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Die Beschaffung von Eisen nimmt im mikrobiellen Wachstum
eine Schl�sselrolle ein, besonders im Hinblick auf die Viru-
lenzentwicklung von Pathogenen im Menschen und anderen
S�ugetieren. Eine der Hauptstrategien zur Bereitstellung von
Eisen ist die Sekretion niedermolekularer organischer Che-
latoren, so genannter Siderophore. Besonders die strikte
Regulierung der Eisenhom�ostase in S�ugetieren hat zur
Entwicklung von Chelatoren h�chster Affinit�t gef�hrt,[1,2]

von denen die Triscatecholat-Trilacton-Derivate Bacillibactin
und Enterobactin (H6-BB bzw. H6-Ent; Schema 1) die beiden
st�rksten repr�sentieren (Bildungskonstanten von 1048 bzw.
1049

m
�1).[3, 4] Beide Siderophore werden vom menschlichen

Immunprotein Siderocalin (NGAL, Lipocalin 2) erkannt,
gebunden und aus dem K�rper ausgeschieden.[5,6] Bacillus
anthracis, B. cereus und nichtpathogene Verwandte wie
B. subtilis sekretieren Bacillibactin, ein cyclisches Trilacton-
Depsipeptid, das drei Untereinheiten des 2,3-Dihydroxy-
benzoats (2,3-DHB)-Gly-Thr enth�lt, die durch eine nicht-
ribosomale Peptidsynthetase (NRPS) zusammengebaut
werden.[7] Die zellul�re Aufnahme von Ferribacillibactin
([FeIII(BB)]3�) beruht auf dem ABC-Transporter (ATP
binding cassette) FeuABC-YusV, der ebenfalls f�hig ist,
[FeIII(Ent)]3� zu importieren.[8, 9]

Das Verst�ndnis der Coevolution von Wirtorganismen
und Pathogenen bez�glich der Siderophor-Bindung verlangt
ein pr�zises Verst�ndnis bestehender Wechselwirkungen
zwischen Siderophoren und Proteinen. Dies k�nnte helfen,
neue Strategien zur Abwehr von Pathogenen zu entwickeln,
z. B. die Entwicklung von Siderophor-Wirkstoffen oder die
k�nstliche Affinit�tssteigerung bekannter Bindungstaschen.
Wir berichten hier �ber die 1.7-�-Kristallstruktur des Side-
rophor-Bindungsproteins FeuA aus B. subtilis im Komplex
mit [FeIII(BB)]3�. Die detaillierte Analyse der Protein-
Ligand-Wechselwirkung bei hoher Aufl�sung wird erg�nzt

durch Fluoreszenz- und Circulardichroismus(CD)-spektro-
skopische Untersuchungen von Varianten der Bindungsstelle
und der Konfiguration der Liganden.

Das Siderophor-Bindungsprotein FeuA [297 Aminos�u-
ren (AS) ohne Signalpeptid] ist an die Cytoplasmamembran
durch einen Lipidanker gekn�pft, der an das N-terminale
Cystein des reifen Proteins gebunden ist. Kristalle von FeuA
ohne Lipidanker und exklusive der ersten 20 AS mit und ohne
gebundenes [FeIII(BB)]3� wurden in verschiedenen Raum-
gruppen erhalten, und die Phasen wurden durch molekularen
Ersatz (molecular replacement) gel�st (siehe Hintergrund-
informationen).[23] FeuA ist aus zwei Dom�nen aufgebaut, die
jeweils eine Rossmann-�hnliche Faltung aufweisen und durch
eine 22 AS lange a-Helix verbunden sind (Abbildung 1).
Diese Strukturmerkmale sind charakteristisch f�r Sidero-
phor-Bindungsproteine der Superfamilie der „Helixr�ck-
grat“-Metallrezeptoren, wie FhuD und CeuE.[10, 11]

Die Bindung des Substrats an der Grenzfl�che zwischen
N- und C-terminaler Dom�ne induziert eine Dom�nenbe-
wegung zur Bindungsstelle hin. Bei �berlagerung der N-ter-

