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Einleitung 1

1 Einleitung

Die Entschliisselung kompletter Genome ist erst seit einigen Jahren durch die Ent-
wicklung neuer, halbautomatischer DNA-Sequenziermaschinen moglich geworden.
Die Sequenzierung der Genome humanpathogener Bakterien hat dabei einen beson-
deren Stellenwert, da die Genomsequenz und das daraus abgeleitete genetische Po-
tential wichtige Erkenntnisse in Bezug auf die Entstehung und Ausprdagung der Pa-
thogenitdt eines Erregers vermitteln. Diese Erkenntnisse konnen direkt zur Entwick-
lung effizienter Abwehrstrategien gegen Erreger genutzt werden; sie kommen letzt-

lich liber neue Therapien betroffenen Patienten zugute.

Im Rahmen dieser Arbeiten sollte das Genom des humanpathogenen Erregers
Clostridium tetani vollstindig sequenziert werden. C. tetani ist der Verursacher der
Tetanus-Krankheit, gemeinhin auch Wundstarrkrampf genannt. Diese Erkrankung ist
weltweit verbreitet und kann sowohl bei Menschen wie auch bei Wirbeltieren auftre-
ten. Sie ist zudem schon sehr lange bekannt, die éltesten iiberlieferten Befunde dieser
Krankheit stammen aus dem 4. Jahrhundert vor der Zeitrechnung (TIZZONI &
CATTANI, 1890). Die Manifestation der Krankheit, die spastische Paralyse, wird
durch ein von C. fetani gebildetes Gift ausgelost, dem Tetanus-Toxin, auch Teta-
nospasmin genannt. Dieses Neurotoxin ist nach dem Botulinus-Toxin - gebildet
durch den nah verwandten Organismus C. botulinum - die zweitgiftigste aller der
Menschheit bekannten Substanzen. Die letale Dosis betrigt etwa 1 ng/kg Korperge-
wicht (GILL, 1982). Gliicklicherweise gibt es seit etwa 1940 einen hochwirksamen
Impfstoff, das Tetanus-Toxoid, ein durch Formaldehyd-Behandlung inaktiviertes
Tetanus-Toxin, welches in einem Fermentationsprozess aus einer C. tetani-Kultur
gewonnen wird (WASSILAK et al., 1999). Nahezu jeder Mensch der industrialisier-
ten Welt wird mehrmals in seinem Leben gegen Tetanus geimpft. So treten Tetanus-
Félle in diesen Landern nur sporadisch auf. In Entwicklungsldndern allerdings gibt es
laut einer Studie der WHO (Weltgesundheitsorganisation) iiber 400000 Fille pro
Jahr, in erster Linie Fille von neonatalem Tetanus (WHO, 2000). Bei dieser Art des
Tetanus infizieren sich Neugeborene von nicht geimpften Miittern aufgrund man-
gelnder Hygiene. Die Tetanus-Krankheit fordert jahrlich nach Schétzungen etwa
280000 Todesopfer. Laut WHO ist diese Erkrankung bei Kindern die zweithdufigste
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Todesursache unter den durch Vakzination kontrollierbaren Krankheiten weltweit.
Sie wird zudem in etwa 90 Entwicklungsldndern als endemisch angesehen (WHO,
2000).

Der Tetanus-Erreger C. tetani ist ein Gram-positives, stibchenformiges Bakterium,
dessen natiirliche Habitate der Boden und der Intestinaltrakt vieler Tiere sind. Der
Organismus gehort zur Gattung Clostridium, deren Vertreter definitionsgemil3 Spo-
ren bilden konnen, hauptsichlich einen anaeroben Girungsstoffwechsel betreiben
und nicht zur dissimilatorischen Sulfatreduktion befihigt sind (BERGEY et al.,
1923; GOTTSCHALK et al., 1981). Die sehr heterogene Gattung besteht aus etwa
120 Arten, wobei 35 Vertreter einen pathogenen Phinotyp ausprigen kdnnen, darun-
ter der Erreger von Gasgangrin, C. perfringens, und der Verursacher des Botulismus,
eine durch C. botulinum verursachte Lebensmittelvergiftung (STACKEBRANDT &
RAINEY, 1997).

Der Kenntnisstand beziiglich C. tetani erschopft sich im wesentlichen in der Erfor-
schung der Tetanus-Krankheit, insbesondere im Hinblick auf den Aufbau und die
Wirkungsweise des Tetanus-Toxins. Es ist bekannt, dass die Tetanus-Krankheit
meistens als Folge einer Wundinfektion auftritt. Sporen gelangen in die unsaubere
Wunde, keimen dort in anaeroben Zonen aus, vegetative Zellen entstehen und ver-
mehren sich (ARNON, 1997). SchlieBlich wird durch bisher nicht verstandene Pro-
zesse die Bildung des Tetanus-Toxins ausgelost. Das Toxin bindet spezifisch an
Ganglioside neuronaler Membranen, wird internalisiert und gelangt dann retrograd
zu seinem eigentlichen Wirkungsort, den Synapsen von inhibitorischen Interneuro-
nen des Knochenmarks sowie des Stammhirns (SCHIAVO & MONTECUCCO,
1997). Dort verhindert das Toxin die Freisetzung von Neurotransmittern wie 7-
Aminobutyrat (GABA) und Glycin von der prisynaptischen Membran. Das ge-
schieht durch die proteolytische Spaltung von Synaptobrevin-II, einem essentiellen
Protein fiir die Fusion von Neurotransmitter-enthaltenden Vesikeln mit der prasynap-
tischen Membran (SCHIAVO et al., 1992). Die daraus resultierende Ausschaltung
der Nervenenden verhindert, dass sich angeschlossene Muskeln entspannen koénnen,
wodurch also eine kontinuierliche Muskelkontraktion herbeigefiihrt wird. Die Inku-
bationszeit einer Tetanus-Erkrankung betrdgt in der Regel 2 bis 14 Tage, bevor die
ersten Symptome, eine Muskelverhirtung im Kiefer- und im Nackenbereich, auftre-
ten. Schlieflich kontrahieren die Muskeln des gesamten Korpers. Im Endstadium

verkrampft sich der Korper hdufig zur Opisthotonos-Position (Abb. 1).
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Erwihnt sei an dieser Stelle, dass das dem Tetanus-Toxin in Struktur und Wirkungs-
weise sehr dhnliche und etwa 10 mal giftigere Botulinus-Toxin mittlerweile als Me-
dikament (BOTOX® bzw. Dysport®) zum Einsatz kommt (MOORE, 1995). Da das
Botulinus-Toxin auf Nervenenden an der motorischen Endplatte wirkt, wodurch die
Freisetzung des Neurotransmitters Acetylcholin unterbunden wird, hat es die Ver-
hinderung der Muskelkontraktion zur Folge und kann damit - in geringsten Mengen -
als muskelkrampflosende Substanz eingesetzt werden. Anwendungsgebiete sind Fil-
le von Muskeliiberreaktionen und verschiedenste Formen der Dystonie bis hin zur

kosmetischen Anwendung gegen Altersfalten (ARNON, 1997).

Genetische Informationen tliber C. tetani waren zu Beginn der vorliegenden Arbeit
kaum vorhanden. Es war bekannt, dass das Gen des Tetanus-Toxins, fetX, im Stamm
Massachusetts auf dem ca. 75 kb gro3en Plasmid pCL1 liegt (FINN et al., 1984). Im
Jahre 1986 konnte schlieBlich die Nukleotidsequenz von fetX entschliisselt werden
(EISEL et al., 1986; FAIRWEATHER & LYNESS, 1986). 12 Jahre spiter wurde ein
weiteres, unmittelbar stromaufwirts zum tetX gelegenes Gen des Plasmids pCLI
sequenziert, genannt tefR (MARVAUD et al., 1998a). Es konnte experimentell belegt
werden, dass es sich bei TetR um den Transkriptionsaktivator des Tetanus-Toxins
handelt. Hinsichtlich des Chromosoms war lediglich ein Gen bekannt; es kodiert fiir
das Cholesterol-abhidngige Cytolysin Tetanolysin O, ein Protein, das in multimerer
Form Poren in cholesterolhaltigen Membranen bildet und damit die Integritit der

betreffenden Zelle zerstoren kann (TWETEN, 1997; CERRATO et al., 2000).

Auch waren zu Beginn der Arbeiten keine clostridiellen Genomsequenzen bekannt.
Das dnderte sich aber: so wurde im Jahre 2001 das Genom von C. acetobutylicum
verdffentlicht, einem nicht-pathogenen Organismus, der Losungsmittel wie Aceton
oder Butanol produzieren kann (NOLLING et al., 2001). Des weiteren erschien im
Jahre 2002 die Genomsequenz von C. perfringens (SHIMIZU et al., 2002). So eroff-
nete sich die Moglichkeit, die im Rahmen dieser Arbeit entschliisselte Genomse-
quenz von C. tetani mit diesen beiden clostridiellen Genomen zu vergleichen. Zuvor
sollten das Genom von C. tetani nach kodierender Sequenz abgesucht und die aus
den Genen abgeleiteten Proteine mittels bioinformatischer Methoden charakterisiert
werden. Die Analyse des genetischen Potentials von C. fetani sowie die vergleichen-

de Genomanalyse hatte das Ziel, Informationen hinsichtlich der pathogenen Lebens-
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weise von Clostridien im allgemeinen und von C. fefani im speziellen zu gewinnen.
Dadurch sollten Hinweise dazu erhalten werden, wie sich der Lebenswandel von
einem harmlosen Bodenbakterium zu einem potentiell tddlichen Nervensystem-
schiadigenden Organismus vollzieht. Ein besonderes Augenmerk sollte auf die Identi-
fizierung moglicher Virulenzfaktoren sowie auf regulatorische Systeme geworfen

werden, welche die Bildung des Tetanus-Toxins kontrollieren kdnnten.

Abb. 1: Sir Charles Bells Portrit eines an Tetanus erkrankten Mannes
Zu sehen ist die verkrampfte Haltung des Korpers (Opisthotonos) im End-
stadium der Krankheit. Das Original dieses Bildes aus dem Jahre 1821 be-
findet sich im ,Royal College of Surgeons’ in Edinburgh, Schottland.
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2 Material und Methoden

2.1

Organismen und Plasmide

Die im Rahmen der experimentellen Arbeiten dieser Arbeit verwendeten Bakterien-

stimme sind in Tabelle 1 zusammengefasst. Die Tabelle 2 listet die verwendeten

Klonierungsvektoren sowie die in dieser Arbeit hergestellten rekombinanten Plasmi-

de und Cosmide auf.

Tabelle 1: Verwendete Organismen

Stamm relevanter Geno-/Phianotyp  Referenz/Herkunft
& Kommentare

Clostridium tetani E§8 toxisch, Derivat des Stam- Firma Chiron Behring
mes Massachusetts GmbH & Co

Clostridium tetani

E4222

nicht-toxisch, Krankenhaus-

Isolat

isoliert von G. Schallehn;
WILDE et al., 1989
(DSM 11745)

Clostridium tetani

NCTC279

NCTC 279 - USA II (ATCC
19406) / Typstamm

isoliert 1920 von G. F.

Petrie, Lister Institute, Paris

Escherichia coli DH5So

F, $80d, lacZAM15, endAl,
recAl, hsdR17, (rg-mg+),
supE44, thi-1, N, gyr496,
relAl, A(lacZYA argF)U169

HANAHAN, 1983

Escherichia coli BL21
(DE3)

hsdF, gal(Aclts857, indl,
Sam7, nin35, lacUV5-
T7genel)

STUDIER & MOFFAT,
1986
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Tabelle 2: Vektoren und rekombinante Plasmide und Cosmide

Plasmid/ GroBe des relevante Merkmale Referenz/
Cosmid Plasmids (kb) Herkunft
pTZ19R 2,8 lacZ, MCS, Amp" Fa. Fermentas
pTZI9R“™ 3 lacZ, MCS, Cm" freundlicherweise zur
Verfligung gestellt
von A. Christmann
ctaa0l- 4-6 Shotgun-Genbinke: diese Arbeit
ctpz96 genomische DNA aus
C. tetani in pTZ19R“™
superCosl 7,9 Amp'; Kan'; Fa. Stratagene
(sCosl) cos
ctsa01- 35-48 Cosmid-Genbank: diese Arbeit
ctsd50 genomische DNA aus
C. tetani in sCos1
2.2 Niahrmedien, Puffer und Stammlosungen

Alle aufgefiihrten Medien wurden durch Autoklavieren fiir 30 min bei 121 °C sterili-
siert. Die C-Quellen, i. d. R. Glucose, wurden separat autoklaviert oder sterilfiltriert
und dem Medium unmittelbar vor dem Animpfen steril zugegeben. Anaerobe Me-
dien wurden nach der von COSTILOW (1981) beschriebenen Methode unter Bega-

sung mit sauerstofffreiem Stickstoff hergestellt. Zur Herstellung von Agarplatten

wurde dem Medium vor dem Autoklavieren 1,5% (w/v) Agar zugefiigt.

221 Komplexmedium fiir C. tetani

Die C. fetani-Stimme wurden im Komplexmedium angezogen (MARVAUD et al.,

1998).
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Trypton 30¢g
Hefeextrakt 20 g
Cystein-HCl 05¢
H,Opidest. ad 1000 ml

Dem Medium wurde Glucose in einer Endkonzentration von 5 g/l zugesetzt.

2.2.2 Medien fiir E. coli
2.2.2.1 LB (Luria-Bertani)-Medium (SAMBROOK et al., 1989)

Trypton 10 g
Hefeextrakt 5¢g
NaCl 10g
H,Opidest. ad 1000 ml

2.2.2.2 TB-Medium

Trypton 12¢

Hefeextrakt 24 ¢

Glycerin (87%, v/v) 4 ml

H;Opidest. ad 1000 ml
223 Medienzusitze

Antibiotika-Stammlosungen sowie IPTG und X-Gal wurden dem autoklavierten und
auf mindestens 50 °C abgekiihlten Medium zur Selektion entsprechender rekom-

binanter E. coli-Stimme zugesetzt (Tabelle 3).
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Tabelle 3: Medienzusitze

Zusatz Stammlosung Endkonzentration
Ampicillin 100 mg/ml in HyOp;gest” 100 pg/ml
Kanamycin 100 mg/ml in HyOpigest” 25-50 pg/ml
Chloramphenicol 100 mg/ml in H,Opigest” 100 pg/ml

IPTG 100 mg/ml in HyOpides” 40 pg/ml

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

* Die Losung wurde bei 4 °C gelagert.
® Die Losung wurde direkt vor Gebrauch frisch angesetzt.

224 Stamm- und Pufferlosungen

Weitere Puffer und Losungen, die im Text nicht ndher erldutert werden, sind wie
folgt zusammengesetzt. Zur Einstellung geringerer Konzentrationen wurde mit

H,Ou;4est. Verdiinnt:

20 x TAE-Puffer 10 x TE-Puffer

Tris 969 ¢ 1 M Tris-HCl (pH 8,0) 100ml
Eisessig 22,8 ml 0,5 M EDTA (pH 8.0) 10ml
EDTA 7,5¢g H,Ou;dest. ad 1000ml
H;Opidest. ad 1000 ml

23 Zellanzucht und Stammhaltung

2.3.1 Zellanzucht von C. tetani

Fir die Anzucht der in Tabelle 1 aufgelisteten C. fetani-Stimme mussten aufgrund
ihrer nachgewiesenen oder potentiellen Toxizitdt besondere VorsichtsmaBBnahmen
getroffen werden. Alle Arbeiten mit den Organismen fanden in einem Sicherheitsla-
bor der Stufe 2 statt. Dariiber hinaus wurde zu Beginn der Arbeiten der Tetanus-
Impfschutz aller im Institut beschiftigten Mitarbeiter liberpriift und gegebenenfalls
aufgefrischt.
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Die Kultivierung der strikt anaeroben Bakterien erfolgte nach der Hungate-Technik
(HUNGATE, 1969) und den modifizierten Methoden von BRYANT (1972). Als
Kulturgefdl dienten 16 ml Schraubdeckelrohrchen (Hungate-Rohrchen; Bellco Glass
Inc., Vineland, New Jersey, USA) oder Miiller-Krempel-Serumflaschen (Fa. Ochs
Glasgeritebau, Bovenden). Als Verschluss fiir diese Glasgefale dienten gasdichte
Stopfen aus Butylgummi bzw. Naturkautschuk. Zur Zugabe sowie Entnahme von
Fliissigkeiten wurden sterile Plastikspritzen benutzt. Als Gasatmosphére diente bei

der Anzucht ein N,/CO,-Gemisch im Verhéltnis 80% zu 20%.

2.3.2 Zellanzucht von E. coli

Die aerobe Anzucht von E. coli erfolgte bis zu einem Kulturvolumen von 5 ml in
Reagenzglidsern, bis 30 ml in 100-ml-Erlenmeyerkolben und bis 300 ml in 1 I-
Erlenmeyerkolben (Fa. Ochs, Bovenden). Die Kulturen wurden unter Schiitteln bei

30 °C oder 37 °C inkubiert. Angeimpft wurde jeweils 1-5%ig.

233 Stammbhaltung

Fir die kurzfristige Stammhaltung wurde E. coli auf LB-Agarplatten - gegebenen-
falls mit dem Zusatz eines Antibiotikums - bei 4 °C gelagert. Diese Kulturen wurden
alle 4 Wochen tiiberimpft. Zur Herstellung von Stammkulturen wurden E. coli-
Stimme in LB-Medium bei 30 °C angezogen. In der logarithmischen Wachstums-
phase wurde 0,75 ml Zellsuspension entnommen, mit 0,25 ml Glycerin (87%, v/v)
versetzt und bei -70 °C gelagert.

Die Stammbhaltung von C. fefani erfolgte im Komplexmedium in Hungate-Réhrchen.
Die Kulturen wurden ii. N. bei 37 °C inkubiert und anschlieBend bei 4 °C aufbe-

wahrt. Im Abstand von 4 Wochen erfolgte eine erneute Anzucht.
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234 Reinheitskontrollen

Die Reinheit der Bakterienkulturen wurde durch Vereinzelungsausstrich auf A-
garplatten mit anschlieBender makroskopischer Kontrolle und durch mikroskopische
Kontrolle der Zellmorphologie im Phasenkontrastmikroskop (Fa. Carl Zeiss, Stan-

dard RA, Oberkochen) sichergestellt.

2.4 Standardtechniken fiir das Arbeiten mit Nukleinsiduren

2.4.1 Behandlung von Geriten und Losungen

Zur Inaktivierung von Nukleasen wurden alle hitzestabilen Gerite und Losungen
durch Autoklavieren (20 min bei 121°C) sterilisiert. Nicht autoklavierbare Materia-
lien wurden mit 70%igem Ethanol (v/v) gespiilt oder mit 96%igem Ethanol (v/v)
abgeflammt. Hitzelabile Substanzen (z. B. Antibiotika, Lysozym) wurden sterilen
Losungen in pulverisierter Form zugegeben, oder entsprechende Losungen wurden

sterilfiltriert.

24.2 Reinigung und Konzentrierung von Nukleinsiuren

24.2.1 Phenol/Chloroform-Extraktion

Um Proteine aus DNA-Losungen zu entfernen, wurden diese mit 1 Vol. Phenol-
Losung versetzt und kréftig gemischt. Das eingesetzte Phenol war mit 0,5 M Tris-
HCI (pH 8,0) gesittigt. Zur Phasentrennung wurde 3 min bei 12000 Upm zentrifu-
giert. Danach wurde die obere, wassrige Phase mit 1 Vol. Chloro-
form/Isoamylalkohol (24:1) extrahiert, bis keine weille Interphase mehr sichtbar war
und anschlieBend erneut zentrifugiert. Die obere Phase wurde mit Isopropanol oder

Ethanol gefallt.

2.4.2.2  Féllung von Nukleinsduren

Zur Konzentrierung bzw. Entsalzung von Nukleinsduren wurde eine Fallung mit 1/10

Vol. (v/v) Natriumacetat (2,5 M; pH 5,2) durchgefiihrt, um den Gehalt an monova-
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lenten Kationen zu erhdhen. Die Prizipitation erfolgte durch Zugabe von 3 Vol. eis-
kaltem 99%igen Ethanol (v/v) oder 0,8 Vol. Isopropanol. Nach vorsichtigem Durch-
mischen wurde die DNA bei der Ethanol-Féllung 1 h bei -20 °C bzw. bei der Isopro-
panolfdllung ca. 15 min bei 4 °C inkubiert. Nach der Zentrifugation (15000 Upm,
4 °C, 30 min) wurde das DNA-Pellet zweimal mit 1 ml eiskaltem 70%igen Ethanol

(v/v) gewaschen, getrocknet und in HyOpjgest. 0der TE-Puffer aufgenommen.

2.4.2.3  Mikrodialyse von Nukleinsduren

Diese Methode wurde angewandt, wenn storende niedermolekulare Substanzen wie
z.B. Salze aus DNA-L6sungen entfernt werden sollten. Die Mikrodialyse erhoht z. B.
die Ligationseffizienz bei Verdauansitzen. Auch wurden ganze Ligationsansitze
mikrodialysiert, bevor sie zur Elektroporation eingesetzt wurden. 20-50 ul DNA-
Losung wurden vorsichtig auf einen sterilen Membranfilter (0,025 pm Porengrofe,
Filtertyp ,,VS*, Millipore GmbH, Eschborn) pipettiert und gegen steriles Wasser
dialysiert. Dazu wurde der Filter mit seiner glinzenden Seite nach oben auf die

Wasseroberfldche gelegt. Nach 30-60 min wurde die DNA-L&sung abgenommen.

243 Konzentrationsbestimmung und Reinheitskontrolle von DNA

Die Konzentration von DNA-Ldsungen wurde durch Absorption bei einer Wellen-
lange von 260 nm in 1 ml Quarzkiivetten mit einer Schichtdicke von 1 cm mit Hilfe
eines Photometers (Uvikon 810 Photometer, Kontron Instruments, Eching) ermittelt.
Der Nullwert wurde mit Wasser oder TE-Puffer eingestellt, je nachdem, worin die
DNA gelost war. Fiir eine OD,gp von 1,0 wurden folgende Konzentrationen ange-

nommen (SAMBROOK et al., 1989):

doppelstrangige DNA 50 pg/ml
einzelstringige DNA/RNA 40 pg/ml
Oligonukleotide 31 pg/ml

Zusatzlich konnte die Reinheit einer DNA-Losung durch OD-Bestimmungen bei
230 nm und 280 nm iiberpriift werden. Fiir reine DNA gilt:
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OD2sp : ODo2gy =1,8
OD230 . OD260 . Ongo = 0,45 : 1,0 . 0,515

Verunreinigungen durch Proteine oder Phenol sind an einer deutlichen Steigerung
der Absorption bei 280 nm erkennbar, Polysaccharide hingegen erhdhen die Absorp-
tion bei 230 nm. Konnte diese Methode der Konzentrationsbestimmung aufgrund der
geringen Menge an vorhandener DNA nicht durchgefiihrt werden, wurde die Kon-

zentration anhand der Intensitdt der Banden in Agarose-Minigelen abgeschitzt.

244 Standard-Agarose-Gelelektrophorese

Sowohl zur analytischen als auch zur préparativen Auftrennung von DNA und DNA-
Fragmenten wurden horizontale Gelelektrophoresen in Kammern der Grofe
11,0 x 6,5 cm (kleine Gele) und 14 x 12 cm (groBe Gele) durchgefiihrt. Die Agarose
wurde in Abhéngigkeit der zu untersuchenden FragmentgroBen in der Regel
0,8%ig (w/v) bzw. 2,0%ig (w/v) in TAE-Puffer angesetzt, welcher gleichzeitig auch
als Elektrophoresepuffer diente. Vor dem Auftragen in die Geltaschen wurden die
DNA-Proben mit 0,2 Vol. Stop-Mix (= Beschwerer-Losung) versetzt. Dadurch konn-
te man wiahrend der Elektrophorese die Lauffront verfolgen, und eventuell noch vor-
handene Proteine wurden denaturiert. Zur spéteren Auswertung und GroBenbestim-
mung wurden zusdtzlich noch 4 pul (bei einem grofen Gel 20 pl) DNA-
Langenstandard aufgetragen. Nach der Elektrophorese (40-90 V, 0,5-2 h fiir Minige-
le; 40-100 V, 4-6 h fiir praparative Gele) wurden die Gele fiir 15 min im Ethidi-
umbromidbad (1 pg/ml H,O) angeférbt, dann gewissert und die Nukleinsédurebanden
mittels eines UV-Transilluminators (Croma 41, Fa. Vetter, Wiesloch) bei 254 nm
sichtbar gemacht. Bei Bedarf wurden die Gele zur Dokumentation mit einer Pola-
roid-Kamera (Polaroid-Corporation, Cambridge, USA) unter Verwendung eines O-
rangefilters fotografiert. Wahlweise war auch eine Ubertragung des Bandenmusters

auf Thermopapier mittels einer Videokamera moglich (Fa. Intas, Gottingen).
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50 x TAE-Puffer (SAMBROOK et al., 1989)

Tris 242 g 2 M
EDTA (0,5 M; pH 8,0) 100 ml 50 mM
Essigsédure (konz.) 57 ml 1 M
HObidest. ad 1000 ml

pH 8,5

Stop-Mix (SAMBROOK et al., 1989)

EDTA 19 mg ,L0OoOo mM
Harnstoff 21 g 7,0 M
Saccharose 25 g 50,0 % (w/v)
Bromphenolblau 50 mg 0,1 % (w/v)
H:Opidest. ad 50 ml

pH 7,0

Aliquots der autoklavierten Losung wurden bei -20 °C gelagert.

