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EINLEITUNG KAPITEL 1

1 Einleitung

Die Entschliisselung eines mikrobiellen Genoms unterteilt sich im wesentlichen in zwei
Schritte: Sequenzierung und Sequenzanalyse. Mit zunehmender Groéfe der
Genomprojekte werden beide Schritte soweit wie moglich standardisiert und
automatisiert. Bestimmte Aufgaben — wie das Aufreinigen von DNA-Proben — werden
von Robotern iibernommen; die Sequenzierung selbst findet im Hochdurchsatz an
Kapillarsequenzierern statt, die deutlich mehr als 1000 Sequenzreaktionen pro Tag
durchfiihren und dabei Sequenzliufe einer Lange von bis zu 1200 Basen produzieren.
Unabhéngig von den speziellen physiologischen Eigenschaften eines Organismus
verlangt die Technik der Sequenzierung nur geringe spezifische Anpassungen, die sich
nach der GroBe des Genoms, der Anzahl der Replikons, auf die sich das Genom verteilt,
dem G+C-Gehalt und der Anzahl und Lange etwaiger repetitiver Bereiche innerhalb der
Genomsequenz richten. Bei der Sequenzanalyse wird versucht, soweit wie moglich auf
bioinformatische Werkzeuge zurlickzugreifen, um die Bearbeitung der enormen
Datenmengen, die bei einem Genomprojekt anfallen, iiberhaupt gewdhrleisten zu
konnen. Trotz weitreichender Entwicklungen innerhalb der Bioinformatik besteht in der
Genomforschung allerdings ein Ungleichgewicht zwischen der Menge an verfiigbaren
Sequenzdaten und der angemessenen Auswertung dieser Information. Zu den
wichtigsten Schritten der Sequenzanalyse, die mit Hilfe bioinformatischer Algorithmen
durchgefiihrt werden, gehoren die Vorhersage kodierender offener Leserahmen und die
funktionelle Annotation dieser potentiellen Gene anhand von Sequenzvergleichen mit
bekannten Proteinen. Die dynamische Entwicklung der Sequenziertechnik mit dem Ziel
einer weiteren Effizienzsteigerung hat bis heute dazu gefiihrt, dal 229 mikrobielle
Genome — darunter 208 bakterielle und 21 archaeelle — vollstindig entschliisselt und am
National Center for Biotechnology Information veréffentlicht worden sind.

Die weiterfiihrende Analyse vollstindig sequenzierter und annotierter Genome
kann von verschiedenen Anspriichen geleitet werden. Zunichst kdnnen anhand der Se-
quenz Erkenntnisse liber den Organismus, die auf experimentellem Wege gesammelt
worden sind, bestitigt, ergdnzt und neu interpretiert werden. Je nach Umfang der zur
Verfiigung stehenden experimentellen Daten kann dieser Ansatz bei der Analyse des

Genoms im Vordergrund stehen. Gleichzeitig liegt es aber im Interesse des Projektes,
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Eigenschaften des Genoms zu charakterisieren, die sich erst aus der Untersuchung der
Sequenz ergeben und die Hinweise auf unbekannte spezifische Qualititen des Organis-
mus geben konnen. Dazu bietet sich die genomweite Analyse mit Hilfe standardisierter
bioinformatischer Werkzeuge an. Beispielsweise konnen aus dem Vergleich der Codon
Usage potentieller Gene genomische Inseln identifiziert werden (Merkl, 2004), die auf
lateralen Gentransfer zurlickgefiihrt und als Grundlage neu erworbener genetischer Fi-
higkeiten angesehen werden (Doolittle, 1999). Eine weitere und sehr vielversprechende
Form der Sequenzanalyse ergibt sich schlieBlich aus der zunehmenden Verfligbarkeit
vollstindig entschliisselter Genome aus phylogenetisch verwandten Bereichen oder von
Organismen mit dhnlichen physiologischen Eigenschaften. Durch Bildung von Ver-
gleichsgruppen dhnlicher, beziiglich besonderer Merkmale jedoch unterschiedlicher Or-
ganismen kann gezielt nach den genetischen Grundlagen dieser speziellen Eigenschaf-
ten gesucht werden. Beispielsweise bieten sich, um genetische Grundlagen dieser Le-
bensstile zu identifizieren, Vergleiche zwischen auto- und heterotrophen, pathogenen

und kommensalen Organismen und zwischen Hochleistungsstimmen und Wildtypen an.

In der vorliegenden Arbeit wurden mit Hilfe standardisierter Methoden zwei vollig un-
terschiedliche mikrobielle Organismen entschliisselt. Die im Laufe des ersten Teils —
der Sequenzierung und Analyse des B-Proteobakteriums Ralstonia eutropha H16 — ge-
wonnenen Erfahrungen konnten dabei gewinnbringend fiir die Entschliisselung des
zweiten Organismus — des methanogenen Archaecons Methanosphaera stadtmanae —
eingesetzt werden. Uber jeden der drei geschilderten Ansitze fiir die Analyse von Ge-
nomsequenzen konnten dabei Ergebnisse erzielt werden, die fiir beide Organismen im
Hinblick auf unterschiedliche Anpassungsstrategien der Genomorganisation interpre-

tiert werden konnen.

1. Das Gram-negative -Proteobakterium Ralstonia eutropha H16 gehort zur Familie
der Burkholderiaceae, die sich im wesentlichen aus den Gattungen Burkholderia und
Ralstonia zusammensetzt. Spezies dieser Familie haben sich an duflerst unterschiedliche
okologische Nischen angepalit und damit ein betrachtliches biotechnologisches Interes-
se geweckt (Coenye & Vandamme, 2003). Zu den Anwendungen, die man sich aus der
Untersuchung verschiedener Burkholderiaceae-Stamme abzuleiten erhofft, gehdren der
Abbau von Xenobiotika, die Toleranz gegeniiber Schwermetallen, die Wachstumsforde-

rung von Nutzpflanzen und die Bekdmpfung pflanzlicher, tierischer und menschlicher

2



EINLEITUNG KAPITEL 1

Pathogene. Die industrielle Nutzung vieler Spezies wird allerdings durch ihre schadli-
che Wirkung auf den Menschen erschwert. Bis heute wurden aus der Familie der Burk-
holderiaceae drei Genome vollstindig entschliisselt: R. solanacearum GMI1000
(Salanoubat et al., 2002), Burkholderia mallei ATCC 23344 (Nierman et al., 2004) und
Bu. pseudomallei K96243 (Holden et al., 2004). Eine Reihe weiterer Genome, zu denen
aus der Gattung Ralstonia die Stimme R. eutropha JMP134 und R. metallidurans CH34
gehoren, befindet sich in einem fortgeschrittenen Stadium der Sequenzierung am DOE
Joint Genome Institute in Kalifornien, USA.

Ralstonia eutropha H16, bei dem bisher keine in irgendeiner Form pathogene
Wirkung nachgewiesen werden konnte, zeichnet sich durch ein weites Substratspektrum
und eine auflergewohnliche metabolische Vielseitigkeit aus, die diesen Stamm zu einem
gut untersuchten Modellorganismus gemacht haben. Zu den charakteristischen Eigen-
schaften von R. eutropha H16 gehoren das fakultativ chemolithoautotrophe Wachstum,
das auf der Oxidation von molekularem Wasserstoff und der Fixierung von Kohlendi-
oxid tiber den reduktiven Pentose-Phosphat-Cyklus nach Calvin-Benson-Bassham ba-
siert (Hogrefe et al., 1984; Kusian & Bowien, 1997; Bowien & Kusian, 2002) und das
fakultativ anaerobe Wachstum durch Denitrifikation (Pfitzner & Schlegel, 1973). Poly-
hydroxyalkanoate, die von R. eutropha H16 als Speicherstoffe synthetisiert werden, fin-
den industriellen Einsatz als Kunststoffersatz (Steinbiichel & Schlegel, 1991; Gorenflo
et al., 2001). Aufgrund dieser vielféltigen Eigenschaften wird R. eutropha H16 ein be-
trachtliches Potential fiir die Konstruktion maf3geschneiderter Produktionsstimme durch
gezielte genetische Eingriffe (metabolic engineering) zugeschrieben, insbesondere im
Zusammenhang mit einer auf Wasserstoff basierenden Technologie.

Diese Arbeit beschéftigte sich mit der Entschliisselung der Genomsequenz von R.
eutropha H16, um auf Basis der genetischen Grundlagen ein umfassendes Verstandnis
fiir die komplexen Hintergriinde dieser Eigenschaften zu gewinnen. Das Genom von
R. eutropha H16 verteilt sich auf drei Replikons (Schwartz & Friedrich, 2001), von de-
nen das kleinste — das Megaplasmid pHG1 — bereits vollstindig sequenziert und anno-
tiert wurde und fiir Schliisselfunktionen des fakultativ lithoautotrophen und fakultativ
anaeroben Stoffwechsels kodiert (Schwartz et al., 2003). Ziel dieser Arbeit war es, die
besondere Funktion von Chr.2 fiir die Charakterisierung von R. eutropha H16 herauszu-
stellen und aus vergleichenden Untersuchungen mit anderen Burkholderiaceae-
Genomen Hinweise auf allgemeine Prinzipien der Genomorganisation innerhalb dieser

Familie abzuleiten.
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2. Methanosphaera stadtmanae gehort zu den methanogenen Organismen, die aus-
schlieBlich in der Domidne der Archaeen gefunden werden und sich auf den letzten
Schritt des anaeroben Kohlenstoff-Cyclus spezialisiert haben: die Reduktion von CO»,
von methylierten C;-Verbindungen oder von Acetat zu Methan (Deppenmeier, 2002b).
Im globalen Kohlenstofthaushalt spielen sie eine wichtige Rolle beim Abbau organi-
scher Verbindungen in anoxischen Umgebungen wie Sedimenten von Fliissen, Seen und
Siimpfen (Conrad, 1996). Dem durch die Methanogenese freigesetzten Methan kommt
als starkem Treibhausgas eine besondere Okologische Bedeutung zu (Reay, 2003).
Gleichzeitig dient Methan als Rohstoffquelle fiir die Energieerzeugung und lagert in
Form von Methanhydraten biologischen Ursprungs wahrscheinlich in betrdchtlichen
Mengen in Sedimentschichten am Boden der Ozeane (Marchesi et al., 2001; Wood et
al., 2002).

Ein weiteres anoxisches Habitat, in dem sich Msp. stadtmanae auf eine spezielle
Form der Methanogenese — die Reduktion von Methanol mit H,, spezialisiert hat — stellt
der menschliche Enddarm dar (Miller & Wolin, 1983; Miller & Wolin, 1985). Der
iiberwiegende Anteil der endogenen Methanproduktion geht allerdings auf das haufigste
methanogene Archaecon im menschlichen Darm, Methanobrevibacter smithii, zuriick
(Miller & Wolin, 1982). Ein Teil der im Darm produzierten Gase wird absorbiert und
iiber den Atem abgegeben, in dem sich bei ca. 30-50 % der westlichen Bevolkerung si-
gnifikante Mengen Methan nachweisen lassen (Levitt & Ingelfinger, 1968; Pitt et al.,
1980). Unter den methanproduzierenden Menschen liegt der Anteil der Frauen (63 %)
hoher als der der Méanner (37 %). Kinder unter drei Jahren produzieren kein Methan
(Peled et al., 1985; Florin et al., 2000). Genetische Veranlagungen scheinen fiir die Me-
thanproduktion keine Rolle zu spielen.

Mit Ausnahme der Methanosarcina-Spezies zeichnen sich methanogene Archaeen
durch sehr kleine Genome von weniger als 2 Mbp Lédnge aus. Auf Basis dieser einge-
schriankten genetischen Ressourcen ist es Msp. stadtmanae gelungen, sich an das Wach-
stum im Gastrointestinaltrakt des Menschen anzupassen und dort besondere Formen des
Stoffwechsels zu entwickeln. In der vorliegenden Arbeit wurden die genetischen Grund-
lagen dieser Anpassungen untersucht und in Bezug auf die Genomorganisation darge-

stellt, die die Physiologie von Msp. stadtmanae hervorgebracht hat.
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2 Material und Methoden

2.1 Organismen und Plasmide

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Bakterien-Stdmme sind in Tab. 2.1 darge-
stellt. Der sequenzierte Bakterien-Stamm Ralstonia eutropha H16 wurde urspriinglich
als Hydrogenomonas eutropha isoliert (Wilde, 1962) und spéter umbenannt zu Alcali-
genes eutrophus (Davis et al., 1969; Davis et al., 1970), Ralstonia eutropha (Yabuuchi
et al., 1995), Wautersia eutropha (Vaneechoutte et al., 2004) und Cupriavidus necator
(Vandamme & Coenye, 2004).

Tab. 2.1: Verwendete Bakterien-Stamme.

Stamm Genotyp Referenz
Ralstonia eutropha H16 Stammsammlung: als Hydrogenomonas eu-
DSM428, ATCC 17699 tropha:
Wilde (1962)
Methanosphaera Stammsammlung: Miller & Wolin (1985)
stadtmanae JCM11832, ATCC 43021
Escherichia coli TOP10 F, mcrA, A(mrr-hsdRMS-mcrBC), Fa. Invitrogen GmbH,
$80lacZAM15, AlacX74, recA1, Karlsruhe

araD139, A(ara-leu)7697, galU, galK,
rpsL, (Str%), endA1, nupG

Tab. 2.2 gibt eine Ubersicht iiber verwendete Plasmid- und Cosmid-Vektoren.

Tab. 2.2: Verwendete Plasmid- und Cosmid-Vektoren

Plasmid/ GroRe Merkmal Verwendung Referenz

Cosmid [kbp]

pGEM-3Z 2.7 lacZ, MCS, R. eutropha H16: Fa. Promega, Mannheim

Amp' Plasmid-Genbank

Lorist6 5.3 kan' R. eutropha H16: Gibson et al. (1987)
Cosmid-Genbank

pCR2.1- 3.9 kan', amp’ R. eutropha H16, Fa. Invitrogen

TOPO Chromosom 2:
GenomiPhi-Genbank

pCR4-TOPO 4.0 kan', amp’ Methanosphaera Fa. Invitrogen
stadtmanae:

Plasmid-Genbank
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2.2 Nahrmedien und Puffer

Alle aufgefiihrten Medien wurden durch Autoklavieren fiir 30 min bei 121 °C sterili-
siert. Glucose wurden in separater Losung autoklaviert oder sterilfiltriert und dem Me-
dium unmittelbar vor dem Animpfen zugegeben. Anaerobe Medien wurden nach der
von Costilow (1981) beschriebenen Methode unter Begasung mit sauerstofffreiem
Stickstoff hergestellt. Zur Herstellung von Agarplatten wurde das Medium vor dem Au-

toklavieren mit 1.5 % (w/v) Agar versetzt.

2.2.1 Medien fur Escherichia coli

Die Zusammensetzungen von LB-Medium und TB-Medium wurden aus Sambrook et

al. (1989) entnommen.

LB-Medium TB-Medium

Trypton 10g Trypton 12 ¢
Hefeextrakt S5¢g Hefeextrakt 24 g
NaCl 10 ml Glycerin (87 %, v/v) 4 ml
H>Ovidest ad 1000 ml H>Ovidest ad 1000 ml

Fiir die Anzucht in flat bottom blocks (Fa. Qiagen, Hilden) wurden zu 400 ml TB-
Medium je 8 ml 5x Phosphatpuffer und Glucose-Stammldsung (10 %, v/v) gegeben.

2.2.2 Medienzusatze

Antibiotika-Stammldsungen sowie IPTG und X-Gal wurden dem autoklavierten und auf
mindestens 50 °C abgekiihlten Medium zur Selektion entsprechender rekombinanter
E. coli-Staimme  zugesetzt. Verwendete Konzentrationen der verschiedenen

Medienzusitze sind in Tab. 2.3 zusammengetalt.
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Tab. 2.3: Medienzusitze

Zusatz Stammkonzentration Endkonzentration
Ampicillin 100 mg/ml in HyOpigest 100 pg/ml
Kanamycin 100 mg/ml in HyOpigest 25-50 ug/ml
IPTG 100 mg/ml in HyOpigest 40 pg/ml

X-Gal 40 mg/ml in N,N-Dimethylformamid® 40 pg/mi

% bei 4 °C gelagert
® vor Gebrauch frisch angesetzt

2.2.3 Stamm- und Pufferldsungen

10x TE-Puffer 5x Phosphat-Puffer

1 M Tris-HCI (pH 8.0) 100 ml KH,PO4 5775 ¢
0.5 M EDTA (pH 8.0) 10 ml K,HPO4 31350 ¢g
H>Opidest ad 1000 ml H;Op;idest ad 500 ml

2.3 Zellanzucht und Stammbhaltung

2.3.1 Zellanzucht

2.3.1.1 Anzucht von Ralstonia eutropha H16

Zur Anzucht von R. eutropha H16 wurde ein Mineralmedium nach Schlegel et al.
(1961), modifiziert nach Friedrich et al. (1982), verwendet. Als organische Kohlen-
stoffquelle diente Fruktose in einer Endkonzentration von 0.4 % [w/v]. Als Stickstoft-
quelle wurde Ammoniumchlorid (0.2 % [w/v]) zugesetzt (FN-Medium). Fiir die DNA-
Isolierung wurden die Zellen bis zur frithen stationdren Phase angezogen und dann ge-

erntet. Die erhaltenen Zellen wurden bei -80 °C aufbewahrt.
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2.3.1.2 Anzucht von Methanospaera stadtmanae

Methanosphaera stadtmanae wurde unter anaeroben Bedingungen bei 37 °C nach der
Methode von Sparling et al. (1993) angezogen. Methanol und H, dienten als Energie-
quelle, H, und CO, als Elektronendonor und Kohlenstoffquelle. Das Medium enthielt
zusiétzlich 10 % filtriertes, zentrifugiertes und autoklaviertes Pansenfluid. Die Kultivie-
rung erfolgte in mit Butyl-Gummistopfen verschlossenen 2 I-Schottflaschen. Das Kul-
turvolumen betrug 1 1. Zum Anaerobisieren des Mediums wurde dieses in einem Anae-
robenzelt unter No/Hs (95 % : 5 %) geriihrt, bis der dem Medium zugesetzte Redoxindi-
kator Resazurin farblos wurde. AnschlieBend wurde das Medium in die Kulturflaschen
abgefiillt und im verschlossenen Zustand autoklaviert. Zuvor wurde noch Na,S als
Schwefelquelle und zum Anaerobisieren zugefiihrt. Die Gasphase wurde anschlieBend
gegen Hy/CO; (80 % : 20 %) (0.7 bar) ausgetauscht und das Medium 10 %ig mit einer
frischen Vorkultur angeimpft. Die Kulturflaschen wurden auf einem Inkubationsschiitt-
ler (RFI-125, Fa. Infors, Bottmingen, Schweiz) bei 150 U/min und 37 °C inkubiert. Die
Gasphase wurde zwei mal téglich gegen H,/CO; (80 % : 20 %) ausgetauscht. Beim Er-
reichen einer optischen Dichte von 2.5 (gemessen bei 578 nm) wurde die Kultur mit ei-
ner DurchfluBzentrifuge (Heraeus Contifuge 17RS, Fa. Heraeus Sepatech GmbH, Os-

terode) bei 4 °C abzentrifugiert. Die erhaltenen Zellen wurden bei -80 °C aufbewahrt.

2.3.1.3 Anzucht von Escherichia coli

Die Anzucht von rekombinanten Escherichia coli DH5a-Zellen erfolgte in 96er flat
bottom blocks (Fa. Qiagen), die nach dem Animpfen mit luftdurchldssigen Folien
(aerosheets) abgeklebt wurden. Die einzelnen 96 Wells der Blocke wurden jeweils mit
1.3 ml TB-Medium, Ampicillin, Glucose und Phosphatpuffer befiillt. Die Inkubation
erfolgte unter Schiitteln (360 rpm) fiir 20-26 Stunden bei 37 °C im Brutschrank.
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2.3.2 Stammhaltung

Zur kurzfristigen Stammhaltung wurden die rekombinanten E. coli-Stimme auf LB-
Agar-Platten ausgestrichen, tiber Nacht bei 37 °C inkubiert und dann bei 4 °C gelagert.
Fiir die Stammhaltung der rekombinanten E. coli-Klone der Sequenzierungs-Genbanken
im 96er Format wurden 1.3 ml-Kulturen wie oben beschrieben inkubiert und in
Mikrotiterplatten mit 230 pl TB-Medium pro Ansatz iiberstempelt. Diese Platten
wurden iiber Nacht bei 37 °C inkubiert, anschlieBend mit 23 ul DMSO pro Ansatz
versetzt und bei -80 °C gelagert.

2.4 Standardtechniken fur die Arbeit mit Nukleinsauren

2.4.1 Gerate und Losungen

Zur Inaktivierung von Nukleasen wurden hitzestabile Gerdte und Losungen autoklaviert
(20 min bei 121 °C). Nicht autoklavierbare Materialien wurden mit 70 % Ethanol (v/v)
gespiilt oder abgeflammt. Hitzelabile Biochemikalien wurden nach Moglichkeit in Lo-

sung sterilfiltriert.

2.4.2 Dialyse von Nukleinsauren

Um DNA-L6sungen von Salzen und anderen niedermolekularen Substanzen zu befrei-
en, wurden sie einer Mikrodialyse unterzogen. Dieses Verfahren erhohte die Ligations-
effizienz (siehe 2.6.1.1) und ermdglichte die Transformation durch Elektroporation, die
durch Salze gestort wird. Die Dialyse wurde mit auf bidestilliertem Wasser schwim-
menden sterilen Membranfiltern durchgefiihrt (VS-Filter, 0.025 um Porengrofle, Fa.
Millipore, Eschborn). Darauf wurden 20-50 ml fiir ca. 60 min dialysiert und danach

vorsichtig abgenommen.
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2.4.3 DNA-Konzentrationsbestimmung und Reinheitskontrolle

Die Konzentration wiéssriger DNA-Lsungen wurde photometrisch iiber die optische
Dichte (OD) bestimmt. Dazu wurde im Photometer (Uvikon 810 Photometer, Kontron
Instruments, Eching) die Absorption bei 260 nm in einer Quarzkiivette der Schichtdicke
1 cm gemessen. Eine Absorption bei 260 nm von 1 gegen Wasser (ODz260) entspricht ei-
ner Konzentration von 50 pg / ml doppelstrangiger DNA bzw. 40 pg / ml einzelstrangi-
ger DNA/RNA bzw. 31 pg/ml Oligonukleotiden (Sambrook et al., 1989). Um den
Reinheitsgrad der DNA-LOsung abzuschitzen, wurden zusétzlich die optischen Dichten
bei 230 nm und 280 nm bestimmt. Verunreinigung mit Protein fithren zu einer verstark-
ten Absorption bei 280 nm, Verunreinigung mit Polysacchariden zur verstirkten Ab-

sorption bei 230 nm. Fiir reine DNA gilt:

OD260 : OD2s0 1.8
OD230 . OD260 . Ongo = 045:1:0.515

DNA-Konzentrationen von Plasmiden aus der automatisierten Pridparation mit dem
BioRobot 8000 (Fa. Qiagen; siche 2.4.7) wurden in 96er Mikrotiterplatten eluiert und im
Plattenphotometer gemessen (PowerWave X, Fa. Bio-Tek Instruments, Winooski, Vt.,
USA). Zur groben Abschétzung von DNA-Konzentrationen wurden Aliquots der DNA-
Losungen elektrophoretisch im Agarosegel aufgetrennt und die Starke der Banden mit

einem Marker bekannter Konzentration verglichen.

2.4.4 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese wurde zur analytischen und préparativen Auftrennung
von DNA genutzt. Die Auftrennung erfolgte in horizontalen Kammern der Grofe
11 cm x 6.5 cm. In TAE-Puffer wurden 0.8 %ige Agarosegele (Seakem LE Agarose, Fa.
Cambrex, Me., USA) angesetzt. Derselbe Puffer diente auch als Laufpuffer wihrend der
Elektrophorese. Vor der Elektrophorese wurden die Proben mit 0,2 Vol. loading buffer
(Fa. Fermentas, St. Leon-Rot) versetzt, um die DNA zu beschweren und die Lauffront

wihrend der Auftrennung sichtbar zu machen. Als GréBenreferenz wurden 3 pl eines

10
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GroBenstandards aufgetragen (GeneRuler DNA Ladder Mix, Fa. Fermentas). Nach der
Elektrophorese wurden die Gele in einem Ethidiumbromid-Bad (1 pg/ml) fiir ca. 10 min
gefdrbt und dann gewéssert, um {iberschiissiges Ethidiumbromid zu entfernen. Die Vi-
sualisierung der DNA-Banden erfolgte durch UV-Licht (254 nm) mit einem Gel-
Dokumentationssystem (Multimage LightCabinet, Fa. Alpha Innotech, Ca., USA).

20x TAE-Puffer

Tris 969 ¢
Eisessig 22.8 ml
EDTA 75¢
H2Opigest ad 1000 ml

2.4.5 Saccharose-Dichtegradientenzentrifugation

Eine Auftrennung der DNA durch Dichtegradientenzentrifugation (Sambrook et al.,
1989) wurde bei der Herstellung von Genbidnken vorgenommen (siehe 2.8). Diese Me-
thode hatte den Vorteil, dal die DNA-Fragmente nahezu unbeschidigt aufgereinigt
wurden. Die Zentrifugation wurde mit einem Saccharose-Gradienten von 10 % bis 40 %
(w/v) in 10 ml Zentrifugenréhrchen (Sorvall Polyallomer 3699, Fa. DuPont, Dreieich)
durchgefiihrt. Dazu wurden unterschiedliche Saccharose-Losungen (10 %, 17.5 %,
25 %, 32.5 %; w/v) in der Stammldsung fiir den Dichtegradienten angesetzt. Die Lo-
sungen wurden beginnend mit der hochsten Konzentration in die Zentrifugenréhrchen
geschichtet und eingefroren. Auf den Gradienten wurden zwischen 100 und 200 g DNA
aufgetragen. Die anschlieBende Zentrifugation erfolgte mit 27 000 rpm fiir 24 h bei
20 °C in einem swing out-Rotor (Sorvall TH641) in einer Ultrazentrifuge (Sorvall OTD
55 B, beide Fa. Kendro Laboratory Products GmbH, Langenselbold). Nach der Zentri-
fugation wurde der Gradient vorsichtig in Fraktionen von 300 pul von oben nach unten
entnommen. Zur anschlieBenden Féllung der DNA wurden die Fraktionen mit 0.5 Vol.
20 %iger PEG-Losung (v/v) in 2.5 M NaCl versetzt und iiber Nacht bei RT inkubiert.
Am nichsten Tag wurde die Losung 30 min bei 22 650 rpm zentrifugiert. Nachdem der
Uberstand abgenommen und das Pellet in 500 ul Ethanol (70 %; v/v) aufgenommen

worden war, erfolgte eine weitere Zentrifugation unter gleichen Bedingungen. Der U-

11
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Uberstand wurde abgenommen, das Pellet getrocknet und in 30 pl autoklaviertem
HOpigest gelost. Zur Uberpn'jfung der Fraktionen wurden 10 pl von jeder dritten Frakti-

on auf einem Agarosegel liberpriift (siche 2.4.4).

2x Dichtegradienten-Stammlésung

NaCl 35.06 g
Tris 145¢
EDTA 1.12 g
HObidest ad 300 ml

pH 8

2.4.6 Isolierung chromosomaler DNA

Fiir die Isolierung chromosomaler DNA wurden zwei verschiedene Kits verwendet:
AquaPure Genomic DNA Kit (Bio-Rad Laboratories, Ca., USA) und E.Z.N.A. Bacterial
DNA Kit (Fa. PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen). Der Vorteil des Bio-Rad-
Kits lag in der guten Qualitdt der préparierten DNA. Demgegeniiber lieferte das PEQ-
LAB-Kit eine hohere Ausbeute an DNA, die insgesamt jedoch stirker geschert vorlag.
Fiir PCR-Amplifikationen wurde i.d.R. genomische DNA aus Bio-Rad-Prédparationen
verwendet.

Zellen aus ca. 500 ul Ubernacht-Kultur bzw. aus einer entsprechenden Menge eingefro-
rener Zellen wurden fiir die Isolierung verwendet und daraus die genomische DNA nach
Protokoll prapariert. Bei der Isolierung mit dem Bio-Rad-Kit wurde ein zuséatzlicher ly-
tischer Schritt eingefiihrt. Dazu wurden die Zellen nach Inkubation mit Genomic DNA
Lysis Solution mit 1.5 pl Proteinase K (20 mg/ml) versetzt und fiir 1 h bei 55 °C lysiert.
Die isolierte chromosomale DNA wurde in 75-100 ul Hydration Solution (Bio-Rad),
bzw. in zwei Schritten in 100 pl und 50 pl Elutions-Lésung (PEQLAB) aufgenommen.
Kurz- und mittelfristig wurde chromosomale DNA bei 4 °C gelagert, fiir langere Auf-
bewahrung aliquotiert und bei -20 °C gelagert.

12
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2.4.7 Isolierung von Plasmid DNA

Fiir die Isolierung von Plasmid-DNA wurden je nach Anzahl der Proben verschiedene
Methoden verwendet. Fiir die Priparation weniger Proben, beispielsweise fiir Restrikti-
onsverdaue rekombinanter Plasmide (siche 2.5.1), wurde das QlAprep Spin Miniprep
Kit (Fa. Qiagen) genutzt und nach Protokoll vorgegangen. Die Préaparation rekombinan-
ter Plasmide ganzer Genbinke wurde dagegen automatisiert an Robotern des Typs Bio-
Robot 8000 (Fa. Qiagen) mit Hilfe des QlAprep 96 Turbo BioRobot Kit durchgefiihrt.
Die Plasmid-Isolation selbst basiert auf einer alkalischen Lyse mit anschlieBender Auf-
reinigung der DNA durch Bindung an eine Silikat-Gel-Membran. Hierzu wurden die
Klone wie unter 2.3.1.3 beschrieben im 96er Maf3stab in flat bottom blocks angezogen
und von Robotern weiterverarbeitet. Nach der Anzucht wurden die Blocke fiir 20 min
bei 3300 rpm abzentrifugiert (Megafuge 2.0, Fa. Heraeus, Hanau) und der Uberstand
verworfen. Die Zellpellets wurden im Block in den BioRobot 8000 iiberfiihrt und auto-
matisch weiterbearbeitet. Die gebundene DNA wurde in mehreren Schritten gewaschen
und mit 120 ul Wasser (LiChrosolv, Fa. Merck KGaA, Darmstadt) geldst und in 96er
Mikrotiterplatten mit Flachboden (UV-geeignet; Fa. Greiner Bio-one, Frickenhausen)

gesammelt.

2.4.8 Aufreinigung von DNA-Fragmenten

Um tberschiissige Nukleotide, Primer, Puffer und Enzymreste aus dem PCR-Ansatz zu
entfernen, wurden PCR-Produkte generell aufgereinigt. Ahnlich wie bei der Préparation
von Plasmid-DNA (sieche 2.4.7) wurde die DNA je nach Anzahl der Proben manuell
oder automatisiert prépariert. Fiir diese manuelle Aufreinigung wurde das QIAquick
PCR Purification Kit (Fa. Qiagen) verwendet. Ergidnzend zu den Vorschriften des
Protokolls wurde nach der Féllung der DNA ein zusitzlicher Zentrifugationsschritt

durchgefiihrt, um Reste des PE-Puffer vollstindig zu entfernen.

13
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2.4.9 Isolation von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

DNA-Fragmente wurden z.B. aus Agarosegelen isoliert, wenn eine PCR-Reaktion zur
unspezifischen Amplifikation mehrerer Produkte gefiihrt hatte. Um mehrere Produkte
einzeln sequenzieren zu konnen, wurde nach der Auftrennung im Agarosegel jede Ban-
de mit dem Skalpell ausgeschnitten. Die Entfernung von Gelriickstainden und die Auf-
reinigung der DNA wurde mit dem QIAquick Gel Extraction Kit (Fa. Qiagen) durchge-
fiihrt und die isolierte DNA direkt fiir die Sequenzierung verwendet.

2.4.10 Scheren von DNA

Fiir die Herstellung von Genbanken war eine gleichméafige Fragmentierung der chro-
mosomalen DNA nétig, um eine proportionale Verteilung des gesamten Genoms auf die
Genbank zu gewéhrleisten. Das mechanische Scheren der DNA bot den Vorteil, daf3 es
gegeniiber der Restriktion unabhéngig von Schnittstellen war.

Die chromosomale DNA von Methanosphaera stadtmanae wurde mit Hilfe eines
nebulizer (Fa. Invitrogen) geschert. Bei diesem Gerédt wird die DNA-LGsung in einen
nach unten hin spitz zulaufenden Zylinder gegeben, in dem die DNA durch Druckluft
verwirbelt und dabei geschert wird. Fiir eine Scherung wurden etwa 15 pg DNA mit
750 ul shearing buffer in den nebulizer gegeben, der nebulizer fest verschraubt und tiber
eine Stickstoffleitung ein Druck von 0.62 bar angelegt. Wiahrend des gesamten
Schervorgangs wurde der nebulizer auf Eis gelagert. Die Dauer des Scherens wurde in
Abhidngigkeit von der gewiinschten FragmentgroBe empirisch ermittelt. Zur
Weiterverarbeitung der gescherten DNA wurde die DNA-Losung aus dem nebulizer in

einer SpeedVac auf ca. 200 ul eingedampft.

Shearing Buffer

Tris 121.1¢g
EDTA 3723 g
Glycerin 10 ml

pH 8
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2.5 Modifikation von Nukleinsauren

2.5.1 Restriktion

Die enzymatische Restriktion mit Enzymen bekannter Spezifitit wurde dazu genutzt,
DNA an vorhersagbaren Stellen zu schneiden. Chromosomale DNA wurde zur Herstel-
lung von Genbénken geschnitten. Die Restriktion von Plasmiden wurde fiir die Erstel-
lung von Genkarten genutzt, mit deren Hilfe die korrekte Assemblierung der Plasmid-
Sequenzldufe im Datensatz tiberpriift werden konnte.

Fiir die Reaktionsansitze wurden fiir jedes Enzym die jeweiligen Puffersysteme unter
den angegebenen Reaktionsbedingungen der Hersteller verwendet. Pro Mikrogramm
DNA wurden 3-5 U Enzym eingesetzt. Zur vollstindigen Restriktion von Plasmiden
oder Cosmiden wurden die Ansidtze fiir ca. 2 Stunden inkubiert. Bei der partiellen
Restriktion wurde die Inkubationsdauer variiert, um eine mdglichst statistische
Verteilung der Fragmente zu erreichen. Zur Inaktivierung der Restriktionsenzyme
wurden die Ansétze nach der Restriktion fiir ca. 20 Minuten bei 65 °C inkubiert oder
mit 50 mM EDTA versetzt. Durch die Komplexierung freier Mg”"-Ionen entzicht
EDTA dem Enzym die fiir die Restriktion bendtigten Cofaktoren.

2.5.2 Dephosphorylierung

Bei der Ligation von DNA-Fragmenten mit tiberhdngenden Enden (sticky ends) wurde
das Insert mit alkalischer Phosphatase behandelt. Das Enzym entfernt von linearer DNA
die 5'-Phosphatgruppe und verhindert so, dal mehrere Inserts aneinander ligieren.

Die Insert-DNA fiir die Ligation wurde im Restriktionsansatz mit 1 U alkalischer
Phosphatase pro 1 pg DNA versetzt und 1 h bei 37 °C inkubiert. Danach wurde die
dephosphorylierte DNA mit Hilfe des QIAquick PCR Purification Kit aufgereinigt (sie-
he 2.4.8).
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2.5.3 Herstellung glatter DNA-Enden (blunt ends)

Beim Scheren der chromosomalen DNA entstanden undefinierte Enden, die eine Ligati-
on mit dem Vektor erschwerten. Aus diesem Grund wurden vor der Klonierung die En-
den der gescherten DNA-Fragmente mit Hilfe der T4-DNA-Polymerase zu blunt ends
aufgefiillt. Der folgende Ansatz wurde fiir 1.5 h bei RT inkubiert und anschlieBend mit
dem QIAquick PCR Purification Kit (siche 2.4.8) aufgereinigt.

50 pl Ansatz

Insert-DNA ca. 38 ul
5x Puffer fiir T4-DNA-Polymerase 10 pl
dNTP-Mix (je 10 mM) 1.5 ul
T4-DNA-Polymerase 1 ul

2.5.4 Herstellung von Insert-DNA mit A-Uberhang

Bei der Klonierung mit dem TOPO TA Cloning® Kit (Fa. Invitrogen) (siehe 2.6.1), das
fiir die Herstellung von Genbidnken verwendet wurde, war es erforderlich, daB3 die In-
sert-DNA am 5'-Ende eine Adenin-Base als Uberhang aufwies, da der verwendete TO-
PO-Vektor einen entsprechenden Thymidin-Uberhang enthielt. Glatte Enden wurden
von der Tag-Polymerase bei Zugabe von dATP um einen Adenin-Uberhang verlingert.

Zuniachst wurden DNA-Fragmente mit blunt ends hergestellt (sieche 2.5.3).

70 ul Ansatz

DNA 50 ul
dATP (0.5 mM) 6 ul
MgCl, 6 ul
10x PCR-Puffer ohne MgCl, 7 ul
Taq DNA-Polymerase (5 U/pl) 0.5 ul
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Die Herstellung von A-Uberhingen wurde in dem oben angegebenen Ansatz fiir 25 min
bei 72 °C durchgefiihrt. AnschlieBend wurde die DNA mit dem QIlAquick PCR Purifi-
cation Kit aufgereinigt (siche 2.4.8).

2.5.5 Ligation

In der Ligation wurden Phosphodiesterbindungen zwischen doppelstringigen DNA-
Fragmenten gebildet, die freie 3'-Hydroxyl-Enden und 5'-Phosphat-Enden aufwiesen.
Um die Ligationseffizienz zu erhdhen, wurde ein UberschuB an Insert-DNA gegeniiber
der Vektor-DNA eingesetzt (ca. 1 : 3). Fiir die Ligation wurde T4-DNA-Ligase mit ent-
sprechendem Puffersystem eingesetzt (Fa. Promega). Der folgende Reaktionsansatz

wurde tiber Nacht bei 16 °C bzw. 2 h bei 37 °C inkubiert.

20 pl Ansatz

Vektor-DNA 0.2-2 ul
Insert-DNA 0.8-8 ul
10x T4-Ligase-Puffer 2 ul
T4-DNA-Ligase (1 U/ul) 1-2 pl
H2Opigest ad 20 pl

2.6 Transformation und Selektion

2.6.1 TOPO TA-Klonierung

Die Klonierung mit dem TOPO TA Cloning® Kit (Fa. Invitrogen) lieferte eine Methode
zur direkten Klonierung von DNA-Fragmenten mit A-Uberhang und wurde fiir die Her-
stellung von Genbénken aus gescherter, chromosomaler DNA und aus PCR-Fragmenten
verwendet.

Das Kit macht sich dabei die Eigenschaft der Tag-Polymerase zunutze, an das 3'-Ende

amplifizierter DNA eine einzelne Adenin-Base zu héngen. Der in dem Kit verwendete
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TOPO-Vektor besitzt in entsprechender Weise einen Thymidin-Uberhang, der durch ei-
ne spezielle Topoisomerase erzeugt wird, die bis zur Ligation mit dem Insert kovalent
gebunden bleibt. Auf diese Weise wird einerseits die Ligation mehrerer Inserts mitein-
ander verhindert als auch der enzymatische Verdau des Vektors erschwert (Shuman,

1991).

2.6.1.1 Ligation mit dem TOPO - Vektor

Der folgende Ansatz wurde 2 h bei RT inkubiert und danach zur Transformation che-

misch kompetenter E. coli TOP10 -Zellen verwendet (2.6.1.2):

4 pl Ansatz

Insert DNA mit A-Uberhang 3ul
Salt Solution (TOPO-Kit, Fa. Invitrogen) 0.5 pul
PCR TOPO-Vektor (Fa. Invitrogen) 0.5 ul

2.6.1.2 Transformation von E. coli TOP10 - Zellen

Der gesamt Reaktionsansatz der TOPO-Ligation (siehe 2.6.1.1) wurde fiir die Trans-
formation eingesetzt. Dazu wurden die 4 pl Reaktionsansatz zu 70 pl E. coli TOP10-
Zellen gegeben und der Ansatz zuerst 10 min auf Eis und anschlieBend 45 s bei 42 °C
inkubiert. Danach wurden die Zellen sofort auf Eis gestellt und mit 400 pul LB-Medium
vermischt. Die transformierten Zellen wurden anschlieend fiir 1.5 h bei 37° C und 180
rpm geschiittelt. Die Selektion erfolgte auf LB-Platten mit Ampicillin, die iiber Nacht
bei 37 °C inkubiert wurden.

2.6.2 Blau-Weil} screening (X-Gal-Test)

Das Blau-Weil} screening diente neben der Antibiotikaresistenz der schnellen Selektion

erfolgreich transformierter Klone. Anhand der Féarbung konnten solche Klone, die ein
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rekombinantes Plasmid mit Insert tragen, von denjenigen unterschieden werden, die nur
den leeren Vektor enthielten.

Das Enzym B-Galactosidase spaltet neben dem eigentlichen Substrat Lactose auch 5-
Brom-4-Chlor-Indoyl-p-D-Galactosid (X-Gal). Dabei entsteht der Farbstoff 5-Brom-4-
Chlor-Indigo, der sich in Anwesenheit von Sauerstoff spontan blau verfarbt (Horwitz et
al., 1964). Im X-Gal-Test werden E. coli-Stamme eingesetzt, die durch eine Deletion im
Chromosom eine inaktive B-Galactosidase ohne N-Terminus bilden. Geeignete Vekto-
ren sind in der Lage, diesen Effekt zu kompensieren. Sie tragen neben dem Promotor-
und Operatorbereich des lac-Operons auch das 5'- Ende des lacZ-Gens, welches fiir das
sogenannte a-Peptid kodiert. Dies kann in vivo mit der verkiirzten B-Galaktosidase zum
aktiven Enzym assoziieren (a-Komplementation). Da die multiple Klonierungsstelle des
Vektors innerhalb des lacZ-Gens liegt, wird die Bildung des a-Peptids verhindert, wenn
der Vektor ein Insert tragt. Auf Indikatorplatten, die IPTG (zur Induktion der f-
Galactosidase) und X-Gal enthalten, konnen blaue Kolonien, die nur den Plasmid-
Vektor enthalten von weille Kolonien, die mit hoher Wahrscheinlichkeit ein Plasmid

mit Insert tragen, unterschieden werden.

2.7 Amplifikationen

2.7.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ermdglicht die hocheffiziente in vitro-
Amplifikation spezifischer DNA-Bereiche. Sie wurde verwendet, um gezielt einzelne
Bereiche des Genoms zu amplifizieren, um Assemblierungen im Datensatz zu liberprii-
fen und um Sequenzliicken, die von der Genbank nicht erfaflt wurden, zu liberbriicken.

