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1. Zusammenfassung

Enterohamorrhagische Escherichia coli (EHEC) kénnen wahrend einer Infektion den
menschlichen Dickdarm kolonisieren und konkurrieren mit kommensalen E. coli und
anderen Darmbakterien um limitierte Na&hrstoffe. Gobletzellen des Dickdarms
produzieren das Glykoprotein Muzin, wodurch eine mukosale Barriere entsteht, die
kommensale Bakterien nicht durchbrechen konnen. Das am haufigsten
vorkommende Glykoprotein im Mukus des Dickdarms ist Muzin 2 (MUC2). Dieses
stark O-glykosylierte Protein enthadlt in seiner Glykanstruktur endstandig
Neuraminsauren, welche an bis zu 4 C-Atomen O-Acetylierungen aufweisen kénnen.
Eine O-Acetylierung inhibiert die Aktivitait von Glykosidasen, wodurch das
Glykoprotein nicht degradiert werden kann. Viele apathogene und pathogene E. coli
tragen chromosomal ein nanS Gen, welches fir eine 9-O-Acetylesterase kodiert.
NanS ist fur den Neuraminsaurestoffwechsel von Neu5,9Ac, notwendig. Durch die
de-O-Acetylierung entstehen Neu5Ac und Acetat. Beide Verbindungen kénnen als
Energiequellen genutzt werden. Die beiden in dieser Arbeit verwendeten EHEC
0157:H7 Stamm EDL933 und 0104:H4 Stamm C227-11®cu kodieren fur weitere 9-
O-Acetylesterasen, deren Gene sich auf Prophagen befinden. In der vorliegenden
Arbeit wurden die enzymatischen Funktionen der Prophagen-kodierten 9-O-
Acetylesterasen bezogen auf den Kohlenhydratmetabolismus und wahrend der
Infektion in vitro weiter charakterisiert. Da Neu5Ac nicht nur am C9, sondern auch an
C4, C7 und C8 O-acetyliert sein kann, wurde mittels HPTLC und nanoESI MS
Analysen das Substratspektrum rekombinant exprimierter NanS-p analysiert. Die
Ergebnisse zeigten eine de-O-Acetylierung von bis zu dreifach O-acetylierten
Neuraminséduren aus Rinderdrisenspeichelmuzin. Wéhrend an C4 keine de-O-
Acetylierung stattfand, konnten O-Acetylgruppen an C7, C8 und C9 abgespalten
werden. Diese enzymatische Aktivitat fand auch bei Glykan-gebundenen
Neuraminsauren statt, wodurch diese zugénglich fir Sialidasen wurden. Weitere
Analysen zeigten einen NanS-p abhangigen Abbau von Muzin im Zellkulturversuch.
Hierfir wurde die humane Epithelzelllinie LS 180 verwendet. Wahrend der Wildtyp
0157:H7 EDL933 das Muzin nach vierstindiger Infektion fast vollstandig abbauen
konnte, war die Deletionsmutante EDL933AnanSAnanS-pl-nanS-p7 nicht fahig, die
Muzinschicht zu degradieren. Die Mutante EDL933AnanSAnanS-pl-nanS-p5 konnte

wahrend der Infektion lediglich einen geringen Anteil des Muzins abbauen. Da 9-O-



Acetylesterasen anderer Organismen die Adharenz an Epithelzellen vermitteln,
wurde auch in der vorliegenden Arbeit Uberprift, inwiefern NanS-p in vitro das
Anheften von EHEC an Darmepithelzellen beeinflussen. Die Ergebnisse der
durchgefiihrten Adharenzassays mit HT-29 Zellen bestéatigen den Einfluss von NanS-
p auf die Adharenz von 0157:H7 EDL933 und O104:H4 C227-11®cu an die
Darmepithelzellen. Nach einstiindiger Infektion adhéarierten Deletionsmutanten
EDL933AnanSAnanS-pl-nanS-p7 und C227-11®culAnanS-pll-nanS-pl4 signifikant
weniger als die Stamme 0157:H7 EDL933 und O104:H4 C227-11®cu. Wéahrend die
Deletionsmutante O157:H7 EDL933AnanSAnanS-pl-nanS-p5 gleiches
Adhéarenzverhalten wie der Wildtyp aufweist, zeigt die Mutante C227-11®culAnanS-
pll-nanS-pl2 im durchgefihrten Assay eine verringerte Adharenz an Epithelzellen
als der Wildtyp 0104:H4 C227-11®cu. Hier wurde erneut der Gendosiseffekt
sichtbar. Durch die Zugabe von rekombinant exprimiertem und aufgereinigtem NanS-
pl-His zur Infektion konnte die Deletionsmutante EDL933AnanSAnanS-pl-nanS-p7
das Adhéarenzverhalten des Wildtypes 0O157:H7 EDL933 erreichen. Wurde zur
Infektion mit C227-11®culAnanS-pll-nanS-pl4 NanS-pl5-His zugegeben, wurden
im Vergleich zum Wildtyp 0104:H4 C227-11®cu signifikant mehr adhéarente
Bakterien detektiert. Weitere Analysen zeigten zudem einen Einfluss der NanS-p auf
die Motilitat. Stamme 0157:H7 EDL933 und O104:H4 C227-11®cu weisen im
Schwimmversuch durch das Vorhandensein kleiner Mengen an Neuraminsauren
eine  verringerte  Motilitat auf. Alle  verwendeten  Deletionsmutanten
EDL933AnanSAnanS-pl-nanS-p5, EDL933AnanSAnanS-pl-nanS-p7, C227-
11®PculAnanS-pll-nanS-pl2 und C227-11®culnanS-pll-nanS-pl4 zeigten ein
erhohtes Schwimmverhalten im Vergleich zu wildtypischen Stammen 0O157:H7
EDL933 bzw. 0104:H4 C227-11®cu. Durch die Zugabe von 80 mM Acetat zu
Schwimmplatten zeigten die Deletionsmutanten EDL933AnanSAnanS-pl-nanS-p7
und C227-11dculnanS-pll-nanS-pl4 eine verringerte Motilitdt. Durch die
enzymatische Aktivitdt der O-Acetylesterasen entstehen Neu5Ac und Acetat. Beide
Verbindungen kénnen Genexpressionen in Bakterien beeinflussen und somit die
Nischen-Kolonisierung unterstiitzen. Zusammengefasst bestatigen die Ergebnisse,
dass O-Acetylesterasen aus EHEC eine wichtige Funktion wahrend der Infektion
aufweisen, indem sie die Motilitdt beeinflussen, notwendig zum Durchbrechen der
mukosalen Barriere sind und dem Bakterium am Darmepithel die Adharenz

vermitteln.



2. Abstract

Enterohemorrhagic Escherichia coli (EHEC) colonize the human colon and compete
against commensal E. coli for limited nutrition. Colonic goblet cells produce
glycoproteins called mucin, which are part of the mucosal barrier. This barrier is free
of bacterial penetration and is important for the protection of the epithelium. The main
glycoprotein in the large intestine is mucin 2 (MUC2), which is heavily O-glycosylated
with terminal glycan-bounded sialic acids. These aminosugars naturally exists with up
to four O-acetylgroups at position C4, C7, C8 and C9. The grade of O-acetylation
acts as a protection for enzymatic degradation by glycosidases. Commensal E. coli
and the pathogenic strain O157:H7 EDL933 encodes the single chromosomal 9-O-
acetylesterase NanS, which is important for the metabolismus of sialic acids by de-O-
acetylation of Neu5,9Ac; to the basic structure Neu5Ac and Acetate. Both can be
used as an energy source. Pathogenic E. coli O157:H7 EDL933 and O104:H4 C227-
11®dcu encode further several prophage-encoded 9-O-acetylesterases (NanS-p).
Recent studies demonstrated that NanS-p producing EHEC bacteria reveal a higher
replication rate in Neu5,9Ac, containing medium compared with commensal E. coli.
This could be an advantage during colonization in human large intestine, where
Neu5,9Ac; is the most common sialic acid in mucins. The aim of this study was to
further characterize the enzymatic function of prophage-encoded 9-O-
acetylesterases in carbohydrate metabolism and during infection in vitro. To analyze
the NanS-p mediated cleavage of mucin-derived O-acetylneuraminic acids, HPTLC
and nanoESI MS analyses were performed. The results revealed, that recombinant
expressed NanS-p cleave-off acetyl residues from up to tri-O-acetylated Neu5Ac and
Neu5Gc. While NanS-p were able to de-O-acetylate glycan-bounded sialic acids at
positions C7, C8 and C9, the tested enzymes were not able to hydrolyze the acetyl
ester from position C4. The lower specificity of the NanS-p leads to higher availability
of mucin-derived substrates for sialidases of commensal bacteria B.
thetaiotaomicron. Further analyses reveal a NanS-p dependent mucin degradation in
cell culture assays. Mutant strains EDL933AnanSAnanS-pl-nanS-p7 and
EDL933AnanSAnanS-pl-nanS-p5 were not able to degrade the mucinlayer, while
the wildtype strain O157:H7 EDL933 could disrupt the mucosal barrier of LS 180
cells. The NanS-p dependent adherence of O157:H7 EDL933 and O104:H4 C227-

11®cu to epithelial cells HT-29 was demonstrated by performing adherence assays.
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The deletion of nanS-p genes revealed less adhered bacteria compared to wildtype
strains. Further performed swimming assays could show the impact of NanS-p on
motility. The wildtype strains O157:H7 EDL933 and 0104:H4 C227-11®cu have
shown less motility compared to nanS-p deletion mutants. Taken together, NanS-p
show an important role during infection and could contribute to the preferred
colonization of the large intestine due to their impact of the motility, disruption of the
mucosal barrier and mediation of adherence of EHEC to the epithelium.



3. Einfihrung

Escherichia coli gehort zu den ersten Bakterien, welche nach Geburt eines
Menschen den Darm besiedeln. Dort habitieren sie ein Leben lang und sind ein
wichtiger Bestandteil der intestinalen Flora eines gesunden Menschen (1). Eingesetzt
als Probiotikum zeigt der Stamm E. coli Nissle 1917 positive Effekte auf die
Gesundheit (2). Bis spat in die 50er Jahre wurde das Bakterium lediglich als nicht-
pathogener, kommensaler Bewohner des Dickdarms wahrgenommen. Neben
kommensalen Stammen existieren auch pathogene E. coli, welche schwere
Erkrankungen verursachen koénnen. In Abhangigkeit des Infektionsortes werden
diese in die beiden Gruppen ExPEC (Extraintestinale pathogene E. coli) und InPEC
(Intraintestinale pathogene E. coli) eingeteilt. Zu den EXPEC zahlen uropathogene E.
coli (UPEC), welche Harnwegsinfektionen auslésen koénnen, sowie neonatale
Meningitis auslésende E. coli (NMEC). InPECs konnen in die verschiedenen
Pathotypen EPEC (enteropathogene E. coli), EHEC (enterohamorrhagische E. coli),
EIEC (enteroinvasive E. coli), EAEC (enteroaggregative E. coli), DAEC (diffus
adharierende E. coli), ETEC (enterotoxinbildende E. coli) und AIEC
(adh&rentinavasive E. coli) eingeteilt werden (3). Diese Enteropathotypen werden
aufgrund ihrer Virulenzfaktoren, Mechanismen der Infektion, Interaktionen mit
Epithelzellen, Gewebetropismus, Symptome und Syndrome eingeteilt (4). EPEC und
ETEC Infektionen kommen vor allem in einkommensschwachen Landern wie Asien,
Afrika oder Lateinamerika vor, wahrend EHEC weltweit flr groRe Ausbriiche sorgt (3,
5-7). EHEC Infektionen flhren nicht nur zu Durchfallerkrankungen, sondern auch zur
schwerwiegenden hadmorrhagischen Colitis (HC) oder dem hamolytisch-ur&mischen
Syndrom (HUS) (8). Der Pathotyp EAEC wurde in Industrielandern mit
Durchfallerkrankungen in Verbindung gebracht. Zusatzlich wurde 2011 ein EHEC-
EAEC Hybrid isoliert, welches in Deutschland einen grof3en Ausbruch verursachte
(9-11).



3.1. Erkrankungen durch enterohdmorrhagische Escherichia coli

Rinder zahlen zum Hauptreservoir von EHEC Bakterien (12). Werden die Tiere zu
Lebensmitteln verarbeitet und vom Menschen konsumiert, kann es durch
Hygienemangel zu Infektionen kommen. Der erste gemeldete EHEC-Ausbruch fand
zwischen Februar und Juni 1982 in den Nordamerikanischen Bundesstaaten
Michigan und Oregon statt. Durch den Konsum von unvollstandig gegartem
Rinderhackfleisch in einem Fast-Food-Restaurant erkrankten 47 Menschen an
Durchfall, bedingt durch die Aufnahme des Serotyps O157:H7 (13). Wahrend des
Ausbruchs wurde der O157:H7 Stamm EDL933 isoliert, welcher bis heute zu den am

besten charakterisierten EHEC-Stammen weltweit zahlt (14).

Neben unvollstandig gegartem Rindfleisch sind weitere mogliche Infektionsquellen
u.a. der Kontakt mit Tieren, welche Trager des Erregers sind, aber auch der Konsum
von kontaminierten Lebensmitteln, wie nicht-pasteurisierte Milch, rohes Blattgemuse,
Salami oder kontaminiertes Wasser (15-17). Eine mangelhafte Hygiene begunstigt
die fakal-orale Aufnahme von EHEC (iber eine Mensch-zu-Mensch-Ubertragung (18).
Die Infektionsdosis des Serotyps O157:H7 ist sehr niedrig und betragt zwischen 10
bis 100 Erregern (19, 8). Die Inkubationszeit betragt in der Regel zwischen 3 — 4
Tage. Zunachst entsteht bei der Mehrheit der Infizierten wassriger Durchfall mit
Begleitsymptomen wie Erbrechen, abdominale Schmerzen oder Fieber. In etwa 10 %
— 20 % der EHEC-Erkrankungen entsteht eine hamorrhagische Kolitis (HC). Durch
die schwere Entzindung im Dickdarm sterben Epithelzellen ab und es kommt zu
einem blutigen Durchfall (20). Hiervon sind vor allem immunschwéchere Personen,
wie z.B. altere Menschen und Kinder betroffen (21). In circa 5 % - 10 % der Falle
kann neben der HC aber auch ungefahr 7 Tage nach Beginn des EHEC-bedingten
Durchfalles, das hamolytisch-urdmische Syndrom (HUS) entstehen (22). Hierbei
kommt es zur Hamolyse von Erythrozyten, was eine Blutarmut zur Folge hat.
Zusatzlich werden Thrombozyten geschadigt und die Funktion der Nieren ist
beeintrachtigt (23, 22). Nicht selten folgt ein akutes Nierenversagen, wodurch
Patienten eine Dialysebehandlung bendtigen (24, 21). Die Letalitat als Folge einer
HUS-Erkrankungen, verursacht durch O157:H7, liegt bei bis zu 5 % (25).



3.2. Epidemiologie enterohamorrhagischer E. coli

Seit 2001 gibt es in Deutschland die Meldepflicht fir EHEC-Erkrankungen. Seitdem
konnte das Robert-Koch-Institut jahrlich einen leichten Anstieg an Meldungen
verzeichnen. Im zuletzt veroffentlichten Infektionsepidemiologischen Jahrbuch von
2017, gab es insgesamt 2020 EHEC-Erkrankte, was einem Anstieg von 11 % im
Vergleich zum Vorjahr (1825 Erkrankungen) entspricht. Circa 29 % der Betroffenen
waren Kinder unter 5 Jahren. Der Serotyp O157:H7 z&ahlt mit 11 % (12 % im Jahr
2016) zu den am haufigsten genannten Serotypen bei EHEC-Erkrankungen (26).
2017 wurde aulerdem 72-mal EHEC-assoziiertes HUS diagnostiziert, wovon bei 31
Patienten der Serotyp O157:H7 als Erreger genannt wurde. Insgesamt gab es im
Jahr 2017 durch O157:H7 bedingt als Folge der HUS Erkrankung 4 Todesfélle. Die
Infektionen entstanden durch den Konsum von abgepacktem Hackfleisch, welches
mit einem  Sorbitol-fermentierenden  O157:H7  kontaminiert war.  Der
Ausbruchserreger produzierte Shiga Toxin 2, welches einer der wichtigsten
Virulenzfaktoren von EHEC (siehe 3.3.) (27) darstellt.

Im Vergleich zu 2017 wurde im Vorjahr 2016 44-mal EHEC-assoziiertes HUS
verzeichnet, wovon 9-mal O157:H7 verantwortlich war. Keiner der betroffenen
Patienten verstarb (28). Neben dem jahrlich leichten Anstieg von EHEC-Infektionen,
gab es 2011 in Deutschland einen grof3en Ausbruch mit 3842 Erkrankten, bedingt
durch den Konsum von kontaminierten Sprossen. Mehr als die Halfte der Patienten
musste stationar im Krankenhaus behandelt werden. 855 Patienten entwickelten
zudem HUS, wovon 54 der Infizierten verstarben (29-31). Der isolierte
Ausbruchserreger wurde aufgrund serologischer Eigenschaften und einer
Genomanalyse als ein Hybridstamm des Serotypes O104:H4 identifiziert, welcher
Virulenzfaktoren von sowohl EHEC als auch EAEC kodiert (30). Der Serotyp
0104:H4 war zwar zuvor schon bekannt, wurde aber vorher mit keinem Ausbruch in
Verbindung gebracht. Erst durch die Kombination von enterohamorrhagischen und
enteroaggregativen Eigenschaften konnte der Ausbruchserreger eine solche
Epidemie auslésen. Da der Serotyp O157:H7 zu den am haufigsten identifizierten
Serotypen bei EHEC-Infektionen gehdrt und der Hybridstamm O104:H4 fir den
letzten grof3en Ausbruch von EHEC-Erkrankungen verantwortlich war, stehen diese

beiden Stdmme im Fokus der Forschung.



3.3. Virulenzfaktoren der enterohamorrhagischen E. coli O157:H7
Stamm EDL933

Das Genom von E. coli 0O157:H7 EDL933 weist eine Grof3e von 5,5 Mb auf, wobei
4,1 Mb konservierte Sequenzen aller E. coli Stamme sind (32). Bei den
verbleibenden 1,4 Mb handelt es sich um Uber horizontalen Gentransfer erworbene
Fremd-DNA, welche spezifisch fir den Serotyp O157 ist (33, 32). Diese enthélt zum
grofdten Teil Prophagen und Prophagen-ahnliche Elemente. Wahrend in E. coli K-12
lediglich 29 Phagen-assoziierte Gene vorhanden sind, enthalt der Stamm O157:H7
EDL933 463 dieser Gene (34). Zusatzlich zur genomischen DNA enthalt der Stamm
zudem das Virulenzplasmid pO157 (35). Die Produktion von Shiga Toxin, Produkte
der Pathogenitatsinsel LEE (locus of enterocyte effacement) sowie die auf dem
Plasmid pO157 kodierten Proteine, zahlen zu den am besten charakterisierten
Virulenzfaktoren des E. coli O157:H7 Stammes EDL933, welche folgend detaillierter

beschrieben werden.

Shiga Toxine (Stx) sind ABs-Cytotoxine mit einer enzymatisch aktiven A-
Untereinheit und funf identischen B-Untereinheiten, welche Rezeptor-bindende
Eigenschaften aufweisen (36). Die von lambdoiden Prophagen kodierten Toxine
werden in die Gruppen Stx1 und Stx2 unterteilt, wobei die Aminosaure-Sequenz
zwischen diesen zu 56% homolog ist (37). Bis auf eine Aminosaure ist Stx1 identisch
zu Stx von Shigella dysenteriae Typ | (37). Stx2 ist im Vergleich zu Stx1 toxischer
und wird haufiger mit HUS oder HC assoziiert (38, 39). Shiga Toxin-produzierende E.
coli (STEC) produzieren entweder Stx1, Stx2 oder sogar beide Varianten (40). Die B-
Untereinheit der Shiga Toxine bindet an den Glykorezeptor Globotriaosylceramide
(Gb3) und vermittelt dadurch der A-Untereinheit die Internalisierung in die Wirtszelle
(8, 41-43). Das Toxin gelangt dann Uber den retrograden Transport zum
endoplasmatischen Retikulum, wo es aufgrund seiner Aktivitat als RNA N-
Glykosidase die Proteinsynthese der Zelle inhibiert, indem es ein Adenin der 28S
RNA der 60S Untereinheit des Ribosoms abspaltet (44, 45). Dieser toxische Effekt ist
haufig gefolgt von Apoptose. Gelangt Shiga Toxin Uber den Blutkreislauf in die
Nieren, erreicht es dort eine gewebszerstérende Wirkung, wodurch Infizierte ein

Nierenversagen erleiden kénnen (24, 21).

Adhérieren und infizieren EHEC Epithelzellen, entsteht das typische
histopathologische Muster, welche auch ,attaching & effacing” (A/E) - L&sionen
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genannt wird (46, 47). Charakteristisch hierfur sind der Verlust der Mikrovilli und eine
Umstrukturierung des Aktins der Wirtszelle, wodurch sockelartige Ausstilpungen der
Membran entstehen und eine starkere Adharenz der Bakterien an die Zelle
ermdglicht wird (48, 49, 46). Verantwortlich daftr sind Proteine, deren Gene auf der
Pathogenitatsinsel ,Locus of Enterocyte Effacement (LEE) kodiert sind. In
0157:H7 Stamm EDL933 enthalt der 35 - 43 kb grol3e LEE Lokus zusétzlich eine 7,5
kb Prophagen-kodierende Sequenz (50, 51). Insgesamt enthélt der LEE Lokus 41
Gene, welche auf funf Operons LEE1 — LEES aufgeteilt sind. Diese werden in drei
wichtige Regionen unterteilt und kodieren fir das Typ lll Sekretionssystem, das
Adhésin Intimin, und der dazugehorige Rezeptor Tir sowie verschiedene Esp
Effektorproteine (49, 48). Wird das nadelférmige Sekretionssystem ausgebildet,
injiziert dieses den Rezeptor Tir in die Wirtsmembran. Dort verankert, kann das
Adhasin Intimin binden, wodurch der engere Kontakt zwischen Bakterium und
Wirtszelle entsteht (48). Uber das T3SS gelangen dann die Effektorproteine Esp in
die Zelle, die eine Aktinpolymerisierung verursachen und Signalwege der Zelle
modulieren (49, 47, 46, 52). LEE wird stark mit der Pathogenitat von O157:H7 in
Verbindung gebracht. Der konservierte LEE Lokus ist auch im Genom von EPEC
Stdmmen enthalten (50, 51).

Neben den chromosomal kodierten Virulenzfaktoren enthalten alle bisher klinisch
isolierten Stamme von 0O157:H7 das Virulenzplasmid pO157. Dieses
hochkonservierte Plasmid weist eine Grof3e von 92 bis 104 kb auf und enthéalt bis zu
100 open reading frames (ORF) und weist eine dynamische Struktur mit mobilen
genetischen Elementen wie Transposons, Prophagen und Inserstionselementen auf
(35, 53). Einige Gene konnten bereits charakterisiert werden, die sowohl Virulenz als
auch Adaption von O157:H7 beeinflussen (54-56). Sowohl ein vollstandiger Verlust
des Plasmides, als auch eine Deletion des Genes toxB fihrten in vitro zu einer
verringerten Adharenz der Bakterien an Epithelzellen (54, 53). ToxB beeinflusst
positiv die Expression und Sekretion von EspB via T3SS, wodurch die starkere
Adhéarenz vermittelt wird (54). Ein weiterer Virulenzfaktor von pO157 ist das a-
Hamolysin, welches auf dem hly Operon kodiert ist. Durch die Expression des
Cytotoxins zeigt O157:H7 einen hamolytischen Phanotypen (57-59). Des Weiteren
befindet sich auf dem Plasmid das Gen katP, welches flr eine Katalase-Peroxidase
kodiert (60). Durch die Expression von Katalasen und Peroxidasen kdnnen Bakterien

oxidativen Stress umgehen, indem die Enzyme z.B. das fur Zellen toxische H,0; in
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Wasser und Sauerstoff spalten (60). Des Weiteren kodiert das Gen espP des
Plasmides fir eine Serinprotease, welche eine enzymatische Aktivitat gegenuber
Pepsin A und Koagulationsfaktor V zeigt (61). Letzteres ist ein wichtiges Enzym fir
die Blutgerinnung. Durch die Spaltung wird angenommen, dass es mukosale
Hamorrhagien verursacht und an der Entstehung der HC beteiligt ist (61, 62). Ein
weiteres Enzym, dessen Gen stcE ebenfalls auf pO157 lokalisiert ist, ist eine Zink
Metalloprotease und spaltet O-glycolyslierte Proteine wie Muzin 2 und 7,
Glykoprotein 340 und den Esterase-Inhibitor C1-INH (63-65). Somit tragt die
Protease zum Durchbrechen der intestinalen Barriere und der Modifikation der
Immunantwort bei (66, 67). Das Virulenzplasmid enthalt zusatzlich 13 ORFs, welche
fur ein Typ Il Sekretionssystem (T2SS) kodieren (68). In Gram-negativen Bakterien
werden haufig Virulenzfaktoren Uber ein T2SS aus der Zelle transportiert (69). In
0157:H7 gelangt durch ein Signalpeptid die Muzinase StcE in den periplasmatischen
Raum und wird anschlieend Uber das T2SS sekretiert. Bisher sind nur wenige
Substrate bekannt (63, 70, 69). Obwohl noch nicht alle Gene des Virulenzplasmides
pO157 charakterisiert sind, wird trotzdem der immense Einfluss auf die Pathogenitat
des Serotyps 0157:H7 deutlich.

Die Motilitat der Bakterien spielt wahrend des Infektionsprozesses eine wichtige
Rolle, da diese nach der oralen Aufnahme bis zum Infektionsort, dem Dickdarm,
gelangen mussen. Die Beweglichkeit der Bakterien wird unter anderem durch
Flagellen beeinflusst. Diese beeinflussen aber nicht nur die Beweglichkeit von
EHEC, sondern fungieren auch als Adhasin und interagieren mit Epithelzellen (71).
Die Expression von Flagellen wird durch 17 Operons komplex und stufenweise
kontrolliert (72). Die Kaskade der Genexpression beginnt mit der Expression der
Masterregulatoren flhDC, anschlieBend wird der Motorkomplex gebildet, welcher in
der Membran verankert ist (73). Erst zum Schluss wird durch die Expression des
Gens fliC das Flagellin gebildet, welches extrazellular das Flagellum verlangert (72).
Die Transkription der Masterregulatoren kdnnen durch verschiedene Umweltsignale
beeinflusst werden (74). EHEC selbst produzieren das Signalmolekil Autoinducer-3
(Al-3) (75). Dieses wird sekretiert und Uber das Quorum Sensing Zwei-
Komponentensystem QseBC wahrgenommen. Wird bedingt durch die Zelldichte eine
bestimmte Konzentration an Al-3 erreicht, aktiviert QseBC die Expression von flnDC
(75). Die im Gastrointestinaltrakt gebildeten Hormone Adrenalin und Noradrenalin,

haben ebenfalls einen aktivierenden Effekt auf QseBC (76). Zwei wichtige
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Sensormolekiile, welche die Transkription Flagella-assoziierter Gene in O157:H7
inhibieren, sind Muzin und kurzkettige Fettsauren (engl. Short chain fatty acids;
SCFA) wie z.B. Acetat in Konzentrationen, wie sie im Dickdarm vorzufinden sind (77,
78).

Das Adhasin lha tragt zur Kolonisierung von EHEC im Dickdarm bei. Eisen
reprimiert und SCFA erhohen die Expression des Gens iha. Dadurch tragt das
Adhasin zur praferierten Kolonisierung im Dickdarm bei, da an der mukosalen
Oberflache eine verringerte Eisenkonzentration vorliegt und SCFA hoher konzentriert
sind (79-81).

In O157:H7 EDL933 kodieren die zwei Gene Ipfl und Ipf2 fir lange, polare Fimbrien,
welche in vivo den Bakterien Adhérenz an Epithelzellen vermitteln (82). Des
Weiteren werden den Fimbrien bindende Eigenschaften gegentber den
extrazellularen Matrixproteinen Fibronektin, Koagulationfaktor V und Laminin
zugesagt (83). Durch die positiv regulierende Expression der Gene unter
physiologischen Bedingungen des Darms, wird vermutet, dass die Fimbrien an der

bevorzugten Nischen-Kolonisierung beteiligt sind (84).

3.4. Virulenzfaktoren des Shiga Toxin-produzierenden
enteroaggregativen E. coli 0104:H4 Ausbruchsstammes

Der Ausbruchsstamm in Deutschland aus dem Jahr 2011 reprasentiert einen
Hybridstamm aus enterohdamorrhagischen und enteroaggregativen E. coli, da er
Virulenzfaktoren wie den Shiga Toxin-2 Prophagen, das Adhasin lha, sowie
homologe Gene von Ipfl und Ipf2 des Serotyps O157:H7 erworben hat und aufgrund
seines genetischen Backgrounds als Serotyp 0104:H4 EAEC Virulenzfaktoren
kodiert (85). Zuséatzlich zu den bereits genannten Faktoren, welche ihren Ursprung im
0O157:H7 haben, zdhlen das Virulenzplamid pAA/l, SPATE (Serine protease
autotransporter of Enterobacteriaceae) Proteine und das ESBL (Extended spectrum
B-lactamases) Resistenzplasmid mit zu den wichtigsten Virulenzfaktoren des
Hybridstammes, welche folgend genauer beschrieben werden. Klassische EHEC-
Marker wie die LEE-Pathogenitatsinsel und das Virulenzplasmid pO157 fehlen dem
Hybridstamm (85, 86).
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Das 75 kb groRe pAA/l Virulenzplasmid enthalt einige Virulenz-assoziierte Gene,
deren Expression durch den Transkriptionsregulator AggR aktiviert wird (87).
Darunter zahlen die Gene aggABCD, welche fir die aggregativen Adharenz-Fimbrien
| (AAF/I) kodieren und dem Bakterium durch eine Verankerung an die Darmwand
eine starke Adharenz vermitteln (88, 89). Des Weiteren befinden sich auf dem
Plasmid die Gene aap und aatPABCD, welche fir das Dispersin und das
dazugehdrige Sekretionssystem kodieren (90). Dispersin ist ein &ul3eres
Membranprotein und bindet nichtkovalent an LPS, wodurch die negative Ladung von
LPS neutralisiert wird und diese dadurch keinen stérenden Effekt auf die positiv
geladenen AAF/I haben (90).

Zu den SPATE Proteinen aus O104:H4 z&hlen die drei Serinproteasen SigA, SepA
und Pic. Als Autotransporter gelangen sie aufgrund ihrer Signalsequenz Uber den
Sec-abhangigen Transport vom Cytoplasma in den periplasmatischen Raum (91,
92). Der C-Terminus der Proteine formt dann in die auRere Membran eine Pore,
wodurch eine Sekretion erméglicht wird (91, 92). Uber Hydrolyse werden die Proteine
von der Membran abgespalten. Der N-Terminus enthélt die katalytische Domane der

Serinprotease (93).

Eine funktionelle Analyse des auf dem Chromosom kodierten SPATE Proteins Pic
zeigte eine enzymatische Aktivitdit als Muzinase. Zudem ist das Enzym
serumresistent und tragt zur Hamagglutination bei (94, 95). Durch die Bindung an
Muzin im Darm ermoéglicht es den ersten Schritt zur Kolonisierung (94). Diese
Bindung scheint stark abhangig von Neuraminsauren zu sein. Wurden diese vom

Muzin entfernt, war die enzymatische Aktivitat der Muzinase inhibiert (96).

Der auf dem Virulenzplasmid kodierten Serinprotease SepA wird die Funktion
zugeteilt, die Invasion der Bakterien und der Zerstérung des Darmepithels zu
regulieren (97, 98). Als Enzym zeigt es ein ahnliches Substratspektrum wie
Cathepsin G, welches eine wichtige Rolle bei der Auslésung von

Entziindungsreaktionen spielt (98).

Die Serinprotease SigA zeigt eine Zell-bindende Eigenschaft und spaltet das in der
Wirtszelle vorhandene faserartige Protein Fodrin, welches fir die Vernetzung des
Aktins verantwortlich ist. Durch die Spaltung verformen sich Zellen und verlieren an
Stabilitat (99, 100).

12



Neben dem Plasmid pAAF/I enthalt der Hybridstamm zusétzlich ein 88,5 kb grol3es
ESBL-kodierendes Resistenzplasmid, welches fir ESBL-Gene kodiert (86, 101).
ESBL sind Enzyme, die dem Bakterium Resistenzen gegenuber B-Lactam-Antibiotika
vermitteln und dadurch eine Antibiotikabehandlung nach Infektion mit dem Stamm
unwirksam sein kann (86, 102). Eine Studie konnte zeigen, dass das Plasmid
zusatzlich an der Persistenz der Bakterien im Darm beteiligt ist (86).

3.5. Mechanismus zur Kolonisierung von EHEC im Dickdarm

Der Infektionsort von EHEC Bakterien ist der Dickdarm. Bevor die Bakterien
allerdings dort infizieren kdnnen, missen sie nach der oralen Aufnahme zuerst durch
den Magen gelangen. Die dort vorherrschenden Bedingungen, wie ein pH-Wert von
1,5 — 3, ist die erste Abwehr des Menschen gegeniber pathogenen Darmbakterien
(103). EHEC allerdings kdonnen an verschiedenste Umgebungen adaptieren und
somit extreme Umweltschwankungen z.B. der Temperatur, Osmolaritat oder des pH-
Wertes Uberleben (104). Sowohl O157:H7 als auch O104:H4 beschiitzen sich
gegenuber dem niedrigen pH-Wert der Magenpassage durch verschiedene
Mechanismen zur Saureresistenz (105-108). Uberstehen die Bakterien den sauren
Magen, gelangen sie anschliel3end in den Darm, dessen pH-Wert im neutralen bis
leicht basischen Bereich bei circa 7 — 8 liegt und in Dinn- und Dickdarm unterteilt
wird. Die Serotypen 0157:H7 und 0O104:H4 kolonisieren beide bevorzugt im
Dickdarm (109-111). Verantwortlich dafur sind bakterielle Systeme zur sensorischen
Wahrnehmung diverser Stimuli, welche die Produktion von Adhérenz- und
Virulenzfaktoren beeinflussen (112). So wird z.B. die Expression der LEE Gene bei
einem hoheren Biotin-Level, wie er im Dinndarm vorkommt, inhibiert, wahrend das
niedrige Level im Dickdarm die Expression und somit die Adharenz und Infektion
begulnstigt (109, 113). Des Weiteren reguliert in O157:H7 die kleine nicht-kodierende
RNA Esr055 Virulenzfaktoren in Abhangigkeit der freien DNA-Konzentration, welche
im DUnndarm in groBeren Mengen vorkommt, und tragt dadurch zur bevorzugten
Adhérenz im Dickdarm bei (114). Einen weiteren Einfluss auf die Nischen-
Kolonisierung von EHEC haben die kurzkettigen Fettsduren SCFAs. Die am
haufigsten im Darm vorkommenden SCFA sind Butyrat, Propionat und Acetat. Die
Konzentration an SCFA steigt vom Dunn- bis in den Dickdarm auf Gber 140 mM,

wobei Acetat am haufigsten vorkommt (115-117). SFCAs werden von EHEC
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sensorisch wahrgenommen und regulieren in Abhangigkeit der Konzentration die
Expression von Flagellen, LEE Gene und Shiga Toxin (117, 79, 77). Dadurch wird
die Adharenz und Pathogenitat im Dickdarm hochreguliert, wahrend sie im
Dunndarm durch SCFA inhibiert wird (118).

