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The structures of two pyoverdins (Pp1 and Pp2) and one dihydropyoverdin (dihydro-Pp2)
from a strain of Pseudomonas putida have been elucidated by spectroscopic methods and degra-
dation studies. The pyoverdins Pp 1 and Pp2 consist of a chromophore which was identified as
(1.5)-5-amino-2,3-dihydro-8,9-dihydroxy-1 H-pyrimido[1,2-a]quinoline-1-carboxylic acid sub-
stituted at the amino group with a 3-carboxypropanoyl or a succinamoyl residue and at the
carboxy group with the N-terminus of L-Ser—L-Thr—D-Ser—L-Orn—L-threo—(OH)Asp—

[D-GIn + L-Dab]*—L-Ser—D-allo-Thr—L-c(OH)Orn.

Dihydro-Pp 2 differs from Pp2 only in the chromophore, which is saturated at carbons 5 and
6. All compounds contain a tetrahydropyrimidine moiety ([D-Gln + L-Dab]*) resulting from
the condensation of 2,4-diaminobutyric acid and glutamine.

Einleitung

Bakterien der Gattung Pseudomonas, die in der
Fluoreszentengruppe zusammengefa3t werden,
scheiden beim Wachstum unter Eisenmangelbe-
dingungen intensiv fluoreszierende peptidische
Siderophore, sogenannte Pyoverdine, in das umge-
bende Medium aus. Die physiologische Bedeutung
dieser Eisen-11I-komplexierenden Substanzen liegt
in der Versorgung der Zelle mit Eisen.

Allen Pyoverdinen gemeinsam ist der Chr, des-
sen Fluoreszenz Veranlassung fiir die Namensge-
bung der o.g. Bakteriengruppe ist. Der Chr, der als
ein Dihydroxy-Chinolin-Derivat aufgefa3t werden
kann, besitzt am C-1 eine Carboxylgruppe, die mit
einer Peptidkette verkniipft ist, und trdagt des wei-
teren am C-5 eine Aminogruppe, an der amidisch
ein Acylrest einer Dicarbonsdure (aus dem Citro-
nensdurecyclus) oder deren Amid gebunden ist.
Der Chr stellt durch die Catecholgruppe eine zwei-
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zihnige Komplexierungsstelle fiir Fe** dar. Der
Peptidbereich triagt die beiden anderen zweizéhni-
gen Liganden (entweder Hydroxamateinheiten
oder eine Hydroxamat- und eine a-Hydroxycar-
boxylateinheit), und zwar in solchem Abstand,
dalB3 eine oktaedrische Ligandenanordnung zu-
stande kommt.

Die Strukturelemente, die fiir die Erkennung des
Siderophors durch die Zellrezeptoren verantwort-
lich sind, befinden sich ebenfalls im Peptidbereich,
der je nach Stamm erhebliche Variationen auf-
weist. Dieser Bereich ist zum Teil aus D-konfigu-
rierten und seltenen Aminosduren zusammen-
gesetzt. Haufig sind die Aminosduren polyfunk-
tionell, so daB durch Kondensation cyclische
Teilstrukturen entstehen konnen. Die etablierten
Methoden der Peptidanalytik konnen deshalb der
strukturellen Problematik nicht gerecht werden.
Entsprechend gering ist die Anzahl der vollstindig
beschriebenen Pyoverdinstrukturen [1—11]. Erst
kiirzlich wurde eine fiir die Pyoverdine speziell ent-
wickelte chemisch-massenspektrometrische Se-
quenzierungsmethode veroffentlicht [1].

In der vorliegenden Arbeit wird die Strukturauf-
klarung zweier Pyoverdine Pp 1 (1) und Pp2 (2) so-
wie eines Dihydropyoverdins Dihydro-Pp2 (3)
dargestellt, die aus Eisenmangelkulturen eines
Stammes von Pseudomonas putida isoliert wurden.
Alle drei Komponenten besitzen einen identisch
strukturierten Peptidbereich. Die Struktur eines
cyclischen Kondensationsproduktes aus Gln und
Dab konnte durch Isolierung desselben aus dem
Partialhydrolysat der Pyoverdine vollstindig
charakterisiert werden.

Dieses Werk wurde im Jahr 2013 vom Verlag Zeitschrift fir Naturforschung
@ ® @ in Zusammenarbeit mit der Max-Planck-Gesellschaft zur Férderung der
BY ND Wissenschaften e.V. digitalisiert und unter folgender Lizenz verdffentlicht:
Creative Commons Namensnennung-Keine Bearbeitung 3.0 Deutschland
Lizenz.

This work has been digitalized and published in 2013 by Verlag Zeitschrift
fiir Naturforschung in cooperation with the Max Planck Society for the
Advancement of Science under a Creative Commons Attribution-NoDerivs
3.0 Germany License.

Zum 01.01.2015 ist eine Anpassung der Lizenzbedingungen (Entfall der
Creative Commons Lizenzbedingung ,Keine Bearbeitung*) beabsichtigt,
um eine Nachnutzung auch im Rahmen zukiinftiger wissenschaftlicher
Nutzungsformen zu erméglichen.

On 01.01.2015 it is planned to change the License Conditions (the removal
of the Creative Commons License condition “no derivative works”). This is
to allow reuse in the area of future scientific usage.



488

I. Gwose and K. Taraz - Pyoverdine aus Pseudomonas putida

D-Ser
L-Orn
OH L-Thr
ﬁ“z éH CH
CH, 2 7T
D-GI 3 \..CH-NH-C_ CH-OH
o CH C “CH
NHZ \ 2 N[—/-] N L-Ser
O_l H,C_ 4 NH
\CHZ N ¢~ oH
\ C| L- threo- CH_CH.,
L-Dab CH, o NH (OH)Asp [ “
! 1 O NH
N HC-NH~c_ | Il |
N \LH\ /C\ /C
NH (l:H OH o~ Y\
5 HO HO N\& NH
<C
Lrser NH m
\ o HO = NH
HO~ ¢y CH I !
//(:\ NH NN~
Mg
D-allo-Thr HO/C\H ©) E=(OHIOGn
CH,
Pyoverdin Pp1: R= CO-CH,-CH,- COOH (0]
Pyoverdin Pp2: R= CO-CH,-CH,-CONH, @
Pyoverdin Dihydro-Pp2: R= CO-CH,-CH,-CONH, 3)
Peptid
|
c
2l
O/
HO @H
Hom H

Ergebnisse und Diskussion
Isolierung von 1, 2 und 3

Die Bakterienzucht erfolgte in einem syntheti-
schen Minimalmedium. Die Anfangskonzentra-
tion an Fe’* war geringer als 20 pg/l. Die durch-
schnittliche Wachstumsdauer der Flissigkulturen
betrug 3—4 Tage. Um die Luftoxidation des Chro-
mophors — besonders im Falle 3 — bei der Isolie-
rung zu vermeiden, wurden die Pyoverdine durch
Zugabe von Fe’*-Citrat zum Kulturmedium in
ihre Fe3*-Komplexe iibergefiihrt und anschlieBend

durch Adsorption an XAD-4 vom Filtrat getrennt.
Die Desorption erfolgte mit einem Aceton/Was-
ser-Gemisch (4:6, v/v). Der XAD-Extrakt wurde
des weiteren durch Ionenaustauschchromatogra-
phie an CM-Sephadex G25 (Pyridiniumacetat-
Puffer pH 5) in die Fe**-Komplexe 1, 2 und 3 auf-
getrennt, die jeweils durch Gelfiltration (Bio-Gel
P2,0,1 N Essigsdure) weiter gereinigt wurden. Mit
8-Hydroxychinolin wurde die Dekomplexierung
durchgefiihrt, und durch anschlieBende Chroma-
tographie an Bio-Gel P2 wurden die freien Chela-
toren 1, 2 und 3 gewonnen.
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Charakterisierung

Die Voruntersuchungen hatten die Zuordnung
von 1, 2 und 3 zu den bekannten Siderophoren-
klassen und die Kldrung der strukturellen Unter-
schiede der drei Siderophore untereinander zum
Ziel.

