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Abstract: Polyketide werden typischerweise �ber die Kopf-
Schwanz-Kondensation von Acyl-Thioestern gebildet, wobei
hoch funktionalisierte lineare Ketten gebildet werden. Bei der
Biosynthese des Phytotoxins Rhizoxin dagegen f�hrt ein spe-
zielles Polyketidsynthase(PKS)-Modul �ber die Michael-Ad-
dition einer Malonyleinheit an ein a,b-unges�ttigtes Interme-
diat eine d-Lacton-Kettenverzweigung ein. Um die Substrat-
spezifit�t des Moduls zu testen, haben wir verschiedene Poly-
ketidmimetika synthetisiert und in einem In-vitro-Assay mit
dem rekonstituierten PKS-Modul aus dem Rhizopus-Symbi-
onten Burkholderia rhizoxinica untersucht. Wir haben den
Einfluss der d-Substituenten und ihrer Konfiguration unter-
sucht und festgestellt, dass aus Amino-substituierten Poly-
ketidmimetika die entsprechenden Lactame gebildet werden.
Das analoge Carbons�ureamid hingegen wird in ein Glutari-
mid �berf�hrt, eine Struktureinheit, die in zahlreichen Natur-
stoffen zu finden ist.

Polyketide umfassen eine beeindruckende Vielzahl von
Naturstoffen, darunter zahlreiche medizinische Wirkstoffe.
Ihre strukturelle Diversit�t resultiert in erster Linie aus der
einfachen Kondensation aktivierter Acyl- und Malonylbau-
steine. Die resultierenden Polyketidketten werden durch
weitere enzymkatalysierte Schritte, wie Cyclisierungen, Oxi-
dationen, Halogenierungen oder auch Glycosylierungen,
modifiziert.[1] Beim Aufbau des Kohlenstoffr�ckgrats wurden
hingegen nur sehr wenige Abweichungen von der �blicher-
weise unidirektional ablaufenden 1,2-Kondensation beob-
achtet; dabei kçnnen gerade diese seltenen Strukturen ent-
scheidend f�r die biologische Aktivit�t des Polyketids sein.
Ein Beispiel hierf�r ist das antimitotisch wirksame Rhizoxin
(1; Abbildung 1A).[2] Dieses Phytotoxin wird in einer Sym-

biose des pflanzenpathogenen Pilzes Rhizopus microsporus
mit seinem bakteriellen Endosymbionten, Burkholderia
rhizoxinica, gebildet.[3] Die Struktur des Macrolids ist wegen
seiner d-Lactoneinheit, die am Polyketidr�ckgrat abzweigt,
sehr ungewçhnlich. Doch gerade diese Kettenverzweigung ist
essenziell f�r die Bindung des Rhizoxins an sein biologisches
Target, die b-Tubulin-Untereinheit,[4] wodurch die Zellteilung
bereits im pikomolaren Konzentrationsbereich gehemmt
wird.[3b] Isotopenmarkierungsexperimente haben gezeigt,
dass das d-Lacton eine Acetyleinheit enth�lt, die in b-Position
einer ehemaligen Carbonylgruppe in der Polyketidkette ab-
zweigt (Abbildung 1A).[5]

W�hrend Alkylsubstitutionen in a-Position durch Me-
thylierung oder Einbau substituierter Malonyleinheiten ein-
gef�hrt werden kçnnen,[6] werden Verzweigungen in b-Posi-
tion typischerweise �ber Enzyme eingebaut, die denen des
Isoprenoidstoffwechsels �hneln.[7] �berraschenderweise
konnten wir keine entsprechenden Gene im Genom von
Burkholderia rhizoxinica finden.[8] Stattdessen lassen die
Architektur der Rhizoxin(rhi)-Typ-I-Polyketidsynthase (rhi-
PKS)[9] und die Struktur isolierter Biosyntheseintermediate[10]

auf einen Kettenverzweigungsmechanismus unter Beteili-
gung einer Michael-Addition schließen. Zur Aufkl�rung des
Enzymmechanismus haben wir das Verzweigungsmodul, be-
stehend aus einer Ketosynthase (KS), der Verzweigungsdo-
m�ne (B), dem Acyl-Carrier-Protein (ACP) und einer trans-
Acyltransferase (AT), der rhi-PKS in vitro rekonstituiert.
Mithilfe eines In-vitro-Enzymassays gelang es uns, syntheti-
sche Polyketidintermediate in die entsprechenden d-Lactone
zu �berf�hren. Damit konnten wir zeigen, dass die pharma-

