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Zusammenfassung 

Enterohämorrhagische Escherichia coli (EHEC) können im Menschen Komplikatio-

nen wie hämorrhagische Colitis oder das lebensbedrohliche hämolytisch urämische 

Syndrom auslösen. Ihre Hauptvirulenzfaktoren sind Shiga Toxine (Stx) und ein Typ-

III-Sekretionsystem. Zur Kolonisation des Dickdarms stehen EHEC mit der Darm-

mikrobiota im Wettbewerb um limitierte Energiequellen wie die Sialinsäure 5-N-Ace-

tylneuraminsäure (Neu5Ac). Für den Neu5Ac-Katabolismus besitzen E. coli die 

Gene nanA, nanT, nanE, nanK, nagA und nagB. Sialinsäuren kommen endständig 

an Muzinen des Mukus im Dickdarm vor. E. coli bilden keine Sialidasen, die zur 

Freisetzung von Neu5Ac aus Muzin nötig sind. Jedoch kann gebundenes Neu5Ac 

durch Sialidasen von anaeroben Bakterien im Darm abgespalten werden und sind 

dann verfügbar. Viele E. coli Stämme exprimieren das nanCMS Operon. NanC ist 

ein Porinprotein, NanM ist eine Mutarotase und NanS ist eine O-Acetyl Esterase. 

NanS konvertiert 5-N-Acetyl-9-O-Acetylneuraminsäure (Neu5,9Ac2) und Neu5,8Ac2 

zu Neu5Ac und ist maßgeblich an der Energiegewinnung aus diesen Substraten 

beteiligt. In Prophagen von EHEC und anderer pathogener E. coli kommen multiple 

nanS-homologe offene Leserahmen vor, die in dieser Arbeit als nanS-p (p = Phage) 

deklariert wurden. In dieser Dissertation sollte die Frage geklärt werden, warum 

EHEC multiple nanS-p Gene besitzen und ob die entsprechenden Proteine zur 

Energiegewinnung und zu einem Wettbewerbsvorteil für EHEC Bakterien beitragen. 

Außerdem sollte die Beteiligung der Sialidase BTSA von Bacteroides thetai-

otaomicron an der NanS-p abhängigen Verwertung von Muzin untersucht werden. 

Für die Analysen wurde der pathogene E. coli O157:H7 Stamm EDL933 sowie die 

pathogenen O104:H4 Stämme LB226692 und C227-11φcu (Variante von C227-11, 

die keinen stx-Prophagen besitzt) und die apathogenen Stämme AMC 198 (nanS+, 

nanS-p-) und C600DnanS (nanS-, nanS-p-) verwendet. Die Chromosomensequen-

zen von EDL933 und LB226692 wurden in silico analysiert. NanS-p2 und NanS-p4 

aus EDL933 wurden rekombinant hergestellt und das pH- und das Temperaturopti-

mum, sowie potenzielle Substrate analysiert. nanS/nanS-p Deletionsmutanten von 

EDL933 und C227-11φcu wurden konstruiert und mit Neu5,9Ac2 oder Muzin kulti-

viert. Dabei wurden die Verläufe der Wachstumskurven durch Trübungsmessung 
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oder Lebendkeimzahlbestimmung analysiert. In Co-Kultivierungsversuchen wurden 

dem Medium der Stamm AMC 198 und/oder BTSA und/oder NanS-p zugesetzt. 

Das Chromosom von EDL933 enthält das chromosomale nanS und sieben nanS-p 

Gene, während in LB226692 kein nanS, aber fünf nanS-p Gene vorkommen. Es 

konnte bestätigt werden, dass alle nanS-p Gene in der spät regulierten Region von 

Prophagen lokalisiert sind. Die putativen NanS-p Proteine tragen die Domänen 303, 

die für die Esterasefunktion in NanS bekannt ist, und die unbekannte Domäne 1737. 

Die untersuchten rekombinanten NanS-p Proteine de-O-acetylierten die Substrate 

Neu5,9Ac2 und Rinderspeicheldrüsenmuzin und zeigten ein Temperatur- und pH-

Optimum von 40-50 °C bzw. 7-9. Die Generationszeiten der Deletionsmutanten stie-

gen mit der Anzahl der deletierten nanS-p Gene im Chromosom und somit konnte 

ein Gen-Dosis-Effekt nachgewiesen werden. Durch extrazelluläre Supplementie-

rung mit NanS-p konnte die ursprüngliche Wachstumskinetik des Wildtyps wieder-

hergestellt werden. Die einzelne Deletion von nanS im EDL933 Chromosom 

(EDL933DnanS) änderte die Wachstumskinetik des Stammes mit Neu5,9Ac2 nicht. 

NanS ist für eine Vermehrung von EDL933 mit Neu5,9Ac2 also nicht notwendig. 

C600DnanS, konnte Neu5,9Ac2, wie erwartet, nicht katabolisieren. Den ursprüngli-

chen Verlauf der Wachstumskurven einer C600 Kultivierung zeigte C600DnanS je-

doch durch NanS-p Zusatz im Medium. In einem Co-Kultivierungsexperiment stieg 

die Lebendkeimzahl von C227-11φcu an, während sich AMC 198 kaum vermehrte. 

Erst nachdem alle nanS-p Gene im C227-11φcu Chromosom deletiert waren, stieg 

die Lebendkeimzahl von AMC 198. In Muzin-haltigem Medium mit BTSA als Zusatz, 

konnte sich EDL933 und EDL933DnanS, nicht aber EDL933DnanSDnanS-p1a-p7, 

vermehren. Dies zeigte, dass die Kombination aus BTSA und NanS-p das Wachs-

tum von EDL933 in einer Muzin-haltigen Umgebung unterstützt. 

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten zum ersten Mal die wichtige Bedeutung der 

Prophagen-kodierten O-Acetyl Esterasen für EHEC Bakterien und sind eine hervor-

ragende Basis für weitere Arbeiten, die zu einem tieferen wissenschaftlichen Ver-

ständnis des Sialinsäurekatabolismus in EHEC und anderen pathogenen E. coli bei-

tragen können. Sie identifizieren Sialinsäuren als Substrate einer potenzielle Nähr-

stoffnische im Darm und eröffnen ein mögliches Ziel für therapeutische Ansätze. 
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Abstract 

Enterohemorrhagic Escherichia coli (EHEC) are responsible for severe disease in 

humans such as hemorrhagic colitis or the life-threatening hemolytic uremic syn-

drome. The main virulence factors are Shiga toxins (Stx) and a type-III-secretion 

system. For colonization of the colon, they have to compete with the intestinal mi-

crobiota for limiting substrates such as 5-N-acetyl neuraminic acid (Neu5Ac). For 

the catabolism of Neu5Ac, E. coli possess the genes nanA, nanT, nanE, nanK, 

nagA, and nagB. Many sialic acids are terminally bound to mucins of mucus in the 

colon. E. coli is not able to use bound Neu5Ac, because it cannot express sialidases 

for cleavage of Neu5Ac from mucin. However, sialic acids can be cleaved by sial-

idases from anaerobic bacteria in the colon and are then available. Many E. coli 

strains encode the nanCMS operon. NanC is a porin protein, NanM is a mutarotase 

and NanS is an O-acetyl esterase. NanS converts 5-N-acetyl-9-O-acetyl neuraminic 

acid (Neu5,9Ac2) and Neu5,8Ac2 to Neu5Ac and offers a substrate niche. There are 

multiple prophage-located nanS-homologous open reading frames in the chromo-

somes of EHEC, that are designated as nanS-p (p = phage) in this study. The ques-

tion of this thesis was, why EHEC possess multiple nanS-p genes, if their corre-

sponding proteins are used for energy production and for a competition advantage 

of EHEC. Furthermore, the influence of the sialidase BTSA of Bacteroides thetai-

otaomicron on the NanS-p dependent utilization of mucin should be investigated. 

The strains used in this study were the pathogenic E. coli O157:H7 strain EDL933 

as well as the pathogenic O104:H4 strains LB226692 and C227-11φcu (variant of 

C227-11 cured in its stx-prophage), and the apathogenic E. coli strains AMC 198 

(nanS+, nanS-p-) and C600DnanS (nanS-, nanS-p-). The chromosome sequences 

of EDL933 and LB226692 were analyzed in silico. NanS-p2 and NanS-p4 of 

EDL933 were expressed recombinantly and the pH- and temperature-optimum as 

well as potential substrates were investigated. nanS/nanS-p deletion mutants of 

EDL933 and C227-11φcu were generated and cultivated with Neu5,9Ac2 or mucin. 

The courses of the growth curves were analyzed by turbidity measurement or de-

termination of the viable cell counts. In co-cultivation experiments the medium was 

supplemented with the AMC 198 strain and/or BTSA and/or NanS-p. 
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EDL933 possess the chromosomal nanS and seven nanS-p genes, while LB226692 

has no nanS, but five nanS-p genes. It was confirmed, that all nanS-p genes are 

located in the late regulated gene region of the prophages. The putative NanS-p 

proteins include the domain 303, which is known for its esterase activity in NanS, 

and the domain of unknown function 1737. The analyzed recombinant NanS-p pro-

teins de-O-acetylated the substrates Neu5,9Ac2 and mucin of bovine submaxillary 

gland and showed a temperature- and pH-optimum of 40-50 °C and 7-9, respec-

tively. A gene-dose effect was identified because the generation times of the dele-

tion mutant strains increased with the number of deleted nanS-p genes in the chro-

mosomes. After extracellular supplementation with NanS-p, the mutant strains re-

gained the original growth kinetic of the wildtype strain. The mono-deletion of nanS 

in EDL933 (EDL933DnanS) caused no chances in the growth kinetic of the strain 

with Neu5,9Ac2. Therefore, NanS is not necessary for growth of EDL933 on 

Neu5,9Ac2. C600DnanS could not catabolize Neu5,9Ac2, as expected. The original 

course of the growth curve of a C600 cultivation was recuperated by C600DnanS if 

NanS-p was added to the medium. In a co-cultivation the viable cell count of C227-

11φcu increased, while AMC 198 increased hardly. Only after deletion of all nanS-

p genes in C227-11φcu, the viable cell count of AMC 198 increased. In a mucin-

containing medium with BTSA as supplement EDL933 and EDL933DnanS could 

grow in contrast to EDL933DnanSDnanS-p1a-p7. This shows, that the combination 

of BTSA and NanS-p supports the growth of EDL933 in a mucin-containing environ-

ment. 

The results of this work showed for the first time the importance of prophage-en-

coded O-acetyl esterases for EHEC bacteria and are an excellent basis for further 

work that contribute to a profound scientific understanding of the sialic acid catabo-

lism in EHEC and other pathogenic E. coli. They identify sialic acids as substrates 

of a potential nutrient niche in the gut and establish a potential location for thera-

peutic approaches. 
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tete das Manuskript. 

Manuskript III (Kapitel 4) 

Bei der Erstautorenschaft zu Manuskript III handelt es sich um eine geteilte Erstau-

torenschaft zwischen Stefanie Feuerbaum und Nadja Saile. 

Stefanie Feuerbaum exprimierte und reinigte NanS und führte die Bradford Ana-

lyse durch. Sie führte die enzymatischen Umsetzungen der Sialinsäuren und von 

Muzin durch NanS, NanS-p Proteinen und BTSA durch. Stefanie Feuerbaum führte 

die HPTLC Analysen durch und wertete die HPTLC und nanoESI Daten aus. Sie 

schrieb und überarbeitete das Manuskript für die genannten Versuche. 

Nadja Saile. Ich führte die Kultivierungsversuche mit und ohne BTSA und NanS-p 

in Muzin durch und wertete die Daten aus. Ich schrieb und überarbeitete das Manu-

skript für die genannten Versuche. 

Gottfried Pohlentz führte die nanoESI Analysen durch und unterstützte bei der 

Auswertung der nanoESI Daten. 

Johannes Müthing überarbeitete das Manuskript und hatte die Leitung der nano-

ESI Analysen an der Universität Münster. 

 

_________________________    _________________________  

Ort und Datum      Unterschrift des Betreuers
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1 Einleitung 

1.1 Enterohämorrhagische Escherichia coli und andere Shiga 
Toxin-bildenden E. coli 

Enterohämorrhagische Escherichia coli (EHEC) sind Krankheitserreger, die haupt-

sächlich durch kontaminierte Lebensmittel auf den Menschen übertragen werden. 

Die häufigsten Symptome einer EHEC Infektion sind wässriger Durchfall mit abdo-

minalen krampfartigen Schmerzen. Seltener tritt eine hämorrhagische Colitis (HC) 

auf und bei schweren Verläufen entwickelt sich das hämolytisch-urämische Syn-

drom (HUS), einhergehend mit mikroangiopathischer hämolytischer Anämie, 

Thrombozytopenie und akutem Nierenversagen (Nataro & Kaper, 1998; Tarr, 2009). 

Besonders Kinder, ältere Personen und immunsupprimierte Menschen sind betrof-

fen (Karmali, 1989). Die Infektionsdosis ist mit weniger als 100 Zellen gering (Tuttle 

et al., 1999). Als Kommensalen kommen EHEC vor allem in Rindern vor und gelan-

gen über Fäzes in die Umwelt (Nataro & Kaper, 1998). Eine Gefahr für den Men-

schen besteht, wenn nicht durchgegartes kontaminiertes Fleisch oder kontaminierte 

roh verzehrbare Produkte, wie Nutzpflanzen, Rohmilchkäse (Zweifel et al., 2010; 

Costard et al., 2017) oder Mettwurst (Paton et al., 1996), konsumiert werden. Durch 

den direkten Kontakt zu Tieren (Chapman et al., 2000; Heuvelink et al., 2002) oder 

durch Mensch-zu-Mensch Übertragungen (Reida et al., 1994, Scavia et al., 2018) 

kam es in der Vergangenheit ebenfalls zu Erkrankungen. 