1 und 2 haben identische UV/VIS-Spektren, die
die charakteristischen Absorptionen des Pyover-
dinchromophors und deren pH-Wert-Abhéngig-
keit zeigen [12]: Maximum bei 398 nm (log
€=4,22), pH 6,9; Verschiebung zu kiirzeren Wel-
lenldngen unter Aufspaltung der Bande bei abneh-
mendem pH-Wert. Die rotbraunen Fe3*-Komple-
xe zeigen zusdtzliche charge-transfer-Banden bei
~470 nm und ~ 550 nm. Die Lage der Banden ist
im Bereich pH 3 bis 7 konstant. 3 weist die spek-
tralen Eigenschaften der Dihydropyoverdine auf
[6, 8]. Sie sind farblos und zeigen in Losung keine
Fluoreszenz. Die pH-unabhéngigen Absorptionen
bei 225 und 297 nm sind auf n-7*- und intramole-
kulare charge-transfer-Ubergiinge im Dihydro-
Chromophor zuriickzufithren. Fiir die violette
Farbe des Fe’*-Komplexes von 3 (pH 7) ist das
breite charge-transfer-Maximum bei 530—540 nm
verantwortlich. Die charge-transfer-Bande zeigt
eine hypsochrome Verschiebung von 550 nm
(pH 3,0) auf 529 nm (pH 9,5). Die Komplexbil-
dungskonstanten fiir 1 und 2 sind 3,1 x 102 (pH 7)
und 5,8 x 10'8 (pH 5).

Mit der Hochspannungspapierelektrophorese
wurden die elektrophoretischen Mobilititen von
1, 2 und 3 sowie von deren Eisenkomplexen bei pH
1,9, pH 3,0 und pH 6,5 bestimmt (s. Tab. I). Die
Untersuchungen von 1, 2 und 3 ergaben fiir alle
drei Komponenten eine Erhohung der Mobilitit
beim Ubergang von pH 3,0 zu 1,9 (Protonierung
der B-Carboxylgruppe von (OH)Asp). Als einzige
Komponente zeigt 1 beim Ubergang von pH 6,5 zu
pH 3,0 einen Mobilitdtssprung (Protonierung der
Carboxylgruppe der Bernsteinsdure-Seitenkette)
und erreicht anndhernd die gleiche Mobilitit wie 2
und 3.

Die Totalhydrolyse erfolgte sowohl in 6 N HCI
als auch in 6 N HI, um die quantitative Bestim-
mung von (OH)Orn zu gewihrleisten [13]. Quali-
tative und quantitative Analyse der N/O-Trifluor-
acetyl-n-butylester (TAB-Derivate) [14] durch
GC/MS bzw. GC ergab fiir alle drei Komponenten
eine identische Zusammensetzung: 1 (OH)Asp,

489

1 Bernsteinsdure, 1 Dab, 1 Glu, 1 Orn, 1 (OH)Orn,
3 Ser, 1 Thr, 1 allo-Thr. Die Konfigurationsbe-
stimmung der Aminosduren (N/O-Trifluoracetyl-
i-propylester [15]) erfolgte gaschromatographisch
an einer Chirasil-L-Val-Sdule durch Vergleich mit
Standards: 1L-(OH)Asp, 1L-Dab, 1D-Glu,
2 L-Orn, 2 L-Ser, 1 D-Ser, 1 L-Thr, 1 D-allo-Thr.

Tab. 1. Elektrophoretische Mobilitdten (m) der Pyover-
dine und ihrer Eisen(III)-Komplexe relativ zu Glucose
(0) und Desferal (+1).

m(pH 1,9) m (pH 3,0) m (pH 6,5)

Ppl 1,35 0,90 0,48
Pp2 1,30 0,98 0,87
Dihydro-Pp2 1,28 0,97 0,86
Fe-Pp1l - 0,50 0,01
Fe-Pp2 - 0,52 0,52
Fe-Dihydro-Pp2 - 0,55 0,54

Aus dem HCI-Hydrolysat konnte auch der
(OH)-Chromophor (bei dem durch die Hydrolyse
bedingt die Aminogruppe gegen eine Hydroxyl-
gruppe substituiert ist) isoliert und durch Ver-
gleich mit authentischem Material [6, 16—19] iden-
tifiziert werden. Das CD-Spektrum bestétigte die
S-Konfiguration an C-1.

Die FAB-Massenspektren von 1, 2 und 3 zeigen
intensive Quasi-Molekiilionen ((MH]": m/z 1406
(1), m/z 1405 (2), m/z 1407 (3)). Alle drei Spektren
weisen das gleiche retro-Diels-Alder-Fragment
(Peptidkette mit einer C;H;O-Einheit aus dem
Chromophor) bei m/z 1103 auf[1]. Die Fe’*-Kom-
plexe zeigen jeweils einen Massenunterschied von
53 u gegeniiber den freien Pyoverdinen. Dies ent-
spricht dem Ersatz von drei Protonen durch ein
*Fe3*-Ion.

Die Art der komplexierenden Gruppen (Cate-
cholat, Hydroxamat, a-Hydroxycarboxylat) und
die peptidische Natur des ligandentragenden Ge-
riistes machen die Zugehorigkeit von 1, 2 und 3 zu
den Siderophoren der Pyoverdin-Klasse deutlich.

Das UV/VIS-spektrale Verhalten spezifiziert 1
und 2 als Pyoverdine und 3 als ein Dihydropyover-
din.

Die Identitdt des Peptidbereiches aller drei
Komponenten 148t sich durch die gleiche Amino-
sdurenzusammensetzung, die identische Masse des
retro-Diels-Alder-Fragments und die identische
Lage der entsprechenden NMR-Signale (s. Tab.
II-1V) belegen. Die beobachteten Massendiffe-
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Tab. II. '"H-NMR-Daten? der Pyoverdine Pp 1, Pp2 und Dihydro-Pp2 in gepuffertem

D,OP bei pH 3 und pH 6,9.

pH3 pH 6,9
Proton® Ppl Pp2 Dihydro-Pp2 Ppl Pp2
Seitenkette:
2"-Acyl 2,82 2,82 2,61 2,62 2,80
3'-Acyl 2,78 2,76 2,61 2,68 2,73
Chromphor:
1-Chr 5,72 5,73 5,28 5,67 5,69
2a/2b-Chr 2,46/2,74  2,55/2,81 2,50/2,57 2,43/2,69 2,42/2,68
3a/3b-Chr 3,31/3,75 3,35/3,73 3,23/3,68 3,31/3,75 3,35/3,37
5-Chr - - 5,50 - —
6-Chr 7,94 7,92 3,03/3,06 7,85 7,84
7-Chr 7,18 7,12 6,81¢ 7,08 7,09
10-Chr 7,05 7,03 6,85¢ 6,86 6,87
Peptidkette:
a-2,4-Dab 4,49 4,50 4,47 4,48 4,49
B-2.4-Dab 2,18 2,19 2,17 2,18 2,19
v-2,4-Dab 3,31/3,53 3,31/3,53 3,30/3,53 3,30/3,53 3,31/3,54
a-Gln 4,65 4,65 4,65 4,60 4,60
B-Gln 2,20 221 2,20 2,20 2,21
v-Gln 2,46 2,48 2,47 2,46 2,47
a-(OH)Asp 4,86 4,87 4,87 4,85 4,85
B-(OH)Asp 4,60 4,62 4,62 4,45 4,47
a-(OH)Orn 4,46 4,46 4,47 4,45 4,47
-OH)Orn 1,76/2,01 1,76/2,01 1,76/2,01 1,75/1,99 1,76/2,00
v-(OH)Orn 1,99 2,01 1,98 1,98 2,01
5-(OH)Orn 3,62/3,66  3,62/3,67  3,60/3,64 3,62/3,66 3,63/3,67
a-Orn 4,48 4,47 4,48 4,48 4,48
B-Orn 1,78/1,93 1,78/1,93 1,78/1,93 1,78/1,93 1,78/1,93
v-Orn 1,70 1,72 1,71 1,70 1,72
5-Orn 3,02 3,03 3,01 3,01 3,03
a-Ser’ 4,62 4,60 4,60 4,61 4,60
a-Ser 4,55 4,57 4,55 4,55 4,57
a-Ser 4,53 4,52 4,53 4,53 4,53
B-Ser’ 3.99 3,98 3,97 3,99 4,00
B-Ser 3,88 3,88 3,88 3,88 3,90
B-Ser 3,90 3,92 3,88 3,90 3,92
a-allo-Thr 4,38 4,38 4,38 4,38 4,38
B-allo-Thr 4,13 4,13 4,12 4,13 4,16
v-allo-Thr 1,23 1,26 1,26 1,23 1,26
a-Thr 4,54 4,55 4,54 4,45 4,46
B-Thr 4,32 4,32 4,32 4,32 4,33
y-Thr 1,18 1,20 1,19 1,18 1,19

