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215. Stoffwechselprodukte von Mikroorganismen 

Zur Konstitution von Ferrichrysin und Ferricrocin 
von W. Keller - Schierlein und A. Deer 

(13. VI. 63) 

44. Mitteilungl) 

Vor einiger Zeit haben wir eine Reihe von Stammen der Familie der Aspergillaceae 
auf die Bildung von Sideraminen untersucht2). Neben den bekannten Verbindungen 
Ferrichrom3) und Coprogen4) wurden dabei mehrere neue Eisenkomplexe der 
Sideraminreihe au fge funden. 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 1R.-Ab- 
sorptionsspektren (s. Fig. 1) weichen nur geringfiigig voneinander ab, und auch die 
analytische Zusammensetzung zeigte nur sehr kleine Unterschiede. Auch in der 
biologischen Wirkung2) 5, war kein signifikanter Unterschied zwischen Ferrichrom, 
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Fig. 1. IR.-Absorptionsspektren in KBr  
Kurve 1 : Ferrichrysin ; Kurve 2 : Ferricrocin 

1) 43. Mitteilung: H. BICKEL, H. KEBERLE & E. VISCHER, Helv. 46, 1385 (1963). 
2) H. Z ~ H N E R ,  W. KELLER-SCHIERLEIN, R. HUTTER, K. HESS-LEISINGER & A. DEOR, Arch. 

3) J. B. NEILANDS, J. Amer. chem. Soc. 74, 4846 (1952). 
4) C. PIDACKS, A. R. WHITEHILL, B. L. HUTCHINGS, N. BOHONOS, L. M. PRUESS, C. W. HESSEL- 

5) H. ZAHNER, E. BACHMANN, R. HUTTER & J. NUESCH, Pathologia et Microbiologia 25, 708 

Mikrobiol. 45, 119 (1963). 

TINE & J. H. WILLIAMS, J.  Amer. chem. SOC. 75, 6064 (1953). 

(1962). 
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Ferrichrysin und Ferricrocin festzustellen. Sogar die papierchromatographischen 
Rf-Werte sowie das Verhalten der drei Verbindungen bei der CRAIG-Verteilung 
waren recht ahnlich ; immerhin liessen sie sich bei geeigneter Versuchsanordnung 
durch diese Kriterien mit Sicherheit voneinander unterscheiden 2). 

Das Ferrichrom ist von EMERY & NEILANDS~) eingehend chemisch untersucht worden. Als 
Eaustcine wurden 3 Mol. Essigslure, 3 Mol. Glycin, 3 Mol. 6-N-Hydroxy-L-ornithin und ein Eisen- 
(111) -Ion nachgewiesen. Durch Perjodsaure-Abbau der Desferri-Verbinclung wurde wahrscheinlich 
gemacht, dass die Essigsaurereste mit den Hydroxylaminogruppen der 8-N-Hydroxyornithin- 
Reste zu Hydroxamsauregruppen verbunden sind, die mit dem Eisen(II1)-Ion einen stabilen 
Komplex bilden. Da Ferrichrom weder freie Aminogruppen noch freie Carboxylgruppen besitzt, 
miissen samtlichc Amino- und Carboxylgruppen der Aminosauren in Peptidbindungen vorliegen, 
was nur moglich ist, wenn sie in einem Cyclopeptid-Ring angeordnet sind. Uber die Reihenfolge 
der Aminosaurereste im Ferrichrom besitzen wir noch keine sicheren Anhaltspunkte. Lediglich 
auf Grund von Modellbetrachtungen neigen EMERY & NEILANDS~) zur Ansicht, dass die Reihen- 
folge unregelmassig sei. Sie schlagen fur Ferrichrom die Konstitutionsformel (I) vor. 

T 

Die grosse Ahnlichkeit in den physikalischen und chemischen Eigenschaften von 
Ferrichrom, Ferrichrysin und Ferricrocin drangte die Vermutung auf, dass die 
beiden letzteren einen sehr ahnlichen 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 Hydroxamsauren sind. 

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

Ferricrocin, der dritte Vertreter dieser Untergruppe der Sideramine, wurde 
zwar als am haufigsten vorkommendes Sideramin bei Aspergillaceen aufgefundens). 
Seine Herstellung war aber schwieriger, da alle unsere Ferricrocin produzierenden 
Stamme diese Verbindung in relativ schlechter Ausbeute liefern. Die zur Verfugung 

B ,  T. EMERY & J. B. NEILANDS, J. Amcr. chem. SOC. 82, 3658 (1960); 83, 1626 (1961). 
7) H. BICKEL, G. E. HALL, W. KELLER-SCHIERLEIN. V. PRELOG, E. VISCHER & A. WETTSTEIN, 

Hclv. 43, 2129 (1960). 
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s tehende Menge erlaubte daher nur eine unvollstandige Untersuchung, die aber 
geniigte, die Beziehungen zum Ferrichrom und Ferrichrysin im wesentlichen abzu- 
klaren. 

Baustein-Analyse. Hydrolysen von Sideraminen in Form der intakten Eisen- 
komplexe rnit Chlorwasserstoffsaure haben fruher 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 7). Fur die Hydrolysen von Ferri- 
chrysin und Ferricrocin haben wir daher, in Anlehnung an die Arbeiten iiber Ferri- 
o~amine ' )~ )  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 wasserig-methano- 
lischer Losung herstellen. Der unlosliche Eisenkomplex des 8-Hydroxychinolins fie1 
dabei aus, und das iiberschiissige Reagens liess sich durch Ausschiitteln mit Chloro- 
form entfernen. Durch Eindampfen der wasserigen 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,O 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 mehrtagigen Trocknen im Vakuum hartnackig zuriickgehalten wird. 
Das Desferri-ferrichrysin gibt rnit Eisen(II1)-Ionen in guter Ausbeute das ursprung- 
liche Sideramin zuruck. 

Das Eisen(II1)-Ion liess sich auch durch kontinuierliche Extraktion einer Losung 
von Ferrichrysin in 6 N Salzsaure mittels Ather entfernen, wonach das Eisen(II1)- 
chlorid im atherischen Auszug, das Desferri-ferrichrysin in der wasserigen Phase 
gefunden wurde. Die Entfernung des Eisens nach dieser Methode ist eher voll- 
standiger als mittels 8-Hydroxychinolin. Doch ist die Desferri-Verbindung aus der 
stark sauren Losung schwer in unzersetzter Form zu isolieren. Diese Methode ist 
zu bevorzugen, wenn das Produkt ohne Isolierung unmittelbar hydrolysiert werden 
soll. 

