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zugegeben. Nach der Komplexierung, die am Auftreten einer tiefbraunen Farbe zu 
erkennen war, wurde ca. 12 h stehen gelassen und danach eine wLDrige Losung 
(10 mL) von NH,PF, (22 mg, 0.135 mmol) zugegeben. Dabei tiel das Rohprodukt 
aus. Dieses wurde chromatographisch gerein~gt (Aluminiumoxid. 1-6% CH,OH/ 
CH,CI,. R, = 0.57 fur S-(PF,), und R, = 0.52 fur 6-(PF,), in CH,CI,/CH,OH 9p) .  
Danach wurden die rotbraunen Salzc B U S  CH,CI,/Hexan umkristallisiert. 
5-(PF6),; 57% Ausbeute; UV/Vls (CH,CN): %,,, (6) 266 (63 800), 302 (67300), 476 
(18300), 536 nm (sh, 7200); FT-IR (KBr-Preflling): C[cm-'] = 2070 (CrC),  1638, 
1450, 1385. 1262, 1087. 1048, 844 cm-'; FAB-MS (nietu-Nitrobenzylalkohol als 
Matrix): mi; 153611538 [ M i  - 2PFJ. 139111393 [Mi - 3PF,], 124611248 
[M' -4PF,]; Analyse fur C,,H,,N,,P,F,,RuOs ( M ?  = 1826.233): ber. C 40.78, 
H 2.32, N 9.20. gef. C 40.50. H 2.09, N 8.93. 
6-(PF6)4;23% Ausbeute;UV/Vis(CH,CN)i,,,(&)266(118600), 301 (94400),478 
(24600), 539 nm(sh, 11 500); FT-IR(KBr-PreDling): F[cm-'] = 2081 (CsC), 1604, 
1450, 1386, 1262, 10x9, 1048, 844 cm-' ; FAB-MS (metcc-Nitrobenzylalkohol als 
Matrix): mjr 1560/1562 [M' - 2PF,], 1415/1417 [ M i  - 3PF,], 1270/1272 
[Mt - 4PF,];AnalysefurC,,H,,N,,P,F,,RuOs ( M ,  =1850.255): ber. C41.55, H 
2.29, N 9.08, gef. C 41.37. H 2.03, N 8.96. 
MeJnwthoden: Die Lumineszenzlebensdauern wurden nach Anregung rnit einem 
gepumpten ,,cavity-dumped'' Farbstofflaser rnit zeitkorrelierten Einzelphotonen- 
rdhlverfahren ermittelt. Es wurden Rhodamin 6G- (fur die Anregung bei 600 nm) 
und frequenzverdoppelte Styryl-9-Farblaser (fur die Anregung bei 440 nm) verwen- 
det. Ndch Anwendung globaler Analysetechniken auf die entrollten Abklingkurven 
wies das Gerdt eine zeitliche Auflosung von etwa 15 ps auf. Trdnsientenabsorptions- 
spektroskopische Untersuchungen wurden mit einem frequenzverdoppelten, 
,,mode-locked'' Nd:YAG-Laser (Pulsweite 30 ps, Raman-verschoben auf 598 nm. 
2 mJ pro Puls) oder einem frequenzverdoppelten Rhodamin-6G-Zweistrahl-Farb- 
stofflaser (Pulsweite 1 ps, 295 nm, 450 NJ pro Puls) durcbgefuhrt. Fur die kineti- 
schen Messungen wurde die Riickbildung der Grundzustands-Absorptionsbande 
bei 450 nm (Bis(terpy)Ru") oder 650 nm (Bis(terpy)Os") beobachtet. 
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Neue, gentechnisch hergestellte Tetracenomycine** 
Heinrich Decker, Sabine Haag, Gyorgyi Udvarnoki 
und Jiirgen Rohr* 

