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25. Stoffwechselprodukte von Mikroorganismen 

Phosphinothricin und Phosphinothricyl-Alanyl-Alanin 
von E. Bayer, K. H. Gugel, K .  Hagele, H. Hagenmaier, S .  Jessipow'), 

W. A. Konig und H. Zahner 
Lehrstuhl fu r  Olgdnische Chemie und Lehrbereich Milrrobiologie der Universitat Tubingen, 

Deutschland 

(1 X 71) 

98 Mitteilung [ l ]  

Summary. From cultures ot Streptomyces viridochvoinogenes a new antibiotic, phosphinothricyl- 
alanyl-alanine, has been isolated. The new amino acid phosphinothricin is 2-amino-4-methyl- 
phosphino-butyric acid, its structure is confirmed by synthesis. 

The tripeptide is highly active against Gram-positive and Granz-negative bacteria and against 
thc fungus Botrytis cinerea. Phosphinothricin is an active glutamine synthetase inhibitor. 

Der Streptoniycetenstamrn Tii 494 der Art Streptoonzyces viridochronzoge~zes pro- 
duziert mehrerz naheverwandte Antibiotica. Die Hauptkomponente ist ein Peptid und 
ist gegen vxschiedene Bakterien gut wirksam. Es ist ausserdem eine Hemmung von 
Pilzen (Botrytis cinerea) zu beobachten. Die antibiotische Wirkung wird durch Glut- 
amin aufgehoben. 

Isolierung und Reinigung des Antibioticums. - Aus dem Kulturfiltrat wurde 
als Hauptkomponente eine Substanz mit positiver Ninhydrinreaktion auf folgende 
Weise isoliert : Nach Einengen, Fallen mit der zehnfachen Menge Methanol und Ab- 
trennung aller an  Aktivkohle adsorbierbaren Substanzen - das Antibioticum be- 
findet sich im klaren Durchlauf - wurde das Antibioticum durch aufeinanderfolgende 
Chromatographie an Dowex 1 X -2 und Biogel P-2 in etwa 80-proz. Reinheit erhalten. 
Die daraus durch Chromatographie an Aminex AG 50 W X-2 erhaltene Ninhydrin- 
positive Hauptfraktion zeigte im Plattentest maximale Aktivitat und erwies sich bei 
kombinierter Papierchromatographie-Papierelektrophorese (((fingerprint ))-Verfahren) 
als einheitlich. 

Untersuchung der Hydrolysate des Antibioticums. - Nach 24stiindigem 
Erhitzen des reinen Antibioticums in 6h: HC1 bei 110" ergab die Untersuchung des 
Hydrolysats mit einem automatischen Aminosaure-Analysator zwei Ninhydrin- 
positive Substanzen. Der grossere Pik wies das Elutionsvolumen von Alanin auf, wah- 
rend der kleinere ungefahr mit dem Elutionsvolumen von Cysteinsaure erschien. 

Die Isolierung der beiden Komponenten gelang nach Hydrolyse des Rohantibioti- 
cums durch Ionenaustauscher-Chromatographie des Hydrolysats an Aminex ACT 
50 W X-2. Die Komponente, die im Aminosaure-Analysator das Ketentionsverhalten 
des Alanins zeigte, konnte durch Vergleich der Massenspektren und gas-chromato- 
graphischen Retentionsdaten seiner fliichtigen Trimethylsilyl- und Trifluoracetyl- 

*) Austauschstipendiat der Deutschen I;orschungsgc~aeinscha~l. Institute of Biochemistry and 
Physiology of Microorganisms. USSR Academy of Scicnces, Pustchino/Oka, CSSR. 
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Derivate [2] als Alanin identifiziert werden, dessen L-Konfiguration durch gas- 
chromatographische Trennung an einer optisch aktiven Dipeptid-Phase nachgewiesen 
wurde [3]. 

Fur die Strukturaufklarung der unbekannten Komponente wurden verschiedene 
im Mikrogramm-Masstab hergestellte Derivate sowie durch energische Oxydation 
erhaltenen Produkte gas-chromatographisch und massenspektrometrisch untersucht. 
Zwecks Vereinfachung der Beschreibung nehmen wir die Bezeichnung Phosphino- 
thricin, die wir fur die unbekannte Komponente vorschlagen, vorweg. Die Figur 1 zeigt 
das Massenspektrum des Trimethylsilylderivats mit einem Molekularpik bei m/e 397. 
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Fig. 1. Massenspektrum des Ter-trarnethylsilyl-phosphinothr~c~ns 

LKB 9000, 70 eV, Direkt-Einlass 

Die Anzahl der aufgenommenen Trimethylsilylgruppen und das Molekulargewicht 
der freien Substanz konnen durchvergleich des normalen Derivates mit dem durch Ver- 
wendung von perdeuteriertem Bis-trimethylsilyl-acetamid z, erhaltenen Derivat fest- 
gestellt werden [4] (Fig. 2). Die Verschiebung des Molekularpiks im Massenspektrum 
um 27 Masseneinheiten von 397 nach 424 beweist die Aufnahme von 3 Trimethylsilyl- 
gruppen und damit die Gegenwart von mindestens 3 funktionellen Gruppen im Phos- 
phinothricin. Diese funktionellen Gruppen konnen Carboxyl-, Amino-, Imino- oder 
Hydroxy-Gruppen sein. Das Molekulargewicht der freien Substanz ergibt sich nach 
Abzug von 3 Trimethylsilylgruppen zu 181. Mit diesem Wert stimmen die durch drei 
osmometrische Molekulargewichtsbestimmungen erhaltenen Werte von 177, 188 und 
198 sehr gut iiberein. 

Eine weitere Differenzierung der funktionellen Gruppen durch Bestimmung der 
Anzahl der Carboxylgruppen liess sich durch Behandlung des Phosphinothricins mit 
1,25 N HCl/CH,OH [5] erzielen. Bei dieser Behandlung werden normalerweise nur 
Carboxylgruppen methyliert. Das Reaktionsprodukt wurde mit Bis-(trimethylsily1)- 

2, Wir danken Dr. J .  A .  McCZoskey, Baylor College of Medicine, Houston/Texas, fur die Uberlas- 
sung von perdeuteriertem BSA. 