Desferri-ferrichrysin wurde rnit starker Salzsaure energisch hydrolysiert. Um die 
relativ instabilen und noch wenig bekannten Hydroxylamin-Verbindungen zu um- 
gehen s, haben wir das Hydrolysegemisch katalytisch hydriert und die Aminosauren 
in Form ihrer kristallisierten 2,4-Dinitrophenylderivate isoliert. Es wurden die 
Derivate des L-Serins, L-Ornithins und Glycins aufgefunden und durch Misch- 
Smp., 1R.-Absorptionsspektren, Diinnschichtchromatographie und spezifische 
Drehung identifiziert. 

Serin, Glycin und Ornithin liessen sich in den hydrierten Hydrolysaten auch 
durch Ionenaustauscher-Chromatographie nach der Methode von MOORE & STEIN lo) 

nachweisen. Es zeigte sich aber, dass die Hydrolyse rnit Salzsaure eine quantitative 

8, W. KELLER-SCHIERLEIN & V. PRELOG, Helv. 44, 709, 1981 (1961); 45, 590 (1962). 
9, 6-N-Hydroxy-D, L-ornithin ist erst nach Abschluss dieses Teils unserer Arbeit synthetisiert 

lo) Ausfiihrung nach D. H. SPACKMAN, W. H. STEIN & S. MOORE, Analyt. Chemistry 30, 1190 
worden: S. ROGERS & J. B. NEILANDS, Biochemistry 2, 6 (1963). 

(1958). 
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Auswertung sehr unsicher macht. Sowohl die Werte fur Serin wie fur Ornithin 
schwankten stark und lagen z. T. erheblich unter den erwarteten Werten. Der 
Stickstoff, der durch teilweise Zersetzung dieser Aminosauren verloren ging, trat 
grosstenteils als Ammoniak in Erscheinung. Gut reproduzierbare Werte wurden 
dagegen erhalten, wenn die reduzierende Hydrolyse mit Jodwasserstoff durchge- 
fuhrt 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 Salzsaurehydrolysaten 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 Jodwasserstoffsaure 
kaum angegriffen, und auch das Ornithin wurde nahezu quantitativ erfasst. Der 
Ammoniak-Pik war in den Chromatogrammen von Jodwasserstoff-Hydrolysaten 
klein und uberschritt selten 0,l  Mol. Das gefundene Verhaltnis der Aminosauren 
in den Hydrolysaten von Ferrichrysin betrug in runden Zahlen : Glycin : Serin : Orni- 
thin = 2 : 2 : 3 .  

Das verfugbare Ferricrocin reichte nicht aus fur eine praparative Isolierung der 
Aminosauren bzw. ihrer DNP.-Derivate. Durch Papierchromatographie sowie durch 
Aminosaureanalyse nach MOORE & STEIN wurden dieselben Aminosauren nach- 
gewiesen wie beim Ferrichrysin. Das Verhaltnis 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 L-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. Essigsaure nachweisen und als kristallisierter P-Phenylphenacylester identi- 
fizierenll) , Im NMR.-Spektrum des Desferri-ferrichrysins lassen sich die drei Acetyl- 

Fig. 2. NMR.-Spektrunz uon Desfewi-terricrocin in D,O 

11) 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. a), Fig. 2 ) .  An derselben Stelle finden wir ein ebenfalls 9 Protonen entspre- 
chendes Singlett im Spektrum des Desferri-ferricrocins (Fig. 2 ) .  Die Essigsaure ist 
damit auch als Baustein des Ferricrocins bewiesen. 

Weitere Bruchstucke konnten wir in den Hydrolysegemischen nicht auffinden. 
Da sich die erwahnten Bausteine widerspruchsfrei zu Formeln fur das Ferrichrysin 
bzw. Ferricrocin zusammenfugen lassen (s. unten), die sowohl rnit der analytischen 
Zusammensetzung im Einklang sind wie auch die iibrigen chemischen Eigenschaften 
zwanglos erklaren 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 der Sideramine Ferrichrom, Ferrichvysin und Ferricrocin 

Sideramin L-Ornithin L-Serin Glycin Essigsaure 

Ferrichrom 3 0 3 3 
Ferricrocin 3 1 2 3 
Ferrichrysin 3 2 1 3 

Verknd$fungsart der Bausteine. Die nachgewiesenen Bausteine des Desferri- 
ferrichrysins bzw. -ferricrocins enthalten insgesamt 9 Carboxyl- und 9-Amino- 
Gruppen. Von den letzteren mussen, da rnit Eisen(II1)-Ion ein neutraler 1 : 1-Komplex 
entsteht, drei in hydroxylierter Form vorliegen und mit drei Carboxylgruppen zu 
Hydroxamsauregruppen verbunden sein. Vom Ferrichrom ist bekannt , dass die 
d-standigen Stickstoffatome der L-Ornithine und die Carboxylgruppen der Essig- 
sauren diese Funktionen ubernehmen. Da uns 8-N-Hydroxy-L-ornithin als Ver- 
gleichspraparat nicht zur Verfugung standR), haben wir den Beweis, dass dies auch 
beim Ferrichrysin der Fall ist, auf indirektem Weg erbracht. 

Im Desferri-ferrichrysin lassen sich die Hydroxamsaurebindungen vie1 leichter 
rnit Saure hydrolysieren als die Peptidbindungen. Es gelingt relativ leicht, Desferri- 
ferrichrysin (Partialformel 11) in der Weise zu spalten, dass die Hydroxamsaure- 
bindungen vollig hydrolysiert werden, wahrend die Peptidbindungen im wesent- 
lichen noch intakt sind. Das Reaktionsprodukt einer Hydrolyse rnit 1 N-Salzsaure, 
die wahrend ca. 20 Min. bei 95" durchgefuhrt wurde, war ein farbloses klebriges 
Harz, das nicht kristallisiert werden konnte. Dass das Produkt im wesentlichen 
aus dem Trihydrochlorid der Verbindung I11 besteht, geht aus folgendem hervor : 

1) Mit Eisen(II1)-chlorid entsteht keine Farbreaktion. Es konnen demnach keine 
Hydroxamsauregruppen vorhanden sein. 

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

3)  Das Hydrolyseprodukt I11 gibt rnit Triphenyltetrazoliumchlorid eine rote 
Farbreaktion, was das Vorhandensein freier Hydroxylaminogruppen anzeigt. 

