelost und in Gegenwart von 50 ml Platinoxid hydriert.
Die Wasserstoffaufnahme betrug 27 ml (ber. 25,3 ml). Durch Abfiltrieren vom Katalysator und
Eindampfen im Vakuum erhielt man 180 mg cines farblosen klebrigen Harzes. Im Gegensatz zum
Ausgangsmaterial zeigte das Produkt keine Farbreaktion mit Triphenyltetrazoliumchlorid.

Cy3Hy30gNg, 3HC1  Ber. C115,579%  Gef. C117,849,
NMR.-Spektrum in D,0: § = 1,84 ppm (b, 12 H; §- und y-CH, in Orn); § = 3,00 ppm (b,
¢t angedeutet, 6 H; §-CH, in Orn); § = 3,92 ppm (b, 6 H; CH, in Gly sowie §-CH, in Ser); § =
4,35 ppm (b, 5 H; -CH in Orn und Ser).

15) F. SANGER, Biochem. J. 40, 261 (1946).
16} F. SANGER, Biochem. J. 45, 563 (1949).
%) F.CH. GREEN & L. M. KAy, Analyt. Chemistry 24, 726 (1952).
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2,4-Dinitrophenyldervivat des Cyclohexapeptids. 500 mg Cyclohexapeptid-trihydrochlorid wur-
den in 10 m! Wasser geldst und mit 500 mg Natriumhydrogencarbonat versetzt. Nach der Zugabe
von 400 mg 2,4-Dinitrofluorbenzol in 10 ml Alkohol wurde 2 Std. geschiittelt, wobei das unlésliche
Umsetzungsprodukt als gelbes Pulver ausfiel. Nach dem Ansiduern wurde der Niederschlag ab-
zentrifugiert und griindlich mit Wasser, Alkohol und Ather gewaschen. Ausbeute 750 mg. — Das
Diinnschichtchromatogramm (Accton-Eisessig 9:1) zeigte, dass neben einem Hauptprodukt ca. 6
Nebenprodukte vorhanden waren. Fiir die praparative Trennung wurden 100 mg des Rohproduktes
an Kiescigel mit Eisessig—Aceton—Benzol (3:15:82)18) chromatographiert; nach Abtrennung der
Nebenprodukte erhielt man 20 mg Hauptprodukt als chromatographisch einheitliches gelbes
Pulver.

O0-N-(2,4-Dinitvophenyl)-ornithin. 20 mg des chromatographisch gereinigten DNP-Peptids
wurden in 5 m! konz. Salzsdure und 5 ml Eisessig geldst und im zugeschmolzenen Rohr bei 110°
hydrolysiert. Nach dem Eindampfen der Losung wurde der Riickstand in 3 ml 1N Salzsiure gelost
und an einer Kolonne aus 40 g Talk mit 1~ Salzsdurc als Eluierungsmittel chromatographiert. Das
farblosc Eluat (400 ml) wurde eingedampft. Der Riickstand enthielt nach dem Papierchromato-
gramm Serin und Glycin, aber kein Ornithin.

Das gelbe DNP-Ornithin liess sich aus der Kolonne mit 1n-Salzsiure-Athylalkohol (1:1)
eluieren. Durch Eindampfen und Kristallisation aus 1N Salzsiure erhielt man 6 mg krist. §-N-
(2,4-Dinitrophenyl)-ornithin-hydrochlorid vom Smp. 218°, das sich bei der Diinnschichtchromato-
graphic!4) wie eine authentische Vergleichsprobe verhielt.

30 mg in gleicher Weise hergestelltes Hydrochlorid wurden in 5 ml Wasser geldst, in mehreren
Portionen mit total 5 ml Natronlauge und 20 mg Benzoylchlorid versetzt und 2 Std. geschiittelt.
Die mit Salzsiure angesiuerte Losung wurde zunachst mit Ather, dann mit Athylacetat ausge-
schiittelt. Die Atherldsung enthielt die Benzoesdure, das Athylacetat das gelbe Benzoylierungs-
produkt, das aus Aceton-Petrolither umkristallisiert wurde. Man crhielt 25 mg (709, d. Th.) gelbe
Kristalle vom Smp. 208-209°. Eine Vergleichsprobe wurde durch Benzoylierung von authenti-
schem -2, 4-Dinitrophenyl-L-ornithin bercitet und schmolz, wie auch die Mischprobe, bei 209-210°.

