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Die Gram-negativen Myxobakterien sind eine reiche Quelle
strukturell neuartiger Sekund�rmetabolite mit bemerkens-
werten biologischen Aktivit�ten.[1] Naturstoffe aus Myxobak-
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terien weisen oft ungew$hnliche Biosynthesemechanismen
auf, z.B. solche mit Beteiligung sonst selten vorkommender
Zimts�ure- oder Methoxymalonat-Bausteine.[2,3] Bei diesen
Substanzen handelt es sich h�ufig um Hybridspezies aus
Carbons�uren und Aminos�uren, deren Zahl gut mit der
großen Zahl an gemischten Biosynthesegenclustern aus Po-
lyketidsynthasen (PKS) und nichtribosomalen Peptidsynthe-
tasen (NRPS) korreliert, die im Genom von Myxobakterien
gefunden werden.[4] Eine weitere Besonderheit des myxo-
bakteriellen Sekund�rmetabolismus ist der geringe Anteil an
post-PKS- oder post-NRPS-Modifikationen (z.B. Methylie-
rungen, Oxidationen/Reduktionen, Glycosylierungen), die in
anderen Sekund�rstoffproduzenten wie den Aktinomyceten
relativ h�ufig vorkommen. In Myxobakterien werden viele
derartige Modifikationen von spezialisierten Dom�nen der
PKS- oder NRPS-Proteine katalysiert.[5–7] Gene aus dem
myxobakteriellen Sekund�rstoffwechsel sind aus diesem
Grund eine wichtige Erg�nzung in der kombinatorischen
Biochemie,[8] da sie den Zugang zu Strukturelementen er-
m$glichen, die aus anderen Quellen oft nicht erh�ltlich sind.

Wir haben uns f>r die Biosynthese der k>rzlich beschrie-
benen Naturstoff-Familie der Leupyrrine (Abbildung 1) in-

teressiert. Diese enthalten ungew$hnlich substituierte g-Bu-
tyrolacton-, Pyrrol- und Dehydrofuranringe, deren Bildung
nicht durch PKS- oder NRPS-Mechanismen erkl�rt werden
kann.[9] Aus diesem Grund haben wir F>tterungsexperimente
mit m$glichen Vorstufen des Leupyrrins durchgef>hrt (in
einfach und mehrfach 13C-markierter Form) und den Einbau
dieser Substanzen in Leupyrrin A1 (1), der Hauptkomponen-
te der Leupyrrine aus dem Myxobakterium Sorangium cellu-
losum So ce690, untersucht. Wegen der Komplexit�t der
beobachteten Einbaumuster werden wir unsere Ergebnisse
und die daraus abgeleiteten Schlussfolgerungen f>r den
Biosynthesemechanismus von 1 f>r einzelne Strukturelemen-
te vorstellen, die jeweils biosynthetische Einheiten bilden.

Nichtribosomale Peptidbiosynthese : Die Biosynthese von
1 beginnt sehr wahrscheinlich mit der Bildung einer Pyrrol-
carbons�ure (C8–C12) aus Prolin.[10] Der Einbau von zwei
intakten Acetateinheiten (C8-C9 und C11-C12, Abbil-
dung 2a[11]) und einem C5-Fragment nach der F>tterung mit

einheitlich 13C-markierter Proteinmischung best�tigt diese
Hypothese (Abbildung 2b). Der beobachtete Einbau ent-
spricht dem erwarteten Markierungsmuster der klassischen
Prolin-Biosynthese aus a-Ketoglutarat und Glutamat.[12] Der
>berraschende Einbau von [2-13C]Acetat in C8 und C12
(Tabelle 1) ist das Resultat eines sehr aktiven Intermedi�r-
stoffwechsels.[13]