Der mukosale Aufbau des Dickdarms tragt ebenfalls zur Kolonisierung bei. Die
Hauptkomponenten des Mukus sind antimikrobielle Peptiden und Immunglobuline,
welche von Epithelzellen des Darmepitheliums produziert werden, und Muzin (119,
120). Bei Muzinen handelt es sich um Glykoproteine, welche aus einem
Proteingrundgerist bestehen, an dem Zuckerketten gebunden sind, die wiederum als
Glykane bezeichnet werden (121). Durch diese erreicht der Mukus seine Gel-
formende Eigenschaft. Muzine werden von Gobletzellen des Darmepitheliums
gebildet und sind entweder membrangebunden oder werden sekretiert (122, 123).
Demnach findet man im Darm ein Zwei-Schichten-System. Das membrangebundene
Muzin im Dickdarm bildet die innere dichte Schicht mit circa 100 uM Mukus (119,
123). Durch die dichte Struktur und die Sekretion der antimikrobiellen Peptide und
Immunglobuline ist diese Schicht frei von bakterieller Penetration (124, 120). Das
lose sekretierte Muzin bildet mit circa 700 uM die aul3ere Schicht des Mukus, welche
eine groRere Anzahl an Bakterien enthalt (119). Der produzierte Mukus erreicht
dadurch eine intestinale Barriere, welche die Mikrobiota vom Epithel separiert (124).
Gelangen Pathogene wie auch EHEC in den Darm, wird unter anderem durch das
LPS oder auch den Flagellen die Produktion des Muzins durch Gobletzellen als
Abwehrmechanismus angeregt (120, 125). Trotzdem kdnnen EHEC die intestinale
Barriere durchbrechen und gelangen im Dickdarm bis zum Epithelium (126, 94).
Neben den zuvor genannten Faktoren, welche zur Kolonisierung im Dickdarm
beitragen, spielen auch die produzierten Muzine eine wichtige Rolle (123). Wéahrend
Gobletzellen im Dickdarm bis zu 7 verschiedene membrangebundene Muzine
(MUC1, MUC3A/B, MUC12, MUC13, MUC15, MUC17, MUC20, MUC21)
produzieren, sekretieren sie lediglich zwei Muzintypen MUC2 und MUC5B, wobei
MUC2 in grof3eren Mengen vorkommt und den Hauptanteil des Mukus ausmacht
(121-123). Bei MUC2 handelt es sich um ein stark O-Glykosyliertes Glykoprotein,
das ein Molekulargewicht von mehr als 240 kDa erreichen kann (127). Die O-
Glykosylierung entsteht durch die Bindung von N-Acetylgalactosamin (GalNAc) an
Serin oder Threonin des Proteingerists (128). Daran verknipft sind dann die

weiteren Zucker Galactose (Gal), N-Acetylglucosamin (GIcNAc), Fucose (Fuc) und
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Neuraminsauren (Neu5Ac). Diese bilden als Kette, welche mehr oder weniger auch
verzweigt sein kann, die sogenannten O-Glykane (121). Ye et. al. konnte zeigen,
dass die Adharenz von EHEC 0O157:H7 im Dickdarm abhangig von MUC2 O-
Glykanen ist und in Abwesenheit der Zucker die Adharenz inhibiert war (129). Die
Serinprotease Pic in O104:H4 bindet und spaltet Muzin in Abhangigkeit endstandiger
Neuraminsauren in Glykanen, wodurch die Adharenz beeinflusst werden kann (94,
96). EHEC verfugt Gber verschiedene Systeme zur sensorischen Wahrnehmung der
Zucker aus Muzinen. Unter anderem reguliert der Repressor NagC in Abhangigkeit
von GalNAc und Neu5Ac die Expression der LEE Operone (130). Auch das Zwei-
Komponenten-System FuskKR reguliert die LEE Gene durch Fukose (131).
Generierte EHEC-Mutanten, die nicht mehr fahig waren Fukose oder GalNac zu
metabolisieren, zeigten in Kompetitionsversuchen bei Mausen im Vergleich zum
Wildtypstamm eine reduzierte Adharenz im Dickdarm (132). Durch die sensorische
Wahrnehmung und Metabolismus der Zucker wird die Expression von
Adhéarenzfaktoren und Effektorproteinen Uber LEE reguliert, woraus die
Kolonisierung im Dickdarm, Umgehung der Immunantwort und Infektion des
Epitheliums resultieren. Der Abbau der Zucker aus Muzinen stellt demnach eine
wichtige Funktion wahrend der Kolonisierung im Dickdarm und der Infektion dar.
Uber die sensorische Wahrnehmung der Zucker und daraus resultierender Einfluss
auf die Infektion, ist im E. coli 0104:H4 Ausbruchsstamm bisher wenig bekannt.

3.6. Kohlenhydratmetabolismus enterohamorrhagischer E. coli im
Dickdarm

Eine fur Bakterien wichtige Kohlenhydratquelle im Darm ist der in taglich grof3en
Mengen produzierte Mukus (133). Die im MUC2 vorkommenden Zucker Galactose,
GalNAc, GIuNAc, Fucose und Neuraminséuren sind in Glykanen gebunden und
kommen ohne enzymatische Hydrolyse nicht als freie Zucker vor (121, 134). Sowohl
kommensale als auch pathogene E. coli kdnnen Glykane nicht enzymatisch
degradieren und dadurch keine Zucker freisetzen (135). Sie sind von kommensalen
Bakterien abhangig, die durch die Expression von Glykosidasen Monosaccharide
freisetzen koénnen (134, 135). Zum Beispiel produzieren Bacteroides
thetaiotaomicron Stamme Sialidasen, die endstandig gebundene Neu5Ac abspalten
kbnnen (121, 136). Die Hydrolyse von Glykanen, der Metabolismus der Zucker durch
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Kommensale und die Produktion von Mukus durch Gobletzellen stehen im gesunden
Menschen im Gleichgewicht. Kommensale sind gut an den Mukus im Darm adaptiert,
befinden sich allerdings lediglich in der auf3eren losen Muzinschicht und kdnnen trotz
Glykosidasen die intestinale Barriere nicht durchbrechen (122, 135, 123, 137).
Gelangen EHEC in den Dickdarm, konkurrieren die pathogenen Bakterien mit der
kommensalen Mikrobiota um die limitierten Kohlenstoffquellen (138). Die groéfite
Konkurrenz stellen kommensale E. coli dar, da diese einen ahnlichen genetischen
Hintergrund haben (32, 138). Die durch Glykosidasen-Produzenten frei zugénglichen
Zucker kénnen sowohl von kommensalen E. coli als auch von Serotypen O157:H7
und O104:H4 verstoffwechselt werden (139, 136, 140). Kompetitionsstudien im
Tiermodell zeigten, dass die Expression von Metabolismus-bezogenen Genen bei
EHEC hoher war im Vergleich zu kommensalen E. coli. Durch die schnellere
Aufnahme der Zucker und des Metabolismus ergibt sich eine hdhere
Replikationsrate, wodurch EHEC einen starken Wettbewerbsvorteil haben (141).
Unter den in EHEC erh6hten Expressionsraten befanden sich unter anderem Gene

fur den Metabolismus von Neu5Ac (141).

N-Acetylneuraminsauren sind C9-Ketozucker, mit einer am C5 gebundenen N-
Acetylgruppe (Neu5Ac). Sie befinden sich haufig endstandig gebunden in Glykanen
von Glykoproteinen wie z.B. Muzin (142). Die im Darm vorkommenden
Neuraminséuren zeigen eine immense Heterogenitat mit diversen Modifikationen.
Die haufigste Modifikation stellt die O-Acetylierung dar (143, 144). Die O-Acetylierung
kann Glykosidasen wie Sialidasen in ihrer Aktivitat hindern, weshalb Neuraminsauren
als Schutz vor Degradierung des Glykans dienen. Das C9-Gerlst kann bis zu
vierfach O-acetyliert vorkommen, wobei sich die O-Acetylgruppen an Positionen C4,
C7, C8 und C9 befinden (143, 144). Die Grundstruktur Neu5Ac ist die haufigste Form
der Neuraminsdure in Muzin, gefolgt von einfach O-acetylierten N-Acetyl-9-O-
Acetylneuraminsaure (kurz: Neu5,9Ac,), Neu5,7Ac, und Neu5,8Ac,. Seltener zu
finden sind die zweifach O-acetylierten Neu5,7,9Acs und Neu5,8,9Ac; (142). Zudem
konnen Neuraminséuren anstelle der N-Acetylierung am C5 glykosyliert sein. Diese
N-Glykolylneuraminséduren (Neu5Gc) entstehen durch Hydroxylasen und sind
grundsatzlich in tierischem Muzin zu finden, da Menschen dieses Enzym nicht
exprimieren (145). Trotzdem findet man geringe Mengen von Neu5Gc in humanem
Muzin, wahrscheinlich bedingt durch die Aufnahme von tierischen Lebensmitteln

(144). Die Konzentration von Neuraminséuren in Muzin steigt vom Dunndarm bis in
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den Dickdarm an, wo EHEC bevorzugt kolonisiert (142, 118, 146). Sowohl
kommensale E. coli als auch der Serotyp O157:H7 enthalten im Genom die drei
Operone nanATEK-yhcH, nanCMS (ursprtinglich yjhATS) und yjhBC, welche an der
Aufnahme und am Metabolismus von Neuraminsauren beteiligt sind (147, 148). Liegt
Neu5Ac in der Zelle vor, inaktiviert dieses den Repressor NanR, wodurch die nan-
Operone transkribiert werden und die Neuraminsaure verstoffwechselt wird (149).
Die Funktionen der Gene yhcH, yjhB und yjhC sind bisher nicht bekannt, allerdings
zeigten Analysen von Deletionsmutanten, dass die Gene flur den Stoffwechsel der
Neuraminsaure nicht notwendig sind (150).Uber das Porin NanC in der &uReren
Membran kdnnen Neu5Ac und Neu5,9Ac, in den periplasmatischen Raum des
Bakteriums gelangen. (151). Durch den Transporter NanT kann Neu5Ac direkt in die
Zelle aufgenommen werden (152). Neu5Ac wird dann mittels der Aldolase NanA in
Pyruvat und N-Acetylmannosamin (ManNAc) gespalten (153). ManNAc wird durch
die Konvertase NanK und Epimerase NanE zu ManNAc-6-Phosphat konvertiert, das
wiederum als Edukt in weiteren Stoffwechselprozessen der Glykolyse als Energie-
und Stickstoffquelle dient (149, 143). Wie bereits erwahnt, stellt die O-Acetylierung
von Neuraminsauren eine haufige Modifikation dar. Das Uber NanC in das
Periplasma aufgenommene Neu5,9Ac, kann E. coli kann auch als C- und N-Quelle
verwenden. Bevor allerdings die Neuraminsaure Uber NanT in das Cytoplasma
aufgenommen und anschlieBend metabolisiert werden kann, de-O-acetyliert das
Enzym NanS den Zucker in seine Grundstruktur Neu5Ac (143, 150). NanS wurde als
N-Acetyl-9-O-Acetylneuraminsaureesterase  charakterisiert, welche die O-
Acetylgruppe an C9 hydrolysieren kann. Weitere Analysen zeigten, dass die O-
Acetylgruppe an C8 ebenfalls abgespalten werden kann, wohingegen Neu5,7Ac, und
Neu5,4Ac; kein Substrat der Esterase sind (150). Das Gen nanS mit einer Lange von
981 bp enthalt neben der unbekannten Doméane DUF303, welche im Zusammenhang
mit der Funktion als Esterase steht, am N-Terminus eine Signalsequenz, wodurch
das Enzym NanS in den periplasmatischen Raum gelangt (147). Dies ermdglicht eine
de-O-Acetylierung der Neuraminsduren vor Aufnahme durch NanT in das
Cytoplasma der Bakterien (150). Durch konservierte Sequenzbereiche und der
enzymatischen Eigenschaft von NanS als O-Acetylesterase, wird es in Gruppe der
SGNH Serinproteasen eingeteilt. Sequenzanalysen zeigten, dass sowohl der Serotyp
0157:H7, also auch der Serotyp 0104:H4 mehrere homologe nanS Gene auf
Prophagen kodieren (148, 140, 143).
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3.7. Vorkommen von 9-O-Acetylesterasen bei Shiga Toxin-
produzierenden E. coli

Insgesamt wurde das Genom des Stammes O157:H7 EDL933 dreimal sequenziert
und publiziert (32, 154, 148). Die erstmals in 2001 publizierte Sequenz des Stammes
0157:H7 EDL933 zeigte insgesamt 18 funktionelle und kryptische Prophagen (32).
Die unter anderem durch Licken fehlerbehaftete Sequenz wurde von Latif et al.
einige Jahre spater durch modernere Sequenzierungsmethoden korrigiert (154). Der
grofte Unterschied befand sich in Prophagen-kodierten Regionen der Sequenz. Vimr
et al. konnten durch in silico Analysen zeigen, dass sich im EDL933 Genom 7
vollstdandige und 5 fragmentierte homologe nanS Gene befinden (143). Als
Referenzstamm wurde die erstmals publizierte Sequenz verwendet (32). Neuere in
silico Analysen, welche auf der Verwendung der publizierten Sequenz von Latif et al.
beruhten, zeigten insgesamt 10 vollstandige auf Prophagen kodierte nanS
Homologe, welche aufgrund der Lokalisierung als nanS-pl bis nanS-p10 bezeichnet
wurden (148). Der Stamm EDL933, erstmals 1982 isoliert, wurde tber Jahrzehnte
weltweit in Laboren als Referenzstamm verwendet, wobei die Isolate
unterschiedliche Urspriinge haben. Es wird vermutet, dass sich die verschiedenen
Isolate Uber die Jahre in der Sequenz verandert haben (155). Eine erneute Analyse
der Sequenz des verwendeten Stammes EDL933 von Saile et al. zeigten tatsachlich
Unterschiede. Demnach befanden sich im Genom die 7 Prophagen kodierten nanS-
pl bis nanS-p7, wobei nanS-pl geringe Unterschiede in der Sequenz aufweist und
deshalb als nanS-pla umbenannt wurde (148). Die Sequenzen der Gene nanS-p2
bis nanS-p7 sind identisch. Die Gene nanS-p8 bis nanS-p10 waren nicht vorhanden
(148). Im Rahmen einer Sequenzanalyse des Shiga Toxin 2 Prophagen wurde
erstmals der Genlokus von nanS-pl beschrieben, welcher das Gen stx2b flankiert.
Die stx2 Gene und nanS-pl liegen zwischen den Genen des Antiterminators Q und
dem Lysegen S (156). Alle anderen nanS-p sind ebenfalls zwischen den Genen Q
und S auf funktionellen oder kryptischen Prophagen lokalisiert. Das Gen nanS-p2
befindet sich im Shiga Toxin 1 Prophagen und flankiert stxlb (148). Die zum
chromosomalen nanS homologen Gene enthalten ebenfalls die Doméane DUF303
und werden den SGNH Serinproteasen zugeteilt. Wahrend nanS eine Lange von 981
bp aufweist, variiert die Lange der nanS-p Gene des EDL933 Stammes zwischen
1851 und 1947 bp (148). In der Sequenz befindet sich zusatzlich am N-Terminus die
konservierte Domane DUF1737, deren Funktion bisher unbekannt ist. Aus EDL933
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wurden bisher NanS-p1, NanS-p2 und NanS-p4 charakterisiert und als N-Acetyl-9-O-
Acetylneuraminsaureesterasen (kurz: 9-O-Acetylesterasen) identifiziert (148, 157).
Transkriptomanalysen zeigten in EDL933 nach Inkubation mit subinhibitorischer
Konzentration von Norfloxacin eine erhohte Co-Expressionsrate der stx2 Gene und
nanS-pl (158). Zudem ist die Expression von nanS-pl unter aerobem Wachstum in
Dickdarm simulierendem Medium 40-fach erhéht (159). Das Temperaturoptimum von
rekombinant exprimierten, aufgereinigten NanS-p1l und NanS-p2 liegt bei 50 °C, von
NanS-p4 bei 40 °C. Bei einem pH Wert von 7 bis 9 zeigten die Esterasen die hdchste
Aktivitat (157, 148). Wachstumsversuche mit Deletionsmutanten unter der
Verwendung von Neu5,9Ac; als Kohlenstoffquelle zeigten, dass der Stamm EDL933
bei einer vollstandigen Deletion von nanS und nanS-p nicht mehr fahig war, den
Zucker zu metabolisieren (148). Dieses Wachstumsdefizit konnte durch die Zugabe
von rekombinant exprimiertem NanS-p im Medium aufgehoben werden. Das
Wachstumsverhalten des Wildtyps konnte ebenfalls gehalten werden, sofern noch
mindestens zwei nanS-p Gene im Genom von EDL933 vorhanden waren (148). Die
exprimierten NanS-p waren zudem in der Lage, deletiertes nanS zu kompensieren
und hielten den Neuraminsaurestoffwechsel aufrecht. Anders als nanS, sind nanS-p

Gene allerdings nicht unter der Kontrolle des Repressors NanR (148, 160).

Weitere bioinformatische Analysen zeigten, dass der Ausbruchsstamm 0104:H4
LB226692 aus dem Jahr 2011 im Genom funf Prophagen kodierte nanS-p enthalt,
wobei dem Stamm das nanCMS Operon fehlt (140). Die vorhandenen nanS-p Gene
wurden nach der entsprechenden Nomenklatur von nanS-pl11-pl15 benannt. Die
Lokalisierung der nanS-p Gene auf Prophagen, zwischen dem Antiterminator Q und
dem Lysegen S, gleicht der des EDL933, wobei sich nanS-pl2 in einer Region
befindet, die Phagenkapsid- und Phagenschwanz-kodierende Gene enthélt. Das Gen
fur nanS-p15 befindet sich auf dem Shiga Toxin 2 Prophagen und ist dem stx2b
nachgeschaltet (140). Die Gene enthalten die fir SGNH-Serinproteasen typische
DUF303 Doméne, sowie die unbekannte Domane DUF1737 am N-Terminus. Die
Genlangen variierten zwischen 1854 und 1983 bp. Rekombinant exprimiertes NanS-
pl13 wurde enzymatisch charakterisiert und zeigt ein Temperatur- und pH-Optimum
bei 50 °C und pH 7 (140). Der Vergleich des Wachstums von nanS-p
Deletionsmutanten mit dem wildtypischen Stamm zeigten auch im 0104:H4
LB226692 einen Gendosiseffekt und die Abhangigkeit des

Neuraminsaurestoffwechsels von Prophagen-kodierten Esterasen. Co-
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Kultivierungsversuche mit kommensalen E. coli und Neu5,9Ac; als Kohlenstoffquelle
zeigten, dass O104:H4 eine kurzere Generationszeit aufwies und das Wachstum des
Kommesalen unterdriickt (140). Das Vorhandensein mehrerer Prophagen-kodierter
nanS Homologe in pathogenen E. coli Stdmmen kdnnte wahrend der Kolonisierung
im Darm ein Wettbewerbsvorteil sein. Durch den Gendosiseffekt konnte EHEC die
Neuraminsauren schneller verstoffwechseln als kommensale E. coli, was die hohere
Replikationsrate  erklaren wirde und wodurch EHEC die naturliche
Kolonisierungsresistenz umgehen kénnte (148, 138, 140). Ob NanS-p ebenfalls wie
NansS in den periplasmatischen Raum transportiert werden, ist bisher nicht bekannt.
Aufgrund der Haufigkeit der nanS-p Gene und vor allem deren Lokalisation in

Prophagen, stehen die 9-O-Acetylesterasen aus EHEC im Fokus der Forschung.

3.8. Vorkommen von O-Acetylesterasen in anderen Organismen und
Viren

Neben den Sialidasen produzieren auch manche kommensale Bacteroides Spezies
im Dickdarm O-Acetylesterasen (136, 161). Sialidasen sind durch O-Acetylierungen
an Neuraminsauren in ihrer Aktivitit gehemmt. Bacteroides fragilis kodiert fur das
Enzym EstA, welche extrazellular Neu5,9Ac, in Neu5Ac hydrolysiert und als 9-O-
Acetylesterase charakterisiert wurde (136). Die vom Bakterium zusétzlich sekretierte
Sialidase wird dann in ihrer Aktivitat nicht mehr gehindert und spaltet die de-O-
acetylierten Neuraminsauren ab. Eine Studie zeigte, dass sowohl kommensale
Bakterien der Mikrobiota, als auch pathogene Vertreter wie 0O157:H7, die
hydrolysierten Neuraminsduren metabolisierten und somit von der Aktivitat der 9-O-
Acetylesterase und der Sialidase profitieren (136). Ahnliche Ergebnisse zeigten die
Analyse der O-Acetylesterase aus Tannerella forsythia (162). Das Oralpathogen
kodiert zusatzlich fur eine Sialidase. Durch das Zusammenspiel der Enzyme tragt
das Pathogen zum Abbau der Schleimhaut im Mund bei (162).

Die Rolle der 9-O-Acetylesterasen im Metabolismus von Neuraminsduren und dem
daraus resultierenden Muzinabbau ist deutlich (147, 136, 143, 148). Die Enzyme
zeigen aber eine weitere Rolle wéhrend der Infektion von pathogenen E. coli. Eine
Analyse von generierten Insertionsmutanten des UPEC Stammes ST131 zeigte den

Einfluss eines Gens EC958 1546 auf flhD, dem Masterregulator des Flagella-
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Operons (163). Das auf einem Prophagen Iokalisierte Gen zeigt
Sequenzahnlichkeiten zu nanS-p Genen (150, 157). Die Expression des Gens
EC_1546 steht im Zusammenhang mit erhohter Flagellen-assoziierter Motilitat,
indem es die Produktion von Flagellen hochreguliert. Interessanterweise enthélt das
Genom von ST131 drei weitere homologe Gene zu EC958 1546, deren Expression

allerdings keinen Einfluss auf die Matilitat hatten (163).

Neben Bakterien kodieren auch Viren, wie z.B. das Coronavirus OC43 und das Maus
Hepatitisvirus fur O-Acetylesterasen, die wahrend der Infektion eine wichtige Rolle
spielen. Die Enzyme zeigen ein spezifisches Substratspektrum fir entweder
Neu5,9Ac,, wie die Esterase des Coronavirus OC43, oder Neu5,4Ac,, das durch die
Esterase des Hepatitisvirus de-O-acetyliert werden kann (164). Das Influenza C Virus
kodiert flir eine weniger Substratspezifische O-Acetylesterase, welche neben
Neu5,9Ac,; auch Neu5,7(8),9Ac; und Neu5Gc9Ac de-O-acetylieren kann (164).
Endstandig-gebundene Neuraminsauren in Glykanen kommen nicht nur in Muzin,
sondern auch in Glykorezeptoren vor. Diese befinden sich im extrazellularen Raum,
wahrend der Lipidanteil in der Membran verankert ist (165). Eine Veranderung der
Glykanstruktur kann Signalwege in der Zelle auslosen. Die O-Acetylesterase aus
dem Influenza C Virus ermdglicht die Adhdrenz an die Membran der Wirtszelle,
zerstort dabei Glykorezeptoren, wodurch die Signaltransduktion verandert wird und
das Virus in die Zelle gelangt (165, 164, 166, 167).

3.9. Ziel der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit sollten Prophagen-kodierte 9-O-Acetylesterasen von
EHEC funktionell charakterisiert werden, um Aufschluss Uber deren mdglichen
Einfluss auf verschiedene Pathogenitatsmerkmale geben zu kdnnen. Generell kann
in Muzinen, wie sie im Dickdarm des Menschen vorkommen, neben der einfach O-
acetylierten Neuraminsaure Neu5,9Ac, auch die bis zu dreifach O-acetylierte
Neuraminsaure Neub5,7,8,9Ac, vorkommen. Zusatzlich findet man die glykosylierten
Derivate. Im Rahmen dieser Arbeit sollte das spezifische Substratspektrum von
NanS-p, bezogen auf die Position der de-O-Acetylierung, analysiert werden. Mittels
den Methoden HPTLC und nanoESI MS sollte gezeigt werden, ob NanS, NanS-p1,
NanS-p2 und NanS-p4 weitere O-Acetylgruppen an C4, C7 oder C8 abspalten
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kénnen. Hierfir sollten zunachst die mit einem His-Tag versehenen Enzyme
rekombinant exprimiert und mittels Ni*-NTA-Saulen aufgereinigt werden. Als
Substrate fir enzymatische Assays sollten kommerziell erhéltliches Neu5,9Ac,
Neu5,4Ac,; und Rinderdrisenspeichelmuzin (BSM) als Neuraminsaurequellen
eingesetzt werden. Eine de-O-Acetylierung andert die Polaritat von Neuraminséuren
und kann somit tber HPTLC detektiert werden. Zudem verringert sich die Masse des
Zuckers um 42 Dalton (Da). Der Massenunterschied sollte Gber nanoESI MS
Analysen nachgewiesen werden. Zusatzlich sollten Co-Inkubationen von
rekombinant exprimierter Sialidase BTSA des kommensalen Darmbakteriums B.
thetaiotaomicron mit NanS, NanS-pl, NanS-p2 und NanS-p4 durchgefiihrt werden.
Als Substrat der enzymatischen Assays dient BSM. Ziel der Ergebnisse ist es,
dariiber Aufschluss zu geben, inwiefern 9-O-Acetylesterasen aus EHEC der
Sialidase BTSA de-O-acetylierte Neuraminsdure Neu5Ac als Substrat liefern,
welches dann durch BTSA von Glykanen des Muzins abgespalten werden kann. Die
Hydrolyse von Neuraminsauren durch BTSA sollte mittels HPTLC und nanoESI MS

analysiert werden.

Neben der funktionellen Analyse der 9-O-Acetylesterasen im Neuraminsaure-
Stoffwechsel, sollten weitere Funktionen der Enzyme, die wahrend der Infektion eine
wichtige Rolle spielen, charakterisiert werden. Inwiefern 9-O-Acetylesterasen aus
EHEC an der Adhéarenz an Darmepithelzellen beteiligt sind, sollte im Rahmen dieser
Arbeit analysiert werden. Hierfir sollten Adharenzassays durchgefuhrt werden. Als
Zelllinie dienten die humanen Darmepithelzellen HT-29, welche mit Wildtypstdmmen
0157:H7 EDL933 und O104:H4 C227-11¢cu, sowie mit nanS-p Deletionsmutanten
infiziert wurden. Nach der Infektion sollte die Anzahl adharenter Bakterien der

jeweiligen Stdmme untereinander verglichen werden.

Enzyme wie Hydrolasen kénnen in ihrer Aktivitdt durch O-Acetylgruppen an
Neuraminsauren inhibiert werden. EHEC selbst produziert Hydrolasen wie StcE oder
Pic, die Muzin degradieren konnen. In der vorliegenden Arbeit sollte deshalb der
mukosale Abbau in Abhangigkeit von NanS-p analysiert werden. Hierfir kommen
Muzin-produzierende Darmepithelzellen LS 180 zur Verwendung. Die Analyse des
Muzins nach Infektion mit O157:H7 EDL933 und nanS-p Deletionsmutanten sollte

mittels PAS Farbung und anschlieender Mikroskopie erfolgen.
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Des Weiteren sollte in der vorliegenden Arbeit der Einfluss der NanS-p der Stamme
0O157:H7 EDL933 und 0104:H4 C227-11¢cu auf das Schwimmverhalten der
Bakterien analysiert werden. Hierbei sollte die Motilitat der wildtypischen Stamme mit
nanS-p Deletionsmutanten verglichen werden. Die Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit sollen Aufschluss dartiber geben, welche Bedeutung NanS-p nicht nur fur den
Kohlehydratmetabolismus und der Konkurrenz um N&hrstoffe im Darm haben,
sondern auch eine Darstellung Uber den Einfluss auf die Virulenzeigenschaften von
EHEC, insbesondere auf die Adhéarenz, Motilitdt und den mukosalen Abbau,

aufzeigen.
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4. Material und Methoden

4.1. Material

Materialien, die fur die Durchfihrung der Methoden der vorliegenden Arbeit
verwendet wurden, sind in folgenden Tabellen aufgelistet. Der Autoklaviervorgang fur

samtliche Medien, Puffer und Lésungen erfolgte bei 121 °C und 1 bar fur 15 Minuten.

Einwegmaterialien wie HPTLC Platten (20 x 10 cm; Kieselgel 60 Fjs4), sterile
Multiwellplatten (24-Well, 96-Well), serologische Pipetten, Reaktionsgefal3e und
KryogefalRe wurden von Firmen Merck KgaA, Greiner Bio-One GmbH und Sarstedt
AG & Co. KG bezogen.

In der vorliegenden Arbeit wurde Wasser mit verschiedenen Qualitdten verwendet.
Das durch lonenaustausch gewonnene demineralisierte Wasser wird als
Reinstwasser bezeichnet. Die Leitfahigkeit des Reinstwassers betragt bei 25 °C
zwischen 0,5 und 5 pS/cm. Zusatzlich wurde ein hochwertigeres Reinstwasser
verwendet (bezeichnet als Ultra-Reinstwasser), welches mittels eines
Wasseraufbereitungssystems (Synergy UV SYN SV000; Merck KgaA) hergestellt
wurde. Dieses entspricht der Wasserqualitat 1 und betragt eine maximale
Leitfahigkeit von 0,1 pS/cm bei 25 °C.

4.1.1. Enzyme

Tabelle 1: Auflistung aller verwendeten Enzyme, die Konzentrationen und deren Hersteller

Enzym Konzentration Quelle/Hersteller
Sialidase BTSA-His 0,96 mg/ml (140)
Trypsin-EDTA, Phenolrot 0,05 % Thermo Fisher
Artikelnr.: 25300054 Scientific Inc.
Xhol 10 U/l Thermo Fisher
Artikelnr.: ER0691 Scientific Inc.
Ndel 10 U/l Thermo Fisher
Artikelnr.: ER0581 Scientific Inc.
Phusion High-Fidelity DNA 2 U/ul Thermo Fisher
Polymerase; Artikelnr.: F530S Scientific Inc.
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Tag DNA Polymerase

5000 U/ml

New England Biolabs

Artikelnr.: M0273S GmbH
NanS-His 0,50 mg/ml Diese Arbeit
NanS-pl-His Erste Aufreinigung: Diese Arbeit

1,59 mg/mi

Zweite Aufreinigung:

1,40 mg/ml
NanS-p2-His 0,68 mg/ml Diese Arbeit
NanS-p4-His 0,79 mg/ml Diese Arbeit
NanS-p15-His 0,15 mg/ml Diese Arbeit

4.1.2. Bakterienstamme

Tabelle 2: Auflistung der verwendeten Bakterienstamme, sowie die relevanten Charakteristika

Stammbezeichnung Relevante Charakteristika Quelle

E. coli DH5a/pET22b(+) Expressionsvektor unter der Universitat
Kontrolle eines T7 Promoter, Hohenheim,
IPTG induzierbar, amp®, C- Fachgebiet
terminale His-Tag kodierende Mikrobiologie

Sequenz

(250), Prof. Kuhn;
(168)

E. coli C600/9226692

E. coli C600 Transduktante mit
dem Stx2a-kodierenden
Prophagen aus E. coli 0104:H4
LB226692

(UKM; Institut far
Hygiene;
Munster-No.
1679 LOG)

E. coli Stellar competent

cells™

E. coli HST08 Stamm; Genotyp:
F’, endAl, supE44, thi-1, recAl,
relAl, gyrA96, phoA, ®80d
laczZAM15, A(lacZYA-argF)
U169, A(mrr-hsdRMS-mcrBC),
AmcrA, A-

Takara Bio Inc.
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E. coli BL21 (DE3) Genotyp: [F, ompT, hsdSB(rB", (169)
mB~) gal dcm (DE3)]

E. coli BL21(DES3)/pET- Rekombinantes NanS-p1-His (157)

22b(+)/nanS-pl

E. coli BL21(DE3)/pET- Rekombinantes NanS-p2-His (148)

22b(+)/nanS-p2

E. coli BL21(DES3)/pET- Rekombinantes NanS-p4-His (148)

22b(+)/nanS-p4

E. coli BL21(DE3)/pET- Rekombinantes NanS-p15-His Diese Arbeit

22b(+)/nanS-p15

0157:H7 EDL933 nanS*, nanS-pla’ bis nanS-p7*  (14)

0157:H7 Deletion von nanS, nanS-pla (148)

EDL933AnanSAnanS-pl-p5 bis nanS-p5

O157:H7 Deletion von nanS, nanS-pla (148)

EDL933AnanSAnanS-p1-p7 bis nanS-p7

0104:H4 C227-11%cu Serotyp 0104:H4, Deletion des  (170)
stx2a-Phagen, nanS’

0104:H4 C227- Deletion von nanS-p11 bis (140)

11®culAnanS-pll-pl2 nanS-pl12

0104:H4 C227- Deletion von nanS-p11 bis (140)

11®culnanS-pll-pl4

nanS-pl4

4.1.3. Verwendete Oligonukleotide

Tabelle 3: Verwendete Oligonukleotide zur Amplifikation von nanS-p15 und zur Sequenzierung

Name

Laborinterne Nummer

5- 3’Sequenz

fwd-nanSp15-SF 1999

agaaggagatatacaatggcatttaaaca



rev-nanSp15-SF 2000 ggtggtggtgctcgaatgccgeggceatccgce
pPET22-seq-for 887 gggttatgctagttattgc
pET22-seq-rev 888 gcgaaattaatacgactcac
nanSpl3-1f 1703 cttgctggtcagtccaatg

nanS-pl15-1 1892 gccgctgtataaggacct

nanS-p15-2 1893 gaaatggcgtgacagctc

nanS-pl15-3 1894 gctttaaggtttcgggag

4.1.4. Verwendete Zellkulturen

Tabelle 4: Verwendete Zelllinien inklusive Charakteristika, ATCC Nr. und der verwendeten Passagen

Zelllinie Relevante Charakteristika Verwendete  Herkunft
Passagen

HT-29 Adharente, humane 4 bis 19 ATCC® Nr. :

Epithelzelllinie des Dickdarms,
. . HTB-38

keine Mukusproduktion

LS 180 Adharente, humane 46 bis 51 Universitat
Epithelzelllinie des Dickdarms, Hohenheim,
Produktion von Muzin MUC2 Fachgebiet

Biofunktionalitat
der Lebensmittel
(140b)

Urspringlich :
ATCC® Nr.: CL-18
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4.1.5. Chemikalien

Tabelle 5: Auflistung aller verwendeten Chemikalien, Hersteller und zugehdrige Artikelnummer

Chemikalien Hersteller Artikelnummer

10x Standard Taq New England Biolabs GmbH B9014S

Reaktionspuffer

5-N-Acetyl-4-O- Applied BioTech GmbH SA-4-S

Acetylneuraminsaure

5-N-Acetyl-9-O- Applied BioTech GmbH SA-9-S

Acetylneuraminséaure

5-N-Acetylneuraminsaure Applied BioTech GmbH SA-5-Ac

5X Phusion HF Buffer Thermo Fisher Scientific Inc. F518L

85 % ortho-Phosphorsaure Merck KGaA 1005732510

Aceton 299,7 % Carl Roth GmbH + Co. KG CP40.2

Agar-Agar Becton, Dickinson and 257353
Company

Akasolv Aqua Care Akadia-Chemie 1719

Ammoniumperoxodisulfat (APS) Carl Roth GmbH + Co. KG 9592.3

Ampicillinsalz 297 % Carl Roth GmbH + Co. KG K029.1

Anilin 299,5 % Sigma-Aldrich Chemie GmbH 242284

Bacto Agar Becton, Dickinson and 214010
Company

Bacto Trypton Becton, Dickinson and 211699
Company

Borsaure 299,5 % Merck KGaA 2710
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Bromphenolblau Natriumsalz Merck KGaA 1117460005
Calciumchlorid Dihydrat Merck KGaA 208290
Chloramphenicol 298,5 % Carl Roth GmbH + Co. KG 3886.2
Quick Coomassie® Stain Serva Electrophoresis GmbH 35081.01
Di-Natriumhydrogenphosphat- Merck KGaA 1065761000
Dihydrat

Diphenylamin 299 % Carl Roth GmbH + Co. KG 9865.2
Dimethylsulfoxid (DMSO), Sigma-Aldrich Chemie GmbH  W387520
299%

DNA Gel Loading Dye (6X) Thermo Fisher Scientific Inc. R0611
Deoxynucleotide solution mix New England Biolabs GmbH N0447S

10 mM (dNTP)

Dulbecco's modified Eagle's Gibco, Thermo Fisher 31885-023
medium (DMEM) Scientific Inc.

