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Die zunehmende Resistenz gegen nahezu alle klinisch ge-
nutzten Antibiotika wird zu einem immer gr�ßeren Problem
im Gesundheitswesen. W�hrend existierende Wirkstoffe an
Einsatzbreite verlieren, wurden in den letzten Jahrzehnten
nur einige wenige wirklich neue Antibiotika in die klinische
Anwendung eingef�hrt. Die Inhibierung von biochemischen
Prozessen, in die die bisher genutzten Antibiotika nicht ein-
greifen, ist daher eine vielversprechende Strategie zur Ent-
wicklung neuer Wirkstoffe gegen resistente Keime. Ein Bei-
spiel f�r einen solchen bisher nicht genutzten Angriffspunkt
ist die siderophorgest�tzte Eisenaufnahme in Bakterien, die
in den letzten Jahren intensiv untersucht wurde.[1] Sidero-
phore sind polare, niedermolekulare Stoffe mit außerge-
w�hnlich hohen Eisenbindungsaffinit�ten, die von Bakterien
sekretiert und durch spezielle Transportsysteme wieder auf-
genommen werden. Neben der Blockierung der Siderophor-
Biosynthese bietet sich die Inhibierung der Export- und Im-
portproteine als vielversprechender Ansatz zur Entwicklung
neuer Antibiotika an, da die siderophorabh�ngige Eisenauf-
nahme sowohl f�r das �berleben als auch f�r die Virulenz
von Pathogenen essenziell ist.[2] Obwohl einige dieser Trans-
port- und Bindungsproteine bereits charakterisiert wurden,
sind weiterhin f�r viele Bakterien nur begrenzte Informatio-
nen �ber die jeweiligen Export- und Importsysteme verf�g-
bar. Zudem wurden Siderophor-Bindungsproteine bisher nur
indirekt entdeckt, indem nach Sequenzhomologien zu be-
kannten Transportern gesucht oder der Wachstumsph�notyp
von Mutanten untersucht wurde.

Hier beschreiben wir die erste Isolierung eines Sidero-
phor-Bindungsproteins aus einem Zellextrakt basierend auf
der direkten Wechselwirkung mit seinem nat�rlichen Ligan-

den.[3] Hierf�r wurde die Affinit�tschromatographie unter
Verwendung des immobilisierten Siderophors genutzt, der
sich die Identifizierung des zur�ckgehaltenen Proteins durch
massenspektrometrische Analyse anschloss (Abbildung 1A).

Die �berproduktion in Escherichia coli und die anschlie-
ßende Reinigung erm�glichten dann die biochemische Cha-
rakterisierung des rekombinanten Proteins. Dieser neuartige
Ansatz erlaubt die Selektion von spezifischen Bindungspro-
teinen aus einer Vielzahl von Siderophor-Importsystemen,
wie sie in Zellextrakten vorliegen k�nnen.

Abbildung 1. A) Identifizierung von Siderophor-Bindungsproteinen mit-
tels Affinit�tschromatographie und immobilisierten Siderophoren als
Liganden. Die zur�ckgehaltenen Proteine werden massenspektrome-
trisch identifiziert und anschließend biochemisch charakterisiert.
B) Chemische Struktur von Petrobactin (1) und Biotinyl-Petrobactin
(2). Rot hervorgehoben sind die Gruppen, die an der Eisenbindung be-
teiligt sind.
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F�r die Isolierung eines Siderophor-Bindungsproteins
w�hlten wir das Siderophor Petrobactin, das insbesondere
von den beiden Pathogenen Bacillus cereus und Bacillus an-
thracis produziert wird.[4] Basierend auf Sequenzhomologien
wurden k�rzlich zwei Petrobactin-Bindungsproteine f�r
B. cereus identifiziert;[5] ebenso konnten durch genetische
Studien verwandte Petrobactin-Importsysteme in B. anthracis
bestimmt werden.[6] B. anthracis sektretiert Petrobactin (1;
Abbildung 1B) als Virulenzfaktor, da das zweite von ihm
produzierte Siderophor, Bacillibactin, w�hrend einer Infek-
tion von einem Protein des angeborenen Immunsystems, Si-
derocalin, abgefangen wird.[7] Petrobactin (1) ist daher es-
senziell f�r die Eisenaufnahme von B. anthracis im mensch-
lichen Wirt. Demzufolge k�nnte die Inhibierung dieses Pro-
zesses die M�glichkeit bieten, Anthraxinfektionen zu be-
handeln.

