
Internationale Ausgabe: DOI: 10.1002/anie.201508277Naturstoffe Hot Paper
Deutsche Ausgabe: DOI: 10.1002/ange.201508277

Produktion mariner Naturstoffe aus der Klasse der Bengamide in
Myxobakterien: Biosynthese und Struktur-Aktivit�ts-Beziehungen
Silke C. Wenzel, Holger Hoffmann, Jidong Zhang, Laurent Debussche, Sabine Haag-Richter,
Michael Kurz, Frederico Nardi, Peer Lukat, Irene Kochems, Heiko Tietgen, Dietmar Schummer,
Jean-Paul Nicolas, Loreley Calvet, Valerie Czepczor, Patricia Vrignaud, Agnes Mîhlenweg,
Stefan Pelzer, Rolf Mîller* und Mark Brçnstrup*

Abstract: Bengamide, aus marinen Schw�mmen stammende
und als Inhibitoren der Methionin-Aminopeptidase (MetAP)
charakterisierte Naturstoffe, wurden intensiv als Wirkstoffe
gegen Krebs erforscht. In einem multidisziplin�ren For-
schungsprojekt haben wir die Bereitstellung von Bengamiden
îber Fermentation des terrestrischen Myxobakteriums M. vi-
rescens, die Aufkl�rung ihrer Biosynthese und die Optimie-
rung ihrer Eigenschaften als Arzneistoff-Leitstrukturen un-
tersucht. Die Charakterisierung des Biosyntheseweges zeigte
auf, dass bakterielle Resistenz gegenîber Bengamiden durch
Leu154 des myxobakteriellen MetAP-Proteins vermittelt wird,
und ermçglichte den Transfer des gesamten Biosynthesegen-
clusters in den geeigneteren Produktionsstamm M. xanthus
DK1622. Eine Kombination aus Semisynthese mikrobiell ge-
wonnener Bengamide und Totalsynthese fîhrte zum opti-
mierten Derivat 8a. Die nanomolare zellul�re Wirksamkeit
und die hohe metabolische Stabilit�t waren mit einer verbes-
serten Halbwertszeit in M�usen sowie mit Antitumor-Effizienz
in einem Melanom-Mausmodell verbunden.

Naturstoffe aus Mikroorganismen, Pflanzen und Tieren
spielen seit jeher eine wichtige Rolle in der biomedizinischen
Forschung. Bei der Mehrzahl von Antibiotika und von zyto-
toxischen Krebsmedikamenten in klinischer Anwendung
handelt es sich um solche Sekund�rmetabolite oder deren
Derivate.[1] Die marine Biosph�re stellt ein enormes Reser-
voir fîr neue Sekund�rstoffe dar.[2] Allerdings wird die Ent-
wicklung mariner Naturstoffe als Pharmazeutika durch
Schwierigkeiten bei der Etablierung einer nachhaltigen und
skalierbaren Versorgungsquelle erschwert. Diese Hîrde kann
îber chemische Synthese, wie im Fall von Eribulin[3] und

Trabectedin[4] gezeigt, oder durch Erschließung eines kultiv-
ierbaren Mikroorganismus als Produktionsquelle îberwun-
den werden. Letzteres begrîndet sich auf zunehmenden Be-
legen, dass die „wahren“ Produzenten vieler mariner Natur-
stoffe h�ufig symbiotische Mikroorganismen sind.[5]

Eine prominente Klasse mariner Naturstoffe stellen die
Bengamide dar, die 1986 erstmals aus dem marinen
Schwamm Jaspis cf. coraciae isoliert wurden.[6] Aufgrund ihrer
Wirksamkeit im nanomolaren Bereich im Screening gegen
das aus 60 humanen Tumor-Zelllinien bestehende NCI-Panel
wurden Bengamid B (1) und andere Analoga intensiv als
Leitstrukturen zur Entwicklung von Krebsmedikamenten
erforscht (Abbildung 1). Eine effiziente Syntheseroute[7] er-
mçglichte die Optimierung der Leitstruktur 1 zur Verbindung
LAF389 (2),[8] die in klinischen Phase-I-Studien untersucht,
aber aufgrund kardiovaskul�rer Nebenwirkungen nicht wei-
terentwickelt wurde.[9] Da die molekularen Angriffspunkte
der Bengamide, die humanen Methionin-Aminopeptidasen
(MetAP),[10] attraktive Zielstrukturen in der Krebstherapie
darstellen,[11] und zudem eine Anwendung zur Behandlung
von Tuberkulose vorgeschlagen wurde,[12] wird die Suche nach
verbesserten Analoga intensiv fortgesetzt.[6c,13]

