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Abstract: Es wird die bislang grçßte zusammenh�ngende
bakterielle nicht-ribosomale Peptidsynthetase (NRPS) be-
schrieben, die aus 15 konsekutiven Modulen besteht und aus
einem einzigen voll funktionalen Gen des entomopathogenen
Bakteriums Photorhabdus luminescens hervorgeht. Die Iden-
tifikation ihres kryptischen Biosyntheseprodukts wurde mit-
hilfe einer Kombination aus Genomanalyse, Promotoraus-
tausch, Isotopenmarkierung und Totalsynthese einer fokus-
sierten Sammlung von Peptidkandidaten erreicht. Obwohl zur
wachsenden Klasse der d-/l-Peptid-Naturstoffe z�hlend, wies
der produzierte Metabolit Kolossin A keine nennenswerte an-
tibakterielle Aktivit�t auf und ist mçglicherweise an einer In-
terspeziesinteraktion beteiligt. Ein Stereoisomer des unge-
wçhnlichen Naturstoffs zeigte hohe Aktivit�t gegen Trypano-
soma brucei rhodesiense, einen hartn�ckigen Parasiten, der die
tçdliche afrikanische Schlafkrankheit verursacht.

Fortgeschrittene Sequenziermethoden und bioinformatische
Analysen haben die Untersuchung von unerforschten oder
sogar unbekannten Verbindungen in der Naturstoffforschung
mçglich gemacht.[1–4] Zur Bestimmung ihrer Konstitution sind
Verbesserungen massenspektrometrischer (MS-)Methoden
von großem Nutzen.[5–8] Darîber hinaus ermçglichen Fort-
schritte bei der Gewinnung genomischer Daten und deren
Korrelation die Vorhersage der Konfiguration der Produkte

von Polyketidsynthasen und nicht-ribosomalen Peptidsyn-
thasen (PKSs und NRPSs) mit wachsender Zuverl�ssig-
keit.[9–11] Um allerdings mutmaßliche Biosyntheseprodukte
auch fîr weitere Forschung zug�nglich zu machen, mîssen
diese nach Fermentation im pr�parativen Maßstab isoliert
werden. Sind nur analytische Mengen der Substanz zug�ng-
lich, gewinnt die chemische Synthese an Wichtigkeit, wenn
die Identit�t, Konfiguration, Bioaktivit�t und Funktion der
Produkte kryptischer Gencluster ermittelt werden sollen.

Besondere Herausforderungen stellen sehr große Gen-
cluster, die nicht leicht in heterologen Wirten kloniert und
îberexprimiert werden kçnnen, genauso wie Produzenten
mit einem komplexen Lebensstil, etwa Symbionten oder
speziesselektive Pathogene. Wir beschreiben hier die Com-
puter-gestîtzte Vorhersage des kryptischen Biosynthesepro-
duktes Kolossin A (1) aus Photorhabdus luminescens, die in-
duzierte Expression der zusammenh�ngenden 1.8-MDa-
NRPS Kol sowie die eindeutige Best�tigung der Struktur (1)
des formylierten d-/l-Pentadecapeptidprodukts durch Mar-
kierungsexperimente und chemische Synthese, die auch eine
Profilierung der Bioaktivit�t ermçglichte.

Im Genom des entomopathogenen Modellbakteriums
Photorhabdus luminescens TTO1 wurden bereits verschie-
dene Gencluster charakterisiert, die mit der Biosynthese di-
verser Naturstoffe verknîpft sind.[12, 13] Darunter identifizier-
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ten wir das Gen kol (plu2670, 49.1 kbp), das fîr die grçßte
(uns bekannte) einzelne NRPS bakteriellen Ursprungs mit
einer abgesch�tzten Molekularmasse von 1.81 MDa codiert
(Kol) – der Grçße nach vergleichbar mit dem bakteriellen
Ribosom. Eine detaillierte Analyse ergab 15 NRPS-Module
mit 45 Dom�nen (Abbildung 1), weshalb Kol ein Pentadeca-
peptid produzieren sollte.[14] Allerdings gelang es uns nicht,
ein solches Peptid unter verschiedenen Fermentationsbedin-
gungen im Labor nachzuweisen. Dabei wurde P. luminescens
sogar in Larven der großen Wachsmotte Galleria mellonella
kultiviert, um den natîrlichen Lebenszyklus von Photorhab-
dus nachzuvollziehen (Daten nicht gezeigt). Ebenso zeigte
Transkriptomanalyse mittels RNAseq keine signifikante Ak-
tivierung des Gens kol, weder in exponentieller oder in sta-
tion�rer Wachstumsphase noch in Gegenwart von H�molym-
phe aus der Insektenlarve (Abbildung S1 der Hintergrundin-
formationen). Es gelang, den „stillen“ Gencluster durch einen
kîrzlich vorgestellten Promotoraustausch[15] am kol-Gen zu
aktivieren, was zum Nachweis dreier neuer Biosynthesepro-
dukte durch HPLC/MS-�berprîfung fîhrte (Abbildung 2).
Allerdings ermçglichten die geringen Mengen an Material
keine detaillierte chemische Analyse oder Strukturaufkl�rung.
Summenformeln und auch Aminos�uresequenzen ließen sich
jedoch aus MSn-Experimenten ableiten (Abbildung 1, Tabel-
len S3 und S4, Abbildung S2). Diese Daten wiesen auf die
hydrophobe Verbindung 1 als das vollst�ndige Kolossin A

