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New Pyoverdin Type Siderophores from Pseudomonas fluorescens 

Summary. The structure of four new pyoverdins (Pfl2-IA, -IIA, -IB und IIB) isolated from the 
culture medium of Pseudomonas fluorescens 12 was elucidated by combination of spectroscopic 
methods and degradation reactions. The pyoverdins comprise (1S)-5-amino-2,3-dihydro-8,9-dihy- 
droxy-lH-pyrimido[1,2-a]quinoline-l-carboxylic acid whose amino group carries a 3-carboxypro- 
panoyl- (I A), succinamoyl- (II A), 4-carboxy-4-oxobutanoyl- (I B) or L-4-amino-4-carboxybutanoyl- 
residue (II B) and whose carboxyl group is bound amidically to the'N-terminus of D-Ser-L-Lys-Gly- 

L-(N 5 - CHO - N 5 - OH)Orn-D-Ser-L-Ser-Gly-L-L~s-D-(N 5 - CHO - N 5 - OH)Orn-L-Glu-L-Ser --1. 
According to the short-hand-nomenclature suggested in [2, 3] the pyoverdins may be described as 
pyoverdin-Q-sKGO'sSGK*o'ES*-SUC (I A), pyoverdin-Q-sKGO'sSGK*o'-ES*-SUCA (II A), pyov-' 
erdin-Q-sKGO'sSGK*o'ES*-KGL (IB) and pyoverdin-Q-sKGO'sSGK*o'ES*-GLU (IIB). The 
pyoverdins described here possess the most complex structure encountered so far as their peptide 
part comprises eleven amino acids and the cyclo-tetrapeptide substructure. In addition, they are of 
special interest as for the first time glutamic acid could be identified as a chromophore side chain 
which is the key compound for the citric acid cycle to which belong all dicarboxylic acids found so 
far in pyoverdins. 
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Einleitung 

Eine  G r u p p e  des G e n u s  Pseudomonas  (die sog.  F l u o r e s z e n t e n g r u p p e )  p r o d u z i e r t  

u n t e r  E i s e n m a n g e l  p e p t i d i s c h e  S i d e r o p h o r e ,  die als P y o v e r d i n e  o d e r  ge legen t l i ch  
a u c h  als P s e u d o b a c t i n e  b e z e i c h n e t  we rden .  Sic e n t h a l t e n  (1 S ) - 5 - A m i n o - 2 , 3 - d i h y d r o -  

i Verwendete Abkiirzungen: ASK = Acylseitenkette, Chr = Chromophor 1 a, (HO)Chr = Chro- 
mophor 1 b, Dns = Dansyl-Rest, DP = Dansylpeptid, EDTA = Ethylendiamintetraessigs/iure, 
FAB = Fast Atom Bombardment (PI = positive Ionen), (HO)Orn = NS-Hydroxyornithin, 
(CHO, HO)Orn = NS-Formyl-NS-hydroxyornithin, PITC = Phenylisothiocyanat, RP-HPLC = 
Reversed-Phase High Performance Liquid Chromatography, Kgl = a-Ketoglutars/iure bzw. 4- 
Carboxy-4-oxobutanoyl-Rest, Rt = Retentionszeit, Suc = Bernsteins~iure bzw. 3-Carboxypropa- 
noyl-Rest, Suca = Succinamoyl-Rest, Suci = Succinimido-Rest, TAB = Trifluoracetyl-n-butylester, 
TEA = Triethylamin 
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8,9-dihydroxy-lH-pyrimido[1,2-a]-chinolin-l-carbonsfiure (1 a) oder ihr 5,6-Di- 
hydroderivat als Chromophor. Der Chromophor ist fiber die Carboxylgruppe mit 
einem Peptid aus 6 - 12 Aminosfiuren verbunden, dessen Struktur bei verschiedenen 
Species, Subspecies oder auch Stfimmen unterschiedlich ist. Die Komplexierung 
des Eisens erfolgt fiber die Catecholateinheit des Chromophors und fiber zwei 
Hydroxamsfiuren (aus NS-Acyl-NS-hydroxyornithin) bzw. einer Hydroxams/iure 
und der ~-Hydroxycarbons/iure-Funktion der 13-Hydroxyasparaginsfiure. An die 
5-Aminogruppe des Chromophors ist der Acylrest einer Dicarbons~iure oder deren 
Monoamid gebunden (,,Acylseitenkette" = ASK). Bis heute wurden Bernsteins~iure 
(Suc), Bernsteins/iureamid (Suca), a-Ketoglutars~ure (Kgl), ~pfels/iure und Apfel- 
s/iureamid als ASK in Pyoverdinen nachgewiesen [4, 5]. Ein Stamm kann mehrere 
Pyoverdin-Komponenten mit gleichem Peptidteil, jedoch verschiedenen ASK pro- 
duzieren. Hfiufig wird die Kombination Suc, Suca und Kgl gefunden [2, 6]. 

Ha Hb ROC\ ~ /H. 

H H 

la lb Pyoverdine 

R OH OH Peptidyl 

R" NH 2 OH NH-ASK 

Bisher sind ca. 20 Pyoverdine mit unterschiedlichem Peptidteil beschrieben 
worden [4], doch nur in 10 F/illen wurde die Peptidstruktur durch spektroskopische 
(FABMS, 2D-NMR) und chemische (Edman-Abbau, Partialhydrolysen, End- 
gruppen- und Aminosfiurenanalysen yon Bruchstiicken) Methoden ermittelt [2, 3, 
5-11] .  Die fast immer auftretenden zyklischen Unterstrukturen des Peptids (C- 
terminales cyclo-NS-Hydroxyornithin oder seltener Zyklen aus mehreren Amino- 
s/iuren) lassen sich in der Regel durch FABMS allein nicht zweifelsfrei aufkl/iren. 
Darfiber hinaus k6nnen Aminos/iuren sowohl D- als auch L-konfiguriert vorliegen. 
Die eindeutige Strukturaufkl/irung eines Pyoverdinpeptids erfordert daher eine 
spezielle chemische Sequenzierungstechnik (vgl. [2, 3]). Der Peptidteil ist von Be- 
deutung ffir die optimale Positionierung der drei Ligandengruppen zur Bindung 
des Fe 3 + -Ions sowie ffir die spezifische Erkennung des arteigenen Ferripyoverdins 
durch die Bakterienzelle [12]. Ein Schritt zum Verstfindnis dieser Funktionen ist 
daher ein Einblick in die Variabilit/it der Peptidstrukturen durch Aufkl/irung einer 
m6glichst grol3en Zahl yon Pyoverdinen. Die Bedeutung der unterschiedlichen ASK 
ist bisher noch ungekl~rt. 

In dieser Arbeit soll die vollst/indige Strukturaufkl/irung von vier Pyoverdinen, 
isoliert aus Kulturen von Pseudomonasfluorescens (Stamm 12), beschrieben werden: 
Pf 12-I A (2), Pf 12-II A (3), Pf 12-I B (4) und Pf 12-II b (5). Alle vier Pyoverdine 
enthalten das gleiche Peptid, das aus 11 Aminos/iuren mit einem C-terminalen 
Cyclotetrapeptid besteht. Sie unterscheiden sich nur durch ihre Acylseitenketten: 
Suc (2), Suca (3), Kgl (4) und L-Glutamins/iure (5). Letztere ist eine neuartige ASK 
und wie Kgl fiber die y-Carboxylgruppe mit dem Chromophor verbunden. Somit 
wurde zum ersten Mal die Ausgangsverbindung ffir den Zitronens/iurezyklus nach- 
gewiesen, dem alle bisher bei Pyoverdinen gefundenen Dicarbons~iuren angeh6ren. 
Der relative Anteil der Komponenten 2 -  5 an der gesamten Pyoverdinproduktion 



Neue Siderophore des Pyoverdin-Typs 153 

von P.fluorescens 12 hfingt stark von den Wachstumsbedingungen ab, insbesondere 
vonde r  Wachstumsdauer [13]. 

Ergebnisse und Diskussion 

Isolierung der Pyoverdine 

Die Pyoverdine 2 -  5 wurden in Form ihrer Fe 3 +-Komplexe aus Eisenmangelkul- 
turen yon P. fluorescens 12 nach bereits beschriebener Methode durch Adsorption 
an XAD-4 isoliert [14]. Die Trennung der Komponenten erfolgte durch Ionenaus- 
tausch-Chromatographie in 3 Schritten: 

1. An DEAE-Cellulose mit w/il3rigem Pyridiniumacetat-Puffer bei pH 5.0: Frak- 
tion 1: Fe 3 + -3 und Fe 3 + -5, Fraktion 2: Fe 3 +-2 und Fe 3 +-4. 

2. Auftrennung yon Fraktion 1 an phosphorylierter Cellulose mit Pyridinium- 
formiatpuffer bei pH 3.0 in die Einzelkomponenten Fe 3+-3 und Fe 3+ -5. 

3. Auftrennung von Fraktion 2 an DEAE-Sephadex mit Pyridiniumacetat- 
Puffer bei pH 4.0 in Fe 3 + -2 und Fe 3 + -4. 

Die Ferrikomplexe wurden mit 8-Hydroxychinolin [15] dekomplexiert und auf 
Bio-Gel P-2 gereinigt. 

Charakterisierung 

Die Reinheitskontrolle der Ferripyoverdine und Pyoverdine erfolgte durch HPLC 
an Polygosil 60-C18 (7 g). Als Laufmittel fiir die Ferripyoverdine diente ein Na- 
triumcitrat-Puffer (0.035 M, pH5.0)mit  5% Acetonitril(Rt: Fe 3 +-5:6.6 min; Fe 3 +- 
2 :8 .4  min; Fe 3 +-3:11.1 min; Fe 3 +-4:13.1 min). Bei Verwendung eines Acetat- 
Puffers ( p H 3 -  5) ist der Peak von Fe 3 +-4 aufgrund der Gleichgewichtsumwand- 
lungen von Kgl (s, u.) sehr breit, beim angegebenen Citrat-Puffer jedoch scharf. 
Dieses HPLC-System war geeignet fiir das Verfolgen der Umwandlungsreaktionen 
von Fe 3+-3, -4 und -5 in -2 (s. u.). Die eisenfreien Pyoverdine wurden mit einem 
Laufmittelgemisch aus Ammoniumacetat-Puffer (0.02 M, pH4.0) unter Zusatz von 
EDTA (1 mM) und 7% Acetonitril auf der RP-HPLC-Sfiule chromatographiert 
(Rt: 5: 7.9min; 4: 12.4min; 3: 12.6min; 2: 14.0min - sehr breiter Peak von 4; 
Citrat hat bei 4 nicht den oben beschriebenen Effekt). Die Tabelle 1 enth/ilt einige 
physikalische Daten der Pyoverdine und Ferripyoverdine. 

Die UV/VIS-Spektren von 2 - 5 zeigen die charakteristischen Absorptionen der 
Pyoverdine [15]: Das bei neutralem pH-Wert bei ~ 400 nm auftretende Absorp- 
tionsmaximum wird in saurer L6sung zu kiirzeren Wellenl/ingen verschoben und 
spaltet in eine Doppelbande auf. Die rotbraunen Fe 3 + -Komplexe zeigen zus/itzlich 
zum Absorptionsmaximum bei ~ 400 nm (konstant zwischen pH3 und 7) die ty- 
pischen charge-transfer-Banden bei ~ 470 und ~ 550 rim. 

Bei der Hochspannungs-Papierelektrophorese zeigen die Pyoverdine und Fer- 
ripyoverdine folgendes Verhalten: Bei pH 6.5 sind Fe 3 +-2 und Fe 3 +-4 einfach 
negativ geladen ( Fe3+-2: Mobilitfit 0.23 relative zu Asparagins/iure [16]) und 
Fe3+-3 und Fe3+-5 neutral. Bei pH2.7 /indert sich die Ladung von Fe3+-2 in 
Ubereinstimmung mit der Protonierung yon zwei Carboxylgruppen (pKa zwischen 
4 und 5) v o n -  1 nach + 1, wfihrend bei gleichem pH-Wert Fe 3 +-4 neutral und 
Fe 3 +-3 und Fe 3+-5 einfach positiv geladen sind. Bei ihnen wird beim Obergang 
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von pH 6.5 nach pH 2.7 eine Carboxylgruppe protoniert (die ~t-COOH-Gruppe der 
Glu- und Kgl-ASK sind st/irker sauer, s.u.). Die Mobilit/iten der Pyoverdine ent- 
sprechen, verglichen mit den Ferripyoverdinen, einer etwas positiveren Gesamt- 
ladung. 