Ethidiumbromid-Stammldsung

Die Stammldsung wurde in einer Konzentration von 10 mg/ml in Wasser angesetzt

und lichtgeschiitzt bei 4 °C gelagert.

2.4.5 GrofBlenbestimmung von Nukleinsiuren

Um die GroBBe gelelektrophoretisch aufgetrennter, linearer DNA-Fragmente ermitteln
zu konnen, wurde entweder der GeneRuler™ DNA Ladder Mix (Fa. MBI Fermentas)
benutzt oder mit HindlIl verdaute DNA des Bakteriophagen A als Langenstandard
parallel auf das Gel aufgetragen. Die Grofle der erhaltenen Fragmente wurde durch
den Vergleich der Laufstrecken mit denjenigen der bekannten A-Fragmente be-
stimmt. Nachfolgend sind die zur Bestimmung herangezogenen Fragmentgréfen

angegeben (SANGER et al., 1982; Fa. MBI Fermentas):
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GeneRuler™-
DNA Ladder Mix
bp A-DNA mit HindIII verdaut
Fragmente (kb
10000 8 (kb)
Gaon a
EA00 27,49
a000 23,13°
3a00
3000 9,42
2500
2000 6,56
1500 436"
1200
103 2.32
- 500 |
200 2,03
e 0,55
400
=00 0,13
=00 * Fragment entsteht durch die Zusammenlagerung
von Fragmenten mit kohdsiven Enden.
100 " Fragment mit kohisiven Enden

Zur Auswertung wurden die bekannten FragmentgrofBen halblogarithmisch gegen
thre Wanderungsstrecke aufgetragen. Diese Eichkurve wurde zur GroBenbestim-

mung herangezogen.

2.5 Isolierung von Nukleinsiuren

251 Isolierung genomischer DNA aus C. tetani mit dem AquaPure®-Kit

Es kamen mehrere Methoden zur Isolierung genomischer DNA aus C. tetani zur
Anwendung. Ziel dabei war die Isolierung reiner und hochmolekularer DNA, die
1. d. R. bessere Klonierbarkeit zeigte als stark fragmentierte DNA. Ein Hauptproblem
der DNA-Isolierung lag in der hohen Nuklease-Aktivitit der Clostridien; schon nach
kurzer Zeit setzte die Fragmentierung der DNA aus lysierten C. fetani-Zellen ein.
Die Zugabe hoher Mengen EDTA nach Zelllyse konnte diese Fragmentierung par-
tiell stoppen.

Als geeignete Methode erwies sich das AquaPure®-Genomic-DNA-Isolation-Kit (Fa.

BioRad), wobei das Protokoll zur Isolierung von DNA aus Gram-negativen Bakteri-



Material und Methoden 15

en leicht modifiziert verwendet wurde (fiir Gram-positive lag kein Protokoll vor).
Wichtig war, dass die Arbeitsschritte ziligig vonstatten gingen. Nach ii. N.-Anzucht
von C. tetani wurden die Zellen durch Zentrifugation geerntet. Nach unverziiglicher
Zugabe von 300 pul Genomic-DNA-Lysis-Solution zum Zellpellet (aus 5-50 ml Kul-
turvolumen), wurde dieses vorsichtig resuspendiert. Bei 80 °C wurden dann die Zel-
len fiir 5 min lysiert. Wichtig war, dass die Zellen komplett lysierten. Gegebenenfalls
wurden weniger Zellen eingesetzt oder Proteinase K zur Auflosung von Zellklumpen
verwendet. Die RNA wurde anschlieBend durch Zugabe einer RNase-Losung (4
mg/ml) abgedaut (15-30 min, 37 °C). Nun erfolgte die Zugabe von 100 pl Protein-
Precipitation-Solution und die Durchmischung des Ansatzes. Dieser wurde dann ab-
zentrifugiert (13000 Upm, 3 min). Der Uberstand wurde vorsichtig abgenommen und
in ein E-Cup tiberfiihrt, das 300 ul Isopropanol enthielt. AnschlieBendes vorsichtiges
Mischen und Abzentrifugieren (13000 Upm, 1 min) des Ansatzes ergab ein DNA-
Pellet, das schlielich noch mit 70%igem Ethanol gewaschen, getrocknet und in 20-

100 pl HaOpigest aufgenommen wurde.

2.5.2 Isolierung genomischer DNA nach MARMUR, 1961

Als weitere Methode wurde die Isolierung genomischer DNA nach MARMUR, 1961
(modifiziert) verwendet. Diese DNA wurde vorrangig flir die Herstellung von Plas-
mid-Genbanken (s. 2.9.1) verwendet. Es wurden 1. d. R. 2 bis 3 g Zellen (Feuchtge-
wicht) eingesetzt. Die Zellen wurden zuvor im Komplexmedium . N. angezogen
und durch Zentrifugation fiir 20 min bei 6000 x g und 4 °C geerntet. Nach der Sus-
pendierung der Zellen in 10 ml STE-Puffer erfolgte eine Inkubation unter Schiitteln
bei 37 °C fiir 15 min. AnschlieBend wurden 0,5 g Lysozym zugegeben und fiir weite-
re 45 min unter Schiitteln bei 37 °C inkubiert. Nach Zentrifugation bei 4000 x g und
4 °C fiir 10 min wurde das Zellpellet in 7 ml EDTA-Tris-Saccharose-Puffer suspen-
diert und 1 ml SDS-Lésung (25%, w/v) sowie 100 pl Proteinase K-Losung (80
png/ml) zugegeben. Es folgte eine Inkubation fiir 30 min bei 65 °C. Danach wurden
12 ml 6 M Guanidiniumthiocyanat und 1 ml Glasmilch hinzugefiigt und die Losung
durch mehrmaliges Umschwenken vorsichtig gemischt. AnschlieBend erfolgte die
Zugabe von 20 ml Isobutanol und eine Inkubation bei RT fiir 10 bis 15 min bis sich
die an die Glasmilch gebundene DNA abgesetzt hatte. Der Uberstand konnte abge-
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nommen und verworfen werden. Das DN A-haltige Glasmilchpellet wurde mit 10 ml
NaJ-Losung versetzt, vorsichtig gemischt und der Uberstand nach Inkubation fiir 15
min bei RT verworfen. Nach Zugabe von 10 ml ,,new wash*“-Puffer wurde die Lo-
sung wiederum vorsichtig gemischt und fiir 15 min bei RT inkubiert, so dass sich die
an die Glasmilch gebundenen DNA absetzen konnte. Die Elution der DNA erfolgte
durch die Zugabe von 10 ml TE-Puffer, vorsichtigem Mischen und einer Inkubation
fiir 15 min bei 55 °C. Anschlieend wurde die Glasmilch bei 4000 x g und 4 °C fiir 2
min zentrifugiert. Der Uberstand wurde zur Fillung der DNA mit 1 ml 7,5 M Am-
moniumacetat (pH 7,5) und 30 ml eiskaltem Ethanol (96%, v/v) versetzt und fiir 5
min bei 3000 x g und 4 °C zentrifugiert. Das DNA-Pellet wurde mit eiskaltem Etha-
nol (70%, v/v) gewaschen und anschlieBend in 1 bis 2 ml TE-Puffer oder H;Opigest

aufgenommen.

STE-Puffer EDTA-Tris-Saccharose-Puffer
Saccharose 200 mM EDTA 120 mM
Tris 50 mM Tris 50 mM
EDTA 1 mM Saccharose 150 mM
pH 8,0

..hew wash“-Puffer NaJ-Losung

Ethanol (96%, v/v) 50 % Nal 6 M
NaCl 100 mM Na,S0; 0,12 M
Tris 20 mM Die Losung wurde lichtgeschiitzt bei
EDTA I mM 4 °C gelagert.

pH 7,5

Die Losung wurde bei -20 °C gelagert.

253 Isolierung von Plasmid-DNA

2531 Isolierung von Plasmiden mit sehr niedriger Kopienzahl pro Zelle

Zur Isolierung des 74 kb groBlen low-copy Plasmids aus C. tetani E88 wurden 3-6 g
Zellen (Feuchtgewicht) eingesetzt. Die Isolierung erfolgte mit dem Quiagen-Midi-

Kit® (Fa. Qiagen), wobei die im Handbuch erwihnten Regeln zur Isolierung von
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groflen low-copy Plasmiden befolgt wurden. Prinzip dieser Methode ist die alkali-
scher Lyse der Zellen, gefolgt von der Prizipitation der Zellproteine zusammen mit
der hochmolekularen chromosomalen DNA und der anschlieBenden Aufreinigung
der Plasmid-DNA iiber Anionenaustauschchromatographie. Nichtsdestotrotz war die
mit dem Kit aufgereinigte Plasmid-DNA 1i. d. R. noch mit chromosomaler DNA ver-
unreinigt. Bei der anschlieBenden Herstellung einer Genbank sowie deren Sequenzie-
rung wurde dieses Manko in Kauf genommen.

Die Zellen wurden in 4 ml P1-Puffer suspendiert. Es folgte die Zugabe von 4 ml P2-
Puffer und eine Inkubation fiir 5 min bei RT. AnschlieBend wurden 4 ml P3-Puffer
zugefiigt und fir 30 min auf Eis inkubiert. Nach Zentrifugation (16000 x g, 30 min,
4 °C) wurde der Uberstand abgenommen und zur vollstindigen Aufklarung erneut
fiir 15 min zentrifugiert. Der hierbei erhaltende Uberstand wurde auf eine mit 4 ml
QBT-Puffer dquilibrierte ,,Qiagen-tip-100-Siule* aufgetragen. Die Sdule wurde an-
schlieBend mit 20 ml QC-Puffer gewaschen und die Plasmid-DNA durch Zugabe von
5 ml QF-Puffer eluiert. Die DNA wurde mit 0,7 Vol. Isopropanol gefillt und durch
Zentrifugation (16000 x g, 30 min, 4 °C) pelletiert. Das Sediment wurde anschlie-
Bend mit eiskaltem Ethanol (70%, v/v) gewaschen, getrocknet und in 100 bis 200 pl
H;Ogqest. oder TE-Puffer aufgenommen. Fiir die Isolierung von Plasmid-DNA aus
groferen Kulturvolumina wurde die Menge an P1, P2 und P3 erhoht. Die Anione-

naustauschchromatographie erfolgte dann in mehreren Durchgingen.

P1-Puffer P2-Puffer

Tris 50 mM SDS 1 %

EDTA 10 mM NaOH 200 mM

RNase A 100 pg/ml

pH 8,0

P3-Puffer QBT-Puffer

K-Acetat 3 M NacCl 0,75 M

pH 5,5 MOPS 50 mM

(pH-Wert mit Eisessig einstellen) Ethanol (96%, v/v) 15 %
Triton X-100 0,15 %

pH 7,0
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QF-Puffer QC-Puffer

NaCl 1,25 M NaCl 1 M
MOPS 50 mM MOPS 50 mM
Ethanol (96%, v/v) 15 % Ethanol (96%, v/v) 15 %
pH 8,2 pH 7,0

2.53.2  Schnellpriparation von Plasmid-DNA (RIGGS & MCLACHLAN, 1986)

Zum schnellen Nachweis und Charakterisierung rekombinanter Plasmide wurden 1,5
ml einer liber Nacht gewachsenen Kultur von E. coli pelletiert (8000 Upm, 5 min).
Nach der Resuspendierung des Pellets in 350 ul STET-Puffer und 35 pl Lysozym-
Losung wurde der Ansatz fiir 50 s auf 100 °C erhitzt. Zellreste und denaturiertes Pro-
tein wurden nach 10-miniitiger Zentrifugation bei 14000 Upm mit einem sterilen
Zahnstocher entfernt. Die Plasmid-DNA im Uberstand wurde durch Zugabe von 40
ul Na-Acetat (2,5 M, pH 5,2) und 420 pl Isopropanol geféllt. Nach Zentrifugation fiir
10 min bei 14000 Upm wurde das erhaltene Pellet einmal mit 70%igen (v/v) Ethanol
gewaschen. Nach der Trocknung bei 37 °C konnte es schlielich in 50 ul TER-Puffer
(20 ng RNase/ml TE-Puffer) aufgenommen werden.

STET-Puffer Lysozym-Losung

NaCl 0,1 M 10 mg/ml

Tris-HCI 10,0 mM einer 10 mM Tris-HCI-Losg., pH 8,0
EDTA 1,0 mM

Triton X-100 5,0 %

pH 8,0

Die RNase-Stammlosung (5 mg/ml TE-Puffer) wurde durch 10-miniitige Inkubation
bei 80 °C von hitzelabilen DNasen befreit.

2.53.3 Robotgesteuerte Plasmidpréiparation

Die groBBe Menge zu sequenzierender rekombinanter Plasmide in einem Genomse-

quenzierungsprojekt macht eine Automatisierung der Plasmidpraparation notwendig.



Material und Methoden 19

Mittels eines robotgesteuertem Systems (Qiagen-BioRobot 9600°) konnte die Priipa-
ration von Plasmid-DNA im  96er Malstab  durchgefiihrt werden
(http://www.qiagen.com/literature/handbooks/qp/1019952_QPHB_prot04.pdf). Aus-
gangsmaterial war dabei ein 96er Flat-Bottom-Block, der pro Loch (Well) 1,3 ml TB-
Medium mit dem entsprechenden Antibiotikum enthielt. Der Block wurde manuell
mit 96 rekombinanten Klonen der Genbank (s. 2.9.1) beimpft. Dazu wurden entspre-
chende einzelliegende Kolonien von einer Agarplatte mittels Zahnstocher in die ein-
zelnen Wells iberimpft. Die Anzucht des mit einem luftdurchldssigen Aerosheet ab-
geklebten Blocks erfolgte ii. N. (mindestens 18 h) bei 37 °C im Schiittelinkubator
(350 Upm). Abzentrifugiert wurde der Block fiir 20 min bei 3300 Upm mit einer
Plattenzentrifuge (Heraeus 2.0 Megafuge). Dieser Block wurde dann in das Robot-
system Qiagen-BioRobot 9600 eingespannt. Prinzipiell erfolgte die Aufreinigung
der Plasmid-DNA, wie in Kapitel 2.5.3.1 erldutert, iiber Anionenaustauschchroma-
tographie. Die Puffer P1, P2 und P3 wurden automatisch iiber eine Nadel in die
Wells des Flat-Bottom-Blocks pipettiert. AnschlieBend transferierte das System das
Lysat aus dem Block heraus in eine 96er TurboFilter-Platte. Automatisch wurde nun
durch Anlegen eines Vakuums das gebildete Prizipitat - bestehend aus Zellproteinen
und hochmolekularer DNA - aus dem Lysat herausgefiltert. Die das Prazipitat enthal-
tende TurboFilter-Platte wurde verworfen. Der Durchfluss landete in eine unter der
TurboFilter-Platte befindlichen 96er QlAprep-Platte, welche aus 96 Anione-
naustauschchromatographie-Séulchen bestand. Die im Durchfluss enthaltende Plas-
mid-DNA wurde durch erneutes Anlegen eines Vakuums an die 96 Séulchen der
QlAprep-Platte gebunden, und anschlieBend mit den Puffern PB und PE gewaschen.
Nach Trocknung der QIAprep-Platte erfolgte die Elution der Plasmid-DNA in eine
96er Mikrotiter-Platte mit 100 pl H,O pro Well. Ausbeuten rangierten i. d. R. im Be-
reich von 100-300 ng/pl.

254 Robotgesteuerte Cosmidpriaparation

Die Cosmid-Priparation erfolgte ebenfalls mit dem Qiagen-BioRobot 9600® in Ana-
logie zur in Kapitel 2.5.3.3 beschriebenen Methode. Folgende Abénderungen zum
obigen Protokoll trugen der niedrigen Kopienzahl der Cosmide im Anzuchtstamm E.

coli DH50o Rechnung: Die rekombinanten Klone wurden nicht in einem 96er Flat-
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Bottom-Block, sondern in 96 einzelnen, 5 ml Medium enthaltenden Réhrchen ange-
zogen. Des weiteren erfolgte die Elution mit 120 pl H,O, das zur Optimierung der

Elution auf 70 °C vorgewédrmt worden war.

255 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Zur Extraktion von DNA aus Agarosegelen kam das QIAquick®-Kit (Fa. Qiagen)
zum FEinsatz. Zuerst wurde die DNA enthaltende Bande mit einem Skalpell aus dem
Agarosegel ausgeschnitten. Die Agarose wurde abgewogen und mit 3 Vol (w/v) QG-
Puffer versetzt. Nach Auflosung der Agarose bei 50 °C fiir 10 min wurde die Losung
auf einen Sdule gegeben und abzentrifugiert (13000 Upm, 1 min). Die Sdule wurde
mit 0,75 ml Puffer PE gewaschen und anschlieBend mittels erneuter Zentrifugation

(13000 Upm, 2 min) getrocknet. Die Elution erfolgte mit 20-50 pul HzOuidest.

2.5.6 Aufreinigung von PCR-Produkten

Die Aufreinigung von PCR-Produkten zwecks Abtrennung ungenutzter Nukleotide
und Primer sowie zur Abtrennung der 7ag-DNA-Polymerase (s. 2.8) wurde ebenfalls
mit dem QIAquick®-Kit (Fa. Qiagen) durchgefiihrt (s. 2.5.5). Als Abweichungen
zum obigen Protokoll wurde der PCR-Ansatz zuerst mit 5 Vol PB-Puffer versetzt
und die Mischung dann auf die Sdule gegeben und abzentrifugiert. Alle weiteren

Schritte sind identisch mit der in 2.5.5 beschriebenen Methode.

2.6 Enzymatische Modifikation von DNA

2.6.1 Spaltung von DNA durch Restriktionsendonukleasen

Die sequenzspezifische Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen liefert
lineare Fragmente mit definierten Enden. Der Verdau erfolgte in den von den Her-
stellern der Restriktionsenzyme mitgelieferten Puffersystemen bei den empfohlenen

Temperaturen. In analytischen Ansétzen betrug das Gesamtvolumen 20 ul, wobei ca.
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1-2 ug DNA und 3-5 U Enzym/ug DNA 2 h inkubiert wurden. In priparativen An-
sdtzen wurden bis zu 15 g DNA iiber Nacht verdaut in einem Volumen von insge-
samt 100 pl. Im Endvolumen lag das Enzym mindestens 1 : 10 verdiinnt vor, um eine
Gesamtkonzentration von 5% Glycerin nicht zu iiberschreiten, die sich stérend auf
die Spaltungsreaktion hitte auswirken konnen. Sollten Fragmente mit zwei verschie-
denen Enzymen verdaut werden, die unterschiedliche Pufferbedingungen bendtigten,
so wurde zuerst ein Verdau in dem System mit niedrigerer lonenstirke durchgefiihrt
und diese dann anschlieend fiir das zweite Enzym erhoht. Falls eine Inaktivierung
der Restriktionsenzyme erforderlich war, wurde der Verdauansatz 20 min bei 65 °C

inkubiert. Die Spaltprodukte wurden im Agarosegel liberpriift.

2.6.2 Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten

Vor der Ligation von Vektor-DNA mit den zu klonierenden DNA-Fragmenten
(s. 2.6.4) wurde die 5'-Phosphatgruppe der Vektor-DNA oder der Insert-DNA mit
alkalischer Phosphatase abgespalten. Dadurch sollte die Ligation von Vektor-
Fragmenten mit sich selbst oder mit anderen linearen Vektor-Fragmenten oder die
Ligation von diskontinuierlichen, genomischen DNA-Fragmenten verhindert werden
(SAMBROOK et al., 1989). Die Dephosphorylierung wurde direkt im Verdauansatz
durchgefiihrt. Nach dem Verdau wurde 1 U alkalische Phophatase pro 10 pg zu
dephosphorylierender DNA zugegeben und 30 min bei 37 °C inkubiert. Anschlie-
Bend wurde erneut 1 U Enzym zugegeben und die Inkubation wiederholt. Abgestoppt
wurde die Reaktion durch Inkubation fiir 15 min bei 65 °C und die DNA mittels

Phenol-Chloroform gereinigt.

2.6.3 Herstellung von glatten Enden (,blunt ends) und Phosphorylierung
von 5’-Hydroxyl-Enden bei DNA-Fragmenten

Da thermostabile Polymerasen, die bei Amplifikationsreaktionen eingesetzt werden,
als letztes Nukleotid oftmals unspezifisch ein Adenosin-Triphosphat an das amplifi-
zierte DNA-Fragment anfiigen, mussten diese Enden gegléttet werden, bevor sie zur

,blunt end‘-Ligation eingesetzt werden konnten. AufBlerdem musste sichergestellt



Material und Methoden 22

sein, dass die DNA-Fragmente an den 5°-Enden phosphoryliert vorlagen, um eine
Ligation iiber glatte Enden zu ermdglichen. Hierzu wurden die DNA-Polymerase 1,
die liberhdngende, einzelstringige DNA abbauen kann, und die T4-Polynukleotid-
Kinase eingesetzt, die in Anwesenheit von ATP freie 5 -Enden phosphoryliert. Bei-
de Enzyme arbeiten gut in KGB-Puffer, so dass beide Reaktionen in einem Ansatz

durchgefiihrt wurden. Dieser bestand aus folgenden Komponenten:

DNA 0,5-1 png
KGB-Puffer (10 x) 2 ul
dNTP-Gemisch ( 10 mM) 2 ul
ATP (10 mM) 2 ul
DNA-Polymerase I (5 U/ul) 1 ul
T4-Polynukleotid-Kinase (2 U/ul) 1 pl
HaOpidest. ad 20 pul

Der Ansatz wurde 45 min bei 37 °C inkubiert. Nach 15 min erfolgte die Zugabe der
Polynukleotid-Kinase. AnschlieBend wurde der Ansatz mit Phenol-Chloroform ge-

reinigt und zur Ligation eingesetzt.

KGB-Puffer (10 x):

K-Glutamat 1,00 M
Tris-Acetat 025 M
Mg-Acetat 0,10 M
Rinderserumalbumin 0,50 mg/ml
B-Mercaptoethanol 5,00 mM
pH 7,5

2.6.4 Ligation von DNA-Fragmenten

Bei der Ligation werden Phosphodiesterbindungen zwischen doppelstrangigen DNA-
Fragmenten gekniipft, die freie 3'-Hydroxylenden und 5’-Phosphatenden aufweisen.

Um die Ligationseffizienz zu erhdhen, wurde in der Regel ein Uberschuss an Insert-
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DNA eingesetzt (Verhéltnis Vektor:Insert-DNA von etwa 1 : 3). Die Ligation erfolg-

te i. d. R. im 20 pl Ansatz und in dem vom Hersteller mitgelieferten Puffersystem:

Vektor-DNA (in H,0) 0,2-2pug
Insert-DNA (in H,0) 0,8 -8 ug
10 x T4-Ligase-Puffer 2ul
T4-DNA-Ligase (1 U/ul) 1-2 ul

H;Obidest ad 20 ul

Bei der Ligation von kohésiven, liberhdngenden Enden erfolgte die Inkubation der
Ansitze {i. N. bei 16 °C. Zur Ligation glatter Enden (,blunt-ends’) wurden 2 U Liga-
se eingesetzt und die Ansétze i. d. R. iber Nacht bei RT oder 2 h bei 37 °C inkubiert.

2.7 Ubertragung von DNA in E. coli und Selektion rekombinan-

ter Klone

2.7.1 Transformation in E. coli durch Elektroporation

Eine Moglichkeit, Plasmide oder Cosmide in E. coli zu transferieren, ist die soge-
nannte Elektroporation. Dabei werden durch das Anlegen einer hohen Spannung die
Membranen kurzzeitig fiir Plasmid- oder Cosmid-DNA durchldssig gemacht (FIED-
LER & WIRTH, 1988). Fiir die Elektroporation von E. coli DH5o wurde folgende
Methode verwendet: Der Stamm wurde iiber Nacht in einer 3 ml Vorkultur angezo-
gen, die dann in 500 ml LB-Medium unter starkem Schiitteln bei 37 °C bis zu einer
ODgoonm von 0,7-0,8 inkubiert wurde. Nach einer 15-miniitigen Inkubation auf Eis
wurden die Zellen geerntet (5000 Upm, 10 min, 4 °C) und anschlieBend zweimal mit
eiskaltem H;Opidest gewaschen. Das Pellet wurde mit 20 ml einer 10%igen Glycerin-
Losung gewaschen und in 800 pl derselben Losung aufgenommen. Eine Lagerung
erfolgte in Aliquots von 50-80 ul bei —70 °C, oder die Zellen wurden sofort verwen-
det.

Die Elektroporation wurde an einem ,,Gene Pulser” (Fa. BioRad Laboratories, Miin-

chen) durchgefiihrt. Dazu wurde 0,5-2 pl Plasmid/Cosmid-DNA mit ca. 50 pul kom-
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petenter Zellen in vorgekiihlten Elektroporationskiivetten gemischt. Es wurde eine
Spannung von 2,5 kV, eine Kapazitit von 25 puF und ein Widerstand von 200 Q ge-
wihlt. Direkt nach der Elektroporation wurde 1 ml LB-Medium hinzugefiigt, ge-
mischt, der Ansatz in ein E-Cup iiberfiihrt und 1 h bei 37 °C unter gelegentlichem
Schwenken inkubiert. Dann wurde dieser Ansatz entweder direkt auf Selektivplatten
ausplattiert (5-100 pl pro Platte), oder aber zuerst abzentrifugiert (4000 Upm, 5 min),
in 50 ul LB-Medium aufgenommen und schlielich ausplattiert.