Die Amplifikationsreaktion wurde mit zwei unterschiedlichen Ansétzen durchgefiihrt.
Fiir die Amplifikation kurzer DNA-Bereiche (0.5-5.0 kbp), wie sie zur Erhdhung der
Sequenzabdeckung durchgefiihrt wurde, kam eine Taq-Polymerase (Fa. Eppendorf,
Hamburg) zum Einsatz (siche Standard-Ansatz). Langere Amplifikationen (4-8 kbp),
z.B. iiber groBere Sequenzliicken hinweg, wurden mit dem TripleMaster long range -
Ansatz des TripleMaster™ PCR-Systems durchgefiihrt. Als Template diente genomi-

sche DNA bzw. Plasmid- und Cosmid-DNA. Die verwendeten Primer wurden in Lénge
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(17-25 nt) und Schmelztemperatur (R. eutropha H16: 56-62 °C, Msp. stadtmanae: 44-

47 °C) je nach Beschaffenheit des zu amplifizierenden Bereiches variiert. Die Berech-

nung des Schmelzpunktes erfolgte nach Chester & Marshak (1993):

Tm=69.3 +0.41 *x - 650/L
x = G+C-Gehalt [%]
L = Lange des Primers [bp]

Die Spezifitit der Amplifikation konnte durch Zugabe von DMSO bzw. durch Verrin-

gerung der MgCl,-Konzentration im Standard-Ansatz erhoht werden.

Standard-Ansatz Msp. stadtmanae R. eutropha H16
Template-DNA 1 ul 1 pl
Primer (5 pmol) jedul je 4l
dNTP-Gemisch (10 mM) 1 ul 1l
Taq DNA-Polymerase (5 U/ul) 0.3 ul 0.3 ul
10x PCR-Puffer ohne MgCl, 5ul 5ul
MgCl, 3ul 0.5 ul
DMSO - 2.5 ul
H)Obidest ad 50 pl ad 50 pl

Der Standard-Ansatz fiir R. eutropha H16 und Msp. stadtmanae und der TripleMaster-

Ansatz fiir Msp. stadtmanae wurden in einem Master-Mix zusammenpipettiert. Der Tri-

pleMaster-Ansatz fiir R. eutropha wurde dagegen in zwei Ansitzen (Master I und Ma-

ster II) zusammenpipettiert, die erst direkt vor der Reaktion vereinigt wurden.

TripleMaster-Ansatz (long range) Msp. stadtmanae

R. eutropha H16

Template-DNA 2 ul Master I: 1 ul
Primer (5 pmol) je 3 ul je 4 ul
H1Ovigest 17.84 ul 11 ul
10x Tuning Buffer 0.16 ul Master II: 0.3 pul
dNTP-Gemisch (10 mM) Sul 2.5l
TripleMaster-Polymerase 1 ul 0.4 ul
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Tab. 2.4: PCR-Programme, Standard-Ansatz.

R. eutropha H16 Msp. stadtmanae
LID 110 °C ON LID 110 °C ON
PAUSE 98 °C FOREVER PAUSE 98 °C FOREVER
TEMP 96 °C 2 min TEMP 96 °C
LOOP [ 30X LOOP [ 30X
TEMP 96 °C 20s TEMP 96 °C 20s
TEMP 55 °C 30s TEMP 42 °C 30s
TEMP 72°C 3 min TEMP 72°C 3 min
LOOP ] LOOP ]
TEMP 72°C 10 min TEMP 72°C 10 min
LID OFF LID OFF
TEMP 4°C FOREVER TEMP 4°C FOREVER
END END

Tab. 2.5: PCR-Programme, TripleMaster-Ansatz (long range)

R. eutropha
LID 110 °C ON
PAUSE 93°C FOREVER
TEMP 93°C 3 min
LOOP 10X
TEMP 93 °C 15s
TEMP 55 °C 30s
TEMP 68 °C 8 min
LOOP ]
LOOP 10X
TEMP 93 °C 15s
TEMP 55 °C 30s
TEMP 68 °C 8 min
LOOP (inc. 20 s)°
TEMP 72 °C 10 min
LID OFF
TEMP 4°C FOREVER
END

M. stadtmanae

LID

PAUSE

TEMP
LOOP
TEMP
TEMP
TEMP
LOOP
LOOP
TEMP
TEMP
TEMP
LOOP
TEMP
LID
TEMP
END

110 °C
96 °C
96 °C

10X
96 °C
42 °C
68 °C

10X

96 °C

42 °C

68 °C

72 °C

4°C

ON
FOREVER

2 min

15s
30s

5 min

15s

30s

5 min

(inc. 20 s)°

10 min
OFF
FOREVER

?inc. = increase: Elongationsschritt wird in jedem Durchlauf um 20 s verlangert.
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Die in den Tab. 2.4 und Tab. 2.5 dargestellten Programme fiir die PCR-Amplifikation
mit Standard- und TripleMaster-Ansatz wurden gegebenenfalls angepallt, um unge-
wohnliche DNA-Bereiche zu amplifizieren. Durch Erhohung der annealing-Temperatur
und Verldangerung der Denaturierungs-Schritte konnte die Spezifitdt der Amplifikatio-

nen bzw. die Erfolgsquote fiir Bereiche hoher G+C-Konzentrationen verbessert werden.

2.7.2 GenomiPhi-Amplifikation

Das GenomiPhi™ DNA Amplification Kit (Amersham Biosciences, Freiburg) wurde fiir
die hocheffiziente, unspezifische Amplifikation gesamtgenomischer DNA genutzt. Es
beruht auf der Verwendung einer hochprozessiven modifizierten Phi29-Polymerase mit
Strang-Verdringungs-Eigenschaften in Verbindung mit einem Gemisch zufélliger He-
xamer-Primer. Innerhalb des R. eutropha H16-Genomprojektes wurden geringe Mengen
des aufgereinigten Chromosoms 2 nach Protokoll mit dem GenomiPhi-Kit amplifiziert

und fiir die Herstellung einer selektiven Genbank genutzt.

2.8 Genbanken

Eine gute Genbank ist die Grundlage eines erfolgreichen Genomprojektes. Bei der Se-
quenzierung mit dem whole shotgun approach ist es entscheidend, eine gleichméaBige
Verteilung des gesamten Genoms auf die Genbank zu erreichen. Bei der Sequenzierung
einer Genbank, in der das Genom statistisch verteilt vorliegt, kann die Abnahme der
verbliebenen Sequenz-Liicken nach der Assemblierung in Abhéngigkeit von der Anzahl
der Sequenzliufe nach der Formel von Lander & Waterman (1988) berechnet werden.
Fiir die Sequenzierung groBerer Genomprojekte bietet sich die Herstellung mehrerer
Genbanken unterschiedlicher Insertgrof8e an. Dabei kann eine gleichméBige Abdeckung
des gesamten Genoms durch Assemblierung einer hohen Anzahl von Sequenzldufen ei-
ner Plasmid-Genbank mit geringer Insertgrofe erreicht werden. Fiir die genomweite
Anordnung der Contigs aus den assemblierten Sequenzldufen der Plasmid-Genbank
kann dagegen eine geringe Anzahl von Sequenzldufen einer Cosmid-Genbank mit lan-

ger Insertgrofle verwendet werden.
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Das verhiltnismaBig kleine Genom von Msp. stadtmanae (1.8 Mbp) wurde mit Hilfe ei-
ner einzelnen Plasmid-Genbank sequenziert. Das gro3e Genom von R. eutropha H16
(7.4 Mbp) dagegen wurde mit Hilfe einer Plasmid-Genbank und einer zusétzlichen
Cosmidbank sequenziert, die jedoch von der Fa. Integrated Genomics auf Basis gesamt-

chromosomaler DNA hergestellt wurden.

2.8.1 Plasmidbanken

Fiir das R. eutropha-Genomprojekt wurde neben der von der Fa. Integrated Genomics
bezogenen Plasmid- und Cosmid-Genbinke eine weitere selektive Plasmid-Genbank
von Chr.2 hergestellt. Dazu wurde Chr.2 einer GenomiPhi-Amplifikation (siehe 2.7.2)
unterzogen und partiell mit dem Restriktionsenzym Bsp1431 geschnitten. Fiir die Her-
stellung einer Plasmid-Genbank fiir das Msp. stadtmanae-Genomprojekt wurde gesamt-
chromosomale DNA mechanisch geschert (siche 2.4.10). Die resultierenden DNA-
Fragmente wurden iiber einen Saccharose-Dichtegradienten aufgetrennt (siche 2.4.5),
gefillt und dephosphoryliert (siche 2.5.2). Die geschnittene bzw. gescherte DNA beider
Projekte wurde mit Hilfe der T4-DNA-Polymerase zu blunt ends aufgefiillt (siche
2.5.3), die Enden mit Hilfe der Tag-Polymerase mit A-Uberhingen versehen (siche
2.5.4), fiir die Ligation mit dem TOPO-Vektor eingesetzt (siehe 2.6.1.1) und schlieBlich
in E. coli TOP10-Zellen transformiert (siche 2.6.1.2).

2.9 Sequenzierung

In den Sequenzierungs-Projekten von R.eutropha H16 und Msp. stadtmanae kamen
drei verschiedene Sequenzierungsgerite zum Einsatz: MegaBACE 1000, MegaBACE
4000 (Fa. Amersham Bioscience) und ABI PRISM 377 (Fa. Applied Biosystems). Die-
se Gerite arbeiten nach dem Verfahren der Kettenabbruchmethode (Sanger et al., 1977).
Bei diesem Verfahren werden der Sequenzreaktion neben den Standard-
Desoxynukleotiden (ANTPs) Fluoreszenz-markierte Didesoxynukleotide (ddNTPS, dye
terminators) zugesetzt. Die markierten ddNTPs werden statistisch mit der gleichen
Wahrscheinlichkeit in die DNA-Synthese einbezogen wie dNTPs, fithren jedoch zum

Abbruch der Polymerase-Reaktion. Das entstandene Fragment trigt eine basenspezifi-
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sche 5'-Markierung, deren Fluoreszenz vom Sequenzierautomaten detektiert wird. Aus
der Integrierung der gemessen Fluoreszenz der unterschiedlichen Farbstoffe {iber die

Zeit leitet das base calling die DNA-Sequenz ab.

2.9.1 Sequenzierung mit dem ABI PRISM® 377

Bei den ABI 377-Geréten handelt es sich um Plattensequenzierer. Die Sequenzen wer-
den elektrophoretisch in einem Polyacrylamid-Gel zwischen zwei Glasplatten aufge-
trennt. Dazu werden 96 Proben manuell mit Hilfe einer Mehrkanal-Hamilton-Pipette auf
das Gel aufgetragen. Der Vorteil dieser Geriéte liegt in der hohen Toleranz gegeniiber
unterschiedlichen eingesetzten DNA-Mengen. Nachteilig wirkt sich der hohe Ar-
beitsaufwand bei der Priaparation der Gele und der manuellen Auftragung der Proben
aus. Zudem kann es durch Ausfall einzelner Spuren bzw. Uberstrahlung von schwachen
Signalen durch starke, benachbarte Signale zu Verwechslungen einzelner Sequenzen
kommen.

Fiir die Sequenzierung am ABI 377 wurde ein ,,1/2 LGA*“-Ansatz zusammengestellt
und nach dem Programm in Tab. 2.6 amplifiziert. Um iiberschiissige Primer und dye-
terminators zu entfernen, wurde die DNA nach der Amplifikation mit 99 % EtOH (v/v)
und 3 M NaAcetat (pH 4.6) gefillt. Sequenziergele wurden nach Tab. 2.7 angesetzt.
Vor dem Auftragen auf das Sequenziergel wurden die Proben zundchst mit 1 pl Stop-
Mix versetzt. Fiir die elektrophoretische Auftrennung der DNA wurden die Parameter

aus Tab. 2.7 verwendet.

»/2-LGA“-Sequenzieransatz

Premix 4 ul
(DMSO") (1 ul)
Primer (5 pmol/ul) 1 ul
DNA 400 ng
H>Ovidest ad 20 pl

" nur R. eutropha H16

24



MATERIAL UND METHODEN

KAPITEL 2

Tab. 2.6: ABI 377-Sequenzierprogramm.

LID 110 °C
PAUSE 98 °C
TEMP 98 °C
LOOP [ 25X
TEMP 96 °C
TEMP 55°C" (42°C?)
TEMP 60 °C
LOOP ]

LID

TEMP 4°C
END

ON
FOREVER

2 min

20s
15s

4 min

OFF
FOREVER

" R. eutropha, “ Msp. stadtmanae

Tab. 2.7: ABI 377-Sequenziergel

Zusammensetzung:

7 M Harnstoff 18 ¢

40 % PAGE-Plus Polyacrylamid 5.3 mi

10X TTE-Puffer 6 ml

H2Opigest 21.5ml

10 % APS 250 pl
TEMED 25l
Laufparameter:

Geldicke 0,2 mm
Gellange 48 cm
Spannung 3500V
Stromstarke 60 mA
Leistung 40 W
Temperatur 45 °C

CCD offset 0

CCD gain 4

Vorlaufzeit 90 sek
Laufzeit 1.5h+145h
Laufpuffer 2x TTE oben, 1x TTE unten
Minimale Anzahl von scans 22 000
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loading buffer

EDTA 25 mM
Blue Dextran 0.5 ul
H:Opidest ad 500 ml
Stop-Mix
Formamid : loading buffer = 5:1

2.9.2 Sequenzierung mit MegaBACE 1000 bzw. MegaBACE 4000

Bei den Geriten der MegaBACE-Reihe handelt es sich um Kapillarsequenzierungs-
einheiten mit 96 (MegaBACE 1000) bzw. 384 (MegaBACE 4000) Kapillaren. Bei die-
sen Sequenzierautomaten wird markierte DNA in diinnen Glaskapillaren von ca. 100
um Durchmesser, die eine Polyacrylamid-Matrix enthalten, elektrophoretisch aufge-
trennt. Da die Proben mittels angelegter Spannung in kleinsten Mengen in die Kapilla-
ren injiziert werden, konnen mit jedem Reaktionsansatz fast unbegrenzt viele Sequen-
zierreaktionen durchgefiihrt werden. Zudem ist keine Moglichkeit zur Verwechslung
der Ansitze gegeben, die im Gegensatz zur Sequenzierung im Plattensequenzierer ein-
zeln injiziert werden. Allerdings kann es aufgrund der hohen Empfindlichkeit der Auf-
tragungsmethode leicht zu Verstopfungen der Kapillaren kommen, wenn die Injektions-
zeit zu lang oder die Injektionsspannung oder die Konzentration der Template-DNA im
Reaktionsansatz zu hoch gewihlt werden.

10 ul Sequenzieransatz wurden nach Programm in Tab. 2.8 amplifiziert und danach mit

24 ul 80 % Isopropanol (v/v) und 40 ul 80 % EtOH gefillt.

MegaBACE-Sequenzieransatz

DNA 400 ng
Primer (5 pmol) 1 ul
DYEnamic ET Dye Terminator Kit 4 ul
H>Onprc ad 10 pl
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Tab. 2.8: MegaBACE-Sequenzierprogramm

LID

PAUSE
TEMP
LOOP [
TEMP
TEMP
TEMP
LOOP ]

LID

TEMP

END

110 °C ON
95 °C FOREVER
95 °C 5 min
30X
95 °C 20s
55°C" (42°C?) 15s
60 °C 1 min
OFF

4°C FOREVER

' R. eutropha, “ Msp. stadtmanae

2.10 Prozessierung und Assemblierung der DNA-Sequenzen

Die Prozessierung der Daten aus den Sequenzierungseinheiten erfolgt zu groflen Teilen

vollautomatisch und mit folgenden Programmen:

Fiir das base calling, die Zuweisung der DNA-Sequenz zu den chromatographi-
schen Daten aus der Sequenziereinheit, wurde das Programm Phred verwendet
(Ewing & Green, 1998). Dabei wird der Sequenz ein Zuverldssigkeitswert (base
confidence) zugeordnet, der die Fehlerwahrscheinlichkeit fiir jede einzelne Base
angibt.

In einem screening-Schritt wurde die Sequenz auf Ubereinstimmungen mit der
Sequenz des Plasmid-Vektors und der E. coli-Wirtszellen tiberpriift. Dazu wurde
das Programm Pregap aus dem Staden Package verwendet, das unerwiinsch-
te Sequenzen fiir die folgenden Schritte maskiert (Staden, 1996).

Die Assemblierung (assembly) der resultierenden Sequenzldufe zu Contigs wur-
de mit dem Programm Gcphrap aus dem Staden Package durchgefiihrt.

Die Herstellung eines Datensatzes aus den prozessierten Sequenzldufen sowie
die weiterfiihrende Bearbeitung dieses Datensatzes erfolgte mit dem Programm

Gap4 aus dem Staden Package.
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Nach dem Ende der Rohsequenzierungsphase des Genomprojekts wurden alle Sequenz-
laufe (readings), die sich aus dem Ansequenzieren von Plasmid- und Cosmid-Inserts
(templates) ergaben, computergestiitzt assembliert (Gcphrap). Readings wurden zu
Contigs assembliert, kontinuierlichen Sequenzabschnitten, die aus vielen miteinander
iberlappenden Sequenzbereichen bestehen. Contigs wurden zu Supercontigs geordnet,
die weitreichende Genombereiche liberspannen, aber noch Sequenzliicken zwischen den

Contigs enthalten (Gap4).

2.11 Luckenschluf}

Um Uberlappungen zwischen zwei Contigs zu identifizieren, diese Contigs miteinander
zu verbinden und damit eine Sequenzliicke zu schlieBen, wurde entweder die Funktion
Find Internal Joins aus dem Programm Gap4 verwendet oder ein Vergleich mittels
BLAST-Algorithmus (Altschul et al., 1990) durchgefiihrt, der sich in der Praxis als

empfindlicher und zuverléssiger erwies (siche 2.12).

2.11.1 Primerwalking

Beim Primerwalking handelt es sich um die einfachste und schnellste Methode zum
Liickenschluf3 direkt nach der Rohsequenzierungsphase. Bei einer durchschnittlichen
Insertgrofle von 2-3 kbp in den Plasmid-Genbanken der Genomprojekte (siehe 2.8.1)
kann mit der Ansequenzierung der Inserts von beiden Seiten nicht die komplette Se-
quenz des Templates erfaflt werden. Beim sogenannten Primerwalking wird diese Liicke
durch Sequenzierung mit geeigneten Primern auf den Templates geschlossen. In der
Contig-Darstellung (Template Display) von Gap4 werden zusammengehorende Se-
quenzliufe eines Templates markiert und als Plasmidbriicken dargestellt, wenn sie mit
verschiedenen Contigs assembliert sind (Abb. 3.4). Sequenzliicken, die von sogenann-
ten Plasmidbriicken {liberspannt werden, konnen iiber die Sequenz des Templates er-

schlossen werden.
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2.11.2 Luckenschluf® mit PCR

Mit Hilfe von PCR-Amplifikationen wurden die verbliebenen Sequenzliicken geschlos-
sen, nachdem die Moglichkeiten des Liickenschlusses iiber Primerwalking ausgeschdpft
worden waren. Die dabei auftretenden Schwierigkeiten bestanden zum einen darin, die
Anordnung der Contigs im Genom herauszufinden, zum anderen darin, die unterschied-
lich groBen Liicken und teilweise sehr schwer sequenzierbaren Bereiche zu iiberbriik-

ken.

2.11.2.1 Ableitung Uuber Cosmidbricken

Ahnlich wie Plasmid-Inserts kénnen Cosmid-Inserts, wenn sie Sequenzliicken iiber-
briicken, Informationen iiber die Anordnung der Contigs im Genom liefern. Aufgrund
der GroBe der Cosmid-Templates von 20-50 kbp iiberspannen sie nicht nur groBere
Liicken zwischen den Contigs sondern auch Sequenzwiederholungen (repeats) inner-
halb der Contigs, wie zum Beispiel ribosomale RNA-Operons, die auf Basis der Plas-
mid-Sequenzliufe schwer aufzuldsen sind.

Nachdem die Contigs nach Cosmidbriicken geordnet worden waren, wurden die
verbliebenen Liicken je nach erwarteter Gré3e mit Standard- bzw. long range PCR
amplifiziert und sequenziert. Teilweise wurden die liberbriickenden Cosmide direkt als
Template fiir die PCR genutzt, weil so die Spezifitit der Reaktion gegeniiber der

Amplifikation auf chromosomaler DNA erhoht werden konnte.

2.11.2.2 Ableitung uber konservierte Genabfolgen (peptide links)

Bei den sogenannten peptide links handelt es sich um eine weitere Methode, Informa-
tionen iiber die Anordnung der Contigs im Genom zu bekommen, um Supercontigs bil-
den zu konnen. Dabei macht man sich die konservierte Anordnung der Gene zwischen
verwandten Organismen zunutze (Synthenie). Vorraussetzung fiir die Nutzung von pep-
tide links ist damit das Vorliegen groerer annotierter DNA-Bereiche moglichst nah

verwandter Organismen. Fiir den Vergleich der Annotation verschiedener Genome

29



MATERIAL UND METHODEN KAPITEL 2

wurde das ERGO Programmpaket verwendet (Overbeek et al., 2003). Unter der Funk-
tion contig regions kénnen mit ERGO die Umgebungen ausgewéhlter, homologer Gene
in verschiedenen Organismen verglichen werden, um konservierte Gen-Cluster zu iden-
tifizieren (Abb. 3.11). Zwischen nah verwandten Organismen besteht hiaufig eine Kon-
servierung der Genabfolge, die sich nicht nur {iber funktionelle Operons sondern iiber
grof3e Teile des gesamten Genoms erstreckt. Aus der Zuordnung der Gene eines Contig-
Endes zu einem konservierten Cluster in einem verwandten Organismus kann dement-
sprechend auf Gene desselben Clusters geschlossen werden, die am Ende eines benach-

barten Contigs zu erwarten sind.

2.11.3 Multiplex-PCR

Nach der Bearbeitung aller Informationen aus Plasmid- und Cosmidbriicken und kon-
servierten Genabfolgen bietet sich fiir die Verkniipfung der restlichen Contig-Enden die
Multiplex-PCR an (Tettelin et al., 1999). Deren Prinzip beruht auf der Bildung von Mi-
schungen unterschiedlicher Primer (pools), die in verschiedenen PCR-Reaktionen mit-
einander kombiniert werden. Dazu wurden an allen Contig-Enden ldngere Primer abge-
leitet (ca. 22 nt) und zu pools aus jeweils fiinf Primern vereinigt. In mehreren PCR-
Runden wurden zunichst Kombinationen verschiedener pools identifiziert, mit deren
Hilfe erfolgreiche Amplifikationen durchgefiihrt werden konnten und anschlie3end ein-
zelne Primer dieser pools iiber Standard-PCRs miteinander kombiniert. Multiplex-PCRs
wurden im folgendem Ansatz nach dem PCR-Programm fiir TripleMaster-PCRs (long
range) durchgefiihrt:

Multiplex-PCR-Ansatz

Primer-pool 1 (je 1 : 10) 2 ul
Primer-pool 2 (je 1 : 10) 2 ul
Tuning Buffer 2l
dNTPs 1 ul
TripleMaster-Polymerase 0.16 ul
DNA 120 ng
H;Opidest ad 20 pl
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2.12 BLAST

Fiir die meisten Sequenzvergleiche auf DNA- und Proteinebene bietet sich wegen seiner
Geschwindigkeit und Empfindlichkeit der BLAST-Algorithmus an (Altschul et al.,
1990). In dieser Arbeit wurde der BLAST-Algorithmus eingesetzt, um Sequenzen nach
Vektorkontaminationen zu durchsuchen (siehe 2.10), um Uberlappungen zwischen Con-
tigs zu finden (siehe 2.11) und um ganze Genome miteinander zu vergleichen (siche
2.12.1). Fiir die vergleichende Analyse kompletter Genome wurden bidirektionale
BLAST-Vergleiche durchgefiihrt. Vergleiche auf DNA-Ebene wurden mit dem Pro-

gramm blastn vorgenommen, Vergleiche auf Proteinebene mit blastp.

2.12.1 Bidirektionaler BLAST

Fiir den Vergleich ganzer Genome ist es sinnvoll, das Programm blastp zu verwenden,
um nur die ilibersetzten Proteinsequenzen miteinander zu vergleichen und nicht die
DNA-Sequenzen der zugrundeliegenden kodierenden Bereiche. Ein Vergleich auf
DNA-Ebene wiirde, bedingt durch das BLAST-Prinzip des local alignment, viele kurze
Treffer liefern und nicht die in diesem Zusammenhang wesentliche Einheit der kodie-
renden Sequenzen beriicksichtigen. Das besondere Prinzip des bidirektionalen BLASTs
zwischen zwei Sequenzen beruht darauf, dall von jeder Seite aus ein BLAST-Vergleich
durchgefiihrt wird und nur diejenigen Proteine als Trefferpaare gewertet werden, die
von beiden Seiten aus die groBte Ahnlichkeit zueinander zeigen.

Das Vorgehen beim Vergleich ganzer Genome (A und B) unter Unix gliederte sich in

folgende Schritte:

e Zusammenfassung aller Proteinsequenzen innerhalb eines multiple fasta files

(a.fas und b.fas)

e Erstellen zweier BLAST-Datenbanken:
formatdb -i a.fas -p T -0 T
formatdb -i b.fas -p T -0 T
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e BLAST-Abgleich der Genome gegeneinander:
blastall -p blastp -1 a.fas -d b.fas -e 1.0e-15
blastall -p blastp -1 b.fas -d a.fas -e 1.0e-15

e skriptgesteuerte Auswertung der Ergebnisse

Mit Hilfe eines Skriptes wurden die Ausgaben der beiden blastall-Aufrufe
eingelesen, miteinander verglichen und diejenigen Proteine als Treffer ausgegeben, die
wechselseitig aufeinanderwiesen, d.h. Proteine 1 und 2 wurden als Trefferpaar
ausgegeben, wenn Protein 1 aus Organismus A groBte Ahnlichkeit zu Protein 2 aus
Organismus B zeigt UND Protein 2 aus Organismus B groBte Ahnlichkeit zu Protein 1
aus Organismus A zeigte. Mit diesem Verfahren konnen falsch positive Treffer zu
paralogen Proteinen ausgeschlossen werden (Proteine, die in mehreren Kopien im
selben Genom vorliegen). Der Schwellenwert fiir signifikante BLAST-Treffer wurde als

e-value (1.0e-15, d.h. ¢'°) im blastall-Aufruf angegeben.

2.13 Vorhersage und Annotation kodierender Sequenzen

Um die kodierenden Eigenschaften eines Genoms bestimmen zu kdnnen, bedarf es der
Annotation aller potentiellen Gene. Dazu miissen zunéchst alle kodierenden Sequenzen
(coding sequences, CDSs) bestimmt werden und diesen in einem zweiten Schritt eine
funktionelle Annotation zugewiesen werden. Funktionszuweisungen werden anhand
von Sequenzédhnlichkeiten zu bekannten Proteinen vorgenommen, beruhend auf der Be-
obachtung, daB Proteine ab einer Ahnlichkeit von 30 % mit hoher Wahrscheinlichkeit

iibereinstimmende rdumliche Strukturen zeigen (Sander & Schneider, 1991).

2.13.1 Vorhersage kodierender offener Leserahmen (CDSs)

Als zuverlédssigste Methode zur CDS-Vorhersage erwies sich eine Kombination ver-
schiedener automatischen Vorhersageprogramme in Verbindung mit einer manuellen
Kontrolle der CDS-Léangen. Dazu wurde das von Tech & Merkl (2003) entwickelte

Programm YACOP verwendet, das auf einer Kombination der Programme Critica
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(Badger & Olsen, 1999), Glimmer (Delcher et al., 1999) und ZCurve (Guo et al.,
2003) beruht und ab einer Contig-Lange von 50 kbp zuverlissige Ergebnisse liefert. Die
Vorhergehensweise gliederte sich in folgende Schritte:
1. Contigs groBer 50 kbp wurden einer YACOP-Vorhersage unterzogen.
2. Kleinere Contigs wurden mit Glimmer bearbeitet. Als Trainingsmenge fiir die
Glimmer-Vorhersage wurde der groBite verfiigbare Contig verwendet.
3. Verbliebene Liicken ab einer Linge von 400 bp wurden mit Eintrdgen aus der
aktuellen Proteindatenbank von NCBI aufgefiillt. Dazu wurde ein BLAST-
Vergleich mit dem Programm tblastx unter Verwendung eines strikten Grenz-

-50
wertes von €~ vorgenommen.

Fiir die Aktualisierung der Vorhersagen nach Verdnderung der zugrundeliegenden
DNA-Sequenz im Datensatz wurden alle vorhandenen CDSs tiber BLAST mit den ver-
dnderten Sequenzdaten abgeglichen. Ehemalige Sequenzliicken wurden mit CDSs aus
einer aktualisierten YACOP-Vorhersage aufgefiillt und nur die Bereiche mit verdnder-
ten bzw. hinzugekommenen CDSs einer erneuten Uberpriifung unterzogen. In
R. eutropha H16 wurde neben der YACOP-Vorhersage eine weitere mit dem Programm
FrameD durchgefiihrt (Schiex et al., 2003).

2.13.2 Vorhersage von Transfer-RNAs (tRNAs)

Fiir die Identifikation der Transfer-RNAs (tRNAs) wurde das Programm tRNAscanSE
verwendet, das neben den Koordinaten der tRNA das von dieser tRNA abgelesene Co-

don und die entsprechende Aminosdure ausgibt (Lowe & Eddy, 1997).

2.13.3 Annotation in ERGO

Die automatische Annotation wurde mit dem Programm ERGO durchgefiihrt (Fa. Inte-
grated Genomics; (Overbeek et al., 2003)). Dazu wurden die von YACOP in Form von
START- und STOP-Positionen vorhergesagten Gene in Proteinsequenzen {ibersetzt und
tiber FASTA (Pearson & Lipman, 1988) mit einer nicht-redundanten, internen Protein-

Datenbank von ERGO abgeglichen. Diese interne Datenbank setzt sich aus den lokal
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annotierten Genomen und den regelmafig aktualisierten externen Datenbanken Swiss-
Prot und TrEMBL zusammen (ftp.expasy.org/databases/uniprot/knowledgebase/). Die
automatische Annotation jeder CDS wurde anschliefend manuell tiberpriift und die
Funktionszuweisung je nach Ubereinstimmung mit Dateneintriigen, Zugehdrigkeit zu
konservierten Gen-Clustern, etc. angepaBt. Beispielsweise wurde bevorzugt nach Ahn-
lichkeiten zu Proteinen gesucht, deren Annotation bereits experimentell bestétigt wor-
den war. Ubereinstimmungen mit externen Datenbanken wurden stirker gewertet als
ERGO-interne Ahnlichkeiten, Treffer in der stark iiberarbeiteten Swiss-Prot-Datenbank
starker gewichtet als in TTEMBL. Generell wurde auf eine zuriickhaltende Annotation
Wert gelegt. Zu jeder CDS wurden iiber die in die ERGO-Oberflache eingebundenen
Hilfsprogramme verschiedene externe Zusatzinformationen eingeholt:

1. Mit Hilfe von TMpred-Vorhersagen (Hofmann & Stoffel, 1993) wurden mogli-
che Transmembran-Bereiche identifiziert. Danach wurden Proteine als ,,putative
membrane spanning protein“ (mehrere Transmembran-Helices) bzw. ,,putative
membrane associated protein® (eine Transmembran-Helix) annotiert.

2. Uber NCBI CD-Search (Marchler-Bauer et al., 2005) bzw. Pfam (Bateman et
al., 2004) wurde jede CDS nach bekannten konservierten Doménen durchsucht.
Funktionszuweisungen wurden nach Moglichkeit mit Hinweisen auf Dominen
belegt.

3. Die Zuordnung eines Gens unbekannter Funktion zu einem konservierten Clu-
ster wurde nach Vergleich der Umgebungen dieses Gens in verschiedenen Or-
ganismen mit der ERGO-Funktion contig regions (siche Abb. 3.11) vorgenom-

men und als Hinweis auf einen moglichen Funktionszusammenhang gewertet.

2.13.4 Kontrolle der CDS-Langen

Die Koordinaten der CDS-Vorhersagen fiir die einzelnen Contigs wurden fiir die skript-
gesteuerte Berechnung von Genbank-Files verwendet. Diese Dateien wurden mit dem
Programm Artemis (Rutherford et al., 2000) bearbeitet und fiir die manuelle Korrektur
der START- und STOP-Positionen genutzt. Mit der Funktion des GC Frame Plots (Is-
hikawa & Hotta, 1999) liefert Artemis ein niitzliches Hilfsmittel, um die Grenzen einer
CDS zu bestimmen. Dabei werden die G+C-Gehalte fiir jedes der drei Leseraster inner-

halb einer Sequenz unabhédngig voneinander berechnet. Da innerhalb kodierender Se-
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quenzen starke Unterschiede zwischen den G+C-Gehalten der drei Codon-Positionen
bestehen, kann aus dem GC Frame Plot die START-Position einer CDS abgeschitzt

werden.

2.14 Kumulativer GC-Skew

Fiir die Lokalisation des Replikationsursprunges hat sich die Bestimmung des kumula-
tiven GC-Skews nach Grigoriev (1998) als niitzlich erwiesen. Dieses Verfahren nutzt
eine Ungleichverteilung von G- und C-Basen im leading bzw. lagging strand aus. Die
Ursachen fiir diese Verteilung liegen vermutlich in unterschiedlichen Selektionsdriicken
begriindet, die auf den kodierenden und den nicht-kodierenden Strang ausgeiibt werden
(Lobry, 1996). Der kumulative GC-Skew wird in einer Abwandlung des einfachen GC-
Skews von Lobry (1996) nach folgender Formel berechnet:

Gi i+n Ci i+n
GC - SkeWkumulativ = C ’
+C,

i,i+n

i,i+n

Dabei gibt (n) die Fenstergrof3e an, die fiir die Berechnung der G- und C-Gehalte heran-
gezogen werden (Gij+n und Cjj+n). In einer graphischen Darstellung des kumulativen
GC-Skews konnen der Replikationsursprung als globales Minimum und der Termina-

tionspunkt als globales Maximum identifiziert werden.

2.15 Untersuchungen zur Codon Usage (SIGlI)

Das Programm SIGI liefert basierend auf dem Vergleich von Codon Usages und Clu-
ster-Analysen eine Vorhersage fiir genomische Inseln (Merkl, 2004). Dazu wird aus der
Gesamtheit der kodierenden Sequenzen zunéchst ein fiir jeden Organismus spezifischer
Durchschnittswert der Codon Usage berechnet. Sogenannte Fremdgene (alien genes)
weichen stark von diesem Durchschnittswert ab und werden zu genomischen Inseln zu-
sammengefait, die mdglicherweise auf lateralen Gentransfer zurlickgefiihrt werden

konnen. Diejenigen Gene, die in Bezug auf die Translationseffizienz eine perfekte An-
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passung der Codon Usage an den tRNA-Gehalt des jeweiligen Organismus darstellen,
werden von dem Programm SIGlI als sogenannte hochexprimierte Gene (high expession

genes) charakterisiert.
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3 Ergebnisse

3.1 Das Ralstonia eutropha H16-Genomprojekt

3.1.1 Sequenzierung

3.1.1.1 Strategie

Vor Beginn der Sequenzierung war die Genomorganisation von R. eutropha H16 bereits
untersucht (Schwartz & Friedrich, 2001) und das kleinste der drei Replikons, das Me-
gaplasmid pHG1, vollstindig sequenziert und annotiert worden (Schwartz et al., 2003).
Dementsprechend sind alle Angaben, die im folgenden zu pHG1 gemacht werden — so-
fern nicht anders angegeben —, der Ver6ffentlichung von Schwartz et al. (2003) ent-
nommen. Die Angabe R. eutropha bezieht sich, soweit nicht anders vermerkt, auf den
Stamm Ralstonia eutropha H16.

Eine spezifische Auftrennung der verbliebenen Replikons in ausreichenden Men-
gen, wie sie flir die Herstellung selektiver Genbanken notig gewesen wire, war prak-
tisch nicht durchfiihrbar. Deshalb wurde die gesamte chromosomale DNA fiir die Ge-
nomsequenzierung eingesetzt. Eine Sortierung der Replikons erfolgte nach der Assem-
blierung aufgrund von Sequenzinformationen im Datensatz (sieche 3.1.1.4). Die Sequen-
zierung wurde mittels zweier Genbanken durchgefiihrt, welche von der Firma Integrated
Genomics (Chicago, IL, USA) hergestellt wurden, einer Plasmid-Genbank mit geringer
Insertgrofe (2-5 kbp) und hoher Sequenzdichte sowie einer Cosmid-Genbank mit langer

InsertgroBe (30-50 kbp) und geringer Sequenzdichte.

3.1.1.2 Rohsequenzierungsphase

Wihrend der Rohsequenzierung wurden die Inserts der rekombinanten Genbanken von
beiden Enden aus mit Hilfe von aus der Vektorsequenz abgeleiteten Standardprimern

ansequenziert. Die resultierenden Sequenzldaufe wurden mit dem Programm Gcphrap
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zu sogenannten Contigs assembliert, kontinuierlichen Sequenzabschnitten, die aus vie-
len miteinander {liberlappenden Sequenzbereichen bestehen (siehe 2.10). Die Anzahl der
Sequenzldufe (N), die fiir eine bestimmte Abdeckung des gesamten Genoms benotigt

werden, kann nach folgender Formel abgeschatzt werden:

_AxL
W

N

Dabei entspricht (N) dem Quotienten aus dem Produkt der gewiinschten Abdeckung (A)
mit der Groe des Genoms (L) und der durchschnittlichen Leseweite einer einzelnen
Sequenzierung (W). Beispielsweise wiren bei einer durchschnittlichen Leseweite von
600 bp ca. 99 000 Sequenzldufe notig, um eine 8fache Abdeckung des gesamten Ge-
noms von R. eutropha H16 (7.4 Mbp) zu erzielen. In dieser Rechnung wird von einer
perfekten statistischen Verteilung der erstellten Genbank iiber das Genom ausgegangen.
Da diese in der Realitdt nicht zu erreichen ist, wurde die Anzahl der zu sequenzierenden
rekombinanten Klone entsprechend hoher gewihlt.

Fiir die von der Fa. Integrated Genomics durchgefiihrte Rohassemblierung wurden
die Inserts von 67 000 Klonen einer Plasmidbank und von 2 688 Klonen einer Cosmid-
bank ansequenziert. Aus den resultierenden Sequenzen wurden 112 012 zu einem Roh-
datensatz assembliert und zusammen mit den isolierten Plasmiden und Cosmiden ins
Gottingen Genomics Laboratory iiberstellt.

Von den zunidchst assemblierten Sequenzen dieses Rohdatensatzes enthielt ein
groBer Teil Abschnitte sehr schlechter Qualitit, die zu massiven Fehlassemblierungen
und Ungenauigkeiten in der Consensus-Sequenz fiihrten. Aus diesem Grund wurden al-
le Sequenzldufe einer weiteren, strikten Qualitdtskontrolle mit dem Programm Phred
unterzogen (siehe 2.10). Daraus gingen 101 060 Sequenzen hervor, die zu 5 867 Con-
tigs reassembliert wurden, davon 564 Contigs grofBer 3 kbp. Obwohl die durchschnittli-
che Liange der Sequenzen und damit die allgemeine Abdeckung des Datensatzes verrin-
gert worden war, konnte die Konsistenz des Datensatzes durch die zweite Assemblie-

rung erheblich verbessert werden.
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3.1.1.3 Editierung des Rohdatensatzes

Der aus der Rohassemblierung hervorgegangene Datensatz wurde mit dem Programm
Gap4 in der Version 4.6 aus dem Staden Package (Staden, 1996) bearbeitet. Alle
weiteren Arbeiten zur Kontrolle und Editierung der Consensus-Sequenz sowie zur Se-
quenzierung der verbliebenen Liicken wurden mit Hilfe der darin enthaltenen Funktio-
nen Contig Editor (Abb. 3.1) und Template Display (Abb. 3.3) durchgefiihrt. Um eine
effiziente Bearbeitung des Genomprojektes zu gewihrleisten, wurde der Datensatz auf
mehrere Unterprojekte aufgeteilt. Verschiedene Arbeitsschritte, die eine manuelle Edi-
tierung der gesamten Genomsequenz erforderten, wurden in diesen Unterprojekten von
den beteiligten Arbeitsgruppen in Gottingen, Berlin und Miinster parallel bearbeitet.
Uber einen SecureBLAST-Server (Wiezer & Merkl, 2003), der im Gottingen Geno-
mics Laboratory eingerichtet und aktualisiert wurde, erhielten die beteiligten Arbeits-

gruppen stindigen Zugang zu den aktuellen Sequenzdaten.

A R i ] ER e ] - o-=-- | SRS R B[]
=

= 1= 1 > | = N -

GCTCATCATCGACTCGATCCAGCTGCTGGACCGGCCGGTGATCGTCGCCTACCTGATGGTGATCGTGACGCTGTTCATCCTGA

AT TGAT
GCTCATCATCGACTCGATCCAGCTGCTGGACCGGCCGGTGATCGTCGCCTACCTGATGGTGATCGTGACGCTGTTCATCCTGA

A
cer

GCTCATCATCGACTCGATCCAGCTGCTGGACCGGLCGGTGATCGTCGCCTACCTGATGGTGATCGTGACGCTGTTCATCCTGA

Abb. 3.1: Contig Editor, zufélliger Sequenzausschnitt. Die Fehlerwahrscheinlichkeit der ein-
zelnen Basen (base confidence) eines Sequenzlaufes sowie die daraus abgeleitete Zuverlas-
sigkeit der Consensus-Sequenz werden durch verschiedene Grautone angezeigt. Abweichun-
gen vom Consensus werden in griin hervorgehoben, rot markierte Basen wurden in der Con-
sensus-Sequenz editiert.

3.1.1.3.1 Editierung der Consensus-Sequenz

In einer ersten Editierungsrunde nach der Rohassemblierung wurde die gesamte Con-
sensus-Sequenz aller Contigs groBler 3 kbp manuell auf ihre Zuverldssigkeit iiberpriift.
Aufgrund der Grof3e des Datensatzes wurde diese Editierung auf verschiedene Arbeits-
gruppen verteilt und in den Teildatensitzen der Unterprojekte durchgefiihrt. Fiir diesen
Arbeitsschritt wurde der Contig Editor aus Gap4 verwendet (Abb. 3.1), der jeder ein-

39



ERGEBNISSE KAPITEL 3

zelnen Base der Consensus-Sequenz einen Zuverldssigkeitswert (base confidence) zu-
ordnet. Dieser Wert errechnet sich aus der Anzahl und Qualitit der assemblierten Se-
quenzliufe, aus denen die Consensus-Sequenz zusammengesetzt wird. Um die einer
Sequenz zugrundeliegenden chromatographischen Daten bewerten zu kdnnen, wurden

zu jeder Sequenz die entsprechenden Trace Files aufgerufen (Abb. 3.2).

4 ] 21 ) s o P [=mis]

o
Sowin
—
S|

AC CGGACAG CAG CCCGACCATAGGC CACGA GG GC CC CCTTG

{1

Abb. 3.2: Trace Files der Sequenzen von zwei Primerwalkings (61-2-362-E07-0734.w1 und
61-2-362-E07-0734.w2). Chromatographische Daten und Basenzuweisung (nach Phred; siehe
2.10). Einander Uberlagernde Signale verschiedener Sequenzen erschweren die Basenzuwei-
sung fur den zweiten Sequenzlauf.