FAB-Massenspektrometrie. Die Massen der einfach positiv geladenen Ionen 
([M + H] + ) der Pyoverdine unterscheiden sich jeweils von denen ihrer Fe 3 + -Kom- 
plexe um 53u (+56Fe3+- 31H+). Alle vier Pyoverdine zeigen das durch retro- 
Diels-Alder-Zerfall des ges/ittigten Rings des Chromophors unter Verlust des aro- 
matischen Teils einschliel~lich der ASK [2, 3, 6, 17] entstandene Fragment m/z 
1 218 [ ~ [M + H + ] - 303 u (2), - 302 u (3), - 331 u (4) bzw. - 332 u (5)]. Dies 
weist darauf hin, dab der einzige Unterschied der Pyoverdine in den ASK liegt. 

Aminosdurenanalyse. Die Ferripyoverdine wurden mit HC1 (6 N, vor Hydrolyse 
Entfernen der Fe 3 +-Ionen durch Ausschiitteln mit Ether) oder HI [6 N, Reduktion 
von (HO)Orn zu Orn] hydrolysiert (21 h, 110 °C) [14]. Die erhaltenen Aminos/iuren 
wurden dann als TAB-Derivate (N/O-Trifluoracetyl-n-butylester [18]) durch GC/ 
MS identifiziert und dutch GC quantifiziert. Die Ermittlung ihrer Konfiguration 
erfolgte durch GC der Trifluoracetyl-isopropylester (nach HI-Hydrolyse) an Chi- 
rasil-L-Val [3]. Folgende Ergebnisse wurden erhalten: 

2 Gly, 2 D-Ser, 2 L-Ser, 1 L-Glu, 1 D-(HO)Orn, 1 L-(HO)Orn, 2 L-Lys 

bei 2, 3 und 4. 5 ergab darfiber hinaus ein weiteres Nquivalent L-Glu. 2 und 3 
lieferten auger den genannten Aminos/iuren ein Nquivalent Bernsteins/iure (als 
Dibutylester identifiziert), w/ihrend bei 4 nach Hydrolyse und TAB-Derivatisierung 
kein weiteres Hydrolyseprodukt nachweisbar war (Kgl zersetzt sich unter den Hy- 
drolysebedingungen [19]). 

Die Komplexkonstanten der Ferripyoverdine sind in Tabelle 1 zusammengefaBt. 
Sie wurden durch Nnderung der Extinktion bei 450 nm nach Zugabe von EDTA 
zur L6sung der Fe 3+-Komplexe ermittelt [15, 20]. Die Werte sind bei pH5 ver- 

Tabelle 1. Physikalische Daten der Pyoverdine 2 - 5  und  ihrer Ferrikomplexe 

Verbindung log e (%max) a [ M  + H] + 
m/z b 

Komplexkonstante K 

pH 5 ° pH 7 d 
( x 1018) ( x 1026) 

2 4.22 (397) 1 521 
3 4.23 (399) 1 520 
4 4.21 (402) 1 549 
5 4.18 (398) 1 550 
Fe3+-2 4.17 (397) 1 574 
Fe 3 +-3 4.20 (397) 1 573 
Fe3+-4 4.23 (400) 1 602 
Fe 3 +-5 4.11 (397) 1 603 

5.65 1.0 
6.02 1.2 
5.69 1.1 
5.92 1.2 

a In 0.1 M Phosphatpuffer pH 7.0 
b Mit FAB-Massenspektrometrie 
° Mit K(FeEDTA) = 10 TM [20] 
a Mit K(FeEDTA) = 1022 [20] 
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gleichbar mit denen der Fe 3+-Komplexe der strukturell fihnlichen Pyoverdine C, 
D und E [2] (6.34, 6.47 und 6.59.1018 [21]), bei pH7 dagegen um den Faktor 5 
gr613er als jene (2.03, 2.15 und 2.18- 1025 [21]). 

NMR-Spektroskopie. Die Tabellen 2 bis 5 geben die 1H- und 13C-chemischen 
Verschiebungen von 2 - 5  wieder. Die Zuordnungen wurden durch Literaturver- 
gleich [2, 3, 14, 22-25] ,  Doppelresonanzexperimente, H, H-COSY, H, C-COSY, 
pH-Abhfingigkeit der chemischen Verschiebungen und durch Vergleich mit mo- 
difiziertem 2, in dem (CHO, HO)Orn zu Orn umgewandelt worden ist (s. u.), ge- 
troffen. Die 1H- und 13C-NMR-Spektren von 2, 3 und 5 sind bis auf die Signale 
der ASK nahezu identisch. 4 zeigt typische ,,Anomalien", die mit den Gleichge- 
wichtsumwandlungen von Kgl zusammenhfingen (s. u.). Die 1H-NMR-Spektren 
yon 2 - 5  sind stark pH-abh/ingig, was neben der Protonierung freier Carboxyl- 
gruppen (s. u.) auch auf sterische Effekte (Verfinderung des anisotropen Einflusses 
des Chromophors auf die Protonen der N-terminalen Aminos/iuren durch Kon- 
formations/inderung des Pyoverdinpeptids) zurfickgefiihrt werden kann. In Abb. 
1 ist das 1H-Spektrum von 2 in einer bei pH6.8 gepufferten D20-L6sung wieder- 
gegeben. 

S truk tur aufk ldrun g 

Der Chromophor 1 a in 2 -  5 kann aufgrund seiner NMR-Daten (Tabellen 2 und 
3) eindeutig identifiziert werden [2, 4, 7, 14]. Unterstfitzt wird dieses Ergebnis durch 
Vergleich der IH- und ~SC-Spektren von aus den Totalhydrolysat von 2 - 5 isoliertem 
1 b m i t  authentischem Material [2, 3, 6, 26, 273. Das CD-Spektrum von 1 b aus 
2 - 5  (positiver Cotton-Effekt bei 350-  400 nm, in 1 N HC1) stimmt mit dem von 
1 b aus Pseudobactin [27], das durch R6ntgenstrukturanalyse aufgeklfirt wurde 
[7], fiberein. In 2 - 5 ist daher der asymmetrische KohlenstoffC-1 des Chromophors 
ebenfalls S-konfiguriert. Die Pyoverdine 2 - 5  selbst besitzen ebenso wie Pseudo- 
bactin [7] und andere Pyoverdine [2, 3] einen positiven Cotton-Effekt im Bereich 
des rc-~*-~bergangs des Chromophors (350 - 400 nm, gemessen in 0.1 N Tris-Puffer, 
pH7.2). 

Acylseitenketten 

Neben dem Nachweis von Bernsteins/iure im Hydrolysat erfolgte die Identifizierung 
der Acylreste Suc in 2 und Suca in 3 aufgrund der NMR-spektroskopischen Daten 
(Tab. 4 und 5, Vergleich mit den Pyoverdinen D/E [2, 143, II/III [6] und GM-II/ 
GM-I [3]) und dutch die Uberffihrung von 3 in 2 (Hydrolyse von Fe 3 + -3 in Fe 3 + - 
2 in kalter w/iBriger L6sung bei pH 9, 10 Tage, vgl. [3]). Die chemischen Ver- 
schiebungen der Suc-lH - und -13C-Signale sind im Gegensatz zu den Suca-Signalen 
pH-abhfingig, was zusammen mit der Massendifferenz von 1 u beweist, dab die 
nicht mit dem Chromophor verknfipfte Carboxylgruppe des Bernsteins/iurerestes 
in 2 frei und in 3 als Amid vorliegt. Dies entspricht den Elektrophorese-Ergebnissen, 
nach denen 2 eine zwischen p H 4 - 5  protonierbare Carboxylgruppe mehr als 3 
besitzt. 

Die Molekfilmasse von 4 (28 u schwerer als 2) liel3 annehmen, dab 4 ~-Keto- 
glutars/iure (Kgl) als ASK enthfilt. Der Beweis fiir das Vorliegen von Kgl in 4 
wurde durch Reduktion von Fe 3 +-4 mit NaBH4, anschlieBender Totalhydrolyse 



156 K. Geisen et al. 

Tabelle 2. 1H-NMR-chemische Verschiebungen a yon 2, 3, 4 und 5 in gepuffertem D20 bei p H  6.8 b 
(ohne Acylseitenketten) 

Proton 2 3 4 5 Zuordnung c 

7-LySl 0.89/0.99 0.94/1.02 0.83/0.97 0.95/1.02 A, B 
7-Lys2 1.22 1.23 1.25 1.24 A, B 
~-Lys 1 1.22/1.40 1.23/1.41 e 1.24/1.41 A, B 
g-Lys 2 1.40/1.55 1.41/1.55 1.42/1.56 1.41/1.55 A, B 
7-(HO) Orn } 
7-(HO) Orn 1.70 1.70 1:70 1.70 A 
[3.Lys2 1.64/1.78 1.64/1,78 1.64/1.78 1.64/1.78 A 
13-Lysl 1.67/1.77 1.67/1.77 1.67/1.77 1.67/1.77 A 
[3-(HO) Orn 
 - .O)Orn } } t t 
[3-Glu 2.02/2.09 2.02/2.10 2.02/2.10 2.01/2.09 A, 
7-Glu 2.33 2.33 2.33 2.33 A, 
2 a/2 b-Chr 2.48/2.67 2.49/2.68 2.46/2.65 2.49/2.68 A, 
a-Lys 1 2.48/2.58 2.50/2.58 e 2.50/2.59 A, B 
a-Lys 2 2.87/3.54 2.87/3.54 2.87/3.54 2.87/3.53 A, B 
3 a/3 b-Chr 3.36/3.66 3.37/3.67 3.33/3.66 3.37/3.67 A, B, 
8-(HO) Orn 
5-(HO)Orn ) 3.56 } 3.56 } 3.553.59 l / 3.56 A, B, 

ct-Gly] 3.69/3.88 3.70/3.88 e 3.70/3.88 A, F 
13-Ser 3.87 3.87 3.87 3.87 A, B 
13-Ser 3.89 3.89 3.89 3.89 A, B 
[3-Ser 3.92 3.92 3.92 3.91 A, B 
cL-Gly2 3.93 3.93 3.93 3.93 F 
[3-Ser I 4.02 4.02 4.02 4.01 A, B 
ct-Lys2 a 4.02 4.02 4.02 4.02 A, B 
c~-Glu 4.10 4.10 4.10 4.10 A, B 
c~-Serl 4.32 4.33 4.30 4.33 A, B 
c~-(HO) Orn d 4.35 4.36 4.35 4.36 A, B 
a-Lysl a 4.38 4.38 4.39 4.38 A, B 
c~-(HO) Orn d 4.41 4.41 4.42 4.41 A, B 
a-Ser 4.44 4.44 4.44 4.44 A, B 
c~-Ser 4.45 4.45 4.46 4.45 A, B 
a-Ser 4.50 4.51 4.52 4.51 A, B 
1-Chr 5.72 5.73 5.68 - 5.72 5.74 D 
10-Chr 6.99 7.01 6 .86-  6.94 7.05 C, D 
7-Chr 7.07 7.09 7.06-7.10 7.09 C, D 
6-Chr 7.85 7.86 7.81 - 7.90 7.89 D 
CHO, cis 7.93 7.94 7.93 7.94 D, E 
CHO, cis 7.95 7.96 7.96 7.95 D, E 
CHO, trans 8.28 8.28 8.28 8.29 D, E 
CHO, trans 8.29 8.29 8.30 8.29 D, E 

B 
B 
B , C , D  

D 

D, E 

a Chemische Verschiebung ~ (ppm) relativ zu D S S  (6 = 0 ppm) als interner Standard 
b 0.05 M Phosphatpuffer in D20 
° Zuordnungsmethoden: A: H,H-COSY am Bsp. yon 2 und 5, B: homonukleare Doppelresonanz, 

C: Differenz-NOE, D: Literaturvergleich, E: Vergleich mit Desformyl-desoxy-2, F: H,C-COSY 
am Bsp. yon 2 

a et-Lys und ct-(HO)Orn nicht sicher unterscheidbar 
e 8 nicht exakt bestimmbar, da breite, diffuse Signale und Qberlagerung durch andere Signale 
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Tabelle 3. ~3C-NMR-chemische Verschiebungen ~ von 2, 3, 4 und 5 in gepuffertem D20 bei p H  6.8 b 
(ohne Acylseitenketten) 