Wegen der mit Arzneimitteln derzeit nicht behandelbaren 
Krankheiten und einer steigenden Zahl chemotherapieresistenter 
Bakterienl'], Viren, Parasiten und Krebszellen sind innovative 
Konzepte zur Auffindung von neuartigen Verbindungen erfor- 
derlich, die als Leitstrukturen fur Pharmazeutika dienen konnten. 
Naturstoffe haben sich als wichtigste Quelle fur neuartige, bio- 
logisch aktive Molekiile bewahrt. Seit den Pionierexperimenten 
von Hopwood et al. 1985 werden auch gentechnisch hergestellte 
Hybrid-Mikroorganismen['' mit modifizierten Biosynthese-Ge- 
nen als Quelle fur neue Naturstoffe disk~tiert[~].  Obschon diese 
Methode der Biotechnologie als wesentlicher Schritt vorwarts 
gepriesen worden istL3'], gab es rnit Ausnahme von genetisch 
gezielt veranderten Makrolid-Antibiotics lange keine weiteren 
Beispiele fur gentechnisch konstruierte Hybridverbind~ngen[~]. 
Erst kurzlich konnten Khosla et al. zeigen, da13 das generelle 
Konzept ausbaufahig ist, indem sie durch Austausch von Polyke- 
tid-Synthase-Genen aus unterschiedlichen Produzenten mehr- 
cyclischer, aromatischer Polyketide etliche, zuvor unbekannte 
Metaboliten her~tellten[~~. Darauf aufbauend konnten zukiinftig 
noch weitere und auch andere Typen von Hybridprodukten zu- 
ganglich werden. Die Polyketide, die in den meisten Organismen, 
z. B. in Bakterien, Pilzen und Pflanzen, vorkommen, sind eine 
extrem reichhaltige Familie biologisch aktiver Verbindungen, 
darunter Antibiotica, Antitumormittel und Immunsuppressiva. 
Viele Polyketid-Biosynthesen wurden aufgekllrt, und an der 
genetischen Analyse der Polyketidproduktion wird intensiv ge- 
arbeitet 12b1. Daher scheint die gentechnische Bearbeitung dieser 
Naturstoffklasse mit dem Ziel, neue Hybridmolekiile zu bilden, 
am vielversprechendsten zu sein'2c1; dies belegen auch die gegen- 
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wartig aktuellen BeispieleC3 - 'I. Unsere Strategie bestand darin, 
Biosynthese-Gene von gut untersuchten Produzentenstammen 
mehrcyclischer, aromatischer Polyketide zu mischen, da dann 
Hybridprodukte leichter zu erkennen sind. Als erste Ergebnisse 
unserer Untersuchungen wurden drei neue Tetracenomycine aus 
zwei Hybridstammen isoliert, die durch Transfer der Tetraceno- 
mycin- bzw. der Elloramycin-Biosynthese-Gene aus Streptomyces 
glnucescens GLA.OL6I bzw. Streptomyces nlivaceus Tii 2353 [61 in 
den Urdamycin-Bildner Streptomyces ,findine Tii 271 7 herge- 
stellt worden waren"]. 

Die Tetracenomycine (Tetracenomycin C l), die rnit ihnen eng 
verwandten Elloramycine['] (Elloramycin A 2) und die Urda- 
mycine['] (Urdamycin A 3) sind Beispiele fur biosynthetisch 

1, R' = CH3, R2 = H, R3 = CH3. R4 = H 
I 

2, R1 = CH3. R2 = H, R3 = 4cOH3' 

OCH, 

4, R1 

5, R1 = H, R2 = H, R3 = H, R4 = H 

CH3 R2 = OH, R3 = CH3 R4 = H 

7, R' = CH3 R2 = H. R3 = H, R4 = H 

D O H  

sehr gut untersuchte Polyketid-Antibiotica. Da die Elloramyci- 
ne und Urdamycine im Zuge ihrer Biosynthese glycosyliert wer- 
den, enthalten die Produzentenstamme neben den Biosynthese- 
Genen, die die Polyketid-Synthase kodieren, zusatzlich die Gene 
fur die Biosynthese der entsprechenden Kohlenhydratbausteine 
und fur deren Verkniipfung rnit den Polyketid-Aglyca. Daher 
konnte man von einer Kombination der Biosynthese-Gene die- 
ser Streptomyceten nicht nur Hybridprodukte erwarten, die aus 
einer Hybrid-Polyketid-Synthase hervorgehen, sondern auch 
solche, bei denen die Polyketid-Biosynthese des einen und der 
post-Polyketid-Biosyntheseapparat des anderen Elternstammes 
kombiniert wurden. Das sind in unserem Fall die Enzyme fur 
den Kohlenhydrataufbau, einschlieI3lich der Glycosyl-Transfe- 
rasen, sowie die Enzyme mittlerer und spater Biosyntheseschritte, 
z. B. Methyl-Transferasen oder Oxygenasen, die auch die Pro- 
dukte oder Intermediate des jeweils anderen Elternstammes um- 
setzen konnen. Der Erfolg eines solchen Ansatzes hangt letztend- 
lich von der Substratspezifitat aller Enzyme ah, die an den Bio- 
synthesen der Naturstoffe beteiligt sind. Um die generellen Er- 
folgsaussichten dieses Ansatzes zu testen, wurden zunachst der 

