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Die E.-coli-Siderophore Enterobactin und Salmochelin bilden sechs-
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Eisen ist essenziell fiir das Leben nahezu aller Organismen,
da es eine Schliisselkomponente vieler Metalloenzyme ist, die
entscheidend fiir das Zellwachstum sind. Die meisten Bak-
terienarten brauchen im Medium eine Fe**-Konzentration
von 107°-10°m. Allerdings ist Fe*' unter aeroben Bedin-
gungen biologisch nicht verfiigbar, da es in Wasser kaum
losliches Eisenhydroxid bildet. Bei pH 7.4 liegt l6sliches
Eisen im Gleichgewicht mit polymeren Aquohydroxo-Ei-
senkomplexen in einer Konzentration von 107m vor."* Um
Eisen aus ihrer Umgebung aufnehmen zu koénnen, syntheti-
sieren Bakterien und Pilze spezielle niedermolekulare Che-
latoren, genannt Siderophore, die eine hohe Fe'-Affinitit
aufweisen. Hierbei kommen Catechol-, Hydroxamat- oder
Carboxylatreste als Chelatorgruppen zum Einsatz. Von allen
bekannten Siderophoren hat Enterobactin (Ent), das von E.-
coli- und Salmonella®®-Stimmen produziert wird, die hochste
bekannte Komplexbildungskonstante. Im menschlichen
Korper findet man Eisen vor allem gebunden an spezielle
Transportproteine, wie Transferrin und Lacteferrin, oder als
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zentralen Bestandteil von Eisenspeicherproteinen und
Héamproteinen, wie Ferritin, Myoglobin und Hémoglobin
oder in P450-Monooxygenasen. Die Komplexbildungskon-
stanten dieser Proteine sind jedoch sehr viel niedriger als die
der bakteriellen Siderophore, weshalb Siderophore in der
Lage sind, proteingebundenes Eisen aus dem menschlichen
Korper zu extrahieren.”! Aus diesem Grund werden Sidero-
phore als Virulenzfaktoren angesehen.

Vor kurzem konnte Salmochelin (2, Schema 1), ein aus
uropathogenen E.-coli- und Salmonella-enterica-Stimmen
isoliertes Siderophor, als C-glycosylierte Form von Entero-
bactin charakterisiert werden.”*! Nun haben wir die iiberra-
schende Entdeckung gemacht, dass Enterobactin und Sal-
mochelin Si" mit einer hohen Affinitit binden kénnen. Sie
sind damit die ersten Naturstoffe, die Siliciumkomplexe
bilden, die unter physiologischen Bedingungen stabil sind.
Zusatzlich weisen unsere Untersuchungen auf die Bildung
eines sechsfach koordinierten Komplexes mit oktaedrischer
Koordinationsgeometrie hin. Hypervalente Siliciumkomple-
xe und insbesondere sechsfach koordinierte Siliciumkom-
plexe wurden in der Vergangenheit durch Anorganiker in-
tensiv erforscht.’®” In der Literatur wurde iiber die Synthese
kationischer,® anionischer”! und neutraler™'” sechsfach ko-
ordinierter Siliciumkomplexe berichtet. Diese Verbindungen
wurden in einem biologischen Kontext bisher nicht griindlich
erforscht. Die Entdeckung eines transienten sechsfach koor-
dinierten Siliciumkomplexes in der Kieselalge Navicula
pelliculosa™ stellt hier eine Ausnahme dar.

