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Abkürzungsverzeichnis 

 

 

 

 

E. coli  = Escherichia coli 

APEC  = avian pathogenic E. coli 

EAEC  = enteroaggregative E. coli 

EHEC  = enterohämorrhagische E. coli 

EIEC  = enteroinvasive E. coli 

EPEC  = enteropathogene E. coli  

ETEC  = enterotoxische E. coli 

ExPEC  = extraintestinale pathogene E. coli  

DAEC  = diffus adhärente E. coli 

HPI  = High-Pathogenicity Island 
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MNEC  = Meningitis assoziierte E. coli 

MLEE  = Multilocus Enzyme Electrophoresis 
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PPTase  = Phosphopantetheinyl-Transferase 

UPEC  = uropathogene E. coli 
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1. Einleitung 

 

1.1. Die Spezies Escherichia coli 

 

Der Pädiater und bedeutende Bakteriologe Theodor Escherich präsentierte im Jahr 

1885 seine Forschungsarbeit über die Morphologie und Eigenschaften einer 

Population von Darmbakterien aus Neugeborenen und Säuglingen, die er als 

„Bacterium coli commune“ bezeichnete (1). Im Jahr 1919 wurde die Spezies ihm zu 

Ehren in Escherichia coli (E. coli) umbenannt. Die Bakterienspezies E. coli aus der 

Familie der Enterobacteriaceae stellt in vielerlei Hinsicht eines der bedeutendsten 

Bakterien für die Naturwissenschaft überhaupt dar. Neben seiner herausragenden 

Funktion als Modellorganismus für die naturwissenschaftliche Forschung werden die 

zahlreichen Facetten dieses faszinierenden Bakteriums durch seine medizinische 

Bedeutung in besonderem Maße hervorgehoben (2). Als gramnegatives, 

sporenloses, fakultativ anaerobes Stäbchenbakterium kolonisieren E. coli als 

Kommensale den menschlichen Gastrointestinaltrakt bereits wenige Stunden nach 

Geburt (3-5). Die bevorzugte intestinale Nische entspricht der oberen muzinösen 

Schicht von Colon und Zökum, wo es sich aufgrund seiner vermeintlich überlegenen 

Fähigkeit zur Utilisation von Kohlenhydraten, wie zum Beispiel Glukonat, zu einer der 

dominierenden Spezies in diesem Habitat etabliert hat (6, 7). 

Im Rahmen der evolutiven Diversifizierung wurden hochspezialisierte Vertreter 

selektioniert, die es E. coli erlaubten sich an alternative Lebensräume mit speziellen 

Umweltbedingungen zu adaptieren. Dabei erlangten sie pathogenes Potenzial. Ein 

bestimmtes Armamentarium von hocheffektiven Virulenz- und Fitnessfaktoren und 

deren komplexe Koordination befähigt pathogene E. coli Infektionen innerhalb und 

außerhalb des Darmes zu verursachen. Das umfasst intestinal Infektionen und 

Durchfallerkrankungen, Harnwegsinfektionen, Pneumonien, operative 

Wundinfektionen, bakterielle Peritonitis, Neugeborenen-Meningitis und septische 

Krankheitsbilder (8). Klinisch lässt sich die Spezies somit nach dem entsprechenden 

Pathotypus in drei Kategorien unterscheiden: kommensale, intestinal pathogene 

(enterisch/diarrhoegene) und extraintestinale pathogene E. coli (9-11). Zu den 

anerkannten Untergruppen mit intestinaler Pathogenität (intestinal pathogene E. coli; 

IPEC) zählen enteropathogene E. coli (EPEC), enterohämorrhagische E. coli 

(EHEC), enterotoxinogene oder enterotoxische E. coli (ETEC), enteroaggregative E. 
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coli (EAEC) enteroinvasive E. coli (EIEC) und diffus adhärente E. coli (DAEC). 

Extraintestinale pathogene E. coli (ExPEC) sind Bestandteil des natürlichen 

intestinalen Mikrobioms und scheinen hier nicht Infektionen zu verursachen, jedoch 

besitzen sie die Fähigkeit Nischen außerhalb des Darmtraktes zu besiedeln und dort 

Infektionen auszulösen (11). Die häufigste extraintestinale Infektion entsteht durch 

uropathogene E. coli (UPEC) als ursächlicher Erreger der Harnwegsinfektion. In etwa 

75% der unkomplizierten und 65 % der komplizierten Harnwegsinfektion werden 

UPEC isoliert (12). Als zweithäufigste Ursache für die neugeborenen Meningitis 

einhergehend mit einer hohen Mortalitätsrate von 20-29 % werden Meningitis 

assoziierte E. coli (MNEC) festgestellt (13).  