Der n�chste Schritt in der Biosynthese ist die NRPS-
katalysierte Kondensation (eine aktuelle Hbersicht zu NRPS:
Lit. [14]) der an ein Acylcarrierprotein gebundenen Pyrrol-
carbons�ure mit Hydroxythreonin oder mit Threonin, das
sp�ter zu Hydroxythreonin oxidiert wird (C13–C15, C25).
Der bidirektionale Einbau zweier Acetateinheiten (Abbil-
dung 2a), der Einbau eines C4- und zweier C2-Fragmente
nach F>tterung der markierten Proteinmischung (Abbil-
dung 2b) und der Einbau von [1,4-13C2]Succinat in C15 und
C25 (siehe Hintergrundinformationen) best�tigt die klassi-
sche Threonin-Biosynthese mit Oxalacetat und Aspartat als
zentralen Intermediaten.[12] Die Bildung des Oxazolinrings
wird schließlich durch eine NRPS-Heterocyclisierungsdom�-
ne katalysiert.[15] Die deutliche Anreicherung von C15 und
C25 nach F>tterung von [1-13C]Propionat (Abbildung 2b)
belegt außerdem Methylmalonyl-CoA/Succinyl-CoA-
Mutase-Aktivit�t, wie sie auch f>r verschiedene Streptomy-
ceten beschrieben wurde.[16]

Polyketidbiosynthese : Der n�chste Schritt in der Biosyn-
these von 1 ist die Kettenverl�ngerung des Threonincarboxy-
lats (C15) mit einer ungew$hnlichen Verl�ngerungseinheit
(C16, C17, C26–C30; Abbildungen 3 und 4), die durch [2-
13C]Leucin und die Proteinmischung an C26 bzw. C26–C30
markiert wird (Abbildung 3).[17] Dies deutet auf die Biosyn-
these der Verl�ngerungseinheit aus Isovaleryl-CoA (6) mit
einer C2-Verl�ngerungseinheit hin (siehe Abbildung 4).
Isovaleryl-CoA selbst stammt aus dem Abbau von Leucin,
wobei der verzweigtkettige Ketos�ure-Dehydrogenase-Kom-
plex (BKD, branched-chain keto acid dehydrogenase com-
plex) das Schl>sselenzym ist. BKD ist ein Multienzymkom-
plex, der essenziell f>r den Abbau der verzweigtkettigen
Aminos�uren Valin, Leucin und Isoleucin ist, wie es bereits
bei Myxobakterien und anderen Organismen nachgewiesen
wurde.[12, 18,19] Das Markierungsmuster von C16 und C17 in 1
nach F>tterung von Acetat bzw. Malonat deutet auf die
Kondensation von Isovaleryl-CoA (6) mit Malonyl-CoA (10)
(oder mit Acetyl-CoA (9) mit anschließender Carboxylierung
zur Aktivierung der Verl�ngerungseinheit) hin. Das so gebil-
dete Intermediat 7 wird weiter zur Verl�ngerungseinheit 8

Abbildung 1. Struktur und biosynthetischer Ursprung von Leupyrrin A1

(1).

Abbildung 2. Markierungsmuster des Peptidteils von Leupyrrin A1 (1).
a) Markierung mit [1-13C]Acetat (~), [2-13C]Acetat (*) und [1,2-13C2]
Acetat (fette Linien); b) Markierung mit [1-13C]Propionat (^) und mit
[U-13C]Proteinextrakt (fette Linien). Weitere Isotopomere sind in den
Hintergrundinformationen beschrieben.
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umgesetzt, deren Biosynthese weiter unten besprochen wird.
Im Unterschied zu anderen Malonyl-CoA/Acetyl-CoA-Ver-
l�ngerungseinheiten in 1 wurde C17 auch schwach durch [1-
13C]Propionat markiert, was auf eine noch komplexere Bio-
synthese der Verl�ngerungseinheit 7 hindeutet. Eine Verl�n-
gerung von C17 mit zwei Malonyl-CoA-Einheiten, C-Methy-
lierung durch S-Adenosylmethionin (SAM), reduktive Ket-
tenabspaltung wie in der Myxochelin- und der Myxalamid-
Biosynthese[6,20] und O-Methylierung der so erzeugten Alko-

Tabelle 1: 13C-Anreicherung und Kopplungskonstanten in Leupyrrin A1

(1) nach F�tterung von [1-13C]Acetat (A), [2-13C]Acetat (B), [2-13C]Malonat
(C), [1,2-13C2]Acetat (D) und der [U-13C]Proteinmischung (E).

