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Uber die Bildung von Ferrichrysin, einem Sideramin
aus Aspergillus melleus Yukawa, - '
und ihre Verkniipfung mit dem Intermedisirstoffwechsel

Von Rose Marie Eberle-Haegt

Aus dem Institut fiir Spezielle Botanik der Eidgenossischen Technischen
Hochschule, Ziirich : :

Manuskript eingegangen am 5.Juli 1966

Einleitung
1. Definition der Sideramine

Ferrichrysin, ein Sideramin aus Aspergillus melleus Yukawa (Stamm
ETH 2853), gehort zur Stoffgruppe der Siderochrome. Darin wurden
urspriinglich Naturstoffe zusammengefasst, welche sich durch Eisengehalt
und eine breite Absorptionsbande mit einem Maximum bei 420 und
440 myu auszeichneten (Bickel und Mitarb., 1960b; Prelog, 1963a und
1963b; MikeS und Turkova, 1964). Heute sind die Siderochrome
chemisch klar umschrieben und definiert als Stoffe biologischen Ursprungs,
die in einer Anordnung, welche die Bildung eines Eisen(III)-trihydro-
xamat-Komplexes erlaubt, drei freie Hydroxamsiuregruppen in einem
Molekiil vereinigen. Siderochrome mit wachstumsférdernder Wirkung
werden als Sideramine, Siderochrome mit wachstumshemmender Wir-
kung als Sideromycine bezeichnet. In Tabelle 1 sind die bisher isolierten
Siderochrome zusammengestellt. Die Gliederung der Sideramine nach
ihrer Bildung durch Bakterien, Actinomyceten oder Pilze geht mit
Unterschieden im Molekiilbau parallel :

2. Vorkommen der Stderamine

Die Sideramine sind ausserordentlich weit verbreitet, doch kommen
sie zumeist nur in sehr geringen Mengen vor. Wihrend der Nachweis
einer Sideraminwirkung in der Regel leichtfillt, bereitet die Isolierung
von Reinsubstanz oft Miihe.

a) Sideramine aus Bakterien

Bei zahlreichen Bakterien — alle den Aerobiern angehorig — konnten
Sideraminaktivitdten nachgewiesen werden (Hesseltine und Mitarb.,
1953; Lochhead, 1957 und 1958; Cook und Lochhead, 1959; Zahner
und Mitarb., 1960; Burnham und Neilands, 1961). Bis dahin ist jedoch
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Tabelle 1

Siderochrome (der Verdffentlichung von Keller und Mitarb. [1964] entnommen
und ergénzt [Zahner, 1965])

Literatur

Sideramine

Aus Bakterien:

Terregensfaktor

Aus Actinomyceten:

Ferrioxamine

Al’ Az: B, Cs D]_’ Dz: E, F’ G

(Lochhead und Mitarb., 1952;
Lochhead und Burton, 1953a)

(Bickel und Mitarb., 1960a und
1960b; Keller und Prelog, 1962)

Aus Pilzen:

Ferrichrom (Neilands, 1952)

Ferricrocin (Zahner und Mitarb., 1963)

Ferrichrysin (Zahner und Mitarb., 1963)

Ferrirhodin (Zahner und Mitarb., 1963)

Ferrirubin - (Zahner und Mitarb., 1963)

Coprogen. (Hesseltine und Mitarb., 1952;
Pidacks und Mitarb., 1953)

Sideromycine

Aus Actinomyceten:

Grisein
Albomyecin-Gruppe

Ferrimycine A,, A,, B
Succinimyecine

Danomyecin
La 5352
La 5937

(Reynolds und Mitarb., 1947;
Kuehl und Mitarb., 1951)

(Gause und Brazhnikova, 1951;
Gause, 1955)

(Bickel, 1960b und 1960c)
(Bickel, 1960b; Haskell und
Mitarb., 1963)

(Zahner, 1965)

(Sensiund Timbal, 1958)
(Sensiund Timbal, 1958)

Siderochrome ohne biologische
Aktivitdt

Aus Pilzen:

" Ferrichrom A

(Garibaldi und Neilands, 1955)

erst ein Sideramin aus Bakterien eingehend untersucht worden, ndmlich
der Terregensfaktor aus Arthrobacter pascens, der von Lochhead und
Mitarbeitern (Lochhead und Mitarb., 1952; Lochhead und Burton,
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1953a und 1953b; Burton und Mitarb., 1954) erstmals beschrieben
worden ist. An dieser Stelle sei noch ein weiteres Stoffwechselprodukt aus
Bakterien, das Mycobactin aus Mycobacterium phlei (Francis und
Mitarb., 1953; Snow, 1954a und 1954b) erwiahnt, das den Sideraminen
sehr nahe steht, indem es einerseits wachstumsfordernde Wirkung zeigt
und andererseits mit Eisen-IIT-Ionen einen stabilen 1:1-Komplex zu
bilden vermag. Da es aber nur zwei Hydroxamsduregruppen je Molekiil
enthilt, wird es nicht zu den Siderochromen gerechnet.

b) Sideramine aus Actinomyceten

Alle bisher eingehend untersuchten Stimme aus den Gattungen
Streptomyces, Nocardia, Micromonospora und Streptosporangium bilden
Sideramine. Dabei ist Ferrioxamin B, in selteneren Fillen auch Ferrioxa-
min E die Hauptkomponente (Zéhner und Mitarb., 1962).

Tabelle 2
Bisher rein dargestellte Sideramine aus Pilzen (aus Keller und Mitarb. [1964])

Gebildetes
Art Sideramin Literatur
(Hauptkomponente)
Penicillium sp. Coprogen (Hesseltine und Mitarb.,
1952) '
P. urticae Bainier Coprogen (Zahner und Mitarb., 1963)
P. notatum Westling Coprogen (Zdhner und Mitarb., 1963)
P. camemberti Thom Coprogen (Zahner und Mitarb., 1963)
P. chrysogenum Thom Coprogen (Zéhner und Mitarb., 1963)
P.sp. aus der Citrinum-Reihe Coprogen (Zahner und Mitarb., 1963)
Neurospora crassa Shear et Coprogen (Keller und Mitarb., 1964;
B.0O.Dodge Padmanaban und Sarma,
1964 und 1965)

Ustilago sphaerogena Burill

ex Elis et Everh. Ferrichrom (Neilands, 1952)
Aspergillus niger v. Tieghem Ferrichrom (Zahner und Mitarb., 1963)
Penicillium resticulosum ,

Birkinshaw Ferrichrom (Zahner und Mitarb., 1963)
Aspergillus melleus Yukawa, Ferrichrysin (Zahner und Mitarb., 1963)
A. terreus Thom Ferrichrysin (Zahner und Mitarb., 1963)
A. fumigatus Fresenius Ferricrocin (Zahner und Mitarb., 1963)
A. humzicola Chaudhuri et

Sachav Ferricrocin (Zahner und Mitarb., 1963)
A.versicolor (Vuill.) Tiraboshi F’crocin+F’rhodin (Zahner und Mitarb., 1963)
A. nidulans (Eidam) Winter F’erocin +F’rhodin (Zahner und Mitarb., 1963)
Penicillivm variabile Sopp Ferrirubin (Zahner und Mitarb., 1963)
Spicaria sp. Ferrirubin (Zahner und Mitarb., 1963)
Paecilomyces varioti; Bainier Ferrirubin (Zahner und Mitarb., 1963)
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c¢) Sideramine aus Pilzen

Fiir zahlreiche Pilzstimme verschiedenster Gattungen wie Aspergillus
(Zihner und Mitarb., 1963), Chaetomium (Keller und Mitarb., 1964),
Fusarium (Lochhead und Cook, 1961), Giberella (Keller und Mitarb.,
1964), Glomerella (Keller und Mitarb., 1964), Neurospora (Keller und
Mitarb., 1964; Padmanaban und Sarma, 1964 und 1965), Paecilo-
myces (Zahner und Mitarb., 1963), Penicillium (Hesseltine und Mitarb.,
1952 und 1953; Zahner und Mitarb., 1963), Saccharomyces (Burnham
und Neilands, 1961), Spicaria (Zihner und Mitarb., 1963) und Ustilago
(Neilands, 1952; Keller und Mitarb., 1964) wurde die Bildung von
Substanzen, die als Sideramine wirken, nachgewiesen; bei einigen sogar
gelang die Isolierung und Charakterisierung des betreffenden Sideramins
(bzw. mehrerer Sideramine): In Tabelle 2 sind alle Pilzstdmme, deren
Sideramine bisher rein dargestellt wurden, aufgefiihrt.

Eine eingehende Untersuchung von zahlreichen Stammen aus der
Familie der Aspergillaceen zeigt ferner, dass Sideramine innerhalb dieser
Pilzgruppe hiufig anzutreffen sind, im Unterschied zu den Sideraminen
aus Actinomyceten aber in grosserer Vielfalt vorkommen.

d) Sideramine anderer Herkunft

In verschiedenen Pflanzen (Page, 1952; Lyr, 1953; Zihner und
Mitarb., 1960) und Leberextrakten (Lochhead und Burton, 1953b;
Hendlin und Demain, 1959; Ziahner und Mitarb., 1960) konnten
Substanzen, die als Sideramine wirken, nachgewiesen werden, doch liess
sich bisher noch keine in reiner Form isolieren.