 

1.2. Extraintestinal pathogene Escherichia coli (ExPEC) 

 

Es stellt sich die Frage, was konkret die extraintestinale Pathogenität im Vergleich zu 

IPEC und kommensalen E. coli begründet. Ein Ansatz zur Beantwortung dieser 

Fragestellung basiert auf Typisierungstechniken (5, 14). Einer der ältesten Methoden 

besteht in der Serotypisierung anhand der Kombination von Oberflächenstrukturen 

wie dem O-Antigen (Lipopolysaccharid; 173 Antigene), dem K-Antigen (Kapsel; 80 

Antigen) und dem H-Antigen (Flagellen; 56 Antigene) (15, 16). Hierdurch konnte 

erstmals die klonale Struktur der E. coli Population aufgedeckt werden. In den 

1980er konnte durch Multilocus Enzyme Electrophoresis (MLEE) aufgezeigt werden, 

dass für die Spezies E. coli bei hoher genetischer Diversität nur wenige bestimmte 

Genotypen bestehen, was die Klassifizierung gemäß phylogenetischen Kriterien in 

die Gruppen A, B1, B2, D und E etablierte (17). Demnach sind ExPEC hauptsächlich 

in der Phylogruppe B2 und in geringerem Maße in Phylogruppe D zu finden, während 

IPEC und Kommensale meist in die Gruppen A und B1 eingeteilt werden (18, 19). 

Die aktuelle Referenzmethode stellt das Multilocus Sequence Typing (MLST) dar, 

welches anhand der Nukleotidsequenz von ausgewählten housekeeping-Genen eine 

Typisierung im Rahmen von populationsgenetischen Untersuchungen erlaubt (20). 

Mehrere Schemata sind je nach Selektion der housekeeping-Gene für E. coli 

etabliert (21-23). Die neueste Errungenschaft auf dem Gebiet der Populationsgenetik 

stellt die Entwicklung neuer Next-Generation-Sequencing Technologien dar, womit 

nun komplette Genome entschlüsselt werden (24, 25). Mittlerweile sind eine Vielzahl 

von Genomen unterschiedlicher E. coli Isolate sequenziert und annotiert worden (26-
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30). Im direkten Vergleich zwischen apathogenen Erregern und pathogenen 

Bakterien wird angestrebt, eindeutige genetische Unterschiede zu bestimmen und 

somit Determinanten der Pathogenität zu definieren. Nach Sequenzierung von 20 

Genomen und komparativer Analyse wurde ein Kern-Genom von ca. 2000 Gene in 

E. coli identifiziert, also der in allen Isolaten anzutreffende konservierte Genpool, 

wobei das korrigierte Pan-Genom, d.h. alle in E. coli identifizierten kodierenden 

Gene, auf etwas über 10000 Gene bestimmt wurde. Das durchschnittliche E. coli 

Genom beläuft sich auf 4721 Gene (27). Im Zuge weiterer globaler Genomanalysen 

zeichnet es sich immer deutlicher ab, dass die Plastizität des Genoms eine Vielzahl 

von Adaptationslösungen für eine bestimmte Nische offenbart und nicht ein 

definiertes Repertoire an Virulenz - und Fitnessgenen für extraintestinale 

Pathogenität existiert, geschweige denn „das“ exklusive ExPEC-spezifische Gen (5, 

10). Diese genetische Flexibilität durch stetigen Fluss von Gewinn und Verlust 

genetischer Information lässt eine Vielfalt an Lösungen zu, um pathogenen als auch 

apathogenen Bakterien eine optimierte Anpassung an ein spezielles Habitat zu 

ermöglichen.  

