
Azid[I2] angesehen werden kann. Die N-N-Bindungen im 
ternaren Azid (Mittelwert: 124(2) pm) sind im Vergleich zu 
Ba[N3],[101 (Mittelwert: 118.1 pm) oder den Alkalimetall- 
verbindungen M v , ]  (M = K. Rb, Cs; Mittelwert: 
117(1) ~ m ) [ ' ~ ]  eher lang; dies korrespondiert mit der hohen 
Koordinationszahl (CN) der Azid-Ionen (CN = 8, im Ver- 
gleich dazu CN = 4-5 in Ba",],) und mit der im Vergleich 
zu den Alkalimetallverbindungen (ebenfalls achtfach koor- 
diniertes Azid) hoheren Ladung der umgebenden Kationen. 
In Abbildung 2 ist die Koordination der Azid-Ionen durch 
Barium-Ionen dargestellt. Die besondere Verkniipfung von 
Kationen und Anionen fiihrt zu Bandern in Richtung [IOO]. 
Die entstandigen N-Atome der Azidgruppen sind von fiinf 
(291(2)-320(2) pm) oder vier (283(2)-312(2) pm) Barium- 
Ionen umgeben, wihrend das zentrale N-Atom lediglich drei 
Ba-Nachbarn (294(2)-306(2) pm) aufweist. Dieser Befund 
stimmt mit MO-Rechnungen an Azid-Ionen" '. 141 uberein, .. 
wonach das mittlere N-Atom eine Formalladung von +0.6 
trlgt, wlhrend den terminalen N-Atomen die Formalladung 
-0.8 zuzuordnen ist, so daW insbesondere diese N-Atome in 
Wechselwirkung mit benachbarten Kationen treten sollten. 

- I1001 

Ahh. 2. Koordination der And-Ionen (groDe Kugeln) durch Barium-Ionen 
(kleine Kugeln) in Ba,N[N,][TaN,], und Verknupfung LU Bindern in Richturlg 
[loo]. 

Die isolierten Nitrid-Ionen sind verzerrt oktaedrisch von 
Barium-Ionen umgeben (264(2)-295(1) pm); der Mittelwert 
liegt mit 280(2) pm in einem Bereich, wie er auch fur okta- 
edrisch durch Ba2+ koordiniertes N3- im erst kurxlich be- 
schriebenen Subnitrid NaBa,N['51 gefunden wurde 
(273.4 pm). 

Die Bildung eines Azids bei einer Reaktionstemperatur 
von 1223 K ist eher unwahrscheinlich und bisher auch nicht 
beobachtet worden. Es ist daher anzunehmen, daW 
Ba,N[N,][TaN,], erst bei tieferen Temperaturen im Verlauf 
des raschen Temperaturausgleichs zwischen 1223 K und 
Raumtemperatur entsteht. Zwar ist die Darstellung repro- 
duzierbar, da sich dic Ausbeute jedoch auf jeweils nur einige 
wenige Kristallchen beschriinkt, konnten weiterfuhrende 
Untersuchungen (z.B. schwingungsspektroskopische Mes- 
sungen) bisher noch nicht durchgefuhrt werden. 
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Posttranslationale Backbone-Modifikationen 
unter Bildung heteroaromatischer Funfringe bei 
der Biosynthese des glycinreichen Antibioticums 
Microcin B17 ** 
Von Anju Buyer, Stefan Freund, Graeme Nicholson, 
und Giinther Jung* 