CigH;gO;N,  Ber. C 53,73 H 4,519, Gef. C5348 H 4,679

Im Diinnschichtchromatogramm mit #»-Propanol - 34-proz. Ammoniak (7:3)!4) besassen beide
Praparate den gleichen Rf-Wert von 0,75 und gaben iibereinstimmende IR.-Absorptionsspektren.

a~N-(2,4-Dinitrophenyl)-§-N-benzoyl-L-ornithin. Zum Vergleich wurde auch dieses Isomere
hergestellt. 300 mg L-Ornithin-monohydrochlorid wurden in 15 ml heissem Wasser geldst. Nach
kurzem Aufkochen mit einem Uberschuss an Kupfer(I1)-carbonat wurde filtriert. Nach dem Er-
kalten machte man mit 6 ml 1N Natronlauge alkalisch. Darauf wurde die Losung mit 390 mg
Benzoylchlorid 2 Std. geschiittelt. Der unlésliche Kupferkomplex des §-N-Benzoyl-vL-ornithins
wurde abfiltriert, in 10 ml Wasser suspendiert und durch Einleiten von Schwefelwasserstoff in das
heisse Gemisch der Kupferkomplex zersetzt. Die vom Kupfersulfid abfiltrierte Lésung wurde auf
ca. 5 ml eingeengt, worauf 140 mg §-N-Benzoyl-L-ornithin ausficlen. Der Niederschlag wurde zu-
sammen mit 300 mg Natrinmhydrogencarbonat in ca. 5 ml Wasser gelost. Nach der Zugabe von
0,2 ml (300 mg) 2,4-Dinitrofluorbenzol in 4 ml Athanol wurde 2 Std. geschiittelt und darauf der
Alkohol im Vakuum abgedampft. Das iiberschiissige Reagens wurde durch Ausschiitteln mit
Ather cntfernt. Nach dem Ansiuern der wisserigen Lésung fiel das «-N-(2,4-Dinitrophenyl)-8-N-
benzoyl-L-ornithin als amorphes Pulver aus 15). Nach dem Umbkristallisieren aus Aceton-Petrol-
ather bildete es gelbe Nadeln vom Smp. 177-178°. Ausbeute 200 mg (289, d. Th.).

Mit demselben Fliessmittcl wic oben besass das Produkt im Diinnschichtchromatogramm
Rf = 0,59. Das IR.-Absorptionsspektrum ist von dem des oben beschriebenen Isomeren deutlich
verschieden.

Bei der Hydrolyse mit je 2 ml Eisessig und konz. Salzsiure bei 105° (100 Std.) wurde das
bekannte «-(2,4-Dinitrophenyl)-L-ornithin®) vom Smp. 225° erhalten.

Di-O-Acetyl-fervichrysin. 500 mg Ferrichrysin wurden in 5 ml Methanol gelost und 10 ml Essig-
sdureanhydrid zugefiigt. Die Losung wurde kurz auf 60° erwdrmt und dann 5 Tage stehengelassen.
Nachher wurde im Vakuum zur Trockne verdampft und der Riickstand aus absol. Alkohol und
Ather umkristallisiert. Man erhielt 480 mg braunes Pulver vom Smp. 223° (Zers.). IR.-Absorptions-
spektrum in KBr: » (CO) 1735 cm—? (Estercarbonyl), 1665, 1582 und 1520 cm-. - Papierchromato-

18) 'W. A. ScHROEDER & L. R. HONNEN, J. Amer. chem. Soc. 75, 4615 (1953).
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graphie im System 1I2): Rf 0,55 (Ferrichrysin im direkten Vergleich 0,34). — Dic biologische
Wirkung im Antagonismus-Test ist ca. 10mal geringer als die des Ferrichrysins.

Di-O-acetyl-desfervi-fervichvysin. 100 mg des obigen Acetylierungsproduktes wurden in 5 ml
Wasser gelést und mit 3 ml einer 10-proz. Lésung von 8-Hydroxychinolin in Methanol 24 Std. ge
rithrt. Das vom schwarzen Niederschlag abgetrennte Filtrat wurde mehrmals mit Chloroform
ausgeschiittelt. Dic wisserige Ldsung hinterliess beim Eindampfen im Vakuum 85 mg farbloses
amorphes Pulver. — IR.-Absorptionsspektrum in KBr. » (CO) 1739, 1650, 1530 cm~1. NMR.-
Spektrumin D,O:d = 1,77 ppm (b, 12 H; §- und y-CH, in Orn.); § = 2,08 ppm (s, 6 H; 2 O-Acetyl-
gruppen); 6 = 2,14 ppm (s, 9 H; 3 N-Acetylgruppen). Die Signale von 17 Protonen liegen in 3
breiten Haufen zwischen § = 3,5 und 4,6 ppm wie beim Desferri-ferrichrysin.

