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Bakterien sind eine wichtige Quelle von medizinisch be-
deutsamen Naturstoffen,[1] und zus�tzlich zu lange bekannten
Produzenten wie den Streptomyceten, Pseudomonaden oder
Vertretern des Genus Bacillus konnten in den letzten Jahren
auch vielversprechende neue Ressourcen etabliert werden, so
beispielsweise die Myxobakterien.[2–5] Die zunehmende Ver-
f�gbarkeit von Genomsequenzen offenbart dabei eine Ge-
meinsamkeit vieler Bakterien, die Naturstoffe mithilfe von
Polyketidsynthasen (PKS) oder nichtribosomalen Peptidsyn-
thetasen (NRPS) produzieren, n�mlich die erstaunliche Dis-
krepanz zwischen dem genetischen Potenzial f�r die Natur-
stoffproduktion und der Zahl der tats�chlich gefundenen
Sekund�rmetaboliten. Die Identifizierung bisher unentdeckt
gebliebener Metaboliten und deren Zuordnung zu Biosyn-
these-Genclustern mit bislang unbekannter Funktion ist
deshalb ein wichtiges aktuelles Anliegen bei der Suche nach
neuen Naturstoffen.

Hier beschreiben wir die Entdeckung und Strukturauf-
kl�rung von Myxoprincomid (1), einem neuen Naturstoff
vom hybriden PKS/NRPS-Typ aus dem Myxobakterium
Myxococcus xanthus DK1622; dabei wurden gezielte Genin-
aktivierungen mit einer umfassenden Metabolitenanalyse
mittels Fl�ssigchromatographie-gekoppelter, hochauflçsen-
der Massenspektrometrie (LC-HR-MS) und statistischen
Auswertemethoden kombiniert (Abbildung 1). Myxoprinco-

mid (1), ein lineares Peptid, das mehrere ungewçhnliche
Aminos�uren enth�lt, ist das Produkt einer kombinierten
NRPS/PKS-Biosyntheseroute, die auf dem mxp-Genlokus
(MXAN_3779) kodiert ist. Indem wir weitere neue und nur in
Spuren produzierte Sekund�rmetabolite zwei Biosynthese-
wegen in DK1622 zuordnen, zeigen wir außerdem, wie eine
umfassende Metabolomik-basierte Analysestrategie (hier
auch als „Metabolom-Mining“ bezeichnet) den Erfolg von
derzeit angewendeten Genom-Mining-Ans�tzen f�r die Ent-
deckung neuer Naturstoffe verbessern kann.

Das Myxobakterium Myxococcus xanthus DK1622, be-
kannt als Modellorganismus f�r die Erforschung von sozialer
Motilit�t und multizellul�rer Differenzierung bei Prokaryo-
ten, war urspr�nglich nicht als Sekund�rmetabolit-Produzent
eingestuft worden. Nachdem das Genom des Stamms se-
quenziert worden war, ergab die bioinformatische Auswer-
tung der Sequenzinformation jedoch, dass insgesamt nicht
weniger als 18 NRPS-, PKS- oder hybride NRPS/PKS-Bio-
synthesewege im DK1622-Genom kodiert sind.[7] Bis heute
konnten allerdings nur f�nf Naturstoffe, die sich von PKS-
oder NRPS-Biosynthesen ableiten, charakterisiert und den
entsprechenden Genclustern im Genom von DK1622 zuge-
ordnet werden (Hintergrundinformationen, Abbil-
dung 1).[8–13] Interessanterweise haben k�rzlich verçffent-
lichte Untersuchungen des Transkiptoms und Proteoms von
DK1622 ergeben, dass die verbleibenden 13 Biosynthesewege
unter den �blichen Kultivierungsbedingungen ebenfalls aktiv
sind.[14, 15] Ein mçglicher Grund daf�r, dass die zugehçrigen
Metaboliten bisher trotzdem nicht gefunden werden konnten,
kçnnte darin bestehen, dass diese Substanzen unter Labor-
bedingungen nur in außerordentlich geringer Menge produ-
ziert werden. Wir haben daher den Versuch unternommen,
die Produkte weiterer DK1622-Biosynthesewege mithilfe
verbesserter analytischer Methoden zu identifizieren.