4) In  NMR.-Spektrum fehlt das charakteristische Signal fur Acetylgruppen. 
Diese mussen daher hydrolytisch abgespalten worden sein. 
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5) Ein endgiiltiger Beweis dafiir, dass die Acetylgruppen am Aufbau der Hydro- 
xamsauregruppen beteiligt sind, und dass das restliche Gerust des Desferri-ferri- 
chrysins in der Verbindung I11 noch intakt ist, konnte dadurch erbracht werden, 
dass es gelang, das Abbauprodukt wieder in das urspriingliche Ferrichrysin zuruck- 
zufiihren. Das Partialhydrolysat I11 liess sich mit Essigsaureanhydrid und Pyridin 
acetylieren. Das nicht kristallisierbare Produkt gab mit Eisen( 111)-chlorid keine 
Farbreaktion. Es hatten sich somit offenbar die 0, N-Diacetyl-hydroxylamino- 
gruppen (vgl. IV) gebildet, was auch den Erfahrungen auf dem Gebiet der Ferri- 
oxamin-Synthesen 12) entspricht. Wahrscheinlich wurden auch die Hydroxylgruppen 
der Serinreste mindestens teilweise acetyliert. 

Bei der Behandlung des Acetylierungsproduktes (IV) rnit methanolischem 
Ammoniak wurden die 0-Acetylgruppen als Acetamid abgespalten (vgl. auch ') 
und 12) ) .  Das Produkt wurde nicht weiter gereinigt, sondern direkt in den Eisen- 
komplex ubergefuhrt. Aus dem tiefbraunen Reaktionsgemisch liess sich durch 
CRAIG-Verteilung ein kristallisiertes Sideramin gewinnen, das nach Smp., 1R.-Ab- 
sorptionsspektrum, Papierchromatographie, Verteilungskoeffizient und Gologkcher 
Wirkung rnit dem ursprunglichen Ferrichrysin identisch war. 

11 111 

0-CO-CH, i 
IV 

HOOC-CH-(CH,),-NH-(Z, 4-115 1') 
I 

4- - 
VII 

NH2 

V1 

Es sei nebenbei erwahnt, dass sich die gleiche Keaktionsfolge auch ausgehend 
von Ferrichrom durchfuhren liess und zum urspriinglichen Ferrichrom zuriick- 
fiihrte13). 

Die Stickstoffatome, die an den Hydroxamsaurebindungen beteiligt sind, 
konnten wir in folgender Weise festlegen: Das Produkt I11 der partiellen 
Hydrolyse von Desferri-ferrichrysin wurde in Feinsprit rnit Platin als Kataly- 
sator hydriert, wodurch erfahrungsgemass ') die Hydroxylaminogruppen zu Amino- 
gruppen reduziert wurden. Dementsprechend gab das Reduktionsprodukt V, das 
als harzartiges farbloses Hydrochlorid erhalten wurde, rnit Triphenyltetra- 
zoliumchlorid keine Farbreaktion. Das rohe Reduktionsprodukt setzte man in 
schwach alkalischer Losung mit 2,4-Dinitrofluorbenzol urn, wobei die freien Amino- 
gruppen markiert wurden. Entsprechend dem Verlauf der Reaktionsfolge (I1 + V) 

12) V. PRELOG & A. WALSER, Helv. 45, 631, 1732 (1962). 
13) W. KELLER-SCHIERLEIN, unver8ffentlicht. 
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muss es sich um diejenigen Stickstoffatome handeln, die urspriinglich Bestandteile 
der Hydroxamsauregruppen waren. Das rohe DNP-Derivat zeigte im Dunnschicht- 
chromatogramm ausser einer Hauptkomponente noch mehrere schwachere gelbe 
Flecke. Es handelt sich wahrscheinlich um Nebenprodukte, die durch teilweise 
Spaltung von Peptidbindungen wahrend 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 Aminosauren Glycin und Serin, die papierchromatographisch 
identifiziert wurden. Das Ornithin wurde als 6-DNP-Derivat erhalten. Die Identi- 
fizierung erfolgte als a-N-Benzoyl-6-N-DNP-L-ornithin durch Vergleich mit einem 
authentischen Praparat mittels Diinnschichtchr~matographie~~), Misch-Smp. und 
1R.-Absorptionsspektrum. Damit ist der Beweis erbracht, dass die Essigsaurereste 
mit den &Stickstoffatomen der Ornithinreste, die in der Hydroxylaminstufe vor- 
liegen, hydroxamsaureartig verbunden sind. 

Die Essigsauren mussen auch beim Ferricrocin die Hydroxamsauregruppen 
bilden, da ein Partialhydrolysat aus Desferri-ferricrocin beim analogen Aufbau 
mittels Esssigsaureanhydrid ebenfalls das ursprungliche Ferricrocin gab. 

Weitere funktionelle Gruppen der Bausteine, namlich die Carboxylgruppen und 
die a-Aminogruppen der 6-Aminosauren, mussen samtliche peptidartig gebunden 
sein. Ferrichrysin ist namlich elektrophoretisch neutral und enthalt demnach keine 
freien Carboxyl- und Amino-Gruppen. Dies ist nur moglich, wenn die Aminosauren 
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 namlich 
leicht, das Ferrichrysin in Methanol durch Umsetzung mit einem grossen ifber- 
schuss Essigsaureanhydrid 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 S = 2,08 ppm kommt, das 
den beiden 0-Acetylgruppen zugeordnet werden muss. Die Hydroxylgruppe des 
Serinrestes kann auch beim Ferricrocin nicht verestert oder verathert 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 6 ) .  Fur 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 ubereinstimmende Eigenschaften aufweist. 
Ferricrocin kann gemass seiner Bausteinanalyse als eine Zwischenform von Ferri- 
chrom und Ferrichrysin angesehen werden (vgl. Tabelle 1). 

Unaufgeklart ist bisher - sowohl beim Ferrichrom wie auch beim Ferrichrysin 
und Ferricrocin - die Sequenz der Aminosauren im Cyclopeptid-Ring. Fur Ferri- 

14) M. BRENNER, A. NIEDERWIESER & G. PATAKI, Expcrientia 17, 145 (1961). 
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chrom (allgemeine Formel A,B,) sind vier Anordnungen der Aminosauren mijglich 
(s. Fig. 3), von denen der Formelvorschlag von EMERY & NEILANDS~)  (I) eine Mog- 
lichkeit representiert . Fur Ferrichrysin und Ferricrocin (allgemeine Formel A,B,C) 
sind sogar je 10 Moglichkeiten der Verknupfung vorhanden, da sich von den all- 
gemeinen Formeln a, b und c (Fig. 3) je drei, von der Formel d ein Sequenz-isomeres 
fur A,B,C ableiten lassen. 