Nach der beschriebenen Methode wurden auch ganze Ligationsansitze zur Elektro-
poration eingesetzt. Hierbei wurde aber zuvor der Ligationsansatz inaktiviert (20

min, 65 °C) und einer Mikrodialyse (30-45 min) unterzogen (s. 2.4.2.3).

2.7.2 Blau-Weil3-Test zur Selektion rekombinanter E. coli-Klone

Bei Klonierungen ist es entscheidend, Klone, die nur den Plasmid-Vektor enthalten,
von denjenigen, die ein Plasmid mit Insert tragen, zu unterscheiden. Neben den
Plasmid-kodierten Antibiotikaresistenzen stellt der Blau-WeiB3-Test ein weiteres
schnelles Selektionssystem dar. Er beruht darauf, dass Insertionen in die multiple
Klonierungsstelle des entsprechenden Vektors die Bildung einer aktiven
B-Galactosidase verhindern. Eine aktive B-Galactosidase ist in der Lage, neben dem
eigentlichen Substrat Lactose auch 5-Brom-4-Chlor-indoyl-B-D-Galactosid (X-Gal)
zu spalten. Es entsteht der Farbstoff 5-Brom-4-Chlor-Indigo, der sich in Anwesenheit
von Sauerstoff spontan blau verfairbt (HOROWITZ et al., 1964). Im X-Gal-Test wer-
den E. coli-Stimme (z. B. DH5a) eingesetzt, die durch eine Deletion im Chromosom
nur eine inaktive B-Galactosidase ohne Aminoterminus bilden konnen. Bestimmte
Vektoren (z. B. pPGEM-7Zf(+)) sind nun in der Lage, diesen Effekt zu kompensieren.
Sie tragen neben dem Promoter- und Operatorbereich des lac-Operons auch das 5°-
Ende des /lacZ-Gens, welches fiir das sogenannte o-Peptid kodiert. Dies kann in vivo
mit der verkiirzten [-Galaktosidase zum aktiven Enzym assoziieren (-
Komplementation). Da die multiple Klonierungsstelle des Vektors innerhalb des
lacZ-Gens liegt, wird die Bildung des o-Peptids verhindert, wenn der Vektor ein
Insert tragt. Auf Indikatorplatten, die IPTG (zur Induktion der B-Galactosidase) und

X-Gal enthalten, konnen die Kolonien leicht an ihrer Farbung unterschieden werden.
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Blaue Kolonien enthalten nur den Plasmid-Vektor, wihrend weille Kolonien mit ho-

her Wahrscheinlichkeit ein Plasmid mit Insert tragen.

2.8 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Diese Methode der in vitro-Amplifikation von DNA wurde fiir vielerlei Zwecke an-
gewandt. So sollte z. B. an Hand der PCR die Richtigkeit der Assemblierung von
Sequenzen iiberpriift oder Sequenzliicken (Gaps) innerhalb eines Genoms geschlos-
sen werden. Néheres dazu wird in Kapitel 2.12. beschrieben. Als Enzym wurde die
Tag-DNA-Polymerase eingesetzt (Fa. Eppendorf, Hamburg). Als Matrize diente ge-
nomische DNA aus C. tetani. Die verwendeten Starteroligonukleotide (Primer) wa-
ren i. d. R 17-25 Basen lang. Eine optimale Amplifikation war gewihrleistet, wenn
beide Primer einen dhnlichen Schmelzpunkt (Ty,) hatten und in gleicher Konzentrati-
on vorlagen. Die Berechnung des Schmelzpunktes erfolgte nach CHESTER &
MARSHAK (1993):

T =69,3 + 0,41 (%G+C-Gehalt) - 650/L
%G+C-Gehalt = prozentualer G+C-Gehalt des Primers

L = Lénge des Primers

Die Standard-PCR-Reaktionen fanden in 50 pl-Ansitzen statt. Folgende Komponen-

ten wurden - bis auf das Enzym - auf Eis zusammenpipettiert:

Matrizen-DNA 1,0 ug
Primer 1 0,5 uM
Primer 2 0,5 uM
dNTP-Gemisch (10 mM) 1 pul
10 x Reaktionspuffer 5 ul
MgCl, (25 mM) 5 ul
H>Ovidest. ad 49,5 ul

DNA-Polymerase (2U/ul) 0,5 ul
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Nach Durchmischung wurde der Ansatz in den PCR-Thermoblock (MWG-Biotech)
gestellt. Das entsprechende PCR-Programm wurde entweder nach Zugabe der DNA-
Polymerase direkt begonnen oder aber es erfolgte vor Zugabe des Enzyms eine 5-
miniitige Inkubation bei 95 °C zur Denaturierung und eine 2-miniitige Inkubation bei
80 °C. Wihrend des letzten Inkubationsschrittes erfolgte die Zugabe der Tag-
Polymerase (,,hot start”). Zur Amplifizierung schlossen sich folgende Temperatur-

zyklen in 25-35facher Wiederholung an:

PCR-Programm:

Denaturierung 95 °C 30s
Anlagerung x °C 30s
Polymerisierung 72 °C ys

Die Anlagerungstemperatur war abhdngig von der Schmelztemperatur der Primer
und lag idealerweise 5 °C tiefer. Die Dauer y der Polymerisierung betrug 1 min pro
1 kb zu amplifizierender DNA. Zur Optimierung der PCR konnten einzelne Parame-
ter variiert werden wie z.B. die Anlagerungstemperatur und die Anzahl der Zyklen
oder auch die Konzentrationen der eingesetzten Primer sowie der Matrizen-DNA.
Ferner konnte man die Spezifitit durch Zugabe von DMSO (4%,v/v) und Verringe-
rung der MgCl,-Konzentration steigern. Nach Abschluss der Amplifikation wurde
ein Aliquot im Agarosegel iiberpriift.

2.9 Herstellung von Genbanken

2.9.1 Herstellung einer Plasmid-Genbank

Im folgenden soll der Ablauf zur Herstellung von Genbanken dargelegt werden. Es
wurde dabei der sogenannte Shotgun-Approach angewandt, der auf die Ermogli-
chung einer gleichwahrscheinlichen Klonierung aller genomischen DNA-Abschnitte
abzielt. Mit anderen Worten: die Klonierung genomischer DNA sollte nach dem Zu-
fallsprinzip ablaufen; keine Genomabschnitte sollten in der Genbank iiber- oder un-

terrepriasentiert sein. Die Sequenzierung solch einer Genbank gewdhrleistete eine
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Abnahme der Contig-Zahl in einem Genomsequenzierungsprojekt nach der Formel
von LANDER & WATERMAN (1988).

Die Herstellung einer optimalen Genbank war indes immens wichtig fiir das ziigige
Voranschreiten des gesamten Genomsequenzierungsprojekts. Optimal bedeutete hier
ein gilinstiges Blau-WeiB-Verhéltnis — weille Kolonien sollten gegeniiber den blauen
in der Uberzahl sein —, eine geringe Vektorkontamination, d. h. es durften nicht mehr
als 5% der Klone Plasmide ohne Insert tragen, und konstante InsertgrofBen zwischen

2-3 kb.

Herstellung der Insert-Fragmente. Nach der Isolierung genomischer DNA (s.
2.5.1) wurde diese iiber mechanische Scherkréfte mit Hilfe einer umgebauten HPLC-
Pumpe fragmentiert. Diese Methode zur Fragmentierung wurde gewihlt, weil es im
Gegensatz zum Verdau mit Restriktionsenzymen die Zufélligkeit der DNA-Briiche
gewihrleisten sollte. Die FragmentgroBe der so gescherten DNA konnte mittels
Druckénderung und/oder Dauer der Zirkulation der DNA in dem HPLC-Pumpsystem
variiert werden. Fir die Herstellung von Fragmenten der GroBe 1,5-3 kb wurde
1. d. R. ein Druck von 0,5 bar und eine Zirkulationsdauer von 10 min gewahlt. Aller-
dings konnte die gewiinschte Fragmentgroe nur ndherungsweise erreicht werden.
Oft erhielt man einen ,DNA-Schmier’, so dass eine nachfolgende Gelelution (s.
2.5.5) unumginglich war. Die DNA-Fragmente wurden nach der Zirkulation mit
H,0O aus dem HPLC-System eluiert, aufgefangen und einer Ethanolfillung zur Auf-
konzentrierung unterzogen (s. 2.4.2.2). Um sicherzustellen, dass die DNA-Fragmente
keinen Einzelstrangiiberhang aufwiesen, wurde eine Auffiillreaktion mit der T4-
DNA-Polymerase zur Herstellung von ,blunt-end’- Fragmenten durchgefiihrt (vgl.
2.6.3). Folgender Ansatz wurde pipettiert:

14 ul gescherte genomische Fragmente
4 ul Sfach T4-DNA-Polymerase Puffer
1 pul  dANTP-Mix (10 mM)
1 pl T4-DNA-Polymerase

Die Inkubation bei 11 °C erfolgte fiir 20 min. AnschlieBend wurde das Enzym bei

70 °C fiir 20 min inaktiviert oder aber der gesamte Ansatz wurde sofort auf ein Aga-
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rosegel aufgetragen. Nach ihrer Auftrennung wurde die gewiinschte Fragmentgrof3e

(i. d. R. 2-3 kb) aus dem Gel ausgeschnitten und eluiert (s. 2.5.5).

Behandlung des Klonierungsvektors. Zur Herstellung von Genbanken, deren re-
kombinante Plasmide im Rahmen der Genomsequenzierung von C. tetani sequen-
ziert werden sollten, wurde der Plasmidvektor pTZ19R verwendet. Dieser enthielt
das Gen zur Vermittlung einer Ampicillin-Resistenz, die Moglichkeit zu einem Blau-
Weil3-Screening (s. 2.7.2) sowie eine ,multi-cloning-site’, die eine ,blunt-end’ Smal-
Schnittstelle enthielt. Somit wurde Smal-geschnittener und dephosporylierter Vektor
(s. 2.6.1 und 2.6.2) mit den aufgefiillten, 2-3 kb groen genomischen Fragmenten
ligiert (s. 2.6.4). Bei einigen Genbanken wurde ein modifizierter pTZ19R-Vektor
verwendet, der anstelle der Ampicillin- eine Chloramphenicol-Resistenz vermittelt
(freundlicherweise bereitgestellt von Andreas Christmann, Gottingen). Anschlie3end
wurde der Ligationsansatz inaktiviert (20 min, 65 °C) und gegen H,O mikrodialysiert
(30 min, RT). Es schloss sich eine Elektroporation (s. 2.7.1) und das Ausplattieren
auf Selektivagarplatten an. Die Qualitit der Genbank wurde schlielich per Plasmid-
Schnellpriparation (s. 2.5.3.2) getestet.

2.9.2 Herstellung einer Cosmid-Genbank

Die Verwendung von Cosmiden zur Erstellung von Genbanken hat gegeniiber der
Verwendung von Plasmiden oder Bakteriophagen als Klonierungsvektoren verschie-
dene Vorteile. Die erheblich hohere Klonierungskapazitit der Cosmide im Vergleich
zu Plasmiden ermoglicht die Klonierung von kontinuierlichen, genomischen DNA-
Fragmenten in der GroBenordnung von 30 bis 50 kb und vereinfacht dadurch die
Erforschung von funktionell zusammengehorigen Genomabschnitten. Damit verbun-
den ist eine wesentlich geringere Zahl benétigter Klone, um statistisch betrachtet das
ganze Genom in einer Cosmid-Genbank zu erfassen. Gegeniiber Phagen haben Cos-
mide den Vorteil der einfacheren Handhabung: es entfillt das bei der Trennung von
rekombinanten Phagen benétigte Verfahren der Plaque-Bildung auf Bakterienrasen.
Stattdessen lassen sich, wie bei der Genbank-Herstellung mit Plasmiden, rekombi-

nante Cosmide durch die Transformation in Bakterien trennen, die dadurch eine An-
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tibiotika-Resistenz erwerben und sich auf Antibiotika-haltigen Agar-Platten iiber das
Wachstum zu getrenntliegenden Kolonien verteilen.

In dieser Arbeit wurde der Cosmid-Vektor superCosl (Abb. 2; Fa. Stratagene; E-
VANS et al., 1989) verwendet, der die Gene fiir die Ausbildung einer zweifachen
Antibiotika-Resistenz gegen Ampicillin (Amp"®) und Kanamycin (Neo") trigt, was
zur Steigerung der Stabilitdt der Cosmid-Klone wihrend des Koloniewachstums in
Niahrmedien mit beiden Antibiotika fithrt (WENZEL & HERRMANN, 1996). Des
weiteren besitzt der Vektor eine doppelte Kopie des Cos-Elements der DNA des
Bakteriophagen Lambda. Das Cos-Element wird bei der Verpackung von concateme-
rer DNA in Phagenkopfe benétigt. Die doppelte Kopie des Elements bewirkt gegen-
iiber Vektoren mit nur einer Cos-site eine Erhohung der Klonierungseffizienz: im
Zuge der Vektorpriparation entstehen zwei unterschiedliche Vektor-Arme, jedes mit
einer cos-site, wodurch sich - nach erfolgter Ligation - die Anzahl an Kolonien redu-
ziert, die sich aufgrund der Verpackung von concatemerer Vektor-DNA ohne klo-
nierte, genomische DNA bilden (WENZEL & HERRMANN, 1996). Die Klonie-
rungskapazitit des superCosl-Vektors liegt zwischen 31 und 48 kb, d. h. dass aus-

schlielich Cosmide mit diesen Insertgroen erfolgreich verpackt werden.

EFcoR |
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7 %

Notl

SuperCos |
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Abb. 2: Der Cosmid-Vektor SuperCos1 (Fa. Stratagene, EVANS et al., 1989)

Die Vorbereitung zum Einsatz des Vektors in der Ligation bestand in folgenden
Punkten:

- Restriktionsverdau mit Xbal

- Dephosphorylierung mit alkalischer Phosphatase

- Phenol-Chloroform-Reinigung und Ethanol-Féllung



Material und Methoden 30

- Restriktionsverdau mit dem Klonierungsenzym BamHI bzw. EcoRI (je nach Enzym
fiir den partiellen Verdau)
- Phenol-Chloroform-Reinigung und Ethanol-Féllung

Die Gewinnung hochmolekularer genomischer DNA aus C. fetani wurde wie in Ka-
pitel 2.5.1 beschrieben durchgefiihrt. Insbesondere wurde auf die Vermeidung von
starken Scherkriften geachtet, um DNA-Fragmente von liber 200 kb Grof3e zu erhal-
ten. AnschlieBend wurde die genomische DNA einem partiellen Verdau mit dem
Enzym Sau3 Al unterworfen, welches die gleichen iiberstehenden Enden wie BamHI
und daher komplementire Enden produziert. Spéter wurde zum partiellen Verdau
auch das Enzym Tasl benutzt, das komplementdre Enden zum alternativen Klonie-
rungsenzym EcoRI bildet. Ziel war dabei die Gewinnung von Fragmenten mit durch-
schnittlichen GroBen zwischen 30 und 50 kb. Die Bedingungen zur Herstellung die-
ser Fragmentgrof8en mussten experimentell bestimmt werden. Dabei wurde zum ei-
nen die eingesetzte Enzymkonzentration und zum anderen die Inkubationszeit des
Verdaus variiert. Die Uberpriifung der Ansitze erfolgte iiber ein 0,4%iges Agarose-
Gel. Geeignete Partialverdaus wurden mit Phenol-Chloroform aufgereinigt, mit E-
thanol gefillt und mit alkalischer Phosphatase dephosphoryliert, um die Ligation von
nicht-kontinuierlichen genomischen Fragmenten zu verhindern. Anschlieend erfolg-
te eine erneute Phenol-Chloroform-Reinigung und Féllung mit Ethanol.

Die Ligation wurde mit unterschiedlichen Konzentrationsverhéltnissen der beiden
Vektorarme zu den genomischen Sau3Al- bzw. Tasl-Fragmenten durchgefiihrt. Die
anschlieBende Verpackung des Ligationsansatzes wurde mit dem in vitro-
Verpackungsextrakt Gigapack® III XL (Fa. Stratagene) durchgefiihrt, welches die
einzelnen Strukturelemente eines Phagenpartikels enthilt. Dazu wurden 2-4 pl der
ligierten DNA zu dem unmittelbar zuvor aufgetauten Verpackungsextrakt gegeben
und kurz durchmischt. Nach 2-stiindiger Inkubation bei RT wurden 500 pl SM-
Puffer und 20 pl Chloroform hinzugefiigt. Nach einer kurzen Zentrifugation wurde
der Uberstand, welcher die rekombinanten Phagen enthielt, abgenommen und wie
nachfolgend beschrieben zur Transduktion weiterverwendet. Als Rezipient der in den
Phagenkopfen verpackten, rekombinanten DNA wurde der E. coli Stamm DHS5o
verwendet, der in einem LB-Medium angezogen wurde, welches mit 10 mM MgSOj4
und 0,2% (w/v) Maltose komplementiert wurde. Nach 4-6-stiindigem Wachstum bis

zu einer ODgponm von maximal 1,0 wurden die Zellen geerntet (4000 Upm, 10 min)
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und in %2 Vol. sterilem 10 mM MgSO, aufgenommen. Diese Suspension wurde dann
bis zu einer OD von 0,5 mit 10 mM MgSO, weiterverdiinnt. 25 pl dieser Zellsuspen-
sion wurden anschlieBend zu 25 pl des vorher mit SM-Puffer 1:5 bis 1:40 verdiinnten
Phagen-enthaltenden Uberstandes gegeben und fiir 30 min bei RT inkubiert. Dann
erfolgte die Zugabe von 200 pl LB-Medium zum E-Cup und die Inkubation fiir 1 h
bei 37 °C, dabei das E-Cup jede 15 min kurz schiittelnd. Nach dem Abzentrifugieren
der Zellen und der Aufnahme des Pellets in frischem LB-Medium wurden die Zellen
auf Selektiv-Platten mit Ampicillin und/oder Kanamycin ausplattiert. Die Klone, die
auf Platten mit beiden Antibiotika wuchsen, wurden wie in Kapitel 2.5.4 beschrieben

fiir die robotgesteuerte Cosmid-Préparation eingesetzt.

SM-Puffer

NaCl 58¢g
MgSO,4 x 7TH,O 20¢g

1 M Tris-HCI (pH 7,5) 50 ml

2 % (w/v)Gelatine 5 ml
H>Ovidest. ad 1000 ml
2.10 Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierung von DNA, sei es die Sequenzierung von rekombinanten Plasmi-
den/Cosmiden oder die Sequenzierung von PCR-Produkten, wurde an ABI PRISM
337 Gerdten (Applied Biosystems, Weiterstadt) oder am MegaBACE 1000 System
(Amersham Bioscience, Molecular Dynamics) durchgefiihrt. Beide Geritearten sol-
len im folgenden kurz vorgestellt werden. Allerdings wiirde es den Rahmen dieser
Arbeit sprengen, auf genauere Details einzugehen oder die komplette Prozedur der
Sequenzierung zu beschreiben. Fiir Interessierte verweise ich auf die Internetseiten
der beiden Firmen (http://www.appliedbiosystems.com und http://www5.amersham

biosciences.com/aptrix/upp01077.nsf/content/na_homepage).



Material und Methoden 32

2.10.1 Sequenzierung mit ABI DNA Sequencer 377

Der ABI PRISM® 377 DNA Sequencer (Fa. Perkin-Elmer/Applied Biosystems) ana-
lysiert automatisch DNA-Molekiile, die mit multiplen Fluoreszenzfarbstoffen (Big
Dye® Terminatoren) markiert sind, wobei fiir jede DNA-Base ein anderer Farbstoff
gewdhlt wird. Die Markierung der DNA erfolgt dabei nach dem Prinzip der von
SANGER et al. (1977) entwickelten Didesoxy- oder Kettenabbruch-Methode. Die zu
sequenzierenden markierten Proben werden auf ein vertikal verlaufendes Polyacry-
lamid-Gel aufgetragen und durch Anlegen einer Spannung elektrophoretisch aufge-
trennt. 96 Proben konnen dabei gleichzeitig sequenziert werden. Die Farbstoffe wer-
den beim Durchlaufen des unteren Endes des Gels mittels eines Lasers detektiert und
die Signale anschlieend einer Computeranalyse unterzogen. Die Fluoreszenzsignale
werden dabei liber das sogenannte Base calling (s. 2.11) automatisch in Sequenzda-
ten umgewandelt. Zur Markierung der DNA wurde das Big Dye® Terminator Cycle
Sequencing Kit benutzt, das eine spezielle DNA-Polymerase enthielt (Ampli-Taq®
DNA-Polymerase). Ein optimal hergestellter Sequenzieransatz (s. u.) konnte so in
einem 1. N.-Lauf zu einer aufldsbaren DNA-Leseweite von ca. 800 Basen fiihren.

Die Sequenzierungsprozedur mit dem ABI PRISM® 377 umfasste folgende Schritte:

- Reinigung der Glasplatten

- GieBen des Polyacrylamid-Gels zwischen die Glasplatten
- Einbau des Gels in das Gerit

- Plattencheck und Vorlauf

- Beladen des Gels mit 96 Proben

- Starten der Elektrophorese

Tabelle 4 gibt einen Einblick in die Zusammensetzung eines Sequenziergels und in
die einzustellenden Parameter am ABI PRISM® 377 zur Durchfiihrung eines Se-

quenzierlaufes.
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Tabelle 4: Parameter zur Beschaffenheit eines Sequenziergels (4,25%ig) sowie
zur Bedienung eines ABI PRISM® 377 bei einem ii. N.-Lauf

Geldicke 0,2 mm
Gellange 48 cm
Harnstoff 7 M 18 ¢g
Acrylamid (30%, 29:1) 5,3ml
10x TBE 1ong run 6 ml
HyOpidest 21,5ml
10% APS 250 ul
TEMED 25 ul
Spannung 3500V
Stromstarke 60 mA
Leistung 40 W
Temperatur 45 °C
CCD Offset 0
CCD Gain 4
Vorlaufzeit 90 sec
Laufzeit 1,5h+14,5h
Laufpufter 2x TTE oben, 1x TTE unten
Minimale Anzahl der Scans 22000

Probenbereitung. Die Zusammensetzung eines Sequenzieransatzes variierte je nach
Art der DNA (Plasmid, Cosmid oder PCR) sowie nach dessen G+C-Gehalt. Der An-
satz erfolgte normalerweise im 96er Mallstab. Typischerweise wurde zur Sequenzie-
rung von Templates (d. h. Inserts von Plasmiden einer C. fetani-Genbank), die aus
dem Genom von C. tetani stammten, folgender Ansatz pipettiert (im ,Premix’ sind

dabei die ABI Big Dye® Terminatoren enthalten):
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*1/2-half BD-Ansatz”

Premix 2 ul

half BD 2ul

Betain (5 M) I ul

Primer (5 pmol/ul) 1 ul

H,O x pl

DNA-Template (max. 13 ul) x ul =400 ng
20 ul

Dieser Ansatz wurde dann in einen 96er PCR-Thermoblock (MW G-Primus 96 plus)
gegeben und dort 2 min bei 98 °C denaturiert. Folgendes Programm wurde anschlie-
Bend gestartet, wobei sich die Anlagerungstemperatur nach den Schmelztemperatu-

ren der verwendeten Primer richtete, die meistens um die 50° C lag:

Denaturierung 96 °C 20s
Anlagerung 1.d. R. 45 °C 15s
Polymerisierung 60 °C 4 min

Es schloss sich eine Fillung mit Ethanol (99%) und 3 M Natriumacetat (pH 4,6) an,
um {berschiissige, nicht eingebaute farbstoffmarkierte Terminatoren zu entfernen, da
diese sonst als ,,Dye-Blobs* in den ersten 100 Basen der Sequenz erscheinen wiirden.
Vor dem Auftragen auf das Sequenziergel wurde die gefillte DNA mit 1 ul Stop-
Mix (Formamid zu Loading Puffer (50 mg Blue Dextran/ml 25mM EDTA, pH 8,0)

im Verhiltnis 5:1) versetzt.

2.10.2 Sequenzierung mit dem MegaBACE 1000 Capillar Sequencer

Das MegaBACE 1000 System analysiert wie das ABI PRISM® 377 Gerit automa-
tisch DNA-Molekiile, die mit multiplen Fluoreszenzfarbstoffen (DYEnamic ET
Dye®” Terminatoren) markiert sind. Ein Lasersystem iibernimmt die Detektion der
Fluoreszenzsignale. Im Gegensatz zum ABI Gerit aber benutzt der MegaBACE 1000
die Kapillar-Technik: es muss nicht mehr ein Polyacrylamid-Gel gegossen werden;

stattdessen findet die Elektrophorese in winzig kleinen (ca. 100 pm im Durchmesser)
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Kapillaren statt, die Polyacrylamid-Matrix enthalten, welches das System {iber
Hochdruck aus 6 Matrix-Tubes in die Kapillaren hineinschieSen kann. Diese Kapilla-
ren sind in 6 Arrays mit jeweils 16 Einzelkapillaren angeordnet. Zum Beladen des
Systems wird lediglich eine 96er Platte mit den enthaltenden Proben in die Maschine
gestellt; mittels des Anlegens einer Spannung gelangt die Probe dann in die Kapilla-
ren, in denen dann die elektrophoretische Auftrennung stattfindet. Die Bedienung des
Gerites folgte dann den auf dem Display erscheinenden Anweisungen. Das System
kann im Hochdurchsatz arbeiten und dabei 96 Proben in 2-4 Stunden mit einer Le-
seweite von ca. 600 Basen sequenzieren. Im Gegensatz zum ABI PRISM® 377 zeigt
der MegaBACE 1000 eine hohere Empfindlichkeit bei schwankenden DNA-
Konzentrationen, so dass diese nach Moglichkeit im Vorfeld angeglichen werden
sollten. Alle gewonnenen Rohdaten werden nach Ende eines Laufes automatisch
mittels Base calling ausgewertet. Die Probenbereitung entsprach weitestgehend der
bereits beschriebenen Methode fiir den ABI PRISM® 377 (s. 2.10.1). Abweichend
davon wurde das Amersham-DYEnamic-ET-Dye-Terminator-Cycle-Sequencing Kit

benutzt.