Professor Murray Goodman zum 65. Geburtstag gewidmet 

Das Antibioticum Microcin B17 (McB17) gehort zu den 
Microcinen"], einer Gruppe von Polypeptiden, welche von 
Asensio et al. 1976 entdeckt wurdenI2]. Im Unterschied zu 
den bekannten Peptidantibiotica, welche durch Multienzym- 
komplexe synthetisiert werden, sind Microcine vie1 groBere 
Polypeptide, die durch posttranslationale Modifikation ei- 
nes ribosomal synthetisierten Vorlauferproteins von nicht 
sporenbildenden Mikroorganismen wie Enterobakterien 
produziert werden. McB17 ist ein Inhibitor der DNA-Repli- 
kation mit einer beachtlichen baktericiden Aktivitat gegen 
Gram-negative Bakterien : Nur ein Molekul genugt, urn eine 
Bakterienzelle zu toten[']. Die Wirkungweise ahnelt der von 
Chinolinen und einer Reihe von Antitumormedikamenten, 
die gegenwartig in der Chemotherapie verwendet werden. 
McB17 bindet an DNA-gebundene Gyrase und induziert so 
Doppelstrangschnitte, da die normale Gyraseaktivitat 
(DNA-Entspiralisierung und Wiederverknupfung der ge- 
spaltenen DNA) unterbunden widL3]. 

In fruheren Unters~chungen[~f konnte die Natur der post- 
translationalen Modifikationen in McB17 nicht ermittelt 
werden. Hier beschreiben wir die Strukturaufkliirung von 
McB17 unter Einsatz unterschiedlicher analytischer und 
spektroskopischer Techniken einschliefllich multidimensio- 
naler NMR-Spektroskopie; dabei wurde auch ein "N-mar- 
kiertes Isolat untersucht. 

McB17 wird durch mehrere Stamme von Escherichiu coli 
prod~ziert[~].  Die genetischen Determinanten zur Produk- 

[*I Prof. Dr. G. Jung, Dip1.-Biol. A. Bayer, Dr. S. Freund, G. Nicholson 
Institut fur Organische Chernie der Universitit 
Auf der Morgenstelle 18, D-72076 Tuhingen 
Telefax: Int. f7071129-6925 

[**I Diese Arbeit wurde von der Deutschen Forschungsgemeinschaft gefordert 
(SFB 323, Projekt C2-Jung). Wir danken Prof. Dr. V. Braun fur die Bereit- 
stellung von Lahoreinrichtungen, Prof. Dr. K. Hantke fur die Uberlassung 
des Microcin-produrierenden Stammes und Dr. M. Spraul fur die Aufnah- 
me des 750 MHz-NMR-Spektrums von McB17. 
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tion von McB17 befinden sich als Cluster auf dem Plasmid. 
Das Gen mcbA codiert fur das inaktive 69-Aminosluren- 
Vorlaufermolekul von M ~ R 1 7 ' ~ l  (Abb. 1). McB17 hat die 
folgenden ungewohnlichen Eigenschaften : 26 von insgesamt 
43 Aminoslureresten der DNA-abgeleiteten Sequenz sind 
Glycinreste. Das reife Polypeptid ist sehr thermostabil und 
resistent gegen extreme pH-Werte, seine geringe Loslichkeit 
in waljrigen Puffern und in den meisten organischen Lo- 
sungsmitteln ist bemerkenswert. Diese Eigenschaften er- 
schwerten Isolierung, Reinigung und enzymatische Spaltun- 
gen, z. B. mit Lysostaphin, erheblich. 

Spaitstelie 

GC-MS-Untersu~hungen[~] eines derivatisierten Totalhy- 
drolysats von McB17 auf einer chiralen Phase zeigten alle 
erwarteten Aminosauren, die iiber Molmasse und Re- 
tentionszeit der Trifluoracetylaminosaure-n-propylester be- 
stimmt wurden. Wieder wurde Cys nicht entdeckt, und es 
wurden nur zwei von sechs Ser-Resten gefunden. Eine zu- 
satzliche Verbindung wurde eluiert. die eine lange Reten- 
tionszeit aufwies. Aufgrund ihres charakteristischen MS- 
Fragmentierungmusters wurde sie als 2-Aminomethyl- 
thiazol-4-carbons5ure (Atc) identifiziert. Ein moglicher 
Mechanismus dieser Ringbildung ware ein Angriff der 

Val-Gly-lle-[Gly]-Gly-Ser-Cys-Giy-Gly-Gin-Gi~Giy-Giy-Cys-Giy-Giy-Cys- 
9 

I Leadersequenz (-26+-1) I 

pro - McB17 (1-43) 