Kohlenstoff Mult. c 2 3 4 5 Zuordnung d 

7-Lys2 
2-Chr 
7-LySl 

7-(HO) Orn 
7-(HO) Orn 

8-Lys l 
8-Lys 2 
13-Glu 

13-(HO) Orn 
13-(HO) Orn 

[3-Lys 2 
[3-Lys 1 
?-Glu 
3-Chr 
8-Lys 2 
e-Lysl 
tz-Glyl 
~-Gly2 

8-(HO) Orn 
8-(HO) Orn 

ct-(HO) Orn ~ 
e-Lysl e 
c~-(HO) Orn e 
a-Lys2 e 
a-Ser 
a-Ser 
a-Glu 
a-Ser 
a-Ser 
1-Chr 
13-Ser 
[3-Ser 
13-Ser 
~-Ser 
10-Chr 
7-Chr 
6a-Chr 

trans 

tr ans 

cis 

cis 

cis 

cis 

trans 

trans 

trails 

tr ans 

cis 

cis 

t 21.4 21.4 21.3 21.4 
t 23.1 23.1 23.0 23.1 
t 23.4 23.3 23.3 23.3 
t 23.2 23.2 23.1 23.2 
t 23.6 23.5 23.5 23.5 
t 23.8 23.8 23.7 23.8 
t 24.2 24.1 24.1 24.1 
t 26.9 26.9 26.7 26.9 
t 27.8 27.8 27.8 27.8 
t 28.2 28.2 28.2 28.2 
t 

t 28.9 (2) 28.9 (2) 28.9 (2) 28.9 (2) t 
t 

t 29.0 (2) 29.0 (2) 29.0 (2) 29.0 (2) 
t 

t ]~ 30.8 (2) 30.7 30.7 (2) 30.7 
t ) 3O.9 3O.9 
t 34.8 34.7 34.7 34.7 
t 36.1 36.1 36.0 36.1 
t 39.2 39.2 39.2 39.2 
t 40.1 40.1 40.2 40.1 

t ~ 43.7 (2) 43.6 ~ 43.7 (2) 43.6 
t J 43.7 J 43.7 

t t } 47.0(2) } 47.0(2) } 47.0(2) } 47.0(2) 

: } 10(2, 1 10( , 
d 54.0 53.9 53.9 53.9 
d 54.4 54.4 54.2 54.4 
d 54.7 54.6 54.6 54.6 
d 56.4 56.4 56.4 56.4 
d 56.5 56.4 56.4 56.4 
d ~ 56.9 56.9 56.9 

57.0(2) 
d .[ 57.1 57.0 57.0 

dd } 57.4(2) 57.557"3 } 57.3(2) 57.557'3 

d 59.0 58.7 59.2 58.7 
t 61.8 61.7 61.7 61.7 
t 62.0 62.0 61.8 62.0 
t 62.1 62.1 62.0 62.1 
t 62.1 62.1 62.1 62.1 
d 101.2 101.1 101.2 101.1 
d 113.2 113.7 112.8 113.8 
s 113.4 114.2 113.1 114.1 

A, B 
A, B 
A, B 
D 
D 
A , B , D  
A , B , D  
A,B 
A,B 
A, B,C 

A, B, D 

D 

A, B 
A,B 
A, B, C 
A, B 
A, B 
A,B 
A, B 
A, B 

A, B, 

A~ B, 

A,B 
A, B 
A,B 
A, B 
A, B 
A, B 
A B  
A B  
A B  
A B  
A B  
A B  
A B  
A B  
B,E 
B , E  
B 

D 

D 
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Tabe/le 3 (Fortsetzung) 

K. Geisen etal. 

Kohlenstoff Mult. ° 2 3 4 5 Zuordnung a 

5-Chr s 116.0 116.7 114.0 116.7 B 
10a-Chr s 134.0 133.5 135,3 133.4 B 
6-Chr d 139.8 139.8 142.3 139.8 B, E 
8-Chr s 146.9 146.4 147.5 146.3 B 
4 a-Chr s 149.9 150.0 150.0 150.0 B 
9-Chr s 159.8 157.6 162.5 157.5 B 
CHO, cis d 160.3 160.4 160.3 160.4 B, D, E 
CHO, cis d 160.5 t60.6 160.5 160.6 B, D, E 
CHO, trans d 164.7 164.8 164.7 164.8 B, D, E 
CHO, trans d 164.8 164.9 164.8 164.9 B, D, E 
CO-Chr s 172.2 172.1 172.2 172.2 B, E 
CO-Ser f s 172.3 172.2 172.3 172.2 B 
co-a ly  f s 172.6 172.5 172.5 172.5 B 
CO-Gly f s 172.7 172.5 172.7 172.5 B 
CO-Ser f s ) ) 1 7 3 . 6  173.6 B 
CO-Ser f s J' 173.7(2) ~ 173.6(2) 173.6 173.6 B 

CO-Set f s 173.8 173.6 173.9 173.6 B 
CO-(HO) Orn ~ s 175.1 175.1 175.1 175.1 B 
CO-(HO) Orn f s 175.2 175.2 175.2 175.2 B 
CO-Lys f s 175.6 175.6 175.6 175.6 B 
aCO-Glu f s 175.7 175.7 175.7 175.7 B 
CO-Lys f s 176.4 176.3 176.3 176.3 B 
7COOH-Glu s 182.2 182.2 182.2 182.2 B, C, E 

a Chemische Verschiebung 8 (ppm) relafiv zu TMS, DSS als intemer Standard mit 
8 (DSS) = - t.61 ppm 

b 0.1 M Phosphatpuffer in D20 
c Multiplizit~t besfimmt durch DEPT 

Zuordnungsmethoden: A: H,C-COSY am Bsp. von 2, B: Literaturvergteich, C: pH-Abh~ingigkeit 
der chemischen Verschiebung, D: Vergleich mit Desformyl-desoxy-2, E: heteronukleare Doppel- 
resonanz 
a-(HO) Om und a-Lys nicht sicher unterscheidbar 

f Reihenfolge der Zuordnung nicht sicher 

des Redukt ionsproduktes  mit 6 N HC1 bzw. 6 N HI  und Identifizierung von a- 
Hydroxyglutars/ iure (HC1-Hydrolysa0 als TAB-Der iva t  bzw. Glutars/iure (HI-Hy-  
drolysat) als Dibutylester durch G C / M S  erbracht  [6, 14]. Fe 3 +-4 lieB sich durch 
oxidative Decarboxyl ierung mit H202 [28] in Fe 3 +-2 fiberffihren (Charakterisie- 
rung des dekomplexierten Produktes  durch HPLC,  Aminos/iurenanalyse und an- 
hand  des Vergleichs der N M R -  und FABMS-Da ten  mit authenfischem 2). Der  
Verlauf  dieser Reakt ion beweist, dab Kgl wie in Pyoverdin C [2, 14] und Pyoverdin 
I [6] fiber die y-Carboxylgruppe an den C h r o m o p h o r  gebunden ist. Hienni t  in 
fJbereinst immung ist auch  die Tatsache, dab nach den Elektrophorese-Expefi-  
menten die ASK yon 4 eine stark saure Carboxylgruppe enthfilt, die erst unterhalb 
v o n p H 2 . 7  protonier t  wird (freie a-Ketoglu tars i iure:pK~(a)  = 2.3;pKa(y)  = 4.8 [29]). 
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fv-Chr 
7-Chr 
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Abb. 1. 300MHz-lH-NMR-Spektrum von 2 in gepuffertem 020  (Phosphatpuffer pH6.8), interner 
Standard DSS, Aminosfiuren-Code entsprechend den IUPAC-Regeln [ausgenommen O = (HO)Orn] 
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Tabelle 4. ~H-NMR-chem. Verschiebungen a' bder Acylseitenketten yon 2, 
3, 4 und 5 ° 

H-2 H-3 

2 (Suc) - N H -  CO-  CH2- CH2- COOH 

pH 6.8 2.69 2.61 
pH 3.0 2.77 2.72 

3 (Suca) - N H -  CO-  C H  2 - CH 2 - CONH 2 

pH 6.8 2.79 2.72 
pH 3.0 2.81 2.74 

4 (Kgl) - N H -  CO-  CH2- CH2- CO-  C O O H  d 

pH 6.8 
pH 3.0 

5 ( G l u )  - N H  - C O -  

pH 6.8 2.75 2.25 3.83 
pH 3.0 2.76 2.27 3.84 

2.79/2.61/2.33 e 
2.81/2.68/2.35 ~ 

H-2 H-3 H-4 

CH2- CH2- CH (NH2) - COOH 

a Chemische Verschiebung 8 (ppm) relativ zu DSS 
b Zuordnung durch Literaturvergleich, homonukleare Ent- 

kopplung und H,H-COSY 
° In D 2 0  mit 0.05M (pH 6.8) bzw. 0.1M (pH 3.0) Phosphat- 

puffer 
d Mehrere Strukturisomere, s. Text 
e Schwerpunkte der breiten Signale, keine genaue Zuordnung 

m6glich, da kompliziertes Spinsystem 

K. Geisen etal. 

4 zeigt wie Pyoverdin C [2, 14] und Pyoverdin I [6] im 1H- und im 13C-NMR- 
Spektrum eine Verbreiterung und zum Teil Aufspaltung einiger Signale, insbeson- 
dere der der aromatischen Chromophorpro tonen  und -kohlenstoffatome, sowie der 
Signale des Kgl-Restes selbst. Die Ursache hierffir liegt in den verschiedenen Struk- 
turen der Kgl-Seitenkette, die in L6sung im Gleichgewicht miteinander stehen. Die 
X3C-NMR-Daten (Tab. 5), vor allem die chemische Verschiebung der C-4(tt-C)- 
Resonanzen (zwei gleichintensive, verbreiterte Signale bei 94.3 und 95.5 ppm), spre- 
chen daffir, dab in neutraler L6sung fiberwiegend zwei diastereomere Lactamformen 

[30, 31] ( - N - CO - CH2 - CH2 - C(OH) - C O O H )  vorliegen (vgl. [6, 14]): Bei 
der offenkettigen Ketoform mfiBte C-4 ein 13C-Signal bei ca. 200 ppm ergeben [32], 
was im Widerspruch zu den Ergebnissen von Demange et al. [33] weder bei 4 noch 
bei Pyoverdin C und Pyoverdin I beobachtet  wird. Zum Vergleich: a-Ketogluta-  
ramsfiure (NH 2 - CO - C H  2 - C H  2 - CO - COOH)  liegt bei neutralen pH-Wer ten  
nur zu weniger als 1% als a -Keton vor [28, 30, 34]. Denkbar  ist auch eine hy- 
dratisierte Fo rm (gem-Diol) [5, 33]. Ihr Vorliegen in gr613eren Anteilen ist jedoch 
nach den Untersuchungsergebnissen fiber freie a-Ketoglutar-  und a-Ketoglutaram- 
sfiure [29, 30, 32] bei neutralen pH-Wer ten  unwahrscheinlich. Art und Anteil der 
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Tabelle 5. 13C-NMR-chem. Verschiebungen a' bder Acylseitenketten von 2, 3, 4 
und 5 ° 
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C-1 C-2 C-3 C-4 

2 (Suc) - NH-  CO - CH2- CH2 - COOH 

pH 6.8 178.5 33.2 33.8 182.2 
pH 3.0 177.9 32.6 d 32.5 ~ 180.8 

3 (Suca) - N H -  CO- C H  2 -  CH2 - C O N H 2  

pH 6.8 177.3 31.8 30.9 178.8 
pH 3.0 177.3 31.8 30.9 178.8 

C- 1 C-2 C-3 C-4 C-5 

4 (Kgl) - NH-  CO - CH2 - CHz- CO - COOH e 

pH6.8 176.6 30.1/31.5/32.9/33.9 94.3/95.5 180.4/180.8 
pH 3.0 f 30.2/g 33.0/33.7 f 180.4/180.8 

5 (Glu) - NH-  CO - CH2 - -  CH 2 - CH ( N H 2 )  - COOH 

pH 6.8 176.8 32.4 26.7 55.0 175.2 
pH 3.0 176.7 32.5 26.6 55.1 175.1 

Chemische Verschiebung 8 (ppm) relativ zu TMS, DSS als interner Standard 
mit 8 (DSS) = - 1.61 ppm 

b Zuordnung dutch Literaturvergleich 
In D20 mit 0.1M (pH 6.8) bzw. 0.2M (pH 3.0) Phosphatpuffer 

d Reihenfolge unklar 
Mehrere Strukturisomere 

f Konnten bei pH 3 nicht registriert werden 
g Durch ein anderes Signal verdeckt 

im Gleichgewicht vorliegenden Strukturen und/oder  die entsprechenden Umwand- 
lungsgeschwindigkeiten sind pH-abh/ingig: Bei p H  3 konnten die ~3C-Signale von 
C-1 und C-4 nicht registriert werden. Alle anderen NMR-Signale von Kgl blieben 
unverfindert. Weitere Untersuchungen fiber die Gleichgewichtsstrukturen der a- 
Ketoglutars/iure als ASK in Pyoverdinen sind in Durchffihrung. 