2.11 Die Prozessierung von Rohsequenzen

Nach einem Sequenzierlauf werden die Rohdaten, die Fluoreszenzsignale und -
intensitdten, automatisch analysiert und in DNA-Sequenzen umgerechnet, was als
Base calling bezeichnet wird. Benutzt wurde der Basecaller Phred (EWING et al.,
1998). Dieser liest die Rohdaten von den DNA Sequenziermaschinen (trace files),
rechnet sie in DNA-Basen um und teilt diesen zusitzlich einen Qualitdtswert zu.
Phred kann sowohl die Rohdaten vom ABI 377 DNA Gerit als auch vom Megabace
1000 lesen. Die Sequenzen und die dazugehorigen Qualititswerte konnen dann zur
Assemblierung mit Hilfe von Sequenzassemblierungsprogrammen benutzt werden

(BONFIELD & STADEN, 1996).
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2.11.1 Einfiihrung in die Prozessierung von DNA-Sequenzen mittels des

STADEN-Software-Packets

Das STADEN-Software-Packet beinhaltet verschiedene Programme zum Selektieren,
Autbereiten, Assemblieren und Editieren von DNA-Sequenzen (STADEN et al.,
2000). Es wiirde den Rahmen dieser Arbeit sprengen, auf die Struktur und Funkti-
onsweise der einzelnen Programme einzugehen. Hier soll nur ein Uberblick iiber die
Anwendung des Software-Packetes im Rahmen des Genomsequenzierungsprojektes
C. tetani gegeben werden. FEine ausfilhrliche Dokumentation kann unter
http://www.mrc-lmb.cam.ac.uk/pubseq/staden_home.html abgerufen werden. Im
wesentlichen sind es zwei Programme, die zur Prozessierung der DNA-Sequenzen

benutzt wurden: Pregap4 und Gap4.

2.11.1.1 Pregap4

Bevor DNA-Sequenzen in das Genomassemblierungsprogramm Gap4 eingespeist
werden konnen, miissen diese durch diverse Prozesse geleitet werden, welche das

Programm Pregap4 leistet (BONFIELD & STADEN, 1996):

- Screening auf Vektor-Kontaminationen: Sequenzen, die den Vektor-Sequenzen
(pTZ19R oder superCosl) entsprechen, fallen aus der Datenbank heraus.

- Screening auf Kontamination mit E. coli DNA: bei der Herstellung der Genbank
kann es zu Kontaminationen mit der DNA des Wirtsstammes (E. coli DH5) kom-
men. Diese Daten miissen ebenfalls entfernt werden.

- Qualitdtskontrolle: Sequenzen mit einer geringen Qualitét fallen aus der Datenbank
heraus.

- Vektor-Clipping: Es werden die Basen einer Sequenz maskiert, die im Ubergang
zum Insert der Vektor-Sequenz entsprechen.

- Umformatierung in ein neues Dateiformat: Zur Assemblierung benétigt Gap4 ein

anderes Dateiformat (experiment files).

Zur Erleichterung der Prozessierung der Rohdaten wurden im Goéttinger Genomana-
lyselabor Computerskripte entwickelt, die hier nicht ndher erldutert werden sollen.

Prinzipiell bewerkstelligten solche Skripte das Umbenennen von Dateinamen, das
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Einleiten der Rohsequenzen in Pregap4 und das Sortieren der Ausgabe von Pregap4

in mehrere Listen (Failed, Passed, ScreenVector, etc.).

2.11.1.2 Gap4

Gap4 ist ein Genomassemblierungsprogramm; es kann aber auch fiir kleinere DNA-
Abschnitte wie Cosmide oder grof3e Plasmide verwendet werden (BONFIELD et al.,
1995). Neben der Assemblierung kann das Programm auch zur Editierung der Se-
quenzen benutzt werden. Gap4 ist des weiteren unerlisslich beim sogenannten Finis-
hing, dem SchlieBen von Sequenzliicken in einem Genomsequenzierungsprojekt.
Assemblierung. Mit Hilfe von Algorithmen (PHRAP, http://bozeman.mbt.washin-
gton.edu/phrap.docs/phrap.html) werden Sequenziiberlappe ausfindig gemacht. Se-
quenzldufe (readings) die solche Sequenziiberlappe aufweisen, werden dann passend
zueinander ausgerichtet (4/ignment) und zu zusammenhdngenden DNA-Abschnitten,
den sogenannten Contigs zusammengefasst. Aus den ,alignten’ Sequenzen innerhalb
eines Contigs bildet das Programm dann eine Consensus-Sequenz.

Editierung. Ziel ist es hierbei, die Qualitit der Consensus-Sequenz eines Contigs zu
verbessern und Fehler in der Assemblierung zu detektieren und aufzulésen. Dabei
wurden entsprechende Einzelsequenzen markiert, aus dem Contig extrahiert und
dann manuell in den Datensatz zu passenden Contigs zurlicktransferiert. Assemblie-
rungsfehler (Misassemblies) treten vor allem in repetitiven Bereichen einer Genom-
sequenz auf, wie z. B. IS-Elemente oder rRNA-Cluster. Zur Anwendung kommt da-
bei die Funktion Contig Editor, mit dessen Hilfe man u. a. Sequenzschwichen und -
fehler finden und reparieren kann. Als Anhaltswert fiir die Sequenzqualitit soll die
Fehlerrate nicht hoher als 1 in 10000 Basen betragen. Dabei lésst sich die Qualitit
jeder einzelnen Base in der Consensus-Sequenz iiber deren Base Confidence-Wert
tiberpriifen.

Finishing. In Gap4 konnen zwei (oder mehrere) Contigs anhand der Lage und Orien-
tierung der enthaltenden readings zueinander geordnet werden (s. 2.12.2), was eine
Hilfe zur Uberwindung von Sequenzliicken zwischen Contigs ist (s. 2.12). Gegebe-
nenfalls konnen Contigs dann semi-manuell mit Hilfe der Funktion Join Contigs mit-

einander verbunden werden.
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2.12 Methoden zur Uberwindung von Sequenzliicken in ei-

nem Genomsequenzierungsprojekt

2.12.1 Identifikation von Contigiiberlappe mit Gap4 oder BLASTN

Nach erfolgter Assemblierung, deren Uberpriifung und der ersten Editierung sdmtli-
cher Contigs wurde versucht, iiberlappende Contigs zu identifizieren. Dies geschah
zum einen automatisch iiber die Funktion Find Internal Joins in Gap4. Jeder gefun-
dene potentielle Contigiiberlapp bedurfte im Join Contigs Editor einer genauen U-
berpriifung. Zum anderen wurde ,extern’ nach {iberlappenden Contigs gesucht, in-
dem die Enden samtlicher Contigs gegen den gesamten Datensatz - bestehend aus
allen Contig-Consensus-Sequenzen - mit dem BLAST-Algorithmus abgeglichen
wurden (ALTSCHUL et al., 1990). Die letztere Methode zeigte eine bessere Treffer-
quote. Mit dieser Methode wurden auch alle repetitiven Sequenzen im Genom identi-
fiziert, die Kopienzahl bestimmt und jede Kopie im Gap4-Datensatz markiert, da
diese die grofften Probleme im letzten Stadium eines Genomsequenzierungsprojektes
bereiteten. Contigs, die potentiell {iberlappen sollten, wurden dann in Gap4 manuell
iiber Join Contigs zueinander ausgerichtet und gegebenenfalls miteinander verbun-

den.

2.12.2 Primer-Walking

Mit Hilfe der Gap4-Funktion Template Display konnen einzelne Contigs visuell dar-
gestellt werden: dort sind alle im Contig enthaltenden Readings und deren Templates
aufgefiihrt. Ein Template entspricht dabei einem Insert eines rekombinanten Plas-
mids der C. tetani-Genbank. Anzumerken ist, dass die Inserts der Plasmide von bei-
den Seiten her ansequenziert wurden (forward und reverse). Da die durchschnittliche
InsertgroBBe bei etwa 2 kb lag und ein typischer Sequenzierlauf etwa 600-700 Basen
lang war, bedeutete dies, dass ein Insert (= Template) nicht vollstindig sequenziert
wurde. Im Template Display nun sind die beiden readings desselben Templates zu-
einander angeordnet. Mit Hilfe der Funktion Order Contigs lieBen sich dann solche
Contigs aneinander reihen, die an den Réndern readings beinhalteten, die zu demsel-

ben Template gehorten:
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beispielsweise begann oder endete der Contig A mit dem forward reading des
Templates X, wihrend Contig B nun mit dem reverse reading des Templates X en-
dete oder begann. Damit war es nun moglich, durch ein sogenanntes Primer-Walking
die Liicke zwischen diesen beiden Contigs zu schlieBen: es wurde ein Sequen-
zierprimer vom Ende eines der beiden readings abgeleitet (mit der Orientierung zum
Insertinneren), der dann zur Sequenzierung des entsprechenden Templates eingesetzt
wurde. So konnte man die iiberbriickende Sequenz zwischen den Contigs ermitteln,

woraufhin die beiden Contigs i. d. R. geschlossen werden konnten.

2.12.3 PCR-basierte Methoden

Der folgende Abschnitt soll kurz aufzeigen, wie PCR-basierte Methoden zur Uber-
windung von Sequenzliicken in einem Genomsequenzierungsprojekt beitragen kon-
nen.

War kein Plasmid-Template vorhanden, dass eine Sequenzliicke zwischen zwei Con-
tigs liberspannte, mussten weitere Daten herangezogen werden, um Contigs aneinan-
der zu reihen. Wichtig war dabei u. a. eine Cosmid-Genbank. Die Grof3e des Inserts
zwischen 30-40 kb eines rekombinanten Cosmids erhdhte im Vergleich zu rekombi-
nanten Plasmiden die Moglichkeit, dass ein solches Cosmid eine Liicke zwischen
zwei Contigs liberspannte. Wurden solche Cosmide in Gap4 identifiziert, konnten die
dazugehorigen Contigs zueinander geordnet werden. Darauthin wurden Primer von
den beiden entsprechenden Contigenden her abgeleitet - mit der Orientierung zur
Liicke - und eine PCR entweder mit genomischer DNA oder mit dem die Liicke ii-
berspannenden Cosmid durchgefiihrt.

Des weiteren wurde die Methode der kombinatorischen PCR eingesetzt. Hierbei
wurden zuerst Primer von allen Contigraindern abgleitet, mit der Orientierung zum
Contigende hin. Nun wurden diese in allen denkbaren Kombinationen miteinander
eingesetzt, wobei eine durchschnittliche Liickengrof3e von nicht mehr als 2 kb ange-
nommen wurde. Da die Anzahl an mdglichen Kombinationen entsprechend grof3 war
(z. B. bei 100 Contigs 19900 mdgliche Kombinationen), wurden in der Praxis zur
Erleichterung der Arbeit nur Subsitze von Primerkombinationen angesetzt. Jedes
erhaltende PCR-Produkt wurde sofort sequenziert und die Sequenz zum Liicken-

schluss eingesetzt.
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2.12.4 Liickenschluss unter Zuhilfenahme der Genomannotation

Als sehr effektiv zur Uberwindung von Sequenzliicken in einem Genomprojekt hat
sich die Hinzunahme von Annotationsdaten erwiesen. Allerdings bedurfte es dazu
einer Voraussetzung: es musste ein oder mehrere Genome von (nah) verwandten
Organismen bereits — zumindest teilweise - bekannt sein. Fiir das C. tefani Projekt
bot sich die Verwendung der Genomdaten von C. acetobutylicum, C. perfringens, C.
difficile und C. botulinum an. Dabei machte man sich den Umstand zunutze, dass nah
verwandte Organismen i. d. R. einen hohen Konservierungsgrad in der genetischen
Organisation haben. So ist bei Prokaryonten die genetische Nachbarschaft eines be-
stimmten ORFs (open reading frame) innerhalb einer Gattungen oft dhnlich oder
sogar identisch. Fiir alle Enden der Contigs im C. fetani-Projekt wurde folgenderma-
en vorgegangen:

- Die DNA-Sequenz des Endes eines Contigs (1-4 kb) wurde einer ORF-
Identifikation (s. 2.13.1) unterworfen.

- Die Proteinsequenz(en) des/der gefundenen ORFs (z. B. ORF X) wurde(n)
mittels des BLASTP-Algorithmus gegen die Proteinsequenzen der verwand-
ten Organismen abgeglichen (ALTSCHUL et al., 1990). Dazu wurde 1. d. R.
ERGO verwendet (OVERBEEK et al., 2000; s. 2.13.2).

- Sollte ein hoch homologes Protein, ORF X’, in einem verwandten Organis-
mus gefunden worden sein, wurde mit Hilfe von ERGO die genetische Nach-
barschaft dieses ORFs angezeigt.

- Die Proteinsequenz eines direkt benachbarten ORFs, ORF Y’, in diesem ver-
wandten Organismus wurde dann mittels tBLASTN (Proteinsequenz-BLAST
gegen alle 6 translatierten Leserahmen) gegen das Genom von C. fetani ab-
geglichen.

- Wurde ein BLAST-Treffer mit hoher Homologie, d. h. der ORF Y, in dem
Genom von C. tetani gefunden und bezog sich dieser auf ein Protein, das in
der DNA-Sequenz des Endes eines anderen Contigs kodiert vorlag, wurden
die beiden Contigs - also das ORF X und das ORF Y kodierende - als poten-
tiell zusammengehorig eingestuft.

- Nun wurde eine PCR mit Primern durchgefiihrt, die von den entsprechenden

Enden dieser beiden Contigs abgeleitet wurden. Die Elongationszeit konnte
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aus der GroBle der ORFs X’ und Y’ sowie deren Abstand im Genom des ver-
wandten Vergleichsorganismus anndherungsweise abgeleitet werden.
- Zeigte sich ein PCR-Produkt (in der zu erwartenden GroB3e), wurde dieses se-

quenziert und die DNA-Sequenz zum Contigschluss verwendet.

2.13 Sequenzanalyse

Nach Beendigung der Sequenzierungsphase und dem Schluss der letzten Liicken in
der Genomsequenz wurde versucht, alle in der Sequenz vorkommenden Gene zu
identifizieren. Das Vorhersagen von allen potentiellen Genen wird als ORF-
Vorhersage bezeichnet, welche mit entsprechenden Computer-Algorithmen durchge-
fiihrt wurde. Danach schloss sich die eigentliche Annotation an, welches die Zuwei-

sung von Funktionen zu den abgeleiteten Proteinsequenzen der ORFs meint.

2.13.1 ORF-Vorhersage

Alle ORF-Vorhersageprogramme flir Prokaryonten basieren auf das Auffinden von
Start (ATG, GTG, TTG)- und Stopcodons (TAA, TGA, TAG) auf allen sechs mogli-
chen Leserahmen. Danach werden solche Sequenzbereiche festgelegt, die zwischen
dem Start- und Stopcodon auf demselben Leserahmen eine bestimmte Cutoff-Grof3e
erreichen (oft 30 Codons). Dieser Bereich wird als ORF bezeichnet, stellt also ein
potentielles Gen dar.

Im C. tetani-Genomprojekt kamen unterschiedliche ORF-Vorhersage-Programme
zum Einsatz. Bei der Plasmidsequenz (pE88) wurde das Programm Frameplot (IS-
HIKAWA & HOTTA, 1999) angewandt, das besonders fiir Organismen mit extre-
men G+C-Gehalt geeignet ist (http://watson.nih.go.jp/~jun/cgi-bin/frameplot-
3.0b.pl). Mit Frameplot ist es moglich, sich die abgeleiteten Proteinsequenzen der
einzelnen vorhergesagten ORFs anzeigen zu lassen und diese direkt mit der NCBI-
Sequenz-Datenbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) abzugleichen. Dadurch kénnen
homologe Proteine aus andern Organismen identifiziert werden, und somit dem be-

trachteten ORF gegebenenfalls eine Funktion zugewiesen werden.
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Fir die ORF-Vorhersage auf der chromosomalen DNA-Sequenz wurde das Pro-
gramm GLIMMER (Gene Locator and Interpolated Markov Modeler; DELCHER et
al.,, 1999) verwendet. Dieses Programm benutzt interpolierende Markov-Modelle
(IMM), um kodierende Regionen zu identifizieren und sie von nicht-kodierenden
Bereichen zu unterscheiden. Zuerst entwickelt GLIMMER anhand einer Trainings-
menge ein IMM. Typischerweise sollte die Testmenge aus bereits bekannten Genen
des Organismus’ und — sollten solche nicht vorliegen — aus solchen ORFs bestehen,
die sehr lang sind und daher mit hoher Wahrscheinlichkeit Gene darstellen. Im ei-
gentlichen ORF-Vorhersageprogramm wendet nun GLIMMER dieses IMM an, um
alle potentiellen Gene zu identifizieren. GLIMMER 16st i. d. R. auch Probleme bei
Uberlappungen von ORFs, wobei es sich fiir einen der beiden iiberlappenden ORFs
entscheidet.

AbschlieBend sei gesagt, dass es bisher kein ORF-Vorhersage-Programm gibt, wel-
ches alle Gene richtig vorhersagt. Manuelle Verbesserungen der Gen-Vorhersage

sind daher unumgénglich.

2.13.2 Genomweite Annotation mit ERGO

Zur Erleichterung der genomweiten Annotation, d. h. der Zuordnung von Funktionen
zu allen potentiellen Genen - sprich ORFs - eines Genoms, gibt es verschiedene
Computerprogramme wie PEDANT, MAGPIE oder ERGO. Im Gottinger Genom-
analyselabor wird das ERGO Programm benutzt (Fa. Integrated Genomics;
http://www.integratedGenomics.com; OVERBEEK et al., 2000), genauer gesagt,
eine lokal installierte Version, das ERGO Géttingen. Es soll an dieser Stelle nicht der
Versuch unternommen werden, die Vielzahl der Moglichkeiten diese Programms
vorzustellen, was den Rahmen dieser Arbeit sprengen wiirde. Vielmehr soll konkret
erldutert werden, wie bei der genomweiten Annotation von C. fetani vorgegangen
wurde.

Die von GLIMMER vorhergesagten ORFs wurden in das ERGO-Programm einge-
speist. Dieses berechnet nun mittels des FASTA-Algorithmus’ die Ahnlichkeiten
aller C. tetani-ORFs - auf Nukleotid- wie auf Proteinebene - zu Sequenzen der inter-
nen ERGO-Datenbank. Die nicht-redundante interne ERGO-Datenbank umfasst zur
Zeit (Oktober 2002) Sequenzen - i. d. R. vollstindige Genome - aus 394 Organis-
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men: 25 Archaeen, 81 Eukaryoten, 88 Viren und 200 Prokaryoten. Eine neuere Ver-
sion des ERGO-Programms, die zum Zeitpunkt der Annotation des C. tetani-Genoms
noch nicht vorlag, ist auch in der Lage, eine Ahnlichkeitssuche aller ORFs mit der
externen NCBI-Datenbank durchzufiihren. Der externe NCBI-Sequenzabgleich um-
fasst eine Vielzahl von Nukleotid- und Proteinsequenz-Datenbanken wie die PDB-,
SwissProt-, Pir-, DDBJ-, EMBL- und die GenBank-Datenbank.

Das ERGO-Programm wies also allen C.tetani-ORFs automatisch eine Funktion zu,
die aus dem Ahnlichkeitsvergleich mit der internen ERGO-Datenbank abgeleitet
wurde. Wenn keine Ahnlichkeiten in der Datenbank gefunden wurden, bezeichnete
das Programm den entsprechenden ORF als hypothetisch. Diese automatische Anno-
tation musste nun - ORF fiir ORF - iiberpriift werden, da sich der interne Datenbank-
Abgleich oftmals als ungeniigend herausstellte. So z. B. konnte vielen der von ERGO
als hypothetisch bezeichneten ORFs durch einen zusétzlichen externen NCBI-
Sequenzabgleich eine Funktion zugewiesen werden. Ein externer Sequenzabgleich
erwies sich gegeniiber dem internen Abgleich i. d. R. als umfassender, aktueller und
genauer in der Funktionszuordnung. Als weitere Fehlermoglichkeit der automati-
schen ERGO-Annotation wurde erkannt, dass ERGO dem betrachteten ORF die
Funktion desjenigen Proteins zuwies, das den hdchsten Ahnlichkeitswert (Smith-
Waterman-Score) zum betrachteten ORF aufwies. Gerade bei geringer Homologie,
also einem niedrigen Smith-Waterman-Score, zeigte sich aber oftmals, dass die dem
ORF zugewiesene Funktion zu ungenau oder aber auch zu speziell war (WATER-
MAN, 1984).

Folgende Vorgehensweise wurde bei der Uberpriifung der automatischen Annotation
eines ORFs angewandt:

- Vergleich der dem ORF zugewiesenen Funktion mit den Funktionen der ho-
mologen Proteine; Uberpriifung der Ahnlichkeitswerte (eine signifikante
Homologie zwischen zwei Proteinsequenzen wird im allgemeinen definiert
als eine Proteinidentitit groBer als 30% bei einer Uberlappung (Alignment)
von mehr als 60% der Eingabe (query)- und der Vergleichssequenz). Insbe-
sondere wurde darauf geachtet, ob sich unter den homologen Proteinen eines
betrachteten C. tetani-ORFs auch eines (oder mehrere) befand, das bereits
biochemisch charakterisiert ist; dessen Funktion wurde — bei entsprechend

hoher Homologie — dem ORF vorrangig zugewiesen.
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- Durchfiihrung eines externen Sequenzabgleichs mit der NCBI-Datenbank;
Vergleich des Ergebnisses und gegebenenfalls manuelle Anderung der ORF-
Annotation.

- Uberpriifung des Startcodons des ORFs: gibt es 6-12 Nukleotide stromauf-
wirts eine Ribosomen-Bindestelle ?

- Vergleich der genetischen Umgebung des betrachteten ORFs mit der Umge-
bung homologer ORFs aus (nah) verwandten Organismen mittels der ERGO-
Funktionen Pinned Regions oder Contig Regions. Durch solch eine Vergleich
konnte ermittelt werden, wie homolog die genomische Organisation zwischen
verwandten Organismen ist und ob ein ORF in C. tetani fehlte oder zusitzlich
nur in C. fetani vorlag, was oft auf einen Fehler der ORF-Vorhersage hin-
wies.

- Identifizierung und Entfernung hypothetischer ORFs, die mit solchen ORFs
iiberlappen, welche mit hoher Wahrscheinlichkeit Gene darstellen.

- bei hypothetischen und konservierten ORFs: kann das abgeleitete Protein mit-
tels Abgleich mit der COG-Datenbank (COG: clusters of orthologous genes)
einer Proteinfamilie zugeordnet werden ? Kénnen durch Abgleich mit Doma-
nen-Datenbanken (PFAM, ProSite, PROFILE, ProDom) konservierte Doma-
nen identifiziert werden ? Weist das Protein transmembrane Helices auf

(TMPred; http://www.ch.embnet.org/software/TMPRED_form.html) ?

Durch die beschriebene Vorgehensweise wurde die Annotation des C. tetani-Genoms
entscheidend verbessert. Erwdhnt werden soll an dieser Stelle auch das Dilemma
eines ,Annotators’: die Mehrzahl der C. fetani-ORFs zeigt die hochsten Homologien
zu Proteinen, die biochemisch nicht charakterisiert sind. Diese haben ihre Funktionen
nur liber Sequenzhomologien zu Proteinen, die ihrerseits oftmals nicht biochemisch
charakterisiert sind, zugeordnet bekommen. So konnen sich Fehler, die an anderer
Stelle bei der Annotation von Genen anderer Organismen gemacht wurden, in Da-
tenbanken fortpflanzen und ausbreiten. Deshalb war es dem C. fetani-Annotations-
Team wichtig, wie bereits oben erwéhnt, Homologien zu biochemisch charakterisier-
ten Proteinen besonders anzuerkennen und in die Annotation des C. tetani-Genoms
einflieBen zu lassen.

Das ERGO-Programm hat dariiber hinaus noch eine Vielzahl weiterer Funktionen,

die hier nur am Rande erwdhnt seien, wie etwa der ,Genome-Walk’, das genomweite
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Abgleichen aller ORFs von ausgewihlten Organismen zum Vergleich der geneti-
schen Organisation, oder die Rekonstruktion von Stoffwechsel-Wegen basierend auf

dem genetischen Potential eines Organismus’.

