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of cyclic hexapeptides composed of 3 mols. d-N-acetyl-6-N-hydroxy-ornithine,
2 mols serine and 1 mol. glycine (ferrichrysine), resp. 3 mols. §-N-acetyl--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 Ferrichrom?®), 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 Ferrithodin ein Maximum bei ca. 1580 cm~! (vgl. Figur), das bei den
oben erwihnten Vertretern der Ferrichrom-Untergruppe vorhanden ist1).

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 nidmlich die glei-
chen Aminosduren im gleichen molekularen Verhiltnis wie beim Ferrichrysin?).

Mit den beim Ferrichrysin erprobten Methoden — Hydrolyse der Desferri-Ver-
bindungen mit Salzsiure 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

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

?) H. ZiuNeER, 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 EILANDS, Nature
184, 1632 (1959); J. Amer. chem. Soc. 82, 3658 (1960); 83, 1626 (1961).

4) H. Bicker, G. E. Harr, W. KELLER-SCHIERLEIN, V. PRELOG, E. VISCHER & A. WETTSTEIN,
Helv. 43, 2129 (1960).
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wie auch des Ferrirhodins aus 3 Mol. Ornithin, 2 Mol. Serin und 1 Mol. Glycin zu-
sammensetzt. Die Vermutung, dass das Ornithin in den neuen Sideraminen nicht
als solches, sondern wie beim Ferrichrom und Ferrichrysin in Form des 4-N-Hydroxy-
ornithins eingebaut ist, war naheliegend und konnte spiter durch die Uberfiihrung
von Ferrirubin in Ferrichrysin bestitigt werden (s. unten).

Im Gegensatz zum Ferrichrysin enthalten die beiden neuen Sideramine keine
N-Acetylgruppen. Dies geht deutlich aus den NMR.-Spektren der Desferri-Verbin-
dungen hervor, in denen das fiir hydroxamsiureartig gebundene Essigsiure charak-
teristische Singlett bei § = 2,14 ppm (vgl. 1)) fehlt. Dagegen konnten aus Ferrirubin
und Ferrirhodin nach dem Perjodsdure-Abbau der Desferri-Verbindungen, wobei
die Hydroxamsaurebindungen gespalten werden?®), zwei neue Carbonsiuren in Form
von Derivaten isoliert werden.

Im Falle des Ferrirhodins erhielten wir durch Extraktion der Oxydationslésung
mit Ather und Destillation im Vakuum ein Lacton, dessen NMR.-Spektrum vier
gut voneinander getrennte Signale bzw. Signalgruppen erkennen liess (vgl. exper.
Teil). Die Signale liessen sich eindeutig bestimmten Protonentypen zuordnen und
erlaubten unmittelbar die Konstitutionsableitung fiir das Lacton. Die Verbindung
enthdlt ein einzelnes Wasserstoffatom an einer Doppelbindung (6 = 5,68 ppm),
dessen Signal durch eine «long-range»-Wechselwirkung (J = 1,3 cps) mit einer
Methylgruppe an der Doppelbindung (4 = 2,00 ppm) in ein Quadruplett aufge-
spalten ist. Neben der Doppelbindung befindet sich weiter eine Methylengruppe,
deren Signal (0 = 2,36 ppm) durch ein benachbartes CH, in ein Triplett (J = 6,3 cps)
aufgespalten wird. Das Triplett dieser zweiten Methylengruppe liegt bei § = 4,31 ppm;
sie ist demnach an Sauerstoff gebunden. Das UV.-Absorptionsspektrum der Ver-

5) T. EMErY & J. B. NEILANDS, J. Amer. chem. Soc. 82, 4903 (1960).
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bindung mit einer hohen Absorptionsbande bei ca. 220 mu zeigt ferner, dass es sich
um ein «, f-ungesittigtes Lacton handeln muss. Die einzige Struktur, die mit diesem
NMR.-Spektrum im Einklang steht, ist die des 5-Hydroxy-3-methyl-penten-(2)-
sdurelactons (I). Diese Verbindung ist vor einiger Zeit durch Wasserabspaltung
aus Mevalonsdure-lacton hergestellt worden®). Das IR.- und das NMR.-Spektrum
eines nach dieser Methode bereiteten Vergleichspriparates stimmten mit den Spek-
tren des Abbaulactons aus Ferrirhodin véllig iiberein. Da nur fiir das cis-Isomere
eine spontane Lactonbildung erwartet werden kann, muss die css-5-Hydroxy-3-
methyl-penten-(2)-sdure (II) am Aufbau der Ferrirhodin-Molekel beteiligt sein.

