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Die Biosynthese von Stilbenen ist in Pflanzen weitverbreitet.
Außerhalb des Pflanzenreichs ist der einzige bekannte Pro-
duzent dieser Substanzklasse das Gram-negative Bakterium
Photorhabdus luminescens (Enterobacteriaceae).[1] Photo-
rhabdus ist insektenpathogen und produziert w'hrend der
post-exponentiellen Wachstumsphase in Komplexmedium
und in Insektenlarven Isopropyl-5-[(E)-2-phenylvinyl]benzol-
1,3-diol (1) und kleine Mengen von 2-Ethyl-5-[(E)-2-phenyl-
vinyl]benzol-1,3-diol (2).[2,3]

Photorhabdus kommt nicht freilebend vor, sondern lebt
immer in Symbiose mit Nematoden der Gattung Hetero-
rhabditis. Die Bakterien besiedeln dabei den Darm der Ne-
matoden im Dauerlarven-Stadium. Dauerlarven leben frei im
Boden und suchen nach Insektenlarven. Nachdem sie in diese
eingedrungen sind, wandern die Dauerlarven in die H'mo-
lymphe (das kombinierte Blut-Lymphsystem der Insekten)
und setzen die Photorhabdus-Bakterien frei. Die Bakterien

beginnen exponentiell zu wachsen und t4ten die Insekten-
larve schließlich analog einer Sepsis innerhalb von drei Tagen.
Die Nematoden ern'hren sich von den wachsenden Bakte-
rien und bilden nach mehreren Generationen schließlich neue
Dauerlarven, die wiederum Photorhabdus im Darm tragen
und den Insektenkadaver verlassen.[4] Stilben 1 hat antibio-
tische Aktivit't, und es wurde vermutet, dass es den Insek-
tenkadaver vor Fraßfeinden (vor allem im Boden lebenden
Bakterien und Pilzen) sch8tzt.[1,5–7] Außerdem konnte k8rz-
lich gezeigt werden, dass 1 auch ein Virulenzfaktor ist, der die
Phenoloxidase der Insekten hemmt. Diese wiederum ist eine
Hauptkomponente des Immunsystems der Insekten.[8]

In Pflanzen entstehen Stilbene durch schrittweise Ver-
l'ngerung von Zimts'ure-CoA-Thioester (4) oder Cumar-
s'ure-CoA-Thioester mit drei Malonyl-CoA-Verl'ngerungs-
einheiten. Diese Reaktion wird durch Stilben-Synthasen
(STS) katalysiert, die zu den Polyketidsynthasen (PKS) vom
TypIII geh4ren (Schema 1). Aus dem so gebildeten Tetrake-

Schema 1. Stilben-Biosynthese in Pflanzen (grau unterlegt) und in P.
luminescens. Intakte Acetateinheiten sind fett gezeichnet. PAL (Phenyl-
alanin-Ammonium-Lyase; StlA), CoA-Ligase (StlB), KS (Cinnamoyl-CoA
kondensierende Ketosynthase [StlD] und Isovaleryl-CoA kondensieren-
de Ketosynthase [BkdC]), ACP (StlE und FS-ACP), Zyklase (StlC), Bkd
(verzweigtkettige Ketos5ure-Dehydrogenase; BkdA, BkdB), C4H (Zimt-
s5ure-4-Hydroxylase), 4CL (4-Cumaroyl-CoA-Ligase).
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tid entsteht dann durch Cyclisierung und Decarboxylierung
das fertige Stilben.[9] Wie wird nun 1 in Photorhabdus her-
gestellt? Wie in Pflanzen ist auch hier der erste Schritt die
Produktion von Zimts'ure (3) durch StlA (Schema 1).[10] F8r
die folgenden Biosyntheseschritte muss 3 durch eine Coen-
zym-A-Ligase zum entsprechenden Thioester 4 aktiviert
werden. Das entsprechende Gen konnte relativ einfach
identifiziert werden, da nur zwei CoA-Ligasen im Genom von
Photorhabdus[11] vorkommen (plu2134 und plu0760), die
nicht mit der Fetts'ure- oder Siderophor-Biosynthese asso-
ziiert sind. Nach Plasmidinsertion in beide Gene zeigte nur
die plu2134-Mutante (umbenannt in stlB) den Verlust der
Produktion von 1 und die erwartete Akkumulation von 3 im
Medium (Abbildung 1b). Die Struktur von 1 ist ungew4hn-
lich, da sie eine Isopropylgruppe an der 2-Position tr'gt.
F8tterungsexperimente mit 13C-markierten Verbindungen[12]