2.14 Standardtechniken zum Arbeiten mit Proteinen

2.14.1 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Konzentrationsbestimmung von Proteinlosungen erfolgte nach BRADFORD
(1976, mod.). Diese Methode beruht auf der Bindung des Farbstoffes ,,Coomassie-
Brilliant-Blue® an Proteine. 20 pl Probe wurden mit 1 ml Bradford-Reagenz ver-
mischt und 5 min bei RT inkubiert. Die Extinktionsmessung erfolgte in 1 ml Plastik-
kiivetten mit einer Schichtdicke von 1 cm bei 584 nm gegen H,O als Leerwert
(Spektralphotometer Uvikon 810, Kontron Instruments, Eching). Bei der Proteinbe-
stimmung von ganzen Zellen wurden dem Ansatz vor der Inkubation noch 50 ul 1 M
NaOH zugefiigt. Die Eichgerade wurde mit Rinderserumalbumin im Bereich von 0-

20 pg Protein aufgenommen.

Bradford-Reagenz:

Serva Blau G-250 70 mg
Ethanol (96 % [v/v]) 50 ml
H3PO4 (85 % [v/v]) 100 ml
H,Opidest. ad 1000 ml

Der Farbstoff wurde in Ethanol gelost, erst mit Phosphorsdure, dann mit Wasser auf-
gefiillt und filtriert. Das Reagenz hatte eine bridunliche Farbe und wurde lichtge-
schiitzt bei RT aufbewahrt.

2.14.2  Bestimmung der Molekularmassen von Proteinen

Zur Bestimmung des Molekulargewichts von Proteinen in SDS-Gelen wurden

gleichzeitig entsprechende Standardproteine mitaufgetrennt:
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Standardproteine LMW -Marker [kDa]*
Phosphorylase b 94,0
Rinderserumalbumin 67,0
Ovalbumin 43,0
Carboanhydrase 30,0
Trypsin-Inhibitor 20,1
Lactalbumin 14,4

Fa. Pharmacia GmbH, Freiburg

Nach Anfirbung der Gele konnte die Molekularmasse von Proteinen berechnet wer-
den, indem die Wanderungsstrecke im Gel mit der von den Markerproteinen vergli-
chen wurde. Die Auftragung des Logarithmus der Molekularmassen der Standard-
proteine gegen deren Rf-Wert ergab eine Eichgerade, aus der die Molekularmasse

der unbekannten Proteine abgelesen werden konnten.

Rf-Wert = Wanderungsstrecke des Proteins

Wanderungsstrecke des Farbstoffes

2.143  Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE) von Proteinen

Zur Reinheitskontrolle und Molekularmassenbestimmung wurde das Protein unter
denaturierenden Bedingungen gelelektrophoretisch aufgetrennt (SDS-PAGE). Das
anionische Detergenz SDS zerstort die Quartirstruktur von Proteinen und lagert sich
an die hydrophoben Regionen des Proteins an. Dadurch wird die Eigenladung des
Proteins tliberdeckt, und es findet nur noch eine Auftrennung nach der Masse und
nicht nach der Ladung statt. Zur besseren Trennungsleistung arbeitet man zusitzlich
mit diskontinuierlichen Gelen (Sammel- und Trenngel). Die Elektrophorese wurde in
einer vertikalen Minigelkammer (Fa. Biometra, Gottingen) mit 10 x 10 cm Glasplat-

ten und 1 mm Spacern durchgefiihrt.
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Die Losungen setzten sich folgendermallen zusammen:

Acrylamid-Losung Acrylamid 300 g
Bisacrylamid 0,8¢g
H,Opidest. ad 100 ml

AnschlieBend erfolgte eine Filtration.

Trenngelpuffer Tris/HCI 22,77 g
H2Ovidest. ad 100 ml
pH 8,8 (mit HCI)

Sammelgelpuffer Tris/HCI 7,57 g
H;Opigest. ad 100 ml
pH 6,8 (mit HCI)

SDS-Losung SDS 05¢g
H;Obidest. ad 100 ml
Ammoniumpersulfat- APS 0,1g
Losung HoOpidest. 940 pl
Elektrodenpuffer Tris 30g
Glycin 144 ¢
SDS 1.0g
H:Opigest. ad 1000 ml

pH 8,3 mit Glycin einstellen

Probenauftragspuffer Sammelgelpuffer 2,0 ml
SDS 02¢g
Bromphenolblau (1 % in Ethanol) 0,1 ml
Mercaptoethanol 0,5 ml
Glycerin 5,0 ml

HOpigest. ad 10,0 ml
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Die Losungen wurden je nach gewlinschter Acrylamidkonzentration folgendermal3en

gemischt:
Losung Trenngel Sammelgel
14 % 10 % 8 % 5%
Acrylamid-Losung 2,8 ml 2ml 1,6 ml 0,33 ml
Trenngelpuffer 1,2 ml 1,2 ml 1,2 ml -
Sammelgelpuffer - - - 0,4 ml
SDS-Losung 1,2 ml 1,2 ml 1,2 ml 0,4 ml
H2Ovidest. 0,8 ml 1,6 ml 2,0 ml 0,87 ml
TEMED Sul Sul 5ul S5ul
APS 30 ul 30 ul 30 ul 30 ul

Die einzelnen Komponenten des Trenngels wurden gemischt, zwischen die mit
H;Ouigest. und Ethanol (70 % [v/v]) gesduberten Glasplatten gegossen und mit
H,Obigest. iberschichtet, damit eine ebene Geloberflidche entstand. Nach dem Polyme-
risieren wurde das Wasser mit Filterpapier entfernt, die frisch angesetzte Sammelgel-
16sung iiber das Trenngel geschichtet und der Kamm zur Taschenformung luftblasen-
frei eingesetzt. Vor dem Auftragen der Proben wurden die Dichtung und der Kamm
entfernt und das Gel in die mit Elektrodenpuffer gefiillte Kammer gespannt. 25 pl
Probe (Proteingehalt 8-20 png) wurden mit dem gleichen Volumen Probenauftrags-
puffer vermischt und fiir 15 min bei 95 °C inkubiert. Aufgetragen wurden jeweils 20
pl mit einer Hamiltonspritze. Die Auftrennung der Proteine erfolgte bei RT und kon-
stanter Stromstirke von 25 mA und war beendet, wenn die blaue Lauffront das Ge-

lende erreicht hatte.

2.14.4 Silberfarbung (BLUM et al., 1987)

Die Silberfarbung ist eine sehr empfindliche Farbemethode, da selbst geringe Men-

gen an Protein nachgewiesen werden konnen. Folgende Schritte wurden durchge-

fuhrt:

- mindestens 1 h Inkubation in Fixiererlosung

- 3 x 1 min waschen in 50 % Ethanol (v/v)



Material und Methoden 49

- 1 min Inkubation in Thiosulfatlésung

- 3 x 10 sec waschen mit HyOpidest.

- 20 min Inkubation in Imprégnierldsung

- 2 x 10 sec waschen mit HyOpjgest

- Behandlung mit Entwicklerlosung, bis die Banden im Gel deutlich sichtbar sind
- 2 x 10 sec mit HyOpjgest. Waschen

- Inkubation in Stopplésung, bis eine leichte Triibung sichtbar wird

- mindestens 15 min in HyOpigest. Waschen

Die Gele wurden in Plastikfolie eingeschweifit und sofort mit Hilfe eines Scanners
dokumentiert, da die Gefahr des Nachdunkelns bestand. Die Lagerung erfolgte bei
4 °C.

Fixiererlgsung:

Methanol 500 ml
Eisessig 120 ml
Formaldehyd (37 % [v/v]) 0,5 ml
H:Opidest. ad 1000 ml
Thiosulfatlésung:

Na,S,03 x SH,0 02¢g
H;Opidest. ad 1000 ml

Lagerung bei 4 °C

Imprignierlgsung:

AgNO;3 2g
Formaldehyd (37 % [v/V]) 0,75 ml
H2Ovigest. ad 1000 ml

Lagerung bei 4 °C
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Entwicklerlosung:

Na,CO; 60 g
Formaldehyd (37 % [v/v]) 0,5 ml
Na,S,0; x SH,0 4 mg
H,O00idest. ad 1000 ml
Lagerung bei 4 °C

Stopplésung:

EDTA 18,6 g
H,Opidest. ad 1000 ml
pH 7 - 8 mit NaOH eingestellt

2.15 Chemikalien, Biochemikalien und Gase

Es wurden z. T. Chemikalien der Fa. Merck, Darmstadt, des hochsten handelsiibli-

chen Reinheitsgrades verwendet. Die Restriktionsendonukleasen stammten von den

Firmen New England Biolabs (Schwalmbach) und MBI Fermentas GmbH (St. Leon

Rot). Die Bezugsquellen weiterer Chemikalien, Enzyme, Verbrauchsmaterialien und

Kits sind an den entsprechenden Stellen im Text angegeben. Nicht explizit erwdhnte

Firmen sind nachfolgend aufgefiihrt:

Biomol, Hamburg

IPTG, Lysozym, Phenol (dquilibriert mit Tris-Puffer), TEMED, X-Gal, DTE

Biozym GmbH, Hessisch Oldendorf:

Agarose

Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim

Alkalische Phosphatase, Proteinase K, RNase, T4-DNA-Ligase, ATP, DNase

Canberra Packard GmbH. Frankfurt

Vials
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Difco Laboratories, Detroit, USA

Bacto-Agar, Bacto-Pepton

Gerbu Traiding GmbH, Gaiberg

Ampicillin, Acrylamid

Gibco-BRL, Eggenstein

Agarose, Hefeextrakt, Primer

KODAK AG, Stuttgart
Rontgenfilmentwickler LX 24, Rontgenfilmfixierer AL4, Rontgenfilme (X-OMAT)

Pharmacia LKB, Freiburg
LMW-Markerproteine

Qiagen, Hilden

BioRobots, low-copy-Plasmid-Priparationskit (Mini- und Midi-Kit)

Serva, Heidelberg
APS, Acrylamid, Bisacrylamid, BSA, EDTA, Glycin

Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen

Ethidiumbromid, u.a.

Alle Gase, sowie fliissiger Stickstoff wurden von der Fa. Messer Griesheim, Kassel,
bezogen. Die Gase waren von folgender Reinheit:

N2: 99,99%

N,-CO,-Gemisch (80%/20%), Reinheit nicht angegeben

H;: 99,9%
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3 Experimente und Ergebnisse

Ziel der Arbeit war die vollstindige Entschliisselung des Genoms von C. fetani sowie
die Analyse seines genetischen Potentials. Als Sequenzierungsstamm wurde dafiir
C. tetani E88 gewihlt, der freundlicherweise von der Firma Behring Chiron GmbH
& Co (Marburg, Deutschland) zur Verfligung gestellt wurde. Dort wird dieser Stamm
zur Produktion grofer Mengen des Tetanus-Toxins genutzt, das in inaktiver Form
(Tetanus-Toxoid) als Tetanus-Impfstoff eingesetzt wird.

In diesem Teil der Arbeit sollen der Ablauf des Genomsequenzierungsprojektes und
dessen Ergebnisse im Detail beschrieben werden. Weiterhin werden allgemeine
Sequenzmerkmale des Genoms von C. tetani vorgestellt, und es wird ein Einstieg in
die Analyse der Sequenz unternommen. Aufgrund der Menge der gewonnenen

Sequenzdaten kann sich diese Analyse nur auf ausgewdhlte Eigenschaften beziehen.

3.1 Sequenzierung des Plasmids pE88 aus C. tetani E88

3.1.1 Isolierung des Plasmids pE88 aus C. tetani E88

Die Existenz eines extrachromosomalen Elements in C. fefani wurde erstmals 1984
beschrieben (FINN et al., 1984): dort konnte fiir den Stamm Massachusetts gezeigt
werden, dass dieser ein etwa 75 kb groB3es Plasmid - genannt pCL1 - besitzt, welches
fir das Tetanus-Toxin kodiert. Die enge Verwandtschaft der C. tetani-Stimme
Massachusetts und E88, welches als Derivat des Stammes Massachusetts bezeichnet
wird (Behring Chiron GmbH & Co, personliche Mitteilung), sowie die Tatsache,
dass der Stamm E88 zur Tetanus-Toxin-Produktion genutzt wird, lie} vermuten, dass
auch C. fetani E88 ein solches Plasmid besitze. Um dies zu iiberpriifen, wurde eine
Plasmidpréparation durchgefiihrt, wie sie unter Kapitel 2.5.3.1 fiir Plasmide mit sehr
niedriger Kopienzahl pro Zelle beschrieben ist. Das Eluat der Plasmidpriparation
wurde auf ein 0,5%iges Agarose-Gel aufgetragen: es konnten mehrere

hochmolekulare DNA-Banden ausgemacht werden (Abb. 3A). Da das
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Auflosungsvermogen eines Agarose-Gels in diesem GroBenbereich an seine Grenzen
stoft und das Laufverhalten intakter chromosomaler DNA in einem Agarose-Gel
i. d. R. in derselben GroBenordnung liegt wie die untere der beiden beobachteten
DNA-Banden, lieBen sich zwei vorldufige Schliisse ziehen: 1. Es konnte mit einiger
Sicherheit von der Existenz eines extrachromosomalen Plasmids in C. fetani E88
ausgegangen werden. 2. Eine chromosomale Verunreinigung dieser Plasmid-

Praparation konnte nicht ausgeschlossen werden.
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Abb. 3: Erste Charakterisierung des Plasmids pE88 aus C. tetani E88
A) Proben aus der Plasmidpriparation, unverdaut
Spur 1: Langenstandard
Spur 2+3: Probe nach der 1. Féllung der Plasmidpréparation
Spur 4+5: Eluat nach der 2. Féllung der Plasmidpriparation
B) Restriktionsverdaue
Spur 1+5: Langenstandard

Spur 2: EcoRI-Verdau
Spur 3: Pstl-Verdau
Spur 4: EcoRI1/PstI-Doppelverdau

In einer weitergehenden Untersuchung wurde die DNA des Eluats mit den
Restriktionsendonukleasen EcoRI und Ps#l verdaut. Hintergrund dieses Experiments
war die Uberlegung, dass sich bei einer mit EcoRI und/oder Pstl-verdauten Plasmid-

DNA distinkte DNA-Banden im Agarose-Gel erkennen lassen sollten - im Gegensatz
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zu verdauter genomischer DNA, die aufgrund der hohen Anzahl an EcoRI/Pstl-
Schnittstellen lediglich ein DNA-Schmier im Agarose-Gel zeigen sollte. Abbildung
3B zeigt, dass klare DNA-Banden ausgemacht werden konnten, deren Grofen
aufaddiert zwischen 70 und 80 kb lagen. Dieses Bandenmuster entsprach zudem
dem, welches fiir EcoRI/Pstl-verdaute pCL1-Plasmid-DNA beobachtet worden war
(FINN et al., 1984). Damit konnte die Existenz eines Plasmids - gemiR den
Konventionen als pE88 bezeichnet - in C. fefani E88 nachgewiesen werden, das dem

pCL1-Plasmid des Stammes Massachusetts sehr dhnlich oder sogar identisch ist.

3.1.2 Strategie der Sequenzierung von pE88

Das Plasmid pE88 wurde nach dem sogenannten Shotgun-Prinzip sequenziert (s. 2.9-
2.12). Zunichst musste eine Genbank hergestellt werden. Dazu wurde die isolierte
Plasmid-DNA (Abb. 3A) mittels einer umgebauten HPLC-Pumpe fragmentiert.
DNA-Fragmente aus pE88 in der Grofenordnung von 1-3 kb wurden dann in den
Vektor pTZ19R kloniert. Damit sollte prinzipiell die Voraussetzung einer Shotgun-
Sequenzierung gewdhrleistet sein, ndmlich dass jedes pE88-Fragment statistisch
gesehen mit gleicher Hiufigkeit in der Genbank représentiert ist, um dem Entstehen
groBBer Sequenzliicken im spétern Prozess der Assemblierung der Sequenzen
vorzubeugen.

Etwa 1700 rekombinante Klone der hergestellten Genbank wurden einer
robotgesteuerten Plasmidpriparation unterworfen. Die Inserts der gereinigten
rekombinanten Plasmide wurden dann mit Hilfe zweier Primer von beiden Seiten
her, jeweils in 5°-3’-Richtung, ansequenziert. Die Sequenzierungsprimer waren dabei
von der pTZI19R-Vektorsequenz im Bereich der multiplen Klonierungsstelle
abgeleitet. Die eigentliche Sequenzierung erfolgte mit ABI377°-DNA-
Sequenziermaschinen. AnschlieBend wurden die Sequenzen, insgesamt ca. 2900,
prozessiert und mit Hilfe des Genomassemblierungsprogramms Gap4 assembliert (s.
2.11). Es bildeten sich mehrere groere Contigs in der GroBenordnung von 10-25 kb,
die in Gap4 editiert wurden. Etwa 36% aller Einzelsequenzen assemblierten jedoch
nicht. Es wurde angenommen, dass diese chromosomalen Ursprungs seien, was auch
spater - im Rahmen der Sequenzierung des gesamten Genoms - bestitigt werden

konnte. Somit war die Plasmidprdparation noch mit chromosomaler DNA
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kontaminiert. Um die noch verbliebenen Liicken zwischen den Contigs zu schlie3en,
wurden die Methode des Primer-Walkings und PCR-basierte Methoden
herangezogen (s. 2.12). Schlielich konnte so ein einziger Contig - bestehend aus
insgesamt 1850 assemblierten Einzelsequenzen - gebildet werden, dessen Consensus-
Sequenz der kompletten Sequenz des Plasmids pE88 entsprach. Zur Berechnung der
durchschnittlichen Abdeckungsrate jeder Base im Consensus wurde folgende Formel
benutzt:

N x=w
L

5

wobei N die Anzahl der Einzelsequenzen, w die durchschnittliche Lédnge einer
Einzelsequenz (~ 600 Basen guter Qualitét, d. h. guter Auflosung) und L die GroBe
des Genoms (hier: 74082 Basenpaare) ist. Es lieB sich so eine etwa 15fache

Abdeckung der Plasmidsequenz berechnen.

3.2 Analyse der Sequenz des Plasmids pE88

3.2.1 ORF-Vorhersage fiir pE88

Nach Abschluss der Sequenzierung sollten alle moglichen Gene auf pES8S8
identifiziert werden. Die Vorhersage aller offenen Leserahmen (ORFs, open reading
frames) erfolgte dabei mit Hilfe des Programms FRAMEPLOT (ISHIKAWA &
HOTTA, 1999; s. 2.13.1). Durch Hinzufiigen weiterer durch FRAMEPLOT
analysierbarer Kriterien wie das Vorkommen einer Ribosomen-Bindestelle in
unmittelbare Nihe stromaufwiérts des Startcodons eines ORFs sowie eine
Haufigkeitsanalyse der benutzten Codone (Codon-Usage-Analyse) wurde versucht,
die Charakterisierung der ORFs zu verbessern. Ziel war dabei, die Entscheidung zu
erleichtern, welche ORFs tatsdchlich Gene darstellen konnten. Alle iiberlappenden
ORFs wurden nach den oben genannten Kriterien liberpriift und jeweils der ORF
gewihlt, welcher ausgepragtere Merkmale eines Gens tragt. Dazu wurde auch die
Annotation aller moglichen ORFs dahingehend herangezogen, dass solche ORFs, die
fir bekannte, d. h. in Datenbanken abgelegte Proteine kodieren aller
Wahrscheinlichkeit nach Gene darstellen. So konnten insgesamt 61 ORFs auf pE&S8
identifiziert werden, die gemil ihrer Position als CTPO1 bis CTP61 (CTP: C. fetani
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Plasmid) bezeichnet wurden. Diese Bezeichnung soll im folgenden sowohl fiir das

entsprechende Gen als auch fiir die abgeleitete Proteinsequenz gelten.

Interessant war die Beobachtung, das kodierende Sequenz i. d. R. eine andere G+C-
Verteilung als nicht-kodierende Sequenz zeigte. So liegt der G+C-Gehalt der dritten
Base eines Codons innerhalb kodierender Sequenz auf pE88 im Durchschnitt bei nur
15%, also 10 Prozentpunkte niedriger als der durchschnittliche G+C-Gehalt der
gesamten Plasmidsequenz. Abbildung 4 soll diese Beobachtung anhand zweier ORFs
auf pE88 veranschaulichen: so hat der erste ORF (CTP60, tetX) in der dritten Base
eines Codons einen durchschnittlichen G+C-Gehalt von nur 16,3%. Beim zweiten

ORF (CTP61, tetR) betragt dieser Wert sogar lediglich 12,3%.
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Abb. 4: Die ORF-Vorhersage mit Frameplot

Im oberen Teil der Abbildung sind alle Start- (als Pfeile) und Stopcodone
(als senkrechte Striche) in allen sechs Leserahmen gezeigt sowie die ORFs
CTP61 und CTP60 als durchgezogene griine bzw. rote Linie
gekennzeichnet. Der untere Teil der Abbildung gibt die Verteilung des
G+C-Gehalts der dritten Base eine (potentiellen) Codons wieder - mit der
gleichen Farbgebung wie die drei jeweiligen Leserahmen. Die gestrichelte
Linie kennzeichnet den durchschnittlichen G+C-Gehalt der betrachteten
Sequenz (hier 27,5%).
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3.2.2 Annotation der Plasmidsequenz: genetische Karte
und Annotationstabelle

Die 61 potentiellen Gene auf pE88 wurden in Proteinsequenzen iibersetzt und gegen
die NCBI- und die ERGO-Datenbank abgeglichen (s. 2.13), um homologe Proteine
zu identifizieren und eine daraus resultierende theoretische Funktionszuordnung
machen zu kénnen. In Abbildung 5 sind alle 61 ORFs wiedergegeben und gemal der
gefundenen Homologien in Funktionsklassen eingeordnet. Etwa 41% (25) aller
abgeleiteten Proteine haben keine Ahnlichkeiten zu in Datenbanken abgelegten
Proteinen; sie werden nachfolgend als hypothetische Proteine bezeichnet. 6 Proteine
zeigen Ahnlichkeiten lediglich zu Proteinen unbekannter Funktion; sie werden
nachfolgend als konservierte Proteine bezeichnet. 30 Proteinen konnte eine Funktion
aufgrund signifikanter Homologien zu Proteinen aus Datenbanken, fiir die eine
Funktion angegeben ist, zugeordnet werden. Eine signifikante Homologie zwischen
zwei Proteinsequenzen wurde hierbei definiert als eine Proteinidentitdt groBer als
30% bei einer Uberlappung (Alignment) von mehr als 60% der Eingabe- und der
Vergleichssequenz (s. 2.13.2).
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[ |Replikation (3)

Il Regulation (7)

I Transport (9)

I Transposition (5)

[ ] Peptidasen (3)

I rRNA-Methyltransferase (1)
[ hypothetisch (25)

B konserviert (6)

—> < |S-Elemente

Abb. 5: Zirkulire Genkarte des Plasmids pE88 aus C. tetani

Die Zahlen auf der Auflenseite des Ringes geben die Grofle in kb an. Der
Hauptring zeigt die ORFs - gemif ihrer DNA-Strang-Orientierung - mit
einer Farbgebung, die sich auf die Funktionsklassen der abgeleiteten
Proteine bezieht (s. Legende). Die Zahlen auf der Innenseite des Ringes
geben die Namen der ORFs an, die in den nachfolgenden Kapiteln niher
erldutert werden. Das Gen fiir das Tetanus-Toxin, tetX, und das Gen fiir die
Collagenase, colT, sind in rot gekennzeichnet.
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In den folgenden Kapiteln sollen interessante ORFs vorgestellt und mit Hilfe

bioinformatischer ~Methoden untersucht werden. Zuvor soll aber eine
Gesamtiibersicht {iber alle gefundenen ORFs des Plasmids gegeben werden:
Tabelle 5 gibt Auskunft iiber die Lage der ORFs auf pE8S, deren Grofen und
potentielle Funktionen. Zudem sind zu jedem ORF mit zugewiesener Funktion
diejenigen Organismen angegeben, welche die Proteine mit der hochsten Homologie

enthalten.