Das Produkt des Perjodsdure-Abbaus des Desferri-ferrirubins wurde nach der
Veresterung mit Diazomethan als destillierbarer Methylester gewonnen. Das NMR.-
Spektrum des Esters zeigte die genau gleichen Strukturelemente wie das des Lac-
tons I, wozu noch die Signale fiir eine Methoxygruppe und fiir ein Hydroxylwasser-
stoff kamen (vgl. exper. Teil). Es handelt sich offenbar um den Methylester I1I
einer 5-Hydroxy-3-methyl-penten-(2)-sdure. Da die c¢s-Sdure aus Ferrirhodin spontan
in das Lacton iibergegangen war, wihrend hier bei genau gleicher Arbeitsweise
keine Spur einer Lactonbildung beobachtet werden konnte, handelt es sich offenbar
um die frans-Siure IV,
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Da Ferrirhodin und Ferrirubin isomer sind und die quantitative Aminosiure-
zusammensetzung die gleiche ist, lag die Vermutung nahe, dass sich die beiden Ver-
bindungen ausser durch die geometrische Isomerie im Carbonsidurebaustein nicht
von einander unterscheiden. Tatsidchlich wurde bei der katalytischen Hydrierung
mittels Palladiumkohle aus Ferrirubin und aus Ferrirhodin dasselbe Hexahydro-
derivat erhalten. Die beiden nicht kristallisierbaren Hydrierungsprodukte bildeten
orangebraune Pulver, die identische Absorptionsspektren im IR., UV. und Sicht-
baren zeigten und durch Papierchromatographie in 2 Fliessmitteln sowie in der
biologischen Wirkung voneinander nicht unterscheidbar waren.

Hexahydroferrirubin besitzt im UV. und im Sichtbaren ein Absorptionsspektrum,
das vollig dem des Ferrichroms, Ferricrocins und Ferrichrysins gleicht. Das sichtbare

8 J. W. CornvFORTH, R. H. CORNFORTH, S. Porjix & I. Y. Gorg, Biochem. J. 69, 146 (1958)-
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Maximum liegt bei 425—430 mu und die Absorptionsbande bei ca. 250 mu fehlt.
Das charakteristische Spektrum des Ferrirhodins und des Ferrirubins beruht demnach
auf dem Strukturelement V als Chromophor.

Aus den nachgewiesenen Bausteinen — 3 Mol. N-Hydroxyornithin (3 x C;H;,0,N,),
2 Mol. Serin (2 x C4H,04N), 1 Mol. Glycin (C,H,O,N), 3 Mol. frans- bzw. cis-5-
hydroxy-3-methyl-penten-(2)-siure (3 x CgH,,0;) und 1 Eisen(III)-Ton — lisst sich
unter Abzug von 9 Mol. Wasser und 3 Protonen formell eine Molekel C,,Hg,0;,N Fe
ableiten. Da die Analysen von Ferfirubin und Ferrirhodin mit dieser Formel im
Einklang sind und da andere Spaltprodukte nicht gefunden werden konnten, darf
angenommen werden, dass durch die genannten Abbauprodukte die Molekeln der
beiden Sideramine vollstindig erfasst sind.

Sie unterscheiden sich in ihrer quantitativen Zusammensetzung vom Ferri-
chrysin nur darin, dass die drei Essigsdurereste durch drei Reste der Siuren I bzw.
IV ersetzt sind. Durch eine Verkniipfung von Ferrirubin mit Ferrichrysin liess sich
nun zeigen, dass

1. die 6 Aminosduren wie beim Ferrichrysin in einem Cyclohexapeptid-Ring
angeordnet sind;

2. die Aminosdure-Reihenfolge im Peptidring die gleiche ist wie beim Ferri-
chrysin;

3. die Hydroxylamin-Stickstoffatome, die mit den 5-Hydroxy-3-methyl-penten-
(2)-sduren zu Hydroxamsiuregruppen verbunden sind, wie beim Ferrichrysin mit
den é-Stickstoffatomen der Ornithinreste identisch sind.

Im Verlaufe der Konstitutionsaufkldrung des Ferrichrysins ist es gelungen, die
Desferri-Verbindung durch Partialhydrolyse zu einem acetylfreien Trihydroxyl-
amin VI abzubauen und daraus durch Acetylierung und Umsetzung mit Eisen(III)-
chlorid das urspriingliche Ferrichrysin wieder aufzubauen. Es erwies sich nun, dass
o, f-ungesittigte Hydroxamsduren wesentlich schwerer hydrolysierbar sind als
Acethydroxamsiuren. Bei der Hydrolyse von Desferri-ferrirubin mit 1~ Salzsiure
wurde auch nach 2stdg. Erhitzen noch eine intensive Farbreaktion mit Eisen(IIT)-
chlorid beobachtet. Da zu befiirchten war, dass bei linger dauernder Einwirkung
der Saure auch die Peptidbindungen erheblich angegriffen wiirden, wurde fiir weitere
Versuche das Desferrihexahydroferrirubin eingesetzt. Die partielle Hydrolyse ver-
lief damit wesentlich rascher. Nach ca. 30 Min. war die Eisen(I1II)-chlorid-Reaktion
praktisch negativ, und beim Aufbau des Acethydroxamsiure-Eisenkomplexes, der
in gleicher Weise durchgefiihrt wurde wie frither mit dem Abbauprodukt des Ferri-
chrysins?), erhielt man in befriedigender Ausbeute ein kristallisiertes Sideramin,
dessen Eigenschaften mit denen des authentischen Ferrichrysins iibereinstimmten.

Durch diese Umwandlung ist bewiesen worden, dass Ferrirubin und Ferrirhodin
die selbe Anordnung der Aminosdure-Bausteine besitzen wie das Ferrichrysin.