Petrobactin enth�lt zwei 3,4-Dihydroxybenzoateinheiten,
die �ber einen Spermidinlinker mit einem Citratr�ckgrat
verbunden sind. Die beiden Catecholreste und die zentralen
Carboxy- und Hydroxygruppen der Citrateinheit (rot in Ab-
bildung 1 B) agieren als Liganden bei der Bildung eines ok-
taedrischen Eisenkomplexes. Da die Spermidin-Aminogrup-
pen nicht direkt an der Bildung des Eisenkomplexes beteiligt
sind, wurden sie f�r die Derivatisierung mit einer Biotin-
gruppe ausgew�hlt, um so eine Immobilisierung des Sidero-
phors auf Streptavidin-derivatisierter Agarose als festem
Tr�ger f�r die Affinit�tschromatographie zu erm�glichen.
Daher synthetisierten wir das biotinylierte Petrobactin 2
(Abbildung 1B) mit dem �ber g-Aminobutters�ure als
Linker verkn�pften Biotinrest an der zentralen Aminogruppe
eines der Spermidinlinker; zudem erzeugten wir f�r eine
biochemische Charakterisierung ausreichende Mengen an
Petrobactin (1).

Unser Weg zur ben�tigten Petrobactin-Spermidinseiten-
kette 8 und zur modifizierten Seitenkette 10 mit einem Dde-
gesch�tzten g-Aminobutters�urerest ausgehend vom kom-
merziell erh�ltlichen Diacetal von 3-Aminopropanal, 3, und
von der bekannten Benzoes�ure 4[8] ist in Schema 1 be-
schrieben. Verglichen mit bereits bekannten Synthesen[8, 9] ist
unsere optimierte Route zu den Petrobactin-Seitenketten
operativ einfach und effizient. Dar�ber hinaus zeigte sich in
den nachfolgenden Kupplungsreaktionen, dass das Sch�tzen
der zentralen Aminogruppe verbesserte Ausbeuten zur Folge
hatte (Schema 2). F�r die Synthese von Petrobactin (1) wurde
das tert-Butylcitrat 11 als N-Hydroxysuccinimidester (NHS)
aktiviert[8] und nachfolgend mit der Seitenkette 8 zum ge-
sch�tzten Petrobactinderivat 12 gekuppelt (87 %). Die an-
schließende Abspaltung der tert-Butylgruppe wurde von der
Bildung geringer Mengen des bekannten Imid-Nebenpro-
dukts begleitet[8, 10] (siehe Hintergrundinformationen). Hy-
drierung und Reinigung des R�ckstands mittels Umkehr-
phasen-HPLC lieferten 1 in 30% Ausbeute. Die Synthese des
biotinylierten Petrobactins 2 begann mit der Reaktion von
tert-Butylzitronens�ureanhydrid 13 mit der linkertragenden
Seitenkette 10 in exzellenter Ausbeute zum Monoamid 14.
NHS-Aktivierung und Reaktion mit der Petrobactin-Seiten-
kette 8 lieferten schließlich das vollst�ndig gesch�tzte Petro-
bactinderivat 15 (82 %). Die Biotingruppe wurde anschlie-
ßend durch selektive Abspaltung der Dde-Schutzgruppe mit

Hydrazin und nachfolgende Biotinylierung des freigesetzten
Amins eingef�hrt (84%). Die Entfernung aller Schutzgrup-
pen und die Reinigung mittels HPLC lieferten schließlich das
biotinylierte Petrobactin 2.

Wenn eine w�ssrige L�sung des biotinylierten Petrobac-
tins 2 mit FeCl3 bei pH 8 versetzt wird, ist die Eisenkomple-
xierung deutlich durch die starke Farb�nderung zu violett
erkennbar. Die Bildung des Siderophor-Eisen(III)-Komple-
xes konnte auch massenspektrometrisch best�tigt werden.
Nach Inkubation der mit Streptavidin derivatisierten Agarose
mit dem eisenbeladenen Siderophor wurden die lilafarbenen
K�gelchen in eine S�ule �berf�hrt und mit PBS-Puffer (PBS:
phosphatgepufferte Kochsalzl�sung) �quilibriert. Um zu
testen, ob das immobilisierte Petrobactinderivat 2 relevante
Bindungsproteine aus Zellextrakten isolieren kann, w�hlten
wir Bacillus subtilis als Modellorganismus. B. subtilis produ-
ziert selbst kein Petrobactin (1), kann dieses Siderophor aber
aus der Umwelt unter Verwendung eines Importsystems
aufnehmen,[11] das zu Beginn unserer Untersuchung noch
unbekannt war. Das Zelllysat einer B.-subtilis-Kultur wurde
auf die Affinit�tss�ule aufgegeben und diese anschließend
gewaschen. Nach der Elution wurden die erhaltenen Frak-
tionen tryptisch verdaut und die Proteinfragmente massen-
spektrometrisch mit der MASCOT-Software und der MSDB-
Datenbank untersucht (siehe Hintergrundinformationen).[12]