Tabelle 5: Gesamtiibersicht aller ORFs auf pE88 und ihre moglichen

Funktionen
. Hochste G+C-

ORF- Start Stop I‘Jange Homologien zu Annotation Gehalt
Name in bp . .o

Proteinen aus in % *
CTPO1 378 1826 144  Bacillussp, Replikationsprotein 24.4

C. perfringens
CTP02 3286 2876 410 - hypothetisches Protein 15,3
CTP03 3646 3428 219  Listeria ivanovii ~ KomServiertes Proteinmit 5,

LysM-Domine

CTP0O4 3886 3671 216 C. perfringens UviB-Homologon 11,1

C. perfringens, Frameshift:
CTPOS 4582 4065 >17 C. diificile UviA/TxeR-Homologon 14,3
CTPO6 4870 5223 354 - hypothetisches Protein 13,6
CTPO7 5274 5738 464 - hypothetisches Protein 12,9
CTPOS8 6510 6860 350 - hypothetisches Protein 14,5
CTP09 7792 8292 500 - hypothetisches Protein 21,6
CTPI0 9008 8469 539 C. botulinum moglicher RNA 16,7

Polymerase-Sigmafaktor
C. aceto- I

CTPIl 9564 9010 554 butylicum, Pol morghChg lgl\“? hop 151

C. botulinum olymerase-sigmatakto
CTP12 10255 9833 422 - hypothetisches Protein 10,6
CTP13 10855 11817 962 - hypothetisches Protein 15,0
CTP14 11832 12173 341 - hypothetisches Protein 14,0
CTP15 12879 13541 662 viele ABC Transporter, ATP- 14,9

bindendes Protein

C. botulinum, ABC-Transporter
CTPI6 13588 16011 2423 C. difficile assoziierte Permease 13,1
CTP17 17430 16369 1061 B. cereus Transposase 13,5
CTP18 17836 17429 407 viele Transposase 20,6
CTP19 20256 21941 1685 - hypothetisches Protein 233
CTP20 22989 21961 1028 C. aceto- Aminopeptidase 12,5

butylicum
Zwei-Komponenten-

CTP21 23821 24495 674 viele System 20,4

Response-Regulator




Experimente und Ergebnisse 60
Zwei-Komponenten-
CTP22 24529 25473 944 viele System 17,1
Sensor-Histidin-Kinase
CTP23 25671 26078 407 - hypothetisches Protein 11,8
CTP24 26108 26866 758 D halodurans— ABC Transporter, ATP- ¢ ¢
B. anthracis bindendes Protein
CTP25 26853 28781 1928 B. halodurans ABC-Transporter 193
assoziierte Permease
C. botulinum, . .
CTP26 29575 30111 536 C. difficile konserviertes Protein 20,1
rRNA(Guanin-N1)-
Streptococcus Methyltransferase
CTP27. 30338 31174 836 pneumoniae (Antibiotika-Resistenz- 18,6
Protein)
CTP28 31193 31504 311 C. perfri Replikations- 29,8
-perjringens proteinfragment ’
CTP29 32303 32668 365 - hypothetisches Protein 13,1
hypothetisches
CTP30 35057 33162 1895 - Membranprotein 14,1
(schwache Homologie zu
Himolysin)
CTP31 35994 35521 473 viele ABC Transporter, ATP- ¢
bindendes Protein
CTP32 38466 37990 476 - hypothetisches Protein 15,7
CTP33 C. perfringens,
> 42365 39438 2927 C. histolyticum, mikrobielle Collagenase 14,0
ColT .
C. botulinum
CTP34 42761 43603 842 ; hypothetisches 14,6
Membranprotein
CTP35 43596 44405 809 : hypothetisches 15,2
Membranprotein
CTP36 44443 45192 749 ; hypothetisches 11,6
Membranprotein
B. stearo- ABC Transporter, ATP-
CTP37 45189 45830 641 thermophilus bindendes Protein 16,8
CTP38 46895 46386 509 : hypothetisches 14,1
Membranprotein
CTP39 48362 47307 1055 viele Transposase 13,4
CTP40 48801 48367 434 viele Transposase 22,8
CTP41 49281 48826 455 - hypothetisches Protein 19,1
CTP42 50104 49310 794  S. pneumoniae konserviertes 12,5
Membranprotein
CTP43 50368 50796 428 - hypothetisches Protein 21,0
CTP44 51041 51895 854 C. botulinum konserviertes Protein 14,4
CTP45 52281 53732 1451 Bacillus sp., Replikationsprotein 20,9
C. perfingens
CTP46 55150 54773 377 C. botulinum konserviertes Protein 11,1
CTP47 56391 56750 359 - hypothetisches Protein 15,0
CTP48 56701 57186 485 - hypothetisches Protein 17,9
B. anthracis, Kon ert
CTP49 57954 57241 713 C. perfringens, onserviertes 17,2
Membranprotein
B. cereus
CTP50 58588 58025 563 viele Integrase/Rekombinase 18,1
CTPSI 58890 59366 476 - hypothetisches 15,1

Membranprotein
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ABC Transporter, ATP-

CTP52 60158 59451 707 viele bindendes Protein 15,7
CTPS3 61336 60161 1175 €. aceto- Membranprotein, 153
butylicum mogliche Permease
CTP54 62486 61356 1130 Desu.lﬁtobac- Membranprotein, mogliche 11,9
terium sp. Permease
mogliche N-Acetyl-
CTP55 63565 62882 683 C. botulinum muramoyl-L-Alanin 16,7
Amidase
CTP56 64009 65337 1328 Bacillus sp. Aminopeptidase 15,8
CTP57 65829 65527 302 - hypothetisches Protein 11,9
CTP58 67415 68161 746 - hypothetisches Protein 12,4
CTP59 68165 68461 296 - hypothetisches Protein 12,1
ool 72587 68640 3947 C. botulinum Tetanus-Toxin 163
CTPOL, 73354 72818 536  C bowlinum  |ranskriptionsaktivator ) o

TetR TetR
* Der G+C-Gehalt bezieht sich auf die dritte Base aller Codone des jeweiligen ORFs.

3.23 Allgemeine Merkmale der Plasmidsequenz

Das Plasmid pE88 aus C. fetani E88 besteht aus 74082 Basenpaaren. Der G+C-
Gehalt ist mit 24,5% sehr niedrig und gehdrt bei den Prokaryoten zu den niedrigsten
Werten iiberhaupt. Die insgesamt identifizierten 61 ORFs auf pE88 machen 67,1%
der gesamten Plasmidsequenz aus, was relativ niedrig im Vergleich zu anderen
prokaryotischen Genomen ist. Allerdings sind intergene Regionen auf
extrachromosomalen Elementen im allgemeinen grofer als auf Chromosomen, wo

kodierende Sequenz etwa 80-90% der Gesamtsequenz ausmacht.

3.24 Analyse zur Identifizierung des Replikationsursprungs

Um erste Hinweise bezliglich der Lokalisation des Replikationsursprungs auf pE88
zu gewinnen, wurde eine sogenannte kumulative GC-Skew-Analyse durchgefiihrt
(Abb. 6). Dabei handelt es sich um die kumutative Berechung der GC-Verteilung
nach der Formel (C-G/C+G) in einer definierten Fenstergrofe und einer definierten
Schrittzahl (GRIGORIEV, 1998). Diese Berechnung macht sich das Phdnomen bei
prokaryotischen Genomen zunutze, dass sich die Nukleotidzusammensetzung
zwischen dem leading- und dem lagging-Strang der Replikation unterscheidet: i. d.

R. ist der leading-Strang mit den Basen G und T angereichert, wohingegen der



Experimente und Ergebnisse 62

lagging-Strang liberwiegend A und C enthilt (LOBRY, 1996). Biologisch erklart
man sich dieses Phdnomen mit der Annahme, dass der leading- und der lagging-
Strang unterschiedlichen Mutationsdriicken ausgesetzt sind, da die Strange wahrend
der Replikation unterschiedlich lang einzelstringig vorliegen und so einer DNA-
Schidigung unterschiedlich lang ausgesetzt sind (TILLIER & COLLINS, 2000).

Nun ldsst sich anhand der Formel (C-G/C+G) der Uberschuss von C iiber G
berechnen, welcher im lagging- positiv und im leading-Strang negativ ist. Die
Genompositionen, an denen nach der obigen Formel ein Vorzeichenwechsel
stattfindet, entsprechen dem Replikationsursprung und dem Replikationsterminus,
welche i. d. R. eine halbe Genomldnge auseinanderliegen. Genau diesen empirisch
ermittelten Umstand macht man sich zur Identifizierung moglicher
Replikationsurspriinge auf Chromosomen mittels der kumulativen GC-Skew-

Analyse zunutze (GRIGORIEV, 1998).

T (C-G/C+G)

10 20 30 40 50 60 70
Position in kb

Abb. 6: Kumulative GC-Skew-Analyse des Plasmids pESS8
Berechnet wurde die Summe von (C-G/C+G) in Fenstern von jeweils
100 bp. Zur besseren Visualisierung eines mdglichen Replikationsursprungs
wurde die Sequenz so umgestellt, dass sie mit CTP35 begann und mit
CTP34 endete. Das lokale Minimum bei etwa 30 kb befand sich demzufolge
in der Region der ORFs CTP61 und CTPOI.

Allerdings kann man dieses Verfahren nur bedingt auf Plasmidsequenzen anwenden,
die i. d. R. keinen ausgeprigten Unterschied in der GC-Verteilung zeigen. Das ist

auch bei dem Plasmid pE88 der Fall (Abb. 6), wobei aber dennoch ein lokales
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Minimum in der Region stromaufwirts von CTPO1, einem Replikationsprotein,
auszumachen ist. Dieser Befund und andere Griinde (s. 3.2.8) lassen die Vermutung
zu, dass der Replikationsursprung des Plamsids in der Ndhe von CTPO1 liegt, also in

direkter Nachbarschaft zum Tetanus-Toxin und dessen Transkriptionsaktivator TetR.

3.25 Toxine auf pE88: Tetanus-Toxin und Collagenase

Bevor die Sequenzierung von pE88 im Rahmen der vorliegenden Arbeit begann, war
bekannt, dass das Tetanus-Toxin (TeTx) - zumindest im C. tetani-Stamm
Massachusetts - Plasmid-kodiert ist (FINN et al., 1984). Des weiteren bestand
Zugang zu der bereits bekannten Nukleotidsequenz des Toxins, welche aus drei
verschiedenen C. fefani-Stammen bestimmt wurde: aus dem auch in dieser Arbeit
verwendeten Stamm E88 (EISEL et al., 1986), aus dem Stamm CN3911, einem
Derivat des Stammes Harvard (FAIRWEATHER & LYNESS, 1986) und aus einem
nicht ndher charakterisierten C. tetani-Stamm (SHUMIN & DIANLIANG, 2001).

Die im Rahmen der Sequenzierung von pE88 erhaltende TeTx-Nukleotidsequenz
(CTP60) stimmt vollstindig mit den bereits bekannten Sequenzen aus E88 und
CN3911 tberein. Im Gegensatz dazu existieren zur TeTx-Nukleotidsequenz, die von
SHUMIN & DIANLIANG (2001) bestimmt wurde, Unterschiede in 26 Basen, die 18
Aminosaure-Austausche zur Folge haben. Ob diese von biologischer Bedeutung sind,
kann aufgrund der fehlenden Information zum von SHUMIN & DIANLIANG
(2001) verwendeten Stamm nicht gekldrt werden. Der derzeitige Wissensstand iiber
die Funktion des Tetanus-Toxins und seines immensen neurotoxischen Potentials im

Verlauf einer Tetanus-Erkrankung wird in Kapitel 4.2.1.1 beschrieben.

Bisher war nichts iiber weitere Plasmid-kodierte Toxine bei C. fefani bekannt. Die
Sequenzanalyse von pE88 ergab nun, dass das Plasmid auch das Gen (CTP33) einer
114 kDa groBen Collagenase tridgt, nachfolgend als ColT bezeichnet. Die
Proteinsequenz von ColT zeigte hohe Ahnlichkeiten zu den charakterisierten
Collagenasen ColH und ColG aus C. histolyticum (MATSUSHITA et al., 1999) und
ColA aus C. perfringens (MATSUSHITA et al., 1994). ColA wird auch als k-Toxin
bezeichnet. Es ist wie das Tetanus-Toxin eine Zink-abhidngige Protease, welche die

Degradation von Collagen katalysiert, das am héaufigsten vorkommende Matrix-
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Protein in Vertebraten. ColA wird fiir die durch C. perfringens verursachte
Myonekrose mitverantwortlich gemacht (ROOD, 1998).
Eine detaillierte Beschreibung der Collagenase in C. fefani sowie deren moglicher

Beitrag zur Pathogenitdt des Organismus wird in Kapitel 4.2.1.2 gegeben.

3.2.6 Regulatorische Funktionen

Die Regulation des Tetanus-Toxins in C. fetani sowie der homologen Botulinus-
Toxine in C. botulinum ist bisher nur ansatzweise verstanden. In Untersuchungen
von MARVAUD et al. (1998a/1998b) konnte eine Regulation dieser Toxine auf der
Ebene der Transkription festgestellt werden: iiber ein DNA-bindendes Protein (TetR
bzw. BotR) kann die Expression des Toxin-Gens direkt aktiviert werden. Unbekannt
ist, ob das Tetanus-Toxin auch auf anderen Ebenen z. B. posttranslational reguliert
wird. Des weiteren wurde vermutet, dass es dem Transkriptionsaktivator
iibergeordnete Regulationssysteme gibt (MARVAUD et al.,, 2000). Allerdings
konnten bisher keine identifiziert werden. So bleibt die wichtigste Frage bis heute
unbeantwortet: wie gelingt es einem harmlosen Bodenbakterium, bei Eintritt in den
Sdugetierwirt sich in einen (zumindest potentiell) tddlichen Organismus zu
verwandeln, der eines der stirksten der Menschheit bekannten Nervengifte
produziert ? Sind es Faktoren des Wirts, die C. tefani zur Produktion des Tetanus-

Toxins veranlassen, und wenn ja, welche sind diese ?

3.2.6.1 TetR, der Transkriptionsaktivator des Tetanus-Toxins

Erste Untersuchungen zur Regulation des Tetanus-Toxins konzentrierten sich auf die
genetische Umgebung von TeTx. Unmittelbar stromaufwiérts wurde von
MARVAUD et al. (1998a) ein ORF identifiziert und sequenziert, der fiir ein 21,6
kDa grof3es Protein kodiert, genannt TetR, welches typische Merkmale eines DNA-
bindenden Proteins aufweist. In weiteren Studien konnte gezeigt werden, dass TetR
die Transkription von fetX positiv reguliert (MARVAUD et al., 1998a). Parallel dazu
wurde in C. botulinum stromaufwirts vom Botulinus-Toxin A-Gen ein ORF
identifiziert, genannt botR, dessen Proteinsequenz zu TetR eine 67%ige Identitét

zeigt (MARVAUD et al., 1998b). Gelretardationsexperimente und weitere Versuche
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ergaben, dass BotR an die Promoterregion des Botulinus-Toxin-Gens binden und
dessen Transkription positiv regulieren kann. Erst kiirzlich wurde die Vermutung
aufgestellt, dass TetR und BotR als alternative RNA-Polymerase-Sigmafaktoren und
nicht als typische Transkriptionsaktivatoren anzusehen sind (MANI & DUPUY,
2001). Dies wurde aus der Sequenzhomologie des TetR bzw. des BotR zum TxeR
aus C. difficile abgeleitet (s. Tabelle 6). Die Autoren konnten experimentell
nachweisen, dass TxeR als alternativer RNA-Polymerase-Sigmafaktor bei der
Regulation der Toxinsynthese von ToxA und ToxB in C. difficile wirkt.

Die Sequenzanalyse von pE88 hat nun ergeben, dass TetR (CTP60) auch auf pE88
stromaufwiérts von fetX kodiert ist. Der Vergleich zur bereits bekannten tetR-Sequenz
(MARVAUD et al., 1998a), welche aus dem C. fefani-Stamm CN655 stammt,
offenbarte Unterschiede in 4 Basen, die 2 Aminosdure-Austausche im C-Terminus

des Proteins zur Folge haben.

3.2.6.2 Regulatorische Proteine mit Homologien zu RNA-Polymerase-

Sigmafaktoren

Neben TetR lassen sich auf pE88 weitere bisher unbekannte regulatorische Elemente
ausmachen (Tabelle 6). Besonders interessant ist die Region 4-10 kb stromaufwérts
vom fetX Gen. Dort sind zum einen zwei Proteine kodiert, CTP10 und CTP11, die
signifikante Ahnlichkeiten zu RNA-Polymerase-Sigmafaktoren aufweisen. Beide
zeigen schwache Homologien zur Sigma-70-Faktor-Domane PF00140; fiir CTP10
ergab der Sequenzvergleich mit dem BLASTP-Programm einen E-Wert" von

0.00016, fiir CTP11 von 5.1e-05.

*

Der E (Erwartungs)-Wert in der Ausgabe des BLAST-Programms gibt die Signifikanz des
Ergebnisses einer Ahnlichkeitssuche wieder. Z.B. ist ein E-Wert von 1 folgendermaBen zu
interpretieren: man kann erwarten, dass der Vergleich der Eingabesequenz mit den Datenbank-
Sequenzen einen Treffer mit gleichem Ahnlichkeitswert lediglich durch Zufall liefert.
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Tabelle 6: Ahnlichkeiten einiger regulatorischer Elemente von pESS zu cha-
rakterisierten clostridiellen Toxinsynthese-Regulatoren (A)

und untereinander (B)

A)

. UviA* TxeR* BotR*
pESS Annotation (185 As) (184 As) (178 As)
CTPOS5 Frameshift; UviA/TxeR- 32% (48%) 31% (49%) 26% (43%)
(172 As) Homologon iiber 188 As iiber 170 As tiber 178 As

CTP10 DN’;'I ggffﬁieﬂgﬁte‘“’ 24% (43%) 28% (47%) nicht

(179 As) Polymerase-Sigmafaktor iiber 184 As tiber 82 As signifikant

CTP11 DN’;'I glg‘i?fﬁ‘ief{gr[item’ 25% (44%) 24% (44%) nicht

(184 As) Polymerase-Sigmafaktor iiber 180 As iiber 179 As signifikant
TetR,

CTPO1 | oo | 27% @9%) 26% (47%) 67% (85%)

(177 As) ans V‘(’m"tetsf( vato iiber 183 As iiber 184 As iiber 177 As

* UviA stammt aus C. perfringens (GARNIER & COLE, 1988a), TxeR aus C. difficile
(MANI & DUPUY, 2001) und BotR aus C. botulinum (MARVAUD et al., 1998D).

B)

pE88 CTPO5 CTP10 CTP11 CTP61
CTPO5 / 24% (45%) 27% (43%) 25% (46%)
uber 178 As iber 180 As tber 162 As

30% (48%) nicht
CTP10 / iiber 176 As signifikant
25% (41%)
CTPL / iber 193 As

CTP61 /

Die Prozentzahlen in A und B geben Aminosédureidentititen (in Klammern: -dhnlichkeiten) wieder.
Hier nicht aufgefiihrt ist CTP04 (71 As), welches eine Homologie zu UviB (64 As) aus C. perfringens
(40% Identitat iiber 67 As) zeigt.

CTP10 kodiert fiir ein 179 As grofes Protein. Eine potentielle Shine-Dalgarno (SD)-
Sequenz (AGGGTGG) findet man 6 bp stromaufwirts vom ATG-Startcodon. Der
Sequenzvergleich mit der NCBI-Datenbank ergab Ahnlichkeiten zu folgenden
Proteinen: der als hypothetisch annotierte ORF CPE0507 (24% Proteinidentitét {iber
184 As) aus C. perfringens (SHIMIZU et al., 2002) sowie CAP0167 (25% Identitét
tiber 175 As) aus C. acetobutylicum, der als spezialisierter Sigmafaktor annotiert
wurde (NOLLING et al., 2001). Tabelle 6 listet zudem die Ahnlichkeiten zu
charakterisierten regulatorischen Proteinen auf: zu TxeR aus C. difficile (MANI &

DUPUY, 2001) und zu UviA, einem moglichen positiven Regulator des Bacteriocin-
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Gens aus C. perfringens (GARNIER & COLE, 1988a). UviA sowie das Bacteriocin
sind in C. perfringens auf dem 10 kb-Plasmid pIP404 kodiert. Durch den Vergleich
von CTPI0 mit der C. botulinum-Sequenzdatenbank des Sanger-Zentrums
(ftp://ftp.sanger.ac.uk/pub/pathogens/cb) wurden zusitzlich zwei hoch homologe
Proteine in diesem Organismus identifiziert (ORF A und ORF B, Abb. 7).
Interessanterweise befindet sich ORF A auf dem Chromosom von C. botulinum
unmittelbar stromabwirts, in umgekehrter Orientierung, vor colB, dem Gen fiir eine
Collagenase, die starke Ahnlichkeiten zu ColT aus C. tetani zeigt. ORF B in C.
botulinum ist Teil eines moglichen IS (Insertionssequenz)-Elements und befindet

sich in einer genetischen Umgebung, die viele Phagen-verwandte Gene enthilt.

ORF A INNGEESKFMPYCINAIKTNYKALLKGEIKHHREIPDENILNKGNEYMFTIED

ORF B s EENKE I PYCIRG T KTNYKALLKGE IKHHREI PDENIPBKGNEYFTIED
CTP10 sl CINEN - 1 PY C INAT KNINYALLKGEIKHHREI PDERT LNKARBYMFTEED

ORF A YR T TAYEKIKEL YIBALDKLT(®] O/ TINID) AEDINNIU NS
ORF B 51 EIIAYENIKELYKALDKLTP EVEID ANMTNKSYNS
CTP10 SRV I AYEKTIMELY KALDKLSSHS) G ENINAMEE T AGINTNKS YNV
ORF A ENONEENR Y TKDKAIKKLOKILERHE

ORF B 101 RYTKEKAIKKLQNMLEH

CTP10 101 RY“KDKAI!NLQRIL KHRS

Abb. 7: Partielles multiples Alignment der Proteinsequenzen von CTP10 aus
C. tetani mit ORF A und ORF B aus C. botulinum
ORF A zeigt eine 67%ige Proteinidentitit tiber 179 As zu CTP10, ORF B
eine 65% Identitét iiber 175 As. In schwarz, identische As; in grau, dhnliche
As. Die C. botulinum-Daten entstammen dem Sequenzierungsprojekt des
Sanger-Zentrums (ftp:/ftp.sanger.ac.uk/pub/pathogens/cb).

CTPI11 kodiert fiir ein Protein aus 184 As. Stromaufwirts vom TTG-Startcodon
befindet sich eine mdgliche SD-Sequenz (AGGAGG). Die Proteinsequenz zeigt
héhere Ahnlichkeitswerte zu moglichen Sigmafaktoren als CTP10, z. B. eine 35%ige
Identitédt tiber 175 As zum oben erwdahnten ORF CAP0167 aus C. acetobutylicum.
Ahnlichkeiten zu TxeR, UviA und TetR sind in Tabelle 6 aufgefiihrt. Im Genom von

C. botulinum lielen sich keine zum CTP11 homologen Proteine identifizieren.

Zwei weitere ORFs mit moglicher regulatorischer Bedeutung lassen sich etwa 4 kb
stromaufwérts vom zetX-Gen ausmachen (CTP04 und CTPO05). Die 71 As grof3e
Proteinsequenz von CTP04 zeigt eine Homologie (40% Identitéit iiber 67 As) zu
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UviB aus C. perfringens, einem 64 As groBlen Protein, welches auf pIP404 in
unmittelbarer Nachbarschaft zum wuvid kodiert ist (GARNIER & COLE, 1988a).
UviB soll zusétzlich zum UviA an der Regulation der Bacteriocin-Synthese beteiligt
sein. Stromaufwirts von CTP04 befindet sich ein durch eine Leserastermutation
(Frameshift) unterbrochener ORF (CTP05). Die entsprechende Stelle der
Nukleotidsequenz  wurde in Gap4 dahingehend iberpriift, ob diese
Leserasterverschiebung auch durch einen Sequenzierfehler entstanden sein konnte.
Die Korrektheit der Basenfolge an dieser Stelle konnte aber zweifelsfrei festgestellt
werden, so dass davon auszugehen ist, dass CTPO5 ein Pseudogen darstellt. Die
Proteinsequenz des Pseudogens zeigt Ahnlichkeiten zu UviA, TxeR und BotR sowie
zu TetR und CTP10 (Tabelle 6). Abbildung 8 zeigt ein Sequenzalignment von
CTPO5 mit UviA, wobei das Alignment eine Liicke stromaufwérts der moglichen
Leseraster-Mutation aufweist. Es bleibt zu kliren, ob diese Leserastermutation in

CTPOS5 spezifisch fiir den C. tetani-Stamm ES88 ist.

Uvia M S E L i K N s v L Cc Q N

CTPO5 L N N L Y c L v K H S Q S

TGGGAGGGGATATA TTG AAT AAT TTA TAT TGC TFA GTA AAG CAT TCT CAA AGT
\ \ \

1 10 20 30

G D K K A I E Y I I N R F E I L I

K D D K A I L R I L D K F S P L I
AAA GAT GAT AAA GCT ATT TTA AGG ATA CTA GAT AAG TTC TCA CCT TTA ATA
[ \ \

\ \ \
40 50 60 70 80 90

SFLKEIHFNSYDIE

R
N K ¥ K M D N K Q D L I V S L I N I

* W T I A L I E I
K K Y S R K L N Y D G Q *

AAA AAA TAT AGC AGA AAA TTA AAT TAT GAT GGA CAA TAG CAC TTA TAG AAA
[ \ | \ \

100 110 120 130 140

v N K I P I D = N P Q F E N E G ..
I N K I P I S T N K N M T K E Y ..

TTA TAA ATA AAA TCC CTA TTT CAA CAA ACA AAA ATA TGA CTA AAG AAT ...
\ \ [ \

150 160 170 180

Abb. 8: Darstellung der Leserasterverschiebung in CTP0S und dessen Sequenz-
alignment mit UviA aus C. perfringens
CTPOS ist durch einen authentischen Frameshift unterbrochen,
moglicherweise entstanden durch eine Nukleotid-Deletion zwischen den
Positionen 120 bis 126 (in griin). Eine Liicke im Alignment zu UviA (grau
hinterlegt) befindet sich stromaufwirts zu der potentiellen Position der
Leserasterverschiebung. Identische Aminosduren im Alignment sind rot,
dhnliche blau dargestellt. Unterstrichen ist die mogliche SD-Sequenz. *
Stopcodon.



Experimente und Ergebnisse 69

Um die in Tabelle 6 aufgefiihrten Sequenzdhnlichkeiten der beschriebenen
regulatorischen Elemente von pE88 untereinander und zu den homologen
charakterisierten Proteinen aus anderen Clostridien besser veranschaulichen zu
konnen, wurden deren phylogenetische Beziehungen mit dem Neighbour-Joining-
Algorithmus berechnet (Abb. 9). Dabei sind zwei getrennte Cluster auszumachen:
CTP10 und CTPI11 sind deutlich abgesetzt von dem Cluster der anderen

regulatorischen Proteine. Darin bilden TetR und BotR eine Untergruppe.