Die DK1622-Genomsequenz ermçglichte es, eine Reihe
von Knock-out-Mutanten zu erzeugen, bei denen gezielt
jeder einzelne Gencluster inaktiviert wurde, der offensicht-
lich f�r einen NRPS- oder PKS-Biosyntheseweg kodiert
(Hintergrundinformationen, Tabelle 1).[16] Der anschließende
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Abbildung 1. Vom Gen zum Naturstoff mithilfe einer umfassenden Sekund�rmetabolom-Mining-Strategie. a) Geninaktivierung und Kultivierung
der WT- und Mutanten-St�mme, LC-HR-MS-Analyse und statistische Auswertung mit PCA, wobei ein „PCA scores and loadings“-Diagramm erhal-
ten wird. Jeder Punkt darin repr�sentiert eine „molekulare Komponente“, gekennzeichnet durch ein m/z-RT-Paar. Als Beispiel ist die Komponente
mit m/z 506.27 bei RT =3.2 min hervorgehoben. b) Vergleich von DK1622-WT- und Mutanten-Proben (Chromatogramme und auszugsweise 3D-
Darstellung); orangener Pfeil und Kreis weisen auf die Komponente mit m/z 506.27 im Kontext der LC-MS-Rohdaten hin. c) Zuordnung von drei
molekularen Komponenten zu Genclustern als Ergebnis der vergleichenden Analyse. EICs f�r c506 ([M+2H]2+; m/z 506.27, 1), c844 ([M+H]+;
m/z 844.37) und c329 ([M+H]+; m/z 329.19) von WT (blau) und Mutanten (rot), das BPC des Rohextrakts und ein EIC f�r DKxanthen-534
([M+H]+; m/z 535.26) unterstreichen die ungleichen Signalintensit�ten der bisher bekannten M.-xanthus-Metaboliten und der neu entdeckten Sub-
stanzen. d) Vergrçßerte EICs f�r c506, c844 und c329. Chromatogramme sind neben den MS-Spektren und inaktivierten Biosynthese-Genclustern
gezeigt (rote Wellenlinie: Position der gezielten Geninaktivierung). BPC: Basis-Peak-Chromatogramm, EIC: Chromatogramm der extrahierten Io-
nenmassen, WT: Wildtyp, RT: Retentionszeit.
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manuelle Vergleich der Sekund�rmetabolitenprofile von
Wildtyp- und Mutantenkulturen anhand von LC-MS-Mes-
sungen ist allerdings m�hsam und fehleranf�llig und bietet
keine ausreichende Suchtiefe, besonders wenn es um die
Detektion von mçglicherweise sehr schwachen Signalen geht.
Wir haben die umfassende Auswertung der LC-MS-Daten
deswegen mithilfe statistischer Hilfsmittel durchgef�hrt. Zu
diesem Zweck wurden die DK1622-Mutanten und der Wild-
typ jeweils in vier parallelen Ans�tzen in kleinem Maßstab
kultiviert, und die Replikate der Extrakte wurden mit LC-
HR-MS analysiert. Die erhaltenen Daten wurden einer Fil-
terprozedur unterzogen, mit dem Zweck, die Unzahl der Si-
gnale in jeder Probe zu jeweils mehr als 1000 definierten
molekularen Komponenten (molecular features) zusammen-
zufassen.[17–19] Um nun diejenigen Bestandteile zu identifi-
zieren, die spezifisch in den Extrakten einer Mutantenkultur
fehlen, haben wir auf die vorbehandelten Datens�tze die
statistische Methode „Principal Component Analysis“ (PCA;
svw. „Hauptkomponentenanalyse“) angewendet (Abbil-
dung 1). PCA kann die Dimensionalit�t eines multivariaten
Datensatzes erheblich reduzieren, erh�lt dabei aber die re-
levanten Informationen im Hinblick auf Varianz innerhalb
des Datensatzes. Die Wirkung von PCA ist deshalb die eines
statistischen Filters, der in der Lage ist, gruppierte Beobach-
tungen, Trends und Ausreißerwerte in einem komplexen
Datensatz hervorzuheben.[20] Die statistische Analyse wurde
paarweise zwischen Probensets aus Wildtyp- und Mutanten-
extrakten durchgef�hrt. Alle molekularen Komponenten, die
strikt in allen Replikaten eines Mutantenextrakts fehlten,
wurden als mçgliche neue Sekund�rmetabolite in eine Kan-
didatenliste aufgenommen. Anhand dieser Vorgehensweise
war es schließlich mçglich, die neu entdeckten Sekund�rme-
taboliten c506, c844 und c329 zu drei bisher vermeintlich
„stillen“ Biosynthese-Genclustern in Myxococcus xanthus
DK1622 zuzuordnen (Abbildung 1c).