3. Chemaie der Sidemmine

Sideramine zeichnen sich durch ihre eisenbindende wie auch wachs-
tumsférdernde Wirksamkeit aus. Den Sideraminen aus Actinomyceten
und denjenigen aus Pilzen ist die Art der Eisenbindung in Form eines
Trihydroxamat-Komplexes gemeinsam. Alle Sideramine aus Pilzen, die
bisher eingehend untersucht worden sind, folgen einem bestimmten Bau-
plan, wihrend den Ferrioxaminen ein anderes Prinzip zugrunde liegt. In
der Sideraminbildung scheint demnach eine Gruppenspezifitit vorzulie-
gen.

a) Bauprinzip der Sideramine aus Pilzen

Emery und Neilands (1959, 1960, 1961) haben wichtige Beitrige zur
Konstitutionsbestimmung des Sideramins Ferrichrom und des Sidero-
chroms Ferrichrom A gelicfert, wihrend sich Zéhner und Mitarbeiter
(1963) mit dem chemischen Aufbau einiger weiterer Sideramine aus
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Pilzen befassten. In Tabelle 3 sind die Bausteine der Sideramine aus
Pilzen zusammengestellt.

Tabelle 3

Bausteine der Sideramine aus Pilzen -(&us Keller und Mitarb. [1964])

0-N-Hydroxyornithin|
Sideramin bzw. 2-Amino-5- Serin | Glycin Carbonsauren
hydroxylamino-
valeriansiure
Ferrichrom 3 - 3 3 Essigsaure
Ferricrocin 3 1 2 3 Essigsaure
Ferrichrysin 3 2 1 3 Essigsaure
Ferrirhodin 3 2 1 3 cis-5-Hydroxy-3-methyl-
penten-(2)-séure
Ferrirubin 3 2 1 3 trans-5-Hydroxy-3-methyl-
penten-(2)-saure
Coprogen 3 - - 3 trans-5-Hydroxy-3-methyl-
penten-(2)-saure

Ein wosentliches Merkmal der Sideramine aus Pilzen besteht somit
darin, dass stets 3 6-N-Hydroxyornithine gleichzeitig mit 3 Carbonséu-
ren — entweder Hssigsdure oder cis- bzw. trans-5-Hydroxy-3-methyl-
penten-(2)-sdure — in einem jeden Molekiil enthalten sind, welche zur
Bildung von 3 freien Hydroxamsiuregruppen, dem charakteristischen
Kennzeichen der Siderochrome, fithren. Coprogen als einziges kommt mit
diesen Bausteinen allein aus, wiahrend die andern 5 zusitzlich noch 3
weitere Aminosduren — Glycin allein oder in Kombination mit Serin —
enthalten. Der Aufbau des Pilzsideraminmolekiils aus den einzelnen
Bausteinen ist nicht minder charakteristisch als diese selbst ; die basischen
und sauren Gruppen der Bausteine eines jeden Sideramins sind peptid-
und hydroxams#ureartig miteinander verkniipft. Alle sechs Aminoséuren
sind in einem cyclischen Hexapeptid angeordnet, wihrend sich die drei
Carbonséuren hydroxamsiureartig an den drei Hydroxylaminogruppen
der 6-N-Hydroxyornithine fortsetzen.

Die Sequenz der Aminoséiuren im Hexapeptidring ist festgelegt fiir
Ferrichrysin, Ferrirhodin und Ferrirubin, noch nicht aber fiir Ferricrocin.

Weniger weit fortgeschritten sind die Untersuchungen beim Coprogen.
Es wird jedoch vermutet, dass die drei 6-N-Acyl-6-N-Hydroxyornithin-
reste — weitere Aminosaurebausteine sind nicht vertreten — im Unter-
schied zu den iibrigen Sideraminen aus Pilzen nicht zu sinem Ring,
sondern zu einer Tripeptidkette vereinigt sind, die am Aminoende durch
eine Acetylgruppe geschiitzt ist. Noch ist ungewiss, wie der Rest am
Carboxylende aussieht; ein solcher Rest muss angenommen werden, da
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Coprogen eine neutrale Molekel darstellt, doch liess sich ausser den
bereits erwahnten Bausteinen kein weiterer nachweisen, der hiefiir in
Frage kdme.

b) Konstitutionelle Unterschiede innerhalb der Sideramingruppe

Die Sideramine aus Actinomyceten unterscheiden sich in ihren Bau-
steinen sehr deutlich von denjenigen aus Pilzen (vgl. Tab.3 und 4).

Tabelle 4

Bausteine der Sideramine aus Actinomyceten (aus Keller und Mitarb. [1964])

Sideramin 1-Amino-5- 1-Amino-5- Bernstein- Essigséure
hydroxyl- hydroxyl- séure
amino-pentan amino-butan

1
2

Ferrioxamin A,
Ferrioxamin A,
Ferrioxamin B
Ferrioxamin D,
Ferrioxamin D,
Ferrioxamin E
Ferrioxamin G

1

[JURE LR RN VURNCURE R U]
[SURNVURNUUEE R OB (OB S
| DD bt o et

Wihrend bei ersteren stets 3 1-Amino-5-hydroxylamino-pentane (bzw.
das niedrigere Homologe davon) gleichzeitig mit 2 oder 3 Dicarbonsduren
(mit Bernsteinsiure identisch) in einem Molekiill vorkommen, weisen
letztere statt dessen 3 §-N-Hydroxyornithine sowie 3 Carbonsiuren auf.
Die Ferrioxamine enthalten somit 1-Amino-5-hydroxylamino-pentan
(bzw. das niedrigere Homologe davon), die Sideramine aus Pilzen jedoch
§-N-Hydroxyornithin als wesentlichen Baustein. Diese beiden Bauele-
mente tragen die Hydroxylaminogruppen, welche die Bildung der charak-
teristischen Hydroxamsduregruppen erméglichen.

Im weitern bestehen ausgeprigte Unterschiede in der Art und Weise
der Bausteinverkniipfung. Bei den Actinomyceten sind die essentiellen
basischen Bausteine in wechselnder Folge durch Amid- und Hydroxam-
sdurebindungen mit den sauren derart zu einem Fadenmolekiil verkniipft,
dass sich am einen Ende eine freie Aminogruppe und am andern ein
Acylrest befinden. Die Ferrioxamine D, und E liegen zwar als cyclische
Verbindungen vor, doch folgen auch sic diesem Bauprinzip. Bei den
Sideraminen aus Pilzen hingegen bilden die sechs (im Fall von Coprogen
die drei) Aminosdurebausteine ein cyclisches Hexapeptid, in welchem die
drei wesentlichen §-N-Hydroxyornithine unregelmissig angeordnet sind.
Wihrend sich bei den Actinomyceten die essentiellen Bausteine gleich-
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méssig und durch Bernsteinsiure verkniipft iiber die Molekiilkette bzw.
den Molekiilring hinweg verteilen, liegen bei den Pilzen alle drei auf der
einen Ringhélfte unmittelbar nebeneinander.

4. Beziehungen zwischen Sideraminen und Sideromycinen

Die antibiotisch wirksamen Siderochrome, die Sideromycine (vgl.
Tab. 1), konnten bisher nur in Kulturen von Actinomyceten nachgewiesen
werden im Unterschied zu den Sideraminen, die ein breites Bildungs-
spektrum besitzen. Als charakteristisches Merkmal weisen erstere gegen-
iiber Bakterien eine hohe Wirksamkeit auf, zeichnen sich jedoch gleich-
zeitig durch hohe Resistenzraten aus (ein resistenter Keim auf 104 bis 108
empfindliche).

Die Sideromycine zeigen mit den Sideraminen eine enge chemische
Verwandtschaft, und zwar entweder mit den Sideraminen aus Actino-
myceten oder dann mit denjenigen aus Pilzen: Die Ferrimycine und die
Succinimycine sind mit ersteren, Albomycin bzw. Grisein —nach Stapley
und Ormond (1957) sowie Waksman (1957) handelt es sich dabei um
Gemische gleicher Komponenten in verschiedenen Verhé#ltnissen — mit
letzteren chemisch nahe verwandt. Albomyecin 4,, eine der Komponenten
von Albomycin bzw. Grisein, besitzt beispielsweise dasselbe Baugeriist
wie Ferrichrysin, trigt aber am Glycinbaustein zusédtzlich noch eine
Seitenkette in Gestalt eines Schwefelsidureesters. Ferrimycin A hingegen
steht dem Ferrioxamin B sehr nahe; es unterscheidet sich wiederum nur
durch eine zusitzliche Seitenkette. Die gegenseitige Beziehung zwischen
Sideromycinen und Sideraminen beschrinkt sich nicht allein auf den
Molekiilbau, sondern &ussert sich auch in der biologischen Wirkung:
Sideromyecine sind kompetitive Antagonisten der Sideramine; sie wirken
somit nicht in gleicher, sondern in entgegengesetzter Richtung. Uber die
Funktion im Stoffwechsel bestehen erst Hypothesen (Zahner und Mit-
arb., 1962; Kniisel und Niiesch, 1965).