Abbildung 1. A) Struktur von Rhizoxin (1) und Mechanismus der viny-
logen Kettenverzweigung, katalysiert durch ein spezielles PKS-Modul;
1) Michael-Addition, 2) Lactonisierung. B) Strukturen von Isomigrasta-
tin (2) und Cycloheximid (3) mit hervorgehobener Glutarimideinheit.
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kophore Seitenkette �ber eine vinyloge Addition einer Ma-
lonyleinheit an einen a,b-unges�ttigten Thioester eingef�hrt
wird. Abschließend erfolgt die Lactonisierung (Abbil-
dung 1A).[11] �hnliche Module sind im Biosynthese-Gen-
cluster Glutarimid-haltiger Naturstoffe codiert, wie in Iso-
migrastatin (2),[12] einem wichtigen Inhibitor der Zellmigra-
tion (Abbildung 1B). Wie auch im strukturell verwandten,
antibiotisch aktiven Cycloheximid (3) spielt die Glutarimid-
einheit eine eminente Rolle f�r die biologische Aktivit�t
dieser Verbindungen.[13] Auch wenn eine enzymatische Mi-
chael-Addition zur Bildung der Glutarimidstruktur bereits
vermutet wurde, blieben doch die verantwortlichen PKS-
Module und deren genaue Wirkungsweise ungewiss, und ein
experimenteller Nachweis steht noch aus. Hier zeigen wir,
dass das rhi-PKS-Kettenverzweigungsmodul deutlich vielsei-
tiger ist als bislang angenommen. Mithilfe eines In-vitro-
Assays mit mehreren Enzymen und synthetischen Poly-
ketidmimetika zeigen wir, dass das ungewçhnliche KS-B-
ACP-Modul sogar in der Lage ist, die Bildung von Lactamen
und Glutarimiden zu katalysieren.

Um einerseits die Substratspezifit�t des Rhizoxin-Ket-
tenverzweigungsmoduls in einem Biotransformationsexperi-
ment in vitro zu testen und andererseits den Umfang poten-
zieller Anwendungen ermitteln zu kçnnen, synthetisierten
wir verschiedene Polyketidanaloga. Hierf�r wurde eine Serie
von in d-Position funktionalisierten, a,b-unges�ttigten N-
Acetylcysteaminthioestern (SNACs) hergestellt, welche die
aktivierten Intermediate imitieren sollen. Zuerst untersuch-
ten wir den Einfluss der Konfiguration der d-Position auf den
Verlauf der Reaktion. Dazu synthetisierten wir die R- und S-
Enantiomere des SNAC-Thioesters der 5-Hydroxyhexens�u-
re aus den entsprechenden gesch�tzten 3-Hydroxybutter-
s�ureethylestern �ber eine Reduktions-Olefinierungs-Se-
quenz. Die stereoisomeren Verbindungen 4 und 5 wurden
separat in einem In-vitro-Enzymassay getestet. Die gebilde-
ten Produkte wurden �ber HPLC-HRMS analysiert und mit
der authentischen Referenz, dem synthetischen d-Lacton,
verglichen (Abbildung 2). �berraschenderweise konnte bei
beiden Experimenten die Bildung des verzweigten Produkts
in lediglich einer diastereomeren Form nachgewiesen werden.
Durch Vergleich der Retentionszeiten und in Analogie zur
nat�rlichen Biosyntheseroute schlussfolgerten wir, dass in
beiden F�llen das syn-substituierte Produkt gebildet wurde.

