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Maduraferrin, a Novel Siderophore from Actinomadura madurae

From a strain of Actinomadura madurae, a new siderophore was isolated. Maduraferrin is the Fe complex of
an oligopeptide composed of salicylic acid, f-alanine, glycine, L-serine, N>-hydroxy-N*-methyl-L-ornithine, and
L-hexahydropyridazine-3-carboxylic acid. The complexing centers are a salicylamide moiety, a hydroxamic-acid
group and an acid hydrazide group.

Alle bis heute eingehender untersuchten Actinomyceten, die fast ausnahmslos den
beiden Gattungen Streptomyces und Nocardia angehoren, produzieren als Siderophore
die Ferrioxamine [2], wobei entweder das Ferrioxamin B [3] oder das Ferrioxamin E [4]
die Hauptkomponenten der Gemische bilden. Uber die Siderophorproduktion von soge-
nannten ‘raren Actinomyceten’ ist dagegen nichts bekannt.

Im Rahmen e¢ines Screeningprogramms wurden 69 Stimme aus 30 verschiedenen
Gattungen mittels HPLC auf die Bildung von Siderophoren gepriift (Nachweisgrenze ca.
1 mg/l Kulturflissigkeit). Die meisten davon produzieren Siderophore, wobei mit Aus-
nahme der Art Actinomadura madurae nur Ferrioxamine nachweisbar waren. Bei einigen
Stimmen von Actinomadura madurae wurde anstelle von Ferrioxaminen ein neuer,
Maduraferrin genannter Fe-Komplex gefunden. Andere Arten der gleichen Gattung
produzieren dagegen Ferrioxamine, oder die Siderophorproduktion lag unter der Nach-
weisbarkeitsgrenze. Die Gattung Actinomadura zeichnet sich durch meso-2,6-Diaminopi-
melinsdure als Baustein der Zellwand aus, fiir Stimme der Spezies Actinomadura madurae
ist die Anwesenheit von Madurose (3-O-Methyl-L-galactose) typisch. Als bester Produ-
zent von Maduraferrin erwies sich der aus der Deutschen Sammlung von Mikroorganis-
men bezogene Stamm DSM 43067.

Die Bildung von Maduraferrin zeigt die fiir die Siderophorbildung vielfach nachge-
wiesene Abhingigkeit vom Fe-Angebot in der Ndhrlosung. Bei sehr geringem Fe-Gehalt
wird Desferrimaduraferrin bis zu 500 mg/l in das Medium ausgeschieden, bei guter

Yy 249, Mitteilung: [1].
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Fe-Versorgung lassen sich nur Spuren des Siderophors nachweisen. Da es nicht gelang,
die Stimme auf einfacher, chemisch definierter Néihrlésung zu einer guten Madurafer-
rin-Bildung zu bringen, wurde eine komplexe, Sojamehl und Hefeextrakt enthaltende
Nihrlosung verwendet, was allerdings die Standardisierung des Fe-Gehaltes erschwerte.
Durch Zugabe von AICI, liess sich jedoch ein Fe-Mangel vortduschen, der sich sehr
giinstig auf die Siderophorbildung auswirkte.

Die Kulturen wurden nach der Filtration mit FeCl, versetzt, wobei eine tief braunrote
Farbung auftrat. Eine erste Anreicherung erfolgte durch Adsorption an eine Sdule aus
Amberlite XAD-2 und Elution mit Aceton/H,O. Die eingeengten und lyophilisierten
Eluate enthielten noch einen bedeutenden Anteil an Riboflavin, der sich an einer Kiesel-
gelsdule leicht vom Maduraferrin abtrennen liess. Die weitere Reinigung des neuen
Siderophors erfolgte durch eine Serie mehrerer Chromatographien, wobei sich Biogel-
Harze als besonders vorteilhafte Adsorbentien erwiesen. Nach Abtrennung mehrerer
Verunreinigungen wurde das Maduraferrin (1) in Form feiner braun-roter Kristalle
erhalten.

Das Maduraferrin kann von den Stimmen von Actinomadura madurae gut als Fe-
Quelle verwendet werden. Fiir Escherichia coli und Staphylococcus aureus dagegen ist
keine Ausniitzung von Maduraferrin-Eisen nachweisbar. Die Wirkung der Sideromycine
(Albomycin bei Escherichia coli, Ferrimycin bei Staphylococcus aureus) wird durch
Maduraferrin nicht antagonisiert. Daraus ldsst sich schliessen, dass keine Aufnahme von
Maduraferrin iiber die von Albomycin bzw. Ferrimycin verantwortlichen Aufnahmesy-
steme erfolgen kann.

Die Bruttoformel, C,iH,,FeN,O,, ergibt sich nicht unmittelbar aus den Elementar-
analysen. Diese passen nur, wenn man annimmt, dass die Kristalle 1,5 mol AcOH und 2
mol H,O enthalten. Hingegen passt das FAB-MS mit Piken bei 667 [M + Na]* und 645
[M + H]" auf diese Formel. Sie ergibt sich ferner aus der Anzahl und den Arten der
BC-NMR-Signale der Desferriverbindung und aus den nachfolgend diskutierten Ab-
bauergebnissen. Das IR-Spektrum ( Fig. 1) ist in der (C=0)-Region, wie bei Sideropho-
ren iblich, komplex strukturiert. NMR-Spektren konnten entsprechend unseren friihe-
ren Erfahrungen mit Siderophoren vom Fe-K omplex nicht aufgenommen werden.

Losungen von Desferrimaduraferrin (2), die sich fiir die Durchfithrung von Abbau-
reaktionen eignen, konnten am einfachsten durch Ausfillen von Fe mit NaOH hergestellt
werden. Fir die Herstellung von reinem 2 eignet sich dagegen besser die Methode mit
8-Hydroxychinolin [5]. Das durch Chromatographie an Sephadex LH-20 gereinigte Pro-
dukt ist ein farbloses Pulver. Die Hauptpiks im FAB-MS liegen um 53 Masseneinheiten
(Fe’* — 3H *) tiefer als beim Fe-Komplex. Die Elementaranalysen werden wieder durch
die Anwesenheit von 2 mol H,O und 0,5 mol AcOH verfilscht, wobei sich diec Anwesen-
heit des letzteren auch im "H-NMR (1,93 ppm, s) zu erkennen gibt. Dass beim Ersatz von
Fe** durch drei Protonen keine weitere Reaktion abgelaufen ist, zeigt sich daran, dass 2
nach Zusatz von FeCl, wieder das urspriingliche Maduraferrin gibt. Das Desferrimadu-
raferrin (2) wurde weiter durch ein Acetylierungsprodukt charakterisiert, das auf Grund
der Spektren ("H-NMR, FAB-MS) vier Ac-Gruppen enthilt.

Die UV-Spektren von 1 und 2 weisen auf die Anwesenheit eines aromatischen Bau-
steins hin, der sich auch im "H-NMR von 2 durch vier Signale im Bereich von 6,9 bis 7,7
ppm zu erkennen gibt, deren Aufspaltungsmuster einem 1,2-disubstituierten Benzol-Ring
entsprechen. Im PC-NMR weist ein Signal bei 160 ppm auf eine phenolische OH-Gruppe
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hin. Die Vermutung, dass der aromatische Baustein ein Salicylsdure-Rest ist, wurde
durch einen hydrolytischen Abbau von 2 bestétigt. Die in den lipophilen Anteilen des
Hydrolyse-Gemisches enthaltene Salicylsdure wurde durch DC und das 'H-NMR identi-
fiziert.