BotR

CTPO5

CTP10

TxeR

CTP11

Abb. 9: Phylogenetische Beziehung der regulatorischen Elemente von pE88
untereinander sowie zu TxeR aus C. difficile, UviA aus C. perfringens
und BotR aus C. botulinum
Der Neighbour-Joining (NJ)-Algorithmus wurde auf genetische Distanzen
zwischen Paaren von Proteinsequenzen angewandt (1000 bootstrap-
Iterationen). Die Distanzen wurden mit der Dayhoff PAM Matrix-Methode
berechnet. Das darauf basierende multiple Sequenzalignment wurde mit dem
ClustalW-Algorithmus erstellt. Als Computerprogramm kam dabei das
Phylip (Phylogeny Inference Package) 3.5¢c-Softwarepacket zur Anwendung
(SAITOU & NEI, 1987).
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3.2.6.3 Zwei-Komponenten-System

Auf pE88 befinden sich auch die Gene fiir ein Zwei-Komponenten-System,
bestehend aus einem Response-Regulator (CTP21) und einer Sensor-Histidin-Kinase
(CTP22). Der Sequenzabgleich dieses Systems mit externen Datenbanken offenbarte
starke Ahnlichkeiten zu Zwei-Komponenten-Systemen aus u. a. B. cereus, B.
halodurans, C. botulinum und C. acetobutylicum. Das 228 As umfassende Response-
Regulator-Protein besteht aus einer N-terminalen Empfanger (Receiver)- und einer
C-terminalen Transkriptionsregulator-Doméne. Die Sensor-Histidin-Kinase enthélt
eine den Histidin-Kinasen typische ATPase-Domine sowie eine Dimerisations- und
Phosphatgruppenakzeptor-Doméne. Fiir einige charakterisierte Zwei-Komponenten-
Systeme ist bekannt, dass sie die Transkription des oder der Gene regulieren, die in
unmittelbarer genetischer Nachbarschaft auf dem Genom lokalisiert sind
(KORETKE et al., 2000). So wurde auch die genetische Umgebung von
CTP21/CTP22 betrachtet und mit der von homologen Systemen anderer Organismen
verglichen (Abb. 10).

CTP21 CTP22 CTP23 CTP24 CTP25
C. tetani -é—m

B. cereus

[ e E—— E— - m—
B. halodurans — EEEEpEEEEEDEEEED<_

[ e — E—

) > — >

C. botulinum
B. subtilis

Response-Regulator
) Sensor-Histidin-Kinase
mmm)> ABC-Transporter (ATP-bindend)
) ABC-Transporter-assoziierte Permease

Abb. 10: Genetische Organisation der Region stromabwirts der Gene des
Zwei-Komponenten-Systems CTP21/CTP22 sowie homologer Systeme
Auf pE88 befindet sich ein zusitzlicher hypothetischer ORF (CTP23). Ein
Transposase-Gen (in gelb) ist innerhalb des Transport-Genclusters in B.
halodurans lokalisiert.

Es stellte sich heraus, dass die genetische Umgebung der Zwei-Komponenten-
Systeme in verschiedenen Organismen konserviert ist. Dabei kodiert das an den

Systemen angrenzende genetische Cluster flir Proteine mit Transport-Funktionen.
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Auf pES88 beispielsweise kodiert CTP24 fiir ein ABC (ATP-bindende Kassette)-
Transportprotein mit einer ATP-bindenden Doméne (Abb. 10). CTP25 kodiert fiir
eine ABC-Transporter-assoziierte Permease mit 10 transmembranen Helices (s.
3.2.7). Zu CTP21/CTP22 homologe Zwei-Komponenten-Systeme, an deren Gene
solche angrenzen, die fiir dhnliche ABC-Transporter und Permeasen kodieren,
konnten in B. anthracis, B. cereus, B. halodurans, C. acetobutylicum, C. botulinum,
C. difficile, B. subtilis, S. aureus, St. epidermidis und C. perfringens gefunden
werden. Es kann vermutet werden, dass das CTP21/CTP22-System die Transkription

der stromabwirts lokalisierten Transport-Gene reguliert.

Allerdings wire auch denkbar, dass das System die Transkription anderer auf dem
Plasmid oder Chromosom liegende Gene reguliert, wie das z. B. beim VirR/VirS-
System in C. perfringens der Fall ist (ROOD, 1998). Daher sollte tiberpriift werden,
ob das Zwei-Komponenten-System moglicherweise in der Regulation des Tetanus-
Toxins involviert ist. Hierzu wurde das Gen CTP21, welches fiir den Response-
Regulator kodiert, iiber PCR amplifiziert und iiber Eco3/I-Schnittstellen in den
Vektor IBA3 (pASK) kloniert. Nach Identifikation und Sequenzierung eines
positiven Klons wurde das rekombinante Plasmid, genannt pHBRR2, in E. coli XL1
transformiert. SchlieBlich erfolgte das Expressionsexperiment, indem ein
transformierter Klon bis zu einer OD von 0,8 angezogen und anschlieBend
Anhydrotetracyclin zugegeben wurde, was die Expression des unter der Kontrolle
eines tetA-Promoters stehenden klonierten Gens induzierte. Zusétzlich wurde dem
exprimierten Protein C-terminal ein ,Strep-Tag’ angehdngt, was die
chromatographische Aufreinigung des heterolog exprimierten Proteins liber eine
,Strep-Tactin®’-Siule ermdglichte. Nach erfolgter Inkubation (3 h) wurden dazu die
Zellen geerntet und iiber Ultraschall-Behandlung aufgeschlossen. Der gewonnene
Rohextrakt wurde dann auf die ,Strep-Tactin®’-Siule gegeben. Die Elution erfolgte
durch Zugabe des spezifischen Kompetitors Desthiobiotin.

Abbildung 11 zeigt, dass schon im Rohextrakt des rekombinanten Klons eine
zusitzliche Bande bei 29 kDa erschien, was der theoretisch zu erwartenden Grofie
des Response-Regulators entsprach. Des weiteren ist ersichtlich, dass durch die
Benutzung der Affinititssdule das heterolog in E. coli XL1 produzierte Protein
aufgereinigt werden konnte. Die Konzentration des Proteins war allerdings aufgrund

des Vorhandenseins von Einschlusskorpern (,Inclusion bodies’) nach der Expression
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sehr gering und konnte durch Anderung der Induktionsparameter (Dauer,
Temperatur) nur geringfligig verbessert werden. Trotzdem wurde der so gereinigte
Response-Regulator in Gelretardationsexperimenten eingesetzt, um zu priifen, ob
dieses heterolog produzierte Protein DNA-bindende Eigenschaften zeigte. Als
mogliche Ziele einer Bindung wurden DNA-Bereiche von 150-400 bp gewihlt, die
den Promotorregionen der Gene fetX, tetR, colT, CTP23 und CTP24 entsprachen. In
ersten Versuchen konnte keine Bindung des Proteins an die gewidhlten DNA-
Bereiche festgestellt werden. Da Interaktionen zwischen Proteinen und DNA von
vielen Faktoren abhidngen kdnnen, was i. d. R. langwierige Untersuchungen mit sich
bringt, wurde entschieden, die begonnenen Arbeiten im Rahmen der Diplomarbeit

von Elke Raade fortzusetzen und zu intensivieren.
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Abb. 11: Heterologe Expression des Response-Regulators CTP21 aus C. tetani
in E. coli XL1 (10%iges SDS-PAGE-Gel)
Spur 1: Proteinstandard
Spur 2: gereinigtes Protein aus dem Eluat (3. Stufe)
Spur 3: Rohextrakt aus E. coli XL1 + Plasmid IBA3 (Leervektor)
Spur 4: Rohextrakt aus E. coli XLL1 + Plasmid pHBRR2
Spur 5: gereinigtes Protein aus dem Eluat (4. Stufe)
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3.2.7 Transportfunktionen

Die Annotation von pE88 hatte ergeben, dass fast ein Drittel aller auf pE88 kodierten
Proteine offensichtlich an Transportprozessen beteiligt sind: 10 Proteine zeigten
Homologien zu Transportern aus verwandten Organismen und weitere sieben
Proteine schienen aufgrund der Prisenz multipler transmembraner Helices in der
Membran verankert zu sein, und somit ebenfalls potentiell Transportfunktionen zu
haben.

Bei ndherer Betrachtung kann man fiinf Transportsysteme identifizieren, die aus
jeweils mehreren Proteinen bestehen und dem ABC(ATP-bindende Kassette)-Typ
von Transportern zuzuordnen sind: CTP15/CTP16, CTP24/CTP25, CTP30/CTP31,
CTP34/CTP35/CTP36/CTP37 und CTP52/CTP53/CTP54. Jedes dieser Systeme
besteht aus einem Protein (CTP15, CTP24, CTP31, CTP37 und CTP52), das jeweils
mindestens eine ABC-Transporter-Doméne und eine ATP-bindende Domine
beinhaltet, sowie einem oder mehrerer Proteine mit multiplen transmembranen
Helices. Offenbar existieren hier Transportsysteme, die jeweils aus einer ATP-
hydrolysierenden  Untereinheit, welche die bendtigte Energie fiir den
Transportprozess liefert, und einer oder mehrerer membranintegraler Untereinheiten
aufgebaut sind, welche das Substrat im Periplasma oder Cytoplasma - je nachdem,
ob es sich um ein Aufnahme- oder Efflux-System handelt - binden und durch die
Membran hindurchschleusen. Das in Abbildung 12 gezeigte Hydrophobizitits-
diagramm von CTP25 veranschaulicht dessen mdégliche Proteinstruktur und -lokali-
sation: das Protein besteht aus einem hydrophilen Bereich im mittleren Teil (etwa
zwischen den Aminosdureresten 320-500), der moglicherweise ins Periplasma oder
Cytoplasma gerichtet ist und die Substrat-Bindestelle beinhalten konnte, und aus
zwel hydrophoben transmembranen Bereichen am N- und C-Terminus, mit deren

Hilfe das Substrat durch die Membran transportiert werden konnte.
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CTP16: 8 transmembrane Helices

0 100 200 300 400 500 600 700 800

CTP25: 10 transmembrane Helices

0 100 200 300 400 500 600

CTP30: 7 transmembrane Helices

0 100 200 300 400 500 600

Abb. 12: Hydrophobizititsdiagramme einiger potentieller, auf pE88 kodierten
ABC-Transporter-assoziierten Permeasen
Die Zahlen an der Ordinate geben die relative Hydrophobizitit an; ein
Kurvenverlauf oberhalb der Nullpunktlinie gibt hydrophobe, einer unterhalb
der Linie hydrophile Bereiche des Proteins an. Die Zahlen an der Abzisse
zeigen die Positionen der Aminosdurenreste im Protein an.
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Die Zusammensetzung der einzelnen Transportsysteme, die auf pE88 kodiert sind,
unterscheidet sich leicht von ,typischen’ ABC-Transportern der ABC-Superfamilie.
Ein solcher ABC-Transporter besteht i. d. R. aus vier Doménen bzw. Untereinheiten:
zwei Kopien der ABC-Transporter-Domidne (Pfam00005), welche die ATP-
Bindestelle (Walker A und B-Motive) beinhaltet, und zwei Kopien der
transmembranen Doméne, welche die Membran mehrere Male in o-helicaler
Konformation durchspannt (SAIER, 1999; DAVIDSON, 2002). Diese vier Doménen
konnen in einem Protein vereinigt oder aber auf mehrere Proteine eines Komplexes
aufgeteilt sein. Eine Vielzahl von Variationen dieses Typs sind in letzter Zeit
insbesondere durch Genomsequenzierungsprojekte identifiziert worden (DASSA et
al., 1999). Generell unterscheidet man in der aus derzeit 48 Familien bestehenden
ABC-Transporter-Superfamilie folgende zwei Funktionen: solche Komplexe, welche
die Aufnahme von Substraten wie z. B. Aminosduren oder Peptiden katalysieren
(hauptsdchlich Transportsysteme mit periplasmatischen Bindeproteinen) und solche,
die fir den Export von z. B. Peptiden, Proteinen, antimikrobiellen Agenzien oder
Toxinen verantwortlich sind (i. d. R. Transporter ohne Bindeproteine).

Zur genaueren Charakterisierung der Transportsysteme auf pE88 wurden weitere
Vergleiche herangezogen, welche in Tabelle 7 wiedergegeben sind. Beispielsweise
offenbarte dabei ein Abgleich der Proteinsequenz des Transportsystems
CTP24/CTP25 mit einer speziellen von SAIER entwickelten und gepflegten
Datenbank (http://www-biology.ucsd.edu/~msaier/transport/), die nur Transport-
proteine enthilt, welche biochemisch oder zumindest bioinformatisch charakterisiert
sind, eine in den anderen Datenbanken bisher nicht erkannte hohe Homologie zu
einem System bestehend aus zwei Proteinen aus Streptococcus mutans, die bei der
Bacitracin-Resistenz eine Rolle spielen (TSUDA et al.,, 2002). Da es sich bei
Bacitracin um ein Peptid-Antibiotikum handelt, ist es moglich, dass das System

CTP24/CTP25 als Peptid-Transporter fungiert.
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Tabelle 7: Bioinformatische Charakterisierung einiger auf pE88 kodierter

Transportfunktionen
ORF Hydro - BLAST-E-Wert
Nam; Domiinen pho- | Homologes Protein* | Herkunft - identische
bizitit (ihnliche) As
Lipoprotein 3e.45:
1 ABC-Tra"nsporter— frmsetzendes System - | E. coli 41% (64%) tiber 215
CTPIS Domine; - ATP-bindendes (233 As) As
1 ATP- Protein LolD
Bindedomine Mutans Bacitracin- | St. mutans 3045
Resistenz Protein A (250 As)
o 8e-60;
Mutans Bacitracin- | St. mutans o 0/ s
! ABC-Tra}p sporter- Resistenz-Protein A (250 As) 48% (69%) iber 248
CTP24 Domine; - As
1 ATP- St. 3e-53;
Bindedoméne SalX salivarius | 44% (61%) tiber 245
(245 As) As
L 2e-09;
MuFans Bac1traf:1n— St. mutans 17% (36%) iiber 289
10 T™ Resistenz Protein B (667 As) A
CTP25| 1 DUF214-Domine >
St. 2e-08;
SalY salivarius 19 % (40%) iiber
(635 As) 361 As
. Rhizobium 6e-17;
ctp3t | ! ABCD'OTEQSSO““‘ ; Ngi‘:};“;’i QE' galegae | 38% (66%) iiber 100
P (347 As) As
1 ABC-Transporter- s 5e-25;
. B. subtilis o o/ =
CTP37| Doméne + ATP- - SpaF (247 As) 30% (52%) iiber 211
Bindedomine As
CTP38 ka-Tran“sporter- 2 TM ) ) )
Doméne
CTP49 Metall-abhingige 47 TM ) ) )
Hydrolase
1 ABC-Transporter- Lipoprotein
Domine; freisetzendes System E. coli 3e-38 ;
’ _ - . 0 0/ 1
CTP52 2 ATP- ATP-bindendes | (233 As) | >0 7° (60 /[:)Suber 213
Bindedoméine Protein LolD

* Die Proteinsequenzen wurden gegen die Transportprotein-Datenbank von SAIER
abgeglichen (http://www-biology.ucsd.edu/~msaier/transport/).

Letztendlich konnen die Substratspezifititen der auf pE88 kodierten
Transportsysteme nicht allein {iber bioinformatische Methoden gekldrt werden.
Vieles deutet aber darauf hin, dass es sich bei den meisten der Transportsysteme um
solche handelt, die Peptide oder sogar ganze Proteine transportieren. Diese Annahme
stellt auch die mogliche Bedeutung der Transportsysteme im Hinblick auf den Export
des Tetanus-Toxins und die Regulation der TeTx-Synthese in ein neues Licht. Es
wire durchaus denkbar, dass bestimmte Signalmolekiile des Wirts (z. B.
Peptidhormone) iiber auf pE88 kodierte Systeme in die C. tetani-Zelle gelangen und

dort die Expression von tetX beeinflussen.
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3.2.8 Replikationsfunktionen und mobile Elemente
3.2.8.1 Replikationsproteine

Die Suche nach mdglichen Replikationsproteinen fiihrte zur Identifikation zweier
Proteine, CTPO1 (422 As) und CTP45 (423 As), die zueinander eine 93%ige DNA-
Homologie bzw. eine 89%ige Proteinidentitdt besitzen, wobei sich deren Alignment
im wesentlichen nur innerhalb der letzten 60 C-terminalen Aminosiureresten
unterscheidet. Ein Abgleich dieser Proteinsequenzen mit der NCBI-Datenbank ergab
eine hohe Ahnlichkeit (41% Identitit iiber 382 As) zu dem charakterisierten
Replikationsprotein des Virulenz-Plasmids pIP404 aus C. perfringens, welches u. a.
fiir die Bacteriocin-Synthese und fiir dessen Regulationssystem UviA/UviB kodiert
(GARNIER & COLE, 1998b). Dieses Replikationsprotein wird in einem Shuttle-
Vektor genutzt, der sowohl in E. coli als auch in C. perfringens replizierbar ist
(SLOAN et al., 1992). Eine weitere Ahnlichkeit (44% Identitit iiber 384 As) zeigt
CTPO1/CTP45 zu dem Replikationsprotein eines Plasmids, welches aus dem nicht
ndher charakterisierten alkaliphilen Bacillus-Stamm KSM-KP43 isoliert wurde
(HATADA & ITO, 1999). Daneben gibt es zusitzlich zur Duplikation von
CTPO1/CTP45 ein weiteres Protein auf pE88, CTP28, welches aus nur 103 As
besteht, die eine 90%ige Proteinidentitit (iiber 72 As) zu dem mittleren
Proteinabschnitt von CTPOl bzw. CTP45 zeigen (Aminosdurereste 220-290). Bei
CTP28 handelt es sich offenbar um ein Fragment des Replikationsproteins.
Interessant ist der Umstand, dass diese drei Gene (CTP01, CTP28, CTP45) andere
Codone benutzen. Der G+C-Gehalt der dritten Base eines Codons dieser Gene liegt
im Durchschnitt bei 25% und ist damit weitaus hoher als bei den anderen Genen auf
pE88 (15%). Das deutet darauf hin, dass das Replikationsprotein iiber lateralen
Gentransfer aus einem Organismus der Bacillus/Clostridium-Gruppe akquiriert
wurde. Eine weiteres Indiz fiir diese Hypothese ist die offenbar vorliegende Mobilitit
dieses Gens dhnlich der eines IS-Elementes: Abbildung 13 zeigt die Abundanz von
direkten Sequenzwiederholungen (direct repeats) stromaufwiérts des Startcodons von
CTP45. Direkte Sequenzwiederholungen entstehen bei der Insertion von DNA-
Fragmenten (IS-Elementen) in die Empfinger-DNA iiber die durch den
Insertionsmechanismus bedingte Zielstellenverdopplung. Vermutlich hat sich also
das Replikationsprotein auf pE88 dupliziert. Da um CTPO1 keine direkten

Sequenzwiederholungen identifiziert werden konnten, ist davon auszugehen, dass
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CTPO1 das urspriinglichere Replikationsprotein darstellt und die eigentliche
Replikationsfunktion iibernimmt. Diese Vermutung korreliert mit der vom GC-Skew
abgeleiteten Annahme, dass der Replikationsursprung (ori) des Plasmids in der Ndhe
von CTPO1 liegt. Allerdings gibt es auch eine gegensitzliche Erkldrung dieser
multiplen ~ Sequenzwiederholungen  vor  CTP45: viele ori  enthalten
Sequenzwiederholungen (z. B. DnaA-Boxen), die Bindestellen fiir das
Replikationsprotein darstellen (KNIPPERS, 1995). Nach dieser Erklarung wére der

ori also eher in der Umgebung stromaufwirts von CTP45 lokalisiert.

> >» ———
GTAGAAGAAAGTATAGAAAAAGGTAG AGCAGAAGGTATAAAAAAGGGTAT AGAAGAAG

> > >
GAATAAAAAAAGGTAGGACAGAAGGAAAA ACAGAAGGTAAATCAGAAATATTAATAAAA

—»
CAATTAATAAAAAAA — 414 nt - ACAAGTACCTTTATAGAAGAACTTCAAAA

> >
AAGAACTTTAAAG AAGAACTCTACAAAGAGAACTTTATTTACTTAAAGACATTTTAATA
TA TTTATTGTATATAGTCAATAGTAAAAAGTTCTTCTATAACTTTAGGTACAGGATAGG

CTP45 |
AGGACTTTAT
L L A XK Q L S L Y DY I DNTUL K

Abb. 13: Direkte Sequenzwiederholungen stromaufwiirts von CTP45.
Drei unterschiedliche Sequenzabschnitte (rot, griin, blau) werden in 2-3
direkt benachbarten Kopien (dargestellt als durchgezogene Pfeile) mit
leichter Variation der Basenfolge wiederholt. Folgende Consensus-
Sequenzen liegen vor: 23 bp (rot), AGAAGAAGGTATAAAAAAGGT
AG:; 12 bp (griin), ACAGAAGG'/sAAA; 13 bp (blau), AAGAACTTTA
AAA.

3.2.8.2 Mobile Elemente

Zusatzlich zu dem eben beschriebenen potentiellen mobilen Element ldsst sich ein
weiteres IS-Element auf pE88 ausmachen, welches in zweifacher Kopie vorkommt
und keine Ahnlichkeit zu bekannten IS-Elementen zeigt (BLAST gegen Datenbank
aus IS-Elementen: http://www-is.biotoul.fr/is.html). Dieses Element besteht aus
jeweils zwei ORFs, einer vollstindigen Transposase (CTP17 und CTP39 — 98%ige
DNA-Homologie) und einem moglichen Transposase-Fragment (CTP18 und
CTP40). CTP17 bzw. CTP39 =zeigen hohe Homologien zu einer moglichen

Transposase aus B. cereus (60% Identitit tiber 355 As), welche genomweit in fiinf
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Kopien vorkommt, und zu einer mdglichen Transposase aus B. stearothermophilus
(40% Identitit tiber 295 As), die 9fach im Genom vorliegt (unverdffentlichte Daten
aus ERGO Géttingen, s. 2.13.2). Der zweite ORF des IS-Elements (CTP18 und
CTP40 - 99%ige DNA-Homologie) zeigt starke Ahnlichkeiten zu ORFs in Anabaena
sp. Stamm PCC 7120 (73% Identitdt {iber 132 As) und Thermomonospora fisca
(60% Identitit iiber 125 As).

3.2.9 Sonstige Funktionen
3.29.1 23S rRNA(Guanin-N1)-Methyltransferase

CTP27 kodiert fiir eine 23S rRNA(Guanin-N1)-Methyltransferase. Das Protein zeigt
Ahnlichkeiten (46% Identitit iiber 276 As) zu einer rRNA-Methyltransferase aus St.
pneumoniae R6 (AAL00715) sowie zu Enzymen aus V. cholerae, P. aeruginosa
(HOSKINS et al., 2001). Fir Methyltransferasen diesen Typs wird angenommen,
dass sie Resistenzen vermitteln konnen und zwar zu den Antibiotika der Makrolid-
Lincosamid-Streptogramin B-Gruppe wie z. B. Erythromycin oder Mycinamicin
(GUSTAFSSON & PERSSON, 1998). Die Methylierung der 23S rRNA durch diese
Methyltransferasen hat zur Folge, dass das Antibiotikum eine schwichere Affinitét
zum Ribosomen hat und dadurch seine Wirkung als Proteinsynthesehemmer nicht

mehr entfalten kann.

3.29.2  Aminopeptidasen

CTP20 und CTP56 kodieren fiir Aminopeptidasen mit N-terminalen Signalpeptiden,
was den Export dieser Enzyme ins Periplasma ermdglicht. Dabei zeigt CPT20
schwache Homologien zur Aminopeptidase-Doméine von Proteinen aus C.
acetobuylicum (AAK80787, 32% Identitit iiber 197 As; NOLLING et al., 2001) und
C. perfringens (AP003193, 33% Identitdt tiber 190 As; SHIMIZU et al., 2002).
CTP56 enthdlt eine Peptidase-Domidne der M20/M25/M40-Peptidase-Familie
(Pfam01546, 29% Identitdt iiber 179 As). Dieses Protein zeigt auBlerdem
Ahnlichkeiten zu Aminopeptidasen aus B. halodurans, B. subtilis und B.

licheniformis (TAKAMI et al., 2000; KUNST et al., 1997).



Experimente und Ergebnisse 80

Es ist denkbar, dass die beiden Peptidasen von pE88 an der Aktivierung des Tetanus-

Toxins durch proteolytische Spaltung des Toxins beteiligt sind (s. 4.2.1.1).
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33 Sequenzierung und Sequenzanalyse des Chromosoms

von C. tetani E88

3.3.1 Sequenzierungsstrategie: Die Shotgun-Methode

Die Sequenzierung eines gesamten Bakterienchromosoms stellte weitaus hohere
Anspriiche an die Methodik und deren Qualititskontrolle als die eines 74 kb grof3en
Plasmids. Prinzipiell sollte das gleiche Verfahren zur Anwendung kommen, das auch
fiur die Plasmidsequenzierung genutzt wurde: Die Shotgun-Methode (2.9-2.12).
Abbildung 14 gibt einen Uberblick iiber die Strategie und den Ablauf der

Genomsequenzierung von C. tetani.