Sequenzanalysen bei Polypeptiden sind bisher vorwiegend durch partielle saure 
oder enzymatische Hydrolyse und Bestimmung kleiner Bruchstucke (vor allem Di- 
und Tripeptide) durchgefuhrt worden. Uberlegungen uber die theoretisch moglichen 
Di- und Tripeptide, die aus den 10 moglichen Aminosauresequenzen des Ferri- 
chrysins entstehen konnen, zeigen, dass sich die meisten dieser Bruchstucke aus 
mehreren verschiedenen Sequenzen ableiten konnen. Es ware notwendig, eine 
grossere Anzahl der theoretisch moglichen Di- und Tripeptide zu erfassen, um eine 
eindeutige Sequenzbestimmung vornehmen zu konnen. Die Erfahrungen zeigen aber, 
dass gewisse Peptidbindungen bevorzugt hydrolysiert werden, so dass gewohnlich 
nur eine Auswahl der theoretisch moglichen Bruchstucke entsteht, was aber beim 
Ferrichrysin hochstens den Ausschluss einzelner Sequenzen, nicht aber eine ein- 
deutige Sequenzzuordnung erlauben wurde. 

A + A - t A  A - - t A + B  A - - t A + B  A - t B - t A  
I' 4 . T .  $ 1 .  $ I '  J. 
B t l 5 t B  B t B t A  B t A t B  I3 + A +- I3 

a b C d 

Fig. 3. Mijglichkezten der Rilzgverkniipfwg volz Cyclopeptiden der allgemeznen Formel 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 uberhaupt keine niedrigen Peptidbruchstiicke in nachweis- 
barer Menge gebildet wurden. Schon die ersten ninhydrinpositiven Bruchstucke, 
die sich papierchromatographisch nachweisen liessen, waren die Aminosauren. 
Offenbar wird ein offenkettiges Peptid, das sich durch Spaltung einer Ringbindung 

HOCH? 

\ co 

CH--(CH$3-N-O- Fe3+ O==C--CH3 CH-R I 

VIIIn:  R=CH,OH b: R = H  
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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 Aminosaurefolge in den Pilzsideraminen aufzuklaren, woriiber wir spater be- 
richten werden. Als Beispiel, das fur die je 10 moglichen Aminosauresequenzen 
stehen soll, schreiben wir in den Formeln VIIIa und b diejenigen Sequenzen fur 
Ferrichrysin und Ferricrocin, die sich aus einem regelmassigen Cyclohexapeptid 
ableiten. 

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

Tabclle 2 .  A I M  Ii.-Spektrum von Desferrz-ferricrocin in D,O 

8 (ppm) Anzahl H Zuordnung 
_____ _ _ _ ~  ~ 

1,75 12 8- und yCH, in 8-N-Hydroxyornithin 
2,14 9 3 CH,-CO-Gruppen 

(3,34 - Methanol) 
3,63 6 6-CH, in 8-N-Hydroxyornithin 
3,97 6 CH, in Glycin und Serin 
4,35 4 a-CH in Serin und 8-N-Hydroxyornithin 

I h r  CIBA AKTIENGESELLSCHAFT, Basel, danken wir fur die Unterstutznng dieser Arbeit. Die 
Rohproduktc wurden von Herrn Dr. H. ZAHNER (Institut fur spczielle Botanik der ETH, Zurich) 
bcrcitet, wofur ihm unser Dank ausgcsprochen sei. 

Experimenteller Teil 
Allgemeines. .- Die Absorptionsspektren im UV. und im Sichtbarcn wurden mit einem BECK- 

MAN-Spektrographen, Modell DK 1, die 1R.-Absorptionsspektren rnit einem PERKIN-ELMER- 
Spektrographen, Modell 21, aufgenommen. - Die NMR.-Spektren wurden rnit einem VARIAN- 
Spektromctcr, Modell A-60, aufgenommen. Als interne Referenz diente in D,O Trimcthylsilyl- 
athansulfonat. Chemische Verschiebungen sind in S-Werten, Spin- Spin-Wechselwirkungen in cps 
angegeben. Es bedeuten: s = Singlett, d = Dublett, t = Triplett, q = Quadruplett, b = brcite, 
nicht aufgeloste Signalhaufen. 

Alle A nalysenproben wurden im Schweinchen cingcwogen und ubcr P,05 nachgetroclmet. Die 
Smp. wurden unter dem Mikroskop bestimmt und sind korrigiert. Molekulargewzchte wurden 
thermoclcktrisch in Methanol bestimmt. 

Ferrichrysin. - Isolierung. Das Rohferrichrysin wurde aus Kulturen von Aspergallus melleus 
Stamm ETH M 2853, durch Extraktion mit Phenol-Chloroform (1 kg: 11) gewonnen. Die Phenol- 
Chloroform-Auszuge wurden rnit dem doppelten Volurnen Ather versetzt und mit Wasser mehr- 
mals ausgeschiittelt. Die rnit Ather gewaschenen wiisserigen Ausziige gaben beim Lyophilisieren 
das Rohprodukt als braunes lockeres F’ulver. 9,l g eines solchen Rohproduktes, das aus ca. 20 1 
Kulturfiltrat erhalten worden war, wurden durch CRAIG-Verteilung uber 145 Stufen weiter ge- 
reinigt. Als Losungsmittelsystem wurde ein Gemisch aus 9 Teilen n-Butanol, 9 Teilen Benzyl- 
alkohol, 15 Teilen 0 , 0 0 1 ~  wass. Salzsaure und 15 Teilen gesatt. wass. Natriumchlorid-Losung vcr- 
wendet. Die Fraktionen 65-90, die die Hauptmenge des rotbraunen Farbstoffes enthielten, wurden 
vereinigt, mit Ather verdiinnt, und die wasserige Schicht abgetrennt. Die organische Ltisung 
wurde noch dreimal rnit Wasser ansgezogen, wobei der Farbstoff vollstandig in die untere Phase 
ging. Die vereinigten waserigen Ausziige wurden mit ca. 10% Natriumchlorid vcrsetzt und drci- 
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ma1 rnit Phenol-Chloroform ausgeschiittelt. Die rnit 10-proz. Kochsalzlosung gewaschenen truben 
Ausziigc wurden an einer Saule aus 20 g Celite geklart, rnit Clem doppelten Volumen Ather ver- 
diinnt und mehrmals rnit dest. Wasscr ausgeschiittelt. Die wasserigcn Ausziige, die das gesamte 
Pigment enthielten, wusch man dreimal rnit Athcr und dampfte dic Losung im Vakuum ein. 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. 

C,,H,,0,4NgFe Ber. C 43,50 I< 5,79 N 15,74 Fc 6,98% Mol-G. 800.6 
Gef. ,, 43,25 ,, 6,Ol ,, l5,69 ,, 6,68% ,, ,, 870,5 

1R:Absorptionsspektrum in KBr : s. Fig. 1, Kurve 1. UV.-Absorptionsspektrum in Fcinsprit : 
hohe Endabsorption bei 220 mp (logc iibcr 4) ; A,,, 430 nip (logc = 3,48). Papierchromatographi- 
sches Verhalten s. 2). 