Die treibende Kraft der mikrobiellen Evolution stellen allgemein Mutationen, 

Insertionen, Deletionen und genomische Rearrangements dar. Unter den vielfältigen 

Mechanismen neue Eigenschaften innerhalb einer Spezies oder über die 

Speziesbarriere hinweg zu übertragen, hat der horizontale Gentransfer von 

sogenannten genomischen Inseln als besonders effektive Option große 

Aufmerksamkeit erlangt (31-34). Die Analyse dieser genomischen Inseln identifizierte 

einen gemeinsamen Bauplan, der folgende strukturellen Charakteristika enthält: (i) 

Es handelt sich um ausgedehnte genomische Bereiche einer Größe von 10 

Kilobasen bis zu 200 Kilobasen, (ii) sie weisen einen G+C Gehalt auf, der sich vom 

Kerngenom signifikant unterscheidet, (iii) sie sind oftmals assoziiert mit Genen, die 

für Transfer-RNA kodieren, (iv) sie sind relativ instabil, (v) enthalten mobile 

genetische Elemente wie beispielsweise Insertionssequenzen, Transposons, 

Integrasen oder Bakteriophagen DNA, (vi) sie werden flankiert von repetitiven 

Sequenzen (direct repeats) und (vii) sie tragen pathogenspezifische Virulenzgene. 

Wird durch den Erwerb von Faktoren, die auf einer genomischen Insel lokalisiert 

sind, die Pathogenität des Erregers gesteigert, so bezeichnet man sie auch als 

Pathogenitätsinseln. Optimierte Fähigkeiten, um sich in einer bestimmen Nische 

erfolgreicher behaupten zu können, werden durch Fitnessfaktoren vermittelt. 
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Resultiert aus Verlust oder Inaktivierung eines Gens in pathogenen Bakterien eine 

signifikanten Reduktion von Virulenz beziehungsweise Pathogenität, die durch 

Restitution dieser Genfunktion wieder reversibel ist, so spricht man gemäß dem 

Koch’schen Postulat von Virulenzfaktoren oder Pathogenitätsfaktoren (35). Das 

Armamentarium der ExPEC an Virulenzfaktoren ist sehr vielseitig und umfasst 

Adäsine, Invasine, Toxine, Protektine, Eisenaufnahmesysteme, Autotransporter, 

Sekretionssysteme, Flagellen und Lipopolysaccharid (9, 36, 37). 

 

1.3. Pathomechanismen: Deckung des Eisenbedarfs in ExPEC 

 

Die Deckung des Eisenbedarfs ist dabei einer der essentiellsten Aufgaben, da bis auf 

wenige Ausnahmen (Laktobazillen, Borrelia burgdoferi, Treponema pallidum) 

Bakterien ohne Eisen nicht lebensfähig sind (38). Die Eisenhomöostase ist ein 

zentraler physiologischer Schlüsselpunkt für Säugetiere und Mikroorganismen 

zugleich (39, 40). Im menschlichen Organismus ist Eisen zentrale Komponente in 

Haemgruppen, Eisen-Schwefel-Cluster einer Vielzahl von Enzymen, wesentlicher 

Bestandteil der Atmungskette und DNA-Synthese. Im Rahmen von immunologischen 

Prozessen spielt Eisen eine entscheidende Rolle bei der Generierung von reaktiven 

Sauerstoffradikalen in Neutrophilen und Makrophagen und ist zudem beteiligt an der 

klonalen T-Zell Expansion (41). Der Gesamtbestand an Eisen im menschlichen 

Organismus beträgt ca. 4 bis 5 Gramm, wobei etwa 60 % bis 70 % davon in 

Hämoglobin gebunden vorliegen. Die Hämoglobinsynthese beansprucht in etwa 

80 % des Eisenbedarfs (39). Aufgrund der Toxizität von freiem Eisen, was durch die 

Fenton-Reaktion zur Bildung von freien Sauerstoffradikalen führt, resultierend in der 

potentiell zellschädigenden Wirkung durch Proteindenaturierung, DNA-

Strangbrüchen oder Lipidperoxidation, liegt es vornehmlich in gebundener Form vor 

in Transferrin, Laktoferrin, Ferritin oder komplexiert in Haemproteinen (40). Diese 

strikte Eisenhomöostase wird daher auch an sich als antimikrobieller 

Abwehrmechanismus angesehen (nutritional immunity), denn die benötigte 

Konzentration an Eisen für replizierende Mikroorganismen (ca. 10-6 bis 10-7 M) liegt 

etwa 11 bis 12 Logstufen höher als es physiologischerweise im Menschen frei 

verfügbar ist (ca. 10-18 M) (38, 40). Um dieser Entzugsstrategie zu begegnen, haben 

nun pathogene Bakterien ein umfassendes Spektrum an vielseitigen 

Eisenaufnahmesystemen entwickelt (38, 41-45). Diese erlauben über spezielle 
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Transportsysteme zum Beispiel zweiwertiges Eisen oder eisenbeladene 

Haemproteine zu verwerten.  