Ethylenediaminetetraacetic acid Biomol GmbH E2210-05
Di-Natriumhydrat (EDTA),

0,25 M

Essigsaure 100 % Carl Roth GmbH + Co. KG 6755.2
Ethanol 299,5 % Carl Roth GmbH + Co. KG 5054.4
Fotales Kalberserum (FCS) Biochrom GmbH S0115
GeneRuler 1 kb DNA Ladder Thermo Fisher Scientific Inc. SM0311
Glycerin, Wasserfrei AppliChem GmbH A1123,1000
Wasserstoffperoxid (H2O,) 30% Merck KGaA 8222871000
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Bacto-Hefeextrakt Becton, Dickinson and 212720
Company

Imidazol 299 % Carl Roth GmbH + Co. KG X998.1

Carl Zeiss™ Immersionsol Thermo Fisher Scientific Inc. 10418653

Isopropyl-B3-D- Carl Roth GmbH + Co. KG CNO08.2

thiogalactopyranosid (IPTG),

299 %

Isopropanol 299,9 % Carl Roth GmbH + Co. KG 7590.1

Kalium-Dihydrogenphosphat, Carl Roth GmbH + Co. KG 3904.1

299 %

Biozym LE Agarose Biozym Scientific GmbH 840004

Luminol BC 295 % AppliChem GmbH A2185,0005

Methanol 299,9 % Carl Roth GmbH + Co. KG 0082.3

p-coumaric acid 298.0% Sigma-Aldrich Chemie GmbH  C9008-5G

Oxoid™ Magermilchpulver Thermo Fisher Scientific Inc. LPO031B

N,N,N',N'- Carl Roth GmbH + Co. KG 2367.3

Tetramethylethylendiamin

(TEMED), 299 %

Natriumchlorid (NaCl) 299,5 %  Carl Roth GmbH + Co. KG 3957.2

Natriumacetat wasserfrei Merck KGaA 1062680250

Natriumhydroxid (NaOH) Merck KGaA 1064821000

Natriumdodecylsulfat (SDS), Carl Roth GmbH + Co. KG 4360.1

=299 %

n-Butanol Merck KGaA 1019901000
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Page Ruler Unstained Protein Thermo Fisher Scientific Inc. 26614
Ladder 10 — 200 kDa

PageRuler Plus Thermo Fisher Scientific Inc. 26619
Prestained Protein Ladder 10 —

250 kDa

Penicillin (10000 U/ml)- Sigma-Aldrich Chemie GmbH  P4333
Streptomycin (10 mg/ml)

Dulbecco’s Phosphate buffered Biochrom GmbH L1825
saline (PBS)

Prestained Protein MW Marker  Thermo Fisher Scientific Inc. 26612
20 — 120 kDa

Puffer O (10x) Thermo Fisher Scientific Inc. BO5
Rinderdrisenspeichelmuzin Merck KGaA M3895
(BSM)

Rotiphorese® Gel 30 Carl Roth GmbH + Co. KG 3029.2
SOC Medium Takara Bio Inc. 636763
Terralin® protect Schilke & Mayr GmbH 181612
Tris-(hydroxymethyl)- Carl Roth GmbH + Co. KG 4855.1
aminomethan (TRIS)

Pufferan®, 299,9 %

Trypan blue solution (0,4 %) Sigma-Aldrich Chemie GmbH  T8154
Tween® 20 Carl Roth GmbH + Co. KG 9127.1
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4.1.6. Gerate

Tabelle 6: Auflistung der verwendeten Laborgeréate, Hersteller und Seriennummer oder Bezeichnung

Gerate Hersteller Seriennr. /Bezeichnung
Autoklav Fedegari Autoclavi S.p.A. FOB4/TS

Autoklav Fedegari Autoclavi S.p.A. FVA2/A1

Autoklav Fedegari Autoclavi S.p.A. FVA3/A1

Autoklav Systec Industrial Systems DE-45

GmbH
Automatic TLC Sampler4 Camag AG 022.7410
Automatische Camag AG 022.6606

Tauchvorrichtung

Beckmann Zentrifuge

Beckman Coulter, Inc

Rotoren: Avanti J-25;

JA-12
Camag Heat Plate I Camag AG 022.3306
Camag TLC Scanner 4 Camag AG 027.6200
Camag TLC Visualizer Il Camag AG 022.9810
CO; Inkubator NuAire Inc. Autoflow NU-5500E;
NU-5100E
Electrophoresis Power GE Healthcare EPS-301
Supply
Entwicklungskammer Camag AG 022.5265
Farbkamera Carl Zeiss AG Axio Cam ICcl
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Feinwaage Sartorius AG BP 210 S
Fohn Braun GmbH -
Gefrierschrank (-20 °C) Liebherr GmbH -

Gefrierschrank (-70 °C)

Thermo Fisher Scientific Inc.

Herafreeze Basic

HFU 486

Geldokumentationssystem

Intas Sciences Imaging

Instruments GmbH

Gel IX Imager

Inkubator

Thermo Fisher Scientific Inc.

Heraeus B 6120

Kuhlschrank

CTC, Clatronic International

GmbH
Magnetruhrer IKA-Werke GmbH & CO. IKAMAG Classic
KG
Mikroskop Carl Zeiss AG PrimoVert
Mikroskop Carl Zeiss AG Axiovert 200
PCR-Cycler Peqglab Biotechnologie peqSTAR

GmbH

pH-Elektrode

VWR International GmbH

SJ 114, 662-1383

pH-Meter

VWR International GmbH

inoLab pH 720

Plattenzentrifuge

Kisker Biotech GmbH

LMC-3000

Scanner

Canon GmbH

CanonScan 4400F

Schittel-Inkubator

IKA-Werke GmbH & CO.
KG

KS 4000 i control

Schittel-Inkubator

Infors AG

Multitron Standard
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Spektrophotometer

Agilent Technologies Inc.

Cary 60 UV-Vis

Spektrophotometer VWR International GmbH WPA CO 8000 Biowave
Sterilwerkbank NuAire Inc. NU-437400E
Thermoblock Eppendorf AG Thermomixer C
Tischzentrifuge Eppendorf GmbH 5415D

Ultraschallgeréat

Branson Ultrasonics Corp.

Branson 150

Vortexer IKA-Werke GmbH & CO. MS3 basic
KG
Waage Sartorius AG 14800P
Wasser- Merck KGaA Synergy UV SYN SV000
aufbereitungssystem
Wippschiuittler CAT Ingenieurbiro ST5
M. Zipperer GmbH
Zentrifuge Thermo Fisher Scientific Inc. Multifuge 1S-R
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4.1.7. Programme

Tabelle 7: Programme und verwendeten Versionen

Programm Version Hersteller

Wincats 1.4.6.2002 CAMAG

APE - a plasmid editor v2.0.30 by M. Wayne Davis
BioEdit 7.2.5 Hall, T.A. 1999.
Tecan i-control 2.0.10.0 Tecan Austria GmbH
OriginPro 2018b b9.5.5.409 Origin Lab Corporation
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4.1.8. Verwendete Kits

Tabelle 8: Verwendete Kits, Hersteller und die dazugehdrige Artikelnummer

Name des Kits Hersteller Artikelnummer
PAS-Farbekit Merck KGaA 101646
QlAprep Spin Miniprep Kit Qiagen GmbH 27104
In-Fusion® HD Cloning Plus Takara Bio Europe 638909
Wizard® SV Gel and PCR Clean- Promega GmbH A9281
Up System

4.1.9. Medien

Herstellung von LB-Medium (-Agar) nach Sambrook et al. (171)

Zur Herstellung von LB-Medium (-Agar) wurden folgende Chemikalien pro 1 L

Reinstwasser gelost:
109 Trypton

59 Hefeextrakt
10g NaCl

Sollte Agar hergestellt werden, wurden pro Liter zusatzlich 15 g Agar eingewogen.
Substanzen wurden in destillietem Wasser in zundchst Dreiviertel des
Gesamtvolumens gelost. Der pH-Wert des Mediums bzw. Agars wurde mit 1 M
NaOH auf pH 7,0 + 0,1 eingestellt und anschlieRend mit destilliertem Wasser auf das
Gesamtvolumen aufgefullt. Der Agar wurde anschlieBend autoklaviert, auf 50 °C
abgekuhlt und in Petrischalen gegossen. Die Lagerung von Medien und Agar erfolgte
bei 4 °C.

0,3 % LB-Bacto-Agarplatten

Zur Analyse des Schwimmverhaltens wurden LB-Bacto-Agarplatten hergestellt.

Hierfir wurden in 40 ml LB-Medium 0,12 g Bacto-Agar (entspricht 0,3 %)
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eingewogen. Sollten 60 bzw. 80 mM Natriumacetat dem Agar hinzugefligt werden,
wurden zu 0,12 g Bacto-Agar entweder 800 pul bzw. 1,07 ml der 3 M Stocklésung
von Natriumacetat (4.1.10.) hinzugefugt und anschlieend mit LB-Medium auf 40 ml
aufgeflllt. Der Agar wurde autoklaviert und anschlieend in Petrischalen gegossen.
Die Lagerung erfolgte maximal fur einen Tag bei 4 °C. Vor Verwendung wurden die
Platten unter der Sterilwerkbank fir eine Stunde bei offenem Deckel getrocknet.
Durch die Zugabe des Natriumacetats wurde der pH-Wert von 7,0 £ 0,1 nicht

verandert.

Zellkulturmedien

Zur Herstellung von Kultivierungsmedium wurden zu 500 ml DMEM 50 ml fétales
Kalberserum (Endkonzentration 10 %) und 5 ml Penicillin-Streptomycin
(Endkonzentration 100 U/ml/ 100 pg/ml) hinzugefiigt. Als Infektionsmedium wurde
lediglich DMEM ohne Zusatze verwendet. Die Lagerung der Medien erfolgte bei 4 °C.

4.1.10. Puffer und Losungen

3 M Natriumacetat-Lésung

Fur eine 3 M Natriumacetat-Lésung wurden zuerst in 30 ml Ultra-Reinstwasser 9,84
g Natriumacetat (wasserfrei) geldst, anschlie@Bend mit Ultra-Reinstwasser das
Volumen auf 40 ml aufgefullt und die Losung sterilfiltriert. Die Lagerung erfolgte bei

Raumtemperatur.

0,1 M CaCl,-Losung (+20 % Glycerin)

Zur Herstellung chemisch kompetenter E. coli wurde eine 0,1 M CaCl,-L6sung
benttigt. Hierfir wurden in 80 ml Ultra-Reinstwasser 1,47 g CaCl, gelost,
anschlieend das Volumen auf 100 ml mit Ultra-Reinstwasser aufgefillt. Zusatzlich
wurden in 60 ml Ultra-Reinstwasser 20 ml Glycerin und 1,47 g CaCl, geldst und
anschlieBend das Volumen auf 100 ml mit Ultra-Reinstwasser aufgefiillt. Diese

Losungen wurden autoklaviert und bei 4 °C gelagert.
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Herstellung des His-Lysepuffers nach Nubling et al. (157)

Zur Herstellung des His-Lysepuffers wurden folgende Chemikalien pro 750 ml Ultra-
Reinstwasser gelost:

17,54 g NaCl 300 mM
6,9 g NaH>PO4*H,0O 50 mM
0,68 g Imidazol 10 mM

Der pH-Wert wurde anschlieRend mit 1 M NaOH auf pH 8,0 £ 0,1 eingestellt und das
Volumen mit Ultra-Reinstwasser auf 1 L aufgefillt. Nach dem Autoklavieren wurde
der Puffer bei 4 °C gelagert.

Herstellung des His-Waschpuffers nach Nubling et al. (157)

Zur Herstellung des His-Waschpuffers wurden folgende Chemikalien pro 750 ml

Ultra-Reinstwasser gelost:
17,54 ¢ NaCl 300 mM
6,99 NaH,PO4*H,0O 50 mM
1,36 ¢ Imidazol 20 mM

Der pH-Wert wurde anschlieRend mit 1 M NaOH auf pH 8,0 + 0,1 eingestellt und das
Volumen mit Ultra-Reinstwasser auf 1 L aufgefillt. Nach dem Autoklavieren wurde

der Puffer bei 4 °C gelagert.

Herstellung des His-Elutionspuffers nach Nubling et al. (157)

Zur Herstellung des His-Elutionspuffers wurden folgende Chemikalien pro 750 ml

Ultra-Reinstwasser gelost:
17,54 g NaCl 300 mM

6,99 NaH,PO4*H,0 50 mM
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179 Imidazol 250 mM

Der pH-Wert wurde anschlieRend mit 1 M NaOH auf pH 8,0 £ 0,1 eingestellt und das
Volumen mit Ultra-Reinstwasser auf 1 L aufgefillt. Nach dem Autoklavieren wurde
der Puffer bei 4 °C gelagert.

Herstellung des Na'/K*-Puffer 10 mM nach Saile et al. (148)

Zuerst wurden 10 mM Stocklésungen hergestellt. Hierfir wurden in je 950 ml Ultra-
Reinstwasser 1,42 g Na;HPO, bzw. 1,36 g KH,PO, geldst, anschlielend das
Volumen mit Ultra-Reinstwasser auf 1 L aufgeflllt. AnschlieRend wurden beide
Stockldsungen gemischt, bis pH 7,0 £ 0,1 erreicht wurde. Der Puffer wurde nach dem

Autoklavieren bei 4 °C gelagert.

10x Laufpuffer

Zur Herstellung des 10x Laufpuffers wurden pro 750 ml Ultra-Reinstwasser folgende

Substanzen eingewogen:

144 g Glycin
33g Tris
25g SDS

Nach vollstandigem Loésen der Substanzen wurde mit Ultra-Reinstwasser das
Volumen auf 1 L aufgefullt. Der Puffer wurde autoklaviert und bei Raumtemperatur

gelagert.

1x Laufpuffer

Fur die SDS-PAGE wurde der 10x Laufpuffer 1:10 mit Ultra-Reinstwasser verdinnt

und nach Beenden der Elektrophorese verworfen.

39



6x Lammli Puffer

In folgender Reihenfolge wurden zur Herstellung des 6x Lammli Puffers folgende

Substanzen gel6st:

2,1 ml Ultra-Reinstwasser
4,7 mi Glycerin

0,01 % Bromophenolblau
1,2 ml Tris 0.5 M pH 6.8
129 SDS

Vor Gebrauch wurden % V% [B-Mercaptoethanol hinzugefiigt. Die Lagerung des 6x

Lammli Puffers erfolgte bei 4 °C. Nach Hinzufiigen von -Mercaptoethanol wurde

dieser bei -20 °C weggefroren.

Herstellung von 10x TBS Losung nach Nubling et al. (157)

Zur Herstellung der 10x TBS Ldsung wurden 24,2 g Tris (200 mM) und 81,8 g NaCl
(2,4 M) eingewogen und zuerst in 750 ml Ultra-Reinstwasser geldst, anschlielend
wurde das Volumen mit Ultra-Reinstwasser auf 1 L aufgeflllt. Nach dem

Autoklavieren wurde die Losung bei Raumtemperatur gelagert.

Herstellung der 1x TBS-T Losung nach Nubling et al. (157)

Der fur den Westernblot benotigte Waschpuffer besteht aus 10fach verdiinnter 10x
TBS Losung. Dieser wurde vor jeder Verwendung frisch hergestellt, indem 100 ml
der 10x TBS LoOsung in 900 ml Ultra-Reinstwasser gegeben wurden. Zusétzlich
wurde 1 ml Tween 20 hinzugefugt.

Herstellung der Blockierlésung (Westernblot) nach Ntbling et al. (157)

Zum Blockieren von Membranen wurden in 50 ml 1x TBS-T Losung 2,5 g Milchpulver

(Westernblot grade) geldst. Die Losung wurde vor der Verwendung frisch zubereitet.
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Transferpuffer
Zur Herstellung des Transferpuffers wurden in 800 ml Ultra-Reinstwasser Tris, Glycin
und SDS gel6st. AnschlielRend wurde mit 200 ml Methanol auf 1 L aufgefillt. Nach

dem Autoklavieren wurde der Puffer bei Raumtemperatur gelagert.

Zusammensetzung:

6.06 g Tris 50 mM

3.0¢9 Glycine 40 mM

400 mg SDS 0.04 % (w/v)
200 mL Methanol 20 % (viv)

Herstellung der ECL-L6sung nach Nubling et al. (157)

Zur Entwicklung von PVDF-Membranen wurde eine ECL-L6sung hergestellt. Diese
besteht aus den drei separaten Lésungen A, B und C, welche vor Verwendung frisch
angesetzt wurden.

Tabelle 9: Zusammensetzung der ECL-L6sung fir die Entwicklung des Westernblots

Eingesetzte Menge fir die

Zusammensetzung: ECL-LOsung:
Losung A In 200 ml Ultra-Reinstwasser geldste 2ml
2,4 g Tris (100 mM) und 50 mg Luminol
(1,4 M), pH 8,6
LosungB In 10 ml DMSO wurden 11 mg p- 100 pl

Coumarinsaure (67 mM) gelost

Losung C 30 % H,0, 0,6 ul

Ampicillin-Stocklésung (100 mg/ml)

Zur Herstellung einer 100 mg/ml Stocklésung wurden zuerst in 7 ml Ultra-

Reinstwasser 1,062 g Ampicillin-Salz gelost, anschliel3end das Gesamtvolumen auf
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10 ml mit Ultra-Reinstwasser aufgefillt. Nach Sterilfiltration wurde die Lésung in 500

pl Aliquots bei -20 °C gelagert.

NaCl-L6sung

In 950 ml Ultra-Reinstwasser wurden 9 g NaCl geldst, anschliel3end das Volumen auf

1 L aufgefullt. Die Lésung wurde anschlieRend autoklaviert und bei 4 °C gelagert.

50 x TAE-Puffer

Zur Herstellung von 1 L 50x TAE-Puffer wurden folgende Substanzen eingewogen

und zuerst in 700 mlUltra-Reinstwasser gelost:

242049 Tris 2M
14649 EDTA 50 mM
57,1 mL Essigsaure 17.5 % (v/v)

Der Puffer wurde mittels Ultra-Reinstwasser auf ein Volumen von 1 L aufgefillt und
anschlielend bei Raumtemperatur gelagert. Fur die Elektrophorese wurde der Puffer

vor Verwendung 1:50 mit Ultra-Reinstwasser verdinnt.

10 % APS

Zur Herstellung einer 10% APS-Stocklosung wurden in 7 ml Ultra-Reinstwasser 1 g
APS gelost, das Volumen mittels Ultra-Reinstwasser auf 10 ml aufgeftllt und
anschlieend je 200 ul in 1,5 ml ReaktionsgefalRe aliquotiert. Diese wurden bis zur
Verwendung bei -20 °C gelagert.

25 % SDS

Zur Herstellung einer 25 % SDS-Stocklésung wurden zuerst in 7 ml Ultra-
Reinstwasser 2,5 g SDS gelost, anschlielRend das Volumen mit Ultra-Reinstwasser

auf 10 ml aufgefullt. Die Losung wurde bei Raumtemperatur gelagert.
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12 % Polyacrylamidgele fur die SDS-PAGE:

Polyacrylamidgele bestehen aus einem Trenn- und Sammelgel. Die
Zusammensetzung der Gele ist in Tabelle 10 aufgelistet. Grundsatzlich wurden zwei
Gele mit einer Grof3e von jeweils 12 x 8 cm gleichzeitig hergestellt. Zuerst wurde das
Trenngel hergestellt, indem die bendtigten Substanzen (Tab. 10) in einem 50 ml
Reaktionsgefal? gemischt wurden. Dabei wurde darauf geachtet, dass APS und
TEMED zuletzt hinzugegeben wurden, da diese die Polymerisierung ausldsen.
Miitels einer 10 ml serologischen Pipette wurde die Giel3kammer zu circa dreiviertel
des Gesamtvolumens beflllt. Um Luftblasen und Austrocknen des Gels zu
verhindern, wurde 1 ml Isopropanol auf das Gel in die GielRkammer pipettiert. Sobald
das Gel in der Kammer auspolymerisiert war, wurde das Sammelgel zubereitet.
Hierbei wurde auch darauf geachtet, dass APS und TEMED zuletzt hinzugefiigt
wurden. Das Isopropanol in der Kammer wurde abgegossen und das Sammelgel bis
zur oberen Kante mitels einer 10 ml serologischen Pipette hinzupipettiert. Ein Kamm
zur Erstellen von Taschen im Gel wurde in die Kammer eingesteckt. Nach
Auspolymerisieren der Gele konnten diese aus den GieRkammern entnommen
werden und in 0,1 % SDS getrankten Tluchern gewickelt bei 4 °C flr wenige Tage

gelagert werden.

Tabelle 10: Zusammensetzung von SDS-PAGE Gelen (2 Gele; 12cm x 8 cm)

Substanz Menge
Trenngel (12 %) Monomerldsung 30 Rotiphorese 6 ml

2 M Tris-HCI pH 8,8 2,81 ml

25 % SDS 60 pl

10 % APS 150 pl

TEMED 15 ul
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Substanz Menge
Sammelgel (4 %) Monomerldsung 30 Rotiphorese 1,33 ml
2 M Tris-HCI pH 6,8 1,25 ml
25 % SDS 40
10 % APS 100 pl
TEMED 15 ul

4.1.11. Verwendete Antikorper

Tabelle 11: Verwendete Antikorper fur die Detektion von rekombinant exprimierter Proteine

Antikdrper Typ Ursprung Hersteller Artikelnummer:
6x-His Tag Primar-Antikbrper Maus Thermo MA1-21315
Monoclonal Fisher
Antibody Scientific
(HIS.H8) Inc.
Goat-anti-  Sekundar- Ziege Thermo 31430
mouse 1gG Antikérper Fisher
(H+L) Scientific
Inc.

4.1.12. Laufmittel fir die HPTLC

Das Laufmittel fir die HPTLC wurde vor jedem Versuch frisch zusammengemischt

und bestand aus N-Butanol, Essigsaure, Reinstwasser im Verhaltnis 6:3:3; v/v/v.
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4.2. Methoden

4.2.1. Kultivierung von Bakterien

Die verwendeten E. coli Stamme wurden auf LB-Agar kultiviert. Bei Bedarf wurde das
entsprechende Antibiotikum hinzugefugt. Inkubiert wurden die Bakterienkulturen tber
Nacht bei 37 °C. Im Flussigmedium wurden die Bakterien bei 180 rpm im
Rotationsschittler geschuttelt. Fir Glycerinkonserven wurden 600 ul der Kultur und 1
ml 80 % Glycerin gemischt, in Kryo-GefalRe tberfuhrt und anschliel3end bei -70 °C

gelagert.

4.2.2. Restriktion des Plasmides pET22b(+)

Zur Linearisierung der Plasmid-DNA pET22b(+) wurden die Restriktionsenzyme Xhol
und Ndel nach Herstellerprotokoll verwendet. Dafur wurde 1 ug Plasmid-DNA mit 3 pl
10x Puffer O und 5 U Ndel sowie 10 U Xhol gemischt. Mit Reinstwasser wurde das
Endvolumen auf 30 ul eingestellt und der Ansatz bei 37 °C fur 16 Stunden inkubiert.
AnschlieBend wurde zur Hitzeinaktivierung der Enzyme der Ansatz fur 20 Minuten
bei 80 °C erhitzt.

4.2.3. Polymerase Kettenreaktion

Das nanS-pl5 Gen wurde mit der Polymerase Kettenreaktion (PCR) amplifiziert.
Hierfir wurden zwei verschiedene Polymerasen verwendet. Zum Klonieren wurde die
thermostabile Phusion Polymerase mit einer 3° - 5° Exonukleaseaktivitat (,proof-
reading“) verwendet, da diese laut Anbieter (Thermo Fisher Scientific Inc.) nahezu
fehlerfrei amplifiziert. Um generell die Gro3e des Inserts nach der Klonierung zu
Uberprufen, wurde die Taq Polymerase verwendet. Diese weist keine ,proof reading®-
Funktion auf. Des Weiteren wurde fiur eine erfolgreiche Amplifikation
Desoxynukleotide (ANTPs) und spezifische Oligonukleotide verwendet. Als Template
wurde ,Koch-DNA"® der Stamme E. coli C600/®226692 und. E. coli BL21(DE3)/pET-
22b(+)/nanS-p15 verwendet. Dafur wurde eine Kolonie in 50 ul Reinstwasser
Uberfuhrt und fur 10 Minuten bei 95 °C aufgekocht. Nach Zentrifugation bei 13000
rpm in der Tischzentrifuge fur eine Minute befand sich die genomische und Plasmid-
DNA im Uberstand und konnte fir die PCR eingesetzt werden. Die

Zusammensetzung des PCR-Ansatzes ist in Tabelle 12 aufgefihrt.
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Tabelle 12: Zusammensetzung der PCR-Ansatze mit der Phusion und Taq Polymerase

Ansatz fiir Phusion Polymerase:

5x High Fidelity Buffer

dNTPs 10mM
Primer (forward)
Primer (reverse)

Phusion Polymerase

Template (Koch-DNA)

Ultra-Reinstwasser

Ansatz fur Taq Polymerase:

10x Standard Taq Reaction Buffer 2,5 pl

dNTPs 10mM
Primer (forward)
Primer (reverse)

Tag Polymerase

Template (Koch-DNA)

Ultra-Reinstwasser

0,5 ul
2 ul

17 pl

Als Negativkontrolle der PCR wurde einem zusétzlichen Ansatz anstatt Template 2 pl

Ultra-Reinstwasser hinzugefugt. Als Positivkontrolle wurde als Template 2 pl der
Plasmid-DNA pET22b(+)/nanS-pl hinzugefugt. Die Proben wurden in einen PCR-

Cycler gegeben und das in Tabelle 13 darlegende Programm gewahlt.

Tabelle 13: Eingestelltes PCR-Programm am PCR-Cycler

Temperatur

98 °C
98 °C

50 °C

68 -72°C
68 -72°C

8°C

Dauer

10 Min

1 Min

30 Sek

2 Min

10 Min

Hold

Schritt

Denaturierung
Denaturierung

Primer

Hybridisierung
Extension
Extension

Kihlen

Anzahl| der
Zyklen

1

35
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Wurde zur Amplifikation die Phusion Polymerase eingesetzt, wurde fur den Schritt
.Extension® eine Temperatur von 72 °C gewahlt. Wurde die Taq Polymerase
verwendet, wurde eine Temperatur von 68 °C gewahlt. Um eine erfolgreiche
Amplifikation nachzuweisen, wurden die Ansétze elektrophoretisch analysiert. Hierfur
wurden zu 50 pl PCR-Ansatz 10 ul 6x Loading Dye hinzugegeben und diese in
Taschen eines 1,5 % Agarosegels in 1x TAE Puffer pipettiert. Ein 1 kb
Molekulargewichtsstandard wurde verwendet. Die Elektrophorese wurde fur 1,5
Stunden bei 120 V durchgefuhrt. Nach Beenden wurde das Gel fir 30 Minuten in ein
1 % Ethidiumbromidbad gelegt, anschlieend fir 5 Minuten in Reinstwasser
gewaschen. Danach konnte das Gel unter UV-Licht mittels eines Gel-

Dokumentationssystems uberpruft werden.

4.2.4. DNA-Isolierung aus Agarosegel

Um restringierte Plasmide und PCR-Fragmente aufreinigen zu kénnen, wurde das
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System verwendet. Mit einem Skalpell wurde
unter UV-Licht die zu aufreinigende DNA aus dem Agarosegel ausgeschnitten und in
2 ml Reaktionsgefal3e Uberfihrt. Die Gelstiicke wurden gewogen und pro 10 mg
wurden 10 pl Membrane Binding Solution hinzu pipettiert und bei 65 °C im
Thermoblock unter leichtem Schutteln inkubiert, bis das Gel vollstandig aufgeldst
war. AnschlieBend wurden die Ansatze in SV Minisdulen Uberfuhrt und bei 13000
rom in der Tischzentrifuge fur eine Minute zentrifugiert. Der Durchfluss wurde
verworfen und Saulen mit je 700 ul Waschpuffer gewaschen. Um restlichen
Waschpuffer zu entfernen, wurde erneut zentrifugiert. Die Saulen wurden in frische
1,5 ml ReaktionsgefaRe Uberfuhrt und die DNA mit je 30 pl Ultra-Reinstwasser

eluiert.

4.2.5. HD In-Fusion® Reaktion

Die HD In-Fusion® Reaktion basiert auf der Verwendung einer DNA Polymerase aus
dem Vacciniavirus. Diese weist eine 3" - 5° Exonukleaseaktivitat, wodurch Basen bei
Insert und Plasmid in 3° - 5 Richtung entfernt werden. Bei der vorherigen
Amplifikation des Inserts werden Primer so designt, dass am 3'- und 5 -Ende circa

15 bp homolog zur multiplen Klonierungsstelle des Plasmides entstehen. Durch die
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komplementaren Uberhange an Insert und Plasmid, werden diese fusioniert. Dadurch
mussen fur die Klonierung keine Restriktionsenzyme verwendet werden. Die
Methode kommt meist dann zum Einsatz, wenn das Insert in der Sequenz die
gleichen Schnittstellen enthalt, wie sich in der multiplen Klonierungsstelle des
Vektors vorkommen. Die Fusion des linearisierten Plasmides pET22b(+) und des
amplifizierten nanS-pl5 erfolgte nach dem Protokoll von Clontech. Die Reaktion
bestand aus 50 ng pET22b(+), 75 ng nanS-pl5, 2 ul 5x In-Fusion HD Enzyme
Premix und wurde mit Ultra-Reinstwasser auf 10 pl aufgefillt. Nach Inkubation bei 50
°C fur 15 Minuten wurde anschlieRend der Ansatz fur wenige Minuten auf Eis

abgekunhlt und bis zur Transformation bei -20 °C gelagert.

4.2.6. Herstellung chemisch kompetenter E. coli BL21(DE3)

Zuerst wurden 10 ml LB-Medium mit einer frischen Kolonie von E. coli BL21(DE3)
beimpft und bei 37 °C uber Nacht bei 180 rpm inkubiert. Von dieser Ubernachtkultur
wurde 1 ml enthommen und in 45 ml frisches LB-Medium Uberfuhrt. Diese
Hauptkultur wurde bis ODgoo = 0,6 inkubiert und anschlief3end in ein 50 ml Réhrchen
Uberfuhrt und fir 15 Minuten auf Eis gestellt. Die Kultur wurde dann in der Beckmann
Zentrifuge unter der Verwendung des Ja-12 Rotors bei 4 °C und 4000 rpm fir 10
Minuten zentrifugiert, das Pellet in 10 ml eiskalter 0,1 M CaCl, Losung resuspendiert
und nach 30-mindtiger Inkubation auf Eis wurde erneut zentrifugiert. Das Pellet
wurde in 10 ml eiskalter 0,1 M CaCl, + 20 % Glycerin resuspendiert und in 50 pl

Aliquots auf 1,5 ml Reaktionsgefal3e aufgeteilt. Diese wurden bei -70 °C gelagert.

4.2.7. Transformation chemisch kompetenter E. coli

Um Plasmid-DNA in E. coli Stellar bzw. BL21(DE3) transformieren zu kénnen, wurde
zunachst ein Aliquot der chemisch kompetenten Zellen auf Eis aufgetaut und
anschlieend zu Stellar Zellen 50 ng DNA, zu BL21(DE3) circa 1000 ng DNA hinzu
pipettiert, vorsichtig durchmischt und fir 30 Minuten weiter auf Eis inkubiert.
Anschlief3end folgte der Hitzeschock bei 42 °C fur 45 Sekunden bei Stellar Zellen, fur
BL21(DE3) Zellen eine Minute. Nach Abkuhlen der Transformanten auf Eis wurden
500 pl 37 °C warmes néahrstoffreiches SOC Medium, welches in dem Kit In-Fusion®

HD Cloning Plus enthalten ist, hinzugefigt und Proben fir eine Stunde bei 37 °C
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unter leichtem Schitteln im Thermoblock inkubiert. Anschlielend wurde in der
Tischzentrifuge bei 13000 rpm fir eine Minute zentrifugiert, der Uberstand verworfen
und das Pellet im Rucklauf resuspendiert. Diese wurden auf LB-Agarplatten + 100

pg/ml Ampicillin ausplattiert und tGber Nacht bei 37 °C im Brutschrank inkubiert.

4.2.8. Plasmidisolierung aus E. coli (Mini Praparation)

Um Plasmid-DNA aus E. coli zu isolieren, wurde das QIAprep Spin Miniprep Kit von
QIAGEN verwendet. Die Durchfiihrung folgte mit kleinen Anderungen nach dem
entsprechenden Protokoll des Kits von QIAGEN. Von positiven Transformanten
wurde eine frische Kolonie gepickt und in 10 ml LB-Medium + 100 pg/ml Ampicillin
resuspendiert und bei 37 °C, 180 rpm tber Nacht inkubiert. Hiervon wurden 2x 1,5 ml
entnommen, in 1,5 ml Reaktionsgefal3e Uberfihrt und bei 13000 rpm flir eine Minute
in der Tischzentrifuge zentrifugiert. Die Uberstande wurden verworfen und Pellets in
je 250 ul P1 Puffer resuspendiert. Nach Zugabe von jeweils 250 pl P2 Lysepuffer,
mehrmaligem Invertieren und einer Inkubation fur 5 Minuten bei Raumtemperatur
(RT), wurde die Lyse mit je 350 ul N3 Neutralisationspuffer gestoppt und
ReaktionsgefalRe fur 10 Minuten bei 13000 rpm zentrifugiert. Eine Saule wurde mit
den Uberstanden beladen. Hierfir wurden immer 700 pl in die Saule pipettiert,
anschlieend zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Danach wurde erneut die
Saule mit 700 ul Uberstand beladen, bis die Uberstande der Proben vollstandig
aufgebraucht waren. Die Saule wurde mit 700 pl ethanolhaltigem Waschpuffer
beflllt, fir 5 Minuten bei RT inkubiert und erneut zentrifugiert. Um den Waschpuffer
vollstandig zu entfernen, wurde die Saule ein zweites Mal zentrifugiert. Die S&ule
wurde in ein steriles 1,5 ml Reaktionsgefal3 gegeben und 30 ul 60 °C warmes Ultra-
Reinstwasser in die Mitte der Saule pipettiert. Nach 5-mintiger Inkubationszeit
wurde zentrifugiert. Der Durchfluss enthalt die Plasmid-DNA, welche bei -20 °C

gelagert werden kann.