15 
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Fig. 2. Massenspektruln des Ter-perdeuteriotralnethylsilyl-phosphinothr~cins 
LKR 9000, 70 eV, Direkt-Einlass 

trifluoracetaniid silyliert . Uas Massenspektrum dieses Uerivates zeigt die Autnahme 
einer einzigen Methylgruppe anstelle einer Trimethylsilylgruppe des durch direkte 
Silylierung erhaltenen Ter-trimethylsilyl-phosphinothricins : Es ist also nur eine Car- 
boxylgruppe im Phosphinothricin vorhanden. 

Durch Methylierung mit Diazomethan und anschliessende Trifluoracetylierung 
mit Trifluoracetanhydrid erhielt man ein wichtiges Derivat. Sein Massenspektrum 
(Fig. 3)  zeigte einen Molekularpik bei nzje 305, d.11. die Aufnahme von 2 Methylen- 
gruppen und einer Trifluoracetylgruppe, bei einern Molekulargewicht des Ausgangs- 
produkts von lS1. Die Abspaltung eines CH,-Radikals fuhrt zu wz/e 290. Weiterhin ist 
der Verlust von OCH, (m/e 274) und CH,OH (wzje 273) und die Abspaltung eines 

'4" 100 , Yo Rel. Int. 

m/e 

Fig. 3 .  Massenspektrurn des aus Phosphinothricin d w c h  Behandlung mit 7'rz~luoressigsuureanhydrid 
ztnd Diazolnethan erhaltenen Produktes 

LKB 9000, 70 exr, GC.-MS. 
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COOCH,-Restes (mje 246) zu erkennen. Von mje 246 fuhrt Eliminierung von H,O zu 
m/e 228 und von CH,OH zu mje 214. Eine weitere Fragmentierungsreaktion von m/e 
246 nach mje 132 deutet auf die Abspaltung von Trifluoressigsaure hin. Alle diese 
Fragmentierungen sind durch metastabile Ubergange belegt. Nach Abzug einer Carb- 
oxylgruppe bleibt noch eine weitere saure Funktion im Phosphinothricin, die mit 
Diazomethan, niclit aber mit HCl/CH,OH, reagiert. 

Den Nachweis einer CH,-P-Gruppe erbrachte die Untersuchung der Oxydations- 
produkte des Phosphinothricins. Je 100 pg Substanz wurden mit konz. HNO, abge- 
raucht bzw. mit Peroxyameisensaure behandelt. Die Reaktionsprodukte wurden tri- 
methylsilyliert und gas-chromatographisch und massenspektrometrisch untersucht. 
Fig. 4 und 5 zeigen die Massenspektren der Trimethylsilylderivate von zwei Reaktions- 
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LKR 9000, 70 eV, GC.-MS. 
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produkten, die als die Derivate der Phosphorsaure bzw. der Methanphosphonsaure 
identifiziert werden konnten. Die Massenspektren beider Derivate stimmen mit den 
unter gleichen Bedingungen aufgenommenen Spektren von Vergleichssubstanzen ge- 
nau uberein [6].  Die Phosphorsaure liess sich auch in einer Mikrofarbreaktion mit 
Ammoniummolybdat [7] nachweisen. 

Unter Berucksichtigung dieser Ergebnisse, vor allem der Massenspektren, konnte 
angenommen werden, dass es sich bei der unbekannten Aminosaure um 2-Amino-4- 
methylphosphino-buttersaure (VI) handelt, was die vorgeschlagene Bezeichnung 

0 
II 

I 
OH 

CH,-P-CH,-CH,-CH-COOH 
I 

NH1 

\‘I 

Phosphinothricin erklart. Mit dieser Struktur stimmt auch die durch Hochauflosungs- 
massenspektrometrie3) erhaltene exakte Massenbestimmung verschiedener Frag- 
mente des Trimethylsilylderivates und des Trifluoracetylderivates der isolierten Ver- 
bindung (Tab. 1) sehr gut uberein. 

Tabelle 1. Exakte  Massenbestzmmung mattels Hochauflosungsmassevs~eklrometrze 
~~ 

mle  Elementar- berechnet gefunden Abweichung in 
zusainmensetzung Miihmassen- 

einheiten 

246 C7H12F3N03P 246,0507 246,0500 + 0,7 
214 C6H,F3N02P 214,0245 214,0241 + 0,4 
152 C,H,F3N0 152,0323 152,0330 - 0,7 
108 C3H,0,P 108,0340 108,0332 + 0,s 

Das lH-NMK.-Spektrum4) (Fig. 6), entspricht in allen Einzelheiten der vorge- 
schlagenen Struktur. Besonders auffallig ist die Aufspaltung der CH,-Gruppe bei 
6 = 1,28 und 6 = 1,42 mit einer Kopplungskonstanten von 14 Hz, was sich durch 
Spin-Spin-Kopplung der CH,-Protonen mit dern 31P-Kern erklaren lasst. Hierbei sind 
Kopplungskonstanten dieser Grossenordnung zu erwarten [8] .  Dass es sich tatsachlich 
urn ein Dublett handelt, zeigte ein Vergleich der lH-NMR.-Spektren bei 100 MHz und 
60 MHz. Die Aufspaltung betragt in beiden Fallen 14 Hz. 

Das komplizierte Multiplett zwischen 6 = 1,5 und 6 = 2,3 ruhrt von den Protonen 
an Cg und C, her, die sowohl untereinander als auch mit den1 nachbarstandigen 
3lP-Kern und dem C,-Proton koppeln. Das C,-Proton koppelt mit den beiden Cg-Pro- 
tonen und erscheint als Triplett mit einem Maximum bei 6 = 3,95. 

Die Konfigurationsbestimmung am cc-C-Atom des naturlichen Phosphinothricins 
steht noch aus. 

.. .. 

Wir danken Herrn Dip1.-Chemiker A .  Huth, Chemisches Insti tut  Tiibingen, fur die Hochauf- 
losungsmessungen. 
Fur die hufnahme des 100-MHz-Spektrums danken wir Herrn Dr. Sonnenbichler, Max-Planck- 
Insti tut  fur Riochemie, Munchen. Herrn Dr. E.  Breitmaier sowie Herrn Dr. P. Hunziker ,  
Chemisches Institut Tubingen, sind wir fur die Aufnahme und Diskussion von NMR.-Spektren 
zu Dank verpflichtet. 