Die in H,O l6slichen Hydrolyseprodukte enthiclten mehrere mit Ninhydrin anfarb-
bare Substanzen, die durch Vergleich mit authentischen Pridparaten (DC) als f-Alanin,
Glycin und Serin erkannt wurden. Daneben enthielt das Hydrolysat zwei Produkte mit
kleinem R-Wert, die mit Triphenyltetrazolium-chlorid eine rote Farbreaktion gaben.
Wenn das Hydrolysegemisch mit H, und PtO, hydriert wurde, zeigte das DC anstelle der
reduzierenden Substanzen zwei Flecken, die mit Ornithin und N*-Methylornithin iiber-
einstimmten.

Zur Erhartung dieser Befunde wurde ein Totalhydrolysat hydriert und mit 1-Fluoro-
2,4-dinitrobenzol umgesetzt. Die 2,4-Dinitrophenyl(DNP)-Derivate wurden durch
Chromatographie und prap. DC getrennt und gereinigt. Es konnten so die DNP-De-
rivate von f-Alanin und Glycin isoliert und durch Vergleich mit authentischen Prapara-
ten (DC, '"H-NMR) identifiziert werden. Das Serin-Derivat konnte erst nach der Umset-
zung mit CH,N, als Methylester vollig rein erhalten werden. Es liegt auf Grund der
spezifischen Drehung in der L-Form vor. Als Nebenkomponente wurde auch etwas
N,0-Bis(2,4-dinitrophenyl)-L-serin erhalten.

Das N® N°-Bis(2,4-dinitrophenyl)- N*-methylornithin (3) lag nach der Reinigung als
Hydrochlorid vor, wie ein Vergleich mit authentischen Praparaten zeigte. Vom entspre-
chenden Derivat des N°-Methylornithins (4, s. unten) liess es sich durch das DC schwie-
rig, durch das 'H-NMR dagegen deutlich unterscheiden. Die spezifische Drehung
stimmte mit derjenigen des synthetischen Priaparates der L-Reihe iiberein.

Das Bis(2,4-dinitrophenyl)ornithin lag bei der prip. DC ohne klare Abgrenzung
zwischen den Derivaten von #-Alanin und N*Methylornithin und konnte bei diesem
Abbau nicht rein erhalten werden. Dass auch das Ornithin in der L-Form vorliegt, ergab
sich aus einem spateren Abbau (s. unten).

Die damit nachgewiesenen Bausteine — Salicylsdure, f-Alanin, Glycin, Serin, Orni-
thin und N*-Methylornithin — enthalten zusammen alle 26 C-Atome und 7 N-Atome von
1. Thre Reihenfolge konnte aus einer Partialhydrolyse (s. Exper. Teil, Tab.3) abgeleitet
werden. Diese gab u.a. vier Produkte (Partialhydrolysate A, B, C und D), die sich im DC
durch eine blaue Fluoreszenz zu erkennen gaben und demnach alle den Salicylsdure-Rest
enthielten. Sie wurden durch prip. DC isoliert und durch Totalhydrolyse weiter unter-
sucht. Das Partialhydrolysat A gab dabei geméss DC nur Salicylsdure und #-Alanin, das
Partialhydrolysat C zudem Glycin und das Partialhydrolysat D Salicylsdure, f-Alanin,
Glycin und Serin. Das Partialhydrolysat B wird spater naher diskutiert.

Die Partialhydrolysate A, C und D wurden zudem mit CH,N, verestert. In allen
Fillen entstanden gemdss DC mindestens zwei Produkte durch Methylierung nur an der
COO-Gruppe oder zusitzlich an der phenolischen OH-Gruppe. Die jeweilige Haupt-
komponente wurde durch priap. DC isoliert und durch das EI-MS charakterisiert. Die
MS sind mit den Strukturformeln 5 (aus Partialhydrolysat A), 6 (aus C) und 7 (aus D)
bestens vereinbar und bestitigen die Befunde der Totalhydrolysen. Fiir 2 kann somit eine
Partialformel 2A postuliert werden, in der der bisher unbekannte Rest C,;H,;N,O; aus
zwei Aminoséduren aufgebaut ist, die bei der Reduktion Ornithin und N*-Methylornithin
geben.
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Einen wichtigen Hinweis auf den Aufbau dieses unbekannten Teils gab das vierte
Partialhydrolyseprodukt B, das bei der vollstindigen Hydrolyse ausser Salicylsdure,
p-Alanin, Glycin und Serin noch eine reduzierende Verbindung gab (Nachweis mit
Triphenyltetrazolium-chlorid). Nach der katalytischen Reduktion des Hydrolysates war
anstelle dieser reduzierenden Verbindung N*-Methylornithin nachweisbar. Das FAB-
MS des Methylierungsproduktes 8 (CH,N,) zeigt, dass die Molekel um ein O-Atom
grosser ist, als man fiir einen Tretrapeptid-methylester aus den nachgewiesenen Baustei-
nen errechnet. Es kann deshalb kein Zweifel bestehen, dass die bei der Reduktion zu
N*-Methylornithin filhrende Aminosiure ein N-Hydroxy-Derivat ist. Da man annehmen
darf, dass diese liber eine Hydroxamséure-Bindung an den Rest der Molekel gebunden
ist, kann nur das N°-Atom Triger der OH-Gruppe sein. Mit der Strukturformel 8 ist das
EI-MS bestens vertrdglich, das zwar kein Molekiil-lon zeigt, aber bei m/z 494 einen
deutlichen Pik fiir [M " — OH]. Dass Hydroxamséduren sehr leicht eine OH-Gruppe
verlieren, haben wir schon frither oft beobachtet [6]. Zahlreiche Fragmente ( Tab. 1) sind

Tab. 1. EI-MS des Methylesters 8; ausgewdhlte Fragmente

Spaltung der m/z Spaltungder m/z Spaltung der m/z Spaltung der m/z
Bindung Bindungen Bindung Bindung

b 390 a, d 57 m 336,176%) b, e 43

c 135 a,e 7 p 116 b, 1 187
d 149%) a,f 98%) q 408, 102 n,t 351%)
g 304 a, g 113%) r 452, 60%) o,t 363%)
1 308 a,n 257 t 494 Lg,t 83

%)  Diese Fragmente bilden sich durch zusitzlichen Verlust oder Aufnahme eines Protons.
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durch die Anordnung in Formel 8 zwangslos zu erkldren. Insbesondere fiir die Fragmente
von m/z 408, 363, 351, 116 und 83 konnte bei einer andersartigen Verkniipfung der
Bausteine (Peptid-Verkniipfung mit N* von N°-Methylornithin) keine plausible Inter-
pretation gefunden werden. Die Interpretation des Ions mit m/z 83 ist durch ein metasta-
biles Ion (m/z 17,6 fiir 3983 + 308) gut belegt. Ein wichtiges Indiz fiir diese Lage der
Hydroxamséiure bildet die Tatsache, dass Maduraferrin (1) geméss FAB-MS sicher ein
(1:1)-Komplex von 2 und Fe** ist. Dies erfordert einen ausreichenden Abstand zwischen
der Hydroxamsédure-Gruppe und dem dritten, noch zu bestimmenden Komplexierungs-
zentrum (s. unten).