4.2.9. Induktion der Genexpression von nanS-p-His

5 ml LB-Medium + 100 pg/ml Ampicillin wurden mit einer frischen Kolonie der
Bakterienkultur E. coli BL21 (DE3)/pET-22b(+)/nanS-pl (-p2; -p4; -p15) inokuliert und

tber Nacht bei 37 °C inkubiert. Mit entsprechenden Volumina der Ubernachtkultur
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wurden 200 ml LB-Medium + 100 pg/ml Ampicillin zur ODgoo = 0,1 beimpft. Die
Hauptkultur wurde bis zur exponentiellen Wachstumsphase bei einer ODggo = 0,6 bei
37 °C inkubiert. Dem Medium wurden 200 pl IPTG hinzugefugt und die Kultur fur
weitere 4 Stunden inkubiert. AnschlieBend wurde die Kultur in 50 ml
ReaktionsgefalRe Uberfihrt und bei 4000 g, 4 °C fur 10 Minuten zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und die Pellets bei -20 °C eingefroren.

4.2.10. Protein-Aufreinigung

Um Proteine aufzureinigen, wurde nach dem Protokoll von Nibling et al. und Saile et
al. (157, 148) gearbeitet. Zum Aufschlie3en der Zellen wurde das eingefrorene Pellet
zundchst auf Eis aufgetaut und in 10 ml His-Lyse-Puffer resuspendiert. Die
Ultraschall-Behandlung erfolgte fiir 6 x 10 Sekunden, wobei zwischen den Schritten
jeweils 10 Sekunden pausiert wurde. Das Lysat wurde in Zentrifugenbecher Uberfiihrt
und fur 25 Minuten bei 4 °C und 25000 g im Rotor JA-25 in der Beckmann Zentrifuge
zentrifugiert. Eine Ni**-NTA-Beads-haltige Saule wurde mit dem Uberstand des
Zentrifugates beladen und anschlie3end im Rotationsschuttler fur 4 Stunden bei 4 °C
inkubiert. Nach Offnen der Saule wurde der Durchfluss aufgefangen und bei 4 °C
aufbewahrt. Die Saule wurde dreimal mit je 2 ml His-Wasch-Puffer gewaschen,
wobei jede Fraktion aufbewahrt wurde. Es wurde anschlieBend mit 2, 1 und 0,5 ml
His-Elutions-Puffer eluiert und die Fraktionen aufbewahrt. Zur Umpufferung wurden
die Elutionsfraktionen vereint und in eine 3 ml Slide-A-Lyzer Dialyse Kassette
uberfihrt. Fir die anschlieRende Dialyse wurde die Kassette in 2,5 L Na'/Ka'-Puffer
bei 4 °C und leichter Rotation tber Nacht dialysiert. Der Dialysepuffer wurde erneuert
und die Kassette weitere 4 Stunden inkubiert. Mit einer Spritze wurde das Eluat
entnommen, in 1,5 ml Reaktionsgefal3e aliquotiert und bei -20 °C gelagert. Von
jedem Durchfluss der Saule, sowie dem dialysierten Eluat wurden 50 pl fir eine

anschlieRende SDS-PAGE entnommen.

4.2.11. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zunachst wurden 12 %ige SDS-Gele hergestellt (4.1.10.) und in eine Vertikal-
Elektrophoresekammer eingespannt. Die Kammer wurde mit 1x Laufpuffer befullt.

Die Taschen der Gele wurden mit einer Hamilton Pipette entweder mit 6 pl Protein
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Marker oder 10 pl der zu analysierenden Proben beladen. Die Elektrophorese wurde
mit 180 V fur 1,2 Stunden durchgefiuhrt. SDS-Gele wurden anschlielend fur 20
Minuten mit 20 ml Quick Coomassie Farbeldsung unter leichtem Schwenken gefarbt.
Um Uberschissige Farbelésung zu entfernen wurden Gele fir eine Stunde unter
leichtem Schwenken in Reinstwasser teilentfarbt. Gele wurden mit einem Epson

Scanner gescannt.

4.2.12. \Westernblot

Zur spezifischen Proteindetektion wurde ein Westernblot durchgefihrt. Zuerst
wurden 4 Whatman® Filterpapiere in Transferpuffer (4.1.10.) gelegt und eine auf das
SDS-Gel zugeschnittene PVDF-Membran fir 5 Minuten in Methanol aktiviert. Nach
Abschluss der SDS-PAGE (4.2.11.) wurde das ungefarbte Gel auf die PVDF-
Membran gelegt und dieses beidseitig von Transferpuffer getrankten Whatman®
Filterpapiere belegt und mittig in eine Elektrophoresekammer platziert. Das Blotten
wurde fiir eine Stunde bei 0,8 mA/cm? der Membran durchgefiihrt. AnschlieRend
wurde die Membran in 25 ml Blockierlosung gegeben und fur 2 Stunden bei RT auf
einem Wippschittler blockiert. Die Blockierldsung wurde abgenommen, die Membran
fur wenige Minuten in 25 ml 1x TBS-T gewaschen und tUber Nacht in 25 ml primaren
6x His-Tag-Antikdrper (1:2000 Verdunnung in 1x TBS-T) bei 4 °C auf einem
Wippschiittler inkubiert. Um Uberschiussigen Antikdrper zu entfernen, wurde die
Membran dreimal fir je 10 Minuten mit jeweils 25 ml 1x TBS-T bei RT unter Wippen
gewaschen. Nach Zugabe von 25 ml des sekundaren Goat-Anti-Mouse-Antikdrpers
(2:20000 verdunnt in 1x TBS-T) wurde die Membran fir weitere 2 Stunden inkubiert.
Nach erneutem dreimaligem Waschen mit 1x TBS-T wurde zur Detektion der
spezifischen Proteine auf die Membran eine ECL-LOsung pipettiert. Diese wurde
frisch angesetzt und enthalt 2 ml Losung A, 200 pl Losung B und 0,6 pl der Lésung
C. Nach zwei minutiger Inkubation bei RT wurde die Membran in das BioRad XRS

Detektionssystem gelegt und folgende Einstellungen des Programmes gewahlt:

Total Exposure Time (sec) 600
Starting Exposure Time (sec) 20
Number of Exposures 20
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Im Modus ,Chemi 2x2 Bin Olaf‘ kdnnen Antikorper-gebundene Proteine detektiert
werden. Zur Aufnahme des Markers wurde der Modus ,EPI White Olaf* ausgewahlt.

Fur letzteres wurde die Einstellung Auto Expose angewéhlt.

4.2.13. Protein-Konzentrationsbestimmung nach Bradford

Die Konzentrationsbestimmung von Proteinen erfolgte nach Bradford und wurde mit
dem BioRad Protein-Assay Dye Reagent durchgefuhrt. Das Prinzip des Assays
beruht auf einer Komplexbildung zwischen Seitenketten der Proteine mit einem
Farbstoff. Als Farbstoff fungiert im verwendeten Assay Coomassie-Brilliant-Blau,
wodurch nach Bildung des Protein-Komplexes ein blauer Farbstoff entsteht. Die
Intensitat der Blaufarbung ist proportional zur Proteinkonzentration und kann tber die
optische Dichte bei 595 nm ermittelt werden. Zur Berechnung der Konzentrationen ist
eine lineare Eichgerade notwendig. Hierfur wurde zunéchst eine Standard-
Verdiuinnungsreihe mit Konzentrationen von 0, 20, 30, 40, 50, 60, 80 und 100 pg/ml in
Ultra-Reinstwasser des Proteins Albumin Fraktion V generiert. Das rekombinant
exprimierte, aufgereinigte Protein wurde 1:10, 1:15, 1:20, 1:50, 1:100, 1:150 und
1:200 mit Ultra-Reinstwasser verdinnt. Von jeder Probe wurde als Doppelansatz 50
pl in eine 96 Wellplatte pipettiert. Den Ansatzen wurden jeweils 200 pl BioRad
Protein-Assay Losung (1:5) hinzugefiigt und diese dann bei RT 5 Minuten inkubiert.
Durch Bindung des Farbstoffes an Proteine entsteht eine proportionale
kolorimetrische Reaktion, welche am Tecan-Reader bei ODsgs,m gemessen werden
kann. Durch die lineare Eichgerade des Standards Albumin kann die Konzentration

des gereinigten Proteins ermittelt werden.
y=mx-+n (2)
y = Abhangige Variable
m = Steigung
n = y-Achsen- und Ordinatenabschnitt/ Verschiebungskonstante
x = Unabh&ngige Variable

Der ermittelte OD-Wert wird zur Berechnung als abhangige Variable y eingesetzt und
die Formel nach x aufgeldst. Die berechnete Konzentration in pg/ml wird mit dem
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Verdiunnungsfaktor verrechnet, woraus die endgulltige Konzentration des

aufgereinigten Proteins resultiert.

4.2.14. Herstellen der Derivatisierungsreagenz Diphenylamin-Alanin-
Phosphorsaure (DAPA)

Unter Rihren wurden 130 ml Aceton, 3 ml Anilin und 3 g Diphenylamin zugegeben.
Zur Ansauerung wurden 15 ml 85 % ortho-Phosphorsaure hinzu pipettiert und das
Reagenz anschlielend mit Aceton auf 150 ml Gesamtvolumen aufgefillt. Das

Derivatisierungsreagenz DAPA ist im Kihlschrank fur einige Wochen haltbar.

4.2.15. High-Performance Thin Layer Chromatography (HPTLC)

Die Probenapplikation erfolgte automatisch mit dem ATS 4 von Camag und dem
Program Wincats. Das Gerat enthalt eine integrierte Hamilton-Spritze, wodurch
Volumina von flissigen Proben von 0,5 pl bis 10 pl aufgetragen werden kénnen. Zu
analysierende Proben wurden in die Vorrichtung des Geréates gegeben. Um schmale
Banden auf der Kieselplatte zu erzeugen, erfolgte die Probenapplikation als
Spruhauftragung unter der Verwendung von N,. Die Banden wurden mit einer Lange
von 6 - 8 mm auf die Kieselgelplatte aufgetragen. Das Auftragevolumen variierte
abhangig von der Konzentration des Analyten zwischen 2 und 6 pl. Die Entwicklung
erfolgte in einer Entwicklungskammer von Camag, welche zuvor mit 10 bis 20 ml
Laufmittel befillt wurde, um eine Kammersattigung zu erreichen. Die Platte wurde fir
circa 30 - 45 Minuten senkrecht in die Kammer gestellt und nach Erreichen der
gewunschten Laufhdhe mit einem Fo6hn einige Minuten getrocknet. Zur Detektion der
getrennten Analyten wurde die Platte in eine automatische Tauchvorrichtung
gegeben, fir 1 Sekunde in die Derivatisierungsreagenz getaucht und anschliel3end
bei 110 °C fur 20 Minuten getrocknet. Die Banden werden durch die Derivatisierung
sichtbar und koénnen mittels des TLC Visualizer detektiert werden. Diese
Photodokumentationseinheit detektiert die Banden bei Weililicht, 254 nm und 366

nm.
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4.2.16. Enzymatische de-O-Acetylierung von Neuraminsauren

Von mono-O-acetyliertem Neu5,9Ac, (zur Verfiigung gestellt von Wolfgang Fessner
und Ning He, technische Universitdt Darmstadt) und mono-O-acetylierte Neu5,4Ac;
wurden zunéchst Stocklésungen mit einer Konzentration von 1 mg/ml, gelést in 50
mM Tris-HCI pH 7,5, hergestellt. Davon wurden flr enzymatische Ansatze je 100 g
mit jeweils 5 pg von NanS-His, NanS-pl-His, NanS-p2-His oder NanS-p4-His
(Konzentrationen siehe 5.2.) bei 25 °C fur eine Stunde inkubiert. Um eine
vollstandige de-O-Acetylierung von Neuraminsauren gewahrleisten zu kénnen, wurde
nach einer Stunde Inkubation erneut 5 pg des jeweiligen Enzyms hinzugeftigt und fur
eine weitere Stunde inkubiert. Proben wurden anschlie3end bei 95 °C fur 10 Minuten
hitzeinaktiviert. Als Negativkontrolle wurden 100 pg der Neuraminsauren (Neu5Ac,
Neu5,9Ac,, Neu5,4Ac,) fur zwei Stunden bei 25 °C inkubiert.

4.2.17. Enzymatischer Verdau von Rinderdriisenspeichelmuzin

Fir HPTLC Analysen wurde Rinderdrusenspeichelmuzin (BSM) in einer
Konzentration von 1 mg/ml in 50 mM Tris-HCI pH 7.5 geldst. Wurden BSM Proben
fur nanoESI MS Analysen eingesetzt, wurde das Muzin in einer Konzentration von 1
mg/ml in Ultra-Reinstwasser gelést. Von Muzinlésungen wurden fir enzymatische
Verdaus 100 pg mit je 5 ug von NanS-His, NanS-p1-His, NanS-p2-His oder NanS-
p4-His (Konzentrationen siehe 5.2.) fur 2 Stunden bei 25 °C inkubiert. AnschlieRend
wurden erneut 5 pg Enzym hinzugefugt und die Inkubation fur weitere 2 Stunden
verlangert. Flr enzymatische Verdaus mit BTSA-His wurden zu Beginn 0,96 ug
BTSA-His hinzugefigt und 4 Stunden bei 25 °C (co-) inkubiert. Als Negativkontrolle
diente BSM ohne Enzyme. Alle Reaktionen wurden anschlieend bei 95 °C fur 10

Minuten hitzeinaktiviert.

4.2.18. Probenvorbereitung fur nanoESI MS Analysen

Enzymatisch degradierte Muzinproben mit NanS-His oder NanS-p-His, sowie
unverdautes Muzin (no enzyme control), wurden mit je 12,5 % (v/v) Essigsaure fir 2
Stunden bei 95 °C inkubiert, was zu einer vollstdndigen Fragmentierung von Zucker-

und Aminosaurenketten fuhrt (172). Nach Abkihlen der Proben auf Raumtemperatur
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wurden diese in vacuo getrocknet und anschliel3end in 40 % Methanol, welches 0,5
% Ameisensaure enthalt, gelést. BTSA-His behandelte Muzinproben wurden nach
Verdau direkt im Volumen 1:1 mit Methanol versetzt. Proteine werden dadurch
prazipitiert und durch BTSA-His hydrolysierte Neuraminsauren befinden sich im
Uberstand. Proben wurden anschlieBend mittels nanoESI MS analysiert. Die
Probenvorbereitung fur nanoESI MS Analysen wurde von Dr. Gottfried Pohlentz der
Universitat Manster, Institut fir medizinische Mikrobiologie- und Hygiene im Labor
von Prof. Dr. Johannes Muthing durchgeftihrt (172).

4.2.19. Massenspektrometrische Analysen mittels nanoESI MS

Massenspektrometrische  Analysen wurden mit einem SYNAPT G2-S
Massenspektrometer durchgefuhrt. Dieses ist ausgestattet mit einer Z-Spray

lonenquelle im Positiv-Modus (hohe Sensitivitat gegentber positiv geladener lonen).

Parameter Einstellungen am SYNAPT G2-S
Temperatur der Proben 80 °C

Kapillarspannung 0.8 kV

Kegelspannung 20V

Die massenspektrometrischen Analysen wurden von Dr. Gottfried Pohlentz der
Universitat Mdinster, Institut fir medizinische Mikrobiologie und Hygiene

vorgenommen im Labor von Professor Dr. Johannes Muthing durchgefuihrt (172).

4.2.20. Kultivierung und Passagieren von HT-29 und LS 180 Zellen

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Darmepithelzelllinien HT-29 (Passage 4
bis 19) und LS 180 (Passage 46 bis 51) wurden in Kulturflaschen in CO,-Inkubatoren
bei 5 % CO, und 37 °C inkubiert. Als Kultivierungsmedium wurde DMEM verwendet,
welches 10% FCS und 100 pg/ml Streptomycin sowie 100 U/ml Penicillin enthielt
(4.1.9.). Als Infektionsmedium wurde DMEM ohne Zuséatze verwendet. Die Zelllinien
wurden bis zu einer Konfluenz von circa 85 % inkubiert und anschliel3end passagiert.

Hierfir wurde zunachst verbrauchtes Medium abgesaugt und die adharenten Zellen
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zweimal mit je 10 ml PBS gewaschen. Anschliel3end wurde zum Abldsen der Zellen
1 ml 0,05 % Trypsin hinzu pipettiert und die Kulturflasche fur 5 Minuten in den
Inkubator gestellt. Das Trypsin spaltet extrazellulare Proteine, wodurch die Zellen
abrunden und sich von der Plastik [6sen. Um die enzymatische Reaktion zu stoppen,
wurden 9 ml Kultivierungsmedium hinzugegeben. Diese Zellsuspension wurde
anschlieend 1:4 verdunnt, in neue Zellkulturflaschen tberfihrt und bei 37 °C und 5
% CO; inkubiert.

Wurden Zellen fur Assays (4.2.23; 4.2.25) verwendet, wurde zuerst 50 pl der nach
Trypsinierung unverdiinnten Zellsuspension entnommen und mit 50 ul 0,4 %
Tryphanblau Lésung gefarbt. Mit Hilfe einer Neubauerkammer wurde die Zellzahl pro
ml ermittelt und jeweils 4*10° Zellen pro Well in eine 24 Wellplatte pipettiert. Pro Well
wurde je 1 ml Kultivierungsmedium vorgelegt. Sollten Zellen nach Infektion
mikroskopisch analysiert werden, wurde zusatzlich pro Well ein Glasplattchen
hinzugeflgt, an das Zellen adharieren kénnen. Wells wurden bis zur Infektion bei 37
°C und 5 % CO; inkubiert.

4.2.21. Auftauen von Kryokonserven von Zellkulturen

Die in der vorliegenden Arbeit verwendete Darmepithelzelllinie LS 180 wurde als
Kryokonserve (Passage 44) freundlicherweise von Prof. Dr. Frank, Fachgebiet fir

Biofunktionalitat der Lebensmittel (140b), bereitgestellt.

Die in flussigem N, gelagerten LS 180 und HT-29 Zellen in Kryoréhrchen wurden aus
dem Gestell entnommen, fur wenige Minuten auf Eis gegeben und anschlieRend bei
37 °C im Wasserbad aufgetaut. Die Zellsuspension wurde entnommen und in 5 ml
Kultivierungsmedium pipettiert. Um das in Kryokonserven enthaltene DMSO
entfernen zu kénnen, wurden zunachst die Zellen bei Raumtemperatur fir 5 Minuten
bei 400 g in der Multifuge 1S-R zentrifugiert, das Pellet in 3 ml 37 °C vorgewarmten
Kultivierungsmedium resuspendiert und anschliel3end in eine Kulturflasche tberfihrt,
welcher zuvor 9 ml Kultivierungsmedium zugefihrt wurde. Die Zellen wurden durch
vorsichtiges Schwenken gleichmalig verteilt und bis zum nachsten Passagieren bei
37 °C und 5 % CO; inkubiert.
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4.2.22. Herstellung von Kryokonserven von Zellkulturen

Um Kryokonserven zu erstellen, wurden HT-29 bzw. LS 180 Zellen zunachst
kultiviert, bis der Boden der Zellkulturflasche zu ~ 85 % konfluent bewachsen war.
Wie in 4.2.20. beschrieben, wurden die Zellen zunachst gewaschen, trypsiniert und
mittels einer Neubauerkammer die Zellzahl ermittelt. Fir Kryokonserven wurde die
Zellsuspension mit  Kultivierungsmedium auf 2*10° Zellen/ml eingestellt.
Anschliel3end wurde zu dieser Suspension das gleiche Volumen an Medium + 20 %
DMSO hinzugefiigt. Daraus resultiert eine Zellkonzentration von 1*10° Zellen/ml mit
10 % DMSO. In Kryordéhrchen wurden jeweils 2 ml der Suspension hinzugefigt,
Rohrchen in einen mit Isopropanol befiilitem Behalter Gberfuhrt und dieser bei -70 °C
Uber Nacht gelagert. Fur die dauerhafte Lagerung wurden Kryordhrchen

anschlieBend in ein Gestell eines N,-Tanks gegeben.

4.2.23. Adharenzassay
4.2.23.1. Vorbereitung der Bakteriensuspension

Am Vortag der Infektion wurde von verwendeten Stammen eine Ubernachtkultur
angesetzt (siehe 4.2.1.). Am Tag der Infektion wurden 100 pl der Ubernachtkultur in
frische 10 ml LB Medium gegeben. Diese Hauptkultur wurde bis zu einer ODgg = 0,2
inkubiert. AnschlieBend wurden 7 ml entnommen und bei 4 °C, 5000 rpm fir 5
Minuten in der Multifuge 1S-R zentrifugiert. Der Uberstand wurde entnommen, das
Pellet in 5 ml 4 °C kaltem PBS resuspendiert und erneut zentrifugiert. Nach erneuter
Entnahme des Uberstandes wurde das Pellet in 7 ml kaltem PBS resuspendiert und

die ODgoo gemessen. Zum Berechnen der KbE/ml wurde folgende Formel verwendet:
ODgoo = 1 = 8 x 108 KbE /ml 2

Bis zur Infektion wurden Bakteriensuspensionen bei 4 °C gelagert.

4.2.23.2. Vorbereitung der Zellkultur

Die am Vortag in einer 24 Wellplatte vorbereiteten HT-29 Zellen wurden zun&chst

zweimal mit je 1 ml PBS pro Well gewaschen. Anschlieend wurde je 1 ml
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Infektionsmedium (DMEM ohne Zusatze) hinzugegeben. Bis zur Infektion wurden die
Zellen im Inkubator bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert.

4.2.23.3. Infektion der HT-29 Zellen

Nach Vorbereiten von Bakteriensuspensionen und Zellkultur wurden Zellen mit einer
MOI 10 infiziert. Die MOI errechnet sich wie folgt:

Mol = BX¢B 3)

VeXCce

MOI = Multiplizitat der Infektion

Vg = Volumen der einzusetzenden Bakteriensuspension
Cg = Konzentration der Bakteriensuspension

V¢ = Volumen der Zellkultur pro Well

Cc = Konzentration der Zellen pro Well

Nach Zugabe der Bakteriensuspension wurde diese mit einer Pipette vorsichtig
resuspendiert, um eine gleichmaRige Verteilung der Bakterien gewahrleisten zu
konnen. Um die Infektion zu synchronisieren, wurde die Wellplatte fur 5 Minuten bei
2000 rpm in der Plattenzentrifuge zentrifugiert. AnschlieRend wurde die Platte fir 1
Stunde bei 37 °C und 5 % CO; im Zellkultur-Brutschrank inkubiert. Nach Abklingen
der Infektionszeit wurden Wells zweimal mit je 1 ml 37 °C warmen PBS gewaschen,
um nicht-adharente Bakterien zu entfernen. Zum Lysieren der Zellen wurde 1 ml
Ultra-Reinstwasser zu Wells hinzu pipettiert und bei 37 °C fir 30 Minuten inkubiert.
Die Lysate wurden entnommen und Verdinnungsreihen mit 4 °C kaltem 0,9 % NacCl
hergestellt und diese zweifach auf LB-Agar ausplattiert und tGber Nacht bei 37 °C

inkubiert. Die Anzahl an Kolonien wurde gezahlt und die KbE/ml errechnet.
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4.2.24. Deskriptive Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte mittels des Programmes OriginPro (4.1.7.). Um
das Signifikanzniveau verschiedener Datensatze zu ermitteln, wurde eine einfache
ANOVA durchgefihrt. Voraussetzung hierfir ist, dass die Daten normal verteilt und
die Fehlervarianzen zwischen den Datensatzen homogen sind. Um die
Normalverteilung zu tberprifen, wurde der Shapiro-Wilk Test durchgefihrt. Hierfur
wurden Daten der abhangigen Proben (alle technischen Replikate) verwendet.
Wurde die Nullhypothese des Tests angenommen, liegt eine Normalverteilung der
Werte vor. AnschlieBend wurde zur Uberpriifung der Varianzhomogenitat der
Gruppen der Levene-Test durchgefihrt. Wird die Nullhypothese angenommen, liegt
eine Gleichheit der Varianzen vor und es darf eine einfache ANOVA zur Analyse des
Signifikanzniveaus durchgefihrt werden. Zur Durchfihrung wurden nur unabhéngige
Daten, also lediglich die Werte der biologischen Replikate verwendet. Als
Eingabedaten wurde ,roh“ angegeben, als Mittelwertvergleich wurde der Test
.Bonferroni“ ausgewahlt und das Signifikanzniveau wurde auf a = 0,05 festgelegt.
Unterscheiden sich Datensétze statistisch signifikant, also p < 0,05, wurde dies mit

einem Sternchen (*) in Ergebnissen markiert.

War die Normalverteilung der abhangigen Proben nicht gegeben, wurde anstelle der
einfachen ANOVA ein nicht-parametrischer Test durchgefuhrt. Mittels der Friedman-
ANOVA konnte dann das Signifikanzniveau zweier Gruppen verglichen werden. Auch
hier wurde das Signifikanzniveau auf a = 0,05 festgelegt und in Ergebnissen mit

einem Sternchen (*) markiert.

4.2.25. Analyse von Muzinabbau im Zellkulturversuch

Fur die Analyse des Muzinabbaus durch EHEC wurden ausgeséte LS 180 Zellen in
der 24 Wellplatte bis zur Konfluenz von circa 95 % bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert
(4.2.20). Die Konfluenz wurde optisch unter dem Mikroskop PrimoVert bestimmt. Alle
zwei Tage wurde verbrauchtes Medium abgenommen und erneuert. Die
Vorbereitung der Zellen, Bakteriensuspensionen sowie die Infektion der Zellen
erfolgte exakt wie in 4.2.23. beschrieben. Im 24 Well MaRstab wurden Pro Well 8+*10°

Bakterien eingesetzt und die Infektionsdauer betrug 4 Stunden. Anschlie3end
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wurden Zellen zweimal mit je 1 ml PBS gewaschen. Um Muzin anschliel3end

analysieren zu kdnnen, wurde eine PAS-Farbung (4.2.26.) durchgefinhrt.

4.2.26. Unspezifische Farbung von Glykoproteinen mittels PAS-Farbung

Um Muzin von Zellen nach Infektion detektieren zu kdnnen, wurde eine PAS-Farbung
(4.1.8.) durchgefuihrt. Dadurch werden unspezifisch samtliche Glykoproteine wie
Muzin gefarbt. Die einzelnen Schritte des Herstellerprotokolls wurden im unsterilen
Bereich und bei Raumtemperatur durchgefiuhrt. Zu Beginn der Farbung wurde
zundchst pro Well 1 ml Reinstwasser hinzugegeben, um die Zellen zu spulen.
AnschlieRend wurden durch Zugabe von je 250 pl Periodsaure-Lésung (4.1.8.) im
Muzin unsubstituierte Glykolgruppen zu Aldehydgruppen oxidiert. Die Losung wurde
nach 5-mindtiger Inkubation abgenommen und Zellen mit je 1 ml Leitungswasser,
anschlieend mit je 1 ml Reinstwasser gewaschen. Pro Well wurden dann je 250 pl
Schiff's Reagenz (4.1.8.) hinzupipettiert und diese fir 15 Minuten inkubiert. Bei dem
Reagenz handelt es sich um eine fuchsinschwefelige Saure, die an die zuvor
oxidierten Aldehydgruppen bindet, wodurch eine chromogene Eigenschaft entsteht,
die durch die Magentaféarbung sichtbar wird. Um Uberschissige Séaure zu entfernen,
wurde dreimal mit je 1 ml Leitungswasser, anschlieend mit 1 ml Reinstwasser
gewaschen. Um die Zellkerne zu farben, wurde dann pro Well 250 pl Hamalaun-
Lésung nach Mayer (4.1.8.) zugefugt und fir 2 Minuten inkubiert. Diese L&ésung
enthalt Hamatoxylin, welches an Nukleinsauren bindet und im neutralen Bereich des
pH-Wertes fiir eine blau-violette Farbung sorgt. Im sauren Bereich erscheinen diese
rétlich bzw. braun. Um die PAS-Farbung mikroskopisch analysieren zu kdnnen,
wurden die Glasplattchen im Well, worauf sich die gefarbten adharenten Zellen
befanden, herausgenommen und zwischen einem Objekttrager und Deckglaschen
mit Nagellack fixiert. Zwischen Zellen und Deckglaschen wurde ein Tropfen

Immersionsol verteilt.

4.2.27. Mikroskopie gefarbter LS 180 Zellen

Um PAS-gefarbte Zellen mikroskopisch analysieren zu konnen, wurde das
verwendete Mikroskop Axiovert 200 vorab nach gekoéhlert, um eine optimale

Beleuchtung zu erreichen. Anschlie3end wurde die Axio Cam ICcl-Farbkamera am
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Mikroskop angeschlossen und Uber die Software AxioVision angewahlt. Auf den
zuvor hergestellten PAS-Praparaten wurde auf das Deckglaschen ein Tropfen
Immersionsdl gegeben und der Objekttrager in die Vorrichtung des Mikroskops
gelegt. Mittels der Software des Mikroskops wurde das 100x Objektiv angewahlt und
der Live-Modus gestartet. Mittels der Werkzeugleiste des Programmes konnte die
Beleuchtung reguliert werden, um eine Uberbelichtung der Praparate zu vermeiden.
Von allen Praparaten wurden mit einer 1000fachen Vergrdl3erung mehrere Bilder

aufgenommen und abgespeichert.

4.2.28. Motilitatsassay nach Bufe et al. (173)

Um die Motilitat der Bakterien in Abhangigkeit von nanS-p Genen analysieren zu
konnen, wurde das Schwimmverhalten verschiedener Stamme untersucht. Hierfir
wurden Ubernachtkulturen der Stamme  EDL933, EDL933AnanSAnanS-pl-p5,
EDL933AnanSAnanS-p1-p7, C227-11¢cu, C227-11¢cuAnanS-pll-p12 und C227-
11ldcuAnanS-pll-pl4 in je 10 ml LB angesetzt und tber Nacht bei 37 °C und 180
rpm inkubiert (4.2.1.). Von Kulturen wurden 100 pl entnommen und in jewells frische
10 ml LB gegeben. Diese Hauptkulturen wurden fir 6 Stunden inkubiert.
AnschlieRend wurden die ODgyo gemessen und pro Stamm in Doppelbestimmung
1*10" Bakterien in die Mitte von 0,3 % LB Bacto-Agarplatten (+ 60 bzw. 80 mM
Natrium-Acetat) pipettiert. Nach Inkubation bei 30 °C fur 21 Stunden wurden die

Durchmesser der Schwimmhdofe gemessen.
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5. Ergebnisse

Bisher wurden NanS-p aus EHEC Stammen O157:H7 EDL933 und 0104:H4 C227--
11dcu als 9-O-Acetylesterasen charakterisiert, welche als Enzyme Teil des
Neuramsaurestoffwechsels sind. Die durchgefihrten Methoden und erzielten
Ergebnisse sollten Aufschluss tber die Spezifitat der NanS-p aus EDL933, bezogen
auf die Lokalisierung der O-Acetylgruppe am Grundgerist der Neuraminsauren,
geben. Hierfir wurden nach Inkubation von Neuraminsauren mit aufgereinigten
NanS-p-His HPTLC und nanoESI MS Analysen durchgefihrt. Zudem sollten weitere
Funktionen der NanS-p aus EDL933 und C227-11®cu, welche die Infektion von
EHEC Dbeeinflussen, analysiert werden. Hierfir wurden Zellkulturversuche
durchgefuihrt, um die Adharenzeigenschaften sowie den Abbau von Muzin in
Abhangigkeit der NanS-p untersuchen zu kénnen. Um Deletionen von nanS-p Genen
komplementieren zu kénnen, wurden NanS-p1-His und NanS-p15-His tUberexprimiert
und aufgereinigt. Zur Expression von NanS-p15-His wurde das Gen nanS-p15 zuerst
in einen geeigneten Vektor kloniert. Zusatzlich wurde durch Motilitatsassays der
Einfluss der Prophagen-kodierten O-Acetylesterasen auf das Schwimmverhalten von
EDL933 und C227-11®cu analysiert. Die Ergebnisse sind in folgendenen Kapitel
dargelegt.

5.1. Herstellung eines Vektors zur Expression von NanS-p15-His

Zur Erstellung des Konstruktes pET22b(+)/nanS-pl15 wurde ein In-Fusion Kit (4.2.5.)
verwendet. Hierfur wurde vorerst das Plasmid pET22b(+) mit Restriktionsenzymen
Xhol und Ndel restringiert (4.2.2.). Damit nanS-p15 erfolgreich in das Plasmid
kloniert werden konnte, benétigte das Insert sowohl am 3 als auch am 5" Ende circa
15 bp zum Plasmid komplementare Enden. Die konstruierten Oligonukleotide fwd-

nanSpl15-SF und rev-nanSp15-SF wiesen sowohl cira 15 bp homolog zu nanS-p15
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und 15 bp homolog zur multiplen Klonierungsstelle des linearisierten Plasmids
pPpET22b(+) auf (4.1.3.). Nach Amplifikation von nanS-pl5 aus der ,Koch-DNA®
(4.2.3) von E. coli C600/#226692 mittels der Phusion Polymerase und
anschlieBender Aufreinigung des Inserts (siehe 4.2.3. und 4.2.4.) wurden hiervon 50
ng und 75 ng linearisiertes Plasmid fur die In-Fusion eingesetzt (4.2.5.). Der
verwendete Enzym-Mix von Clontech enthielt eine DNA Polymerase mit einer 3°- 5
Exonukleaseaktivitat, die die Basen sowohl bei Insert, als auch linearisiertem
Plasmid in 3°- 5" Richtung entfernte. Die durch die Oligonukleotide entstandenen
komplementaren Enden wurden durch die im Enzym-Mix enthaltene Ligase ligiert
und das fertige Konstrukt pET22b(+)/nanS-p1l5 konnte in E. coli Stellar Zellen
transformiert werden. Nach Kultivierung wurde das Plasmid isoliert und in E. coli
BL21(DE3) Zellen transformiert (4.2.7.). Zur Uberprifung der Transformation wurde
eine Kolonien-PCR unter der Verwendung der Taq Polymerase und Oligonukleotiden
pET22-seq-for und pET22-seq-rev durchgefiihrt (4.2.3.).