4, 
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Fig. 6. lH-NMR.-Spektrum von Phosphinothricin 
100 MHz, Varian HA 100, Losungsmittel: D,O 

Synthese von m-Phosphinothricin. Die Synthese der 2-Amino-4-methyl- 
phosphino-buttersaure, die sich als DL-Phosphinothricin erwies, wurde nach folgendem 
Schema durchgefuhrt : 

PCl,+ 2 AlCl,+ CH,C1 [CH,PCl,]+[Al,Cl,]- CH,PCl, ____+ CH,P(OC,H,), 
A1 C,H,OH 

I I1 

(CF,W,O HBr 
HOCH,CH,CHCOOH A CF,COOCH,CH,CH-COOH __+ 

I 
NHCOCF, 

I 
NH, 

I11 

CH,N, 
BrCH,CH,CHCOOH ____- * BrCH,CH,CHCOOCH, 

I 
NHCOCF, 

I 
NHCOCF, 

I V  V 

0 0 loo", 3 h II 5 N  NaOH II 
I1 + V ~ * CH8-P-CHz-CH2-CH-COOCH, -* CH,-P-CH,-CH,-CH-COOH 

loo0, 3h I I 
OH NH, 

C,H, I I 
OC,H, NH-COCF, 

VI 

Zunachst wurde nach [9] Methyl-dichlor-phosphin (I) hergestellt. Letzteres wurde 
mit Athanol zu Methanphosphonigsaure-diathylester (11) umgesetzt (erste Kompo- 
nente). Der als zweite Komponente benotigte 2-Trifluoracetylamino-4-brom-butter- 
saure-methylester (V) wurde auf folgende Weise erhalten : m-Homoserin wurde mit 
Trifluoracetanhydrid diacyliert. Im acylierten Derivat I11 wurde in Trifluoressig- 
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saure-Losung durch Einleiten von HBr-Gas die Trifluoracetoxygruppe durch Brom 
ersetzt (IV) ; zuletzt wurde durch Veresterung der Carboxylgruppe von IV mit Diazo- 
methan V erhalten. Die beiden Komponenten I1 und V wurden in Benzol-Losung in 
einer Art Michaelis-Arbusov-Reaktion [lo] kondensiert. Dieser Syntheseweg hat den 
Vorteil, dass alle Zwischenprodukte und das Endprodukt durch kombinierte Gas- 
Chromatographie-Massenspektrometrie kontrolliert werden konnen. Fig. 7 zeigt das 

0 
I1 

I 
CH3-P-CHz-CHz-CH-COOCH2 

0 

I 
CH, 

Min. 5 10 15 20 
Fig. 7. Gas-Chromatogramm von  synthetischern rac. Phosphinothricin 

LKB 9000, GC.-MS.; 3-m-Glassaule, 4% OV 17 auf Chromosorb WAW; 120-200", Temp.-Pro- 
gramm : 8"/Min. ; Tragergas : 25 ml He/Min. ; Einspritzblock: 200"; Separator 220" ; Ionenquelle 250" 

Gas-Chromatogramm der benzolisclien Losung nach dem letzten Syntheseschritt. 
Die Schutzgruppen des Syntheseprodukts wurden in einem Scliritt durch Erhitzen 
mit wasseriger 5 N NaOH abgespalten. Die so erhaltene 2-Amino-4methylphosphino- 
buttersaure (VI) wurde durch Chromatographie an Kieselgel gereinigt : Sie stimmt in 
ihren nicht-chiralen Eigenschaften (Massenspektren verschiedener Derivate, Amino- 
saure-Analyse) mit dem Naturprodukt uberein (vgl. Fig. 8 mit Fig. 3).  Sie zeigt bei 
doppelter Konzentration auch gleiche biologische Aktivitat im Plattendiffusionstest 
und gegen Glutaminsynthetase, wie dies bei Einsatz der DL-Form zu erwarten ist. 

Struktur des Antibioticums. - Die Aminosaure-Analysen sowie die GC.-MS.- 
Untersuchungen deuten darauf hin, dass im Hydrolysat des Antibioticums Phosphi- 
nothricin und L-Alanin im Verhaltnis 1 : 2  vorliegen (Fig. 9). Analog zu den Experi- 
menten mit Phosphinothricin wurde versucht, fur Massenspektrometrie geeignete 
fluchtige Derivate des Antibioticums herzustellen. Es wurde die ubliche Methode der 
Acylierung mit 'Trifluoressigsaureanhydrid und nachfolgender Veresterung mit CH,N, 
angewandt. Die Untersuchung des Derivates im Massenspektrometer zeigte iiber- 
raschenderweise das Vorhandensein eines Derivates von Phosphinothricyl-Alanin mit 
N-terminalein Phosphiiiothricin an (s. unten). 

Darauf wurde reines Antibioticum nach Edman abgebaut. Wie die massenspektro- 
metrische Untersuchung des dabei erhaltenen Phenylthiohydantoin-Derivates zeigte, 
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Fig. 8.  MassensFektrum des aus synthetischer 2-Amino-kmethylphosphino-buttersaure durch Behand- 
lung mit  Trz~luoressigsaureanhydrid u n d  Diazomethan evhaltenen Produktes 

LKB 9000, 70 eV, GC.-MS. 
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Fig. 9. Gas-Chromatogramm des Antabioticum-Hydrolysats nach Behandlung mit  Trifluoressigsaure- 
anhydrid und Diazomethan 

LKB9000, GC.-MS. ; 3-ni-Glassaule, 3% OV17 auf Chromosorb WAW; 80-200", Temp.-Programm: 
B"/Min. ; weitere Bedingungen wie in Fig. 7 
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liegt Phosphinothricin als N-terminale Aminosiiure vor. Dies war nach den zuvor be- 
scliriebenen Untersuchungen zu erwarten. Der Ruckstand des Ednzan-Abbaus wurde 
mittels Papierelektrophorese untersucht. Beim Vergleich mit L-Alanin und L-Ah-L-Ala 
verhielt er sich eindeutig wie L-Ala-L-Ala und niclit wie I>-Alanin. Dieses Verhalten 
wies klar auf eine Sequenz Phosphinothricin-r--Ala-L-Ala hin, deren Vorliegen durch 
gas-chromatographische und massenspektrometrische Untersuchungen weiterhin be- 
statigt wurde. Das Antibioticurn wurde zunachst in konz. HC1 bei 37" partialhydroly- 
siert [ll]. Nach 24 h und 72 h wurden Proben entnommen. Nach Abziehen der Salz- 
saure wurden daraus durch Umsetzung mit Trifluoressigsaureanhydrid und Diazo- 
methan die N-Trifluoracetyl-0-Methyl-Derivate der Hydrolysenprodukte hergestellt. 
Durch GC.-MS.-Untersuchungen wurden folgende Derivate der Hydrolysenprodukte 
nachgewiesen : 1. TFA-Ala-OMe ; 2. TFA-Ala-Ala-OMe ; 3. TFA-Phosphinothricin- 
OMe; 4. TFA-Phosphinothricyl-Ala-OMe. Die Mengenverhaltnisse sind im wesentli- 
chen unabhiingig von der Dauer der Hydrolyse. 