Ferricrocin. — Isolieyung. 10,6 g roher Chloroform-Phenol-Extrakt aus 201 Kulturfiltrat von
Aspergillus versicolor, Stamm ETH M 3636, wurden einer Craig-Verteilung mit 137 Uberﬁihrungen
unterzogen. Man verwendete das gleiche Lésungsmittelsystem wie beim Ferrichrysin. Es bildeten
sich zwei rotbraune Verteilungsmaxima mitr,, = 532 (K = 0,61) undr, = 121 (K = 7,3). Das
zweite Maximum kommt dem Ferrirhodin zu, woriiber in einer spiateren Abhandlung berichtet
werden wird. Die Fraktionen 40-60 wurden wie beim Ferrichrysin (s. oben) aufgearbeitet und
lieferten 1,29 g reines Ferricrocin, das aus 15 ml absolutem Alkohol in feinen orangebraunen
Kristilichen erhalten wurde, die bei ca. 250° ohne zu schmelzen schwarz wurden. Zur Analyse
wurde zweimal umkristallisiert und iiber P,0O; getrocknet.

CpeHyONyFe  Ber. C43,65 H 576 N 16,36 Fe7,25%
Gef. ,, 43,99 ,, 558 ,, 1598 , 7,37%

IR.-Absorptionsspektrum in KBr: s. Fig. 1, Kurve 2. UV.-Absorptionsspektrum in Feinsprit:
hohe Endabsorption bei 220 mu (loge iiber 4); 4,,,. 430 mu, loge = 3,42. Papierchromatographi-
sches Verhalten s. 2). -- Die biologische Wirkung im Antagonismus-Test ist qualitativ und quantita-
tiv gleich wie die des Ferrichroms und Ferrichrysins.

Desfervi-fervicrocin. 740 mg Ferricrocin in 30 ml Wasser wurden mit 1,0 g 8-Hydroxychinolin
in 10 ml Methanol 24 Std. bei Zimmertemperatur gerithrt. Die vom schwarzen Niederschlag ab-
filtrierte Losung wurde viermal mit Chloroform ausgeschiittelt. Durch Eindampfen der wisserigen
Loésung im Vakuum erhielt man 675 mg eines farblosen amorphen Pulvers. NMR.-Spcktrum in
D,0 s. Fig. 2.

Cyet ;043N Ber. C 46,85 H 6,60 N 17,65%  Gef. C46,97 H 6,74 N 17,489,

Saure Hydrolysen. 12 mg Ferricrocin und 1 ml 57-proz. fodwassevstoffsdure wurden 8 Std. im
zugeschmolzenen Rohr bei 110° hydrolysiert. Nach mehrmaligem Eindampfen mit etwas Wasser
wurde ein farbloser Riickstand erhalten, dessen Aminosiureanalyse nach Moore & STeEIN10) die
Anwesenheit von Serin, Glycin, Alanin, Ornithin und Ammoniak im molekularen Verhiltnis
0,25:2,00:0,68:3,05:0,04 ergab (Glycin willkiirlich als 2,00 gesetzt).

Wenn die Hydrolyse von Desferri-ferricrocin mit 6N Salzsdure durchgefithrt wurde, erhielt
man nach der katalytischen Reduktion ein Gemisch, in dem sich Serin, Glycin, Ornithin und
Ammoniak, nicht aber Alanin nachweisen liessen.

Partial-Abbaw und Pavtialsynthese von Fevvicvocin. 30 mg Desferri-ferricrocin wurden mit 5 ml
In Salzsiure im siedenden Wasserbad erwirmt. Die anfangs starke Farbreaktion mit methanoli-
scher Eisen(I11)-chlorid-Losung fiel schon nach 15 Min. negativ aus. Das Hydrolysat wurde einge-
dampft, mit je 3 ml Essigsdureanhydrid und Pyridin versetzt und mehrere Stunden stehenge-
lassen. Das im Vakuum eingedampfte Acetylierungsprodukt liess man 15 Std. mit methanolischer
Ammoniaklosung stehen und dampfte erneut ein. Der Riickstand wurde in Methanol mit 50 mg
Eisen(ITI)-chlorid umgesetzt. Nach der iiblichen Aufarbeitung erhielt man 27 mg rohen Eisen-
komplex, der nach papierchromatographischer Analyse in 2 Fliessmitteln Ferricrocin als Haupt-
produkt enthielt. Braune Verunreinigungen besassen Rf-Werte von weniger als 0,2.