Aufgrund der Ergebnisse der Aminos/iurenanalyse und der FAB-Massenspek- 
trometrie wurde vermutet, dab 5 als ASK des Chromophors  L-Glu enth/ilt. Einen 
Beweis hierffir erbrachte die folgende Reaktion: Fe 3 +-5 liel3 sich durch Umsetzung 
mit Glyoxals/iure ( C H O - C O O H )  unter katalytischem Einflul3 von Pyridin [35] 
unter schonenden Bedingungen selektiv transaminieren. Das entstandene Produkt,  
Fe 3 +-4, wurde durch H P L C  und FABMS charakterisiert und mit H202 in Fe 3 +- 
2 fibergefiihrt, das durch FABMS, Aminos/iurenanalyse und nach Dekomplexie- 
rung mit 1H-NMR identifiziert werden konnte. 

Dieser Reaktionsverlauf ist nur m6glidh, wenn in 5 L-Glutamins/iure fiber die 
y-Carboxylgruppe mit dem Chromophor  verknfipft ist. Ein weiterer Beweis ffir 
diese Struktur ist den NMR-Spektren yon 5 zu entnehmen. Die 1H- und 13C-Signale 
der Glu-ASK k6nnen eindeutig durch Vergleich mit den NMR-Spektren von 2 
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O % c / N H R  O ~ c / N H R  O % c / N H R  

I. I I 
CH 2 0 CH 2 CH2 
I U I I 

CH2 + HC--COOH CH2 + H202 CH2 
) ) 

I Pyridin I I CH--NH2 C=O COOH 
I I 

COOH COOH 

R -= PEPTID - c O , ~  

ooo F.t.. 
.-'~ ".. o / . , , , . , ~ , , ~  

oder 3 identifiziert werden. I/are chemischen Verschiebungen (Tab. 4 und 5) sind 
nut mit einer an der 7-Carboxylgruppe substituierten (amidierten) Glu 
R -  NH - CH2 - C H 2  - CH(NH2) - COOH zu vereinbaren. Als Vergleich wurden 
die ~H- und ~3C-Daten yon Glutamin und Isoglutamin, ebenfalls bei pH6.8 und 
pH3.0 ermittelt, herangezogen (Gln: a-CO: 175.1 ppm, a-C: 55.3, p-C: 27.3, 7-C: 
32.0, 7-CO: 178.8, a-H: 3.77, [3-H: 2.14, 7-H: 2.45; Iso-Gln: a-CO: 173.6ppm, a- 
C: 53.9, p-C: 28.7, 7-C: 34.0, y-CO: 181.8, a-H: 4.04, [3-H: 2.13, y-H: 2.39; jeweils 
bei pH6.8). Die geringe pH-Abh~ngigkeit der 1H-NMR- und 13C-NMR-Signale 
der Glu-ASK zwischen pH6.8 und pH3.0 (freie Glutamins~iure: pKa(a)=2.1, 
pKa(7)=4.3 [36]) unterstiitzen diese Interpretation. Die NMR-Signale von Gln 
sind im Gegensatz zu denen von Iso-Gln ebenfalls zwischen pH6.8 und pH3 nicht 
pH-abh~ngig (vgl. auch Glu im Peptid, unten). 

Die beschriebenen Reaktionen zur Oberfiihrung von 5 in 2, von 4 in 2 und von 
3 in 2 beweisen gleichzeitig, dab alle vier Pyoverdine die gleiche Peptidstruktur 
besitzen. 

Peptidstruktur 

Die dutch FABMS ermittelten Molekfilmassen der Pyoverdine sind um 18 u kleiner 
als aus einem linearen Peptid mit den angegebenen Aminos~iuren zuziiglich zweier 
Formylgruppen errechnet wird. Dies liel3 auf eine intramolekulare Zyklisierung des 
Peptids dutch Bildung einer zus~itzlich Amid- oder Esterbindung schlieBen. Zur 
Strukturaufkl~irung des Peptids war daher die Kl~irung folgender Fragen bereits 
vor der Sequenzierung sinnvoll: 

a) Wie werden die Hydroxams~iuren aus den beiden NS-Hydroxyornithin-Resten 
gebildet? Liegt eine Zyklisierung zum N-Hydroxy-a-piperidon vor? 

b) Welche funktionellen Gruppen der difunktionellen Aminos~iuren Lys (2- 
mal), Set (4mal) und Glu sind im Pyoverdinpeptid noch frei? 

Hydroxamsduren 

Die Ergebnisse der NMR-Untersuchungen belegen, dab beide (HO)Orn-Reste N 5- 
formyliert sind. Die 1H-NMR-Spektren aller vier Pyoverdine enthalten bei 
7.93- 7.96 ppm (2 Signale, eis) und 8.28- 8.30 ppm (2 Signale, trans) die charak- 
teristischen Resonanzen der Formylprotonen zweier NS-Formyl-(HO)Orn-Reste, 
die aufgrund der cis/trans-Isomerie von Formylhydroxams~iuren [-37] jeweils in ein 
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Signalpaar mit dem Intensit/itsverh/iltnis 3 : 1 (cis/trans) aufgespalten sind [-2, 63. 
Aus dem gleichen Grund ergeben beide Formylkohlenstoffe je zwei 13C-Signale bei 
160.3 - 160.7 ppm (cis) und 164.7 - 165.0 ppm (trans). Die cis/trans-Isomerie ffihrt 
auch zur Aufspaltung der Methylenkohlenstoff-~3C-Signale von Ornithin, die er- 
wartungsgem/il3 bei den ~-CHz-Kohlenstoffen am deutlichsten ist (Tab. 3). Auf- 
grund dieser Daten konnten N6-Formyl-Lys (geringere Aufspaltung der Formyl- 
signale mit einer Bevorzugung des trans-Isomeren [2, 6]) und O-Formyl-Ser (keine 
Aufspaltung) ausgeschlossen werden. 

Durch sehr milde saure Hydrolyse (0.1 N HC1, Raumtemperatur, 48 h) liegen 
sich die Formylgruppen quantitativ und selektiv abspalten [2, 6]. Im ~H-NMR- 
Spektrum von 2 in 0.1 N DC1 trat schon nach kurzer Zeit bei 8.25 ppm das Signal 
des nicht austauschbaren Protons von Ameisens/iure auf, wfihrend die Formyl-~H - 
Signale beider Formylhydroxams/iuren an Intensit/it abnahmen und die 6-CH2- 
(HO)Orn-Protonenresonanzen yon 3.56ppm nach 3.34 bzw. 3.28 ppm verschoben 
wurden. Das Desformylierungsprodukt von 2 (Desformyl-2) ergab in PI-FABMS 
ein [M+H]+-Ion  bei m/z 1 465. 

Hydroxylamine k6nnen im Gegensatz zu Hydroxams/iuren mit H 2 unter Pt- 
Katalyse schon bei Atmosph/irendruck zu den entsprechenden Aminen hydriert 
werden [38]. Auf diese Weise wurde Desformyl-2 in das Hydrierungsprodukt Des- 
formyl-desoxy-2 fibergeffihrt, das durch Elektrophorese, FABMS ([M+ H+]: m~ 
z 1 433), Aminosfiurenanalyse (2 ~quivalente Orn nach HC1-Hydrolyse), 1H- und 
13C-NMR-Spektroskopie (6-CH2-Orn: 1H: 5 = 3.02ppm; 13C: 6 = 39.8/39.9ppm) 
charakterisiert wurde. Die NMR-Spektren bestfitigten die selektive Umwandlung 
von (HO)Orn in Orn. Sie belegen zusammen mit der Reaktionsfolge 2 ~ Desformyl- 
2 ~ Desformyl-desoxy-2 und den Molekiilmassen der Produkte, dab in der Aus- 
gangsverbindung 2 zweifellos beide (HO)Orn NS-formyliert vorliegen. 

Freie funktionelle Gruppen 

Aminogruppen. Die in 2 -  5 und in Desformyl-desoxy-2 frei vorliegenden Amino- 
gruppen wurden durch Dansylierung der Ferripyoverdine und Pyoverdine, an- 
schliel3ende Totalhydrolyse mit HC1 und Identifizierung der dansylierten Amino- 
s/iuren mit RP-HPLC nachgewiesen. Die Derivatisierung mit Dansylchlorid wurde 
hier wie auch bei den Dansylpeptiden (s. u.) in Acetonitril/LizCO3-Puffer durch- 
gef/ihrt [393. Bei Fe3+-2, -3 und -4 konnte ausschliel31ich ~-Dns-Lys, bei Fe3+-5 
zus/itzlich Dns-Glu (Acylseitenkette des Chromophors) nachgewiesen werden. Des- 
formyl-desoxy-2 lieferte e-Dns-Lys und ~-Dns-Orn (molares Verhfiltnis: 1:2). 

Hydroxylgruppen von Ser. Die Hydroxylgruppen aller vier Serinreste sind nicht 
verestert. Das folgt eindeutig aus der chemischen Verschiebung der Protonen und 
13C-Kohlenstoffe der 13-CH2-Gruppen (Veresterung bewirkt eine deutliche Tief- 
feldverschiebung der 13-CH2-1H - bzw. - ~3C-Signale, vgl. Ser in Pseudobactin 7SR1 
]-8] und Thr in den Pyoverdinen I - I I  [6]. Eine Best/itigung hierffir ist die Be- 
obachtung, dab Fe 3 +-2, -3 und -5 resistent gegen NaBH4 in CH3OH/H20 sind (in 
Fe 3 +-4 wird Kgl reduziert, s. o.; vgl. Pyoverdine I - I I I ) .  

Carboxylgruppe von Glu. Nach den Elektrophorese-Ergebnissen und den Mo- 
lekfilmassen liegt im Peptid eine Carboxylgruppe frei vor. Sie mug eine S/iurekon- 
stante pKa=4 - 5 besitzen, was aUe ~-Carboxylgruppen der Aminos/iuren aus- 
schliel3t. Aus den NMR-Daten folgt, dal3 es sich um die 7-COOH-Gruppe von Glu 
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handelt. Das dem 3`-COOH-Kohlenstoff von Glu entsprechende ~3C-Signal 
(182.2 ppm bei pH6.8) wurde durch heteronukleare Doppelresonanz (Einstrahlen 
in die Protonenresonanzen der benachbarten 3`-CH2-Gruppe) identifiziert. Dieses 
Signal verschiebt sich bei pH3 nach 180.3ppm (am Bsp. yon 2) und kann auch 
aufgrund seiner chemischen Verschiebung nur dem 3`-COOH-Kohlenstoff yon Glu 
zugeordnet werden (a-COOH einer C-terminalen Aminos/iure: ~< 180 ppm [22, 
23, 25-1 - nicht pH-abhS, ngig zwischen pH3.0- 6.8; vgl. Glu-ASK). Auch die IH- 
und 13C-Signale der 7- und 13-CH2-Gruppe yon Glu sind deutlich pH-abhfingig 
(pH3.0: 7-H: 2.46ppm, 13-H: 2.06/2.15, 7-C: 33.2, [3-C: 27.5; pH6.8: s. Tab. 2 u. 
3). Die pH-Abh/ingigkeit nimmt dabei yon 3' nach ctab. 

Aufgrund der aufgeffihrten Ergebnisse mul3 die Zyklisierung des Peptids fiber 
die Aminogruppen eines der beiden Lys und der Carboxylgruppe der C-terminalen 
AminosS, ure erfolgen. Das andere Lys, Set (4 x ), Glu und (HO)Orn (2 x ) sind 
,,normal" peptidisch im Pyoverdinpeptid eingebaut und nicht an einer Cyclisierung 
beteiligt. 