Besonders erfolgreich ist in diesem Kontext die Sekretion von sogenannten 

Siderophoren (griechisch für Eisenträger). Es handelt sich dabei um 

niedermolekulare Verbindungen, die mit höchster Affinität gebundenes dreiwertiges 

Eisen dem Wirt entreißen und somit den Bakterien über spezifische 

Transportsysteme zur Verfügung stellen. ExPEC sind grundsätzlich in der Lage vier 

verschiedene Siderophore zu produzieren, die sich aufgrund ihrer chemischen 

Struktur in ihrer Bindungsaffinität für dreiwertiges Eisen unterscheiden (46, 47). 

Jedes Siderophor-System umfasst (i) einen Syntheseapparat, (II) ein spezielles 

Exportsystem, (iii) spezifische Außenmembranrezeptoren, um die beladenen 

Siderophore hochselektiv zu binden, (iv) einen Internalisierungspfad und schließlich 

(v) die Möglichkeit zur Freisetzung des Eisens aus dem Siderophor im Zytoplasma 

des Bakteriums. Auffällig ist, dass zusätzliche Rezeptoren für alternative 

Siderophore, die selbst nicht synthetisiert werden können, an der Außenmembran 

exprimiert werden. Durch diese Form der Piraterie profitieren Bakterien im direkten 

mikrobiellen Konkurrenzkampf um Nährstoffe.  

 

1.3.1. Enterobactin 

 

Enterobactin ist ein Siderophor, das nach seiner chemischen Struktur den 

Katecholaten zugeordnet wird (43, 46, 48). Es ist weit verbreitet unter pathogenen 

enteralen Bakterien, wird von fast allen E. coli Stämmen synthetisiert und wird in 

Isolaten von Salmonella spp., Klebsiella spp. und Shigella spp. detektiert (43, 48-50). 

Mit einer Dissoziationskonstante Kd von 10-52 M präsentiert es einen der stärksten 

natürlichen Eisenchelatoren überhaupt (51, 52). Das funktionelle Enterobactin-

Gencluster besteht aus 14 Genen, die in 6 Operons organisiert sind (48). Auf diese 

höchst effektive Strategie reagieren interessanterweise Neutrophile im Rahmen der 

angeborenen Immunität mit der Produktion von Lipocalin-2, einem Molekül, das 

Enterobactin zu binden vermag und damit die Eisenaufnahme über dieses 

Siderophor verhindert (53, 54).  
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1.3.2. Salmochelin 

 

Salmocheline sind chemisch durch Glykosylierung modifizierte Varianten des 

Enterobactins und zählen ebenfalls zu den Katecholaten (46, 55-57). Erstmals in 

Salmonella spp. beschrieben, konnte es unter den Enterobacteriaceae auch in E. 

coli, Klebsiella pneumoniae und Shigella dysenteriae identifiziert werden (46, 58). Auf 

dem sogenannten IroA-Lokus befinden sich die Gene iroBCDE und iroN, die in zwei 

konvergenten Operons organisiert sind (46, 56). Die C-Glykosyltransferase IroB ist in 

der Lage bis zu drei Glycosylgruppen an die 2,3-Dihydroxybenzoyl Einheiten des 

Enterobactins zu übertragen, wodurch mehrere zyklische und lineare Varianten der 

Salmocheline entstehen (55, 57, 59, 60). Durch die Modifizierung zu Salmochelinen 

entgehen pathogene Bakterien der Sequestrierung von Enterobactin durch das 

Lipocalin-2, was im Tiermodell das Virulenzpotential signifikant steigert (61). 

Insgesamt ist das Salmochelinsystem in mehreren Arbeiten als relevanter 

Virulenzfaktor für ExPEC bestätigt worden (62-65). Bemerkenswerterweise konnte 

für einzelne Elemente wie den Außenmembranrezeptor IroN zusätzliche Effekte 

unabhängig der Eisenaufnahme festgestellt werden, wie beispielsweise die Funktion 

als Internalisierungsfaktor für Urothelien (66). 