sowie auf Kolossin B (2) und Kolossin C (3) als C-terminale
Abbruchfragmente hin. Die Konfiguration aller stereogenen
Zentren wurde ausgehend von der Gegenwart dualer Kon-
densations- und Epimerisierungsdom�nen[16,17] in Kol vorher-
gesagt, die eine voll alternierende d-/l-Konfiguration anzeigte,
mit Ausnahme zweier konsekutiv d-konfigurierter Amino-
s�uren Val7 und Thr8 (Tabelle S5). Damit ordnet sich Kolos-
sin A unter die seltenen linearen d-/l-Peptidnaturstoffe ein,
wie Gramicidin A,[18] Feglymycin[19] oder die Polytheonami-
de,[20] die alle eine Neigung zur Bildung b-helikaler Strukturen
sowie h�ufig potente Bioaktivit�t zeigen. Interessanterweise
konnten kîrzlich mit den Xenoamicinen �hnliche, hydro-
phobe d-/l-Depsipeptide in Xenorhabdus gefunden werden,
jedoch keinerlei lineare Derivate.[21]

Um die Aktivit�t der C/E-Dom�nen in der NRPS Kol und
damit die hçchst relevante Konfiguration des Biosynthese-
produktes zu prîfen[18–20] wurden Markierungsexperimente
mit voll deuteriertem Alanin, Valin, Leucin, Tyrosin und
Threonin in einer DilvE-Mutante aus P. luminescens durch-
gefîhrt.[8] Der Verlust eines Deuteriumatoms in Tyrosin und
Threonin (Abbildungen S2 und S4) zeigte an, dass zumindest
die auf die Einbaudom�nen von Tyr und Thr folgenden C/E-
Dom�nen funktional waren und dass somit beide Thr-Reste
d-konfiguriert sein sollten. Die Aminotransferasereaktion fîr
Leu und Ile ist in der DilvE-Mutante gestçrt, sodass mit ihr
auch die Epimerisierung dieser Aminos�uren untersucht
werden kann. Tats�chlich wurde der Einbau eines l- und
eines d-Leucins in die Abbruchprodukte 2 und 3 gefunden,
was den Vorschlag der Konfiguration weiter stîtzte.

Die Konfiguration der b-substituierten Thr-Reste war
mithilfe der Isotopenmarkierung nicht zug�nglich. Um die
wahrscheinliche Struktur abzusichern und um Material fîr
Bioaktivit�tstests bereitzustellen, war ein Zugang zu synthe-
tischem Kolossin A nçtig. Um auch die Identit�t der Ver-
bindung per LC-MS eindeutig zu validieren und um biologi-
sche Studien zu komplementieren, wurde die chemische
Synthese von Stereoisomeren angegangen. Dafîr wurde eine
neungliedrige Sammlung von Kolossin-A-Analoga durch

Abbildung 1. Modell der fír die Biosynthese von Kolossin A (1) verantwortlichen NRPS Kol mit 15 konsekutiven Modulen. Dom�nen: C: Konden-
sation, E/C: diale Epimerase/Kondensation, A: Adenylierung, T: Thiolierung, TE: Thioesterase, FT: Formyltransferase, CP: Peptidyltr�gerprotein.

Abbildung 2. HPLC/MS-Chromatogramme der Metaboliten aus P. lu-
minescens Wildtyp (gg), pCEP-kol ohne (aa) und mit Arabinosein-
duktion (cc). Abgebildet sind extrahierte Ionenchromatiogramme
(EIC) der m/z-Werte von 1–3 (Tabelle S3).
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Permutationen von d-allo-Thr, d-Thr und l-Thr an den Po-
sitionen 8 und 12 entworfen (Abbildung 3).

