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When grown in an iron-deficient medium Pseudomonas aptata  produces both a desferri-fer- 
ribactin and a pyoverdin. The identical sequence o f the peptide chain confirms the hypothesis 
that desferri-ferribactins are the biogenetic precursors o f pyoverdins.

Einleitung

In vorausgehenden A rbeiten haben wir über die 
S trukturerm ittlung m ehrerer Pyoverdine berichtet 
[ 2 - 6 ] ,  Es handelt sich dabei um eisenkomplexie- 
rende V erbindungen, die von einer Reihe von 
Pseudomonas-A rten unter Eisenmangelbedingun- 
gen in das K ulturm edium  abgegeben werden. Sie 
alle haben gemeinsam den Dihydroxychinolin- 
C hrom ophor (1), dessen Am inogruppe amidisch 
an eine D icarbonsäure aus dem Zitronensäure­
zyklus [7] und dessen Carboxylgruppe an eine Pep­
tidkette gebunden sind. Ü ber die Biogenese der 
Pyoverdine ist noch relativ wenig bekannt. Aus 
dem gemeinsamen V orkom m en von Pyoverdin 
P f 13525  und von D esferri-ferribactin im 
K ulturm edium  von Pseudomonas fluorescens 
A TCC 1 3 5 2 5 , deren Peptidteile die gleichen A m i­
nosäuren enthalten, ist verm utet worden, daß das 
D esferri-ferribactin der V orläufer des begleitenden 
Pyoverdins ist. H ierfür spricht, daß 1 aus dem 
K ondensationsprodukt des D ipeptids D ab-Tyr 
(2), das aus D esferri-ferribactin isoliert worden ist, 
entstanden sein könnte [8]. W ir m öchten hier über 
das Auffinden eines weiteren Pyoverdin/Desferri- 
ferribactin-Paares berichten, das die Biogenese- 
Hypothese stützt.
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Ergebnisse und Diskussion

D as in dieser A rbeit beschriebene Paar Pyover­
din Pap (3) und D esferri-ferribactin Pap (4) konn­
te aus dem  Stam m  Pseudomonas aptata 4 a, der Lä­
sionen an Zuckerrübenblättern  hervorruft, isoliert 
werden. Zucht der Bakterien (das A uffinden nen­
nensw erter M engen an  Ferribactin  hängt von den 
Zuchtbedingungen -  s. Exp. Teil -  ab), A ufarbei­
tung des K ulturm edium s und Isolierung von 3 und
4 in Form  der Eisenkomplexe sowie die chrom ato­
graphische Reinigung und D ekom plexierung er­
folgte im wesentlichen wie bereits für andere Pyo­
verdine beschrieben [2-6],

D er Fe3+-K om plex von 3 (Fe-3) zeigt das für 
Pyoverdine typische U V /V IS-Spektrum  mit Schul­
tern bei 2 6 5  und 3 2 0  nm sowie M axim a bei 3 9 9 , 
4 7 0  und 5 6 0  nm, die im Bereich von 2 ,7  bis 8 ,0  
pH -unabhängig  sind. Bei 3 selbst verschiebt sich 
das bei pH 7 ,4  beobachtete M axim um  (4 0 0  nm, 
log e = 4 ,0 9 )  bei fallendem pH hypsochrom  und 
spaltet auf. Fe-4 zeigt (wie auch 4 selbst) die Tyr- 
Bande bei 2 7 3  (2 7 5  nm) und daneben eine stark 
pH -abhängige charge transfer-Bande, mit deren 
Lage sich auch die Farbe von rot nach gelb verän­
dert und bei pH  1 2 ,0  schließlich verschwindet (pH, 
nm, log s: 3 ,0 , 4 5 5 , 3 ,1 4 ; 5 ,0 , 4 3 0 , 3 ,22 ; 6 ,5 , 4 2 0 ,  
3 ,11; 1 0 ,0 , 3 8 0 , 2 ,8 5 ; 12 ,0 , - ,  - ) .  Die nur geringe 
pH -A bhängigkeit der elektrophoretischen M obi­
lität im Bereich zwischen 1,9 und 6 ,5  für 3 zeigt, 
daß die bei der Hydrolyse (s.u .) erhaltene Bern­
steinsäure im Pyoverdin als Amid vorliegen muß. 
F ü r Fe-3 ergibt sich nach Offord [9] bei pH  6 ,5  
eine G esam tladung von +1 (C hrom ophor, Lys,
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Fe3+ =  +5, kom plexierende G ruppen =  -4 ) ,  für 
Fe-4, von + 2 (eine negative komplexierende G ru p ­
pe weniger). Die im folgenden beschriebenen Ex­
perim ente w urden immer an 3 und 4 parallel 
durchgeführt.