 

1.3.3. Aerobactin 

 

Unter den Siderophoren stellt Aerobactin ein Hydroxamat dar, das erstmals in 

Aerobacter aerogenes entdeckt wurde und in vielen pathogenen Isolaten in E. coli, 

Shigella flexneri und Klebsiella pneumoniae beschrieben wurde (67, 68). Die 

Dissoziationskonstante Kd mit 10-22,5 M bei physiologischem pH liegt damit im 

äquivalenten Bereich von eisenbeladenem Transferrin und deutlich unter den Werten 

ermittelt für Enterobactin und seinen Derivaten (67, 69, 70). Allerdings zeigt es als 

Hydroxamat eine gewisse Säurestabilität, die unter sauren Bedingungen eine höhere 

Bindungsaffinität für Eisen bedingt als Enterobactin (47). Dies ist ein Hinweis darauf, 

dass eine Selektion von mehreren Eisenaufnahmesystemen mit unterschiedlichen 

Funktionsoptima unter variablen Bedingungen stets eine adäquate Zufuhr von Eisen 

gewährleisten kann. Genetisch besteht das Aerobactin-Gencluster aus 5 Genen, den 

Genen iucABCD für Biosynthese und iutA kodiert für den spezifischen Rezeptor (46, 

71). Es ist häufig auf Virulenz-Plasmiden lokalisiert, wurde aber auch chromosomal 
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in einigen Isolaten gefunden (72). Aerobactin wurde als wichtiger Virulenz- und 

Fitnessfaktor in Infektionsmodellen für ExPEC und vogelpathogene E. coli, 

sogenannte avian pathogenic E. coli (APEC), beschrieben (73-75). 

 

1.3.4. Yersiniabactin 

 

Anhand seiner chemischen Grundstruktur wird das Siderophor Yersiniabactin als 

Phenolat klassifiziert und wurde zuerst in Yersinia enterocolitica identifiziert (76). 

Zunächst in virulenten Yersinia spp. beschrieben, konnte das Siderophor-System 

verbreitet über weitere Enterobacteriaceae wie E. coli, Pseudomonas spp., Klebsiella 

spp. und Citrobacter spp. verifiziert werden (77-80). Mit einer Dissoziationskonstante 

Kd von 4x10-36 M zeigt Yersiniabactin eine sehr hohe Bindungsaffinität zu 

dreiwertigem Eisen und scheint für neutrale bis leicht alkalische pH Bedingungen 

effektiver zu sein (47, 81). Das Yersiniabactin-Gencluster besteht aus 11 Genen, die 

in 4 Operons organisiert sind, und auf einer genomischen Insel lokalisiert ist und 

übertragen werden kann, die aufgrund ihrer essentiellen Rolle für hochvirulente 

Yersinia spp. auch High-Pathogenicity Island (HPI) bezeichnet wird (48, 77). 

Experimentelle Ergebnisse für unterschiedliche Isolate in diversen 

Infektionsmodellen konnten den Stellenwert der HPI als relevanten Virulenzfaktor in 

ExPEC belegen (75, 82-85). Weitere Arbeiten unterstreichen die Multifunktionalität 

dieses Siderophores auf mehreren Ebenen. Yersiniabactin kann durchaus als 

universelles Metallophor angesehen werden, da es neben Eisen auch eine Affinität 

für Kupfer und Zink aufweist (86, 87). Es wirkt protektiv hinsichtlich Kupfertoxizität 

und Redox-basierten Phagozytose-Mechanismen und umgeht darüber hinaus der 

immunologischen Eisensequestrierung durch Verbindungen wie dem Lipocalin-2 im 

Rahmen von Infektionsprozessen (88, 89). Einzelne Elemente wie der spezifische 

Außenmembranrezeptor FyuA optimiert die Biofilmbildung in ExPEC und scheint sich 

als Vakzine-Kandidat besonders zu eignen (85, 90, 91). Eine komplexe Interaktion 

der HPI mit dem E. coli Metabolom wurde zudem berichtet (92-94).  
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3. Fragestellungen 

 

Das erste Projekt befasst sich mit der Multifunktionalität von 

Eisenaufnahmesystemen in ExPEC. Siderophore stellen relevante Virulenz– und 

Fitnessfaktoren für die Interaktion der pathogenen Erreger mit dem Wirt während 

einer Infektion dar. Dabei beschränkt sich die Hauptaufgabe nicht ausschließlich auf 

die Eisenaufnahme, sondern im Rahmen der komplexen Koordination von 

Pathomechanismen scheinen Siderophore und einzelne Elemente dieser Systeme 

eine Optimierung von diversen Prozessen zu gewährleisten. Ziel war es nun, den 

Beitrag einzelner Siderophor-Systeme während der Biofilmbildung in ExPEC zu 

untersuchen. 