Erste Hinweise auf voraussichtliche Strukturelemente der
neuen Verbindungen ergaben sich aus der bioinformatischen
Analyse der DNA-Sequenzen der zugehçrigen Gencluster.
Die Substanz c506 ist demnach das Produkt eines kombi-
nierten NRPS/PKS-Biosyntheseweges, der erstaunlicherwei-
se in nur einem einzigen Leserahmen mit einer L�nge von
�ber 42825 Basenpaaren kodiert ist (MXAN_3779); das
davon abgeleitete multimodulare Enzym ist damit das mit
Abstand grçßte biosynthetische Protein in DK1622 (berech-
netes Molekulargewicht: 1.55 MDa). Die Analyse der Do-
m�nenanordnung l�sst auf elf NRPS-Module und zwei PKS-
Module, gefolgt von einer terminalen Thioesterase(TE)-
Dom�ne, schließen. Alle Details der bioinformatischen Aus-
wertung der drei Gencluster zu den neuen Metaboliten c506,
c844 und c329 sind in den Hintergrundinformationen zu
finden (siehe dort Tabellen 3–8 und Abbildung 5).

Nach der Entdeckung der drei neuen Sekund�rmetabo-
liten und ihrer Zuordnung zu Biosynthese-Genclustern ent-
schieden wir uns, die Isolierung und Strukturaufkl�rung der
Kandidatensubstanz c506, die wir von nun an Myxoprincomid
nennen wollen (1; HR-ESI-MS: m/z 506.2712, [M+2H]2+;
ber. f�r C45H76N10O16: m/z 506.2721, [M+2H]2+) in Angriff zu
nehmen. Trotz der Schwierigkeiten, die enthaltenen biosyn-
thetischen Bausteine anhand der Sequenzinformation zuver-

l�ssig vorauszusagen, hatten wir Grund zur Annahme, dass es
sich bei diesem Molek�l um einen neuen Naturstoff mit un-
gewçhnlichen Strukturmerkmalen handeln kçnnte. Die LC-
MS-Analyse von methanolischen DK1622/XAD-Extrakten
ergab, dass Myxoprincomid darin in wesentlich geringeren
Mengen als die bisher literaturbekannten Metaboliten zu
finden ist (Abbildung 1c), und es war abzusehen, dass dies die
Aufreinigung von ausreichenden Substanzmengen f�r die
Strukturaufkl�rung nahezu unmçglich machen w�rde. Zur
Lçsung dieses Problems wurde eine halbquantitative Analyse
unserer Sammlung von 98 M.-xanthus-Wildtyp-Extrakten
durchgef�hrt, die wir im Rahmen unserer vorherigen Studie
zur intraspezifischen Diversit�t von M.-xanthus-Sekund�r-
metaboliten angelegt hatten. Die Auswertung dieser meta-
bolomischen Datens�tze ergab, dass M. xanthus A2 ein viel
besserer Myxoprincomid-Produzent ist (Abbildung 2 a).[21]

Eine weitere Produktionssteigerung wurde durch genetische
Modifikation von M. xanthus A2 erreicht: Nachdem der
T7A1-Promotor stromaufw�rts des MXAN_3779-Homologs
eingef�gt worden war, konnte vom optimierten Produkti-
onsstamm A2.506 ungef�hr die 30-fache Menge Myxo-
princomid 1 im Vergleich zum DK1622-Wildtyp erhalten
werden (Abbildung 2b; Hintergrundinformationen, Abbil-