(oder 12C-markierten in einem 13C-Hintergrund[13]) best'ti-
gen, dass zwei Acetateinheiten (vermutlich als Malonyl-CoA)
in 1 eingebaut werden, von denen eine decarboxyliert wird,
um den zweiten aromatischen Ring zu bilden (siehe
Tabellen S1 und S2 in den Hintergrundinformationen). Die
Isopropylgruppe stammt aus Isovaleryl-CoA (IV-CoA), das
durch Leucin-Abbau entstanden ist, da sowohl Leucin als
auch Isovalerat eingebaut werden (siehe Tabelle S2). Ausge-
hend von einer hypothetischen Biosynthese wie in Pflanzen
k4nnte 1 durch STS-katalysierte schrittweise Verl'ngerung
von 4 mit Malonyl-CoA, Isopropylmalonyl-CoA (entstanden
aus IV-CoA) und schließlich Malonyl-CoA entstehen. STS
akzeptieren jedoch in der Regel nur Malonyl-CoA als Ver-
l'ngerungseinheiten,[9] und die Verwendung von zwei unter-
schiedlichen Verl'ngerungseinheiten ist sehr ungew4hnlich.
Dementsprechend konnte auch kein Gen im Genom von
Stamm TT01 identifiziert werden, das f8r eine STS codiert.
STS (und alle Typ-III-PKS) verwenden freie CoA-Thioester
als Starter- und Verl'ngerungseinheit, w'hrend sowohl Typ-I-
als auch Typ-II-PKS an Acylcarrierprotein (ACP) gebundene
Vorstufen und Intermediate verwenden. Die inaktive Apo-
form des ACP wird durch Phosphopantetheinyltransferasen
(PPT) in die aktive Cofaktor-tragende Holoform 8berf8hrt.
In Photorhabdus konnte bereits gezeigt werden, dass eine
PPT (codiert durch ngrA) f8r die Biosynthese von 1 not-
wendig ist, was auf eine Beteiligung einer Typ-I- oder Typ-II-
PKS-Aktivit't hindeutet.[14] Ein Biosynthese-Gencluster, der
an der Biosynthese von 1 beteiligt sein k4nnte, wurde jedoch
nicht im Genom von Stamm TT01 gefunden.

Stattdessen wurde nach ACP-codierenden Genen ge-
sucht, die nicht benachbart oder Teile von Genen sind, die f8r
nichtribosomale Peptidsynthetasen (NRPS) oder NRPS/
PKS-Hybride codieren. So konnten drei ACPs identifiziert
werden: plu2834 als Teil der normalen Fetts'ure(FS)-Bio-
synthese, plu0765 als Teil eines ungew4hnlichen Biosynthese-
Genclusters und plu2165 als Teil eines Drei-Gen-Operons,
plu2163–plu2165 (umbenannt in stlC, stlD und stlE). Die an-
deren Gene dieses Operons codieren f8r eine Ketosynthase
(codiert durch plu2164 (stlD)) und ein Protein (codiert durch
plu2163 (stlC)) mit Homologie zu einer postulierten Zyklase
aus Pseudomonas aurantiaca (Abbildung 2).[15] Diese Zyklase
ist an der Biosynthese von 2,5-Dialkylresorcinolen beteiligt,
die große Ghnlichkeit zum phenolischen Ring von 1 aufwei-

sen. K8rzlich konnte außerdem gezeigt werden, dass struk-
turell verwandte Dihydrocumarine mithilfe einer gentech-
nisch ver'nderten iterativen Typ-I-PKS aus einem Pilz er-
zeugt werden k4nnen.[16] Die Beteiligung von stlCDE an der
Biosynthese von 1 konnte durch Plasmidinsertion in stlC bzw.
stlD best'tigt werden, da dabei nur Stilben-negative Mutan-
ten erhalten wurden, die große Mengen an 3 akkumulieren
(siehe Abbildung 1c).