Peptidsequenz 

Die PI-FAB-Massenspektren von 2 - 5  enthalten Fragmentionen, welche eine N- 
terminale Sequenz bis zu 7 Aminosfiuren nach dem Chromophor herleiten lassen 
(Tab. 6). Fragmente, die noch den Chromophor enthalten, dominieren. Insbeson- 
dere einige C-terminale Fragmentionen sind wenig intensiv und nicht bei allen 
Messungen zu beobachten. Ihre Identifizierung ist nicht eindeutig und daher die 
Herleitung der Sequenz allein mit Hilfe der FAB-Fragmente unsicher. Uber die 
Sequenz der restlichen, C-terminalen 4 Aminos/iuren geben die FAB-Spektren keine 
Auskunft. 

Tabelle 6. Sequenzspezifische F ragmen t ionen  im P I -FAB-Massenspek t rum von 2 (N o men k l a t u r  der  

F ragmente  s. [-42, 43]) 

Yl l  Zl l  "10 Ylo Zlo X9 Y9 Z9 

A C1 A2 C2 

Ser Lys Gly (CHO, HO)  Orn  Ser Ser Gly 
n = l  n = 2  n = 3  n - - 4  n = 5  n = 6  n = 7  

A 417 545 602 760 847 934 991 

C + 2 462 590 647 805 892 979 1 036 

n = l l  n = 1 0  n = 9  n = 8  n = 7  n = 6  n = 5  n = 4  

X - - 975 918 - 673 - - 
Y + 2  1 164 1 077 949 - 734 647 560 503 

Z + 2 - 1 062 - 877 - 632 - - 
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Tabelle 7. [ M +  HI +-Ionen yon Chromophorpeptiden und Oligopeptiden nach Partialhydrolyse ~ von 
2, bestimmt durch PI-FABMS 

m/z Struktur Gelchromatographie- 
Fraktion e 

1 O09 
991 
909 
952 
934 
852 
865 
847 
765 
778 
760 
678 
648 
630 
548 
591 
573 
491 
463 
445 
363 

854 
836 
724 
706 
637 
619 
55O 
532 
493 
475 

38O 
323 

Suc-Chr-Ser-Lys-Gly-(HO) Orn-Ser-Ser-Gly b 
Suci-Chr-Ser-Lys-Gly-(HO) Orn-Ser-Ser-Gly b 

Chr-Ser-Lys-Gly-(HO) Orn-Ser-Ser-Gly 
Suc-Chr-Ser-Lys-GIy-(HO) Orn-Ser-Ser b 

Suci-Chr-Ser-Lys-Gly-(HO) Orn-Ser-Ser b 
Chr-Ser-Lys-Gly-(HO) Orn-Ser-Ser 

Suc-Chr-Ser-Lys-Gly-(HO) Orn-Ser 2 
Suci-Chr-Ser-Lys-Gly-(HO) Orn-Ser 2 

Chr-Ser-Lys-Gly-(HO) Orn-Ser 3 
Suc-Chr-Ser-Lys-Gly-(HO)Orn 2 f 

Suci-Chr-Ser-Lys-Gly-(HO) Orn 2 f 
Chr-Ser-Lys-Gly-(HO) Orn 3 r 

Suc-Chr-Ser-Lys-Gly 3 
Suci-Chr-Ser-Lys-Gly 3 

Chr-Ser-Lys-Gly 4 
Suc-Chr-Ser-Lys 3 

Suci-Chr-Ser-Lys 3 
Chr-Ser-Lys 5 

Suc-Chr-Ser 7 
Suci-Chr-Ser 6 

Chr-Ser 8 

(HO) Orn-Ser-Ser-Gly-[Lys + (HO)Orn + Glu + Ser] d 
(HO) Orn-Ser-Ser-Gly-cyclo [Lys-(HO) Orn-Glu-Ser] 

Ser-Ser-Gly-[Lys + (HO)Orn + Glu + Ser] a 1 
Ser-Ser-Gly-cyclo [Lys-(HO) Orn-Glu-Ser] 1 

Ser-Gly-[Lys + (HO)Orn + Glu + Ser] d 1 
Ser-Gly-cyclo [Lys-(HO) Orn-Glu-Ser] 1 

Gly-[Lys + (HO)Orn + Glu + Ser] d 1 
Gly-cyclo [Lys-(HO) Orn-Glu-Ser] 1 

[Lys + (HO)Orn + Glu + Ser] d 1 
cyclo [Lys-(HO) Orn-Glu-Ser] 1 

(HO) Orn-Ser-Ser-Gly ° 
(HO) Orn-Ser-Ser ~ 

6 N HC1, 9WC, 10 rain 
b 6 N HC1, 90°C, 5 rain 
° 12NHC1, 37°C, 15h 
d Bis zu vier Isomere 

Gelchromatographie eines Partialhydrolysats, erhalten mit 6 N HC1 (80°C, 30 rain), auf Bio-Gel P- 
2 

f Zus/itzlich die entsprechenden Chromophorpeptide mit C-terminalem cyclo(HO) Orn in dieser Frak- 
tion (s. Text) 
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Durch Untersuchung yon Partialhydrolysaten der Pyoverdine wurde versucht, 
weitere Informationen zu erhalten. Verschiedene Hydrolysebedingungen (s. Exp. 
Teil) wurden angewendet und die entstandenen Bruchstficke im Gemisch durch 
FABMS nachgewiesen. Am Beispiel yon 2 traten drei Reihen yon N-terminalen 
Peptiden (Chromophorpeptide), zwei Reihen von C-terminalen Peptiden und einige 
nicht-terminale Peptide auf (Tab. 7). Die entsprechenden Glieder der N-terminalen 
Reihen unterscheiden sich um die Abspaltung bzw. Zyklisierung (zum Succinimid, 
vgl. [2, 3]) der ASK Bernsteins/iure und die der C-terminalen Reihen um die 
Abspaltung von Wasser. Die Unterscheidung zwischen N-terminalen Bruchstficken 
mit ASK, ohne ASK und C-terminalen Bruchstficken wurde durch Vergleich mit 
den FAB-Massenspektren der Partialhydrolysate yon 3 - 5 und Desoxy-desformyl- 
2 erleichtert. Gr613ere Chromophorpeptide als die mit der Molekfilmasse m/z 1 009, 
m/z 991 und m/z 909 (Bsp. 2) konnten nicht beobachtet werden. Das kleinste, sich 
um 18 u unterscheidende C-terminale Peptidpaar ist das mit den Molekfilmassen 
m/z 475 und m/z 493. Diese Ergebnisse wiesen sehr deutlich darauf hin, dab auf 
der C-terminalen Seite des Peptids ein Cyclotetrapeptid aus Lys, (HO)Orn, Glu 
und Ser vorliegt, fiber dessen genauere Struktur den PI-FAB-Massenspektren der 
Partialhydrolysate keine Hinweise zu entnehmen waren. Die Herleitung der linearen 
Sequenz zwischen Chromophor und Zyklus 

Chr-Ser-Lys-Gly-(HO)Orn-Ser-Ser-Gly 

war durch die PI-FABMS-Analyse der Partialhydrolysate eindeutig. 
Durch Gelchromatographie der Partialhydrolysate an Bio-Gel P-2 konnten nur 

kleinere Chromophorpeptide rein isoliert werden. Gr613ere Chromophorpeptide und 
Oligopeptide ohne Chromophor lagen in Gemischfraktionen vor (Tab. 7). Diese 
Methode war daher nicht geeignet, Bruchstficke in reiner Form zu erhalten, mit 
denen die Sequenz des C-terminalen Tetrapeptidzyklus aufgekl/irt und die Position 
aller D- und L-Enantiomeren yon (HO)Orn und Ser im Peptid bestimmt werden 
konnte. Aufgrund der Reaktivitfit der Hydroxylaminofunktion yon (HO)Orn be- 
reitete die RP-HPLC yon Chromophorpeptiden, die diese Aminos~iure enthielten, 
Schwierigkeiten. Darfiber hinaus zyklisiert C-terminales (HO)Orn nach 1/ingerem 
Stehen entsprechender Chromophorpeptide in nicht ausreichend saurer L6sung 
zum N-Hydroxy-a-piperidon [3]. Die Chromophorpeptide mit den Molekfilionen 
m/z 778, m/z 760 und m/z 678 gehen daher schon beim Aufarbeiten der Gel- 
chromatographie-Fraktionen z. T. in die entsprechenden um 18 u leichteren Bruch- 
stficke fiber (Tab. 7). 

Sequenzierung durch Isolierung yon Dansylpeptiden 

Die Methode der Wahl zur vollstfindigen Strukturaufkl~irung des Pyoverdinpeptids 
war die Isolierung von Oligopeptid-Bruchstficken, die zwecks empfindlicherer UV- 
Detektion und effizienterer chromatographischer Auftrennung als Dansylderivate 
vorliegen, mit RP-HPLC und ihre Charakterisierung durch FABMS, Aminosfiu- 
renanalyse und Endgruppenbestimmung. Vorteilhafterweise wurde yon Desformyl- 
desoxy-2 (in dem (HO)Orn zum stabileren Orn umgewandelt ist) ausgegangen, das 
zuerst dansyliert und anschlieBend partialhydrolysiert wurde [2]. Auf diese Weise 
entstehen (neben dansylierten Chromophorpeptiden, s.u.) Dansylpeptide, die nur 
an den 5- bzw. e-Aminogruppen yon Orn bzw. Lys dansyliert sind. Sie besitzen 
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noch einen freien N-Terminus und k6nnen gegebenenfalls einem Edman-Abbau 
unterworfen werden. 

Die Dansylierung von Desformyl-desoxy-2 erfolgte in Acetonitril/Li2CO3-Puf- 
fer [39]. Das Produkt wurde dann zur Ermittlung der optimalen Hydrolysezeit 
(gr6gte Ausbeute an dansyliertem Tetrapeptidzyklus) mit 6 N HC1 (90 °C) 10, 20, 
30 oder 60 rain hydrolysiert, durch Adsorption an einer RP-18-Kartusche (Sep- 
Pak) von Salzen und dem gr613ten Tell der Dansylsulfons/iure befreit und mittels 
PI-FABMS analysiert. Es wurden die Molekfilionen von mono- und didansylierten 
Peptiden ohne Chromophor sowie dansylierten Chromophorpeptiden detektiert. 

Tabelle 8. [ M +  H] +-Ionen der Dansylpeptide ohne Chromophor nach Partial- 
hydrolyse ~ yon dansyliertem Desformyl-desoxy-2 

m/z Struktur Fraktion d, e 

251 
252 
366 
38O 
423 
437 
453 
467 
494 
495 
510 
524 
540 
581 
582 
597 

623 
692 
710 
749 
767 
836 
854 
923 
941 

784 
1015 

DnsNH2 9 
DnsOH 1 
(6-Dns) Orn 6 
(e-Dns) Lys b 
Gly-(~-Dns) Orn 7 
(g-Dns) Lys-Gly 8 
(5-Dns) Orn-Ser 6 
Ser-(e-Dns) Lys 10 
Lys-(6-Dns) Orn b 
(5-Dns) Orn-Glu 7 
Gly-(~-Dns) Orn-Ser 6 
Ser-(e-Dns) Lys-Gly 9 
(fi-Dns) Orn-Ser-Ser 6 
Ser-Lys-(~-Dns) Orn 3 
(~-Dns) Orn-Glu-Ser b 
(6-Dns) Orn-Ser-Ser-Gly, 3, 6 
Gly-(8-Dns) Orn-Ser-Ser 
Lys-(5-Dns) Orn-Glu b 
cyclo [Lys-(~-Dns) Orn-Glu-Ser] 7 
[Lys + (~-Dns)Om + Glu + Ser] ° 3, 4 
Gly-cyclo [Lys-(~-Dns) Orn-Glu-Ser] 5 
Gly-[Lys + (8-Dns)Orn + Glu + Ser] c 3, 4 
Ser-Gly-cyclo [Lys-(8-Dns) Orn-Glu-Ser] 5 
Ser-Gly-[Lys + (~-Dns)Orn + Glu + Ser] ° 3, 4 
Ser-Ser-Gly-cyclo [Lys-(~-Dns) Orn-Glu-Ser] 5 
Ser-Ser-Gly-[Lys + (6-Dns)Orn + Glu + Ser] ° 3, 4 

(e-Dns) Lys-Gly-(g-Dns) Orn 
(e-Dns) Lys-Gly-(5-Dns) Orn-Ser-Ser-Gly 

a 6NHC1, 10rain, 90°C 
b 6 N HC1, 3 0 -  60 min, 90°C 
° Bis zu vier Isomere 
d RP-HPLC der monodansylierten Peptide eines Parfialhydrolysats (6 N HC1, 

10min, 90°C), s. Abb. 3 
In Fraktion 2 und 11 (Abb. 3) keine Dansylpeptide nachweisbar 
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Letztere gehen aus den in Tabelle 7 angegebenen Bruchstficken durch Dansylierung 
von Lys, Orn [anstelle von (HO)Orn-I und dem Chromophor (bis zu zwei Dan- 
sylreste) hervor. Sie sollen hier nicht im einzelnen aufgeffihrt werden. Das gr613te 
beobachtete Dansyl-Chromophorpeptid war Suc-(Dns)zChr-Ser-(e-Dns)Lys-Gly- 
(6-Dns)Orn (m/z 1 694, 10 min Hydrolysat). 