@ Chemische Verschiebung & [ppm] relativ zu TMS; DSS als innerer Standard mit

4 (DSS) = 0 ppm.
® 0,1 M Phosphatpuffer in D,0.

¢ Abkiirzungen: Chr, Chromophor; Acyl, Bernsteinsdure(amid); 2,4-Dab, 2,4-Diami-
nobuttersdure; Gln, Glutamin; (OH)Asp, B-Hydroxyasparaginsiure; (OH)Orn,
cyclo-8-N-Hydroxyornithin; Orn, Ornithin; Ser, Serin, allo-Thr, allo-Threonin; Thr,

Threonin.

4 Zuordnung nicht sicher.

renzen von 1, 2 und 3 missen daher im Chr
oder/und der daran gebundenen Acylseitenkette
vorliegen. Alle drei Komponenten liefern bei der
Totalhydrolyse Bernsteinsdure. Die Ergebnisse der
Elektrophorese weisen bei 1 auf eine zusdtzliche
Saurefunktion hin. Eine eindeutige Interpretation

dieser Ergebnisse ist, wenn 1 Bernsteinsdure, 2 und
3 Bernsteinsdureamid als Seitenkette tragen und 3
sich von 2 durch den in 5,6-Position hydrierten
Chromophor unterscheidet (Massendifferenz 2 u).

Die strukturelle Beziehung der Komponenten
wurde durch die Uberfithrung von 3 in 2 (oxidati-
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Tab. I11. BC-NMR-Daten? der Pyoverdine Pp 1, Pp2 und Dihydro-Pp 2 in gepuffer-

tem D,O bei pH 3°.

Pyoverdine
BC-Atom Mult® Ppl Pp2 Dihydro-Pp2 Zuordnung?
Seitenkette:
1'-Acyl S 177,8 177,4 177,0 A
2'-Acyl t 32,2 30,9 30,9 A,B,E
3’-Acyl t 31,7 31,8 31,6 A,B,E
4'-Acyl s 180,0 178.8 178.8 A
Chromophor:
CO-Chr S 171,2 171,2 171,2 A
1-Chr d 58,0 58,0 56,6 A,B
2-Chr t 23,1 22,9 23,4 A
3-Chr t 36,3 36,3 37,3 A
4a-Chr s 150,5 150,5 161,1 A
5-Chr — 118,7(s) 118,7(s) 48,3(d) A
6-Chr — 140,0(d) 140,1(d)  29,1(v) A
6a-Chr s 116,0 116,1 117,4 A
7-Chr d 115,0 115,1 117,6 A
8-Chr s 144.6 144,6 1434 A
9-Chr s 152,4 152,3 145,1 A
10-Chr d 101,3 101,3 105,7 A
10a-Chr s 132,7 132,8 129,2 A
Peptidkette:
CO-Dab S 172,3 172,3 172,3 A, C
a-Dab d 52,3 52,3 52,3 B
B-Dab t 22.2 22,2 222 B
y-Dab t 37,6 37,6 37,6 B
GIn: NH-C=N s 164,6 164,6 164,6 C,F
a-Gln d 52,7 52,7 52,7 B
B-Gln t 28,1 28,1 28,1 B
v-Gln t 31,8 31,8 31,8 B
yCO-Gln t 178,0 178,0 178,0 A
aCO-(OH)Asp s 173,5 173.,4 173,4 A, C
a-(OH)Asp d 57,8 57,7 57,6 A
B-(OH)Asp d 72,9 72,8 72,6 A
BCO-(OH)Asp s 177,2 177,1 177,2 A
CO-(OH)Orn s 167,6 167,6 167,6 A, D
a-(OH)Orn d 51,5 51,5 51,5 A,D
B-(OH)Orn t 27,7 27,7 277 A, D
v-(OH)Orn t 21,1 21,1 21,1 A,D
8-(OH)Orn t 52,7 52,7 52,7 A,D
a-Orn d 54,5 54,5 54,5 A
B-Orn t 28,7 28,7 28.6 A
v-Orn t 24,2 242 242 A
8-Orn t 39,9 39,9 39,9 A
CO-Ser’ S 172,5 172,5 172,5 A,C
CO-Ser s 173,0 173,0 172,9 A, C
CO-Serf S 173,3 173,2 173,1 A
a-Ser’ d 56,9 56,9 56,7 A
a-Ser d 56,9 56,9 56,9 A
a-Ser d 56,9 56,9 56,9 A
B-Ser’ t 61,9 61,9 61,9 A,B
B-Ser t 62,2 62,2 62,2 A,B
B-Ser t 62,2 62,2 62,2 A, B
CO-allo-Thr s 1721 172,0 172,0 A, C
a-allo-Thr d 60,1 60,0 60,1 A, B
B-allo-Thr d 68,2 68,2 68,2 A, B
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Pyoverdine
BC-Atom Multe Ppl Pp2 Dihydro-Pp2 Zuordnung?
v-allo-Thr q 19.3 19,3 19.3 A,B
CO-Thrf s 173.4 173,3 173.3 A
a-Thr d 60,1 60,1 60,1 A, B
B-Thr d 68.5 68,3 68.4 A, B
v-Thr q 19.8 19.8 19.8 A B

2 Chemische Verschiebung & [ppm] relativ zu TMS; DSS als innerer Standard;
CH,(DSS) = —161 ppm. Bezeichnungen: Chr = Chromophor; Acyl = Bernstein-
saure(amid).

0,1 M Phosphatpuftfer.

¢ Multiplizitdt bestimmt durch DEPT.

d Zuordnung tber A: Vergleich mit Literaturdaten B: C,H-COSY; C: H,C-long-
range-COSY; D: Modifizierung von (OH)Orn; E: pH-Abhéngigkeit der chemi-
schen Verschiebung; F: Heteronukleare Doppelresonanz.

¢ Zuordnung unsicher.

o

po
Hop®

H6 H7

H10

(RS REREERAARERAR AR AR RN AR AR RN RN ERERERERRE]
85 80 75 70 65 6.0 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05 00
ppm
Abb. 1. 300-MHz-"H-NMR-Spektrum von Pyoverdin Pp1 (als Chlorid); in D,O mit 0,1 M Phosphatpuffer pH 6,9.

Synonym verwendete Abkiirzungen in Abb. und Tab.: B, 2,4-Dab; D, (OH)Asp; O, Orn; cO, (OH)Orn; S bzw. S', Ser;
T, Thr; T', allo-Thr; Q, Gln.
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Tab. IV. BC-NMR-Daten® der Pyoverdine Pp 1, Pp2 und Dihydro-Pp2 in gepuffer-

tem D,O bei pH 6,9°.