Zur Untersuchung der stereochemischen Pr�ferenz der
KS in der Verzweigungsreaktion haben wir die kinetischen
Parameter bestimmt. Im Falle des R-Enantiomers ermittelten
wir einen KM-Wert von (2694� 627) mm und einen vmax-Wert
von (20.9� 2.4) mmmin�1. Im Unterschied dazu ergab sich bei
der Nutzung des S-Enantiomers ein KM-Wert von (1348�
315) mm und ein vmax-Wert von (2.1� 0.3) mmmin�1. Daraus
l�sst sich erkennen, dass die Affinit�t der KS zum nichtna-
t�rlichen R-Enantiomer auf etwa die H�lfte reduziert ist,
wohingegen die Umsetzungsrate dieses Substrats gegen�ber
jener des S-Enantiomers zehnmal niedriger ist. Dies zeigt,
dass die KS grunds�tzlich nicht zwischen den beiden Konfi-
gurationen der d-Hydroxygruppe unterscheidet, die Lacto-
nisierung aber im Falle des nichtnat�rlichen Substrats deut-
lich langsamer abl�uft. Wir konnten daraus schließen, dass die
Abfolge aus Michael-Addition und Lactonisierung aus-

schließlich syn-substituierte Lactone ergibt und dass die
Konfiguration der Hydroxygruppe den stereochemischen
Verlauf der Reaktion bestimmt.

Zur Best�tigung des postulierten Reaktionsverlaufs syn-
thetisierten und testeten wir das d-Hydroxy-substituierte,
vollst�ndig ges�ttigte Substrat 8, das wegen der fehlenden
Doppelbindung keine Kettenverzweigung eingehen kann.
Weiterhin wurde ein Phenolanalogon 10 hergestellt (Abbil-
dung 3). Die aktivierten Malonyleinheiten und die Rhizoxin-
Polyketid-Ketten-Mimetika wurden getrennt zum in vitro
rekonstituierten PKS-Modul gegeben. Der Reaktionsverlauf
wurde sowohl durch MALDI-Analyse des ACP-gebundenen
Produkts als auch durch hochauflçsende Massenspektrome-
trie (HRMS) der Hydrolyseprodukte verfolgt. Wie erwartet
ging der ges�ttigte Alkohol 8 keine Kettenverzweigungsre-
aktion ein. Dies best�tigt, dass die Michael-Addition der
Bildung der Esterbindung vorausgeht. Außerdem zeigt dieses
Experiment, dass die KS keine Claisen-Kondensation kata-
lysiert, wenn ein vinyloger Angriff verhindert wird. Der
Einsatz eines Phenolnucleophils anstelle des aliphatischen
Alkohols f�hrte nicht zum hypothetischen Produkt 11. Diese
Befunde zeigen eine hohe Spezifit�t des KS-B-ACP-Moduls
auf.