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

C29H49014Ng Ber. C 46,57 H 6,60 N 16,84y0 Gef. C 46,36 H 6,98 N 15,65; 17,90y0 

Desace2yl-desferri-ferrichrysin-trihydrochlo~id. 870 mg Desferri-ferrichrysin wurden mit 50 ml 
1~ Chlorwasserstoffsaurc im siedenden Wasserbad erhitzt. In Abstanden von ca. 5 Min. wurde je 
ein Tropfen der Losung auf dcr Tiipfelplatte rnit 2 Tropfen 2-proz. methanolischer Eisen(II1) - 
chlorid-Losung vereinigt. Anfangs entstand eine intcnsive violette Farbreaktion, die rnit fort- 
laufendcr Hydrolyse schwacher wurde. Nach 20 Min. trat keinc Farbreaktion mehr ein. Die Losung 
wurde im Vakuum zur Trockne eingedampft und gab 979 mg eines hygroskopischen farblosen 
Harzes. Die Eisen(II1)-chlorid-Reaktion war negativ uncl im NMR.-Spektrum fchlte ein Signal fur 
die Acetylgruppen bei ca. 2,1 ppm. 

C,,H,,O,,N,, 3HC1 Bcr. C 37,80 11 5,93 N 15,87 Cl 14,55% 
Gcf. ,, 3734 ,, 6.70 ,, 16,13 ,, 14,50% 

' Ferrichrysin durch Partialsynthcse. 920 mg dcs obigen Trihydrochlorids wurden mit je 10 in1 
Essigsaureanhydrid und Pyridin iiber Nacht stehengelassen und dann im Vakuum zur Trockne 
eingedampft. Den Ruckstand loste man in 100 ml kaltgesattigter methanolischer Ammoniaklosung 
und darnpftc nach 5 Std. erneut ein. Den Ruckstand nahm man in 100ml Methanol auf und fiigte 
800 mg Eisen(II1)-chlorid in 20 ml Methanol hinzu, worauf sofort eine tiefe violctte Farbung ent- 
stand. Die Losung wurde durch portionenwcise Zugabc von krist. Natriumacetat gepuffert, bis dic 
Farbe nach orangebraun umschlug. Nach 1-stdg. Stchen wurde im Vakuum eingedampft und der 
Riickstand in 150 ml Wasser gelost. Nach dem Hinzugeben von ca. 15 g Natriumchlorid wurde 
durch iibliche Aufarbeitung mittels Phenol-Chloroform 760 mg Rohprodukt erhalten, das durch 
eine CRAIG-Verteilung rnit 50 Uberfiihrungen im oben angegebenen Losungsmittelgemisch ge- 
reinigt wurde. llas Hauptprodukt gab ein Verteilungsmaxiinum in Stufe 19 (K = 0,64). Aus den 
Fraktionen 13-28 wurden nach der Aufarbcitung 330 mg reines Ferrichrysin erhalten, das aus 
Athanol umkristallisiert und durch 1R.-Absorptionsspektrum und Papierchromatographie identi- 
fiziert wurde. 

Saure Hydrolyse. - a) Mat Chlor~asserstoffsaure. 10 mg Ferrichrysin wurden in 1 ml 6~ Salz- 
saure gelost und das Eisen(II1)-chlorid durch kontinuierliche Extraktion mit Ather entfernt. Zum 
w&scrigcn Ruckstand fiigte man noch 0,3  mg konz. Salzsaure und hydrolysierte im zugeschmol- 
zenen Rohr iiber Nacht bei 110". Das Hydrolyseprodukt wurde im Vakuum eingedampft, der 
Riickstand in 2 Tropfen Wasser gelost und rnit 3 ml Feinsprit verdiinnt. Die Losung wurde darauf 
zu einer Suspension von 20 mg vorhydriertem Platinoxid in 3 ml Feinsprit gegeben und wahrend 
15 Std. hydriert. Der Eindampfriickstand der vom Katalysator abfiltrierten Losung enthielt nach 
papierchromatographischer Analyse Serin, Glycin und Omithin, aber kein Alanin. Bei der Ionen- 
austauschcr-Chromatographie nach MOORE & STEIN~O) liess sich ausserdem noch eine betrachtliche 
Menge Ammoniak nachweisen. 
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b) Mat Jodwasserstoffsuure. 10 mg Ferrichrysin wurden mit 1 ml 57-proz. Jodwasserstoffsaure 
bei 110' uber Nacht hydrolysiert. Das Produkt wurde mehrmals nach Zugabe von etwas Wasser 
zur Trockne verdampft und der fast farblose Riickstand in 10 ml Wasser gelost. Proben A 1 ml 
wurden im Aminosaureanalysator nach MOORE & STEIN untersucht. Es wurden Serin, Glycin, 
Alanin, Ornithin und ilmmoniak im molaren Verhaltnis 0,24 : 1,OO : 1,50 : 2,91 : 0,09 gefunden. 

c) Praparatave Isolaevung der Aminosaure. 500 mg Desferri-ferrichrysin wurden rnit 6~ Salz- 
saure hydrolysiert und das Hydrolyseprodukt wie oben mit Platinoxid in Feinsprit hydriert. Dcr 
Eindampfungsruckstand der Hydrierungslosung wurde in 15 ml Wasser geldst und rnit 500 mg 
Natriumhydrogencarbonat versctzt. Zu dieser Losung wurden 500 mg 2,4-Dinitrofluorbenzol in 
20 ml Alkohol gegeben. Nach 2-stdg. Schiitteln wurde der Alkohol im Vakuum abgetrieben und die 
wasserige Losung zur Entfernung des iiberschussigen 2,4-Dinitrofluorbenzols mit Ather ausge- 
schiittelt. Die wasserige Losung wurde darauf rnit Salzsaure angesauert und mit Ather-Essigester 
(2: 1) ausgeschuttelt. Nach dem Waschen rnit Wasser und Trocknen rnit Natriumsulfat wurde der 
Extrakt eingedampft, wobei 1 , O l  g eines gelben Harzes zuriickblieben. Ein Dunnschichtchromato- 
gramm dieses Rohproduktes mit Chloroform-Benzylalkohol-Eisessig (70 : 30 : 3) 15) zeigte drei 
Flecke, die den DNP-Derivaten von Serin (Rf 0,24), Glycin (0,Sl) und Ornithin (0,58) entsprachen. 
Fur die praparativc Trennung wurden 50 g Kieselgel und 20 g Wasser gut verrieben und als Auf- 
schlammung in Butanol-Chloroform (5 : 95) le) in eine Chromatographiersaule eingefullt. Das DNP- 
Aminosauregemisch wurde in wenig Chloroform-Butanol (95 : 5) gelost auf die Saule aufgetragen 
und rnit 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 Kieselgelsaule mit Eisessig-Aceton- 
Ligroin (12 : 6: 82) 17) aufgctrennt und gab 230 mg einhcitliches Bis-DNP-ornithin und 60 mg DNF- 
Glycin. 