Alle Stereoisomere wurden unabh�ngig mithilfe Fmoc-
basierter Festphasensynthese (SPPS)[22] an 2-Chlortrityl-
chloridharz synthetisiert.[23] Die Peptide wurde unter Nutzung
eines Peptidsyntheseautomaten vom C- zum N-Terminus hin
aufgebaut (Schema 1). Umfangreiche, von Pr�zedenz mit
schwierigen lipophilen d-/l-Peptiden ausgehende Experi-
mente[24, 25] fîhrten zu einer optimierten Synthesevorschrift,
die aus Kupplungszyklen beschleunigter Fmoc-Entschîtzun-
gen, HBTU-vermittelter Kupplungen in DMF und systema-
tischen „Cappings“ bestand (Schema 1). Die Ausgangsbela-
dung des Harzes 13 betrug 0.4 mmol g¢1. Konventionelle N-
terminale Formylierung voll entschîtzter d-/l-Peptide in
Lçsung oder mithilfe von Standardreagentien[26] am Harz-
gebundenen Peptid fîhrte zu unreinen Produkten, offen-
sichtlich wegen mangelnder Chemoselektivit�t und schwieri-
ger Abtrennung von Nebenprodukten. Die Formylierung des
harzgebundenen, seitenkettengeschîtzten Peptids gelang se-
lektiv an der terminalen Aminogruppe durch Umsetzung mit
Saccharinformiat (12) in THF.[27] Die rohen Peptide wurden
anschließend vom festen Tr�ger unter optimierten Bedin-
gungen abgespalten, die die N-terminale Formylgruppe intakt
ließen, um so die entsprechenden Kolossin-A-Analoga 1 und
4–11 in > 90% Rohausbeute zu erhalten. Niedrige Lçslich-
keit und Aggregation, die diese Peptide auszeichnen, wurden
durch Auflçsen in HFIP unmittelbar vor der Reinigung mit-
tels RP-HPLC (C4-S�ule, MeOH/H2O, pH 3.5) îberwunden.
Im Mittel wurden so 20–23 mg der Kolossin-A-Analoga aus je
100 mg Harz in sehr hoher Reinheit mit exzellenten Ge-
samtausbeuten von 31–34% erhalten. Alle Verbindungen
ließen sich voll durch NMR-Spektroskopie und Chromato-
graphie charakterisieren und voneinander unterscheiden,
obwohl sie nur in ihrer Seitenkettenchiralit�t verschieden
sind. Mithilfe einer Kombination von HPLC/MS und Frag-
mentierungsanalyse ließen sich die chemische Struktur und

Konfiguration des
kaum verfîgbaren (mg)
Naturstoffs klar mit
1 korrelieren, sodass
die Struktur von Ko-
lossin A und der Reste
8 und 12 jeweils als d-
allo-Thr belegt wurde
(Abbildung S5).

Bei biologischen
Untersuchungen zeig-
ten weder Kolossin A
noch seine Isomere
Zytotoxizit�t in L6-
Rattenmyoblastenzel-
len oder antibakterielle
Aktivit�t gegen Gram-
positive (Staphylococ-
cus aureus, S. epidermis,
Enterococcus faecalis,
E. faecium) oder
Gram-negative Bakte-
rien (Escherichia

coli wt, Klebsiella pneumonia, Proteus mirabilis, Pseudomo-
nas aeruginosa). Um die oft mit d-/l-Peptiden assoziierten
Porenbildungseigenschaften in Membranen[18–20] zu erfor-
schen, wurden alle Kandidaten in einem „black lipid bilayer“-
Testsystem untersucht. Keine der Verbindungen lçste mess-
bare Leitf�higkeit (< 1 mS) bei Badkonzentrationen von 1 mm
aus (100 mm KCl, pH 8.0 Tris/HCl), w�hrend im Unterschied
dazu Gramicidin A (gA) Leitf�higkeiten von 100 mS bei

Schema 1. Optimierte festphasengestítzte Synthese von Kolossin-A-
Analoga (1, 4–11). Reagentien und Bedingungen: a) Fmoc-l-Val-OH,
EtN(iPr)2, CH2Cl2, 16 h; b) Piperidin/DMF 1:3 + 2% DBU; c) Amino-
s�ure n (0.40m in DMF), HBTU, HOBt (0.42m in DMF), EtN(iPr)2