gesamte Tetracenomycin(tcm)-Gencluster (Plasmid pWHM3 
mit einem 12.5 kb-DNA-Einschub fur die tcm-Biosynthese, 
pWHM1 026[8a]) bzw. Teile des Elloramycin(elm)-Genclusters 
(Plasmid ~ K C 5 0 5 [ ~ ~ '  mit einem 25 kb-DNA-Einschub fur Teile 
der elm-Biosynthese, 16F4[*']) in den Urdamycin-Produzenten 
Streptomyces ji-adiue Tu 2717 transformiert['"]. Die meisten Me- 
tabohten aus der Kulturlosung der beiden resultierenden Hy- 
bridstamme wurden anhand ihrer UV-Spektren (HPLC/Dioden 
Array Detekt~r) '~"] als Tetracenomycin-, Elloramycin- bzw. Ur- 
damycin-verwandte Naturstoffe erkannt. Die Daten von drei 
Verbindungen stimmen allerdings nicht mit denen der bekann- 
ten Verbindungen iiberein. Die drei neuen Verbindungen wur- 
den isoliert und ihre Strukturen aufgeklart: Es handelt sich um 
die neuen Tetracenomycine 6-Hydroxytetracenomycin C 4 aus 
Streptomyces ji-adiae Tii 2717(pWHM1026) sowie 3,8-Didesme- 
thyltetracenomycin C 5 und 8-P-~-Olivosyl-8-desmethyltetrace- 
nomycin C 6 aus Streptomyces fradiae Tu 271 7( 16F4). Die 
Strukturen wurden aus der Analyse der NMR- (Tabelle 1 und 2) 

Tabelle 1. 
denen von TetracenomycinC 1 (TMS, 125.7 MHz; 6, Multiplizitlt (APT)). 

C N M R - D a t e n  der neuen Tetracenomycine4,5 und 6 im Vergleich mit 

c - I  
c -2  
c - 3  
3-OCH3 
c-4  
C-4a 
c -5  
C-5a 
C-6 
C-6a 
c -7  
c -8  
X-OCH, 
c - 9  
9-C=O 
9-OCH3 
c-10 
lO-CH, 
C-l0a 
c-11 
C - l l a  
c-12 
C-12a 

190.8 s 190.6 s 
99.7 d 100.0 d 
175.3 s 174.9 s 
57.2 q 57.4 q 
70.3 d 71.0 d 
85.2 s 84.0 s 
194.1 s 196.1 s 
141.2 s 106.3 s[d] 
120.7 d 161.9 s 
129.0 s 134.1 s 
108.4 d 102.9 d 
158.3 s 158.8 s 
56.6 q 56.8 q 
129.6 s 131.5s 
167.5 s 167.9 s 
52.8 q 52.8 q 
137.9 s 138.9 s 
21.1 q 21.0 q 
121.0 s 123.0 s 
168.0 s 167.9 s 
109.8 s 106.5 s[d] 
197.9 s 199.5 s 
83.6 s 82.9 

190.8 s 
98.0 d 
187.0 s 

74.4 d 
86.0 s 
196.3 s 
141.8 s 
120.6 d 
129.7 s 
112.0 d 
158.0 s 

129.9 s 
168.0 s 
52.9 q 
139.5 s 
21.1 q 
120.8 s 
170.2 s 
109.6 s 
199.5 s 
82.5 s 

- 

- 

190.3 s 
100.0 d 
175.0 s 
57.3 q 
70.5 d 
19.2 s 
193.9 s 
141.1 s 
121.3 d 
129.1 s 
112.1 d 
156.0 s 