N-(2,4-DinitrophenyZ)-serin. Das Serin-Derivat wurde aus Methanol-Wasser umkristallisiert. 
Gelbe Kristalle vom Smp. 199-200". [a], = - 20,4" in Aceton. Ein authentisches Vergleichspra- 
parat aus L-Scrin schmolz bei 200-201" und zeigte ein [zln von - 20,4O. Es war rnit dem Abbau- 
produkt identisch nach Misch-Smp.. 1R.-Absorptionsspektrum und Rf im Diinnschichtchromato- 
gramm. 

N ,  N'-Bis-(2,4-dinilrophenyZ)-ovnithin. Smp. nach Umkristallisation aus  Aceton-Petrolather 
156-157'. [a],, = - 91,s' in Aceton. Das Derivat stimmte in allen Eigenschaften rnit einer Ver- 
gleichsprobe aus  authentischem L-Ornithin iiberein. 

N- (2,4-DznitrophenyZ) -gZycin. Gelbe Kristalle aus Methanol-Wasser, Smp. 202-203". Nach 
Misch- Smp., 1R.-Absorptionsspektrum und Rf identisch rnit einer Vergleichsprobe. 

d) Bestimmung derfluchtigen Sitwell). 161 mg Desferri-femchrysin wurden mit 15 ml 10-proz. 
Schwefelsaure 30 Min. unter Riickfluss gekocht und die fluchtige Saure mit Wasser abdestilliert. 
Das Destillat verbrauchte zur Neutralisation (Phenolphthalein) 8.1 ml 0 , l ~  Natronlauge. Die 
neutralisierte Losung wurde im Vakuum zur Trocknc eingedampft und der Riickstand in Alkohol 
rnit p-Phenylphenacylbromid 30 Min. gekocht. Der Eindampfruckstand der Reaktionslosung 
wurde zwischen Wasser und Benzol verteilt, die Benzollosung gewaschen, getrocknet und einge- 
dampft. Dcr Ester wurde durch Kristallisation aus Ather-Petrolather und Sublimation im Hoch- 
vakuum gereinigt und schmolz bei 112,5". Nach Misch-Smp. und 1R.-Absorptionsspektrum 
handeltc es sich um p-Phenylphenacyl-acetat. 

Cyclohexa~eptid-trihydrochzovid (Om,, Sev,, Gly).  200 mg Desacetyl-desferri-ferrichrysin-tri- 
hydrochlorid wurdcn in 10 ml 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 crhielt man 180 mg eines farblosen klebrigen Harzes. Im  Gegensatz zum 
Ausgangsmaterial zeigte das Produkt keine Farbreaktion rnit Triphenyltetrazoliumchlorid. 

C,,H,,O,N,, 3HC1 Ber. C1 15,57% Gef. C1 17,84% 
NMR.-Spektrum in D,O: 6 = 1,84 ppm (b, 12 H ;  p- und y-CH, in Om); 6 = 3,OO ppm (b ,  

1 angedeutet, 6 H ;  6-CH, in Om);  6 = 3,92 ppm (b ,  6 H:  CH, in Gly sowie B-CH, in Ser); rS = 
4.35 ppm (b, 5 H ;  N-CH in Om und Ser). 

15) F. SANGER, Biochem. J .  40, 261 (1946). 
16) F. SANGER, Biochem. J. 45, 563 (1949). 
17) F. CH. GREEN & L. M. KAY, Analyt. Chemistry 24, 726 (1952). 
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2,4-Dinitro$henylderivat des Cyclohexapeptids. 500 mg Cyclohexapeptid-trihydrochlorid wur- 
den in 10 ml Wasscr gelost und rnit 500 mg Natriumhydrogencarbonat versetzt. Nach der Zugabe 
von 400 mg 2,4-Dinitrofluorbenzol in 10 ml Alkohol wurde 2 Std. geschiittelt, wobei das unlosliche 
Umsetzungsprodukt als gelbes Pulver ausfiel. Nach dem hnsauern wurde der Nicderschlag ab- 
zcntrifugiert und griindlich rnit Wasser, Alkohol und Ather gewaschen. Ausbeute 750 mg. - Das 
Diinnschichtchromatogramm (Acetoxi-Eisessig 9 : 1) zeigte, dass neben einem Hauptprodukt ca. 6 
Webenprodukte vorhanden waren. Fur die praparative Trennung wurden 100 mg des Rohproduktes 
an Kieselgel rnit Eisessig-Aceton-Benzol (3 : 15 : 82) la) chromatographiert ; nach Abtrennung der 
Nebenproduktc erhielt man 20 mg Hauptprodukt als chromatographisch einheitliches gelbes 
Pulver. 

S-h7-(Z, d-uinztrophenyl)-ornithzn. 20 mg des chromatographisch gereinigten DNP-Peptids 
wurden in 5 ml konz. Salzsaure und 5 ml Eisessig gelost und im zugeschmolzenen Rohr bei 110' 
hydrolysiert. Nach dem Einclampfen der Losung wurde der Riickstand in 3 m l 1 ~  Salzsaure gelost 
und an einer Kolonne &us 40 g Talk rnit 1~ Salzsaure als Eluierungsmittel chromatographiert. Uas 
iarblose Eluat (400 ml) wurde eingcdampft. l)er Riickstand enthielt nach dem Papierchromato- 
gramm Serin und Glycin, aber kein Ornithin. 

Das gelbe DNP-Ornithin liess sich aus dcr Kolonne rnit lN-Salzs~ure-Athylalkohol (1 : 1) 
eluieren. Durch Eindampfen und Kristallisation aus 1~ Salzsdure erhielt man 6 mg krist. 6-N- 
(2,4-Dinitrophenyl)-ornithin-hydrochlorid vom Smp. 218", das sich bei cler Diinnschichtchromato- 
graphic 14) wie cine authentische Vergleichsprobe verhiclt. 