Ein Repertoire an bestimmten Virulenz – und Fitnessfaktoren ist die Voraussetzung, 

um sich optimal an eine spezielle Nische zu adaptieren. Die Koordination der 

Pathomechanismen spielt dabei eine entscheidende Rolle. Obwohl in den meisten 

Fällen alle notwendigen Enzyme für die Biosynthese eines bioaktiven Metaboliten auf 

definierten Genclustern für den entsprechenden Virulenzfaktor kodiert sind, teilen 

sich viele Synthesewege gemeinsame Schnittstellen. In virulenten ExPEC Isolaten 

der phylogenetischen Gruppe B2 besteht eine starke Assoziation der HPI mit einer 

Pathogenitätsinsel in unmittelbarer Nachbarschaft bezeichnet als die pks Insel, die 

für das Genotoxin Colibactin kodiert. Colibactin wird chemisch den Polyketiden 

zugeordnet und bewirkt DNA-Doppelstrangbrüche, Zellzyklusarrest in der G2 Phase 

und Megalozytose in infizierten eukaryotischen Zellen. Sowohl für Yersiniabactin als 

auch für Colibactin ist für die Biosynthese die Aktivität von Phosphopantetheinyl-

Transferasen (PPTase) notwendig. In einem internationalen Kooperationsprojekt 

wurde die Interaktion beider Synthesewege mit Fokus auf PPTasen untersucht. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



  21   

4. Zusammenfassung der publizierten Ergebnisse 
 

Der Salmochelin-Rezeptor IroN selbst und nicht die Salmochelin-vermittelte 

Eisenaufnahme verbessert die Fähigkeit zur Biofilmbildung in ExPEC.  

 

Giuseppe Magistro, Christiane Hoffmann, Sören Schubert 

 

Int J Med Microbiol. 2015 Jun-Aug;305(4-5):435-45 

 

Der Schlüssel zum Erfolg der EXPEC um Nischen außerhalb des 

Gastrointestinaltraktes zu besiedeln und Infektionen zu verursachen besteht im 

koordinierten Einsatz von Virulenz– und Fitnessfaktoren. Forschungsergebnisse 

konnten nicht nur ein besonderes Spektrum an Virulenzfaktoren mit spezifischer 

Funktion identifizieren, sondern deckten zudem den vielseitigen Einsatz dieser 

Faktoren auf. Insbesondere die Eisenaufnahmesysteme der ExPEC spielen in 

diesem Kontext eine besondere Rolle. Neben der Akquirierung von Eisen sind diese 

in der Lage bestimmte Virulenzeigenschaften zu optimieren. Im Rahmen der hier 

vorliegenden Arbeit wurde der Beitrag des Salmochelin-Siderophor-Systems zur 

Biofilmbildung der ExPEC untersucht. Unter den gleichen eisenlimitierten 

Bedingungen, wurde ein differenziertes Ansprechen der diversen Siderophore 

zunächst auf Transkriptionsebene festgestellt. Der spezifische Salmochelin-Rezeptor 

IroN zeigte eine starke Expression während der Biofilmbildung, wohingegen im 

gleichen Medium unter planktonischer Kultivierung keine Induktion beobachtet 

wurde. Eine Rezeptor Knockout-Mutante für iroN resultierte in einer reduzierten 

Biofilmproduktion um etwa 50 %. Die effektive Biofilmbildung wurde nicht durch 

gezielte Mutation des Syntheseapparates für Salmochelin beeinträchtigt. Somit 

erscheint der Effekt des Rezeptors IroN für die Biofilmbildung unabhängig von der 