-Ser-Asn-Gly-Cys-Ser-Gly-Gly-Asn-Gly-Gly-Ser-Gly-Gly-Ser-Giy-Ser-H~s-lie-OH , I 
posttranslationale 
Modifkalion (-8 H20, - 8 H2) 

I reifes Microcin 817 I 

Abb. 1. Primirsequenz des Vorlauferproteins 
von Microcin 8 1 7  und dessen posttranslatio- 
nale Modifikation u r n  reifen Microcin 
B17, welches 2-Aminomethylthiazol-4-car- 
bonsaure (Atc), 2-Aminomethyloxazol-4-car- 
bonslure (Aoc), 2-(2-Aminomethyllhiazolyl)- 
oxazol-4-carbonsaure (Atoc) und 2-(2-Ami- 
nomethyloxazolyl)thiazol-4-carbonsPure 
(Aotc) als hctcroaromatische Aminosiiuren 
en thal t . 

Die Struktur von hochreinem McB17"' wurde rnit UV- 
Spektroskopie, Massenspektrometrie (MS), Proteinsequen- 
zierung, Aminosaurenanalyse, Gaschromatographie(GC)- 
MS und besonders multidimensionaler NMR-Spektro- 
skopie aufgeklart. 

Die Molmasse von McBl7 wurde durch On-Line-HPLC- 
Electrospray-MS (HPLC = Hochleistungsfliissigkeitschro- 
matographie)['] bestimmt. Wegen seiner geringen Loslich- 
keit muDte McB17 in 50proz. waDriger Ameisensaure gelost 
werden. Aus den zweifach und dreifach positiv geladenen 
Quasimolekiilionen wurde eine Molmasse von 3092 Da be- 
stimmt. Diese experimentell bestimmte Molmasse wich von 
der auf der Basis der DNA-Sequenz (Abb. 1) berechneten 
Molmasse um 160 Da ab. Die um 48 amu hohere Molmasse 
von "N-markiertem McB17 bewies die vollstandige Auf- 
nahme von "N bei Verwendung von ('5NH4)2S04 als einzi- 
ger Stickstoffquelle. 

McB17 wurde rnit 6 N HC1 in einem vollaulomatisierten 
Aminosaurenanalysator in der Gasphase bei 160 "C hydroly- 
siert. Nach Derivatisierung rnit Phenylisothiocyanat und 
Trennung der Phenylthiocarbamoyl-Derivate rnit Microbo- 
re-RP-HPLC wurden alle Aminosauren, die auf der Struk- 
turgen-Sequenz (DNA)"] codiert sind, gefunden, rnit folgen- 
den Ausnahmen: Keiner der Cys-Reste und nur zwei 
Ser-Reste wurden detektiert, obgleich vier Cys- und sechs 
Ser-Reste erwartet wurden. Die Zahl der gefundenen Gly- 
Reste variierte zwischen 13 und 21, vorhergesagt warcn ins- 
gesamt 26 Reste. Diese Resultate wiesen deutlich auf eine 
Modifikation von vier Ser-, vier Cys- und einigen Gly-Re- 
sten hin. Die Reduktion von McB17 mit NaBH, sollte freie 
Thiolgruppen ergeben, falls Disulfidbriicken vorhanden 
sind. Die Reaktion mit Ellman-Reagens war jedoch negativ. 

Thiolgruppe des Cysteins auf die Peptidcarbonylgruppe des 
vorhergehenden N-terminalen Gly-Restes und die Eliminie- 
rung von Wasser und H, (Abb. 1). 

Das UV-Spektrum von McB17 zeigte zwei Absorptions- 
maxima bei 210 und 270-280 nm, obgleich die DNA-abge- 
leitete Aminosiiurensequenz von McBl7 keine aromatischen 
Aminosaurereste enthalt. Die UV-Absorptionen deuteten 
auf die Anwesenheit weiterer aromatischer Ringsysteme au- 
Der den Atc-Resten (,Imax = 225 nm) hin. 

Der automatisierte Edman-Abbau von McBl7 endete 
nach den ersten zwolf N-tenninalen Aminosaureresten : 
VGIGGGGGGGGG (Abb. 1). Dies legt den SchluR nahe, 
dalj GlyI3 und Ser14 im reifen Peptidantibioticum modifi- 
ziert sind. 