d. Problemstellung

Die chemische Struktur der Sideramine ist weitgehend aufgeklirt. Uber
die Bedeutung der Sideramine im mikrobiellen Stoffwechsel besteht
jedoch noch keine Klarheit. Offen ist auch die Frage, weshalb die eisen-
freien Grundkorper der Sideramine bei Eisenmangel in verhiltnisméssig
grossen Mengen in das Medium ausgeschieden werden, wogegen sie bei
geniigender Eisenversorgung kaum in Erscheinung treten (Zihner und
Mitarb., 1962). Im folgenden soll nach den Griinden fir dieses besondere
Verhalten im Intermedidrstoffwechsel gesucht werden.
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Methoden

a) Anzucht

Impfmaterial: Malzagarrohrchen, die von Aspergillus melleus gleichmassig iiberwachsen
waren und bei einer Temperatur von 8 °C aufbewahrt wurden, dienten als Ausgangskultur.
Daraus wurden mit Hilfe einer Impfnadel mdoglichst kleine Myzelstiicke abgetrennt und
jeweils zu dritt auf den keimfreien Reisnihrboden eines 500-ml-Erlenmeyerkolbens ver-
teilt, der zuvor mit Reiskérnern diinn tibersit, dann mit 10 ml destilliertem Wasser versetzt
und anschliessend wahrend 20 min bei 1 atii im Autoklav sterilisiert worden war. Die
beimpften Reiskolben — rund das Dreifache der erforderlichen Zahl, weil sich der Pilz mit
unterschiedlicher Geschwindigkeit ausbreitet — wurden fiir 8 bis 10 Tage in den 27-°C-Raum
gebracht, damit der Pilz den N&hrboden iiberwachse und Sporen bilde. Sobald dieses
Stadium erreicht war, wurden die giinstigsten Kulturen herausgesucht, mit je 200 ml
steriler Tween-80-Lésung (0,19 des Netzmittels) vermischt und sorgfaltig geschiittelt,
damit einerseits moglichst viele Pilzsporen den Myzelbereich verliessen, das Myzel selbst
jedoch intakt blieb. Die sporenhaltige Fliissigkeit wurde nun in ein steriles Zentrifugenglas
dekantiert und wéahrend 10 min bei 2000 U/min zentrifugiert. Die oberstandige Fliissig-
keit, welche vorab die Verunreinigungen enthielt, wurde entfernt, der sporenhaltige Boden-
satz hingegen in 200 ml Kochsalzlosung (0,9 %) aufgeschwemmt. Diese Sporensuspension
diente als Impflésung und wurde nur in frischem Zustand verwendet.

Kulturen: Im Unterschied zum Impfmaterial wurden fir die eigentlichen Versuche
Schiittelkulturen angelegt. Dabei gelangte die folgende Grundnéhrlésung zur Anwendung:

ZnS0, 0,002 g
CaCl,-2 H,0 0,500 g
MgSO,-7 H,O 1,000 g
K,HPO, 1,000 g
Asparagin 5,000 g
Glukose © 20,000 g
dest. H,O . 1000,000 ml

Fiir den 5.Versuch wurde das Grundmedium nach diesen Angaben hergestellt; im 2.,
4. und 6.Versuch stand neben Asparagin (5,0 g/1) noch Ornithin (0,1 g/1) als zusétzliche
Stickstoffquelle zur Verfiigung. Im 3.Versuch wurde die Stickstoffquelle nicht erweitert,
sondern gegen andere stickstoffhaltige Verbindungen, wie Glycin, Serin, Alanin, Phenyl-
alanin, Ornithin, Lysin, Glutaminsaure, Asparagin, sek. Ammoniumphosphat oder Calcium-
nitrat (5,0 g/1), ausgetauscht, und im 6. Versuch geschah sowohl das eine wie das a.ndere
Auch Eisengehalt und Kulturdauer traten als variable Grossen auf.

Fiir jeden Versuch wurde die Grundnahrlésung im grossen hergestellt und nach Zusatz
der variablen Mengen von Eisen oder Stickstoffverbindungen in Mengen von 100 ml auf
die Erlenmeyergefasse (500 ml) verteilt. Fiir eine Kulturvariante wurden jeweils 5 Paralle-
len angesetzt. Die abgefiillten Versuchsgefisse wurden mit Wattestopfen (in Verbandgaze
eingewickelt) verschlossen, dann einzeln mit Quadraten aus Aluminiumfolie bedeckt und
unmittelbar darauf wahrend 20 min im Autoklav bei 1 atii sterilisiert. Es wurde darauf
geachtet, dass kein eisenhaltiges Kondenswasser in die Versuchsgefasse gelangen konnte
und die Sterilisationszeit genau eingehalten wurde, damit sich die Glukose des Mediums
nicht zersetzte. Im abgekiihlten Zustand wurden sie mit der zuvor beschriebenen Sporen-
suspension beimpft (1 ml Impflosung/100 ml Nahrlosung) und anschliessend auf der
Schiittelmaschine bei 27 °C inkubiert. Schon nach wenigen Stunden konnte von Auge ein
Pilzwachstum als Tritbung festgestellt werden, und nach einem Tag bereits hatte der Pilz
deutlich erkennbares Myzel in Form von kleinen Kugeln oder Fetzen gebildet und die
urspriinglich farblose Nahrlosung leicht gelblich gefarbt. Nach Ablauf der Inkubationszeit
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wurde jede Pilzkultur einzeln am Wasserstrahlvakuum in Myzelteil und Kulturfiltrat
aufgetrennt. Die Filterpapiere bildeten das Ausgangsmaterial fiir die Myzelgewichtsbe-
stimmung (vgl. b). Von jeder Kulturfiltratprobe wurde rund ein Fiinftel unmittelbar
untersucht und der Rest bei —20 °C separat eingefroren (vgl. ¢ bis h). :

b) Myzelwachstum

Die Myzelgewichte wurden wie folgt bestimmt: Die Kulturen wurden der Reihe nach
einzeln auf das befeuchtete Filterpapier (Schleicher & Schuell Nr. 595, & 9 cm) einer
Porzellannutsche gegeben und am Wasserstrahlvakuum filtriert. Das Pilzmyzel blieb
dabei auf dem Filter zuriick und wurde anschliessend erst mit rund 100 ml heissem Wasser
(60°C) und dann mit wenig Ionentauscherwasser aus der Spritzflasche gewaschen. Die
Filterpapiere, die vor Gebrauch fiir 2 h auf Fliesspapier ausgelegt und dann einzeln einge-
wogen worden waren, wurden nach erfolgter Filtration wieder auf dieser Unterlage verteilt,
wahrend 3 h bei 100 °C getrocknet, 2 h bei Raumtemperatur auf bewahrt und unmittelbar
darauf gewogen.

¢) Sideraminbildung

Die im folgenden beschriebene Nachweismethode erfasst simtliche Sideramine und im
Fall von Aspergillus melleus also sowohl Ferrmhrysm als auch die als Nebenprodukte auf-
tretenden Sideramine.

Colorimetrische Sideraminbestimmung: Nicht die Kulturfiltrate, sondern Extrakte
davon bildeten das Ausgangsmaterial. 5 ml Kulturfiltrat wurden zusammen mit 1 g Koch-
salz, 1 ml Eisenchloridlésung (5 g/l FeCl,- 6 H,0) und 10 ml Chloroform-Phenol (1 Volumen-
teil : 1 Gewichtteil) im Reagenzglas geschiittelt; dies geschah fiir eine grossere Zahl von
Proben (maximal 50) gleichzeitig. Anschliessend wurden die Testrohrchen wihrend 10 min
bei 2000 U/min zentrifugiert, so dass sich eine Trennschicht bildete. Die wiissrige Phase
wurde am Wasserstrahlvakuum weggesaugt, die verbleibende organische Phase durch ein
Faltenfilter gereinigt. Die verschiedenen Chloroform-Phenol-Extrakte wiesen, wenn neben-
einander betrachtet, deutliche Farbiiberginge von Gelb bis Rot auf. Diese Rotfirbung
kommt durch die Anwesenheit von Eisen-III-trihydroxamatkomplexen zustande und kann
somit als Mass fiir die vorhandene Sideraminmenge dienen. Mittels eines Spektralphoto-
meters liessen sich die unterschiedlichen Rotintensititen genau feststellen, indem bei einer
Wellenlénge von 440 ms die Extinktionen der einzelnen Testlosungen gemessen wurden.
Unter Zuhilfenahme einer Eichkurve konnten die Messresultate unmittelbar als Sideramin-
gehaltszahlen ausgedriickt werden, bedurften jedoch noch einer Korrektur. Die Sideramin-
werte lagen alle etwas zu hoch, weil die Probenextrakte noch Spuren von Verunreinigungen
aufwiesen, die bei einer Wellenlinge von 440 my eine zusatzliche Extinktion bewirkten.
Die absoluten Werte liessen sich mit Hilfe des Antagonismustests ermitteln.