Der unbekannte Rest C;H;N,O in der Partialformel 2b muss, wenn das O-Atom der
Saure-(C=0)-Gruppe des Ornithins entspricht, noch zwei Ringe besitzen. Einer davon
diirfte durch eine zweifache Bindung des N’-Hydroxy-N*-methylornithin-Restes an den
unbekannten Teil (etwa in der Art eines Dioxopiperazins) zustande kommen. Der zweite
Ring muss der unbekannten Aminosdure ganz angehéren. Die Aminosaure, die bei der
Reduktion Ornithin gibt, kann demnach nur Hexahydropyridazin-3-carbonsaure sein.
Diese Sdure oder Abkémmlinge davon sind kiirzlich als Bausteine von Peptid-Antibio-
tica aufgefunden worden, so z. B. von Luzopeptinen aus Actinomadura luzonensis 7], von
Cirratiomycin [8] und von Azinothricin [9].

Fiir die Aufkldrung der Art der Verkniipfung der Hexahydropyridazin-3-carbon-
sdure mit dem Rest der Molekel war noch wichtig abzukliren, welches der beiden
N-Atome ein H-Atom tragt. Zu diesem Zweck haben wir 2 vollstindig methyliert, das
Methylierungsprodukt hydrolisiert, das Aminosdure-Gemisch mit H, und PtO, hydriert
und dann mit 1-Fluoro-2,4-dinitrobenzol umgesetzt. Mit Hilfe von synthetischen Ver-
gleichssubstanzen (CD und HPLC) wurde durch prip. DC eine Fraktion isoliert, die
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gemiss HPLC nur die Derivate von N*-Methyl- (3) und N’-Methylornithin (4) enthielt.
Durch prap. HPLC auf der analytischen Sdule konnte das letztere rein isoliert werden. Es
zeigte die gleiche optische Drehung wie das synthetische Vergleichspriparat der L-Reihe,
wodurch nun auch das letzte Chiralitdtszentrum von 2, dasjenige der Hexahydropyrida-
zin-3-carbonsiure, bestimmt ist. Der Rest C;H,N,O der Teilformel 2b kann somit gemass
Teilformel 2C aufgeldst werden, und durch Verkniipfung der Partialformein 2b und 2¢
erhélt man die vollstindige Strukturformel 2 fiir Desferrimaduraferrin.

H CH,OH

S WW .

2,4-DNP
2,4-DNP | ; 2
l N_R‘ 3 R'= CH;, R°=H

N '
R2/ \/\/\COOH 4 R1 =H, R2 = CH3

Als komplex-bindende Gruppen in 2 stehen die Salicylamid-Gruppe, die Hydroxam-
sdure-Gruppe und die Sdurehydrazid-Gruppe zur Verfiigung. Wihrend die ersten beiden
schon wiederholt als komplexierende Gruppen von Siderophoren angetroffen wurden
[10], tritt eine Sdurehydrazid-Gruppe hier zum erstenmal als Komplexierungszentrum
auf. Dass Saurehydrazide grundsitzlich geeignet sind, mit Fe** Komplexe zu bilden, zeigt
sich an einer starken Farbvertiefung nach schwarzgriin, wenn eine methanolische FeCl;-
Losung mit Benzhydrazid in MeOH versetzt wird. Uber eingehendere Untersuchungen
zum Komplexierungsverhalten von Sdurehydraziden ist uns nichts bekannt. Wir wollen
aber darauf hinweisen, dass Saurehydrazide formal Amide von Hydroxamsduren sind.
Mit Hilfe von Modellen (‘orbit molecular building system’) l4sst sich nahezu spannungs-
frei ein (1:1)-Komplex mit Fe** aufbauen. Fig. 2 zeigt eine Computer-Zeichnung (‘picture
system’) von Maduraferrin (1). Die Konformation wurde mittels ‘molecular modelling’
relaxiert?).

Das fiir Vergleichszwecke bendtigte N*-Methyl-L-ornithin ist bekannt [11]. Wir haben
fiir seine Herstellung sowie fir die des isomeren N°~-Methyl-L-ornithins einen einfacheren
Weg, ausgehend von kiuflichem N°-Benzyloxycarbonyl-L-ornithin bzw. N*-Benzyloxy-
carbonyl-L-ornithin, gewdhlt. Die Methylierungen erfolgten mit Formaldehyd und
NaBH,. Die nach der katalytischen Abspaltung der Schutzgruppen erhaltenen Amino-
sauren wurden direkt in die Bis(2,4-dinitrophenyl)-Derivate 3 resp. 4 tibergefiihrt.

%) Herrn M. Badertscher danken wir bestens fiir die Durchfiihrung dieser Rechnungen,
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Fig.2. Computer-Zeichnung der Struktur von Maduraferrin (1) nach einem dreidimensionalen Modell
(‘orbit molecular building system’)

Experimenteller Teil

Allgemeines. S. [12]; alle NMR bei 300 (‘H) bzw. 75 MHz (*C).

Fermentierung. Der von der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen bezogene Stamm DSM 43067 ist
der Typus-Stamm der Spezies Actinomadura madurae (VINCENT) LECHEVALIER et LECHEVALIER. Die Fermentation
erfolgte in Fermentern bis zu 200 | (Umwurfsystem Typ b 200, Biologische Verfahrenstechnik Giovanola, Monthey,
Schweiz) bei 37° unter guter Beliiftung. Die optimale Néhrlsg. enthielt 20 g/l Mannit, 10 g/l Sojamehl, 10 g/ Stirke,
10 g/1 Hefe-Extrakt, 10 g/ Asparagin und 5 mmol AICl;. Vor der Sterilisation (120°, 30 min) wurde die Lsg. auf pH
7,5 eingestellt. Die Fermenter wurden mit 10% einer auf der gleichen Nihrlsg. angezogenen Vorkultur angeimpft.
Die Siderophorbildung wurde durch HPLC verfolgt und erreichte ein Maximum nach 110 bis 120 h.

Isolierung von Maduraferrin. Nach 110 h wurden die Kulturbriihen auf 20° abgekiihlt und mit Hilfe von 2%
Celite ( Hyflo Super Cell) filtriert. Nach der Zugabe von ca. 1 g/l FeCl, bildete sich im braun-rot verfarbten Filtrat
ein Niederschlag, von dem erneut abfiltriert wurde. Darauf wurde die Lsg. auf eine Sdule von Amberlite XAD-2
(Sdulenvolumen ca. 20% des Lésungsvolumens) gegeben und die Siule solange mit H,O gewaschen bis das Eluat
nahezu farblos war. Darauf wurde mit Aceton/H,O 3:7 eluiert, die braun-roten Fraktionen i.v. konzentriert, dann
lyophilisiert und der Riickstand an Kieselgel chromatographiert (‘flash’-Methode). Das reichlich vorhandene
Riboflavin wurde mit CHCl;/MeOH/2,5% AcOH 65:25 :4 eluiert, das Maduraferrin erst mit CHCl;/MeOH/2,5%
AcOH 5:10:4. Dieses Rohprodukt (3 g aus 20 1 Kulturbriihe) wurde zunichst an Biogel P4 (Saule 2,3 x 75 cm) mit
10 mm NH,4OAc in H,0 chromatographiert. Dabei wurden vor allem braun-schwarze, iibelriechende Verunreini-
gungen abgetrennt. Spitere Fraktionen enthielten eine gelbe und eine weinrote Verunreinigung. Zuletzt wurde das
Maduraferrin als eine orange-braune Zone eluiert. Gemiss HPLC (RP-18-Siule, 0,5 x 25 cm; MeOH/10 mm
NH,OAc in H,0 1:1; UV-Detektor 254 nm) enthielt diese Hauptfraktion neben Maduraferrin (fg 14 min) eine
geringe orange-braune Nebenkomponente (£g 10 min) und Reste der erwdhnten weinroten Komponente (tg 7 min).