Die Sequenz des Konstruktes wurde mittels DNA-Sequenzierung Uberpruft (10.1.).
Abbildung 1A zeigt Zwischenschritte der Klonierung. In Spur 1 wurde der isolierte
PET22b(+) Vektor aufgetragen. Die Grol3e des Vektors betragt 5493 bp. Durch das
Supercoiling separiert das Plasmid bei circa 3500 bp. Spur 2 zeigt die Kontrolle des
Restriktionsverdaus ohne Enzym und zeigt wie in Spur 1 ungeschnittenes Plasmid
bei einem Molekulargewicht von circa 3500 bp. Spur 3 zeigt den mit Ndel und Xhol
restringierten Vektor. Das linearisierte Plasmid ohne pelB Sequenz weist eine GrélRe
von 5366 bp auf. Das Insert fir die In-Fusion Klonierung (nanS-p15 inklusive 15 bp
Uberhang) wurde in Spur 4 aufgetragen. Dieses weist 1966 bp auf und separiert auf
Hohe des 2000 bp Standards. Als Positivkontrolle der PCR wurde das Plasmid
pPET22b(+)/nanS-pl sowie die Primer 887 und 888 verwendet, welche die multiple
Klonierungsstelle flankieren und dadurch eine Amplifikation des gesamten Inserts
gewébhrleisten. Das erhaltene PCR-Produkt ist 2135 bp grol3 und separiert zwischen
der 2000 bp und 2500 bp Bande des Standards (Spur 5). Als Negativkontrolle der
PCR fungierte eine No-Template Kontrolle, welche zeigt, ob eine Kontamination mit
DNA vorliegt. Anstatt des Templates wurde dem Ansatz Ultra-Reinstwasser
hinzugefligt. Diese Kontrolle wurde in Spur 6 aufgetragen und weist kein Amplifikat
auf. Abbildung 1B zeigt die Kolonien-PCR nach Transformation in E. coli BL21(DE3).
Hierfir wurden die Primer 887 und 888 verwendet. In Spur 1 ist die Positivkontrolle
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PET22b(+)/nanS-p1l mit 2135 bp aufgetragen. In Spur 2 wurde die No-Template-
Kontrolle aufgetragen, welche kein Amplifikat aufweist. Spur 3 zeigt das PCR-
Produkt des klonierten Konstruktes pET22b(+)/nanS-p15 mit den Primern 887 und
888. Das Amplifikat weist ein Molekulargewicht von 2131 bp auf. Abbildung 1C zeigt
eine Plasmidkarte des rekombinanten pET22b(+)/nanS-pl5, die in silico erzeugt
wurde. Der Vektor enthalt neben nanS-p15 in der MCS auch die T7 Promoter- sowie
Terminatorsequenz. Die lacl Sequenz kodiert fuir den Lacl-Repressor, der bis zur
Zugabe von IPTG die Expression des Gens inhibiert. Das Plasmid enthéalt zuséatzlich
als Selektionsmarker das bla-Gen, dass dem Bakterium eine Ampicillin-Resistenz
vermittelt. Der Stamm E. coli BL21(DE3) pET22b(+)/nanS-p15 wurde anschlieRend
zur Expression und Aufreinigung von NanS-p15-His verwendet (4.2.9 - 4.2.12.)

A B C

M 1 2 3 4 5 6

6000 6000
5000 \ 5000 \ :
4000 AN 4000 Terminator
N g
3500 — 3500 — e
3000 — 3000 —
2500 — 2500 —
2000 — 2000 —
1500 1500 ~_ pET22b-nanS-p15
7301 bp

1000 — 1000 —

750 — 750 — Promoter

500 — 500 —

250 ~_ 250 ~_

Abbildung 1A. Ergebnisse der Klonierungsschritte aufgetragen auf ein 1,5 % Agarosegel. Spur 1
zeigt den isolierten pET22b(+) bei circa 3500 bp. Spur 2 zeigt die Negativkontrolle des
Restriktionsverdaus ohne Enzyme. Der Vektor wurde nicht geschnitten und separiert als supercoiled
Plasmid bei circa 3500 bp. Spur 3 zeigt den restringierten und linearisierten Vektor auf Hohe des 5000
bp Standards. Spur 4 zeigt die PCR des zu klonierenden Inserts nanS-p15 bei circa 2000 bp. Als
Positivkontrolle der PCR wurde aus pET22b(+)/nanS-pl mittels der Oligonukleotide 887 und 888
nanS-pl amplifiziert und aufgetragen. Die Bandenhohe der Positivkontrolle in Spur 5 betréagt circa
2200 bp. Spur 6 zeigt die No-Template-Kontrolle der PCR. Abbildung 1B. Ergebnis der Colony-PCR
von BL21(DE3)pET22b(+)/nanS-p15 aufgetragen auf ein 1,5 % Agarosegel. Das Amplifikat separiert
bei circa 2200 bp (Spur 1). In Spur 2 wurde die Negativkontrolle ohne Template aufgetragen. Als
Positivkontrolle wurde BL21(DE3)pET22b(+)/nanS-pl verwendet. Das entstandene Fragment
separiert ebenfalls bei circa 2200 bp in Spur 3. Abbildung 1C. Plasmidkarte des pET22b(+)/nanS-
pl15. Enthalt in der MCS nanS-p15 sowie die Sequenz fur den His-tag. Flankierend befinden sich T7
Promoter und Terminator. Zuséatzlich enthalt das Plasmid die Sequenz fir den lacl Repressor sowie
als Selektionsmarker eine Ampicillin Resistenzkassette.
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5.2. Expression rekombinanter 9-O-Acetylesterasen und
Konzentrationsbestimmung

Um rekombinantes NanS-His und NanS-pl-His, NanS-p2-His, NanS-p4-His und
NanS-pl15-His in folgenden Assays einsetzen zu kénnen, wurden diese zunéchst im
Expressionsstamm E. coli BL21(DE3) durch IPTG Induktion Uberexprimiert (siehe
4.2.9.) und anschlieBend durch den gekoppelten His-Tag tber eine Ni**-NTA Saule
aufgereinigt (4.2.10.). Eluate der Aufreinigungen wurden mittels SDS-PAGE (4.2.11.)
Uberpruft. Hierfir wurden zwei 12 % SDS-Gele verwendet, welche identisch beladen
wurden. Zur Visualisierung Sequenz-unspezifischer Proteine wurde eines der Gele
mittels Coomassie gefarbt. Nach Entfarbung des lberschissigen Farbstoffs wurde
das Gel eingescannt und ist in Abbildung 2A dargestellt. Die Auftragung der
aufgereinigten Proteine erfolgte der Reihe nach von NanS-His (Spur 1), NanS-p1-His
(erste Aufreinigung in Spur 2, zweite Aufreinigung in Spur 3), NanS-p2-His (Spur 4),
NanS-p4-His (Spur 5) und NanS-p15-His in Spur 6. NanS-His mit einer GréRe von
37,72 kDa separiert bei ~ 35 kDa, NanS-pl-His (69,46 kDa), NanS-p2-His (69,62
kDa), NanS-p4-His (66,44 kDa) und NanS-p15-His (69,75 kDa) weisen eine Bande
bei ~ 70 kDa auf. Zusatzlich wird im Eluat der NanS-p15-His Aufreinigung eine
Bande bei ~ 80 kDa sichtbar. Zur spezifischen Proteindetektion wurde das zweite
SDS-Gel fur einen Westernblot verwendet (4.2.12.). Die separierten Proteine im Gel
wurden auf eine PVDF-Membran transferiert und diese anschlieRend dem 6x-His
Tag monoklonalen Antikorper (HIS.H8) inkubiert. AnschlieBend wurde der Sekundéar-
Antikdrper Goat-anti-mouse IgG (H+L) hinzugegeben, der an den ersten Antikérper
spezifisch bindet. Dieser kann mit der Reagenz Luminol reagieren, wodurch eine
Chemolumineszenz-Reaktion stattfindet. Dadurch werden spezifisch-gebundene
Proteine sichtbar. Abbildung 2B zeigt die Aufnahme des Westernblots und die
Detektion der His-markierten 9-O-Acetylesterasen NanS-His, NanS-p1-His der ersten
und zweiten Aufreinigung, NanS-p2-His, NanS-p4-His und NanS-p15-His (Spuren 1 —
6). Die Eluat der Aufreinigung von NanS-pl15-His zeigt sowohl durch Comassie-
Farbung, als auch durch spezifische Detektion mittels Antikdrper eine Doppelbande,
wobei die niedrigere Bande bei ~ 70 kDa der Literatur entspricht (69,75 kDa). Um die
aufgereinigten Proteine in Assays verwenden zu konnen, musste vorab deren

Konzentration bestimmt werden.
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Abbildung 2A. Auftragung aller aufgereinigten 9-O-Acetylesterasen aus EHEC und
elektrophoretischer Auftrennung mittels SDS-PAGE. Spur 1 bis Spur 6 zeigen der Reihenfolge nach
NanS-His, NanS-pl1-His der ersten Aufreinigung, NanS-pl-His aus zweiter Aufreinigung, NanS-p2-His,
NanS-p4-His und NanS-p15-His. NanS-His separiert bei 35 kDa, NanS-p Proteine separieren auf
Hohe von circa 70 kDa. NanS-pl15 zeigt eine zusatzliche Bande bei circa 80 kDa. Abbildung 2B.
Uberprufung der aufgereinigten 9-O-Acetylesterasen mittels Westernblot nach erfolgter SDS-PAGE.
Durch einen spezifischen His-Antikbrper sowie einem spezifischen Zweit-Antikdrper werden His-
getaggte Proteine detektiert. Die Auftragung erfolgte gleich der Abbildung 2A und zeigt das gleiche
Bandenmuster.

Zur Bestimmung der Konzentrationen der in Puffer gelésten Proteine, wurde ein
Bradford Assay (4.2.13.) durchgefihrt. Hierfir wurden zur Generierung der
Eichgeraden verschiedene BSA-Konzentrationen von 0 — 100 pg/ml im Assay
eingesetzt. Von aufgereinigten 9-O-Acetylesterasen wurden Verdlinnungsreihen
erstellt. Mittels den am Tecan Reader gemessenen Werten konnte zuerst die
Eichgerade erstellt und anschlieend die Konzentrationen der Enzyme berechnet

werden, welche in Tabelle 14 aufgelistet sind.
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Tabelle 14: Konzentrationen aufgereinigter 9-O-Acetylesterasen

Enzym Konzentration in mg/ml
NanS-His 0,50 mg/ml
NanS-pl-His Erste Aufreinigung: 1,59 mg/ml

Zweite Aufreinigung: 1,40 mg/ml

NanS-p2-His 0,68 mg/ml
NanS-p4-His 0,79 mg/ml
NanS-p15-His 0,15 mg/ml
5.3. Analyse der de-O-Acetylierung von Neuraminsauren durch 9-O-

Acetylesterasen mittels HPTLC

Die von Simone Nubling und Nadja Saile im Rahmen ihrer Master- und
Promotionsarbeiten durchgefuihrten Arbeiten zur 9-O-Acetylesterase NanS-pl des E.
coli O157:H7 Stammes EDL933 belegten bereits eine Esteraseaktivitat durch die
Hydrolyse der O-Acetylgruppe am C-9 von Neu5,9Ac; (148, 157). Um die Spezifitat
weiterer 9-O-Acetylesterasen aus EHEC in Neuraminsauren analysieren zu kdénnen,
wurden neben NanS-pl auch NanS, NanS-p2 und NanS-p4 von E. coli O157:H7
Stamm EDL933 in enzymatischen Ansétzen verwendet. Zunachst wurde die Aktivitat
in Neu5,9Ac; und Neu5,4Ac; (4.2.16.) mittels HPTLC untersucht. Nach zweistiindiger
Inkubation beider Neuraminsauren mit rekombinant exprimiertem NanS-His bzw.
NanS-p-His wurden die Reaktionsansatze mittels HPTLC (4.2.15.) analysiert. Durch
die O-Acetylgruppe der Neu5,9Ac, bzw. Neu5,4Ac, und somit polareren Substanz im
Vergleich zu Neu5Ac, separieren diese néher in Richtung Lauffront. Die Bandenhdhe
der Proben wurde mit den Standards Neu5Ac und Neu5,9Ac, bzw. Neu5,4Ac;
verglichen und mittels des Programmes WinCats ausgewertet. Die durch WinCats
ermittelten hRf-Werte ergeben sich aus der Distanz der separierten Substanz zum
Auftragungspunkt des Analyten. Die vorliegenden Ergebnisse wurden bereits in
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Feuerbaum et al.,, 2018 publiziert (172). Die hRf-Werte der Standards und zu
analysierenden Proben sind in der Tabelle 15 und Tabelle 16 dargestellt. Abbildung
3A zeigt das Chromatogramm nach Entwicklung und Derivatisierung (4.2.15) der
HPTLC Platte der Neu5,9Ac, Hydrolyse. Abbildung 3B zeigt das Ergebnis des
enzymatischen Ansatzes fur Neu5,4Ac,. Neu5Ac weist einen hRf-Wert von 0,25 auf
(Tabelle 15; Abbildung 3A/3B, Probennr.: 1/8). Die Referenz Neu5,9Ac, (Tabelle 15;
Abbildung 3A, Probennr.: 2/9) zeigt nach Derivatisierung zwei Banden mit hRf-
Werten von 0,25 und 0,34. Laut Hersteller enthalt chemisch synthetisiertes
Neu5,9Ac; als Nebenprodukt Neu5Ac, was der unteren Bande mit dem Wert von
0,25 entspricht. Die Referenz Neu5,4Ac; zeigt eine Bande mit einem hRf-Wert von
0,33 (Tabelle 16; Abbildung 3B, Probennr.: 2/9). In Abbildung 3A wird deutlich, dass
Neu5,9Ac, nach Inkubation mit Esterasen auf HOhe des Standards Neu5Ac
separiert. Somit kam es zu einer Abspaltung der O-Acetylgruppe, wodurch die
unpolarere Grundstruktur Neu5Ac entsteht. Sowohl die Referenz Neu5Ac als auch
die enzymatischen Ansatze weisen eine Bandenhthe mit einem hRf-Wert von 0,25
auf (Tabelle 15). Der Kontrollverdau ohne Enzym zeigt deutlich Banden mit den hRf-
Werten von 0,25 und 0,34. Dabei handelt es sich um Neu5Ac und Neu5,9Ac,. Dieser
Versuch zeigt, dass die rekombinant exprimierten und aufgereinigten 9-O-
Acetylesterasen aus EHEC aktiv in ihrer Funktion sind und die O-Acetylgruppe am C-
9 abspalten kdénnen (172).

Abbildung 3B zeigt den enzymatischen Ansatz von Neu5,4Ac, mit NanS-His (Spur 4)
bzw. NanS-pl-His bis NanS-p4-His (Spur 5 bis 7). In Spur 3 wurde der
Kontrollverdau ohne Enzym aufgetragen. Alle Ansatze weisen einen hRf-Wert von
0,32 auf (Tabelle 16), was verdeutlicht, dass die getesteten 9-O-Acetylesterasen aus
EHEC nicht in der Lage sind, die O-Acetylgruppe am C4 abzuspalten (172).
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Tabelle 15: Ermittelte hRf-Werte von Standard Neu5,9Ac,, Neu5Ac und der enzymatischen Ansatze
von Neu5,9Ac, mit 9-O-Acetylesterasen

Probennummer Aufgetragene Probe hRf-Wert
1/8 Standard Neu5Ac 0,25
2/9 Standard Neu5,9Ac; 0,25/ 0,34
3 Kontrollverdau ohne Enzym 0,25/ 0,34
4 Neu5,9Ac; + NanS-His 0,25
5 Neu5,9Ac; + NanS-pl1-His 0,25
6 Neu5,9Ac; + NanS-p2-His 0,25
7 Neu5,9Ac; + NanS-p4-His 0,25

Tabelle 16: Ermittelte hRf-Werte von Standard Neu5,4Ac,, Neu5Ac und nach Inkubation von
Neu5,4Ac, mit 9-O-Acetylesterasen

Probennummer Aufgetragene Probe hRf-Wert
1/8 Standard Neu5Ac 0,25
2/9 Standard Neu5,4Ac; 0,33
3 Kontrollverdau ohne Enzym 0,32
4 Neu5,4Ac; + NanS-His 0,32
5 Neu5,4Ac; + NanS-pl-His 0,32
6 Neu5,4Ac; + NanS-p2-His 0,32
7 Neu5,4Ac; + NanS-p4-His 0,32
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Neu5,9Ac2
Neu5Ac

Neu5,4Ac2
Neu5Ac

Abbildung 3. HPTLC Auftrennung von der Inkubation mono-O-acetylierter Neu5,9Ac, (A)
sowie Neu5,4Ac, (B) durch NanS-p 9-O-Acetylesterasen. Jeweils 3 pg Neu5Ac (Abb. 3A,
3B; Spur 1,8), Neu5,9Ac, (Abb. 3A, Spur 2,9) und Neu5,4Ac, (Abb. 3B, Spur 2,9) wurden als
Referenzen auf HPTLC Platten appliziert. Zusatzlich wurden als Negativkontrolle der
enzymatischen Reaktionen je 3 pg Neu5,9Ac, (Abb. 3A, Spur 3) und 3 pg Neu5,4Ac, (Abb.
3B, Spur 3) im Reaktionspuffer ohne Enzyme aufgetragen. Nach enzymatischem Verdau
von Neu5,9Ac, mit NanS-His (Abb. 3A, Spur 4), NanS-p1-His (Abb. 3A, Spur 5), NanS-p2-
His (Abb. 3A, Spur 6) und NanS-p4-His (Abb. 3A, Spur 7) zeigen aufgetragene Proben eine
Migration der Banden auf Hohe von Neu5Ac. Nach enzymatischem Verdau von Neu5,4Ac;
mit NanS-His (Abb. 3B, Spur 4), NanS-pl-His (Abb. 3B, Spur 5), NanS-p2-His (Abb. 3B,
Spur 6) und NanS-p-4-His (Abb. 3B, Spur 7) zeigen aufgetragene Proben eine Migration der
Banden auf Hohe von Neu5,4Ac,. Quelle: bearbeitet nach Feuerbaum et al., 2018 (172)
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5.4. Analyse der Enzymaktivitat von 9-O-Acetylesterasen in
Rinderdrusenspeichelmuzin mittels nanoESI MS

In humanem Muzin des Dickdarms gehtéren Neu5Ac und Neu5,9Ac, zu den
haufigsten Neuraminsduren. In geringen Mengen kommen auch Neu5,8Acy,
Neu5,7Ac,, zweifach O-acetylierte Neu5,8,9Ac; und Neu5,7,9Acs vor (142). Die
Detektionsgrenze der HPTLC liegt laut Geratehersteller bei circa 10 ng. Um die
Aktivitat und Spezifitdit der 9-O-Acetylesterasen aus EHEC in weiteren
Neuraminsaure-Derivaten genauer untersuchen zu konnen, wurde die Methode
nanoESI MS angewandt. Als Muzin-Quelle wurde wie auch fur HPTLC-Analysen
Rinderdrisenspeichelmuzin verwendet. Dieses laut Hersteller stark O-glykosylierte
Muzin weist neben Neu5Ac Varianten auch Neu5Gc Varianten auf (Merck,
Darmstadt). Saile et al.,, 2016 demonstrierten bereits eine Aktivitat von NanS-p in
BSM durch die Entstehung von Essigséaure, welche durch die de-O-Acetylierung von
Neuraminsauren entsteht (148).

Um vorerst einen Uberblick aller vorhandenen Neuraminsauren zu erhalten, wurde
BSM mittels Essigsaure fragmentiert und mit nanoESI MS analysiert (4.2.17. —
4.2.19.). Das Massenspektrum zeigt neben Neu5Ac auch bis zu dreifach O-
acetylierte Derivate (Abb. 4A). Zusatzlich weist das verwendete Muzin die
glykosylierte Neuraminsaure Neu5Gc auf. Diese wurde ebenfalls bis zu dreifach O-
acetyliert detektiert. Die durch die chemische Degradierung freigesetzten
Neuraminsauren und durch nanoESI MS detektierten m/z Werte sind in Tabelle 17A
aufgelistet. Durch die milde Saure-Behandlung wird das Muzin zwar degradiert,
allerdings bleiben vorhandene O-Acetylgruppen an Neuraminsauren erhalten (172).
Um analysieren zu kénnen, inwiefern NanS-His bzw. NanS-p-His in der Lage sind
auch die in BSM detektierten zweifach und dreifach O-acetylierten Neuraminsauren
zu de-O-acetylieren, wurde das BSM mit jeweils einem der Enzyme NanS-His, NanS-
pl-His, NanS-p2-His und NanS-p4-His inkubiert und ebenfalls anschliel3end
chemisch degradiert (4.2.17. — 4.2.19.). Die durch die nanoESI MS Analyse
erhaltenen Massenspektren von NanS-His bzw. NanS-pl1-His Behandlung sind in
Abb. 4B und 4C. Die identifizierten lonen der detektierten Neuraminséauren und deren
m/z Werte sind in Tabelle 17B und 17C aufgelistet. Die Ergebnisse wurden bereits in
Feuerbaum et al., 2018 publiziert (172).

Die Spektren von degradiertem BSM nach Inkubation mit den 9-O-Acetylesterasen
zeigen Uberwiegend lonen von Neu5Ac sowie Neu5Gc. Schwache Signale von
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mono-O-acetylierten Neuraminsduren Neu5Ac(OAc) und Neu5Gc(OAc), sowie von
di-O-acetylierter Neuraminsaure Neu5Ac(OAc), wurden ebenfalls detektiert. Nach
Inkubation mit NanS-His bzw NanS-p-His konnten die lonen von Neu5Ac(OAc)s bzw.
Neu5Gc(OAc); nicht mehr detektiert werden. Im Spektrum des unbehandelten BSMs
befinden sich diese bei m/z 458,13 und 474,13.

Gleiche Ergebnisse lieferten die Analysen von NanS-p2-His bzw NanS-p4-His
behandeltem Muzin (Spektren der NanS-p2-His und NanS-p4-His Analyse befinden
sich im Anhang unter 10.2.). Die Ergebnisse zeigen deutlich, dass die 9-O-
Acetylesterasen aus EHEC nicht nur mono-O-acetylierte Neu5,9Ac, de-O-acetylieren
kénnen. Die Enzyme hydrolysieren sowohl von di-O-acetylierten, als auch von
dreifach O-acetylierten Neuraminsauren die Acetylgruppe. Zudem sind die Esterasen
fahig, von bis zu dreifach O-acetylierten glykosylierten Neuraminsauren
Acetylgruppen abzuspalten. Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass NanS und
NanS-p auch Glykan-gebundene Neuraminsduren de-O-acetylieren kdénnen und

diese nicht frei vorliegen mussen (172).

Tabelle 17: Detektierte lonen von Neuraminsauren und korrespondierende m/z Werte nach
chemischer Freisetzung aus Muzin, welches ohne Enzyme behandelt wurde (A); nach NanS-His
Behandlung (B) bzw. Inkubation mit NanS-p1-His (C).

A

Nr. Neuraminsaure m/z Nr. Neuraminsaure m/z

1 Neu5Ac’ -H,O 274.10 10  Neu5Gc(OAc)' -H+Na  372.09
2 Neu5Ac' -H+Na 314.09 11  Neu5Ac(OAc) [M+Na]*  374.11
3 NeuSAc(OAc)'-H,0  316.11 12 Neu5Ac(OAc)," 376.13
4  Neu5Gc' -H+Na 330.08 13  Neu5Gc(OAc) [M+Na]®  390.10
5 Neu5Ac [M+Na]* 332.10 14 Neu5Ac(OAc)," -H+Na  398.11
6  Neu5Ac(OAc)” 334.12 15  Neu5Ac(OAc), [M+Na]® 416.12
7  Neu5Gc [M+Na]* 348.09 16  Neu5Ac(OAc)s [M+Na]® 458.13

8 NeuSAc(OAc)' -H+Na 356.10 17  Neu5GC(OAC)s [M+Na]® 474.13
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9  Neu5Ac(OAc)," -H,O  358.11

B

Nr. Neuraminsaure m/z Nr.  Neuraminsaure m/z

1 Neu5Ac” -H,0 274.10 9 Neu5Gc(OAc)” -H+Na  372.09
2 NeuSAc' -H+Na 314.09 10  Neu5Ac(OAc) [M+Na]®  374.11
3  Neu5Gc" -H+Na 330.08 11  Neu5Ac(OAc)’ -2H+2Na 378.08
4 Neu5Ac [M+Na]" 332.10 12 Neu5Gc(OAc) [M+Na]®  390.10
5 NeubAc' -2H+2Na 336.07 13  Neu5Gc(OAc)” - 394.07

2H+2Na

6  Neu5Gc [M+Na] 348.09 14  Neu5Ac(OAc)," -H+Na  398.11
7  Neu5Gc" -2H+2Na 352.06 15  Neu5Gc(OAc),” -H+Na  414.09

8  Neub5Ac(OAc)' -H+Na 356.10 16  Neu5Ac(OAc), [M+Na]® 416.12

C

Nr. Neuraminsaure m/z Nr.  Neuraminsaure m/z

1 Neu5Ac" -H,0 274.10 7 Neu5Gc [M+Na]* 348.09
2 Neu5Ac™ -H+Na 314.09 8 Neu5Ac(OAc)" -H+Na  356.10
3 Neu5Ac(OAc)” - 316.11 9 Neu5Gc(OAc)" -H+Na  372.09

H.O

4 Neu5Gc* -H+Na 330.08 10  Neu5Ac(OAc) [M+Na]®  374.11
5 Neu5Ac [M+Na]” 332.10 11  Neu5Gc(OAc) [M+Na]®  390.10

6 Neu5Ac(OAc)” 334.12 12 Neu5Ac(OAc),;" -H+Na  398.11
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Abbildung 4. nanoESI Massenspektrum von chemisch freigesetzten Neuraminsauren aus BSM (A),
nach Inkubation von BSM mit NanS-His (B) und NanS-pl-His (C). (A) Ubersicht des
Massenspektrums von Neuraminsduren aus BSM zeigen Prasenz von Neu5Ac, Neu5Gc,
Neu5Ac(OAc), Neu5Gc(OAc), Neu5,9(0OAc),, Neu5Ac(OAc); und Neu5Gc(OAc); in O-Glykanen. (B)
Entsprechende lonen von Neu5Ac, Neu5Gc, Neu5Ac(OAc), Neu5Gc(OAc), Neu5Ac(OAc), und
Neu5Gc(OAc), wurden im Spektrum von NanS-His behandeltem BSM detektiert. (C) Das Spektrum
von NanS-pl-His behandeltem BSM zeigt lonen zugehdrig zu Neu5Ac, Neu5Gc, Neu5Ac(OAc),
Neu5Gc(OAc) and Neu5Ac(OAC)s.

Ac, NeubAc; Ac(OAc), Neu5Ac(OAc); Ac(OAc),, Neu5Ac(OAc),; Ac(OAc)s, Neu5Ac(OAc)s. Ge,
Neu5Gc; Ge(OAc), Neu5Gce(OAc); Ge(OAc),, Neu5Ge(OAC),; Ge(OAc)s, NeuSGe(OAC)s.

Quelle: Feuerbaum et al., 2018 (172)
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5.5. HPTLC und nanoESI MS Analysen von NanS-His bzw. NanS-p-His und
Sialidase BTSA-His behandeltem Muzin

Die O-Acetylierung von Neuraminsauren dient in Glykoproteinen als Schutz vor der
enzymatischen Degradierung. Sialidasen werden in der Literatur als spezifisch fur die
Hydrolyse der de-O-acetylierten Grundstruktur Neu5Ac beschrieben (135, 136). Um
die Zuganglichkeit von Muzin-gebundenen Neuraminsauren als Substrat fur
Sialidasen wie BTSA von B. thetaiotaomicron VPI-5482 in Abhangigkeit der O-
Acetylierung analysieren zu kdnnen, wurde BSM einerseits mit der rekombinant
exprimierten BTSA-His inkubiert, sowie in Kombination von BSM mit BTSA-His und
NanS-His bzw. NanS-p-His (4.2.17. — 4.2.19.). Nach 4-stindiger Inkubation der
enzymatischen Ansatze wurden hydrolysierte Neuraminsduren aus BSM mittels
HPTLC analysiert (4.2.14; 4.2.15.). Das Ergebnis der Chromatographie in Abbildung
5 wurde bereits in Feuerbaum et al., 2018 verdoffentlicht (172). Als Standards wurden
Neu5Ac und Neu5,9Ac, verwendet. Aufgrund der hoheren Polaritat von Neu5,9Ac;
im Vergleich zu Neu5Ac, separiert dieses naher in Richtung Lauffront. Dadurch kann
eindeutig zwischen den Neuraminsduren differenziert werden. In Abb. 5 Spur A
wurde als Kontrolle unbehandeltes Muzin aufgetragen. Diese weist keine Banden auf
Hohe der Standards auf. Somit befinden sich die Neuraminséduren gebunden im
Glykoprotein. Proteine in der Grol3enordnung von Muzin werden durch das Laufmittel
nicht separiert. Die im Muzin gebundenen Zucker werden durch die Entwicklung der
Kieselgelplatte unter UV-Licht sichtbar. Dadurch erscheint am Auftragungsort der
Proben eine starke Bande. In Spur B wurde Muzin inkubiert mit BTSA-His
aufgetragen. Hier wird deutlich, dass auf Hohe von sowohl Neu5Ac, als auch
Neu5,9Ac, nach Entwicklung der Platte Banden sichtbar werden. Die rekombinant
exprimierte Sialidase BTSA aus B. thetaiotaomicron kann somit nicht nur die
Grundstruktur Neu5Ac, sondern auch die mono-O-acetylierte Variante Neu5,9Ac;
abspalten. Im Vergleich dazu zeigen die Proben des kombinierten Verdaus von
Muzin mit Sialidase und NanS-His (Spur C), bzw. NanS-p1-His (Spur D), NanS-p2-
His (Spur E) und NanS-p4-His (Spur F) im Chromatogramm lediglich eine deutlich
separierte Bande auf Hohe des Standards Neu5Ac (172).

Durch das Detektionslimit der HPTLC kdnnen aufgrund der geringen Konzentration in
BSM keine weiteren Neuraminséduren detektiert werden. Da die vorherigen

massenspektrometrischen Analysen von BSM allerdings zeigten, dass
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Neuraminsauren bis zu dreifach O-acetyliert vorkommen und diese von 9-O-
Acetylesterasen aus EHEC de-O-acetyliert werden kénnen, wurden weitere Analysen
in Kombination von BTSA-His und NanS-His bzw. NanS-p-His mittels nanoESI MS
durchgefiihrt (172). Diese sollten Aufschluss geben, inwiefern die Esterasen aus
EHEC dazu beitragen koénnen, dass die als Schutz dienenden O-Acetylgruppen
durch Enzyme von kommensalen Darmbakterien hydrolysiert werden konnen. Die
Kombination aus NanS-His bzw. NanS-p-His und BTSA-His sollte in der Theorie zu
einer vollstandigen de-O-Acetylierung und anschlieRender Hydrolyse der Glykan-
gebundenen Neuraminsauren fuhren. Nach Inkubation der Enzyme mit BSM wurden
die Proben zuerst mit Methanol behandelt (4.2.17; 4.2.18.). Dadurch werden Proteine
gefallt und im Uberstand befindende Zucker wurden mittels nanoESI MS analysiert
(4.2.19.).

Standard Standard

Neu5,9Ac))
Neub5Ac

Abbildung 5. Enzymatische Hydrolyse von Muzin-gebundenen Neuraminsduren durch BTSA-His
sowie in Kombination mit 9-O-Acetylesterasen NanS-His bzw. NanS-p-His. Standards und Proben
des Verdaus wurden nach chromatographischer Trennung auf einer HPTLC-Platte mittels der
DAPA Reagenz geféarbt und unter UV-Licht analysiert. Als Standards wurden Neu5Ac und
Neu5,9Ac, appliziert, Spur A zeigt den Ansatz von BSM ohne Enzym, Spur B zeigt BSM nach
BTSA-His Verdau, BSM + NanS+His in Spur C, BSM + NanS-p1-His in Spur D, BSM + NanS-p2-
His in Spur E, BSM + NanS-p4-His in Spur F. Quelle: Feuerbaum et al., 2018 (172)

Detektierte lonen und deren m/z Werte des enzymatischen Verdaus von BSM +
BTSA-His, BSM + BTSA-His + NanS-His und BSM +BTSA-His + NanS-p1-His sind in
Tabelle 18A, 18B und 18C aufgelistet. Entsprechend dazu sind die erhaltenen
Massenspektren in Abbildung 6A, 6B und 6C dargestellt. Die Ergebnisse wurden
bereits in Feuerbaum et al., 2018 publiziert (172). Der Verdau des BSM mit BTSA-

His zeigt lonen von de-O-acetylierten sowie mono-O-acetylierten Neuraminsauren.
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Dabei zeigen die nanoESI MS Analysen eindeutig, dass die Sialidase BTSA-His
neben Neu5Ac und Neu5,9Ac; auch die glykosylierten Neuraminsauren Neu5Gc und
Neu5,9Gc;, hydrolysieren kann. Somit scheint die Sialidase aus B. thetaiotaomicron
weniger spezifisch zu sein, wie in der Literatur angenommen (135, 172). Allerdings
ist das Enzym nicht fahig, zweifach oder dreifach O-acetylierte Neuraminsauren von
Glykanen abzuspalten. Nach Inkubation von BSM mit BTSA-His in Kombination mit
NanS-His bzw. NanS-p-His wird ersichtlich, dass keine O-acetylierte
Neuraminsauren im Uberstand detektiert wurden (Tab. 18B, 18C und Abb. 6B und
6C). Lediglich lonen der Grundstrukturen Neu5Ac und Neu5Gc befanden sich im
Uberstand nach Inkubation der Sialidase mit 9-O-Acetylesterasen aus EHEC.
Gleiche Ergebnisse wurden fir NanS-p2-His bzw. NanS-p4-His erzielt. Spektren und
lonen + m/z Werte befinden sich im Anhang unter 10.3. Schlussfolgernd zeigen die
chromatographische und massenspektrometrischen Analysen, dass durch
Kombination von 9-O-Acetylesterasen aus EHEC und der Sialidase BTSA des
kommensalen Darmbakteriums B. thetaiotaomicron die Hydrolyse Glykan-
gebundener Neuraminsauren erhdht wird, da 9-O-Acetylesterasen weniger Substrat-
spezifisch sind und bis zu dreifach O-acetylierte Neuraminsauren de-O-acetylieren

und diese dadurch als Substrat der Sialidase abgespalten werden (172).
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Tabelle 18: Detektierte lonen von Neuraminsduren und korrespondierende m/z Werte aus BSM nach
Inkubation mit BTSA-His (A); BTSA-His + NanS-His (B); und BTSA-His + NanS-p1-His (C); Proteine
wurden mittels Methanol geféllt und hydrolysierte Neuraminsauren im Uberstand mit nanoESI MS

analysiert.

A

Nr.