Mithilfe einer Tn5-Transposonmutagenese konnte eine
weitere Mutante identifiziert werden, die 1 auch nach Zugabe
von 3 nicht bilden kann. Das betroffene Gen plu1884 ist Teil
des Drei-Gen-Operons plu1883–1885 (umbenannt in bkdA,

Abbildung 1. HPLC-UV-Chromatogramme ausgew5hlter P.-luminescens-
St5mme. Detektionswellenl5nge 200–350 nm. a) TT01 (Wildtyp,
b) stlB::Cat, c) stlC::Cat, d) DbkdA, e) DbkdA + iso15:0, f) stlA::Kn,
g) stlA::Kn + 3. Signale von 1, 2 und 3 sind bezeichnet. AQ-270 und
AQ-256 sind die Haupt-Anthachinone aus Stamm TT01,[12] X ist ein
bisher unbekanntes Derivat von 3 ; weitere unbekannte Verbindungen
sind durch ein Sternchen (*) markiert. Zwei Sternchen (**) markieren
in (c) eine unbekannte Substanz, die die gleiche Retentionszeit wie 2
(siehe (d) und (e)) aufweist, sich aber sowohl im UV-Spektrum als
auch in den MS-Daten unterscheidet. Alle Chromatogramme sind im
selben Maßstab gezeigt.
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bkdB und bkdC) (Abbildung 2). Markerlose Deletionen der
einzelnen Gene f8hrte in allen drei F'llen zu Mutanten, die 1
nicht mehr produzierten (Abbildung 1d und unver4ffent-
lichte Ergebnisse). Stattdessen akkumulierte in allen Mu-
tanten Stilben 2, das im Unterschied zu 1 eine Ethyl- statt
einer Isopropylgruppe aufweist.

Die Gene bkdA und bkdB codieren f8r die E1- and E2-
Untereinheiten des verzweigtkettigen Ketos'ure-Dehydro-
genase-Komplexes (branched-chain ketoacid dehydrogenase;
Bkd), w'hrend bkdC f8r eine ungew4hnliche Ketosynthase
(KS) codiert. Der Bkd-Komplex ist am Abbau der ver-
zweigtkettigen Aminos'uren Leucin, Isoleucin und Valin zu
Isovaleryl(IV)-, 2-Methylbutyryl- und Isobutyryl-CoA zu-
st'ndig, und wir konnten durch F8tterungsexperimente
nachweisen, dass Leucin und Isovalerat an der Biosynthese
von 1 beteiligt sind (siehe Tabelle S2 in den Hintergrundin-
formationen). IV-CoA ist die Startereinheit f8r die Biosyn-
these von ungeradzahligen iso-FS, die die dominierenden FS
in Photorhabdus sind. Eine Analyse der FS-Profile der
DbkdA-, DbkdB- und DbkdC-Mutanten belegt, dass diese
Mutanten auch nicht mehr in der Lage sind, iso-FS zu pro-
duzieren (siehe Tabelle S3). Die Produktion von 1 bis zur
Menge des Wildtyps konnte in diesen drei Mutanten durch
Zugabe von Isovalerat (das auch teilweise das FS-Profil
wieder herstellt (Tabelle S3)) oder iso15:0, der Haupt-FS in
Photorhabdus (siehe Abbildung 1e), komplementiert
werden. Insbesondere die Komplementation durch iso15:0
deutet darauf hin, dass auch die b-Oxidation Bausteine f8r die
Biosynthese von 1 bereitstellen kann.

Ausgehend von diesen Daten postulieren wir, dass der
Schl8sselschritt in der Biosynthese von 1 in P. luminescens die
StlC-katalysierte Kondensation von (4E)-3-Oxo-5-phenyl-

pent-4-enoyl(3OPPE)-Thioester (5) mit 5-Methyl-3-oxo-
hexanoyl(5MOH)-Thioester (6) ist. Demnach ist der gr4ßte
Unterschied zu den bereits erw'hnten Biosynthesen von Di-
alkylresorcin[15] und Dihydrocumarin,[16] dass 5 anstatt eines
aliphatischen Thioesters verwendet wird, was schließlich zu
einer neuartigen Stilben-Biosynthese f8hrt. Zurzeit ist nicht
klar, ob 5 und 6 ACP-gebunden oder als freie CoA-Ester
verwendet werden (siehe Schema 1). Thioester 5 stammt
letztendlich aus Phenylalanin, das mithilfe von StlA und StlB
zu 3 bzw. 4 umgesetzt wird. Das ACP StlE wird mithilfe einer
Acyltransferase mit Malonyl-CoA beladen und durch StlD
mit 4 verkn8pft. Analog entsteht 6 durch die BkdC-kataly-
sierte Kondensation von IV-CoA (aus dem Abbau von Leucin
durch BkdA und BkdB) mit Malonyl-ACP. Kann 6 nicht ge-
bildet werden (z.B. in einer bkdA-, bkdB- oder bkdC-Mu-
tante), entsteht 2 anstatt 1 – vermutlich durch die Konden-
sation von 5 mit 3-Oxohexanoyl(3-OH)-Thioester. 5MOH-
ACP/CoA ist ein Intermediat der iso-FS-Biosynthese/Abbau
w'hrend 3-OH-ACP/CoA ein Zwischenprodukt der Biosyn-
these unverzweigter FS ist. Dies zeigt die Wechselwirkung
zwischen der Produktion von 1 und dem FS-Stoffwechsel. Wir
vermuten deshalb, dass das ACP der normalen FS-Biosyn-
these auch an der Biosynthese von 6 und damit auch 1 be-
teiligt ist. Zudem konnte kein anderes entsprechendes Gen
im Genom von TT01 identifiziert werden. Analog vermuten
wir, dass die fehlende Acyltransferase f8r die Biosynthese von
5 und 6 auch das entsprechende FabD-Protein aus dem FS-
Stoffwechsel ist, die ACP und StlE mit Malonyl-CoA bel'dt.