30 mg in gleicher Weise hergestclltes Hydrochlorid wurden in 5 ml Wasser gelost, in mehreren 
Portioncn mit total 5 ml Natronlauge und 20 mg Benzoylchlorid versetzt und 2 Std. geschiittclt. 
Die mit Salzsaure angesauerte Losung wurde zunachst mit Ather, dann mit khylacetat ausge- 
schiittelt. Die Atherlosung enthielt die Benzoesaure, das Athylacctat das gelbe Benzoylierungs- 
produkt, das aus Aceton-Petrolather umkristallisiert wurde. Man erhielt 25 mg (70% d. Th.) gelbe 
Kristalle vom Snip. 208-209". Eine Vergleichsprobc wurde durch Benzoylierung von authenti- 
schcm &2,4-Dinitrophenyl-~-ornithin bercitet und schmolz, wie auch die Mischprobc, bei 209-210". 

C,,H1,O,N, Ber. C 53,73 H 4,51% Gef. C 53,48 H 457% 
Im Diinnschichtchromatogramm rnit n-Propanol - 34-proz. Ammoniak (7 : 3 )  14) besassen beidc 

Praparate den gleichen Rf-Wert von 0,75 und gaben ubereinstimmende IR.-4bsorptionsspektren. 
a-N-(2,4-Dinitvopheny1)-8-N-benzoyl-~-ornithin. Zum Vergleich wurde auch dieses Isomere 

hergestellt. 300 mg L-Ornithin-monohydrochlorid wurden in 15 ml heissem Wasser gelost. Naeh 
kurzem hufkochen rnit eincm flberschuss an Kupfer(I1)-carbonat wurde filtricrt. Nach dem Er- 
kalten machte man mit 6 ml 1~ Natronlauge alkalisch. Darauf wurde die Lasung mit 390 mg 
Benzoylchlorid 2 Std. geschiittelt. Der unlosliche Kupferkomplex des 8-N-Benzoyl-L-ornithins 
wurde abfiltriert, in 10 ml Wasser suspendiert und durch Einleiten von Schwefelwasserstoff in das 
heisse Gemisch der Kupferkomplex zersetzt. Die vom Kupfersulfid abfiltrierte Losung wurde auf 
ca. 5 ml eingccngt, worauf 140 mg 6-N-Benzoyl-L-ornithin ausfielen. Der Niederschlag wurde zu- 
sammen rnit 300 mg Natriumhydrogencarbonat in ca. 5 ml Wasser gelost. Nach der Zugabe von 
0,2 ml (300 mg) 2,4-Dinitrofluorbenzol in 4 ml Wthanol wurde 2 Std. geschuttelt und darauf der 
Alkohol im Vakuum abgedampft. Das iiberschussige Reagens wurde durch Ausschiitteln rnit 
Ather entfernt. Nach dem Ansauern der wasserigen Losung fie1 das a-N-(2, 4-LXnitrophenyl)-6-N- 
benzoyl-L-ornithin als amorphes Pulver aus 15). Nach dern Umkristallisieren aus Aceton-Petrol- 
Bther bildete es gelbe Nadeln vom Smp. 177-178". Ausbeute 200 mg (28y0 d. Th.). 

Mit demselben Fliessmittcl wie oben besass das Produkt im niinnsehichtchromatogramm 
Rf = 039. Das 1R.-Absorptionsspektrum ist von dern des oben beschriebenen Isomeren deutlich 
verschietlcn. 

Bei der Hydrolyse rnit je 2 ml Eisessig und konz. Salzsaure bei 105" (100 Std.) wurde das 
bckannte a-(2,4-Dinitrophenyl)-~-ornithin~~) vom Smp. 225" erhalten. 

Di-O-Acetyl-ferrichryszn. 500 mg Ferrichrysin wurden in 5 ml Methanol gelost und 10 ml Essig- 
saureanhydrid zugefugt. Die Losung wurde kurz auf 60" erwarmt und dann 5 Tage stehengelassen. 
Nachhcr wurde im Vakuum zur Trockne verdampft und der Riickstand aus absol. Alkohol und 
Ather umkristallisicrt. Man erhielt 480 mg braunes Pulver vom Smp. 223" (Zers.). 1R.-Absorptions- 
spektrum in KBr: v (CO) 1735 cm-l (Estercarbonyl), 1665, 1582 und 1520 cm-l. - Papierchromato- 

la) W. A. SCHROEDER & L. R. HOXNEN, J. Amer. chem. SOC. 75, 4615 (1953). 
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graphie im System 11,): Rf 0,55 (Ferrichrysin im direkten Vergleich 0,34). - Dic biologische 
Wirkung im Antagqnismus-Test ist ca. lOmal gcringer als die des Ferrichrysins. 

Di-0-acetyl-desferri-ferrichrysin. 100 mg des obigcn Acetylierungsproduktes wurdcn in 5 ml 
Wasser gelost uncl mit 3 ml einer 10-proz. Losung von 8--Hydroxychinolin in Methanol 24 Std. ge 
riihrt. Das vom schwarzcn Kiedcrschlag abgetrcnntc Filtrat wurde mchrmals mit Chloroform 
ausgeschuttelt. Die wasserige Losung hinterliess beim Eindampfen im Vakuum 85 mg farbloscs 
amorphcs Pulvcr. - 1R.-Absorptionsspektrum in KBr. (CO) 1739, 1653, 1530 cm-l. NMR.- 
Spcktrum in D,O: cE = I ,77 ppm (b, .12 H ;  B- und y-CH, in Om.) ; 6 = 2,08 ppm (s, 6 H ;  2 O-Acctyl- 
gruppcn); S = 2,14 ppm (s. 9 H; 3 N-AceLylgruppen). Die Signale von 17 Protoncn liegcn in 5 
brciten Haufen zwischen 6 = 3,s und 4,6 pprn \vie bcim Desferri-ferrichrysin. 

Ferricrocin. - Isolierung. 10,6 g roher Chloroform-Phenol-Extrakt aus  20 1 Kulturfiltrat von 
Aspergillus versicolor, Stamm ETH M 3636, tvurden einer CRAIG-Verteilung rnit 137 Uberfiihrungen 
unterzogen. Man verwendete das gleiche Losungsmittelsystem wie beim Ferrichrysin. Es bildeten 
sich zwei rotbraune Vcrteilungsmaxima rnit r,,, = 52 (K = 0,61) und rmar = 121 (K = 7,3). Das 
zwcite Maximum kommt dem Ferrirhodin zu, woriibcr in einer spateren Abhandlung berichtet 
wcrden wird. Die Fraktioncn 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 
Kristallchcn erhalten wurdc, die bci ca. 250" ohnc zu schmclzcn schwarz wurden. Zur Analyse 
wurde zweimal umkristallisiert und uber P,O, gctrocknet. 