Neuraminsaure
NeuSAc+ -H+Na
Neu5Ac [M+Na]*
Neu5Gc [M+Na]*
Neu5Ac(OAc) [M+Na]*

Neu5Gc(OAc) [M+Na]*

Neuraminsaure
NeuSAc+ -H+Na
Neu5Ac [M+Na]*
Neu5Gc [M+Na]*
Neu5Ac [M-H+2Na]"

Neu5Gc [M-H+2Na]"

Neuraminsaure
Neu5Ac+ -H+Na
Neu5Ac [M+Na]*
Neu5Gc [M+Na]*
Neu5Ac [M-H+2Na]*

Neu5Gc [M-H+2Na]”

m/z

314.09

332.10

348.09

374.11

390.10

m/z

314.09

332.10

348.09

354.08

370.07

m/z

314.09

332.10

348.09

354.08

370.07
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Abbildung 6. nanoESI Massenspektrum von enzymatisch hydrolysierten Neuraminséduren aus BSM

nach Inkubation mit BTSA-His (A), nach Inkubation von BSM mit BTSA-His und NanS-His (B), sowie

von BSM mit BTSA-His und NanS-pl-His (C). (A) Ubersicht des Massenspektrums von
Neuraminsauren aus BSM zeigen Prasenz von Neu5Ac, Neu5Gc, Neu5Ac(OAc) und Neu5Gc(OAcC).
(B) lonen von Neu5Ac und Neu5Gc wurden im Spektrum von BTSA-His und NanS-His behandeltem
BSM detektiert. (C) Das Spektrum von NanS-pl-His und BTSA-His behandeltem BSM zeigt ebenfalls

lonen zugehorig zu Neu5Ac und Neu5Gc.

Ac, Neu5Ac; Ac(OAc), Neu5Ac(OAc); Gc, Neu5Gc; Ge(OAc), Neu5Ge(OAc); Nummerierte lonen des
Massenspektrums sind in Tabelle 18A, 18B und 18C aufgelistet.

Quelle: Feuerbaum et al., 2018 (172)

79



5.6. Einfluss von NanS-p auf die Adharenz der EHEC O157:H7 Stamm
EDL933 und 0104:H4 Stamm C227-11¢cu an die Darmepithelzelllinie HT-29

in vitro

9-O-Acetylesterasen aus EHEC  wurden  bisher lediglich mit der
Kohlenhydratgewinnung und Wachstum im Dickdarm assoziiert und in diesem
Zusammenhang die Funktion und Enzymaktivitat analysiert (157, 148, 140, 172).
Virale (4-)9-O-Acetylesterasen beeinflussen die Infektion, indem sie Neuraminsauren
von Glykorezeptoren de-O-acetylieren, wodurch Viren an den Zellen adharieren
konnen und dadurch weiter in das Gewebe eindringen kénnen und die Infektion
voranschreitet (164, 174, 167). Da die 9-O-Acetylesterasen im Genom von EHEC
Prophagen kodiert sind, sollte deren Funktion und Einfluss wahrend der Infektion
analysiert werden. Dafir wurden in vitro Adharenzversuche mit der
Darmepithelzelllinie HT-29 durchgefihrt (4.2.23.). Die adharent wachsenden Zellen
wurden fur eine Stunde mit verschiedenen EHEC Stammen infiziert (4.1.2.),
anschlieBend gewaschen, um nicht-adharente Bakterien zu entfernen, und dann
lysiert. Das Lysat enthielt die zuvor adharenten Bakterien, welche nach Ausplattieren
und Inkubation auf Nahrmedium gezahlt und ausgewertet wurden (4.2.23; 4.2.24.).
Fur die Analyse wurde neben O157:H7 Stamm EDL933 auch der O104:H4 Stamm
C227-11®cu verwendet. Beide Stamme wurden jeweils mit verschiedenen nanS-p
Mutanten EDL933AnanSAnanS-pl1-p7, EDL933AnanSAnanS-p1-p5, C227-
11®culAnanS-pl1-pl4 und 227-11dculAnanS-pll-pl2 verglichen. Um die nanS-p
Gendeletion zu komplementieren, wurde in weiteren Versuchen zur Infektion mit
EDL933AnanSAnanS-p1-p7 jeweils 10 pg rekombinant exprimiertes aufgereinigtes
NanS-pl-His und zu C227-11®culAnanS-pll-pl4 NanS-pl5-His zugegeben. Die
Infektionsversuche wurden jeweils mit drei biologischen Replikaten und je drei
technischen Replikaten durchgefihrt. Nach Berechnen der KbE/ml der einzelnen
technischen Replikate wurden diese zundchst mittels des Shapiro-Wilk Tests auf
Normalverteilung getestet (4.2.24.). Anschliel3end folgte eine einfache ANOVA mit

einem Bonferroni Test, um das Signifikanzniveau der Daten zu ermitteln (4.2.24.).

Abbildung 7A zeigt die Adharenz von EDL933 an HT-29 Zellen. Nach der
einstiindigen Infektion mit einer MOI von 10, was 8 x 10° KbE entsprach, adharierten
6,49 x 10°> KbE des Wildtyps EDL933, 4,09 x 10> KbE der 7-fach nanS-p Mutante
und 7,34 x 10° KbE der 5-fach nanS-p Mutante. Die 5-fach nanS-p Mutante wies
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Deletionen von in nanS-pl, -p2, -p3-, p4-, p5 auf. Prophagen-kodiert enthielt dieser
Stamm nur die funktionellen Gene nanS-p6 und nanS-p7. Die doppelte Ausstattung
dieser Gene reichte aus, um im Adharenzassay das Wildtyplevel zu erreichen. Es
konnte kein signifikanter Unterschied zu EDL933 ermittelt werden. Der Stamm
EDL933AnanSAnanS-pl1-p7 zeigte allerdings im Vergleich zum Wildtyp eine
reduzierte Adharenz an HT-29 Zellen um 36,98 %. Das Signifikanzniveau lag unter p
< 0,05 und wurde in der Abbildung mit einem Sternchen (*) markiert. Wurde im
Adhéarenzassay EDL933AnanSAnanS-pl-p7 mit insgesamt 10 pg aufgereinigtem
NanS-p1-His co-inkubiert, konnten 5,8 x 10° adharente KbE ermittelt werden. Durch
die Zugabe des Enzyms stieg also die Adharenz wieder auf den Wildtyplevel an.
Zwischen beiden Datenséatzen war kein signifikanter Unterschied zu finden. Die
Ergebnisse zeigen, dass die NanS-p die Adharenz an Darmepithelzellen HT-29
positiv beeinflussen. Inwiefern extrazellulare Neuraminséuren, sowohl an Rezeptoren
gebunden an HT-29 Zellen oder an den LPS bzw. Kapselproteinen der Bakterien, fur
eine erfolgreiche Adhéarenz verantwortlich sind, wurde in weiteren Assays analysiert.
Hierfir wurden vorab der Infektion und wéahrenddessen jeweils 5 ug aufgereinigte
Sialidase BTSA-His hinzugegeben. Dieses Enzym spaltet sowohl die Grundstruktur
Neu5Ac, als auch mono-O-acetylierte Neuraminsauren ab (siehe 5.5.). Nach Co-
Inkubation der Sialidase mit dem Stamm EDL933 zeigt dieser nach der einstiindigen
Infektion von HT-29 Zellen 2,21 x 10° adharente KbE. Co-Inkubation von BTSA-His
und EDL933AnanSAnanS-pl-p7 fihren ebenfalls zu einer verringerten Adharenz mit
insgesamt 1,46 x 10> KbE. EDL933AnanSAnanS-p1-p5 weist in Kombination mit
BTSA-His 1,17 x 10° adharente KbE nach Infektion auf. Alle verwendeten Stamme
zeigen durch die enzymatische Aktivitat der Sialidase eine signifikante Reduktion der
Adhérenz, welche ebenfalls mit einem Sternchen in Abbildung 7A markiert wurde.
Der Wildtypstamm EDL933 zeigte durch Zugabe der BTSA-His eine Reduktion der
Adhérenz um 65,95 %, die 7-fach Mutante um 64,3 % und die 5-fach Mutante um
84,06 %. Die Datensatze der Co-Inkubationen zeigen untereinander keinen

signifikanten Unterschied.

Um zu analysieren, ob diese Ergebnisse auch mit anderen Serotypen reproduzierbar
sind, wurden samtliche Infektionen zusatzlich mit dem Stamm 0104:H4 C227-11®cu
durchgefuihrt. Das Ergebnis ist in Abbildung 7B dargestellt. Nach einstundiger
Infektion von HT-29 Zellen mit insgesamt 8 x 10° KbE (MOI = 10) der jeweiligen

verwendeten Stamme adharierten 1,51 x 10° KbE des Wildtyps, 6,52 x 10° KbE der
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nanS-p Mutante 0104:H4 C227-11®cuAnanS-p11-p14 und 1,08 x 10° KbE von
0104:H4 C227-11®culAnanS-pl1-pl2. Der verwendete Stamm enthélt aufgrund der
Deletion des Stx2 Phagen noch Prophagen-kodiert vier nanS-p Gene. O104:H4
C227-11dculAnanS-pl1-pl12 enthalt somit noch zwei Gene nanS-p13 und nanS-pl14.
Anders als beim EDL933 zeigt diese Mutante kein Wildtyplevel. Die Adharenz ist um
28,48 % reduziert. Trotz des verringerten Wertes ist der Unterschied nicht signifikant.
Erst durch die Deletion aller nanS-p Gene ist auch beim Serotyp O104:H4 eine
signifikante Reduktion der Adhéarenz zu erkennen. Die Adharenz der Mutante
0104:H4 C227-11®culAnanS-pll-pl4 ist im Vergleich zum Wildtyp um 58,61 %
verringert. Wurde zur Komplementierung der Deletion zur Infektion der HT-29 Zellen
mit der 4-fach nanS-p Deletionsmutante 10 pg aufgereinigtes NanS-pl5-His
hinzugegeben, konnte eine signifikant erhéhte Adharenz mit 2,72 x 10° KbE ermittelt
werden. Somit adhériert im Assay die nanS-p Mutante 0104:H4 C227-11®culAnanS-
pll-pl4 durch Zugabe von NanS-p15-His 1,8-mal verstarkt als der Wildtyp C227-
11®cu. Im Vergleich zum Stamm EDL933 konnte die Mutante EDL933AnanSAnanS-
pl-p7 durch Zugabe von 10 pg NanS-pl-His im Assay circa den Wildtyplevel von
EDL933 erreicht werden. Grundsatzlich zeigen auch hier die Ergebnisse des Assays
mit dem Stamm C227-11®cu, dass auch im Serotyp 0O104:H4 die 9-O-
Acetylesterasen eine wichtige Rolle wahrend der Adhérenz an Darmepithelzellen

spielen.

Des Weiteren wurde ebenfalls Uberprift, ob durch Zugabe der Sialidase BTSA-His im
Assay, wodurch extrazellulare Neuraminsauren hydrolysiert werden, die Adhéarenz
der verwendeten C227-11®dcu Stamme negativ beeinflusst wird. Nach einstiindiger
Infektion von HT-29 Zellen in Co-Inkubation der einzelnen Stamme mit BTSA-His
konnten 4,88 x 10° KbE des Wildtyps C227-11®cu, 2,7 x 10° KbE von C227-
11dculAnanS-pl1-pl4 und 4,48 x 10° KbE von C227-11dPculAnanS-p11-pl2 ermittelt
werden. Die analysierten Stdmme des Serotyps 0104:H4 zeigen durch die
enzymatische Aktivitat der Sialidase BTSA-His im Adharenzassay eine signifikante
Reduktion der Adhéarenz, welche im Diagramm 7B mit einem Sternchen markiert
wurde. Im Vergleich zur Infektion ohne BTSA-His zeigt der Wildtyp C227-11®dcu co-
inkubiert mit der Sialidase eine Reduktion der Adhéarenz von 67,68 %. Die Stamme
C227-11®cuAnanS-pl1-p1l2 und C227-11PculAnanS-pll-pl4 sind um jeweils circa
58 % reduziert. Somit konnte auch fir den Serotyp O104:H4 bewiesen werden, dass

die Bakterien Neuraminsauren fur eine erfolgreiche Adhérenz an das Darmepithel
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benttigen, welche zuvor durch 9-O-Acetylesterasen de-O-acetyliert werden.
Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass eine hohere Anzahl an KbE der verwendeten
C227-11®dcu Stamme wahrend der einstindigen Infektion im Assay adhéarieren im
Vergleich zu verwendeten EDL933 Stammen. Dabei ist die Anzahl an deletierten
nanS-p Genen unabhangig. Die Mutante C227-11®cuAnanS-p11-p14 zeigt im Assay
das gleiche Level der Adharenz im Vergleich zum Wildtypstamm EDL933.
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Abbildung 7. Ermittelte KbE/ml adharenter Stamme nach einstiindiger Infektion von HT-29
Epithelzellen. (A) Vergleich der Adharenz von EDL933 an HT-29 Zellen mit EDL933AnanSAnanS-
pl-p7, EDL933AnanSAnanS-pl-p7 + NanS-pl-His und EDL933AnanSAnanS-pl-p5. Mittels des
Bonferroni Tests wurde das Signifikanzniveau ermittelt. EDL933AnanSAnanS-pl-p7 adhariert
signifikant weniger an HT-29 Zellen als der Wildtyp EDL933. Die Adhérenz der verwendeten
Stamme wurde zusatzlich in weiteren Infektionsversuchen in Co-Inkubation mit BTSA-His
analysiert. Alle Stamme zeigen signifikant schwéachere Adhérenz, wenn die Sialidase dem Ansatz
hinzugefugt wurde. (B) Vergleich der Adhéarenz von C227-11®cu an HT-29 Zellen mit C227-
11®culnanS-pll-pl4, C227-11®culAnanS-pll-pl4 + NanS-pl5-His und C227-11®culnanS-
pll-pl2. C227-11®culnanS-pll-pl4 adhériert signifikant weniger an Zellen als der Wildtyp
C227-11®cu. Durch komplementieren der Gendeletionen mit rekombinant exprimiertem NanS-
pl5-His adhériert die Mutante C227-11®culAnanS-pll-pl4 signifikant starker als der Wildtyp
C227-11®cu. Wurden alle drei verwendeten Stdmme wahrend der Infektion mit BTSA-His co-
inkubiert, adhérierten diese signifikant schwacher an Zellen.
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S.7. Abbau des Muzins von Darmepithelzellen LS 180 durch O157:H7
Stamm EDL933 und nanS-p Deletionsmutanten

Die an Glykanen endstéandig gebundenen Neuraminséauren dienen Glykoproteinen
wie Muzinen eigentlich als Schutz vor Degradierung durch Hydrolasen (135, 144).
Das im Dickdarm vorherrschende Muzin 2 ist stark O-glykosyliert und weist
endstandig bis zu dreifach O-acetylierte Neuraminsauren auf (124). Dadurch stellt es
fur Bakterien eine Hurde dar, die mukusale Barriere zu durchbrechen (124). Dass
EHEC fahig ist, diese zu durchbrechen, ist bereits bekannt. In vorherigen Versuchen
konnte gezeigt werden, dass 9-O-Acetylesterasen aus EDL933 auch Muzin-
gebundene Neuraminsauren de-O-acetylieren kénnen und die Position der O-
Acetylgruppe, bis auf C4, keine Rolle spielt (5.5.). Neben NanS-p produziert EHEC
weitere Enzyme wie StcE, welches unter anderem MUC2 abbauen kann (65, 94).
StcE rekombinant exprimiert ist allerdings nicht fahig, MUC2 zu degradieren (65, 64).
Endstandige Neuraminsauren konnen die Aktivitat von Glykosyl-Hydrolasen
beeintrachtigen. Inwieweit die O-Acetylierung von Neu5Ac die Aktivitat von StcE

beeinflusst, ist bisher nicht bekannt.

Im Rahmen dieses Versuches sollte analysiert werden, ob 9-O-Acetylesterasen aus
EDL933 an der Degradierung von Muzin beteiligt sind. Hierfur wurden
Infektionsassays mit LS 180 Zellen durchgefiihrt (4.2.23; 4.2.25.). LS 180 sind Zellen
des Dickdarms, welche neben MUC5AC auch MUC2 produzieren (4.1.4.). Zuerst
wurden Kryokonserven aufgetaut und Zellen bis zur Konfluenz von circa 85 %
kultiviert und anschlielend passagiert (4.2.21; 4.2.20). Um die Zellen im Assay
einsetzen zu kénnen, wurden diese wie in 4.2.23.2 vorbereitet. Wichtig war hierbei,
dass vor Zugabe der Zellen pro Well, ein steriles Glasplattchen eingelegt wurde. Die
Zellen wurden anschlieRend im 24 Well bis zu einer Konfluenz von circa 95 %
kultiviert. Die Infektion der Zellen erfolgte wie in 4.2.25. beschrieben. Als Stdmme
wurden EDL933, nanS-p Mutanten EDL933AnanSAnanS-pl-p5 und
EDL933AnanSAnanS-p1-p7 jeweils im Duplikat eingesetzt. Nach der 4-stindigen
Infektion wurden LS 180 Zellen gewaschen und vorhandene Glykoproteine mittels
der PAS-Féarbung sichtbar gemacht (4.2.26.). Die in den Wells zuvor eingelegten
Glasplattchen, auf welchen sich die adharenten Zellen befinden, wurden vorsichtig
entnommen und auf Objekttrager tUbertragen. Am Mikroskop wurden anschlie3end
die PAS-gefarbten Strukturen ausgewertet (4.2.27.)
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Mittels der am Mikroskop angeschlossenen Kamera konnten Aufnahmen der
Farbungen aufgenommen werden. Durch die PAS-Farbung erscheinen
Glykoproteine wie Muzine rosa, Zellkerne werden durch das im Kit verwendete
Hamatoxylin lila gefarbt. Abbildung 8 zeigt jeweils einen Ausschnitt A bzw. B der
angefertigten Praparate. Die nicht infizierten LS 180 Zellen zeigen um die gefarbten
Zellkerne deutlich rosafarbene Strukturen, welche beispielhaft in Bild A und B mit
einem schwarzen Pfeil markiert wurden. Die Praparate waren in ihrer Beschaffenheit
sehr gleichmafdig. Es befanden sich wenige Zellen in den Praparaten, die kaum
Muzin produzierten. Abbildung 8A der nicht infizierten Zellen zeigt einer dieser
wenigen Stellen. Der schwarze Pfeil markiert einen Zellkern, welcher kaum von rosa-
gefarbten Strukturen umgeben ist. Hingegen hat die in Ausschnitt B markierte Zelle
deutlich Glykoproteine produziert. Des Weiteren wurden in diesen Préaparaten stark
dunkelrosa-gefarbte Strukturen gefunden, welche mit einem hellblauen Pfeil in
Ausschnitt A markiert wurden. LS 180 Zellen, welche mit EDL933 infiziert wurden,
zeigen eine deutliche Reduktion des Muzins. Abbildung 8 Praparat A zeigt eine
vorangeschrittene Infektion. Obwohl LS 180 Zellen gleichmafig im Well verteilt
wurde und die Konfluenz circa 95 % betrug, sind hier nur noch wenige Zellen
sichtbar. Die Zellkerne sind kaum von Muzin umgeben. Die adharenten Bakterien
sind deutlich sichtbar (rote Pfeile). Abbildung 8B der EDL933 Infektion zeigt einen
Ausschnitt von infizierten Zellen, welche ebenfalls eine Reduktion des Muzins
aufweisen, allerdings sind rosa-lila-gefarbte Strukturen vorhanden. Lilageféarbte
Strukturen entstehen, wenn der pH-Wert im sauren Bereich liegt. Die adhéarenten
Bakterien sind in Ausschnitt B ebenfalls gut sichtbar (roter Pfeil). In beiden erstellten
Praparaten waren haufiger Bereiche wie in Ausschnitt A zu finden. Nach Infektion der
LS 180 Zellen mit EDL933AnanSAnanS-p1-p5 wurden in Préparaten lediglich eine
minimale Reduktion des Muzins festgestellt. Die Praparate waren sehr gleichmafig,
wie in Ausschnitt A und B dargestellt. Adharente Bakterien waren sichtbar (rote
Pfeile) und PAS-gefarbte Strukturen erscheinen rosa-lila, was auf einen sauren pH-
Wert hindeutet. Auffallig war, dass manche LS 180 Zellen eine grol3ere Menge an
Glykoproteinen  produziert haben (hellblauer Pfeil in  Abbildung 8A,
EDL933AnanSAnanS-p1-p5 Infektion). Diese intensiv gefarbten Strukturen
erschienen haufiger im Vergleich zu nicht-infizierten Proben. Wurden LS 180 Zellen
mit dem Stamm EDL933AnanSAnanS-pl-p7 infiziert, konnte durch die
mikroskopische Analyse der PAS-gefarbten Strukturen, keine Reduktion von
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Glykoproteinen festgestellt werden. Die Praparate A und B waren sehr gleichmalig
und adharente Bakterien kdnnen gut gesehen werden (rote Pfeile). Die Haufigkeit
von stark gefarbten Glykoproteinen (hellblaue Pfeile) nahm im Vergleich zur
Kontrollfarbung enorm zu. Die Infektionen mit anschlieRender PAS-Farbung zeigen
deutlich, dass der Wildtyp EDL933 Muzin von LS 180 Zellen degradieren kann,
wéahrend die nanS-p Mutanten EDL933AnanSAnanS-pl-p5 und
EDL933AnanSAnanS-pl-p7 nicht fahig waren, das Muzin wahrend der 4-stiindigen
Infektion abzubauen. Es scheint zudem, dass wahrend der Infektion mit
EDL933AnanSAnanS-p1-p7, die LS 180 Zellen, als Abwehr gegeniuber der
Pathogenen, eine erhdhte Muzinproduktion aufweisen.
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Abbildung 8. Qualitative Analyse des Mukusabbaus auf LS 180 Zellen in Abhéngigkeit von
NanS-p. Jeweils zwei Ausschnitte A und B der PAS-Farbung von nicht infizierten LS 180
Zellen und nach 4-stiindiger Infektion mit EDL933, EDL933AnanSAnanS-pl-p5 bzw.
EDL933AnanSAnanS-pl-p7. Durch die PAS-Farbung wurden Glykoproteine wie Muzine rosa-
violett gefarbt. Zellkerne wurden mit Hamatoxylin geféarbt und erscheinen lila. Bis zur Infektion
wurden LS 180 Zellen bis zur Konfluenz von circa 95 % kultiviert. Bei nicht infizierten Zellen ist
deutlich eine rosa Farbung des Muzins erkennbar. Jeweils ein Zellkern in Bild A und B wurden
beispielhaft mit schwarzen Pfeilen markiert. Abbildung A der Infektion von LS 180 Zellen mit
EDL933 zeigen eine fast vollstindige Reduktion des Muzins. Deutlich zu erkennen sind die
Bakterien (rote Pfeile), welche adharent an Zellen haften. Abbildung B zeigt einen weiteren
Ausschnitt der Infektion mit EDL933. Die Reduktion des Muzins war nicht vollstandig,
allerdings schon weit fortgeschritten. Nach Infektion der LS 180 Zellen mit
EDL933AnanSAnanS-pl-p5 zeigten beide Proben A und B eine geringe Reduktion des
Muzins. Obwohl adhéarente Bakterien (rote Pfeile) sichtbar waren, konnte wahrend der 4-
stiindigen Infektion kaum Muzin abgebaut werden. Ahnlich verlief die Infektion der LS 180
Zellen mit EDL933AnanSAnanS-pl-p7. Die Mutante ist nicht fahig das Muzin abzubauen.
Stellenweise befand sich konfluenter rosa-lila gefarbter Mukus, stéarker im Vergleich zur nicht-
infizierten Proben.
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5.8. Motilitat von EHEC Stammen in Schwimmversuchen

In den UPEC Stammen EC958, CFT073 und UTI89 konnten bereits 9-O-
Acetylesterasen identifiziert werden, welche die Expression des Masterregulators
flhD und von fliC positiv beeinflussen, woraus eine verstarkte Produktion von
Flagellen resultiert, das wiederum die Motilitdt der Bakterien erhéht (163). Durch die
Aktivitat der 9-O-Acetylesterasen wird neben der Grundstruktur NeuSAc auch Acetat
gebildet. Im EPEC Stamm 0O127:H6 konnte gezeigt werden, dass Acetat die
Expression von sowohl LEE Genen, als auch fliC positiv reguliert und somit an der
Adharenz und der Motilitat der Bakterien beteiligt ist (175). Um weitere Funktionen
der 9-O-Acetylesterasen aus EHEC charakterisieren zu konnen, wurde deshalb
deren Einfluss auf die Motilitdt der Bakterien beleuchtet und aul3erdem uUberpruft,
inwiefern Acetat dabei eine Rolle spielt. Fir die Analyse wurden vom Serotyp
O157:H7 die Stamme EDL933, EDL933AnanSAnanS-pl-p5 und
EDL933AnanSAnanS-p1-p7 verwendet. Vom Serotyp O104:H4 wurden die Stamme
C227-11®cu, C227-11PculnanS-pll-pl2 und C227-11dPculAnanS-pll-pl4d
herangezogen. Die Durchfuhrung erfolgte wie in 4.2.28. beschrieben. Von Kulturen
wurden je 1 x 10’ KbE auf die Mitte von 0,3 % LB-Bacto-Agarplatten pipettiert und
bei 30 °C fir 21 Stunden inkubiert. Durch die geringe Konzentration im Agar und der
Temperatur bei 30 °C wird das Schwarmen der Bakterien ausgeschlossen, wodurch
diese lediglich ein Schwimmverhalten zeigen kdnnen. Nach der Inkubation wurden
die Durchmesser der Schwimmhofe gemessen und Mittelwerte gebildet. Alle
Motilitdtsassays wurden in zwei biologischen Replikaten mit jeweils zwei technischen
Replikaten durchgefuhrt. Von den erhaltenen Werten wurde anschlieRend das
Signifikanzniveau zweier Gruppen mittels der Friedman-ANOVA analysiert (4.2.24.).

Das Ergebnis der Motilitdtsassays ist in Abbildung 9 zu sehen. Abb. 9A zeigt die
Mittelwerte der gemessenen Schwimmhofe der EDL933 Stamme. Nach der
Inkubationszeit von 21 Stunden konnte der Wildtyp EDL933 einen Durchmesser von
durchschnittlich 5,23 cm erreichen. In derselben Zeit erreichten die nanS-p Mutanten
EDL933AnanSAnanS-pl1-p5 und EDL933AnanSAnanS-pl-p7 Schwimmhofe mit
Durchmesser von 7,18 cm bzw. 7,25 cm. Nach Durchfiihrung der Friedman-ANOVA
konnte bestétigt werden, dass sowohl der um 37,3 % vergroR3erte Schwimmhof der
Mutante EDL933AnanSAnanS-pl-p5, als auch der um 38,6 % vergroRerte
Schwimmhof der Mutante EDL933AnanSAnanS-pl-p7 einen signifikanten
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Unterschied zum Wildtyp EDL933 aufweisen. Liegt das Signifikanzniveau unter dem
Wert von a = 0,05, wurde dies in der Abb. 9 mit einem Sternchen markiert. Um zu
Uberprufen, inwiefern das durch die 9-O-Acetylesterasen produzierte Acetat an der
verringerten Motilitdt des Wildtypes EDL933 beteiligt ist, wurden fur weitere Assays
den 0,3 % LB-Bacto-Agarplatten 60 mM bzw. 80 mM Natrium-Acetat hinzugefugt.
Der pH-Wert wurde dadurch nicht beeinflusst. AnschlieBend wurde mit diesen
Agarplatten erneut in biologischen Duplikaten mit jeweils zwei technischen
Replikaten das Schwimmverhalten der nanS-p Mutante EDL933AnanSAnanS-pl1-p7
analysiert. Abb. 9A zeigt, dass bereits bei der Zugabe von 60 mM Acetat deutlich
eine signifikante Verringerung des Schwimmhofes um 14,8 % auf 6,18 cm entsteht,
verglichen mit dem Durchmesser der 7-fach nanS-p Mutante ohne Zugabe des
Acetates (7,25 cm). Durch die im Agar vorhandene Acetat-Konzentration von 80 mM
konnte sogar eine signifikante Reduktion des Schwimmhofes um 28,6 % auf 5,18 cm
erreicht werden, welcher dem wildtypischen Schwimmverhalten von EDL933 gleicht.
Zwischen EDL933 und EDL933AnanSAnanS-pl-p7 + 80 mM Acetat konnte im

durchgefiihrten Assay kein signifikanter Unterschied festgestellt werden.

Des Weiteren wurde das Schwimmverhalten des Stammes 0104:H4 C227-11®cu
analysiert, welches in Abb. 9B zu sehen ist. Der wildtypische Stamm erreicht nach
der Inkubationszeit von 21 Stunden auf 0,3 % LB-Bacto-Agarplatten einen
Schwimmhof mit einem Durchmesser von 4,05 cm. Die nanS-p Mutanten C227-
11®culAnanS-pll-p12 und C227-11®dculAnanS-pll-pl4d zeigen im Assay ein
gleiches Schwimmverhalten und erreichen einen Durchmesser von 5,3 cm und 5,04
cm. Dies entspricht einer erhohten Motilitat von 30,9 % fur C227-11®cuAnanS-pl11-
pl2 und 24,4 % fur C227-11®dculAnanS-pll-pl4. Durch die Friedman-ANOVA
konnte ein signifikanter Unterschied von einem Signifikanzniveau unter p < 0,05 der
Mutanten zum Wildtypstamm C227-11®cu im Schwimmverhalten bestatigt werden.
Zur Uberpriifung, ob auch die Motilitat des Serotyps O104:H4 durch die Zugabe von
Acetat verringert wird, wurden erneut 0,3 % LB-Bacto-Agarplatten mit 60 mM und 80
mM Natriumacetat hergestellt und im Assay mit dem Stamm C227-11®culAnanS-
pll-pl4 verwendet (4.2.28.). Von diesem wurden jeweils 1 x 107 KbE auf die Mitte
des Agars pipettiert und Durchmesser der Schwimmhofe nach 21 Stunden Inkubation
bei 30 °C gemessen. Abbildung 9B zeigt den Mittelwert der zwei biologischen
Replikate mit jeweils zwei technischen Replikaten. Sowohl durch die Zugabe von 60

mM, als auch 80 mM Acetat, konnte die Motilitat der nanS-p Mutante C227-
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11®culAnanS-pl1-pl4 signifikant verringert werden, welche Schwimmhéfe von 3,6
cm (60 mM) und 3,0 cm (80 mM) erreichte. Bezogen auf C227-11®dculAnanS-pl1-
pl4 ohne die Zugabe von Acetat, entspricht dies einer Reduktion von 28,6 % durch
60 mM, und 40,5 % durch 80 mM zugefiihrtem Acetat. Unabhangig von der
eingesetzten Acetat-Konzentration, konnten bei beiden Ansatzen kleinere
Schwimmhoéfe als der Wildtyp C227-11®cu (4,05 cm) erreicht werden. Dies war,
auch bei der hoheren Konzentration von 80 mM Acetat bei EDL933AnanSAnanS-pl-
p7 nicht der Fall.

Abschlielend konnten beide Versuche, sowohl mit EDL933 als auch mit C227-
11®cu, zeigen, dass die 9-O-Acetylesterasen das Schwimmverhalten der Stamme
beeinflussen. Durch deren Expression zeigen die Wildtypen eine verringerte Motilitat
im Vergleich zu nanS-p Mutanten. Dabei spielt es keine Rolle, ob alle vorhandenen
nanS-p Gene deletiert waren, oder im Genom noch zwei nanS-p vorhanden waren.
Durch die Zugabe von Acetat zeigen nanS-p Mutanten trotz der fehlenden Aktivitat
von 9-O-Acetylesterasen einen verringerten Schwimmhof, was darauf hindeutet,
dass die NanS-p durch die Hydrolyse der O-Acetylgruppe von Neuraminsauren die

Motilitdt von EHEC verringern.
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Abbildung 10. Vergleich der Motilitdt von EDL933 und C227-11®cu im Schwimmversuch mit 0,3 %
LB-Bacto-Agarplatten. Von Stammen in der stationdren Phase wurden je 1*10° KbE in die Mitte der
Agarplatten pipettiert und diese fiir 21 Stunden bei 30 °C inkubiert. Ergebnisse zeigen Durchmesser
der Schwimmhofe. Darstellung von zwei biologischen mit jeweils zwei technischen Replikaten.
Statistische Auswertung erfolgte mittels der Friedman-ANOVA; (p < 0,05). (A) Vergleich der Motilitat
von EDL933 und EDL933AnanSAnanS-pl-p7 bzw. EDL933AnanSAnanS-pl-p5. Die Mutanten zeigen
eine signifikant erhdhte Motilitdt. Nach Zugabe von sowohl 60 mM als auch 80 mM Natriumacetat zu
0,3 % LB-Bacto-Agarplatten zeigt die Mutante EDL933AnanSAnanS-pl-p7 eine signifikant verringerte
Motilitat. (B) Vergleich der Moatilitat von C227-11®cu mit C227-11®PculnanS-pll-pl14 bzw. C227-
11®culnanS-pl1-pl2. Mutanten zeigen eine signifikant erhdhte Motilitdt zum Wildtyp. Durch Zugabe
von 60 mM bzw. 80 mM Natriumacetat wurde der Durchmesser der Schwimmhéfe signifikant
verringert.
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6. Diskussion
6.1. Breiteres Substratspektrum der analysierten NanS-p aus O157:H7

Der EHEC Stamm O157:H7 EDL933 enthélt neben dem chromosomal kodierten Gen
nanS noch 7 weitere homologe Gene, die allerdings Prophagen-kodiert und von
nanS-pl bis nanS-p7 nummeriert sind (148). Diese kodieren fir 9-O-Acetylesterasen,
welche wichtige Enzyme im Neuraminséaurestoffwechsel sind, indem sie an C9 die O-
Acetylgruppe abspalten (157, 148). O-Acetylesterasen aus anderen Organismen und
Viren wurden stellenweise als sehr spezifisch beschrieben und kbnnen nur an einem
Kohlenstoffatom der Neuraminsaure de-O-acetylieren (164, 136). Andere O-
Acetylesterasen, von z.B. Influenzavirus wiederum, zeigen ein unspezifisches
breiteres  Spektrum und de-O-acetylieren auch mehrfach O-acetylierte
Neuraminséuren (164). In der vorliegenden Arbeit kann mittels HPTLC Analysen
keine de-O-Acetylierung von Neu5,4Ac, durch NanS, NanS-p1, NanS-p2 und NanS-
p4 aus O157:H7 EDL933 gezeigt werden. Die Aktivitat der rekombinant exprimierten
Enzyme konnte allerdings unter der Verwendung von Neu5,9Ac, als Substrat
bestéatigt werden (5.3.). Vergleicht man die Sequenzen der NanS-p mit 4-O-
Acetylesterasen aus Viren, findet man keine homologen Bereiche. NanS und NanS-p
gehoren zur SGNH-Familie (148). Spezifisch fur diese Enzymgruppe sind die
Aminosauren Serin (S), Glycin (G), Asparagin (N) und Histidin (H), welche in
konservierten Regionen der Sequenz enthalten sind. Serin und Histidin sind Teil der
katalytischen Triade (147, 143). Weder die konservierten Bereiche von SGNH
Proteasen, noch die katalytische Triade von NanS/NanS-p, zeigen Homologien zu 4-

O-Acetylesterasen.