In den ersten Experimenten wurde eine gr�ßere Zahl an
Proteinen auf der S�ule zur�ckgehalten. Eine Negativkon-
trolle mit unbeladenen Streptavidin-Agarosek�gelchen
zeigte allerdings, dass die meisten Proteine von der Matrix

Schema 1. Synthese der Spermidinseitenketten 8 und 10. Reagentien
und Bedingungen: a) 4, EDC, HOBt, Et3N, DMF, 92 %; b) PPTS,
Aceton/H2O, 40 8C, 96%; c) 6, NaBH(OAc)3, Et3N, MeOH, 71%;
d) CbzCl, Et3N, MeOH, 94 %; e) TFA, CH2Cl2, 0 8C, 95% (8); 97%
(10); f) 9, EDC, HOBt, Et3N, DMF, 96%. EDC= 1-(3-Dimethylamino-
propyl)-3-ethylcarbodiimid-Hydrochlorid, HOBt = 1-Hydroxybenzotria-
zol, DMF= N,N-Dimethylformamid, PPTS= Pyridinium-para-toluolsul-
fonat, Boc = tert-Butoxycarbonyl, Cbz= Benzyloxycarbonyl, Dde =1-
(4,4-Dimethyl-2,6-dioxocyclohexyliden)ethyl, TFA = Trifluoressigs�ure.
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selbst zur�ckgehalten wurden. Nach einer Reihe von Expe-
rimenten konnten wir unspezifische Bindungen durch vor-
herige Inkubation der siderophorbeladenen S�ule mit Rin-
derserumalbumin deutlich verringern. Danach war YclQ das
einzige Protein, das wiederholt durch eine spezifische Inter-
aktion mit der Petrobactin-derivatisierten S�ule zur�ckge-
halten wurde (siehe Hintergrundinformationen). YclQ ist das
Substratbindungsprotein eines ABC-Transporters und Teil
des yclNOPQ-Genclusters. Es wurde k�rzlich – basierend auf
Sequenzhomologien – durch die Gruppe von Raymond als
Petrobactin-Bindungsprotein in B. subtilis identifiziert,[13] was
die Tauglichkeit unseres Ansatzes best�tigt. Wegen dieser
Funktion schlagen wir vor, den Gencluster in fpiBCDA (fpi:
ferric petrobactin import) und entsprechend YclQ in FpiA
umzubenennen.

Um die Rolle des identifizierten Proteins auf dem Gen-
niveau aufzukl�ren, wurde eine B.-subtilis-DfpiA-Mutante

hergestellt, die aufgrund ihres DdhbC-Hintergrunds ebenfalls
nicht in der Lage ist, die endogenen, hochaffinen Eisenche-
latoren 2,3-Dihydroxybenzoes�ure und Bacillibactin zu pro-
duzieren.[14] Die resultierende DdhbCDfpiA-Doppelmutante
und die DdhbC-Mutante (als Kontrolle) wurden unter Ei-
senlimitation und Zugabe von FeCl3, Bacillibactin oder Pe-
trobactin angezogen (Abbildung 2). Bei beiden Mutanten
war die Wachstumsgeschwindigkeit in Gegenwart von FeCl3

oder Bacillibactin gegen�ber derjenigen unter Eisenlimita-
tionsbedingungen erh�ht, was auf eine siderophorunabh�n-
gige bzw. Bacillibactin-vermittelte Eisenaufnahme zur�ck-
zuf�hren ist.

Im Gegensatz zum DdhbC-Stamm wuchs die
DdhbCDfpiA-Doppelmutante in Gegenwart von eisenfreiem
Petrobactin nicht. Dies belegt, dass FpiA in der Tat das ein-
zige Petrobactin-Bindungsprotein von B. subtilis ist. Die
Wachstumshemmung im Fall der DdhbCDfpiA-Doppelmu-
tante kann durch eine antibiotische Wirkung von Petrobactin
erkl�rt werden, das die verbleibenden Eisenspuren im
Medium bindet.