Im klassischen Sinne sind EHEC Shiga Toxin (Stx)-bildende E. coli (STEC), die „At-

taching und Effacing (A/E)“-Läsionen an Enterozyten auslösen, ein circa 60 MDa 

großes Plasmid besitzen und zu HC und HUS führen (Levine, 1987). Für den A/E 

Phänotyp ist der „Locus of Enterocyte Effacement“ verantwortlich (Jerse et al., 

1990) und beim besagten Plasmid handelt es sich um das pO157 (Toth et al., 1990). 

„STEC“ dagegen umfasst alle E. coli Bakterien, die eine oder beide Gruppen der 

Stx-Gene (stx1, stx2) besitzen. Dabei können STEC humanpathogen sein, müssen 

dies aber nicht zwangsläufig (Nataro & Kaper, 1998).  

Obwohl die Mehrheit der EHEC Infektionen sporadisch ist, kam es in der Vergan-

genheit weltweit zu einigen größere Ausbrüche. Der erste, über den berichtet wurde, 
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fand im Jahr 1982 in Michigan und Oregon, USA statt, bei dem die Erkrankten zuvor 

kontaminiertes Fleisch bei einer Fast-Food-Kette konsumiert hatten (Riley et al., 

1983). Der verantwortliche Stamm, der während des Ausbruchs isoliert wurden ge-

hörten zum Serotyp O157:H7 (O’Brien et al., 1993; Riley et al., 1983). In dieser 

Arbeit wurde das Isolat EDL933 verwendet, das aus Hackfleisch in Michigan isoliert 

wurde und mit diesem Ausbruch in Zusammenhang steht (Kapitel 2 und 4). E. coli 

O157:H7 sind die häufigsten Verursacher von HUS (Karch et al., 2005; Tarr, 2009). 

Weitere Ausbrüche mit Stämmen dieses Serotyps ereigneten sich im Jahr 1996 in 

Sakai in Japan durch den Verzehr von kontaminierte Rettichsprossen (Michino et 

al., 1999), 2006 in Nordamerika durch Verzehr von kontaminiertem Spinat (Grant et 

al., 2008) oder 2014 in Alberta in Kanada durch Verzehr von kontaminiertem 

Schweinfleisch (Honish et al., 2017). Neben O157:H7 kamen die Serotypen 

O26:H11, O45:H2, O103:H2, O111:H8, O121:H19 und O145:H28 häufig im Zusam-

menhang mit HUS und HC vor (Karch et al., 2005; Mora et al., 2007). 

Im Jahr 2011 ereignete sich ein Ausbruch von Durchfallerkrankungen und HUS in 

Deutschland und anderen Teilen Europas (Frank et al., 2011; Anonym a, 2012; King 

et al., 2012). Infektionsquelle waren höchstwahrscheinlich mit E. coli kontaminierte 

Bockshornkleesprossen (Anonym a, 2012; King et al., 2012). Der während des Aus-

bruchs isolierte Stamm LB226692 des Serotyps O104:H4 (Mellmann et al., 2011) 

war kein EHEC im klassischen Sinn. Er konnte Stx2a bilden, besaß aber keinen 

Locus of Enterocyte Effacement und kein Plasmid pO157 (Bielaszewska et al., 

2011; Brzuszkiewicz et al., 2011). Aufgrund seiner genetischen Ausstattung ist er 

den enteroaggregativen E. coli (EAEC) näher verwandt als den EHEC. Der Stamm 

bildet die aggregativen Adhärenzfimbrien vom Typ I (AAF/I), die in Zellkulturunter-

suchungen mit HEp-2 Zellen für das EAEC typische Muster der „gestapelten Back-

steine“ verantwortlich sind (Bielaszewska et al., 2011; Tietze et al., 2015). Deswei-

teren bildet er einige Extended-Spectrum Betalaktamasen, die zur Multiresistenz 

des Stammes beitragen und die Serinproteaseautotransporter SepA, SigA und Pic, 

die an der Kolonisation und Zerstörung von Mukus beteiligt sind (Brzuszkiewicz et 

al., 2011; Mellmann et al., 2011; Rasko et al., 2011). Während des Ausbruchs er-

krankten in Deutschland 3793 Menschen, 827 davon entwickelten ein HUS und 53 

starben in Folge (Anonym a, 2012). Weltweit und durch Folgeinfektionen sind die 
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Zahlen höher. Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine zusammenhängende Ge-

nomsequenz von LB226692 an der ETH Zürich erstellt. In der vorliegenden Studie 

wurden in silico Analysen mit dieser Genomsequenz unternommen (Kapitel 3). In 

vitro Untersuchungen erfolgten mit einem anderen Isolat des Ausbruchs (C227-11), 

bei dem der stx2a-Prophage künstlich entfernt wurde (C227-11φcu) (Kapitel 3; 

Zangari et al., 2013).  

Bei der Behandlung von STEC Infektionen wird die Gabe von Antibiotika vermieden, 

da Antibiotika die stx-Expression induzieren und die Entwicklung von HUS fördern 

(Grif et al., 1998; Köhler et al., 2000; Wong et al., 2000; Zhang et al. 2000; Herold 

et al., 2005; Freedman et al., 2016). Therapeutische Ansätze zielen darauf ab, 

STEC zu eliminieren ohne die stx-Expression zu induzieren, die Genexpression in 

STEC zu stören, die Generierung der Stx Rezeptoren zu limitieren oder Toxin-Bin-

dung, Transport, Prozessierung oder Aktivität in der Zelle zu unterbinden (Melton-

Celsa & O’Brien, 2014; Pacheco et al., 2018). Auch der Einsatz monoklonaler Anti-

körper gegen Stx wird diskutiert (Melton-Celsa & O’Brien, 2014). 

1.2 Virulenzfaktoren von EHEC 

EHEC und andere pathogene E. coli unterscheiden sich von kommensalen E. coli 

durch Bildung einer Reihe von Virulenzfaktoren. Ergänzend zum konservierten 

E. coli Kerngenom besitzen sie zusätzliche genetische Elemente. Der größte Teil 

ist horizontal erworbene fremde DNA wie genomische Inseln, Prophagen oder 

Transposons (Dobrindt, 2005). Zusätzliche extrachromosomale DNA, wie Plasmide, 

tragen weiter zur Diversität der Stämme bei (Dobrindt, 2005). Proteine, die von die-

sem flexiblen Genpool kodiert werden, beeinflussen die Fitness und Virulenz der 

Stämme und tragen zum Überleben bei. Die Adaptierung an ökologische Nischen 

und die Bestimmung des Infektionsorts sind von der genomischen Flexibilität ab-

hängig (Brzuszkiewicz et al., 2009; Dobrindt et al., 2010).  

Charakteristische Virulenzfaktoren der EHEC sind ihre Stx, die von Prophagen ko-

diert werden (siehe Kapitel 1.3) und das Typ-III-Sekretionssystem (T3SS), das Ad-

häsin Intimin und Effektorproteine, die alle von einer Pathogenitätsinsel (PAI) kodiert 

werden. Das pO157 kodiert gleich mehrere Virulenzfaktoren wie das Hämolysin 

EhxA (Schmidt et al., 1994), die Katalase-Peroxidase KatP (Brunder et al., 1996), 
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das Typ-II-Sekretionssystem Etp (Schmidt et al., 1997), die Serinprotease EspP 

(Brunder et al., 1997), das Adhäsin ToxB (Tatsuno et al., 2001), die Zinkmetallopro-

tease StcE (Lathem et al., 2002) und das eae konservierte Fragment Ecf (Yoon et 

al., 2005). 

Neben diesen typischen Virulenzfaktoren exprimieren manche EHEC Stämme noch 

weitere Toxine wie das Subtilase Cytotoxin (Paton & Paton, 2010) oder das Cyto-

lethal Distending Toxin V (Janka et al., 2003; Bielaszewska et al., 2005) und Adhä-

renzfaktoren wie die langen polaren Fimbrien (Jordan et al., 2004; Samadder et al., 

2009), Flagellen (Jandhyala et al., 2010; Haiko & Westerlund-Wikström, 2013), das 

IrgA homologe Adhäsin (Tarr et al., 2000), das STEC Autoagglutinationadhäsin 

(Paton et al., 2001) oder der hämorrhagische Coli Pilus (Xicohtencatl-Cortes et al., 

2007). Außerdem spielen äußere Membranvesikel, durch die Virulenzfaktoren aus 

der Bakterienzelle geschleust werden können (Kolling & Matthews, 1999; Aldick et 

al., 2009; Bielaszewska et al., 2017), und eine chemische Kommunikation, das Quo-

rum Sensing (Sperandio et al., 2001; Falcão et al., 2004), eine Rolle bei der Aus-

prägung der Virulenz. 

In den nachfolgenden Kapiteln werden die Hauptvirulenzfaktoren Stx und das T3SS 

der EHEC genauer beschrieben.  

1.2.1 Struktur und Wirkungsweise von Shiga Toxin 

Stx gehören zu den bedeutendsten biologischen Toxinen unsere Zeit. Noch heute 

kommen die veralteten Begriffe „Verotoxin“ oder „Shiga-ähnliches Toxin“ vor. Die 

toxische Eigenschaft von Stx wird mit Nierenzellen der Grünen Meerkatze, den 

Verozellen, gemessen, woher sich der Begriff „Verotoxin“ ableitet. „Shiga-ähnliches 

Toxin“ entstand, weil Shiga Toxin zunächst in Shigella dysenteriae entdeckt wurde.  

Es kommen zwei Stx-Familien vor, die circa 50 % Sequenzübereinstimmung auf-

weisen, aber immunologisch unterschiedlich sind: Stx1 und Stx2 (Strockbine et al., 

1986). Stx1 ist identisch dem Shigella dysenteriae Typ I Toxin (O’Brien et al., 1982; 

Newland et al., 1985). Von Stx1 sind zwei Varianten zum prototypischen Stx1a be-

kannt, Stx1c und Stx1d, wohingegen Stx2 in den Varianten Stx2a (Prototyp), Stx2b, 

Stx2c, Stx2d, Stx2e, Stx2f und Stx2g vorkommt (Melton-Celsa, 2014). Stx sind Ho-
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lotoxine des AB5-Typs, die aus einer 32 kDa großen enzymatisch aktiven A-Un-

tereinheit und fünf jeweils 7,7 kDa großen rezeptorbindenden B-Untereinheiten be-

stehen (Melton-Celsa, 2014). Das stx Operon wird von induzierbaren lambdoiden 

Prophagen oder defekten Prophagen exprimiert (Kapitel 1.3; Scotland et al., 1983; 

Smith et al., 1983; O’Brien et al., 1984; Unkmeier & Schmidt, 2000). Nach Induktion 

des entsprechenden stx-Prophagens und Lyse der Bakterienzellen wird Stx2 frei 

(Schmidt, 2001). stx1 wird durch den Phagenzyklus und einen Eisen-abhängigen 

Promotor reguliert (Calderwood & Mekalanos, 1987). 

Im Darm durchdringt Stx die Epithelbarriere und gelangt in die Blutbahn (Bielas-

zewska & Karch, 2005; Schüller, 2011). Gebunden an Granulozyten wird es zu den 

Zielzellen transportiert (te Loo et al., 2000). Das B-Pentamer der meisten Stx-Vari-

anten bindet an den Globotriaosylceramid-Glykosphingolipid Rezeptor an der Ober-

fläche von Endothelzellen (Jacewicz et al., 1986; Lindberg et al. 1987; O’Brien & 

Holmes, 1987; Samuel et al., 1990; Johannes & Römer, 2010). Durch Endozytose 

gelangt das Toxin in die Zelle (O’Brien & Holmes, 1987, Johannes & Römer, 2010, 

Sandvig et al., 2010). Dort wird es durch einen retrograden Weg vom Endosom, 

über den Golgi-Apparat zum endoplasmatischen Retikulum transportiert (Johannes 

& Römer, 2010; Sandvig et al., 2010). Nachdem die A-Untereinheit proteolytisch 

zum A1-Fragment reduziert wurde, ist sie für die Inhibierung der Proteinbiosynthese 

in der Wirtszelle verantwortlich (O’Brien & Holmes, 1987). Das A1-Fragment agiert 

als 28S rRNA N-Glykosidase und entfernt Adenin vom 3‘-Ende der 28S rRNA der 

60S Ribosomenuntereinheit (Endo et al., 1988; Saxena et al., 1989). In Folge 

kommt es zur Apoptose oder Nekrose der humanen Zellen (Bauwens et al., 2011; 

Amaral et al., 2013). Betroffen sind die mikrovaskulären Endothelzellen der Nieren, 

sowie Epithel-, Blut- und Nervenzellen (Bielaszewska & Karch, 2005; Tesh, 2010; 

Betz et al., 2016; Legros et al., 2017). 