Schema 1. Bacillibactin, das verwandte Enterobactin und das Catecho-
lat-Siderophor-Mimetikum Mecam.
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minalen Dom�nen von apo- und holo-FeuA findet man f�r
die C-terminale Dom�ne eine Verschiebung von 20.28 (Ab-
bildung 2). Diese Schließbewegung ist zwar nicht so ausge-
pr�gt wie bei Bindungsproteinen mit flexiblen Linkern aus b-
Str�ngen, wie dem Maltose-Bindungsprotein,[12] aber deutlich
st�rker als bei anderen Proteinen der „Helixr�ckgrat“-Su-
perfamilie (siehe Hintergrundinformationen).[13–16] Die Side-
rophor-abh�ngige Dom�nenverkn�pfung f�hrt zu einer Sta-
bilisierung des Proteins gegen Hitzedenaturierung, die CD-
spektroskopisch beobachtet wurde (Tabelle 1).

Das Profil der Protein-Ligand-Wechselwirkung weist eine
basische Triade der Reste K84 und K105 (von der N-termi-
nalen Dom�ne) sowie R180 (von der C-terminalen Dom�ne)
auf, die [FeIII(BB)]3� durch elektrostatische Wechselwirkun-
gen binden, die haupts�chlich gegen die deprotonierten
Catecholat-O-Atome des Liganden gerichtet sind (Abbil-
dung 3). Q181 und Q215 sind die einzigen weiteren Reste, die
direkt an der Bindung des Siderophors beteiligt sind, indem
sie Wasserstoffbr�cken mit Teilen des Liganden bilden. Die
Reste T104, R178, N183, Y185, Y187, E239 und Q277 tragen
zur Bildung der Bindungstasche bei, sind allerdings nicht
direkt an der Ligandbindung beteiligt (siehe Abbildung 3 und
Hintergrundinformationen).Abbildung 1. Gesamtansicht von FeuA. Die zwei asymmetrischen Do-

m�nen und die verbindende a-Helix sind in unterschiedlichen Farbt�-
nen gezeigt (N-terminale Dom�ne: dunkelblau, verbindende a-Helix:
mittelblau, C-terminale Dom�ne: hellblau). Die Proteinoberfl�che ist in
Grau gezeigt.

Abbildung 2. FeuA-Dom�nenbewegung nach Bindung von [FeIII(BB)]3�

(Farbschema siehe Abbildung 3). Die N-terminale Dom�ne des nativen
Proteins (grau) und seines Siderophorkomplexes (rot) sind �berlagert.
Der Verlauf des Ca-R�ckgrats ist gezeigt.

Tabelle 1: Schmelzpunkte von FeuA und seinen Varianten, bestimmt
durch CD-Spektroskopie.

FeuA-Variante TM [8C][a]

+ [FeIII(BB)]3�

nativ 58.15�0.02 65.99�0.04
K84A 63.12�0.03 62.93�0.06
K105A 59.64�0.03 59.44�0.05
R178A 56.96�0.04 57.33�0.06
R180A 58.82�0.98 58.78�1.04
K213A 50.84�0.05 58.74�0.07

[a] TM: Schmelztemperatur, berechnet mit Spectra Analysis Software,
JASCO Corporation.