Die Siliciumkomplexe von Ent (1) und Sal (2) wurden in
Kulturfiltraten von in Glaskolben geziichteten E.-coli-Kul-
turen bei der Analyse mit HPLC-ESI-MS entdeckt und
hatten ein Signal fiir [M—H]~ (692 Da) mit einer Massendif-
ferenz von Am =24 amu im Vergleich zu Enterobactin und
ein Signal fiir [M—H]~ (1016 Da) mit einer Massendifferenz
von Am =24 amu im Vergleich zu Salmochelin. Ausgehend
von ihrer Massensignatur erwarteten wir eine enge struktu-
relle Korrelation dieser Verbindungen. Die exakten Mole-
kiilmassen fiir Enterobactin, Salmochelin und ihre Silicium-
komplexe Si-Ent (4a) und Si-Sal (4b) wurden durch hoch-
auflosende ESI-Orbitrap-MS bestimmt: [M—H] : 692.0809
(4a; C3HpN;04581) und [M—-H]: 1016.1865 (4b;
C,,H,N;0,5S1) (siehe die Hintergrundinformationen). Die
Bildung der Siliciumkomplexe wird demnach formal durch
den Verlust von vier Protonen begleitet. Durch Inkubation
von Enterobactin (1) und Salmochelin (2) mit Wasserglas
(Na,SiO;) unter physiologischen Bedingungen (pH 7.6) in
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Schema 1. Strukturen von Catecholat-Siderophoren: Modelle der
Eisen- (3) und Siliciumkomplexe (4) der natiirlichen Siderophore Ente-
robactin (Ent) und Salmochelin (Sal) sowie die Strukturen der syntheti-
schen Modell-Siderophore 5 und 6a—c.

Pufferlosung konnte die Bildung von Si-Ent und Si-Sal als
monomere Komplexe reproduziert werden. Zudem konnten
préaparative Mengen an Si-Ent und Si-Sal gebildet und mit-
hilfe von Festphasenextraktion (solid phase extraction, SPE)
und priparativer HPLC isoliert werden (siche die Hinter-
grundinformationen).

Im 1D-*Si-NMR-Spektrum zeigte sich sowohl fiir Si-Sal
als auch fiir Si-Ent ein einzelnes Signal bei 6 =—140 ppm
(Abbildung 1). Diese chemische Verschiebung ist in den
meisten untersuchten Fillen charakteristisch fiir Hexaoxo-
Siliciumkomplexel'> (§(*Si) = —135 bis —145 ppm), wiih-
rend chemische Verschiebungen von 6 =—71 bis —110 ppm
typisch fiir Tetraoxo- und von é = —98 bis —110 ppm typisch
fir Pentaoxo-Siliciumkomplexe sind. Ausgehend von den
NMR-Daten kann daher ein hexaoxokoordiniertes Siliciu-
matom vermutet werden. Die NMR-Daten geben jedoch
keinen Hinweis auf die Beteiligung der C-glykosidisch ge-
bundenen Zucker an der Komplexierung des Siliciums. Fiir
den Fe**-Enterobactinkomplex wurden zwei unterschiedliche
Bindungstypen vorgeschlagen, die Catechol- und die Salicy-
latbindung, wobei der Protonierungsgrad bestimmt, welcher
Bindungstyp bevorzugt wird.'”] Der Vergleich der IR- und
NMR-Spektren von Enterobactin und Salmochelin mit den
Spektren der jeweiligen Siliciumkomplexe liefert Hinweise

www.angewandte.de

4318

© 201 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

a) Si-Sal
65 min
35 min
5 min
20 40 60 80 100 -100 -120 -140 -160
timin — 5 (%°Si) I ppm —
c)
@si
W (-]
®0
w N
H
[
|
ﬂ‘, \r y
. f/. ‘ | g

Abbildung 1. Untersuchung des Silicium-Salmochelin-Komplexes. a) In-
vitro-Umwandlung von Salmochelin (2) in Si-Sal (4b), detektiert mit
HPLC-ESI-MS. Die Chromatogramme zeigen die zeitliche Abnahme
von Salmochelin und die Zunahme von Si-Sal (100 mm Tris, 10 mm
SiV (Na,SiO;), pH 7.6). b) 1D-**Si-NMR-Spektrum von Si-Sal
([Dg]DMSO; Standard: TMS) mit einem Signal bei 6 =—140 ppm.

c) errechnete Struktur von Si-Sal.

darauf, dass bei der Siliciumbindung alle drei Catecholat-
gruppen beteiligt sind (siehe die Hintergrundinformationen).
Zum Beispiel zeigt sich in den IR-Spektren keine Verschie-
bung der Banden fiir die Carbonylgruppen der Benzoeséuren,
was nicht fiir eine direkte Beteiligung dieser Funktionen an
der Komplexierung spricht.