Nachfolgend stellen wir Ergebnisse eines multidiszipli-
n�ren Forschungsprojektes zu Bengamiden vor, das durch die
zuf�llige Entdeckung des terrestrischen Myxobakteriums
Myxococcus virescens ST200611 (DSM 15898) als Bengamid-
Produzenten angestoßen wurde.[14] Mithilfe des fermentativen
Zugangs zu dieser „marinen“ Substanzklasse im Gramm-
Maßstab haben wir Studien zur Bengamid-Biosynthese, he-
terologen Expression und Selbstresistenz des Produzenten
durchgefîhrt sowie die Eigenschaften als Leitstrukturen îber
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Semi- und Totalsynthese optimiert.[15] Johnston et al. haben
kîrzlich die Produktion von Bengamiden durch denselben M.
virescens-Stamm beschrieben sowie die potenten entzîn-
dungshemmenden Eigenschaften dieser Substanzklasse cha-
rakterisiert.[16]

Im Zuge der Erschließung von Myxobakterien als Quelle
fîr bioaktive Substanzen[17] wurde M. virescens ST200611 aus
einer Bodenprobe isoliert und kultiviert (Abbildung S1 in den
Hintergrundinformationen). Ausgehend von einem Extrakt
aus einer 30 L Fermentation wurden die Verbindungen 3–6 im
pr�parativen Maßstab mit > 95% Reinheit in Mengen von
145 mg, 35 mg, 86 mg und < 1 mg aufgereinigt.[14] Multidi-
mensionale NMR- und Massenspektrometrie-Experimente
zeigten, dass 3–6 der Substanzfamilie der Bengamide – ur-
sprînglich als marine Naturstoffe beschrieben – angehçren
(Abbildung 1, Abbildung S2, Abbildung S3 und Tabelle S1).
W�hrend 5 und 6 auch aus marinen Quellen isoliert wurden,
tragen 3 und 4 eine zus�tzliche Methylgruppe an C17. Eine

Analyse der antiproliferativen Aktivit�ten von 3–5 gegenîber
8 Zelllinien zeigte, dass die meisten IC50-Werte im niedrigen
mikromolaren Bereich liegen (Tabelle S2), also 2–3 Zehner-
potenzen grçßer sind als diejenigen der marinen Substanz
1 oder des optimierten Analogons 2. Dies zeigte deutlich, dass
Verbesserungen durch Strukturmodifikationen erforderlich
waren.

Unsere n�chsten Arbeiten zielten auf die Entschlîsselung
des genetischen Bauplans zur Bengamid-Biosynthese ab, um
diese Informationen fîr die Optimierung der Struktur und
der Produktionsausbeute zu nutzen. Es wurde ein Hybrid-
system aus Polyketidsynthase (PKS)[18] und nichtribosomaler
Peptidsynthetase (NRPS)[19] identifiziert, dessen Beteiligung
an der Bengamid-Produktion îber gerichtete Mutagenese
best�tigt werden konnte (siehe Hintergrundinformationen).
Die Genclustergrenzen wurden îber einen Vergleich mit
Genomdaten fîr Myxococcus xanthus abgeleitet und wiesen
darauf hin, dass der Biosyntheseweg 25 kbp umfasst und aus
den 9 Genen benA-I besteht (Abbildung 2 sowie Abbil-
dung S4, Tabelle S3).

Die Bengamid-Biosynthese wird von einer modularen
Megasynthetase (BenA-D) katalysiert, die von BenE-H mit
Glycerol-abgeleiteten Hydroxymalonyl-Carrierprotein(CP)-
Verl�ngerungseinheiten[20] beliefert wird. Ergebnisse aus
Fîtterungsexperimenten mit [2-13C]-Glycerol best�tigten den
Einbau zweier solcher Einheiten durch Modul 2 und 3 (Ab-
bildung S5). Hierauf basierend wird folgendes Biosynthese-
schema postuliert: Isobutyryl-CoA- oder 2-Methylbutyryl-
CoA-Startereinheiten werden mit Malonyl-CoA, zwei „Gly-
kolat-Einheiten“ und schließlich l-Lysin verl�ngert. �ber
begleitende reduktive Polyketidchemie, O-Methylierung und
schlussendliche Abspaltung der PK/NRP-Kette vom En-
zymkomplex îber Lactamisierung werden 3 und 5 gebildet.
Das resultierende Caprolactam wird optional îber N-Me-
thylierung modifiziert, woraus 4 und 6 hervorgehen. Da kein
putatives N-Methyltransferase-Gen in der Genclusterregion
identifiziert werden konnte, wird die erforderliche Enzym-
aktivit�t vermutlich anderswo im Genom kodiert.