(2m in DMF), 1 h; d) Ac2O/Pyridin/CH2Cl2 =1:1:4, Wiederholung von
(b) fír alle n =14!1; e) 12 (ges�ttigt in THF), THF/EtN(iPr)2 9:1,
2 Ö 15 min; f) TFA/Et3SiH/H2O/CH2Cl2 = 70:7.5:7.5:15, 20 88C, 1.5 h.
DBU= 1,8-Diazabicyclo[5.4.0]undec-7-en, DMF=Dimethylformamid;
Fmoc= Fluorenylmethoxycarbonyl, HBTU =O-(Benzotriazol-1-yl)-
N,N,N’,N’-tetramethyluronium-hexafluorophosphat, HOBt=1-Hydroxy-
benzotriazol, HFIP =1,1,1,3,3,3-Hexafluorpropan-2-ol, TFA = Trifluores-
sigs�ure.

Abbildung 3. a) Strukturformel von Kolossin A (1). b) Sequenzen der Naturstoffe 1–3 und der untersuchten Isome-
re 4–11. Variierte Positionen (Reste 8 und 12) und der Wechsel der Ríckgratkonfiguration zwischen d (grau) und
l (weiß) sind markiert, ebenso die irregul�re Fortsetzung zwischen Position 7 und 8; aThr steht fír allo-Threonin.
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0.5 nm induzierte (Abbildung S6). Demzufolge sind allgemein
porenbildende Eigenschaften der Kolossine 106–107-fach
schw�cher ausgepr�gt als bei gA und kçnnten daher bei bio-
logischen Konzentrationen nicht auftreten. Weitere Tests von
1 und 4–11 wurden in eukaryotischen Parasiten durchgefîhrt:
Trypanosoma brucei rhodesiense, T. cruci, Leishmania dono-
vani und Plasmodium falciparum.[21,28] Fîr 8 wurde bemer-
kenswerte Aktivit�t gegen T. brucei rhodesiense festgestellt
(IC50 = 2.7 mm), den Verursacher der afrikanischen Schlaf-
krankheit, weiter auch fîr 11 gegen T. brucei r. (IC50 = 8.9 mm)
und P. falciparum (IC50 = 16.1 mm), den Erreger von Malaria
(Tabelle S6). Alle anderen Isomere sowie der Naturstoff
selbst waren inaktiv.

Zusammengefasst wurde die bioinformatische Vorhersa-
ge eines NRPS-abgeleiteten Peptids mit stimulierter �ber-
expression, MS-Analyse, Markierungsexperimenten und To-
talsynthese kombiniert, um die chemische Struktur und
Konfiguration des Produktes Kolossin A aus einem giganti-
schen NRPS-Gencluster eindeutig zu belegen. Die schiere
Grçße des Gens kol und der NRPS Kol sowie die Menge an
Vorl�ufern, Energie und Zeit, die fîr die Biosynthese benç-
tigt wird, lassen auf eine wichtige biologische Rolle der Ko-
lossine schließen. Porenbildende Eigenschaften wurden nicht
festgestellt, im Einklang mit der Unterbrechung der regul�-
ren d-/l-Konfiguration entlang des Rîckgrats, und der Pro-
duzent P. luminescens reagierte nicht auf die Verbindung. Da
die Produktion von Kolossin bei Kultivierung im Labor nicht
ausgelçst werden konnte, weisen unsere Befunde klar darauf
hin, dass die Produktion von Kolossin eines speziellen Si-
gnalfaktors bedarf, der mçglicherweise mit dem Wirtinsekt
oder einer spezifischen Stufe seines Lebenszyklus verknîpft
ist. Wir fanden, dass das nicht-natîrliche Isomer 8 spezifische
Aktivit�t gegen T. brucei rhodesiense zeigte, dessen durch-
wegs tçdliche Infektionen, wenn Sie nicht behandelt werden,
ein schwerwiegendes Gesundheitsproblem im subsaharischen
Afrika darstellen. Weitergehende Untersuchungen widmen
sich der Verfolgung dieser vielversprechenden Aktivit�t
sowie deren mçglicher Verknîpfung mit der schwer fassbaren
endogenen Funktion von Kolossin im produzierenden Bak-
terium P. luminescens.

Stichwçrter: Biologische Aktivit�t · Biosynthese · Naturstoffe ·
Peptide · Totalsynthesen
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