Damit wurden im Partialhydrolysat alle moglichen Rruchstucke des Tripeptids 
gefunden. Zur Verhinderung der Spaltung der Peptidbindung zwischen den beiden 
Alanin-Resten bei der Behandlung mit Trifluoressigsaureanhydrid wurde die Amino- 
gruppe des Antibioticurns bei pH 7,5 mit Trifluoressigsaure-methylester acyliert und 
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Fig. 10. Massenspektruln und Fragrnentieruvzgsscherna des Antzbzoticulns nach Rehandlung mat Tri- 
fl~oressigsuure-methylester und Diazonaethan 

LKB 9000, 70 eV, Direkt-Einlass 
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die Carboxylgruppe mit CH,N, verestert [lo]. Das Massenspektrum (Fig. 10) beweist 
die Tripeptidstruktur und die Sequenz Phosphinothricin-Ala-Ala. Die fur die Identifi- 
zierung wichtigsten Ionen sind der Molekularpik bei wale 447 und die Ionen bei mle 246, 
274, 317, 345,388,416, die durch die charakteristische Fragmentierung beiderseits der 
CO-Gruppe der Peptidbindungen entstehen [12]. Das Spektrum ist im unteren Massen- 
bereich vorwiegend durch die Fragmente des N-terminalen Phosphinothricins be- 
stimrnt (vgl. Fig. 3 ) .  

Biologische Aktivitat von Phosphinothricin und von Phosphinothricyl- 
Alanyl-Alanin (Tab. 2, Fig. 11 und 12). - Antibiotica, die Phosphor enthalten, sind 
selten. Von Streptomyceten-Antibiotica sind nur das Phosphonomycin [13] und die 
Moenomycin-Prasinomycin-Diumycin-Macarbomycin-Gruppe [14] bekannt. Beides 
sind Hemmstoffe der Zellwandsynthese, sie sind weder im chemischen Aufbau noch in 
der Wirkungsweise mit dem Phosphinothricyl-alanyl-alanin verwandt . 

Das Tripeptid zeigt gegen Gram-positive und Gram-negative Bakterien und den 
Yilz Botrytis cinerea eine sehr gute antibiotische Wirkung. Phosphinothriciii selbst 
wirkt im Vergleich zum Tripeptid nur sehr schwach. Die untere Nachweisgrenze im 
Plattendiffusionstest lie@ fur das Tripeptid mit Escherichia coli und Bacillzts subtilis 
bei 0,Ol ,ug/ml, fur das Phosphinothricin bei 100pg/ml, d. h. lOOOOfach hoher. 

Tabelle 2. Wirksamkei t  uon Phosphinothricin und dem Tripepiid im Plat tendi~~usionstest  
(Zahlen : Hemmhofdurchmesser in mm, Durchmesser der Filterrondellen 6 mm) 

Tripeptid Phosphinothricin 
1 mg/ml 1 mg/ml 

Escherichiacolz K12 44 mm - 

Bacillus subtilis 46 mm 20 mm 
Pseudomonas saccharophila 36 mm 11 mm 
Streptomyces uiridochromogenes 44 mm - 

Botrytis cinerea 34 mm - 

Mit Hilfe des Kreuztests konnte L-(+)-Glutamin als einzige die Wirkung des 
Tripeptids gut aufhebende Aminosaure gefunden werden. Der Kreuztest liefert das 
Bild einer kompetitiven Aufhebung mit einem Inhibitionsindex von ca. 10f4. Die Be- 
einflussung der antibiotischen Wirkung des Tripeptids (0,05 ,ug/ml) durch Glutamin in 
Flussigkeitskultur (Biophotometer) ist aus Fig. 11 ersichtlich. Das Aufhebungsbild 
mit Escherichia coli ist dem rnit Bacillus subtilis sehr ahnlich. Fur eine vollstandige 
Aufhebung werden allerdings bei ersterem geringere Glutaminkonzentrationen be- 
notigt, und die maximale Wachstumsgeschwindigkeit ist nicht mehr zu erreichen. 

Kultiviert man Bacillus sztbtilis auf Glutamat als einziger C-Quelle, so ist auch bei 
250facher Konzentration an Phosphinothricyl-Ala-Ala keine Hemmwirkung festzu- 
stellen. Die Aufhebung der Hemmwirkung durch Glutamin und die Unwirksamkeit 
des Antibioticums im Glutamatmedium liessen eine Hemmung der Glutaminsynthet- 
ase vermuten. Versuche an Glutaminsynthetases) aus Escherichia coli rnit Phosphino- 

6) Fur die oberlassung von Glutaminsynthetase aus Escherzchia coli sei dem Biochemischen Insti- 
t u t  in Freiburg i. Br., Rbteilung Prof. Holzer, sehr herzlich gedankt. 
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thricin und Tripeptid ergaben folgendes Bild: Das Tripeptid zeigt sogar bei einer Kon- 
zentration von 400pglml keine Wirkung auf die Glutaminsynthetase, wahrend Phos- 
phinothricin in geringen Dosierungen das Enzyin kompetitiv zu Glutamat als variie- 
rendem Substrat hemmt (Fig. 12). 
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Fig. 11. Wirkung von Phosphinothricyl-AlavLyl-A lanin (0,OS pg/ml) auf Bacillus subtilis bei Zugabe 
von Glutamin 

Kurve 1 : Kontrollkurve; Kurve 2-7 : je 0,05pg/ml Antibioticurn; Kurve 3-7: zusatzlich 10, 20,40, 
80 bzw. 120 ,ug/ml Glutamin 

Die Zugabe von Antibioticurn und Glutamin ist durch den Pfeil gekeiinzeichnet 
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Die Ergebnisse aus den ((in vivo r-versuchen und der Vergleich der Wirkungsweise 
von Phosphinothricin und Tripeptid (tin vitro D lassen fur den Hemmechanismus einen 
Schluss zu: Die Aufnahme des Antibioticums in die Zelle wird durch die Tripeptid- 
form stark begiinstigt ; zur Auspragung der Wirksamkeit muss jedoch Phosphino- 
thricin freigesetzt werden, da, wie die Enzymversuche zeigen, nur dieses die Gluta- 
minsynthetase hemmt. Das spaltende Enzym wurde aus den Mikroorganismen bisher 
noch nicht isoliert. 