Als Richtwerte fiir eine vertrauenswiirdige Consensus-Sequenz galt ein Wert von
40 fiir die base confidence und eine Abdeckung von mindestens zwei Sequenzldufen.
Im Zweifelsfall wurde anhand der Trace Files entschieden. Wahrend der ersten Editie-
rungsrunde wurden zweifelhafte Bereiche i.d.R. ausgehend von der Plasmid-Genbank
sequenziert. Dazu wurden gezielt einzelne Sequenzlaufe wiederholt oder durch Primer-
walkings mit spezifischen Primern neue Sequenzldufe erstellt (siche 3.1.1.3.2). Bei
Zweifeln an der korrekten Assemblierung der Sequenzldufe eines Contigs oder bei
Mangel an liberspannenden Plasmid-Inserts wurden PCR-Amplifikationen durchgefiihrt
und PCR-Produkte als Templates fiir weitere Sequenzierungen genutzt. Der zunehmen-
de Verfall der isolierten Plasmid-DNA resultierte im Verlauf der Editierungsphase zu-
nédchst in verkiirzten Sequenzldufen und schlieBlich im Totalausfall der Sequenzierun-
gen. Fiir die Feinkorrektur der Consensus-Sequenz wurde deshalb vollstindig auf PCR-
Amplifikationen ausgewichen (siehe 3.1.1.7).

Die Umgebung einer Sequenz, d.h. die Darstellung aller zu einem Contig assem-
blierten Sequenzlaufe, wurde iiber die Funktion Template Display abgerufen (Abb. 3.3).
In Bereichen geringer Abdeckung oder schlechter Consensus-Qualitét lief3 sich auf die-

se Weise schnell ein Uberblick iiber die Konsistenz des Contigs gewinnen.
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Abb. 3.3: Template Display des Contig 61-2-182-E06. Sequenzldaufe werden durch Pfeile
dargestellt und einem Template (Plasmid- oder Cosmid-Insert) zugeordnet (blaue, rote, griine
oder schwarze Striche). Hellblaue und orange Pfeile, Sequenzlaufe mit Standard-for/rev-
Primern; blaue Striche, erwartete Lange des Templates, wenn kein weiterer Sequenzlauf im Da-
tensatz vorhanden ist; rote Striche, Template-Lange zwischen zusammengehoérenden Sequenz-
laufen, die der Erwartung entspricht; schwarze Striche, Template-Lange, die unter der Erwar-
tung liegt; griine Striche, zusammengehérende Sequenzldufe liegen in unterschiedlichen Con-
tigs (Plasmidbriicke); gelbe Punkte, Primerpositionen.

3.1.1.3.2 Primerwalking Uber Sequenzlicken

Wie beschrieben gibt das Template Display zu jedem Sequenzlauf Informationen iiber
Existenz und Assemblierung des Gegenlaufes vom gleichen Plasmid-Insert an
(Abb. 3.3; Abb. 3.4). Sequenzliufe an den Réndern eines Contigs, deren Gegenliufe an
den Rindern eines anderen Contigs assemblieren, bilden sogenannte Plasmidbriicken
und konnen beim Primerwalking als Template fiir die Sequenzierung von Sequenzliik-
ken genutzt werden (siehe 2.11.1). Deshalb wurden parallel zur Editierung der Consen-
sus-Sequenz an den Rindern von jedem Contig Primer abgeleitet und bei Existenz von

Plasmidbriicken fiir das Primerwalking verwendet.
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Abb. 3.4: Template Display von zwei Contigs, die liber Plasmidbriicken (gelbe Templates)
miteinander verbunden sind. Farbkodierungen wie in Abb. 3.3.

3.1.1.3.3 Verknupfung von Contig-Enden im Gesamtdatensatz

Contigs, die auf Fehlassemblierungen tiberpriift, deren Consensus-Sequenz editiert und
an deren Riandern Primer abgeleitet worden waren, wurden in einem neuen Gesamtda-
tensatz vereinigt. Nach jeder Ergdnzung des Gesamtdatensatzes um einen neuen Contig
wurden die Enden aller Contigs abgeglichen und gegebenenfalls miteinander verkniipft

(siche 2.11).

3.1.1.3.4 Auflésung von Fehlassemblierungen

Der Rohdatensatz des R. eutropha-Genoms enthielt tiberdurchschnittlich viele Fehlas-
semblierungen, die entstehen, wenn Sequenzldufe aus unterschiedlichen Bereichen des
Genoms aufgrund von Sequenzéhnlichkeiten zu sogenannten Pile-ups assemblieren
(Abb. 3.5). Typische repetitive Regionen, die in einigen wenigen Contigs zu Pile-ups

assemblieren, sind die ribosomalen RNA-Operons.
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EEY I == I

Abb. 3.5: Ribosomaler Contig mit Fehlassemblierungen (Pile up). Uber dem gezeigten Ab-
schnitt assemblieren unnattrlich viele Sequenzlaufe. Eine hohe Anzahl grin markierter Plas-
mid- und Cosmid-Templates weist auf Gegenlaufe in anderen Contigs hin. Diese Plasmid- und
Cosmidbriicken geben Hinweise auf die tatsachliche Zugehdorigkeit der fehlassemblierten Se-
quenzlaufe.

Fehlassemblierungen wurden iiber das Template Display als Pile-ups oder aufgrund von
inkonsistenten Plasmid- und Cosmidbriicken identifiziert und nach Moglichkeit auf-

grund von Sequenzunterschieden im Contig Editor (Abb. 3.6) sortiert und reassembliert.

g
wx##ACGTGTCGAG*TTCGAGCGTGTCGGCAR
s
ARAAGAGC CCAA! e fi w1 s RGATCGACCGC * CGGCAR

Abb. 3.6: Contig Editor mit Fehlassemblierung. Die assemblierten Sequenzldufe kdnnen
zwei unterschiedlichen Gruppen aus vier bzw. sechs Sequenzlaufen zugeordnet werden.

Die Grenzen der repetitiven Regionen wurden iiber BLAST-Vergleiche mit dem Ge-
samdatensatz oder mit bereits verdffentlichten Genomsequenzen identifiziert (Altschul

et al., 1990). AuBlerhalb der repetitiven Region wurden spezifische Primer abgeleitet,
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mit denen der gesamte Sequenzabschnitt iiber PCR amplifiziert werden konnte. PCR-
Produkte dienten als Template fiir Primerwalking. In einigen Féllen enthielt die amplifi-
zierte DNA interne Wiederholungen, so daB3 innerhalb des PCR-Produktes keine spezi-
fischen Primer fiir das Primerwalking abgeleitet werden konnten. In diesen Féllen wur-
den ausreichende Mengen des repetitiven Bereiches amplifiziert, geschert und fiir die
Herstellung einer Genbank verwendet. Die Fragmente der Genbank wurden mit den
Standardprimern fiir Plasmide ansequenziert und aus den Sequenzldufen die repetitiven
Bereiche zusammengesetzt.

R. eutropha enthilt fiinf ribosomale RNA-Operons mit einer Grofe von ca. 5.1
kbp (siehe 3.1.2.3). Zwischen den RNA-Operons bestehen nur geringe Sequenzunter-
schiede, so daf} in der Rohassemblierung fast alle Sequenzldufe dieser Regionen zu ei-
nigen wenigen Pile-ups assembliert wurden (Abb. 3.5). Aus diesem Grund war die ge-
naue Anzahl der RNA-Operons zunédchst nicht bekannt. Da die GroBe der RNA-
Operons die durchschnittliche Lange der Inserts der Plasmidbank iibersteigt, konnten
diese Fehlassemblierungen allein iiber die Plasmid-Sequenzldufe nicht aufgelost wer-
den. Um zunéchst die Anzahl der rRNA-Operons im Genom zu bestimmen, wurden un-
spezifische Primer innerhalb der 23S rRNA abgeleitet und rekombinative PCRs mit al-
len verbliebenen offenen Contig-Enden durchgefiihrt. In einer zweiten Runde rekombi-
nativer PCRs wurden danach die Enden aller identifizierten rRNA-Cluster miteinander
kombiniert. Diese Amplifikationen iiber die gesamten RNA-Operons hinweg wurden
mit Hilfe von TripleMaster-PCRs durchgefiihrt, die speziell fiir die Amplifikation lan-
ger DNA-Fragmente entwickelt wurden (siehe 2.7.1). PCR-Produkte wurden als Tem-

plates fiir schrittweise Primerwalkings durch die gesamten rRNA-Operons genutzt.

3.1.1.4 Strukturierung des Gesamtdatensatzes

Nach der Vereinigung aller editierten Contigs in einem Gesamtdatensatz wurde nach
Moglichkeiten gesucht, die Ubersichtlichkeit des Datensatzes durch weitergehende
Strukturierung zu erhéhen.

1. Zunichst sollten diejenigen Contigs aussortiert werden, deren Sequenz das Mega-
plasmid pHG1 abbildete. Dazu wurden aus Textdateien kiinstliche Sequenzlaufe herge-
stellt und daraus im Gesamtdatensatz ein Contig mit der bekannten Sequenz des Mega-

plasmides assembliert. Uber Find Internal Joins wurden alle Contigs des Datensatzes
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mit diesem pHG1-Konstrukt abgeglichen und bei iibereinstimmender Sequenz mitein-
ander assembliert.

2. Um die restlichen Contigs des Datensatzes soweit wie moglich den beiden anderen
Replikons — Chromosom 1 (Chr.1) und Chromosom 2 (Chr.2) — zuzuordnen, wurde auf
Basis der speziellen GenomiPhi-Amplifikation der chromosomalen DNA eine selektive
Genbank von Chr.2 hergestellt (siehe 3.1.1.4.1).

3. SchlieBlich wurde nach Informationen iiber die Reihenfolge der Contigs im Vergleich
zum Genom gesucht, um sogenannte Supercontigs zu bilden, die dann iiber PCR ver-

kniipft werden sollten (siehe 3.1.1.4.2).

3.1.1.4.1 Herstellung einer selektiven Genbank fur Chromosom 2

Uber Pulsfeld-Gelelektrophorese (pulsed-field gel electrophoresis) wurde die chromo-
somale Gesamt-DNA von R. eutropha aufgetrennt, die drei Replikons wurden aus dem
Gel prépariert (A. Pohlmann, Humboldt-Universitét, Berlin). Wie bereits erwihnt (siehe
3.1.1.1) konnten auf diesem Wege jedoch keine ausreichenden Mengen an chromosoma-
ler DNA fiir die Herstellung spezifischer Genbanken isoliert werden. Deshalb wurde
zundchst eine unspezifische GenomiPhi-Amplifikation der DNA von Chr.2 durchge-
fiihrt (siche 2.7.2). Die amplifizierte DNA wurde anschlie3end einer partiellen Bsp1431-
Restriktion unterzogen (siehe 2.5.1) und fiir die Herstellung einer Plasmid-Genbank
verwendet (siehe 2.8.1). Von dieser Genbank wurden insgesamt 757 Sequenzldufe mit
dem Gesamtdatensatz assembliert. Wahrend der GenomiPhi-Amplifikation muB3 es je-
doch zur Bildung artifizieller Konstrukte gekommen sein, die aus benachbarten, schein-
bar willkiirlich verkniipften DNA-Fragmenten bestanden. Zusétzlich wurden offenbar
neben Chr.2 auch geringe Anteile von Chr.1 amplifiziert. Trotzdem konnte mit Hilfe der
GenomiPhi-Sequenzldufe etwa die Hilfte der groen Contigs des Gesamtdatensatzes
dem kleineren Replikon Chr.2 zugeordnet werden. Darauf aufbauend konnten ca. 95 %

der Sequenz von Chr.2 zu Supercontigs zusammengesetzt werden (siehe 3.1.1.4.2.1).
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3.1.1.4.2 Ordnung der Contigs relativ zum Genom

3.1.1.4.2.1 Bildung von Supercontigs uber Cosmid-Bricken

Analog zur Darstellung der Plasmidbriicken eines Contigs gibt das Template Display
von Gap4 Auskunft iiber Cosmidbriicken (Abb. 3.5). Uber die Anordnung der Contigs
entsprechend ihrer Cosmid- und Plasmidbriicken konnte etwa die Halfte beider Repli-
kons in sogenannten Supercontigs dargestellt werden. Cosmide eigneten sich nicht fiir
Primerwalkings, konnten allerdings als Template fiir PCR-Amplifikationen genutzt
werden. Uber die GroBe der Cosmid-Inserts wurden die ungefihren GroBen der Se-
quenzliicken bestimmt. Fiir genauere Vorhersagen muflten i.d.R. zunichst kleinere Con-
tigs identifiziert werden, die innerhalb der iiberspannten Bereiche lagen und direkt {iber

PCR-Amplifikationen miteinander verkniipft werden konnten.

3.1.1.4.2.2 Vergleich konservierter Genabfolgen

Parallel zur Editierung der Consensus-Sequenz des Gesamtdatensatzes in Gap4 (siehe
3.1.1.3.1) wurden in regelmiBigen Abstinden automatische Vorhersagen der kodieren-
den Sequenzen (CDSs) mit YACOP (Tech & Merkl, 2003) sowie automatische Annota-
tionen der vorhergesagten CDSs in ERGO (siehe 2.13) durchgefiihrt. Fiir den Vergleich
der Umgebungen eines Gens in verschiedenen Organismen (peptide links; siehe
2.11.2.2) bietet ERGO die Funktion Contig Regions an (Abb. 3.11). Aus der Betrach-
tung konservierter Bereiche eines Contigs in anderen Organismen konnten Hinweise auf
die Umgebungen der Gene an den unmittelbaren Contig-Enden in R. eutropha abgelei-
tet werden. Wenn daraus auf angrenzende Contig-Enden geschlossen werden konnte,
wurden beide Enden iiber PCR-Amplifikationen miteinander verkniipft. Besonders
niitzlich fiir den Vergleich konservierter Genabfolgen in ERGO erwiesen sich das voll-
standig entschliisselte Genom von R. solanacearum GMI1000 und die laufenden Ge-
nomprojekte von R. eutropha JMP134 und R. metallidurans CH34, deren Sequenzdaten
am DOE Joint Genome Institute, California, USA 6ffentlich zuginglich sind.

Mit Hilfe der Informationen aus Plasmid- und Cosmidbriicken in Verbindung mit

dem Vergleich konservierter Genabfolgen konnte der gesamte Datensatz des
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R. eutropha-Genomprojektes auf zwei Supercontigs fiir Chr.1 und Chr.2 verteilt wer-

den.

3.1.1.5 Luckenschluld

Fiir die Sequenzierung der verbliebenen Sequenzliicken innerhalb der Supercontigs
wurde so weit wie mdglich auf Primerwalkings auf Plasmid-Templates zuriickgegriffen.
Alle weiteren Liicken, fiir die keine Plasmid-Templates vorlagen, wurden mit Hilfe
kombinatorischer PCRs amplifiziert und PCR-Produkte als Templates fiir Primerwal-
kings genutzt. Teilweise wurden fiir die PCR-Amplifikationen Cosmide als Template-
DNA genutzt, wenn unspezifische Bindungen der PCR-Primer die Amplifikation auf

chromosomaler DNA erschwerten.

3.1.1.6 Sekundarstrukturen

Aufgrund ihres hohen G+C-Gehalts (66.3 %) konnen einzelstringige Sequenzabschnitte
des R. eutropha-Genoms verhéltnisméfig stabile Sekundarstrukturen ausbilden. Durch
diese Strukturen kann die DNA-Polymerase blockiert werden, wodurch es zu Abbrii-
chen der Amplifikationsreaktionen von PCR und Sequenzierung kommt (Abb. 3.7).
Deshalb wurden fiir die Amplifikation problematischer Bereiche stringentere Denaturie-
rungsbedingungen gewihlt, mit deren Hilfe auch die letzten Liicken sequenziert werden
konnten. Durch die Zugabe von DMSO zum Reaktionsansatz sowie durch Verldngerung
des Denaturierungsschrittes und Erhdhung der Denaturierungstemperatur konnten po-
tentielle Sekundérstrukturen soweit geschwicht werden, dal eine Sequenzierung mog-
lich war. In einigen Féllen erwies sich die Verwendung von Primern von Nutzen, die

moglichst nah am Beginn der Sekundérstruktur abgeleitet worden waren.
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ACAAAGACCTTGCTACAAAG

CGGACGCTGATACATCC
CGGACGCTGATACATCCCGACCGGGA
GACGCTGATACATCCCGACCGGGA

GATACATCCCGACCGGGA

Abb. 3.7: Abgebrochene Sequenzlaufe aufgrund der Bildung einer Sekundarstruktur. In
einer Darstellung der Sekundarstruktur als hairpin wiirde die palindromische Sequenz (rot) den
Stamm der hairpin-Struktur, die blauen Basen deren loop darstellen. Weitere Markierungen:
Gelb, Primersequenzen; griin, Basenabweichungen innerhalb der Sequenzlaufe; rot, korrigierte
Basen innerhalb der Sequenzlaufe; rosa, manuell zugewiesen Basen innerhalb der Sequenz-
laufe.

3.1.1.7 Feinkorrektur des Gesamtdatensatzes

Vor dem endgiiltigen Abschlufl der Sequenzierung von R. eutropha H16 werden noch
weitere, sehr zeitaufwendige Feinkorrekturen an der Consensus-Sequenz von Chr.1 be-
notigt. Deshalb wurde vereinbart, die Sequenzanalyse von Chr.2 sowie allgemeine ver-
gleichende Analysen der beiden Replikons untereinander und im Vergleich zu anderen

Spezies der Familie der Burkholderiaceae in den Mittelpunkt dieser Arbeit zu stellen.
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3.1.2 Sequenzanalyse

Das Genom von Ralstonia eutropha H16 besitzt nach jetzigem Stand eine Gesamtgrofie
von 7417 135bp, die sich auf Chr.l mit 4052527 bp (Abb.3.8), Chr.2 mit
2912452 bp (Abb.3.9) und das Megaplasmid pHG1 mit 452 156 bp verteilt. In
Tab. 3.1 sind einige allgemeine Eigenschaften des Genoms von R. eutropha H16 im
Vergleich zu R. solanacearum GMI1000, dem néchsten sequenzierten Verwandten
(Salanoubat et al., 2002), dargestellt. Alle Angaben, die im folgenden iiber das Genom
von R. solanacearum gemacht werden, beziehen sich auf den Stamm R. solanacearum
GMI1000 und sind der Veroffentlichung von Salanoubat et al. (2002) entnommen.

Das Genom von R. solanacearum setzt sich aus einem Chromosom (3.716 Mbp)
und einem zweiten, als Megaplasmid bezeichneten Replikon (2.095 Mbp), zusammen.

Ein pHG1 entsprechendes Megaplasmid fehlt in R. solanacearum.

Tab. 3.1: Vergleich ausgewahlter Eigenschaften der Genome von R. eutropha H16 und
R. solanacearum GMI1000 (Salanoubat et al., 2002).

R. eutropha H16 R. solanacearum GMI1000

Eigenschaft gesamt | Chr1 Chr.2 pHG1 | gesamt | Chr. Mpl.
Lange [Mbp] 7,417 | 4,053 2912 0,452 5,811 3,716 2,095
G+C-Gehalt [%] 66,3 66,5 66,3 62,3 67,0 67,0 66,9
kodierende Sequenz 82,9 87,8 88,8 80,5 87,3 87,8 86,5
tRNAs 59 51 7 1 58 55 3
rRNA-Operons 5 3 2 - 4 3 1
CDSs 6956 3882 2654 420 5129 3448 1681
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Abb. 3.8: Schematische Darstellung von Chr.1. Von innen nach au3en werden folgende Ei-
genschaften des Replikons dargestellt: 1. Rote Balken, RNA-Gene, d.h. rRNA-Operons und
tRNA-Gene. Von der Linie aus nach auf’en weisende Balken stehen flr Gene, die in Richtung
des Uhrzeigersinns kodiert sind. 2. Schwarze Linie, G+C-Gehalt. Bereiche niedrigen G+C-
Gehaltes weichen von der Durchschnittslinie nach Innen ab. 3. Grine Balken, potentielle
Fremdgene nach SIGI-Vorhersage in strangunabhangiger Darstellung. 4. Blaue Balken, CDSs
in Richtung gegen den Uhrzeigersinn; gelbe Balken, CDSs in Richtung des Uhrzeigersinns. 5.
Skalierung ausgehend vom Replikationsursprung in Basenpaaren.
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o Skalierung

mummm CDSs
W “Fremd-Gene”
L RNA-Gene

Abb. 3.9: Schematische Darstellung von Chr.2. Reihenfolge der dargestellten Eigenschaften
entsprechend der Darstellung von Chr.1 (Abb. 3.8). Von innen nach auf3en: 1. Rote Balken,

rRNA-Operons und tRNAs, strangspezifisch. 2. G+C-Gehalt. 3. Fremdgene, strangunspezifisch.
4. CDSs, strangspezifisch. 6. Skalierung in Basenpaaren.
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3.1.2.1 G+C-Gehalt

Mit 66.3 % besitzt R. eutropha einen verhéltnismaBig hohen G+C-Gehalt, der sich zwi-
schen Chr.1 (66.5 %) und Chr.2 (66.3 %) kaum unterscheidet. Das Megaplasmid pHG1
weist demgegeniiber einen niedrigeren G+C-Gehalt auf (62.3 %). In R. solanacearum
(67.0 %) unterscheiden sich die G+C-Gehalte von Chromosom (67.0 %) und Mega-
plasmid (66.9 %) ebenfalls nicht wesentlich. In beiden Genomen 146t sich eine leichte
Abnahme des G+C-Gehaltes vom groBeren zum kleineren Replikon feststellen, in
R. eutropha zusitzlich eine starke Abnahme von den beiden grofen Replikons zum Me-
gaplasmid pHGI1. Innerhalb der Replikons von R.eutropha kommt es zu starken
Schwankungen des G+C-Gehaltes (Abb. 3.8; Abb. 3.9), die mit zwei besonderen Eigen-
schaften des Genoms korrelieren:
1. Die ribosomalen RNA-Operons fallen im G+C-Gehalt gegeniiber dem Rest des
Genoms deutlich ab (ca. 53 %).
2. Genomische Inseln, die auf Basis von Unterschieden in der Codon Usage be-
stimmt wurden (sieche 3.1.3.2) und moglicherweise durch lateralen Gentransfer
iibertragen wurden, weisen ohne Ausnahme einen niedrigeren G+C-Gehalt auf

als das restliche Genom.

3.1.2.2 Replikationsurspringe

Die Replikationsurspriinge der beiden grolen Replikons wurden in R. eutropha durch
eine Kombination genomweiter Analysen der Sequenz, der Annotationen und des
kumulativen GC-Skews bestimmt. GC-Skew-Analysen machen sich die ausgeprigte
Asymmetrie mancher Organismen in Bezug auf die Nukleotid-Zusammensetzung der
beiden DNA-Stringe zunutze (Grigoriev, 1998). In der Darstellung des kumulativen
GC-Skews iiber das gesamte Replikon stellt der Replikationsursprung das globale
Minimum dar (siche 2.14). Die einzelnen Replikons von R. eutropha eignen sich sehr
gut fiir die Bestimmung des Replikationsursprunges mit Hilfe kumulativer GC-Skew-
Analysen (Beispiel: Abb. 3.10).
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Abb. 3.10: Kumulative GC-Skew-Analyse von Chr.1 aus R. eutropha nach Grigoriev
(1998).

Ahnlich wie R. solanacearum besitzt R. eutropha zwei unterschiedliche Typen der Ori-
gins of replication, einen chromosomalen oriC auf Chr.1 sowie zwei plasmidare oriV
auf Chr.2 und pHGI:

Der chromosomale Replikationsursprung fillt in Bakterien i.d.R. in eine intergeni-
sche Region in direkter Nachbarschaft einer CDS fiir das DnaA-Protein, das mit der In-
itiation der Replikation in Verbindung gebracht wird (Messer, 2002). Die Replikation
selbst wird durch Bindung von DnaA an repetitive, nicht palindromische, nonamere Se-
quenzen in der oriC-Region initialisiert. Auf Chr.1 ist am globalen Minimum des kumu-
lativen GC-Skews ein Gen (H16 A0001) mit 88 % Identitit zu dnaA aus
R. solanacearum lokalisiert. In unmittelbarer Nachbarschaft stromaufwirts von dnaA
befinden sich auBerdem zwei potentielle DnaA-Bindestellen (TTATCCACA), die Ahn-
lichkeiten zu der Modell-Bindestelle aus E. coli aufweisen (Fuller et al., 1984). In der
Umgebung von dnaA sind Proteine der genetischen Informationsprozessierung kodiert:
Stromaufwirts werden die DnaA-Bindestellen von einem Protein der kleinen ribosoma-
len Untereinheit (L34P, H16_A3747) und einer Untereinheit der tRNA-prozessierenden
Ribonuklease P (H16_A3746) flankiert. Stromabwirts von dnaA sind eine f-
Untereinheit der DNA-Polymerase III (EC 2.7.7.7, H16_A0002), eine B-Untereinheit
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der DNA-Gyrase B (EC 5.99.1.3; HI6_A0003) und drei Untereinheiten eines Typ I Re-
striktions-Modifikationssystems (H16_A0004-0006) kodiert. Wéhrend die Sequenz des
oriC zwischen unterschiedlichen Spezies variiert, sind Zusammensetzung und Reihen-
folge der Gene in der Umgebung des chromosomalen Replikationsursprunges auch zwi-

schen entfernteren Organismen weitgehend konserviert (Abb. 3.11).

R. eutropha H16 ﬁ_—t_‘_——_—
R. eutropha JMP134 -—tﬁt_——_—
R. solanacearum GMI1000 . S—

Bu. pseudomallei K96243 i—-—_tﬂ——————'
. . _ D — ) E—
Bo. bronchiseptica RB50 T Jam—

Abb. 3.11: Vergleich der Umgebungen ausgewahlter dnaA-Homologe (rot) in verschiede-
nen Organismen (Contig Regions). Gene mit dhnlicher Sequenz werden in gleicher Farbe
dargestellt. Rot, dnaA; grin, B-Untereinheit der DNA-Polymerase llI; blau, B-Untereinheit der
DNA-Gyrase B; rosa, L34P; tirkis, Ribonuklease P. Abkirzungen: R., Ralstonia; Bu., Burkhol-
deria; Bo., Bordetella.

Im Gegensatz zur chromosomalen Replikation wird mit der Initiation der plasmi-
dédren Replikation die Anzahl der Kopien des Plasmids kontrolliert (del Solar & Espino-
sa, 2000). An diesem Mechanismus ist das plasmidédre Replikationsprotein repA betei-
ligt (Burian et al., 2003). Ebenso wie pHG1 enthélt Chr.2 ein potenticlles repA-Gen
(H16_B0001), das mit einem Minimum des kumulativen GC-Skews zusammenfillt (Da-
ten nicht gezeigt). Die RepA-Proteine von Chr.2 aus R. eutropha und dem Megaplasmid
aus R. solanacearum weisen groBe Ahnlichkeit zueinander auf (92 % Identitit auf Pro-
teinebene). Dagegen unterscheiden sich beide Varianten stark vom repA-Gen auf pHG1,
das mehr dem repA vom Megaplasmid pMOL28 aus R. metallidurans CH34 (Taghavi
et al., 1996) dhnelt (Abb. 4.2). In der intergenischen Region stromaufwarts von repA
befinden sich — in unterschiedlicher Orientierung — acht potentielle RepA-Bindestellen
der Consensus-Sequenz CGTACCCGTTTCTGCG. In gleicher Reihenfolge wie auf
dem Megaplasmid von R. solanacearum folgen auf repA stromabwdérts ein potentielles
par-Operon (H16 B0003-0004) und ein Gen der Transposase/Integrase-Familie
(H16_BO0005). Ein par-Operon ist auch in unmittelbarer Nachbarschaft von repA auf
pHGI1 lokalisiert. parA und parB kodieren fiir ein plasmidéres Partitionierungssystem,
das wihrend der Zellteilung fiir eine korrekte Verteilung der Plasmide auf die Tochter-

zellen sorgt (Gerdes et al., 2000).
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3.1.2.3 RNA-Gene

Mit dem Programm tRNAscanSE wurden im Genom von R. eutropha insgesamt 59
tRNAs identifiziert (siehe 2.13.2), 51 tRNAs auf Chr.1, sieben tRNAs auf Chr.2 und ei-
ne tRNA auf pHGI. R. solanacearum dagegen enthélt 58 tRNAs, davon 55 tRNAs auf
dem Chromosom und drei tRNAs auf dem Megaplasmid (Tab. 3.1). R. eutropha kodiert
auf Chr.1 fiir einen vollstdndigen Satz tRNAs fiir alle moglichen Codons. Mit Ausnah-
me eines ribosomalen Operons auf Chr.1 sind in den intergenischen Bereichen aller
rRNA-Operons zwischen der 16S rRNA und der 23S rRNA zwei tRNAs kodiert
(Abb. 3.12). Neben diesen vier tRNAs aus zwei rRNA-Operons enthdlt Chr.2 drei wei-
tere einzelne tRNAs (Leu-tRNA, Arg-tRNA und Met-tRNA). Die einzige auf pHG1
kodierte tRNA (Met-tRNA) weist auf DNA-Sequenzebene keine Ahnlichkeit zu einer
der anderen tRNAs auf. Uberraschenderweise kodiert R. eutropha auf Chr.2 fiir mehrere
potentielle Proteine aus dem Selenocystein-Metabolismus: ein Selenium-Bindeprotein
(H16_B1000), eine Selenophosphat-Synthase (EC 2.7.9.3, H16_B0295) und einen Se-
lenocystein-spezifischen Elongationsfaktor (SelB, H16 B0947). Allerdings kann im ge-
samten Genom weder eine Selenocysteinyl-tRNA noch eine Selenocysteinyl-tRNA-
Synthetase identifiziert werden.

Durch BLAST-Vergleich von R. eutropha mit R. solanacearum wurden die stark
konservierten Bereiche der ribosomalen RNA-Gene (rRNAs) identifiziert. Das Genom
von R. eutropha enthélt fiinf rRNA-Operons, zwei davon auf Chr.2; R. solanacearum
dagegen enthélt insgesamt vier rRNA-Operons, davon eines auf dem Megaplasmid. In-
nerhalb der rRNA-Operons im Genom von R. eutropha lassen sich leichte Unterschiede
feststellen, die allerdings nicht an der Lokalisation auf Chr.1 oder Chr.2 festgemacht
werden konnen: Drei der fiinf Operons — zwei auf Chr.1 und eines auf Chr.2 — setzen
sich aus identischen rRNA-Genen zusammen. Die beiden restlichen Operons weisen
verdnderte 16S bzw. 23S rRNA-Gene auf (Abb. 3.12). Operon 5 auf Chr.2 unterscheidet
sich in zwei Basenaustauschen innerhalb der 16S rRNA von allen anderen 16S rRNA-
Genen. Operon 1 auf Chr.1 enthélt nur den ersten dieser beiden Basenaustausche und
unterscheidet sich aulerdem durch das Fehlen der beiden tRNAs in den intergenischen
Bereichen sowie durch zwei Insertionen innerhalb der 23S rRNA deutlich von allen an-
deren rRNA-Operons. Das Vorkommen solcher Insertionen, sogenannter intervening

sequences (IVs), von unterschiedlicher Linge und Sequenz innerhalb der 23S rRNA
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wurde bereits fiir eine Reihe eukaryotischer und prokaryotischer Organismen beschrie-
ben (Ralph & McClelland, 1993; Miller et al., 2000), unter anderem auch fiir das -
Proteobakterium Rhizobium leguminosarum (Selenska-Pobell et al., 1996). R. eutropha
ist der erste Organismus aus der Gruppe der -Proteobakterien, fiir den IVs beschrieben
werden konnen. Interessanterweise entspricht die Lokalisation der IVs innerhalb des
23S rRNA-Gens dem fiir verschiedene Salmonella- (Burgin et al., 1990) und Hae-
mophilus-Spezies (Song et al., 1999) beschriebenen Muster, nicht jedoch der in Rhizo-
bium charakterisierten Verteilung (Evguenieva-Hackenberg & Selenska-Pobell, 1995).

a) Ribosomale RNA-Operons 2-5
16S o Ala 23S 5S

b) Abweichendes ribosomales RNA-Operon 1
16S 23S 58

) N

Abb. 3.12: Schematische Darstellung der ribosomale RNA-Operons in R. eutropha. a) Die
rRNA-Operons 2 und 3 auf Chr.1 sowie 4 und 5 auf Chr.2 unterscheiden sich innerhalb der
rRNA-Gene nur durch zwei Basenaustausche (x) innerhalb der 16S rRNA. b) Das rRNA-
Operon 1 auf Chr.1 enthalt zwei intervening sequences (IV1 und IV2) innerhalb der 23S rRNA.
In diesem Operon fehlen die zwei tRNA-Gene (lle, Ala) im intergenischen Bereich zwischen
16S und 23S rRNA.

3.1.2.4 Vorhersage kodierender Sequenzen

Die Vorhersage kodierender offener Leserahmen (siche 2.13.1) wurde in R. eutropha
durch zwei wesentliche Eigenschaften des Genoms behindert:

1. Der hohe G+C-Gehalt senkt die statistische Wahrscheinlichkeit fiir das Auftre-

ten der A/T-reichen STOP-Codons TAA, TGA und TAG. Dadurch steigt nicht

nur die Gesamtzahl aller moglichen offenen Leserahmen (ORFs), sondern
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gleichzeitig wird die Vorhersage der START-Codons und damit die Langenbe-
stimmung aller kodierenden Sequenzen erschwert.

2. Als Folge regelméBiger intrachromosomaler Rekombinationsereignisse (siche
3.1.3.1) und der Integration mobiler genetischer Elemente durch lateralen Gen-
transfer (siche 3.1.3.2) weist das Genom von R. eutropha eine Mosaikstruktur
auf. Diese Plastizitit der R.eutropha-Genoms kann fiir Schwankungen des
G+C-Gehaltes (siehe 3.1.2.1), der Codon Usage und anderer Eigenschaften der
Sequenz verantwortlich gemacht werden. Dadurch wird die Definierung statisti-
scher Parameter erschwert, mit deren Hilfe automatische CDS-Vorhersagen er-

stellt werden.

Nach Abschluf3 der ersten Editierungsrunde wurde eine CDS-Vorhersage durchgefiihrt
(siehe 2.13.1) und parallel zur fortlaufenden Bearbeitung der Gesamtdatensatzes manu-
ell korrigiert (siche 2.13.4) und annotiert (siche 2.13.3). In regelmiBigen Abstinden
wurde diese CDS-Vorhersage aktualisiert und an Verdanderungen der zugrundeliegenden
Sequenzdaten angepalBit. Die standardmdBige CDS-Vorhersage mit YACOP wurde fiir
R. eutropha um eine weitere Vorhersage mit FrameD ergidnzt (Schiex et al., 2003).
Dieses Programm wurde im Zusammenhang mit dem R. solanacearum-Genomprojekt
entwickelt und lieferte dementsprechend gute Ergebnisse fiir das R. eutropha-Genom.
Die manuelle Kontrolle der Vorhersagen wurde anhand von Genbank-Files mit dem
Programm Artemis (Rutherford et al., 2000) durchgefiihrt. Wéhrend der manuellen
Kontrolle der CDS-Vorhersagen mit Artemis (siehe 2.13.4) wurden die Ergebnisse von
YACOP und FrameD verglichen und gegeneinander abgewogen. Im Zuge der letzten
Vorhersage, die auf den aktuellen Sequenzdaten beruht (Méarz 2005) und die Grundlage
der bestehenden Annotation bildet, wurden insgesamt 6956 CDSs identifiziert, von de-

nen 2654 (ca. 38 %) auf Chr.2 liegen.

3.1.2.5 Annotation

Parallel zur letzten Editierungsrunde von Chr.1, nach weitgehend abgeschlossener Fein-
korrektur der Sequenz von Chr.2, wurde von den am Genomprojekt beteiligten Arbeits-

gruppen eine erste sorgfiltige Annotation des gesamten Genoms in ERGO durchge-
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fiihrt (siehe 2.13.3). Diese Annotation bildet die Grundlage der in dieser Arbeit durch-

gefiihrten Sequenzanalysen.

3.1.3 Mosaikstruktur des R. eutropha-Genoms

Die beobachteten Schwankungen im G+C-Gehalt (siehe 3.1.2.1) sowie Probleme bei der
CDS-Vorhersage (siche 3.1.2.4) belegen eine Mosaikstruktur des R. eutropha-Genoms,
das darin Ubereinstimmungen zu R. solanacearum und anderen Spezies der Ordnung
Burkholderiales aufweist (Parkhill et al., 2003; Nierman et al., 2004). Im folgenden sol-
len zwei weitere Untersuchungen beschrieben werden, die Hinweise auf eine starke

strukturelle Plastizitit des Genoms von R. eutropha geben.

3.1.3.1 Vergleich von R. eutropha und R. solanacearum

Um zunichst einen Uberblick iiber Ahnlichkeiten zwischen den Genomen von
R. eutropha und R. solanacearum zu gewinnen, wurden direkte BLAST-Vergleiche der
Replikons auf DNA-Ebene durchgefiihrt (siehe 2.12).

b

il =
1574700 |zoaes00 |zszas00 |3143400 |zs74s00

Abb. 3.13: BLAST-Vergleich auf DNA-Ebene zwischen Chr.1 aus R. eutropha und dem
Chromosom aus R. solanacearum. Ausschnitt einer Darstellung in ACT (Rutherford et al.,
2000). Treffer ab einem e-Value von e von R.eutropha, Chr.1 (oben) gegen
R. solanacearum, Chr. (unten) werden als rote und blaue Balken angezeigt. Rote Balken, Tref-
fer in gleicher Orientierung; blaue Balken, Treffer in entgegengesetzter Orientierung.
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Bei diesen Vergleichen zeichneten sich starke Ubereinstimmungen von Chr.1 aus
R. eutropha und dem Chromosom aus R.solanacearum ab (Abb. 3.13). Chr.2 aus
R. eutropha weist dagegen nur geringe Ahnlichkeiten zu beiden Replikons aus
R. solanacearum auf (Daten nicht gezeigt.).
Da sich iibereinstimmende Bereiche fast ausschlieBlich auf kodierende Sequenzen be-
schriankten, wurden weitere Vergleiche auf Proteinebene durchgefiihrt und dabei das
Verfahren des bidirektionalen BLASTs angewandt, um mehrfache Treffer auszuschlie-

Ben (siche 2.12.1). Alle Vergleiche wurden mit einem relativ strikten Grenzwert von e

vorgenomimen.
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Abb. 3.14: Bidirektionaler BLAST-Vergleich auf Proteinebene zwischen Chr.1 aus
R. eutropha und dem Chromosom aus R. solanacearum. Jeder Punkt stellt einen bidirektio-
nalen Treffer zwischen R. eutropha, Chr.1 (x-Achse) und R. solanacearum, Chr. (y-Achse) mit
einem e-Value ab e dar. Nullpunkte beider Achsen stellen die Replikationsurspriinge der Re-
plikons dar.

Mehr als 50 % der vorldufig annotierten Proteine von Chr.1 aus R. eutropha (2008
von 3882 CDSs) zeigten signifikante Ubereinstimmungen mit Proteinen vom Chromo-
som aus R.solanacearum (entsprechend 58 % der Proteine vom Chromosom aus
R. solanacearum) (Abb. 3.14). Die iiberwiegende Mehrheit dieser Treffer besitzt zudem
in beiden Genomen eine konservierte Umgebung: Ca. 87 % der bidirektionalen Treffer-

paare haben direkte Nachbarn, die ebenfalls bidirektionale Trefferpaare darstellen. Die
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konservierte Anordnung der Gene im Genom erstreckt sich iiber die gesamten Chromo-
somen und wird nur an Replikationsursprung und -terminus unterbrochen. Die Abbil-
dung der Chromosomen aufeinander zeigt eine ungewohnliche X-Form, die nahezu
symmetrisch in Bezug auf den Replikationsursprung ist. In regelméfBigen Abstinden
findet also eine Umkehrung der konservierten Reihenfolge der Gene statt. Solche Rich-
tungswechsel konservierter genomischer Bereiche wurden bereits fiir andere Vergleiche
zwischen verwandten Organismen beobachtet (Eisen et al., 2000). Als Ursache wurden
chromosomale Inversionen angenommen, die aus bisher ungeklérten Griinden in glei-
chen Abstinden vom Replikationsursprung bzw. -terminus stattfinden miiiten. CDSs
aus R. eutropha, die innerhalb potentieller genomischer Inseln liegen (siche 3.1.3.2),

weisen keine bidirektionalen BLAST-Treffer im Genom von R. solanacearum auf.

2e46 f oo - - - s o s E

@
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Abb. 3.15: Bidirektionaler BLAST-Vergleich auf Proteinebene zwischen Chr.2 aus
R. eutropha und dem Megaplasmid aus R. solanacearum, Megaplasmid.

Die hohen Ubereinstimmungen zwischen Proteinsequenzen aus R. eutropha und
R. solanacearum erstrecken sich nicht auf die kleineren Replikons beider Genome
(Abb. 3.15): Nur 18 % der Proteine von Chr.2 aus R. eutropha (465 von 2654 CDSs)
zeigen signifikante Ahnlichkeit zu Proteinen vom Megaplasmid aus R. solanacearum
(entsprechend 28 % der Proteine vom Megaplasmid aus R. solanacearum). Eine iiber-
geordnete Konservierung der Genabfolgen ist zwischen diesen Replikons nicht erkenn-

bar.
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3.1.3.2 Vorhersage genomischer Inseln

Als genomische Inseln werden DNA-Bereiche bezeichnet, die aufgrund ihrer Zusam-
mensetzung auffallend von ihrer Umgebung abweichen. Von genomischen Inseln wird
angenommen, daf} sie aus der Integration fremder DNA durch horizontalen Gentransfer
resultieren und einen evolutiven Mechanismus des Genoms zur Anpassung an veridnder-
te Umweltbedingungen darstellen (Doolittle, 1999). Die Integration mobiler genetischer
Elemente wird durch Enzyme der Transposase/Integrase-Familie katalysiert (Haren et
al., 1999). In E. coli K12 wird von etwa 18 % aller Gene angenommen, daf} sie durch
horizontalen Gentransfer aufgenommen wurden (Lawrence & Ochman, 1998).