Durch eine anschliessende Chromatographie an Biogel P2 (1,8 x 74 cm; 15 mm NH,OAc in H,O) wurden die
Nebenkomponenten weitgehend entfernt. Eine weitere Chromatographie an Fractogel TSK-40 (1,8 x 65 cm; 10
mm NH,OAc in H,O) gab gemdss HPLC einheitliches Maduraferrin. Abschliessend wurde das Priparat an
Sephadex G-15 (2,3 x 65 cm; H,O als Eluierungsmittel) entsalzt und nach dem Eindampfen i.v. aus MeOH/H,O
umkristallisiert. In einem typischen Versuch wurden aus 20 1 Kultur 150 mg Maduraferrin erhalten, doch schwank-
ten die Ausbeuten von Fall zu Fall betrdchtlich.
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Maduraferrin (Fe (III)-Komplex von 2; 1). Sehr feine, orange-braune, hygroskopische Kristalle ohne scharfen
Schmp. DC (Kieseigel Fys,): Ry 0,27 mit BuOH/AcOH/H,O 1:1:1; 0.11 mit Aceton/H,0 1:1; [2f = +436°
(¢ = 0,025, MeOH). UV (MeOH): 442 (3,63), 330 (sh, 3,65) 302 (sh, 3,74), 280 (3,82), 250 (sh, 4,14), 219 (4,62). IR:
Fig.1. FAB-MS (Thioglycerin als Matrix): 667 (IM + Na]®), 645 ([M + HJ*), 629, 595, 472. Anal. ber. fiir
CH3N,OgFe - 1,5 AcOH -2 H,0 (770,55): C 45,20, H 5,76, N 12,72, Fe 7,25; gef.: C 44,89, 44,86; H 5,69, 5,58;
N 12,60, 12,77; Fe 7,31, 7,16.

Desferrimaduraferrin (N-Hydroxy-N-[3-(6-methyl-5,8-dioxo-2,3,4,4a,6,7-hexahydro-( 1 H,5H,8 H )-pyri-
dinof3,4-bpyridazin-7-yl) propyl] ( N-salicyl-g-alanyl-glycyl-L-serinamid) ; 2). Zu einer Lsg. von 272 mg Madura-
ferrin in 10 ml H,O/MeOH 3:1 wurden 595 mg 8-Hydroxychinolin in 5 ml MeOH zugetropft und 90 min gertihrt.
Dann wurde vom schwarzen Niederschlag abfiltriert und die Lsg. i.v. eingedampft. Der Riickstand wurde an
Sephadex LH-20 (2,7 x 72 cm) mit MeOH chromatographiert. Die zuerst eluierten Anteile (84 mg) waren blass
gelblich gefirbtes, leicht verunreinigtes Desferrimaduraferrin. Spatere Fraktionen gaben beim Eindampfen i.v. 148
mg (65%) reines Produkt als farbloses amorphes Pulver. HPLC (RP-/8, 0,5 x 25 cm; MeOH/20 mm NH,OAc in
H,0 2:1): 1 11 min; einheitlich. UV (MeOH): 298 (3,39), 248 (sh, 4,06), 242 (4,08). '"H-NMR (CD;0D): 7,69 (dd,
J=19,1,7,1H); 741 (ddd, J = 8,4,7,3, 1,7, 1 H); 6,96 (dd, J = 8,4, 0,9, | H); 6,90 (ddd, J = 7,9, 7,3, 1,1, 1 H);
5,04 (dd, J = 10,5, 8,3, 1 H); 4,79 (teilw. von Lsgm. iiberdeckt, 1 H); 4,68 (dd, J = 10,5, 8,6, 1 H); 4,61 (+, J = 8,5,
1H); 4,49 (dd, J = 10,8, 5,3, 1 H); 3,93 (d, J = 16,6, 1 H); 3,85 (d, J = 16,6, 1 H); 3,73-3,52 (br. m, 4 H); 3,46 (m,
2H); 2,70 (m, 2 H); 2,42 (s, 3 H); 2,13-1,63 (br. m, 8 H); 1,93 (s, 1,5 H-0,5 AcOH). *C-NMR (CD;0D): 179,16 (s,
AcOH); 173,93 (s); 173,85 (s); 173,56 (s); 171,31 (s); 168,67 (s); 167,07 (s); 160,98 (s); 135,09 (d); 129,53 (d);
120,05 (d); 117,70 (d); 111,50 (5); 70,64 (t); 69,44 (d); 63,87 (d); 52,64 (r); 51,48 (d); 48,29 (¢); 43,59 (1); 36,43 (t);
33,74 (g); 33,03 (£); 30,32 (¢); 28,66 (¢); 23,40 (¢); 23,40 (¢, AcOH); 21,81 (r). FAB-MS (Thioglycerin): 614
([M + Nal"), 592 (M + H]"), 576, 434. Anal. ber. fiir C,H3;N;04-0,5 AcOH-H,0 (639,66): C 50,70, H 6,46, N
15,33; gef.: C 50,75, 50,60; H 6,30, 6,30; N 15,05, 15,06.

Maduraferrin aus 2. In 4 Tropfen MeOH geléstes 2 (0,5 mg) wurde mit 1 Tropfen NaOAc¢ (5% in H,O) und 1
Tropfen FeCl; (5% in H,O) versetzt. Das braun-rote Produkt liess sich weder durch DC (R; 0,27) noch durch
HPLC von authentischem Maduraferrin unterscheiden.

Tetraacetyl-desferrimaduraferrin. Aus 9,2 mg 2in 0,3 ml abs. MeOH, 1 ml Pyridin und 1,6 ml Ac,O wurde bei
RT. (8 h)das Ac-Dertvat bereitet und nach dem Eindampfen i. HV. getrocknet. Die Reinigung erfolgte durch prip.
DC (2 RP-18-Platten 20 x 20 c¢m, 0,25 mm dick) mit MeOH/H,O 4:1. Durch Elution der im UV fluoreszierenden
Zone mit MeOH und Eindampfen i.v. wurden 5,7 mg (54 %) einheitliches farbloses Pulver erhalten, das mit FeCl,
keine Farbreaktion mehr gab. R; 0,41 (DC auf RP-18-Platte, MeOH/H,0 4:1); [x]& = —29,5° (¢ = 0,44, CHCL;).
IR (CHCI,): 3450-3200 (br.), 1798, 1758, 1670, 1642. 'H-NMR (CDCly): 8,00 (dd, J = 7.8, 1,7, 1 H); 7,54 (14,
J=179,1,7,1H);7,32(td, J =178, 1,3, 1 H); 7,24 (¢, J = 5, | H, austauschbar); 7,13 (dd, J = 8,0, 1,3, 1 H); 7,06
(br. d, J = 6, 1 H; austauschbar); 5,29 (m, 1 H); 4,90 (dd, J = 10,7, 8,6, 1 H); 4,61 (dd, J = 10,6, 8,7, 1 H); 4,56 (¢,
J =8,7, 1H); 4,51 (m, 1 H); 4,03 (br., | H, austauschbar); 4,01 (dd, J = 16,9,6,0, | H); 3,86 (dd, J = 16,8, 5,0, 1 H);
3,74-3,39 (m, 6 H); 2,99 (s, 3 H); 2,58 (ddd, J = 16,5, 8,1, 3,9, 1 H); 2,39 (s, 3 H); 2,30 (ddd, J = 16,5, 9,0, 4,0, 1 H);
2,17 (s, 6 H); 2,14 (s, 3 H); 2,23-2,00 (mm, 4 H); 1,99-1,54 (m, 4 H). FAB-MS (Thioglycerin): 783 ((M + H + Na]™),
760 ([M + H]*), 740, 718, 588.