Ein umgekehrter Fall war bei Ketomycin zu beobachten [15]. Hier rnusste eine 
Aminierung der biologisch inaktiven Cyclohexenyl-glyoxylsaure zur entsprechenden 
Aminoverbindung, die dann die Threonindesaminase hernmte, vorausgehen. Im letzte- 
ren Fall liegt also eine Letalsynthese, beim Phosphinothricyl-Ala-Ala eine Letal- 
spaltung der an sich biologisch inaktiven Vorstufen in den entsprechenden Test- 
organismen, vor. 

Wir danken der Deutschen Forschungsgemeznschaft fur die Unterstiitzung diescr Arbeit. 

Experimenteller Teil 
Beschreibung des Stammes: Der Phosphinothricin und das Tripeptid synthetisierende Actino- 

mycetenstamm, Tii 494, wurde aus einer Bodenprobe aus Kamcrun isoliert. E r  ist der Gattung 
Streptomyces zuzuordnen und durch folgende artbestimmenden Merkmale gekennzeichnet: 

1. Die Sporen sind ellipsoid und haben eine stachlige Oberflache (Elektronenmikroskopie) . 
2. Das anfangs weissgraue Luftmycel ist in ausgereiftem Zustand graublau (azureus-glaucus). 
3. Die Sporenketten sind in regelmassigen Spiralen angeordnet ; die Verzweigung ist mono- 

4. Auf Eisenpeptnnagar bildet der Stamm ein melaninartiges Pigment. 
5. Das Substratmycel ist weissgelb. 
Damit stimmt der Stamm in allen artbestimmenden Merkmalen mit der Beschreibung von 

Streptomyces vivzdochromogenes (Krainsky) Waksman et Henrici (1948) iiberein (Hiitter) [16]. 
Fermentierung und Isolierung des Antibioticums: Der Stamm Tii 494 wurde iiber 5-6 Tage bei 

2 1 Luft/Min., 220rpm und 27" in einem 10-1-Fermentcr (New Brunswick) mit 10 1 Nahrlosung inku- 
biert. Die Nahrlosung bestand aus 6% Glycerin und 2% vollfettem Sojamehl, die rnit NaOH auf 
p H  7,4 eingestellt wurde. 

Als Impfmaterial dienten 100 ml einer 20 Tage alten, gut sporulierten Obcrflachenkultur dieses 
Stammes. Um die Sporenauskeimung zn ermoglichen, erfolgte die Inkubation in den ersten 24 h 
bei 150 rpm und 0,5 1 Luft/Min. ; unter diesen Bedingungen konnte die Antischaumzugabe vermie- 
den werden. Nach Erreichen der maximalen Antibioticumskonzentration in der Fermentations- 
briihe (150 bis 250 pg/ml) wurde unter Zusatz von 2% Celit (Hyflo Supercel) geerntet. Das Mycel 
enthielt keine nennenswerten Mengen Antibioticum. 

Nach Einengung des Kulturfiltrats auf ca. lll0 wurde alles Methanolunlosliche durch Zugabe 
von 10 Vol. Methanol (bczogen auf das Konzentrat) ausgefallt. Das Filtrat wurdc vom Methanol 
im Rotationsverdampfer wieder vollstandig befreit und dann mit entionisiertem Wasser auf 10 1 
aufgefiillt. Diese Losung wurde nach Zusatz von 3 % Aktivkohle (reinst) filtriert. Das Filtrat, 
das die gesamte Antibioticumsmenge enthielt, wurde auf ca. 250 ml eingeengt und auf eine rnit 
Dowex 1x2, 200400 mesh (Acetatform) beschickte Saule (130 x 3,5 cm) gegeben. Das Harz wurde 
mit 5 1 entionisiertem Wasser gewaschen und mit den gleichen Mengen an 0, l  und O , ~ N  Essigsaure 
voreluiert. Die Elution des Antibioticums erfolgte mit 0,5 N Essigsaure bei einer Fraktionsgrosse 
von 50 ml. 

Die aktivsten Fraktionen wurdcn vereinigt, die Essigsaure im Rotationsverdampfer entfernt 
und der zahfliissige Riickstand zu 5 ml in entionisiertern Wasser gelost. Diese Losung wurde iiber 
eine Biogel-P-2-Saule (50-100 mesh; Ausschlussvolumen : 2600) gereinigt. Die einzelnen Fraktionen 
wurden auf ihre biologische Aktivitat gepriift, nach Massgabe cler errechneten Antibioticums- 
menge vereinigt und lyophilisiert. Nach diesem Schritt lag ein weisses Pulver vor, das die gesuchte 

podial. 
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Substanz zu 80% enthielt. Dic Ausbeute bis zu dieser Rcinheitsstufe (Rohantibioticum) betrug 
31%. 