Abbildung 2. a) Auswahl eines besseren Produzenten f�r 1 aus einer
weltweiten Sammlung von 98 M.-xanthus-St�mmen mithilfe der LC-
MS-Quantifizierung (A : Peakfl�che). b) Weitere Produktionssteigerung
durch Promotorinsertion in M. xanthus A2 vor der Fermentation im
großen Maßstab zwecks Substanzisolierung und Strukturaufkl�rung.
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dung 6). So wurden aus dem Methanolextrakt einer 100-L-
Fermentation von A2.506 mithilfe von Sephadex-Fraktio-
nierung und HPLC-Aufreinigung schließlich 1.2 mg reines
Myxoprincomid (1) isoliert. Zur Strukturaufkl�rung kam eine
Vielzahl von 2D-NMR-spektroskopischen und ESI-MS/MS-
Methoden zum Einsatz (siehe Hintergrundinformationen). 1
ist demnach ein ungewçhnliches lineares Peptid aus neun
Aminos�uren, das eine 2-Oxo-b-leucin-Einheit sowie g-Hy-
droxyvalin und b-Lysin enth�lt.

Anhand der Struktur und unter Einbeziehung der Be-
funde von F�tterungsexperimenten entwickeln wir im Fol-
genden ein Modell f�r die Biosynthese des Myxoprincomids
durch das von MXAN_3779 kodierte, riesige NRPS-PKS-
Multidom�nenenzym Mxp (Abbildung 3a; Hintergrundin-
formationen, Abbildung 9 und weitere). Da der Kondensati-
onsdom�ne (C) im ersten Modul von Mxp f�r ihre Funktion
wichtige konservierte Motive zu fehlen scheinen, beginnt die
Biosynthese offenbar mit dem Einbau und der umgehenden
N-Methylierung von l-Serin, gefolgt von der Verl�ngerung
mit l-Leucin, g-Hydroxyvalin, l-Serin und l-Valin durch die
Mxp-Module 2–5. Das PKS-Modul 6 katalysiert hçchstwahr-
scheinlich die Verl�ngerung mit Malonyl-Coenzym A. An-
schließend kçnnte es durch die Wirkung der Oxidationsdo-
m�ne in Modul 7 zur ungewçhnlichen Oxidation der a-Posi-
tion des Acetylrests und nachfolgend zur Tautomerisierung
unter Bildung einer a-Keto-Funktion kommen, die vom
nachfolgend inkorporierten l-Serin (Modul 8) nucleophil
angegriffen werden kçnnte (Hintergrundinformationen, Ab-
bildung 17). Die Auswertung der F�tterung mit 13C-markier-
tem Acetat gibt einen Hinweis darauf, dass im fertigen 1 nur
das Kohlenstoffatom 2 des inkorporierten Acetats erhalten
bleibt (Hintergrundinformationen, Tabelle 10). Es scheint
deshalb, dass das C-1-Kohlenstoffatom des Acetats in einem
Reaktionsschritt w�hrend der Bildung der außergewçhnli-
chen 2-Oxo-b-leucin-Einheit verloren geht, was noch der
genauen Kl�rung bedarf. Die Myxoprincomid-Bioynthese
wird fortgesetzt durch den schrittweisen Einbau von l-Tyro-
sin, b-Lysin und l-Alanin, katalysiert von den Modulen 9–11.
Offenbar wird im Anschluss das letzte NRPS-Modul �ber-
sprungen, bevor die Peptidkette von der terminalen TE-
Dom�ne freigesetzt wird. Die Entdeckung des Myxoprinco-
mids in dieser Studie und der Vergleich seiner Struktur mit
dem Mxp-Biosyntheseweg in M. xanthus DK1622 versetzt
uns nun in die Lage, weitergehende Untersuchungen bez�g-
lich der biochemischen Transformationen anzustellen, die den
ungewçhnlichen Strukturelementen zugrunde liegen.