Eisenaufnahme durch das Siderophor selbst bedingt zu sein. Die verstärkte 

Expression des Rezeptors erbrachte keine signifikante Verbesserung für die 

Biofilmbildung in ExPEC. Interessanterweise, konnte die Fähigkeit der 

Biofilmformation in einem schwachen Biofilmbildner wie einem apathogenen E. coli 

K12 Stamm weder durch zusätzliche Expression des Rezeptors IroN noch durch 

Ausstattung mit einem kompletten funktionalen Salmochelin-System verbessert 

werden. Jedoch zeigte in einem ExPEC Stamm die Restitution nur des Rezeptors 
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IroN in einer Deletionsmutante für das komplette Salmochelin-Gencluster die 

vollständige Wiederherstellung der Kapazität zur Biofilmformation wie im 

Wildtypstamm. Dies bedeutet, dass der Effekt des Aussenmembranrezeptors IroN für 

die Fähigkeit zur Biofilmbildung einen bestimmten genetischen Hintergrund voraus- 

setzt, der in ExPEC gewährleistet ist, nicht jedoch in apathogenen E. coli K12 

Stämmen. Durch die hier präsentierten Resultate konnte der wesentliche Beitrag des 

Salmochelinrezeptors IroN für die Biofilmbildung aufgezeigt werden und somit ein 

weiterer Beleg für die vielseitige Anwendung der Eisenaufnahmesysteme in ExPEC 

erbracht werden. 
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Die Interaktion zwischen Siderophoren und dem Genotoxin Colibactin 

Biosynthesewegen in Escherichia coli 

Martin P, Marcq I, Magistro G, Penary M, Garcie C, Payros D, Boury M, Olier M, 

Nougayrède JP, Audebert M, Chalut C, Schubert S, Oswald E 

 
PLoS Pathog. 2013;9(7) 
 
 
In Escherichia coli benötigen die Biosynthesewege diverser niedermolekularer 

Verbindungen zur Eisenaufnahme, bekannt als Siderophore, und des Genotoxins 

Colibactin das Enzym 4’-Phosphopantetheniyltransferasen (PPTase). Bisher wurden 

nur zwei solcher PPTasen identifiziert: EntD und ClbA. Das Gen für das Enzym EntD 

(entD) ist auf dem E. coli Kerngenom lokalisiert, während sich clbA auf der pks 

Pathogenitätsinsel, die für Colibactin kodiert, befindet. Interessanterweise ist die pks 

Insel genetisch streng mit der High Pathogenicity Island (HPI) in einer Untergruppe 

hochvirulenter E. coli Stämme assoziiert. Die HPI beinhaltet alle notwendigen Gene 

für die Yersiniabactin-Synthese außer einem Gen für die HPI-spezifische PPTase. In 

der vorliegenden Arbeit wurde die mögliche Interaktion der Synthesewege für 

Siderophore (u.a. Yersinabaktin) und Colibactin durch den funktionellen Austausch 

der PPTasen EntD und ClbA untersucht. Wir konnten demonstrieren, dass ClbA die 

Siderophorproduktion aufrechterhalten kann. Die Inaktivierung beider Gene entD und 

clbA hatte einen dramatischen Effekt auf die Virulenz extraintestinal pathogener E. 

coli (ExPEC) im murinen Sepsismodel. Die Aktivität eines der Enzyme EntD oder 

ClbA war für das Überleben der ExPEC in vivo notwendig. Dies ist der erste Beweis 

für die Interaktion diverser PPTase-abhängiger Biosynthesewege für funktionell 

unterschiedliche sekundäre Metabolite in einem Mikroorganismus. Daher liegt der 

Schluss nahe, dass die strikte genetische Assoziation der pks Insel und der HPI in 

hochvirulenten E. coli selektioniert wurde, weil es sich bei ClbA um eine 

promiskuitive PPTase handelt, die sowohl zur Synthese von Colibactin als von 

Siderophoren beiträgt. Die vorliegenden Ergebnisse heben die komplexe 

regulatorische Interaktion diverser Virulenzfaktoren hervor. Die Identifizierung 

gemeinsamer Schnittstellen erlaubt nicht nur Einblick in die Virluenzmechanismen 

der ExPEC zu gewinnen, sondern auch vielversprechende, therapeutische 

Zielstrukturen für die Entwicklung sogenannter Anti-Virulenzstrategien zu entwickeln. 
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5. Summary of published data 
 

The salmochelin receptor IroN itself, but not salmochelin-mediated iron uptake 

promotes biofilm formation in extraintestinal pathogenic Escherichia coli 

(ExPEC)  