Biologische Sideraminbestimmung: Der Antagonismustest (Z#&hner und Mitarb., 1960)
baut auf der Wechselbeziehung zwischen Sideraminen und Sider omycinen auf, Er besitzt
gegeniiber dem optischen Test den Vorteil, dass hier der Sideraminnachweis spezifisch ist
und die Nachweisgrenze tiefer liegt. Da der Arbeitsaufwand jedoch wesentlich grosser ist,
wurde dieser Test nur angewandt, um colorimetrisch ermittelte Versuchswerte stichproben-
artig zu tiberpriifen und entsprechend zu korrigieren oder um Testproben mit geringem
oder scheinbar gar keinem Sideramingehalt nachtraglich noch mit einer feinern Methode
zu untersuchen. Dabei wurde folgendermassen vorgegangen: Auf Antibiotica-Testplatten
mit Staphylococcus aureus Rosenbach wurden kreuzweise Papierstreifen, die mit Sidero-
myein-- bzw. Sideraminlésung getrinkt waren, gelegt — in der einen Richtung 4 lange
Streifen mit Ferrimycin-Standardlésung (0,01 g/1), in der andern bis zu 28 kurze Streifen,
von denen 13 mit den verschiedenen Testkulturfiltraten, 13 mit deren Verdiinnungen
(10fach) und 2 mit Ferrichrysin-Standardlosungen (0,3 sowie 0,03 g/l) getrankt waren.
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Nach einer Inkubationszeit von 24 h bei 37 °C wurden die Enthemmstrecken ausgemessen.
Aufgrund der Tatsache, dass sich jede Enthemmstrecke dem Logarithmus der Sideramin-
konzentration im betreffenden Teststreifen proportional verhilt, liessen sich die entspre-
chenden Sideraminkonzentrationen nach den Angaben von Z#éhner und Mitarbeitern
(1960) direkt berechnen.

d) Sideraminidentifizierung

Die vorausgehende Anreicherung der Sideramine erfolgte nach den Angaben von
Zahner und Mitarbeitern (1963), ebenso die Identifizierung der Rohextrakte. Fiir die
Papierchromatographie diente n-Butanol/Eisessig/Wasser (4:1:1) als Losungsmittelgemisch
(Bickel und Mitarb., 1960a), im Unterschied zu frither nun im absteigenden Verfahren.,

e) Glukoseverbrauch

3,4-Dinitrobenzoesiure reagiert mit Ascorbinsdure bei Zimmertemperatur und mit
Zuckern in der Hitze in alkalischer Lésung zu einem violetten Farbstoff unbekannter
Konstitution. Diese Farbreaktion wurde von Borel (1953) zu einer empfindlichen Nach-
weismethode fiir Zucker ausgebaut und gelangte in abgewandelter Form zur Anwendung.

Von jeder Versuchsprobe wurde 1 ml Kulturfiltrat — je nach dem Glukosegehalt ent-
weder unverdiinnt oder entsprechend verdiinnt — zusammen mit 1 ml Reagenzlésung in
ein Testrohrchen gegeben. Das Farbreagenz setzte sich dabei aus 1,0 g 3,4-Dinitrobenzoe-
saure und 15,9 g Natriumcarbonat, in 100 ml destilliertem Wasser geldst, zusammen.
Gleichzeitig wurden noch 3 Glukosestandardlésungen (0,5, 1,0 und 1,5 g/I) zur Priifung in
die Testfolge aufgenommen, was zu einer Eichkurve fithrte, welche spéter bei der Auswer-
tung dieser Versuchsserie, doch nur bei dieser einen, beniitzt werden sollte. Damit liess
sich die betrachtliche Versuchsstreuung um einiges herabsetzen. Die vorberelteten Test-
rohrechen wurden nun fiir 2,5 min in ein dampfendes Wasserbad gestellt und darauf am
fliessenden Wasser rasch abgekiihlt. Die Testlysungen wurden dann auf ein Volumen von
10 ml ergénzt und 30 min nach Reaktionsbeginn deren Farbintensitdten mittels eines
Spektralphotometers bei einer Wellenldnge von 548 myu gemessen. Vorgingig jedoch war
eine ausfiihrliche Eichkurve bei einer Glukosekonzentration von 0, 0,10, 0,25, 0,560, 0,75,
1,00, 1,50, 2,00 oder 3,00 g/l aufgenommen worden, um abzuklaren, wo der giinstige
lineare Messbereich liegt. Dabei erwiesen sich Glukosegehalte von 0,5 bis 1,5 g/l bzw. ent-
sprechende Extinktionswerte von 0,2 bis 0,8 fiir die Messung als geeignet. Die Anwesenheit
von Ferrichrysin beeinflusst die Farbreaktion nicht, doch haben schon geringe Abweichun-
gen in der Reaktionstemperatur und Reaktionszeit betriachtliche Versuchsstreuungen zur
Folge.

J) Sdurebildung

20 ml Kulturfiltrat von jeder Versuchsprobe wurden mit Natronlauge (0,04n) auf
pH = 8,0 titriert (Kontrolle pH-Meter Beckman). Einem Laugenverbrauch von 1 ml kam
dabei ein Sauregehalt von 1 mMol/l 2wertige Saure (anorganische wie organische) gleich.

g) Sdureidentifizierung

Die Schwierigkeit bestand hier vor allem darin, ein Verfahren zu finden, das auch bei
stark verunreinigtem Probenmaterial noch gute Trenneffekte ergab. Es wurde némlich
beabsichtigt, die Kulturfiltrate in der urspriinglichen Form (nicht etwa als Extrakte) aufzu-
tragen, um alle Saurekomponenten (nicht bloss ausgewihlte Beispiele) gleichzeitig erfassen
und nachweisen zu kénnen. Ausserdem sollte die Methode einen méglichst weiten Anwen-
dungsbereich umfassen. Nach langem Suchen konnte in der Literatur ein Fall ausfindig
gemacht werden, bei dem #hnliches mit Erfolg versucht worden war: Halliwell (1952)
gelang es, in unveranderten Kulturen von Aspergillus niger verschiedene organische Séuren
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papierchromatographisch nachzuweisen, namlich als freie Sauren (Lugg und Overell,
1947) oder als 2,4-Dinitrophenylhydrazone (Cavallini und Mitarb., 1949). Die von diesem
Autor angewandte Saurebestimmungsmethode nach Lugg und Overell wurde auch bei
Kulturfiltraten von Aspergillus melleus erprobt und ergab giinstige Versuchsergebnisse.
Im einzelnen wurde dabei folgendermassen vorgegangen :

n-Butanol/Ameisensiure (90 %ig)/Wasser (4:1:5) ,welches allgemein zur Trennung von
Dicarbonséuren, Oxyséuren und Oxydicarbonsiuren geeignet ist, diente als Losungsmittel-
gemisch. Es hat den Vorteil, fiir eine grosse Zahl von organischen Sauren der verschiedensten
Untergruppen gleichzeitig gute Trenneffekte zu ergeben. Als Nachteil wird jedoch empfun-
den, dass fliichtige Séuren — beispielsweise der Ferrichrysinbaustein Essigsaure — dabeinicht
erfasst werden. Die 24 Testlésungen — 10fach eingeengte Kulturfiltrate vom 1. bis 12. Ver-
suchstag, je mit und ohne Eisenzuséitze — wurden in Mengen von 8 ul (bzw. 2 bzw. 1 1) in
engem Abstand (9 mm) als moglichst kleine Substanzflecke auf diz Startlinie aufgetragen.
Dabei wurden die eisenfreien Proben stets auf die eine, die eisenhaltigen auf die andere Seite
gebracht. Mit den jiingsten Proben (1.Tag) wurde stets in der Mitte begonnen, um dann
mit den néchst alteren gegen aussen hin fortzufahren. Zususserst auf der Startlinie wurde
noch je ein Fleck mit 5y a-Ketoglutarsiure als Vergleichssubstanz gesetzt. Diese Chroma-
togrammanordnung bewéhrte sich, wenn eine oder mehrere Saurekomponenten iiber die
ganze Versuchsdauer hinweg zu verfolgen waren. Galt es, eine einzelne Saurekomponente
zu identifizieren, wurde die Testlésung in geringen Mengen von 1 ul nur bei weiterhin
engem Abstand (9 mm) abwechslungsweise mit der Vergleichssiure (57/Fleck) auf die
Startlinie gegeben. Handelte es sich dabei um dieselbe Substanz, so kamen die Saureflecken
auf eine Parallele zur Startlinie, im andern Fall auf eine Zickzacklinie zu liegen.

Die Chromatographiepapiere wurden anschliessend fiir 30 min ohne Losungsmittel in
ein geschlossenes Geféss gehéngt, das mindestens 24 h vor Gebrauch mit beiden Losungs-
mittelphasen gesattigt worden war. Dann erst wurde die mobile Phase durch ein Loch des
Geféassdeckels eingefiillt. Nach 7 h wurden die Papiere herausgenommen, dann 1 bis 2h
bei Raumtemperatur getrocknet und anschliessend mit dem Farbreagenz bespriiht. Zur
Farbentwicklung diente Bromphenolblau; 40 mg davon wurden in 100 ml 95 %igem
Alkohol geldst und mit 0,1n Natronlauge auf pH = 5,0 bis zur Purpurfarbung gebracht.
Nach dem Bespriihen der Chromatogramme erschienen anstelle der Séauren gelbe Flecken auf
purpurnem Grund.

Allgemein wurde darauf geachtet, dass die Testlosungen in méglichst kleinen Mengen
aufgetragen wurden, weil die Salze aus der Nahrlésung dann weniger ins Gewicht fielen
und damit eine bessere Trennung erfolgen konnte (Godin, 1953).

h) o-Ketoglutarsdurebildung

Nachdem im Kulturfiltrat von Aspergillus melleus mehrere organische Sauren aufgedeckt
und als Intermediérprodukte des Zitronensiurezyklus identifiziert werden konnten, musste
nach einer Methode zur exakten Bestimmung der wichtigsten Komponente, der o-Keto-
glutarsiure, gesucht werden. Dabei bewiahrte sich ein enzymatisches Verfahren.