R. eutropha enthdlt insgesamt 92 CDSs, die fiir Enzyme der Transposa-
se/Integrase-Familie kodieren und iiber sdmtliche Replikons verteilt sind. Von insge-
samt 92 CDSs, entfallen 22 auf Chr.1, 11 auf Chr.2 und 59 auf pHG1. Die meisten die-
ser potentiellen Gene liegen stark verkiirzt vor und weisen auf Proteinebene nur frag-
mentarische Ahnlichkeit zu bekannten Proteinen auf. Um einen Uberblick iiber den An-
teil sogenannter Fremdgene im Genom von R.eutropha zu gewinnen, wurden alle
CDSs einer SIGI-Analyse unterzogen (siche 2.15). Das Programm SIGI liefert basie-
rend auf dem Vergleich von Codon Usages und Cluster-Analysen eine Vorhersage fiir
genomische Inseln (Merkl, 2004). Da die Codon Usage eines Proteins in besonderem
Malle von der Genauigkeit der zugrundeliegenden Sequenz abhingt, konnen bis zum
Abschluf3 der Feinkorrekturen keine endgiiltigen Aussagen iiber die Dichte genomischer
Inseln getroffen werden. Insbesondere fiir Chr.1 diirfte die tatsdchliche Anzahl von
Fremdgenen niedriger liegen als bisher angenommen. Auf Basis der aktuellen Sequenz-
daten wurden 15 % der Gene von Chr.1 (571 von 3822 CDSs), 13 % der Gene von
Chr.2 (334 von 2654 CDSs) und 34 % der Gene von pHG1 (141 von 420 CDSs) als
Fremdgene charakterisiert (Abb. 3.8, Abb. 3.9). Auf Chr.1 ist eine starke Konzentrie-
rung der potentiellen Fremdgene am Replikations-Terminus zu beobachten, wohingegen
sich potentielle Fremdgene auf Chr.2 {iber das gesamte Replikon verteilen. Die meisten
identifizierten Gen-Cluster zeichnen sich durch kurze offene Leserahmen aus, die ge-
ringe Ahnlichkeit zu bekannten Proteinen aufweisen. Dementsprechend wurden die
meisten potentiellen Fremdgene als ,,hypothetical proteins* annotiert (22-25 %) bzw.

mit sehr allgemeinen Funktionszuweisungen belegt. Die Annotation der kodierenden
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Sequenzen innerhalb potentieller Genominseln wird zudem durch zwei weitere Proble-
me erschwert:

1. Die von ihrer Umgebung abweichenden Eigenschaften genomischer Inseln er-
schweren die CDS-Vorhersage (siche 3.1.2.4). Daher enthalten genomische In-
seln moglicherweise artifizielle CDSs.

2. Lateral transferierte Gene, die keinen direkten Nutzen fiir den Organismus dar-
stellen, unterliegen nicht dem Evolutionsdruck und koénnen deshalb verstédrkt
Mutationen ansammeln. Aus diesem Grund beinhalten genomische Inseln viele

degenerierte CDSs mit geringer Ahnlichkeit zu bekannten Proteinen.

Bei ca. 7 % der von SIGlI identifizierten Fremdgene handelt es sich um kodierende
Sequenzen flir regulatorische Proteine (Chr.1: 35 CDSs; Chr.2: 25 CDSs). 2 % wurden
als potentielle Transporter annotiert (Chr.1 und Chr.2.: jeweils 10 CDSs). Von 33 CDSs
der Transposase/Integrase-Familie auf den beiden grofen Replikons wurden 19 CDSs
als Fremdgene charakterisiert. Dariiberhinaus wurden drei potentielle Phagenproteine
auf Chr.1 als Fremdgene identifiziert (H16_A1800, H16_A0010, H16_A3206), nicht
jedoch eine potentielle Muramidase (EC 3.2.1.17, H16_B1313), die auf Chr.2 inmitten
eines Clusters potentieller Fremdgene liegt. Interessanterweise wird auf Chr.1 ein ca.
28 kbp groBler Cluster aus 24 CDSs (H16_A2888-2910) als genomische Insel identifi-
ziert, der wahrscheinlich fiir Enzyme der O-Antigen-Biosynthese kodiert. Innerhalb die-
ses Clusters lassen sich kleinere Operons unterscheiden, die jeweils groBe Ahnlichkeit
in Sequenz und Organisation zu Operons anderer Organismen aufweisen. Das O-
Antigen ist ein wichtiger Bestandteil der dufleren Membran Gram-negativer Bakterien.
Strukturelle Variationen innerhalb der O-Antigene werden auf unterschiedliche Organi-
sationsformen der kodierenden Cluster in verschiedenen Organismen zuriickgefiihrt

(Samuel & Reeves, 2003).
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3.1.4 Charakterisierung von Chromosom 2

Der hohe Grad an Ubereinstimmung zwischen den beiden groBten Replikons aus
R. eutropha und R. solanacearum (siche 3.1.3.1) deutet darauf hin, daf} sich phénotypi-
sche Unterschiede zwischen diesen verwandten Organismen hauptsdchlich auf kodie-
rende Eigenschaften der kleineren Replikons zuriickfiihren lassen. Da die phénotypische
Relevanz von pHG1 bereits gut untersucht wurde (Schwartz et al., 2003), soll der fol-
gende Teil dieser Arbeit die Bedeutung von Chr.2 fiir die Charakterisierung von R. eu-
tropha herausstellen. Dazu wurden exemplarisch einige Eigenschaften von R. eutropha

anhand dieses Replikons untersucht und im Verhéltnis zu Chr.1 dargestellt.

3.1.4.1 Fakultativ chemolitho- und organoautotrophes Wachstum

Genetische und physiologische Grundlagen des fakultativ lithoautotrophen Stoffwech-
sels in R. eutropha wurden bereits ausfiihrlich untersucht (Kusian & Bowien, 1997;
Lenz et al., 2002; Schwartz et al., 2003). R. eutropha ist in der Lage, heterotroph auf ei-
ner Vielzahl organischer Substrate zu wachsen und diese als Energie- und Kohlenstoff-
quellen zu nutzen (Wilde, 1962). In Abwesenheit geeigneter organischer Substrate kann
R. eutropha auf CO, wachsen, das iiber den reduktiven Pentose-Phosphat-Cyclus nach
Calvin-Benson-Bassham (CBB-Cyclus) assimiliert wird. Die fiir die Fixierung von CO;
benotigte Energie bezieht R. eutropha aus der Oxidation von Formiat (organoauto-
trophes Wachstum) oder molekularem Wasserstoff (lithoautotrophes Wachstum). In
R. eutropha ist der Enzymapparat des CBB-Cyclus in zwei funktionellen cbb-Operons
auf dem Megaplasmid pHG1 und auf dem Chromosom kodiert, die bereits ausfiihrlich
untersucht und beschrieben wurden (Bowien & Kusian, 2002). Beide Operons werden
iiber einen gemeinsamen Regulator, cbbR, kontrolliert, der chromosomal kodiert ist
(Windhovel & Bowien, 1991). Das plasmidédre cbbR"-Gen ist aufgrund mehrerer kurzer
Deletionen defekt. Entscheidende genetische Informationen fiir das lithoautotrophe
Wachstum von R. eutropha sind auf dem Megaplasmid pHG1 kodiert. Innerhalb eines
Lithoautotrophie-Clusters auf pHG1 kodieren 41 Gene fiir die Biosynthese von insge-
samt vier Hydrogenasen. Im selben Cluster liegt das plasmidére cbb-Operon. Die zweite

cbb-Region, die das aktive Regulatorgen cbbR (H16 B1396) enthélt, wurde auf Chr.2
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lokalisiert. AuBerhalb von cbb. enthdlt Chr.2 ein weiteres, verkiirztes CbbR-Gen
(H16_B1429), dessen potentiellem Produkt das im N-Terminus kodierte DNA-bindende
Helix-Turn-Helix-Motiv fehlt. Von diesem Gen wurde gezeigt, dal3 es ebenfalls fiir kei-
nen funktionellen Regulator kodiert (B. Kusian, personliche Mitteilung).

Die Oxidation von Formiat als Grundlage organoautotrophen Wachstums wird in
R. eutropha von zwei verschiedenen Typen der Formiat-Dehydrogenase katalysiert, ei-
nem NAD -abhingigen Enzym (S-FDH, EC 1.2.1.2) und einem Membran-gebundenen
Enzym (Friedrich et al., 1979). Das NAD-abhingige Enzym ist im fdsGBACD-Operon
kodiert (Oh & Bowien, 1998) und befindet sich auf Chr.1 (Tab. 3.2).

Tab. 3.2: Gen-Cluster fiir potentielle Formiat-Dehydrogenasen auf Chr.1.

Nr. CDS Gen Annotation
1 H16_A0639 | fdsR | transcriptional regulator
2 H16_A0640 | fdsG | NAD-dependent formate dehydrogenase gamma subunit
3 H16_A0641 fdsB | NAD-dependent formate dehydrogenase beta subunit
4 H16_A0642 | fdsA | NAD-dependent formate dehydrogenase alpha subunit
5 H16_A0643 | fdsC | FdsC protein
6 H16_A0644 | fdsD | NAD-dependent formate dehydrogenase delta subunit
1 H16_A2942 conserved hypothetical protein
2 H16_A2941 conserved hypothetical protein
3 H16_A2940 ferredoxin
4 H16_A2939 formate dehydrogenase-specific chaperone
5 H16_A2938 hypothetical protein
6 H16_A2937 formate dehydrogenase alpha subunit
7 H16_A2936 formate dehydrogenase iron-sulfur subunit
8 H16_A2935 hypothetical membrane-associated protein
9 H16_A2934 formate dehydrogenase cytochrome b subunit
10 | H16_A2933 hypothetical membrane-associated protein
11 | H16_A2932 formate dehydrogenase accessory protein
1 H16_A3292 formate dehydrogenase alpha chain

Auf Chr.1 befindet sich ein weiterer Cluster aus 12 Genen, der moglicherweise fiir
eine zweite, membrangebundene Formiat-Dehydrogenase kodiert. Verschiedene Gene
dieses Clusters kodieren nach TMpred-Vorhersage fiir Proteine, welche Transmem-
bran-Bereiche enthalten. Untersuchungen zur Cofaktor-Abhdngigkeit der membrange-
bundenen Formiat-Dehydrogenase deuten allerdings auf die Existenz von wenigstens
drei verschiedenen Enzymen hin (Burgdorf et al., 2001). Tab. 3.3 gibt einen Uberblick
tiber weitere Cluster auf Chr.2, die fiir potentielle Formiat-Dehydrogenasen unterschied-

lichen Typs bzw. deren Untereinheiten kodieren.
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Tab. 3.3: Gen-Cluster fiir potentielle Formiat-Dehydrogenasen auf Chr.2.

Nr CDS Annotation

1 H16_B1702 oxalate:formate antiporter

2 | H16_B1701 tungsten-containing formate dehydrogenase beta subunit
3 | H16_B1700 tungsten-containing formate dehydrogenase alpha subunit
1 | H16_B1452 nitrate-inducible formate dehydrogenase alpha subunit

2 | H16_B1453 nitrate-inducible formate dehydrogenase beta subunit

3 | H16_B1454 nitrate-inducible formate dehydrogenase gamma subunit
4 | H16 B1455 formate dehydrogenase accessory protein

1 | H16_B1472 transcriptional regulator

2 | H16_B1471 formate dehydrogenase alpha subunit

3 | H16_B1470 formate dehydrogenase beta subunit

4 | H16_B1702 oxalate:formate antiporter

Interessanterweise wurden sowohl auf Chr.1 als auch auf Chr.2 verschiedene Clu-
ster identifiziert, die unter anderem Ahnlichkeiten zu dem in Starkeya novella (vormals
Thiobacillus novellus) charakterisierten SOXBCD-Operon (Kappler et al., 2001) aufwei-
sen. Die Féahigkeit zur Oxidation von Schwefel, die wahrscheinlich tiber das sox-Operon
vermittelt wird, ermdglicht Starkeya novella ein fakultativ chemolithotrophes Wach-
stum (Starkey, 1935). R. eutropha ist dagegen nicht in der Lage, Schwefel zu oxidieren
(C.G. Friedrich, personliche Mitteilung). Ob die im Genom von R.eutropha
identifizierten Sox-Gene fiir funktionelle Proteine kodieren oder welche Enzyme fiir

eine vollstandige Schwefeloxidation fehlen, bedarf noch weiterer Klérung.

3.1.4.2 Erweiterung des Substratspektrums

3.1.4.2.1 Alternative Kohlenstoffquellen

3.1.4.2.1.1 Abbau von Kohlenhydraten

Bereits wihrend der ersten Charakterisierung von R. eutropha H16 war gezeigt worden,
daf} dieser Organismus von allen getesteten Zuckersubstraten nur auf Fructose wichst
(Bartha, 1962; Wilde, 1962). Kein Wachstum hingegen wurde auf Saccharose, Glucose,
Galactose, Mannose, Arabinose, Ribose, Sorbose, Xylose und Xylulose beobachtet.

Von den getesteten Sduren, die sich aus Zuckern ableiten, wurde eine Umsetzung nur
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fiir Gluconat (Blackkolb & Schlegel, 1968) und 2-Ketogluconat (Nandadasa et al.,
1974) gefunden. Der Abbau beider Substrate erfolgt ausschlielich iiber den Entner-
Doudoroff-Weg (Gottschalk et al., 1964). Fiir die Schliisselenzyme des oxidativen Pen-
tose-Phosphat-Weges (6-Phosphogluconat-Dehydrogenase, EC 1.1.1.44) und des Emb-
den-Meyerhof-Parnas-Weges (6-Phosphofructokinase, EC 2.7.1.11) konnten dagegen
keine Aktivitdten festgestellt werden (Gottschalk, 1964). Diese Ergebnisse wurden nun
durch die Genomanalyse bestitigt, bei der weder fiir 6-Phosphogluconat-
Dehydrogenasen noch fiir 6-Phosphofructokinasen potentiell kodierende Gene identifi-
ziert wurden. Dal} R. eutropha nicht in der Lage ist, Glucose umzusetzen, obwohl die
notigen Enzyme fiir den Abbau von Glucose iiber den ED-Weg vorhanden sind
(Gottschalk et al., 1964), wird mit dem Fehlen eines aktiven Transportsystems begriin-
det (Konig et al., 1969).

Der Entner-Doudoroff-Weg stellt gegeniiber dem Embden-Meyerhof-Parnas-Weg
(EMP) einen alternativen Abbauweg fiir Kohlenhydrate dar, welcher eine niedrigere
ATP-Ausbeute aufweist und deshalb als urspriinglicher angesehen wird. Weit verbreitet
ist der ED-Weg in aeroben oder anaeroben, respiratorischen Organismen, die ATP nicht
nur aus der Substratstufen- sondern auch aus der Elektronentransport-Phosphorylierung
beziehen. Im ED-Weg wird Glucose-6-Phosphat zu Pyruvat und Glycerinaldehyd-3-
Phosphat oxidiert und dabei ein NAD(P)" reduziert. Bei der folgenden Oxidation von
Glycerinaldehyd-3-Phosphat zu Pyruvat wird ein weiteres NAD" reduziert und netto ein
ATP gewonnen. Im Vergleich zur Glykolyse und dem oxidativen Pentose-Phosphat-
Weg beinhaltet der ED-Weg nur zwei zusétzliche Reaktionen:

1. 6-Phosphogluconat wird durch die 6-Phosphogluconat-Dehydratase zu 2-Keto-
3-Desoxygluconat-6-Phosphat (KDPG) dehydratisiert.

2. KDPG wird durch die KDPG-Aldolase in Pyruvat und Glycerinaldehyd-3-
Phosphat gespalten.
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B-D-Glucose

B-D-Fructose-

- l EC 5.3.1.9 l -
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Ec 1 -1 -1 -49 -
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6-Phospho- ¢—

D-Glucono- Gluconat Gluconat
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D-Glucono-
EC 3.1.1.17
H16_B1441
EC 2.7.1.12
v H16_A1179
6-Phosphogluconat <« D-Gluconat
- Transporter ?
H16_B1207
EC 4.2.1.12
EC 2.7.1.45
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6-Phospho-Gluconat D-Gluconat
EC 4.1.2.14
H16_B1213
D-Glycerinaldehyd- + Pyruvat

3-Phosphat

Abb. 3.16: Schematische Darstellung des Abbaus verschiedener Substrate in R. eutropha
uiiber den Entner-Doudoroff-Weg nach KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Geno-
mes). Proteine sind - soweit mdglich - durch EC-Nummern und durch die Bezeichnung der ko-
dierenden Sequenz gekennzeichnet. Blau umrandet, Proteine, die auf Chr.1 kodiert sind; rot
umrandet, Proteine, die auf Chr.2 kodiert sind. CDSs zu Proteinen gleicher Hintergrundfarbe
sind in einem gemeinsamen Cluster lokalisiert.
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Was den Enzymapparat des ED-Weges in R. eutropha angeht, so ist eine klare Zuord-

nung verschiedener Bereiche zu den beiden gro3en Replikons moglich:

Die Aufnahme und Umsetzung von Fructose und die Umsetzung von Glucose
tiber den ED-Weg sind vollstidndig auf Chr.2 und in wesentlichen Bestandteilen
auch ausschlieBlich auf Chr.2 kodiert (Abb. 3.16). Zu den Genen, die nur auf
Chr.2 vorliegen, gehoren das Aufnahme-System fiir Fruktose, Fructokinase
(EC2.7.14) und Glucokinase (EC 2.7.1.2), 6-Phospho-Gluconolactonase
(EC 3.1.1.31) und KDPG-Aldolase (EC 4.1.2.14).

Fiir den Abbau von Gluconat iiber den ED-Weg wird dagegen die Gluconat-
Kinase (EC 2.7.1.12) bendétigt, die ausschlieBlich auf Chr.1 kodiert sind, ebenso
wie zwei weitere Enzyme, die die Umsetzung von 2-Ketogluconat zu 6-
Phosphogluconat katalysieren (Abb. 3.16). Verschiedene andere Enzyme sind
sowohl auf Chr.1 als auch auf Chr.2 kodiert.

Die Enzyme des ED-Weges sind in R. eutropha im wesentlichen in finf Clustern ko-

diert, von denen sich vier auf Chr.2 befinden:

Cluster 1 (Tab. 3.4) weist starke Ahnlichkeit zu dem in Sinorhizobium meliloti

charakterisierten frc-Operon auf (Lambert et al., 2001). Cluster 1 kodiert fiir ein

potentielles Fructose-ABC-Transportsystem (H16_B1498-1500), eine Fructokinase (EC
2.7.1.4, HI16 B1503), eine von zwei Phosphoglucose-Isomerasen (EC 5.3.1.9,
H16 B1502) und eine von drei Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenasen (EC 1.1.1.49,
H16 B1501). Ob es sich bei Cluster 1 tatsdchlich um das fiir Aufnahme und Umsetzung

von Fructose verantwortliche Operon handelt, wird zur Zeit untersucht (B. Bowien,

personliche Mitteilung).

Tab. 3.4: Entner-Doudoroff-Weg, Cluster 1 auf Chr.2.

CDS Gen Annotation EC-Nummer

~ouohwn |

H16_B1497 | frcR? transcriptional regulator

H16_B1498 | frcA® ABC transporter, ATP-binding protein
H16_B1499 | frcC? ABC transporter, putative fructose permease
H16_B1500 | frcB® putative fructose binding protein

H16_B1501 zwf2 glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase 1.1.1.49
H16 _B1502 | pgi2 glucose-6-phosphate isomerase 5.3.1.9
H16 B1503 | frc fructokinase 2714

@ aus Sinorhizobium meliloti (Lambert et al., 2001).
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Cluster 2 (Tab. 3.5) kodiert fiir eine potentielle Glucokinase (H16 B2564), eine
weitere Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase (H16 B2566) sowie die einzige 6-
Phospho-Gluconolactonase (H16 _B2565) und eine Phosphogluconat-Dehydratase
(EC4.2.1.12, H16_B2567).

Tab. 3.5: Entner-Doudoroff-Weg, Cluster 2 auf Chr.2.

Nr. CDS Gen Annotation EC-Nummer
1 | H16_B2567 | edd phosphogluconate dehydratase 42112
2 | H16_B2566 | zwf3 | glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase 1.1.1.49
3 | H16_B2565 | pgl 6-phosphogluconolactonase 3.1.1.31
4 | H16_B2564 | glk glucokinase 2.71.2
5 | H16_B2563 two component response regulator
6 | H16_B2562 two component sensor histidine kinase

Cluster 3 (Tab. 3.6) kodiert fiir das Schliisselenzym des ED-Weges, die einzige 2-
Keto-3-Desoxy-6-Phosphogluconat-Aldolase im Genom von R. eutropha (H16 B1213).
Durch die 2-Keto-3-Desoxyglucokinase (EC 2.7.1.45, H16 B1212) konnte mit 2-Keto-
3-Desoxygluconat ein zusitzliches Substrat in den ED-Weg eingeschleust werden.

SchlieBlich enthélt Cluster 3 eine von zwei Gluconat-Permeasen (H16_B1207).

Tab. 3.6: Entner-Doudoroff-Weg, Cluster 3 auf Chr.2.

Nr. CDS Gen Annotation EC-Nummer
1 | H16_B1213 | eda 2-keto-3-deoxy-6-phosphogluconate aldolase 4.1.2.14
2 | H16_B1212 | kdgK | 2-keto-3-deoxygluconate kinase 2.7.1.45
3 | H16_B1211 amino acid aldolase or racemase
4 | H16_B1210 transcriptional regulator
5 | H16_B1209 N-acyl-D-amino acid deacylase 3.5.1.14
6 | H16_B1208 endoribonuclease
7 | H16_B1207 | gntP | gluconate permease

Cluster 4 auf Chr.2 (Tab.3.7) kodiert fiir eine 2-Ketogluconat-Kinase (EC
2.7.1.13, H16_B1812) und eine potentielle 2-Keto-6-Phosphogluconat-Reduktase (EC
1.1.1.43, H16 BI1813). Aktivitdten fiir beide Enzyme wurden in R. eutropha nachge-
wiesen wurden (Nandadasa et al., 1974) und konnten fiir den Abbau von 2-

Ketogluconat liber den ED-Weg verantwortlich sein.

Tab. 3.7: Entner-Doudoroff-Weg, Cluster 4 auf Chr.2.

Nr. CDS Gen Annotation EC-Nummer
1 H16_B1812 | kgk® | 2-Ketogluconatkinase 27113
2 H16 B1813 | kgr® | 2-keto-6-phosphogluconate reductase 1.1.1.43

@ aus Pseudomonas putida (Vicente & Canovas, 1973).
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Cluster 5 auf Chr.1 (Tab.3.8) kodiert fiir eine zweite Gluconat-Permease
(H16_A3011). In diesem Cluster ist aulerdem eine von zwei Gluconolactonasen kodiert
(EC3.1.1.17, H16_A3012), mit deren Hilfe ein weiteres potentielles Substrat, das D-
Glucono-1,5-Lacton, in den Entner-Doudoroff-Weg eingespeist werden konnte. Die

zweite Gluconolactonase ist auf Chr.1 kodiert (Abb. 3.16).

Tab. 3.8: Entner-Doudoroff-Weg, Cluster 5 auf Chr.1.

Nr. CDS Gen Annotation EC-Nummer
1 | H16_A3011 gntP gluconate permease
2 | H16_A3012 gnll gluconolactonase 3.1.1.17

Cluster 6 auf Chr.1 (Tab. 3.9) kodiert fiir die einzige Gluconatkinase im Genom
von R.eutropha (EC 2.7.1.12, H16 _A1179) sowie ecine weitere Phosphogluconat-
Dehydratase (H16_A1178).

Tab. 3.9: Entner-Doudoroff-Weg, Cluster 5 auf Chr.1.

Nr. CDS Gen Annotation EC-Nummer
1 H16_A1177 transcriptional regulator

2 H16_A1178 eddl | phosphogluconate dehydratase 42112

3 H16_A1179 gntv gluconate kinase 27112

Cluster 6 auf Chr.1 kodiert fiir eine potentielle 2-Ketogluconat-Kinase und eine
potentielle 2-Keto-6-Phosphogluconat-Reduktase, deren Aktivititen in R.eutropha

nachgewiesen wurden (Nandadasa et al., 1974).

3.1.4.2.1.2 Abbau von aus Zuckern abgeleiteten Sauren

Moglicherweise erweitert Chr.2 das Substratspektrum von R. eutropha um zwei weitere
von Zuckern abgeleitete Sduren: Glucarat und Galactarat (Abb. 3.17). Drei Gene, die
innerhalb eines Clusters von insgesamt sechs Genen, jedoch auf unterschiedlichen
Strangen lokalisiert sind, kodieren fiir die Enzyme des vollstindigen Abbaus von D-
Glucarat zu 2-Oxoglucarat: Glucarat-Dehydratase (EC 4.2.1.40, H16 B0127), 5-
Dehydro-4-Desoxyglucarat-Dehydratase (EC 4.2.1.41, H16 B0131) und 2-Oxo-
Glutarat-Semialdehyd-Dehydrogenase (EC 1.2.1.26, H16_B0130). Zwei weitere CDSs
innerhalb dieses Clusters (H16 _B0128, H16_B0129) weisen Ahnlichkeiten auf Protein-
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ebene zu einer Doméne auf, die als Bordetella uptake gene product beschrieben wurde
(pfam03401, Bug). Dabei handelt es sich wahrscheinlich um ein extraplasmatisches
Bindeprotein, das in vielen B-Proteobakterien stark {iberreprisentiert ist (Antoine et al.,
2003). Im gleichen Cluster ist ein Transkriptionsregulator kodiert (H16 B0126), der
moglicherweise an der Regulation des Clusters beteiligt ist. An anderer Stelle auf Chr.2
ist eine potentielle D-Galactarat-Dehydratase kodiert (H16_B0126), die sich keinem
Cluster zuordnen 146t. Dieses Enzym konnte mit D-Galactarat ein zusitzliches Substrat

in den Glucarat-Abbau einspeisen.

a) EC 4.2.1.40 EC 4.2.1.41 EC 1.2.1.26
H16_B0127 H16_B0131 H16_B0130
5-Dehydro- .
D-Glucarat —p —» 2,5-Dioxopentanoat —— 2-Oxoglutarat

4-Desoxy-D-Glucarat

D- Galactarat

b)

| H16_B013"> | H16_B0130 I> |H16_Bo126>
] ]
|4

] g g 1 )
<II-I16_BO129 |<‘H16_BO128 |<1 H16_B0127 |

Abb. 3.17: a) Schematische Darstellung des D-Glucarat- und D-Galactarat-Abbaus nach
KEGG; b) Cluster kodierender Sequenzen fiir Enzyme des D-Glucarat-Abbaus.

Der gesamte Enzymapparat des Glucarat- und Galactarat-Abbaus ist in R. solana-
cearum auf dem Megaplasmid kodiert, allerdings innerhalb eines einzigen Operons, zu

dem aufBlerdem ein potentieller Glucarat/Galactarat-Transporter gehort.

3.1.4.2.1.3 Abbau aromatischer Kohlenwasserstoffe

Der aerobe Abbau aromatischer Kohlenwasserstoffe gliedert sich im wesentlichen in
folgende Schritte (Lengeler et al., 1999):

1. Je nach Anzahl und Position der Substitutionen des aromatischen Ringes werden

unterschiedliche Substrate in wenige zentrale Zwischenprodukte iiberfiihrt, von

denen Catechol, Protocatechuat und Gentisat die hdufigsten darstellen. Generell
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werden 1,2-disubstituierte, nicht-substituierte und viele monosubstituierte Aro-
maten iiber Catechol abgebaut, 1,3- und 1,4-disubstituierte und polysubstituierte
Aromaten dagegen iiber Protocatechuat. Tryptophan wird iiber Anthranilat zu
Catechol umgesetzt.

2. Dioxygenasen spalten die aromatischen Ringe von Catechol und Protocatechuat.
Je nach Position der oxidativen Spaltung am zentralen aromatischen Zwischen-
produkt unterscheidet man zwischen ortho- und meta-Spaltung.

3. Nicht-zyklische Produkte der oxidativen Spaltung werden weiter abgebaut zu

Zwischenprodukten zentraler Stoffwechselwege.

R. eutropha ist in der Lage, verschiedene aromatische Verbindungen als ausschlieBliche
Energie- und Kohlenstoffquellen zu nutzen. Zu diesen Verbindungen gehdren Benzoat,
davon abgeleitete m- und p-Hydroxy-Derivate, Phenol und Tryptophan (Davis et al.,
1969; Johnson & Stanier, 1971). Enzymatische Untersuchungen konnten zeigen, daf}
Benzoat und p-Hydroxybenzoat {iber den B-Ketoadipat-Weg, m-Hydroxybenzoat {iber
den Gentisat-Weg und Phenol iiber den meta-Spaltungs-Weg abgebaut werden (Johnson
& Stanier, 1971). Die Komponenten des aeroben Abbaus aromatischer Kohlenwasser-
stoffe verteilen sich im Genom von R. eutropha auf eine Reihe groBerer und kleinerer
Cluster auf Chr.1 und Chr.2 (Tabellen 3.9-12; Abb. 3.18, Abb. 3.19). Im wesentlichen
lassen sich die kodierenden Eigenschaften beider Replikons folgendermaflen zusam-

menfassen:

e Chr.1 kodiert fiir den vollstdndigen Abbau aromatischer Kohlenwasserstoffe, die
iiber das Zwischenprodukt Catechol und den B-Ketoadipat-Weg umgesetzt werden
(Tab. 3.10, Abb. 3.18) und fiir den Abbau von Tryptophan. Einzelne Schritte an-
derer Abbau-Wege sind ebenfalls auf Chr.1 kodiert (Abb. 3.19).

e Chr.2 erweitert einerseits den B-Ketoadipat-Weg fiir Substrate, die liber das Zwi-
schenprodukt Protocatechuat umgesetzt werden (Tab. 3.11, Abb. 3.18) und kodiert
andererseits filir den vollstaindigen Abbau phenolischer Substrate liber den meta-
Spaltungs-Weg (Tab. 3.12, Abb. 3.19). Weitere Cluster auf Chr.2 kodieren fiir ei-
nen Teil des auf Chr.1 kodierten P-Ketoadipat-Weges und fiir weitere Abbau-
Wege, die auf Basis der Sequenzdaten nicht eindeutig annotiert werden kdnnen

(Tab. 3.13).
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Tab. 3.10: Abbau aromatischer Kohlenwasserstoffe, CDSs auf Chr.1.
Nr. | CcDS | Gen | Annotation | EC-Nummer
1. Abbau von Benzoat und Dihydroxybenzoat iiber 3-Ketoadipat-Weg
1 H16_A1965 | benM | benzoate operon transcriptional regulator
2 | H16_A1964 | catA catechol 1,2-dioxygenase 1.13.11.1
3 H16_A1963 | benA | benzoate 1,2-dioxygenase 1.14.12.10
hydroxylase component, alpha subunit
4 H16_A1962 | benB benzoate 1,2-dioxygenase 1.14.12.10
hydroxylase component, beta subunit
5 H16_A1961 | benC | benzoate 1,2-dioxygenase 1.14.12.10
electron transfer component
6 H16_A1960 | benD | cis-1,2-dihydroxycyclohexa-3,5-diene- 1.3.1.55
1-carboxylate dehydrogenase
7 H16_A1959 predicted hydrolase or acyltransferase
8 H16_A1966 | catB1 | muconate cyclo-isomerase 5511
9 H16_A1967 | catC muconolactone delta-isomerase 5.3.34
10 | H16_A1968 | catD1 | 3-oxoadipate enol-lactone hydrolase 3.1.1.24
11 | H16_A1969 conserved hypothetical protein
2. Abbau von Tryptophan zu Antranilat
1 H16_A2814 predicted metal-dependent hydrolase
2 H16_A2815 L-kynurenine hydrolase 3.71.3
3 H16_A2816 tryptophan 2,3-dioxygenase 1.13.11.11
3. Komponenten aus dem Aromaten-Abbau iiber meta-Spaltung
1 H16_A1806 acetaldehyde dehydrogenase oxidoreductase 1.2.1.10
2 H16_A1807 4-hydroxy-2-oxovalerate aldolase 4.1.3.-
4. Einzelne Gene
H16_A2672 benzoate transporter
H16_A2422 3-carboxy-cis,cis-muconate cyclo-isomerase 5.5.1.2

Tab. 3.11: Abbau aromatischer Kohlenwasserstoffe iiber den B-Ketoadipat-Weg, CDSs

auf Chr.2.
Nr.| CDS | Annotation EC-Nummer
1. Abbau von 4-Hydroxybenzoat zu 3-Oxoadipat
1 H16_B2293 | 4-hydroxybenzoate transporter
2 | H16_B2292 | transcriptional regulator
3 | H16_B2291 | protocatechuate 3,4-dioxygenase beta chain 1.13.11.3
4 | H16_B2290 | protocatechuate 3,4-dioxygenase alpha chain 1.13.11.3
5 | H16_B2289 | 3-carboxy-cis,cis-muconate cycloisomerase 551.2
6 | H16_B2288 | 4-carboxymuconolactone decarboxylase 4.1.1.44
7 | H16_B2287 | transcriptional regulator
8 | H16_B2286 | p-hydroxybenzoate hydroxylase 1.14.13.2
2. Abbau von 3-Oxoadipat
1 | H16_B0198 | 3-oxoadipate CoA-transferase subunit A 2.8.3.6
2 | H16_B0199 | 3-oxoadipate CoA-transferase subunit B 2.8.3.6
3 | H16_B0200 | beta-ketoadipyl CoA thiolase 2.3.1.16
4 | H16_B0201 | short chain dehydrogenase 1.-.--
5 | H16 _B0202 | putative exported protein
3. Weitere einzelne Gene aus dem (-Ketoadipat-Weg
H16_B1584 | muconolactone delta-isomerase 2 5.3.3.4
H16_B1583 | 3-oxoadipate enol-lactone hydrolase 3.1.1.24
H16 B0536 | muconate cyclo-isomerase 5.5.1.1

73




ERGEBNISSE KAPITEL 3

Transporter
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EC 2.3.1.16
H16_A0462

Acetyl-CoA + Succinyl-CoA

Abb. 3.18: Schematische Darstellung des Abbaus aromatischer Kohlenwasserstoffe in
R. eutropha tiber den B-Ketoadipat-Weg nach KEGG (ortho-Spaltung). Blau umrandet, Pro-
teine, die auf Chr.1 kodiert sind; rot umrandet, Proteine, die auf Chr.2 kodiert sind; griin umran-
det, Proteine, die auf pHG1 kodiert sind. CDSs zu Proteinen gleicher Hintergrundfarbe sind in
einem gemeinsamen Cluster lokalisiert.
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Der vollstindige Abbau von Phenol iiber Catechol zu Pyruvat und Acetyl-CoA
durch den meta-Spaltungs-Weg ist in einem einzigen Cluster kodiert (Tab. 3.12,
Abb. 3.19), der starke Ahnlichkeit zum dmp-Operon aufweist, das in diesem Zusam-
menhang auf dem Megaplasmid pVI150 in Pseudomonas sp. CF600 charakterisiert
wurde (Shingler et al., 1992). Ein weiterer Cluster kodiert moglicherweise fiir die En-
zyme zum Abbau von Biphenyl liber den meta-Spaltungs-Weg. Einige CDSs weisen
Ahnlichkeiten zu Genen des in Burkholderia xenovorans LB400 charakterisierten bph-
Operons auf (Hofer et al., 1994).

Tab. 3.12: Abbau aromatischer Kohlenwasserstoffe Uiber den meta-Spaltungs-Weg, CDSs
auf Chr.2.

Nr.] CDS | Gen | Annotation | EC-Nummer

1. Abbau von Phenol iiber meta-Spaltung

1 | H16_B0535 transcriptional regulator, LysR family

2 | H16_B0536 | catB2 muconate cyclo-isomerase 5511

3 | H16_B0537 putative exported protein

4 | H16_B0538 dmpKb activator of phenol-degradative genes

5 | H16_B0539 dmpr phenol hydroxylase PO protein 1.14.13.7

6 | H16_B0540 | dmpM® | phenol hydroxylase P1 protein 1.14.13.7

7 | H16_B0541 dmpr phenol hydroxylase P2 protein 1.14.13.7

8 | H16_B0542 dmpOb phenol hydroxylase P3 protein 1.14.13.7

9 | H16_B0543 dmpr phenol hydroxylase P4 protein 1.14.13.7
1.1

10 | H16_B0544 dmeb phenol hydroxylase P5 protein
11 | H16_B0545 dmpBb 2Fe-2S ferredoxin

12 | H16_B0546 dmpC|D catechol 2,3-dioxygenase 1.13.11.2
13 | H16_B0547 dmpEb 2-hydroxymuconic semialdehyde dehydrogenase 1.2.1.32
14 | H16_B0548 dmpr 2-hydroxypent-2,4-dienoate hydratase 4.2.1.80
15 | H16_B0549 dmplb 4-oxalocrotonate decarboxylase 4.1.1.77
16 | H16_B0550 dmpFb 4-oxalocrotonate tautomerase 5.3.2.-
17 | H16_B0551 dmpr acetaldehyde dehydrogenase 1.2.1.10
18 | H16_B0552 dmpr 4-hydroxy-2-oxovalerate aldolase 4.1.3.-
2. wahrscheinlich Abbau von Biphenyl iiber meta-Spaltung

1 | H16_B0600 | bphD 2,6-dioxo-6-phenylhexa-3-enoate hydrolase 3.71.8
2 | H16_B0599 oxidoreductase short-chain dehydrogenase

3 | H16_B0598 hypothetical membrane associated protein

4 | H16_B0597 | bphH 2-oxopent-4-enoate hydratase 4.2.1.80
5 | H16_B0596 acetaldehyde dehydrogenase 1.2.1.10
6 | H16_B0595 | bphl 4-hydroxy-2-oxovalerate aldolase 4.1.3.-
3. Einzelnes Gen aus dem Abbau von Biphenyl iiber meta-Spaltung

| H16_B0654 | bphC | biphenyl-2,3-diol 1,2-dioxygenase | 1.13.11.39

@ aus Acinetobacter Iwoffi K24 (Kim et al., 1998).
® aus Pseudomonas sp. CF600 (Shingler et al., 1992).
¢ aus Burkholderia xenovorans (Hofer et al., 1994).
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Abb. 3.19: Schematische Darstellung des Abbaus aromatische Kohlenwasserstoffe in
R. eutropha tiber den meta-Spaltungs-Weg nach KEGG. Blau umrandet, Proteine, die auf
Chr.1 kodiert sind; rot umrandet, Proteine, die auf Chr.2 kodiert sind; schwarz umrandet, Protei-
ne, die nicht eindeutig identifiziert werden konnten. CDSs zu Proteinen gleicher Hintergrundfar-
be sind in einem gemeinsamen Cluster lokalisiert. Die Bezeichnungen der Proteine beziehen
sich auf Shingler et al. (1992) (Dmp-Proteine) bzw. Hofer et al. (1994) (Bph-Proteine).
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Diejenigen Cluster, die auf Basis der Sequenzdaten nicht zuverldssig annotiert
werden konnen bzw. unvollstidndig vorliegen, kodieren moglicherweise fiir Enzyme, die
den Abbau aromatischer Kohlenwasserstoffe iiber Gentisat und Homogentisat und den

Abbau chlorierter Aromaten liber Chlorocatechol katalysieren (Tab. 3.13).

Tab. 3.13: Abbau aromatischer Kohlenwasserstoffe liber weitere Wege, CDSs auf Chr.2.

Nr. | CcDS | Annotation | EC-Nummer
1. Abbau iiber Homogentisat
1 | H16_B1671 transcriptional regulator, LysR family 1.13.11.5
2 | H16_B1670 | fumarylacetoacetase 3.7.1.2
2. Abbau lber Gentisat
1 | H16_B0872 | transcriptional regulator, LysR-family
2 | H16_B0873 | gentisate 1,2-dioxygenase 1.13.11.4
3 | H16_B0874 | fumarylpyruvate hydrolase 3.7.1.5
4 | H16_B0875 | maleylpyruvate isomerase 5214
5 | H16_B0876 | 3-Hydroxybenzoate 6-hydroxylase 1.14.13.24
6 | H16 B0877 | 4-hydroxybenzoate transporter
3. Potntiell am Abbau von Chlorocatechol beteiligt
1 | H16_B0967 | transcriptional regulator, LysR-family
2 | H16_B0968 | 6-chlorohydroxyquinol-1,2-dioxygenase 1.13.11.
3 | H16_B0969 | conserved hypothetical protein
4 | H16_B0970 | maleylacetate reductase 1.3.1.32
5 | H16_B0971 FAD-dependent monooxygenase 1.14.13.1-
6 | H16 B0971 putative dipeptidylaminopeptidase

3.1.4.2.1.4 Acetoin-Abbau

R. eutropha wichst auf Acetoin als einziger Kohlenstoffquelle (Steinbiichel et al.,
1987). Biochemische Hintergriinde des Acetoin-Stoffwechsels in R. eutropha wurden
bereits gut untersucht und verdffentlicht (Frund et al., 1989; Priefert et al., 1991). Die
genetischen Informationen fiir die Umsetzung von Acetoin sind in R. eutropha in einem
einzigen Operon kodiert (Priefert et al., 1991), das sich auf Chr.2 befindet (acoOXABC;

Tab. 3.14). In R. solanacearum konnte kein entsprechendes Operon lokalisiert werden.

Tab. 3.14: Acetoin-Katabolismus, acoXABC-Operon und Regulator acoR auf Chr.2.

Nr. CDS Gen Annotation EC-Nummer
1 | H16_B0142 | acoR | acetoin catabolism regulatory protein R 3.6.1.-
2 | H16_B0143 | acoX | acetoin catabolism protein X 2.7.1.23
3 | H16_B0144 | acoA | acetoin dehydrogenase E1 component alpha-subunit 1.2.4.-
4 | H16_B0145 | acoB | acetoin dehydrogenase E1 component beta-subunit 1.2.41
5 | H16_B0146 | acoC | acetoin dehydrogenase 2.3.1.12
dihydrolipoamide S-acetyltransferase component
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3.1.4.2.2 ErschlieBung alternativer Stickstoff-Quellen

3.1.4.2.2.1 Cyanat-Hydratase

Das cynTSX-Operon ermdglicht es Escherichia coli K12, auf Cyanat als einziger Stick-
stoffquelle zu wachsen (Sung & Fuchs, 1988). Es kodiert fiir eine Cyanat-Hydratase
(cynS), eine Carboanhydrase (cynT) und ein Protein unbekannter Funktion (cynX).
Durch die Cyanat-Hydratase wird Cyanat mit Bicarbonat zu Ammonium und Kohlendi-
oxid umgesetzt. Fiir das Wachstum auf Cyanat scheint die Carboanhydrase zur Re-
Fixierung des freigesetzten Kohlendioxids eine wichtige Rolle zu spielen, da cynT -
Mutanten in ihrem Wachstum auf Cyanat stark gehemmt werden (Guilloton et al.,
1993).

Ein Gen auf Chr.2 (H16_B0046) zeigt 41 % Identitdt auf Proteinebene zu CynS
aus E. coli K12 (Blattner et al., 1997) und 74 % Identitét zu einem C-terminalen Frag-
ment einer Cyanat-Hydratase (tr|Q8XPLO0), das in R. solanacearum auf dem Megaplas-
mid lokalisiert ist. Die Cyanat-Hydratase aus R. eutropha ist in einem Cluster mit einem
Regulator (H16 _B0049), einer potentiellen Nucleosid-Deaminase (H16 B0048) — also
einem weiteren Ammonium freisetzenden Enzym — und einem cynX-analogen Gen
(H16_B0047) kodiert. Eine B-Carboanhydrase mit groBer Ahnlichkeit zu CynT ist eben-
falls auf Chr.2 lokalisiert (H16_B2270), jedoch in einem ca. 400 kbp entfernten Operon,

das unter anderem fiir die respiratorische Nitrat- und Nitrit-Reduktase auf Chr.2 kodiert.