Um zu analysieren, ob das Substratspektrum lediglich auf C9 in Neuraminsduren
beschrankt ist, wurden nanoESI MS Analysen durchgefuhrt (4.2.17. - 4.2.19). FUr
enzymatische Ansatze wurde als Neuraminsaurequelle Rinderdriisenspeichelmuzin
(BSM) verwendet. In dieser Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass BSM bis zu
dreifach O-acetylierte Neuraminsdauren Neu5Ac(OAc); und Neu5Gc(OAc)s enthalt.
Nach Inkubation des Muzins mit NanS-His bzw. NanS-p-His zeigten Spektren
hauptsachlich lonen der Grundstrukturen Neu5Ac und Neu5Gc sowie eine geringe
Mengen an einfach O-acetylierten Neuraminsauren. Die drastische Reduzierung der
O-Acetylgruppen zeigt deutlich ein erweitertes Substratspektrum der Enzyme. Vor

allem die de-O-Acetylierung von dreifach O-acetylierten Neuraminsauren gibt einen
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deutlichen Hinweis, dass die Esterasen an weiteren Kohlenstoffen im Grundgerist
hydrolysieren kénnen. O-Acetylgruppen an Neu5Ac und Neu5Gc kdnnen an C4, C7,
C8 und C9 vorkommen (142). Naturlich vorkommende Neuraminsauren mit einer O-
Acetylgruppe sind Neu5,9Ac,, Neu5,8Ac,, Neu5,7Ac, und Neub5,4Ac, (142). Die
HPTLC Analysen zeigten bereits, dass Neu5,4Ac, nicht hydrolysiert werden kann,
wahrend an C9 die Acetylgruppe abgespalten wird (5.3.). Liegt ein neutraler pH-Wert
vor, kann die O-Acetylgruppe von C7 zu C8 und C9 migrieren (176). Fur nanoESI MS
Analysen wurde BSM in Reinstwasser gelost. Sobald die Esterasen an C9 die O-
Acetylgruppe abspalten, entsteht Essigsdure. Demnach musste der pH-Wert durch
die Aktivitat der Enzyme im sauren Bereich liegen, da das geldste Muzin sich in
keinem Puffersystem befindet. Ein saurer pH-Wert wiirde die Migration von C7 zu C8
und C9 verhindern (176). Kénnte NanS-p1-His an C7 und C8 nicht de-O-acetylieren,
hatte man im Spektrum starkere Signale von lonen zweifach O-acetylierter
Neuraminsauren detektieren muissen, da NanS-pl-His sonst Neu4,5,7(8),9Ac, zu
Neu4,5,7(8)Acs hydrolysiert hatte. Das lasst darauf schlie3en, dass die Esterase an
C7 und C8 de-O-acetylieren kann und bei detektieren Neu5Ac(OAc) es sich
wahrscheinlich um Neu5,4Ac; handelt. Durch die stark reduzierten detektierten lonen
von einfach und zweifach O-acetylierten Neuraminsauren in Spektren von
NanS/NanS-p2/p4-His behandeltem Muzin, lasst sich ebenfalls daraus schliel3en,
dass das gleiche Substratspektrum wie von NanS-pl-His vorliegt. Die rekombinant
exprimierten Enzyme wurden nacheinander aufgereinigt und wurden dadurch vor
Verwendung im Assay unterschiedlich lang gelagert. Eventuell konnten dadurch die
Enzyme unterschiedlich aktiv sein. Um dieses Ergebnis zu optimieren und lonen von
zweifach O-acetylierten Neuraminsauren auch in Spektren von NanS/NanS-p2/-p4
behandeltem Muzin zu reduzieren, hatte man entweder frisch aufgereinigte Enzyme
direkt im Assay verwenden, oder mehr Enzym einsetzen sollen. Dennoch zeigen die
Ergebnisse, dass sowohl NanS als auch NanS-p mehrfach O-acetylierte
Neuraminsauren sowie die glykosylierten Derivate de-O-acetylieren konnen. Die
Aktivitat wird weder verringert, wenn zusatzlich zur O-Acetylgruppe an C9 weitere O-
Acetylgruppen am Grundgerist gebunden sind, noch wenn die Neuraminsduren
grundsatzlich an Glykanen gebunden sind. NanS befindet sich im periplasmatischen
Raum (147). Die Lokalisierung von NanS-p ist bisher unbekannt. Sollten die Enzyme
ins extrazellulare Milieu gelangen, kdnnten diese im Darm samtliche Neuraminsduren

de-O-acetylieren, bevor sie ins Bakterium aufgenommen werden. Durch eine
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extrazellulare enzymatische Aktivitdt konnten NanS-p durch die de-O-Acetylierung
von Neuraminsauren den von kommensalen Darmbakterien produzierten Sialidasen
eine groRere Menge an Substrat liefern. Analysen der O-Acetylesterase EstA aus B.
fragilis konnte diese Hypothese bereits bestatigen. Durch die Zugabe von EstA zu
BSM konnten Sialidasen aus B. thetaiotaomicron mehr Neuraminséuren
hydrolysieren (136). In der vorliegenden Arbeit konnte mittels nanoESI MS Analysen
gezeigt werden, dass die Sialidase BTSA von B. Thetaiotaomicron in Muzin-haltigem
Medium lediglich einfach O-acetylierte Neuraminsduren und die Grundstrukturen
Neu5Ac und Neu5Gc abspalten kann (5.5.). Wurde die Sialidase mit NanS-His oder
NanS-p-His co-inkubiert, konnte eine starke Zunahme von Neu5Ac und Neu5Gc
detektiert werden (4.2.17. — 4.2.19; 5.5. (172)). Keine lonen von O-acetylierten
Neuraminsauren wurden detektiert. Die O-Acetylgruppen endstandig-gebundener
Neuraminsauren in Muzin dienen eigentlich dem Schutz vor Degradierung, wodurch
Bakterien die intestinale Barriere nicht durchbrechen konnen, da die Muzinschicht
nicht abgebaut werden kann (135). Diese Ergebnisse lassen darauf schliel3en, dass
EHEC im Darm durch die Expression der 9-O-Acetylesterasen samtliche
Neuraminsauren de-O-acetylieren, sodass die Grundstrukturen Neu5Ac bzw.
Neu5Gc, oder maximal einfach O-acetylierte Neuraminsauren entstehen. In beiden
Fallen kénnen Sialidasen von kommensalen Darmbakterien diese abspalten. Nadja
Saile konnte dies in weiterfiihrenden Experimenten bestatigen (172). Die
Kombination aus NanS-p und BTSA liefertem dem Stamm EDL933 in BSM-haltigem
Medium mehr Substrat, wodurch die Bakterien ein starkeres Wachstum erzielten im
Vergleich zum Ansatz ohne BTSA (172). Durch den Gendosiseffekt und vor allem
das erweiterte Substratspektrum, kann EHEC schneller an C- und N-Quellen im
Darm gelangen und tUberwachst damit den kommensalen E. coli (148, 140, 138).
Inwiefern die 9-O-Acetylesterasen lediglich fir den Kohlehydratmetabolismus im
Darm natzlich sind, oder schon als Virulenzfaktor fungieren, da sie die Degradierung

der mukosalen Schicht initiieren, muss weiter geklart werden.

95



6.2. Prophagenkodierte 9-O-Acetylesterasen aus EHEC als potentielle
Virulenzfaktoren

6.2.1. Einfluss der 9-O-Acetylesterasen auf den Abbau von Glykoproteinen von
Muzin-produzierenden Darmepithelzellen in vitro

EHEC kolonisieren bevorzugt im Dickdarm, wo die Bakterien die intestinale Barriere
durchbrechen und bis zum Epithel gelangen (146, 25). Diese Barriere besteht zum
groRten Teil aus Muzin 2 (MUC2), welches stark O-glykosyliert und endstandig
Neuraminsauren mit unterschiedlichen Graden an O-Acetylierungen aufweist (129,
144). Da in vorherigen Ergebnissen gezeigt wurde, dass die 9-O-Acetylesterasen aus
0157:H7 EDL933 Glykan-gebundene Neuraminséduren an C7, C8 und C9 de-O-
acetylieren konnen, wurde in Zellkulturversuchen, unter der Verwendung der
humanen MUC2 produzierenden Darmepithelzelllinie LS 180, der mukosale Abbau in
Abhéangigkeit der NanS-p analysiert. Die Muzinproduktion der LS 180 Zellen wurde
mittels der PAS-Farbung bestatigt, welche unspezifisch Glykoproteine der Zellen
rosa-lila anfarbt (4.2.25; 4.2.26; 4.2.27; 5.7.). Nach Infektion der Zellen mit dem
Stamm EDL933 war nach mikroskopischer Analyse eine deutliche Reduktion PAS-
geféarbter Strukturen im Praparat erkennbar. Nach der 4-stiindigen Infektion war das
Muzin der Zellen fast vollstandig abgebaut. Nach Infektion der LS 180 Zellen mit
EDL933AnanSAnanS-p1-p5 und anschlielender PAS-Farbung konnte lediglich eine
geringe Reduktion der rosa-lila Farbung von Glykoproteinen beobachtet werden.
Wurden Zellen mit EDL933AnanSAnanS-pl-p7 infiziert, zeigten Praparate nach
PAS-Farbung vermehrt Strukturen mit starker rosa-lila Farbung. Im Vergleich zur
nicht infizierten Kontrolle von LS 180 Zellen waren diese stark gefarbten Bereiche im
Praparat der Infektion mit EDL933AnanSAnanS-pl-p7 haufiger zu finden, was auf
eine hohere Muzinmenge hinweisen konnte. Durch die PAS-Farbung werden
samtliche Glykoproteine angefarbt. Um zu bestatigen, dass der Abbau des durch LS
180 Zellen produzierte MUC2 abhangig von NanS-p ist, muisste man in
weiterfihrenden Experimenten mittels spezifischem Antikrper das Muzin
detektieren. Hierfur kommt ein primarer MUC2-Antikorper in Frage. Dieser kdnnte in
einem ELISA eingesetzt werden, wodurch die NanS-p abhangige Degradierung des
MUC2 bestatigt werden kdnnte. Trotzdem zeigen die durchgefiihrten Experimente,
dass NanS-p notwendig sind, um grundséatzlich Glykoproteine der LS 180 Zellen
abbauen zu kdnnen. Erwdhnenswert ist, dass die eingesetzten Stamme alle das Gen

stcE kodierten. Studien von Deletionsmutanten in Zellkulturversuchen zeigten, dass
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StcE aus 0157:H7 EDL933 notwendig ist, um MUC2 degradieren zu kénnen (126).
Andere Studien zeigten allerdings, dass das Enzym rekombinant exprimiert und
aufgereinigt nicht fahig ist, das Glykoprotein zu spalten (65). Die unterschiedlichen
Ergebnisse in Studien lassen darauf schlie3en, dass die Aktivitat von StcE abhangig
von weiteren Enzymen aus EHEC ist. Grundsatzlich kbnnen Hydrolasen in ihrer
Aktivitat durch Neuraminsduren an Glykanen sowie deren O-Acetylierung inhibiert
werden (162, 172) Eventuell missen endstdndige Neuraminsduren durch NanS-p
de-O-acetyliert werden. damit die Muzinase StcE das Glykoprotein spalten kann. Um
diese Hypothese uUberprifen zu kdnnen, kénnte man rekombinant exprimiertes
NanS-p und StcE zu LS 180 Zellen geben und den Abbau der Glykoproteine
entweder mittels PAS-Farbung Uberprufen, oder mittels spezifischer Antikorper.
Zusatzlich sollte man ebenfalls die Versuche mit dem Stamm 0O104:H4 C227-11®cu
sowie Deletionsmutanten 0104:H4 C227-11®culAnanS-p11-p12 und 0104:H4 C227-
11®culAnanS-pl1l-p14 durchfuhren und analysieren, inwiefern der Abbau der
Glykoproteine von LS 180 Zellen auch in diesem Stamm abh&angig von NanS-p ist.
Der Stamm C227-11®cu exprimiert kein StcE, allerdings die Muzinase Pic, welche
stark abhéngig von Neuraminsduren Muzin bindet und dieses spaltet (96). Der
Versuch kdnnte zusatzlich zeigen, inwiefern bei dieser Bindung eine O-Acetylierung

der Neuraminsduren eine Rolle spielt.

Das Praparat der EDL933AnanSAnanS-pl1-p7 infizierten LS 180 Zellen zeigte, im
Vergleich zur Kontrolle, haufiger stark rosa-lila gefarbte Strukturen, was auf eine
héhere Konzantration an Glykoproteinen hinweist. Im Dickdarm werden durch die
Gobletzellen des Epitheliums antimikrobielle Substanzen und Antikorper sekretiert,
welche in der auf3eren Schicht die Mikrobiota und intestinale Pathogene wie EHEC
wahrnehmen und wodurch Gobletzellen mit einer erhdéhten Expression an MUC2
reagieren (177, 119, 120). Eine Studie belegt, dass auch LS 180 Zellen Uber
sekretierte Antikorper EHEC detektieren kdnnen und mit einer erhdhten Produktion
von MUC2 reagieren (177).Trotz erhéhter Muzinproduktion kann EHEC das Muzin
abbauen und die Zellen infizieren (177). Eventuell haben auch in durchgefuhrten
Zellkulturversuchen die LS 180 Zellen durch die Infektion mit erhohter
Mukusproduktion reagiert. Wahrend der Wildtyp EDL933 die Glykoproteine abbauen
konnte, waren die Deletionsmutanten durch die fehlenden nanS-p Gene dazu nicht
mehr in der Lage. Die erhdhte Muzinexpression kdnnte erklaren, weshalb in

Praparaten mit EDL933AnanSAnanS-pl-p7 infizierten LS 180 Zellen vermehrt stark
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rosa-lila gefarbte Bereiche vorhanden waren. Im Infektionsassay reichten die noch
zwei vorhandenen nanS-p Gene im EDL933AnanSAnanS-pl-p5 gerade so nicht aus,
um den Mukus der LS 180 Zellen vollstandig abzubauen, was den Gendosiseffekt
bestatigt. Es wird deutlich, dass der Stamm EDL933 alle nanS-p Gene bendtigt, um
wahrend der Infektion im Zellkulturversuch Muzin soweit abbauen zu kénnen, um die
Epithelzellen infizieren zu kdnnen. Die Zellen erkennen die Infektion auch mit der 7-
fach nanS-p Mutante. Diese hat vermutlich tberhaupt keine Chance zu infizieren, da
durch die fehlende de-O-Acetylierung der Glykan-gebundenen Neuraminsauren
keine Glykosidasen den Mukus degradieren kénnen. Im Gegenteil, die mukosale
Barriere wird verstarkt. Deshalb sind wahrscheinlich kommensale E. coli mit einem
nanS im Genom auch nicht fahig, die mukosale Schicht zu durchbrechen und
befinden sich im Dickdarm im Lumen bzw. der auf3eren losen Muzinschicht, wahrend
EDL933 durch seine 7 nanS-p Gene die Muzinschicht abbauen kann (178, 153). In
durchgefuhrten Versuchen mit LS 180 Zellen wurde keine Sialidase verwendet,
weshalb Neuraminséuren in Glykoproteinen der Zellen Glykan-gebunden vorliegen
mussen. Obwohl die Neuraminsduren nicht hydrolysiert wurden, zeigten die 9-O-
Acetylesterasen dennoch deutlich einen Einfluss auf den Abbau von Glykoproteinen.
Das konnte einen Hinweis geben, dass die 9-O-Acetylesterasen extrazellular
vorliegen mussen. Wéaren sie wie NanS im periplasmatischen Raum, kdnnten sie die
Glykan-gebundenen Neuraminsauren nicht de-O-acetylieren und hatten keinen
Effekt auf das Muzin (147). Eventuell werden aber auch wahrend der Infektion bei
einigen Stammen Phagen gebildet. Die Enzyme kdnnten dann durch Phagenlyse frei
werden (148, 179). Virale O-Acetylesterasen kbnnen zudem direkt an der Virushille
gebunden sein (180, 164). Desweiteren ist an Bakteriophagen aus Salmonella
enterica Serovar Typhi an der Membran eine Acetylesterase gebunden (181). Durch
die Lokalisierung der Gene auf Prophagen konnten NanS-p ebenfalls an
Bakteriophagen gebunden sein und dadurch ins &ul3ere Milieu gelangen.
Schlussfolgernd verdeutlicht der Versuch in vitro den immensen Einfluss der 9-O-
Acetylesterasen wahrend der Infektion von EHEC und zeigt, dass diese nicht nur am
Metabolismus von Neuraminsduren im Darm beteiligt sind, sondern mit der de-O-
Acetylierung von Glykoproteinen wie Muzin die Infektion beginnen und dadurch die
intestinale Barriere durchbrechen kénnen. Durch eine héhere Anzahl exprimierter 9-
O-Acetylesterasen wird das Gleichgewicht zwischen Muzinproduktion und Abbau

gestort. Das Muzin wird degradiert, wodurch EHEC nicht nur schneller an C- und N-
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Quellen gelangen, sondern auch bis zu Epithelzellen gelangen und diese infizieren

konnen.

6.2.2. Einfluss der 9-O-Acetylesterasen auf die Adharenz von EHEC an
Darmepithelzellen in vitro

Virale O-Acetylesterasen, gebunden an der Hille, binden an Neuraminsauren der
extrazellular vorliegenden Glykankette von Glykorezeptoren, wodurch Viren die
Adharenz an die Wirtsmembran vermittelt wird (164, 182, 174). Gleichzeitig zerstoren
O-Acetylesterasen durch ihre enzymatische Aktivitat den Rezeptor, woraus dieser
inaktiviert wird und die Signalkaskade ins Zellinnere unterbunden wird (174).
Dadurch umgehen Viren das Immunsystem und kénnen ungehindert weitere Zellen
infizieren. Die Bindung an Glykorezeptoren geht einher mit der de-O-Acetylierung
von Neub,9Ac; (182, 174, 183). In der vorliegenden Arbeit sollte das Potential der
NanS-p aus EHEC als Virulenzfaktor analysiert werden. Da die Bindung von Viren an
Wirtsmembranen Uber die enzymatische Aktivitat von 9-O-Acetylesterasen erfolgt,
wurde analysiert, inwiefern die Prophagen-kodierten NanS-p die Adharenz von
EHEC beeinflussen. Hierfir wurden Adharenzassays durchgefihrt (4.2.23). Als
Zelllinie wurden Darmepithelzellen HT-29 verwendet, welche kein Muzin produzieren
(4.1.4.). Damit auch weitere Glykoproteine den Assay nicht beeinflussen, wurde
wahrend der Infektion auf FCS im Zellkulturmedium verzichtet. Die vorkommenden
Neuraminsauren im Assay sind entweder von Glykorezeptoren der HT-29 Zellen,
bakteriellen Kapselproteinen oder im Falle vom Serotyp O104:H4®cu das LPS,
welches endstandig Neuraminsduren aufweist (184, 143, 185). Die Ergebnisse
zeigen einen deutlichen Einfluss der 9-O-Acetylesterasen auf die Adharenzfahigkeit
der Bakterien in vitro (5.6). Beide Stamme, O157:H7 EDL933 und O104:H4 C227-
11dcu, zeigen eine signifikant reduzierte Anzahl adharenter Bakterien, wenn nanS-p
Gene deletiert sind. Um zu bestétigen, dass EHEC de-O-acetylierte Neuraminsauren
zum adhérieren an Epithelzellen braucht, wurden in weiteren Versuchen HT-29
Zellen mit der Sialidase BTSA-His co-inkubiert, welche Neu5Ac, sowie einfach-O-
acetylierte Neuraminsduren von Rezeptoren abspaltet (5.5.). Hier konnte die
Notwendigkeit der Neuraminsauren fir eine erfolgreiche Adharenz bestatigt werden.
Alle, wahrend der Infektion eingesetzten Stamme, zeigten durch die enzymatische
Aktivitat der Sialidase eine signifikante Reduzierung adhérenter Bakterien (5.6).
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Durch die de-O-Acetylierung von Neuraminsauren entsteht neben der Grundstruktur
Neu5Ac auch Acetat. Beides kann in Bakterien Signalwege und dadurch veranderte
Expressionen von Genen auslésen (186, 79, 175). Neu5Ac zeigt einen Einfluss auf
Fimbrien. Das Gen fimB wird durch den Repressor NanR reguliert. Liegt der Zucker
in der Zelle vor, wird die Expression von fimB eingeleitet, woraus eine Reduzierung
der Fimbrien resultiert (186, 187). Freies Neu5Ac kam im Zellkulturversuch allerdings
nur dann vor, wenn die Sialidase eingesetzt wurde. Die nanS-p Deletionsmutanten
zeigten aber auch ohne Co-Inkubation mit dem Enzym eine reduzierte Adharenz.
Von daher scheint Acetat das Signalmolekll zu sein. Acetat kommt grundsatzlich im
Dickdarm in hoheren Konzentrationen vor und zéhlt zu den SCFAs (116). In EPEC
0127:H6 konnte bereits eine positive Regulierung der LEE Gene durch Acetat
gezeigt werden (175). Andere Studien belegen, dass auch in EHEC 0O157:H7
EDL933 die kurzkettige Fettsaure einen positiven Einfluss auf die Virulenz zeigt (79).
Unter anderem reguliert Acetat die Expression von Flagellen negativ, wahrend das
Adhasin lha vermehrt exprimiert wird (117, 77, 78). lha kommt sowohl im Serotyp
0157:H7, als auch im O104:H4 vor und wird fur die Adhdrenz am Darmepithel
bendtigt. Unabhangig von SCFAs produziert EHEC selbst durch die enzymatische
Aktivitat der NanS-p Acetat. Es wird vermutet, dass die Bakterien am Darmepithel an
Glykorezeptoren gebundene Neuraminsauren binden, anschlielend durch die 9-O-
Acetylesterasen Acetat produzieren, woraus unter anderem die Produktion des
Adhasins Iha resultiert (117, 77, 79, 80). Die nanS-p Mutanten adhéarieren schlechter,
da diese durch das fehlende Acetat keine erhdhte Expression des Adhasins
aufweisen. Die Vermutung koénnte durch weiterfihrende Versuche wie rtPCR
Analysen des Gens iha in wildtypischen Stammen und nanS-p Mutanten bestétigt
werden. Da in EPEC zudem die LEE Gene durch Acetat reguliert werden, konnte
dies in EHEC auch der Fall sein, was einen zusatzlichen Effekt auf die Adharenz
hatte. Inwiefern Virulenzgene des LEE-negativen Serotyps O104:H4 durch Acetat
reguliert werden, ist bisher unbekannt. Allerdings adhériert der Stamm C227-11®cu
starker als der Stamm EDL933, weshalb sich eine regulierende Expression von
Virulenzfaktoren durch Acetat nicht ausschlief3en lasst und weiter analysiert werden
sollte. Die Deletionen der nanS-p Gene lie3 sich im Zellkulturversuch durch die
Zugabe von rekombinant exprimierten und aufgereinigten NanS-p1-His bzw. NanS-
p15-His komplementieren. Wahrend durch die Gesamtmenge von 10 ug NanS-pl-
His die Mutante EDL933AnanSAnanS-pl-p7 das Level von EDL933 erreicht, zeigt
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die Mutante C227-11®culAnanS-p11-p14 durch die Zugabe von 10 pg NanS-p15-His
eine signifikant hohere Adharenz als der Wildtyp C227-11®cu. Inwiefern dieser
Unterschied zustande kommt, ist bisher unklar. Die Aminosauresequenzen der
Enzyme sind zu 98,91 % identisch. Alignment der Sequenzen ist im Anhang unter
10.5. zu finden. Das Gen nanS-pl5 wurde wie auch nanS-pl in den
Expressionsvektor pET22b(+) kloniert. Dabei wurde darauf geachtet, dass die im
Vektor enthaltene Signalsequenz pelB zuvor entfernt wurde (4.2.2; 5.1.). Nach
Expression und Aufreinigung von NanS-p15-His wurde sowohl durch SDS-PAGE, als
auch im Westernblot eine Doppelbande detektiert (5.2.). Dabei weist die untere
Bande die eigentliche Grol3e des Proteins von 68,6 kDa auf. Eventuell handelt es
sich bei der hoheren Bande um eine modifizierte Variante der Esterase. Virale O-
Acetylesterasen kénnen zum Teil stark N-glykosyliert sein (188, 164). Glykosylierte
Proteine kdnnen eine hohere Stabilitat aufweisen (189). Eine N-Glykosylierung
erfolgt durch die kovalente Bindung zwischen einer Glykosylgruppe und der
Seitenkette eines Asparagins (N), das sich in der Erkennungssequenz N-X-T (T =
Threonin) oder N-X-S (S = Serin) befindet. X kann dabei jede Aminosaure aul3er
Prolin, Serin oder Threonin sein (190). Die Aminosauresequenzen von NanS-pl und
NanS-p15 unterscheiden sich in 7 Aminosauren. NanS-pl15 weist an Position 624
anstelle eines Glycins (G) ein Asparagin (N) auf. Dadurch entsteht von Position 624
bis 626 die Konsensussequenz NAT, an der eine N-Glykosylierung moglich wére.
Um zu Uberpriufen, ob NanS-pl5 tatsachlich N-glykosyliert ist, kdnnte man das
Enzym mit der PGNase F inkubieren. Dieses spaltet N-Glykosylierungen ab. Nach
Analyse mittels SDS-PAGE sollte dann nur noch die untere der beiden Banden zu
sehen sein. Eine mogliche Glykosylierung von NanS-p15 kénnte zu einer langeren
und/oder verstarkten Aktivitat fuhren. Das konnte erklaren, weshalb die Mutante
durch Zugabe von NanS-p15-His im Zellkulturversuch eine derart signifikant erhdhte
Adhérenz im Vergleich zum Wildtyp zeigt und die gleiche Menge an NanS-pl-His
dieses Ergebnis nicht erreichen kann. Die Komplementierung der Deletion erfolgte
durch die Zugabe der His-getaggten NanS-p in das Zellkulturmedium. Die Enzyme
befanden sich also extrazellular. Die Adharenz der Deletionsmutanten wurde
dadurch bis mindestens zum Wildtyplevel erhoht. Das lasst erneut auf die
Lokalisierung der NanS-p schlieBen und weist darauf hin, dass die im Wildtyp
exprimierten  9-O-Acetylesterasen  extrazellular  enzymatisch  aktiv  sind.

Schlussfolgernd bestatigen die Ergebnisse weiter die Vermutung, dass
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phagenkodierte 9-O-Acetylesterasen aus EHEC nicht nur fir den Neuraminsaure-
Stoffwechsel notwendig sind, sondern zur Virulenz der Bakterien beitragen und an
der Adhéarenz an das Darmepithel beteiligt sind.

6.2.3. 9-O-Acetylesterasen reduzieren die Motilitat von EHEC

In der vorliegenden Arbeit konnte bereits bestatigt werden, dass die Phagen-
kodierten 9-O-Acetylesterasen aus 0157:H7 EDL933 und 0104:H4 C227/11®cu
nicht nur den Bakterien eine C- und N-Quelle sichern, sondern den weiteren
Infektionsverlauf steuern, indem sie an der Degradierung von Muzin beteiligt sind und
die Adharenz an Epithelzellen Uber die de-O-Acetylierung von Neuraminsauren
vermitteln (53. — 5.7.). Durch die enzymatische Aktivitat von NanS-p entsteht Neu5Ac
und Acetat (148, 157). In der Literatur wurde bereits der Einfluss von Neu5Ac und
Acetat auf Fimbrien und Flagellen beschrieben (187, 175), weshalb im Rahmen
dieser Arbeit ein moglicher Einfluss der NanS-p auf die Motilitat von EHEC
untersucht wurde. Fimbrien und Flagellen sind entscheidend fir die Motilitat von
EHEC. Wahrend der Infektion spielen sie eine wichtige Rolle, damit die Bakterien am
richtigen Ort infizieren. Die Motilitat wird dabei durch sensorische Wahrnehmung
vieler Umwelteinflisse reguliert. Das Ergebnis der durchgefihrten Assays zeigt, dass
Wildtypen O157:H7 EDL933 und O104:H4 C227/11dcu eine geringere Motilitat
aufweisen, verglichen mit nanS-p Deletionsmutanten. Dabei spielt es keine Rolle, ob
alle nanS-p Gene deletiert, oder noch zwei nanS-p vorhanden waren. Die
verwendeten Schwimmplatten enthielten LB-Medium, welches geringe Mengen an
Neuraminséuren enthalt (191, 192). Inwiefern diese O-Acetylierungen aufweisen, ist
in der Literatur nicht beschrieben. Sollten diese Neuraminsauren O-acetyliert sein,
konnen im Motilitatsassay die nanS-p kodierenden Stamme 0O157:H7 EDL933 und
0104:H4 C227-11dcu diese durch die enzymatische Aktivitat der NanS-p de-O-
acetylieren, wodurch Neu5Ac und Acetat entstehen, welche die Motilitat regulieren
kénnen. In E. coli kann durch die Anwesenheit von Neu5Ac die Repression des Gens
fimB durch den Repressor NanR aufgehoben werden, woraus eine verringerte
Fimbrienproduktion, sowie verringerte Motilitdt resultiert (187). Demnach kdnnte das
Neu5Ac im Medium die Expression der Fimbrien in Stammen O157:H7 EDL933 und
0104:H4 C227-11®cu inhibieren, weshalb die Motilitét verringert ist. Des Weiteren

konnte in EPEC O127:H6 gezeigt werden, dass Acetat die Expression von Flagellen
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erhoht (175). Durch die Acetat-vermittelte Expression des RNA Polymerase o-
Faktors FlIIA werden Flagellagene positiv reguliert, woraus die veranderte Motilitat
resultiert (175). In einer Studie Uber UPEC-Stamme EC958, CFT073 und UTI89
konnte eine 9-O-Acetylesterase identifiziert werden, die die Expression von flhD und
fliC beeinflusst, wodurch die Stamme eine erhthte Motilitat aufwiesen (163). In
durchgefuihrten Experimenten sind die Ergebnisse zu beiden Studien gegensatzlich,
da durch NanS-p die Motilitat in EHEC verringert wird, und nicht erhdéht. Dennoch
zeigen die Studien, dass sowohl 9-O-Acetylesterasen, als auch Acetat, die
Expression von Flagellengenen regulieren (163, 175). Zudem wird in der Literatur ein
verandertes Schwimmverhalten mit veranderter Flagellenexpression bzw.
veranderter Rotorbewegung der Flagellen beschrieben (193). Um zu analysieren, ob
das gebildete Acetat im Schwimmassay die Motilitdt der Wildtypen verringert hat,
wurden in weiteren Versuchen zu Schwimmplatten entweder 60 mM oder 80 mM
Natriumacetat supplementiert. Beide eingesetzten Deletionsmutanten
EDL933AnanSAnanS-pl1-p7 und C227-11®culAnanS-pll-pl4 zeigten durch das
Acetat einen kleineren Schwimmbhof. Dabei wird deutlich, dass der Durchmesser des
Hofes mit hoherer Konzentration an Acetat kleiner wurde. Trotz fehlender Aktivitat
von 9-O-Acetylesterasen in nanS-p Deletionsmutanten konnte die Motilitdt durch
Acetat dem Wildtyplevel angeglichen werden. Das zeigt deutlich, dass das durch
NanS-p produzierte Acetat als Signalmolekil fungiert. Hier wird der Unterschied zum
EPEC Stamm 0O127:H6 erneut deutlich, welcher durch Acetat eine hohere Motilitat
zeigt (175). EPEC kolonisiert bevorzugt im Dinndarm, wo auch im Vergleich zum
Dickdarm grundsatzlich Acetat in geringerer Konzentration vorliegt (116, 175).
Eventuell werden 9-O-Acetylesterasen in pathogenen E. coli unterschiedlich reguliert,
damit die Bakterien in der bevorzugten Nische kolonisieren und infizieren kénnen. Im
Dickdarm kommen neben hoherer Acetatkonzentrationen auch vermehrt O-
acetylierte Neuraminsauren vor (142, 84). Durch die Aktivitat der Esterasen wirde
die Acetatkonzentration nochmals hoher werden. Die daraus resultierende
verringerte Motilitdt in EHEC sorgt fir die bevorzugte Kolonisierung im Dickdarm
(84). Um den Einfluss der 9-O-Acetylesterasen auf Fimbrien und/oder Flagellen
bestéatigen zu koénnen, sollten Genexpressionsanalysen der Fimbrien- und
Flagellengene im  wildtypischen EHEC Stamm EDL933 mit nanS-p
Deletionsmutanten verglichen werden. Durch den Einsatz von Medium im Versuch,

welches eine hohere Konzentration an Neuraminsauren aufweist, kénnte zudem ein
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erhohter Unterschied der Motilitat erreicht werden. Um zu bestatigen, dass
tatsachlich Acetat und nicht Neu5Ac das Signalmolekdl ist, kdnnte man vor Giel3en
der LB-Bacto-Agarplatten Neu5Ac supplementieren. Zusétzlich sollte man auch
analysieren, inwiefern das Schwarmverhalten von EHEC durch NanS-p beeinflusst
wird. Dieses wird ebenfalls Uber Flagellen reguliert und findet bei einer Agar-
Konzentration hoher als 0,5 % statt (193). Abschliel3end kann gesagt werden, dass
eine weitere Funktion den 9-O-Acetylesterasen aus EHEC zugeteilt werden kann, da
sie durch die enzymatische Aktivitdt die Motilitdt beeinflussen und dadurch dem

Bakterium die Nischen-Kolonisierung gewahrleisten.