Um die Frage des moglichen Bindungstyps zu untersu-
chen, wurde 3-Methoxy-Enterobactin 5 (SER(3M)SAM)
nach einer literaturbekannten Vorschrift™ synthetisiert. Im
Vergleich zu Enterobactin sind bei 5 die drei 3-Hydroxy-
gruppen blockiert, weshalb es mit Fe** nur zur Bildung eines
Salicylatkomplexes kommen kann. Fiir unser Experiment
haben wir die Bindung von Fe** und Silicium durch beide
Systeme unter identischen Bedingungen mit FeCl; und
Na,SiO; in wéssriger Losung untersucht. Genau wie in der
Literatur beschrieben, konnte die Bindung von Fe’" fiir beide
Systeme mit ESI-MS detektiert werden. Die Bildung des Si-
liciumkomplexes erfolgte jedoch nur mit Enterobactin. Zu-
sédtzlich wurden zeitabhingige NMR-Messungen durchge-
fiihrt, bei denen Silicium in Form von Si(OMe), zu Lsungen
von 1 und 5 in [Dg]DMSO zugesetzt wurde. Auch hier konnte
fiir 1 ein Umsatz zum Si-Ent-Komplex (4a) innerhalb von
24 h detektiert werden, wihrend das '"H-NMR-Spektrum von
5§ tiiber den gesamten Messzeitraum unverdndert blieb.
Sowohl massenspektrometrische Experimente als auch das
NMR-Experiment sprechen gegen den Salicylatbindungstyp.

Um die sterische Hinderung durch den Methoxyrest von 5§
weiter zu untersuchen, wurde eine statistische Mischung der
Verbindungen 6 a—c sowie Enterobactin 1 synthetisiert (siche
die Hintergrundinformationen) und auf Si'-Bindung getes-
tet. Bei ESI-MS-Messungen mit Direktinjektion konnten
keine Siliciumkomplexe von SERSAM (6a) oder SERCAM-
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(SAM), (6b), die beide auf den Salicylatbindungstyp ange-
wiesen wiren, detektiert werden (siehe die Hintergrundin-
formationen). Als Interpretation dieser Ergebnisse postulie-
ren wir die Bildung von anionischen, oktaedrisch koordi-
nierten Siliciumkomplexen durch Enterobactin und Salmo-
chelin, wie sie in Schema 1 dargestellt sind. Genauere Aus-
sagen iiber die Koordinationsgeometrie werden jedoch erst
nach kristallographischen Studien der Siliciumkomplexe und
weiteren Studien mit Enterobactin- und Salmochelinderiva-
ten moglich sein.

Um eine bessere Vorstellung von den Siliciumkomplexen
zu bekommen, haben wir quantenchemische Simulationen
kombiniert mit klassischen Molekiildynamikrechnungen
durchgefiihrt. Wir schitzen, dass die freie Bindungsenergie in
Losung fiir Salmochelin um 25 kcalmol ™' kleiner ist als fiir
Enterobactin. Auch wenn das Ausmaf} dieser Energiediffe-
renz unrealistisch und etwas zu grof3 geraten sein konnte,
zeigt dieser Wert doch einen eindeutigen Trend. Die lokalen
Strukturen der Si-Bindung in Enterobactin und Salmochelin
sind identisch in Si-O-Bindungslinge und Koordination, was
darauf hindeutet, dass die Glycosylierung an sich zu keiner
Verstirkung der Si-O-Bindung fiihrt. Die errechnete Struktur
des Si-Sal-Komplexes ist in Abbildung 1 zu sehen. In Abbil-
dung 2 ist das von uns vorgeschlagene Bindungskonzept unter
physiologischen Bedingungen gezeigt.
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Abbildung 2. Konzept der Siliciumbindung durch a) Enterobactin und
b) Salmochelin. c) Auswirkung von Enterobactin (Ent), Salmochelin
(Sal), Si-Enterobactin (Si-Ent) und Si-Salmochelin (Si-Sal) auf den
Wachstum eines E.-coli-Stamms unter Eisenmangelbedingungen.

