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Einbau von ~-[Methyl-~H, Jmethionin und 
2-[Hydroxy- sO]hydroxyethylphosphonsaure 
in Fosfomycin in Streptomyces frudiue - ein 
ungewohnlicher Methyltransfer ** 
Friedrich Hammerschmidt * 

Fosfomycin 5 ist ein klinisch eingesetztes Antibioticurn, das 
zur Gruppe der Naturstoffe rnit einer P-C-Bindung gehort"]. 
Seine Biosynthese weist rnit der Verlangerung einer P-C,-Ein- 
heit um eine C,-Einheit und der Oxiranbildung zwei hochst 
interessante Reaktionsschritte auf. Die Biogenese beginnt rnit 
der Isomerisierung['] von Phosphoenolbrenztraubensaure 1 zu 
Phosphonobrenztraubensaure 2, die vermutlich zu Phospho- 
noacetaldehyd 3 decarb~xyliert~~] und anschlieljend zu (S)-2- 
Hydroxypropylphosphonsaure 4 methyliert wird13- 51. Diese 
wird in Fosfomycin 5 ubergefiihrt, wobei der Sauerstoff der 
Hydroxygruppe zum Oxiransauerstoff wirdl4I. Dieser Beitrag 
sol1 weitere experimentelle Hinweise f i r  die schon fruher ge- 
auBerte Vermutung[61 bringen, daB bei der Umwandlung von 3 
zu 4 eine Methylgruppe als CH; an den Carbonylkohlenstoff 
von 3 addiert wird - ein Schritt, fur den es in der Biosynthese 
keinen Prazedenzfall gibt"]. 
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Sowohl die Methylgr~ppe[~] von [Methyl-'4C]methionin als 
auch 2-Hydro~y-[2.2-~H,]ethylphosphonsaure (vgl. 9)[', *I wer- 
den in Fosfomycin eingebaut. Letztere wird unter Erhaltung 
eines Deuteriums iiber die postulierte, im Gesamtkontext der 
Biosynthese von Naturstoffen mit einer P-C-Bindung aber plau- 
sible Aldehydzwischen~tufe~~~ 6 ,  'I inkorporiert, womit eine Um- 
polung der C=O-Funktion iiber ein Thiaminpyrophosphatad- 
dukt ausscheidet. Es wurde daher ein Futterungsexperiment rnit 
~-[Methyl-~H,]methionin (300 mg L- ') rnit Streptomyces fra- 
diae durchgefuhrt, um zu prufen, ob die Methylgruppe intakt, 
d. h. ohne Ersatz eines Deuteriums durch ein Protium, ubertra- 
gen wird. Das gebildete Fosfomycin (8 mg L-') wurde in die 
leicht isolierbare (markierte) 2-Amino-1-hydroxy-propylphos- 
phonsaure 6 ubergefuhrtrgl; sie wurde isoliert und NMR-spek- 
troskopisch untersucht. Das 'H-NMR-Spektrum (400.1 MHz, 
D,O) zeigt aufgrund der Signalmuster und der Integration, daB 
das so erhaltene 6 aus 19% nichtmarkierter und 81 YO trideute- 
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rierter Verbindung besteht, ableitbar aus dem scharfen Dublett 
(jJ(H,H) =7.0 Hz) bei 6 = 1.54 fur 3-H und aus dem Triplett 
(jJ(P,H) = 3J(H,H) = 5.0 Hz) bei 6 = 3.72 fur 2-H. Im 
13C{'H)-NMR-Spektrum (100.6 MHz, D,O, DSS) wird dieses 
Ergebnis durch Satellitendubletts (isotopeninduzierte p- und y- 
Shifts)['o1 bei hoherem Feld fur C-I (6 =72.917, 'J(P,C) = 

155.0 Hz, A6 = 0.04) und C-2 (6 = 53.314, 'J(P,C) = 4.5 Hz, 
A6 = 0.16) fur die markierte Verbindung gestutzt. Die Anwe- 
senheit einer mono- oder dideuterierten Spezies ist auszuschlie- 
Ben. Sie muRten sich im 'H-NMR-Spektrum durch zusatzliche 
Dubletts fur 3-H, die durch Kopplung rnit einem b m .  zwei 
Deuteriumatomen zumindest stark verbreitert waren, und wei- 
tere Satellitendubletts fur C-2 irn ' 3C-NMR-Spektrum zu er- 
kennen geben. Die Methylgruppe wird somit intakt ubertragen. 