Ein biologisch unwirksames Siderochrom?), das von GARIBALDI & NEILANDSS)
als Nebenprodukt des Ferrichroms aus Kulturen von Ustilago sphaerogena erhalten
wurde, ist das Ferrichrom A. Fir diese kristalline Verbindung wurden als Bausteine
dieselben Aminosduren wie fir Ferrichrysin, Ferrirubin und Ferrirhodin und als

") H. BicxEiL, E. GAUMANN, W, KELLER-SCHIERLEIN, V. PRELOG, E. VISCHER, A, WETTSTEIN &
H. ZAuNER, Experientia 76, 129 (1960).
8 J. A. GariBaLDI & J. B. NEILANDS, J. Amer. chem. Soc. 77, 2429 (1955).
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Carbonsdure-Baustein die trams-p-Methylglutaconsiure (VIII) nachgewiesen?®). Die
Aminosduresequenz ist noch nicht aufgeklart worden. Esist uns nun gelungen, in An-
lehnung an die Umwandlung von Ferrirubin in Ferrichrysin auch das unwirksame
Ferrichrom A in das biologisch hoch aktive Ferrichrysin iiberzufithren. Somit besitzt
auch Ferrichrom A die gleiche Aminosduresequenz wie Ferrichrysin.

Da Ferrichrom A das gleiche UV.-Absorptionsspektrum besitzt wie Ferrirubin
und Ferrirhodin, miissen die zur Doppelbindung konjugierten Carboxylgruppen der
f-Methylglutaconsdure-Bausteine mit den Hydroxylamin-Stickstoffatomen zu den
Hydroxamsiduregruppen vereinigt sein, wihrend die isolierten Carboxylgruppen
frei sind und den sauren Charakter des Ferrichroms A bedingen.

Durch diese Verkniipfungen ist natiirlich die Frage nach der Aminosduresequenz
noch nicht gelést, da diese ja auch beim Ferrichrysin bisher noch offen gelassen wurde.
Die Sequenzaufkldrung einer dieser vier Verbindungen — Ferrichrysin, Ferrirhodin,
Ferrirubin und Ferrichrom A — wird aber hiernach gleichzeitig auch die endgiiltige
Konstitutionsaufklarung der andern drei bringen. In Analogie zu unserer provi-
sorischen Formel X fiir das Ferrichrysin!) beniitzen wir vorldufig auch fiir Ferri-
rubin, Ferrirhodin und Ferrichrom A diejenigen Formeln mit der regelmissigsten
Reihenfolge der Bausteine (X1, XII und XIII), die wir als Beispiele fiir die je 10
méglichen sequenzisomeren Formeln hier wiedergeben.

HOCH,
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Die drei miteinander nahe verwandten Carbonsiuren II, IV und VII], die als
Bausteine von Siderochromen erkannt worden sind, stehen offenbar in biogeneti-
schem Zusammenhang mit dem Mevalonsdurelacton (IX), diesem wichtigen Zwi-
schenprodukt der Biosynthese von Terpenen und Steroiden. Es scheint bemerkens-
wert, dass dieser selbe Baustein fiir die Biogenese so verschiedenartiger Produkte
wie Steroide und Siderochrome verwendet wird.

Die biologische Wirkung des Ferrirubins und des Ferrirhodins im Antagonismus-
Test mit Ferrimycin A betrigt etwa 109, derjenigen des Ferrichroms und des Ferri-
chrysins (vgl. 19)). Hexahydroferrirubin ist etwa gleich stark wirksam wie Ferri-
rubin. Hexahydroferrichrom A ist wie Ferrichrom A selber unwirksam.

9) T. EMERY & J. B. NEILANDS, J. Amer. chem. Soc. 83, 1626 (1961).
10) H.ZAHNER, E. BAcaMaNN, R.HUTTER & J. NUEscH, Pathologia et Microbiologia 25, 708 (1962).
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Herrn Dr. H. ZAuNER, Institut fiir spezielle Botanik der ETH Ziirich, danke ich fiir die Her-
stellung des Rohmaterials und die Bestimmung der biologischen Wirksamkeiten. Der CIBA
AKTIENGESELLSCHAFT, Basel, sei fiir die Unterstiitzung dieser Arbeit gedankt.

Experimenteller Teil

Allgemeines. — Die Absorptionsspektven im UV. und im Sichtbaren wurden mit einem Beck-
MAN-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,0 Trimethylsilyl-
dthansulfonat, in organischen Losungsmitteln Tetramethylsilan. Chemische Verschiebungen sind
in §-Werten angegeben, Spin-Spin-Wechselwirkungen in cps. Es bedeuten: s = Singlett, 4 =
Dublett, { = Triplett, ¢ = Quadruplett, b6 = breite, nicht aufgeli:iste Signalhaufen. — Die Smp.
wurden unter dem Mikroskop bestimmt.

Ferrirubin. — I'solierung und Eigenschaften. Die Isoherung des Ferrirubins aus Kulturen von
Penicillium variabile, Stamm ETH M 2733, Spicaria sp., Stamm ETH M 4622, oder Paecilomyces
varioti, Stamm ETH M 4646, erfolgte in fiblicher Weise durch Extraktion der mit Eisen(IL1I)-sulfat
versetzten Kulturfiltrate mittels Phenol-Chloroform (1 kg:1 1). Aus diesen Extrakten wurde das
Rohferrirubin durch Zugabe von Ather und Ausschiitteln mit Wasser in die wiisserige Phase {iber-
gefiihrt und durch Lyophilisieren als lockeres Pulver von dunkelrotbrauner Farbe gewonnen. Die
weitere Reinigung erfolgte durch eine Cralg-Verteilung im Lésungsmittelsystem Benzylalkohol-
n-Butanol-0,001N wiss. Salzsdure — gesiattigte wiiss. Natriumchlorid-Lésung im Volumenverhiltnis
9:9:15:5%).