Neben der BenA-H-Biosynthesemaschinerie wird eine
putative Methionin-Aminopeptidase (BenI) im Bengamid-
Gencluster kodiert (Tabelle S3). Myxobakterielle Genome
kodieren gewçhnlich zwei Kopien von MetAPs (MetAP1a
und MetAP1b; Abbildung S9). BenI in M. virescens ST20011
stellt eine zus�tzliche Kopie von MetAP1b dar, was in An-
betracht der Wirkweise der Bengamide als MetAP-Inhibito-
ren[10] auf eine resistenzvermittelnde Funktion hindeutet. In
Sequenzanalysen wurde ein Leucinrest in Position 154 iden-
tifiziert; an dieser Stelle enthalten andere prokaryotische und
eukaryotische MetAPs gewçhnlich ein konserviertes Cystein
oder Alanin (Abbildung S9). Ein Homologiemodell wies auf
eine sterische Kollision zwischen dem sperrigeren Leucin-
Rest und der Bengamid-Methoxygruppe hin, wodurch die
Resistenzvermittlung erkl�rt werden kçnnte (Abbildung 3).
Um diese Hypothese zu verifizieren, wurden Wachstumsin-
hibitionsstudien mit Bengamid-sensitiven Escherichia-coli-
St�mmen durchgefîhrt, die BenI oder eine Leu154Cys-mu-
tierte Version exprimieren (Abbildung S9). Der Befund, dass
Zugabe von 3 zu einer Kultur mit mutiertem BenI
(Leu154Cys) zu einer signifikanten Wachstumsinhibition

Abbildung 1. Chemische Strukturen der Bengamide. 1 und 3–6 wurden
aus natírlichen Quellen isoliert, 2, 7a, 8a und 8d wurden aus Synthe-
sen erhalten. Die Strukturen von 7b–e, Derivaten mit substituierten
N-Benzylresten, sind in den Hintergrundinformationen dargestellt.
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fîhrte, w�hrend der Stamm mit nativem BenI kaum beein-
tr�chtigt wuchs, deutet stark darauf hin, dass BenI Resistenz
gegenîber Bengamiden vermittelt und dass in der
Tat Leu154 eine wichtige Rolle bei der Eigenresis-
tenz des Produzenten spielt.

Um den identifizierten Biosyntheseweg weiter
nutzbar zu machen, sollte ein heterologes Expressi-
onssystem etabliert werden, da der native Bengamid-
Produzent genetisch schwer zug�nglich ist. Nachdem
erste Ans�tze zur Expression des Biosyntheseweges
in Streptomyceten fehlschlugen, wurde das geneti-
sche Konstrukt fîr den Transfer in den myxobakte-
riellen Modellstamm M. xanthus DK1622 modifi-
ziert (pBen32; Abbildung S6). Eine Expression
unter Kontrolle der nativen Promotoren resultierte

in der Produktion der vier aus M. virescens
ST200611 beschriebenen Bengamid-Derivate mit
einer Gesamtausbeute von 5–10 mgL¢1 (Abbil-
dung S8), also einem mit dem nativen Produzenten
vergleichbaren Produktionstiter. Wir sehen das als
ein vielversprechendes Ergebnis fîr eine erste
Expressionsstudie an, das die Voraussetzung fîr
flexible Gencluster-Modifikationen schafft.
Obwohl erste Ans�tze zur Manipulation der Bio-
synthese (Deletion des benE-H Operons, siehe
Hintergrundinformationen) bislang nicht zur Pro-
duktion neuer Bengamid-Derivate fîhrten, stellt
das etablierte heterologe Expressionssystem eine
nîtzliche Plattform fîr zukînftige Struktur- und
Ausbeuteoptimierungen dar, denn es ermçglicht
beispielsweise Modifikationen in der 731 kDa
Bengamid-Megasynthetase, die im nativen Produ-
zenten derzeit nicht durchfîhrbar sind.