Die Standardmethode zur Bestimmung der Primarse- 
quenz von Peptidfragmenten durch 2D-NMR-Spektro- 
skopie sind Experimente, die auf skalarer J-Kopplung beru- 
hen, wie Doppelquanten-gefilterte Korrelationsspektrosko- 
pie (DQF-COSY) und Totalkorrelationsspektroskopie 
(TOCSY). Damit lassen sich die Spinsysteme der Aminosau- 
rereste zuordnen und die Verknupfung von benachbarten 
Resten uber Kern-Overhauser-Effekte (NOES) erkennen"']. 
In Anbetracht der DNA-abgeleiteten Vorlaufersequenz 
(Abb. 1) mul3te diese Methode im Falle von Microcin B17 
jedoch scheitern, da bis zu 26 der 43 Reste von Microcin B17 
Glycineinheiten sind; es fehlen deshalb charakteristische 
Signale von Seitenketten. Auljerdem wurden einige hetero- 
aromatische Komponenten wie Atc erwartet, da ndch Aus- 
tausch aller labilen Amidprotonen gegen Deuterium acht 
Singuletts im aromatischen Bereich verblieben. 

Die Herstellung von einheitlich "N-markiertem McBl7 
und die intensive Nutzung von invers-detektierten heteronu- 
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clearen Experimenten rnit I3C bei naturlichem Isotopenge- 
halt sowie "N-Markierung (100 %) ermiiglichten die Auf- 
nahme eines Satzes von zwei- und dreidimensionaler 
NMR-Spektren, rnit denen sich alle ungewohnlichen Reste 
von McB17 bestimmen lieBen. Basierend auf der Primar- 
struktur des Vorlauferpeptids, zeigten die Aminosauren- und 
GC-MS-Analysen von "N-markiertem McB 17, da13 min- 
destens fiinf Glycin-, alle vier Cystein- und vier der sechs 
Serinreste modifiziert wurden. Wie GC-MS zeigte, sind 
offensichtlich die drei Gly-Cys-Segmente in McB17 zu Thia- 
zolderivaten modifiziert worden, ein entsprechendes 2- 
Aminomethyloxazol-4-carbonsaure-Analogon (Aoc), wel- 
ches sich durch Modifikation von Gly-Ser ergeben sollte, 
konnte jedoch nicht gefunden werden. Wir erklaren die 
Differenz der Molmasse von - 160 Da zwischen Pro-McR17 
und McB17 als das Resultat von enzymatischen Modifika- 
tionen (- H,O, - HZ) zu Thiazol- und Oxazolringen an acht 
Stellen (Abb. 1). Im folgenden diskutieren wir einen Teil der 
2D-NMR-Experimente, rnit denen die Modifikationsstellen 
definiert und lokalisiert werden konnten. 

Ein homonucleares TOCSY-Experiment ergab die Spin- 
systeme aller Arninosaurereste, welche schon durch Amino- 
saurenanalyse ermittelt wurden, jedoch konnte eines der 
Spinsysteme der beiden erwarteten nicht modifizierten Serin- 
reste nur in einem 'N-editierten TOCSY-Experiment zuge- 
ordnet werden (Abb. 2). Die meisten 'H-NMR-Signale der 

cine vollstandige Uberlappung der meisten seiner 'H- und 
'3C-NMR-Signale zeigt. 

Das '3C-'H-HSQC-Experiment ergab acht Signale mit 
fur heteroaromatische Kohlenstoffatome charakteristischen 
'C-chemischen Verschiebungcn. Somit wurde erwartet, daB 

diese CH-Fragmente Teile der Modifikationsstellen sind, 
welche nicht nur die vier Cystein-, sondern auch die Serinre- 
ste betreffen. In einem fur Weitbereichskontakte optimierten 
3C-'H-HMQC-Experiment zeigten vier dieser Singulettsig- 