14,3 g aus 401 Kultur gewonnener Rohextrakt wurde iiber 150 Stufen verteilt. Das Ferrirubin
bildete ein intensives Farbstoff-Maximum in Stufe 125 (K = 5,1). Nebenkomponenten waren nur
in Spuren mit Maxima in den Stufen 30 und 63 vorhanden. Diese wurden nicht weiter untersucht. n
Das Ferrirubin wurde aus den Fraktionen 113-140 isoliert. Die vereinigten Fraktionen wurder-
mit dem doppelten Volumen Ather versetzt, um das Sideramin in die wisserige Phase zu ven
drangen, und die organische Phase noch viermal mit Wasser ausgeschiittelt. Die wasserige—
Losungen wurden mit Ather gewaschen und vereinigt. Aus der mit ca. 10% Natriumchlorid ver-
setzten Losung wurde das Ferrirubin mit Phenol-Chloroform ausgezogen und die triiben Ausziige
an éiner kurzen Celite-S4ule geklirt. Nach dem Verdiinnen mit Ather wurde wieder mehrmals mit
Wasser ausgeschiittelt, die tiefbraunen Ausziige zweimal mit Ather gewaschen und dann im
Vakuum zur Trockne verdampft. Man erhielt 6,36 g reines Ferrirubin als amorphes, tiefbraunes
Pulver, das in Methanol leicht, in Athanol und Wasser etwas schwerer 16slich ist, sich dagegen in
Athylacetat, Ather und Benzol nicht auflést. Durch langsames Verdunstenlassen einer methano-
lischen Lésung von reinem Ferrirubin wurden dunkelrote derbe Prismen erhalten. — Zur Analyse
wurde eine Probe zweimal aus Methanol mit Ather gefillt. Der Niederschlag bestand aus rotorangen
amorphen Flocken, die durch Zentrifugieren abgetrennt und im Vakuum iiber P,O; getrocknet
wurden.

CyHgOyNoFe  Ber. C48,71 H 6,38 N 1247 TFe 5,539,
Gef. ,, 49,01 ,, 6,57 ,, 12,70 ,, 5,25%

Papierchromatographisches Verhalten s. Tabelle, S. 1928. UV.-Absorptionsspektrum in Fein-
sprit: 4., in mu (loge): 216 (4,58), 254 (4,34), 450 (3,53). IR.-Absorptionsspektrum in KBr:
s. Fig. 1, Kurve 1; in Nujol: » (CO) 1650 und 1515 cm~L. Bei der Papierelektrophorese verhielt sich
Ferrirubin als neutrale Verbindung. — Die biologische Wirkung des Ferrirubins im Antagonismus-
Test mit Ferrimycin A betrigt ca. 109 von derjenigen des Ferrichrysins und des Ferrichroms
(vgl. #).

Desfervi-fervivubin. 435 mg Ferrirubin in 30 ml Wasser und 1 g 8-Hydroxychinolin in 10 ml
Methanol wurden vereinigt und 24 Std. bei Zimmertemperatur geriihrt. Vom ausgeschiedenen
8-Hydroxychinolin-Eisenkomplex wurde abfiltriert und das Filtrat mehrmals mit Chloroform
ausgeschiittelt, um das iiberschiissige Reagens zu entfernen. Darauf dampfte man die wisserige
Losung im Vakuum ein und 16ste den glasartigen Riickstand in wenig Methanol. Durch rasches
Eindampfen dieser Losung erhielt man 390 mg Desferri-Verbindung als blassgelblichen spréden
Schaum, der nicht kristallisiert werden konnte. Zur Analyse wurde iiber P,Oy getrocknet.

CyHeOp Ny Ber. C51,40 H 7,05 N13,16% Gef. C51,12 H 7,29 N 13,00%
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28 mg Desferri-ferrirubin und 27 mg Eisen(I11)-chlorid in je 1 ml Methanol wurden vereinigt
und die tief violette Lésung mit krist. Natriumacetat versetzt, bis ein Farbumschlag nach Rotbraun
eintrat. Nach 1stdg. Stehen wurde im Vakuum eingedampft, der Riickstand in 5 ml Wasser gel&st
und in der oben beschriebenen Weise durch Extraktion mit Phenol-Chloroform aufgearbeitet. Das
Produkt erwies sich bei der Papierchromatographie in zwei Fliessmitteln (s. unten) als einheitlich
und identisch mit Ferrirubin.

Saure Hydvolyse. — a) mit Chlorwasserstoffsdure. 21 mg Ferrirubin wurden in 4 ml 6 N Salzsiure
gelost und wiahrend drei Std. kontinuierlich extrahiert, um das Eisenchlorid zu entfernen. Die
eisenfreie wasserige Losung wurde darauf 4 Std. unter Riickfluss gckocht und dann im Vakuum
zur Trockne verdampft. Eine Probe des Riickstandes zeigtec im Papierchromatogramm (Phenol-
Wagsser 4:1 bzw. n-Butanol-Eisessig-Wasser 4:1:1, Nachweis mit Ninhydrin) das Vorliegen von
Glycin, Secrin, ciner unbekannten Aminosiure und einer Spur Ornithin an.