A B C D E[a]

Atom d [ppm] 13C-Anreicherung[b] Jc-c [Hz]

C1 179.3 –[c] 6.3 8.7 6 6; 6/50
C2 51.1 1.7 1.8 5.5 33 33; 33/39/50;

33/39/40/50
C3 75.4 2.4 1.7 1.6 6 6; 6/39
C4 85.5 1.2 2.6 1.8 – 50
C5 135.1 2.3 1.9 4.1 43 43; 43/75;

43/50/75
C6 128.4 1.2 2.4 1.7 43 43; 43/75
C7 26.9 1.6 1.0 1.0 43 43
C8 136.5 3.1 2.5 4.9 65 65
C9 109.6 1.2 2.0 1.3 65 65; 50/65
C10 115.2 1.2 1.7 1.0 50 50/69
C11 119.3 – 7.5 7.4 88 88; 69/88
C12 160.6 – 4.2 – 88 88
C13 84.5 1.2 1.8 1.0 42 42; 33/42
C14 68.8 1.2 1.9 1.0 47 47; 33/47
C15 123.0 2.0 1.4 1.2 47 47; 33/47
C16 144.9 1.4 7.0 12.5 56 56
C17 131.2 2.8 2.5 5.3 56 56
C18 134.0 2.7 5.7 11.1 42 42
C19 34.9 3.4 1.0 1.4 42 42
C20 28.3 1.2 3.1 4.0 39 39
C21 72.8 3.1 1.3 1.9 39 39
C22 65.7 1.5 2.8 1.6 – 40
C23 14.6 1.1 2.9 1.8 33 33
C24 11.4 1.1 5.0 3.4 43 43
C25 65.9 2.3 1.6 1.5 42 42
C26 80.5 1.3 2.4 1.5 – 36
C27 44.3 1.3 1.2 1.6 – 34; 36/34
C28 26.1 1.3 1.2 1.7 – 34/34/34
C29 24.1 1.0 1.3 2.0 – 34
C30 22.0 1.1 1.7 2.4 – 34
C31 70.1 1.1 1.0 1.5 – –
C32 20.2 1.1 1.7 3.2 – –
C1’ 172.1 3.4 2.4 5.3 58 58
C2’ 36.4 1.3 3.1 3.8 58 58
C3’ 39.8 1.2 2.3 1.5 58 58
C4’ 175.4 3.1 3.2 7.4 58 58
C5’ 40.1 1.3 1.4 1.7 – 35; 35/35
C6’ 26.9[d] – – – – 35/35/35
C7’ 22.9 1.1 1.3 2.0 – 35
C8’ 22.7 1.0 1.3 2.1 – 35
OCH3 58.8 1.2 1.7 5.2 – –

[a] Kopplungskonstanten der einzelnen Isotopomere sind durch Semi-
kola getrennt. [b] In Relation zur nat�rlichen H@ufigkeit: 1.0=keine
Anreicherung. [c] –=nicht detektiert. [d] 13C-Anreicherungen konnten
aufgrund der Kberlappung von C7 und C6’ nicht detektiert werden, sie
sind aber vermutlich @hnlich zu der von C28.

Abbildung 3. Markierungsmuster des Polyketidteils von Leupyrrin A1

(1). Zur Erkl@rung der Symbole siehe Abbildung 2; zus@tzliche Markie-
rungen mit [methyl-13C]Methionin (*) und [2-13C]Leucin (&). Weitere
Isotopomere sind in den Hintergrundinformationen beschrieben.