Um zu priifen, ob Phosphonoacetaldehyd 3 selbst oder eine 
andere, bisher noch unbekannte Verbindung als Acceptor fur 
die Methylgruppe dient, wurde 2-[Hydroxy-''O]hydroxyethyl- 
phosphonsaure 9 aus dem Acetal7 synthetisiert und dem Nahr- 
medium (470 mg L- ') zugefugt. 9 wird von einer Dehydrogena- 
se zum Aldehyd dehydriert und so in den Biosyntheseweg einge- 
schleust. Die leichte Austauschbarkeit von Sauerstoff in 
Aldehyden lielj [F~rrnyl-'~O]phosphonoacetaldehyd (vgl. 3) als 
Substrat ungeeignet erscheinen. Die Halbwertszeit fur den Aus- 
tausch des Sauerstoffs in Acetaldehyd betragt in neutraler wag- 
riger Losung ca. 1 minr' ']. In der Zelle sollte der in situ erzeugte 
[Formyl-' 80]phosphonoacetaldehyd rasch methyliert werden, 
noch bevor ein vollstandiger Austausch des l80 stattgefunden 
hat. Zur Synthese von 9 wurde 2,2-Diethoxyethylphosphonsau- 
rediethylester 7r'21 in H,l80 (95% l80) mit HCI, hergestellt 
durch Zugabe von Chlortrimethylsilan, hydrolysiert. Nach drei 
Tagen wurde das Gemisch (Molverhaltnis von Aldehyd 3/Ace- 
tal7 = 1 : 1 nach zwei Tagen; 'H-NMR) in wasserfreiem Ethanol 
rnit NaBH, reduziert. Das '*O-markierte Hydroxyphosphonat 
8 stimmte in Dunnschchtchromatogramm, Siedepunkt, lH- 
NMR- und IR-Spektrum mit der nichtmarkierten Verbindung 
uberein, die nach dem gleichen Verfahren, jedoch durch Hydro- 
lyse von 7 mit H,O anstelle von H,"O, erhalten wurde. Das 
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EI-Massenspektrum von 7 zeigte, daS l60 der P=O-Bindung 
nicht gegen "0 ausgetauscht worden war. Laut FD-Massen- 
spektrum betrug der Markierungsgrad mindestens 92 %. Das 
'3C{1H}-NMR-Spektrum (100.6 MHz, CDC1,) weist fur 
die markierte Verbindung 8 fur C-2 ein zu hoherem Feld 
verschobenes Dublett (6 = 56.417, 'J(C,P) = 4.6 Hz, A6 = 
0.018) auf. 8 wurde mit Bromtrimethylsilan/Allyltrimethylsi- 

''I und anschlieBende Hydrolyse in die freie Phosphon- 
saure 9 umgewandelt, die dem Nahrmedium zugesetzt wurde 
(470 mgL- '). Das gebildete markierte Fosfomycin (10 mg L- ') 
wurde wiederum in 2-Amino-I-hydroxypropylphosphonsaure 
ubergefiihrt, die isoliert wurde. Ihr 'H-NMR-Spektrum 
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(400.1 MHz, D,O) ist identisch mit dem der nichtmarkierten 
Verbindung 6. Das nach Z ~ g a b e [ ~ ]  von NaOD (30%) in D,O 
aufgenommene 'C{ 'H}-Spektrum zeigt neben dem Dublett 
(6 =78.885, 'J(P,C) =144.7 Hz) fur C-1 von 6 ein um Ah = 