131.0 s 
167.9 s 
52.8 q 
138.4 s 

122.0 s 
168.0 s 
110.2 s 
197.9 s 
83.6 s 

~ 

21.0 q 

[a] In [DJAceton, die C-Atome wurden auch gema5 ihrer Long-range-"J(C,H)- 
Kopplungen zugeordnet (2D-COLOC oder HMBC). [b] In CD,OD, Zuordnungen 
in Analogie zu 1. [c] Signale der Zucker-C-Atome: 97.8 (d, C-l'), 39.6 (t, C-2'), 71.6 
(d. C-3'1, 78.0 (d, C-4), 73.3 (d, C-57, 18.2 (q, C-6).  [d] Zuordnungen vertdusch- 
bar. 

und Massenspektren im Vergleich zu denen von Tetracenomy- 
cinC 1 abgeleitet. So fehlt im 'H-NMR-Spektrum von 4 das 
6-H-Signal und tritt zusatzlich ein Signal fur eine chelatisierende 
OH-Gruppe auf (6 = 12.68; Tabelle 2); aus dem 13C-Spektrum 
von 4 folgt, daI3 C-6 ein quartares C-Atom ist (attached proton 
test, APT; Tabelle 1). Die Summenformel C,,H200,, (488.4) 
ergibt sich aus dem Elektrospray(ES)-Massenspektrum (mi. 
556.5 (100%) [M' + 3Nal) sowie aus dem hochaufgelosten 
M+-Peak des EI-MS (488.0954). Die Summenformel C2,H,,- 
O,,  (443.3) und die Struktur von 5 resultiert aus dem ES-Mas- 
senspektrum (m/z 466.5 (100%) [M' + Na]) und den NMR- 
Spektren, die nur ein Signal fur eine OCH,-Gruppe und eines 
fur eine zusatzliche Carbonylgruppe bei 6 = 187.0 aufweisen. 
DaI3 die verbleibende OCH,-Gruppe die des an C-9 gebundenen 
Methylesters ist, wurde aus den entsprechenden chemischen 
Verschiebungen in den NMR-Spektren (Tabelle 1 und 2) im Ver- 

Angew. Chein. 1995, 107, Nr. 10 0 VCH Vei.lngsgeseIisrhajt mhH, 0-694Sf Weinheim, 1995 #044-8249/9S/IOf#-1215 $ f0.#0+ .25/0 1215 
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Fabelle 2. 'H-NMR-Daten der neuen Tetrdcenomycine 4. 5 und 6 im Vergleich zu 
denen von TetracenomycinC 1 (TMS, 800 MHz; 6, Multiplizitat). 

~ 

2-H 
3-OCH, 
4-H 
4-OH 
4a-OH 
6-H 
6-OH 
7-H 
8-OCH, 
8-OH 
9-COOCH, 
10-CH, 
11-OH 
12a-OH 
1'-H 
2'-H, 
2'-H, 
3'-H 
3'-OH 
4'-H 
4'-OH 
5'-H 
6 - H ,  

8.61 s, br. 
3.83 s 
8.08 d[c] 
4.98 d[c. d] 
8.16 s[d,el 
8.00 s 

7.60 s 
4.00 s 

3.90 s 
2.80 s 

13.98 s[d] 
5.73 s[d, el 

- 

- 

- 
- 
- 
- 

- 

- 

- 

~ ~~ 

8.61 s 
3.83 s 
5.02 s 
5.12 s[d,e] 
5.29 s[d, e] 
- 

12.68 s[d] 
7.80 s 
4.08 s 

3.98 s 
2.78 s 

8.72 s[d, el 

- 

13.92 s[d] 

- 
- 
- 
- 

- 
- 

8.61 s, hr. 
3.81 s 
8.04 d [c] 
4.94 d [c. d] 
5.11 s[d.e] 
7.99 s 

7.76 s 
- 

- 

3.93 s 
2.82 s 
14.01 s[d] 
5.76 s [d, el 
8.87 dd[f] 
I .78 ddd [g] 
2.32 ddd[h] 
3.71 m 
4.28 s[d. i] 
3.08 dd [j] 
4.30 s [d. i] 
3.66 dq[k] 
1.32 d [I] 