Pyoverdine
BC-Atom Multe Ppl Pp2 JJ(C,H) Zuordnung!
Seitenkette:
1'-Acyl s 177,8 177,4 - A
2'-Acyl t 31,8 31,8 128,8 A,B.E
3’-Acyl t 31,7 31,9 128,8 A,B,E
4'-Acyl s 182,2 178,5 - A
Chromophor:
CO-Chr s 171,1 171,7 - A
1-Chr d 58,0 57,8 144,0 A,B
2-Chr t 23,1 23,2 135,0 A,B
3-Chr t 36,3 36,1 143,0 A,B
4a-Chr s 150,4 150,0 - A
5-Chr s 118,7 116,5 - A
6-Chr d 139,9 140,1 167,5 A,B
6a-Chr s 115,9 116,5 - A
7-Chr d 114,9 114,3 162,5 A,B
8-Chr s 144,6 146,2 - A
9-Chr s 152,2 157,0 - ALE
10-Chr d 101,2 101,3 157,5 A,B
10a-Chr s 132,6 133,8 - A
Peptidkette:
CO-Dab s 172,3 172,4 - A, C
a-Dab d 54,5 54,8 146,0 B
B-Dab t 22,2 22,2 135,0 B
v-Dab t 37,6 37,6 146,5 B
GIn: NH-C=N s 164,6 164,6 - A,CF
a-Gln d 52,7 52,8 141,5 B
B-Gln t 28,1 28,2 133,0 B
v-Gln t 31,7 31,0 128,0 B
vCO-Gln s 178,0 178,0 - B,F
CO-(OH)Asp s 173,4 173,7 - A, C
a-(OH)Asp d 58,0 57,7 142,0 A
B-(OH)Asp d 72,7 73,0 147,8 A
BCO-(OH)Asp s 177,2 177,3 - A
CO-(OH)Orn s 167,6 167,6 - A,D
a-(OH)Orn t 52,3 52,3 144,0 A,D
B-(OH)Orn t 27,7 27,7 131,9 A, D
v-(OH)Orn t 21,1 21,1 131,0 A,D
8-(OH)Orn t 52.7 52,7 1432 A,D
CO-Orn s 174,6 174,7 - A
a-Orn d 51.5 51,5 139,0 A
B-Orn t 28,6 28,7 135,5 A
y-Orn t 242 242 136,0 A
5-Orn t 39,9 39,9 143,0 A
CO-Ser’ s 172,5 172,7 - A, C
CO-Ser s 172,9 173,2 - A, C
CO-Serf s 173,2 173,4 - A
a-Ser’ d 56,9 57,0 145,5 A
a-Ser d 56,9 57,1 145,4 A
a-Ser d 56,9 57,1 145,5 A
B-Ser’ t 62,0 61,8 143,5 A,B
B-Ser t 62,2 62,2 143,5 A, B
B-Ser t 62,2 62,2 143,5 A,B
CO-allo-Thr S 172,0 172,1 - A, C
a-allo-Thr d 60,1 60,1 141,1 A, B
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Pyoverdine

BC-Atom Mult¢ Ppl Pp2 JJ(C,H)¢ Zuordnung?
B-allo-Thr d 68.2 68,2 150,0 A, B
v-allo-Thr q 19,8 19,3 127,1 A,B
CO-Thrf s 173,3 173,4 - A

a-Thr d 60,1 60,2 141,0 A,B

B-Thr d 68,5 68,5 150,0 A, B

y-Thr q 19.8 19.8 127.2 A,

¢ Chemische Verschiebung & [ppm] relativ zu TMS; DSS als innerer Standard;
CH,4(DSS) = —1,61 ppm. Bezeichnungen: Chr = Chromophor; Acyl = Bernstein-

sdure(amid).
0,1 M Phosphatpuffer.
Multiplizitdt bestimmt durch DEPT.

a o o

Zuordnung tber A: Vergleich mit Literaturdaten B: C,H-COSY; C: H,C-long-

range-COSY; D: Modifizierung von (OH)Orn; E: pH-Abhidngigkeit der chemi-

schen Verschiebung; F: Heteronukleare Doppelresonanz.
C,H-Kopplung ermittelt aus dem gated-decoupled-*C-NMR.

- e

Zuordnung unsicher.

ve Umwandlung von Dihydro-Chr in Chr in wiB-
riger Losung pH 7) und 2 in 1 (Hydrolyse des
Bernsteinsdureamids in die Sdure in waBriger
Losung pH 7) bewiesen. Abbildung 1 zeigt das
"H-NMR-Spektrum von Pp1 bei pH 6.,9. Die all-
gemeinen NMR-Untersuchungen sind in Tab.
I[I-1V zusammengefalBBt. Die Zuordnung der Si-
gnale erfolgte durch Doppelresonanzexperimente,
H,H,-COSY, C,H-COSY, inverses H,C-long-
range-COSY sowie anhand der pH-Abhédngigkeit
der chemischen Verschiebung.

Die strukturellen Aussagen dieser Daten sind
mit den bisher entwickelten Vorstellungen (Ami-
nosdurenzusammensetzung, Natur des Chromo-
phors bzw. der Acylseitenkette) in allen Punkten
im Einklang.

Strukturaufklirung
Chelatisierende Gruppen

Die Catecholeinheit von 1 und 2 ist durch die
Untersuchungen am Chr mit beschrieben worden.
3 enthilt den Dihydro-Chr, der aufgrund der
Ubereinstimmung der NMR-chemischen Ver-
schiebungen mit den Literaturdaten von Pseudo-
bactin A [8] und Pyoverdin (4) von P. fluorescens
,.E 2 [6] bestétigt werden konnte.

Die a-Hydroxycarboxylgruppe wird durch den
peptidischen Einbau von L-threo-(OH)Asp in die
Peptidkette (vgl. A. Einbaumodus der Aminosau-
ren) gebildet.

Die Hydroxamsdure wird durch 1-Hydroxy-3-
amino-piperidon (¢c(OH)Orn) aufgebaut. Der Ring
entsteht, indem die Hydroxylaminofunktion von
(OH)Orn mit der a-Carboxylgruppe derselben
Aminosidure kondensiert. Ein Hinweis auf die cy-
clische Struktur von (OH)Orn ist das 3C-NMR-
Signal bei 167,7 ppm der Carbonylfunktion des Pi-
peridonringes [4]. Im Vergleich zu Pyoverdinen, in
denen (OH)Orn N*-formyliert oder N3-acetyliert
vorliegt, ist das Signal deutlich zu héherem Feld
verschoben [2, 5]. Das Vorliegen von ¢(OH)Orn
wurde des weiteren durch chemische Untersuchun-
gen nachgewiesen: Durch Reduktion von Pp 1 mit
TiCl; wurde im Molekiil 1-Hydroxy-3-amino-pi-
peridon zu 3-Amino-piperidon (cOrn) umgewan-
delt (Desoxy-Pp1; [MH]*: m/z 1390). Die durch
Reduktion der Hydroxamsdure entstandene
Amidbindung ist nunmehr weniger hydrolyseemp-
findlich als die Peptidbindungen im Molekiil. Da-
her lieB sich nach Partialhydrolyse von Desoxy-
Ppl (6 N HCI1/80 °C/10 min) und anschlieBender
Dansylierung des Hydrolysats in guten Ausbeuten
3-Dansylaminopiperidon isolieren und identifizie-
ren (RP-HPLC: Koinjektion eines authentischen
Standards; PI-FABMS: [MH]" mit m/z 348). Das
Vorliegen dieses Chelatliganden legt gleichzeitig
die C-terminale Struktur der Peptidkette in Form
von 3-Amino-1-hydroxy-piperidon fest.

Primérstruktur des Peptidbereiches

Die vollstindige Charakterisierung des Peptid-
bereiches erfolgt in vier Abschnitten.