1.2.2 Der Locus of Enterocyte Effacement 

EHEC, enteropathogene E. coli (EPEC) und das Mäusepathogen Citrobacter ro-

dentium gehören zur Gruppe der A/E-Pathogenen. Die Merkmale von A/E-Läsionen 

sind die Intimin-vermittelte Anheftungen an die Epithelzellen (Attaching) und die lo-

kale Zerstörung des Mikrovilli Bürstensaums (Effacing) (Jores et al., 2004; Stevens 
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& Frankel, 2014). Durch Umstrukturierung des Zytoskeletts und Anhäufung von fila-

mentösem Aktin an der Kontaktstelle kommt es zu sockelartigen Ausstülpungen der 

Zellen, sogenannten Podesten (Jores et al., 2004; Stevens & Frankel, 2014). Für 

den Phänotyp verantwortlich ist die Expression der Gene der Pathogenitätsinsel 

Locus of Enterocyte Effacement (LEE), die in fünf polyzistronische Operons unter-

teilt ist (McDaniel et al., 1995; Perna et al., 1998; Mellies et al., 1999). Der LEE 

kodiert für ein T3SS (Jarvis et al., 1995), das Adhäsin Intimin (Jerse et al., 1990) 

und den translozierten Intimin Rezeptor Tir (Kenny et al., 1997), sowie weitere Ef-

fektorproteine wie EspG, EspH, EspZ oder Map (Tu et al., 2003; Creuzburg et al., 

2011). Darüber hinaus kodiert das LEE1 Operon den Transkriptionsregulator Ler 

(Mellies et al., 1999; Elliot et al., 2000). Ler aktiviert die Transkription einiger LEE 

Operons, die unter anderem das T3SS kodieren. Das T3SS ist ein Proteinkomplex 

mit Nadel-ähnlicher Struktur, die die Zytoplasmamembran, das Periplasma und die 

äußere Membran der Bakterienzelle durchdringt (Stevens & Frankel, 2014; Gaytán 

et al., 2016). Nach Kontakt mit der Zielzelle wird in deren Membran eine Pore gebil-

det, durch die Effektorproteine in die Wirtzelle injiziert werden können. Tir wird an 

die eukaryotische Zellmembran transloziert und dient dem Adhäsin Intimin als Re-

zeptor. Weitere Effektorproteine sind an der Manipulation des Signalwegs in der 

eukaryotischen Wirtszelle beteiligt. 

1.3 Shiga Toxin-kodierende Bakteriophagen 

In den Genomen von EHEC findet man viele Prophagensequenzen. Ein Prophage 

ist in das bakterielle Genom integrierte Bakteriophagen (Phagen)-DNA. Die bekann-

testen Phagen der EHEC sind ihre Stx-kodierenden Phagen (kurz: Stx-Phagen). 

Dabei kann ein Bakterienstamm mehrere stx-Prophagen in seinem Genom beher-

bergen. Die stx- und andere nicht stx-Prophagen von STEC sind für die vorliegende 

Arbeit von Bedeutung, da die untersuchten Proteine (NanS-p) prophagenkodiert 

sind (Abbildung 1; Kapitel 1.8.2, 2, 3).  

Stx-Phagen und andere EHEC-Phagen sind mit dem Phagen Lambda verwandt und 

gehören aufgrund ihrer Morphologie zu den Familien Siphoviridae, Myoviridae oder 

Podoviridae (Schmidt, 2001; Mondal et al., 2016). Phagen verfügen über zwei Rep-
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likationsstrategien: den lytischen und den lysogenen Reproduktionszyklus. Wäh-

rend des lytischen Zyklus werden viele infektiöse Phagen gebildet und durch die 

bakterielle Zelllyse in die Umgebung freigesetzt. Beim lysogenen Zyklus wird die 

Phagen-DNA in das bakterielle Genom integriert und mit diesem repliziert. Durch 

Antibiotika, Ultraviolettstrahlung oder weitere Faktoren, wird eine SOS-Antwort aus-

gelöst und der lytische Zyklus aktiviert. Molekular unterschiedlichste funktionelle 

und kryptische Stx1- und Stx2-Phagen in verschiedenen STEC-Stämmen wurden 

beschrieben, deren genetische Ausstattung sequenziert und/oder analysiert. Die 

prominentesten unter ihnen sind die Stx1-Phagen H-19B aus E. coli O26:H11 

Stamm H19 (Huang et al., 1987; Neely & Friedman, 1998a & 1998b) und VT1-Sakai 

aus O157:H7 Stamm Sakai (Yokoyama et al., 2000), sowie die Stx2-Phagen 933W 

aus O157:H7 Stamm EDL933 (Plunkett et al., 1999) und VT2-Sakai ebenfalls aus 

E. coli Sakai (Makino et al., 1999). Die unterschiedlichen Stx-Phagen sind ein Re-

sultat aus multiplen genetischen Rekombinationen ihrer DNA (Neely & Friedman, 

1998a). 

1.3.1 Genetische Organisation der Shiga Toxin-Bakteriophagen 

Die Stx-Phagen haben ein doppelsträngiges DNA-Genom. Sie integrieren ihre DNA 

immer in bestimmten Stellen im bakteriellen Chromosom, z.B. wrbA (Plunkett et al., 

1999), sbcB (Ohnishi et al., 2002), yehV (Perna et al., 2001) oder yecE (Reckten-

wald & Schmidt, 2002). Die Phagen-DNA kann in eine früh und eine spät regulierte 

Genregion unterteilt werden. Zur früh regulierten Genregion gehört (i) der int-xis 

Abschnitt, der für die Integration und Exzision der DNA verantwortlich ist, (ii) die 

Rekombinationsregion mit exo, gam und bet, die für Proteine kodieren, die am 

Lambda „Red Recombinase“ System beteiligt sind und (iii) die Replikationsregion 

mit cII, cIII, die Transkriptionsregulatoren kodieren, dem Antiterminator N Gen, den 

Regulatorgenen cro und cI, sowie den Replikationsprotein O und P Genen (Abbil-

dung 1) (Neely & Friedman, 1998a; Tyler et al., 2004; Smith et al., 2012). Die Stx-

Gene befindet sich in der spät regulierten Genregion zwischen dem Antiterminator 

Q Gen und den Genen der Lysekassette (Abbildung 1) (Karch et al., 1999; Neely & 

Friedman, 1998b; Plunkett et al., 1999; Schmidt, 2001). Zwischen Q und stx können 

drei Gene liegen, die für seltene tRNAs kodieren (Plunkett et al., 1999; Schmidt et 
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al., 1997). Die Lysekassette besteht aus Genen, die für Holin oder Pinholin (S), En-

dolysin (R) oder Proteine des Spaninkomplexes (Rz und Rz1) kodieren (Berry et al., 

2008; Savva et al., 2008; Pang et al., 2009; Cahill et al., 2017). Im Lambda-Phagen 

findet man in der spät regulierten Genregion auch Gene für Verpackung und Mor-

phologie, wie Kapsid und Schwanz (Smith et al., 2012; Mondal et al., 2016). Die 

meisten Genprodukte der spät regulierten Genregion der Stx-Phagen sind jedoch 

unbekannt (Mondal et al., 2016). Es gibt einige Ausnahmen, wie der stromabwärts 

zu stx lokalisierte Lokus Z1466 (in dieser Arbeit als nanS-p1 deklariert (Kapitel 2)) 

von EDL933, das eine O-Acetyl Esterase kodiert (Nübling et al., 2014) oder neun 

spät regulierte Gene von Stamm Sakai, deren Genprodukte an der Morphologie des 

Phagens beteiligt sind (Abbildung 1) (Mondal et al., 2016). lom kodiert einen Adhä-

renzfaktor, der an der Adhärenz an Wangenepithelzellen beteiligt ist (Vica Pacheco 

et al., 1997) und bor kodiert ein Lipoprotein, das für Resistenz in Serum verantwort-

lich ist (Barondess & Beckwith, 1995). Man geht davon aus, dass viele spät regu-

lierten Gene Nutzen für die Bakterien haben und nicht für den Phagen selbst (Hen-

drix et al., 2000; Smith et al., 2012). 

1.3.2 SOS-Antwort der Wirtszelle und stx-Expression 

Bakterien reagieren auf extreme DNA-Schäden mit einer SOS-Antwort, um zu über-

leben (Baharoglu & Mazel, 2014). Regulatoren der SOS-Antwort sind die Proteine 

LexA und RecA. LexA reprimiert normalerweise die Expression der SOS-Gene und 

wird durch RecA nach DNA-Beschädigung inaktiviert (Little, 1983). Die SOS-Gene 

werden exprimiert und DNA-Reparaturen veranlasst (Baharoglu & Mazel, 2014). 

Das SOS-Signal beeinflusst jedoch auch die temperenten Stx-Phagen, die in den 

lytischen Zyklus übergehen (Matsushiro et al., 1999; Herold et al., 2005; Nassar et 

al., 2013). Die regulatorischen Proteine CI und Cro sind für den Erhalt des lysoge-

nen Zustands des Phagens bzw. die Initiation des lytischen Zyklus verantwortlich 

(Neely & Friedman, 1998a). Der Repressor CI bindet spezifisch an Operatoren 

rechts und links von cI (Abbildung 1) und unterdrückt die Expression der früh regu-

lierten Gene (Ptashne, 1992). Cro befindet sich stromabwärts von cI (Abbildung 1) 

und Cro bindet ebenfalls an Operatoren rechts und links von cI und ist für die Ein-

leitung des lytischen Zyklus verantwortlich (Ptashne, 1992). RecA inaktiviert den 
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Abbildung 1: stx2a-Prophage 933W (63132 bp) von E. coli O157:H7 Stamm EDL933 (Chromosomensequenz CP015855 (Kapitel 2) 

hinterlegt bei der Datenbank des National Center for Biotechnology Information (NCBI) (Anonym c, 2018)). Oben befindet sich die ge-

samte DNA des Phagens; Unten ist die Sequenz zwischen int und Rz detaillierter dargestellt Blau: Regulationsgene; Violett: Operator-

sequenzen; Orange: Terminatorsequenzen; Grün: Promotersequenzen; Pink: tRNA Gene; Rot: stxA2a, stxB2a; Schwarz: nanS-p1a; Gelb: 

Lysegene; Grau: Andere oder unbekannte Gene und nut Sequenzen. Dargestellt mit Geneious Software Version 9.1.8 (Biomatters Ltd., 

Auckland, Neuseeland). Identifikation der Gene durch Blastn Analyse (Anonym b, 2018). 

Integra-
tion/Exzision Rekombination Replikation Lyse Toxin Morphogenese 

Integration/ 
Exzision Rekombination Replikation Toxin Lyse 
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Repressor CI und initiiert damit den lytischen Zyklus (Ptashne, 1992; Roca & Cox, 

1997). Die Transkription der frühen Gene beginnt an den Promotoren pR und pL. 

Transkripte des Antiterminators N Gens können nun von pL aus gebildet werden. 

Außerdem werden Transkripte des Cro Gens von pR aus gebildet. Der Antitermina-

tor N agieren an RNA nut Stellen (Abbildung 1) durch Modifikation der RNA Poly-

merase, so dass diese die stromabwärts liegenden Terminatoren überliest bis hin 

zu Q (Das, 1992; Friedman & Court, 1995). Der Antiterminator Q agiert am späten 

Promoter p’R und ist verantwortlich für das Überlesen des Terminators t’R in der spät 

regulierten Genregion (Neely & Friedman, 1998b). Q bindet an die Erkennungsstelle 

qut, das einen Teil von pR‘ und einen stromabwärts liegenden DNA Abschnitt ab-

deckt (Yarnell & Roberts, 1992). Nach Induktion wird stx2 von pR‘ ausgehend expri-

miert (Neely & Friedman, 1998b). stx1 hat noch einen weiteren eigenen Promotor 

(Calderwood & Mekalanos, 1987). Durch die Phagenlyse kommt es zum Zelltod und 

Freisetzung von infektiösen Phagen und Stx. 

1.4 Bakterielle Interaktion mit Mukus des Gastrointestinaltrakts 

Mukus ist eine beständige viskose Substanz, die die Atemwege, Augen, den Geni-

taltrakt und die inneren Organe, die im Kontakt mit der Umwelt stehen, bedeckt. 

Mukus hat die Funktion, das Epithel vor chemischem, mikrobiellem, enzymatischem 

und mechanischem Schaden zu schützen. Dies wird durch seine hohe Viskosität, 

die kontinuierliche Abstoßung und Regeneration, der Produktion von Lysozym-ähn-

lichen Enzymen oder der Möglichkeit des Partikeleinschlusses gewährleistet 

(Bakshani et al., 2018). Der Mukus des Gastrointestinaltrakts trennt sich in zwei 

Schichten: eine lose freie (äußere) und eine membrangebundene (innere) Schicht, 

die mit der Mukosa verbunden ist und ein Bestandteil der Glykokalyx der Zellober-

fläche darstellt (Atuma et al., 2001; Johansson et al., 2008; Johansson et al., 2011; 

Jonckheere et al., 2013). Mukus wird von Gobletzellen gebildet (Johansson & Hans-

son, 2013; Pelaseyed et al. 2014). Die Dicke der Mukusschicht im Gastrointestinal-

trakt variiert und ist im Dickdarm am größten (Atuma et al., 2001). 

Muzine sind die Glykoproteine des Mukus. Die Glykane bilden lineare und ver-

zweigte Strukturen aus und bestehen aus unterschiedlich vielen Monomeren, die 

post-translational angefügt werden. Diese sind Ribose, Arabinose, N-Acetylgalakto-
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samin (GalNAc), N-Acetylglukosamin (GlcNAc), Fukose, Mannose, Galaktose, Glu-

konat, Glukuronat, Galakturonat, Galaktosamin, Glukosamin, 5-N-Acetylneuramin-

säure (Neu5Ac) und Derivate dieser Zucker, die die Substituenten Sulfat, Acetat, 

Acyl, Methyl oder Phosphat enthalten (Pacheco & Sperandio, 2015). Serin oder 

Threonin bilden mit ihren Hydroxylgruppen glykosidische Bindungen mit dem ersten 

Monosaccharid der Glykankette (Corfield, 2018). Die Aminosäuren gehören der 

Prolin-Threonin-Serin Domäne an, die als Tandem Repeat gebildet werden und sich 

in ihrer Größe und ihrem Muster in den verschiedenen Muzinen unterscheiden (Cor-

field, 2018). Das terminale Monosaccharid ist Fukose, Galaktose, GalNAc oder 

Neu5Ac, und gehört zu den Histoblutgruppen Antigenen (Larsson et al., 2009; Mo-

ran et al., 2011; Juge, 2012). Vom Dünndarm zum Dickdarm nimmt die Konzentra-

tion an endständigen Sialinsäuren zu, während die Konzentration an Fukose ab-

nimmt (Robbe et al., 2003). Seltener kommen auch N-verknüpfte Glykane vor, die 

mit Asparagin verbunden sind (Corfield, 2015; Corfield, 2018). Muzine können in 

die Kategorien (i) sekretiert Gel-bildend, (ii) sekretiert nicht-Gel-bildend und (iii) Zell-

membran-gebunden Muzine eingeteilt werden (Moran et al., 2011; Corfield, 2018). 