Eine Glassaule (15 x 1,5 cm) mit Aminex AG 50 W-X2, 200-325 mesh (Bio-Rad Laboratories) 
wurde mit dem zehnfachen Saulenvolumen 0,1 N Pyridin-Ameisensaurepuffcr (pH 2.75) aquilibiert. 
(500 in1 Eluat hinterliess nach Abziehen dcs Losungsmittels nur Spuren von Riickstand.) .4uf die 
Saule wurden 160 mg Rohantibioticum, gelost in ca. 1 nil Ameisensaure, aufgetragen und mit 0 , lN 
Pyridin-Ameisensaurepuffer (pH 2,75) eluiert. Mit Hilfe einer Stromungsteilerpumpe wurden 10% 
des Eluats an  cincrn Beckman-Unichrom-Aminosaureanalysator mit Ninhydrin analysiert. Es 
wurden Vraktionen von je 4 ml aufgefangen. Die Hauptmenge der Ninhydrin-positiven Substanz 
befand sich in dcn Fraktionen 41-56. Dicse Fraktionen zeigten ini Plattendiffusionstest antibio- 
tische Wirliung. Die Ausbeute nach der Gefriertrocknung der vercinigten Fraktionen 41-56 betrug 
115 mg weissc Flocken. Auf biologischc Aktivitat wurde an Bacillus subtilis auf chemisch definier- 
tem Medium gepriift. 

Aminosiiuveanalysen des Antibioticums: 2 mg reines Antibioticum wurden in 2 ml 6~ HC1 
10-80 Std. bei 100" hydrolysiert. Nach Abziehen der Salzsaure im Vakuum wurde das Hpdrolpsat 
mit einem automatischen Aminosaureanalysator, Model1 Unichrom, der Firma Beckman,  unter- 
sucht. 

Isolierungvon Phosphinothricin: 180 mg Rohantibioticum wurden in 220 m l 6 ~  24 Std. bei 110" 
hydrolysiert. Nach Abziehen der Salzsaure im Vakuum wurde der Ruckstand in ca. 2 ml 0 , 2 ~  
Essigsaure gelost und auf eine Saule mit Aminex AG 50 W-X2 (45 x 1,5 cm) aufgetragen, die mit 
0,2 N Pyridin-Essigsaure-Puffer, p H  6,4, dann mit 4-proz. Essigsaure aquilibrjert worden war. Bei 
der Elution mit  250 mi 4-proz. Essigsaure (Fraktionen zu 6 ml) erschien das Phosphinothricin in 
der 16. bis 30. Fraktion. Nach Elution mit 250 ml4-proz. Essigsaure wurde die Elution mit einer 
Mischung aus 235 ml H,O, 10 ml Essigsaure und 5 ml Pyridin (gleiche Fraktionsgrosse) fortgesetzt. 
I n  den Fraktionen 49 bis 54 wurde L-Alanin eluiert. 

Pavtialhydrolyse des Antibioticums: 2 mg gereinigtes Antibioticum wurden in 1 ml konz. HCl 
bei 37" 72 Std. hydrolysiert. Nach Abzichen der Salzsaure wurde der Riickstand trifluoracetyliert 
und mit Diazoniethan verestert. 

Osnzometrische Bestimmung des Molekulavgewichts von Phosphinothricin: Ausgefiihrt mit einem 
Hewlett Packard 302 B Vapor Pressure Osmometer, hei 38" in Methanol (Eichsubstanz : Benzo- 
phenon). 

C,H,,N04.P Ber. M.-G. 181 Gef. M.-G. 188,198, 177 (Durchschnitt 187) 

Derivate van Phosphinothricin: - a) Trirnethylsilyl-Deriuat: 100 pg Phosphinothricin wurden in 
100pl Bis-(trimethylsily1)-trifluoracetamid (RSTFA, Fa. Regis) 2 Std. bci 100" im Trockcnschrank 
erhitzt. Danach wurde die Losung gas-chromatographisch und massenspektromctrisch untersucht. 
- b) Pevdeuterio-tvimethylsilyl-Derivat: Analog zu a) in 100 pl Perdeuterio-bis-(trimethylsily1)- 
acetamid hergestellt. - c) Veresleruw,g und Trinzethylsilylierung: Eine Losung von 100 yg Phosphino- 
thricin in 30Opl HCI/Methanol ( 1 , 2 5 ~ )  wurde 1 Std. im Trockenschrank bei 100" erhitzt. Danach 
wurde das Reagens niit trockenem Stickstoff abgeblasen und der Ruckstand nach Zugabe von 
100,d BSTFA (Fa. Regis) 2 Std. bei 100" erhitzt. Die Losung wurde direkt fur die GC.-MS.-Unter- 
suchungen verwendet. - d) Trifluoracetylierung und Methylierung: 100 p g  Phosphinothricin wurden 
in 150 p1 Methylenchlorid und 50 p d  Trifluoressigsaureanhydrid aufgenommen. Nach 1 Std. Stehen 
bei Raumtemperatur wurde das Losungsmittel vcrdampft und dcr Ruckstand in 100 p1 Methanol 
gclost. Die LBsung wurde niit einem uberschuss a n  frisch destillierter atherischer Diazomethan- 
losung versetzt und dann sofort im Stickstoffstrom eingedampft. Der Ruckstand wurde fur die 
GC.-M S.-Untersuchnngen in 100 pl  Chloroform aufgenommen. 

Oxydativev Abbau von Phosphinothricin: - a) 100 p g  Substanz wurden in rauchcndcr HNO, in 
einem Mikroreagensglas abgeraucht. Der Ruckstand wurde in 100 p1 BSTFA aufgenommen und 
2 Std. be; 100" im Trockenschrank erhitzt. Die Losung wurdc daraufhin gas-chromatographisch 
und massenspektronietrisch untersucht. - b) 100 p g  Substanz wurden in 1 ml Peroxyameisensaurc 
4 Std. bei Raumtemperatur stehengelasscn. Nach Eindampfen wurde der Riickstand in 100 pl  
BSTFA gelost und bei 100" 2 Std. crhitzt. Diese Lijsung diente fur die GC.-MS.-Untersuchungen. 

Trifluoracetylierung und Methylierung des Antibioticums: Eine Losung von ca. 200 p g  Antibioti- 
cum in 1 ml Methanol und 5001~1 Trifluoressigsaurc-mcthylcstcr wurdc durch Zugabe von ca. 10pI 
Triithylamin auf p H  7,5 gebracht. Nach 20 Std. Stehen bci Raumtemperatur wurde das Reagens 
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im Stickstoffstrom entfernt und der Riickstand in 200 p1 Methanol aufgenommen. Es wurde ein 
Uberschuss an atherischer Diazomethanlosung zugegeken und gleich darauf im Stickstoffstrom 
getrocknet. Nach Zugabe von 100 pl Chloroform wurde das Produkt im Direkteinlass-System des 
Massenspektrometers untersucht. Alle Mikroreaktionen wurden in Schraubdeckelglaschen (1,5 ml 
Vol.) mit Teflonscheibe durchgefiihrt. 