In Tabelle 8 sind die detektierten Dansylpeptide ohne Chromophor angegeben. 
Es handelt sich fiberwiegend um monodansylierte Bruchstiicke. Sie bestfitigten 
(ebenso wie die dansylierten Chromophorpeptide) die Sequenz des linearen Pep- 
tidteils zwischen Chromophor und dem Zyklus sowie die Annahme, dab ein C- 
terminaler Tetrapeptidzyklus aus Glu, Set, Lys und Orn vorliegt (m/z 692). Dariiber 
hinaus gaben die Ionen m/z 494 und m/z 495 schon an dieser Stelle Hinweise auf 
die Konnektivit/it der Aminosfiuren im Tetrapeptidzyklus: 

m/z 494: Lys + (8-Dns)Orn m/z 495: Glu + (6-Dns)Orn 

m/z 692: (~t/e-NHa)L~cs-(g-Dns)Orn-Glu-Ser,J 

oder 

' _1 (a/e-NHz)Lys-Ser-Glu-(~-Dns)Orn 

Often blieb noch die Sequenzrichtung im Zyklus und ob Lysin fiber die 0t- oder ~- 
Aminogruppe im Zyklus eingebaut ist. Zur Beantwortung dieser Fragen wurde der 
Tetrapeptidzyklus isoliert. Die Isolierung des Zyklus sowie weiterer dansylierter 
Bruchstficke erfolgte durch Auftrennung eines 10 min-Hydrolysats von dansylier- 
tem Desformyl-desoxy-2 (Ausgangsmenge: 3 mg) durch RP-HPLC (Nucleosil 100- 
C 18, 5 It). Da die vollstfindige Auftrennung des Hydrolysats in alle Einzelkom- 
ponenten sehr zeitaufwendig gewesen wfire, die didansylierten Peptide und dan- 
sylierten Chromophorpeptide keine Information fiber den Zyklus enthielten und 
allein anhand der monodansylierten Peptide (ohne Chromophor) alle offenen Fra- 
gen fiber die Sequenz des Pyoverdinpeptids beantwortet werden konnten, war nur 
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Abb. 2. PI-FAB-Massenspektrum der monodansylierten Peptide (s. Tab. 8) 
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deren Reinisolierung von Interesse. Es erwies sich daher als vorteilhaft, wenn das 
Partialhydrolysat im ersten Chromatographieschritt durch schnelle Elution (steiler 
Isopropanol-Gradient, w/iBrige Komponente: 0.1 N Essigsfiure) grob in zwei Frak- 
tionen aufgetrennt wurde, nfimlich in die zuerst eluierende Gruppe der monodan- 
sylierten Peptide (Fraktion A, Elution mit 10- 25% Isopropanol) und die Gruppe 
der dansylierten Chromophorpeptide zusammen mit den didansylierten Peptiden 
(Fraktion B, Elution mit 25 - 60% Isopropanol). Die Fraktionen A und B wurden 
nach Entfernung der Puffersalze mit Sep-Pak RP-18 FAB-massenspektrometrisch 
vermessen. Abb. 2 gibt das FAB-Spektrum von Fraktion A an. Das Basision ist 
das I-M+ HI +-Ion m/z 692 des dansylierten Tetrapeptidzyklus DP(692) [im Fol- 
genden sollen die Dansylpeptide mit ,,DP(m/z)" bezeichnet werden]. Fraktion B 
ergab die schon im Gesamtgemisch beobachteten Molekiilionen der didansylierten 
Peptide und dansylierten Chromophorpeptide und wurde nicht welter bearbeitet. 

Fraktion A wurde dann zur Auftrennung in Einzelkomponenten bei optimierten 
Elutionsbedingungen zuerst unter Anwendung eines Triethylamin/Ameisens/iure- 
Puffers bei pH2.80 chromatographiert. Es wurden 11 Fraktionen erhalten (Abb. 
3) und ihre Zusammensetzung mit FABMS ermittelt (Tab. 8). Fast alle Fraktionen 
bestanden noch aus mehreren Dansylpeptiden. Durch einen weiteren Chromato- 
graphieschritt unter Verwendung eines Triethylamin/Essigs/iure-Puffer bei pH4.40 
gelang es, aus den Fraktionen 5, 6, 6, 7 und 9 die Dansylpeptide DP(749), DP(836), 
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Abb. 3. RP-HPLC-Trennung der monodansylierten Peptide, Chromatographiebedingungen s. Exp. 
Tell 
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DP(923), DP(453), DP(510), DP(423), DP(495), DP(692) und DP(524) in analytisch 
reiner Form zu isolieren. Der dansylierte Tetrapeptidzyklus DP(692) war die Haupt- 
komponente in Fraktion 7. Sie alle wurden durch PI-FABMS, Endgruppenbestim- 
mung und quantitative Aminosfiurenanalyse charakterisiert. 

Die Endgruppenbestimmung erfolgte durch Derivatisierung der Dansylpeptide 
mit Dansylchlorid, vollstfindige Hydrolyse (6 N HC1) und Identifizierung der Dan- 
sylaminos/iuren mit RP-HPLC (Nucleosil 60-C 18 5 g), die Aminos/iurenanalyse 
durch Dansylierung nach der Totalhydrolyse und Quantifizierung der Dansyl- 
aminosfiuren ebenfalls mit RP-HPLC. Die Dansylierung geschah nach der in [39] 
beschriebenen Methode. Die Chromatographiebedingungen, die eine klare Tren- 
nung aller m6glichen Dansylderivate von Ser, Gly, Glu, Orn und Lys erlaubten, 
sind im Exp. Teil angegeben. 

Tabelle 9. [M+H] +-Ionen, Aminos/iurenzusammensetzung und Endgruppenbestimmung der iso- 
lierten Dansylpeptide 

Dansylpeptid [M+ H] + Zusammensetzung ~ N-terminale 
m/z Aminos~iure ~ 

Ser Gly Glu Lys Orn 

DP (524) 524 1 1 1 Ser 
DP (423) 423 1 1 Gly 
DP(510) 510 1 1 1 Gly 
DP (453) 453 1 1 Orn 
DP (923) 923 3 1 1 1 1 Ser 
DP (836) 836 2 1 1 1 1 Ser 
DP (749) 749 1 1 1 1 1 Gly 
DP (692) 692 1 1 1 1 Lys (cQ 
DP (495) 495 1 1 Orn 

a Ermittelt durch RP-HPLC der Dansylaminosfiuren 

Die Ergebnisse der Charakterisierung aller reinisolierten Dansylpeptide sind in 
Tabelle 9 zusammengestellt. Zum einen best/itigten sie die schon in Tabelle 8 an- 
gegebenen Strukturen und damit ein weiteres Mal die Sequenz zwischen Chro- 
mophor und Zyklus. Darfiber hinaus konnten durch die Endgruppenbestimmung 
von DP(692) und DP(495) die Fragen nach der Sequenzrichtung im Tetrapeptid- 
zyklus und der Aminogruppe des Lysins, fiber die der Zyklus mit dem Restpeptid 
verbunden ist, beantwortet werden: 

DP(495) ist das Dipeptid aus Glu und (g-Dns)Orn, entstanden durch doppelten 
Bindungsbruch im Zyklus. Die Endgruppenbestimmung ergab (di-Dns)Orn, daher 
mug Orn mit der Aminogruppe von Glu verknfipft sein. Aufgrund des Auftretens 
von DP(494) nach 60minfitiger Partialhydrolyse von dansyliertem Desformyl-des- 
oxy-2 ist Lys an die Aminogruppe von (~-Dns)Orn gebunden (s. o.). DP(494) konnte 
nicht aus einem 10 min-Partialhydrolysat isoliert werden. Der intakte, an der ~- 
Aminogruppe yon Orn dansylierte Zyklus DP(692) ( [M+ HI + m/z 692; 1 Lys, 1 
Orn, 1 Ser, 1 Glu) ergab bei der Endgruppenbestimmung (a-Dns)Lys neben (~- 
Dns)Orn. Die e-Aminogruppe von Lys ist daher innerhalb des Zyklus mit Ser und 
die a-Aminogruppe im intakten Pyoverdin mit dem linearen Restpeptid verbunden. 
Demnach hat der Tetrapeptidzyklus die folgende Struktur: 
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NH(IcHH)INH(g_ Dn s)Orn_ Glu _ Ser j 

Zur Absicherung der Sequenz des C-terminalen Tetrapeptidzyklus wurde 
DP(692) einem Edman-Abbau unterworfen. Da die a-Aminogruppe von Lysin frei 
ist, sollte der Ring durch Phenylisothiocyanat zu 6ffnen sein, was sich durch eine 
anschlieBende Endgruppenbestimmung best~itigen lieB: nach Dansylierung und To- 
talhydrolyse des Umsetzungsproduktes mit PITC konnte (diDns)Orn nachgewiesen 
werden. In einer zweiten Abbaustufe wurde dann Dns-Glu identifiziert. Diese zwei 
Abbaustufen reichten aus, um die oben angegebene Sequenz des Tetrapeptidzyklus 
zweifelsfrei zu best/itigen. 

Verteilung yon D/L-Ser und D / L -  (HO)Orn 

Um die Position der D- bzw. L-Isomeren von Ser und (HO)Orn im Peptid zu 
ermitteln, wurde die Aminos/iurenzusammensetzung geeigneter Chromophorpep- 
tide und Dansylpeptide durch Gaschromatographie der Trifluoracetyl-isopropyl- 
aminos/iuren an Chirasil-L-Val bestimmt. In der Tabelle 10 sind die Ergebnisse 
angegeben, mit denen nun zusammen mit den anderen Daten dieser Publikation 
die voUst/indige Struktur der Pyoverdine von Pseudomonasfluorescens 12 angegeben 
werden kann. Sie ist in Abb. 4 dargestellt. Nach der in [-2, 3] vorgeschlagenen 
,,short hand"-Nomenklatur werden sie wie folgt bezeichnet: 

Pyoverdin-Q-sKGO'sSGK*o'ES*-SUC (2) 
Pyoverdin-Q-sKGO'sSGK*o'ES*-SUCA (3) 
Pyoverdin-Q-sKGO'sSGK*o'ES*-KGL (4) 
Pyoverdin-Q-sKGO'sSGK*o'ES*-GLU (5) 

Tabelle 10. Konfigurationsanalyse der Aminos/iuren in Chromophorpeptiden und Dansylpeptiden a 

Peptid Aminos/iuren 

Ser Gly Glu Lys Orn 

Chr-Ser-Lys-Gly D x L 
Gemisch b aus: D x L L 

Suci-Chr-Ser-Lys-Gly-cyclo (HO) Orn 
+ Suci-Chr-Ser-Lys-Gly-(HO) Orn 
+ Suc-Chr-Ser-Lys-Gly-cyclo (HO) Orn 
+ Suc-Chr-Ser-Lys-Gly-(HO) Orn 
+ Suci-Chr-Ser-Lys-Gly-(HO) Orn-Ser 
+ Suc-Chr-Ser-Lys-Gly-(HO) Orn-Ser 

DP (923): Ser-Ser-Gly-cyclo [Lys-(6-Dns)Orn-Glu-Ser] 1 D/2 L x L L (D)C 
DP (836): Ser-Gly-cyclo [Lys-(6-Dns) Orn-Glu-Ser] L x L L (D) 
DP (749): Gly-cyclo [Lys-(6-Dns) Orn-Glu-Ser] L x L L (D) 

a Ermittelt nach HC1- (Dansylpeptide) bzw. HI-Hydrolyse (Chromophorpeptide) als Trifluoracetyl- 
isopropyl-derivate durch GC an Chirasil-L-Val 

b Fraktion 2, Tab. 7 
c (8-Dns)Orn wird nur zum geringen Teil hydrolytisch gespalten 
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Abb. 4. Die Strukturen der Pyoverdine Pf12-I A, Pfl 2-I B, Pfl 2-11A und Pfl 2-II B 
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Experimenteiler Teil 

Massenspektrometrie 

FAB: Die P1-FAB Spektren wurden am Ger~it HSQ 30 von Finnigan MAT (Bremen), ausgeriistet 
mit einer FAB-Kanone (Xe) von Ion Tech. Ltd (Teddington, GB), aufgenommen. Als Matrices 
dienten Thioglycerin und Glycerin/Milchs/iure (1 : 1). Die GC/MS-Messungen erfolgten an den Ge- 
r/iten Varian MAT CH7A mit dem Gaschromatograph Varian 2700 (Kapillars/iule SBP 1, 25 M) 
und Finnigan 3200 mit dem Gaschromatograph 9100 (Kapillars/iule BP 10, 25 m). 