Seit dem Beginn des postgenomischen Zeitalters konnten
durch gezielte Inaktivierung von Biosynthese-Genclustern
und nachfolgenden Vergleich von Metabolitenprofilen schon
des �fteren Sekund�rmetaboliten den zugehçrigen Stoff-
wechselwegen zugeordnet werden, wobei es sich dabei auch
h�ufig um bereits bekannte Naturstoffe handelte. Außerdem
ist sehr oft zu beobachten, dass die Zahl der entdeckten Se-
kund�rmetaboliten regelm�ßig weit hinter der Zahl der
Substanzen zur�ckbleibt, die ein Produzent angesichts der im
Genom angelegten Biosynthesewege eigentlich hervorbrin-
gen m�sste.[22, 23] Wir schreiben diese Diskrepanz zumindest
teilweise den analytischen Methoden zu, die �blicherweise
zur Auswertung von Knock-out- und Profiling-Experimenten

eingesetzt werden – basieren diese doch allzu oft darauf, dass
neu entdeckte Komponenten sich in den �blicherweise recht
komplexen Substanzgemischen aufgrund von deutlicher UV-
Absorption oder hoher MS-Signalintensit�t ohne weiteres
von der Vielzahl der anderen Metaboliten abheben. Ein kri-
tischer Blick auf die bisher f�r M. xanthus DK1622 berichte-
ten Sekund�rmetaboliten zeigt, dass die Entdeckung der
meisten davon in dieser Hinsicht nicht sehr schwierig war,
entweder wegen g�nstiger analytischer Eigenschaften oder
weil der zugehçrige Biosyntheseweg (teils oder vollst�ndig)
bereits zuvor in anderen Myxobakterien beschrieben worden
war und so die Auffindung derselben Naturstoffklasse in
DK1622 erleichterte. Ganz im Gegensatz dazu war die Ent-
deckung der drei neuen Sekund�rmetaboliten in der vorlie-
genden Studie mit erheblichen H�rden verbunden, da sie
nicht durch leicht erfassbare analytische Signale (wie UV/Vis-
Absorption und MS-Intensit�t) hervorstechen und gleichzei-
tig nur in kleinen Mengen – teilweise schon als Spurenkom-
ponenten zu bezeichnen – produziert werden. F�r ihre Ent-
deckung war es deshalb nçtig, einen aufw�ndigeren Ansatz zu
entwickeln, den wir in Anlehnung an Genom-Mining als Se-
kund�rmetabolom-Mining (secondary metabolome mining)
bezeichnen.

Eine spezifische St�rke der hier gew�hlten metabolomi-
schen Strategie liegt darin, dass nur minimale Annahmen
bez�glich der zu entdeckenden neuen Metaboliten gemacht
werden m�ssen, n�mlich die grundlegende Kompatibilit�t mit
dem eingesetzten analytischen Instrumentarium. Die analy-
tische Methode wird so unvoreingenommen wie mçglich ge-
staltet,[24] die nachfolgende umfassende Auswertung mit sta-
tistischen Hilfsmitteln liefert sodann den Einstieg in die
Identifizierung neuer Kandidatensubstanzen unter Anwen-
dung etablierter Techniken wie Tandem-MS-Messungen oder
F�tterungsexperimenten.[25] Als Alternative zu der hier an-
gewendeten Knock-out- und Profiling-Vorgehensweise bietet
es sich an, die Sekund�rmetabolome von �berproduktions-
mutanten (erzeugt durch Promotorinsertion) mit denen von
Wildtyp-Kulturen mithilfe von LC-MS zu vergleichen, aller-
dings sind die gelegentlich komplizierten Anordnungen von
Genen in den bioynthetischen Operons vieler Bakterienge-
nome daf�r ein erhebliches Hindernis.[26] Tats�chlich ist bei-
spielsweise im Fall von M. xanthus DK1622 die Anwendung
bestimmter in der Literatur beschriebener Genom-Mining-
Strategien auf die zahlreichen Gencluster unbekannter
Funktion besonders deshalb erschwert, weil die myxobakte-
riellen Sekund�rstoff-Biosynthesewege h�ufig von g�ngigen
Lehrbuchregeln abweichen. Die routinem�ßige computerge-
st�tzte Vorhersage von neuen Strukturen nur aufgrund von
DNA-Sequenzinformationen ist daher oft nicht mçglich
(siehe auch Hintergrundinformationen).[6]