Gas-chromutographisch-~nassenspektromet~,~sche Untersuchungen : Die Massenspektren wurden bei 
70 und 11,5 eV an einem LKB-9000-Kombinationsgerat aufgenommen. Fur die GC.-MS.-Unter- 
suchungeu diente eine 3 m lange Glassaule mit einem Innendurchmesser von 3 mm. Die Saule war 
mit Chromosorb WAW gepackt, das mit 37' OV 17 belegt war. Die Substanzen wurden in Chloro- 
form-Losung direkt auf die Saule aufgespritzt. Einspritzblock-Temperatur : ZOO", Separator- 
Temperatur : 220", Ionenquellen-Temperatur : 250", Beschleunigungs-Spannung : 3,5 kV. 

Hochauflosungs-Massenspektrometrie: Ausgefiihrt im Peakmatching-Verfahren (Vergleichs- 
substanz : Heptacosafluorbutylamin) an einem MS-9-Gerat ( A E I )  mit Direkteinlass; Ionenquellen- 
temperatur zwischen 150 und ZOO", 70 cV. 

Konfigurutionsbestimmung von Alanin: Die beiden Enantiomere des Alanins wurden entspre- 
chend [3] getrennt, und zwar an einer 150 m langen Stahl-Kapillare mit 0,75 mm Innendurch- 
mcsser, die mit TFA-~-Phe-~-Leu-CycIohexylester belegt war. Das nach Hydrolyse durch Ionen- 
austauscher-Chromatographie erhaltene Alanin wurde mit HCl/Isopropylalkohol(1,25 N) bei 100" 
verestert und anschliessend bei Raumtemperatur mit Trifluoressigsaureanhydrid acyliert. Durch 
Vergleich mit Standard-, D- und L-Alanin liess sich zeigen, dass das isolierte Alanin praktisch reine 
L-Form darstellt. Der Anteil von ca. 1,5% D-Form entspricht dem ublichen Wert an Racemisie- 
rung bei der Hydrolyse. 

Synthese von ~~-2-Amino-4-methyl~hosphino-butte~saure: - a) Methyl-dichlor-phosphin ( I )  
wurde nach [8] dargestellt. Zu 185 g AlC1, und 85 g PCI, in einem Kolben mit Riickflusskiihler 
wurden 35 g gekuhltes CH,Cl getropft. Zu dem gebildeten Komplex CH,-PCl,+ .Al,Cl,- wurden 
12.5 g Al-Spane gegeben und die Mischung vorsichtig bis zum Einsetzen der Reaktion erhitzt. Durch 
Kuhlen mit Eiswasscr wurde die Reaktion kontrolliert. Nach Beendigung der Reaktion wurde das 
auf Zimmertemperatur abgekiihlte Gemisch mit 160 g NaCl versetzt. Durch fraktionierte Destilla- 
tion erhalt man ca. 50 g I als bei 78-81" siedende Fliissigkeit. 

b) Metlzanphosphonigsaure-diathylester (TI) : Unter Anwendung eines Verfahrens von Hoffmann 
& Moore [17] wurde zu einer Losung von 50 g Methyl-dichlor-phosphin in 200 ml Diathylather 
tropfenweise eine Mischung von 80 g Pyridin und 50 g Athanol (H,O-frei) unter Riihren gegeben. 
Dabei wurde durch Kiihlung mit Eiswasser die Innentemperatur bei 20-30" gehalten. Es wurde 
noch 3 Std. bei Raumtemperatur unter Durchleiten von trockenem Stickstoff geriihrt. Die Losung 
wurdc vom ausgefallenen Pyridin-hydrochlorid abfiltriert, das mit kaltem Ather gewaschen wurde. 
Die vereinigten Filtrate wurden im Vakuum vom Ather befreit, wobei eine schwach gefarbte 
Fliissigkeit zuriickblieb. Beim Destillieren unter 12 Torr gingen bei 38-40" ca. 50 g I1 von ca. 
90 % Reinheit (Gas-Chromatographie) uber. 

c) N, 0-62s- Trzfluoracetyl-DL-Homoser~n ( I l l )  : 5 g DL-Homoserin (Schuchardt, Munchen) wur- 
den in 150 ml Methylenchlorid und 50 ml Trifluoressigsaureanhydrid 2 Std. bei Raumtemperatur 
stehengelassen. Danach wurde im Rotationsverdampfer eingedampft. Das zuriickbleibende 01 
wurde nicht weiter gereinigt. 

d) 2-Trifluoracetyl-umino-4-brom-buttersuure (IB) : Das in c) erhaltene Produkt wurde in 100 ml 
Trifluoressigsaure gelost. Nach dreistundigem Einleiten von trockenem HBr und 15stundigem 
Stehen wurde die Losung im Rotationsverdampfer eingedampft. Der Riickstand, ein schwach ge- 
farbtes 01, wurde zwecks Entfernung der restlichen Trifluoressigsaure nach Zugabe von je 20 ml 
CCI, zweimal im Rotationsverdampfer eingedampft. Nach Zugabe von 50 ml kther und 20stundi- 
gem Stehenlassen bei - 30" fie1 ein kristalliner Niederschlag aus, von dem abfiltriert wurde. Wie 
die GC.-MS.-Untersuchung zeigte, handelt es sich bei dem kristallinen Produkt um 2-Trifluor- 
acetylamino-butyrolacton. Nach Eindampfen der Atherlosung blieben ca. 2,5 g 2-Trifluoracetyl- 
amino-4-brom-buttersaure (IV) in Form eines schwach gefarbten 01s zuriick, das, wie die GC.-MS.- 
Untersuchung zeigte, zu mindestens 90% einheitlich war. 