3.1.4.2.2.2 Formamidase

Das Wachstum auf Formamid als einziger Stickstoffquelle wird in Aspergillus nidulans
durch die Formamidase vermittelt, ein Enzym, das die hochspezifische Hydrolyse von
Formamid zu Ammonium und Formiat katalysiert (Hynes, 1975). In Form einer Meta-
bolit-Repression wird das Gen fiir die Formamidase (fmdS) in Abhéngigkeit von der
Verfligbarkeit anderer Stickstoffquellen wie Ammonium und Glutamin reguliert

(Marzluf, 1997).
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Auch fur R. eutropha wurde die Fahigkeit nachgewiesen, Formamid als Stick-
stoffquelle tiber die Aktivitit einer Formamidase zu nutzen (Friedrich & Mitrenga,
1981). Eine potentielle Formamidase (H16 B0072) ist in einem Cluster auf Chr.2 ko-
diert und weist eine Identitdt auf Proteinebene von 53 % zu der in A. nidulans charakte-
risierten FmdS (gi|12620135; Fraser et al., 2001) und 71 % zu einem in Methylophi-
lus methylotrophus charakterisierten Enzym (gi|3913682; Wyborn et al., 1994) auf. Zu
diesem Cluster gehoren auflerdem mehrere ABC-Transportsysteme (H16_B0073-0077)
sowie ein Zwei-Komponenten-Regulationssystem aus  Sensor-Histidin-Kinase

(H16_B0078) und Response Regulator (H16_B0079).

3.1.4.2.2.3 Ethanolamin-Ammonium-Lyase

Salmonella typhimurium wachst auf Ethanolamin als einziger Stickstoff- und Kohlen-
stoffquelle (Chang & Chang, 1975). Das Substrat wird durch die Ethanolamin-
Ammonium-Lyase, ein Vitamin B12-abhingiges Enzym, zu Ammonium und Acetalde-
hyd umgesetzt und durch die Acetaldehyd-Dehydrogenase (EC 1.2.1.10) weiter zu Ace-
tyl-Coenzym A abgebaut (Jones & Turner, 1984). Der Adenosyl-Cobalamin-Cofaktor
(Vitamin B12), wird in R. eutropha wahrscheinlich aus Zwischenprodukten syntheti-
siert, die aus dem Medium aufgenommen werden. Die dafiir notwendigen Gene sind auf
Chr.1 lokalisiert.

Eine potentielle Ethanolamin-Ammonium-Lyase aus R. eutropha ist auf Chr.2 in
einem Cluster aus drei Genen kodiert. Dieser Cluster setzt sich aus Genen fiir die grofle
und kleine Untereinheit des Enzyms (H16_B0096-0097) und fiir ein Membranprotein
zusammen (H16 _B0095), bei dem es sich moglicherweise um eine Permease handelt.
Grofle und kleine Untereinheit der Ethanolamin-Ammonium-Lyase zeigen 51 % und
36 % Sequenzidentitdt auf Proteinebene mit den in S. typhimurium LT2 charakterisier-
ten Proteinen (sp|P19265, sp|P19264; Faust et al., 1990) und noch stirkere Uberein-
stimmung zu den Untereinheiten aus Pseudomonas syringae DC3000 (tr|Q889M2,
sp|Q889M3) und R. solanacearum (tr|Q8XUQ?9, tr|Q8XURO).
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3.1.4.2.3 Alternative Phosphorquellen

Eine Reihe Gram-positiver und Gram-negativer Bakterien ist in der Lage, Phosphonate
abzubauen und als einzige Phosphatquelle zum Wachstum zu nutzen (Harkness, 1966).
Phosphonate bezeichnen organische Verbindungen von hoher chemischer Stabilitit, die
sich durch direkte, kovalente Bindungen zwischen Phosphor- und Kohlenstoffatomen
auszeichnen. Phosphonate werden in zunehmendem Mafle durch industrielle Prozesse
freigesetzt, beispielsweise iber Abwisser der Textil-Industrie (Nowack, 1998) und iiber
das Herbizid Glyphosat (Round up, Fa. Monsanto, USA), bei dem es sich um eines der
meistverbreiteten Herbizide weltweit handelt (Aspelin, 1997). Genauere Daten iiber
Phosphonat-Konzentrationen in der Umwelt liegen bisher nicht vor; aufgrund ihrer
chemischen Stabilitdt findet unter natiirlichen Bedingungen aber praktisch kein biologi-
scher Abbau diese Xenobiotika statt (Nowack, 2003). Deshalb besteht Interesse an den
genetischen Grundlagen des Phosphonat-Abbaus, der in verschiedenen Organismen un-
tersucht wurde (Chen et al., 1990; White & Metcalf, 2004).

In R. eutropha sind in einem Cluster auf Chr.2 acht Gene als ,,phosphonate meta-
bolism protein® annotiert: phnFGHIJKLM (H16 B1289-1282). Dieser Cluster weist
starke Ubereinstimmungen in Sequenz und Reihenfolge der Gene zu einem phn-Operon
auf dem Megaplasmid pSymB aus Sinorhizobium meliloti auf (Finan et al., 2001). In

R. solanacearum wurde kein phn-Operon identifiziert.

3.1.4.3 Synthese von Pyrroloquinolinquinon (PQQ)

Pyrroloquinolinquinon (PQQ) wurde zunéchst als Cofaktor einer bakteriellen Alkohol-
Dehydrogenase beschrieben (Salisbury et al., 1979). PQQ konnte in menschlicher Mut-
termilch (Mitchell et al., 1999) und als wichtiger Nahrungsbestandteil in Méusen nach-
gewiesen werden (Killgore et al., 1989). Da es dariiberhinaus Hinweise auf eine Rolle
von PQQ als Cofaktor im enzymatischen Abbau von Lysin in Sdugetieren gibt, wird ei-
ne Vitaminfunktion von PQQ auch fiir hdhere Organismen diskutiert (Kasahara & Kato,
2003).
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In Klebsiella pneumoniae wurden sechs Gene identifiziert, die an der Synthese
von PQQ beteiligt sind (Meulenberg et al., 1992); die Expression von vier Genen
(PqgACDE) wurde dagegen als hinreichend fiir die PQQ-Synthese in Acinetobacter cal-
coaceticus gezeigt. Davon ausgehend wurde spekuliert, da3 in K. pneumoniae mogli-
cherweise ein anderes Substrat das Ausgangsprodukt der PQQ-Synthese bildet (Goosen
etal., 1989).

Auf Chr.2 in R. eutropha ist ein Cluster aus vier Genen kodiert (H16 B1052-
1049), der starke Ubereinstimmungen in der Sequenz und der Organisation zu den
pqgBCDE-Operons aus Pseudomonas syringae (Buell et al., 2003), R.eutropha
JMP134 und Burkholderia xenovorans LB400 (beide DOE Joint Genome Institute)
zeigt. Das Gen pqgA, das in R. eutropha und anderen Organismen fehlt, kodiert fiir ein
kurzes Peptid von 23 Aminosduren, das wahrscheinlich als Vorldufer fiir die PQQ-
Biosynthese dient (Goosen et al., 1992). Uber die Funktion der potentiellen Endopepti-
dase PqqF aus Klebsiella pneumoniae (Meulenberg et al., 1992), dem zweiten fehlen-
den Gen in R. eutropha, gibt es keine weiteren Informationen. Stromabwarts vom pgq-
Operon, auf dem gegeniiberliegenden Strang, liegt ein Cluster aus drei CDSs, der fiir
ein potentielles Cytochrom ¢ (H16_B1048), eine potentielle PQQ-abhingige Alkohol-
Dehydrogenase (H16 _B1047) und eine Zink-abhéngige Metallhydrolase oder Glyoxyla-
se (H16_B1046) kodiert.

3.1.4.4 Kdp-ATPase

Kalium-Ionen spielen ein wichtige Rolle bei der Osmoregulation von Bakterien. Aus
diesem Grund besitzen Bakterien eine Reihe von Influx- und Efflux-Systemen zur Kon-
trolle der K'-Konzentration (Stumpe et al., 1996). In Escherichia coli wird das
kdpFABC-Operon unter K'-limitierenden Bedingungen und bei hoher Osmolaritit des
Mediums induziert (Rhoads et al., 1976). Es wird als eine Art Notfallsystem angesehen,
das eine K'-Versorgung garantiert, wenn eine ausreichende Aufnahme von Kalium-
Ionen durch andere Systeme nicht gewéhrleistet werden kann (Epstein, 2003). Die Ex-
pression des kdpFABC-Operons wird durch ein Zwei-Komponenten-Regulationssystem
kontrolliert (kdpDE), welches direkt stromabwérts identifiziert wurde (Walderhaug et
al., 1992).
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Das kdpABC-Operon kodiert fiir einen Enzymkomplex aus der Familie der P-Typ-
ATPasen, deren Mitglieder fiir den Membrantransport vieler Ionen verantwortlich sind
(Okamura et al., 2003). kdpF kodiert fiir ein kurzes Peptid, das wahrscheinlich eine sta-
bilisierende Funktion auf den Enzymkomplex ausiibt (Gassel et al., 1999).

In R. eutropha konnte ein KdpABCDE-Cluster auf Chr.2 identifiziert werden
(H16_B0898-0894), das einen hohen Grad an Konservierung in Sequenz und Organisa-
tion innerhalb der Bakterien aufweist. Stromaufwarts von kdpA ist in R. eutropha ein
Gen lokalisiert, das zwar keine Sequenzihnlichkeit zu kdpF aus E. coli aufweist, aber
ebenfalls fiir ein potentielles kurzes und hydrophobes Peptid kodiert. Ahnliche CDSs,
die keine Ubereinstimmung auf der Ebene der Proteinsequenz besitzen, aber fiir kurze
hypothetische Peptide von 30 bis 90 Aminoséduren Linge kodieren, weisen auch andere

kdp-Operons auf.

3.1.4.5 Begeilelung

Aufgrund von Unterschieden im Begeiflelungstyp wurde ein Teil der Ralstonia-Spezies,
zu dem auch R. eutropha und R. metallidurans gehoren, in dem neuen Genus Wautersia
zusammengefalit (Vaneechoutte et al., 2004). Wahrend R. solanacearum in unterschied-
lichen Quellen als unbeweglich (Coenye et al., 1999; De Baere et al., 2001) oder mit ein
bis vier Flagellen polar begeilelt beschrieben wurde (Krieg & Holt, 1984; Tans-Kersten
et al., 2001), besitzt R.eutropha eine peritriche Begeilelung (Davis et al., 1969;
Vaneechoutte et al., 2004). Innerhalb der Spezies Aeromonas hydrophila wurden unter-
schiedliche Stdmme charakterisiert, die sich &dhnlich wie R.eutropha und
R. solanacearum durch unterschiedliche Begeilelungstypen (polar und lateral) unter-
scheiden. In Mutationsversuchen konnte gezeigt werden, dafl die Deletion eines Gens
(flgN) die Bildung lateraler Flagellen reduziert, aber keinen Einfluf auf die allgemeine
Fahigkeit zur Fortbewegung durch polare Geilleln besitzt (Altarriba et al., 2003).
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Tab. 3.15: Flagellarapparat, verschiedene Gen-Cluster auf Chr.2.

Nr. CDS Gen Annotation

1 | H16_B0252 flhnB | flagellar biosynthetic protein FIhB

2 | H16_B0253 flhA | flagellar biosynthetic protein FIhA

3 | H16_B0254 flhF | flagellar biosynthetic protein FIhF

4 | H16_B0255 | motR | flagellar biosynthesis regulator

5 | H16_B0256 fliA | RNA polymerase sigma factor for flagellar operon (Sigma-28)
6 | H16_B0257 flhE | flagellar protein FIhE precursor

7 | H16_B0258 flgN | flagellar synthesis protein FIgN

8 | H16_B0259 | flgM | negative regulator of flagellin synthesis, anti-sigma factor

9 | H16_B0260 flgA | flagellar basal-body P-ring formation protein FIgA precursor
10 | H16_B0261 flgB | flagellar basal-body rod protein FigB

11 | H16_B0262 flgC | flagellar basal-body rod protein FIgC

12 | H16_B0263 flgD | basal-body rod modification protein FigD

13 | H16_B0264 flgE | flagellar hook protein FIgE

14 | H16_B0265 flgF | flagellar basal-body rod protein FIgF

15 | H16_B0266 | flgG | flagellar basal-body rod protein FIgG

16 | H16_B0267 flgH | flagellar L-ring protein precursor FigH

17 | H16_B0268 flgl | flagellar P-ring protein precursor Figl

18 | H16_B0269 flgd | peptidoglycan hydrolase (Muramidase FigJ)
19 | H16_B0270 flgK | flagellar hook-associated protein 1

20 | H16_B0271 flgL | flagellar hook-associated protein 3

1 | H16_B0567 fliL | flagellar protein FIiL

2 | H16_B0566 fliM | flagellar motor switch protein FliM
3 | H16_B0565 fliN | flagellar motor switch protein FIiN
4 | H16_B0564 flio | flagellar protein FIiO

5 | H16_B0563 fliP | flagellar protein FliP

6 | H16_B0562 fliQ | flagellar biosynthetic protein FIiQ

7 | H16_B0561 fliR | flagellar biosynthetic protein FliR

1 | H16_B2359 conserved hypothetical protein

2 | H16_B2360 flic | flagellin FliC

3 | H16_B2361 flaG | flagellar protein FlaG

4 | H16_B2362 fliD | flagellar hook-associated protein 2 (flagellar cap protein)
5 | H16_B2363 flis | flagellar protein FIiS

6 | H16_B2364 fliT | flagellar protein FIiT

7 | H16_B2365 | fliKl | flagellar hook-length control protein FIiK

8 | H16_B2366 | flnB2 | cytoplasmic domain of flagellar biosynthetic protein FIhB
9 | H16_B2367 fliE | flagellar hook-basal body complex protein FIiE

10 | H16_B2368 fliF | flagellar M-ring protein FliF

11 | H16_B2369 fliG | flagellar motor switch protein FIiG

12 | H16_B2370 fliH | flagellar assembly protein FliH

13 | H16_B2371 flil flagellum-specific ATP synthase (EC 3.6.3.14)

14 | H16_B2372 flid | flagellar protein FliJ

15 | H16_B2373 | fliK2 | putative flagellar hook-length control protein FliK

In R. eutropha ist der Flagellarapparat im wesentlichen in den flg-, flh- und fli-
Operons kodiert, die ausnahmslos auf Chr.2 lokalisiert sind (Tab. 3.15). Zu jedem dieser
Operons gibt es Entsprechungen auf dem Megaplasmid von R. solanacearum, die aller-

dings jeweils leichte Unterschiede in ihrer Anordnung aufweisen. Auffallende Abwei-
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chungen zwischen beiden Spezies konnten nur innerhalb des flg-Operons und dort be-
sonders in Bezug auf flgN festgestellt werden: Zwei Gene liegen in R. solanacearum
fragmentarisch vor (fIgAM; gi|17548562, gi|17548561), eines weist nur sehr geringe
Ahnlichkeit zu bekannten, homologen Genen auf (flgN; gi|17548560). FlgM bindet als
negativer Regulator den Flagellum-spezifischen Sigma-Faktor 628 und kontrolliert so
die Transkription der Flagellin-Gene (Kutsukake et al., 1994). Bei FIgA handelt es sich
wahrscheinlich ebenso wie bei FIgN um ein periplasmatisches Chaperon (Fraser et al.,
1999; Nambu & Kutsukake, 2000). FlgN aktiviert auerdem die Translation von flgM
(Karlinsey et al., 2000). Moglicherweise gehen phanotypische Unterschiede in der Form
der Begeiflelung zwischen R. eutropha und R. solanacearum im wesentlichen auf ein

einziges fehlendes Gen — flgN — in R. solanacearum zuriick.

3.1.4.6 Synthese von Sekundarmetaboliten

Bei der Annotation von Chr.2 aus R. eutropha konnten im Gegensatz zu Chr.1 einige
auffallend lange CDSs identifiziert werden, die iberwiegend in Clustern organisiert vor-
liegen und starke Ahnlichkeit zu Genen aus der Gruppe der pathogenen Proteobakterien
aufweisen. Wiéhrend eine genaue Annotation dieser Cluster aufgrund teilweise sehr
schwacher Konservierung der einzelnen CDSs erschwert wird, deuten Ahnlichkeiten
einzelner Gene auf Funktionen fiir den Sekundérmetabolismus hin, die beispielsweise in

der Biosynthese von Antibiotika und Toxinen liegen kdnnten.

3.1.4.6.1 Nicht-ribosomale Peptid-Synthetasen (NRPSs)

Nicht-ribosomale Peptid-Synthetasen (NRPSs) versetzen Mikroorganismen in die Lage,
strukturell vielfaltige Sekunddrmetabolite zu synthetisieren und dabei auch auf nicht-
proteinogene Aminosiuren zuriickzugreifen. Nicht durch Ribosomen synthetisierte Pep-
tide konnen cyklische Peptid-Grundgeriiste enthalten und sind als Antibiotika, Immun-
suppressiva und Anti-Tumor-Reagenzien von groflem pharmazeutischen Interesse
(Schwarzer & Marahiel, 2001). NRPSs werden modulartig aus repetitiven katalytischen
Einheiten aufgebaut, die innerhalb einer CDS oder auf mehrere Gene verteilt vorliegen

konnen (Guenzi et al., 1998). Die Reihenfolge der katalytischen Einheiten hat dabei
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entscheidenden EinfluB3 auf die Spezifitit und Reihenfolge der verkniipften Peptide
(Stein et al., 1996).

) e o

Abb. 3.20: Cluster einer Nicht-ribosomalen Peptid-Synthetase auf Chr.2. Die Nummerie-
rung der CDSs bezieht sich auf Tab. 3.16.

Tab.3.16: Zusammenhangender Gen-Cluster fir eine Nicht-ribosomale Peptid-
Synthetase auf Chr.2. Ahnlichkeiten nach BLAST-Vergleich gegen NCBI.
Nr CDS Linge Pathway [P], Annotation [A], Ahnlichkeit
' [AA] Domaénen [D] [NCBI-BLAST]
Pseudomonas
1 | H16_B1692 474 | A: putative aminotransferase (EC 2.6.1.-) aeruginosa
gi|11351184
2 | H16_B1691 277 | D: COG2091, Sfp, phosphopantetheinyl transferase ;:ggg?ggﬁ violaceus
D: COG3208, GrsT, predicted thioesterase involved in Azotobacter vinelandii
3 | H16_B1690 272 non-ribosomal peptide biosynthesis. gi|23106240
4 | H16 B1689 68 D: pfam03621, MbtH, found in the MbtH protein, as well | Pseudomonas syringae
- as in antibiotic synthesis protein NIKP1. tr|Q884F6
D: Fragment von COG2175, TauD, probable taurine Pseudomonas putida
5 | H16_B1688 353 catabolism dioxygenase. gi|24985933
D: COG1020, EntF, non-ribosomal peptide synthetase Erwinia carotovora
6 | H16_B1687 | 3094 modules and related proteins. tr|Q6D738
. : . Pseudomonas
7 | H16_B1ege | 1031 | D: ©OS1020, EntF, non-ribosomal peptide synthetase | g orescens
P : gi|48731888
D: COG1020, EntF, non-ribosomal peptide synthetase Pseudomonas putida
8 | H16_B1685 | 2008 modules and related proteins. gi|82736876
D: COG1020, EntF, non-ribosomal peptide synthetase | Nostoc sp.
9 | H16_B1683 | 1075 modules and related proteins. gi|6563399
D: COG4615, PvdE, ABC-type siderophore export Salmonella enterica
10 | H16_B1682 560 system, fused ATPase and permease components gi|29141115
. . : . Rhizobium
11 | H16_B1681 | 366 gée??aiégl%rf;'g;'gr:acletﬁgtr:i’;fsferases’ including N-- | | quminosarum
y P gi|15072886
e . . Pseudomonas
12| e e | oo |t tonnbens i itaray | Muorscens
: ¥9 191 gi|23062336
. . Pseudomonas
15 | Wio_sters | 70 | : COCHTIS FIUE, our membra eeptoror e | vy
prog gi|15599417
. , . Bordetella
14 | H16_B1677 543 géﬂzg(r)]?‘;QZ%tgrl]JF%?, uncharacterized iron-regulated bronchiseptica
P gi|33602579
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In R. eutropha ist eine potentielle NRPS in einem ca. 36 kbp gro3en Operon aus
14 Genen auf Chr.2 kodiert (Tab. 3.16; Abb. 3.20). Die einzelnen Gene dieses Operons
zeigen unterschiedlich starke Ahnlichkeit zu Datenbankeintriigen fiir Untereinheiten
von NRPSs aus verschiedenen Organismen, insbesondere aus Pseudomonas-Spezies.
Ausschlieflich auf Basis von Sequenzvergleichen ist eine Bestimmung der Spezifitit
einer NRPS zur Zeit noch nicht méglich. Auffallend ist aber die Ahnlichkeit einzelner
CDSs zu Genen, die im Zusammenhang mit der Biosynthese von Siderophoren charak-
terisiert wurden:
1. H16 B1692 zeigt Ahnlichkeit zu einem Gen auf dem Megaplasmid pSymA aus
Sinorhizobium meliloti, das im Zusammenhang mit der Synthese von Rhizobac-
tin 1021 charakterisiert wurde (Lynch et al., 2001).
2. H16_B1679 weist auf Proteinebene Ubereinstimmungen zu einem spezifischen
Rezeptor fiir das Siderophor Pseudobactin m114 aus Pseudomonas sp. M114 auf
(Morris et al., 1994).

3.1.4.6.2 Potentielle Toxine

Auf Chr.2 von R. eutropha sind sechs weitere Cluster lokalisiert, deren Annotation auf
eine mogliche toxische Funktion hinweist. Fiinf Cluster, die in Zusammensetzung und
Lange der enthaltenen Gene variieren, lassen sich der porenbildenden Familie der RTX-
Toxine zuordnen (siche 3.1.4.6.2.1). Zu dieser Familie gehdren unter anderem das RTX-
Toxin aus Vibrio cholerae (Lin et al., 1999) und das Hédmolysin aus Escherichia coli
(Felmlee et al., 1985). Ein weiterer Cluster, zu dem die ldngste iberhaupt identifizierte,
potentiell kodierende Sequenz in R. eutropha gehort, umfafit drei Gene aus der toxin
complex (tc) - Familie (siehe 3.1.4.6.2.2). Gene dieser Familie kodieren fiir insektizidale

Toxine und wurden in Photorhabdus luminescens charakterisiert (Bowen et al., 1998).

3.1.4.6.2.1 RTX-Toxine

Exotoxine aus der Familie der RTX-Toxine [repeats-in-toxin] spielen eine wichtige
Rolle bei der Virulenz vieler menschlicher und tierischer Gram-negativer Pathogene

(Welch et al., 1992; Welch et al., 1995). Von diesen Organismen werden sie durch spe-
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zifische Sekretionssysteme abgegeben und bilden Poren in eukaryotischen Zellen, die
auf diesem Weg lysiert werden. Bei dem bestuntersuchten RTX-Toxin handelt es sich
um ein Hamolysin aus E. coli (Hly), das mit extraintestinalen Infektionen in Verbin-
dung gebracht wird (Felmlee et al., 1985). Gemeinsamkeiten aller RTX-Toxine sind die
post-translationale Reifung, eine C-terminale Ca’"-Bindedomine, die sich aus Glycin-
reichen, sauren Nonapeptid-Wiederholungen zusammensetzt und ein Export via Typ I
Sekretionssystem (TISS) (Welch, 2001). Typischerweise sind RTX-Operons in der
Form rtxCABD organisiert, in der rtxC fiir das Aktivatorprotein, rtxA fiir das Toxin
selbst und rtxBD fiir Komponenten des Sekretionssystems kodieren (Felmlee et al.,
1985; Glaser et al., 1988). Eine weitere Komponente dieses spezifischen Sekretions-
systems ist in tolC kodiert, das jedoch in den meisten Féllen nicht im gleichen Operon
lokalisiert ist wie die rtx-Gene (Wandersman & Delepelaire, 1990). Im {ibrigen besitzt
nicht jedes Toxin ein eigenes Sekretionssystem, sondern nutzt gegebenenfalls

Komponenten, die in anderen Operons kodiert sind (Chang et al., 1991).

rtxA rtxB > tolC >
rexB2 > ItxA2 > tolC2 >

Abb. 3.21: Verschiedene potentielle Gen-Cluster aus der RTX-Familie auf Chr.2. Numme-
rierungen der Gene verweisen auf Tab. 3.17.

Das Genom von R. eutropha enthilt zwei potentielle Cluster, die fiir Proteine aus der
Familie der RTX-Toxine kodieren. Darunter befindet sich jedoch wahrscheinlich kein
funktionelles rtx-Operon, da kein intaktes Gen fiir das Aktivatorprotein rtxC
identifiziert werden konnte (Abb. 3.21; Tab. 3.17). Das einzige vorhande rtxC-Analog
(H16_B2309, Cluster 1) enthilt einen Frameshift und liegt deshalb als unvollstindiges
Fragment vor. Von zwei potentiellen rtxA-Genen, weist nur H16_B0692 (Cluster 2) die
fiir RTX-Toxine typischen Nonapeptid-Wiederholungen auf, mittels derer RTX-Toxine
im allgemeinen charakterisiert werden (Welch et al., 1995). Hinsichtlich der
Reihenfolge der Gene weichen beide rtx-Operons sowohl voneinander als auch von der
iiblicherweise  beschriebenen  Reihenfolge der rtx-Gene  (rtxCABD)  ab.

Interessanterweise sind in R. eutropha alle identifizierten tolC-Analoge innerhalb der
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rtx-Operons kodiert — eine Organisationsform, die bisher nur fiir Bordetella pertussis
beschrieben wurde (Laoide & Ullmann, 1990).

Tab. 3.17: Potentielle RTX-Toxine, verschiedene Gen-Cluster auf Chr.2.

Nr. CDS Linge| Gen Annotation Besonderheit
[AA]
Cluster 1:
1 |H16_B2313 | 2426 | rtxA |RTX toxin exported protein
2 |H16_B2312 731 rtxB | ABC-type RTX toxin transporter,
ATPase and permease components
3 |H16_B2311 445 rtxD | RTX toxin membrane fusion protein Frameshift
4 |H16_B2310 320 tolC | outer membrane protein TolC precursor Frameshift
5 |H16_B2309 150 rtxC | RTX toxin activating acyltransferase Frameshift
Cluster 2:
6 |H16_B0690 730 | rtxB2 | ABC-type RTX toxin transporter, ATPase
and permease components
7 |H16_B0691 462 | rtxD2 | RTX toxin membrane fusion protein
8 |H16_B0692 | 1552 | rtxA2 | RTX toxin exported protein
9 |H16_B0693 450 | tolC2 |outer membrane protein TolC precursor

3.1.4.6.2.2 Tc-Toxine

Die toxin complex (tc)-Gene aus Photorhabdus luminescens kodieren fiir hochmolekula-

re Toxine mit oralem Wirkmechanismus gegen Insekten (Bowen et al., 1998). Durch

Expression von tcdA aus Photorhabdus luminescens ssp. akhurstii W14 konnte transge-

nen Arabidopsis-Pflanzen eine Resistenz gegen Raupen des Modellinsekts Manduca

sexta vermittelt werden (Liu et al., 2003). In E. coli konnte die Toxizitdt von TcdA

durch Koexpression von tcdAl mit tcdB1 und tccC1 gesteigert werden. Diese sogenann-

ten Potentiatoren verleihen auBlerdem in E. coli einem weiteren Tc-Protein Toxizitét,

das sonst keine eigene toxische Wirkung zeigt (TcaAB; Waterfield et al., 2001).

a) _:'I>—< H16 B1353
b) IENEEEEZERR{ teoCZ > fcdA

Abb. 3.22: Tc-Toxin-Cluster auf Chr.2. a) Cluster aus drei Genen von Chr.2. b) Cluster aus
Photorhabdus luminescens (Waterfield et al., 2001). Ubereinstimmende Sequenzbereiche sind
durch gleiche Farben gekennzeichnet.

—

e
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Zu den Genen fiir das Tc-Toxin TcdAl und die Potentiatoren TcdB1 und TccCl
konnten analoge CDSs in einem Cluster auf Chr.2 identifiziert werden (Abb. 3.22). Im
Gegensatz zu Photorhabdus luminescens sind TcdB und TccC in R. eutropha aber in-
nerhalb einer einzigen CDS kodiert (H16_B1352), die N-terminale Ahnlichkeit zu tcdB
und C-terminale Ahnlichkeit zu tccC aufweist. DaB es sich bei dem in R. eutropha iden-
tifizierten Gen aller Wahrscheinlichkeit nach um eine echte kodierende Sequenz han-
delt, wird durch die Existenz einer CDS in Pseudomonas syringae CD3000 bestatigt,
die zwar eine geringe Identitét auf Proteinebene (29 %), aber eine dhnliche Lénge wie
H16 B1352 zeigt (tr|Q87X46; Buell et al., 2003). Bei tcdA (H16_B1353), dem zweiten
potentiellen tc-Gen aus R. eutropha, handelt es sich um die gré3te in R. eutropha identi-
fizierte CDS tiberhaupt (3395 AA). Dieses Gen weicht in Sequenz und Linge insbeson-
dere des N-Terminus von allen bisher gefundenen tc-Genen ab. Obwohl inzwischen ge-
zeigt wurde, dafl tc-Gene unter Gram-negativen Bakterien weit verbreitet sind
(Waterfield et al., 2001), existieren in den Datenbanken keine Eintrige anderer [3-
Proteobakterien mit signifikanter Ahnlichkeit zu den potentiellen tc-Genen aus

R. eutropha.
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3.1l Das Methanosphaera stadtmanae-Genomprojekt

Der zweite Teil dieser Arbeit beschéftigt sich mit dem Methanosphaera stadtmanae-
Genomprojekt. Methanogene Archaeen gehoren einer Doméne des Lebens an, die sich
sowohl auf physiologischer als auch auf genetischer Ebene von den Bakterien unter-
scheidet, zu denen Ralstonia eutropha H16 gehort. Trotzdem stellte die Bearbeitung des
Msp. stadtmanae-Genomprojektes keine grundsitzlich verdnderten Anforderungen, so
daB — wie im folgenden gezeigt werden soll — die im Laufe des ersten Teils dieser Ar-
beit gewonnenen Erfahrungen fiir die Optimierung der Sequenzierung und Sequenzana-
lyse des Msp. stadtmanae-Genoms genutzt werden konnten. Der Vergleich der beiden
Projekte zeigt zudem, dafl dhnliche Methoden der Bearbeitung und Analyse eines Ge-
noms auf vollig unterschiedliche Organismen angewandt werden kdnnen und dabei zu

sehr charakteristischen Ergebnissen fiihren.

3.11.1 Sequenzierung und Annotation

3.11.1.1 Strategieanpassung

Fiir die Sequenzierung von Msp. stadtmanae wurde die Strategie aus dem R. eutropha-
Genomprojekt in zwei wesentlichen Punkten veridndert:

1. Das Projekt wurde auf eine Plasmid-Genbank mit kurzer Insertlinge beschrinkt.
Durch die geringe GroBBe des Genoms (1.8 Mbp), das sich zudem auf ein einzi-
ges Replikon beschriankt, konnte auf die strukturierende Funktion einer Cosmid-
Genbank verzichtet werden.

2. Durch eine im Verhéltnis zur GenomgroBe erhohte Anzahl an Sequenzldufen
wurde die Sequenzabdeckung des Genoms schon in der Rohsequenzierungspha-
se gesteigert. Damit konnte einerseits die Contiganzahl gesenkt und andererseits
die Qualitit des Datensatzes verbessert werden, so daf} der Zeitaufwand fiir Lii-

ckenschluB3 und Editierung der Consensus-Sequenz minimiert wurde.
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3.11.1.2 Rohsequenzierung

Rechnerisch ergibt sich bei einer GenomgroBle von 1.8 Mbp, einer angestrebten Se-
quenzabdeckung von sieben und einer durchschnittlichen Sequenzldnge von 700 bp ein
Bedarf von 18 000 Sequenzldufen (siehe 3.1.1.2). Lander & Waterman (1988) haben ei-
ne Formel vorgeschlagen, die die Wahrscheinlichkeit (P) angibt, mit der eine beliebige
Base des Genoms nicht sequenziert wurde — in Abhéngigkeit von der Genomgrdfie (L),

der Anzahl der Sequenzliufe (N) und der durchschnittlichen Sequenzliange (w):

Daraus berechnet sich die Anzahl der Contigs in Abhéngigkeit von der Anzahl der Se-
quenzldufe durch P * N.

Aus dem Vergleich der Lander-Waterman-Vorhersage mit der tatsichlichen An-
zahl von Contigs bzw. Sequenzliicken, die nach verschiedenen Zwischen-
Assemblierungen erreicht wurden, konnte der Verlauf der Rohsequenzierung bewertet
werden (Abb. 3.23). Die Anzahl der Sequenzliicken verringerte sich dabei zunichst
deutlich langsamer als berechnet und erreichte erst ab ca. 18 000 Sequenzldufen ein Mi-
nimum. Die Ursache hierfiir liegt wahrscheinlich darin begriindet, dal3 es wihrend einer
Genbankherstellung niemals zu einer vollkommenen, statistischen Verteilung des Ge-
noms auf die rekombinanten Plasmide kommt, sondern einzelne Bereiche des Genoms
iber- oder unterrepriasentiert werden. Zudem neigen homologe Sequenzabschnitte bzw.
Sequenzldufe schlechter Qualitdt wéihrend der automatischen Rohassemblierung zur
Bildung von Fehlassemblierungen. Bei einer Contiganzahl von 195, die sich aus insge-
samt 20 186 assemblierten Sequenzlidufen zusammensetzten, wurde die Rohsequenzie-
rungsphase beendet und mit der Editierung der Consensus-Sequenz und dem Liicken-

schluB3 begonnen.
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1000
900 +
800 -
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600 -
500 -
400 -

300 -

Sequenzliicken

200 A

100 -

0 5.000 10.000 15.000 20.000

Anzahl der Sequenzlaufe

Abb. 3.23: Verlauf der Rohsequenzierungsphase und Vorhersage nach Lander & Water-
man (1988). Schwarz Linie, Vorhersage der Sequenzllicken in Abhangigkeit von der Anzahl der
Sequenzlaufe nach Lander-Waterman; rote Punkte, tatsachliche Anzahl der Sequenzliicken; ro-
te Linie, Interpolation.

3.11.1.3 Editierung des Rohdatensatzes

Wihrend der ersten Editierung, die von Dr. A. Henne (G6ttingen Genomics Laboratory)
durchgefiihrt wurde, konnte von der hohen Abdeckung (8.34) des Genoms durch Se-
quenzlidufe von sehr guter Qualitit und hoher Durchschnittslinge (737 bp) profitiert
werden. Vor Beginn der Editierung wurden mit der Gap4-Funktion Find Internal Joins
alle Contig-Enden miteinander abgeglichen und bereits einige Sequenzliicken geschlos-
sen. Wihrend der Editierung wurden problematische Bereiche durch Wiederholung ein-
zelner Sequenzldufe und durch Primerwalkings auf Plasmid-Inserts abgesichert. An den
Enden der Contigs wurden hierzu spezifische Primer abgeleitet, um durch Walkings auf
Plasmidbriicken verbliebene Sequenzliicken zu schlieBen (siehe 2.11.1).

Parallel dazu wurden auffillige Fehlassemblierungen aufgeldst bzw. zur spéteren

Bearbeitung markiert (rRNA-Operons; siehe 3.11.1.5). Auf diese Weise konnte die Zu-
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verldssigkeit des Datensatzes innerhalb kurzer Zeit erhoht und die Anzahl der Contigs

grofBer 3 kbp von 117 auf 53 verringert werden.

3.11.1.4 Lackenschluf

Nach der ersten Editierung des Rohdatensatzes wurde eine genomweite Vorhersage der
kodierenden offenen Leseraster (CDSs) mit YACOP durchgefiihrt (siche 2.13.1). Die
resultierenden CDSs wurden in ERGO annotiert (siche 2.13.3). Aus dem Vergleich der
Annotationen von CDSs der Contig-Enden von Msp. stadtmanae mit den Annotationen
bereits vollstindig sequenzierter Organismen konnten zusitzliche Informationen iiber
die Reihenfolge der Contigs im Genom gesammelt werden (sieche 2.11.2.2).
Erwartungsgemill wies Msp. stadtmanae dabei die groBten Ubereinstimmungen in
Sequenz und Anordnung der Gene zu Methanothermobacter
thermautotrophicus str. Delta H (Smith et al., 1997) auf. Mit den verbliebenen Contigs
wurden Multiplex-PCRs durchgefiihrt, d.h. verschiedene Primer in mehreren Ansétzen

vereinigt und in allen mdglichen Varianten miteinander kombiniert (siehe 2.11.3).

3.11.1.5 Identifikation von zwei Varianten eines ribosomalen Operons

Das Genom von Msp. stadtmanae enthilt ein ribosomales RNA-Operon, dessen Se-
quenz zundchst nicht eindeutig aufgeldst werden konnte. Unklarheit herrschte {iber den
C-Terminus der 23S rRNA dieses Operons, der je nach Sequenzlauf entweder vollstén-
dig oder um ca. 900 bp verkiirzt vorlag (Abb. 3.24). Beide Versionen wurden sowohl
durch Sequenzldufe aus der Rohsequenzierung der Genbank als auch durch Primerwal-
kings auf PCR-Produkten gestiitzt, die mit insgesamt fiinf verschiedenen, spezifischen
Primerkombinationen amplifiziert worden waren. Deshalb wurde untersucht, ob es sich
bei der genomischen DNA, die fiir die Genbank-Herstellung und die PCR-
Amplifikationen verwendet wurde, moglicherweise um ein uneinheitliches Gemisch aus
genotypisch unterschiedlichen Msp. stadtmanae-Zellen handelte. Hierzu wurde chromo-
somale DNA aus verschiedenen Kulturen von Msp. stadtmanae isoliert, die zu unter-
schiedlichen Zeitpunkten zwischen 2002 und 2005 aus jeweils frisch bezogenen Zellen

der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Braun-
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schweig (DSMZ) angezogen worden waren. Mit Hilfe von PCR-Amplifikationen konn-
te gezeigt werden, daf} die kiirzere Variante der 23S rRNA erst ab 2003 innerhalb der
Zellkulturen der DSMZ auftauchte und seitdem beide Varianten in einem Gemisch vor-
lagen. Da durch die deutliche Verkiirzung der 23S rRNA von einem Funktionsverlust
des Gens ausgegangen werden muf3, wurde die kiirzere Variante als Deletionsmutante
gewertet und das vollstdndige 23S rRNA-Gen der ldngeren Variante dem Wildtyp-

Stamm zugewiesen.

3.11.1.6 Vorhersage und Annotation kodierender Sequenzen

Aufgrund des niedrigen G+C-Gehaltes des Msp. stadtmanae-Genoms (siche 3.11.2.1)
liegen die A/T-reichen STOP-Codons (TAA, TAG, TGA) statistisch gehéduft vor. Da-
durch wird einerseits die Anzahl zufilliger, artifizieller offener Leserrahmen (ORFs)
drastisch reduziert und andererseits durch die stark begrenzte Linge der kodierenden
ORFs eine zuverldssigere Vorhersage der START-Codons moglich. Die CDS-
Vorhersage wurde mit YACOP durchgefiihrt (siehe 2.13.1). Aufgrund der geringen
GroBe und der relativ homogenen Struktur des Msp. stadtmanae-Genoms lieferte diese
Vorhersage cine gute Grundlage fiir die anschlieBende manuelle Annotation in ERGO,
die am Max-Planck-Institut fiir terrestrische Mikrobiologie in Marburg von H. Seedorf
durchgefiihrt wurde. Als besonders hilfreich fiir die Annotation erwies sich wiederum
der Sequenzvergleich mit Methanothermobacter thermautotrophicus str. Delta H (Smith
etal., 1997).
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3.11.2 Sequenzanalyse

3.11.2.1 Allgemeine Eigenschaften

Methanosphaera stadtmanae besitzt ein relatives kleines Genom, das in einem einzigen
Replikon von 1 767 405 bp Linge organisiert ist (Abb. 3.25). Tab. 3.18 gibt eine Uber-
sicht iiber einige allgemeine Eigenschaften des Genoms im Vergleich zu Mth. thermau-
totrophicus str. Delta H (Smith et al., 1997). Alle Angaben, die im folgenden zu diesem
Organismus gemacht werden, beziehen sich, soweit nicht anders vermerkt, auf diese

Veroffentlichung.

Tab. 3.18: Aligemeine Eigenschaften des Msp. stadtmanae-Genoms im Vergleich zu Mth.
thermautotrophicus.

_Eigenschaft Msp. stadtmanae Mth. therm.
Lange [bp] 1767 405 1751377
G+C-Gehalt [%] 28 49
Anteil der kodierenden Sequenz [%)] 84 a0
CDSs 1545 1855
ribosomale RNA-Operons 4 2
tRNAs (+ potentielle tRNAs) 38 (+2) 39 (+2)
Proteine unbekannter Funktion [%] 34 k.A.
Hypothetische Proteine [%] 26 27
Konservierte hypothetische Proteine [%] 12 k.A.

Im Genom von Msp. stadtmanae konnten 1545 CDSs identifiziert werden, die ei-

nen Anteil von ca. 84 % an der Gesamtsequenz einnehmen. Davon konnte fiir mehr als
ein Drittel (34 %) keine direkte Funktion abgeleitet werden, da in den Vergleichsdaten-
banken bisher keine Proteine dhnlicher Sequenz verdffentlicht wurden ("hypothetical
proteins": 26 %) bzw. iiber dhnliche Proteine keine weiteren Informationen vorliegen
("conserved hypothetical proteins": 12 %).
Msp. stadtmanae kodiert fiir vier ribosomale RNA-Operons, von denen die Operons 2, 3
und 4 starke Ubereinstimmungen zeigen, aber deutlich von Operon 1 abweichen
(Abb. 3.24). Die drei dhnlichen Operons enthalten etwa gleich lange rRNA-Gene und
kodieren zwischen der 16S rRNA und 23S rRNA fiir eine Alanin-tRNA. Demgegeniiber
liegen in Operon 1 die 16S rRNA und 5S rRNA um ca. 20 % verkiirzt vor; die Alanin-
tRNA im intergenischen Bereich zwischen 16S rRNA und 23S rRNA fehlt.
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Ein Teil der genomischen DNA, die aus Zellkulturen der DSMZ, Braunschweig
isoliert wurde, enthilt ein verkiirztes Operon 2, dessen 23S rRNA eine C-terminale De-

letion von 919 bp aufweist (siehe 3.11.1.5).

a) Operon 1

58
Sz -

b) Operon 2

Ala
— |73

c) Operons 3+4

Ala 5S
. = =

Abb. 3.24: Ribosomale RNA-Operons im Genom von Msp. stadtmanae. Die Nummerierung
der erfolgte ausgehend vom Replikationsursprung im Uhrzeigersinn. Rot, 16S rRNA; gelb, 23S
rRNA; blau, 5S rRNA; griin, Alanin-tRNA.

Mit 28 % liegt der G+C-Gehalt in Msp. stadtmanae deutlich niedriger als in Mth.
thermautotrophicus (41 %). Wie in Abb. 3.25 kommt es dabei innerhalb der Genomse-
quenz von Msp. stadtmanae zu starken Schwankungen, die von den kodierenden Eigen-
schaften der Sequenz beeinflufit werden:

1. Der G+C-Gehalt der kodierenden Sequenz (29.2 %) ist in Msp. stadtmanae ho-
her als der G+C-Gehalt der Gesamtsequenz (28 %).

2. Stromaufwirts von einem cdc6-Gen, das mit dem potentiellen Replikation-
sursprung assoziiert wird (siehe 3.11.2.2), weist der G+C-Gehalt ein lokales Mi-
nimum auf.