Wir halten es f�r beachtenswert, dass die hier beschrie-
bene kombinierte Strategie aus Genom- und Metabolom-
Mining, unter Einsatz einer Routine-LC-HR-MS-Anord-
nung, hinreichend zur Entdeckung von immerhin acht NRPS/
PKS-Sekund�rmetabolitfamilien aus Extrakten von DK1622
ist (die drei neuen Verbindungen Myxoprincomid, c844 und
c329 sowie die f�nf bereits bekannten Substanzklassen). Dies
entspricht zahlenm�ßig bereits der H�lfte des NRPS/PKS-
basierten Sekund�rmetaboloms dieses Stammes, wie man es
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auf Grundlage der bekannten Genomsequenz vorhersagen
kann. Hinweise darauf, dass weitere Biosynthesewege unter
Laborbedingungen durchaus aktiv sind, liegen aus Tran-
skriptomik- und Proteomikstudien vor, und es sollte deshalb
mçglich sein, die zugehçrigen Metaboliten ebenfalls zu de-
tektieren.[14, 15] Allerdings ist bekannt, dass Sekund�rmeta-
boliten manchmal zu einem fr�hen Zeitpunkt im Lebenszy-
klus des Myxobakteriums produziert und sp�ter wieder ab-
gebaut werden;[27] die Analyse von Proben zu mehreren
Zeitpunkten w�hrend der Kultivierung ist also geboten, um
weitere Kandidatensubstanzen zu finden. Außerdem ist es gut
denkbar, dass die statistische Auswertung von LC-MS-Mes-
sungen unter Verwendung von Extrakten mit anderen Kulti-
vierungsparametern, alternativen Aufarbeitungsprozeduren
oder in ver�nderten analytischen Anordnungen (LC-Trenn-
systeme, MS-Ionisierungsmodi) zur Entdeckung weiterer in-
teressanter Naturstoffe f�hren wird.

Wir haben hier gezeigt, wie die Kombination von Gen-
inaktivierungseperimenten mit einer nachfolgenden, umfas-
senden Analyse des Sekund�rmetaboloms von M. xan-
thus DK1622 zur Entdeckung des neuen Naturstoffs Myxo-
princomid und zwei weiteren neuen Sekund�rmetaboliten
gef�hrt hat. Die Verf�gbarkeit von Genomdaten und ihre
Verkn�pfung mit speziesweiten metabolomischen Daten
haben dabei entscheidend dazu beigetragen, mithilfe geneti-
scher Modifikation einen optimierten Produzentenstamm zu
erzeugen, der schließlich die komplette Strukturaufkl�rung
von Myxoprincomid ermçglicht hat, obwohl diese Substanz in
den Extrakten des genomsequenzierten Myxobakteriums
DK1622 nur als Minderkomponente vorlag. Wir sind zuver-
sichtlich, dass eine umfassende Metabolom-Mining-Strategie,
wie sie hier angewendet wurde, in Zukunft eine wichtige
Rolle bei der Identifizierung weiterer bisher unentdeckter
Metaboliten in den Sekund�rmetabolomen von Myxobakte-
rien und anderen Mikroorganismen spielen wird – besonders
im Hinblick auf die Entdeckung von Naturstoffen, die an-
f�nglich nur in sehr geringer Menge produziert werden.

Experimentelles
Die Kultivierung und genetische Manipulation von DK1622 erfolgte
nach Literaturvorschriften. Experimentelle Details bez�glich Kon-
struktion und Verifizierung von DK1622-Knock-out- und -�berpro-
duktionsmutanten, bioinformatischer Analyse, LC-HR-MS-Analytik,
statistischer Behandlung von Daten und Optimierung der Myxo-
princomidproduktion sowie Isolierung und Strukturaufkl�rung sind
in den Hintergrundinformationen zu finden.
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