Nach dem Prinzip des «optischen Tests» von Warburg arbeitend, weisen die enzyma.-
tischen Testmethoden im Vergleich zu andern, rein chemischen Analyseverfahren eine iiber-
legene Spezifitat auf; die einfache Arbeitsweise bedeutet einen weiteren Vorteil. Grundlage
der enzymatischen optischen Tests ist die Messung von Extinktionsanderungen eines der
an einer enzymatischen Reaktion teilnehmenden Coenzyme oder Substrate. Fiir solche Tests
werden am héaufigsten die Coenzyme Nicotinamid-adenin-dinucleotid (NAD) und Nicotin-
amid-adenin-dinucleotid-phosphat (NADP) herangezogen; die reduzierten Formen beider
Verbindungen, NADH und NADPH, weisen ein Absorptionsmaximum bei 340 mu auf.
Bei der enzymatischen Bestimmung der «-Ketoglutarsaure-Konzentration nun tritt NADH
als Messgrosse auf und wirkt an folgender Reaktion als Wasserstoffdonator mit:
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GLDH
a-Ketoglutarat + NADH -+ NH4+__.;GIujamat + NAD+ 4+ H,0

s

Glutamat-Dehydrogenase (GLDH) dient dabei als Katalysator. Bei einem Uberschuss
an NH,*-Tonen und NADH und gleichzeitiger Anwesenheit von GLDH wird «-Ketoglutar-
siure quantitativ in Glutamat tiberfithrt; die Reaktion verldauft also stéchiometrisch.
Daher liasst sich aus dem NADH-Verbrauch, welcher als Extinktionsdifferenz (AE) be-
stimmt wird, unmittelbar die urspriinglich vorhandene «-Ketoglutarsdurekonzentration
ableiten. Das Verfahren zur enzymatischen Bestimmung von «-Ketoglutarsiaure mit NADH
und GLDH wurde von Wallenfels und Christian (Bergmeyer, 1962) ausgearbeitet.
Es gestattet, a-Ketoglutarsiure in biologischem Material spezifisch und quantitativ zu
bestimmen. Die Firma C.F.Boehringer, Mannheim, hat es zu einem gut funktionierenden
Test (als a-Ketoglutarsiure-Test-Kombination TC-E 15 975 im Handel) fiir die Klinik
weiter entwickelt, welcher unter Weglassen der Enteiweissung hier zur Anwendung gelang-
te.

Als Priiflosungen dienten 24 Kulturfiltrate (1. bis 12.Versuchstag, bei —20 °C aufbe-
wahrt), von denen jedes ein Gemisch aus 5 analogen Versuchsproben, zu gleichen Teilen
verwendet, darstellte; je 2 stammten vom selben Versuchstag, das eine mit, das andere
ohne Eisenzusatz. Die a-Ketoglutarsdurebestimmung erfolgte fiir samtliche Testlosungen
gleichzeitig, und zwar je in zwei verschiedenen, geeigneten Verdiinnungen (als 50- bzw.
259%jige oder dann als 10- bzw. 5%ige Lésung). Zu diesem Zweck wurden nacheinander

2,00 ml Priuflésung (50- bzw. 25 %ig oder 10- bzw. 5 %ig),
1,75 ml Pufferlésung (0,1 M TRIS/HCI1, pH 7,6)
und 0,05 ml NADH (in der Testkombination enthalten)

in eine 10-mm-Kiivette pipettiert, dann mit einem Plasticspatel gemischt und unmittelbar
darauf die Extinktion (E,) bei einer Wellenlinge von 340 mu gemessen. Anschliessend
wurden noch weitere

0,05 ml GLDH (in der Testkombination enthalten)

mit dem Plasticspatel eingemischt. Nach 5 min wurde nochmals die Extinktion (E,)
abgelesen. Da die Enzymreaktion unter den angegebenen Bedingungen stéchiometrisch
verlief, konnte aus der Extinktionsdifferenz (AE) die in der Kiivette enthaltene o-Keto-
glutarsduremenge unmittelbar abgeleitet werden, und zwar gilt die folgende Beziehung
(vgl. Arbeitsvorschrift der a-Ketoglutarsaure-Test-Kombination):

Schichtlange = 10 mm

AE Wellenlinge = 340 mpy 90,4 = Anzahl y a-Ketoglutarat/Kiivette

Ergebnisse

1. Sideraminbildung in Abhingigkeit vom Eisengehalt

Bei Aspergillus melleus ist von Zihner und Mitarbeitern (1962) beob-
achtet worden, dass die Ferrichrysinbildung je nach Eisengehalt der
Niahrlosung extreme Werte annimmt — verhéltnisméssig hohe bei Eisen-
mangel und verschwindend Kkleine bei geniigender Eisenversorgung —,
wihrend sich im Myzelwachstum keine wesentlichen Unterschiede
zeigen. Bei welchen Eisenkonzentrationen diese Extremwerte auftreten,
sollte an erster Stelle abgeklidrt werden.
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Zu diesem Zweck wurden 40 Kulturen von Aspergillus mellews mit
Eisenzusétzen von 10-%0, 10-55, 1060 _ . , 10780 oder 0 Mol/1 ange-
setzt. Nach einer Inkubationszeit von 8 Tagen wurden bei simtlichen Ver-
suchsproben Ferrichrysingehalt und Myzelgewicht bestimmt.

Ferrichrysin Myzelgewicht
g/l g/l
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Abbildung 1

Sideraminbildung in Abhéngigkeit vom Eisengehalt. Abszisse : Eisenzugabe zur Nahrlésung
(Grundnéhrlésung +- 0,1 g/1 Ornithin). Ordinaten: Myzelgewicht bzw. Ferrichrysingehalt
nach 8 Tagen

Bei Eisenzusitzen von 10-7% Mol/l erreichte die Ferrichrysinbildung
mit 0,074 g/l ihren Hochstwert, wogegen bei 10-5° Mol/l keine nachweis-
baren Ferrichrysinmengen mehr gebildet wurden. Im Myzelwachstum
machten sich keine nennenswerten Unterschiede geltend. Dass der Pilz
bei Eisenzugaben von 10-%° Mol/l keine messbaren Ferrichrysinmengen
liefert, bedeutet wohl, dass er sich bei geniigend grossem Eisenangebot
auf die Produktion von geringen Mengen einstellt, die eben ausreichen,
um als spezifische Eisendonatoren eines eiseneinbauenden Systems wir-
ken zu konnen. Die Feststellung, dass Eisenmangel eine Steigerung der
Sideraminbildung bewirkt, ohne das Myzelwachstum zu beeinflussen,
weist darauf hin, dass damit eine Anderung im Stoffwechsel eint1itt, die
mit dem Aufbau von Zellmaterial nicht unmittelbar zusammenhingt.
Ferner fillt auf, dass die Ferrichrysingehaltskurve zwischen 10-%¢ und
0 Mol/l Eisen nicht weiter absinkt, sondern nochmals leicht ansteigt; der
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Eisengehalt im Versuchsgefiss kann offenbar ohne besondere Reinigung
nicht unter eine bestimmte Grenzkonzentration gebracht werden.

2. Sideraminbildung in Abhdingigkeit von der Stickstoffquelle

Im Ferrichrysinmolekiill kommen verschiedene Aminosduren neben-
einander als Bausteine vor, und zwar Glycin, Serin und §-N-Hydroxy-
ornithin. Diese Mannigfaltigkeit an stickstoffhaltigen Bauelementen gab
Anlass, die Sideraminbildung und deren Abh#ngigkeit von der Stick-
stoffquelle zu untersuchen. Die Sideraminbildung kann sich in verschie-
dener Hinsicht, quantitativ wie qualitativ, &ndern, so dass sich die beiden
folgenden Versuchsfragen stellten:

a) Erreicht die Sideraminbildung sehr unterschiedliche Werte, je
nachdem, ob dem Pilz Glycin, Serin, Alanin, Phenylalanin, Ornithin,
Lysin, Glutaminséure, Asparagin, sek. Ammoniumphosphat oder Cal-
ciumnitrat (5,0 g/1) als einzige Stickstoffquelle dient ?

b) Wird in jedem Fall Ferrichrysin gebildet, und kénnen daneben auch
andere Sideramine — bis dahin wurde bei Aspergillus melleus nur Ferri-
chrysin nachgewiesen — entstehen, wenn die Stickstoffquelle variiert wird ?

Um dies entscheiden zu konnen, wurde in einem Versuch das Asparagin
in der Nahrlosung durch eine andere Stickstoffquelle ersetzt (Glyecin,
Serin, Alanin, Phenylalanin, Ornithin, Lysin, Glutaminsiure, Asparagin,
sek. Ammoniumphosphat oder Calciumnitrat [5,0 g/1]), je Verfahren 10
Kolben. Nach 10 Tagen wurde die eine Hilfte der Versuchsproben (5 Ana-
loge von jeder Kulturvariante) fiir die Myzelgewichts- und Sideramin-
gehaltsbestimmung, die andere fiir die Sideraminidentifizierung verwen-
det. Die Resultate zur Frage a sind in Abbildung 2 dargestellt. Um eine
allfallige Beziehung zwischen Sideraminbildung und Stickstoffquelle
sichtbar zu machen, wurden sie in ein kartesisches Koordinatensystem
eingetragen. Somit waren die Resultate jeder einzelnen Versuchsvariante
(Stickstoffquelle = Glycin, Serin, ... .. , sek. Ammoniumphosphat oder
Calciumnitrat) darin als bestimmte Punkte (x, y) dargestellt, deren Koor-
dinaten sich einerseits aus dem mittleren Sideramingehalt (y) und anderer-
seits aus dem berechneten Stickstoffgehalt (x) der betreffenden Nihr-
I6sung zusammensetzten. Sollte sich die Sideraminbildung nun vom
Stickstoffgehalt der Nahrlosung als abhingig erweisen, miisste sie mit
zunehmender Stickstoffkonzentration entsprechend ansteigen. Im Fall
von Abhingigkeit ligen also die Versuchspunkte mehr oder weniger auf
einer aufsteigenden Geraden durch den Nullpunkt, bei Beziehungslosig-
keit jedoch auf einer Geraden parallel zur x-Axe.