NMR-Spektroskopie 

13 Die 1H-NMR- und C-NMR-Spektren wurden am Ger/it AM 300 von Bruker aufgenommen. Ffir 
die 1H-Spektren wurden 10-15mg,  fiir die 13C-Spektren 3 0 - 8 0 m g  Pyoverdin (2 und 4 als Na +- 
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Salz, 3, 5 und Desformyl-desoxy-2 als Chlorid) eingesetzt. Die Proben waren in 0.5 ml gepuffertem 
(0.05 M Phosphatpuffer pH6.8 bzw. 0.1 M Phosphatpuffer pH3.0 fiir 1H-Spektren und 0.1 M Phos- 
phatpuffer pH6.8 bzw. 0.2 M Phosphatpuffer pH3.0 fiir 13C-Spektren) D20 gel6st. Die chemischen 
Verschiebungen wurden mit DSS als internen Standard ermittelt, mit 6(DSS)= 0 ppm f/Jr 1H und 
5(DSS) = - 1.61 ppm ffir 13C I-2, 3, 6]. Die zweidimensionale NMR-Spektroskopie wurde am Ger/it 
Bruker AM 400 durchgeffihrt. F/jr H,H-COSY wurde 30 mg 5 (in 0.5 ml D20 mit 0.05 M Phos- 
phatpuffer pH6.8) bzw. 2 (in 0.5 ml ungepuffertem D20= pH4.5) und fiir H,C-COSY 150 mg 2 (in 
0.5 ml ungepuffertem DeO = pH4.5) eingesetzt. H,H-COSY: Pulsfolge des COSY-45 1,40] mit S/it- 
tigung des Wassersignals, Datenmatrix F~ x Fe = 512 x 1 K. Heteronukleare 1H- ~3C shift correlated 
spectroscopy (H,C-COSY) I41]: Datenmatrix F~ x F2 = 512 x 2 K. 

UV/ VIS-Spektroskopie, CD-Spektroskopie 

UV/VIS-Spektren wurden an den Ger/iten Perkin-Elmer Lambda 7 und Beckmann Spektrophotometer 
25, CD-Spektren am Gerfit Dichrograph Mark III (ISA) aufgenommen. 

Gaschromatographie 

Es wurde ein Carlo Erba HRGC 4160 mit FID-Detektor verwendet. Als Kapillarsfiulen wurden 
eingesetzt: SE 52 (25m), CP-SIL 19 CB (25m) sowie Chirasil-L-Val (25m; aUe S/iulen von 
Chrompack). Die Aufzeichnung und Auswertung der Chromatogramme erfolgte mit dem Integrator 
Chromatopac C-R3A von Shimadzu. 

HPLC 

Das HPLC-System bestand aus folgenden Ger~iten von Knauer (Bad Homburg): 2 Pumpen Typ 64, 
Gradientenprogrammer 50B, dynamische Mischkammer, Hochtemperaturofen und Spektralphoto- 
meter 87.00. Aufzeichnung und Auswertung der Chromatogramme geschah mit der Chromstar Soft- 
ware von Bruker-Franzen Analytik (Bremen). 

Ionenaustausch- und Gelchromatographie 

Ffir die Niederdruck-F1/jssigchromatographie wurden die folgenden Gerfite eingesetzt: Peristaltik- 
pumpen LKB Varioperpex 12000 und Pharmacia P-3, Gradientenmischer LKB Ultrograd 11300, 
Detektoren ISCO UA-5 Absorbance Monitor und LKB Uvicord III. Die Ionenaustauschchroma- 
tographie erfolgte an Cellulose MN 2100 DEAE (Macherey & Nagel, Dfiren), DEAE-Sephadex A- 
25 (Pharmacia) und Cellulose P 23 (Serva), die Gelchromatographie an Bio-Gel P-2 (200- 400 mesh; 
Bio-Rad). 

Elektrophorese 

Die Hochspannungs-Papierelektrophorese wurde mit einem CAMAG-HVE-System 60600 auf dem 
Elektrophoresepapier MN 261 (CAMAG) durchgefiihrt. 

Adsorption 

Als Adsorptionsmaterialien zur Festphasenextraktion wurden Servachrom XAD-4 (0.3-1.0mm; 
Serva) und Sep-Pak RP-18 Kartuschen (Waters) verwendet. 

Chemikalien 

Pyridin, HI, HC1 und H20 wurde wie bereits an anderer Stelle 1-3] beschrieben gereinigt. Isopropanol 
fiir die HPLC besal3 ,,HPLC-Qualit~it" (Lichrosolv, Merck, Darmstadt). Aminosfiuren und Dansyl- 
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aminos/iuren mit Ausnahme von (ct-Dns)Lys, (a-Dns)Orn, (5-Dns)Orn und (diDns)Orn stammten 
yon Sigma (St. Louis, USA). Die Herstellung der monodansylierten Derivate von Lys und Orn sowie 
von (diDns)Orn erfolgte wie in [2] angegeben. Alle anderen verwendeten Reagenzien besaBen p.A.- 
Qualitfit, die Reagenzien ffir den Edman-Abbau des Tetrapeptidzyklus waren ,,zur Sequenzanalyse" 
(Fluka). 

Ziichtung yon Pseudomonas fluorescens 12 

Der Stamm wurde in 101 Kulturen unter Schfitteln und Durchleiten von steriler Luft (31/min) fiber 
einen Zeitraum yon 3 -  5 Tage gezfichtet. Das Medium enthielt pro Liter 13.0 g Na-gluconat, 4.0g 
K H z P O  4 • 3 H 2 0 ,  0.5 g MgSO4' 7 H20 und 5.0 g (NH4)2SO4. Der pH-Wert wurde zwischen 7.2 und 
8.0 gehalten. 

Isolierung der Pyoverdine 

Nach Abbruch der Kultur wurde dem Medium 10g Fe(III)-citrat zugeffigt und der pH auf 6.0 
eingestellt. Die Zellen wurden durch Tangentialfiltration (Pellikon-System mit PTHK 0005-Membran- 
Kassette, Millipore) abgetrennt und das Filtrat auf eine Glass/iule (10 x 50 cm), gefiillt mit XAD-4, 
gebracht. Nach Adsorption der Ferripyoverdine aus dem Medium wurde das Harz zur Entfernung 
von anorganischen Salzen und fibersch/issigem Fe(III)-eitrat mit 51Wasser gewaschen. Die Desorption 
der Ferripyoverdine erfolgte dann mit 31 Aceton/Wasser (1 : 1). Das Eluat wurde im Vakuum zur 
Trockne eingeengt und der dunkelbraune Rfickstand (ca. 4 g~101 Medium) bei - 2 5  °C unter Feuch- 
tigkeitsausschluB aufbewahrt. 

Vom Rohextrakt der Ferripyoverdine wurden 0 .5 -1 .0g  auf einer DEAE-Cellulose-Sfiule 
(2.6 x 20 cm) mit einem Pyridin/Essigs~ure-Puffer 5.0 ehromatographiert. Die Auftrennung erfolgte 
mit dem linearen Gradienten 0 .02-  0.2 M (bezogen auf Pyridin) in 4 h, dann 0 .2 -  1 M in 2 h und 
einer FluBrate von 80 ml/h. Detektiert wurde bei 405 und 510 nm. Es wurden zwei Hauptfraktionen 
an braunen Ferripyoverdinen, Fraktion 1 und Fraktion 2, neben einer Vielzahl von braunen, gelben 
und grauen Nebenfraktionen (nicht mit den typischen UV/VIS-Spektren der Ferripyoverdine) er- 
halten. Fraktion 1 wurde in 0 .2 -0 .4g  Portionen auf einer P-Cellulose-Sfiule (2.6 x 28 era) unter 
Verwendung eines Pyridin/Ameisens/~ure-Puffers pH3.0 chromatographiert. Eluiert wurde mit dem 
linearen Gradienten 0.02-0.1 M (bezogen auf Pyridin) in 4 h und 0.1 -0 .5  M in 4 h, FluBrate und 
Detektion wie zuvor angegeben. Fraktion 1 trennte in Fe 3 +-3 (zuerst eluierend) und Fe 3 +-5 auf. 
Fraktion 2 wurde in 0 .2-0.5  g Portionen auf einer DEAE-Sephadex-S~ule (2.6 × 30 cm) mit einem 
Pyridin/Essigs~ure-Puffer pH4.0 chromatographiert. Gradient: 0.01 - 0.05 M (bezogen auf Pyridin) 
in 4 h und 0.05 - 0.2 M in 2 h, FluBrate und Detektion wie oben. Unter diesen Bedingungen trennte 
Fraktion 2 in die Einzelkomponenten Fe3+-2 (zuerst eluierend) und Fe3+-4 auf. Die Eluate wurden 
bei 30 °C im Vakuum eingeengt, und die getrockneten Ferripyoverdine bei - 2 5  °C vor Feuchtigkeit 
gesch/itzt aufbewahrt. Es wurden 150 mg Fe 3 +-2, 270 mg Fe 3+-4, 80 mg Fe 3 +-3 und 130 mg Fe 3+- 
5 pro g Extrakt erhalten. 

Reinheitskontrolle der Pyoverdine und Ferripyoverdine 

Sie erfolgte durch HPLC an Polygosil 60-C18, 7 ~t (4.6 x 250 mm; Macherey & Nagel, Dfiren). Eluiert 
wurde isokratisch mit 0.035 M Natriumcitrat-Puffer (pH5.0) und 5% Aeetonitril im Falle der Fer- 
ripyoverdine und mit 0.02 M Ammoniumacetat-Puffer (pH4.0) mit 1 mM EDTA und 7% Acetonitril 
im Falle der Pyoverdine (1 ml/min). Detektiert wurde durch UV-Absorption bei 254nm. 

Dekomplexierung der Ferripyoverdine und quantitative Aminosdurenanalyse yon 2 -  5 

wurde wie in [14], die Konfigurationsbestimmung der Aminos/iuren in 2 - 5  durch GC der Trifluor- 
acetyl-isopropyl-derivate auf Chirasil-L-Val wie in [3] beschrieben durchgefiihrt. Die eindeutige 
Identifizierung der Enantiomere erfolgte durch Koinjektion eines D/L-Standards. 
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Komplexkonstanten 

Mit 0.1 M NatriumacetatpH 5.0 bzw. O. 1 M NatriumphosphatpH 7.0 gepufferte L6sungen von Fe 3 +- 
2, -3, -4 oder -5 (0.1.10-Smol/10ml bei pH5.0 bzw. 0.05.10-Smol/10ml bei pH7.0) wurden mit 
einer zunehmenden Menge EDTA (0.2-2.10-Smol/10ml bei pH5.0 bzw. 1-50.10-Smol/10ml 
bei pH7.0) versetzt und bei Raumtemperatur bis zum Erreichen des Gleichgewichts stehen gelassen. 
Die Gleichgewichtskonzentration an Ferripyoverdin wurde durch Messen der Extinktion bei 450 nm 
bestimmt und hieraus die Komplexkonstante errechnet. 

Nachweis der a-Ketoglutarsdure 

Der Nachweis von Kgl in 4 durch Reduktion von Fe3+-4 mit NaBH4 wurde wie in [6, 14] angegeben 
durchgeffihrt. 