Abbildung 3. Detaillierter Blick auf die Siderophor-Bindungstasche von
FeuA; Ligandatome: gr�n C, rot O, blau N, orange Kugel Fe.
a) SIGMAA-gewichtete (Fgef.�Fber.)-Differenzelektronendichte (blau), be-
rechnet bei einer Aufl�sung von 1.7 � (Konturierungsniveau 2.7s) f�r
[FeIII(BB)]3� und die drei Wassermolek�le (dunkelrote Kugeln); die
(2Fgef.�Fber.)-Elektronendichte (Konturierungsniveau 1s) ist f�r die
Reste K84, K105 und R180 gezeigt (C hellrot). b) Die Seitenketten der
anderen Reste, die die Bindungstasche aufbauen, sind zus�tzlich ge-
zeigt (C hellblau). c) Elektrostatische Oberfl�che der Bindungstasche
[von �5 (rot) bis + 5 (blau) kB T/ec] .
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Um die Bedeutung der beteiligten Reste f�r die Ligan-
denbindung und die Strukturstabilisierung zu untersuchen,
wurden die Reste der basischen Triade sowie die Reste R178
in der Bindungstasche und K213 auf der Oberfl�che der C-
terminalen Dom�ne außerhalb der Bindungstasche einzeln zu
Alanin mutiert und einer ligandenabh�ngigen Schmelz-
punktanalyse unterzogen (Tabelle 1). Das native Protein und
die Variante K213A sind f�hig, [FeIII(BB)]3� zu binden, was
durch eine Verschiebung des Schmelzpunkts in Gegenwart
des Liganden um etwa 8 8C belegt wurde. Dagegen wurde die
Stabilit�t der drei Einzelsubstitutionen der basischen Triade
sowie der Variante R178A in Gegenwart des Siderophors
nicht beeinflusst. Der Rest R178 ist zwar nicht direkt f�r die
Ligandbindung zust�ndig, scheint aber durch stabilisierende
Wechselwirkungen mit R180 indirekt an der Bindungsbildung
beteiligt zu sein. Des Weiteren hat R180 wohl einen signifi-
kanten Einfluss auf die allgemeine Faltungsstabilit�t des
Proteins, da sich bei R180A im Unterschied zu allen anderen
Varianten bei h�herer Temperatur ein Pr�zipitat bildete. Der
h�here Schmelzpunkt der Variante K84A gegen�ber jenem
von nativem FeuA resultiert vermutlich aus einer vermin-
derten elektrostatischen Abstoßung mit anderen positiv ge-
ladenen Resten der Bindungstasche. Zus�tzliche Untersu-
chungen mithilfe von Fluoreszenzl�schung best�tigten die
vorliegenden Daten, da sie eine starke Minderung der Li-
gandenbindungsaffinit�ten der Varianten K84A, K105A,
R180A und R178A erkennen lassen (etwa drei Gr�ßenord-
nungen niedriger als jene von nativem FeuA; siehe Hinter-
grundinformationen). Es stellt sich weiterhin heraus, dass die
basische Triade als Bindungsmotiv f�r Triscatecholate weit
verbreitet ist und in nichthomologen Bindungsproteinen von
Bakterien bis zum Menschen gefunden werden kann.[5,6, 11]

Der Siderophorf�nger Siderocalin bindet [FeIII(Ent)]3�

und [FeIII(BB)]3� durch hybride elektrostatische/Kation-p-
Wechselwirkungen mit seinen Resten R81, K125 und K134
sehr stark.[5, 6] Des Weiteren weist die Kristallstruktur des
Enterobactin-Bindungsproteins CeuE, das durch eine [{FeIII-
(mecam)}2]

6�-Br�cke (H6-Mecam; Schema 1) dimerisiert
wurde, die Reste R117, R204 und R248 als die entsprechende
basische Triade auf.[11]

Obwohl das Trilactonr�ckgrat von Siderocalin-gebunde-
nem [FeIII(Ent)]3� teilweise abgebaut war, ließ sich feststellen,
dass die Fragmente eine L-Konfiguration einzunehmen
scheinen. Es ist bekannt, dass der ungebundene Komplex in
L�sung als das D-Diastereomer vorliegt, was ebenfalls in
einer Kristallstruktur von [VIV(Ent)]2� beobachtet
wurde.[17, 18] Im Unterschied dazu zeigt [FeIII(BB)]3� in L�sung
die L-Konfiguration[19] und ist ebenfalls als L-Spezies in der
vorliegenden FeuA-Kristallstruktur gebunden. Weiterhin
bevorzugt das als Racemat vorliegende [FeIII(mecam)]3� nach
Bindung durch CeuE die L-Konfiguration.[11]

Die beobachtete Bindungstasche in der FeuA-Kristall-
struktur scheint f�r L-Substrate spezifisch zu sein und w�re in
dieser Form nicht dazu f�hig, D-[FeIII(Ent)]3� zu binden. Da
die Konfiguration von Ferrisiderophoren maßgeblich f�r ihre
biologische Funktion w�hrend der Aufnahme und weiteren
Prozessierung ist, wurde untersucht, welche Konfiguration
von FeuA bevorzugt wird und ob FeuA in der Lage ist, die
absolute Ligandkonfiguration zu �ndern, um seine Substrat-

promiskuit�t zu erzielen. Dazu wurden CD-spektroskopische
Untersuchungen verschiedener Eisentriscatecholat-Komple-
xe in Gegenwart von FeuA durchgef�hrt (Abbildung 4).