Die Hauptmenge des Hydrolysates wurde in 5 ml Feinsprit gelost und in Gegenwart von 20 mg
vorhydriertem Platinoxid hydriert. Das Reduktionsprodukt wurde papierchromatographisch und
durch ein lonenaustauscher-Chromatogramm nach MooRE & STEIN auf Aminosiduren untersucht.
Es liessen sich Serin, Glycin, Ornithin und Ammoniak im Verhaltnis 1,68:1,00:2,43:0,85 nach-
weisen (Glycin willkiirlich als 1,00 gesetzt).

b) mit Jodwasserstoffsdure. 20 mg Ferrirubin wurden mit 2 ml 57-proz. Jodwasserstoffsiure im
zugeschmolzenen Rohr wihrend 6 Std. auf 110° erhitzt. Das Reaktionsgemisch wurde im Vakuum
eingedampft und der Riickstand nach Zufiigen von ctwas Wasser mehrmals erneut cingetrocknet,
bis cin nahezu farbloser Riickstand erhalten wurde. Die Aminosadure-Analyse nach MOORE & STEIN
zeigte die Anwesenheit von Serin, Glycin, Alanin, Ornithin und Ammoniak im Verhiltnis 0,25:
1,00:1,54:2,31:0,11.

trans-5-Hydroxy-3-methyl-penten-(2)-sdure-methylester. 300 mg Ferrirubin wurden in iiblicher
Weise mit 500 mg 8-Hydroxychinolin in Methanol-Wasser umgesetzt und dic vom Niederschlag
abgetrennte und mit Chloroform ausgeschiittelte Losung mit 330 mg Perjodsdure in 5 ml Wasser
versetzt. Nach 3 Std. wurde 1 ml konz. Salzsdure zugegeben und die Lésung mit Ather kontinuier
lich extrahiert. Der mit Natriumsulfat getrocknete Auszug wurde cingedampft und das zuriick-
bleibende braunliche O1 (120 mg) in 5 ml Ather geldst. 5 ml dtherische Diazomethanldsung (ca.
2-proz.) wurden tropfenweise zugegeben und das Gemisch 1 Std. stehengelassen. Der Eindampf-
riickstand gab nach zweimaliger Vakuumdestillation (11 Torr, Badtemperatur 120-130°) 75 mg
eines blass gelblichen Ols. — IR.-Absorptionsspektrum in CCly: v (OH) 3490 cm! (breite Bande);
p(CO) 1720 cm1; »(C=C) 1652 cm~1. - NMR.-Spektrum in CCl: § = 2,13 ppm (4, J = 1,3; 3 H;
CHzan C-3);d = 231ppm (4, ] = 6,5; 2H; C4); 6 = 2,93 ppm (s; 1 H; OH); § = 3,62 ppm (s;
3H; OCH,); § =3,67ppm (¢, ] = 6,5, 2H; C-5); 6 = 5,62 ppm (g, ] = 1,3; 1 H; C-2).

Hexahydvofervirubin. 300 mg Ferrirubin wurden in 25 ml Methanol in Gegenwart von 150 mg
10-proz. Palladiumkohle 1 Std. lang hydriert. Die Wasserstoffaufnahme betrug 19,5 ml H, ent-
sprechend ca. 3 Mol. Dic vom Katalysator abfiltrierte Losung wurde im Vakuum eingedampft und
gab 292 mg eines amorphen orange braunen Pulvers, das nicht kristallisiert werden konnte. Das
Produkt war papierchromatographisch cinheitlich und unterschied sich deutlich vom Ausgangs-
material (vgl. Tabeclle), hingegen war die biologische Wirkung etwa dic gleiche wic beim Ferri-
rubin. — UV.-Absorptionsspektrum in Feinsprit: 4, , 425 mu (loge = 3,50); hohe Endabsorption
bei 220 mu (loge iiber 4); bei 254 my ist keine Absorptionsbande vorhanden. IR.-Absorptions-
maxima in Nujol: y (CO) 1660, 1565 und 1512 cm-1.

Desfervi-hexahydvofervivubin. 1,0 g Hexahydroferrirubin wurde in 40 ml Wasser gelost und mit
1,5 g 8-Hydroxychinolin in 15 ml Methanol 24 Std. bei 20° geriihrt. Nach dem Abfiltrieren wurde
dic gelbliche Lésung mehrmals mit Chloroform ausgeschiittelt und die wiasserige Phasc im Vakuum
cingedampft. Man erhielt 900 mg Desferri-Verbindung als amorphes, nahezu farbloses Pulver. —
NMR.-Spektrum in D,0: 6 = 0,93 ppm (d, J = 5;9 H);d = 1,2-2,2 ppm (b; 21 1{); § = 2,40 ppm
(b; 6 H); § = 3,441 ppm (b; 18 H); § = 4,3 ppm (b; 5 H).

Fervichrysin aus Fervivubin. 900 mg Desferri-hexahydroferrirubin wurden mit 30 ml 1~ Salz-
siurc im siedenden Wasserbad erwdrmt. Nach 50 Min. gab ein Tropfen der Lésung mit methanoli-
scher Eisen(111)-chlorid-Losung nur noch eine schr blasse Farbung. Dic Lésung wurde im Vakuum
eingedampit und der getrocknete glasartige Riickstand mit je 10 ml Essigsiurcanhydrid und
Pyridin wahrend 5 Std. bei Zimmertemperatur acetyliert, Den Eindampfriickstand der Reaktions-
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16sung nahm man in 60 ml kaltgeséttigter methanolischer Ammoniaklésung auf und dampfte nach
4 Std. erneut ein.