Die unterschiedliche Ausgangssituation von Enterobactin
und Salmochelin bedingt den energetischen Unterschied.
Beim freien Enterobactin (1) sind die hydrophilen Hydro-
xygruppen nach auflen gerichtet, wo sie mit Wassermolekiilen
in Kontakt treten konnen und so ein hydrophobes Zentrum
im Molekiil bilden, dhnlich wie bei dem ,,hydrophoben Kol-
laps“ (hydrophobic collapse) von Proteinen. Durch die Gly-
cosylierung der Phenylgruppe an C5 werden beim Salmo-
chelin (2) die Hydroxygruppen aus sterischen Griinden ge-
zwungen, sich nach innen zu richten, und sind daher weniger
solvatisiert. Dadurch ist der Drang, ein Proton abzugeben und
ein stark geladenes Kation zu binden, bei Salmochelin (2)
starker als bei Enterobactin (1). Fiir die Bindung von Silicium
muss bei Enterobactin die hydrophile Seite der Catechol-
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gruppe zunichst nach innen drehen, um das konzeptionelle
Konformer Ent* (Abbildung 2) zu bilden. Bei Salmochelin
liegt die Catecholgruppe bereits in der richtigen Orientierung
vor, um Silicium zu binden (Abbildung2). Nach unseren
Berechnungen betrégt die Enthalpiedifferenz der Bindung in
der Gasphase 10 kcalmol ' zugunsten von Salmochelin, was
wir auf die fiir Enterobactin notwendige Rotationsbewegung
zuriickfithren. Ein weiterer energetischer Beitrag resultiert
aus dem Verlust der Solvatisierungsenergie, die im Fall von
Enterobactin eine grofere Rolle spielen sollte, da der Kon-
takt der Hydroxygruppen des Reaktanten mit dem polaren
Losungsmittel eine sehr viel grolere Solvatisierungsenergie
bewirken sollte, als wenn diese Gruppen fiir die Bindung von
Silicium genutzt wiirden. Im Fall von Salmochelin ist eine sehr
viel geringere Einbufle an Solvatisierungsenergie zu erwar-
ten, da die Hydroxygruppen bereits nach innen zeigen. In
unseren Berechnungen lésst sich dieser Effekt auf 16 kcal
mol~' quantifizieren.

Wenn die berechneten Energien auch mit Vorsicht zu
betrachten sind, ist das ihnen zugrundeliegende Bindungs-
konzept doch plausibel und fiihrt zu dem Ergebnis, dass die
Glycosylierung von Enterobactin generell eine bessere Bin-
dung von Ionen in polaren, am besten wissrigen Losungs-
mitteln bewirkt. Das von uns vorgeschlagene Bindungskon-
zept stellt daher eine einfache, aber effektive Strategie dar,
die Affinitdt von Siderophoren fiir Liganden zu modifizieren,
die zukiinftig auch technisch genutzt werden konnte. Wih-
rend die intrinsische Bindungsenergie zwischen dem Kation
und dem Kontaktatom des Liganden an sich unveridndert
bleibt, konnte die Bindungskonstante eingestellt werden,
indem die Bindungstasche energetisch anspruchsvoller ge-
staltet wird. Unter physiologischen Bedingungen spielt
jedoch die bessere Loslichkeit und daher bessere Verfiigbar-
keit der glycosylierten Form von Enterobactin die wichtigere
Rolle fiir sein Kationenbindungsvermogen.