Abbildung 4. Postulierte Biosynthese der ungew=hnlichen Verl@nge-
rungseinheit 8 und der Dicarbons@ure 14. Isopentenylpyrophosphat
(IPP) und Dimethylallylpyrophosphat (DMAPP) sind gezeigt wie in
Leupyrrin A1 (1) gefunden. Zur Vereinfachung sind nicht alle Isotopo-
mere abgebildet. Zur Erkl@rung der Symbole siehe Abbildungen 2 und
3; Markierung mit [2-13C]Malonat (&) und [2-13C]Mevalonolacton (~).
Grau hinterlegte Verbindungen sind m=gliche direkte Bausteine von 1.
Gestrichelte Pfeile deuten auf mehrstufige Reaktionen hin.
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holfunktion resultieren schließlich im PKS/NRPS-Fragment
von 1 (Abbildung 3). Die Isolierung von Leupyrrinen mit
einer C19-C20-Doppelbindung deutet darauf hin, dass eine
zus�tzliche Enoylreduktase die unges�ttigte Verbindung re-
duziert. Alternativ kann eine Oxidase postuliert werden, die
die umgekehrte Reaktion katalysiert. In beiden F�llen arbei-
ten die Enzyme entweder unspezifisch oder nicht sehr
effizient, sodass es zu einer Mischung der an C19-C20
reduzierten und nichtreduzierten Leupyrrine kommt.[9]

Der unerwartete Einbau von [1-13C]Acetat in C18 kann
mit diesem Mechanismus jedoch nicht erkl�rt werden und ist
ein Indiz f>r zus�tzliche Unterschiede in der Biosynthese der
C2-Verl�ngerungseinheiten C18-C19 und C20-C21.

Methylierung und Bildung des Furanringes : C-Methylie-
rungen werden normalerweise an a-Positionen des neu
entstandenen Carboxylesters beobachtet (hier C18), w�hrend
Methylierungen von b-Positionen (hier C17) in der Regel
analog zur Kondensation von Acetyl-CoA und Acetoacetyl-
CoA in der Biosynthese von Hydroxymethylglutaryl-CoA
(HMG-CoA) gebildet werden.[12] Folglich findet man Gene,
die f>r HMG-CoA-Synthase-Proteine kodieren, auch in den
Genclustern einiger Sekund�rmetabolite (z.B. Mupirocin aus
Pseudomonas fluorescens).[21] Das Vorliegen zweier benach-
barter Methylgruppen, die beide SAM-abh�ngig gebildet
werden, deutet somit auf einen neuartigen Biosyntheseme-
chanismus hin. Deutliche Unterschiede in den Anreicherun-
gen der Methoxygruppe (88fach), von C32 (55fach) und C31
(36fach) nach F>tterung von [methyl-13C]Methionin st>tzen
diese Hypothese. Unser aktuelles Modell zur Erkl�rung
sowohl des ungew$hnlichen Methylierungsmusters als auch
der Bildung des Furanringes ist die Verl�ngerung des inter-
medi�ren Carboxylats C15 mit der Verl�ngerungseinheit 8,
die durch Reduktion und O-Methylierung aus 7 entsteht
(Abbildung 4). Nach oder w�hrend der Biosynthese des
finalen PKS/NRPS-Fragmentes (siehe oben) wird schließlich
der Furanring in Analogie zur Bildung der Methylenbr>cke
bei der Berberin-Biosynthese in Pflanzen gebildet (Abbil-
dung 5).[22,23] Der schw�chere Einbau von [methyl-13C]Me-
thionin in C31 im Vergleich zu C32 und der Methoxygruppe
resultiert vermutlich aus einem Verd>nnen der Markierung,
die durch die Biosynthese von 8 vor der Zugabe des mar-
kierten Methionins beruht. Derzeit werden 13C- und 18O-
markierte m$gliche Verl�ngerungseinheiten synthetisiert, die
nach entsprechenden F>tterungsexperimenten zur Aufkl�-
rung des Mechanismus f>hren sollen.