I. Gwose and K. Taraz - Pyoverdine aus Pseudomonas putida 495

A : R', R? = Fortsetzung der Peptidkette
X = NH,

A: R' = OH; R = H; X = OH

COOe

NH
o) §
N~ N
H

A"

A. Einbaumodus der polyfunktionellen
Aminosduren

Der Peptidbereich enthilt ausschlieBlich poly-
funktionelle Aminsoduren. Um den Einbaumodus
der Aminosduren festzulegen, muB3 daher be-
stimmt werden, welche der funktionellen Gruppen
ungebunden vorliegen.

— Aminofunktionen: Sie wurden durch Dansy-
lierung von Ferri-Pp1, anschlieBender Totalhy-
drolyse mit HCI und Identifizierung der dansylier-
ten Aminosduren mit RP-HPLC nachgewiesen.
Die Derivatisierung mit Dansylchlorid wurde in
Acetonitril/Lithiumcarbonat-Puffer durchgefiihrt

NH-R?
/
/B o «
{r 1
\N/@\‘N'—CH—CO—R
H

BCH,

B : R', RZ = Fortsetzung der Peptidkette
X = NH,

B: R'=O0OH;R2=H; X =0H

[20]. Durch Einsatz des Ferri-Komplexes — in dem
die Hydroxamatgruppe sowie die Hydroxylgrup-
pen des Chromophors durch das Zentralmetall ge-
schiitzt sind — wird eine eventuelle Dansylierung
dieser Gruppen vermieden [18]. Als einzige Dan-
syl-Aminosdure konnte 3-Dns-Orn nachgewiesen
werden.

— Hydroxylgruppen: Da die IR-Spektren von 1,
2 und 3 keine Esterbanden enthalten, liegen die
Hydroxylgruppen von Ser, Thr, allo-Thr und
(OH)Asp nicht esterartig verkniipft vor. Aus den
chemischen Verschiebungen der B-CH,-Resonan-
zen von Ser, Thr und allo-Thr geht ebenfalls ein-
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deutig hervor, daB keine Veresterung der Hydro-
xylgruppen dieser Aminosduren vorliegt (Ser [1],
Thr [1], allo-Thr [6]).

— Carboxylgruppen: Die pH-abhingigen 'H-
NMR-Messungen zeigen, daBl die B-Carboxyl-
gruppe von B-(OH)Asp frei vorliegt. Die Pro-
tonierung der B-Carboxylgruppe fithrt zu einer
Tieffeldverschiebung der B-CH-Resonanz um
Ad=0,35 ppm (Pp1 bei pH 6,9: 4,47 ppm; pH 3,0:
4,60 ppm; pH 1,0: 4,82 ppm). Die a-Protonen-
resonanz wird im gleichen Bereich nur um
A3 =0,01 ppm verschoben [4, 6].

— Primdr-Amide: Fir das Vorliegen von Gln
spricht die pH-unabhingige (i. U. zu Glu) '*C-Re-
sonanz der y-CO-Gruppe bei 178,0 ppm. Eine ein-
deutige Zuordnung der y-CO-Resonanz erfolgte
mit Hilfe einer inversen (H,C)-long-range-Korre-
lation, die auf 2J- und *J-Kopplungen fokussiert
wurde; dabei konnte die Kopplung zwischen den
B- und y-Glutaminprotonen und dem Carbonyl-
kohlenstoff der y-Amidfunktion beobachtet wer-
den. Durch Anwendung einer Variante des Hof-
mann-Abbaus kann auf chemischem Wege zwi-
schen Gln (A) und iso-Gln (B) unterschieden
werden [4, 21]:

-*NH-CO-CH-NH-CO---
o
i,
(|:0NH2

Gln (A)

| TIB

--NH—CO—-?H—NH—CO'--
CH,
cn,
N,

l 1) Dns Cl
2) HCI

HOOC-CH-NH,
|
CH,

|
CH,

Bei der Umsetzung des Pyoverdins mit dem
Reagenz (I,I-(Bis(trifluoracetoxy)iod)benzol (TIB)
erfolgt der Abbau der Amidgruppe zum Amin se-
lektiv (Peptidbindungen werden nicht angegrif-
fen). Enthalten die Pyoverdine Gln (A), so fiihrt
der Abbau und die anschlieBende Totalhydrolyse
zu 2,4-Diaminobuttersdure, bei iso-Gln (B) zu 4,4-
Diaminobuttersdure (nur als Dansylderivat sta-
bil), die sich in 4-Oxobuttersiure umwandelt.
Wird vor der Hydrolyse dansyliert, konnen die
Endprodukte durch RP-HPLC (Koinjektion
authentischer Proben) voneinander unterschieden
werden. Die Analyse von 1 (und 2) ergab neben
8-Dns-Orn (s.0.) und B-Dns-Ala (Abbau der Acyl-
seitenkette) 2-Amino-4-dansylaminobuttersdure
und keine 4-Amino-4-dansylaminobuttersdure.

B. Peptidsequenz

Die C- und N-Termini sind, wie oben ausge-
fiihrt, blockiert. Durch selektive hydrolytische
Spaltung und anschlieBende Hydrierung lieBe sich
zwar aus ¢(OH)Orn am C-Terminus Orn erzeugen,
die C-terminalen Abbaumethoden versagen je-
doch bei dieser Aminosdure [17]. Der enzymati-

»*NH-CO—-CH;—~CH,~CH-NH-CO:+*

|
CONH,

i-GlIn (B)

TIB

--*NH-CO-CH,-CH,-CH-NH-CO---

|
NH,

1) Dns Cl
2) HCI

HOOC-CH,-CH,-CH-NH,

|
NH-Dns

! 4-Amino-4-dansylaminobuttersidure

NH-Dns

2-Amino-4-dansylamino-
buttersdure: y-Dns-Dab
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Tab. V. Sequenzionen in PI-FAB-Massenspektren von Pyoverdin Pp 1.

Aminosdure N-terminale Fragmente (m/z)

C-terminale Fragmente (m/z)

Rest n A, B, C,+2 n X, Y, +2 Z,+2
Ser 1 417 445 - 10 1075 1049 -
Thr 2 518 546 563 9 - 962 947
Ser 3 - 633 650 8 - - 846
Orn 4 - — - 7 759 - -
OHAsp 5 - - - 6 686 660 -
Giln Cvel 6 - - - 5 - - ~
Dab | Y9 7 1060 1088 - 4 - - -
Ser 8 — - — 3 - - -
allo-Thr 9 - - - 2 - - —
cOHOrn 10 - - - 1 - - -

sche Abbau kann wegen der Prasenz von D-konfi-
gurierten Aminosiuren nicht angewendet werden.

a) Das PI-FAB-Massenspektrum von 1 enthélt
neben dem Quasi-Molekiilion und dem retro-
Diels-Alder-Fragmention weitere Fragmentionen,
die Informationen iiber die Sequenz der Peptidket-
te liefern (s. Tab. V). Der Tabelle ist zu entneh-
men, daBl C- und N-terminale Sequenzionen in
gleichem Ma@e auftreten. In der Literatur wird
von starker Dominanz der N-terminalen Frag-
mente bedingt durch bevorzugte Stabilisierung der
Ladung im Chr berichtet [1]. Das hiervon abwei-
chende Fragmentierungsverhalten von 1 ist plausi-
bel: Die Komponenten 1, 2 und 3 enthalten im
mittleren Peptidbereich eine cyclische Substruktur
mit einer stark basischen Amidingruppe (s. Ab-
schnitt D), die die positive Ladung ebenfalls stabi-
lisiert. 1, 2 und 3 fragmentieren analog. Die N-ter-
minalen Fragmente der drei Komponenten weisen
aufgrund der bekannten Massenunterschiede im
Chr bzw. in der Acylseitenkette unterschiedliche
Massen auf, wihrend die C-terminalen Fragmente
in allen Komponenten identisch sind. Dies erlaubt
eine Unterscheidung der C- und N-terminalen Se-
quenzionen. Eine Reduktion des C-terminalen
¢(OH)Orn fihrt zu Massenverschiebungen der C-
terminalen Fragmente um 16 u und ermoglicht
ihre Identifizierung. Wegen der geringen Intensitat
der entsprechenden Ionen bedarf die Ableitung der
Sequenz zusatzlicher Absicherung.

b) Die Verbindung 1 wurde partiell hydrolysiert.
Wie die FAB/MS-Analyse der Hydrolysatgemi-
sche ergab, enthielt das unter den Bedingungen 6 N
HC1/90 °C/10 min entstandene Gemisch die mei-
sten Sequenzinformationen (s. Tab. VI). Aus die-
sem Hydrolysat wurden folgende Chromophor-

peptide isoliert und der Aminosdurenanalyse un-
terworfen: Chr-Ser, Chr-Ser-Thr, Chr-Ser-Thr-
Ser, Chr-Ser-Thr-Ser-Orn, Chr-Ser-Thr-Ser-Orn-
(OH)Asp.