Um die antiproliferative Wirkung der
Bengamide zu steigern, wurde 3 îber Fermentation
in Gramm-Mengen hergestellt und semisynthetisch
modifiziert. Den ersten Ansatzpunkt lieferten frî-
here Studien, die eine deutliche Erhçhung der
Wirkst�rke durch Hinzufîgen eines lipophilen
Rests am Heterocyclus beschrieben.[8b, 21] Durch
Einfîhrung von N-Benzylresten mit unterschiedli-
chen Ringsubstituenten wurden 7a–e generiert
(Abbildung 1 sowie Schema S1), die in der Tat 50-
bis 230-fach niedrigere IC50-Werte verglichen mit 3
aufwiesen (Tabelle S5). Allerdings erschien eine
mçgliche Anwendung von 7a–e als Arzneistoff
durch deren geringe mikrosomale Stabilit�t limi-
tiert, wie beispielhaft fîr 7a gezeigt ist (Tabelle 1).
Die hohe metabolische Labilit�t in vitro (z. B. 88–
99 % fîr 7a) fîhrte, nicht unerwartet, zu unvor-
teilhaften pharmakokinetischen Eigenschaften in
vivo: 7a zeigte eine ausgepr�gte Clearance
(7.1 Lh¢1 kg¢1), ein limitiertes Verteilungsvolumen
(0.9 Lkg¢1) und eine kurze terminale Halbwertszeit
von 0.1 h (Tabelle 1).

Durch Migration des aromatischen Restes von
der Benzylposition zum Caprolactam-Ring sollte
die Stabilit�t der resultierenden benzanellierten
Bengamide erhçht werden. Ein semisynthetischer

Zugang zu solchen Analoga ist îber Kombination einer mi-
krobiell produzierten Polyketidkette mit einem synthetischen

Abbildung 2. Bengamid-Biosynthese in M. virescens ST200611. a) Bengamid-Biosyn-
thesegencluster (benA-I) mit flankierenden Regionen. b) Modell zur Bengamid-As-
semblierung durch eine hybride Megasynthetase aus Polyketid und nichtribosoma-
lem Peptid (PKS-Anteil blau, NRPS-Anteil grín). Siehe auch Tabelle S3.

Abbildung 3. In-silico-Analyse von BenI verglichen mit Kristallstrukturen anderer
Methionin-Aminopeptidasen (MetAPs). �berlagert sind fínf Bengamid-Inhibitoren
(grín) aus in der PDB hinterlegten MetAP-Costrukturen. i) Mycobacterium tuberculo-
sis MetAP (PDB: 3PKA).[12] ii) Humane MetAP (PDB: 1QZY).[10] iii) Homologiemo-
dell von BenI. Das wahrscheinlichste Rotamer fír L154 ist als Stab- und Oberfl�-
chenmodell dargestellt und befindet sich an der �quivalenten Position zu A230 in
der humanen MetAP und zu C113 im M. tuberculosis-Protein. Sterische Kollisionen
zwischen der L154-Seitenkette und der Methoxygruppe der Bengamid-Inhibitoren
sind durch Scheiben symbolisiert und scheinen fír alle mçglichen Rotamere aufzu-
treten. Fír Details siehe Abbildung S10.

Tabelle 1: Metabolische Labilit�ten in Lebermikrosomen und pharmakokinetische
Parameter in C57BL M�usen von 7a, 8a und 8d.

Verb. Pharmakokinetik in vivo[a] Mikrosomale Labilit�t in vitro
AUC Cl Vdis t1/2 Labilit�t in %

[h ngmL¢1] [Lh¢1 kg¢1] [Lkg¢1] [h] Maus Ratte Mensch

7a[b] 140 7.1 0.9 0.1 88 99 94
8a[c] 26254 1.1 1.6 3.4 5 5 0
8d[c] 25600 1.2 0.5 3.5 0 5 15

[a] AUC =Fl�che unter der Konzentrations-Zeit-Kurve, Cl= Clearance, Vdis = limi-
tiertes Verteilungsvolumen, t1/2 = terminale Halbwertszeit. [b] 1 mgkg¢1 Einzeldo-
sis, intravençse Gabe. [c] 30 mgkg¢1 Einzeldosis, intravençse Gabe.
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Caprolactam denkbar. Um in dieser explorativen Phase
jedoch einen schnellen Zugang zu den Analoga 8a–f (Ab-
bildung 1, Schema S2) zu erhalten, wurde einer effizienten
Totalsyntheseroute[7] gefolgt (Schema S2). Von dieser kleinen
Serie wurden 8a und 8d aufgrund ihrer îberlegenen Wirk-
samkeit ausgew�hlt und gegen ein Spektrum von 14 Zelllinien
und nicht-proliferierenden peripheren Blutlymphozyten
(PBL) im Vergleich zu 2 analysiert (Tabelle 2 und Tabelle S6).