Das sekretierte Gel-bildende MUC2 ist im Dickdarm des Menschen das am häufigs-

ten vorkommende Muzin. Das Epithel ist von den Membran-gebundenen Muzinen 

MUC1, MUC3, MUC4, MUC12, MUC13, MUC15, MUC17, MUC20 und MUC21 be-

deckt (Moran et al., 2011). 

Muzine werden durch Glykosidasen von anaeroben Bakterien des Darms konstant 

zersetzt (Corfield et al., 1992; Conway & Cohen, 2015; Tailford et al., 2015). Einige, 

wie Bifidobacterium bifidum, Bacteroides thetaiotaomicron, Bacteroides fragilis, Ak-

kermansia muciniphila oder Ruminococcus gnavus, sind spezialisiert, Monosaccha-

ride wie Sialinsäure und Fukose aus Muzin freizusetzen und diese als Energiequelle 

zu nutzen (Macfarlane & Gibson, 1991; Crociani et al., 1994; Xu et al., 2003; Derrien 

et al., 2004; Crost et al., 2013; Corfield, 2018). Auch nicht-Muzin-spaltende Mitglie-

der der Darmmikrobiota können die freigesetzten Monosaccharide nutzen (Sonnen-

burg et al., 2010; Turroni et al., 2015; Arike & Hannson, 2016). E. coli können keine 

komplexen Polysaccharide abbauen und sind auf Mono- oder Disaccharide ange-

wiesen (Hoskins et al., 1985; Conway & Cohen, 2015; Tailford et al., 2015). E. coli 



 
 

1 Einleitung 
 

 21 

und andere Bakterien besiedeln das äußere Muzin, während das innere nahezu 

steril ist (Johansson et al., 2008 & 2011; Hansson & Johansson, 2010). 

1.4.1 Interaktion enteropathogener Bakterien mit Mukus  

Intestinale Pathogene wie Salmonella enterica Serotyp Typhimurium (S. Typhimu-

rium), Campylobacter jejuni, Clostridium difficile, Vibrio cholerae und humanpatho-

gene STEC besitzen Strategien, um Mukus zur Infektion zu nutzen (Sicard et al., 

2017; Bakshani et al., 2018). Sie können um Mukus-stämmige Kohlenhydrate kon-

kurrieren, Mukusbestandteile als Rezeptoren verwenden, die Expression von 

Mukus regulieren oder den inneren Mukus gezielt penetrieren, um zum Epithel vor-

zudringen (Conway & Cohen, 2015; Sicard et al., 2017; Bakshani et al., 2018). 

Mukus selbst beeinflusst wiederrum die Expression verschiedener Virulenzgene pa-

thogener Bakterien (Vogt et al., 2015).  

Kohlenhydrate aus Mukus im Darm sind eine sich kontinuierlich erneuernde Ener-

giequelle. Sie können von Pathogenen als Wettbewerbssubstrate genutzt werden, 

um erfolgreich kolonisieren zu können. So konnte im Rattenmodell eine Beteiligung 

von Mannose aus Muzin an der Adhärenz von S. Typhimurium nachgewiesen wer-

den (Vimal et al., 2000). C. jejuni sichert sich eine Nische, da sie hauptsächlich 

Aminosäuren als Kohlenhydratquelle verwenden (Guccione et al., 2008; Hofreuter 

et al., 2008). Tatsächlich fehlen ihnen viele Gene des Zuckermetabolismus. Ledig-

lich Fukose kann von C. jejuni als Monosaccharid katabolisiert werden (Muraoka & 

Zhang, 2011; Stahl et al., 2011). In V. cholerae unterstützte Neu5Ac das frühe In-

fektionsstadium der Bakterien im Mäusemodell indem es die Konkurrenzfähigkeit 

von V. cholerae beeinflusste (Almagro-Moreno & Boyd, 2009; McDonald et al., 

2016; Reddi et al., 2018). V. cholerae exprimiert die Sialidase NanH und kann sich 

Sialinsäuren aus Muzin bereitstellen. Eine besondere Herausforderung beim Wett-

bewerb um Mukus-stämmige Kohlenhydrate hat STEC, da die nahe verwandten 

kommensalen E. coli im Darm die gleichen Substrate verstoffwechseln (Kapitel 

1.6.1). In der vorliegenden Arbeit sollten die Beteiligung von Sialinsäureesterasen, 

die von einigen enteropathogenen E. coli exprimiert werden, im Wettbewerb um Si-

alinsäuren analysiert werden (Kapitel 3). Speziell Sialinsäurederivate von Neu5Ac 

standen dabei im Fokus.  
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Doch nicht nur als Kohlenhydratlieferant wird Mukus von Pathogenen verwendet, 

sondern auch zur Adhäsion. S. Typhimurium zeigte im Zellkulturmodell eine höhere 

Adhärenz an die mukusbildende Zellline HT29-MTX als an vergleichbare Zellen, die 

keinen Mukus exprimieren (Gagnon et al., 2013). C. jejuni, C. difficile und EHEC 

adhärieren mit ihren Flagellen an Mukus (Tasteyre et al., 2001; Erdem et al., 2007; 

Young et al., 2007). Das heißt, dass Pathogene Muzinbausteine als Rezeptoren 

verwenden. Muzin-stämmiges GlcNAc ist beispielsweise der Rezeptor für das Ober-

flächenprotein GbpA von V. cholerae (Bhowmick et al., 2008; Reddi et al., 2018). 

Ein Exkurs in die Virologie zeigt, dass humanpathogene Viren häufig Sialolektine 

zur Adhärenz an Mukus nutzen, indem sie Sialinsäuren als Rezeptoren verwenden 

(Wasik et al., 2017). 

Auch die Bildung von Mukus, Muzin oder bestimmter Mukussaccharide kann durch 

Pathogene reguliert werden. C. difficile reduziert die Konzentrationen von GalNAc 

und MUC2 und erhöht die von GlcNAc und terminaler Galaktose (Engevik et al., 

2015). GbpA und das Choleratoxin von V. cholerae sind in der Lage, die Sekretion 

von Muzin zu erhöhen (Lencer et al., 1990; Epple et al., 1997; Bhowmick et al., 

2008). E. coli O157:H7 erhöhte die Expression von MUC2 in HT-29 Zellkulturinfek-

tionsversuchen (Xue et al., 2014). Auch mit dem EHEC verwandten A/E-Mäusepa-

thogen Citrobacter rodentium wurde eine erhöhte Sekretion von MUC2 in Mäusen 

beobachtet (Bergstrom et al., 2015). Verantwortlich ist der Tumornekrosefaktor α, 

der von den Wirtszellen als Reaktion gebildet wird (Xue et al., 2014). 

Enteropathogene können in den inneren Mukus eindringen, um zum Epithel zu ge-

langen. Durch seine typisch helikale Struktur wird C. jejuni die Passage durch 

Mukus gewährt (Stahl et al., 2016). Jedoch spielt vor allem die Beweglichkeit und 

die Anwesenheit von Mukus-degradierenden Enzymen eine Rolle bei der Invasion. 

V. cholerae nutzt die Muzinasen Hap und TagA, um den Mukus des Dünndarms zu 

penetrieren, so dass die Bakterien das Epithel erreichen (Booth et al., 1983; Silva 

et al., 2003; Szabady et al., 2011; Almagro-Moreno et al., 2015). S. Typhimurium 

bildet die Sialidase NanH (EC 3.2.1.18) und die Amylase MalS zur Degradierung 

von Glykanen (Hoyer et al., 1992; Arabyan et al., 2016). E. coli O157:H7 kann durch 

die Muzinase StcE (EC 3.4.24.-) MUC2 gezielt penetrieren (Grys et al., 2005; Grys 

et al., 2006; In et al., 2016; Hews et al., 2017). Auch Serinproteaseautotransporter 
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von Enterobacteriaceae, wie die von E. coli O104:H4 Stamm LB226692 kodierten 

(Kapitel 1.1), können muzinolytische Eigenschaften haben.  

Zuletzt reguliert Mukus oder dessen Bestandteile die Virulenz der Pathogene. 

Dadurch kann die Transkription der entsprechenden Gene zum optimalen Zeitpunkt 

und am richtigen Ort stattfinden. Tu et al. (2008) zeigten, dass MUC2 die Expression 

von Genen hochreguliert, die an Mobilität, Adhäsion, Invasion und Toxinbildung von 

C. jejuni beteiligt sind. In V. cholerae erhöht GlcNAc die Mobilität der Bakterien 

(Bhowmick et al., 2008; Reddi et al., 2018). In EHEC wird die LEE Expression und 

andere Virulenzfaktoren durch Zucker aus Muzin beeinflusst (Kapitel 1.6.2). 

1.5 EHEC-Infektion des humanen Dickdarms 

Der Dünn- und vor allem der Dickdarm sind komplexe Ökosystem, die durch eine 

charakteristische mikrobielle Gemeinschaft besiedelt sind. EHEC infizieren das ter-

minale Ileum und den Dickdarm. Der Dickdarm ist das Habitat der meisten Bakterien 

im Menschen. Starke Entzündungen nach Infektionen mit E. coli O157 in Patienten 

mit hämorrhagischer Kolitis wurden im ersten Abschnitt des Dickdarms, dem Cae-

cum, und im aufsteigenden Dickdarm gefunden (Shigeno et al., 2002). Im weiteren 

Verlauf des Dickdarms, über den transversalen Dickdarm, den absteigenden Dick-

darm und das Sigmoid, nahmen die Schädigungen des Epithels ab (Shigeno et al., 

2002). Auch in infizierten Mäusen oder Kaninchen war vorrangig der Dickdarm be-

troffen (Li et al., 1993; Karpman et al., 1997; Isogai et al., 1998; Aiba et al., 2002). 

Vermutlich, weil die initiale Infektionsphase symptomlos verläuft, wurden im Men-

schen bisher keine A/E-Läsionen nachgewiesen. Symptome treten erst auf, wenn 

das Epithel bereits zersetzt ist. In vitro konnte jedoch für Stämme der Serotypen 

O157:H7, O103:H- und O103:H2 Adhärenz und Ausbildung von A/E-Läsionen an 

Peyer-Plaques an intestinalen Organkulturen des Dünn- oder Zwölffingerdarms be-

obachtet werden (Phillips et al., 2000; Fitzhenry et al., 2003). Auch Stx-negative 

Stämme infizierten ex vivo zunächst das terminale Ileum und erst später den Dick-

darm (Chong et al., 2007). Jedoch wurden nach künstlicher Infektion auch A/E-Lä-

sionen an humanen kolonoiden Monoschichten (In et al., 2016) und an Biopsiepro-

ben des Dickdarms beobachtet (Lewis et al., 2015). 
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Mukus stellt eine Hürde für EHEC dar, die das darunterliegende Epithel kolonisie-

ren. Mit Hilfe von Muzinasen, wie StcE, können sie in den inneren Mukus eindringen 

(Kapitel 1.4.1). StcE greift zusätzlich noch in die Immunabwehr des Wirts ein. Es 

wurde gezeigt, dass StcE den Komplement Faktor CD55 auf Zelloberflächen der 

humanen Karzinomzelllinien HeLa und Caco-2 reduziert (Furniss et al., 2018) und 

den C1 Esterase Inhibitor verstärkt (Lathem et al., 2002), das eine Inhibierung des 

Komplementsystems zur Folge hat. Durch die Reduktion von CD55 auf Caco-2 Zel-

len kommt es zu einer reduzierten Freisetzung von Granulozyten an der apikalen 

Oberfläche der Zellen (Furniss et al., 2018). Durch beide Mechanismen wird die 

wirtsspezifische Bekämpfung des Krankheitserregers gehemmt.  

Mit der Serinprotease EspP wird die Zerstörung des Mikrovilli Bürstensaums durch 

Reduktion von Protocadherin 24, einem Zell-Zell Adhäsionsprotein, initiiert (In et al., 

2016). Außerdem stimuliert EspP den aktiven Ionentransport (Tse et al., 2018). Im 

Mäusemodell änderte E. coli O157:H7 die Proteinexpression der Tight Junctions, 

speziell die Expression von Occludin, Claudin-2 und Claudin-3, und erhöhte die in-

testinale Permeabilität (Roxas et al., 2010). Das Epithel reagiert auf das bakterielle 

Flagellin und Stx durch eine vermehrte Ausschüttung von Cytokinen und Chemoki-

nen (Isogai et al., 1998; Rogers et al., 2003; Lee et al., 2013; Xue et al., 2014; Lewis 

et al., 2016; Karve et al., 2017). Ein wichtiger Schritt in der Pathogenese ist die 

Ausschüttung von Interleukin 8 von Darmepithelzellen (Rogers et al., 2003). Inter-

leukin 8 ist mit der Rekrutierung von Neutrophilen assoziiert (Karve et al., 2017).  