Dic gelbliche, halbfeste Masse léste man in 50 ml Methanol und gab eine Losung von 1 g
Eisen(III)-chlorid in Methanol zu. Es entstand eine tiefviolette Farbung, die auf Zusatz von krist.
Natriumacetat nach Rotbraun umschlug. Nach 4stdg. Stehen triecb man das Loésungsmittel im
Vakuum ab und léste den Riickstand in 100 ml Wasser, dem man 10 g Natriumchlorid zufiigte.
Das Reaktionsprodukt wurde in der iiblichen Weise mit Phenol-Chloroform extrahiert und nach
dem Verdiinnen mit Ather wieder in Wasser aufgenommen. Die mehrmals mit Ather gewaschenen
wasserigen Losungen dampfte man im Vakuum ein und reinigte das Produkt durch eine 50stufige
CraiG-Verteilung mit dem oben fiir Ferrirubin angegebenen Losungsmittelgemisch. Braune Ver-
unreinigungen sammeclten sich in den ersten 6 Gldsern an. Das Hauptprodukt war in den Glisern
12-25 enthalten (r, = 19; K = 0,62; flir authentisches Ferrichrysin war frither K = 0,63 ge-
funden worden?)). — Der Inhalt der Fraktionen 12-25 wurde wie oben beschrieben durch Extrak-
tion mit Phenol-Chloroform aufgearbeitet und gab 202 mg papierchromatographisch einheitliches
Ferrichrysin. Durch langsame Kristallisation aus Athanol erhielt man rotbraune Nadelbiischel.
Sie liessen sich papierchromatographisch in 2 Fliessmitteln sowie im Diinnschichtchromatogramm
auf Kieselgel (Butanol-Eisessig-Wasser 4:1:1 als Fliessmittel) nicht von authentischem Ferri-
chrysin unterscheiden. Wie dic Vergleichsprobe wurde das Produkt ohne zu schmelzen bei ca.
250-260° schwarz und gab cin vollig identisches IR.-Absorptionsspektrum.

Ferrirhodin. — Isolievung und Eigenschaften. 10,6 g roher Phenol-Chloroform-Extrakt aus
Penicillium versicolor, Stamm ETH M 3636, wurde in gleicher Weise wie beim Ferrirubin (s. oben)
einer CraiG-Verteilung {iber 137 Stufen unterzogen. Die Fraktionen 40-60 gaben nach der Auf-
arbeitung 1,29 g Ferricrocin (vgl. 1)). Eine Nebenkomponente zeigte ein Verteilungsmaximum in
Stufe 121 (K = 7,3). Das entsprechende Sideramin, Ferrirhodin, wurde aus den Fraktionen 106—
130 in gleicher Weise isoliert wie das Ferrirubin (s. oben). Man erhielt 341 mg Eindampfungsriick-
stand, der sich leicht aus Methanol-Ather umkristallisieren liess und 277 mg glinzende rotbraune
Kristalle lieferte, die bei ca. 270° schwarz werden, ohne zu schmelzen. Zur Analyse wurde iiber
P,0; getrocknet.

CyHeOpNgFe  Ber. C48,71 H 6,38 N 1247 Fe 5,539
Gef. ,, 49,28 ,, 6,38 , 1230 ,, 6,25%

Papierchromatographisches Verhalten s. Tabelle, S. 1928. IR.-Absorptionsspektrum in KBr:
s. Fig. 1, Kurve 2; in Nujol: » (CO) 1653 und 1538 cm~!. UV.-Absorptionsspektrum in Feinsprit:
Ay in mu (loge): 217 (4,56), 252 (4,36), 450 (3,58). Bei der Papierelektrophorese verhielt sich
Ferrirhodin als neutrale Verbindung.

Saure Hydrvolyse. Bei der wie beim Ferrirubin durchgefithrten Hydrolyse mit Chlorwasserstoff-
sdure und der anschliessenden katalytischen Hydrierung wurden Glycin, Serin, Ornithin und
Ammoniak gebildet. Bei der Hydrolyse mit Jodwasserstoffsdure (s. bei Ferrirubin) erhielt man
Serin, Glycin, Alanin, Ornithin und Ammoniak im Verhiltnis 0,20:1,00:1,55:2,95:0,02.

cis-9-Hydroxy-3-methyl-penten-(2)-séurelacton. 150 mg Ferrirhodin und 200 mg 8-Hydroxy-
chinolin wurden in tiblicher Weise miteinander reagieren gelassen und die Losung der Desferri-
Verbindung wie beim Ferrirubin mit 130 mg Perjodsiure in 5 ml Wasser versetzt. Nach 2 Std.
wurde die Lésung mit 1 ml konz. Salzsdure stark angesiuert und mit Ather im KUTSCHER-STEU-
DEL-Apparat extrahiert. Der mit Natriumsulfat getrocknete Auszug gab beim Eindampfen 50 mg
Ol, das bei 11 Torr (120-130° Badetemperatur) destilliert wurde. ~ IR.-Absorptionsspektrum in
CCl,: Keine Hydroxyl-Absorption; »(CO) 1732 cm~*. NMR.-Spektrum in CCly: § = 2,00 ppm
(d, ] =1;3H;CHyanC-3);0 = 236ppm (t, ] =6,3;2H;C4);§ =431lppm (¢, ] = 6,3; 2 H;
C-3);8 = 5,68 ppm (g, / = 1;1H; C-2). Ein durch Wasserabspaltung aus D, L-Mevalonsiurelacton
hergestelites Vergleichspriaparat®) zeigte identische IR.- und NMR.-Spektren.