Isoprenoid- und Dicarbons0urebiosynthese : Das C1–C7/
C22–C24-Strukturelement wurde komplett durch Acetat
markiert (Abbildung 6a). Aufgrund der Position der aus
Acetat stammenden Methylverzweigungen wurde eine Be-

teiligung der Mevalonat-abh�ngigen Isoprenoidbiosynthese
vermutet, was durch die zehnfache Anreicherung von C4 und
C22 nach F>tterung von [2-13C]Mevalonolacton best�tigt
werden konnte (Abbildung 6b). Nach F>tterung von [2-
13C]Leucin wurde eine Anreicherung von C3 (18fach) und C7
(6fach) beobachtet, die durch zwei intakte C5-Isotopomere
nach F>tterung der [U-13C]Proteinmischung best�tigt wurde
(Abbildung 6b). Dieser unerwartete Einbau kann durch den
Abbau von Leucin zu Isovaleryl-CoA (6) und schließlich zu
HMG-CoA (15) erkl�rt werden. HMG-CoA ist das zentrale,
normalerweise aus Acetyl-CoA gebildete Intermediat der
Mevalonat-abh�ngigen Isoprenoidbiosynthese (Abbil-
dung 4).[12,24] Khnliche Ergebnisse wurden k>rzlich f>r die
Biosynthese des Steroids Cycloartenol aus dem Myxobakte-
rium Stigmatella aurantiaca beschrieben.[25] F>r eine vorherr-
schende Biosynthese von Mevalonat und Isoprenoiden aus
Leucin, wie sie auch in dem Parasiten Leishmania mexicana
gefunden wurde,[26] spricht auch die saphrophytische Lebens-
weise der Myxobakterien, durch die große Mengen an
Aminos�uren aus der Spaltung von biologischem Material
zur Verf>gung stehen.

Nach F>tterung von [2-13C]Leucin wurde auch eine
Anreicherung von C3’ in 1 beobachtet (Abbildung 6b).
Zusammen mit Ergebnissen aus den anderen F>tterungs-
experimenten deutet dies auf die Biosynthese der Dicarbon-
s�ure 14 (C1’–C8’) >ber eine Kondensation von aus Leucin
stammendem 2-Ketoisocaproat (5) und Acetyl-CoA (9) hin
(Abbildung 4), sodass 14 ein �hnliches Isotopenmuster auf-
weist wie die Verl�ngerungseinheit 8.

Alle Daten zusammengenommen sprechen f>r die Preny-
lierung des Pyrrolringes mit Geranylpyrophosphat 17 (Ab-
bildung 4), das analog zur Carotenoidbiosynthese oxidiert
wird. Im n�chsten Schritt findet eine Cytochrom-P450-ab-
h�ngige Hydroxylierung statt, wie sie auch f>r Geraniol selbst
in der Biosynthese von Loganin und Secologanin in Pflanzen
beschrieben wurde (Abbildung 7).[27] Epoxidierung der Dop-
pelbindungen und eine zur Semipinakol-Umlagerung �hnli-
che Reaktion,[28] auf die anhand einer Kopplungskonstante
von 2J= 6.0 Hz zwischen C1 und C3 nach F>tterung von

Abbildung 5. Postulierte Biosynthese des Furanrings in Leupyrrin A1

(1). a) Oxidation der Methylgruppe, b) Cyclisierung, c) Deprotonierung.
Die ersten beiden Reaktionen werden vermutlich @hnlich wie bei der
Berberin-Biosynthese durch ein einziges Enzym katalysiert.[22, 23]

Abbildung 6. Markierungsmuster der Dicarbons@ure und des Isopre-
noidteils von Leupyrrin A1 (1). Zur Erkl@rung der Symbole siehe Abbil-
dungen 2, 3 und 4. Die beobachtete 2J-Kopplung zwischen C1 und C3
ist durch einen Pfeil angedeutet.
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doppelt markiertem Acetat geschlossen werden kann, resul-
tiert schließlich in der Bildung des Ger>stes des g-Butyrolac-
tonrings von 1 (Abbildung 7). Durch Lffnung des zweiten
Epoxids durch das C1-Carboxylat (nach Oxidation des Al-
dehyds) entsteht dann schließlich der Butyrolactonring.[29]