Die A m inosäureanalyse erfolgte gaschrom ato­
graphisch nach Hydrolyse und TAB-Derivatisie- 
rung [10] (N /0-Trifluoracetyl-«-butylester). Aus 3 
konnten (6 n  HCl, 110°C, 21 Std.) Ala, Lys, N 5- 
H ydroxy-O rn, Ser, T hr und Bernsteinsäure erhal­
ten werden, aus 4 G lu anstelle von Bernsteinsäure, 
Spuren von 1,4-D iam inobuttersäure (D ab) und 
Tyr sowie 2, das sich durch nachfolgende H ydroly­
se mit 1 n  N aO H  (110 °C, 18 Std.) in D ab und Tyr 
spalten ließ. Ü ber die S trukturaufklärung von 2 
haben wir in [8] berichtet, wo sich auch die 'H - und

Tab. I. 'H- und 13C-NM R-Daten für freies und verester- 
tes Ser und Thr in Pyoverdinen.

Veresterte Freie OH-Gruppe
OH-Gruppe

[2] [14] [10] 31 4 1

ß-H-Thr 5,324 4,38 3,93 4,21
ß-C-Thr 75,24 67,4 68,1 68,2
ß-H-Ser 4,41/4,582 3,78 ~ 3 ,9 3 3,87
ß-C-Ser 62,0 62,1 62,4

1 In D zO ('H rel. zu DSS, l3C rel. zu TMS), pH 3,0.
2 Keine Angaben.
3 Bei pH 6,8 liegen die Werte bei 4,05 und 3,86 ppm.
4 Bei pH 6,8.

13C -N M R -D aten  für 4 finden. Q uantitative A m i­
nosäureanalyse erfolgte nach Hydrolyse m it HI 
(110 °C, 21 Std.), wobei N 5-H ydroxy-O rn quan ti­
tativ zu O rn reduziert wird. O rn ist zweimal, alle 
anderen A m inosäuren sind einmal vertreten. Die 
für die verschiedenen A m inosäuren charakteristi­
schen Signale in den !H- und 13C -N M R -Spektren 
von 3 und 4 sind in den Tab. II und III zusam m en­
gestellt. Interessant ist, daß  die 'H-Signale von T hr 
und insbesondere von Lys bei 3 pH -abhängig sind, 
was a u f K onform ationsänderungen relativ zum 
C hrom ophor hinweist. D aß Lys im Abschirmbe- 
reich des C hrom ophors liegt, zeigt die Hochfeld- 
verschiebung der 'H -Signale gegenüber den bei 
random  coil-Peptiden beobachteten W erten [15] 
(y-Lys: 1,4, 5: 1,7, e: 3,0 ppm).

Die K onfiguration der A m inosäuren wurde 
durch gaschrom atographische Analyse der N /O - 
T rifluoracetyl-i-propylester an einer chiralen Säule 
(Chirasil-L-Val) bestim m t [4] (für 4 w ar eine H y­
drolysezeit von 65 Std. mit HCl notwendig, um 
wenigstens einen Teil von 2 sauer zu spalten, da 
alkalische H ydrolyse -  s.o. -  zu Racem isierung 
führt). D as Ergebnis ist

D -A la, L -D ab, L-Glu, L-Lys, L-Orn, D-Ser,
L -T hr und D-Tyr.

D as bereits aus dem  U V /V IS-Spektrum  abgelei­
tete Vorliegen des Pyoverdin-C hrom ophors 1 bei 3

Tab. II. 'H -N M R -D aten12.