6.3. Gendosiseffekt durch Mehrfachausstattung der nanS-p Gene in
EHEC

In Versuchen zur Motilitdt von EHEC Stdmmen in Abhangigkeit von nanS-p Genen
wurde der Gendosiseffekt sowohl bei EDL933 als auch C227-11®cu nicht sichtbar
(5.8.). Das konnte bedeuten, dass die nanS-p Gene unter verschiedenen
Bedingungen exprimiert werden. Der Gendosiseffekt war mit Stammen EDL933 und
C227-11®dcu  sowohl in  Wachstumsversuchen in  Minimalmedium  mit
Neuraminsauren (148, 140), als auch in Adhérenzassays sichtbar (5.6.). Demnach
waren mindestens zwei Gene im Genom ausreichend, sodass kein signifikanter
Unterschied zum Wildtyplevel entstand. Der Stamm EDL933 zeigte zusatzlich bei der
Degradierung von Muzin im Zellkulturversuch den nanS-p Gendosiseffekt (5.7.).
Wahrend Wachstumsversuche und Zellkulturassays bei 37 °C durchgefiihrt worden
sind, wurde das Schwimmverhalten bei 30 °C analysiert. Eventuell ware der
Gendosiseffekt sichtbar, wenn man die Schwimmassays bei 37 °C wiederholen
wurde. Andernfalls wiirde es sonst auf eine unterschiedliche Expression der Gene
unter verschiedenen Bedingungen hinweisen. In einer Studie Uber 9-O-
Acetylesterasen aus EDL933 wurde mittels rtPCR bereits die Gene nanS-pl und
nanS-p2 analysiert, welche konstitutiv exprimiert werden (160). Das Gen nanS-pl
zeigte zudem eine erhohte Expressionsrate wahrend des Wachstums in Darm-
simulierendem Medium (159). Zudem werden nanS-pl und nanS-p2, welche die
Gene stx,q und stxia flankieren, nach Phageninduktion co-transkribiert (158). Uber
die Expression weiterer nanS-p ist bisher nichts bekannt. Das Gen nanS in EDL933
wird durch den Repressor NanR reguliert (143, 147). Liegt Neu5Ac vor, wird nanS
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exprimiert (160). Durch das Vorhandensein von Neuraminsauren wurden die Gene
nanS-pl und nanS-p2 nicht exprimiert. Die hanS-p Gene werden demnach nicht, wie
Gene des nan-Operons, durch NanR reguliert (160). Trotzdem kann eine nanS
Deletion durch die nanS-p Gene kompensiert und der Neuraminsaurestoffwechsel
aufrecht gehalten werden (148, 160). Durch die unabhangige Expression vom
Neuraminsaurestoffwechsel, die erhdhte Expression von nanS-pl in Darm-
simulierendem Medium und nach Phageninduktion, sowie durch die in der
vorliegenden Arbeit erhaltenen Ergebnisse, scheinen NanS-p in EHEC eine weitere
Rolle wahrend der Infektion zu haben (158, 159, 148, 140). Nadja Saile konnte
bereits zeigen, dass durch den Gendosiseffekt der nanS-p Gene es zu einer
kirzeren Generationszeit in 0104:H4 C227-11®cu in Neuraminsaure-haltigem
Medium fihrt, verglichen mit apathogenen E. coli (140). Eventuell benétigen EHEC
die  Mehrfachausstattung der nanS-p Gene, um nicht nur im
Neuraminsaurestoffwechsel eine hohere Fitness zu erlangen, sondern auch bei der
Nischen-Kolonisierung im Dickdarm, zum Abbau des Mukus, sowie der Adharenz
und Infektion der Epithelzellen. Im Vergleich zu nanS weisen nanS-p zusatzlich die
unbekannte Domane DUF1737 auf (148, 140, 160). Inwiefern diese Domane eine
enzymatische Fuktion aufweist, musste geklart werden. Das koénnte weiter zum
Verstandnis beitragen, weshalb EHEC neben dem chromosomal kodiertem nanS

mehrere Prophagen-kodierte nanS Homologe kodiert.

6.4. Ausblick

Die Phagen-kodierten 9-O-Acetylesterasen aus EHEC wurden bisher mit dem
Metabolismus von O-acetylierten Neuraminsduren assoziiert (148, 140). Die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit geben den Hinweis auf weitere Funktionen der
Enzyme wéhrend der Infektion. Dabei beeinflussen die 9-O-Acetylesterasen die
Motilitat, den Abbau von sekretiertem Muzin von Darmepithelzellen und die Adharenz
der Bakterien in vitro. Weitere Versuche sind notwendig, um die erhaltenen
Ergebnisse zu bestéatigen und die Hypothese weiter zu belegen, ob NanS-p aus
EHEC als mdgliche Virulenzfaktoren fungieren, oder das durch die de-O-Acetylierung

entstandene Neu5Ac bzw. Acetat als Signalmolekul zur Virulenz beitragen.
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Zur  weiteren  Analyse der Motilitdt der  Bakterien  kdonnte  man
Genexpressionsanalysen durchfiihren. Der Vergleich von Fimbrien- und Flagellen-
Genen der wildtypischen Stamme mit nanS-p Deletionsmutanten mittels rtPCR
wirde grundsatzlich zeigen, ob die 9-O-Acetylesterasen tatsachlich die Expression
von Flagellen und Fimbrien beeinflussen. Liegt ein Unterschied zwischen den
Stdmmen vor, konnte man durch Zugabe von entweder Neu5Ac oder Acetat zur
nanS-p Deletionsmutante zeigen, welches der Molekile als Signal fungiert. Da in
Schwimmversuchen ein Unterschied festgestellt wurde, kénnte man zudem das
Schwarmverhalten analysieren. Bakterielles Schwarmen findet auf Agarplatten statt,

wenn die Agarkonzentration bei 0,5 % oder hoher liegt (194).

Der Abbau von sekretiertem Muzin im Zellkulturversuch mit LS 180 Zellen fand
ebenfalls im O157:H7 Stamm EDL933 abhangig der phagenkodierten 9-O-
Acetylesterasen ab. Die endstandig-gebundenen Neuraminséuren, und vor allem
deren O-Acetylierung, dienen in Glykanen eigentlich als Schutz vor Degradierung
durch Glykosidasen. Der Serotyp O157:H7 kodiert fir die Muzinase StcE (126).
Studien zeigten einen StcE abhangigen MUC2-Abbau (126). Allerdings war das
Enzym aufgereinigt nicht fahig, das Glykoprotein zu spalten (65). Das schlief3t auf die
Notwendigkeit weiterer Enzyme aus EHEC. Eventuell ist StcE durch O-
Acetylierungen der Neuraminsauren in ihrer Aktivitat inhibiert, was bestatigen wirde,
weshalb die nanS-p Mutanten die Muzinschicht der LS 180 Zellen nicht degradieren
konnten, obwohl das Gen stcE in Bakterien kodiert war. Die Abhangigkeit von StcE
durch 9-O-Acetylesterasen konnte bestatigt werden, indem MUC2 mit StcE und
NanS-p co-inkubiert wird. Mittels SDS-PAGE misste man die Degradierung
erkennen. Zusatzlich kénnte man den Einfluss der 9-O-Acetylesterasen des Serotyps
0104:H4 auf den Abbau von Muzin analysieren. Der Serotyp kodiert nicht fir die
Muzinase StcE, allerdings fur die Serinprotease Pic, welche Muzin binden und
degradieren kann (94). Da die Bindung stark von Neuraminsauren abhangig ist,

konnten die 9-O-Acetylesterasen die Aktivitat von Pic ebenfalls beeinflussen (96).

Die Adharenz in Abhangigkeit der 9-O-Acetylesterasen konnte bestatigt werden. In
Viren sind die Enzyme nicht nur fur die de-O-Acetylierung der Rezeptor-gebundenen
Neuraminsauren verantwortlich, sondern vermitteln dem Virus auch die Bindung an
den Rezeptor (164). Inwiefern NanS-p diese Rezeptorbindende Eigenschaft aufweist,

sollte ebenfalls analysiert werden. In diesem Zusammenhang kodnnte auch die
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unbekannte Doméane DUF1737 untersucht werden. Hierfir kdnnen verschiedene
Mutanten eingesetzt werden. Mittels der Datsenko und Wanner Methode kénnte man
verschiedene Teilsequenzen im nanS-p Gen deletieren (195). Setzt man diese
Stamme in Adharenzassays ein, so kann man die entscheidende Sequenz fir die
Bindung am Rezeptor identifizieren. Die Notwendigkeit der unbekannten Domane

DUF1737 wirde dadurch auch aufgeklart werden.

Im Adh&renzassay war die erhohte Aktivitdt von NanS-p15-His auffallig. Dieses weist
nach Expression und Aufreinigung eine Doppelbande auf, wobei die untere Bande
der eigentlichen Grol3e des Proteins entspricht. In vorherigen Arbeiten (Masterarbeit
Lisa Schwarz; 2017) konnte keine eindeutige Modifikation  mittels
massenspektrometrischen Analysen gezeigt werden. Virale O-Acetylesterasen
weisen haufig N-Glykosylierungen auf. Sollte NanS-p15-His ebenfalls N-glykosyliert
sein, konnte man dieses mit der PNGase F inkubiert werden. Dieses sollte die
Modifikation abspalten, wodurch nach Analyse mittels SDS-PAGE nur noch eine

Bande zu sehen sein sollte.

NanS kann Neuraminsduren im periplasmatischen Raum des Bakteriums de-O-
acetylieren, wodurch die Grundstruktur ins Cytoplasma gelangen kann (147). Sollten
NanS-p ebenfalls intrazellular vorliegen, kénnten sie keine Glykan-gebundenen
Neuraminsauren de-O-acetylieren. Der Abbau von Muzin und die Adharenz an
Epithelzellen erfolgten in Abh&ngigkeit der 9-O-Acetylesterasen. Demnach mussten
die Enzyme extrazellular aktiv sein, da die Neuraminsauren sowohl im Muzin der LS
180 Zellen, als auch an Rezeptoren der HT-29 Zellen gebunden waren. Eine Analyse
mittels Proteinase K und der Herstellung von Spharoblasten konnte Aufschluss tber
die Lokalisierung von NanS-p geben. Nach und nach wird mittels der Methode die
Zellwand und extrazellulare Membran-gebundene Proteine entfernt. Die Entfernung
wird mittels SDS-PAGE und der Verwendung spezifischer Antikérper im Westernblot
analysiert. Eine weitere mogliche Lokalisierung der Esterasen ist am Bakteriophagen.
Virale O-Acetylesterasen sind an der Phagenhiille gebunden. Durch die Gen-
Lokalisierung der nanS-p auf Prophagen kénnten auch NanS-p an Bakteriophagen
gebunden sein. Um das zu analysieren konnte man in einer EHEC Kultur die
Phagenexpression induzieren, diese anschliel3end isolieren und mittels MALDI-TOF

analysieren.
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Sollten NanS-p wahrend der Infektion extrazellular vorliegen, kdnnten sie eventuell
wie Shiga Toxin 2 in den Blutkreislauf gelangen. Erythrozyten enthalten an der
Membran gebunden Glykane, die endstandig die O-acetylierte Neuraminsaure
Neu5,9Ac, aufweisen (196). Die dadurch entstandene Ladung verhindert eine
Agglutination der Blutzellen. Die O-Acetylesterase aus Viren de-O-acetyliert die
Neuraminséuren und verursacht dadurch die Verklumpung der Zellen (196). Befinden
sich NanS-p im Blut, kbnnten sie ebenfalls eine Agglutination auslésen. Hierfur
kénnte man wenige Tropfen Blut mit rekombinant exprimierten und aufgereinigten

NanS-p inkubieren und eine mdgliche Gerinnung feststellen.

Sollten tatsachlich Prophagen-kodierte 9-O-Acetylesterasen aus EHEC als
Virulenzfaktor fungieren, kann man zudem analysieren, inwiefern sie zur Zytotoxizitat
beitragen und im Zellkulturversuch einen Zytotoxizitatstest mit Wildtypen und nanS-p

Deletionsmutanten durchfiihren.

Obwohl noch einige Experimente durchzufiihren sind, um die exakte Funktion von
NanS-p aus EHEC wéahrend der Infektion definieren zu kénnen, zeigt die vorliegende
Arbeit dennoch bereits deutlich, dass die Enzyme entscheidend fur wichtige
Vorgange wahrend des Infektionsprozesses sind und die Mehrfachausstattung an

nanS-p Genen zur Fitness der Bakterien wahrend der Infektion beitragen.
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8. Anhang

8.1.

Cap-Contig Sequenz von pET22b(+)/nanS-p15

Das Insert des Plasmides pET22b(+)/nanS-p15 wurde mittels den Oligonukleotiden
Nr. 887, 888, 1703, 1892, 1893 und 1894 sequenziert. Die erhaltenen Sequenzen
wurden mit dem Programm Bio Edit analysiert und alignt. Zusatzlich wurde mittels

des Programmes die cap-contig Sequenz mit der In-Silico Sequenz abgeglichen,

welche zu 100 % identisch sind. Folgend die erhaltene cap-contig Sequenz:

51

101

151

201

251

301

351

401

451

501

551

601

651

701

751

801

851

901

GTGAGCGGAT

AGGAGATATA

GCCGTCAGAC

AGCCTTATGG

ATCCAGCCAG

CAACCGTCCG

TGATCGCGCT

CCATTACCGG

GCGTCGCAGT

TCATTCCGGC

AACCATCCGA

AGGGCTGCAT

GCATTCTGCT

GCCGATGGCA

CTGGGGTGTG

CAGCACTGAA

CAGGGGGAAT

TGGTGCGCTG

AGTGCGTCGG

AACAATTCCC
cABBBGCATT
CTTGCGGAAC
TAGTGCGCTG
TTGTGAGTGA
ACGACCTCAG
TGCTGGTCAG
ATACATTCGA
ACGGTGACAC
GGACCATTGT
AAGCGGACCT
ATCGCCAAAA
GGTTCCGTGC
CATACAGTGA
GACAAGCCGC
GAAGAATCCG
TTGATTTTGG
GTTGATAAAT

TGGCTCTGCT

CTCTAGAAAT

TAAACACTAT

GAATAACTCA

ATTTCGACAG

GGGGAGCATC

CGCCTTCTGT

TCCAATGGTA

CAGTCCTGAT

CGGGAGGTGC

CTGCATGATG

GTCAAAGGGG

AATTGCTGCC

TGTCGTGGTG

CGCGAGTGGT

TGTATAAGGA

AAAAATGTGC

CGGTACGCCG

TCCGTGCAGA

GGCGGTGTTC

AATTTTGTTT

GACGTGGTCA

AAAACTGAAG

CTGGTTATGG

TCATCACCAG

TGCGCCAGAA

TGTCATACGG

CCACGAATTA

CGCCTGTAAG

TGCAGGACAT

CAGTACGGAA

GTTTATACCG

GTTCAGCGTT

GCCTCGGAGA

CCTTATCGGT

TGTTTGCCGT

GTAAATCACG

CCTGGCGGAT

CCTGGATATG

AACTTTAAGA

GGGCGGCGTC

GAAGGGTGGC

TGCGGAGTTC

AGGAGCCAGG

TATTACTATG

TGAGGGACTG

AACAGTTAGC

TATAACGACA

GAGCCGCCTT

CCGTGGGGCA

GCGAATGCGG

CACCACCGGA

ATTCAACCCG

CGAACAAAAG

GGTGTGGATG

CAGCACAGTT

ATGGCAGGTC

CGGGGACACG

124



951

lo01

1051

1101

1151

1201

1251

1301

1351

1401

1451

1501

1551

1601

1651

1701

1751

1801

1851

1901

1951

2001

2051

ACGTATTTCT

CAGCTACAAA

CGGATGAGAA

GACATTCCGG

CACCTGGACG

GCGGGATTAT

AGAGTGGCGC

GTCATCGCCT

ACCTTGCCAG

AGTGGCGGCA

GGCAGTGAAG

ACGCCGCGGG

TGCCGCTTTA

GTTTTACTGG

ACGGGGGGAA

GACCTGAATG

ACTGGGAACC

GCTTTGCCGG

GATGGCACAC

GGATAAACTG

TGATTGACAG

GAGCACCACC

GGAAGCTGAG

GGAAGCAGAA

AACAAAACGG

CGGGGTGAAT

GTATCGGATA

TCACAGGACA

TTCCGACCGT

TAAACGCGGG

TCCGGTGCAG

CGAGTCAGAG

GGGCAGAAGT

CTGACCAAGG

CAACGGTGCG

AGGTTTCGGG

CCGGTATCTT

TAACCTGCTG

TGATGTACCA

TTTGGCGCAT

GAATAACAGC

CGTTCACGCT

CATGTGACAG

CATTGCGGTG

ACCACCACCA

TTGGCTGCTG

Startcodon von nanS-p15

His-kodierende Sequenz

Stoppcodon

GAACGAATCC
AAAAGAATAT
GTGCCGACGA
TTACGGTTCG
GGGCGAGCCA
CTGGCAACGG
GGCATCATCG
AAGCCACAGG
GGAAGCCTGA
GGTCAGCGAT
AAGCCGGTAA
GCTCTGTTAC
AGCGCTGGCT
CACTGCCACA
GCAGCGTTCT
CAATGCGAAA
TTGATAACGA
CTTCAGGTGA
GACGCAGTCA
ACATTACCAG
GAAGTGAACA
ClllcaTCcca

CCACCGCTGA

ACGTACCAGA

CCATTTCGTA

ACAAACCGGA

AAATGGCGTG

TTTCAGTTCA

CGATTTTGCG

ACAGTATCAG

CGTCACAACA

AAGTACAGGG

GCGGAGGGAA

AAGCAGCTGG

AGAAAGGGGG

GCGAACCAGT

GGGCGTTGCC

ACATCCAGAC

GTAGCGACAA

ATGGCATATG

CGCCGGTTAT

CCGGTCAGTG

GAATGCGACT

ACGCGGATGC

GCTGCTAACA

GCAATAACTA

CGGTGTACGG

CCGTTCATGA

AGAAGACCCG

ACAGCTCAGC

TGGGCTCGCC

CCATGCGGGA

AGGTGCGCCC

CTGCTCTCTT

ATGGTCAGCC

CCGGAGGTAA

GTGCTGGAGT

GCAGATTCGC

ATGTTATGGC

CTGACCGGAG

AGATGCAAAA

ACAACCTGAA

CTGGCTTTCC

TGATGGTCAG

CATTTGCGGC

TACCCGGTGC

CGCGGCATTC

AAGCCCGAAA

GCATAACCC
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8.2. Massenspektrometrische Analyse der de-O-Acetylierung von
Glykan-gebundenen Neuraminsauren durch NanS-p2-His und NanS-

p4-His
Abbildung 10 zeigt die Massenspektren von detektierten Neuraminséduren nach
chemisacher Freisetzung aus BSM nach Inkubation mit NanS-p4-His (Abb. 10A)

bzw. NanS-p2-His (Abb. 10B). Die zugehdrigen lonen sowie deren m/z Werte
sind in Tabelle 19 aufgelistet.

Ac(OAc)
7

Ac | Gc
6

Ac(OAc)
9

) Gc(OAc)
10

300 350 m/z 400 450
B :C(gAC) Ac(OAc)
ZC Ac 8
5
Gc
a4
Ac(OAc)
Ac(OAc
Gc(l%Ac 1)ic(OAc)
/ 1
Gc(O.

300 350 m/z 400 450

Abbildung 11. nanoESI Massenspektrum von chemisch freigesetzten Neuraminsauren aus BSM
nach Inkubation mit NanS-p4-His (A) und NanS-p2-His (B). (A) Das Spektrum von NanS-p4-His
behandeltem BSM zeigt lonen zugehdrig zu Neu5Ac, Neu5Gc, Neu5Ac(OAc) und Neu5Gc(OAc). (B)
Entsprechende lonen wurden ebenfalls im Spektrum von NanS-p2-His behandeltem BSM detektiert.

Ac, Neu5Ac; Ac(OAc), Neu5Ac(OAc); Gc, Neu5Gc; Ge(OAc), Neu5Gce(OAc). Nummerierte lonen des
Massenspektrums sind in Tabelle 19A und 19B aufgelistet.
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Tabelle 19: Detektierte lonen von Neuraminsauren und korrespondierende m/z Werte nach
chemischer Freisetzung aus BSM nach NanS-p4-His Behandlung (A) bzw. Inkubation mit NanS-p2-

His (B).

Nr. Neuraminsaure

1 Neu5Ac' -H,0O

2  NeubAc' -H+Na

3 Neu5Ac(OAc)" -H,O

4  Neu5Gc' -H+Na

5  Neu5Ac [M+Na]"

Nr. Neuraminsaure

Neu5Ac” -H,0
Neu5Ac” -H+Na
Neu5Ac(OAc)" -H,O
Neu5Gc* -H+Na
Neu5Ac [M+Na]*
Neu5Ac” -2H+2Na
Neu5Gc [M+Na]*

Neu5Ac(OAc)" -H+Na

m/z

274.10

314.09

316.11

330.08

332.10

m/z

274.10

314.09

316.11

330.08

332.10

336.07

348.09

356.10

Nr.

10

Nr.

10

11

12

13

14

15

Neuraminsaure
Neu5Gc [M+Na]*
Neu5Ac(OAc)" -H+Na
Neu5Gc(OAc)" -H+Na
Neu5Ac(OAc) [M+Na]*

Neu5Gc(OAc) [M+Na]*

Neuraminsaure
Neu5Gc [M-H+2Na]+
Neu5Gc(OAc)" -H+Na

Neu5Ac(OAc) [M+Na]”

Neu5Ac(OAc)" -2H+2Na

Neu5Gc(OAc) [M+Na]*

Neu5Gc(OAC)" -2H+2Na

Neu5Ac(OAc)," -H+Na

m/z

348.09

356.10

372.09

374.11

390.10

m/z

370.07

372.09

374.11

378.08

390.10

394.07

398.11
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8.3. Hydrolyse de-O-acetylierter Neuraminsdure nach Inkubation von
BSM mit Sialidase BTSA-His und NanS-p2-His bzw. NanS-p4-His

Abbildung 11 zeigt die Massenspektiren von detektierten Neuraminsduren nach
Hydrolyse aus BSM nach Inkubation mit BSTA-His und NanS-p4-His (Abb. 11A)
bzw. NanS-p2-His (Abb. 11B). Die zugehérigen lonen sowie deren m/z Werte
sind in Tabelle 20 aufgelistet.
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Ac
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1
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Abbildung 12: nanoESI Massenspektrum von hydrolysierten Neuraminsauren aus BSM nach
Inkubation mit BTSA-His und NanS-p4-His (A) bzw. NanS-p2-His (B). (A) Das Spektrum von
BTSA-His und NanS-p4-His behandeltem BSM zeigt lonen zugehérig zu Neu5Ac und Neu5Gc.
(B) Entsprechende lonen wurden ebenfalls im Spektrum von BTSA-His und NanS-p2-His
behandeltem BSM detektiert.

Ac, Neu5Ac; Gc, NeubGce. Nummerierte lonen des Massenspektrums sind in Tabelle 20A und
20B aufgelistet.
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Tabelle 20: Detektierte lonen von Neuraminsduren und korrespondierende m/z Werte aus BSM nach
Inkubation mit BSTA-His + NanS-p4-His (A) bzw. BTSA-His + NanS-p2-His (B). Proteine wurden
mittels Methanol geféllt und hydrolysierte Neuraminsauren im Uberstand mit nanoESI MS analysiert.

A

Nr.

Neuraminsaure
NeuSAc+ -H+Na
Neu5Ac [M+Na]*
Neu5Gc [M+Na]*
Neu5Ac [M-H+2Na]"

Neu5Gc [M-H+2Na]"

Neuraminsaure
NeuSAc+ -H+Na
Neu5Ac [M+Na]*
Neu5Gc [M+Na]*
Neu5Ac [M-H+2Na]"

Neu5Gc [M-H+2Na]"

m/z

314.09

332.10

348.09

354.08

370.07

m/z

314.09

332.10

348.09

354.08

370.07
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8.4. Ergebnisse des Bonferroni-Tests

8.4.1. Vergleich von EDL933 mit Mutanten und Zugabe der BTSA-His

In Tab. 21 weist Sig gleich 1,00 darauf hin, dass die Differenz der Mittelwerte auf

0,05-Niveau signifikant ist. Sig gleich 0,00 weist darauf hin, dass die Differenz der

Mittelwerte auf 0,05-Niveau nicht signifikant ist.

Tabelle 21: Ergebnis des Bonferroni-Tests von EDL933 und Mutanten, sowie der Vergleich zwischen
Mittelwerten der Adharenz in Kombination mit der Sialidase BTSA-His.

EDL233 + BTSA-His EDL233
EDLS33AnanSAnanS-pl-p7
EDL233
EDL933AnanSAnanS-p1-p¥
EDLS33 + BTSA-His

EDL533AnanSAnanS-pl1-p7 +
BTSA-His EDL233

EDL933AnanSAnanS-pl-p7 +
BTSA-His EDL233 + BTSA-His
EDL933AnanSAnansS-pl-p7 +
BT SA-His
EDL933AnanSAnanS-p1-p7
EDLS33AnanSAnanS-p1-p5
EDL233

EDLS33AnanSAnan5-p1-p5
EDL233 + BTSAHis

EDL933AnanSAnanS-p1-pS
EDL933AnanSAnanS-p1-p7¥

EDL933AnanSAnanS-p1-p5
EDL533AnanSAnanS-pl1-p7 +
BTSA-His
EDL933AnanSAnanS-pl-ps +
BTSA-His EDL233
EDL933AnanSAnanS-p1-ps +
BTS5A-His EDLS33 + BTSA-His

EDL933AnanSAnanS-p1-p5 +
BTSA-His
ECL233AnanSAnanS-pl-p7
EDL933AnanSAnanS-pl-ps +
BTSA-His
EDL933AnanSAnanS-p1-p7 +
BTSA-His
EDL533AnanSAnanS-p1-p5 +
BTSA-His
ECL233AnanSAnan5S-pl1-p5
EDL933AnanSAnanS-pl-p7 +
Man5-p1-His EDL333
EDL933AnanSAnanS-p1-p7 +
Man5-p1-His EDLS33 +
BTSA-His
EDL933AnanSAnanS-pl-p7 +
Man5-p1-His
ECL233AnanSAnanS-pl1-pv¥
EDL933AnanSAnanS-p1-p7 +
NanS5-p1-His
EDL533AnanSAnanS-pl1-p7 +
BTSA-His
EDL933AnanSAnanS-pl-p7 +
Man5-p1-His
EDL933AnanSAnanS-p1-p5
EDL933AnanSAnanS-p1-p7 +
Man5-p1-His
EDL533AnanSAnanS-p1-p5 +
BTSA-His

MMeanDiff
-4277TT.TE
-23577T.7E

188000,00

.502555,58

-TATTT.TE

-282TTT.TR

2500000

E12777.78

22477778

-521888.89

-104111,11

-202111,11

-29333.23

01688889

68444 44

359333,33

17133333

434111,11

152444 44

483444 .44

SEM
42408 85
42408 85

43408 85

42408 85

42408 85

49408 85

42408 85

42408 85

42408 .85

42408 85

42408 85

43408 85

42408 85

42408 85

42408 85

42408 85

43408 85

42408 85

43408 85

42408 85

43408 85

t-Wert

BEE

435

3,80

1,72

10,28

Ll
4]
=i

11,88

-10.77

-2,11

.52

2,47

8,79

-2.11

9,38

Wahrsch.
0,00
0.01

0,04

1,00

0,00

0,00

0,00

1,00

0,00

1.00

0,00

0,00

0,00

Alpha
0,05
0.05

0,05

0,05

0,05

.08

0,05

0,05

Sig
1,00
1,00

1,00

0,00

1,00

1,00

1,00

0,00

1,00

0,00

1,00

1,00

0,00

1,00

O7774,65

22000212

14200212

404780,20

-T14663.54

-288885,78

-4T4885,78

-212107.82

-T99E63 54

-281218.10

178558,88

-11441,22

251336.48

-228218.10

280863,79

OEG
-245002.12
5700212

37077485

-219780,90

107926 28

2000212

28777465

805552 42

77033021

-248114.24

78688354

-109328 48

16344132

-434114,24

114220,21

54210799

354107 99

818885,78

2822021

848219,10

130



8.4.2. Vergleich von C227-11®dcu mit Mutanten und Zugabe der BTSA-His

In Tab. 22 weist Sig gleich 1,00 darauf hin, dass die Differenz der Mittelwerte auf
0,05-Niveau signifikant ist. Sig gleich 0,00 weist darauf hin, dass die Differenz der

Mittelwerte auf 0,05-Niveau nicht signifikant ist.

Tabelle 22: Ergebnis des Bonferroni-Tests von C227-11®cu und Mutanten, sowie der Vergleich
zwischen Mittelwerten der Adhérenz in Kombination mit der Sialidase BTSA-His.

MeanDiff SEM t-Wert Wahrsch. Alpha | Sig UEG CEG
C227/11 ®cufinanS-pl11-p14 -858888.89 202415,40 -4,10 0.0z 0,05 | 1,00 -16335684 .42 -84213,28
C227/11 Pcu
C227M112cufinanS-pl1-pl14 + 1211111,11 202415,40 5,78 0,00 0,05 | 1,00 438435 58 1885786,84
Man5-p15-His C227/11 dcu
C237M1ecufinanS-pl1-pl4 + 2070000,00 202415,40 8,88 0,00 0,05 1,00 1285324 47 2B44875,53
Man5-p15-His C227/11
doufinan5-pli-pld
C227/11 dcufinanS-pli-pl12 -431111,11 202415,40 -2,06 1,00 0.05 0,00 -12057868.64 34358442
C227/11 Pcu
C227/11 ®cufinan5-pl11-p12 42777778 202415,40 204 1,00 0,05 0,00 -348897.75 120245321
C227/11 $®cufinanS-p11-p14
C237/11 ®cufnan5-pli-pl2 -1842232,22 202415,40 -7.84 0,00 0,05 1,00 -2418897,75 -B87548,89
G227 1¢cufinanS-pl1-pl14 +
Man5-p15-His
C227M1%cu + BTSA-His -1022111.11 202415,40 -4,89 0.01 0.05 | 1,00 -1797786.64 -245435,58
C227/11 dcu
C227/11%cu + BTSA-His -164222 232 202415,40 -0,78 1,00 0,05 0,00 -938897.75 8§10453,21
C227/11 PcufinanS-p11-p14
C227/1 1oy + BTSA-His -2334232 22 202415,40 -10,87 0,00 0,05 1,00 -2008887,75 -1458545,82
G227 1¢cufinanS-pl1-pl14 +
Man5-p15-His
C227M1%cu + BTSA-His -582000,00 202415.40 -2.83 0.28 0.05 | 0.00 -13868675.53 182875.63
C22711 dcufinan5-pi11-p12
CZ27M11PcufinanS-p11-pl14 + -1241332,22 202415,40 -5,93 0,00 0,05 | 1,00 -2018008 .86 -486857,80
BTSA-His C227/11 #cu
C22711ecufinanS-pl 1-pl14 + -3B2444 44 202415,40 -1,83 1,00 0,05 0,00 -1157118,87 392231,09
BTSA-His C227/11
doufinan5-pli-pl4
C227M12cufinansS-pl1-pl4 + -2452444.44 202415.40 -11.71 0.00 0,05 | 1,00 -3227119.897 -1877788.81
BTSA-His
G227 1¢cufinan5S-pl11-p14 +
Man5S-p15-His
C227M12cufinansS-pl1-pl4 + 810222 22 202415.40 -3.87 0.04 0,05 | 1,00 -1584897.75 -35540.69
BTSA-His C227/11
toufinan5-pl11-p12
CZ27M11PcufinanS-p11-pl14 + -218222,22 202415,40 -1,04 1,00 0,05 0,00 -982897.75 5568453,31
BTSA-His CZ27/11®cu +
BTSA-His
C22712cufinanS-pl 1-pl12 + -1082885.89 202415,40 -5,08 0,00 0,05 | 1,00 -1837584 .42 -238213,28
BTSA-His C227/11 dou
C227M12cufinansS-pl1-pl12 + -204000,00 202415.40 -0.87 1.00 0.05 | 0.00 -878675.53 570875.53
BTSA-His C227/11
Poufinan5-pl1i-pl14
C227111PcufinanS-p11-p12 + -2274000,00 202415,40 -10,86 0,00 0,05 | 1,00 -2048675,52 -1459324,.47
BTSA-His
C227M1¢PcufinanS-p11-p14 +
ManS-p15-His
C227111PcufinanS-p11-p12 + 831777, 78 202415,40 -3,02 0,19 0,05 0,00 -1408453,21 142897,75
BTSA-His C227/11
PcufnanS-pl11-p12
C22712cufinanS-pl 1-pl12 + -38777.78 202415,40 -0,15 1,00 0,05 0,00 -514453,31 T734897.75
BTSA-His C227/11¢cu +
BTSA-His
C227M12cufinansS-pl1-pl12 + 17844444 202415.40 085 1.00 0.05 | 0.00 -528231.09 853118.97
BTSA-His
C227M12cufinansS-pl1-pl4 +
BTSA-His
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8.5. Aminosaurensequenz-Alignment von NanS-p1 und NanS-p15

Vergleich der Aminosauresequenz von NanS-pl aus 0157:H7 EDL933 (NCBI
Referenz-Sequenz: NZ_CP008957.1) und NanS-p15 aus 0104:H4 LB226692 (NCBI
Referenz-Sequenz: NZ_CP024992.1). Unterschiede in der Sequenz sind rot
markiert. Die Proteinsequenzen mit jeweils 645 Aminosauren sind zu 98,91 %

identisch.

Query 1 = NanS-pl
Query 2 = NanS-pl5

Query 1 1 MAFKHYDVVRAASPSDLAKRITQKLKEGWQPYGSALISTAGYGAEFIQPVVSEGSISSPE 60
Query 2 1 MAFKHYDVVRAASPSDLAERITQKLKEGWQPYGSALISTAGYGAEFIQPVVSEGSISSPE 60
Query 1 61 EPGNRPTTSAPSVAPEYYYVIALAGQSNGMSYGEGLPLPDTFDSPDPRIKQLARRSTVTP 120
Query 2 61 EPGNRPTTSAPSVAPEYYYVIALAGQSNGMSYGEGLPLPDTFDSPDPRIKQLARRSTVTP 120
Query 1 121 GGAVCKYNDIPADHCLHDVQDMSRLNHPKADLSKGQYGTVGQGLHIAKKLLPFIPANAG 180
Query 2 121 GGAACKYNDIPADHCLHDVQDMSRLNHPKADLSKGQYGTVGQGLHIAKKLLPFIPANAG 180
Query 1 181 ILLVPCCRGGSAFTTGADGTYSDASGASENSTRWGVDKPLYKDLIGRTKAALKKNPKNVL 240
Query 2 181 ILLVPCCRGGSAFTTGADGTYSDASGASENSTRWGVDKPLYKDLIGRTKAALKKNPKNVL 240
Query 1 241 FAVVWMQGEFDFGGTPVNHAAQFGALVDKFRADLADMAGQCVGGSAGGVPWICGDTTYFW 300
Query 2 241 FAVVWMQGEFDFGGTPVNHAAQFGALVDKFRADLADMAGQCVGGSAGGVPWICGDTTYFW 300
Query 1 301 KQKNESTYQTVYGSYKNKTEKNIHFVPFMTDENGVNVPTNKPEEDPDIPGIGYYGSKWRD 360
Query 2 301 KQKNESTYQTVYGSYKNKTEKNIHFVPFMTDENGVNVPTNKPEEDPDIPGIGYYGSKWRD 360
Query 1 361 SSATWTSQDRASHFSSWARRGIISDRLATAILRHAGRVALNAGASSTVSEVRPSSPSGAE 420
Query 2 361 SSATWTSQDRASHFSSWARRGIISDRLATAILRHAGRVALNAGASSTVSEVRPSSPSGAE 420
Query 1 421 ATGVTTLLSYLASESEGSLKVQGWSASGGRAEVVSDAEGTGGKAVKLTKEAGKSSWVLEY 480
Query 2 421 ATGVTTLLSYLASESEGSLKVQGWSASGGRAEVVSDAEGTGGKAVKLTKEAGKSSWVLEY 480
Query 1 481 AAGNGAALLQKGGQIRCRFKVSGALAANQYVMAFYWPVSSLPQGVALTGDGGNNLLAAFY 540
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Query 2

Query 1

Query 2

Query 1

Query 2

481

541

541

601

601

AAGNGAALLQKGGQIRCRFKVSGALAANQYVMAFYWPVSSLPQGVALTGDGGNNLLAAFY

IQTDAKDLNVMYHNAKVATNNLKLGTFGAFDNEWHTLAFRFAGNNSLQVTPVIDGQDGTP

IQTDAKDLNVMYHNAKVATNNLKLGTFGAFDNEWHMLAFRFAGNNSLQVTPVIDGQDGTP

FTLTQSPVSAFAADKLHVTDITRGATYPVLIDSIAVEVNSTDTAA

FTLTQSPVSAFAADKLHVTDITRNATYPVLIDSIAVEVNNADAAA

540

600

600

645

645
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