Aus den hier vorgestellten Daten wird deutlich, dass
Leupyrrin A1 (1) in Bezug auf seine Biosynthese ein hochin-
teressanter Naturstoff ist. An der Biosynthese ist sowohl die
Kondensation von Aminos�uren und Carbons�uren als auch
die Isoprenoidbiosynthese beteiligt, wobei alle Strukturele-
mente noch weiter modifiziert werden, um das Makrodiolid-
Grundger>st zu bilden. Des Weiteren haben die F>tterungs-
studien ungew$hnliche Biosynthesen der Vorstufen aufge-
zeigt (z.B. Isoprenoidbiosynthese aus Leucin und >ber die
Mevalonat-Route). Die beteiligten Mechanismen zu verste-
hen, ist die Voraussetzung f>r die Optimierung der Ausbeute
dieser und anderer Sekund�rmetabolite aus �hnlichen Vor-
stufen. Zu diesem Zweck arbeiten wir derzeit sowohl an der
molekularbiologischen Analyse der Leupyrrinbiosynthese als
auch an der Untersuchung der metabolischen Netzwerke in
Myxobakterien.

Experimentelles
Markierte Substanzen (160 mg [1-13C]Acetat, 160 mg [2-13C]Acetat,
200 mg [1,2-13C2]Acetat, 120 mg [methyl-13C]Methionin, 185 mg [1-
13C]Propionat (alle gel$st in 5 mL H2O und 99% 13C in den
markierten Positionen), 600 mg [2-13C]Malonat, 200 mg [2-
13C]Leucin, 100 mg d,l-[2-13C]Mevalonolacton, 500 mg [1,4-13C2]Su-
ccinat, 500 mg [U-13C]Algal-Rohproteinextrakt (alle gel$st in 10 mL
H2O and 99% 13C in den markierten Positionen) wurden von Campro
Scientific oder Cambridge Isotopes bezogen. Sorangium cellulosum
So ce690 und seine Kultivierung wurden bereits beschrieben.[9] Alle
F>tterungsexperimente wurden in 2-L-Erlenmeyer-Kolben mit
800 mL Produktionsmedium und 1% XAD-16 durchgef>hrt, und
markierte Vorstufen wurden in vier bis sieben Portionen zwischen der
103. und der 168. Fermentationsstunde zugegeben. Die Kulturen
wurden nach 192 oder 240 Stunden geerntet, nachdem Glucose und
St�rke verbraucht waren.

Die Isolierung und Aufreinigung von 1 wurde wie beschrieben
durchgef>hrt:[9] Zellen und XAD-16 wurden mit MeOH extrahiert
(4 O 200 mL). Nach Evaporation des MeOH wurde die verbleibende
w�ssrige Phase mit w�ssrigem NH3 auf pH 10 eingestellt und mit
Diethylether extrahiert (4 O 100 mL). Die Etherphase wurde bis zur

Trockne eingedampft, der $lige R>ckstand in 3 mLMeOH gel$st und
mit n-Heptan extrahiert (4 O 4 mL). Eindampfen der erhaltenen
MeOH-Phase ergab einen orangefarbenen Feststoff, der mit RP-
HPLC getrennt wurde. Es wurden zwischen 6 und 10 mgL�1 1
erhalten.

NMR-Spektren wurden bei 300 K an einem Bruker-AMX400-
oder einem Advance-DMX-600-NMR-Spektrometer mit CD3OD als
L$sungsmittel und internem Standard aufgenommen. F>r die Be-
stimmung der relativen 13C-Anreicherung wurden entweder die
Integrale oder die H$hen der Signale der angereicherten Proben
mit denjenigen einer nichtangereicherten Probe verglichen.
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