Proton 3 4

y-Thr 0,97 1,17
y-Lys 1,20 1,47
ß-Ala 1,50 1,42
ß- + 8-Lys 1,65 1,69
y-Ac-OH-Orn 1,65 1,69
ß-Ac-OH-Orn 1,81 1,89
ß- + y-c-OH-Orn 1,98 1,98
CHjCO ( cis + trans) 2,10/2,13 2,11/2,14
e-Lys 2,72 2,99
5-Ac-OH-Orn + 5-c-OH-Orn 3,63 3,63
ß-Ser 3,88 3,87
ß-Thr 3,88 4,21
a-Thr 4,23 4,32
a-Ala 4,30 4,36
a-Ac-OH-Orn + a-c-OH-Orn + a-Lys + a-Ser 4,3/4,4 4,3/4,4

1 ppm rel. zu DSS; pH 3,0.
2 Die Signale von Ala, Lys, Ser und Thr konnten durch homonukleare Dop­

pelresonanzexperimente bestimmt werden, die von Ac-OH-Orn und c-OH- 
Orn wurden über die Literaturwerte für Azotobactin D [16] und Pyoverdin 
GM-I [4], die entsprechende Strukturelemente enthalten, zugeordnet.
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Tab. III. l3C-NMR-Daten>-2.

3 4

ß-Ala 17,4 17,8
y-Thr 19,5 20,1
Acetyl-CH3 20,4 20,5
y-c-OH-Orn 21,1 21,2
y-Lys 23,0 23,3
y-Ac-OH-Orn 23,4 23,5
ß-Lys 27,1 26,9
ß-c-OH-Orn 27,6 27,6
ß-Ac-OH-Orn 29,0 29,2
5-Lys 31,1 31,4
e-Lys 40,2 40,3
5-Ac-OH-Orn 48,2 45,3
a-c-OH-Orn 51,5 51,5
a-Ala 52,2 52,4
5-c-OH-Orn 52,7 52,8
a-Lys 54,1 54,7
a-Ac-OH-Orn 54,6 54,8
a-Ser 56,8 56,8
a-Thr 60,4 60,8
ß-Ser 62,1 62,4
ß-Thr 68,1 68,2
CO-c-OH-Orn 167,5 167,6
CO-Ser 172,8 172,8
Acetyl-CO 172,8 173,2
CO-Thr 174,3 174,4
CO-Ac-OH-Orn 174,8 174,5
CO-Lys 175,0 175,3
CO-Ala 176,0 176,3

1 ppm rel. zu TMS, pH 3,0.
2 Die Zuordnung erfolgte durch Vergleich mit Literatur­

werten [2 -  19]. Wegen zu ähnlicher Signallagen ist für 
folgende Signalgruppen die Zuordnung nicht eindeu­
tig und gegebenenfalls zu vertauschen (vgl. auch 
Tab. IV): y-OH-Orn/y-Lys; ß-Glu/ß-Lys; a-G lu/a- 
Lys/-Ac-OH-Om; die CO-Signale von Acetyl/Ser, 
Thr/Ac-OH-Orn/a-Glu/Lys, Ala/y-Glu.

wird durch die 'H - und 13C -N M R -Spektren bestä­
tigt. Die Signallagen und ihre Z uordnung sind be­
reits ausführlich diskutiert w orden [2 -5 , 11]. Die 
Bernsteinsäuream idseitenkette von 3 erkennt m an 
an den pH -unabhängigen D oppeldubletts bei 2,72 
und 2,79 ppm. Insbesondere in saurer Lösung 
kom m t es -  wie bereits bei anderen Pyoverdinen 
beobachtet [12, 13] -  zu partieller Cyclisierung 
vom Succinim id-Derivat (C H 2: 3,09 ppm  bei 
gleichzeitiger Tieffeldverschiebung einiger C hro ­
m ophorsignale) (Schema 1). Bezüglich der G lu- 
Seitenkette von 4 s. u.

Die M olmassen von 3 und 4 wurden FAB-m as- 
senspektroskopisch bestimmt. F ü r die [M + H ]+- 
Ionen ergab sich bei 3 m /z  1046 und bei 4 m /z  1064 
(die M assen der Eisenkomplexe liegen jeweils um 
53 u höher entsprechend + 56Fe3+-  3 ’H +). Die 
nach den durch K ondensation des C hrom ophors 1 
(für 3) bzw. 2 (für 4) mit den durch H ydrolyse er­
haltenen Säuren (Bernsteinsäuream id bei 3, s.o .) 
berechneten M assen im Vergleich mit den m assen­
spektroskopisch bestim m ten zeigen, daß in beiden 
Verbindungen eine funktionelle G ruppe acetyliert 
(s. auch N M R -D aten) und daß  zusätzlich ein M o­
lekül H 20  abgespalten sein muß.