Hydrolyse von 2. Die Hydrolyse von 7 mg 2 in 6 ml 6M HCI wurde unter N, wihrend 15 h unter Riickfluss
durchgefiihrt (Olbad 120°). Die Lsg. wurde i.v. eingedampft. Mittels DC mit PhOH/H,O auf Kieselgel (System 4),
mit PhOH/H,O 3:1 auf Celluloseplatten (System B) und mit BuOH/Aceton/Me,NH/H,0O 10:10:2:5 auf Cellu-
lose-Platten (System C) wurden die in der Tab.2 aufgefithrten Produkte durch Vergleich mit authentischen
Priparaten nachgewiesen (Salicylsdaure durch hellblaue Fluoreszenz im UV-Licht, die Aminosduren mit Ninhy-
drin). Durch Bespriihen mit Triphenyltetrazolium-chlorid/NaOH wurden im System C zwei rote Flecke mit R; 0,23
und 0,15 sichtbar.

Tab. 2. DC der Hydrolyseprodukte

Substanz R-Werte
System A System B System C Farbe mit Ninhydrin im System A
Salicylsdure 0,40 0,95 0.53 -
B-Alanin 0,28 0,59 0,27 blau
Glycin 0,18 0,34 0,22 ocker

Serin 0,12 0,26 0,34 violett
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Reduktion der Hydrolyseprodukte. Ein wie oben aus 107 mg 2 hergestelltes Hydrolysat wurde in 10 ml MeOH
nach Zugabe von 20 mg PtO, 16 h bei RT. hydriert. Nach Abfiltrieren des Katalysators mit Hilfe von Celite wurde
i.v. eingedampft und i. HV. getrocknet. Mittels DC (Kieselgel, PhOH/H,0 5:2) wurden nach Abfirben mit
Ninhydrin folgende Produkte nachgewiesen: Salicylsdure (R; 0,47, Fluoreszenz im UV), f-Alanin (0,28), Glycin
(0,19), Serin (0,13), Ornithin (0,07), und N*-Methylornithin (0,04, orange Farbe mit Ninhydrin). Mit Triphenylte-
trazolium-chlorid anfirbbare Produkte waren nicht mehr vorhanden.

Salicylsdure. Eine wissr. Lsg. von 229 mg Maduraferrin (10 ml) wurde unter Riihren mit 7,5 ml 24 NaOH
versetzt. Nach 10 min wurde das ausgefallene Fe(OH); mit Hilfe von Celite abfiltriert und die nahezu farblose Lsg.
mit 31 ml konz. HCI angesduert (entspricht einer ca. 6M HCl-Lsg.). Nach 16 h Erhitzen unter Rickfluss (N,-Atm.)
wurde die Lsg. i.v. eingedampft, erneut in wenig H,O gelSst, wieder eingedampft und i. HV. getrocknet. Der
Riickstand wurde in 70 ml EtOH und 40 ml MeOH geldst und in Gegenwart von 45 mg PtO, 14 h hydriert. Nach
dem Abfiltrieren des Katalysators wurde die Lsg. eingedampft und der Riickstand (1,2 g) in 60 ml H,O gelést. Nun
wurde 3mal mit AcOEt ausgeschiittelt, die Extrakte mit 30 ml H,O gewaschen, getrocknet und eingedampft. Der
Riickstand wurde durch prap. DC (AcOEt/MeOH 2:1, Kieselgel) gereinigt. Der Riickstand nach dem Eindampfen
gab 3,1 mg farblosen Festkorper. R; 0,48 (DC, AcOEt/MeOH 2:1, braun-violett nach Bespriihen mit FeCl,), Ry,
'"H-NMR in (Dg)Aceton und EI-MS entsprachen denen von authentischer Salicylsiure.

2,4-Dinitrophenyl-Derivate der Aminosduren. Die wissr. Lsg. nach dem Ausziehen der Salicylsdure wurde i.v.
eingedampft und der Riickstand in 15 ml H,O geldst. Unter Riihren wurden zuerst 500 mg NaHCO; und dann 600
mg 2,4-Dinitrofluorbenzol in 15 ml EtOH zugegeben. Die orange-gelbe Lsg. wurde kurz auf 60° erwirmt und dann
1,5 h bei RT. geriihrt. Nach dem Eindampfen wurde der Riickstand in 100 ml H,O geldst und das iiberschiissige
1-Fluoro-2,4-dinitrobenzol durch Ausschiitteln mit Et,O entfernt. Die wéssr. Lsg. wurde darauf mit HCI ange-
sduert (pH ca. 2) und 3mal mit 80 ml Et;0/AcOEt 2:1 ausgeschiittelt. Nach dem Trocknen (Na,SO,) wurde i.v. zu
1,05 g viscosem gelbem Ol eingedampft. Durch DC (Kieselgel, CHCl;/BuOH/AcOH 100:10:1) liessen sich die
2,4-Dinitrophenyl-Derivate folgender Aminosduren erkennen: #-Alanin (&, 0,51), Glycin (0,16), Serin (0,03). Ein
langlicher Fleck mit R; 0,38 enthielt die schwer trennbaren DNP-Derivate von Ornithin und N*-Methylornithin.
Ein weiterer Fleck mit R 0,66 wurde nach der Isolierung durch die Spektren als 2,4-Dinitrophenol identifiziert.

Eine erste grobe Auftrennung erfolgte durch ‘flash’~-Chromatographie (Kieselgel, 4 x 23 cm), wobei nachein-
ander die Eluierungsmittel CHCl;/BuOH 5:1 (400 ml), CHCl;/BuOH/AcOH 100:10:1 (700 ml), 20:10:1 (300 ml),
CHCI;/EtOH/AcOH 20:10:1 (600 ml) und 10.10:1 (200 ml) eingesetzt wurden. Die weitgehend einheitlichen
Fraktionen gaben 143 mg 2,4-Dinitrophenol, 183 mg DNP-Glycin und 190 mg DNP-Serin. Die iibrigen DNP-De-
rivate wurden als Gemisch erhalten, das durch prip. DC (Kieselgel, CHCl;/BuOH/AcOH 100:5:1) weiter aufge-
trennt wurde (s. unten).