[a] In [DJAceton. [h] In CD,OD. [c] Breit, J = 7  Hz (Kopplung nicht iminer 
fesisiellbar). [d] Breit, H austauschbar mit D,O. [el Zuordnnngen vertauschbar. 
[f] J = 10,2 Hz. [g] J = 12. 12. 10 Hz. [h] J = 12.5,2 Hz. [i] Zuordnungen vertauscli- 
bar. [j] J = 9.9 Hz. [k] J = 9, 6 Hz. [I] J = 6 Hz. [m] Wegen H/D-Austausches nicht 
heohachtbar. 

gleich mit denen von 1 geschlossen. Die Verbindung fallt nach 
der Reinigung bei pH 7 als Natrium-Salz des 1,3-Dioxo-Anions 
an, das durch Abspaltung eines der aciden 2-H-Atome entsteht. 
Die Verbindung ahnelt hierin 3-Desmethylelloramycinoii, ei- 
nem Hydrolyseprodukt voii 2[6a1. Aus den NMR-Spektren der 
dritten neuen Verbindung 6 folgen als Strukturelemente ein Te- 
tracenomycin C-verwandtes Aglycon und eine D-Olivose-Ein- 
heit. Die Summenformel C,,H,,O,, (588.5) ergdb sich aus dem 
Negativ-Ionen-FAB-MS (m/z  587 (100 %) [M-HI-]). Die Be- 
stimmung der Position des Zuckerbausteines war dadurch er- 
schwert, daI3 keine hierfur nutzliche 3Jc, .-Kopplung im COLOC 
oder HMBC-Spektrum detektiert werden konnte. Obwohl eine 
Hochfeldverschiebung des Signals von C-4a in 6 (gegenuber den 
Signalen fur dieses Kohlenstoffatom in 1, 4 und 5 ,  T'dbek 1) 
zunichst eine Veranderung in dessen Nahe vermuten IaOt, ergibt 
sich dennoch, daO der Zucker an 8-0 gebunden ist, und zwar aus 
dem 'H-NMR-Spektrum (alle anderen OH-Gruppen sind frei, 
Tabelle 2), dem UV-Spektrum (das UV-Spektrum der Verbin- 
dung bei pH > 7 zeigt nicht die typische, von der 8-OH-Gruppe 
herruhrende Absorption bei 31 5 nm, die z. B. in Elloramycinon 
beobachtet wird[6d1) und dein H,H-NOESY-NMR-Spektrum, 
das unter anderem einen deutlichen NOE-Effekt zwischen 1'-H 
und 7-H zeigt. Die /l-glycosidische Verknupfung des Zuckerbau- 
steines folgt aus den Kopplungsmustern des 1'- und des 2'-Ha-Si- 
gnals im 'H-NMR-Spektrum, seine absolute Konfiguratioii aus 
dem Drehwert des durch saure Methanolyse gewonnenen a-Me- 
thylolivosids ([.ID = + 133, c = 0.08 in EtOH, 21 oC)r9b1. 

Wir konnten eine Coproduktion von 1 bzw. seines Biosynthe- 
se-Intermediates 8-Desmethyltetracenomycin C 7 in den gene- 
tisch modifizierten Urdamycin-Bildnern Streptomyces , frudiae 
Tii2717(pWHM1026) bzw. S.,jradiue Tu2717(16F4) erreichen. 
Daruber hinaus wurden in den hergestellten Hybridstammen 
drei neue Verbindungen produziert, wobei 5 ein Nebenprodukt, 
4 und 6 Hauptprodukte sind (ca. 10 mgL-'). Das Tetraceno- 
mycin 7 war bereits von Yue et al. aus einer Mutante von Strep- 
tomyces glaucescens isoliert worden, bei der der 8-0-Methylie- 