1.6 Kontrolle metabolischer und virulenter Genexpression in EHEC 

durch Kohlenhydrate im Darm 

Die Regulierung der Genexpression im Darm ist fein abgestimmt. Während des In-

fektionsprozesses wird die Nährstoffverfügbarkeit und der physiologische Status 

des Wirts für die Expression von Metabolismus- und Virulenzgenen von gastroin-

testinalen Pathogenen herangezogen (Pacheco & Sperandio, 2015). Das macht 

Sinn, da Energie entweder für den Metabolismus oder für die Ausbildung der Viru-

lenzfaktoren effizient genutzt werden kann. Somit werden der optimale Zeitpunkt 

und Ort für die Kolonisation festgelegt. An der Virulenzregulierung im Darm generell 

beteiligt sind Kohlenhydrate, pH-Werte, Gallensalze, Sauerstoffkonzentrationen, 
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Peristaltik, adrenergene Metaboliten, Quorum Sensing, Ethanolamin und die Darm-

mikrobiota und deren Metaboliten (Sperandio et al., 2003; Schüller & Pillips, 2010; 

Pifer & Sperandio 2014; Lewis et al., 2015; Carlson-Banning & Sperandio, 2016; 

Jubelin et al., 2018). Im Nachfolgenden wird auf den Zuckerkatabolismus und die 

Virulenzregulierung von EHEC durch Kohlenhydrate im Darm eingegangen.  

1.6.1 Verwertung von Kohlenhydraten im Darm 

Nach einer Hypothese von Freter ist die Fähigkeit der Bakterien, spezielle Nähr-

stoffquellen effizient nutzen zu können und eine passende Nische zu finden, essen-

tiell für eine erfolgreiche Kolonisation (Freter et al., 1983). Durch metabolische Fle-

xibilität, gemischte Substratverwertung und -umsatz an verschiedenen Orten oder 

zu unterschiedlichen Zeiten, können metabolisch ähnliche Bakterien jedoch co-exis-

tieren (Pereira & Berry, 2017).  

EHEC und andere E. coli nutzen Mono- und Disaccharide zum Kolonisieren und 

Persistieren (Pacheco & Sperandio, 2015). Die meisten Zucker aus der menschli-

chen Ernährung werden im Dünndarm bereits resorbiert und gelangen nicht in den 

Dickdarm. E. coli ist daher auf Zucker aus Ablagerungen des Epithels, Ballaststof-

fen, Mukus oder auf Intermediate der Darmmikrobiota angewiesen (Miranda et al., 

2004; Conway & Cohen, 2015; Pacheco & Sperandio, 2015). Bei der Kolonisation 

von Streptomycin-behandelten Mäusen durch den kommensalen E. coli Stamm 

MG1655 spielten verschiedene Zuckerstoffwechselwege eine Rolle (Chang et al., 

2004). In der frühen Infektionsphase sind vor allem GlcNAc und Neu5Ac wichtig, 

während in der späteren Phase Glukuronat, Mannose, Fukose und Ribose verstoff-

wechselt werden (Chang et al., 2004). In diesem Modell konnte EDL933 aufgrund 

der Zucker Arabinose, Fukose, GlcNAc, Galaktose, Glukuronat, Mannose und Ri-

bose, die alle in Mukus vorkommen, kolonisieren (Fabich et al., 2008). In anderen 

Studien, die sich mit möglichen Substraten des Rinderdarms auseinander setzten, 

konnte gezeigt werden, dass Xylose, GalNAc, Ribose, Maltose, Fukose, Mannose, 

GlcNAc, Neu5Ac und Galaktose an der Vermehrung von E. coli O157:H7 beteiligt 

waren bzw. deren metabolische Stoffwechselwege hochregulierten (Snider et al., 

2009; Bertin et al., 2013; Segura et al., 2018). Miranda et al. (2004) fanden heraus, 
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dass EDL933 in Coinfektionsversuchen mit MG1655 neben glykolytischen auch glu-

coneogenetische Substrate in der späten Infektionsphase nutzen. MG1655 befand 

sich im Darmlumen der Mäuse während EDL933 nahe am Epithel lokalisiert war. Im 

Mukus waren beide Stämme vertreten (Miranda et al., 2004). Schlussendlich besit-

zen pathogene und kommensale E. coli jedoch ein sehr ähnliches Substratspekt-

rum. Für diese Arbeit von besonderer Bedeutung ist der Katabolismus von Sialin-

säuren in E. coli. Es stellte sich die Frage, ob sich der Sialinsäurekatabolismus von 

kommensalen E. coli von dem von pathogenen E. coli unterscheidet (Kapitel 2, 3, 

4). In Kapitel 1.8 wird nochmal gesondert auf den Sialinsäurekatabolismus von E. 

coli eingegangen.  

1.6.2 Virulenzregulation durch Muzin-stämmige Kohlenhydrate 

Ein pathogener Bakterienstamm ist für seinen Wirt nur dann pathogen, wenn er am 

Infektionsort entsprechende Virulenzfaktoren ausgebildet hat. Für die Regulation 

sind hauptsächlich Bestandteile des Milieus verantwortlich.  

Untersuchungen zur Kohlenhydrat-abhängigen Virulenzregulation in EHEC sind vor 

allem für den LEE vorhanden. Abhängig von den Transkriptionsfaktoren KdpE und 

Cra inhibiert ein glykolytisches Milieu die Expression des LEEs, wohingegen ein 

gluconeogenetisches dies aktiviert (Njoroge et al., 2012). Das heißt, abhängig von 

den anwesenden Substraten wird Energie durch den Vorgang der Glykolyse oder 

der Gluconeogenese gewonnen und die Transkription des LEEs entsprechend run-

ter- bzw. hochreguliert. Im Lumen sind glykolytische Substrate vorhanden, am 

Epithel eher gluconeogenetische, sodass der LEE am geeigneten Ort exprimiert 

wird (Pacheco & Sperandio, 2015). Hohe Konzentrationen an GlcNAc oder Neu5Ac 

reprimieren den LEE mit Hilfe des Transkriptionsrepressors NagC des GlcNAc Me-

tabolismus, und der Zuckerkatabolismus wird aktiviert (Le Bihan et al., 2015; Le 

Bihan et al., 2017). Fukose ist ein ineffizientes Wettbewerbssubstrat für EHEC, da 

auch kommensale E. coli Stämme Fukose katabolisieren (Fabich et al., 2008; Fox 

et al., 2009; Pacheco & Sperandio, 2015). Bei der Virulenzregulation von E. coli 

O157:H7 ist Fukose jedoch ein wichtiger Initiator (Pacheco et al., 2012). FusK, eine 

Histidin-Sensorkinase, gehört zum FusKR Zwei-Komponenten System, bei dem 

FusR ein Regulator darstellt. Durch B. thetaiotaomicron wird Fukose von Glykanen 
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im Darm gespalten. Die höhere Fukoseverfügbarkeit hat eine Repression der LEE-

Gene von O157:H7 über den FusKR Signalweg zur Folge (Pacheco et al., 2012). In 

einer anderen Studie wurde jedoch eine erhöhte LEE-Expression nach Co-Inkuba-

tion von B. thetaiotaomicron mit EHEC in Mukus detektiert (Inversen et al., 2015). 

Diese Arbeitsgruppe verwendete für ihre Experimente jedoch FusKR-negative 

O103 Stämme (Inversen et al., 2015). Die Regulierung der Virulenzfaktoren durch 

Kohlenhydrate oder direkten Interspezieskontakt ist also fein abgestimmt und 

Stamm-spezifisch. Über die Regulierung anderer Virulenzfaktoren durch Kohlen-

hydrate ist wenig bekannt. Die Expression von Stx wurde in den Co-Inkubationsver-

suchen von Inversen et al. (2015) inhibiert. Mit Transkriptomanalysen konnte eine 

negative Regulierung von Flagellin durch Komponenten des Muzins in EDL933 

identifiziert werden (Kim et al., 2012). 

1.7 Struktur von Sialinsäuren und Vorkommen im Menschen 

Sialinsäuren gehören zu den α-Ketozuckern und Aminozuckern und bestehen aus 

neun Kohlenstoffatomen (9-C). Ihnen gehören mehr als 50 verschiedene Derivate 

an. Gunnar Blix und Ernst Klenk benannten sie als „Sialinsäuren“ vom griechischen 

Begriff „Sialos (Speichel)“, oder „Neuraminsäuren“ von „Neuronen“ (Lundblad, 

2015; Varki et al., 2017). Allen Sialinsäuren gemein ist eine negativ geladene Car-

boxylgruppe am anomeren zweiten Kohlenstoffatom (C-2) und eine exozyklische 

Seitenkette an C-6, die 3-C lang ist (C-7 bis C-9). Unterschiedliche Substituenten 

an C-5 führen mit einem N-Acetyl-Rest zur Neu5Ac, mit einem N-Glykolyl-Rest zur 

5-N-Glykolylneuraminsäure (Neu5Gc), mit einem Hydroxyl-Rest zur 2-keto-Deoxy-

nonulosonicsäure (Kdn) oder mit einer freien Aminogruppe zur Neuraminsäure 

(Neu). Weitere Substituenten können sich an den Hydroxylgruppen von C-4, C-7, 

C-8 und C-9 befinden. Diese sind Acetyl-, Methyl-, Sulfat- oder Lactyl-Gruppen. 

Neu5Ac kommt im Menschen am häufigsten vor, während Neu5Gc vom Menschen 

nicht synthetisiert werden kann (Lundblad, 2015; Varki et al., 2017). Für die Abwe-

senheit von Neu5Gc im Menschen ist eine Exondeletionsmutation im CMAH Gen 

verantwortlich (Varki, 2009; Springer et al., 2014). CMAH kodiert für eine Hydro-

xylase, die Cytidin-5‘-Monophospho-Neu5Ac (CMP-Neu5Ac) zu CMP-Neu5Gc 

überführt. Zum Teil wird Neu5Gc dennoch in gesundem Gewebe und in mutiertem 
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Tumorgewebe gefunden (Pearce & Läubli, 2016; Varki et al., 2017). Ein Zusam-

menhang besteht vermutlich mit dem Verzehr von rotem Fleisch (Samraj et al., 

2015). 

Die Biosynthese der verschiedenen Sialinsäurederivate geht immer von Kdn oder 

Neu5Ac aus. Kdn und Neu5Ac entstehen durch Kondensation von Mannosamin-6-

Phosphat bzw. N-Acetylmannosamin-6-Phosphat mit Phosphoenolpyruvat im Zyto-

plasma der eukaryotischen Zelle. Im Nukleus werden sie zu aktivem CMP-Kdn bzw. 

CMP-Neu5Ac konvertiert, im Golgi-Apparat an Lipid- oder Proteinglykane transfe-

riert und anschließend an die Zelloberfläche transportiert (Varki et al., 2017). Modi-

fikationen entstehen enzymatisch im Golgi-Apparat. O-Acetyl an C-9 entsteht je-

doch vermutlich durch nicht-enzymatische Migration ausgehend von C-7 (Varki et 

al., 2017). In den Glykanketten sind Sialinsäuren durch ihr α-konfiguriertes C-Atom 

an C-2 mit C-3 (α2,3) verknüpft, α2,6 verknüpft mit Galaktose oder N-Acetylgalak-

tosamin oder α2,8 verknüpft mit anderen Sialinsäuren und können so die seltenere 

Polysialinsäure (polySia) bilden (Mühlenhoff et al., 1998; Varki et al., 2017). Sialin-

säuren oder Oligosialinsäuren befinden sich endständig glykosidisch gebunden an 

Glykokonjugaten, wie N-Glykane, O-Glykane oder Glykosphingolipide an den Zell-

oberflächen und geben diesen eine individuelle Maske. In der Leber kommen vor 

allem Glykoproteine vor, während im Gehirn vor allem Sialoglykolipide (Ganglio-

side) und polySia vorkommen (Varki et al., 2017; Schnaar et al., 2014). Zur Varianz 

der Glykanstrukturen kommt es durch Kombination unterschiedlich glykosidisch ge-

bundener Sialinsäuren und deren Derivate (Varki et al., 2017). Das Sialom (= Ge-

samtheit der Sialinsäuren) unterscheidet sich innerhalb der Zelltypen und innerhalb 

von Domänen bestimmter Zelloberflächen. Sialinsäuren kommen auch in Lympho-

zyten, Erythrozyten, lysosomalen Membranen und Blutproteinen vor. Tumorzellen 

können anhand eines veränderten Sialysierungsmusters identifiziert werden (Shi et 

al., 1996; Shen et al., 2004; Mandal et al., 2012; Pearce & Läubli, 2016). Auch in 

humaner Milch befinden sich Sialinsäure-reiche Oligosaccharide, die die Entwick-

lung der Darmmikrobiota und die Gehirnentwicklung unterstützen und das Neuge-

borene vor Pathogenen schützen (Lundblad, 2015). 
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Generell haben Sialinsäuren eine funktionelle Rolle bei Glykan-Protein-, Zell-Zell- 

oder Pathogen-Zell-Erkennung und stabilisieren Moleküle und Membranen, beteili-

gen sich an der Immunantwort, Erhöhen die Affinität von Rezeptoren, sind an Sig-

nalweitergabe, Wachstum und Differenzierung beteiligt und maskieren Erkennungs-

stellen wie Rezeptoren oder Galaktose und schützen vor Makrophagen und Hepato-

zyten (Varki & Gagneux, 2012; Lundblad, 2015; Varki et al., 2017). Sialinsäuren 

schützen vor Proteasen und Glykosidasen und stellen einen Schutz vor Autoimmun-

erkrankungen dar (Varki et al., 2017). Andererseits sind sie selbst Liganden für mik-

robielle und humane Lektine und können von Pathogenen als Rezeptoren verwen-

det werden (Lundblad, 2015; Varki et al., 2017). Desweiteren sind sie Kohlenhydrat- 

und Stickstoffquellen für kommensale und pathogene Mikroorganismen wie E. coli 

(Kapitel 1.8). Eine wichtige Frage dieser Arbeit war, in wie weit Sialinsäurederivate 

vom Glykoprotein Muzin Bestandteil einer Nährstoffnische für EHEC und anderen 

STEC sind (Kapitel 3 und 4). 

1.8 Katabolismus von Sialinsäuren in Escherichia coli 

Gene zum Abbau von Sialinsäuren sind in verschiedenen pathogenen und kom-

mensalen Bakterien von Säugetieren vorhanden (Almagro-Moreno & Boyd, 2009). 