CeHgO, Ber. C64,27 H 7,199  Gef. C64,50 H 7,079,

Katalytische Hydrvievung von Fevrvirhodin. 102 mg Ferrirhodin wurden in 5 ml Methanol gelost
und in Gegenwart von 70 mg 10-proz. Palladiumkohle hydriert. Die Wasserstoff-Aufnahme betrug
innert 100 Min. 7 ml entspr. ca. 3 Mol. Die vom Katalysator abfiltrierte Lésung gab beim Ein-
dampfen ein amorphes rotbraunes Pulver, dessen IR.- und UV.-Absorptionsspektren mit denen
von Hexahydroferrirubin {ibereinstimmten. Das papierchromatographische Verhalten in 2 Fliess-
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mitteln stimmte mit dem der Vergleichsprobe ebenfalls iiberein (s. Tabelle), und die beiden Pri-
parate zeigten die gleiche biologische Wirkung im Antagonismus-Test mit Ferrimycin A.

Ferrichrom A. - Ferrichrom A wurde als Nebenprodukt bei der Herstellung von Ferrichrom
mittels eines Stammes von Ustilago sphaevogena (Stamm ETH 31415) erhalten. 18,5 g eines rohen
Phenol-Chloroform-Extraktes gaben bei der Cra1G-Verteilung iiber 114 Stufen im iiblichen Lésungs-
mittelsystem aus den Fraktionen 51-74 (r, = 62; K = 1,19) 2,5 g krist. Ferrichrom und aus den
Fraktionen 84-108 (r, . = 99; K = 6,4) 1,50 g Ferrichrom A. Das letztere wurde aus Methanol-
Wasser umkristallisiert und stimmte in seinen Eigenschaften mit den Angaben von GARIBALDI &
NE1LaNDs?) iiberein. — UV.-Absorptionsspektrum in Feinsprit: 4, in myu (loge): 217 (4,58), 254
(4,33), 445 (3,62). — Bei der Papierelcktrophorese (pH 8) wandert Ferrichrom A als Anion. Im
Antagonismus-Test mit Ferrimycin A ist es unwirksam.

Hexahydroferrichvom A. 300 mg Ferrichrom A in 25 ml Methanol wurden in Gegenwart von
150 mg 10-proz. Palladiumkohle wahrend 2 Std. hydriert. Der Eindampfriickstand der vom
Katalysator abfiltrierten Lésung war ein orangebraunes amorphes Pulver, das nicht kristallisiert
werden konnte. Im UV.-Absorptionsspecktrum war das Absorptionsmaximum bei 254 my ver-
schwunden, und die Absorptionsbande im Sichtbaren lag bei 425 mu. ~ Hexahydroferrichrom A ist
unwirksam im Antagonismus-Test, Im Papierchromatogramm unterscheidet es sich nicht wesent-
lich vom Ausgangsmaterial.

Fevvichrysin aus Fevvichvom A. Aus 600 mg Hexahydroferrichrom A wurde das Eisen mittels
8-Hydroxychinolin in {iblicher Weise entfernt. Die amorphe Desferri-Verbindung wurde, wie beim
Ferrirubin beschrieben, mit 1n Salzsdure partiell hydrolysiert, das Hydrolysat zuerst mit Essig-
sdureanhydrid und Pyridin und darauf mit methanolischem Ammoniak umgesetzt. Das Reak-
tionsprodukt gab mit 1 g Eisen(IIT)-chlorid in Methanol ein tief braunes Reaktionsgemisch, das
durch eine 50stufige CrarG-Verteilung (s. oben) gereinigt wurde. r, ., = 19; K = 0,62. Aus den
Fraktionen 13-23 wurden bei der iiblichen Aufarbeitung 70 mg Ferrichrysin erhalten, das aus
Athanol in glinzenden braunen Nadeln kristallisierte. Es wurde durch das IR.-Absorptions-
spektrum und durch Papierchromatographie in 2 Fliessmitteln (s. unten) identifiziert. Die biologi-
sche Wirkung des Umwandlungsproduktes entsprach derjenigen von authentischem Ferrichrysin.

Papierchromatographisches Verhalten der Sideramine. — Die papierchromatographi-
schen Identifizierungen wurden parallel in 2 Fliessmitteln durchgefiihrt.

System I: n-Butanol-Eisessig-Wasser 4:1:1; aufsteigende Chromatographie mit WHATMAN-
Filterpapier Nr. 1. Dieses Fliessmittel eignet sich auch fiir dic Diinnschichtchromatographie nach
StanL auf Kieselgel G von MERCK.