¢) Desoxy-Ppl wurde unter denselben Bedin-
gungen (s.o0.) partiell hydrolysiert. Die anschlie-
Bende Dansylierung der frei gewordenen Amino-
gruppen im Hydrolysat erlaubte bevorzugt eine
Isolierung der C-terminalen Peptidbruchstiicke
(Dns-Ser)-allo-Thr-cOrn  und  (Dns-allo-Thr)-
cOrn, die durch Dansyl-Endgruppenanalyse bzw.
-Aminosdurenanalyse [20] charakterisiert wurden.
Es konnten keine Fragmente, die unter Bindungs-
bruch von Gln und Dab entstehen wurden, beob-
achtet werden. Die Bildung des dansylierten Kon-
densationsproduktes [Glu + Dab]* wurde nicht re-
gistriert.

C. Konfiguration der Aminoséduren in der Sequenz

Die Aminosduren Ser und Thr kommen im Mo-
lekill in unterschiedlichen Konfigurationen vor.
Die Positionsbestimmung im Peptid konnte durch
Isolierung und Untersuchung geeigneter Bruch-
stiicke durchgefiihrt werden:

1) Thr/allo-Thr: Durch Dansyl-Aminosduren-
analyse des Chromophorpeptids Chr-Ser-Thr
konnte die Position von Thr bestimmt werden. In-
direkt folgt daraus, daB3 allo-Thr im C-terminalen
Peptidteil vorliegt.

2) 1 D-Ser/2 L-Ser: Die chromophorhaltigen
Bruchstiicke Chr-L-Ser und Chr-L-Ser-L-Thr-D-
Ser wurden nach Totalhydrolyse und TAP-Deri-
vatisierung der Aminosduren auf Chirasil-L-Val
charakterisiert. Indirekt kann aus dieser Bestim-
mung abgeleitet werden, da3 das C-terminale Ser
L-konfiguriert ist.
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Tab. VI. PI-FABMS-Analyse von Partialhydrolysaten® des Pyoverdins Pp 1.

[MH]* m/z Chromophorpeptide
1425 Suc-Chr-Ser-Thr-Ser-Orn-(OH)Asp-[Glu+Dab—18]-Ser-Thr-(OH)Orn
1325 Chr-Ser-Thr-Ser-Orn-(OH)Asp-[Glu+Dab—18]-Ser-Thr-(OH)Orn
1407 Sim-Chr-Ser-Thr-Ser-Orn-(OH)Asp-[Glu+Dab—18]-Ser-Thr-(OH)Orn
1195 Chr-Ser-Thr-Ser-Orn-(OH)Asp-[Glu+Dab—18]-Ser-Thr
1194 Suc-Chr-Ser-Thr-Ser-Orn-(OH)Asp-[Glu+Dab—18]-Ser
1176 Sim-Chr-Ser-Thr-Ser-Orn-(OH)Asp-[Glu+Dab—18]-Ser
1094 Chr-Ser-Thr-Ser-Orn-(OH)Asp-[Glu+Dab—18]-Ser
1107 Suc-Chr-Ser-Thr-Ser-Orn-(OH)Asp-[Glu+Dab—18]
1089 Sim-Chr-Ser-Thr-Ser-Orn-(OH)Asp-[Glu+Dab—18]
1007 Chr-Ser-Thr-Ser-Orn-(OH)Asp-[Glu+Dab—18]
896 Suc-Chr-Ser-Thr-Ser-Orn-(OH)Asp
878 Sim-Chr-Ser-Thr-Ser-Orn-(OH)Asp
796 Chr-Ser-Thr-Ser-Orn-(OH)Asp
765 Suc-Chr-Ser-Thr-Ser-Orn
747 Sim-Chr-Ser-Thr-Ser-Orn
665 Chr-Ser-Thr-Ser-Orn
651 Suc-Chr-Ser-Thr-Ser
633 Sim-Chr-Ser-Thr-Ser
551 Chr-Ser-Thr-Ser
564 Suc-Chr-Ser-Thr
546 Sim-Chr-Ser-Thr
464 Chr-Ser-Thr
463 Suc-Chr-Ser
445 Sim-Chr-Ser
363 Chr-Ser
[MH]* m/z Oligopeptide
679 (OH)Asp-[Glu+Dab—18]-Ser-Thr-(OH)Orn
475 Orn-(OH)Asp-[Glu+Dab—18]
448 (OH)Asp-[Glu+Dab—18]-Ser
361> (OH)Asp-[Glu+Dab—18]
337 Ser-Thr-(OH)Orn
321 Thr-Ser-Orn
250 Thr-(OH)Orn
230¢ [Glu+Dab—18]

Thr = allo-Threonin oder Threonin; Sim = Succinimid; Suc = Bernsteinsédure.

4 10 min, 90 °C, 6 N HCL.
® 2h,80°C,6NHCL
¢ 12h, 80 °C, 6 NHCIL

D. Das Kondensationsprodukt [Gln + Dab]*

Die Korrelation des Molgewichts und der Ami-
nosdurenzusammensetzung ergibt, daB3 der Peptid-
bereich auBler ¢c(OH)Orn zusitzlich eine durch
zweifache Kondensation von Gln und Dab ent-
standene cyclische Substruktur [Gln + Dab]* ent-
hélt. Dieser Cyclus wird langsamer hydrolytisch
aufgespalten als die sonstigen Peptidbindungen.

Die Ergebnisse der *C-NMR- (s. Tab. III und
IV: 164,7 ppm fiir den Amidinkohlenstoff) und der
SN-NMR-Spektroskopie (!*N-angereicherte Pro-
be von 1 in DMSO-dg: —263,1 ppm/—266,3 ppm
relativ Nitromethan fiir die Amidinstickstoffe mit
[Jxu! =95 Hz) weisen auf eine zweite Amidingrup-

pe (neben der des Chr) hin, die dem Kondensa-
tionsprodukt zugeordnet werden kann. Die Ein-
baumodi der Aminosduren zeigen, daB die y-
Amidfunktion von Gln frei vorliegt, wihrend die
beiden Aminogruppen von Dab gebunden sind. Je
nach Sequenz -Gln-Dab- oder -Dab-Gln- lassen
sich zwei Strukturen A und B angeben.

Die nun folgenden Untersuchungen dienten der
Entscheidung zwischen beiden Alternativen:

Inverse (H,C)-long-range-Korrelation

Durch homonukleare Doppelresonanz-Experi-
mente lieBen sich die Spinsysteme von Dab
(>CH-CH,-CH,-) und Gln (>CH-CH,—
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CH,-) festlegen ('"H-NMR s. Tab. II). Es wur-
den zwei inverse H,C-long-range-Korrelationen
durchgefiihrt, die auf J-; =4 Hz bzw. 8 Hz opti-
miert wurden. Dabei wurden zwei *J y-Kopplun-
gen (Kopplung zwischen den $-Dab-Protonen und
dem Carbonylkohlenstoff bei 172,5 ppm sowie
zwischen den B-Gln-Protonen und dem Amidin-
kohlenstoff bei 164,7 ppm detektiert, die nur in
Struktur A vorkommen konnen.