3. Die vier ribosomalen RNA-Operons zeigen mit ca. 43 % G+C-Gehalt die mit
Abstand hochsten Werte des gesamten Genoms.

4. Bereiche von abweichendem, insbesondere erhohtem G+C-Gehalt fallen mit
solchen Gen-Clustern zusammen, die anhand einer SIGI-Vorhersage als potenti-

ell hochexprimierte Gene identifiziert wurden (siche 3.11.2.3).



ERGEBNISSE KAPITEL 3

o Skalierung

wmnnr it CDSs

[y Gene der Methanogenese

L Hoch-exprimierte Gene
L RNA-Gene

Abb. 3.25: Schematische Darstellung des Genoms von Msp. stadtmanae. Von innen nach
aullen werden folgende Eigenschaften dargestellt: 1. Rote Balken, RNA-Gene, d.h. rRNA-
Operons und tRNA-Gene; schwarze Balken, cdc6-Gene. Von der Linie aus nach aullen wei-
sende Balken stehen flr Gene, die in Richtung des Uhrzeigersinns kodiert sind. 2. Schwarze
Linie, G+C-Gehalt. Bereiche niedrigen G+C-Gehaltes weichen vom Durchschnitt nach Innen ab.
3. Griine Balken, potentiell hochexprimierte Gene nach SIGI-Vorhersage (siehe 3.11.2.3). Stran-
gunabhangige Darstellung. 4. Violette Balken, CDSs fir Enzyme der Methanogenese; orange
Balken, CDSs fur Enzyme der Methanogenese aus Methanol. Strangunabhangige Darstellung.
5. Blaue Balken, CDSs in Richtung gegen den Uhrzeigersinn; gelbe Balken, CDSs in Richtung
des Uhrzeigersinns. 6. Skalierung ausgehend vom Replikationsursprung in Basenpaaren.
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3.11.2.2 Replikationsursprung

Wenig ist bisher iber Mechanismen bekannt, die zur Initiation der Replikation in Ar-
chaeen fiihren. Allerdings konnte liber komparative Genomanalysen eine grundséatzliche
Ahnlichkeit in Prozessen der Informationsverwaltung zwischen archaeellen und euka-
ryotischen Systemen nachgewiesen werden (Olsen & Woese, 1997). Im Gegensatz zu
Prokaryoten mit einem singuldren und Eukaryoten mit mehreren Replikationsurspriin-
gen scheint die Verteilung der Anzahl der Replikationsurspriinge innerhalb der Ar-
chaeen uneinheitlich zu sein. Wihrend verschiedene Untersuchungen — unter anderem.
tiber die Analyse des kumulativen GC-Skews — einen einzigen Replikationsursprung in
Mth. thermautotrophicus und Pyrococcus horikoshii nahelegen (Lopez et al., 1999; Ro-
cha et al., 1999), wurden in zwei Sulfolobus-Spezies drei chromosomale Replikation-
surspriinge in vivo nachgewiesen (Lundgren et al., 2004). Lundgren et al. zeigten zu-
dem, daB zwei der Replikationsurspriinge in direkter Nachbarschaft von cdc6-Genen
liegen. Cdc6-Faktoren wird in Archaeen dhnlich wie in Eukaryoten eine Funktion bei
der Initiation der Replikation durch Bindung des minichromosome maintenance com-
plex (MCM) zugeschrieben (De Felice et al., 2004).

Eine kumulative GC-Skew-Analyse des Genoms von Msp. stadtmanae weist mit
einem relativ klar begrenzten globalen Minimum auf nur einen Replikationsursprung
hin, der in einen intergenischen Bereich neben der CDS fiir ein potentielles cdc6-Gen
fallt (Msp _0001; Abb. 3.25, Abb. 3.26). In unmittelbarer Nachbarschaft davon liegen
Gene fiir die kleine Untereinheit der DNA-Polymerase II (EC 2.7.7.7; Msp_1584), zwei
Helikasen (Msp 0005, Msp 0007) und zwei Gene aus der Cobalamin-Biosynthese
(Msp_1587, Msp_1588; chiBG; Roth et al., 1993). Ein weiteres cdc6-Homolog, in des-
sen Nachbarschaft sich jedoch keine ldngeren intergenischen Bereiche befinden, ist et-
wa 800 kbp entfernt auf dem Chromosom kodiert (Abb. 3.25). Da sowohl die kumulati-
ve GC-Skew-Analyse als auch die Nachbarschaft des zweiten cdc6-Homologs keine
Anzeichen fiir einen weiteren Replikationsursprung beinhalten, wird nach gegenwdérti-
gem Kenntnisstand von einem singuldren Replikationsursprung im Genom von

Msp. stadtmanae ausgegangen.
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Abb. 3.26: Kumulative GC-Skew-Analyse des Msp. stadtmanae-Genoms nach Grigoriev
(1998).

3.11.2.3 Potentiell hochexprimierte Gene

Das Programm SIGI (Merkl, 2004) identifiziert mit Hilfe der Codon Usage nicht nur
sogenannte Fremdgene (siehe 3.1.3.2), sondern auch potentiell hochexprimierte Gene
(siehe 2.15). Beide Gruppen von Genen werden durch Abweichungen von der durch-
schnittlichen Codon Usage charakterisiert (Merkl, 2003). Uber Untersuchungen der Co-
don Usage in prokaryotischen Genomen werden typischerweise Gene als hochexpri-
miert charakterisiert, die fiir ribosomale Proteine, Transkriptions- und Translations-
Faktoren, Chaperone und Enzyme des Basis-Energiestoffwechsels kodieren (Karlin &
Mrazek, 2000).

Durch eine SIGI-Vorhersage auf Grundlage des Msp. stadtmanae-Datensatzes
wurden 39 CDSs identifiziert, deren Codon Usage eine liberdurchschnittlich gute Adap-
tation aufweist (Tab. 3.19; Abb. 3.25). Gemessen daran, dal3 ca. ein Drittel aller CDSs
in Msp. stadtmanae nicht funktionell annotiert werden konnte (siehe 3.11.2.1), kodieren
wenig potentiell hochexprimierte CDSs fiir hypothetische Proteine unbekannter Funkti-

on (<10 %).
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Tab. 3.19: Potentiell hochexprimierte Gene im Genom von Msp. stadtmanae nach SIGI-
Vorhersage. Positionsangaben ausgehend vom Replikationsursprung im Uhrzeigersinn.

CDS Position Annotation
[kbp]

Msp_0114 129 thermosome, subunit beta (thsB)
Msp_0122 138 archaeal histone
Msp_ 0182 226 methylcobalamin:coenzyme M methyltransferase 4 (mtaA4)
Msp_ 0184 228 methanol:cobalamin methyltransferase 3 (mtaB3)
Msp_0185 229 methanol corrinoid protein 3 (mtaC3)
Msp_0186 231 methanol:cobalamin methyltransferase 2 (mtaB2)
Msp_0187 232 methanol corrinoid protein 2 (mtaC2)
Msp_0189 235 methanol corrinoid protein 1 (mtaC1)
Msp_0198 245 DNA/RNA-binding protein AIbA (albA)
Msp_0251 310 putative thiamine biosynthesis protein 2 (thiC2)
Msp_0314 372 F420-non reducing hydrogenase, subunit delta (mvhD1)
Msp_0315 373 F420-non reducing hydrogenase, subunit gamma (mvhG)
Msp_0316 374 F420-non reducing hydrogenase, subunit alpha (mvhA)
Msp_ 0318 378 methyl-coenzyme M reductase I, subunit B (mrtB)
Msp_ 0320 379 methyl-coenzyme M reductase Il, subunit G (mrtG)
Msp_0321 380 methyl-coenzyme M reductase I, subunit A (mrtA)
Msp_0330 391 hypothetical protein
Msp_0409 471 hypothetical conserved protein
Msp_ 0633 742 50S ribosomal protein L7Ae (rpl7Ae)
Msp_0675 786 conserved hypothetical protein
Msp_0818 950 methanol corrinoid protein 4 (mtaC4)
Msp_0819 951 methanol:cobalamin methyltransferase 4 (mtaB4)
Msp_0886 1014 508 ribosomal protein L15P (rpl15p)
Msp_1013 1160 heterodisulfide reductase, subunit B1 (hdrB1)
Msp_1014 1160 heterodisulfide reductase, subunit C1(hdrC1)
Msp_1139 1311 A1AQ0 ATPase, subunit K (ahaK)
Msp_1141 1314 A1A0Q0 ATPase, subunit H (ahaH)
Msp_1174 1344 50S ribosomal protein L37e (rpl37e)
Msp_1243 1412 50S ribosomal protein L15e (rpl15e)
Msp_1253 1420 508 ribosomal protein L37Ae (rpl37Ae)
Msp_1263 1430 508 ribosomal protein L12P (rpl12p)
Msp_1352 1523 translation initiation factor 5A (alF-5A)
Msp_1366 1536 translation elongation factor 1-alpha (EF-Tu) (tuf)
Msp_ 1368 1540 30S ribosomal protein S7P (rps7p)
Msp_1369 1540 30S ribosomal protein S12P (rps12p)
Msp_1416 1591 glutamate dehydrogenase (gdhA)
Msp_1419 1594 hypothetical protein
Msp_1450 1619 energy-converting hydrogenase B, subunit H (ehbH)
Msp 1476 1654 heterodisulfide reductase, subunit A1 (hdrAl)

Auffallenderweise werden Gene fiir vier Proteinkomplexe aus insgesamt 17 CDSs
als hochexprimiert charakterisiert, die moglicherweise fiir den gesamten Enzymapparat
der Umsetzung von Methanol zu Methan in Msp. stadtmanae kodieren (siehe 3.11.3).

Zwei weitere potentiell hochexprimierte Gene kodieren fiir die K-Untereinheit
(ahaK; Msp 1139) und H-Untereinheit (ahaH; Msp 1141) einer ATPase des A;Ao-
Typs zur H'-Translokation. Diese Gene sind Teil eines in methanogenen Archaeen

konservierten Clusters, der fiir insgesamt neun Untereinheiten der A;A¢-ATPase kodiert
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und in Methanosarcina mazei (Ruppert et al., 1998) und Methanothermobacter
thermautotrophicus (Smith et al., 1997) beschrieben wurde (ahaHIKECFABDG). Bei
der K-Untereinheit des Enzyms handelt es sich wahrscheinlich um das hydrophobe
Proteolipid, das direkt an der H'-Translokation beteiligt ist und sich aus einer
unterschiedlichen Anzahl von Transmembran(TM)-Helices zusammensetzt (Ruppert et
al., 1998). Das potenticlle Gen ahaK aus Msp. stadtmanae kodiert fiir ein Protein, das
nach TMpred-Vorhersage ebenso wie die K-Untereinheit aus Mth. thermautotrophicus
vier TM-Helices enthilt. H+-transp0rtierende AjAp-ATPasen sind bis jetzt in allen
methanogenen Archaeen identifiziert worden und werden fiir die ATP-Synthese unter
Ausnutzung eines wihrend der Methanogenese erzeugten Ionengradienten
verantwortlich gemacht (Deppenmeier, 2002a). Damit gehort die V-Typ ATPase
wahrscheinlich ebenso wie die Enzyme der Methanogenese aus Methanol zum Basis-

Energiestoffwechsel in Msp. stadtmanae.

3.11.3 Methanogenese in Msp. stadtmanae

Msp. stadtmanae wéchst ausschlieSlich auf Methanol und molekularem Wasserstoff,
andere methanogene Substrate werden nicht umgesetzt (Miller & Wolin, 1985). Die
Reduktion von Methanol zu Methan findet in Msp. stadtmanae in analoger Weise statt
wie in Methanosarcina barkeri (van de Wijngaard et al., 1991). Zunéchst iibertragt eine
16sliche Methyltransferase den Methylrest aus Methanol auf HS-Coenzym M (Ding et
al., 2002). In den Methanosarcina-Spezies werden die Methylreste aus Methyl-S-
Coenzym M im Gegensatz zu Msp. stadtmanae iiber den methylotrophen Weg der Me-
thanogenese zu CH,4 und CO; disproportioniert (Deppenmeier, 2004). Dabei wird im o-
xidativen Zweig des Weges einer von vier Methylresten zu CO; oxidiert und die aus
dieser Oxidation stammenden Elektronen fiir die Methanogenese aus den drei iibrigen
Methylresten im reduktiven Zweig des methylotrophen Weges verwendet

(Deppenmeier, 2002b).
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Abb. 3.27: Schematische Darstellung des CO,-Reduktionsweges und der Methanogenese
aus Methanol und H,. Zu allen Reaktionsschritten, die von nummerierten Enzymen katalysiert
werden, wurden in Msp. stadtmanae analoge kodierende Sequenzen identifiziert. Rote Pfeile
markieren Reaktionsschritte, zu denen in Msp. stadtmanae keine Aktivitdt nachgewiesen wer-
den konnte (van de Wijngaard et al., 1991; Wong et al., 1994). Zu den Reaktionsschritten der
CO,-Reduktion in blauen Kastchen wurden Enzymaktivitdten nachgewiesen (van de Wijngaard
et al., 1991). Dunkelgrau hinterlegte Reaktionen werden durch membrangebundene Enzyme
katalysiert. Abkirzungen: F4H,, reduzierte Form von Coenzym F4; MFR, Methanofuran;
H4sMPT, Tetrahydromethanopterin; HS-CoM, Coenzym M; HS-CoB, Coenzym B. Enzyme: 1,
Ehb-a&hnliche Hydrogenase; 2, Formyl-MFR-Dehydrogenase; 3, Formyl-MFR:H,MPT-
Formyltransferase; 4, Methenyl-H,MPT-Cyclohydrolase; 5, Methylen-H;MPT-Dehydrogenase;
6, Fixo-reduzierende Hydrogenase; 7, Methylen-H,;MPT-Reduktase; 8, Methyl-H;MPT:HS-CoM-
Methyltransferase; 9, Methyl-CoM-Reduktase; 10, I6sliche Methyltransferase; 11, Fj0-non-
reducing-Hydrogenase; 12, Heterodisulfid-Reduktase.
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In Msp. stadtmanae wird Methanol nur iiber den reduktiven Zweig des methylo-
trophen Weges umgesetzt, deshalb benétigt der Organismus H, als Elektronenquelle
(Miller & Wolin, 1985): Methyl-S-Coenzym M wird reduktiv gespalten durch die Me-
thyl-CoM-Reduktase. Dabei wird ein Heterodisulfid (CoM-S-S-CoB) gebildet und Me-
than freigesetzt. Untereinheiten der Methyl-CoM-Reduktase wurden in Zellextrakten
von Msp. stadtmanae nachgewiesen (Rouviere & Wolfe, 1987). CoM-S-S-CoB wird
durch die Heterodisulfid-Reduktase zu HS-CoM und HS-CoB reduziert. Die nétigen
Reduktionsidquivalente werden von einem membrangebundenen Elektronentransportsy-
stem bereitgestellt und stammen aus der Oxidation von molekularem Wasserstoff (Ide et
al., 1999). Der Elektronentransport ist mit einer Protonen-Translokation iiber die Cyto-
plasmamembran verbunden und wird fiir die Synthese von ATP genutzt (Deppenmeier,
2002a).

Um die genetischen Grundlagen der Methanogenese in Msp. stadtmanae zu cha-
rakterisieren, wurde das Genom nach kodierenden Sequenzen fiir die oben beschriebe-
nen Enzyme durchsucht.

1. Die Methanol:CoM-Methvltransferase setzt sich in Methanosarcina barkeri aus den

drei Untereinheiten MtaA, MtaB und MtaC zusammen (Keltjens & Vogels, 1993).
MtaC ist ein Corrinoid-Protein und bildet einen festen Komplex mit MtaB. Entspre-
chend sind beide Proteine innerhalb eines mtaCB-Operons kodiert (Sauer et al., 1997);
MtaA ist an anderer Stelle kodiert und wird monocistronisch exprimiert (Harms &
Thauer, 1996). Das Genom von Msp. stadtmanae enthdlt vier potentielle mtaBC-
Operons (Tab. 3.20). mtaB1C1, mtaB2C2 und mtaB3C sind direkt hintereinander auf
dem gleichen Strang kodiert, ca. 225 kbp vom Replikationsursprung entfernt, mtaB4C4
dagegen ca. 950 kbp vom Replikationsursprung entfernt. Von vier mdglichen mtaA-
Genen ist mtaA4 direkt neben den drei geclusterten mtaBC-Operons und auf dem glei-
chen Strang kodiert, mtaAl, mtaA2 und mtaA3 liegen dagegen auf dem Chromosom
verstreut. Von 12 potentiellen mta-Genen in Msp. stadtmanae wurden — bis auf mtaB1
im Cluster und die drei verstreuten mtaA-Gene — alle als hochexprimiert charakterisiert
(siche 3.I1.2.3). Interessanterweise liegen alle mtaB- und mtaC-Gene in
Msp. stadtmanae im Gegensatz zu verschiedenen Methanosarcina-Spezies (Msa. mazeli,
Msa. barkeri und Msa. acetivorans) innerhalb der Cluster in umgekehrter Reihenfolge

angeordnet vor (mtaBC statt mtaCB).
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Tab. 3.20: Untereinheiten der Methanol:CoM-Methyltransferase. Positionsangaben ausge-
hend vom Replikationsursprung im Uhrzeigersinn. Bezeichnung der Gene nach Keltjens & Vo-
gels (1993).

CDS Position Gen Besonderheit
[kbp]

Msp 0112 124 mtaA2
Msp 0182 226 mtaA4 hochexprimiert
Msp 0184 228 mtaB3 hochexprimiert
Msp_0185 229 mtaC3 hochexprimiert
Msp_0186 231 mtaB2 hochexprimiert
Msp_0187 232 mtaC2 hochexprimiert
Msp_0188 233 mtaB1
Msp_0189 235 mtaC1l hochexprimiert
Msp_0761 874 mtaAl
Msp 0774 902 mtaA3
Msp 0818 950 mtaC4 hochexprimiert
Msp_0819 951 mtaB4 hochexprimiert

2. In Mth. thermautotrophicus wurden zwei Methyl-CoM-Reduktasen identifiziert, de-

ren Expression wahrscheinlich in Abhédngigkeit von unterschiedlichen Wachstumsbe-
dingungen reguliert wird (MCR I, Ellermann et al., 1988; MCR 1II, Rospert et al., 1990).
Wihrend MCR 1I verstérkt unter exponentiellen Wachstumsbedingungen und bei aus-
reichender Versorgung mit H, und CO; exprimiert wird, dominiert MCR I unter H,-
und CO,-limitierenden Bedingungen. In Msp. stadtmanae wurde ein mrtBDGA-Operon
identifiziert (AJ584650; Krueer & Thauer (2003), unpublished), das groBe Ahnlichkeit
zu demjenigen mrt-Operon aus Mth. thermautotrophicus aufweist, das fiir die MCR 11
kodiert (Msp 0318-0321). Drei der vier Gene in Msp. stadtmanae (mrtBGA) wurden als
potentiell hochexprimierte Gene charakterisiert (siche 3.11.2.3). Die genaue Funktion
des vierten Gens (mrtD) ist bisher nicht bekannt. An anderer Stelle im Genom kodiert

Msp. stadtmanae fiir eine potentielle C-Untereinheit der MCR I (Msp_0299).

Msp. stadtmanae —)-
Mth. thermautotrophicus -

ot ERNN

mvhD mvhG mvhA mvhB mrtB mrtD mrtG  mrtA

b e

Abb. 3.28: Ahnliche Organisation der fiir die Methyl-CoM-Reduktase (mrtBDGA) und F;o-
non-reducing-Hydrogenase (mvhDGAB) kodierenden Operons in Msp. stadtmanae und
Mth. thermautotrophicus.
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3.In Mth. marburgensis bilden Heterodisulfid-Reduktase und Fao-non-reducing-

Hydrogenase einen membranassoziierten, stabilen H,-Heterodisulfid-Oxidoreduktase-
Komplex (Setzke et al., 1994). Dieser Komplex setzt sich aus drei Untereinheiten der
Heterodisulfid-Reduktase und vier Untereinheiten der F4p0-non-reducing-Hydrogenase
zusammen. In dem nah verwandten methanogenen Archaeon Mth. thermautotrophicus
ist eine Fiyp-non-reducing-Hydrogenase in einem mvh-Operon (methyl viologen-
reducing hydrogenase) aus vier Genen kodiert (Reeve et al., 1989). mvhDGA kodieren
fiir drei Untereinheiten der Hydrogenase und mvhB wahrscheinlich fiir ein Polyferredo-
xin, das moglicherweise als primdrer Elektronenakzeptor fiir die Kern-Hydrogenase
fungiert. In Msp. stadtmanae ist ein mvhDGA-Operon (Msp 0314-0316) in unmittelba-
rer Nachbarschaft vom mrtBDGA-Operon der Methyl-CoM-Reduktase (Abb. 3.28) ko-
diert. Mit Ausnahme des mvhB-Gens, das in Msp. stadtmanae fehlt, weisen
Msp. stadtmanae und Mth. thermautotrophicus tliber das gesamte mvh- und mrt-Operon
hinweg eine identische Genom-Organisation auf. Auf Proteinebene zeigen die mvh-
Gene beider Organismen Identitdten zwischen 65 % und 75 %. Alle drei Untereinheiten
der potentiellen F4y0-non-reducing-Hydrogenase gehdren zu den hochexprimierten Ge-
nen in Msp. stadtmanae (siche 3.11.2.3).

Die Heterodisulfid-Reduktase aus Mth. thermautotrophicus (Hdr) besteht aus drei Un-
tereinheiten, die in einem einzelnen hdrA-Gen und einem an anderer Stelle im Genom
lokalisierten hdrCB-Operon kodiert sind (Hedderich et al., 1994). In analoger Weise
sind die drei Untereinheiten in Msp. stadtmanae in hdrAl (Msp 1476) und einem
hdrC1B1-Operon (Msp 1014, Msp 1013) kodiert. Alle drei Gene wurden als hochex-
primiert charakterisiert (siehe 3.11.2.3).

In den Methanosarcina-Spezies und in Archaeoglobus fulgidus wurden Gene
identifiziert, die eine Fusion aus einem mvhD-Homolog mit dem 3'-Ende eines hdrA-
Homologs darstellen (Stojanowic et al., 2003). Daraus wurde geschlossen, dal mvhD
fiir ein Elektronentransferprotein der Hydrogenase kodiert, das die Heterodisulfid-
Reduktase iiber die Untereinheit HdrA mit Reduktionsdquivalenten versorgt. Das
Genom von Msp. stadtmanae verfiigt neben dem oben beschriebenen iiber ein zweites
Operon, das fiir eine potentielle Heterodisulfid-Reduktase kodiert (hdrC2B2A2,
Msp 0125-0127). hdrA2 weist starke Ahnlichkeit zu den fusionierten hdrA-Homologen
aus den Methanosarcina-Spezies auf. Es unterscheidet sich von hdrAl und homologen
Genen durch ein verlingertes 3'-Ende mit Ubereinstimmung zu mvhD-Genen aus

Archaeoglobus fulgidus (NP 070203) und Methanopyrus kandleri (NP _613912).
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Allerdings weist das hdrC2B2A2-Operon aus Msp. stadtmanae eine andere

Organisation auf als vergleichbare Operons aus den Methanosarcina-Spezies
(Abb. 3.29).

Msp. stadtmanae

Msa. barkeri AQ_._—;
Msa. mazei T‘ | ——
Msa. acetivorans - e

TN

hdrA’ hdrC’ hdrB’

Abb. 3.29: Unterschiede in der Organisation des fiir eine Heterodisulfid-Reduktase vom
Methanosarcina-Typ kodierenden hdr’-Operons in Msp. stadtmanae im Vergleich zu ver-
schiedenen Methanosarcina-Spezies.

3.11.4 CO,-Reduktionsweg

Obwohl Msp. stadtmanae CO, nicht zu Methan reduzieren kann (Miller & Wolin,
1985), konnten schwache Aktivititen einzelner Enzyme des CO,-Reduktionsweges
(Abb. 3.27) in Zellextrakten von Msp. stadtmanae nachgewiesen werden (van de Wijn-
gaard et al., 1991). Bei diesen Enzymen handelt es sich um die Methylen-H4MPT-
Dehydrogenase und die Methylen-HsMPT-Reduktase. Dagegen wurde Methanofuran
als Cofaktor der Formyl-Methanofuran-Dehydrogenase ebensowenig gefunden wie Ak-
tivitditen einer Methyl-HsMPT:HS-CoM-Methyltransferase (van de Wijngaard et al.,
1991) und einer F4p-abhiingige Hydrogenase (Wong et al., 1994). Uberraschenderweise
verfiigt das Genom von Msp. stadtmanae dennoch tiber kodierende Sequenzen fiir den
gesamten Enzymapparat des CO,-Reduktionweges.

Die Methanbildung aus CO, und H, (Deppenmeier, 2004) wird mit der Reduktion
von CO,; zu Formyl-Methanofuran (Formyl-MFR) durch die Formyl-MFR-
Dehydrogenase eingeleitet (de Poorter et al., 2003). Diese endergonische Reaktion wird
iiber einen elektrochemischen Ionengradienten angetrieben, der durch eine energiekon-
servierende [NiFe]-Hydrogenase aufgebaut und fiir die Reduktion eines Polyferredoxins

als Elektroneniibertrager genutzt wird (Meuer et al., 2002). In einem zweiten Schritt
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wird die resultierende Formyl-Gruppe durch die Formyl-MFR:H4MPT-Formyl-
Transferase auf Tetrahydromethanopterin (H4MPT) {ibertragen. Formyl-HsMPT wird
schrittweise reduziert zu Methyl-HsMPT durch die Methenyl-H4sMPT-Cyclohydrolase,
Methylen-H4MPT-Dehydrogenase und Methylen-HsMPT-Reduktase (Shima et al.,
2002). Die Enzyme dieser Reduktionsschritte verwenden als Elektroneniibertrager redu-
ziertes Coenzym F420 — ein Deazaflavin-Derivat, das durch Oxidation von H, mittels
einer Fyyo-reduzierende Hydrogenase regeneriert wird (Sorgenfrei et al., 1997). Im
nichsten Schritt wird die Methyl-Gruppe aus Methyl-H{MPT auf HS-CoM iibertragen.
Diese  exergonische Reaktion wird durch die Methyl-H4MPT:HS-CoM-
Methyltransferase katalysiert und ist mit der Bildung eines elektrochemischen Na'-
Gradienten verbunden (Gottschalk & Thauer, 2001). Die weitere Umsetzung des resul-
tierenden Methyl-S-CoM erfolgt entsprechend der Methanogenese aus Methanol (siehe
3.11.3).

1. In Mth. marburgensis konnten zwei Formyl-Methanofuran-Dehydrogenasen identifi-

ziert werden, ein Molybddn-abhingiges (Fmd) und ein Wolfram-abhédngiges Enzym
(Fwd) (Hochheimer et al., 1996). Wéhrend das Wolfram-abhingige Enzym konstitutiv
exprimiert wird, findet eine Induktion des Molybdidn-abhingigen Enzyms durch Mo-
lybdat statt (Hochheimer et al., 1998). Beide Enzyme enthalten einen Pterin-Cofaktor in
Form eines Molybdopterin-Guanin-Dinukleotids (Bertram et al., 1994).

Msp. stadtmanae
Mpy. kandleri

— e — =

Mth. thermautotroph. e

Msa. mazei
Msa. acetivorans

Mco. maripaludis

) B
. ) )
|
a— — . I E—— ) |
fwdG fwdD fwdB fwdA fwdC

Abb. 3.30: Organisation des fiir die Formyl-MFR-Dehydrogenase kodierenden fwd-
Operons in Msp. stadtmanae im Vergleich zu verschiedenen Methanosarcina-
Spezies (Msa.), Methanopyrus (Mpy.) kandleri und Methanococcus (Mco.) maripaludis.

In Msp. stadtmanae wurde ein Cluster aus finf Genen identifiziert, der auf

Proteinebene stirkere Ubereinstimmung mit den Untereinheiten der Wolfram-
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abhingigen Formyl-MFR-Dehydrogenase, Isoenzym II, aus Mth. marburgensis
aufweist als zu dem entsprechenden Isoenzym I. Da sich jedoch beide Isoenzyme
strukturell kaum unterscheiden (Johnson et al., 1996), ist eine Bestimmung des Metall-
Cofaktors auf Basis der Sequenzdaten allein nicht moglich. Die Reihenfolge der Gene
innerhalb des mutmafBlichen fwdGDBAC-Operons entspricht der Organisation der
Formyl-MFR-Dehydrogenase-kodierenden Gene in Methanopyrus kandleri und in den
Methanosarcina-Spezies (Abb. 3.30). Auf Proteinebene zeigen die einzelnen Gene des
potentiellen fwd-Clusters unterschiedliche starke Ubereinstimmungen zu Untereinheiten
der Formyl-MFR-Dehydrogenase verschiedener anderer methanogener Archaeen

(Tab. 3.21).

Tab. 3.21: Kodierende Sequenzen der einzelnen Untereinheiten des fiir die Formyl-MFR-
Dehydrogenase kodierenden fwd-Operon in Msp. stadtmanae. Ahnlichkeiten zu Unterein-
heiten von Formyl-MFR-Dehydrogenasen anderer methanogener Archaeen nach BLAST-
Vergleich.

CDS Annotation Gen Ahnlichkeit

Msp_0241 formylmethanofuran dehydrogenase, subunit G fwdG | Mth. therm.
Msp_0242 formylmethanofuran dehydrogenase, subunit D fwdD | Mco. maripaludis
Msp_0243 formylmethanofuran dehydrogenase, subunit B fwdB Mpy. kandleri
Msp_0244 formylmethanofuran dehydrogenase, subunit A fwdA | Mth. therm.
Msp_0245 formylmethanofuran dehydrogenase, subunit C fwdC | Mca. jannaschii

2. In Mth. thermautotrophicus wurden zwei membrangebundene [NiFe]-Hydrogenasen
charakterisiert (energy-converting hydrogenases, Eha und Ehb), die in Operons aus 20
CDSs (Eha) bzw. 17 CDSs (Ehb) kodiert sind (Tersteegen & Hedderich, 1999). In
Msp. stadtmanae wurde ein Operon identifiziert (Msp 1457-1442, Msp 1436), das
hohe Ubereinstimmungen auf Proteinebene und in der Reihenfolge der Gene innerhalb
des Operons mit dem ehb-Operon aus Mth. thermautotrophicus aufweist
(ehbABCDEFGIJKLMNOPQ). Auf ein Rekombinationsereignis, das wahrscheinlich
innerhalb des ehb-Operons aus Msp. stadtmanae stattgefunden hat, deutet ein kurzer
Cluster zwischen ehbP und ehbQ, der ein IS-Element enthdlt (ISMstl) und fiir
potentielle Eisen-Transportproteine kodiert (Msp 1441, Msp_1440).

3. Msp. stadtmanae enthélt zwei Gene, die flir potentielle Formyl-MFR:H;MPT-

Formyltransferasen kodieren (Msp 0070, Msp 1502). Eine dieser CDSs zeigt groBere
Ahnlichkeit zu einem in Methanothermus fervidus (Q49168; Lehmacher, 1994), die
andere zu einem in Mth. thermautotrophicus charakterisierten Gen (Q9P9J4; Tersteegen
& Hedderich, 1999).
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4. Zu den Enzymen Methenyl-HsMPT-Cyclohydrolase, Methenyl-HsMPT-
Dehydrogenase und Methenyl-HsMPT-Reduktase wurden in Msp. stadtmanae

kodierende Sequenzen gefunden, die auf Proteinebene Ubereinstimmungen zwischen
52% und 61 % mit den entsprechenden Proteinen in Mth. marburgensis zeigen
(Tab. 3.22).

Tab. 3.22: Kodierende Sequenzen in Msp. stadtmanae fiir verschiedene Enzyme des CO,-
Reduktionsweges. Ahnlichkeiten zu Enzymen aus Mth. marburgensis nach BLAST-Vergleich
auf Proteinebene.

CDS Annotation Ahnlichkeit
N(5),N(10)-methenyltetrahydromethanopterin . a
Msp_1238 cyclohydrolase (EC 3.5.4.27) (mch) Mth. marburgensis
F420-dependent methylenetetrahydromethanopterin . b
Msp_0163 dehydrogenase (EC 1.5.99.9) (mtd) Mth. marburgensis
F420-dependent N5,N10-methylenetetrahydro- . _a
Msp_1128 methanopterin reductase (EC 1.5.99.11) (mer) Mth. marburgensis

2 (Vaupel & Thauer, 1995); ° (Mukhopadhyay et al., 1995)

5. In Mth. marburgensis wurde eine membranassoziierte Methyl-HsMPT:HS-CoM-

Methyltransferase identifiziert, die aus acht Untereinheiten zusammengesetzt und

innerhalb eines einzigen Operons in der Reihenfolge mirEDCBAFGH kodiert ist
(Harms et al., 1995). In Msp. stadtmanae ist bei ca. 360 kbp ein dhnliches mtr-Operon
lokalisiert (Msp_0300-0307). Drei Gene konnen jedoch nur aufgrund ihrer Lokalisation
innerhalb dieses Operons als die potentiellen Untereinheiten MtrBFG annotiert werden
(Msp_ 0303, Msp 0305, Msp _0306), da sie auf Proteinebene kaum Ahnlichkeiten zu
den entsprechenden Untereinheiten aus Mth. marburgensis zeigen.

8. Die F4po-reduzierende Hydrogenase aus Mth. thermautotrophicus ist in einem Operon
aus vier Genen kodiert (frhADGB), von denen drei (frhAGB) fiir die alpha-, beta- und
gamma-Untereinheiten des Enzyms kodieren (Alex et al., 1990). Bei FrhD handelt es

sich wahrscheinlich um eine Peptidase, die moglicherweise fiir die Prozessierung der
Hydrogenase verantwortlich ist. Ein entsprechendes frhADGB-Operon ist in Msp.
stadtmanae ca. 1.5 Mbp vom Replikationsursprung entfernt kodiert (Msp 1302-1305).
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3.11.5 Genomvergleiche

Um Unterschiede in den spezifischen Eigenschaften von Msp. stadtmanae zu untersu-
chen, wurden bidirektionale BLAST-Vergleiche mit allen bisher veréffentlichten Me-
thanogenen sowie mit allen bisher sequenzierten Archaeen iiberhaupt durchgefiihrt (sie-
he 2.12.1). Bei den methanogenen Archaeen handelte es sich um Methanocaldococ-
cus jannaschii DSM 2661 (Bult et al., 1996), Methanococcus maripaludis S2
(Hendrickson et al., 2004), Methanopyrus kandleri AV19 (Slesarev et al., 2002),
Methanosarcina acetivorans C2A (Galagan et al., 2002), Methanosarcina mazei Gol
(Deppenmeier et al., 2002) und Mth. thermautotrophicus str. Delta H (Smith et al.,
1997). In die Vergleiche mit allen bisher verdffentlichten Archaeen wurden auB8erdem
Aeropyrum pernix K1 (Kawarabayasi et al., 1999), Archaeoglobus fulgidus DSM 4304
(Klenk et al., 1997), Haloarcula marismortui ATCC 43049 (Baliga et al., 2004), Halo-
bacterium sp. NRC-1 (Ng et al., 2000), Picrophilus torridus DSM 9790 (Futterer et al.,
2004), Pyrobaculum aerophilum str. IM2 (Fitz-Gibbon et al., 2002), Pyrococcus abyssi
GES5 (Cohen et al., 2003), Pyrococcus furiosus DSM 3638 (Robb et al., 2001),
Pyrococcus horikoshii OT3 (Kawarabayasi et al., 1998), Sulfolobus solfataricus P2
(She et al., 2001), Sulfolobus tokodaii str. 7 (Kawarabayasi et al., 2001), Thermoplasma
acidophilum DSM 1728 (Ruepp et al., 2000) und Thermoplasma volcanium GSSI
(Kawashima et al., 2000) miteinbezogen.

Anhand dieser Vergleiche sollten einerseits die genetischen Ursachen des redu-
zierten methanogenen Stoffwechsels in Msp. stadtmanae untersucht und andererseits
Hinweise auf spezifische genetische Faktoren gesammelt werden, die Msp. stadtmanae

das kommensale Wachstum im Enddarm ermoglichen.

3.11.5.1 Nicht identifizierte Proteine

Diejenigen Gene aus Mth. thermautotrophicus, die bidirektionale BLAST-Treffer in
jedem der bisher verdffentlichten Genome methanogener Archaeen aber nicht in

Msp. stadtmanae aufweisen, sind in Tab. 3.23 dargestellt.
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Tab. 3.23: Kodierende Sequenzen, die mit Hilfe bidirektionaler BLAST-Vergleiche in allen
methanogenen Archaeen mit Ausnahme von Msp. stadtmanae nachgewiesen wurden.
RefSeq-Bezeichnung und Annotation nach Smith et al. (1997).

RefSeq Annotation nach Smith et al. (1997)
accession (Annotation nach ERGO)

NP_276820 carbon monoxide dehydrogenase, alpha subunit

(CO dehydrogenase/acetyl-CoA synthase complex, subunit alpha)
NP_276822 carbon monoxide dehydrogenase, alpha subunit

(CO dehydrogenase/acetyl-CoA synthase complex, subunit beta)
NP_276825 corrinoid/iron-sulfur protein, large subunit

(CO dehydrogenase/acetyl-CoA synthase complex, subunit gamma)
NP_27682 corrinoid/iron-sulfur protein, small subunit

(CO dehydrogenase/acetyl-CoA synthase complex, subunit delta)
NP_276823 nitrogenase reductase related protein

(putative CO dehydrogenase accessory protein)
NP_276248 nifH / minD related protein
(CO dehydrogenase maturation factor)

NP_276663 molybdenum cofactor biosynthesis MoaA
NP_276967 molybdenum cofactor biosynthesis MoaB
NP_275948 molybdenum cofactor biosynthesis MoaC

NP_276667 tungsten formylmethanofuran dehydrogenase, subunit F

NP_275541 formate hydrogenlyase, subunit 5

(COG3261, HycE, Ni,Fe-hydrogenase Il large subunit)
NP_276615 phenylalanyl-tRNA synthetase alpha subunit

NP_276113 NADP-dependent glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
(COG1012, PutA, NAD-dependent aldehyde dehydrogenases)

NP_275992 inosine-5'-monophosphate dehydrogenase related protein VIl
NP_275964 L-isoaspartyl protein carboxyl methyltransferase

NP_275991 ferredoxin

NP_275744 conserved protein (contains ferredoxin domain)

NP_276299 phosphonoacetaldehyde methylase
NP_276732 thiamine biosynthetic enzyme
NP_276058 anion transport system permease protein
NP_277018 possible protein methyltransferase
NP_276195 acetyltransferase

NP_276442 hypothetical protein

NP_275780 hypothetical protein

NP_275367 hypothetical protein

NP_275838 hypothetical protein

NP_276973 hypothetical protein

NP_276349 hypothetical protein

NP_275386 hypothetical protein

NP_276747 hypothetical protein

NP_276390 hypothetical protein

NP_276421 hypothetical protein

NP_276472 hypothetical protein

NP_276473 hypothetical protein

NP_277013 hypothetical protein

NP_275999 hypothetical protein

NP_275703 hypothetical protein

NP_276239 hypothetical protein

NP_276433 hypothetical protein

NP_277015 hypothetical protein

NP _ 275894 hypothetical protein
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Fiir diesen Vergleich wurden zunichst die gemeinsamen Proteine aller methano-
genen Archaeen einschlieBlich Msp. stadtmanae bestimmt und in einem zweiten Schritt
mit den gemeinsamen Proteinen aller methanogenen Archaeen ohne Msp. stadtmanae
verglichen. Als Referenz beider Gruppen diente der verdffentlichte Datensatz von Mth.
thermautotrophicus. Aufgrund des relativ strikten Grenzwertes von e wurden weitere
Proteine, die eine geringe Lange oder wenig konservierte Sequenz aufweisen, in diesen
BLAST-Vergleichen moglicherweise nicht erfaflt. Tab. 3.23 erlaubt deshalb bestenfalls
eine konservative Abschétzung moglicher fehlender Funktionen in Msp. stadtmanae.

Von 41 CDSs, die in allen methanogenen Archaeen mit Ausnahme von
Msp. stadtmanae identifiziert wurden, kodiert etwa die Halfte (20 CDSs) fiir hypotheti-
sche Proteine unbekannter Funktion. Innerhalb der verbliebenen 21 CDSs kénnen zwei
funktionelle Gruppen erkannt werden:

1. Insgesamt sechs CDSs, die in Msp. stadtmanae fehlen, kodieren in Mth. thermauto-

trophicus fiir Untereinheiten des CO-Dehydrogenase/Acetyl-CoA-Synthase-Komplexes

(CO-Dehydrogenase). In autotrophen methanogenen Archaeen dient die CO-
Dehydrogenase der assimilatorischen CO,-Fixierung (Ferry, 1995). Eine Methylgruppe
aus der methanogenen Reduktion von CO, wird mit einer Carbonylgruppe aus der Re-
duktion von CO; durch die CO-Dehydrogenase zur Synthese von Acetyl-CoA verkniipft
(Simpson & Whitman, 1993). Methanosarcina-Spezies nutzen die CO-Dehydrogenase
auBerdem zur Methanogenese aus Acetat (Ferry, 1997). Dabei wird in einer Umkehrung
der assimilatorischen CO,-Fixierung Acetyl-CoA gespalten und der dabei entstehende
Methylrest zu Methan reduziert. Aus Methanosarcina barkeri wurde ein Enzymkom-
plex aus CO-Dehydrogenase und Corrinoid-Protein isoliert, der sich aus fiinf Unterein-
heiten zusammensetzt (affyde) (Grahame, 1991). Das aktive Zentrum fiir die C—C-
Spaltung konnte in der B-Untereinheit lokalisiert werden und setzt sich aus einem Nik-
kel-Eisen-Schwefel-Komplex (Ni(2)[Fe(4)S(4)]) zusammen, dem sogenannten A-
Cluster (Gencic & Grahame, 2003). In Msp. stadtmanae konnten im Gegensatz zu allen
vollstindig sequenzierten methanogenen Archaeen die a-,-,y- und d-Untereinheiten
der CO-Dehydrogenase, ein assoziierter Maturations-Faktor sowie ein potentiell akzes-
sorisches Protein nicht identifiziert werden. Die e-Untereinheiten verschiedener metha-
nogener Archaeen weisen im bidirektionalen BLAST-Vergleich Ahnlichkeiten zueinan-

der auf, die unterhalb des Grenzwertes von ¢ liegen. Deshalb taucht diese Unterein-

heit in Tab. 3.23 nicht auf.
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2. Aus der Molybdidn-Cofaktor-Biosynthese fehlen in Msp. stadtmanae die drei Gene

moaABC. Das Ubergangsmetall Molybdén wird in methanogenen Archaeen hauptsich-
lich fiir die Synthese des Molybdopterin-Cofaktors verwendet (Vorholt & Thauer,
1997), der eine essentielle Funktion fiir die Formyl-MFR-Dehydrogenase spielt — das
Eingangsenzym der Methanogenese aus CO; und H; (siche 3.11.4).