nale heteroaromatischer Kohlenstoffatome Kontakte zu Si- 
gnalen im Bereich um 6 = 140, 4 andere zu Signalen um 
6 =160. Diese Signale konnten den Positionen C4 (bei 
6 = 140) und C2 (bei 6 = 160) von Thiazol- bzw. Oxazolen 
zugeordnet werden. Als Signale fur die erwarteten Amino- 
methyl-Backbone-Fragmente wurden drei diskrete Dubletts 
und drei iiberlappende Signale im 1 D-NMR-Spektrum mit 
charakteristischen ' 3C-chemischen Verschiebungen von 6 = 
40 und 6 = 44 gefunden. Weitreichende "C-'H-Kontakte zu 
Signalen bei 6 = 160 bewiesen die Verkniipfung dieser Ami- 
nomethylfragmente zu C2-Kohlenstoffatomen der nachfol- 
genden heterocyclischen Backbone-Fragmente. Eine Be- 
trachtung der Vorlaufersequenz (Abb. 1) zeigt, daB die 
Modifikation benachbarter Serin- und Cysteinreste nicht 
nur zu monocyclischen, sondern auch zu Einheiten rnit zwei 
verknupften cyclischen Systemen fuhren sollte. Zahlt man 
alle moglichen Modifikationsstellen, so sind sechs aus Gly- 

'(' 5N) Abb.2. 'SN-1H-HSQC-TOCSY-SpektrumvonMcB17 
in [DJDMSO. Die Ekzifferung entspricht den Positio- 

- 260 nen der den Modifikationen zugmndeliegenden Ami- 
nosaurcreste im Vorliuferpeptid (Abb. 1). Wegen der 
vollstandigen Signaliiberlappung muDte auf eine Zu- 
ordnung der Gly-Reste verzichtet werdeu. Der abgebil- 
dete Ausschnitt enthalt die Signale der NH-, CH,- und 
CHp,,-Protonen, die rnit dem Amidstickstoffatom des 
gleichen Spinsystems verknGpft sind. Zwischen 6 = 7.5 
und 6.5 finden sich die NH,-Signale von Asn und Gln. 

,I- 7 

n nn 8.00 7.00 6.00 5.00 4.00 3.00 - '('H) 

Glycinreste waren innerhalb von 6 = 3.8-4.0 vollstandig 
iiberlappt. Diese Situation blieb unverandert im 3C-'H- 
HSQC-Experiment (HSQC = heteronucleare Einquanten- 
koharenz), welches die Zuordnung aller Kohlenstoffatome 
der zuvor erwahnten Standardaminosaurereste ermoglichte. 
In diesen beiden Experimenten traten zusatzliche Signale 
auf, die auf modifizierte Peptidfragmente zuruckzufuhren 
waren. Ein NOESY-Spektrum ergab sequentielle NOEs in- 
nerhalb der terminalen Positionen 1-4 und 40-43 sowie fur 
die benachbarten Reste von zwei Asn und einem Gln. Die 
Zuordnung der NOEs bewies, daR sich einer der nicht modi- 
fizierten Serinreste in Position 41 befindet. Das Fehlen der 
sequentiellen NOES von Gly4' zu Rest 39 deutete auf eine 
Modifikationsstelle an der Position Ser3, hin. Die Abwesen- 
heit von Weitbereichskontakten in diesem 750 MHz-NOE- 
SY-Experiment deutet auf eine gestreckte Struktur von 
McB17 hin und macht eine Vernetzung iul3erst unwahr- 
scheinlich. Die Zuordnung des N-Terminus wurde durch das 
(Gly),-Segment erschwert (Abb. l), das, wie bereits envahnt, 

L .uv Standards: [DJDMSO, intern ('H, S = 2.50), und Me- 
NO,, extern ("N, 6 = 0) [12b]. 

cinresten stammende Aminomethylfragmente zu erwarten. 
Dies stirnmt mit den sechs gefundenen, partiell uberlappen- 
den NH-CH,-Fragmenten iiberein. Somit haben wir bis jetzt 
bewiesen, dal3 nicht nur Gly-Cys-, sondern auch Gly-Ser- 
Einheiten zu aminomcthylierten Fiinfring-Heterocyclen im 
Peptidruckgrat modifiziert sind. 