N-(24-Dinitrophenyl )- L-serin-methylester. Die Fraktion (190 mg) wurde durch mehrfache prap. DC (CHCly/
EtOH/HCOOH 100:8:1; 100:12:1 und 100:20:2) weiter gereinigt und gab schliesslich 13 mg eines Préiparates, das
gemiss DC einheitlich zu sein schien, gemédss 'H-NMR aber noch verunreinigt war. Es wurde in 4 ml MeOH mit
6 ml CH,N, umgesetzt. Nach 60 min wurde eingeengt und der Ester durch prip. DC (CHCl;, R; 0,33) und zuletzt
an einer kleinen Sdule aus Sephadex LH-20 (Aceton) gereinigt. Das einheitliche Prdparat (1,1 mg) zeigt
[} = —11° (¢ = 0,10, CHCl;) wie ein aus L-Serin bereitetes Vergleichspriparat. {H-NMR (CDCl,): 9,16 (4,
J=27,1H); 9,14 (br. s, 1 H, austauschbar); 8,28 (ddd, J =9,4, 2,7, 0,5, 1 H); 6,87 (ds, J =9,4, 1| H); 4,47 («d,
J=38,76,1H); 4,20 (dd, J =11,2, 3,8, | H); 4,10 (dd, J =11,2, 39, 1 H); 3,85 (s, 3 H); 2,10 (br. s, 1 H,
austauschbar). EI-MS: 285 (M *'). Nach Ry, 'H-NMR und MS nicht unterscheidbar vom Vergleichspriparat.

N-(2,4-Dinitrophenyl )glycin. Die entsprechende Fraktion (183 mg) wurde durch 2malige prap. DC (Kieselgel,
CHCI,/EtOH/HCOOH 100:15:1) weiter gereinigt, wobei jeweils nur die Kernzonen der gelben Binder weiterver-
arbeitet wurden, und gab nach dem Eluieren und Trocknen i. HV. 12 mg gelbes Pulver. R;0,42 (DC, CHCl,/EtOH/
HCOOH 100:15:1). 'H-NMR ((Ds)Pyridin): 9,62 (br. s, 1 H, austauschbar); 9,11 (d, J =2,7, 1 H); 8,30 (dd,
J=9,5,27,1H); 7,06 (d, J =9,5,1 H); 4,49 (d, J = 3,8, 2 H). Ubereinstimmung nach DC, 'H-NMR und EI-MS
mit einer authentischen Probe.

N,O-Bis(2,4-dinitrophenyl )-L-serin. Eine Nebenfraktion bei der Reinigung von DNP-Glycin wurde durch
nochmalige prip. DC gereinigt. Nach dem Eindampfen des Eluats und Trocknen i. HV. kristallisierte die
Verbindung in gelben Nadeln. R; 0,33 (DC, CHCI;/EtOH/HCOOH 100:8:1). 'H-NMR ((Dg)DMSO): 9,74 (d,
J =6,3, 1 H, austauschbar); 8,86 (d, J =2,7, 1 H); 8,67 (d, J =2,8, 1 H); 8,43 (dd, J = 9,3, 2,8, 1 H); 8,11 (dd,
J=96,27,1H);7,64(d,J =94,1 H);7,26 (d,J = 9,4, 1 H); 4,80 (dd, J = 10,1, 2.9, 1 H); 4,64 (dd, J = 10,1, 6,4,
1 H); 4,46 (¢d, J = 6,3, 2,9, nach Austausch mit D,O dd, J = 6,4,2,9, 1 H).

N*, N°-Bis(2,4-dinitrophenyl )- N*-methyl-L-ornithin (3). Die Mischfraktion wurde durch mehrfache priip. DC
(CHCI;/EtOH/AcOH 100:10:1 und 100:15:1) weiter gereinigt, wobei jeweils die vordere und die hintere Hilfte der
breiten gelben Zonen separat eluiert und weiter verarbeitet wurden. Aus den hinteren Zonenhilften wurde nach
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3maligem Chromatographieren, Eluieren und Trocknen i. HV. 18 mg gelbes viskoses Ol erhalten. R; 0,52 (DC,
CHCL,/EtOH/AcOH 100:20:1). [«]¥ = +209,3° (¢ = 0,87, Aceton). 'H-NMR (CD;0D): 8,92 (d, J =2,7, | H);
8,55(d, J =2,8,1H);8,19(dd, J =9,5,2,7,2H); 7,25(d, J = 9,6, 1 H); 7,12 (d, J = 9,6, | H); 4,47 (dd, J = 10,4,
4,8, 1H);3,58 (., J = 6,6, 2H); 2,86 (s, 3 H); 2,26 (m, 1 H); 2,13 (m, 1 H); 2,02-1,76 (br. m, 2 H). '"H-NMR, R;und
[¢)p in Ubereinstimmung mit einem ausgehend von r-Ornithin bereiteten synthetischen Priparat (s. unten).
FAB-MS: 500 ([M — H + Na]*), 478 (M™), 477, 459, 433.

N-(2,4-Dinitrophenyl }-f-alanin. Wenn jeweils die vorderen Hilften der gelben Zonen weiter verarbeitet
wurden, erhielt man nach zweimaliger Wiederholung der prip. DC und Trocknen des Eluats i. HV. 27 mg geibe
Kristalle. Schmp. 141-142°. R; 0,34 (DC, CHCI;/EtOH/AcOH 100:7:1). («]¥ = 0° (Aceton). 'H-NMR (CD40D):
901(d,J =2,7,1H);8,28(dd, J =9,6/2,7,1H);7,21(d,J =9,6,1 H);3,76 (¢,J = 6,5,2 H); 2,72 (¢, ] = 6,5,2 H).
EI-MS: 256 (5), 255 (43, M*). Ubereinstimmung von Schmp., R; und 'H-NMR mit einer authentischen Probe.

Das in Zwischenfunktionen dieser Chromatogramme angereicherte Bis(2,4-Dinitrophenyl)ornithin konnte
nicht rein erhalten werden. Aus einem spiteren Abbau (s. unten) ergibt sich, dass die L-Form vorliegt.

Partialhydrolysevon 2. In 4 ml In HCl wurden 69 mg 2 45 min auf 60° erwdrmt. Nach dem Eindampfen und
Trocknen i. HV. konnten im Riickstand durch DC keine freien Aminosiduren nachgewiesen werden, hingegen
waren mehrere schlecht voneinander getrennte Flecken mit R;um 0,5 (Kieselgel, BuOH/AcOH/H,0 5:2:2) durch
Fluoreszenzim UV erkennbar. Die entsprechenden Verbindungen wurden durch prip. DC im gleichen Fliessmittel
als Gemisch isoliert und an Sephadex LH-20 (0,7 x 13 cm, MeOH) weiter gereinigt. Nach dem Eindampfen wurden
105 mg Gemisch erhalten, das durch prdp. DC auf 4 RP-18-Platten (MeOH/H,O 1:1) in vier weitgehend
einheitliche Komponenten aufgetrennt wurde. Man erhielt zundchst 15 mg Partialhydrolysat 4 (R; 0,80, RP-18),
12 mg Partialhydrolysat D (R 0,35) sowie ein Gemisch von B und C (16 mg, R; 0,74 und 0,66). Das letztere wurde
auf 2 RP-18-Platten mit MeOH/H,0O 2:1 weiter aufgetrennt und ergab nach dem Eluieren mit MeOH und
Trocknen 4,5 mg reines B und 6,2 mg reines C.

Proben von ca. 0,5 mg wurden mit je 2 m] 6N HCI 6 h im Olbad von 130° vollstindig hydrolysiert und die
Produkte durch DC (PhOH/H,O 8:2) untersucht. Salicylsdure wurde durch die blaue Fluoreszenz im UV erkannt,
die Aminosduren nach Anfirben mit Ninhydrin, reduzierende Verbindungen nach Besprithen mit Triphenyltetra-
zolium-chlorid/NaOH. Die Ergebnisse sind in Tab. 3 zusammengestellt.