In E. coli wurden zwei Loci identifiziert, die fiir die Biosynthese von Molybdopte-
rin benétigt werden: moa und moe (Johnson & Rajagopalan, 1987; Pitterle & Rajagopa-
lan, 1989). Dem moa-Locus wurde ein Operon aus fiinf Genen (MoaABCDE) zugeord-
net (Rivers et al., 1993): moaABC kodieren fiir die Enzyme, die den ersten spezifischen
Schritt der Molybdopterin-Biosynthese katalysieren, die Bildung des Zwischenproduk-
tes Z (Wuebbens & Rajagopalan, 1995); moaDE kodieren fiir die beiden Untereinhei-
ten der Molybdopterin-Synthase, die den letzten Schritt der Biosynthese katalysiert, die
Bindung von Dithiolen an das Zwischenprodukt Z (Rudolph et al., 2001). moaDE-
analoge Gene konnten im Annotationsprogramm ERGO weder in Msp. stadtmanae
noch in den iibrigen methanogenen Archaeen eindeutig identifiziert werden. Ein Auf-
nahmesystem fiir Molybdin, das typischerweise aus einem ABC-Transporter besteht,
der im mod-Locus kodiert ist (Grunden & Shanmugam, 1997), wurde ebenfalls nicht

gefunden.

3.11.5.2 Msp. stadtmanae-spezifische Gene

Eine Auswahl potenticller Gene, die keine signifikanten bidirektionalen BLAST-Treffer
e zu irgendeinem der bisher verdffentlichten Genome eines Archaeons aufweisen,
ist in Tab. 3.24, Tab. 3.25 und Tab. 3.27 dargestellt. Aus einem automatisierten, strikten
bidirektionalen =~ Vergleich fallen diejenigen Proteine heraus, die trotz
Funktionsgleichheit starke Sequenzunterschiede zeigen oder aber in einem Organismus
in mehreren Kopien vorliegen. Aus diesem Grund wurden alle aufgefiihrten CDSs in

ERGO auf ihre tatsdchliche Spezifitit fiir Msp. stadtmanae hin tiberpriift.
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3.11.5.2.1 Enzyme der Zellwandsynthese

Unter denjenigen CDSs, die keine Ahnlichkeit zu bisher identifizierten Proteinen ande-
rer Archaeen aufweisen, befinden sich eine Reihe potentieller Enzyme der Zellwand-
synthese (Tab. 3.24). rfb-Cluster wurden im Zusammenhang mit der Synthese der O-
Antigen-Komponente der Lipopolysaccharide (LPS) Gram-negativer Pathogene charak-
terisiert und zeichnen sich fiir die hohe antigenische Variabilitit dieser Oberfldchen-
strukturen verantwortlich (Reeves, 1993). Vier potentielle rfb-Gene in Msp. stadtmanae
(Msp_0223, Msp_0531-0533) zeigen Ubereinstimmungen (41 % bis 56 % Identitiit auf
Proteinebene) zu Enzymen, die in Salmonella typhimurium und Klebsiella pneumoniae
mit der Synthese der Oligosaccharid-Anteile des O-Antigens in Verbindung gebracht
werden (Jiang et al., 1991; Kelly & Whitfield, 1996). Acht Glycosyltransferasen sind
moglicherweise an einer spezifischen Assemblierung dieser Zuckerreste im O-Antigen
beteiligt. Ein weiteres Msp. stadtmanae-spezifisches Gen (Msp_0060) weist schwache
Identitét auf Proteinebene (52 % Identitét liber ca. 30 % der Sequenz) zu einem Enzym
(LicD) aus der Zellwandsynthese des Gram-negativen Humanpathogens Haemophi-
lus influenzae auf (Weiser et al., 1997). LicD katalysiert die Ubertragung von Phospho-
ryl-Cholin (ChoP) auf exponierte Hexosereste der LPS (Risberg et al., 1997). Von ver-
schiedenen licD-Genen kodierte Enzyme konnen ChoP auf unterschiedliche Hexosere-
ste libertragen und damit iiber antigenische Eigenschaften der Zellwand entscheiden
(Lysenko et al., 2000). In H. influenzae werden vier Gene (licABCD) fiir die Aufnahme
von Cholin aus dem Nihrmedium, die Phosphorylierung und die Ubertragung auf die
LPS verantwortlich gemacht (Weiser et al., 1997). Von diesen vier Genen kann nur zu
licD eine dhnliche CDS in Msp. stadtmanae identifiziert werden.

Die gesamte Gruppe der Enzyme aus der Zellwandsynthese in Msp. stadtmanae,
zu der neben den in Tab. 3.24 dargestellten noch weitere, weniger spezifische Enzyme
gehoren, ist in ca. einem Drittel des Genoms kodiert, das sich in unmittelbarer Nachbar-
schaft des Replikationsursprungs befindet und mit dem Bereich des Genoms zusam-
menfillt, in dem auch die meisten Gene fiir die Enzyme des methanogenen Stoffwech-

sels lokalisiert sind (Abb. 3.25).
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Tab. 3.24: Kodierende Sequenzen fiir potentielle Enzyme der Zellwandsynthese aus
Msp. stadtmanae Gene, die keine bidirektionalen BLAST-Treffer zu anderen Archaeen-
Genomen aufweisen. Positionsangaben ausgehend vom Replikationsursprung im Uhrzeiger-
sinn. Ahnlichkeit nach FASTA-Vergleich in ERGO.

CDS Position Annotation Ahnlichkeit
[kbp]
Msp_0060 75 putative lipooligosaccharide H. influenzae, LicD, sp|P14184 *:
cholinephosphotransferase Phosphoryl-Cholin-Transfer (LPS)
Msp_0207 255 predicted glycosyltransferase
Msp_0215 265 predicted glycosyltransferase
Msp_0218 270 predicted glycosyltransferase
Msp_0220 275 predicted glycosyltransferase
Msp_0223 280 predicted UDP-galactopyranose K. pneumoniae, RfbD sp|Q48481 °:
mutase (EC 5.4.99.9) O-Antigen-Biosynthese (LPS).
Msp_0442 521 predicted glycosyltransferase
Msp_0495 584 predicted glycosyltransferase
Msp_0500 594 predicted glycosyltransferase
Msp_0531 626 predicted nucleoside-diphosphate- S. typhimurium, RfbF, sp|P26398 °:
sugar pyrophosphorylase CDP-Abequose-Biosynthese
innerhalb der O-Antigen-
Biosynthese (LPS).
Msp_0532 627 predicted nucleoside-diphosphate- S. typhimurium, RfbG, sp|P26398 ©:
sugar epimerase CDP-Abequose-Biosynthese inner-
halb der O-Antigen-Biosynthese
(LPS).
Msp_0533 628 predicted pyridoxal-phosphate- S. typhimurium, RfbH, sp|P26398 °:
dependent aminotransferase O-Antigen-Biosynthese (LPS).
Msp_0538 633 predicted glycosyltransferase
Msp_ 0581 673 predicted UDP-N-acetylmuramyl
tripeptide synthase
Msp_ 0697 808 predicted methyladenine glycosylase

2 (Weiser et al., 1997); ° (Kelly & Whitfield, 1996); © (Jiang et al., 1991)

3.11.5.2.2 Uberlange offene Leserahmen

Weitere Msp. stadtmanae-spezifische CDSs, die keine bidirektionalen BLAST-Treffer
in anderen Archaeen-Genomen aufweisen, wurden in einer umfangreichen Gruppe
iiberdurchschnittlich langer offener Leserahmen identifiziert, die kaum Ahnlichkeit zu
bekannten Proteinsequenzen, dafiir aber starke Ubereinstimmungen untereinander zei-
gen (Tab. 3.25). Zu den verdffentlichten Datenbank-Eintrdgen, die auf Proteinebene

schwache Ahnlichkeit zu einzelnen Bereichen dieser "iiberlangen ORFs" zeigen, geho-
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ren hypothetische Proteine aus Parachlamydia sp., Mannheimia succiniproducens
MBELS5SE, Escherichia coli O157:H7, Plasmodium falciparum 3D7, Chloroflexus au-
rantiacus und Erwinia carotovora subsp. atroseptica SCRI1043. Diese Proteine, die
mehrheitlich der Zellwand zugeordnet werden, weisen wie die iiberlangen ORFs eine
iiberdurchschnittliche und uneinheitliche Linge auf. Innerhalb der abgeleiteten Protein-
sequenzen der iiberlangen ORFs konnten keine konservierten Domédnen ausgemacht

werden.

Tab. 3.25: Gruppe der liberlangen ORFs aus Msp. stadtmanae. Positionsangaben ausge-
hend vom Replikationsursprung im Uhrzeigersinn.

Nr. CcDs Position Lange Nr. CDS Position Lange
[kbp] [AA] [kbp] [AA]
1 Msp_0043 46 816 20 Msp_0912 1035 2037
2 Msp_0046 51 881 21 Msp_0913 1041 1519
3 Msp_0048 56 1909 22 Msp_0922 1059 973
4 Msp_0141 160 2120 23 Msp_0963 1102 1104
5 Msp_0145 171 2774 24 Msp_0964 1106 769
6 Msp_0154 190 2036 25 Msp_0980 1123 1063
7 Msp_0432 502 2004 26 Msp_0983 1128 1311
8 Msp_0440 515 1552 27 Msp_1091 1234 735
9 Msp_0590 683 2979 28 Msp_1103 1252 857
10 Msp_0606 703 2459 29 Msp_1104 1255 1140
11 Msp_0619 726 2468 30 Msp_1108 1261 1921
12 Msp_0713 820 2151 31 Msp_1109 1267 853
13 Msp_0747 861 706 32 Msp_1115 1281 1896
14 Msp_0762 876 3356 33 Msp_1117 1517 834
15 Msp_0765 890 1222 34 Msp_1399 1568 1447
16 Msp_0776 905 421 35 Msp_1401 1574 1324
17 Msp_0777 907 1875 36 Msp_1465 1632 2214
18 Msp_0836 970 1790 37 Msp_1572 1749 843
19 Msp_0911 1030 1030

Die tiberlangen ORFs aus Msp. stadtmanae verteilen sich gleichmaBig {iber das
gesamte Genom, treten an einigen Stellen gehiduft, aber nicht geclustert und in keiner
erkennbaren, konservierten Umgebung auf. Von insgesamt 37 hypothetischen Protei-
nen, die mit einer Ausnahme alle ldnger als 639 Aminosduren sind, weisen 26 eine Lén-
ge von mehr als 1000, 11 sogar von mehr als 2000 Aminosduren auf. Wie beschrieben
(siehe 3.11.1.6) werden durch den niedrigen G+C-Gehalt von 27.6 % des Gesamtgenoms
von Msp. stadtmanae A/T-reiche STOP-Codons statistisch begiinstigt, so dal3 es sich bei
den tiberlangen ORFs kaum um Artefakte der CDS-Vorhersage handeln diirfte. Zudem
konnten weder tiber automatische Vorhersagen, noch iiber Sequenzvergleiche alternati-
ve, kiirzere CDSs in anderen Leserastern innerhalb der liberlangen ORFs identifiziert

werden.
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3.11.5.2.2.1 Zusammensetzung der uberlangen ORFs und Proteine

Den iiberlangen ORFs aus Msp. stadtmanae kdnnen weitere spezifische Eigenschaften

zugeordnet werden, die sie von den restlichen CDSs des Genoms unterscheiden. Aus

einem Vergleich aller kodierenden Sequenzen mit einer Lédnge von mehr als 1000 Ami-

nosduren mit allen iibrigen CDSs konnten folgende Besonderheiten abgeleitet werden:

1. Uberlange ORFs weisen mit 27.6 % einen deutlich niedrigeren G+C-Gehalt auf als
der Rest der kodierenden Sequenzen (29.4 %).

2. Uberlange Proteine enthalten reduzierte Anteile der meisten Aminosiuren zugun-
sten von Asparagin, Threonin und Serin (Tab. 3.26). Diese Unterschiede weisen
keine Korrelation mit dem A+T-Gehalt der jeweiligen Codons auf, die fiir diese

Aminosiuren kodieren.

Tab. 3.26: Aminosédure (AA)-Zusammensetzung aller CDSs mit einer Ladnge von mehr als
1000 Aminosauren im Vergleich zu allen tibrigen CDSs.

Amino- | Anteil (<1000 AA) | Anteil (> 1000 AA) | Verdnderung
saure [%] [%] [%]

Gly 59 6,3 + 7
Asn 6.7 13.4 + 101
lle 10.2 11.0 + 7
Lys 8.3 7.0 - 16
Asp 6.2 5.2 - 16
GIn 2.6 2.2 - 15
Ala 5.3 4.2 - 22
Arg 3.2 1.7 - 47
His 1.8 0.9 - 50
Cys 1.3 0.6 - 52
Thr 6.0 11.8 + 96
Val 6.3 6.4 + 2
Trp 0.6 0.4 - 25
Tyr 4.2 5.0 + 17
Glu 71 4.3 - 39
Pro 3.3 2.0 - 39
Leu 8.7 6.1 - 30
Phe 3.7 2.8 - 24
Ser 6.1 74 + 21
Met 2.4 1.2 - 48
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3.11.5.2.2.2 Aufbau der Uberlangen Proteine

Innerhalb der liberlangen Proteine konnten weder bekannte konservierte Doménen noch
bekannte Leader-Sequenzen oder Schnittstellen identifiziert werden. Den Asparagin-,
Threonin- und Serin-Resten innerhalb der iiberlangen Proteine konnten keine der be-
kannten Umgebungen zugeschrieben werden, die im Zusammenhang mit posttranslatio-
nalen Modifikationen beschrieben worden sind. Auf Basis von Sequenz-Alignments mit
verschiedenen iiberlangen Proteinen konnten allerdings einige gemeinsame strukturelle

Merkmale dieser Gruppe ausgemacht werden (Abb. 3.31).

TM- Repetitive | Repetitive

Leader ) . .
Helix Domanen Domanen

N- -C

MKNK GKxxxKxNGRT

Abb. 3.31: Schematischer Aufbau der iliberlangen Proteine aus Msp. stadtmanae. Abkdr-
zungen: TM-Helix, Transmembran-Helix; N, N-Terminus; C, C-Terminus; M, Methionin; K, Lysin;
N, Asparagin; G, Glycin; T, Threonin; R, Arginin; x, beliebige Aminosaure.

e Alle iiberlangen ORFs kodieren fiir eine N-terminale potentielle Leader-Sequenz

von 4, seltener 5 Aminoséuren, die bevorzugt Lysin (K) und Asparagin (N) ent-
hilt und meistens folgende Sequenz aufweist: [Methionin-K-N-K].

e An diese Leader-Sequenz schliefit sich eine potentielle Transmembran(TM)-

Helix aus 20 bis 21 Aminosduren an (nach TMpred-Vorhersage; siche 2.13.3).
Dieser Transmembranbereich ist strukturell konserviert, d.h. als Folge hydro-
phober Aminosduren, deren Sequenz sich zwischen verschiedenen Proteinen un-
terscheiden kann. Im Anschlufl an die TM-Helix kann keine konservierte poten-
tielle Schnittstelle identifiziert werden, die auf eine posttranslationale Prozessie-

rung hinweisen wiirde.
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o Uberlange Proteine weisen eine in Domiinen organisierte Architektur auf, in der
kurze Sequenzmotive von wenigen Aminosduren Lénge im Abstand von ca. 100
Aminoséuren in unterschiedlicher Anzahl wiederholt werden.

e Alle iiberlangen Proteine enthalten am C-Terminus in leicht variierender Form
mindestens zwei Wiederholungen eines Glycin-reichen kurzen Sequenzmotives
[G-K-x-x-x-K-x-N-G-R-T] (G = Glycin, R = Arginin, T = Threonin, x = belie-

bige Aminosdure).

3.11.5.2.3 Restriktions-Modifikations-System

Drei Untereinheiten eines potentiellen Typ III Restriktions-Modifikations-Systems (R-
M-Systeme) gehoren zu denjenigen Genen, die im Genom von Msp. stadtmanae im Ge-
gensatz zu allen anderen bisher sequenzierten Archaeen-Genomen identifiziert werden
konnten (Tab. 3.27). Diesen Systemen, die in Bakterien weit verbreitet sind, wird im
allgemeinen eine Schutzfunktion des Organismus vor wirtsfremder DNA zugeschrieben
(Bickle & Kruger, 1993). Dariiberhinaus wurden in einer Reihe pathogener Bakterien
Methyl-Transferasen aus Typ III R-M-Systemen charakterisiert, die Muster einer pha-
senvariablen Expression (phase variation) zeigen (De Bolle et al., 2000; Saunders et al.,
2000). Phasenvariation bezeichnet in diesem Fall die reversible Aktivierung und Deak-
tivierung der Expression, die durch Mutationen in Sequenzwiederholungen innerhalb
des Gens oder im Promotorbereich vor dem Gen vermittelt wird (Weiser et al., 1990).
In Haemophilus influenzae kann durch die phasenvariable Aktivierung eines Typ III R-
M-Systems eine zufillige, aber koordinierte Expression einer ganzen Gruppe von Ge-
nen vermittelt werden (Srikhanta et al., 2005). Eindeutige Sequenzwiederholungen,
durch die auf eine phasenvariable Expression des Typ III R-M-Systems in Msp. stadt-

manae geschlossen werden konnte, wurden nicht gefunden.

Tab. 3.27: Potentielles Msp. stadtmanae-spezifisches Restriktions-Modifikations-System.

CDS Annotation
Msp_0470 partially conserved hypothetical protein,
related to type Il restriction-modification system, methylation subunit
Msp_0472 partially conserved hypothetical protein,
related to type lll restriction-modification system, methylation subunit
Msp 0473 type Il restriction-modification system, restriction subunit
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4 Diskussion

4.1 Das Ralstonia eutropha H16-Genomprojekt

4.1.1 Das R. eutropha H16-Genom

Das Genom von R. eutropha H16 besteht aus drei Replikons, von denen die beiden gro-
Beren strukturell stirkere Ahnlichkeit zueinander zeigen als zu dem Megaplasmid
pHGI. Sie unterscheiden sich nur unwesentlich im Anteil der kodierenden Sequenz (ca.
89 %), im G+C-Gehalt (ca. 66 %) und in der Dichte genomischer Inseln (ca. 14 %).
Insgesamt sind mehr als 90 % aller Gene von R. eutropha H16 auf Chr.1 (4.1 Mbp) und
Chr.2 (2.9 Mbp) kodiert. Dennoch gibt es grole Unterschiede in den kodierenden Ei-
genschaften beider Replikons. Nahezu der gesamte Enzymapparat fiir die genetische In-
formationsverwaltung und den elementaren Energiestoffwechsel ist auf Chr.1 kodiert.
Dazu gehoren neben DNA- und RNA-Polymerasen auch Topoisomerasen, Restriktions-
Endonukleasen, Transkriptions- und Elongations-Faktoren, eine Gyrase und eine Prima-
se, Cluster fiir ribosomale Proteine, ein vollstdndiger Satz tRNAs und drei ribosomale
RNA-Operons. Aus dem elementaren Energiestoffwechsel sind auf Chr.1 die Enzyme
des Citrat-Cyklus, der meisten Synthese- und Abbau-Wege von Aminoséduren, der At-
mungskette und der ATP-Synthese iiber Elektronentransport-Phosphorylierung kodiert.
Ein kleiner Teil dieser Gene liegt in Kopie auf Chr.2, zum Beispiel einzelne Unterein-
heiten der DNA-Polymerase I1I, mehrere tRNAs, zwei ribosomale RNA-Operons, ein
Elongations-Faktor und mehrere Enzyme des Citrat-Cyklus. Von einem einzigen En-
zym aus der Aminosduresynthese — der Argininosuccinat-Synthase (ArgG; H16 B2531)
— wurde bisher gezeigt, das es ausschlieBlich von Chr.2 kodiert wird. Wéhrend also der
iiberwiegende Anteil essentieller, Wachstums-unabhingiger Funktionen in den soge-
nannten Haushaltsgenen (housekeeping genes) auf Chr.1 kodiert ist, steuert Chr.2 in
Verbindung mit pHG1 zusitzliche Eigenschaften bei, die R. eutropha H16 gegeniiber

verwandten Ralstonia-Stimmen auszeichnen.
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4.1.2 Charakterisierung von Chromosom 2 aus R. eutropha H16

Hinsichtlich des fakultativ anaeroben und fakultativ lithoautotrophen Stoffwechsel von
R. eutropha H16 wurde der kodierende Anteil von Chr.2 in Verbindung mit dem Mega-
plasmid pHG1 bereits ausfiihrlich untersucht (Pfitzner & Schlegel, 1973; Kusian &
Bowien, 1997; Lenz et al., 2002; Schwartz et al., 2003). Zusammenfassend und verein-
facht dargestellt wiirde R. eutropha H16 ohne Chr.2 und das Megaplasmid pHG1 die
Fahigkeit zu autotrophem (cbb-Gene auf Chr.2 und pHG1), zu lithotrophem (Hydroge-
nasen auf pHGI1) und zu anaerobem Wachstum verlieren (Nitrat-, Nitrit- und NO-
Reduktase auf Chr.2, Nitrat-, NO- und N,O-Reduktase auf pHGI).

Ein weiterer betrdchtlicher Anteil der Anpassungsfahigkeit von R. eutropha H16,
der in dieser Arbeit untersucht wurde, geht auf eine Erweiterung des Substratspektrums
um zusitzliche Kohlenstoff-, Stickstoff- und Phosphorquellen zuriick. Die enzymati-
schen Grundlagen dieser Funktionen sind auf Chr.2 kodiert. In der Regel werden dazu
Stoffwechselwege ausgenutzt und erweitert, die in den Haushaltsgenen auf Chr.1 ko-
diert sind und zum Basis-Stoffwechsel gehoren. Anders verhilt es sich beim Kohlenhy-
drat-Abbau, der in R. eutropha H16 ausschlieSlich iiber den Entner-Doudoroff-Weg er-
folgt und in wesentlichen Bestandteilen von Enzymen katalysiert wird, die nur auf
Chr.2 lokalisiert sind (siche 3.1.4.2.1.1). In diesem Fall wird der auf Chr.2 kodierte Ab-
bau-Weg fiir Fructose und fiir Glucose (die allerdings nicht aktiv aufgenommen wird
(Konig et al., 1969)) durch Chr.1 um die Zuckersduren Gluconat und 2-Keto-Gluconat
erweitert. Eine weitere Kohlenstoffquelle, die durch Chr.2 erschlossen wird, ist Acetoin.
AuBerdem sind die zur Umsetzung von Glucarat und Galactarat nétigen Enzyme, die als
Substrate fiir das Wachstum von R. eutropha H16 bisher nicht getestet wurden, auf
Chr.2 kodiert (siche 3.1.4.2.1.2).

R. eutropha H16 ist dariiberhinaus in der Lage, cine Vielzahl aromatischer Ver-
bindungen als ausschlieBliche Kohlenstoff- und Energiequelle zu nutzen und tiber ver-
schiedene Abbau-Wege umzusetzen (Davis et al., 1969; Johnson & Stanier, 1971). Die-
se Fahigkeit beruht auf einander ergénzenden kodierenden Eigenschaften der beiden
groflen Replikons (sieche 3.1.4.2.1.3). Auf Chr.1 ist der Enzymapparat fiir den Abbau be-
stimmter Aromaten lokalisiert, die iiber das Zwischenprodukt Catechol und den (-
Ketoadipat-Weg umgesetzt werden. Durch die auf Chr.2 kodierten Enzyme wird einer-

seits der B-Ketoadipat-Weg um eine Reihe von Substraten erweitert, die iiber das Zwi-
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schenprodukt Protocatechuat abgebaut werden; andererseits werden mit dem meta-
Spaltungs- und wahrscheinlich auch dem Gentisat-Weg zusitzliche Umsetzungen fiir
weitere aromatische Verbindungen zur Verfiigung gestellt.

Zu den potentiellen Stickstoffquellen, deren Abbau Ammonium freisetzt und von
Enzymen katalysiert wird, die auf Chr.2 lokalisiert sind, gehdren Cyanat, Formamid und
Ethanolamin (siehe 3.1.4.2.2). Zumindest der Cyanat-Dehydratase diirfte dabei neben
der ErschlieBung alternativer Stickstoffquellen eine detoxifizierende Funktion zukom-
men, da Cyanat aufgrund starker Reaktivitdt mit nucleophilen Gruppen von Proteinen
eine toxische Wirkung ausiibt (Carepo et al., 2004). Eine zuséitzliche Phosphorquelle
wird schlieBlich durch ein potenticlles Operon auf Chr.2 erschlossen, daf} R. eutropha
H16 in die Lage versetzt, chemisch stabile Phosphonate abzubauen (siche 3.1.4.2.3).

Weitere Eigenschaften, die auf Chr.2 kodiert sind und teilweise zur taxonomi-
schen Unterscheidung von R. eutropha H16 und anderen Ralstonia-Spezies verwendet
werden (Vaneechoutte et al., 2004), sind die Fahigkeit zur Fortbewegung tiber peritri-
che Begeiflelung (siehe 3.1.4.5), die Synthese eines Pyrroloquinolinquinon-Cofaktors
(siehe 3.1.4.3) und die Kontrolle der K'-Ionenkonzentration iiber eine P-Typ-ATPase
(siche 3.1.4.4).

Obwohl iiber eine toxische Wirkung von R. eutropha H16 bis heute nichts be-
kannt ist, konnten auf Chr.2 eine Reihe von Clustern lokalisiert werden, die Ahnlichkeit
zu RTX-Operons aufweisen, denen eine Funktion bei der Synthese und Sekretion von
Héamolysin oder dhnlicher RTX-Toxine in verschiedenen pathogenen Organismen zuge-
schrieben werden (siehe 3.1.4.6.2.1) . Allerdings konnte eine hdmolytische Wirkung von
R. eutropha H16 experimentell bisher nicht nachgewiesen werden (A. Pohlmann, per-
sonliche Mitteilung). Wahrscheinlich handelt es sich also bei allen identifizierten RTX-
Clustern um kryptische Operons, in denen einzelne Gene fiir die Synthese und den
Transport funktioneller Toxine fehlen bzw. zerstort sind. Auf Chr.2 sind auflerdem wei-
tere Enzyme des Sekundidrmetabolismus kodiert, beispielsweise fiir die Synthese eines
potentiellen Insekten-Toxins der Tc-Familie, die als Alternative zu Bacillus thuringien-
sis-Toxinen (bt-Toxine) fiir die Transformation zur Herstellung schédlingsresistenter
Nutzpflanzen diskutiert werden (3.1.4.6.2.2). Eine potentielle nicht-ribosomalen Peptid-
Synthetase, deren Untereinheiten auf Chr.2 lokalisiert sind, ist moglicherweise an der

Expression von Siderophoren beteiligt (sieche 3.1.4.6.1).
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4.1.3 Genomorganisation in R. eutropha H16

Vergleichende Analysen der Replikons aus R. eutropha H16 untereinander geben Grund
zu der Annahme, da3 Chr.2 sinnvollerweise als Megaplasmid bezeichnet werden sollte.
Wie bereits erwéhnt ist die iiberwiegende Mehrheit aller Haushaltsgene auf Chr.1 ko-
diert (siehe 4.1.1), wihrend Chr.2 die genetischen Informationen fiir eine Anpassung an
speziellere Wachstumsbedingungen enthélt. Wie im vorigen Kapitel gezeigt bestehen
diese Anpassungen im Fall von R. eutropha H16 in der Fahigkeit zu lithoautotrophem
und anaerobem Wachstum sowie im wesentlichen einer Erweiterung des Substratspek-
trums.

Bei der Identifizierung des Replikationsursprungs in R.eutropha H16 wurden
aulerdem Hinweise auf unterschiedliche Mechanismen der Replikationsinitiation
gefunden, die stirkere Ubereinstimmungen zwischen Chr.2 und pHG1 zeigen als
zwischen Chr.1 und Chr.2 (siehe 3.1.2.2). In allen drei Replikons konnen die Origins of
replication mittels GC-Skew-Analyse eindeutig bestimmt werden. Fiir Chr.2 und pHG1
fallen diese in die Ndhe von potentiellen repA und parABl-Genen, die mit der
plasmiddren Initiation der Replikation bzw. einem plasmiddren Partitionierungssystem
in Verbindung gebracht werden. Dagegen fillt der Replikationsursprung auf Chr.1 mit
einem dnaA-Gen zusammen, welches klassischerweise mit der Initiation der
chromosomalen Replikation verbunden wird (Messer, 2002).

Bis zum jetzigen Zeitpunkt ist es nicht gelungen, Chr.2 in R. eutropha H16 zu de-
letieren (A. Pohlmann, personliche Mitteilung). Ein in dieser Weise verdnderter Stamm
verhielte sich moglicherweise auxotroph in Bezug auf einige Metabolite — eine Vorher-

sage, die auch fiir R. solanacearum GMI1000 getroffen wurde (Salanoubat et al., 2002).

4.1.4 Replikonvergleiche innerhalb der Burkholderiales

Aus der Familie der Burkholderiaceae wurden neben R. eutropha H16 bisher drei Ge-
nome vollstindig sequenziert: R.solanacearum GMI1000, Burkholderia mallei
ATCC 23344 (Nierman et al., 2004) und Bu. pseudomallei K96243 (Holden et al.,
2004). Eine Reihe weiterer Genome, zu denen unter anderem R. eutropha JMP134,

R. metallidurans CH34, Bu. cepacia R1808 und Bu. xenovorans LB400 gehoren, befin-
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det sich zur Zeit in einem fortgeschrittenen Stadium der Sequenzierung am DOE Joint
Genome  Institute,  Kalifornien und ist dort  Offentlich  zugénglich
(http://www .jgi.doe.gov). Die nichsten vollstindig sequenzierten Verwandten von
R. eutropha H16 auf3erhalb der Familie der Burkholderiaceae gehdren zur Gattung Bor-
detella und umfassen Bo. bronchiseptica RBS50, Bo. parapertussis 12833 und
Bo. pertussis Tohama I (Parkhill et al., 2003). Cupriavidus necator N1 wurde kiirzlich
als naher Verwandter von R. eutropha H16 beschrieben, der als Typ-Stamm der Spezies
R. eutropha fungieren miisse (Vandamme & Coenye, 2004) (siche 4.1.9). Tab. 4.1 gibt

eine Ubersicht iiber die Genomorganisation der genannten Burkholderiales-Stimme.

Tab. 4.1: Genomorganisation einiger vollstindig sequenzierter und in der Sequenzierung
begriffener Stdmme aus der Ordnung Burkholderiales.

Genom 1. Replikon 2. Replikon 3. Replikon, etc.
[Mbp] [Mbp] [Mbp] [Mbp]
R. eutropha H16 74 41 (Chr.1) 29(Chr2)  0.452 (pHGT)
C. necator N1 ~7.9 ~3.9 ~2.7 ~13
R. eutropha JMP134° 7.2 ? 2 0.088 (pJP4)
R. metallidurans CH34? 6.8 ? ? pMOL30, pMOL28
R. solanacearum GMI1000° 5.8 3.7 (Chr) 2.1 (Mpl.)
Bu. pseudomallei K96243° 7.2 4.1 (Chr.1) 3.2 (Chr.2)
Bu. mallei ATCC 23344° 5.8 3.5(Chr.1) 2.3 (Chr.2)
Bu. cepacia R1808% 8.4 ?
Bu. xenovorans LB400° 9.7 ?
Bo. bronchiseptica RB50° 53 5.3
Bo. parapertussis 12822° 4.8 4.8
Bo. pertussis Tohama I° 4.1 4.1

R. = Ralstonia; C. = Cupriavidus; Bu. = Burkholderia; Bo. = Bordetella

Chr. = Chromosom; Mpl. = Megaplasmid

@ DOE Joint Genome Institue, California, USA; ® Salanoubat et al., 2002; © Holden et al., 2004:
4 Nierman et al., 2004; ® Parkhill et al., 2003

Gegeniiber R. solanacearum GMI1000, dem néchsten vollstindig sequenzierten
Verwandten von R. eutropha H16 konnten iiber bidirektionale BLAST-Vergleiche hohe
Ubereinstimmungen in den kodierenden Eigenschaften der beiden groBen Replikons
festgestellt werden (siehe 3.1.3.1). Zu mehr als der Hélfte aller CDSs auf Chr.1 aus
R. eutropha gibt es bidirektionale BLAST-Treffer auf dem Chromosom aus R. solana-
cearum. Von diesen Treffern liegen nahezu 90 % auf beiden Replikons in konservierter
Umgebung vor, also in gleicher oder umgekehrter Reihenfolge der Gene. Ubereinstim-
mende Beobachtungen konnten in einer Ausweitung dieser Vergleiche fiir alle bisher
sequenzierten Genome der Ordnung Burkholderiales gemacht werden (Tab. 4.2;
Abb. 4.1).
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Abb. 4.1: Bidirektionale BLAST-Vergleiche auf Proteinebene (> e'15) zwischen Chr.1 und 2
und den Replikons verschiedener Burkholderiales-Genome. Abkurzungen: Chr., Chromo-
som; Mpl., Megaplasmid. A, Chr.1 aus R.eutropha H16 mit Chr. aus R. solanacearum
GMI1000; B, Chr.2 aus R. eutropha H16 mit Mpl. aus R. solanacearum GMI1000; C, Chr.1 aus
R. eutropha H16 mit Chr.1 aus Bu. pseudomallei K96243; D, Chr.2 aus R. eutropha H16 mit
Chr.2 aus Bu. mallei ATCC 23344, E, Chr.1 aus R. eutropha H16 mit Bo. bronchiseptica RB50;
F, Chr.2 aus R. eutropha H16 mit Bo. bronchiseptica, RB50. Die Replikons von R. eutropha
H16 stellen die jeweiligen x-Achse dar.
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Tab. 4.2: Bidirektionale BLAST-Vergleiche auf Proteinebene (> e™°) zwischen Chr.1 und 2
aus R. eutropha H16 und den Replikons verschiedener Burkholderiales-Genome.

Anzahl Ralstonia eutropha H16

CDSs Chr.1 Chr.2
Chr. 3442 2008 551
R. solanacearum GMI1000 Mpl. 1678 365 465
. Chr.1 3460 1698 565
Bu. pseudomallei K96243 Chr.2 2393 269 247
. Chr.1 2996 1541 642
Bu. mallei ATCC 23344 Chr.2 1768 467 413
Bo. bronchiseptica RB50 4994 1810 861
Bo. parapertussis 12822 4185 1739 785
Bo. pertussis Tohama | 3436 1552 651

Alle verglichenen Genome zeigen eine hohe Zahl bidirektionaler BLAST-Treffer
der Chromosomen untereinander und eine erkennbare Konservierung der Abfolge der
Gene auf dem Chromosom. Fiir die mutmaflichen Megaplasmide konnen vergleichba-
ren Ubereinstimmungen nicht gefunden werden. In Ubereinstimmung mit den taxono-
mischen Verwandtschaftsverhéltnissen nimmt die Anzahl der bidirektionalen BLAST-
Treffer zwischen den beiden grof3en Replikons von R. eutropha H16 und den jeweiligen
Replikons von R. solanacearum iiber die Burkholderia- zu den Bordetella-Spezies hin
ab. Wie die Vergleiche zeigen, bleibt die Anzahl gemeinsamer Proteine fiir alle Chro-
mosomen auch zwischen den entfernter verwandten Spezies relativ hoch und ist nicht
direkt abhidngig von der Anzahl der kodierenden Sequenzen auf dem Chromosom. In-
teressanterweise enthdlt das mutmaBliche Megaplasmid aus Bu. mallei ATCC 23344
deutlich mehr gemeinsame CDSs mit Chr.2 aus R. eutropha H16 als das entsprechende
Replikon aus Bu. pseudomallei K96243 und als der Gesamtzahl der CDSs nach zu er-

warten ware.

4.1.5 Genomorganisation innerhalb der Burkholderiaceae

Alle bisher sequenzierten Spezies der Burkholderiaceae weisen Gemeinsamkeiten in
der genomischen Organisation auf, die in Analogie zu R. eutropha H16 eine Unter-

scheidung der verschiedenen Replikons nach Chromosom und Megaplasmid erlauben:
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1. In R.solanacearum GMI1000, Bu. mallei ATCC 23344 und Bu. pseudomallei
K96243 wurde die Mehrheit aller Haushaltsgene auf dem grof3ten Replikon identifi-
ziert, wahrend auf dem kleineren Replikon Eigenschaften fiir spezifische Anpassun-
gen der Organismen an unterschiedliche Habitate kodiert sind (Salanoubat et al.,
2002; Holden et al., 2004; Nierman et al., 2004). Innerhalb des Burkholde-
ria cepacia-Komplexes, zu dem Bu. xenovorans LB400 und Bu. cepacia R1808 ge-
horen, wird eine dhnliche Funktionsaufteilung zwischen mehreren Replikons ange-
nommen (Mahenthiralingam et al., 2005).

2. In jedem der drei vollstindig sequenzierten Genome wurden auflerdem Hinweise
auf unterschiedliche, replikonspezifische Mechanismen der Replikation gefunden:
dnaA-homologe Gene auf dem grolen Replikon, repA- und parABl-homologe Gene

auf dem kleineren Replikon.

In Bu. mallei ATCC 233344 und Bu. pseudomallei K96243 wurden allerdings ebenso
wie in R. eutropha H16 Gene aus dem Basis-Stoffwechsels auf dem kleineren Replikon

identifiziert.

4.1.6 Verwandtschaftsverhaltnisse mutmaflicher Megaplasmide

Um Hinweise auf mogliche Verwandtschaftsverhéltnisse zwischen den mutmaBli-
chen Megaplasmiden der Burkholderiaceae-Genome zu sammeln, wurden Sequenzver-
gleiche zwischen verschiedenen potentiellen RepA-Proteinen durchgefiihrt, die den
vollstdndig annotierten Datensédtzen entnommen bzw. durch BLAST-Vergleiche in den
unvollstindigen Datensétzen identifiziert wurden. Von insgesamt 16 RepA-analogen
Proteinen, die iiber Sequenz-Alignments miteinander verglichen wurden (Abb. 4.2),
stammen 13 aus acht unterschiedlichen Burkholderiaceae-Stdmmen: je ein repA-Gen
von insgesamt sieben mutmaBlichen Megaplasmiden aus R.eutropha H16 (Chr.2,
pHG1), R.metallidurans CH34 (pMOL28, pMOL30), R.solanacearum GMI1000
(Mpl.), Bu. mallei ATCC 233344 (Chr.2) und Bu. pseudomallei K96243 (Chr.2).
pMOL30 und pMOL28 wurden in R. metallidurans CH34 als Schwermetallresistenz
vermittelnde Megaplasmide charakterisiert (Mergeay et al., 1985). Fiinf weitere RepA-
analoge Proteine wurden in den unvollstdndigen Datensédtzen von R. eutropha JMP134,

Bu. cepacia R1808, Bu. xenovorans LB400 (je ein repA-Gen) und R. metallidurans
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CH34 (zwei repA-Gene) identifiziert. In den Vergleich miteinbezogen wurden auf3er-
dem RepA-analoge Proteine von zwei Plasmiden mit breitem Wirtsspektrum (pSB102,
pIP02T), ein RepA-Protein aus einem E. coli-Plasmid (R388) und ein weiteres RepA-
analoges Protein, das in Bu. pseudomallei K96243 auf dem groflen Replikon identifi-
ziert worden ist und moglicherweise auf ein ins Chromosom inseriertes Plasmid hin-

weist.

R. eutropha H16, Chr.2 (1)

R. eutropha JMP134 (2)

R. metallidurans CH34, 1 (3)

— R. solanacearum GMI1000, Mpl. (4)

—R. metallidurans CH34, 2 (5)

pSB102 (6)

] _[ plP02T (7)

Bu. pseudomallei K96243, Chr.1 (8)

E. coli, R388 9)

_| — R. eutropha H16, pHG1 (10)

L_R. metallidurans CH34, pMOL28 (11)

R. metallidurans CH34, pMOL30 (12)
Bu. mallei, Chr.2 (13)
Bu. pseudomallei, Chr.2 (14)
Bu. cepacia R1808 (15)
Bu. fungorum LB400 (16)

Abb. 4.2: Bewurzelter phylogenetischer Stammbaum basierend auf Sequenzvergleichen
mutmaBlicher RepA-Proteine aus Genomen verschiedener Stamme der Burkholderia-
ceae, aus einem E. coli-Plasmid und aus unspezifischen Plasmiden mit breitem Wirts-
spektrum (pSB102 und plIP02T). (1) H16_B0001; (2) gi|53761021; (3) gi|48768367; (4)
gi|17548222; (5) unbenannte CDS; (6) gi|15722254; (7) gi|16610030; (8) gi|53720880; (9)
gi|419569; (10) gi|38638033; (11) gi|56410265; (12) gi|56130630; (13) gi|53716049; (14)
gi|53723369; (15) qi|46321161; (16) gi|48782664. Sequenzvergleiche wurden mit DIALIGN 2
durchgefiihrt (Morgenstern, 1999) und mit DRAWGRAM aus dem Phylip-Paket dargestellt
(Felsenstein, 1989). Die Lange der Aste im Diagramm ist nicht gleichzusetzen mit dem Ver-
wandtschaftsgrad der verbundenen Sequenzen.
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Wie dieser Vergleich belegt, enthalten alle Burkholderiaceae-Genome neben dem
Chromosom ein mutmaBliches Megaplasmid, dessen Verwandtschaftsgrade — anhand
von RepA-Sequenzvergleichen bestimmt — gute Ubereinstimmungen mit der taxonomi-
schen Einteilung der Genome in die Ralstonia- und Burkholderia-Spezies zeigen. Dem-
entsprechend konnen diese Megaplasmide, zu denen auch Chr.2 aus R. eutropha H16
gehort, als gattungsspezifisch bezeichnet werden. Daneben enthalten R. eutropha H16
und R. metallidurans CH34 mit pHG1 und pMOL28 weitere Megaplasmide, die nach
RepA-Vergleich nah miteinander verwandt sind, aber wenig Ahnlichkeit zu Chr.2,
pMOL30 und den iibrigen Megaplasmiden anderer Burkholderiaceae zeigen. Das Ge-
nom von R. metallidurans CH34 setzt sich demnach aus mindestens vier Megaplasmi-
den zusammen: einem gattungsspezifischen Megaplasmid, pMOL28, das mit pHGI
verwandt ist, pMOL30, das Ahnlichkeit mit den Megaplasmiden der Burkholderia-
Spezies aufweist und einem weiteren Megaplasmid, das verwandt ist mit einer Gruppe

um das E. coli-Plasmid R388.

4.1.7 Gemeinsame Abstammung verschiedener Megaplasmide

Auf jedem der gattungsspezifischen Megaplasmide der vier in Tab. 4.1 dargestellten
Ralstonia-Spezies (bzw. auf dem Contig des dazugehdrigen repA-Gens) wurden Gen-
Cluster identifiziert, die fiir die Eingangsenzyme des Kohlenhydrat-Abbaus iiber den
Entner-Doudoroff-Weg kodieren (Abb. 4.3). Diese Cluster weisen einen Grad an Kon-
servierung auf, der sie von vergleichbaren Gen-Clustern in den Genomen der Burkhol-
deria-Spezies unterscheidet. Demzufolge kann auf ein gemeinsames Ursprungsplasmid
der gattungsspezifischen Megaplasmide der Ralstonia-Spezies geschlossen werden, auf
dem bereits die genetischen Grundlagen fiir den Entner-Doudoroff-Weg angelegt wa-

ren.
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R. eutropha H16 e e—————— ——————— ———

R. eutropha JMP134 “_—‘—

R. metallidurans CH34 —_-‘F_{

R. solanacearum GMI1000——__—_—-
/

" A N

Glucokinase 6-Phospho- Glucose-6-Phosphat- Phosphogluconat-
EC 2.7.1.12 Gluconolactonase Dehydrogenase Dehydratase
EC 3.1.1.31 EC 1.1.1.49 EC 4.2.1.12

Abb. 4.3: Vergleich der potentiellen Gene fiir Enzyme des Entner-Doudoroff-Weges in ei-
nem konservierten Cluster auf den Megaplasmiden verschiedener Ralstonia-Spezies.