System I1: t-Butanol - 0,004 N Salzsiure — gesitt. wiss. Natriumchlorid-Lésung 2:1:1 (obere
Phase) ; absteigende Chromatographie mit WaaTMAN-Filterpapier Nr. 1, imprigniert mit Aceton—
Wasser — gesitt. wiss. Natriumchlorid-Lésung 6:3:1 und 10 Min. an der Luft getrocknet. Die
Resultate sind in der Tabelle zusammengestellt.

Papievchromatogvaphie von Sidevaminen

Sideramin Rf (System I) Rf (System II)
Ferrirubin 0,52 0,81
Terrirhodin 0,61 0,88
Hexahydroferrirubin 0,57 0,80
Hydrierungsprod. von. Ferrirhodin 0,57 0,80
Ferrichrysin, authentisch 0,26 0,34
Ferrichrysin aus Ferrirubin 0,26 0,34
Ferrichrysin aus Ferrichrom A 0,26 0,34
Ferrichrom 0,28 0,29
Ferrichrom A 0,38 0,38

Dic Mikroanalysen wurden in unserem Mikrolaboratorium (Leitung W. MANSER) ausgefiihrt.

SUMMARY

The fungal siderochromes ferrirhodine, ferrirubine and ferrichrome A possess
the same cyclic hexapeptide skeleton as ferrichrysine, composed of 3 mols. §-N-
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hydroxyornithine, 2 mols. serine, and 1 mol. glycine, with unknown, but identical
amino-acid sequence. The d-nitrogen atoms of the ornithine residues are linked
with carboxylic acid residues to hydroxamate groups which form stable complexes
with 3-valent iron. The carboxylic acid residues are: cis-5-hydroxy-3-methyl-2-
pentenoic acid in ferrirhodine, its frans isomer in ferrirubine, and #ans-f-methyl-
glutaconic acid in ferrichrome A.

Organisch-chemisches Laboratorium der

Eidg. Technischen Hochschule, Ziirich

217. Uber die Struktur der Guaj-azulen-sulfosiuren
von W.Meier, Doris Meuche und E. Heilbronner
(6. 111. 63)

Im Anschluss an die ersten Berichte iiber die elektrophile Substitution der
Azulenel) ist die Sulfonierung des Guaj-azulens (1) erstmals von PLATTNER, FURST &
ZIMMERMANN?Z) und davon unabhingig von TREIBS & ScHROTH®) beschrieben
worden.

Lisst man (1) mit Schwefelsdure in Acetanhydrid reagieren, so erhilt man eine
Sulfosdure, die von den erstgenannten Autoren mit I bezeichnet wurde. Sie ist mit
der Verbindung identisch, die TREIBs & ScHROTH durch Sulfonierung von (1),
gelést in 1,2-Dichlordthan, mit Hilfe des Schwefeltrioxid-Dioxan-Komplexes dar-
stellten und fiir die sie die Formel (2) vorschlugen. Den Beweis dafiir, dass der Sulfo-
saure I tatsdchlich die Struktur (2) zukommt, erbrachten Mi1vAZakl, WATANABE,
HasHi & Uxrra?), die (2) mit dem bekannten 3-Chlor-guaj-azulen verkntiipften.

Abgesehen von der Sulfosdure I konnten PLATTNER, FURST & ZIMMERMANN 2)
durch Sulfonierung von (1) mit Oleum eine von I (=(2)) verschiedene Sulfosiure II
erhalten, deren Struktur mittels der damals zur Verfiigung stehenden Methoden
nicht aufgeklart werden konnte.

Neuere Untersuchungen iiber die Protonierung von Azulenen®) und iiber die
Spektren von Azulenium-Kationen®), sowie der Versuch, unter Verwendung substi-
tuierter Azulene eine Acidititsskala vom HamMMETT-Typ aufzustellen?), liessen den
Wunsch nach einem Azulenderivat wach werden, das sowohl stark basisch als auch
leicht wasserloslich ist. Diese beiden Bedingungen sollten durch die, drei Alkyl-

1) PL. A. PLATTNER, Abstracts of Papers, 120th Meeting of the American Chemical Society, New
York, September 4, 1951; A. G. ANDERsON Jr. & J. A. NELsoN, J. Amer, chem. Soc. 72, 3824
(1950); A. G. ANDERSON JR., J. A. NELsON & J. J. Tazuma, tbid. 75, 4980 (1953); W. TREIBS
& W. Z1EGENBEIN, Liebigs Ann. Chem. 586, 194 (1954).

?) PL. A. PLATTNER, A. Forst & K. ZIMMERMANN, Promotionsarbeit K. ZimMerMANN, Eidg.
Technische Hochschule, Prom. Nr. 2199, Ziirich 1953.

3) W. TreIBs & W. ScHROTH, Liebigs Ann. Chem. 586, 202 (1954).

4) M. Mivazaxki, H. WATANABE, M. Hasar & T. Ukrra, Pharmaceut. Bull. (Tokyo) 5, 417 (1957).

% a) F. A. Lonc & J. ScHULZE, J. Amer. chem. Soc. 83, 3340 (1961); b) J. ScauLze & F. A.
Long, Proc. chem. Soc. 7962, 364 ; ¢) Doris MEUCHE & E. HEILBRONNER, Helv. 45, 1965 (1962).

8 W. MEIER, Doris MEUCHE & E. HEILBRONNER, Helv, 45, 2628 (1962).

") F. A. LoNG & J. ScHULZE, personliche Mitteilung.