Isolierung des Kondensationsproduktes

Fir das nach der Partialhydrolyse des Pyover-
dins isolierte Kondensationsprodukt [Glu + Dab]*
(GIn wird zu Glu hydrolysiert) konnte ausgehend
von den Alternativen A und B Struktur A’ oder B’
formuliert werden. Die FABMS-Untersuchungen
der Partialhydrolysate zeigten, dal3 sich durch spe-
zielle Hydrolysebedingungen (6 N HC1/80 °C/12 h)
die Bildung des Kondensationsproduktes mit der
Masse m/z 230 und einer um 18 u leichteren Be-
gleitkomponente ((MH]" mit m/z 212) optimieren
1aBt. Die Reinigungsprozedur und im besonderen
die Ionenaustauschchromatographie bewirkten
eine vollstindige Umwandlung des Kondensa-
tionsproduktes zugunsten der leichteren Kompo-
nente. Schreibt man dem Kondensationsprodukt
Struktur A’ zu, 1dBt sich daraus durch Pyroglut-
amylbildung die Struktur A” ([pGlu + Dab]*) ge-
nerieren. Uber die Bildung von Pyroglutaminsiure
aus N-terminaler Glutaminsdure (oder Glutamin)
wahrend der Ionenaustauschchromatographie
wird in der Literatur berichtet [22].

Auch die zuvor beschriebene Beobachtung,
ndmlich das Fehlen des dansylierten Kondensa-
tionsproduktes bei der Isolierung dansylierter Pep-
tidbruchstiicke, 14Bt sich nun erkldren. Die der
Dansylierung vorausgehende pH-Wert-Anderung
(Lithiumcarbonat/Puffer pH 9,5) bewirkt, da@3
durch Pyroglutamylbildung keine freie Amino-
gruppe mehr zur Derivatisierung zur Verfiigung
steht. Die Isolierung von A” erfolgte durch Gelfil-
tration und Ionenaustauschchromatographie.

Aus der Massenfeinbestimmung von A” (PI-
FAB/MS: 212,10357) wurde die Summenformel
CyH,;N,;0; abgeleitet. Die Fragmentierung von
m/z 212 nach Kollisionsaktivierung (FAB-Tan-
dem-MS-Analyse des Hydrolysats) sowie die
Fragmente im EI-Massenspektrum von A” (M™*-:
m/z 211) zeigen Ubereinstimmung mit dem Frag-
mentierungsverhalten von Tetrahydropyrimidin-
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Derivaten (charakteristisches Fragment m/z 83)
[16, 23] sowie pyroglutamylhaltigen Peptiden (cha-
rakteristisches Fragment m/z 84) [24].

Die Lage der '"H-NMR-Signale lassen sich mit
den Literaturdaten fiir Tetrahydropyrimidin-Deri-
vate [2, 16, 25] korrelieren; Tab. VII zeigt im Ver-
gleich die Daten von [pGlu + Dab]* und dem Te-
trahydropyrimidin-Derivat Ectoin. Die Spinsyste-
me innerhalb der beiden Ringe wurden durch
homonukleare Doppelresonanzexperimente ermit-
telt. Auffillig ist die Tieffeldlage des Methin- und
B-Methylenprotonen der Pyroglutamyleinheit. Die
Tieffeldverschiebung des Methinprotons ist auf
einen entschirmenden EinfluB3 der direkt benach-
barten protonierten Amidingruppe zuriickzufiih-
ren. Die Betrachtung des Molekiilmodells verdeut-
licht weiterhin, daB ein B-GIn-Proton unmittelbar
in den EinfluB8bereich der Amidingruppe gerdt und
besonders stark entschirmt wird.

Die Ergebnisse der 'C-NMR-Spektroskopie
sind in Tab. VIII mit den Daten von Ectoin [16,
26—28] zusammengefalt. Die Zuordnung der
quartdren Kohlenstoffe basiert auf Literaturdaten
des Ferribactin-Chromophors [25] und der Tetra-
hydropyrimidin-Substruktur (bestehend aus Ser
und Dab) der Pyoverdine Pa-I und Pa-II [2, 16].
Die Zuordnung der protonentragenden Kohlen-
stoffe erfolgte durch heteronukleare Doppelreso-
nanzexperimente. Die 'J-;-Kopplungskonstanten
wurden aus den gated-decoupled 3C-NMR-Spek-
tren ermittelt.

Tab. VII. 'H-NMR-Daten® von [pGlu+Dab]* und
Ectoin.

c00°®

Py,

c00°®

Proton: 4 [ppm] Proton: S [ppm]
a-Dab 4,24 4,09
B-Dab 2,27 2,11
v-Dab 3,43/3,62 3,29/3,44
a-pGlu 4,81° —CH; 2,20
B-pGlu 2,34/2,82

v-pGlu 2,61

2 §[ppm] relativ TMS; Ectoin [2, 16].
Zuordnung: homonukleare Doppelresonanz, Litera-
turvergleich.

> Bei 5 °C ermittelt.
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Tab. VIII. *C-NMR-Daten? von [pGlu+Dab]* im Vergleich zu den Daten

von Ectoin.

Kohlenstoff ~ Mult® [pGlu+Dab]* Ectoin
d[ppm] ey d[ppm] 'V y[Hz]

CO-Dab — 177,2 - 177,4 -

a-Dab d 54,2 146 53,9 145

B-Dab t 225 136 22,3 134

v-Dab t 38,2 143 38,2 143

NH-C=N - 164.,6 - 161,6 -

a-pGlu d 55,6 152

B-pGlu t 272 137

v-pGlu t 30,0 133

yCO-pGlu - 183,5 —

=CH; q 19,2 132

2 3 relativ TMS; [pGlu+Dab]* in D,O, Ectoin in D,O bei pH 3 vermessen.
Zuordnungsmethoden: Vergleich mit Literaturdaten, heteronukleare

Doppelresonanz.
b Multiplizitit durch gated-decoupled-*C-NMR.

Tab. IX. NMR-Daten* von 2-Ethylamino-A1l-pyrrolin in D,O.

3('H) 38(PC)  en
¢ = 1712 =
C3 2,55 32,9 130 s
Cc4 1,99 23,3 130 N2 _CHy
Cs5 352 53,5 139 PINZSW TN,
C-1' 3,19 38,7 138 H O H T
c2 1,15 14,6 127
* §in ppm, relativ TMS; Jin Hz.

Die *C-Resonanzen des Pyroglutamylrestes zei-
gen weitgehende Ubereinstimmung fiir diesen Rest
in einem Thyrotropin-release-Faktor-Derivat (in
D,O; o-pGlu: 56,6 ppm; B-pGlu: 25,03 ppm;
v-pGlu: 29, Oppm; yCO-pGlu: 182,2 ppm) [29].

Alle NMR-Daten weisen ausnahmslos auf die
Struktur eines Tetrahydropyrimidins mit Pyro-
glutamyleinheit hin, wihrend die Daten eines als
Analogstruktur zu B synthetisierten Pyrrolidin-
Derivates (s. Tab. IX) — im besonderen die 'Jqy-
Kopplungskonstanten — deutliche Unterschiede
zeigen.