Zu a: Die Sideraminbildung erreichte je nach Stickstoffquelle sehr
unterschiedliche Werte — sie erwies sich von den einen als abhéngig, fiir

292



Ferrichrysin Myzelgowicht
g/l g/l

a0 i M
- 6.0 .

- 40

- 20

a-a 0 : . T T T T 7T LI} 1

06 -

0.4

0.2

0

PheGlu Sor Alo Orn GlyLys Asp-NHy Stickstolfquele
o NHg
xNOy  Stickstoffgohat
I T
0 0.5 10 g/l

Abbildung 2

Sideraminbildung in Abhéngigkeit von der Stickstoffquelle. Abszisse: Stickstoffquelle

und Stickstoffgehalt der Nahrlésung. Ordinaten: Myzelgewicht bzw. Ferrichrysingehalt

nach 10 Tagen. Gestrichelt (strichpunktiert): theoretischer Kurvenverlauf, wenn 10%
(5 %) Stickstoff ins Ferrichrysinmolekiil eingebaut werden

andere wieder als unabhingig: Unabhéngigkeit fiir Phenylalanin, Orni-
thin, Lysin und Calciumnitrat, hingegen Abhéngigkeit fiir Glutaminséiure,
Serin, sek. Ammoniumphosphat, Alanin, Glycin und Asparagin. Diese
Abhéngigkeit dusserte sich darin, dass die Sideraminbildung mit zuneh-
mendem Stickstoffgehalt der Nahrlosung gleichfalls anstieg. Fiir Glut-
aminséure, Serin und sek. Ammoniumphosphat betrug der relative Stick-
stoffeinbau ins Ferrichrysinmolekiil rund 59, fir Alanin, Glycin und
Asparagin sogar rund 109%,; auffillig ist, dass Ornithin nicht dazuzéhlte
(vgl. Ergebnisse von Versuch 5). Asparagin, das in der Grundnéhrlésung
als einziger stickstoffhaltiger Bestandteil auftrat, zeigte sich somit neben
Glycin und Alanin als Stickstoffquelle sehr geeignet und fand demnach
in den folgenden Versuchen weiterhin Verwendung. Bei den 6 Stickstoff-
quellen, von welchen sich die Sideraminbildung als abhiingig erwies,
handelt es sich entweder um Bausteine von Ferrichrysin selbst (Gly und
Ser) oder um Verbindungen (Ala, Asp-NH,, Glu und NH,*), die am
Syntheseweg von J-N-Hydroxyornithin, einem weiteren Ferrichrysin-
baustein, liegen, rings um den Zitronenséurezyklus angeordnet — ein

293



Hinweis, dass zwischen der Biogenese von Ferrichrysin und dem Zitronen-
sdurezyklus eine gewisse Beziehung bestehen konnte.

Bei 7 von den insgesamt 10 verschiedenen Kulturvarianten wurde die
Sideraminbildung auch qualitativ iiberpriift — namlich bei all denjenigen,
welche eine gewisse Abhiingigkeit der Sideraminbildung von der Stick-
stoffquelle zeigten (Glu, Ser, NH,+, Ala, Gly und Asp-NH,) und ausserdem
noch bei der Calciumnitratvariante. Die papierchromatographischen
Untersuchungen fiihrten dabei zu folgendem Ergebnis:

Zu b: Ferrichrysin konnte in jedem Fall eindeutig nachgewiesen werden.
Zudem wies eine der Proben mit Glycin als Stickstoffquelle neben Ferri-
chrysin noch drei weitere Sideramine (R; = 0,60-0,70; 0,77—0,81; 0,86
bis 0,87) auf. Weil es sich dabei um hochstens 109, der Gesamtmenge
handelte, wurde nicht darauf eingegangen. Fiir Serin schien dasselbe wie
fiir Glycin zuzutreffen, doch traten dort die Nebenkomponenten in derart
geringen Mengen auf, dass sie nicht mehr mit Sicherheit nachgewiesen
werden konnten.

Aspergillus melleus kann also je nach Stickstoffquelle neben Ferrichry-
sin gleichzeitig noch andere Sideramine bilden, doch bleibt Ferrichrysin
stets Hauptprodukt. Der Pilz ist somit trotz Variierung der Stickstoff-
quelle spezifisch auf die Bildung dieses einen Sideramins eingestellt,
welches ausnahmsweise von geringen Mengen anderer Sideramine beglei-
tet sein kann. Demzufolge liegen bei Aspergillus melleus dhnliche Ver-
hiltnisse vor, wie sie frither schon bei Actinomyceten angetroffen wurden
(Zahner und Mitarb., 1962).

3. Sideraminbildung im Verlaufe der Versuchszeit

In den beiden vorangehenden Versuchen wurde festgestellt, dass die
Ferrichrysinbildung, wenn zu einem willkiirlich gewihlten Zeitpunkt
(8. bzw. 10. Versuchstag) bestimmt, je nach Eisengehalt bzw. Stickstoff-
quelle der Néhrlosung wesentliche Unterschiede aufwies. Die Vermutung
lag nahe, dass sich die Ferrichrysinbildung unter den einzelnen Ver-
suchsbedingungen nicht nur an dem einen Stichtag, sondern wihrend der
ganzen Versuchsdauer entsprechend charakteristisch verhalten konnte.
Aus diesem Grund wurde im folgenden der zeitliche Verlauf der Sideramin-
bildung im Fall von Eisenmangel iiberpriift, und zwar im Anschluss an
Versuch 1 bei Proben mit 10-%% Mol/l Eisen im Zeitraum von 10 Tagen
téglich. Gleichzeitig wurde eine weitere Versuchsfrage behandelt, nim-
lich, ob sich die im Zusammenhang mit Eisenmangel auftretende Ferri-
chrysinbildung nachtréglich beeinflussen liesse, indem anfiinglicher
Eisenmangel (10-"5 Mol/l) am 3. Versuchstag in REiseniiberschuss
(10—%° Mol/l) verwandelt wurde.
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Im Hinblick darauf erhielten 85 Kolben zur Grundnihrlésung einen
Zusatz von 10-7% Mol/l Eisen; am 3. Versuchstag wurde der Eisengehalt
von 35 Kolben auf 10-5° Mol/l erh6ht. Wahrend 10 Tagen wurden téglich
Myzelwachstum und Sideraminbildung bestimmt (Abb. 3).
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Abbildung 3

Sideraminbildung im Verlaufe der Versuchszeit. Abszisse: Inkubationszeit. Ordinaten:
Myzelgewicht bzw. Ferrichrysingehalt. Ausgezogene Kurven: 10-7% Mol/l Eisenzugabe;
gestrichelte Kurven: 10—%° Mol/l Eisenzugabe. Pfeil: Eisenzugabe (siehe Text)

Bei einem Eisengehalt von 10-7% Mol/l nahmen Myzelgewicht und
Sideramingehalt stetig zu; nach einer Inkubationszeit von 10 Tagen
hatte der Pilz Wachstum und Sideraminbildung noch nicht abgeschlossen.
Wurde aber die Eisenkonzentration der Nahrlosung auf 10-%¢ Mol/l
erhoht, liess die Ferrichrysinbildung allmihlich nach, und nach einer
Ubergangsperiode von 2 Tagen blieb die Ferrichrysinmenge im wesent-
lichen konstant. Das Myzelwachstum wurde dabei nicht beeinflusst. Die
im Zusammenhang mit Eisenmangel auftretende iiberméssige Sideramin-
produktion stieg somit einerseits bis zum Versuchsabbruch gleichméssig
an, liess aber allms#hlich nach, sobald geniigend Eisen vorhanden war. Dem-
zufolge bewirkt Eisenmangel im Intermedisirstoffwechsel nicht eine irre-
versible, sondern eine reversible Anderung.
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4. Sideraminbildung und Sdurehaushalt

Nachdem im vorhergehenden die Ferrichrysinbildung in ihren Grund-
ziigen erkannt werden konnte, wurde nach deren Verkniipfung mit dem
Intermediarstoffwechsel gefragt.