rungsschritt behindert war['0a1. Das Plasmid pWHM1026, das 
die Tetracenomycin C-Produktion enthalt, ist gut charakteri- 
siert, alle darin enthaltenden tcm-Gene wurden sequenziert und 
analysiert['Obl. Da es von den tern-Genen her keinen Hinweis 
auf ein Enzym gibt, das eine Hydroxylierung der 6-Position von 
1 katalysiert, muB diese Aktivitat durch ein Enzym von Strepto- 
rnyces fradiae hervorgerufen werden. Verbindung 4 konnte daher 
auch durch eine der Oxygenasen der Urdamycin-Biosynthese 
gebildet werden, durch die normalerweise die Sauerstoffatome 
an C-12 und C-12b, den C-Atomen 4 bzw. 6 des primiiren Deca- 
ketids, eingefuhrt werden["]. Die 6-Position der Tetracenomy- 
cine entspricht der 6-Position der Decaketid-Vorstufe (Schema 1). 
6-Hydroxytetracenomycin C 4 ist das Tetracenomycin-Analogon 
von Elloramycin F ( = 6-Hydroxyelloramycin A), das vom Ellora- 
mycin-Produzenten S. olivaceus als Nebenprodukt (0.01 mg L-') 
gebildet wird['21. 
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Schema 1. Decaketid-Vorstufen von 4 und 3 

Das Plasinid 1 6F4, das einige der Elloramycin-Biosynthese-Ge- 
ne enthalt["], ist weniger gut charakterisiert als pWHMl026. Es 
enthalt das Resistenz-Gen fur Ellordmycin 2 und Tetracenomy- 
cin C 1, seine Transformation in Streptomyces jradiae Tu 271 7 
oder auch in Streptomyces lividuns TK24 fiihrt zur Produktion 
von 8-Desmethyltetracenomycin C 7[*']. Weiterhin produziert 
der Hybridstamm Streptomycesjradiae(16F4) die neuen Verbin- 
dungen 3,8-Didesmethyltetracenomycin C 5 und 8 - / l - D - o h o -  
syl-8-desmethyltetracenomycin C 6. Verbindung 5 ,  ein in nur 
geringen Mengen (1 mg L- ') anfallendes Nebenprodukt, scheint 
das Resultat einer unvollstandigen Aglycon-Biosynthese zu sein, 
in der der 3-0-Methylierungsschritt nicht stattfindet. Das Auftre- 
ten von 5 ist ein Hinweis darauf, daO die Methylierungssequenz 
fur die Biosynthese von 1 nach Hutchinson et a1.[6c. I o a 1  auch 
abgekurzt werden kann. Anders als 5 ist 6 ein echtes Hybridmo- 
lekul, weil sein 2,6-Didesoxyzuckerbaustein Olivose normaler- 
weise nur fur die Urdamycin-Biosynthese gebrducht wird (er 
kommt zweimal in Urdamycin A 3 vor) . Elloramycin 2 enthiilt 
als Zuckerbaustein Permethyl-L-Rhamnose, die ebenfah an 
8 - 0  gekniipft ist. Die Gene fur die Biosynthese dieser Per- 
methyl-L-Rhamnose sind jedoch in Plasmid 16F4 nicht vor- 
handen18"1. Der Hybridstamm Streptornyces JLadzae( 16F4) be- 
sitzt offenbar eine Glycosyl-Transferase-Aktivitat, die den Di- 
desoxyzucker /l-D-OhOSe mit dem Elloramycin-Polyketidge- 
rust zum Hybridprodukt 6 verknupft (Schema 2). Wir konnen 
gegenwiirtig nicht ausschliekn, da8 eine Glycosyl-Transferase 
im Plasmid 16F4 kodiert ist. Daher konnte diese Reaktion ent- 
weder durch ein Enzym aus 16F4 oder durch eines des Urdamy- 
cin-Produzenten katdlysiert werden. Da13 6 nur bei Gentransfer 
in Streptomyces ,fradiae und nicht durch mikrobielle Transfor- 
mation" 31 erhalten werden kann, wurde durch ein Kontrollex- 
periment gezeigt: Die Zugabe von 7 zu einer wachsenden Kul- 
turlosung des Urdamycin produzierenden Wildstammes gab 
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Schema 2. PKS = Polyketid-Synthase; ,,DSS" = ,,Desoxyzucker-Synthase", d. h. 
Gene, die fur die Biosynthese des Desoxyzuckers Olivose aus Glucose benotigt 
werden; GT = Glycosyl-Transferase; Enz = Enzym. 

kein Olivosyltetracenomycin 6. Das bedeutet fur den Hybrid- 
stamm, daf3 die Glycosyl-Transferase des Urdamycin-Produ- 
zenten nicht 7, sondern ein anderes Biosynthese-Intermediat 
glycosyliert, oder daf3 im Plasmid 16F4 eine andere, nicht identi- 
fizierte Glycosyl-Transferase kodiert wird, die die Glycosylie- 
rung rnit dem Zuckerbaustein von 6 kataly~iertr'~]. 