Das Totalhydrolysat von Partialhydrolysat B wurde in 1,5 ml MeOH mit 0,5 mg PtO, hyddiert (60 h, RT.).
Nach dem Abfiltrieren des Katalysators wurde eingedampft und i. HV. getrocknet. Das DC (Ph/OH/H,0 3:1)
zeigte die Anwesenheit von Salicylsdure (R; 0,47), §-Alanin (0,27), Glycin (0,16), Serin (0,12) und N*-Methyl-
ornithin (0,05, orange mit Ninhydrin). Die Identifizierung erfolgte durch Vergleich mit authentischen Proben im
obigen und 2 weiteren Fliessmittein.

Methylester der Partialhydrolysate A, B, C und D. Die Hauptmengen der Partialhydrolysate wurden in 1,5 ml
MeOH mit CH;N; in Et,O bis zur bleibenden Gelbfarbung versetzt und nach ca. 2 h eingedampft. DC (RP-18,
MeOH/H,0 1:1 oder 2:1) zeigte, dass in allen Fillen mindestens 2 Produkte entstanden waren (Methylierung
teilweise auch an der phenolischen OH-Gruppe). Die jeweilige Hauptkomponente wurde durch priap. DC (RP-18)
isoliert und durch EI-MS untersucht.

N-Salicyl-f-alanin-methylester (5). Aus Partialhydrolysat A. C, H3NO, (223,22). EI-MS: 223 (0,4), 222 (0,3),
205¢0,1), 187(2), 173 (4), 151 (2), 150 (1), 149 (4), 145 (3), 130 (1), 129(2), 126 (10), 116 (1), 115 (2), 114(2), 103 (2),
102 (3), 101 (2), 99 (5), 98 (36), 95 (5), 93 (2), 88 (4), 87 (3), 86 (3), 85 (4), 84 (4), 76 (9), 75 (17), 74 (5), 73 (8), 72 (4),
71 (3), 70 (8), 69 (41), 61 (76), 60 (26), 59 (9), 58 (13), 55 (14), 51 (21), 50 (9), 45 (100), 44 (53), 43 (75), 42 (16), 41
(10), 39 (9), 31 (44), 30 (19), 29 (28), (13), 27 (24).

N-Salicyl-f-alanyl-glycin-methylester (6). Aus Partialhydrolysat C. C,;H;sN,05(280,28). EI-MS: 280 (3), 279
(13), 208 (5), 167 (12), 154 (5), 152 (4), 151 (3), 150 (9), 149 (44), 141 (12), 137 (4), 135 (3), 129 (8), 127 (6), 126 (6),
125(8), 123 (7), 121 (4), 119 (6), 112 (10), 111 (15), 109 (13), 105(9), 104 (12), 99 (7), 98 (10), 97 (33), 96 (12), 95 (20),
94 (3), 93 (10), 91 (12), 85 (22), 84 (16), 83 (31), 82 (11), 81 (27), 76 (7), 73 (13), 71 (35), 70 (18), 69 (61), 68 (14), 67
(18), 57 (83), 56 (23), 55 (69), 43 (200, 43 (100), 42 (14), 41 (72), 39 (18), 29 (31), 27 (18).

Tab. 3. Bausteine der Partialhydrolysate von 2

Partialhydrolysat Salicylsdure B-Ala Gly Ser red. Subst.
4 + + - - -
B + + + + +
c + + + - -
D + + + + -
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N-( 0-Methoxybenzoyl )--alanyl-glycyl-L-serin-methylester (7). Aus Partialhydrolysat D. C;7H;3N;0;
(381,39). EI-MS: 382 (0,1), 363 (18), 351 (21), 331 (0,4), 322 (0,3), 260 (6), 248 (2), 232 (1), 222 (4), 205 (2), 204 (8),
194 (8), 191 (2), 187 (3), 177 (4), 176 (6), 165 (1), 161 (7), 155 (2), 152 (6), 151 (6), 136 (15), 135 (100), 134 (6), 121 (3),
120(2), 107 (1), 105 (9), 104 (5), 98 (3), 92 (6), 77 (17), 70 (2), 64 (2), 59 (2), 55 (5), 45 (3), 43 (5), 32 (6), 31 (9), 30 (8),
29 (5).

NO-Hydroxy-N*-methyl-( No-salicyl-B-alanyl-glycyl-L-seryl)- L-ornithin-methylester (8). Aus Partialhydroly-
sat B. C,,H33N5O, (511,54). EI-MS: 494 (0,1 M+ — OH), 482 (0,2), 452 (0,2), 408 (0,5), 390 (0,5), 386 (1), 363 (2),
351 (4), 340 (5), 336 (1), 312 (6), 308 (2), 304 (2), 285 (7), 284 (7), 279 (6), 268 (6), 258 (11), 257 (8), 239 (10), 223 (4),
213 (4),205(3), 199 (8), 187 (46), 176 (5), 167 (8), 155 (25), 149 (47), 141 (7), 135 (22), 126 (12), 116 (8), 113 (12), 102
(11), 101 (13), 98 (14), 97 (20), 91 (13), 98 (14), 97 (20), 91 (13), 88 (13), 87 (12), 85 (16), 83 (24), 73 (45), 71 (30), 69
(31), 62 (36), 60 (100), 57 (85), 45 (80), 43 (95), 41 (70), 15 (73). FAB-MS: 511 (M), 494.

Methylierung von 2. Zu einer Lsg. von 14,5 mg 2 in 0,8 ml abs. MeOH wurden 5,3 mg Na in 1,1 ml abs. MeOH
rasch zugetropft. Nach 10 min wurden unter Rihren 131 mg Mel zugegeben. Nach 5 h bei RT. war die Reaktion
gemiss DC weitgehend beendet. Nach 8 h wurde eingedampft und der schwach rétliche Riickstand (56 mg) mittels
prip. DC (Kieselgel, BOH/AcOH/H,0 3:1:1, R;0,69) gereinigt. Nach dem Eluieren (AcOMe/AcOH/H,0 5:1:1)
und Eindampfen kristallisierte der blass gelbliche Riickstand tiber Nacht. Eine weitere Reinigung erfolgte an
Sephadex LH-20 (0,7 x 13 c¢m, Aceton/MeOH 2:1). Das Eluat, nach dem Trocknen ein farbloses Pulver, war
gemdss HPLC (RP-18, 0,5 x 25 cm, MeOH/H,0 2:1, 46 bar) einheitlich, tg 10,1 min. Es wurde mit 6 ml 6N HC]
unter N, 8 h unter Riickfluss erhitzt. Nach dem Eindampfen wurde der Riickstand (45 mg) in 7 ml MeOH mit 4,5
mg PtO, 10 h bei RT. unter H; hydriert. Der Riickstand nach dem Filtrieren und Eindampfen wurde in 3 ml H,O
gelost und 15 mg NaHCO, sowie 44 mg 1-Fluoro-2,4-dinitrobenzol in 4 m! EtOH zugegeben. Nach 2 h Riihren bei
RT. wurde die Lsg. stark eingeengt, mit 10 ml H,O verdiinnt und mit Et,0 ausgeschiittelt (Et,O mit iiberschiissi-
gem 1-Fluoro-2,4-dinitrobenzol verworfen). Nach dem Ansduern der wissr. Phase (HCI, pH ca. 2) wurde 3mal mit
10 ml AcOMe ausgezogen und der Extrakt nach dem Trocknen (Na,SO,) eingedampft. Der Riickstand wurde
durch prap. DC (Kieselgel, CHCl;/EtOH/AcOH 100:15:1) aufgetrennt. Eine Zone mit R; ca. 0,45 enthielt gemass
HPLC (RP-18-Sdule, 0,5 x 25 cm MeOH/H,0 2:1, 72 bar) sowoh! 3 (¢g 11,3 min) als auch N*, NO-Bis(2,4-dinitro-
phenyl)-No-methylornithin (4; ty 6,2 min). Die Identitit der Verbindungen wurde durch Vergrésserung des
jeweiligen Piks nach Koinjektion mit synthetischen Priparaten (s. unten) bewiesen.