Abbildung 2. Vinyloge Kettenverzweigung der reinen R- und S-Enantio-
mere des N-Acetylcysteaminthioesters der 5-Hydroxyhexens�ure mit
anschließender Lactonbildung. A) Kinetik der Biotransformation nach
Michaelis-Menten; B) MALDI-Analyse des ACP-gebundenen Produkts
(mittleres Signal entspricht der malonylierten ACP-Spezies in decarb-
oxylierter Form); C) SIM-HRMS-Analyse des hydrolysierten Produkts
und Vergleich mit der synthetischen Referenz. SIM = selected ion mo-
nitoring.
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Als n�chstes untersuchten wir, ob sich die nucleophile d-
Hydroxygruppe der Polyketidkette durch andere funktionelle
Gruppen ersetzen l�sst. Hierbei sollte hervorgehoben
werden, dass die OH-Gruppe f�r die Freisetzung des KS-ge-
bundenen Produkts durch Lactonisierung notwendig ist und
damit eine weitere Prozessierung erst ermçglicht wird. Den-
noch ist anzunehmen, dass auch andere nucleophile Gruppen
die Thioesterbindung spalten kçnnen, was mit der Bildung
alternativer Heterocyclen einhergehen w�rde. Falls alterna-
tive Substrate akzeptiert w�rden, kçnnte beispielsweise ein
Lactam �ber Aminolyse entstehen. Um den Effekt einer
Aminogruppe anstelle einer Hydroxygruppe zu untersuchen,
synthetisierten wir ein d-Aminoderivat des nat�rlichen Po-
lyketidvorl�ufers. N-tert-Butoxycarbonyl(Boc)-gesch�tzter
d,l-3-Aminobutters�ureethylester wurde mit Diisobutylalu-
miniumhydrid (DibalH) reduziert, und der Aminoaldehyd
wurde direkt in einer Horner-Wadsworth-Emmons(HWE)-
Olefinierung umgesetzt. Nach erfolgter Entsch�tzung wurde
das gew�nschte Amin 12 erhalten (siehe Hintergrundinfor-
mationen). Dieses synthetische Mimetikum des Polyketidin-
termediates wurde im In-vitro-Assay eingesetzt, und die
Produktbildung wurde mithilfe von HRMS untersucht. Die
Bildung einer neuen Verbindung mit m/z = 172.0966 und
einer Summenformel von C8H14O3N ([M+H]+) wies auf die
Bildung des gew�nschten Produkts hin. Um die Identit�t des
Lactams zu best�tigen, stellten wir eine synthetische Referenz
her. Dazu wurde der gesch�tzte d,l-b-Aminos�ureethylester
reduziert und einer HWE-Olefinierung unterzogen, was zur
Bildung des substituierten a,b-unges�ttigten Ethylesters
f�hrte. Eine Caesiumcarbonat-katalysierte Michael-Addition
von Diethylmalonat, gefolgt von einer sauren Hydrolyse,
ergab das Lactam als Mischung von Diastereomeren (siehe
Hintergrundinformationen). Der Vergleich der hochaufge-
lçsten Massenspektren sowie der Retentionszeiten des Bio-
transformationsprodukts mit denen der synthetischen Refe-
renz best�tigten die erfolgreiche Umsetzung von 12 zum
Lactam 13. Wir konnten beobachten, dass die Enzymreaktion
hochselektiv erfolgt und in Analogie zur Bildung der d-Lac-
tone nur zu einem Diastereomer aus einer Mischung von
enantiomeren d-Amino-substituierten Substraten f�hrt.
Wiederum wurde nur das (sp�t eluierende) syn-Diastereomer
gebildet (Abbildung 4).

Die erfolgreiche Biotransformation des Aminoanalogons
best�rkte uns, unseren Ansatz auf weitere funktionelle

Gruppen, wie Carbons�uren und Carbons�ureamide, zu
�bertragen. Grunds�tzlich kçnnte ein Carboxylat in ein An-
hydrid oder auch in eine Dicarbons�ure �berf�hrt werden.
Analog kçnnte aus dem Carbons�ureamid ein Glutarimid,
eine in zahlreichen Naturstoffen zu findende Struktureinheit,
gebildet werden. Die Synthese von entsprechenden Carb-
oxylat- und Amid-funktionalisierten SNAC-Thioestern ge-
staltete sich jedoch anspruchsvoller als zun�chst erwartet.
Zahlreiche Versuche zur Funktionalisierung der Glutacon-
s�ure und HWE-basierte Ans�tze f�hrten nicht zum Ziel,
mçglicherweise wegen des reaktiven a-Protons in Allylstel-
lung. Schließlich gelang die Synthese des gew�nschten Poly-
ketidintermediats 14 und des analogen Amids 16 (siehe
Hintergrundinformationen) �ber eine Alkenmetathese und
die Nutzung von SNAC-Acrylat mit 3-Butens�ure und 3-
Butenamid. Die Zugabe des Carboxy-substituierten SNAC-
Derivats 14 zum Enzymassay f�hrte zur Ausf�llung der Pro-
teine. Eine Biotransformation konnte hierbei nicht beob-
achtet werden. Um die Mçglichkeit eines pH-Effekts auszu-
schließen, wiederholten wir das Experiment unter genauer
Einhaltung des pH-Werts mit Tris-Puffer auf pH 7.0. Aller-
dings konnten erneut weder das potenzielle Anhydrid 15 noch
dessen Hydrolyseprodukt, die freie Tricarbons�ure, detektiert
werden.

Im Unterschied dazu wurde das Carbons�ureamid 16 als
Substrat f�r das Kettenverzweigungsmodul akzeptiert. �ber

Abbildung 3. Untersuchung der Substrattoleranz des Verzweigungsmo-
duls gegen�ber ges�ttigten und Phenolvarianten der synthetischen Po-
lyketidsubstrate.