Alle drei Verbindungen inhibierten die Zellproliferation im
nanomolaren Bereich, wobei 2 die beste Wirkung zeigte.
W�hrend 8 a und 8 d gegen Zelllinien HCT116, B16-F10,
H460 und A549 besonders aktiv waren (IC50-Werte � 59 nm),
deutet die geringere Wirkung gegen MDA-A1 oder HCT15
darauf hin, dass 2, 8a und zu einem geringeren Ausmaß 8d
von PgP-Effluxpumpen erkannt wurden. Die Tatsache, dass
die Viabilit�t von metabolisch ruhenden PBL von Bengami-
den nahezu nicht beeinflusst wurde, verdeutlicht das Potential
zur selektiven Wirkung auf sich teilende Tumorzellen.

Die Analoga 8a und 8d waren plasmastabil und zeigten
eine geringe metabolische Labilit�t von 5%/0 %/0% und
0%/5 %/15% nach Inkubation mit Maus-, Ratten- bzw.
Human-Mikrosomen (Tabelle 1). Dies îbersetzte sich in
verbesserte pharmakokinetische Eigenschaften in vivo: 8a
zeigte eine moderate Clearance (1.1 L h¢1 kg¢1), ein modera-
tes Verteilungsvolumen (1.6 L kg¢1) und eine terminale
Halbwertszeit von 3.4 h. Im Vergleich hierzu konnten von 2,
dem Gold-Standard unter den Bengamiden, nach dem ersten
Zeitpunkt (ca. 6 min) keine Plasmaspiegel mehr detektiert
werden, da 2 als Ester-Prodrug rasch gespalten wird.

In einem Enzymassay mit Mangan als Cofaktor wurde das
molekulare Target MetAP2 von 8a mit einem IC50 von 42 nm
inhibiert. Die �quilibrierte Lçslichkeit von 8 a bei pH 7.4
betrug 370 mm. Bei einer Konzentration von 10 mm wurde
weder eine Hemmung von hErg noch von Cyp-Isoformen
beobachtet. Bei dieser Konzentration wurde auch kein
AMES-Signal detektiert.

Abschließend wurde die Wirksamkeit von 8 a in weibli-
chen C57BL/6-M�usen mit einem B16-Melanom im Frîh-
stadium evaluiert. Die hçchste nicht-toxische Dosis
(60 mg kg¢1 pro Injektion, Gesamtdosis 480 mgkg¢1) hatte
eine Antitumoraktivit�t mit einem Tumor/Kontroll(T/K)-
Wert von 31% (Tabelle S7, Abbildung S12), was die In-vivo-
Antitumoraktivit�t von Caprolactam-modifizierten Beng-

amiden demonstriert. Allerdings war die Aktivit�t im Ver-
gleich zum Referenz-Arzneistoff Docetaxel (T/K von 1%)
nur moderat, und das therapeutische Fenster zwischen Toxi-
zit�t und Antitumorwirkung erwies sich als schmal.

Im Hinblick auf die pharmazeutische Anwendung der
Bengamide zielten die meisten Studien bislang auf deren
antitumorales und antimycobakterielles Potential. Kîrzlich
erschienene pr�klinische und klinische Studien mit einem
kovalent bindenden Fumagillin-Analog zeigten, dass
MetAP2-Inhibierung zu erhçhtem Fettabbau und einer star-
ker Reduzierung des Kçrpergewichts fîhrt.[22] Die Untersu-
chung von MetAP2-selektiven Bengamiden[23] als nichtkova-
lent bindende Wirkstoffe gegen Fettleibigkeit kçnnte daher
interessante weitere Indikationen erschließen.

Zusammenfassend haben wir hier detaillierte Studien zur
Bengamid-Biosynthese durchgefîhrt und hierauf basierend
die heterologe Expression des Biosynthesegenclusters in ge-
eigneteren Wirtst�mmen sowie die Aufkl�rung des bakteri-
ellen Selbstresistenzmechanismus des Produzenten ermçg-
licht. Die pharmazeutischen Eigenschaften der Verbindungen
wurden îber Semi- und Totalsynthese optimiert, woraus
Bengamide mit verbessertem pharmakokinetischen Profil
und hçherer Wirksamkeit in einem Antitumormodell ohne
ein Prodrug-Prinzip (wie bei 2) resultierten. Basierend auf
den nun verfîgbaren Methoden kçnnten zukînftig Gen-
technik- und Synthese-Ans�tze zur kostengînstigen Produk-
tion optimierter Bengamide kombiniert werden, z. B. durch
Kopplung einer biotechnologisch hergestellten Polyketidket-
te mit einem synthetisch modifizierten Caprolactam.
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