Negative Banden um 450 nm und positive um 550 nm sind
charakteristisch f�r Eisentriscatecholat-Komplexe mit L-
Konfiguration.[20] Die Messungen best�tigten die L-Konfigu-
ration von FeuA-gebundenem [FeIII(BB)]3� in L�sung. Der
achirale [FeIII(mecam)]3�-Komplex kann ebenfalls in der L-
Konfiguration beobachtet werden, und beachtlicherweise
zeigt [FeIII(Ent)]3� in Gegenwart von FeuA die gleiche Kon-
figuration. Diese Befunde zeigen, dass FeuA die Konfigura-
tion dieser Siderophore beeinflussen kann. Die strikte Bin-
dung von L-konfigurierten Triscatecholat-Substraten mag ein
Grund f�r die geringere Affinit�t von FeuA f�r [FeIII(Ent)]3�

als f�r [FeIII(BB)]3� sein.[8] Dies wurde ebenfalls f�r die Bin-
dung von [FeIII(Ent)]3� und seinem nichtnat�rlichen L-Ste-
reoisomer [FeIII(ent-Ent)]3� durch das Protein FepB aus
E. coli beobachtet.[21]

Bemerkenswert ist weiterhin, dass der Trilactonring nicht
die Struktur einnimmt, die als stabiler berechnet wurde (al-
lerdings um nur 2.3 kcal mol�1), obwohl [FeIII(BB)]3� in der
bevorzugten L-Konfiguration gebunden wird.[19] Stattdessen
weist unsere Elektronendichtekarte zwischen dem Trilacton-
ring und dem Eisen(III)-Triscatecholat-Zentrum drei hoch-
geordnete Wassermolek�le auf (Abbildung 3). Diese Was-
sermolek�le stabilisieren die Struktur des Eisen-Siderophor-
Komplexes durch Wasserstoffbr�ckennetzwerke, die zu der
unerwarteten r�umlichen Anordnung des Trilactons f�hren,
die derjenigen von [FeIII(Ent)]3� �hnelt. Dies mag f�r den
anschließenden Transportprozess oder die Erkennung durch
Trilactonhydrolasen von Bedeutung sein.

Wir haben hier die erste Kristallstruktur eines Bindungs-
proteins in Komplex mit einem intakten Triscatecholat-Tri-
lacton-Siderophor vorgestellt und demonstriert, dass die
Mecam-abh�ngige Dimerisierung von Bindungsproteinen
nicht auf Trilactonderivate ausgedehnt zu sein scheint. De-
taillierte Untersuchungen zur Bindung best�tigten die Be-
deutung einer basischen Triade f�r die Erkennung des Ei-
sentriscatecholat-Ligandzentrums, die in verschiedenen Spe-

Abbildung 4. CD-Spektren von FeuA-komplexiertem [FeIII(BB)]3�, [FeIII-
(Ent)]3� und [FeIII(mecam)]3� in gepuffertem Wasser (Tris-HCl, pH 7.0)
bei 22.5 8C.
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zies hoch konserviert zu sein scheint. Es wurden keine signi-
fikanten Proteinwechselwirkungen mit dem R�ckgrat des
Liganden gefunden; daher kann das Trilactonger�st m�gli-
cherweise f�r Vernetzungsstrategien zur Generierung von
Siderophor-Antibiotika-Konjugaten, so genannten Sidero-
mycinen, oder Siderophor-Import-Inhibitoren verwendet
werden.

Die F�higkeit von FeuA, die in freier Form in L�sung
vorliegende Konfiguration des Triscatecholat-Substrates zu
�ndern, l�sst darauf schließen, dass die stereochemische Er-
kennung eine Schl�sselrolle bei mindestens einer Stufe des
Imports und der weiteren intrazellul�ren Prozessierung des
Siderophors spielen muss. Es ist eher unwahrscheinlich, dass
von FeuA eine weitere Konformation angenommen wird, um
auch D-Triscatecholat-Siderophore erkennen zu k�nnen,
zumal sich die Bindungstasche des verwandten Hydroxamat-
Siderophor-Bindungsproteins FhuD bei der Bindung ver-
schiedener, wenn auch verwandter Substrate nur minimal
ver�ndert.[10, 22]
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