Vermutlich haben die Bakterien dadurch einen selektiven Vorteil und können den 

Wirt kolonisieren (Almagro-Moreno & Boyd, 2009; Vimr, 2013). Zwischen den ver-

schiedenen Spezies sind die Genanordnungen variabel und es existieren unter-

schiedliche Transportersysteme (Almagro-Moreno & Boyd, 2009). Auch wenn ihnen 

Sialidasen fehlen, scheinen E. coli Spezialisten unter den Sialinsäure-Verwertern 

zu sein, denn sie exprimieren mehrere relevante Operons des Sialinsäurekatabolis-

mus (Vimr, 2013). 

1.8.1 Genetische Organisation der Sialinsäureverwertung in E. coli 

Für den Katabolismus von Neu5Ac, Neu5Gc und Kdn oder Derivate dieser Sialin-

säuren kodiert das E. coli Chromosom für mehrere Enzyme, Regulatoren und 

Transporter. Für die vorliegende Arbeit relevant ist der Katabolismus von Neu5Ac 

und O-acetylierte Derivate von Neu5Ac. Zur Energiegewinnung aus Neu5Ac wird 

das nanATEK-yhcH und das nagBAC-umpH Operon exprimiert. Das nanATEK-
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yhcH Operon wird durch den Transkriptionsrepressor NanR reguliert (Kalivoda et 

al., 2003). Dieser binden mit zwei oder mehreren Homodimeren an den Operator, 

der den nanA Promotor überlappt (Kalivoda et al., 2003). NanR wird von nanR 

stromaufwärts des nanATEK-yhcH kodiert. Neu5Ac inaktiviert NanR durch Konver-

tierung des Dimers in eine monomere Form (Kalivoda et al., 2013). Die Proteine die 

vom nagBAC-umpH Operon kodiert werden sind normalerweise am Katabolismus 

von GlcNAc beteiligt. Jedoch ist GlcNAc-6-Phosphat (GlcNAc-6-P) ein Metabolit des 

Neu5Ac-Katabolismus (Abbildung 2) und so erklärt sich die Beteiligung dieser Pro-

teine an der Energiegewinnung aus Neu5Ac.  

In E. coli transportieren die äußeren Membranproteine OmpC, OmpF, NanC und die 

Permease NanT der Cytoplasmamembran Neu5Ac durch die Zellwand (Abbildung 

2) (Vimr & Troy, 1985; Martinez et al., 1995; Hopkins et al., 2013; Vimr, 2013). O-

acetylierte Derivate dieser Sialinsäuren können nicht durch NanT transportiert wer-

den. Sie müssen zunächst deacetyliert werden (siehe unten). Die Akkumulation von 

Neu5Ac im Zytoplasma ist zelltoxisch und aktiviert die Aldolase NanA (Vimr & Troy, 

1985). NanA spaltet Neu5Ac reversibel zu N-Acetylmannosamin (ManNAc) und 

Pyruvat (Abbildung 2) und wirkt dabei detoxifizierend (Vimr & Troy, 1985; Plum-

bridge & Vimr 1999). Pyruvat wird im Citratzyklus zu Energie umgesetzt und Man-

NAc wird durch die ManNAc-Kinase NanK weiter zu ManNAc-6-Phosphat (Man-

NAc-6-P) phosphoryliert (Abbildung 2) (Plumbridge & Vimr 1999; Vimr, 2013). NanE 

ist eine ManNAc-6-P 2-Epimerase die ManNAc-6-P zu GlcNAc-6-P konvertiert (Ab-

bildung 2) (Plumbridge & Vimr 1999). NanT, NanA, NanK und NanE werden vom 

nanATEK-yhcH Operon kodiert (Vimr, 2013). Die Funktion von YhcH ist unbekannt. 

NagA katalysieren die Reaktion von GlcNAc-6-P zu Glukosamin-6-Phosphat (Glc-

6-P) und Acetat (Abbildung 2) (Peri et al., 1990; Souza et al., 1997). Die Glc-6-P 

Deaminase NagB katalysiert die Isomerizierung und Deaminierung von Glc-6-P zu 

Fruktose-6-P (Fru-6-P) und Ammonium (Abbildung 2) (Plumbridge & Vimr 1999). 

Die Transkription von nagA und nagB steht unter der Kontrolle von NagC, das durch 

GlcNAc-6-P inaktiviert wird (Abbildung 2). umpH, das letzte Gen des nagBAC-umpH 

Operons kodiert eine Phosphatase. Diese ist jedoch am Abbau von Neu5Ac nicht 

beteiligt. Der Katabolismus von Neu5Ac ist mit der Umsetzung zu Fru-6-P beendet. 

Fru-6-P tritt in die Glykolyse der Zelle ein.  
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Neben dem nanATEK-yhcH kommen in E. coli häufig noch zwei weitere NanR re-

gulierte Operone vor: nanCMS und yjhBC (Vimr et al., 2004; Kalivoda et al., 2013). 

Das nanCMS Operon ist wahrscheinlich für den Katabolismus von Neu5Ac-Deriva-

ten verantwortlich (Vimr, 2013). NanC ist ein Membrankanalprotein (Condemine et 

al., 2005) und NanM ist eine Neu5Ac-Mutarotase, die α-Neu5Ac zum β-Anomer 

konvertiert (Severi et al., 2008). In Glykoproteinen kommt α-Neu5Ac vor, dass nach 

Abspaltung durch Sialidasen spontan zu β-Neu5Ac mutarotiert. β-Neu5Ac wird von 

Zytoplasma

Periplasma

Neu5Ac Neu5,9Ac2

ManNAc

Neu5,9Ac2

ManNAc-6P

GlcNAc-6P GlcN-6P Fru-6P

NanA

Neu5Ac

OmpF
OmpC NanC

Neu5Ac Neu5,9Ac2

NanT

Neu5Ac Neu5Ac 

NanS

Neu5Ac 

NanK

NanE
NagA NagB

NanRaktiv

NanRinaktiv

NagCaktiv

NagCinaktiv

B

Äußere Membran

Zytoplasmamembran

Umgebung

Ac

Ac NH4

Pyruvat

ATP
ADP

nagBAC-umpH Operon

nanR + nanATEK-yhcH Operon

nanCMS Operon

801 bp 1149 bp 1221 bp 753 bp

792 bp 1491 bp 690 bp

876 bp

465 bp894 bp

549 bp 1107 bp 981 bp

A

Abbildung 2: Neu5Ac- und Neu5,9Ac2-Katabolismus in E. coli. Die Enzyme, Transporter 

und Regulatoren werden von drei Operons und nanR kodiert (NCBI Chromosomensequen-

zen CP015855 von EDL933 (Kapitel 2); Darstellung mit der Geneious Software) (A). Trans-

port und Katabolismus von Neu5Ac und Neu5,9Ac2 in E. coli (B). Ac=Acetat. 
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E. coli zur Energiegewinnung genutzt. NanM beschleunigt diese Mutarotation (Se-

veri et al., 2008). Durch NanM ist es Sialidase-negativen Bakterien wahrscheinlich 

möglich, erfolgreich um limitiertes Neu5Ac zu konkurrieren. NanS ist eine O-Acetyl 

Esterase und katalysiert die Hydrolyse von Neu5Ac-Derivaten zu Neu5Ac (Abbil-

dung 2) (Steenbergen et al., 2009; Rangarajan et al., 2011). NanM und NanS kom-

men vermutlich im Periplasma der Zellen vor (Severi et al., 2008; Steenbergen et 

al., 2009). Die Funktionen von NanS und NanS-Homologen sind für die vorliegende 

Arbeit von Bedeutung und deshalb wird in Kapitel 1.8.2 auf die Funktion im Detail 

eingegangen. Über die Genprodukte des yjhBC Operons ist nur wenig bekannt. 

YjhB ist vermutlich ein Transporterprotein und YjhC ist eine Oxidoreduktase. 

1.8.2 Die O-Acetyl Esterasen NanS und 933Wp42 

NanS ist eine chromosomal-kodierte O-Acetyl Esterase, die von vielen E. coli Stäm-

men exprimiert wird (Steenbergen et al., 2009; Rangarajan et al., 2011). Im Chro-

mosom von EDL933 ist nanS mit einer Größe von 981 bp präsent (Perna et al., 

2001; Latif et al., 2014). Durch die Aktivität von NanS werden Neu5,9Ac2 und 

Neu5,8Ac2 zu Neu5Ac und Acetat umgesetzt (Steenbergen et al., 2009). NanS ist 

maßgeblich an der Energiegewinnung aus diesen Substraten beteiligt. NanS ist ein 

Monomer und gehört zur Gruppe II der SGNH Hydrolasen (Rangarajan et al., 2011). 

Im Prophagen 933W von EDL933, unmittelbar stromabwärts des stx2a befindet sich 

der Genlokus Z1466 (Perna et al., 2001). Z1466 ist 1938 bp groß und kodiert die 68 

kDa große NanS-homologe O-Acetyl Esterase 933Wp42 (Nübling et al., 2014). 

933Wp42 bewirkt die Freisetzung von Acetat aus Rinderspeicheldrüsenmuzin und 

Neu5,9Ac2, und hat ein Temperatur- und pH-Optimum von 50 °C bzw. 7-8 (Nübling 

et al., 2014). Nach Induktion des Prophagens werden stx2a und Z1466 wahrschein-

lich co-transkribiert (Herold et al., 2005). In Proteomanalysen von Polzin et al. 

(2013) wurde 933Wp42 intrazellulär 40-fach überexprimiert vorgefunden, wenn die 

Bakterien in einem dickdarmsimulierenden Medium kultiviert wurden. Durch die Lo-

kalisation von Z1466 in direkter Nachbarschaft zu stx2a vor den Lysegenen kann 

spekuliert werden, dass 933Wp42, wie Stx2a, nach Induktion des Prophagens und 

Bakterienlyse in den extrazellulären Raum gelangt. Vimr (2013) untersuchte die An-

wesenheit des nanS Gens in verschiedenen pathogenen und apathogenen E. coli 
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Stämmen. Besonders in Chromosomen von Stämmen, die hämorrhagische Erkran-

kungen auslösen, sind eine Vielzahl von nanS-homologen Genen vorhanden. Sie 

wurden von Vimr (2013) als kurze, lange, fragmentierte, mittellange, partielle oder 

sehr lange Kopien von nanS beschrieben. Die kurze Kopie entspricht dem eigentli-

chen nanS. Die Gene können in 5‘-und 3‘-Richtung verlängert sein. Eine weitere 

Besonderheit ist ihre Lokalisation in Prophagen (Vimr, 2013). Auch Z1466 hat neben 

der nanS-homologen Sequenz weitere DNA Abschnitte und wurde von Vimr (2013) 

unter „lange nanS Kopie“ eingeordnet. Laut Vimr (2013) sind im Chromosom von 

EDL933 eine kurze, 5 partielle und 7 lange nanS Kopien vorhanden. Im EHEC 

O26:H11 Chromosom sind es sogar eine kurze und 11 lange nanS Kopien. Der 

enteroaggregative E. coli Stamm 55989 hat keine kurze, aber 3 lange nanS Kopien. 

Die meisten der untersuchten Stämme besitzen eine kurze nanS Kopie, und nur 

wenige haben keine oder zwei kurze nanS Kopien. Auffallend ist, dass besonders 

viele lange nanS Kopien in Chromosomen von EHEC vorkommen. Im Rahmen die-

ser Arbeit wurden die „nanS Kopien“ als „nanS-p“ deklariert und Z1466 und 

933Wp42 entsprechend als nanS-p1 bzw. NanS-p1 (Kapitel 2). „p“ steht dabei für 

„Phage“. Welche Funktion die multiplen NanS-p Proteine für das Bakterium haben 

war zum Beginn der Arbeit nicht bekannt. 

1.9 Zielsetzung der Arbeit 

In den Chromosomen von EHEC und anderen pathogenen E. coli findet man mul-

tiple nanS-p Gene. Über die Funktion und Bedeutung dieser nanS-p Gene und der 

entsprechenden putativen Proteine war zum Zeitpunkt des Beginns der Arbeit nur 

wenig bekannt. Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Verteilung der nanS-p Gene, 

einige enzymatischen Eigenschaften der entsprechenden NanS-p Proteine, ihre 

Substratspezifität und die Interaktion mit Mitgliedern der Darmmikrobiota analysiert 

werden. Die Frage ist, warum besitzen EHEC multiple nanS-p Gene und kodieren 

diese für funktionelle Proteine? Und welche Bedeutung haben NanS-p Proteine bei 

der Bereitstellung von Substraten? Bewirken sie ein erweitertes Substratspektrum 

von pathogenen E. coli gegenüber kommensalen E. coli oder können die Bakterien 

durch die Anwesenheit von NanS-p eine Nährstoffnische effizienter nutzen? Es 

sollte ein Modell vorgestellt werden wie EHEC in vivo um Nischen zur Kolonisation 
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im Darm konkurrieren könnten. Zur Beantwortung sollten bioinformatische, moleku-

larbiologische, biochemische und mikrobielle Verfahren zum Einsatz kommen. Die 

Fragestellung war Teil eines DFG Projektes (Schm1360/6-1). Die erzielten Ergeb-

nisse wurden in drei wissenschaftlichen Publikationen (Kapitel 2-4) veröffentlicht. 

In Kapitel 2 werden Ergebnisse zur Quantität der nanS-p Gene im Chromosom, zum 

Auftreten von Domänen in ihren entsprechenden Aminosäuresequenzen und zur 

Lokalisation der Gene in E. coli O157:H7 Stamm EDL933 vorgestellt. nanS und alle 

nanS-p Gene im EDL933 Chromosom wurden deletiert. Wachstumskurven der ent-

sprechenden Deletionsmutantenstämme mit Neu5,9Ac2 als Kohlenhydratquelle 

werden dargestellt und verdeutlichen die Bedeutung von NanS und NanS-p Protei-

nen beim Katabolismus von Neu5,9Ac2. Ergebnisse zu ausgewählten rekombinant 

hergestellten NanS-p Proteinen, einige enzymatische Charakteristika und Ergeb-

nisse zum extrazellulären Einsatz der NanS-p Proteine in den Kultivierungsmedien 

der EDL933 Deletionsmutantenstämme und einer nanS-Deletionsmutanten des 

kommensalen E. coli Stamm C600 werden gezeigt. 