In 3 und 4 sind m ehrere funktionelle A m inosäu­
ren enthalten. D a diese bei Pyoverdinen häufig in 
derivatisierter Form  Vorkommen, m üssen diese 
näher untersucht werden:

1. Freie A m inogruppen lassen sich durch D an- 
sylierung und nachfolgende Hydrolyse nachweisen 
[3, 4], Die so erhaltenen D ansylam inosäuren wer­
den durch RP-H PLC abgetrennt und durch Ver­
gleich mit authentischem  M aterial identifiziert. 
A uf diese Weise konnten bei 3 und 4 e-Dns-Lys, 
bei 4 zusätzlich Dns-G lu erhalten werden; die en t­
sprechenden A m inogruppen müssen daher in 3 
bzw. 4 frei vorliegen.

2. Freie O H -G ruppen von Ser und Thr. IR- 
spektroskopisch lassen sich keine Esterbanden 
feststellen. Dies wird durch die 'H - und 13-D aten 
bestätigt: Acylierung der O H -G ruppen würde zu 
deutlicher Tieffeldverschiebung der Signale der be­
nachbarten C- und H -A tom e führen (s. Tab. I). 
Die O H -G ruppen von Ser und T hr liegen dem nach 
frei vor.

3. C yclo-N -hydroxyornithin (3-A m ino-l-hydro- 
xypiperidon-2) als N -term inale A m inosäure wurde 
nach dem von M ohn [4] entwickelten V erfahren 
nachgewiesen: Der N -H ydroxy-piperidonring 
m uß mit T iCl3 zum säurestabilen P iperidon (Vale- 
rolactam ) reduziert werden, da der N -H ydroxy- 
Lactam ring in saurem  M edium  leicht geöffnet 
wird. N M R-spektroskopisch läßt sich zeigen, daß 
bei pH  1 N 5-Acetyl-N5-hydroxy-O rn stabil ist, 
nicht jedoch das N -Hydroxy-c-Orn-System . Die 
den beiden O rn-Bausteinen zugeordneten Signal­
gruppen (s. Tab. II) nehm en an In tensität um  die 
Hälfte ab, während in den für N 5-H ydroxy-O rn 
charakteristischen Bereichen [12, 13] neue Signale 
erscheinen (a: 4,15, ß+ y: ~  1,7, 5: 3,19 ppm). Aus 
dem Partialhydrolysat (6 n  HCl, 110°C, 12 min)
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läßt sich nach Dansylierung Dns-c-Orn (3-Dansyl- 
am inopiperidon-2) durch H PLC  abtrennen und 
durch Vergleich mit authentischem  M aterial iden­
tifizieren. W eiter stimmen die 13C-N M R-W erte 
(s. Tab. III) mit einer m aximalen Abweichung von 
0,1 ppm  mit den für den cyclo-N-Hydroxy-Orn- 
Ring von Pyoverdin GM-1 [4] angegebenen über­
ein. D a bei der Hydrolyse c-Orn frei wird, liegt 
c-Orn über die a-A m inogruppe mit der Peptidket­
te verbunden und somit C-term inal vor.

4. N 5-Acetyl-N5-hydroxy-Orn. Die Acetylgrup- 
pe kann aufgrund der oben geschilderten Ergeb­
nisse (die A m inogruppen von Lys und Glu sowie 
die O H -G ruppen von Ser und T hr sind frei, das 
zweite O rn liegt als N -H ydroxy-cyclo-Orn vor) 
nur an die ö-A m inogruppe von O rn gebunden 
sein. Die 'H - und 13C -N M R -D aten  (s. Tab. II und 
III) stimmen m it den L iteraturdaten  für die bei 
Pyoverdinen häufig angetroffenen Orn-ö-Hydro- 
xam säuren überein. Das A cetyl-CH 3-Signal ist 
entsprechend dem czs/f rans-Gleichgewicht im Ver­
hältnis 3:1 aufgespalten (2,13 und 2,10 ppm).