0.025 zu hoherem Feld verschobenes Satellitendublett gleicher 
Intensitat fur I80-markiertes 6, was einem Markierungsgrad 
von 50 YO entspricht. Damit ist gezeigt, daB der markierte Phos- 
phonoacetaldehyd in der Zelle nur eine kurze Lebensdauer hat. 
Nach diesen beiden Experimenten durfte die Methylgruppe for- 
mal als CH; iibertragen werden, womit aber L-Methionin und 
S-Adenosylmethionin (liefert in biologischen Systemen formal 
CH:) a l s  unmittelbare Donoren fur die CH; -Emheit ausschei- 
denti4]. Es wird daher angenommen, daB die Methylgruppe von 
L-Methionin zur Umpolung moglicherweise auf ein Corrin 
iibertragen wird (Umkehr der Bildung" von L-Methionin aus 
Methylcobalamin und Homocystein?) und von dort als CH; 
auf Phosphonoacetaldehyd 3. Set0 et al. zeigten, dal3 die Me- 
thylgruppe von [Methyl-'4C]methylcobalamin von einer wach- 
senden Kultur von Streptomyces wedmorensis in Fosfomycin 
eingebaut wirdl5]. Damit ist aber keineswegs bewiesen, dal3 die- 
ses der unmittelbare Donor fur die Methylgruppe ist. 

Die beiden beschriebenen Experimente stiitzen zusatzlich die 
Vermutung, daB bei der Biosynthese des Fosfomycins tatsach- 
lich eine von L-Methionin stammende Methylgruppe iiber einen 
bisher unbekannten Umpolungsschritt als CH; an die Carbo- 
nylgruppe von Phosphonoacetaldehyd addiert wird. Es sind 
Untersuchungen im Gange, ob eine chirale Methylgruppe unter 
Retention oder Inversion der Konfiguration iibertragen wird. 

Experimentelles 
8: EineLosungvon 5.08 g(20mmol)7in 1.0g(50mrnol)H,'*O(95% "0)wurde 
mit 0.51 mL (4mmol) Chlortrimethylsilan versetzt und 72 h bei Raumtemperatur 
geriihrt. Dann wurde die Mischung in 40 mL wasserfreiem Ethanol (mit Na behan- 
delt) aufgenommen, portionsweise mit 0.756 g (20 mmol) NaBH, (exotherm) und 
nach 1 h mit 0.57 mL (10 mmol) Eisessig versetzt. Die Losung wurde eingeengt. Der 
Riickstand wurde in 30 mL Wasser gelost, mit 4.0 g Mannit versetzt und 2 h konti- 
nuierlich mit Ethylacetat extrahiert, durch Flashchromatographie (zuerst Ethylace- 
tat, dann EthylacetatiEtOH = lo l l ;  Rf (8) = 0.49 ((in lOjl), Anfirben rnit I,) und 
Kugelrohrdestillation (90-100 "C/0.5 Torr; Lit. [16] 122-124"C/8 Torr) gereinigt; 
2.0 g (54% Ausb.), farblose Fliissigkeit. IR (Film) [cm-'I: v = 3374 (OH); 'H- 
NMR (400.1 MHz, CDCI,, TMS): 6 = 4.12 (m. 4H; 2 x POCH,), 3.88 (dt, 
3J(P,H) = 18.7Hz, 'J(H,H) = 6.4Hz, 2H; CH,OH), 3.48 (br. s, l H ,  OH). 2.07 
(dd,'J(P,H) =17.7 Hz,"J(H,H) =~.~Hz,~H;PCH,),~.~~(~,~J(H,H) = 6.9Hz, 
6H; 2 x CH,); "C{'H)-NMR (100.6 MHz, CDCI,): 6 = 61.694 (d, *J(P,C) = 