Durch mehrmalige Injektion und Sammeln der entsprechenden Fraktionen konnten 1,2 mg reines 4 semipra-
parativ gewonnen werden. [« 15 = —81° (¢ = 0,12, Aceton), wie das synthetische Vergleichspriparat der L-Reihe.

Vergleichspriparate. N*, N°-Bis( 2 4-dinitrophenyl )- N*-methyl-L-ornithin (3). Zu einer Suspension von 3,01 g
kiuflichem n-Benzyloxycarbonyl-L-ornithin in 50 ml MeOH wurden langsam 13,2 ml 35 % wassr. Formaldehyd-
Lsg. zugetropft. Nach 2 h Rithren bei RT. wurde noch 30 min unter Riickfluss gekocht und nach dem Abktihlen
innert 1 h 2,9 g NaBH, in kleinen Portionen zugegeben. Nach 8 h Riihren wurde mit AcOH neutralisiert und i.v.
eingedampft. Der Riickstand, geldst in 40 ml MeOH, wurde an Sephadex LH-20 (2,7 x 72 cm MeOH) chromato-
graphiert. Die gemiss DC einheitlichen Fraktionen gaben 1,1 g (35%) N*-Methyl- N%-benzyloxycarbonyl-L-orni-
thin. Davon wurden 350 mg in 35 ml MeOH in Gegenwart von 35 mg 10 % Pd/C wihrend 14 h hydriert. Nach dem
Abfiltrieren des Katalysators mit Hilfe von Celite wurde das Filtrat eingedampft zu 130 mg farblosem N*-Methyl-
L-ornithin, R; 0,20 (DC, Kieselgel, BuOH/AcOH/H,0 4:1:1). Zu 95 mg davon in 7 ml H;O wurden 300 mg
NaHCO; zugegeben und 370 mg 1-Fluoro-2,4-dinitrobenzol in 8 ml EtOH zugetropft. Nach 2 h Riihren bei RT.
wurde i.v. auf ca. 5 mi eingeengt, 15 ml H,O zugegeben und iiberschiissiges Reagens durch Ausschiitteln mit Et,0
entfernt. Die wissr. Phase wurde mit HCI auf pH ca. 2 angesduert und 4mal mit Et,0/AcOEt 2:1 ausgeschiittelt.
Nach dem Trocknen der Extrakte (Na,SO,) wurde eingedampft und der Riickstand (87 mg) durch priap. DC
(CHC13;/EtOH/AcOH 100:12:1) gereinigt. Eine anschliessende prap. HPLC (RP-18, 0,5 x 25 cm MeOH/H,0 2:1,
46 bar, Injektion von je ca. 1 mg Substanz) befreite das Priparat von geringfiigigen Nebenkomponenten. Die
gesammelten einheitlichen Hauptfraktionen aus 20 Injektionen gaben 14 mg 3 als gelbes Puiver. 'H-NMR
(CD;0D): 8,93 (d,J =2,7, 1 H); 8,55(d,J = 2,7, 1 H); 8,54 (br. 5, 1 H, austauschbar); 8,19 (dd, J = 9,6, 2,7, 1 H);
8,13 (dd, J =9,5,28, 1 H); 1,18 (d, J = 9,6, 1 H); 7,14 (d, J =9,6, 1 H); 4,18 (dd, J =10,7, 4,2, 1 H); 3,58 (s,
J = 6,8, 2H); 2,88 (s, 3 H); 2,26 (br. m, 1 H); 2,08 (m, | H); 1,99-1,74 (br. m, 2 H).

Aus 8 mg 3 wurde durch Auflgsen in 3 ml MeOH und 0,5 ml 1N HCI und Eindampfen i.v. das Hydrochlorid
bereitet, gelbes amorphes Pulver. [ ] = +209,7° (c = 0,38, Aceton). 'H-NMR (CD,0D): 8,93 (4, J = 2,7, 1 H);
8,56(d,J =2,8,1H);8,21(dd,J =9,5,2,7,1H); 8,20 (dd, J =9,6,2,7, 1H); 7,26 (d,J =9,6, 1 H);7,13(d, J = 9,6,
1H);4,52(dd, J = 10,5,4,8, 1 H); 3,58 (¢, J = 6,7,2 H); 2,85 (s, 3 H); 2,24 (m, 1 H); 2,14 (m, 1 H); 1,88 (br. m, 2 H);
gute Ubereinstimmung mit dem Priparat aus dem Abbau von 2 nach "H-NMR und DC (R; 0,25, CHCl;/EtOH/
AcOH 100:20:1).
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N, N-Bis(2 4-dinitrophenyl)-N°-methyl- L-ornithin (4). Kiufliches N*-(Benzyloxycarbonyl)-L-ornithin
wurde wie oben mit CH,O und NaBH, methyliert und die Schutzgruppe durch Hydrogenolyse abgespalten. Durch
priap. DC (Kieselgel, PhOH/H,O 5:2, R;0,22) wurde ein einheitliches Préparat erhalten, wie iiblich mit 1-Fluoro-
2,4-dinitrobenzol umgesetzt und das Derivat wieder durch prap. DC gereinigt. Nach einer weiteren Chromato-
graphie an Sephadex LH-20 (MeOH/Aceton 4:1) wurde das Derivat als gelbes amorphes Pulver erhalten.
(218 = —83° (¢ = 0,15, Aceton). 'TH-NMR (CD;OD): 8,96 (d, J =2,7, 1 H); 8,50 (d, J =2,8, 1 H); 8,18 (dd,
J=96,27,1H);8,14 (dd, J =9,6,2,8,1 H); 7,24 (d,J =9,6, 1 H); 6,99 (d, J =9,6, 1 H); 4,21 (t,J =5,1, 1 H);
3,54 (m, 1 H); 3,43 (m, 1 H); 2,89 (s, 3 H); 2,00 (m, 2 H); 1,83 (m, 2 H).

Die NMR-Spektren verdanken wir Frl. B. Brandenberg und den Herren M. Langenauer, F. Fehr und M. Welti,
die IR-Spektren Herrn H. Hediger, die MS Frau L. Golgowski, Frl. J. Weber, Dr. J. Meiliund Herrn U. Schefer, die
Elementaranalysen Herrn D. Manser, alle vom org.-chem. Laboratorium der ETH Ziirich, die Fe-Bestimmungen
(Atom-Absorption) Frau K. Hametner vom anorg.-chem. Laboratorium der ETH Ziirich. Ein Teil der FAB-MS
wurden bei Ciba-Geigy AG, Basel, aufgenommen, wofiir wir Herrn Dr. J. P. Pachlatko bestens danken. Fiir die
finanzielle Unterstiitzung der Arbeiten in Tiibingen danken wir der Deutschen Forschungsgemeinschaft (SFB 76
und 323).
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