5. Freie 1-Carboxylgruppe von Glu bei 4. a- und 
y-amidisch gebundene G lu unterscheidet sich ins­
besondere in der Lage der a-C H - und der y-Car- 
boxylresonanzen. Wie aus Tab. IV ersichtlich, ist 
G lu y-amidisch gebunden. D am it in Einklang 
steht auch, daß  die n C-Resonanz der y-CO-Grup- 
pe pH -unabhängig  ist (bei pH  3,0 und 6,8 gleich).

Eine klassische Sequenzanalyse durch sukzessi­
ven A bbau w ar wegen der Blockierung von C- und 
N -Term inus und enzymatische Spaltung wegen 
des Vorliegens von D -A m inosäuren nicht möglich. 
D aher erfolgte die Sequenzierung durch Partialhy­
drolyse und Identifizierung der einzelnen Bruch­
stücke durch FA B-M assenspektrom etrie. Dieses

Tab. IV. N M R-D aten für 4 sowie für a- und y-amidisch 
gebundenes Glu (s. Text)1.

a-CONH [15] y-CONH [5]2 4 (pH 6,8)

a-CH 4.30 3,84 3,67
ß-CH 2,05
y-CH 2,30 2,77 2,46
a-C 54,8
ß-C 27,4
y-C 32,0
a-CO 174,8 175,1 174,9
y-CO 182,8 176,7 176,6

1 'H ppm rel. zu DSS, l3C rel. zu TMS.
2 Bei pH 6,8.

Verfahren kann angew andt werden, da außer dem 
C-term inalen c-O rn keine cyclopeptidischen U n ­
terstruk turen  vorliegen. c-O rn wird dabei geöffnet 
und die Acetylgruppe vom N 5-A cetyl-N 5-hydroxy- 
O rn abgespalten. Die Ergebnisse sind in Tab. V 
zusam m engefaßt.

Bei Pyoverdin Pap (3) handelt es sich somit um 
(1 S^-S-Succinam oylam ino^^-dihydro-S^-dihy- 
droxy-1 //-pyrim ido[ 1,2-a]chinolin-1 -carbonsäure, 
die am idisch m it dem N -Term inus von D-Ala-L- 
Lys-L-Thr-D -Ser-L-(N 5-acetoxy-N 5-hydroxy)- 
O rn-L -(N 5-hydroxy)cyclo-Orn verknüpft ist, bei 
dem D esferriferribactin 4 um 2-[l-R-(y-L-gluta- 
m oyl)am ino-2-p-hydroxyphenylethyl]-1,4,5,6-te- 
trahydropyrim idin-4-S-carbonsäure, an die dersel­
be Peptidrest wie bei 3 amidisch gebunden ist. U m  
die w achsende Zahl von Pyoverdinen und ver­
w andten V erbindungen (Desferriferribactinen, 
A zotobactinen) in Tabellen so sortieren zu kön­
nen, daß ohne großen Platzaufw and G em einsam ­
keiten und U nterschiede überblickt werden kön­
nen, wurde eine Kurzschreibweise entwickelt [3,4], 
bei der die A rt des C hrom ophors (Q für 1), dann 
die A m inosäuresequenz (basierend au f dem Ein- 
buchstabencode, wobei O für O rn, K leinbuchsta-

Tab. V. [M + H]+-Ionen des Partialhydrolysats von 4.

m /z Bruchstück

910 Glu-Chr-Ala-Lys-Thr-Ser-OH-Orn1
780 Glu-Chr-Ala-Lys-Thr-Ser1
666 Ala-Lys-Thr-Ser-OH-Orn-OH-Orn1
595 Lys-Thr-Ser-OH-Orn-OH-Orn1
592 Gly-Chr-Ala-Lys
564 Chr-Ala-Lys-Thr1
465 Lys-Thr-Ser-OH-Orn1
467 Thr-Ser-OH-Orn-OH-Orn
464 Glu-Chr-Ala
463 Chr-Ala-Lys
335 Lys-Thr-Ser
337 Thr-Ser-OH-Orn
366 Ser-OH-Orn-OH-Orn
393 Glu-Chr
335 Chr-Ala
218 Ala-Lys
248 Lys-Thr1
207 Thr-Ser
279 OH-Orn-OH-Orn
148 Glu
264 Chr