6.5 Hz; POCH,), 56.435 (d, *J(P,C) = 4.6 Hz, C-I6O; um A6 = 0.018 zu hoherem 
Feld verschobenes d fur C-'*O), 29.069 (d, 'J(P,C) -338.0 Hz; PCH,), 16.259 (d, 

9: Eine Losung von 1.83 g (10 mmol) 8,5.2 mL (40 mmol) Bromtrimethylsilan und 
3.2 mL (20 mmol) Allyltrimethylsilan in 20 mL wasserfreiem CCI, wurde 3 h bei 
50 "C unter Feuchtigkeitsausschluo erhitzt. Fliichtige Anteile wurden im Vakuum 
(0.2 Torr, his 40°C) entfernt. Der Ruckstand wurde mit 15 mL Ethanol und 15 mL 
Wasser versetzt und nach 10 min eingeengt. Es wurde noch zweimal Wasser zugege- 
ben und eingeengt. Zuletzt wurde der Ruckstand in 30 mL Wasser gelost und lyo- 
philisiert; 3.2 g (94% Ausb.) ziihes 01, das direkt fur die Futterungsexperimente 
verwendet wurde. 'H-NMR (400.1 MHz, D,Oj: 6 = 3.95 (dt, 'J(P,H) -12.3 Hz, 

2H; PCH,). 
Das Fiitterungsexperiment mit ~-[Methyl-~H,]methionin (300 mgL-', 99% D) 
und die Isolierung von inarkiertem 6 wurden nach Lit. 191 durchgefiihrt. Es wurden 
sechs 1-L-Erlenmeyerkolben rnit je 220mL Medium venvendet. 6 wurde durch 
Ionenaustauschchromatographie isoliert (Dowex 50, H + ;  Dowex 50, H* ; Dowex 1, 
OAc; Dowex 50, H', 1 N HCO'H). Ausb. ndch Umkristallisieren: 5.5 mg. 
Futterungsexperiment rnit 9: Die freie Saure wurde der Hauptkultur vor dem Auto- 
klavieren zugesetzt (470 mgL-'); 2 x sechs Erlenmeyerkolben; die Eluate von der 
ersten Dowex-SO,H+-Saule wurden vereinigt und gemeinsam welter aufgearbeitet; 
Ausb.: 8 mg markiertes 6. 
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Neuartige funffach koordinierende Polythioether 
- eine Alternative zu 
makrocyclischen Chelatbildnern ** 
John M. Desper und Samuel H. Gellman * 

Polythioether sind als Liganden fur spate Ubergangsmetalle 
von Bedeutung"]. Wirksame Chelatbildner sind Polythioether 
dam,  wenn sie statt acyclischer Grundgeriiste makrocyclische 
Grundgeruste aufweisent2 - 5 ] .  Vor kurzem haben wir gezeigt, 
dal3 durch Substituenten in der Peripherie eines makrocycli- 
schen Tetrathioethers die Bindung an das Metdll-Ion verstarkt 
wirdI6]. Wir stellen nun ein alternatives Konzept vor, nach dem 
die Praorganisation eines Pentathioethergeriistes ohne makro- 
cyclische Strukturelemente gelingt. 

Oligomere Ethylensulfide wie 1 sind wegen der stark bevor- 
zugten anti-Konfiguration der SC-CS-Bindungen, der nur 
geringfugigen Praferenz der CS-CC-Bindungen fur die gauche- 
Konformation und wegen der starken Flexibilitiit der acycli- 
schen Struktur als mehrzahnige Liganden wenig geeignet"]. Die 
beiden letztgenannten Probleme sollten jedoch bei Einfuhrung 
einer Thian- oder Thiepaneinheit in die Grundstruktur, d. h. 
beim Ubergang zu Systemen wie 2 bzw. 3, in den Hintergrund 
treten. Die Konfiguration der exocyclischen C-S-Bindungen in 
diesen Zielstrukturen ist von entscheidender Bedeutung, da nur 
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