Giuseppe Magistro, Christiane Hoffmann, Sören Schubert 

Int J Med Microbiol. 2015 Jun-Aug;305(4-5):435-45 

The key to success of extraintestinal pathogenic Escherichia coli (ExPEC) to colonize 

niches outside the intestinal tract and to establish infection is the coordinated action 

of numerous virulence and fitness factors. Intense research revealed not only an 

arsenal of unique virulence determinants with specific action, but also the multi-

functionality of single elements. Especially iron uptake systems of ExPEC proved to 

be of prime importance. Apart from iron acquisition they optimize certain virulence 

properties. Here we analyzed the contribution of the salmochelin siderophore system 

to the ability of ExPEC to form biofilms. In the same iron-limited environment, ExPEC 

displayed a distinct transcriptional profile of siderophore systems. During biofilm 

formation the iroN gene coding for the specific receptors of the siderophore 

salmochelin was highly up-regulated. Almost no induction was observed during 

planctonic growth. Disruption of iroN resulted in a reduction of almost 50 % in biofilm 

production. Efficient biofilm formation was not affected in a salmochelin synthesis 

mutant. Thus, the contribution of IroN is independent from the ability to produce 

salmochelin. Enhanced expression of IroN did not increase significantly the capacity 

to form biofilms in ExPEC. Interestingly, the additional expression of IroN or even the 

acquisition of the entire salmochelin system was not able to improve biofilm formation 

in a poor biofilm producer like a laboratory E. coli K12 strain. However, 

complementation with only iroN in an ExPEC iroA deletion mutant was able to restore 

biofilm formation. The contribution of IroN to biofilm formation appears to require a 

certain background found in ExPEC, but not in E. coli K12. This study identified the 

contribution of IroN to biofilm formation and highlights the multi-functional role of iron 

uptake systems in ExPEC.  

 



  26   

Author contributions: 

Giuseppe Magistro and Sören Schubert conceived the project. Giuseppe Magistro 

designed and performed the experiments. Giuseppe Magistro, Christiane Hoffmann 

and Sören Schubert analyzed and interpreted the data. Giuseppe Magistro and 

Sören Schubert wrote the manuscript.  

  



  27   

Interplay between Siderophores and Colibactin Genotoxin Biosynthetic 

Pathways in Escherichia coli  

Martin P, Marcq I, Magistro G, Penary M, Garcie C, Payros D, Boury M, Olier M, 

Nougayrède JP, Audebert M, Chalut C, Schubert S, Oswald E 

 
PLoS Pathog. 2013;9(7) 

 

In Escherichia coli, the biosynthetic pathways of several small iron-scavenging 

molecules known as siderophores (enterobactin, salmochelins and yersiniabactin) 

and of a genotoxin (colibactin) are known to require a 4'-phosphopantetheinyl 

transferase (PPTase). Only two PPTases have been clearly identified: EntD and 

ClbA. The gene coding for EntD (entD) is part of the core genome of E. coli, whereas 

clbA is encoded on the pks pathogenicity island which codes for colibactin. 

Interestingly, the pks island is physically associated with the high pathogenicity island 

(HPI) in a subset of highly virulent E. coli strains. The HPI carries the gene cluster 

required for yersiniabactin synthesis except for a gene coding its cognate PPTase. 

Here we investigated a potential interplay between the synthesis pathways leading to 

the production of siderophores and colibactin, through a functional interchangeability 

between EntD and ClbA. We demonstrated that ClbA could contribute to 

siderophores synthesis. Inactivation of both entD and clbA abolished the virulence of 

extra-intestinal pathogenic E. coli (ExPEC) in a mouse sepsis model, and the 

presence of either functional EntD or ClbA was required for the survival of ExPEC in 

vivo. This is the first report demonstrating a connection between multiple 

phosphopantetheinyl-requiring pathways leading to the biosynthesis of functionally 

distinct secondary metabolites in a given microorganism. Therefore, we hypothesize 

that the strict association of the pks island with HPI has been selected in highly 

virulent E. coli because ClbA is a promiscuous PPTase that can contribute to the 

synthesis of both the genotoxin and siderophores. The data highlight the complex 

regulatory interaction of various virulence features with different functions. The 

identification of key points of these networks is not only essential to the 

understanding of ExPEC virulence but also an attractive and promising target for the 

development of anti-virulence therapy strategies. 
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