Da 1 einer der dominierenden Sekund'rstoffe in allen
Photorhabdus-St'mmen ist, die bisher analysiert wurden
(siehe Abbildung S1 in den Hintergrundinformationen),
wollten wir herausfinden, ob 1 auch eine Rolle bei der In-
teraktion zwischen Nematode und Bakterium spielt. Der
erste Schritt im Lebenszyklus der Nematoden nach der In-
fektion ist die Entwicklung zu Hermaphroditen ausgehend
vom Dauerlarven-Stadium. F8r diesen Schritt sind entweder
Signale aus der H'molymphe der Insekten oder alternativ aus
dem Bakterium selbst notwendig.[17] Die Entwicklung von
Dauerlarven zu Hermaphroditen auf BMM901-Zellen (Stil-
ben-negativ; stlA ::Kn) entspricht nur 5–15% der entspre-
chenden Entwicklung auf TT01(Wildtyp)-Zellen. Dies deutet
darauf hin, dass 1 zumindest ein Teil des bisher unbekannten
bakteriellen Signals darstellt (Abbildung 3). Dementspre-
chend konnte dieser Entwicklungsdefekt auch durch Zugabe
von 3 oder 1 oder einer intakten Kopie von stlA (auf
pBMM901) komplementiert werden. Die Nematoden entwi-
ckeln sich jedoch nicht, wenn entweder 1 oder die Bakterien
selbst fehlen (unver4ffentlichte Ergebnisse). Dies verdeut-
licht, dass neben dem Vorhandensein von 1 noch andere
Bedingungen f8r eine erfolgreiche Nematoden-Entwicklung
erf8llt sein m8ssen.

Zusammenfassend konnten wir zeigen, dass Stilbene in
Photorhabdus auf einem neuen Biosyntheseweg synthetisiert
werden, der sich vermutlich unabh'ngig von der bekannten
pflanzlichen Biosynthese entwickelt hat. Dar8ber hinaus
wurde 1 als multipotentes Molek8l identifiziert, das nicht nur
antibiotisch und als Inhibitor des Immunsystems in Insekten
wirkt, sondern auch als Signal zwischen verschiedenen Or-
ganismenreichen fungiert und f8r die normale Entwicklung

Abbildung 2. Organisation der an der Stilben-Biosynthese beteiligten
Gene in Photorhabdus. Direkt beteiligte Gene sind schwarz, die <brigen
Gene weiß dargestellt. In Klammern stehen die Abst5nde zwischen
den einzelnen Gene (in bp). MMgliche Terminatoren sind ebenfalls
gezeigt. F<r eine detailliertere Beschreibung siehe die
Hintergrundinformationen.
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von Heterorhabditis-Nematoden notwendig ist. Aus diesem
Grund ist 1 sowohl an der Pathogenese als auch an der
Symbiose beteiligt und ist damit ein zentraler Baustein im
Wechselspiel zwischen Bakterium, Nematode und Insekten-
larve. Eine solche Rolle erkl'rt auch das Auftreten von 1 in
allen bisher untersuchten Photorhabdus-St'mmen.

Eingegangen am 7. November 2007,
ver'nderte Fassung am 6. Dezember 2007
Online ver4ffentlicht am 31. Januar 2008
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wachsen waren. Die Zahl der zu Hermaphroditen entwickelten Dauer-
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