Aus dem isolierten Kondensationsprodukt A”,
3,4,5,6-Tetrahydro-2-pyroglutamyl-pyrimidin-4-
carbonsdure, 1aBt sich die Struktur der Tetrahy-
dropyrimidin-Einheit der Peptidkette als 3.4,5,6-
Tetrahydro-2-glutaminyl-pyrimidin-4-carbonséu-
re ableiten. In jiingster Zeit wurden vermehrt Te-
trahydropyrimidin-Substrukturen von Dab mit
einer zweiten Aminosdure als Bestandteil von Si-

derophoren beschrieben (Ser [2, 30], (OH)Orn [31],
Tyr [25]), darunter biogenetische Vorlaufer des
Pyoverdins-Chromophors. Kiirzlich wurde eine
weitere Pyoverdin-Struktur publiziert, die eben-
falls eine Tetrahydropyrimidin-Substruktur aus
GIn und Dab enthdlt [32]. Die Autoren postulieren
fiir die Substruktur die Alternative A, ohne weitere
Strukturen analog B zu beriicksichtigen. Die
Strukturuntersuchung stiitzt sich lediglich auf 'H-
Resonanzen fiir a-peptidisch gebundene Dab so-
wie auf die bei anderen Tetrahydropyrimidin-
Strukturen beobachtete '’C-Resonanz fiir den
Amidinkohlenstoff.

Eine eindeutige Unterscheidung konnte im vor-
liegenden Fall jedoch erst durch ein inverses H,C-
Korrelations-Experiment sowie durch die die Cha-
rakterisierung des isolierten Tetrahydropyrimidin-
Derivates [pGlu + Dab]* getroffen werden.

Damit konnte der Peptidbereich der Pyoverdine
von P. putida vollstindig in seiner Struktur aufge-
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klart werden. Nach der Kurzschreibweise [1, 4]
sind 1, 2 und 3 folgendermaBen zu benennen:

Pyoverdin-Q-STsOD’'q*B*StO’*-SUCA (1)
bzw. SUC (2) und
Pyoverdin-QH-STsOD'q*B*STO"*-SUC (3).

Experimenteller Teil
Massenspektrometrie

GC/MS: Kratos MS 25 F mit Carlo Erba
HRGC MF6 500 (Kapillarsiule SE-54); EI:
Varian MAT 212; FABMS: HSQ 30, Finnigan
MAT (Bremen), ausgeriistet mit einer FAB-Kano-
ne der Fa. Ion-Tech LTD (Teddington, GB) und
Varian MAT 731 (FAB-Kanone: s. HSQ 30),
FAB-Gas: Xe. Als Matrices wurden Thioglycerin
oder Glycerin/Milchsdure verwendet.

Gaschromatographie

HRGC 4160 Gerit von Carlo Erba mit einem
FID-Detektor und Integrator Shimadzu Chroma-
topac C-R3A; Silica-Kapillarsdulen: SE 52
(Lange 25m; ID 0,32 mm; Filmdicke 0,25 pm;
Chrompack), Chirasil-L-Val (Lidnge 25m; ID
0,22 mm; Filmdicke 0,11 pm; Chrompack); Tra-
gergas: He.

UV|VIS-Spektroskopie

Perkin-Elmer Hitachi 200; IR-Spektroskopie:
IR-Spectrophotometer 283 (Perkin-Elmer); CD-
Spektroskopie: Dichtograph Mark III (ISA).

NM R-Spektroskopie

Bruker AM 300 ('H-, 3C-NMR); Bruker AMX
500 (H,'H- bzw. *C,'H-COSY); Bruker AMX
400 ("H,3C-COSY); Ausfiihrung der Messungen
in 0,5ml D,O-Puffer (0,1 m Phosphatpuffer pH
6,9 bzw. pH 3,0); 'TH-NMR: 10—20 mg und *C-
NMR: 20—-60 mg 1, 2 oder 3 in der Chlorid-Form.
Fir die 2D-NMR-Experimente wurden 20 mg 1
(H,H-COSY), 80 mg 1 (C,H-COSY bzw. H,C-
long-range-COSY) in 0,5 ml D,O gelost (ca. pH
4,5). Parameter der 2 D-Experimente: H,H-COSY
(Bruker AMX 500): TD 1=128, TD 2=2048,
NS=16, SI 1=1024, SI 2=1024; C,H-COSY
(Bruker AMX 500): TD 1=128, TD 2=2048,
NS =128, SI 1=1024, SI 2=1024. Inverse H,C-
long-range-COSY (Bruker AMX 400): delay (D,)

auf Jyc=4Hz (D,=125ms) bzw. 8 Hz
(D,=62,5ms) fokussiert [33]; TD 1=128, TD
2=4096, NS=128, SI 1=1024, SI 2=2048
(D, = 62,5 ms) bzw. 4096 (D, =125 ms). DSS mit
3('"H)=0,00 ppm bzw. §('3C)= —1,61 ppm als in-
terner Standard. HPLC: Analytisches Gradienten-
System der Fa. Knauer (Bad Homburg): 2 HPLC-
Pumpen vom Typ 64.00, Gradientenprogrammer
50B, dynamische Mischkammer, Hochtempera-
turofen; Spektralphotometer 87.00 sowie pripara-
tiv-isokratisches System: Prdaparative HPLC-Pum-
pe 8805 und Spektralphotometer von DuPont;
HPLC-Materialien von Machery & Nagel: Nu-
cleosil 100-C 18 (7 p), Polygosil 60-C 18 (25—40 p).
Die Aufzeichnung und Auswertung der Chroma-
togramme erfolgten mit der Chromstar-Software
der Fa. Bruker-Franzen Analytik (Karlsruhe).

Herkunft von Pseudomonas putida

Der Bakterienstamm Pseudomonas putida wur-
de von Dr. H. Korth (Hygiene-Institut der Univer-
sitdt zu Ko6ln) isoliert und von Dipl.-Ing. agr. H.
Willems (Institut fir Pflanzenpathologie der Uni-
versitat zu Gottingen) aufgrund morphologischer
und phénotypischer Merkmale taxonomisch ein-
geordnet.

Bakterienzucht

Die Anzucht erfolgte 3—4 Tage in 3-l1-Fermen-
tern. Das Ndhrmedium enthielt 10,0 g Glucose,
2,0 g Glutaminsaure, 0,5 g MgSO,x 7 H,0, 50¢g
(NH,),SO, und 4,0 g KH,PO, pro Liter. Der pH-
Wert wurde zwischen 7,0 und 8,0 gehalten.

Aufarbeitung, Isolierung und Reinigung der
Pyoverdine, Hydrolyse, qualitative und quantitati-
ve Analyse der Aminosiduren sowie Bestimmung
von deren Konfiguration, Bestimmung der Kom-
plexbildungskonstanten, Hofmann-Abbau und
Herstellung und Auftrennung der Dansylderivate
erfolgte nach bereits beschriebenen Verfahren [1,
4,17, 18].

Isolierung von [pGlu+ Dab J*

80 mg eines Gemisches aus 1, 2 und 3 wurden in
50 ml 6 N HCI gelost und in einem 100 ml Bom-
benrohr (aus Duranglas mit Teflon-beschichteter
Schraubkappe) 12 h bei 80 °C hydrolysiert. Das
Hydrolysat wurde zur Trockne eingeengt, der
Riickstand in 20 ml Wasser aufgenommen und
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portionsweise auf Sep-Pak RP-18 Kartuschen auf-
getragen, um die chromophorhaltigen Pyoverdin-
bruchstiicke abzutrennen. Der Durchlauf wurde
durch Gelfiltration an Bio-Gel P2 (Gelbett:
2,6 x90 cm) mit 0,1 N Essigsdure chromatogra-
phiert (FluBrate: 30 ml/h; Detektion: 214 nm,
280 nm). Die erste Fraktion enthielt das Konden-
sationsprodukt sowie die Aminosduren der Pyo-
verdine. Zur weiteren Anreicherung des Konden-
sationsproduktes wurde diese Fraktion auf Sepha-
dex G 10 chromatographiert (Gelbett: 2,6 x 60 cm;
Laufmittel: 0,05 N; FluBrate: 25 ml/h; Detektion:
214 nm). [pGlu + Dab]* konnte durch Ionenaus-
tausch-Chromatographie (CM-Sephadex G25:
Gelbett: 2,6 x 20 cm; 0.1 M Natriumacetat-Puffer
pH 5 mit Puffergradienten: 0—0,5 m NaCl als Puf-
ferzusatz in 5h; FluBrate 70 ml/h; Detektion:
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