4.1.8 Hypothetische Entwicklung der Burkholderiales-Genome

Aus dem Vergleich verschiedener Genome aus der Familie der Burkholderiaceae kann
ein allgemeines Organisationsprinzip abgeleitet werden, das moglicherweise Hinweise
auf die evolutionsgeschichtliche Entwicklung dieser Familie gibt. Alle Burkholderia-
Genome enthalten ein Chromosom, das fiir die Grundlagen der Informationsverwaltung
und den Basis-Stoffwechsel kodiert und entsprechend hohe Ubereinstimmungen in der
kodierenden Sequenz und deren Verteilung auf dem Chromosom zwischen verschiede-
nen Spezies aufweist. Dieses Replikon konnte vom Chromosom eines gemeinsamen
Vorlauferbakteriums aller Burkholderiaceae abstammen. Aus dem Genom dieses ur-
spriinglichen Bakteriums, das keine weiteren Replikons enthielt, kdnnten sich die ein-
zelnen Gattungen durch Aufnahme unterschiedlicher, kleiner Plasmide differenziert ha-
ben. Auf diesen Plasmiden konnten die genetischen Grundlagen einer Spezialisierung
auf bestimmte Wachstumsbedingungen angelegt gewesen sein, die heute zum Beispiel
den Ralstonia-Spezies den Abbau von Kohlenhydraten {iber den Entner-Doudoroff-Weg
ermoglichen (siche 4.1.7). Dall Sequenzvergleiche von RepA-Proteinen der grofBen
mutmaBlichen Megaplasmide noch immer Gattungszugehorigkeiten widerspiegeln
(Abb. 4.2), spricht fiir eine entwicklungsgeschichtlich lange zuriickliegende Aufnahme
dieser Plasmide in das Ursprungsgenom. Fiir einen Vorlduferorganismus der Burkhol-
deriaceae hitte es sich als niitzlich erwiesen, eine ausgepriagte genomische Plastizitit zu

entwickeln, um das Plasmid als Experimentierfeld zur Aufnahme und Uberpriifung zu-
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sdtzlicher Eigenschaften zu nutzen. Als Folge dieser Plastizitidt konnte es im Laufe der
Zeit zu einer Verlagerung von Haushaltsgenen auf die Megaplasmide gekommen sein,
mit dem Ergebnis, daB heute essentielle Stoffwechselgene auf den Megaplasmiden ko-
diert sind. Genduplikationen und die Aufnahme fremden genetischen Materials iiber la-
teralen Gentransfer hitten danach die Megaplasmide auf die heutige Grofle anwachsen
lassen. In diesem Sinne stellen die Megaplasmide der Burkholderiaceae ein genetisch
variables Reservoir niitzlicher Eigenschaften dar, aus dem sich der Organismus unter
widrigen oder veridnderten Lebensumstinden bedient.

In der Ralstonia-Gattung konnte es in einem Vorlduferorganismus von
R. eutropha H16 und R. metallidurans CH34 zur Aufnahme eines weiteren Plasmides
gekommen sein, aus dem sich pHG1 und pMOL28 entwickelt haben (Abb. 4.2). In R.
metallidurans CH34, einem Stamm, der ebenso wie R. eutropha H16 lithoautotroph
wachsen kann, sind die dazu notigen Hydrogenase-Gene auf dem Chromosom kodiert
(Mergeay et al., 1985). Dennoch konnten die Grundlagen fiir die Fahigkeit zu lithoauto-
trophem Wachstum auf einem Vorlduferplasmid von pHG1 und pMOL28 angelegt ge-
wesen sein. DaB} in R. eutropha H16 die genetischen Grundlagen des fakultativ lithoau-
totrophen und des fakultativ anaeroben Stoffwechsels auf pHG1 und Chr.2 verteilt vor-
liegen, spricht moglicherweise dafiir, da3 eine langfristige Verlagerung genetischer
Ressourcen von den kleineren auf die grofleren Megaplasmide oder auf das Chromosom
stattfindet. Diese Verlagerung konnte nach dem Prinzip erfolgen, vorteilhafte kodieren-
de Eigenschaften von neu erworbenen auf stabilere Replikons zu transferieren.

In den Bordetella-Spezies konnte eine Anpassung an spezielle Wachstumsbedin-
gungen durch direkte Integration fremder DNA in ein Ursprungschromosom stattgefun-
den haben. Eine gegeniiber den Chromosomen der Ralstonia- und Burkholderia-Spezies
erhohte Genomgrofle und die hohe Anzahl bidirektionaler BLAST-Treffer, die in der
gleichen GroBenordnung liegt wie die Summe der Treffer von Chromosom und Mega-
plasmid der anderen Genome, deuten darauf hin, daf die Entwicklung dieser Genome
nicht iiber eine zweites Replikon stattgefunden hat oder das ein zweites Replikon nur in
einem Zwischenstadium existierte. Potentielle kryptische repA-Gene, die auf in das
Chromosom inserierte Plasmide hinweisen wiirden, konnten in den Genomen der Bor-

detella-Spezies nicht gefunden werden.
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4.1.9 Bemerkungen zur taxonom. Einteilung der Burkholderiaceae

Innerhalb der letzten Jahre hat eine taxonomische Neuordnung des Ralstonia-Genus
stattgefunden, in deren Folge R. eutropha und R. metallidurans der Gattung Cupriavi-
dus zugeschrieben wurden (Vandamme & Coenye, 2004; Vaneechoutte et al., 2004).
Den Veréffentlichungen nach handelt es sich bei R. eutropha um ein Synonym des
schon frither beschriebenen Cupriavidus necator (Makkar & Casida, 1987). Demnach
ordnen sich die Genome der Ralstonia-Spezies aus Tab. 4.1 jetzt zwei verschiedenen
Gattungen zu: Cupriavidus (C. necator N1, C.necator H16, C.necator JMP134,
C. metallidurans CH34) und Ralstonia (R. solanacearum GMI1000).

Da bisher keine Informationen tiber die Genomorganisation von C. necator N1 im
Vergleich zu R.eutropha H16 vorliegen, wurden beide Genome durch Pulsfeld-
Gelelektrophorese parallel aufgetrennt und miteinander verglichen (Abb. 4.4; S. Voll-

land, unveroffentlicht).

R. eutropha H16| C. necator N1 |
a b c a b c

5,7 m—
’ 1
{ (
3,5\-
3,1 {2 5
2,4 - 2,7 m— {
1,7 -1,8 =——

Abb. 4.4: Auftrennung genomischer DNA der Stamme R. eutropha H16 und C. necator N1
durch Pulsfeld-Gelelektrophorese. Es wurden jeweils drei gleiche Ansatze aufgetragen
(R. eutropha H16 und C. necator N1: a,b,c). Abkirzungen: M1 und M2, Langenmarker. Gros-
senangaben in Mbp. Zuordnung der DNA-Banden: 1, Chr.1 aus R. eutropha H16; 2, Chr.2 aus
R. eutropha H16; 3, pHG1 aus R. eutropha H16; 4, mutmalliches Chromosom aus C. necator
N1; 5, mutmaBliches Megaplasmid 1 aus C. necator N1; 6, mutmaRliches Megaplasmid 2 aus
C. necator N1.
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Innerhalb der Familie der Burkholderiaceae verteilen sich die kodierende Eigen-
schaften des Genoms auf mehrere Replikons, die unterschiedlichen Ursprungs sein kon-
nen und verschiedene Verwandtschaftsbeziehungen zeigen. Dadurch wird die taxono-
mische Klassifizierung dieser Organismen erheblich erschwert. An der jetzigen Eintei-
lung erscheint zumindest die Trennung der Stimme R. eutropha H16 und R. solanacea-
rum GMI1000 problematisch, weil sie die hohen Ubereinstimmungen zwischen den
Chromosomen ebenso wie den gemeinsamen Ursprung der potentiell gattungsspezifi-
schen Megaplasmide vernachldssigt. Die Zuordnung von R. eutropha zur Spezies Cu-
priavidus necator sollte aufgrund der deutlichen Unterschiede in der Grofle der Repli-
kons, aus denen sich die Genome von R. eutropha H16 und C. necator N1 zusammen-

setzen, noch einmal iiberpriift werden.

4.1.10 Ausblick

Mit dem Verstindnis der Genomorganisation der Burkholderiaceae, aus der sich die
auBlerordentliche metabolische Vielseitigkeit dieser Familie speist, werden sich in Zu-
kunft Ansitze fiir die Entwicklung von Hochleistungsstimmen ableiten lassen. Schlief3-
lich kann dabei auf ein umfangreiches genetisches Potential zuriickgegriffen werden,
das sich aus der Gesamtheit der verschiedenen Megaplasmide dieser Familie zusam-
mensetzt. Mdoglicherweise lieBen sich Eigenschaften unterschiedlicher Megaplasmide
zu einer Art Ralstonia-Bibliothek verbinden, in der ein Basischromosom mit unter-
schiedlichen Megaplasmiden kombiniert wiirde, um aus Eigenschaften wie Autotrophie,
Schwermetallresistenz oder Substratspezifitit einen maBgeschneiderten Stamm zusam-
menzustellen. Dazu miite zunédchst die genaue Funktion der mutmaBlichen Megaplas-
mide und Chromosomen ebenso wie deren gesamtes kodierendes Potential erfa3t und
verstanden werden. In R. eutropha H16 sollte dieses Verstindnis in absehbarer Zeit
durch eine Genomanalyse, bei der auf ausfiihrliche experimentelle Daten zuriickgegrif-
fen werden kann, verfiigbar sein. Zur Zeit wird an einer abschlieBenden Annotation und
Charakterisierung von Chr.1 gearbeitet. Im Anschlu3 daran ist die Herstellung von
DNA-Chips geplant, die eine Analyse der Transkription des gesamten Genoms von

R. eutropha H16 unter verschiedenen Wachstumsbedingungen erméglichen werden.
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4.1l Das Methanosphaera stadtmanae-Genomprojekt

4.11.1 Das Methanosphaera stadtmanae-Genom

Mit Msp. stadtmanae wurde das erste kommensale methanogene Archacon vollstindig
sequenziert und annotiert. Von allen bisher sequenzierten Archaeen weist das Genom
von Msp. stadtmanae den niedrigsten G+C-Gehalt (28 %) und die hochste Anzahl ribo-
somaler RNA-Operons (vier) auf. Gleichzeitig besitzt es die niedrigste Anzahl kodie-
render Sequenzen (1545 CDSs) von allen bisher sequenzierten Methanogenen
(1687 CDSs bis 4540 CDSs). Die Genomgrofle von Msp. stadtmanae (1.77 Mbp) liegt
zwischen den GenomgroBen der Methanosarcina-Spezies (4.1 Mbp bis 5.75 Mbp) und
der iibrigen methanogenen Archaeen (1.66 Mbp bis 1.75 Mbp). Der Anteil der kodie-
renden Sequenz an der Gesamtsequenz (84 %) fillt hoher aus als in den Methanosarci-
na-Spezies (74 % bis 75 %) und niedriger als in den iibrigen methanogenen Archaeen

(88 % bis 90 %).

4.11.2 Der methanogene Stoffwechsel

Im anaeroben Milieu des menschlichen Enddarms hat sich Msp. stadtmanae auf die
Verwertung von Gérungsprodukten spezialisiert, die aus der anaeroben Fermentation
von Nahrungsmittelresten, die vom Menschen nicht umgesetzt werden konnen, durch
nicht-methanogene Bakterien stammen (Wolin & Miller, 1994). Dabei tritt
Msp. stadtmanae in direkte Konkurrenz zu Methanobrevibacter smithii, dem héufigsten
methanogenen Archaeon im menschlichen Enddarm, das fiir nahezu die gesamte Me-
thanproduktion im Gastrointestinaltrakt verantwortlich ist (Miller & Wolin, 1982). Im
Gegensatz zu Mbr. smithii hat sich Msp. stadtmanae auf einen methylotrophen Stoff-
wechsel spezialisiert, bei dem in analoger Weise zu den Methanosarcina-Spezies
(Deppenmeier, 2004) Methanol mit molekularem Wasserstoff zu Methan reduziert wird
(Miller & Wolin, 1985). Die CDSs der an diesen Reaktionen beteiligten Enzyme, ein-

schlieBlich einer Untereinheit der ATP-Synthase, weisen eine Anpassung der Codon
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Usage auf, die sie als hochexprimiert charakterisiert und die elementare Funktion dieser
Enzyme im Stoffwechsel von Msp. stadtmanae belegt (siehe 3.11.2.3).

Die endogene Produktion von Methanol, das nahezu vollstindig aus dem Abbau
von Pectin stammt, liegt im menschlichen Gastrointestinaltrakt zwischen 0.3 und 0.6
Gramm pro Tag (Lindinger et al., 1997). Pectin, ein Methyl-Ester polymerisierter Zuk-
kersduren, stellt einen Hauptbestandteil pflanzlichen Zellwidnde dar und wird im Darm
durch pectinolytische Bakterien, insbesondere der Gattung Bacteroides, unter Abspal-
tung von Methanol umgesetzt (Salyers et al., 1977). In vivo-Analysen weisen auf stark
erhohte Methanolkonzentrationen im menschlichen Korper insbesondere nach dem
Verzehr von Friichten hin (Lindinger et al., 1997). Beispielsweise entspricht der An-
stieg der Methanolkonzentration im Atem nach Verzehr von einem Kilogramm Apfel
dem Genuf3 von 0.3 Litern 40 %igem Branntwein.

Zu einer methanogenen Reduktion von CO, ist Msp. stadtmanae im Gegensatz zu
Mbr. smithii und den meisten anderen bisher sequenzierten methanogenen Archaeen
nicht in der Lage. Dafiir ist wahrscheinlich ein Mangel an Molybdopterin verantwort-
lich, das weder synthetisiert, noch aufgenommen werden kann (siche 3.I11.5.1). Molyb-
dopterin stellt jedoch einen essentiellen Cofaktor fiir die Formyl-Methanofuran-
Dehydrogenase dar, das Eingangsenzym der Methanogenese aus H, und CO, (Vorholt
& Thauer, 1997). Zu allen weiteren Enzymen des CO,-Reduktionsweges, einschlieBlich
der Formyl-MFR-Dehydrogenase, konnten in Msp. stadtmanae analoge kodierende Se-
quenzen nachgewiesen werden (siehe 3.11.4). Uberraschenderweise lassen sich anhand
der Enzyme des methanogenen Stoffwechsels keine eindeutigen Verwandtschaftsver-
héltnisse von Msp. stadtmanae zu anderen methanogenen Archaeen ausmachen. Wéh-
rend die Mehrheit der CDSs die stirksten Ubereinstimmungen in Sequenz und Organi-
sation zu Mth. thermautotrophicus zeigt, weichen einige Cluster von diesem Muster ab
und entsprechen in der Reihenfolge der Gene dem Methanosarcina-Typ oder weichen
von allen bisher beschriebenen Formen ab. Moglicherweise gehen diese Unterschiede in
der Organisation der Gene auf eine dynamische Plastizitit des Genoms von
Msp. stadtmanae zuriick, die sich in regelméBigen intragenomischen Rekombinations-

ereignissen dullert (siche 4.11.4).
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4.11.3 Kommensalismus

Bis zu 10" kommensale Mikroorganismen leben in jedem Gramm Darminhalt des
Menschen (Mackie et al., 1999). Wie Experimente mit Mdusen belegen, die unter keim-
freien Bedingungen gehalten wurden, iiben kommensale Mikroorganismen eine positive
Wirkung auf die Ausbildung der Darmschleimhaut und des Immunsystems aus (Crabbe
et al., 1970; Benveniste et al., 1971). Zu einer Stérung des empfindlichen Gleichge-
wichts zwischen Bakterium und Wirt kann es jedoch kommen, wenn die kommensale
Darmflora als pathogen wahrgenommen und durch das Immunsystem bekédmpft wird —
chronisch entziindliche Darmerkrankungen wie Morbus Crohn und Colitis Ulcerosa (in-
flammatory bowel diseases) sind die Folge (Macdonald & Monteleone, 2005). Da sich
die Grenzen zwischen pathogenen und kommensalen Organismen in dieser Weise ver-
schieben konnen, ist Kommensalismus auch als dynamisches Wettriisten als Folge einer
Koevolution bezeichnet worden, diec Kommensale und Wirt davor bewahrt einander
Schaden zuzufiigen (Steinert et al., 2000; Hooper & Gordon, 2001). Kommensale eben-
so wie pathogene Organismen weisen allgemeine Oberflachenstrukturen auf (pathogen
associated molecular patterns, PAMPs), die von Rezeptoren des menschlichen Immun-
systems (Toll-like receptors, TLRs) erkannt werden (Macpherson & Uhr, 2004). Dem-
entsprechend werden den Prozessen, die zur Ausbildung eines pathogenen oder eines
symbiontischen Verhéltnisses fiihren, &hnliche molekulare Mechanismen zugesprochen
(Hentschel et al., 2000). Ein gemeinsames Merkmal dieser Mechanismen ist die Erzeu-
gung phénotypischer Diversitét, durch die sich der kommensale oder pathogene Orga-
nismus maskiert und damit dem Immunsystem des Wirtes dauerhaft entzieht (Deitsch et
al., 1997). Durch genetische Reorganisationen, die zusammenfassend als Phasenvariati-
on (phase variation) bezeichnet werden, wird innerhalb bestimmter Loci, die fiir antige-
nisch relevante Oberfldchenstrukturen kodieren, eine lokal begrenzte Hypermutabilitit
erzeugt. Zu den genetischen Grundlagen dieser Hypermutabilitit gehdren Insertionen
und Deletionen einzelner Basen oder kurzer Sequenzabschnitte innerhalb kodierender
Sequenzen oder Promotorregionen.

Uber eine Identifikation derjenigen Proteine, die keine Entsprechung in den Ge-
nomen andere Archaeen aufweisen, konnten mehrere Gruppen von Proteinen identifi-
ziert werden, die moglicherweise an der Erzeugung phénotypischer Diversitét beteiligt

sind oder auf andere Weise fiir die Etablierung des kommensalen Verhéltnisses von
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Msp. stadtmanae im menschlichen Enddarm benétigt werden. Spezifische Enzyme der

Zellwandsynthese deuten darauf hin, dal Msp. stadtmanae Oberflachenstrukturen aus-

bildet, die Ahnlichkeiten zur O-Antigen-Komponente der Lipopolysaccharide Gram-
negativer Bakterien aufweisen (siche 4.11.3.1). Bei diesen Strukturen konnte es sich um
Oligosaccharidketten handeln, die iiber N- und O-glykosidische Bindungen mit Aspara-
gin-, Threonin- und Serin-Resten membranassoziierter Proteine aus der Gruppe der ii-

berlangen Proteine verkniipft sind (siehe 4.11.3.2). Intragenomische Rekombinationse-

reignisse konnten ein Reservoir variierender liberlanger ORFs erzeugt haben, deren va-
riable Expression flir die Erzeugung antigenischer Variabilitdt verantwortlich ist. Die
Regulation dieser paralogenen Gene konnte iiber reversible DNA-Methylierungen durch

Restriktions-Modifikations-Systeme stattfinden.

4.11.3.1 Zellwandsynthese

Msp. stadtmanae gehort zur Familie der Methanobacteriaceae (Miller & Wolin, 1985),
die sich durch Zellwénde mit hohen Anteilen von Pseudomurein auszeichnen (Konig et
al., 1982). Eine Glycoproteinschicht vom Typ der bakteriellen S-layer — vergleichbar
mit den Lipopolysacchariden Gram-negativer Bakterien (Whitfield, 1995) — kann in
Msp. stadtmanae nicht nachgewiesen werden (H. Konig, personliche Mitteilung).

Die meisten Enzyme der Zellwandsynthese von Msp. stadtmanae sind in einem
Bereich des Genoms kodiert, der an den Replikationsursprung grenzt (Abb. 3.25). Dar-
unter befinden sich einige Enzyme, die keine signifikante Ahnlichkeit zu bekannten
Proteinen anderer Archaeen aufweisen, dafiir aber zu Enzymen der Zellwandsynthese
Gram-negativer, vorwiegend pathogener Bakterien (siehe 3.I1.5.2.1). Dort werden sie
mit der Synthese und Assemblierung von Zuckerresten im O-Antigen, der &uf3eren,
strukturell hochvariablen Komponente der Lipopolysaccharide (LPS) in Verbindung
gebracht. Die chemische Zusammensetzung der O-Antigene in Gram-negativen Bakte-
rien ist stammspezifisch, kann jedoch auch innerhalb einer einzigen Kultur eine grof3e
Heterogenitit erreichen (Lerouge & Vanderleyden, 2002). In Salmonella-Spezies sind
die Enzyme der O-Antigen-Synthese in rfb-Clustern kodiert, deren genetische Zusam-
mensetzung fiir die hohe strukturelle Variabilitdt dieser Strukturen verantwortlich ist
(Jiang et al., 1991). LPS und darin besonders der O-Antigen-Komponente werden in pa-

thogenen Organismen unterschiedliche Funktionen in wenigstens zwei Stadien des In-
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fektionsprozesses zugeschrieben: Haftung an spezifische Gewebetypen wéhrend der
Besiedelung und dauerhafte Uberwindung von Abwehrmechanismen des Wirtes
(Lerouge & Vanderleyden, 2002). Da sich Msp. stadtmanae durch die Existenz von rfb-
analogen Genen von allen anderen bisher sequenzierten Archaeen unterscheidet, konnte
diesen Genen eine dhnlich Funktion bei der Etablierung eines kommensalen Verhiltnis-
ses im menschlichen Darm zufallen.

In diesem Zusammenhang koénnte eine in Msp. stadtmanae identifizierte CDS eine
Rolle spielen, die in Gram-negativen Bakterien fiir ein Enzym kodiert, das die Ubertra-
gung von Phosphoryl-Cholin (ChoP) auf die LPS katalysiert (siche 3.11.5.2.1). In vielen
vorwiegend pathogenen, Gram-positiven und Gram-negativen Bakterien kann ChoP in
der Zellwand nachgewiesen werden (Mosser & Tomasz, 1970; Gillespie et al., 1996;
Weiser et al., 1998a). ChoP-Resten werden in der Pathogenese Funktionen fiir die Haf-
tung und Invasion von Endothel- und Epithel-Zellen durch Wechselwirkungen mit dem
Rezeptor des platelet activating factors zugeschrieben (Cundell et al., 1995; Ring et al.,
1998). Da ChoP-Epitope allerdings auch Sensitivitdt gegeniiber der serumvermittelten
Zelltotung durch das menschliche Immunsystem vermitteln konnen (Weiser et al.,
1998b), werden Mechanismen der Phasenvariation diskutiert, mit deren Hilfe die Uber-
tragung von ChoP in unterschiedlichen Stadien der Besiedelung reversibel deaktiviert
werden kann (Serino & Virji, 2002). Innerhalb der Gattung Neisseria wurden verschie-
dene pathogene und kommensale Stimme charakterisiert, die sich in der Lokalisation
von ChoP-Epitopen an unterschiedlichen Strukturen Zellwand unterscheiden (Serino &
Virji, 2000). Wihrend ChoP in kommensalen Stdmmen durch die Cholin-
Phosphotransferase auf LPS iibertragen wird und sich ausschlieBlich dort nachweisen
1aBt, wird es in pathogenen Neisseria-Stimmen durch andere enzymatische Systeme ii-
bertragen und 148t sich in diesem Fall nur an exponierten Pilusstrukturen nachweisen.
Obwohl in Msp. stadtmanae mit Ausnahme der Cholin-Phosphotransferase keine weite-
ren der in H. influenzae fiir Aufnahme, Synthese und Ubertragung von ChoP charakteri-
sierten Enzyme nachgewiesen wurden (Weiser et al., 1997), konnte ChoP-Resten eine
Funktion bei der Adhesion von Msp. stadtmanae an spezifische Darm-Epithelzellen im

menschlichen Enddarm zukommen.
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4.11.3.2 Uberlange ORFs

Msp. stadtmanae wendet ca. 10 % seiner Genomsequenz fiir die Kodierung einer Grup-
pe von Proteinen auf, deren Funktion fiir den Organismus unbekannt ist. Die {iberlangen
ORFs sind ohne erkennbare Ordnung oder konservierte Umgebung liber das gesamte
Genom verteilt und kodieren fiir Proteine von 800 bis 3400 Aminoséuren Léinge, die
schwache aber eindeutige Ahnlichkeit zu Proteinen unbekannter Funktion aus vorwie-
gend Gram-negativen Pathogenen aufweisen (siehe 3.11.5.2.2). Im Vergleich zum restli-
chen Genom zeichnen sich die iiberlangen ORFs durch einen unterdurchschnittlichen
G+C-Gehalt, die tiberlangen Proteine durch eine verdnderte Aminosdurezusammenset-
zung und eine aus kurzen, sich wiederholenden Aminosduremustern zusammengesetzte
Struktur aus (Abb. 3.31). Zu den strukturellen Merkmalen der {iberlangen Proteine ge-
horen eine kurze Leader-dhnliche Sequenz, ein potentieller N-terminaler Membranan-
ker, eine konservierte repetitive Sequenz aus etwa 50 Aminosduren am C-Terminus und
ein im Vergleich zum Rest des Genoms stark erhohter Anteil der Aminoséuren Aspara-
gin, Threonin und Serin. Weder bereits charakterisierte Proteindoménen, noch bekannte
Leader-Sequenzen oder andere Aminosdauremuster, die auf eine posttranslationale Mo-
difikation hinweisen wiirden, konnen innerhalb der Proteinsequenzen nachgewiesen
werden. Zu einer mdglichen Funktion des relativ konservierten C-terminalen Musters
gibt es keine Informationen.

Wenn Msp. stadtmanae fiir die Etablierung eines kommensalen Verhiltnisses im
menschlichen Enddarm tatsdchlich auf eine antigenische Variabilitit von Oberfldchen-
strukturen angewiesen ist, um sich der Immunreaktion des Wirtes zu entziehen, so
spricht einiges dafiir, dal dazu die Gruppe der "liberlangen ORFs" die genetischen
Grundlagen liefert:

e Mit insgesamt 37 CDSs, die mehr als 10% der kodierenden Sequenz von
Msp. stadtmanae umfassen, bilden die tiberlangen ORFs einen umfangreichen Fun-
dus dhnlicher, aber nicht identischer Proteine. Durch Expression verschiedener iiber-
langer ORFs konnen Proteine von unterschiedlicher Linge, unterschiedlicher An-
zahl konservierter Sequenzmuster und leicht variierender Aminosdurezusammenset-
zung generiert und so moglicherweise eine hohe phénotypische Diversitit erzeugt

werden.
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Der Regulation der Expression alternativer Loci, wie sie die liberlangen ORFs dar-
stellen, kann durch verschiedene Mechanismen bewerkstelligt werden, die unter
dem Begriff Phasenvariation zusammengefallit werden. Daran konnen reversible
Methylierungen von Promotorbereichen durch ein TypIIl Restriktions-
Modifikations-System beteiligt sein (Srikhanta et al., 2005), das aufler in
Msp. stadtmanae in keinem anderen Archacon nachgewiesen wurde (siche
3.11.5.2.3). In Neisseria gonorrhoeae werden antigenische Variationen von Pilus-
strukturen durch intragenomische Rekombinationen erzeugt, in denen homologe,
aber nicht identische Sequenzen durch nicht-reziproke Gen-Konversion ausge-
tauscht werden (Hagblom et al., 1985; Koomey et al., 1987).

Die potentielle N-terminale Leader-Sequenz und anschlieende Transmembranregi-
on zeigen Ubereinstimmungen mit Charakteristika der Sec-vermittelten Protein-
translokation iiber die Cytoplasmamembran (Pohlschréder et al., 2004). Demnach
besitzen Signalsequenzen der Klasse I eine N-terminale, positiv geladene, ein bis
fiinf Aminosduren lange, nicht konservierte Signalsequenz, gefolgt von einer hydro-
phoben Doméne aus mindestens sechs Aminosiuren, gefolgt von einer ungeladenen
polaren Doméne aus drei bis sieben Aminosduren (von Heijne, 1990). Die positiven
Ladungen der N-terminalen Leader-Sequenz interagieren wahrscheinlich mit nega-
tiv geladenen Phospholipiden an der cytoplasmatischen Seite der Membran und
vermitteln auf diese Weise die Orientierung des Peptids wiahrend der Translokation
(Lee & Bernstein, 2001). Die polare ungeladene dritte Doméne, zu der keine Ent-
sprechung in den tiberlangen Proteinen aus Msp. stadtmanae existiert, wird von ei-
ner Signalpeptidase des Typs I erkannt und geschnitten (Albers & Driessen, 2002).
Moglicherweise werden die tiberlangen Proteine iiber einen Sec-dhnlichen Mecha-
nismus iiber die Cytoplasmamembran transportiert, bleiben jedoch {iber einen poten-
tiellen N-terminalen Transmembran-Anker, der nach der Translokation nicht abge-
schnitten wird, an die Membran assoziiert.

Die Doménenstruktur der iiberlangen Proteine, in der kurze Sequenzmotive im Ab-
stand von ca. 100 Aminosduren wiederholt werden, ermoglicht einerseits die Gene-
rierung zusétzlicher Variabilitdt durch Verdnderungen in der Anzahl von Wiederho-
lungen und kann andererseits Zielsequenzen bereitstellen fiir posttranslationale Pro-

zessierungen.
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e Mit Asparagin, Threonin und Serin liegen in den iiberlangen Proteinen gerade die
drei Aminosduren stark konzentriert vor, deren Substituierung durch N- und O-
verkniipfte Glycosylierung insbesondere in pathogenen Bakterien gut dokumentiert
ist (Benz & Schmidt, 2002; Szymanski & Wren, 2005). Den Oligosaccharidresten
der Glycoproteine werden Funktionen fiir die stabile Haftung an spezifische Gewe-
betypen, fiir die Invasion von Wirtszellen und als Antigene der Immunantwort zuge-
schrieben (Dobos et al., 1996; Benz & Schmidt, 2001). An der Synthese und As-
semblierung der Oligosaccharide und an der Verkniipfung mit Asparagin (N-
Verkniipfung) bzw. mit Serin/Threonin (O-Verkniipfung) sind Enzyme beteiligt, die
urspriinglich der LPS-Biosynthese zugeschrieben wurden (Szymanski et al., 1999).
Moglicherweise liben die in Msp. stadtmanae identifizierten spezifischen Enzyme

der Zellwandsynthese eine dhnliche Funktion aus (sieche 4.11.3.1).

4.11.4 Spezifische Anpassungen des Msp. stadtmanae-Genoms

Im Vergleich zu anderen Archaeen und darunter besonders den methanogenen, zeigt das
Genom von Msp. stadtmanae einige spezifische Anpassungen, die in enger Beziehung
zu seinem besonderen Habitat zu sehen sind. Einerseits gewidhrleistet das Wachstum im
menschlichen Enddarm eine Néhrstoffversorgung, die Msp. stadtmanae eine Reduktion
des Stoffwechsels und damit der genetischen Ressourcen erlaubt, die sich in der im
Vergleich zu allen bisher sequenzierten methanogenen Archaeen niedrigsten Anzahl
CDSs ausdriickt. Andererseits sind mit dem Wachstum in dieser potentiell feindlichen
Umgebung Anpassungen verbunden, die sich aus der Auseinandersetzung mit dem
menschlichen Immunsystem ergeben.

Die Reduktion der genetischen Ressourcen zeigt sich darin, da3 Msp. stadtmanae
im Gegensatz zu anderen methanogenen Archaeen die Fahigkeit zu autotrophem Wach-
stum, zur Methanogenese aus CO; und H,, ebenso wie zur Synthese einiger Cofaktoren
und Aminosduren verloren hat. Msp. stadtmanae fehlt der CO-Dehydrogenase/Acetyl-
CoA-Synthase-Komplex; ein Molybdopterin-Cofaktor kann nicht synthetisiert werden.
Aus dem Medium missen mindestens Ammonium, Acetat, Kohlendioxid, Thiamin,
Biotin und Isoleucin aufgenommen werden (Miller & Wolin, 1985). Fiir die Auseinan-
dersetzung mit dem menschlichen Immunsystem wendet Msp. stadtmanae wahrschein-

lich deutlich mehr als ein Zehntel der gesamten Genomsequenz auf, die fiir spezifische
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Enzyme der Zellwandsynthese und die Gruppe der iiberlangen Proteine kodieren. Diese
Synthese diirfte einen Grofiteil der Stoffwechselaktivitidt von Msp. stadtmanae binden
und erhebliche Anforderungen an die Transkriptions- und Translations-Maschinerie und
dazu an die Energieversorgung dieser Enzymapparate stellen. Dementsprechend konnte
die im Vergleich zu anderen Archaeen hohe Anzahl ribosomaler RNA-Operons die In-
frastruktur fiir die gesteigerte Proteinsynthese-Aktivitit bereitstellen, wohingegen sich
der erhohte Energiebedarf in einer Anpassung der Codon Usage der an der Methanoge-
nese beteiligten Enzyme und der ATP-Synthase ausdriickt, die insgesamt als hochex-
primiert charakterisiert wurden. In diesem Zusammenhang ist es nicht {iberraschend,
dal die von der DSMZ, Braunschweig bezogene Stammkultur von Msp. stadtmanae ei-
ne stabile genomische Variante enthielt, in der eines der ribosomalen RNA-Operons
durch eine Deletion in der 23S rRNA zerstort war. Da in Kultur keine Auseinanderset-
zung mit dem menschlichen Immunsystem und damit auch kein Bedarf an gesteigerter
Syntheseaktivitit besteht, stellt eine verminderte Ribosomenkonzentration unter diesen
Bedingungen keinen Selektionsnachteil dar.

Moglicherweise belegt die Deletion innerhalb des ribosomalen RNA-Operons
ebenso wie die beobachteten Abweichungen in der Anordnung einzelner Gene inner-
halb konservierter Cluster eine gesteigerte Plastizitdt des Msp. stadtmanae-Genoms im
Vergleich zu anderen methanogenen Archaeen. Diese dynamische Struktur konnte die
Aufnahme fremder DNA durch lateralen Gentransfer begiinstigt haben und damit die
Grundvoraussetzung fiir eine Anpassung von Msp. stadtmanae an das besondere Habitat
darstellen. Einen Ursprung dieser fremden Gene, die fiir die Ausbildung besonderer
Oberfliachenstrukturen verantwortlich sein konnten, stellen moglicherweise Gram-
negative, pathogene Bakterien dar. Weiterhin konnte sich eine genomische Plastizitét,
die zur Duplikation von Genen und zur verstiarkten Mutabilitdt durch Insertionen und
Deletionen einzelner Basen oder kurzer Sequenzabschnitte fiihrt, bei der Ausbildung va-
riabler Oberflidchenstrukturen als niitzlich erwiesen haben. Bei der umfangreiche Grup-
pe der iiberlangen ORFs, die untereinander starke Homologien zeigen und dennoch va-
riable Strukturen aufweisen, konnte es sich um das Ergebnis dieser genomischen Flexi-
bilitdt handeln. Gleichzeitig wiirde die dynamische Struktur des Msp. stadtmanae-
Genoms die gegeniiber anderen methanogenen Archaeen leicht erhohte Genomgrofe in
Verbindung mit einer geringeren Dichte der kodierenden Sequenzen erkldren. Durch die

Aufnahme fremder DNA wiirde die GroBe des Genoms zunehmen, aufgrund vermehrter
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Mutationsereignisse aber gleichzeitig ein Teil der kodierenden offenen Leserahmen ver-
lorengehen.

Moglicherweise deutet schlieBlich der offensichtliche Widerspruch zwischen ei-
nem hochspezialisierten kleinen Genom auf der einen Seite und der Verschwendung
kodierender Kapazititen fiir iiberfliissige Enzyme des CO;-Reduktions-Weges auf der
anderen Seite darauf hin, daf3 es sich bei Msp. stadtmanae um einen jungen Organismus
handelt, der die Féahigkeit, CO, zu Methan zu reduzieren, erst vor evolutionsgeschicht-
lich kurzer Zeit verloren hat. Veridnderte Erndhrungsgewohnheiten des Menschen — zum
Beispiel durch vermehrt pflanzliche Nahrung — konnten zu einer erhdhten Produktion
von Methanol im Enddarm und zur Spezialisierung von Msp. stadtmanae auf eine ein-

geschriankte Methanogenese aus Methanol und H, gefiihrt haben.

4.11.5 Ausblick

Obwohl infektiose Erkrankungen des Gastrointestinaltraktes in den westlichen Indu-
striestaaten weitgehend kontrolliert werden, nimmt die Anzahl allergischer und ent-
zlindlicher Storungen dramatisch zu (Macdonald & Monteleone, 2005). Chronisch ent-
ziindliche Darmerkrankungen wie Morbus Crohn werden mit einer Reizung des Im-
munsystems durch an sich harmlose kommensale Mikroorganismen in Verbindung ge-
bracht (Podolsky, 2002). Bis heute konnte allerdings nicht befriedigend geklart werden,
durch welche Mechanismen das menschliche Immunsystem zwischen kommensalen
und pathogenen Organismen unterscheidet und worin die Ursachen einer Stérung des
sensiblen kommensalen Gleichgewichtes bestehen (Macpherson & Uhr, 2004). Die
Analyse des Msp. stadtmanae-Genom konnte in diesem Zusammenhang wertvolle Er-
kenntnisse liefern und unter Umstidnden therapeutische Ansétze fiir die Behandlung ent-
ziindlicher Darmerkrankungen liefern. Mit der Identifikation Msp. stadtmanae-
spezifischer Gene, die moglicherweise an der Expression antigenisch variabler Oberfla-
chenstrukturen beteiligt sind, konnten vielversprechende Kandidaten fiir weiterfithrende
Untersuchungen gefunden werden, die die Charakterisierung von Deletionsmutanten in

einem Msp. stadtmanae-Darm-Modell einschliefen miif3ten.
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5 Zusammenfassung

5.1 Das Ralstonia eutropha-Genomprojekt

1.

Die Chromosomen 1 und 2 des Genoms von R. eutropha H16 wurden vollstindig
sequenziert und einer eingehenden Analyse unterzogen. Chr.l besteht aus
4.053 Mbp mit ca. 3882 CDSs, Chr.2 aus 2.912 Mbp mit ca. 2654 CDSs und das be-
reits sequenzierte Megaplasmid pHG1 (Schwartz et al., 2003) aus 0.452 Mbp mit
420 CDSs. Hinsichtlich des G+C-Gehaltes (66 %) und der Dichte kodierender Se-
quenzen (88 %) und genomischer Inseln (14 %) unterscheiden sich Chr.1 und Chr.2
kaum, weichen aber deutlich von pHG1 ab (G+C-Gehalt: 62 %, Dichte kodierender

Sequenzen: 81 %, Dichte genomischer Inseln: 33 %).

In den kodierenden Eigenschaften 146t sich ein Schwerpunkt von Chr.1 fiir Kompo-
nenten des Basis-Stoffwechsels und der Informationsverwaltung feststellen, wohin-
gegen Chr.2 und pHG] fiir Enzyme kodieren, die dem Organismus eine Erweiterung
des Substratspektrums und Anpassung an besondere Wachstumsbedingungen er-

mdglichen. In Bezug auf diese Eigenschaften ist Chr.2 weniger spezifisch als pHG1.

. Auf Chr.2 sind Schliisselkomponenten des fakultativ chemolithoautotrophen und

anaeroben Stoffwechsels und der Umsetzung von Kohlenhydraten iiber den Entner-
Doudoroff-Weg kodiert sowie verschiedene Abbauwege aromatischer Kohlenwas-
serstoffe, der gesamte BegeiBlelungsapparat und eine Reihe potentieller Toxin-

Cluster.

In Bezug auf Mechanismen der Replikationsinitiation weist Chr.2 Charakteristika
eines Megaplasmides auf, die in Verbindung mit Unterschieden in den kodierenden
Eigenschaften zwischen Chr.1 und Chr.2 fiir einen plasmidédren Ursprung dieses

Replikons sprechen.

Die Zusammensetzung des R. eutropha-Genoms aus einem Chromosom und mehre-

ren Megaplasmiden findet ihre Entsprechung in anderen Burkholderiaceae-
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Genomen und 146t auf ein gemeinsames Vorldufergenom schlieBen, das aus einem
einzigen Chromosom bestand und sich durch Aufnahme eines Plasmides und Inte-
gration lateral transferierter DNA zu den Genomen der heutigen Burkholderiaceae-

Spezies differenziert hat.

5.1 Das Methanosphaera stadtmanae-Genomprojekt

1.

Das vollstindig sequenzierte Genom von Msp. stadtmanae besteht aus einem Chro-
mosom von 1 767 405 Mbp Lénge, das von allen bisher sequenzierten Archaeen den
niedrigsten G+C-Gehalt (28 %) und die hochste Anzahl ribosomaler RNA-Operons
(vier) aufweist. Im Vergleich zu anderen sequenzierten Methanogenen enthilt das
Genom von Msp. stadtmanae die niedrigste Anzahl kodierender Sequenzen (1545
CDSs).

Die CDS:s fiir die Enzyme der Methanogenese aus Methanol und H, sowie fiir eine
Untereinheit der ATP-Synthase zeigen eine Anpassung der Codon Usage, die auf
eine effiziente Translation hinweist und diese CDSs als hochexprimiert charakteri-

siert.

. Die Reduktion des Stoffwechsels von Msp. stadtmanae im Vergleich zu anderen

Methanogenen kann auf fehlende CDSs fiir einen CO-Dehydrogenase/Acetyl-CoA-
Synthase-Komplex und fiir die Molybdopterin-Cofaktor-Biosynthese zuriickgefiihrt
werden. Allerdings weist das Genom von Msp. stadtmanae CDSs fiir den gesamten

Enzymapparat des CO,-Reduktionsweges auf.

Fiir die Expression potentieller Gene, die bisher in keinem anderen Archaeon nach-
gewiesen worden waren und damit wahrscheinlich fiir das kommensale Wachstum
im menschlichen Enddarm bendtigt werden, wendet Msp. stadtmanae mehr als 10 %
der kodierenden Sequenz und moglicherweise einen GroBteil seiner Stoffwechselak-
tivitdt auf. Zu diesen Genen gehdren CDSs, die auf Proteinebene Ahnlichkeiten zu
Enzymen aus der O-Antigen-Synthese der Lipopolysaccharide Gram-negativer Pa-

thogene aufweisen.
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5. Eine umfangreiche und in sich homologe Gruppe Msp. stadtmanae-spezifischer
CDSs von iiberdurchschnittlicher Lange und besonderer Aminosdurezusammenset-
zung kodiert moglicherweise fiir variable Oberflichenstrukturen, die durch Substitu-
ierung an Asparagin, Threonin- und Serin-Resten in dhnlicher Weise wie die Lipo-
polysaccharide Gram-negativer Pathogene glykosyliert werden kénnten, um Msp.
stadtmanae antigenische Variabilitdt und damit Schutz vor dem menschlichen Im-

munsystem zu gewéhrleisten.
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