1 Die Ionen treten nur mit geringer Intensität auf. Daher 
wurden diese Bruchstücke nicht zur Herleitung der 
Sequenz, sondern nur zu ihrer Bestätigung verwendet. 
Chr bedeutet 2.
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ben für D -A m inosäuren, " für abgewandelte 
Am inosäuren und * für A nfang bzw. Ende einer 
cyclischen U ntereinheit steht) und schließlich die 
an den C hrom ophor gebundene D icarbonsäure 
(SUC für Bernsteinsäure, SUCA für Bernsteinsäu- 
reamid, G LU  für G lutam insäure) angegeben wird. 
F ür 3 ergibt sich dam it

P yoverdin-Q -aL T s0"0 '*  -  SUCA.

F ührt m an für das Strukturelem ent 2 das Symbol 
TD  (aus Tyr/D A B) ein, so kann m an 4 als

D esferriferribactin-T D -aL T s0"0 '*  -  G L U

notieren. Die für 3 abgeleitete Am inosäuresequenz 
stimmt mit der für Pyoverdin Pf83 aus dem  FAB- 
Spektrum  abgeleiteten überein (die K onfiguratio­
nen der A m inosäuren wurde allerdings nicht be­
stimmt). D a sich Pyoverdine nach den bisherigen 
Ergebnissen in den A m inosäuren des Peptidteiles 
und nicht in der K onfiguration einzelner A m ino­
säuren unterscheiden, kann m an annehm en, daß 
Pyoverdin Pf83 mit dem hier beschriebenen Pyo­
verdin 3 identisch ist.

Schlußfolgerungen

Durch die S trukturaufklärung von 3 und 4 
konnte zum erstenm al gezeigt werden, daß ein 
Pyoverdin-D esferriferribactin-Paar im A ufbau des 
Peptidteiles übereinstim m t. Die beiden V erbin­
dungen unterscheiden sich nur im C hrom ophor 
und der daran  gebundenen D icarbonsäure. Die 
Annahm e, daß  D esferri-ferribactine die biogeneti­
schen Vorläufer der Pyoverdine sind, wird d a ­
durch bestätigt.

Experimenteller Teil

Geräte

UV/VIS: Perkin-Elm er H itachi 200 
IR: Perkin-Elm er 283

MS: FAB und EI: Finnigan-M A T HSQ 30; G C / 
MS: K ratos MS 25 R F mit C arlo-E rba GC 
M FC  500 (Säule SE 54)

N M R : Bruker AM  300
GC: C arlo-Erba H R G C  4160 (SE 52)
HPLC: K nauer 64.00 m it UV/VIS Photom eter 734 
Papierelektrophorese: C A M A G  HVE 60600

Chemikalien: s. [4].

Bakterienzucht: M edium  s. [4], (1) Die Bakterien 
wurden von der A gar-K ultur au f 250 ml M edium  
in 1 1 Erlenmeyerkolben mit Schikanen übertragen 
und 24 h geschüttelt. Jeweils 10 ml dieser V orkul­
tu r wurden erneut zu 2 x 250 ml M edium  wie oben 
zugegeben und 24 h geschüttelt. Die gereinigten 
V orkulturen wurden zu 10 1 M edium  in einem 20 1 
Ferm enter zugesetzt und unter Belüftung (2 m 3/ 
min keimfreie Luft) 72 h geschüttelt. D er pH  der 
K ulturen wurde regelmäßig kontrolliert und durch 
Zugabe von HCl unter 8,2 gehalten. (2) A cht 
500 ml Erlenmeyerkolben (mit Schikanen) be­
schickt mit je 250 ml M edium wurden mit Bakte­
rien von der A gar-K ultur beimpft und 96 h ge­
schüttelt. Einstellung des pH  wie oben. Ferribactin  
konnte nur aus (1) isoliert werden.

Aufarbeitung der Kulturen: s. [4],

Aminosäureanalyse: qual., quant.: s. [10]; C hirali­
tät: s. [4]; Bestimmung freier N H 2-G ruppen; s. [3, 
4]; R eduktion des Cyclo-N-hydroxy-Orn: s. [4],
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