Die Bindung des nativen Liganden Petrobactin (1) und
seines biotinylierten Analogons 2 sowie einiger weiterer
m�glicher Liganden durch rekombinant produziertes FpiA
wurde mittels Fluoreszenzspektroskopie untersucht (siehe
Hintergrundinformationen). Die erhaltene Bindungskon-
stante von FpiA f�r Petrobactin (51 nm) stimmt gut mit den
Daten der Raymond-Gruppe[13] �berein. Der Eisenkomplex
des biotinylierten Petrobactins 2 wird von FpiA um etwa drei
Gr�ßenordnungen schw�cher gebunden. Doch offenbar ist
diese geringere Bindungsaffinit�t immer noch ausreichend
f�r ein erfolgreiches Zur�ckhalten des Bindungsproteins
FpiA durch die derivatisierte S�ule.[15]

Die St�chiometrie der Bindung zwischen FpiA und
seinem nativen Liganden 1 ist eher ungew�hnlich. Wir be-
stimmten in unseren Fluoreszenztitrationsexperimenten ein

Schema 2. Synthese von 1 und 2. Reagentien und Bedingungen:
a) 1. NHS, DCC, THF; 2. 8, Et3N, 1,4-Dioxan; 87%; b) AcOH, konz.
HCl; c) H2 (45 bar), Pd-C, EtOH/H2O, danach Reinigung durch Um-
kehrphasen-HPLC, 30 % (1, 2 Stufen); 26% (2, 2 Stufen); d) 10, Et3N,
DMF, 84 %; e) 1. NHS, DIC, THF; 2. 8, Et3N, 1,4-Dioxan; 82 %;
f) N2H4, EtOH; g) Biotin-NHS-Ester, iPr2EtN, DMF, 84% (2 Stufen).
DCC = Dicyclohexylcarbodiimid, DIC= Diisopropylcarbodiimid.

Abbildung 2. Endg�ltige OD600-Werte (nach 18 h) der DdhbC- und
DdhbCDfpiA-Kulturen mit verschiedenen Additiven. Der graue Pfeil ver-
deutlicht die vollst�ndige Inhibierung des Wachstums der Doppelmu-
tante bei Zugabe von apo-Petrobactin. apo-BB= Bacillibactin (eisen-
frei), apo-PB= Petrobactin (eisenfrei).
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Protein-Ligand-Verh�ltnis von 1:4. Um die Messungen der
intrinsischen Proteinfluoreszenz zu untermauern, untersuch-
ten wir die Protein-Siderophor-Interaktion zus�tzlich mittels
ligandenabh�ngiger Schmelzpunktanalyse.[16] Der Anstieg
des Schmelzpunkts aufgrund der ligandeninduzierten Stabi-
lisierung des Komplexes war bei einem Protein-Ligand-Ver-
h�ltnis von 1:4 oder h�her maximal (Abbildung 3). Dieselbe

St�chiometrie wurde k�rzlich f�r die Petrobactin-Bindungs-
proteine FatB und FpuA aus B. cereus erhalten.[5] Doch die
meisten Siderophor-Bindungsproteine interagieren mit ihrem
Liganden in einem Verh�ltnis von 1:1, was eine weiterge-
hende Untersuchung der FpiA-Petrobactin-Interaktion in-
teressant erscheinen l�sst.

Wir haben hier demonstriert, dass das biotinylierte Pe-
trobactinderivat 2 ein n�tzliches Werkzeug f�r die direkte
Identifizierung von Siderophor-Bindungsproteinen mittels
Affinit�tschromatographie ist. Die Robustheit unserer Me-
thode zeigt sich in der erfolgreichen Retention und Identifi-
zierung des membrangebundenen Proteins FpiA, dem einzi-
gen Petrobactin-Bindungsprotein in B. subtilis. Dieser neu-
artige Ansatz wird gegenw�rtig auf die Isolierung von Pe-
trobactin-Bindungsproteinen pathogener Bakterien wie
B. anthracis ausgeweitet. Von gr�ßter Wichtigkeit ist die
Tatsache, dass dieser Ansatz vor allem f�r die Isolierung von
Bindungsproteinen, die keine Homologien zu bekannten
Siderophor-Transportern aufweisen, n�tzlich sein sollte. Die
Identifizierung und anschließende biochemische und struk-
turelle Charakterisierung solcher Transportproteine sind
erste Schritte in der Entwicklung von Antibiotika, die die
bakterielle Eisenaufnahme verhindern.
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