In Kapitel 3 werden die Daten der in silico Untersuchungen der Chromosomense-

quenz des LB226692 Stammes und anderen Chromosomensequenzen, die bei 

NCBI hinterlegten sind, präsentiert. Sukzessive Deletionen der nanS-p Gene im 

Chromosom des O104:H4 Stammes C227-11φcu und Untersuchungen zu einem 

potenziellen Gen-Dosis Effekt wurden durchgeführt. Um die NanS-p abhängige In-

teraktion der STEC mit kommensalen E. coli zu untersuchen, wurden Co-Kultivie-

rungen zwischen C227-11φcu oder dessen Deletionsmutantenstämmen und dem 

kommensalen E. coli Stamm AMC 198 mit Neu5,9Ac2 oder Rinderspeicheldrüsen-

muzin durchgeführt. 

In Kapitel 4 werden Ergebnisse zu zwei Themen präsentiert: das NanS/NanS-p 

Substratspektrum (bearbeitet von Stefanie Feuerbaum und Gottfried Pohlentz) und 

der potenzielle synergistische Effekt von NanS-p Proteinen und einer Sialidase (be-

arbeitet von Nadja Saile). Bestandteil der vorliegenden Dissertation ist der von 

Nadja Saile bearbeitete Teil. Es werden Messwerte einer optischen Trübungsmes-

sung nach Kultivierung des EDL933 Stammes und entsprechender Deletionsmu-

tantenstämmen mit einer rekombinant hergestellten Sialidase aus B. thetai-

otaomicron (BTSA) in Rinderspeicheldrüsenmuzin dargestellt.
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5. Abschlussdiskussion 

Pathogene E. coli, im Besonderen EHEC, tragen mehrere nanS-homologe offene 

Leserahmen in Prophagen lokalisiert in ihren Chromosomen (Vimr, 2013). Im Rah-

men dieser Arbeit wurden sie als nanS-p deklariert und mit jeweils einer Zahl ver-

sehen (Kapitel 2). Aufgrund ihrer Nukleotidsequenzlängen unterteilte Vimr (2013) 

sie in kurz, lang, fragmentiert, mittellang, partiell oder sehr lang. In früheren Studien 

wurde gezeigt, dass NanS-p1 von E. coli O157:H7 Stamm EDL933 als O-Acetyl 

Esterase aktiv ist (Nübling et al., 2014) und unter Dickdarm-simulierenden Bedin-

gungen gebildet wird (Polzin et al., 2013).  

Eine wichtige Frage dieser Arbeit war, ob auch andere nanS-p Gene, neben nanS-

p1, für funktionelle Proteine kodieren und ob deren Aktivitäten zur Energiegewin-

nung der Bakterien beitragen. Außerdem sollte geklärt werden, warum EHEC und 

andere pathogene E. coli multiple nanS-p Gene in ihren Chromosomen haben. Eine 

weitere Frage war, ob pathogene E. coli durch die NanS-p Proteine wettbewerbsfä-

hig gegenüber kommensalen E. coli sind, indem sie das Substratspektrum erweitern 

oder die effiziente Nutzung einer Nährstoffnische ermöglichen. Zur Beantwortung 

wurden genetische, funktionelle und mikrobiologische Analysen durchgeführt.  

Das zentrale Ergebnis in dieser Dissertation ist, dass alle untersuchten rekombinant 

hergestellten NanS-p Proteine in den pathogenen E. coli Stämmen EDL933 (Kapitel 

2) und LB226692 (Kapitel 3) funktionelle Esterasen mit ähnlichen Temperatur- und 

pH- Optima sind. In silico Analysen zeigten, dass die Aminosäuresequenzen die 

Domäne 303 und die unbekannte Domäne 1737 besitzen (Kapitel 2). Die Domäne 

303 ist für die Sialinsäureesterasefunktion von NanS verantwortlich. Auch die NanS-

p Esterasen gehören zu den Sialinsäureesterasen. Für NanS-p2 und NanS-p4 

wurde gezeigt, dass sie Acetat aus chemisch synthetisiertem Neu5,9Ac2 und Rin-

derspeicheldrüsenmuzin freisetzen (Kapitel 2). Konvertiertes Neu5Ac und Acetat 

könnten den Bakterien dann als Energiequellen zur Verfügung stehen.  

Zur Überprüfung dieser Hypothese sollten Wachstumskurven mit nanS/nanS-p De-

letionsmutantenstämmen der pathogenen Stämme EDL933 und C227-11φcu mit 

Neu5,9Ac2 in einem Minimalmedium erstellt werden. Für die Deletionen wurden die 
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Nukleotidsequenzen des nanS Gens und der nanS-p Gene auf Grundlage der Chro-

mosomensequenz AE005174 des EDL933 Stammes (Perna et al., 2001), die bei 

NCBI hinterlegt ist, ermittelt. Ein nanS Gen, sechs partielle und sieben lange nanS-

p Gene konnten in silico nachgewiesen werden (Daten nicht publiziert).  

Die Deletionsmutanten wurden mit einer Deletionsmethode von Datsenko & Wan-

ner (2000) konstruiert. Dazu wurden Kanamycinresistenzkassetten (kurz: Kasset-

ten) konstruiert, die ein Kanamycinresistenzgen mit flankierenden Flippase Erken-

nungsstellen (FRT Stellen) besitzen. Mit entsprechenden Oligonukleotidprimern 

wurden an den 5‘- und 3‘- Enden zum deletierenden Gen homologe Enden ange-

bracht. Durch homologe Rekombination in vivo wurde das zu deletierende Gen ge-

gen die Kassette im bakteriellen Chromosom ausgetauscht und dadurch deletiert. 

Positive Bakterienkolonien konnten anhand der Antibiotikaresistenz selektiert wer-

den. Anschließend wurde das Plasmid pCP20 in die Zellen transformiert, dass eine 

Flippase kodiert. Die Flippase schnitt das Antibiotikaresistenzgen an den FRT Stel-

len aus (Cherepanov & Wackernagel, 1995). Im Chromosom blieb eine FRT Stelle 

als „Narbe“ zurück. Als erstes sollte nanS und dann sukzessive alle langen nanS-p 

Gene deletiert werden. Während nanS einfach deletiert werden konnte, gab es zu-

nächst Komplikationen bei den Deletionen der nanS-p Gene. Aufgrund der Homo-

logien der nanS-p Gene zueinander war eine zielgerichtete Deletion nicht möglich, 

da die 5‘- und 3‘-Enden der Kassette meist zu mehreren nanS-p Genen homolog 

waren. Außerdem war ein Fehleinbau der Kassette in die Narben im Chromosom 

aufgrund homologer Bereiche der Kassette nicht zu vermeiden. Durch Selektion mit 

Kanamycin-haltigen Agarböden wuchsen also nicht nur Kolonien, deren Bakterien 

die Deletion des gewünschten Gens aufwiesen, sondern auch Kolonien, deren Bak-

terien ein anderes nanS-p Gen deletiert hatten, oder bei den die Kassette wieder in 

eine Narbe eingebaut wurde. Je mehr Gene deletiert waren, desto mehr Narben 

waren im Chromosom vorhanden und desto mehr falsch positive Bakterienkolonien 

wuchsen. Mittels Polymerasekettenreaktion (PCR) wurden anschließend positive 

Deletionsmutanten identifiziert. Im Laufe der Deletionsarbeiten stellte sich jedoch 

heraus, dass einzelne nanS-p Gene mittels PCR im Wildtyp nicht nachweisbar wa-

ren oder die nachgewiesenen nanS-p Gene nach Sequenzierung eine andere Nuk-

leotidsequenz aufwiesen, wie erwartet wurde. Die Chromosomensequenz 
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AE005174 stimmte mit der Sequenz des in dieser Arbeit verwendeten EDL933 also 

nicht überein. Daher mussten die Arbeiten zunächst komplett eingestellt und die 

vorhandenen Deletionsmutanten konserviert werden.  

Das Genom des EDL933 Stammes wurde zur Sequenzierung isoliert. An der ETH 

Zürich wurde daraus eine zusammenhängende Nukleotidsequenz (CP015855) er-

stellt (Kapitel 2). Parallel wurde von Latif et al. (2014) eine weitere EDL933 Ge-

nomsequenz (NZ_CP008957) veröffentlicht. In silico Analysen zur Quantität der 

nanS-p Gene in NZ_CP008957 und CP015855 ergaben zehn bzw. sieben Propha-

gen-kodierte lange nanS-p Gene (Kapitel 2). Sechs nanS-p Nukleotidsequenzen 

der Sequenz CP015855 sind auch in NZ_CP008957 identisch vorhanden. Eine 

nanS-p Nukleotidsequenz (nanS-p1a) aus CP015855 unterscheidet sich von der 

entsprechenden Sequenz (nanS-p1) in NZ_CP008957. Ein nanS Gen ist in beiden 

Sequenzen, wie erwartet vorhanden, jedoch konnten keine partiellen nanS-p Gene 

nachgewiesen werden. Die partiellen nanS-p Nukleotidsequenzen und vermutlich 

auch die fragmentierten, mittellangen und sehr langen Sequenzen, wie sie von Vimr 

(2013) benannt wurden, scheinen vielmehr Artefakte aus früheren Sequenzierun-

gen zu sein. Sie entstanden vermutlich durch fehlerhafte Überlagerungen von ho-

mologen Nukleotidsequenzen der Prophagen. Durch den modernen Einsatz neues-

ter Next-Generation Sequenzierungstechniken ist die Fehleranfälligkeit heutzutage 

sehr viel geringer. Die Unterschiede der beiden Sequenzen NZ_CP008957 und 

CP015855 lassen sich durch Deletionen und Insertionen in den Chromosomen un-

ter flexiblen Lagerungsbedingungen der Bakterienkonserven, im Laufe der Zeit, er-

klären (Papadopoulos et al., 1999; Fellner et al., 2016).  

Die konservierten EDL933 Deletionsmutantenstämme (siehe oben) wurden auf 

Grundlage der neuen Chromosomensequenz CP015855 auf ihre vorhandenen 

nanS/nanS-p Deletionen im Chromosom überprüft. Die Identitäten der bereits dele-

tierten und der noch vorhandenen nanS-p Gene konnten mittels PCR zweifelsfrei 

geklärt werden. Sukzessive wurden die restlichen nanS-p Gene erfolgreich deletiert. 

Auch das Genom des E. coli O104:H4 Stammes LB226692 wurde im Laufe dieser 

Arbeit sequenziert und entsprechend bioinformatisch analysiert. Überraschend ist, 

dass im LB226692 Chromosom kein nanCMS Operon vorhanden ist (Kapitel 3). Es 
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kommen jedoch fünf Prophagen-kodierte nanS-p Gene vor. In keiner der analysier-

ten Genomsequenzen von Stämmen des Serotyps O104:H4 der NCBI Datenbank 

konnte nanCMS nachgewiesen werden (Kapitel 3). Deletionsmutanten wurden von 

einer stx2a-Prophagen-negativen Varianten des O104:H4 C227-11 Isolates (C227-

11φcu) konstruiert. Aufgrund des fehlenden stx2a-Prophagens in C227-11φcu, der 

normalerweise NanS-p15 kodiert, sind im Chromosom dieser Varianten nur vier 

nanS-p Gene vorhanden.  

In Kultivierungsexperimenten konnte gezeigt werden, dass die NanS-p O-Acetyl Es-

terasen tatsächlich für eine Energiegewinnung der Stämme aus Neu5,9Ac2 genutzt 

werden (Kapitel 2 und 3). Erstmalig wurde darüber hinaus gezeigt, dass NanS für 

die Vermehrung von E. coli mit Neu5,9Ac2 nicht essentiell ist solange NanS-p Pro-

teine gebildet werden oder sich funktionelle NanS-p Proteine in der Zellumgebung 

befinden um Neu5Ac und/oder Acetat bereitzustellen (Kapitel 2 und 3). Etwa zeit-

gleich mit der Veröffentlichung von Saile et al. (2016) (Kapitel 2) publizierten Rangel 

et al. (2016) eine verwandte Studie, die die hier präsentierten Ergebnisse unter-

stützt. Auch hier konnte sich die nanS-Deletionsmutante von EDL933 uneinge-

schränkt, wie der Wildtyp, mit Neu5,9Ac2 vermehren. Rangel et al. (2016) führten 

das auf die Anwesenheit von nanS-p Genen im Chromosom zurück, bewiesen dies 

experimentell aber nicht. In Kapitel 4, im Teil der Publikation, der von Stefanie Feu-

erbaum und Gottfried Pohlentz bearbeitet wurde, wird nach HPTLC und nanoESI 

Analysen in entsprechenden Experimenten eine bisher unbekannte Substratspezi-

fität von NanS und NanS-p Proteinen detektiert. Neben Neu5,9Ac2 und Neu5,8Ac2 

wurden auch andere zweifach und dreifach O-acetylierte Neu5Ac und Neu5Gc De-

rivate deacetyliert. Neu5,4Ac2 ist jedoch kein Substrat von NanS oder NanS-p Pro-

teinen. Im Menschen kommen Neu5Gc Derivate normalerweise nicht vor (Kapitel 

1.7). In dieser Studie ist die Anwesenheit von Neu5Gc und dessen Derivate im Mu-

zin auf seine Herkunft aus Rindern zurückzuführen. 