e )  2- Trifluoracetylamino-4-brom-butters~u~e-methylester ( V )  : Eine Losung von 200 mg des nach 
d) erhaltenen 01s in 200 p1 Benzol wurde rnit einem Uberschuss an atherischer Diazomethanlosung 
versetzt. Nach Eindampfen im Stickstoffstrom wurde der Ruckstand (Ester V) in 200 yl Benzol 
aufgenommen. 
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f )  2-4mino-4-methylphos~hino-buttersa~re ( V I )  : Die Losung von V in Benzol wurde mit 200 pl  
Mcthanphosphonigsaure-diathylester (11) 3 Std. in einem Schraubdeckelglaschen mit Teflonscheibe 
a u l  100,' erhitzt. Es bildeten sich 2 Schichten, von denen die obere das Kondcnsationsprodukt 
(s. Schema S .  229) enthielt, wie dieGC.-MS.-Analyse (Fig. 7 )  zeigte. Diese obere Schicht wurde eingc- 
dampft; dcr Ruckstand wurde mit 200 p1 5~ wasseriger NaOH 3 Std. bei 100" erhitzt. Danach 
wurde mit Essigsaure neutralisiert und eingedampft. Wie die diinnschichtchromatographische 
Untersuchung zeigte, enthiclt der Riickstand neben VI  noch Homoserin. E r  wurde in 1 ml cines 
Gemisches von Athanol, H20, Essigsaure ( 4 : l :  1 Volumia) gelost und auf cine Kieselgelsaule 
(5  x 1,s cm, 0,05-0,2 mm Korngrosse, Merck) aufgetragen. Es wurde mit der obigen Mischung elu- 
icrt und 2-ml-Fraktionen gesammelt. Die  diinnschichtchromatographische Untersuchung der Frak- 
tioncn zeigte, dass VI Homoscrin-frei in den Fraktionen 13-20 eluiert wurde, wahrend das Homo- 
scrin in den Fraktionen 5-10 auftrat. Durch Gefriertrocknung der Fraktionen 13-20 wurden 28 mg 
VI erhalten. 

Edman-A bbau u n d  elektrophoretische Unterswchung des AIztibioticums. - a) Edman-A bbau: Ent- 
sprechend den Vorschriften von Edman & Begg [18] und Blowback und Mitarb. [19] wurden 10 mg 
Antibioticum in 0,4 ml Pyridin-Dimethylallylamin-Trifluoressigsaure-Puffer, p H  9 (Sequencer 
Grade, Beckman Inslr.) gelost. Nach Zufugen von 25 pl  Phenylisothiocyanat wurde die Mischung 
4 Std. hei 40" unter Stickstoff inkubiert. Nach wiederholter Extraktion mit Benzol wurde die 
Losung gefriergetrocknct. Der Riickstand wurde in 0,5 ml Trifluoressigsaure gelost. Nach 15 Min. 
Stehen bei 40" wurde die Trifluoressigsaure im Stickstoffstrom entfernt und das 2-Anilino-5- 
thiazolinon-Derivat der N-terminalen Aminosaure rnit 1-Chlorbutan extrahiert. Der Rucks'tand 
diescs Extralctes wurdc inittels Hochspannungspapierelektrophorese auf Identitat mit L-Alanin 
bzw. ~-Alanyl-r-Alanin untersucht. 

Der Gberstand wurde im Stickstoffstrom eingedampft. Der Ruckstand wurde rnit 0,2 ml 1~ 
HCl 10 Min. auf 80' erhitzt. Nach dem Abkuhlen wurde das 3-Phenyl-Z-thiohydantoin-(PTH)- 
Derivat mit Essigestcr extrahiert. Die aus den1 Extrakt beim Stehenlassen im offenen Reagenzglas 
auslcristallisiercnde Substanz wurde massenspektrometrisch als PTH-Phosphinothricin identifi- 
zicrt. 

b) Hochspanutungspapierelektrophoresen: Durchgefiihrt mit einem Gerat der Firma Gilson 
Medical Blectronzcs, Middleton, Wisconsin, unter Varsol; Puffer: 0 , 6 ~  Pyridinacetat, p H  3,6;  
Daucr : 1 Std. Das Antibioticum wandert untcr den angegebenen Bedingungen zur Anode. 

Papierchromatographie: Durchgefiihrt nach der u fingerprint s-Methode auf Whatman-3-MM 
Papier im Laufmittcl n-Butanol-Essigsaure-Wasser (4 :1: 5). 

In-vivo-Vevsuche: Es wurden die bei Poralla [20] beschriebenen Versuchsanordnungen des 
Kreuztests und des Biophotometers angewandt. 

Wirkung von Phosphinothricyl-Alanyl-Alanin und Phosphinothricin auf Glutaminsynthetase : 
Es wurde die Anordnung nach Kingdon et al. [21] vcrwcndct. Testansatz: Pro ml 50 mMol Imid- 
azol/HCI-l'uffer niit p H  7,1, 7,6 mMol ATP, 1,0 mMol Phosphoenolpyruvat, 10 mMol NH,CI, 
50 mMol MgCI,, 0,35 mMol NADH, 25 pg Pyruvatkinase, 50 p g  Lactatdehydrogenase und 0,26 
Einheiten Glutarninsynthetase aus Escherichia colz (eine Einheit Glutaminsynthetase wandelt in 
10 Min. 1 pMol Glutamat in  Glutamin um). Uie Glutamatkonzentrationen lagen zwischen 2 und 
200 mMol. In diesem Testansatz bewirkte Tripeptid in Konzentrationen bis 400 pg/ml keine Hem- 
mung der Glutaminsynthctase. Phosphinothricin wurde in Konzentrationen von 7,77 pM bzw. 
77,7 p M  eingesetzt. Bei eitier Inkubationstemperatur von 30' wurde d i e  rlbnahme der NADH- 
Konzcntration am p p e n d o r f -  Spektralphotometer rnit angeschlossenem Schreiber bei 366 nm 
verfolgt. Aus den erhaltencn ICurven wurde jeweils die Anfangsgeschwindigkeit vo (pMol NAD-+/ 
hnsatz/l0 Min.) ermittelt nnd in einern Lzne~eaver-Burk-Diagramm gegen die Glutaminkonzentra- 
tion aufgezeichnet. I n  diesem Versuch bewirkte Phosphinothricin eine konipetitive Hemmung der 
Glutaminsynthetasc. Die Inhibitorkonstante liegt bci h; = 5'9. 
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Complexes with Nickel(I1) and Copper(I1) 
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Summary. The acidity of malondialdehyde as well as the stability of its 1 : 1-complexes with 
NiII and CuII have been determined (Table). In  comparison with the enolates of aliphatic B-dike- 
tones the anion C,H,O,- has not only a strikingly reduced basicity, but is also a grossly inferior 
ligand for metal cations. 
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