Zu diesem Zweck wurden 120 Kulturen von Aspergillus melleus auf
dem Grundmedium angesetzt; die Hilfte der Versuchsproben erhielt
ausserdem einen Zusatz von 10-5° Mol/l Eisen, die andere blieb «eisen-
frei». Wahrend 12 Tagen wurden deren Stoffwechselverhiltnisse tiglich
tiberpriift und verglichen. In diesem Versuch wurden daher gleichzeitig
bestimmt : der Séuregrad (titrimetrisch), die Art und Menge der gebildeten
organischen Siuren (papierchromatographisch, semiquantitativ) und
insbesondere der o-Ketoglutarsiuregehalt (enzymatisch), daneben auch

Myzelgewicht | Glukose
Y gol

A 60178
40150
20125
0 | 0===

Ferrichrysin
gt
B 075
050+
025+

o

Séure | pH
mMol/|. o
2-wertige

¢ 150 40 i

r20
10.0-
ro
504
S

— T~
o

A -Ketoglutarsaure
KF| ¢
gl | gl

1] 030+ 060

020+ 040

0101020

0 2 4 6 8 10 12 Tage

Abbildung 4

Sideraminbildung und Saurehaushalt. Ausgezogene Kurven: ohne Eisenzugabe ; gestrichelte

Kurven: mit Eisenzugabe (10-5° Mol/l). A: Myzelgewicht M und Glukosegehalt G. B:

Ferrichrysingehalt. C: Sauregehalt 8 und pH-Wert. D: a-Ketoglutarsiaure im Kulturfiltrat
(KF) und total (t: im Kulturfiltrat und eingebaut in Ferrichrysin)
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Myzelgewicht, Glukose- und Ferrichrysinkonzentration. Damit war es
moglich, das biologische Verhalten der betreffenden Kulturen iiber eine
gewisse Zeit graphisch festzuhalten und allfillige grundsitzliche Unter-
schiede als Folge von extremen Versuchsbedingungen (Eisenzugabe von
0 oder 10—>% Mol/l) klar hervorzuheben (Abb. 4). Die Versuchsergebnisse
zeigten folgendes:

Fir Myzelwachstum, Ferrichrysinbildung, Saurebildung und «-Keto-
glutarsiurebildung liegt allgemein eine Abhiingigkeit vom Eisenangebot
vor (Abb. 4A bis 4D). Im einzelnen #Husserte sich Eisenmangel im Ver-
gleich zu geniigendem Eisenangebot durch verzégertes Myzelwachstum
(Maximum erst am 9. statt am 5. Versuchstag), erhthte Ferrichrysin-
bildung (bis zu 1,050 g/l gegeniiber héchstens 0,040 g/l Ferrichrysin),
erhohte Saurebildung (bis zu 13,35 mMol/l gegeniiber hochstens 3,25
mMol/l 2wertige Saure), insbesondere a-Ketoglutarsiurebildung (bis zu
0,835 g/l gegeniiber hichstens 0,065 g/l a-Ketoglutarsiure). Gleichzeitig
wurde deutlich, dass bei Eisenmangel am 3. bzw. 4. Versuchstag im
Intermedidrstoffwechsel eine entscheidende Wendung eintritt; im «patho-
genen» Fall (Eisenzusatz 0 Mol/l) setzte zu diesem Zeitpunkt eine ver-
mehrte Bildung von Ferrichrysin, Siure und a-Ketoglutarsiure ein, die
bis zum 9. Versuchstag stetig zunahm, wihrend sich im Normalfall
(Eisenzusatz 1030 Mol/l) eine Tendenz zur Abnahme feststellen liess.

Zwischen den 4 genannten Grossen besteht ferner eine Wechselbezie-
hung, die im Fall von Eisenmangel deutlich zu erkennen ist (Abb. 4 A bis
4D): Die betreffenden Myzelwachstums-, Ferrichrysinbildungs-, Saure-
bildungs- (allerdings zu wenig eindeutig) wie auch o-Ketoglutarsiure-
bildungskurven wiesen alle zu demselben Zeitpunkt, nimlich am 9. Ver-
suchstag, ein Maximum auf, stimmten also zeitlich iiberein.

Die bei samtlichen Kulturfiltratsproben gleichzeitig vorgenommenen
papierchromatographischen Untersuchungen zeigten, dass verschiedene
organische Siuren an der bei Eisenmangel auftretenden, erhéhten Siure-
bildung beteiligt sind. Zitronensiure (R, 0,350), Apfelsiure (R, 0,455),
«-Ketoglutarsidure (R, 0,595), Bernsteinsiure (R, 0,725) und Fumarsiure
(Rf0,820) konnten als Saurekomponenten identifiziert werden; alle 5
- traten gleichzeitig auf, doch bildete «-Ketoglutarsiure stets das Haupt-
produkt. Diese Feststellung gab damals Anlass zur exakten Untersuchung
der a-Ketoglutarsiure-Gehaltsverhiltnisse in den Pilzkulturfiltraten.

Aus der Korrelation Ferrichrysinbildung/a-Ketoglutarsiurebildung
emnerseits und der Abhéingigkeit dieser beiden Grossen vom Eisenangebot
andrerseits und ausserdem noch gestiitzt durch die Ergebnisse der papier-
chromatographischen Untersuchungen folgt somit: Bin primirer Effekt
von Eisenmangel besteht darin, dass dadurch eine Stérung im Tricarbon-
sdurezyklus bzw. ein «Disordery im Glukoseendabbau, und zwar ab
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Pyruvat, eintritt. Erhohte Sideraminbildung infolge Eisenmangels ist
demnach auf eine Stérung im Tricarbonsdurezyklus zuriickzufiihren.

5. Sideraminbildung und Ornithinverwertung

Die Sideramine aus Pilzen enthalten §-N-Hydroxyornithin als charak-
teristischen Baustein. Diese Aminosdure verdient besondere Autmerksam-
keit, wenn nach der Entstehungsweise der Sideramine gefragt wird. Im
einzelnen wurde hier die Frage untersucht, ob der Pilz Ornithin, das in
Mengen von 0,1 g/l zu verschiedenen Nahrlosungen mit variabler Stick-
stoffquelle zugesetzt wurde, zur Bildung von Ferrichrysin verwerten
koénne. — Absichtlich ist hier von Ornithinverwertung und nicht von
Ornithineinbau die Rede, weil sich diese weitere Frage erst mit Hilfe von
Isotopen beantworten liesse.

50 Kulturen (zehnmal 5 Analoge) wurden auf dem asparaginfreien
Grundmedium unter Zusatz von je einer der 10 verschiedenen Stickstoff-
quellen (Glycin, Serin, ....., sek. Ammoniumphosphat oder Calcium-
nitrat [5,0 g/1] und von Ornithin (0,1 g/l) angesetzt. Dies geschah gleich-
zeitig mit dem zuvor beschriebenen Versuch 2, so dass diesen ornithin-

Ferrichrysin = Ornithinverwertung
g/l o/°

’ Stickstoffquolle

_0 T T T T T T T T T E

Alo NH] Glu  Gly AspNH, NO3 Phe Orm Lys Ser 50 g/1
Abbildung 5

Sideraminbildung und Ornithinverwertung. Abszisse: Stickstoffquelle. Ordinaten: Ferri-

chrysingehalt ohne Ornithin (ausgezogene Kurve) und mit 0,1 g/l Ornithin (gestrichelte

Kurve) bzw. Ornithinverwertung (Ferrichrysinzuwachs in 9% des theoretischen Wertes
von 0,148 g/l Ferrichrysin/0,100 g/l Ornithin) nach 10 Tagen
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haltigen Kulturen nochmals gleichviele ornithinfreie gegeniiberstanden.
Nach einer Inkubationszeit von 10 Tagen wurden bei simtlichen Proben
Myzelgewicht und Sideramingehalt bestimmt. Aus den Sideraminbildungs-
werten bei Ornithinabwesenheit wie Ornithinanwesenheit konnte durch
Bildung der Differenz der Sideraminbildungszuwachs fiir die 10 verschie-
denen Stickstoffquellen ermittelt werden. Daraus ergab sich Abbildung 5,
die folgendes aussagt:

Ein geringer Zusatz von Ornithin (0,1 g/l) zu jeder Stickstoffquelle
bewirkte in Gegenwart von Alanin, sek. Ammoniumphosphat, Glutamin-
sdure, Glycin und Asparagin einen extrem hohen, in Gegenwart von
Phenylalanin, Ornithin, Lysin und Serin nur einen geringen Sideramin-
bildungszuwachs; in Gegenwart von Calciumnitrat bewegte sich der
Zuwachs zwischen den beiden Extremen. Im Fall von Alanin, sek. Ammo-
niumphosphat, Glutaminsiure, Glycin und Asparagin entsprach die Sider-
aminzunahme einer Ornithinverwertung von mindestens 729, im Fall
von Phenylalanin, Ornithin, Lysin und Serin einer solchen von héchstens
14%,. Die Ornithinverwertung erwies sich damit als verhiltnisméssig
hoch fiir Stickstoffquellen in der Nachbarschaft des Tricarbonsiurezyklus
und als eher gering fiir solche, die abseits davon zu suchen sind. Dies ist
ein weiterer Hinweis auf einen engen Zusammenhang zwischen der Bioge-
nese von Ferrichrysin und dem Tricarbonséurezyklus (vgl. Ergebnisse von
Versuch 2). Ferrichrysinbildung und Ornithinverwertung stehen somit
in enger Beziehung zueinander; Ornithin wird in Gegenwart einer andern
geeigneten Stickstoffquelle zum gréssten Teil (zu mindestens 729%,) fiir
den Aufbau von Ferrichrysin verwendet. Ob Ornithin dabei als ganzes
Molekiil oder nur in Form von Bruchstiicken (als NH,* z.B.) ins Ferri-
chrysinmolekiil eingebaut wird, bleibt noch offen.