Oxidative Decarboxylierung der a-Ketoglutarsdure 

Es wurden 10rag Fe3+-4 in 10ml 0.01 M Phosphatpuffer (pH8) gel6st und nach Zugabe von 5ml 
30%igem H202 fiber Nacht bei Raumtemperatur stehen gelassen. Danach wurde der Ferri-Komplex 
zur Entfernung der Salze und des fiberscbfissigen H202 auf eine Sep-Pak RP-18 Kartusche adsorbiert, 
mit 2 ml Wasser gewaschen und mit Acetonitril/Wasser 1 : 1 eluiert. AnsehlieBend wurde das Produkt 
(Fe 3+-2) zur Reinigung von nicht umgesetztem Fe 3 +-4 an einer DEAE-Sephadex-S~ule chromato- 
graphiert (s. o., Ausbeute: 97%). Nach Dekomplexierung wurde das Produkt dutch IH-NMR-Spek- 
troskopie, PI-FABMS und Aminos~iurenanalyse charakterisiert. 

Transaminierung der Glu-Seitenkette in 5 

10mg Fe3+-5 und 14mg Glyoxalsgure wurden in 5ml einer w/iBrigen 2 M  Pyridin-L6sung (mit 
Essigs~iure auf pH7.4 eingestellt) gel6st und ca. 48 h bei Raumtemperatur stehen gelassen. Anschlie- 
13end wurde zur Decarboxylierung des entstandenen Fe 3 +-4 die L6sung mit 5 ml H202 versetzt. Nach 
Stehen fiber Nacht wurde das Produkt wie zuvor beschrieben aufgearbeitet und nach Dekomplexierung 
charakterisiert (Ausbeute: 82% Fe3+-2). 

Partialhydrolyse der Pyoverdine, Isolierung yon Chromophorpeptiden 

1 mg Pyoverdin wurde in 1 ml Salzs~iure unter N2-Atmosph~re hydrolysiert. Folgende Sfiurekonzen- 
trationen und Hydrolysebedingungen wurden gewfihlt: 6N HC1/90 °C/5, 10, 30, 60, 180rain; 0.03 N 
HC1/110 °C/3 h; 12 N HC1/37 °C/15 h. Nach Einengen zur Trockne wurden die Proben rnit PI-FABMS 
analysiert. 

Zur chromatographischen Auftrennung der Chromophorpeptide wurden 8 mg Pyoverdin 2 in 
5 ml 6 N HC1 10 rain unter N2 bei 80 °C hydrolysiert. Nach Entfernen der Salzsgure im Vakuum wurde 
das Hydrolysat auf einer Bio-Gel P-2 Sgule (Gelbett: 2.6 x 90 cm) mit 0.1 N Essigs~iure chromato- 
graphiert (FluBrate: 30ml/h; Detektion: 206, 254, 340 nm). Die erhaltenen Fraktionen (s. Tab. 7) 
wurden anschlieBend im Vakuum zur Trockne eingeengt und mit PI-FABMS analysiert. Desweiteren 
wurden die Fraktionen mit RP-HPLC untersucht. 

Desformylierung yon 2 

Eine L6sung von 30 mg 2 wurde in 10 ml konz. HC1/Wasser 1 : 100 (v/v)gel6st und 48 h bei Raum- 
temperatur vor Licht geschfitzt stehen gelassen. W~ihrend dieser Zeit wurde der Reaktionsverlauf mit 
RP-HPLC kontrolliert (Laufmittel s.o.: Charakt. d. Pyoverdine). Danach wurde das Produkt im 
Vakuum zur Trockne eingeengt, durch PI-FABMS untersucht und ohne weitere Aufarbeitung der 
Hydrierung unterworfen. 
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Desformyl-desoxy-2 

Das Produkt der Desformylierung wurde in 2 ml 1 N Essigs~iure gel6st und zu einer Suspension von 
30 mg vorhydriertem (3 h) PtO2 in 4 ml 1 N Essigs/iure gegeben. Zur Hydrierung wurde die Suspension 
in einer H2-Atmosph/ire 20h bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend wurde der Katalysator 
abfiltriert und das Produkt an Bio-Gel P-2 chromatographiert (0.2 M Pyridin/Essigs~iure-Puffer 
pH6.5). Danach erfolgte die Charakterisierung des Hydrierungsproduktes durch PI-FABMS, Ami- 
nos/iurenanalyse (nach HC1-Hydrolyse) und, naeh Umionisieren, durch 1H- und 13C-NMR-Spek- 
troskopie. 

Freie Aminogruppen in den Pyoverdinen 

0.1 mg Pyoverdin, Ferri-Pyoverdin oder Desformyl-desoxy-2 wurden in 2 ml Li2CO3-Puffer (40 mM, 
pH9.5) gel6st und mit 1.5 mg Dansylchlorid in 1 ml Acetonitril versetzt. Die Dansylierung erfolgte 
2 h bei 37 °C. Zum Abbruch der Reaktion wurden 0.4 ml Ethylamin (2%ige w~iBrige L6sung) zugegeben 
und die Umsetzung 5min bei 37 °C fortgesetzt. Nach Hinzufiigen von 0.5 ml 6N HC1 wurde zur 
Trockne eingeengt, dann mit 1 ml 6 N HC1 versetzt und 15 h bei 90 °C hydrolysiert. SchlieBlich wurde 
die Salzs~iure im Vakuum abgezogen, der Riickstand in 1 ml TEA/Ameisens/iure-Puffer (pH2.9) gel6st 
und durch RP-HPLC analysiert. HPLC-Parameter: S/iule (4.6 x 250 mm, auf 50 °C thermostatisiert) 
Nucleosil 60-C18, 5 Ix (Macherey & Nagel, Dfiren); Elution (1 ml/min) mit dem zweistufigen linearen 
Gradienten 10-22% B in 18min und 22-50% B von 18 bis 40rain mit O.1NAmeisens~ture/TEA- 
Puffer pH2.90 (A) und Isopropanol (B); Detektion durch Absorption bei 254nm. 

Dansylpeptide 

3 mg Desformyl-desoxy-2 wurden mit 36 ml 40 mM LizCO3-Puffer (pH 9.5) und 18 ml Dansylchlorid 
in Acetonitril (1.5 mg/ml) versetzt und 15 h bei Raumtemperatur und vor Licht geschiitzt dansyliert. 
Nach Zugabe von 2 ml 6 N HC1 wurde die Reaktionsmischung im Vakuum zur Trockne eingeengt, 
mit 5 ml 6 N HC1 versetzt und 10 min bei 90 *C partialhydrolysiert. AnschlieBend wurde die Probe 
im Vakuum zur Trockne eingeengt, in 2ml Wasser gel6st (nicht 16sliche Bestandteile = DnsOH 
wurden abzentrifugiert) und auf eine Sep-Pak RP-18 Kartusche aufgetragen. Das Adsorbat wurde 
mit 8 ml Wasser gewaschen und anschlieBend n-tit 4ml Acetonitril/Eissessig 10:1 (v/v)eluiert. Das 
Eluat wurde zur Trockne eingeengt, mit PI-FABMS analysiert und mit RP-HPLC pr/iparativ auf- 
getrennt. 

HPLC-Parameter: S/iule (4.0 × 250ram; 50°C) Nucleosil 100-C 18, 5Is; Detektion bei 254nm; 
Elution (1 ml/min): 1. Schritt: linearer Gradient 10-25% B in 10rain und 25-60% B von 10 bis 
25 rain mit 0.1 N Essigs/iure (A) und Isopropanol (B), 2 Fraktionen wurden aufgefangen (s. o.); 2. 
Schritt (Fraktion 1 = monodansylierte Peptide): linearer Gradient 8 - 1 8 %  B in 22rain mit 0.1 N 
AmeisensZdure/TEA pH2.80 (A) und Isopropanol (B), 11 Fraktionen (s. o.); 3. Schritt (Fraktion 5, 
6, 7, 9): linearer Gradient 10-  25% B in 30 min mit 0.1 NEssigs~mre/TEApH4.40 (A) und Isopropanol 
(B), Isolierung der Dansylpeptide in Tabelle 9. Alle Fraktionen wurden nach Entsalzen an Sep-Pak 
RP-18 mit PI-FABMS untersucht. Die Aufbewahrung der Dansylpeptide erfolgte nach Trocknen bei 
-25  °C. 

Aminosdurenanalyse und Endgruppenbestimmung der Dansylpeptide 

Aminos~iurenanalyse: Jeweils 5 - 25% der isolierten Dansylpeptide wurden 15 h in 50 ~1 6 N HC1 bei 
110 °C hydro|ysiert. Danach wurde die Probe im Wasserstrahlvakuum zur Trockne eingeengt, mit 
20 IXl Wasser versetzt und erneut zur Trockne eingeengt. AnschlieBend wurde der Riickstand in 50 i11 
40 mM Li2CO3-Puffer (pH9.5) gel6st und mit 25 ~1 Dansylchlorid in Acetonitril (1.5 mg/ml) versetzt. 
Die Dansylierung erfolgte 1 h bei 37 °C. Durch Zugabe yon 10 ~tl Ethylamin-L6sung (2%ige in Wasser) 
und 5miniitiger Reaktion bei 37 °C wurde fiberschfissiges Dansylehlorid verbraucht. Danach wurden 
5 IXl Ameisens/~ure zugegeben und 40 ~tl der L6sung auf die RP-S~iule injiziert. 
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Analyse der freien Aminogruppen: 5 - 25 % Dansylpeptid wurden wie oben beschrieben dansyliert 
und anschliel3end in 50 gl 6 N HC1 bei 90 °C 15 h hydrolysiert. Nach Einengen zur Trockne im Vakuum 
wurde der Rfickstand in 50gl TEA/Ameisensfiure-Puffer (pH2.9) gel6st. Die Identifizierung der 
dansylierten Aminos/iuren erfolgte durch Injektion von 20 gl auf die RP-S/iule. 

In beiden F~illen entsprachen die HPLC-Bedingungen denen bei der Bestimmung der freien 
Aminogruppen der Pyoverdine (s. o.). 

Konfigurationsbestimmung der Aminosiiuren in Chromophor- und Dansylpeptiden 

Diese erfolgte ebenfalls durch Gaschromatographie der Trifluoracetyl-isopropyl-derivate an Chirasil- 
L-Val, nur mit entsprechender Reduzierung der Reagenzienmengen. Die H/ilfte der Chromophor- 
peptidfraktionen 2, 4, 5 und 8 (Tab. 7) wurden mit 0.25 ml HI hydrolysiert und mit 0.25 ml Isopropanol/ 
Acetlychlorid 5:1 (1 h, 110 °C) und 0.5 ml Methylenchlorid/TFA 4:1 (5 min, 150 °C) derivatisiert, s. 
[3]. Entsprechend wurde ein Viertel der Dansylpeptide DP(749) DP(836) und DP(923) nach Hydrolyse 
mit 0.25 ml HC1 derivatisiert (Tab. 10). 

Dansyl-Edman-Abbau des Tetrapeptidzyklus 

Ein Viertel des isolierten Dansyl-Tetrapeptidzyklus DP(692) wurde in 200 gl Pyridin/Wasser 1 : 1 (v/ 
v) gel6st und mit 100 gl Phenylisothiocyanat (5%ig) in Pyridin versetzt. Nach kurzem Durchleiten 
von N2 erfolgte bei 37 °C w/ihrend 1 h die Kupplungsreaktion. Anschliel3end wurde die Reaktions- 
mischung zweimal mit 400 ~tl Heptan/Ethylacetat 10 : 1 und danach viermal mit 400 gl Heptan/Ethyl- 
acetat 1 : 1 ausgeschfittelt. Die wfigrige Phase wurde im Vakuum zur Trockne eingeengt und 1 h fiber 
P4010 im Vakuum getrocknet. Dann wurden zum Rfickstand 100 Ixl wasserfreie Trifluoressigs/iure 
gegeben, N2 durchgeleitet und das Peptid 30 rain bei 37 °C gespalten. Die Trifluoressigs~,ure wurde 
im Vakuum abgezogen und der Rfickstand 30 min fiber NaOH im Vakuum getrocknet. Anschliel3end 
wurde der Rfickstand in 200 gl Pyridin/Wasser 1:2 gel6st, dreimal mit Heptan/Ehtylacetat 1:1 
extrahiert und die w/il3rige Phase zur Trockne eingeengt. Der Riickstand wurde nach L6sen in 200 gl 
Wasser in zwei gleiche Teile aufgeteilt. Eine H~ilfte wurde zum Nachweis der frei gewordenen Ami- 
nogruppe mit Dansylchlorid wie oben beschrieben verwendet, mit der zweiten H/ilfte wurde eine 
zweite Abbaustufe durchgeffihrt. 
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