Unsere ersten Experimente dazu zeigen, daB die Coexpression 
zweier Polyketid-Biosynthesewege in einem resultierenden Hy- 
bridstamm eine vielversprechende Methode ist, um neue Natur- 
stoffe in brauchbaren Ausbeuten (10 mg L- ') herzustellen. 
Nicht fundig wurden wir bislang allerdings hinsichtlich neuer 
Urdamycine. Auch konnten wir keine Produkte mit neuartigen 
Polyketidgeriisten erhalten, die sich aus der Aktivitiit einer hy- 
briden Polyketid-Synthase hltten ergeben kOt~nen[~]. Um zu 
weiteren Hybridprodukten zu gelangen, sollten daher genetisch 
konstruierte Hybrid-Polyketid-Synthasen in einen Fremdwirt 
exprimiert werden, wie es von Khosla et al.I5] erfolgreich de- 
monstriert wurde. 

Experimentelles 
Bakterienstamme und Plasmide: S.,fiadiae Tii2717 wurde mil den Plasmiden 16F4 
oder pWMH1026 durch Protoplastenfusion transforiniert; die Protoplasten wur- 
den auf RZYE-Agar-Platten regeneriert [15]. Plasmid pWHM1026, das den gesam- 
ten tcm-Gencluster enthalt, wurde bereits beschrieben[Ea]. Plasmid 16F4 enthilt 
den Cosmid-Vector pKC505[8 b] rnit einem 25 kb-DNA-Fragment, das aus dem 
Elloramycin-Produzenten S. oiivaceus TU 2353 isoliert wurde(8cl. Dieses Plasmid 
enthalt alle notwendigen Gene fur die Produktion von 7[8c]. 
Kultivierung der rekombinanten Stamme: S.fradiae Tii2717(16F4) und S.fradiae 
Tii2717(pWHM1026) wurden 96 h im Nahrmedium (2% Sojamehl, 2% Glucose, 
pH =7.2[7]) mit 25 pginL-' Apramycin bzw. 10 pgmL-' Thiostrepton kultiviert. 
Isolierung der neuen Produkte: Die Kulturlosungen wurden auf pH 7 eingestellt, 
zweimal mit Ethylacetat extrahiert und zur Trockene eingedampft. Die Riickstande 
wurde in CH,CI, aufgenommen und an oxalsauregesittigtem Kieselgel chromato- 
graphiert (Kieselgel SI 60, Merck), wobei das rnit CH,CI, gewaschene Kieselgel rnit 
CH,CI,/MeOH (95/5,9/1 und 8j2) eluiert wurde. Die Fraktionen, die die Urdamy- 
cin- bzw. Tetracenomycin-Metaboliten enthielten, wurden gesammelt, zur Trockene 
eingedampft und an Sephadex LH 20 (MeOH) sowie durch HPLC (prapdrative 
Nucleosil-100C-18-SBule, 10 pm, Wasser/MeOH-Gradient 40 -100% MeOH in 
15 min) gereinigt. 
Instrumente: Alle NMR-Spektren wurden mit einem Varidn-VXR-500- Spektrome- 
ter bei einer Feldstlrke von 11.7 Tesla aufgenommen, mit Ausnahme der HMBC- 
Spektren und des NOESY-Spektrums, die rnit einem Bruker-AMX-300 bei einer 
Feldstirke von 7.1 Tesla gemessen wurden (weitere Details siehe Tdbelle 1 und 2). 
Alle Massenspektren (mit Ausnahme der Elektrospray-Massenspektren) wurden 
mit einem Finnigan-MAT-95-Spektrometer erhalten; fur die FAB-MS wurde 
3-Nitrobenzyldlkohol als Matrix verwendet. Die ES-Massenspektren wurden mil 
einem API-111-Taga-6000-E rnit einer Ionen-Spray-Quelle (Sciex, Thornhill, Kana- 
da) gemessen. 
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