Um das Bindungsverhalten von Enterobactin und Sal-
mochelin gegeniiber Silicium und Eisen zu vergleichen,
wurden drei Experimente durchgefiihrt. Zum einen ein
Konkurrenzexperiment, bei dem Enterobactin oder Salmo-
chelin in wissriger Losung sowohl mit Eisen als auch mit
Silicium in stdchiometrischen Konzentrationen inkubiert
wurden. Da die Eisenbindung in beiden Féllen sehr viel
schneller eintrat, konnten in diesem Experiment vor allem die
Eisenkomplexe detektiert und nur Spuren der Siliciumkom-
plexe gefunden werden. Im zweiten Experiment wurde die
Verdrangung von Silicium aus bereits gebildeten Silicium-
komplexen getestet. Si-Ent und Si-Sal wurden hierzu mit
einer stochiometrischen Menge an Fe®" inkubiert. Es konnte
keine signifikante Verdrdngung von Silicium durch Eisen
detektiert werden. Im letzten Experiment wollten wir testen,
ob es zu einem Austausch von Silicium zwischen beladenen
und freien Siderophoren kommen kann. Hierfiir wurde Si-
Ent mit Sal bzw. Si-Sal mit Ent inkubiert. Die Ergebnisse
deuten bestenfalls einen sehr langsamen Austausch an. Die
Ergebnisse der beschriebenen Experimente sind in den Hin-
tergrundinformationen aufgefiihrt.

Es wurden auch Siliciumbindungstests mit weiteren bak-
teriellen Siderophoren durchgefiihrt, u.a. Aerobactin, Vi-
briobactin und Yersiniabactin, um zu testen, wie weit die
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Fahigkeit, Silicium zu komplexieren, unter Siderophoren
verbreitet ist (siche die Hintergrundinformationen). Wih-
rend Enterobactin und Salmochelin unter identischen Be-
dingungen vollstdndig zu ihren Siliciumkomplexen umgesetzt
wurden, bildeten Vibriobactin, Desferricoprogen und Des-
ferrioxamin nur Spuren von Siliciumkomplexen. Aerobactin
und Yersiniabactin bildeten gar keine Siliciumkomplexe, was
wieder fiir die bessere Eignung von Catecholgruppen fiir die
Siliciumbindung spricht.

AuBerdem wurde der Einfluss von Ent, Sal, Si-Ent und Si-
Sal auf das Wachstumsverhalten eines E.-coli-Stamms in
einem EDDHA/4,4'-Bipyridyl-Assay getestet (siche die
Hintergrundinformationen). Enterobactin und Salmochelin
bewirken ein deutlich stdrkeres Wachstum als ihre Silicium-
komplexe (Abbildung 2). Folglich konnten Si-Enterobactin
und Si-Salmochelin in vivo von E. coli nicht fiir die Eisen-
komplexierung herangezogen werden, was zu den in vitro
bestimmten Bindungseigenschaften passt. Weitere Tests
zeigten, dass die Eisenaufnahme selbst durch die Gegenwart
von Si-Salmochelin nicht beeinflusst wird (siehe die Hinter-
grundinformationen).