Abbildung 4. In-vitro-Biotransformation von Amino-substituierten Poly-
ketidmimetika und Umsetzung zu Lactamen. A) Allgemeines Schema
des Enzymassays; B) MALDI-Analyse des ACP-gebundenen Produkts;
C) SIM-HRMS-Analyse des hydrolysierten Produkts und Vergleich mit
der synthetischen Referenz (Mischung von Diastereomeren); nur eines
der beiden Enantiomere ist dargestellt.
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die Analyse der Enzymmischung detektierten wir ein
MALDI-Signal, das dem ACP-gebundenen Glutarimid ent-
spricht (Abbildung 5). Ebenso konnte das freigesetzte Pro-
dukt 17 nach saurer Hydrolyse mit einem HRMS-Signal von
m/z = 172.0610 und einer Summenformel von C7H10O4N
nachgewiesen werden. Die Identit�t des Glutarimids wurde
schließlich eindeutig durch den Vergleich der Retentionszeit
und des HRMS-Signals einer kommerziell erh�ltlichen Re-
ferenzsubstanz nachgewiesen (Abbildung 5). Als Negativ-
kontrolle diente ein Ansatz mit der hitzeinaktivierten KS-B-

Didom�ne, die best�tigte, dass die vorliegende Reaktion
tats�chlich enzymkatalysiert abl�uft.

Unsere Befunde zeigen, dass das außergewçhnliche KS-
B-ACP-Modul der rhi-PKS nicht nur auf die Lactonbildung
beschr�nkt ist, sondern auch die Bildung von Lactamen und
Glutarimiden katalysiert. Letztere sind besonders bemer-
kenswert, da verwandte Module (KS-„X“-ACP oder KS-B-
ACP) in PKS gefunden wurden, die bei der Biosynthese von
Glutarimid-haltigen Polyketiden, wie 9-Methylstreptimi-
don,[14] Isomigrastatin[12] oder Cycloheximid[15] genutzt
werden. Die enzymatische Synthese von Glutarimiden unter
Nutzung der rhi-PKS-Module zeigt nun zum ersten Mal ex-
perimentell, dass der Reaktionsweg �ber eine Michael-Ad-
dition und anschließende Heterocyclisierung l�uft.

Zusammengefasst liefen diese Befunde tiefere Einblicke
in die Vielseitigkeit eines speziellen PKS-Moduls, das eine
ungewçhnliche vinyloge Addition von C2-Einheiten kataly-
siert und damit Polyketid-Kettenverzweigungen einf�hrt.
�ber die Synthese einer Reihe von alternativen Substraten
mit unterschiedlicher Funktionalisierung an der d-Position,
In-vitro-Biotransformationsexperimenten und Produktana-
lysen mithilfe von synthetischen Referenzverbindungen
konnten wir zeigen, dass das Kettenverzweigungsmodul
Lactone, Lactame und auch Glutarimidheterocyclen gene-
riert. Wir haben gezeigt, dass das Set der verschiedenen Do-
m�nen eine klare stereochemische Substratpr�ferenz auf-
weist und dass ausschließlich syn-substituierte Lactone und
Lactame gebildet werden. Dennoch gestattet ein hohes Maß
an Flexibilit�t zahlreiche alternative Umsetzungen. Die en-
zymatische Glutarimidbildung belegt die postulierten Bio-
synthesewege zu Glutarimid-haltigen Naturstoffen. Obgleich
analoge d-Lactamstrukturen unseres Wissens in nat�rlichen
Polyketiden bisher noch nicht beobachtet wurden, postulie-
ren wir das Auftreten solcher Biosyntheseschritte. Mçgli-
cherweise warten diese Naturstoffe erst noch auf ihre Ent-
deckung. In Bezug auf mçgliche Anwendungen liefern unsere
Befunde neue Einblicke in nichtterpenoide Polyketid-Ket-
tenverzweigungen. Eine Nutzung des Kettenverzweigungs-
moduls im Sinne der synthetischen Biologie oder des Engi-
neerings enzymatischer Reaktionswege kann neue Mçglich-
keiten zur chemischen Diversifizierung erçffnen.
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