Eine direkte Detektion der "N-NMR-Signale dieser He- 
terocyclen wird durch die niedrige Empfindlich keit dieses 
Kerns erschwert. Liegen wirklich Thiazol- und Oxazolreste 
vor, so sollte ein invers-detektiertes 'N-'H-HMBC-Experi- 
ment (HMBC = heteronucleare Mehrfachbindungs-Korre- 
lation) imstande sein, den ' sN-Kern des Thiazols/Oxazols 
via 3JN,-Kopplungen mit dem CS-Proton und den Methylen- 
protonen der Aminomethylfragmente zu verbinden 
(Abb. 3). Abbildung 3 zeigt zwei Ausschnitte des HMBC- 
Spektrums rnit "N-NMR-Signalen bei 6 = - 80 und 
6 = - 120. Diese chemischen Verschiebungen sind charakte- 
ristisch fur Oxazole und ThiazoleI' ''I. In beiden Teilberei- 
chen wurden je vier Signale gefunden, die auf eine weitrei- 
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chende Kopplung zwischen C5-H und 15N hindeuteten. 
Diese beweisen die Modifikation von vier Serin- und vier 
Cysteinresten zu Oxazol bzw. Thiazol. In beiden Bereichen 
zeigen je drei "N-NMR-Signale weitreichende Kontakte zu 
Aminomethylprotonen, wodurch die Modifikation von 
sechs Glycinresten zu Aminomethylfragmenten bewiesen 
wird. Die ubrigen "N-NMR-Signale, welche nicht rnit Ami- 
nomethylfragmenten verbunden sind, miissen Teile der Ein- 
heiten mit zwei verkniipften cyclischen Systemen sein, die 
aus einem modifizierten Gly-Cys-Ser- und einem Gly-Ser- 
Cys-Segment stammen. Somit konnte die Aotc-Modifika- 
tion in den Positionen 13 ~ 15 eindeutig zugeordnet werden, 
es bleiben jedoch noch zwei Moglichkeiten fur die Atoc-Stel- 
le. Sequentielle NOEs von Am'' zu Ser" in einem "N-edi- 
tierten-NOESY-Spektrum bewiesen die Lage von Atoc in 
den Positionen 28 ~ 30. 

getrennt. Umkehrphaseo-HPLC von antibiotisch aktiven Fraktionen auf RP18 
lieferte das Antibioticurn McRl7 in 95% Reinheit. ' %markiertes McB17 
wurde aus cincr Zellkultur mit ("NH,),SO, als einziger Stickstoff- 
quelle erhalten. 
NMR: 2D-NMR-Experimente wurdeu bei 400 und 750MHz rnit Bruker- 
AMX-Spektrometern. ausgcrustet rnit inversen Tripelresondnz-Probenkopfen 
und X32-Cornputern, durchgefuhrt. Alle 2D-Experimente wurden im ,,Pure- 
phase-absorption"-Modus mit der TPPI-Methode (TF'PI = Time Proportional 
Phase Incrementation) aufgenommen. NOESY-Expcrimente rnit Mischzeiten 
von 250 ms und Clean-TOCSY-Spektren mit einer MLEVI 7-Mischsequenz 
von 50 ms zwischen Trim-Pulscn von 2.5 ms wurden hei 305 K aufgenommen. 
Die "C-'H-HSQC-Spektren und das fur weitreichende Kopplungen (7 Hz) 
optimierte IIMQC-Spektrum wurden mit ciner Probe rnit naturlichem Isoto- 
pengehalt aufgenommen. ''N-lH-HSQC-, -HSQC-TOCSY, -HMQC-NOE- 
SY-Spektren und ein -HMQC-Spektrum. optimiert fur wcitreichcnde Kopp- 
lungen (J =7 Hz), wurden mit einer einheitlich "N-markierten Probe auf- 
gcnommen. Im allgemeinen wurden pro Experiment 512-700 Inkrementc von 
2 K-Datenpunkten in dcr Akquisilionsdimension (F,-Dimension) aufgenom- 
men, mit ciner digitalen Auflosung von 4-  5 Hz bci cincr Bandbreite von 
4800 Hz (400 MHz) und 10500 HI (750 MHz). Die "C-'H-HSQC- und 
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Fassen wir zusammen : McB17 enthllt acht Backbone- 
Modifikationsstellen, die drei Gly-Cys- und drei Gly-Ser- 
Segmente und jeweils ein Gly-Ser-Cys- und ein Gly-Cys-Ser- 
Segment des Vorlauferproteins umfassen. Abgesehen vom 
(Gly),-Segment rnit vollstandig iiberlappenden NMR-Si- 
gnalen konnten alle anderen Reste und die Modifikations- 
stellen auf der Basis der Primarsequenz des Prlpeptids zuge- 
ordnet werden. Eine vollstandige sequentiefle Zuordnung ist 
erschwert durch das Fehlen von NOEs sowie von weitrei- 
chenden Kontakten zwischen den Modifikationsstellen und 
den nachfolgenden Resten. Ein unabhangiger Beweis fur die 
verknupften heteroaromatischen Funfringe (Abb. 1) konnte 
nur durch eine spezifische 3C-Markierung der Glycin- oder 
der Serinreste erreicht werden. Diese wird zur Zeit biosyn- 
thetisch durchgefiihrt; die chemische Synthese von McB17 
ist ebenfalls in Arbeit. 