In den letzten Jahren sind Anorganikern bemerkenswerte
Fortschritte in der Synthese hypervalenter Siliciumkomplexe
gelungen,'* ' und die Bildung und Struktur dieser Komplexe
ist noch immer ein stark bearbeitetes Gebiet.”! Die Kom-
plexierung von Silicium durch Catechole,!'”! Organosilane,!'’!
Thiocyanate!™® und eine Vielzahl weiterer Liganden®” wurde
beschrieben. Der Fund von Siliciumkomplexen der bakteri-
ellen Siderophore Enterobactin und Salmochelin stellt die
erstmalige Beobachtung von hypervalenten Siliciumkomple-
xen in einem Naturstoff unter physiologischen Bedingungen
dar. Diese Entdeckung eroffnet einen interessanten Blick-
winkel auf die Siliciumchemie in einem biochemischen Kon-
text. AuSerdem werfen diese Entdeckungen neue Fragen zur
Funktion von Siderophoren, aber auch zur Rolle von Silici-
umkomplexen und Silicium unter biologischen Gesichts-
punkten auf. Anders als fiir Silicium ist die Komplexierung
des Halbmetalls Bor durch einen Sekundirmetaboliten im
Antibiotikum Boromycin seit 19670%% bekannt und seit
kiirzerer Zeit auch die Komplexierung durch die Siderophore
Vibrioferrin und Petrobactin.?!! Unsere Ergebnisse zeigen
nun, dass die Siliciumbindung durch die Siderophore Ente-
robactin und Salmochelin unter physiologischen Bedingun-
gen nicht nur moglich ist, sondern man kann sogar vermuten,
dass Enterobactin und Salmochelin in siliciumreicher Um-
gebung wie im Erdboden,” in Urin™! oder im Meerwasser
(Si'V 2.9 ppm/Fe** 0.0034 ppm)>* in signifikanten Mengen als
Si-Ent und Si-Sal vorliegen. Vor kurzem wurde berichtet, dass
bestimmte Bakterien in der Lage sind, Eisensilicat-Minerali-
en wie Hornblende (48% SiO,, 11% Fe,0;) zu itzen.”?
Siderophore des Catecholat-Typs wéren plausible Kandida-
ten fiir die Freisetzung von Fe’*-Ionen aus dem Silicatver-
bund in Mineralien. Da Enterobactin und Salmochelin vor
allem von humanen und tierischen Pathogenen produziert
werden (Salmonella und uropathogene E.-coli-Stimme), ist
die biologische Funktion der Siliciumbindung unklar. Silicium
wird im menschlichen Korper aktiv tiber die Nierenglomeruli
in den Urin abgesondert, weshalb die Siliciumkonzentration
im Urin 20- bis 100-fach hoher ist als im Serum. Fiir gesunde
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Personen liegt der Wert der Siliciumkonzentration im Urin
iiblicherweise bei 280 um™®! und damit deutlich iiber der Ei-
senkonzentration, die auf 1-2 um®! geschitzt wird. Die hohe
Siliciumkonzentration im Urin konnte bei Infektionen der
Harnwege eine Rolle spielen, da sie die Bildung von Si-Ent
und Si-Sal begiinstigt und die Bildung der Eisenkomplexe
unterdriickt und damit die Pathogenitdt hemmt. Es ist jedoch
nicht zu erwarten, dass dieser Effekt sehr stark ist, da die
Eisenkomplexierung sehr viel schneller erfolgt als die Silici-
umkomplexierung. In ersten Untersuchungen zeigte sich kein
Einfluss von Silicium auf das Wachstum von E. coli K-12
(kann nur Enterobactin produzieren) unter Eisenmangelbe-
dingungen. Uropathogene E.-coli-Stimme konnen auflerdem
die Siderophore Aerobactin und Yersiniabactin produzieren,
welche Silicium nicht komplexieren. Durch die Produktion
von strukturell verschiedenen Siderophoren konnen Orga-
nismen womdoglich ihre Eisenzufuhr gegen die Komplexie-
rung ungewollter Ionen absichern. Eine wichtige biologische
Funktion von Silicium ist es, mechanische Stabilitit zu ver-
leihen, z. B. in Form von Silicaten, die von Pflanzen, manchen
Schwimmen und marinen Einzellern wie Kieselalgen oder
Radiolarien®?! eingelagert werden. Auch ,,Quorum-sen-
sing“-Funktionen, wie sie kiirzlich fiir borhaltige Siderophore
vorgeschlagen wurden,”! konnen fiir die Silicium-Sidero-
phor-Komplexe nicht ausgeschlossen werden. Die Entde-
ckung von wichtigen Enzymen fiir die Enterobactin-Biosyn-
these in der Kieselalge Thalassiosira pseudonana und die
kiirzliche Entdeckung eines gemeinsamen Stoffwechselwegs
fiir den Si- und Fe-Metabolismus®® lassen das Mitwirken von
Catecholen oder dhnlichen Strukturen im Si-Metabolismus
vermuten.’” Es scheint vorstellbar, dass die Aufnahme von
Silicium auf dhnliche Weise erfolgt wie die Aufnahme von
Eisen.
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