Im weitern wurde festgestellt, dass sich Ornithin in Anwesenheit von
sek. Ammoniumphosphat (5,0 g/1) beinahe zu 1009, unter Ausschluss
desselben jedoch zu 19, nur an der Biogenese des Ferrichrysins beteiligt:

Ferrichrysin- Ornithin-
bildung g/1 verwertung 9,

Grundmedium 4 Ornithin 0,072 1,0
(asparaginfrei) (5,0 g/1)

Grundmedium + NH,+ 0,356 —
(asparaginfrei) (5,0 g/1)

Grundmedium 4+ NH,* -+ Ornithin 0,502 98,8
(asparaginfrei) (5,0 gfl) (0,1 g/l)

Aspergillus melleus kann somit Ornithin nur dann voll in die Ferrichry-
sinbiogenese einbeziehen, wenn es von einer geeigneten zusitzlichen
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Stickstoffquelle — NH,* schon geniigt — begleitet wird. Dies weist darauf
hin, dass Ornithin nicht nur durch die Aminogruppen, sondern als ganzes
Molekiil an der Ferrichrysinbildung beteiligt ist. Entweder wird es als
ganzes eingebaut, oder aber es dient als spezifischer Aminogruppen-
lieferant fiir eine Aminotransferase.

Diskussion

Die geschilderten Versuche zeigen, dass in Kulturen von Aspergillus
melleus Yukawa bei Eisenmangel a-Ketoglutarsiure (begleitet von klei-
neren Mengen von Zitronensiure, Bernsteinsiure, Fumarsiure und
Apfelsiure) angereichert wird. Die Anreicherung dieser Séuren deutet auf
eine Storung im Tricarbonsiurezyklus hin.

Ahnliche Erscheinungen sind auch bei anderen Organismen beschrieben
worden. Penicillium brevi-compactum bildet in Gegenwart von Calcium
(0,5 Mol/l) grossere Mengen organischer Sduren (Bernsteinséure, Fumar-
sdure, Apfelsiure, Oxalessigsiure und Gluconsidure; Godin, 1953).
Aspergillus niger bildet in Gegenwart von Arsen (0,01 Mol/l) 4 verschie-
dene Ketosiuren, darunter «-Ketoglutarsdure (Walker und Mitarb.,
1951).

Die Natur der durch Eisenmangel verursachten Stérung des Tricarbon-
sdurezyklus ist noch nicht bekannt. Denkbar wire zunéchst eine Storung
der oxydativen Decarboxylierung von a-Ketoglutarsdure; dabei wiirde
«-Ketoglutarsiure angereichert, wihrend sich die anderen Séuren von
der Oxalessigsiure ableiten liessen. Andrerseits konnte die Storung bei
den 4 Verkniipfungsstellen von Tricarbonsdurezyklus und Atmungskette
gesucht werden. Der Tricarbonsdurezyklus lduft nur in Verbindung mit
der Atmungskette ab; die Coenzyme liegen in katalytischen Mengen vor
und werden stets regeneriert. Flavinenzyme der Atmungskette dehydrie-
ren die reduzierten Pyridin-Coenzyme (NADH) des Tricarbonséurezyklus;
in einigen von ihnen konnte nicht hamgebundenes Eisen nachgewiesen
werden. Es ist denkbar, dass sich Eisenmangel primér auf diese Ver-
kniipfungsstellen auswirkt und dadurch den normalen Ablauf des Tricar-
bonsdurezyklus stort.

Eisenmangel fiihrt zur Anreicherung von a-Ketoglutarsidure und ausser- .
dem zu erhohter Ferrichrysinbildung. a-Ketoglutarsiure stellt eine Vor-
stufe des Ornithins bzw. des §-N-Hydroxyornithins, des entscheidenden
Ferrichrysinbausteins, dar. Ob der Aufbau des §-N-Hydroxyornithins
iiber Glutamat oder iiber das N-Acetyl-Glutamat verlduft, bleibt noch
offen. Ungeklirt ist auch, auf welcher Stufe die Hydroxygruppe in die
endstindige Aminogruppe des Ornithins eingefithrt wird. Die relativ
starke Steigerung der Ferrichrysinbildung durch Ornithinzugabe in An-
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wesenheit geeigneter Stickstoffquellen weist auf die Moglichkeit eines
direkten Ornithineinbaus hin.

Der eisenfreie Grundkorper des Ferrichrysins wird bei Eisenmangel als
Folge eines gestorten Tricarbonsidurezyklus angereichert. Desferrichrysin
zeigt (wie die iibrigen Sideramine) ein selektives Bindungsvermogen fiir
Eisen-I1I-Ionen und dient nach der Hypothese von Keller und Mitar-
beitern (1964) als spezifischer Eisenspender eines eiseneinbauenden
Systems. Die Wirkungsweise der Sideramine im mikrobiellen Stoffwechsel
bleibt jedoch noch niher abzukliren; die Bedeutung der erhéhten Ferri-
chrysinbildung bei Eisenmangel ist deshalb noch ungewiss.

Zusammenfassung

Aspergillus melleus bildet bei Kisenmangel verhiltnisméssig grosse, bei
geniigender Eisenversorgung jedoch verschwindend kleine Mengen von
Ferrichrysin. Die Ferrichrysinbildung wurde einerseits in Abh#ngigkeit
von Eisenangebot, Stickstoffquelle und Versuchszeit und andrerseits auf
ihre Stellung im Intermedidrstoffwechsel hin untersucht.

1. (Abb. 1) Bei Eisenzusitzen von 10—%% Mol/l erreichte die Ferrichry-
sinbildung mit 0,074 g/l ihren Hochstwert, wogegen bei 10-%° Mol/l keine
nachweisbaren Ferrichrysinmengen mehr gebildet wurden. Das nach
8 Tagen bestimmte Myzelgewicht wies keine wesentlichen Unterschiede
auf.

2. (Abb.2) Die Ferrichrysinbildung wurde von den einen Stickstoff-
quellen (Glutaminsdure, Serin, sek. Ammoniumphosphat, Alanin, Glycin
und Asparagin) beeinflusst, von den andern (Phenylalanin, Ornithin,
Lysin und Calciumnitrat) nicht. Fiir Glutaminsiure, Serin und sek.
Ammoniumphosphat betrug der relative Stickstoffeinbau ins Ferrichry-
sinmolekiil rund 59, fir Alanin, Glycin und Asparagin sogar rund 109%,.

3. Je nach der Stickstoffquelle kénnen neben Ferrichrysin gleichzeitig
noch andere Sideramine entstehen (R, = 0,60-0,70; 0,77-0,81; 0,86 bis
0,87), doch bleibt Ferrichrysin stets Hauptprodukt. Ahnliche Verhalt-
nisse sind von Actinomyceten bekannt.

4. (Abb. 3) Bei Eisenzusitzen von 10-%% Mol/l nahmen Myzelgewicht
und Ferrichrysingehalt stetig zu; nach einer Inkubationszeit von 10
Tagen hatte der Pilz Myzelwachstum und Ferrichrysinbildung noch nicht
abgeschlossen. Wurde die Kisenkonzentration der Niahrlésung aaf
10-50 Mol/l erhoht, liess die Ferrichrysinbildung nach; das Myzelwachs-
tum wurde dabei nicht beeinflusst. Eisenmangel verursacht somat im
Intermedidrstoffwechsel eine reversible Anderunyg.
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5. (Abb. 4) Eisenmangel (kein Eisenzusatz) bewirkte im Vergleich zu
gentigendem Kisenangebot (Eisenzusatz 10—%° Mol/l) verzogertes Myzel-
wachstum, erhchte Ferrichrysinbildung, erhohte Siurebildung, insbe-
sondere a-Ketoglutarsdurebildung (bis zu 0,835 g/l gegeniiber hichstens.
0,065 g/l a-Ketoglutarsdure). Myzelwachstum, Ferrichrysinbildung, Siu-
rebildung wie auch «-Ketoglutarsiurebildung zeigten bei Eisenmangel
einen zeitlich iibereinstimmenden Kurvenverlauf. An der erhéhten
Saurebildung waren verschiedene organische Sduren, ausschliesslich
Intermedidrprodukte des Tricarbonsdurezyklus, beteiligt, nimlich Zitro-
nenséure, «-Ketoglutarsiure, Bernsteinsiure, Fumarsiure und Apfel-
sdure; alle fiinf traten gleichzeitig auf, doch bildete a-Ketoglutarsaure
stets die Hauptkomponente. Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass bes
Eisenmangel eine Storung im Tricarbonsiurezyklus eintritt. Die erhohie
Ferrichrysinbildung infolge Eisenmangels ist auf diese Storung zuriickzu-
fithren.

6. (Abb. 5) Ein geringer Zusatz von Ornithin (0,1 g/1) zu jeder Stick-
stoffquelle (5,0 g/1) bewirkte in Gegenwart von Alanin, sek. Ammonium-
phosphat, Glutaminséure, Glycin und Asparagin einen extrem hohen
(>729%), in Gegenwart von Phenylalanin, Ornithin, Lysin und Serin nur
einen geringen (<C149%,) Zuwachs an Ferrichrysin; in Gegenwart von
Calciumnitrat bewegte sich der Zuwachs zwischen den beiden Extremen.
Ferrichrysinbildung und Ornithinverwertung stehen somit in enger
Beziehung zueinander.

7. Die moglichen Aufbauwege fiir §-N-Hydroxyornithin, den entschei-
denden Ferrichrysinbaustein aus «-Ketoglutarsiure, der in hoher Kon-
zentration angetroffenen Saurekomponente, werden diskutiert.
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