Bisher waren Lantibiotica die einzige bekannte Klasse ri- 
bosomal synthetisierter Polypeptide mit posttranslationalen 
Modifikationen zu ungewohnlichen Seittnketten wie u,p- 
Didehydroaminosauren und mehreren cyclischen Sulfi- 
den['3* I4I, nun haben wir zum ersten Ma1 posttranslationale 
Backbone-Modifikationen eines Proteins entdeckt, bei denen 
heteroaromatische Funfringe gebildet werden. 

Experimen telles 
Isolierung von Microcin B17: Der McB17-produzicrendc Bakterienstamm 
wurde untcr optimierten Bedingungen kultiviert. Das Antibioticurn bleibt an 
der Zellwand gebunden und wird nicht ins Kulturmedium ausgeschieden. folg- 
lich wurden die Bakterienzellcn durch Zentrifuyation isoliert. Zur Gewinnung 
von McBl7 wurde die Zellsuspension in einem Essigsiure- und EDTA-haltigen 
Puffer bei pH 4.0 ca. 10 min auf 100 "C erhitzt. Nach Abzentrifugieren wurde 
der McBl7-haltigc Uberstand zur Trockne eingeengt und der Ruckstand in 
5Oproz. Ameisensaurc gelost. McB17 wurde gelchromatographisch angerei- 
chert und von Komponentcn der Zellextraktion rnit niedrigerer Molmasse ab- 

2 

Abb. 3. '5N-'H-HMBC-Spektrum von McB17 in 
[DJDMSO. Die Ausschnittc zeigcn Weitbercichskon- 
takte zwischen "N undden C5-Protonen der heterocy- 
clischen Modifikationsstellen sowie Weitbereichskon- 
takte zwischen "N und den Aminomethylfragmenten. 
Standards: [DJDMSO, intern ('H, d = 2.501, und 
MeNO,, extcrn ("N, 6 = 0) [12b]. 

-HMQC-Spektren wurden mit ciner Bandbreite von 180 ppm in der E,-Dimen- 
sion aufgenommen. Fur die "N-'H-HSQC-. -HSQC-TOCSY, -HMQC- 
NOESY-Spektren war eine Bandhreite von 6 = 25 in der F,-Dimension ausrei- 
chend. Das HMQC-Spektrum, optimiert fur weitreichende Kopplungen, wurde 
mit einer Bandhreite von 360 ppm aufgenommen. Die Rohdaten wurden durch 
Zero-Filling auf cine Datenmatrix von 2K x 2K-Datenpunkten erweitert und 
rnit eincr quadratischen Sinusfunktion gewichtet. Fur das NOESY-Experiment 
wurde die Zahl der Datenpunkte in dcr F,-Dimension durch lineare Pridiktion 
auf 700 erhiiht. 
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