C,,H,40,,N,Fe Ber. C 43,65 H 5,76 N 16,36 Fe 7,25% 
Gef. ,, 43,99 ,, 5.58 ,) 15.98 ,, 7,37% 

1R.-Absorptionsspcktrum in KBr: s. Fig. 1, Kurve 2. UV.-Absorptionsspektrum in Feinsprit : 
hohe Endabsorption bci 220 mp (logs iiber 4) ; A,,, 430 mp, logs = 3,42. Papierchromatographi- 
schcs Verhalten s. 2). - Die biologischc Wirkung im Antagonismus-Test ist qualitativ und quantita- 
tiv gleich wic die des Ferrichroms und Ferrichrysins. 

Desferri-ferricrocin. 740 mg Ferricrocin in 30 ml Wasser wurdcn rnit 1,0 g 8-Hydroxychinolin 
in 10 ml Methanol 24 Std. bei Zimmertemperatur geriihrt. Die vom schwarzen Niederschlag ab- 
filtricrte Losung wurde viermal rnit Chloroform ausgeschiittelt. Durch Eindampfcn der wasscrigen 
Losung im Vakuum erhielt man 675 mg eines farblosen amorphen Pulvers. NMR.-Spcktrum in 
D,O s. Fig. 2. 

C28H41013N9 Ber. C 46.85 H 6,60 N 17,65% Gcf. C 46,97 H 6,74 N 17,48% 

Saure Hydrolysen. 12 mg Ferricrocin und 1 ml 57-proz. Jodmasserstoffsaure wurden 8 Std. im 
zugeschmolzcnen Rohr bei 110" hydrolysiert. Nach mehrmaligem Eindampfen mit ctwas Wasscr 
wurdc ein farbloscr Riickstand erhalten, desscn Aminosaureanalyse nach MOORE & STEIN lo) die 
Anwesenhcit von Serin, Glycin, Alanin, Ornithin und Ammoniak im molekularen Verhaltnis 
0,25 : 2,OO : 0,68 : 3,05 : 0,04 ergab (Glycin willkiirlich als 2,OO gesctzt). 

Wenn die Hydrolyse von Desferri-ferricrocin rnit 6~ Salzsuure durchgefuhrt wurdc, crhielt 
man nach dcr katalytischen Reduktion cin Gcmisch, in dem sich Scrin, Glycin, Ornithin und 
Rmmoniak, nicht aber Alanin nachwcisen licssen. 

Partial-A bbau und Partialsynthese von Ferricrocin. 30 mg Desfcrri-ferricrocin wurden mit 5 ml 
1~ Salzsaure im siedenden Wasserbad erwarmt. Die anfangs starke Farbrcaktion rnit mcthanoli- 
schcr Eisen(II1)-chlorid-Lsung fie1 schon nach 15 Min. ncgativ aus. Das Hydrolysat wurde einge- 
dampft, mit je 3 ml Essigsaurcanhydrid und Pyridin vcrsetzt und mehrere Stunden stehenge- 
lasscn. Das im Vakuum eingedampfte Acetylierungsprodukt liess man 15 Std. mit mcthanolischer 
Ammoniaklosung stehen und dampfte crneut ein. Der Riickstand wurdc in Methanol mit 50 mg 
Eiscn(II1)-chlorid umgesetzt. Nach der iiblichen Aufarbeitung crhielt man 27 mg rohen Eisen- 
komplex, der nach papierchromatographischer Analyse in 2 Fliessmitteln Ferricrocin als Haupt- 
produkt cnthielt. Braune Verunreinigungen besasscn Rf-Werte von wenigcr als 0 , Z .  

Die Mikroanalysen wurden in unserem mikroanalytischen Laboratorium (Lcitung W. XANSER) 
ausgef iihr t . 

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-&N-hydroxy-ornithine, 
2 mols serine and 1 mol. glycine (ferrichrysine), resp. 3 mols. 6-N-acetyl-6-N-hydroxy- 
ornithine, 1 mol. serine and 2 mols. glycine (ferricrocine). 

Organisch chemisches Laboratorium der 
Eidg. Technischen Hochschule, Zurich 

216. Stoffwechselprodukte von Mikroorganismen 

ober die Konstitution von Ferrirubin, Ferrirhodin und Ferrichrom A 
von W . Keller - Schierlein 

(13. VI. 63) 

45. Mitteilungl) 

Ferrirubin wurde als Hauptkomponente von Sideramin-Gemischen aus mehreren 
Aspergillaceen-Stammen isoliert 2). Es bildet ein rotbraunes Pulver der Formel 
C,,H,,017N,Fe, das papierchromatographisch einheitlich ist und sich bei der Papier- 
elektrophorese als neutrale Verbindung verhali. Ein mit Ferrirubin isomeres und 
ebenfalls neutrales Sideramin, das Ferrirhodin, wurde als Nebenkomponente bei 
der Isolierung von Fenicrocin aus zwei Stammen der Gattung Asfiergil1u.s in Form 
von rotbraunen Kristallen erhalten z ) .  Diese beiden miteinander nahe verwandten 
Sideramine unterscheiden sich von den fruher untersuchten Sideraminen aus Pilzen, 
dem Ferrichrom3), dern Ferrichrysinl) und dem Ferricrocinl) deutlich in ihren 
spektroskopischen Eigenschaften. Die Absorptionsbande im Sichtbaren liegt um 
etwa 20 mp langwelliger als bei den genannten Verbindungen. Im UV. besitzen sie 
eine hohe Absorptionsbande bei ca. 250 mp, die bei Ferrichrom, Ferrichrysin und 
Ferricrocin fehlt, und im Y (C0)-Gebiet des 1R.-Absorptionsspektrums fehlt bei Ferri- 
rubin und Ferrirhodin ein Maximum bei ca. 1580 cm-I (vgl. Figur), das bei den 
oben envahnten Vertretern der Ferrichrom-Untergruppe vorhanden ist I). 

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 namlich die glei- 
chen Aminosauren im gleichen molekularen Verhaltnis wie beim Ferrichrysinl), 

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

I) 44. Mitteilung: W. KELLER-SCHIERLEIN & A. DEER, Helv. 46, 1907 (1963). 
2) H. ZAHNER, W. KELLER-SCHIERLEIN, R. HUTTER, I<. HESS-LEISINGER & A. D E ~ R ,  Arch. 

3, J. B. NEILANDS, J.  Amer. chem. SOC. 74, 4846 (1952); T. EMERY & J. B. N EILANDS, Nature 

4, H. BICKEL, G. E. HALL, W. KELLER-SCHIERLEIN, V. PRELOG, E. VISCHER & A. WETTSTEIN, 

Mikrobiol. 45, 119 (1963). 

784, 1632 (1959); J. Amer. chem. SOC. 82, 3658 (1960); 83, 1626 (1961). 

Helv. 43, 2129 (1960). 