Die Mikroanalysen wurden in unserem mikroanalytischen Laboratorium (Leitung W. MaANSER)
ausgefithrt.

SUMMARY

The structures of the fungal sideramines ferrichrysine and ferricrocine have been
determined with the exception of their amino-acid sequence. They are iron complexes
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of cyclic hexapeptides composed of 3 mols. d-N-acetyl-0-N-hydroxy-ornithine,
2 mols serine and 1 mol. glycine (ferrichrysine), resp. 3 mols. §-N-acetyl-6-N-hydroxy-
ornithine, 1 mol. serine and 2 mols. glycine (ferricrocine).

Organisch chemisches Laboratorium der
Eidg. Technischen Hochschule, Ziirich

216. Stoffwechselprodukte von Mikroorganismen
45. Mitteilung?)

Uber die Konstitution von Ferrirubin, Ferrirhodin und Ferrichrom A
von W. Keller-Schierlein
(13. VL. 63)

Ferrirubin wurde als Hauptkomponente von Sideramin-Gemischen aus mehreren
Aspergillaceen-Stimmen isoliert2?). Es bildet ein rotbraunes Pulver der Formel
C4Hg O, N Fe, das papierchromatographisch einheitlich ist und sich bei der Papier-
elektrophorese als neutrale Verbindung verhilt. Ein mit Ferrirubin isomeres und
ebenfalls neutrales Sideramin, das [Ferrirhodin, wurde als Nebenkomponente bei
der Isolierung von Ferricrocin aus zwei Stimmen der Gattung Aspergillus in Form
von rotbraunen Kristallen erhalten?). Diese beiden miteinander nahe verwandten
Sideramine unterscheiden sich von den frither untersuchten Sideraminen aus Pilzen,
dem Ferrichrom3), dem Ferrichrysin!) und dem Ferricrocin!) deutlich in ihren
spektroskopischen Eigenschaften. Die Absorptionsbande im Sichtbaren liegt um
etwa 20 my langwelliger als bei den genannten Verbindungen. Im UV. besitzen sie
eine hohe Absorptionsbande bei ca. 250 my, die bei Ferrichrom, Ferrichrysin und
Ferricrocin fehlt, und im » (CO)-Gebiet des IR.-Absorptionsspektrums fehlt bei Ferri-
rubin und Ferrirhodin ein Maximum bei ca. 1580 cm~! (vgl. Figur), das bei den
oben erwihnten Vertretern der Ferrichrom-Untergruppe vorhanden ist?).

Schon die ersten Abbauversuche zeigten aber, dass trotz dieser Unterschiede
eine nahe Beziehung zu den Sideraminen der Ferrichrom-Untergruppe bestehen
muss. In den Produkten der reduzierenden Hydrolyse fanden sich ndmlich die glei-
chen Aminosduren im gleichen molekularen Verhdltnis wie beim Ferrichrysin?).

Mit den beim Ferrichrysin erprobten Methoden — Hydrolyse der Desferri-Ver-
bindungen mit Salzsdure und anschliessende katalytische Reduktion der Hydroxyl-
aminogruppen bzw. reduzierende Hydrolyse der Sideramine mittels Jodwasserstoff-
sdure4) — konnte gezeigt werden, dass sich der Peptid-Teil sowohl des Ferrirubis

1y 44, Mitteilung: W. KELLER-SCHIERLEIN & A. DEER, Helv. 46, 1907 (1963).

?) H. ZAuNER, W. KELLER-ScHIERLEIN, R. HUTTER, K. HESs-LEISINGER & A. DEER, Arch.
Mikrobiol. 45, 119 (1963).

3) J. B. NEILANDS, J. Amer. chem. Soc. 74, 4846 (1952); T. EMERY & ]J.B. N E1LANDS, Nature
184, 1632 (1959); J. Amer. chem. Soc. 82, 3658 (1960); 83, 1626 (1961).

4) H. Bickir, G. E. Harr, W. KELLER-SCHIERLEIN, V. PRELOG, E. VIscHER & A. WETTSTEIN,
Helv. 43, 2129 (1960).