Mit den hier durchgeführten Analysen konnte gezeigt werden, dass E. coli durch die 

Aktivitäten von NanS-p Proteinen lediglich Zugang zu denselben Substraten erhält, 

wie durch die Aktivität von NanS. Kodieren E. coli Bakterien jedoch nicht für NanS, 

wie die Isolate LB226692 oder C227-11φcu sind die NanS-p Proteine allein verant-

wortlich für die Energiegewinnung aus diesen Substraten. Der bakterielle Vorteil der 
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Anwesenheit von NanS-p Proteinen gegenüber der von NanS könnte die Lokalisie-

rung der NanS-p Proteine, die Quantität oder eine Anpassung an verschiedene Ha-

bitate durch unterschiedliche Enzymcharakteristika sein. 

Durch Analyse der Wachstumskurven von C227-11φcu, C227-11φcuDnanS-p11, 

C227-11φcuDnanS-p11,12, C227-11φcuDnanS-p11,12,13 und C227-11φcuDnanS-

p11,12,13,14 in Minimalmedium mit Neu5,9Ac2 als Kohlenhydratquelle konnte ei-

nen Gen-Dosis Effekt durch eine Verlängerung der Generationszeiten der Stämme 

mit abnehmender Anzahl an nanS-p Genen im Chromosom gezeigt werden (Kapitel 

3). Im Rückkehrschluss bedeutet dies, zumindest in diesem Modell, dass eine 

E. coli Kultur mit Sialinsäurederivaten effizienter wachsen kann, je mehr nanS-p 

Gene im Chromosom des Stammes vorhanden sind. Es kann spekuliert werden, 

dass der Gen-Dosis Effekt für eine schnelle Vermehrung im Darm und die Wettbe-

werbsfähigkeit gegenüber der Darmmikrobiota essentiell ist.  

Es wurden Co-Kultivierungsexperimente in vitro mit dem apathogenen Stamm AMC 

198 und dem STEC Stamm C227-11φcu oder dessen Deletionsmutantenstämme 

mit Neu5,9Ac2 als Substrat durchgeführt. Dabei sollte überprüft werden in wie weit 

die nanS-p Gene zur Wettbewerbsfähigkeit des C227-11φcu Stammes beitragen. 

C227-11φcu konnte im Verlauf der Kultivierung zu hohen Lebendkeimzahlen her-

anwachsen, während sich AMC 198 kaum vermehrte (Kapitel 3). Auch in der Co-

Kultivierung der Deletionsmutanten C227-11φcuDnanS-p11,12,13 und AMC 198 

setzte sich die Mutante durch. Dieses Ergebnis unterstützt die Hypothese, dass 

NanS-p Proteine von pathogenen E. coli Stämmen genutzt werden, um sich gegen 

metabolisch ähnlich aktive kommensale E. coli Stämme durchzusetzen.  

Sialinsäurederivate kommen im Dickdarm jedoch gebunden an Muzinen vor und 

E. coli selbst bildet keine Sialidasen, die zur Freisetzung der Sialinsäuren nötig wä-

ren. Gebundene Sialinsäuren scheinen deshalb zunächst nutzlos für E. coli. Ein 

Modell wie Muzin-gebundene Sialinsäuren für E. coli zugänglich werden könnten, 

wurde in Kapitel 4 vorgestellt. Die Interaktion von NanS-p Proteinen und einer Sia-

lidase von anaeroben Mitgliedern der Darmmikrobiota ist dabei nötig. Die Sialinsäu-

rederivate werden dabei zunächst durch NanS-p Proteine de-O-acetyliert, und an-

schließend durch die Sialidase von der Glykankette gespalten. O-Acetylierungen 
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verhindern nämlich eine Sialidaseaktivität (Juge et al., 2016). Aufgrund dieser Er-

gebnisse ist eine Beteiligung von Mitgliedern der Darmmikrobiota am EHEC Sialin-

säurekatabolismus vorstellbar und Muzin könnte als Sialinsäurelieferant genutzt 

werden. 

Die spezielle Lokalisation der nanS-p Gene zwischen dem Antiterminator Q Gen 

und den Genen der Lysekassette in den Prophagen könnte den Bakterien einen 

Vorteil bei der Energiegewinnung bringen und ist daher diskutabel. NanS-p Proteine 

könnten möglicherweise, wie Stx, durch Phagenlyse aus der Zelle sekretiert und 

direkt am Substrat aktiv werden, während sich NanS im Periplasma der Bakterien-

zelle befindet und daher eine Barriere gegenüber dem Substrat besitzt. Unter-

schiedliche Phasen im Wachstum der E. coli Population könnten einen Einfluss auf 

die Phagenlyse einzelner Bakterienzellen der Population haben. Dabei würde ver-

hindert werden, dass alle Zellen der Population gleichzeitig lysieren und die Popu-

lation ausstirbt (Imamovic et al., 2016). Smith (2001) stellte die „Cheater Hypothese“ 

auf, der zufolge Mutanten einer Population, die einen bestimmten Virulenzfaktor 

nicht bilden, von den Zellen der Population profitieren, die diesen Virulenzfaktor 

sekretieren. Dabei können die Mutanten ihre Energie gezielt für die Vermehrung 

einsetzen und das Gen des Virulenzfaktors anschließend durch horizontalen Gen-

transfer erwerben. In diesem Fall würden nicht-lysierte Zellen der Population direkt 

von bereitgestelltem Neu5Ac und/oder Acetat aus zwei- und dreifach O-acetylierten 

Derivaten profitieren. Obendrein würde Energie durch die Neu5Ac-vermittelte Her-

abregulierung der Transkription der Virulenzgene eingespart (Kapitel 1.6.2) (Le 

Bihan et al., 2015; Le Bihan et al., 2017). Bei dieser Hypothese würde es durch 

Energie- und Zeitersparnis bei der Vermehrung zu einem Kolonisationserfolg oder 

zumindest zur Co-Existenz mit kommensalen E. coli Stämmen im Dickdarm kom-

men. Im Gegensatz zur „Cheater Hypothese“ müsste das Gen des Virulenzfaktors 

jedoch nicht mehr erworben werden, denn der Prophage, der das NanS-p Protein 

kodiert, wäre bereits lysogen im Chromosom integriert. Jedoch würde eine Infektion 

von kommensalen E. coli durch freigesetzten Phagen diese zu NanS-p Spendern 

umwandeln und die pathogenen E. coli Bakterien würden als „Cheater“ erneut pro-

fitieren. Zumindest für Stx-Phagen, die kommensale E. coli zu STEC mutierten und 
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diese zu Stx-Spendern konvertieren, wurde dies mehrfach gezeigt (Gamage et al., 

2004; Iversen et al., 2015; Xiaoli et al., 2018).  

Völlig unberücksichtigt blieb bisher, dass eine Abspaltung endständiger Sialinsäu-

ren von den Glykanketten der Muzine die Zugänglichkeit anderer Zucker der Gly-

kanketten bewirkt. Diese könnten durch Galaktosidasen, N-Acetylhexosami-

nidasen, Fukosidasen und andere Enzyme der kommensalen Mikrobiota weiter de-

gradiert werden. Weitere Substrate wären verfügbar und Muzin könnte schrittweise 

degradiert werden. Dies würde auch zur Zugänglichkeit des Epithels beitragen.  

Im Gesamten hätte die Phagen-assoziierte Freisetzung von NanS-p Proteinen ex-

pandierende Auswirkungen für die Kolonisation pathogener E. coli in diesem Mo-

dell. 

Um eine mögliche Beteiligung der NanS-p Proteine an der Infektion des menschli-

chen Dickdarms zu zeigen und einen tieferen Einblick in den Sialinsäurekatabolis-

mus von pathogenen E. coli zu erhalten sollten idealerweise in vivo Untersuchungen 

erfolgen. Solche Untersuchungen in Tieren sind aufgrund mikrobieller, metaboli-

scher, anatomischer oder biochemischer Unterschiede schwierig zu realisieren (Ju-

belin et al., 2018). Das Sialinsäuremuster ist anders, und humanpathogene Stämme 

sind in Tieren nicht infektiös. Es gibt bereits einige künstliche Darmmodelle, die Dy-

namik und Kompartimentierung berücksichtigen, jedoch sind Tiermodelle, die mit 

Streptomycin behandelt wurden, in der EHEC/STEC Forschung noch weit verbreitet 

(Jubelin et al., 2018). Möglich wären künstliche Systeme wie der „Simulator of the 

Human Intestinal Microbial Ecosystem (SHIME)“ Reaktor (Molly et al., 1993). Der 

SHIME Reaktor besteht aus fünf Bioreaktoren, die die Kompartimente Magen, 

Dünndarm, aufsteigender, transversaler und absteigender Dickdarm umfassen 

(Molly et al., 1993; Jubelin et al., 2018). Dieses System kann mit humanen Fäzes 

und Muzin-bedeckten Agarkugeln bestückt werden. Durch die Etablierung diverser 

nanS/nanS-p Deletionsmutanten in dieser Arbeit ist die Grundlage für solche Unter-

suchungen geschaffen. Wildtypstämme kombiniert mit ihren Mutantenstämmen, 

kommensalen E. coli und/oder Mitgliedern der humanen Darmmikrobiota könnten 

in entsprechenden Experimenten kombiniert eingesetzt werden. 
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Außerdem sollten Transkriptomanalysen und Untersuchungen zur Regulation von 

Virulenzfaktoren durch Sialinsäuren nach dem Vorbild der Arbeitsgruppe Le Bihan 

et al. (2015 & 2017) durchgeführt werden. Desweiteren stellt sich die Frage nach 

einer möglichen Funktion des freigesetzten Acetats. Um mögliche therapeutische 

Ansätze zu etablieren sollte analysiert werden wie NanS-p Proteine inhibiert werden 

können. Analysen zur Lokalisation von NanS-p Proteinen und der Beteiligung von 

Muzinasen, wie StcE, im Infektionsprozess stellen eine weitere Herausforderung für 

zukünftige Untersuchungen dar. Letztendlich stellt sich auch die Frage, in wie weit 

die neuen Erkenntnisse auch für andere E. coli Pathovare zu treffen.  

Durch die Erkenntnisse dieser Arbeit entwickelten sich jedoch auch neue Fragestel-

lungen zu anderen Bereichen. Bringen die NanS-p Proteine den Phagen einen Nut-

zen bei der Infektion von Bakterien? Sind die NanS-p Proteine am Phagen gebun-

den oder kommen sie im Phagenkapsid vor? In den Masterarbeiten „Investigation 

of the association of the phage-encoded protein 933Wp42 with the Stx2-phage 

933W“ von Sara Farag (2016) und „Herstellung, Reinigung und Charakterisierung 

von infektiösen Lysaten des Shiga Toxin-kodierenden Bakteriophagen 933W“ von 

Katrin Haag (2016) am Fachgebiet Lebensmittelmikrobiologie und -hygiene konnte 

mit goldmarkierten Antikörpern gegen NanS-p1 keine Assoziation von NanS-p1 mit 

dem Stx2a-Phagen 933W detektiert werden. Auch wenn der Nachweis mit dieser 

Methodik nicht möglich war, sollten Untersuchungen zu dieser Thematik weiterhin 

berücksichtigt werden.  

Interagieren NanS-p Proteine möglicherweise mit Stx? Es könnte gemutmaßt wer-

den, dass NanS-p Proteine der Stx-Phagen eine Verstärkung der toxischen Wirkung 

von Stx bewirken. Der genaue Weg, wie Stx zu den Nieren und ins Gehirn gelangt, 

ist immer noch nicht komplett aufgeklärt (Schüller, 2011). NanS-p Proteine könnten 

in diesem Prozess eine Modifikation von Rezeptoren bewirken. 

Desweiteren konnte in den NanS-p Aminosäuresequenzen eine Domäne (303) 

identifiziert werden, die für die Esterasefunktion verantwortlich ist, jedoch ist die 

Funktion einer zweiten (1737) unbekannt. Auch die Funktion der C-terminalen Re-

gion der NanS-p Proteine ist noch völlig unbekannt. Weitere enzymatische Aktivitä-
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ten oder eine Funktion als Sialolektin könnten damit assoziiert sein. Solche Fusi-

onsproteine sind aus der Virologie bekannt und bewirken eine spezifische Bindung 

an Sialinsäuren (Martin et al., 2003; Langereis et al., 2015). 

Zuletzt ist auch an eine NanS-p Beteiligung bei der STEC Kolonisation von Wieder-

käuern zu denken. Wiederkäuer sind das natürliche Habitat der STEC. Rinder sind 

die Tiere mit der diversesten Zusammensetzung an Sialinsäuren (Schauer, 2004, 

Lundblad, 2015). Möglicherweise haben die NanS-p bei der Kolonisation dieser 

Tiere eine selbe Funktion wie bei der Kolonisation des Menschen. 

Zusammenfassend konnte in dieser Dissertation gezeigt werden, dass NanS-p Pro-

teine von Prophagen kodiert werden, als Sialinsäureesterasen aktiv sind und von 

pathogenen E. coli zur Energiegewinnung genutzt werden. Das Auftreten multipler 

nanS-p Gene im Chromosom ist für einen Gen-Dosis Effekt nötig, der zu einer kur-

zen Generationszeit der bakteriellen Population bei der Vermehrung mit Neu5,9Ac2 

führt. Aufgrund der NanS-p Proteine können STEC in vitro mit Neu5,9Ac2 wettbe-

werbsfähig sein und in Kombination mit einer Sialidase zur Bereitstellung von Sia-

linsäuren aus Muzin beitragen. Durch diese Ergebnisse und der Konstruktion diver-

ser nanS/nanS-p Deletionsmutanten ist die Voraussetzung für zukünftige in vivo 

Untersuchungen, die zu einem tieferen Verständnis des Sialinsäurekatabolismus 

bei der EHEC Infektion des menschlichen Dickdarms beitragen, geschaffen.  
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