Plasmid-Genbank-Herstellung
(InsertgroBe 1-3 kb in pTZ19R)

Beidseitige Ansequenzierung der Inserts Cosmid-Genbank-Herstellung
der rekombinanten Plasmide der Genbank  (Insertgrofe 32-45 kb in SuperCosl)

v

Beidseitige Ansequenzierung des
Inserts der rekombinanten Cosmide

Prozessierung der Rohsequenzen; Assemblierung der Daten zu Contigs

v

Editierung und Zuordnung der Contigs;
Luckenschluss unter Zuhilfenahme diverser Techniken

\

komplete Genomsequenz

For

Abb. 14: Flieischema zur Strategie und zum Verlauf der Sequenzierung des
Gesamtgenoms von C. fetani.
Abkiirzungen: MCS, multiple Klonierungsstelle; Rev, Reverse-Primer; For,
Forward-Primer; in rot, C. tetani-DNA-Fragment (Insert).
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Als erstes wurden Genbanken erstellt. Dazu wurde genomische DNA aus C. tetani
E88 isoliert, aufgereinigt und mittels einer umgebauten HPLC-Pumpe mechanisch
geschert. Die entstandenen Fragmente wurden wie in Kapitel 2.9 beschrieben
weiterverarbeitet und solche der Grofen 1-3 kb in den Vektor pTZ19R kloniert.
Genbanken wurden strengstens auf ihre Qualitdt liberpriift, da die Sequenzierung von
Banken mit hohem Anteil ,leerer’ Vektoren, d. h. Banken, die iiber 5% Vektoren
ohne C. tetani-Inserts enthielten, immense Mehrkosten verursacht hitte und somit
inakzeptabel war. Wichtig war bei der Herstellung der Genbanken auch die
Verwendung von genomischer DNA aus unterschiedlichen DNA-Préiparationen, da
sich im Laufe des Sequenzierungsprojektes herausstellte, dass die meisten
Genbanken nicht das statistisch zu erwartende gleichwahrscheinliche Vorkommen
jedes denkbaren DNA-Abschnitts des C. tetani-Genoms gewdahrleisteten. Nach der
Sequenzierung der rekombinanten Plasmide einer Genbank wurden die
Einzelsequenzen prozessiert und mittels des Programms Gap4 assembliert (s. 2.11).

Die darauffolgenden Schritte sind in den néchsten Kapiteln ausfiihrlich erldutert.

3.3.2 Phase 1: Rohsequenzierung und Assemblierung

Unter Rohsequenzierung versteht man die Sequenzierung moglichst vieler klonierter
DNA-Fragmente (Inserts) der rekombinanten Plamide einer Genbank. Diese wurden
von beiden Seiten her mit Hilfe zweier von der Vektorsequenz abgeleiteten Primern
ansequenziert (s. Abb. 14). Die Aufgabe des Projektbetreuers in dieser Phase der
Genomsequenzierung bestand vor allem in der Kontrolle der Daten. Insbesondere
musste die Qualitit und Lange der Sequenzldufe und deren C. tetani-Spezifitit
tiberpriift werden. Es wurden zudem Testassemblierungen nach jeweils etwa 1000
neu hinzugekommenen Einzelsequenzen durchgefiihrt. Unter Assemblierung versteht
man dabei die Suche nach identischen Sequenzabschnitten unter allen
Einzelsequenzen und deren Ausrichtungen (Alignment) zueinander (s. 2.11). Dabei
kam das Assemblierungsprogramm Phrap zum Einsatz, welches in dem Programm
Gap4 implementiert ist.

Um die Anzahl bendétigter Einzelsequenzen bzw. bendtigter rekombinanter Plasmide
zur Abdeckung einer Genomsequenz abzuschitzen, kann man sich folgender Formel

bedienen:
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*
N=A L’
w

wobei N die Anzahl der Einzelsequenzen, w die Leseweite, d. h. die
durchschnittliche Lange einer Einzelsequenz (~ 600 Basen), A die Abdeckungsrate
(i. d. R. wird eine 6-9fache Abdeckung der Genomsequenz angestrebt) und L die
GroBle des Genoms ist. Wird das Genom von C. fefani auf eine Grofle von 3 Mb
geschitzt, dessen Sequenz man 8fach abzudecken wiinscht, werden nach dieser
Formel theoretisch 40000 Einzelsequenzen bzw. mindestens 20000 rekombinante

Plasmide bendtigt.

LANDER & WATERMAN haben eine weiterfiihrende Formel zur Uberpriifung der
Assemblierung der Einzelsequenzen einer Genomsequenzierung nach dem Shotgun-
Prinzip entwickelt (WATERMAN, 1984). Diese berechnet die Anzahl der Contigs,
die im Idealfall - gute Qualitit der Sequenzen, stabile Leseweiten - bei der
Assemblierung einer gegebenen Anzahl an Einzelsequenzen entsteht. Anders
ausgedriickt wird die Wahrscheinlichkeit P berechnet, mit der eine beliebige Base
des Genoms - bei einer gegebenen Anzahl an Einzelsequenzen - bisher noch nicht

sequenziert worden ist:

—N*w

P=e &

wobei N, w und L den Symbolen aus der obigen Formel entsprechen. Als Beispiel
sei die prozentuale Wahrscheinlichkeit P ermittelt, mit der eine Base des Genoms
nach der Assemblierung von 40000 Einzelsequenzen noch nicht sequenziert worden
ist (GenomgroBe 3 Mb, Leseweite 600 bp): sie betragt 0,03%, mit anderen Worten
sind statistisch gesehen 1006 Basen (=L « P) des Genoms noch nicht sequenziert, was
mit einer 8fachen (=N = w/L) Abdeckung der Genomsequenz und einer Contiganzahl
von etwa 13 (=N =« P) korreliert, wobei die durchschnittliche Liickengrofle 75 Basen
(=Anzahl der noch nicht sequenzierten Basen/Contiganzahl) betrigt.

Mit diese Formel wurde nun der Verlauf der Rohsequenzierungsphase iiberpriift,
indem die theoretisch zu erwartende Contiganzahl (=Liickenanzahl) mit der
tatsdchlich nach der Assemblierung der Einzelsequenzen erhaltenen Contiganzahl

verglichen wurde (Abb. 15).
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Abb. 15: Der Verlauf der Rohsequenzierung des C. tetani-Genoms
Mittels der LANDER & WATERMAN-Formel wurde der zu erwartende
Verlauf unter Idealbedingungen (f(N)=N#*exp(-N*w/L), schwarze Kurve) -
Leseweite 600 Basen, Genomgrofle 3 Mb - mit dem tatsidchlichen Verlauf
des Projektes (blaue Punkte) verglichen. Die Messpunkte (Contiganzahl)
wurden dabei jeweils durch Neuassemblierung der Einzelsequenzen
ermittelt. In rot ist das Ende der Rohsequenzierungsphase eingezeichnet:
39500 Einzelsequenzen assemblierten dabei zu 290 Contigs.

Mehrere Schliisse konnten aus den Kurvenverldufen gezogen werden: 1. Im
Anfangsstadium der Rohsequenzierung steigt die Contiganzahl anndhernd
proportional an, bis sie schlieBlich ihr Maximum erreicht (im Idealfall assemblieren
5500 Einzelsequenzen zu 1850 Contigs); danach nidhert sich die Contiganzahl mit
Zunahme der Menge der Einzelsequenzen asymptotisch dem Nullwert. 2. Der
Vergleich der Kurven aus Abbildung 15 zeigt, dass der tatsdchlich beobachtete
Verlauf nicht dem theoretischen Idealfall entsprach. Hauptsidchlich sind dafiir drei
Griinde zu nennen:

- Qualitdit der Genbanken: die Banken gewihrleisteten nicht das

gleichwahrscheinliche =~ Vorkommen eines  beliebigen  genomischen
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Abschnitts. Dadurch waren bestimmte Bereiche des Genoms in einer
Genbank iiber- andere dagegen unterreprésentiert.

- Qualitit der Einzelsequenzen: durch eine schwankende Qualitit bei der
Sequenzierung assemblierten Einzelsequenzen fehlerhaft.

- repetitive Sequenzen: diese in jedem Genom vorkommenden Bereiche
verursachen aufgrund der Gleichartigkeit der DNA-Sequenz fehlerhafte

Assemblierungen.

Das Ende der Rohsequenzierungsphase wurde bei einer 8fachen Abdeckung der
Genomsequenz festgesetzt. Zu diesem Zeitpunkt sollten zudem durch die Zugabe
von 1000 neuen Einzelsequenzen und deren Assemblierung nicht mehr als 5 Liicken
zwischen den Contigs geschlossen werden. Im C. tetani-Projekt war dieser Zeitpunkt
bei 39500 Einzelsequenzen erreicht, die zu 290 Contigs assemblierten. Das entsprach
einer theoretischen Abdeckung von 7,9fach. Trotz der hohen Zahl verbliebener
Contigs hitte eine Fortfiilhrung der Rohsequenzierung nur wenig zur Reduzierung der
Contiganzahl beigetragen und wurde daher allein schon aus 6konomischen Griinden

nicht in Erwédgung gezogen.

333 Phase 2: Editierung und Primer-Walking

Im Anschluss an die Rohsequenzierung und die Assemblierung aller
Einzelsequenzen wurden die entstandenen 290 Contigs iiberpriift. Wie auch schon
zur Assemblierung wurde dazu das Programm Gap4 benutzt (s. 2.11), mit welchem
man jeden Contig in zwei unterschiedlichen Darstellungen aufrufen kann: das
sogennannte Template-Display und der Contig-Editor. Abbildung 16 gibt das
Template-Display eines typischen Contigs wieder. In diesem sind schematisch alle
Einzelsequenzen eines Contigs sowie die dazugehorigen Templates (=

Plasmidinserts) dargestellt.
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Contig: betha? 77 (+#1707) Length: 22364 Hum readings: 331

Abb. 16: Die Darstellung eines Contigs im Template-Display-Modus des

Programms Gap4

Gezeigt ist der Contig bctba77f, welcher eine Lénge von 22364 bp
aufweist und aus 331 Einzelsequenzen besteht. Die Farben bedeuten im
einzelnen: blaugriine Pfeile, Vorwirts (forward)-Lauf auf dem
entsprechenden Template (=Plasmidinsert); hellrosa Pfeile, Riickwérts
(reverse)-Lauf; rote Striche (zwischen den Pfeilen), Template, das der
erwarteten GroBe (2-3 kb) entspricht; schwarze Striche (zwischen den
Pfeilen), Template, das von der erwarteten Grofe abweicht; violette
Striche, der Gegenlauf dieses Templates fehlt im Gesamtdatensatz;
hellgriine Striche, der Gegenlauf dieses Templates befindet sich in einem
anderen Contig des Gesamtdatensatzes; gelbe Késtchen, an dieser Stelle
wurde ein Primer abgeleitet (zwecks Primer-Walking); rote Pfeile,
Sequenzlauf, der durch Primer-Walking auf einem Template (oder der
durch die Sequenzierung eines PCR-Produktes) erhalten wurde.

3.33.1 Auflosung fehlerhafter Assemblierungen

Die Uberpriifung der Contigs erfolgte zum einen im Hinblick auf das Vorhandensein
von fehlerhaften Assemblierungen, die wie in Kapitel 2.11.1.2 beschrieben aufgeldst
wurden. Solche fehlerhaften Assemblierungen entstehen i. d. R. durch repetitive
Sequenzen im Genom, wie z. B IS (Insertionssequenz)-Elemente oder rRNA-

Clustern, die in multiplen Kopien im Genom existieren, die entweder identisch oder
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dhnlich sein konnen. Abbildung 17 gibt ein Beispiel fiir eine offensichtlich

fehlerhafte Assemblierung einzelner Sequenzldufe innerhalb eines Contigs.

 Contig Editor: 22673 getko0ar.esd ] - ol

F C: 1_|F F Q: I]_IF I~ Insert lﬁl&@ [~ Cutoffs |Undo |Mext Search |Commands Se:t‘ings Imlm
A M

TTC
TACAG
TTCRGCATCARAGCTTATTTCCATATCTTTTGTAGTATCTATAGCTGAACARGETATITCITC TACAGC
TTCRGC AGCT TTCCHTHTCFGTRG GCTGAACARGETA

T

/

TRCAGAGTIARARCTTABETCCATATCTERTGEAGTEHTCTAATGCTGCACAGGTAATCTCCTCTARTGCTTCTGTTATA

TTCRGCATCAARGCTTATTTCCATATCTTTTGTAGTATCTGIAGC TGAACARGETATRTCHTCTACAG
TTCHGCATCAARGCTTATTTCCATATCTTTTGTAGTATCTGRIEAGCT GETAT
TTCRGCATCAAAGCTTATTTCCATATCTTTTGTAGTATCTREAGC TGRACAH

TAATGCTGCACAGGTAATCTCCTCTANTGCTTCTGTTATA
T AAAGCTTATTTCCATATCTTTTGTAGTATCTAATGCTGCACABGIRBATCTCCTCTABMGCETCTGTTATA

Tag type:SVEC Direction:- Comment:""

Abb. 17: Beispiel einer fehlerhaften Assemblierung im Contig gctko08r.esd
Gezeigt ist der Ausschnitt des Contigs zwischen der Nukleotidposition
1370-1450. In dieser Region assemblierten 20 Einzelsequenzliufe. In griin
hervorgehoben sind die Unterschiede zum Consensus der 20 Léufe (unterste
Sequenz). Betrachtet man diese genauer, so lassen sich beziiglich der
Sequenz zwei Gruppen von Einzelsequenzen bilden, die aus 9 bzw. 11
Laufen bestechen. Die hinterlegten Grautdéne entsprechen den
Qualititswerten der einzelnen Basen: je dunkler der Grauton, desto
unwahrscheinlicher ist die Korrektheit des Nukleotids an dieser Position.

3332 Editierung der Consensus-Sequenz

Zum anderen wurde die Consensus-Sequenz aller Contigs auf ihre Korrektheit und
Qualitat tiberpriift. Regionen innerhalb der Contigs, die nur durch eine oder wenige
Einzelsequenzen abgedeckt waren oder die eine unsichere Consensus-Sequenz
aufwiesen (als Indikator dafiir diente der sogenannte Base Confidence Value; dieser
durfte 1. d. R. nicht unter 30 fallen), wurden genauer editiert. Zur Verbesserung der
Qualitdt der Consensus-Sequenz wurden entweder Einzelsequenzldufe aus diesen
Regionen wiederholt, oder aber solche Plasmidinserts mittels Insert-spezifischen
Primern sequenziert, die diese Regionen iiberspannten. In manchen Fillen, falls
keine die Region {iiberspannenden Plasmide vorlagen, wurde der unsichere
Contigabschnitt per PCR - mit genomischer DNA als Template - amplifiziert und das
entstandene PCR-Produkt von beiden Seiten her (an)sequenziert (s. 2.12.3). Solche



Experimente und Ergebnisse 88

PCR-Amplifikationen dienten auch der Uberpriifung der Korrektheit der

Assemblierung in unsicheren Bereichen.

3333 Primer-Walking iiber Sequenzliicken

Parallel dazu wurde damit begonnen, erste Schritte im Hinblick auf die Uberwindung
von Sequenzliicken zwischen den Contigs zu unternehmen: Contigs wurden anhand
endstindiger Sequenzldufe der beiden Ridnder wie in Kapitel 2.12.2 beschrieben
einander zugeordnet, um dann {liber das sogenannte Primer-Walking
lickentiberspannende Plasmidinserts zu sequenzieren und mit den gewonnenen

Sequenzen die Liicken zwischen den jeweiligen Contigs zu schlieen.

3334 Liickenschluss mittels Abgleich der Contigenden

Nachdem alle diese Techniken durchgefiihrt worden waren und keine weiteren
liickeniiberspannenden Plasmide vorhanden waren, wurden alle Enden (0,2 - 1 kb)
der verbliebenden Contigs wie in Kapitel 2.12.1 beschrieben gegeneinander
abgeglichen, um endstdndig iiberlappende Contigs zu identifizieren. Das wurde zum
einen mit der Funktion Find Internal Joints des Assemblierungsprogramms Gap4
und zum anderen mit dem BLAST-Algorithmus unternommen. Die letztere Methode
stellte sich als die effektivere heraus. Mittels dieser konnte man auch leicht zwischen
solchen Contigenden differenzieren, die nur einmal in der Genomsequenz
vorkommen und solchen, die repetitive Sequenzen darstellen und daher mehrmals im

Genom auftreten.

Zwischenbilanz. Durch die in diesem Kapitel beschriebenen Schritte der Editierung
des assemblierten Sequenzdatensatzes und des LiickenschlieBens konnte die
Contiganzahl von 290 auf 120 reduziert werden.

3.34 Phase 3: Schlielen verbleibender Sequenzliicken (Gap closure)

Nun mussten weitere Strategien rekrutiert werden, um die noch verbliebenden 120

Sequenzliicken zu schlieBen. Dabei kamen im wesentlichen drei Methoden zur
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Anwendung: die Herstellung einer Cosmid-Genbank (2.9.2), PCR-basierte
Methoden, insbesondere die kombinatorische PCR-Technik (2.12.3) sowie der

Liickenschluss unter Zuhilfenahme der Annotationsdaten (2.12.4).

3.34.1 Lickenschluss unter Zuhilfenahme einer Cosmid-Genbank

Als erstes wurde in dieser Phase des Projektes versucht, eine Cosmid-Genbank
herzustellen, indem C. fetani-Fragmente der Groen 30-45 kb, die durch partiellen
Restriktionsverdau mit dem Enzym Sau3 Al erhalten worden waren, mit dem BamHI-
geschnittenen Cosmid-Vektor SuperCosl ligiert wurden. Damit konnten aber keine
rekombinanten Cosmide erhalten werden. Als mogliche Ursache wurde der
schwierige partielle Verdau der genomischen DNA mit Sau3 Al vermutet. Die G+C-
reiche Erkennungssequenz von Sau3Al (LGATC) ist im C. tetani-Genom, welches
einen sehr niedrigen G+C-Gehalt von etwa 25% besitzt, nicht so hdufig und
regelméfig vorhanden wie in Genomen mit hoherem G+C-Gehalt. Daher wurde eine
neue Strategie zur Herstellung einer Cosmid-Genbank verfolgt. Der SuperCosl-
Vektor enthdlt in seiner multiplen Klonierungsstelle zwei  EcoRI-
Erkennungssequenzen (GLAATTC). Nun wurde ein Enzym gesucht, das beim
partiellen Verdau der genomischen DNA dazu komplementire Enden bildete: das
Enzym Tasl (LAATT) erwies sich dafiir als geeignet. So konnten schlieBlich
rekombinante Klone gewonnen werden. Allerdings war der Erfolg bescheiden:
insgesamt liefen sich lediglich etwa 150 rekombinante Klone herstellen, die eine
vektorvermittelte Kanamycin- und Ampicillin-Resistenz aufwiesen. Die Cosmide
dieser Klone wurden umgehend isoliert und das C. tetani-Insert der Vektoren von
beiden Seiten her ansequenziert. Die erhaltenen Sequenzen wurden zum
Gesamtdatensatz, bestehend aus 190 Contigs, hinzugeladen und assembliert. Ziel
dabei war die Identifizierung solcher Cosmidinserts, die eine Liicke zwischen zwei
Contigs iiberspannten. Solche Contigs konnten dann zueinander angeordnet werden,
wobei die GroBle der Sequenzliicke mittels des Vergleichs mit dem iiberspannenden
Cosmidinsert abgeschétzt wurde. SchlieSlich wurde die Sequenzliicke iiber PCR mit
endstindig abgeleiteten Primern der entsprechenden Contigs amplifiziert,
anschliefend sequenziert und die erhaltene Sequenz zum Liickenschluss eingesetzt.
So konnten weitere 15 Liicken geschlossen werden. Auffillig war, dass die Inserts

der Cosmide - entgegen der statistischen Erwartung - keineswegs eine zufdllige



Experimente und Ergebnisse 90

Auswahl genomischer Abschnitte darstellten. Einige Bereiche des Genoms waren
mit mehreren Cosmiden abgedeckt, wohingegen weite Bereiche des Genoms nicht in

den Cosmid-Vektor SuperCosl zu klonieren waren.

3.34.2 Lickenschluss unter Zuhilfenahme der kombinatorischen

PCR-Technik

Als weitaus effektiver erwies sich die Methode der kombinatorischen PCR. Hierbei
wurden zuerst Primer von allen verbliebenen Contigrindern abgleitet - mit der
Orientierung zum Contigende hin. Wichtig war dabei, dass die Primer spezifisch
waren, was hier das einmalige Vorkommen jeder Primersequenz im Gesamtdatensatz
meint. Nun wurden diese paarweise in allen denkbaren Kombinationen in einer PCR
- mit genomischer DNA als Template - eingesetzt, wobei aufgrund der LANDER &
WATERMAN:-Berechnung eine durchschnittliche Liickengrofe von nicht mehr als 2
kb angenommen wurde. Die Anzahl an Kombinationsmdglichkeiten beschreibt die
Formel
n!

wobei hier k=2 und n die Anzahl der Primer ist. Das bedeutete, dass bei 105
verbliebenden Contigs 21945 Kombinationsmoglichkeiten existierten. Das iiberstieg
naturgemdl die Moglichkeiten eines kleinen Laborteams. So wurden in der Praxis
nur Subsitze von Primerkombinationen genutzt, die zum Teil willkiirlich gewéhlt
wurden. Unter Zuhilfenahme der genomweiten Annotation wurden aber auch
gewisse Primerkombinationen vorrangig verwendet (s. ndchster Abschnitt). Jedes
erhaltene PCR-Produkt wurde sofort sequenziert und die Sequenz zum

Liickenschluss eingesetzt.
3.343 Liickenschluss unter Zuhilfenahme der genomweiten Annotation

Parallel dazu wurde eine weitere Methode zur Uberwindung von Sequenzliicken
entwickelt, die sich als sehr hilfreich herausstellte und Daten lieferte, die zur
Identifikation von Contig-Paaren fiihrte, welche direkt benachbarte DNA-Abschnitte
des C. tetani-Genoms darstellten. AnschlieBend konnten diese Daten mit Hilfe der

kombinatorischen PCR-Technik iiberpriift und gegebenenfalls zum Sequenzschluss
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genutzt werden. Die Methode, die in Kapitel 2.12.4 beschrieben ist, macht sich die
Annotation der Contigenden zunutze, was die Identifikation von kodierender
Sequenz innerhalb dieser Enden (1-3 kb) meint. Zusétzlich bendtigte man die
vollstandig oder partiell annotierten Genomsequenzen solcher Organismen, die zu C.
tetani moglichst nah verwandt sind. Zum Zeitpunkt der vorliegenden Arbeit lagen
die Genomsequenzen von C. acetobutylicum, C. perfringens und B. subtilis sowie die
unvollstindigen Genomsequenzen von C. difficile und C. botulinum vor. Mit diesen
Daten konnte die Tatsache genutzt werden, dass Genome nah verwandter
Organismen eine dhnliche genetische Organisation besitzen. So konnten nun also die
in den endstindigen Sequenzen aller C. fetani-Contigs gefundenen offenen
Leserahmen (ORFs) mit den anderen Genomsequenzen mittels des BLASTP-
Algorithmus abgeglichen werden, um nach Homologien zu suchen (ALTSCHUL et
al., 1990). Bei erfolgreicher Identifikation von Homologons, was die Regel war,
wurde die genetische Umgebung des Homologons im entsprechenden Organismus
betrachtet. Direkt benachbarte ORFs wurden anschlieBend vice versa mit dem
Gesamtdatensatz von C. fetani abgeglichen. Oftmals befand sich das gesuchte
Homologon im C. fetani-Datensatz am Ende eines anderen Contigs, was die
Vermutung nahe legte, dass das urspriinglich betrachtete Contigende und das nun
gefundene Contigende direkt benachbarte DNA-Abschnitte des C. tetani-Genoms
darstellten. Durch eine anschlieBende PCR-Reaktion mit den entsprechenden
endstindig abgeleiteten Primern dieser Contigs konnte die Vermutung tiberpriift und

gegebenenfalls zum Liickenschluss eingesetzt werden.

3344 Die letzten Sequenzliicken in Regionen repetitiver

DNA-Abschnitte

Mittels der besprochenen Techniken konnten viele weitere Contigpaare gebildet und
Sequenzliicken geschlossen werden. Am Ende dieser Projektphase existierten noch
12 Contigs, wobei diese an den Enden ausnahmslos repetitive Sequenzen aufwiesen.
Dabei konnte man zwei Arten von repetitiven Sequenzen unterscheiden: solche, die
Kopien eines IS-Elements darstellten, welches fiir eine Transposase kodierte, und
solche, in denen ribosomale RNA-Gene identifiziert werden konnten. Die Grofle der
Sequenzwiederholungen konnte bei dem IS-Element auf 3 kb und bei den rRNA-

Genregionen auf 4,9 kb festgelegt werden. Alle repetitiven Contigenden wurden
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markiert und die Uberginge zu weiter im Contiginnern liegenden Bereiche
identifiziert, die ,spezifische’ Sequenz darstellten, d. h. solche Sequenz, die nur
einmal im Genom von C. fefani vorkommt. Dabei kam der BLASTN-Algorithmus
zum FEinsatz. Von diesen spezifischen Sequenzbereichen wurden Primer abgleitet,
die wie nachfolgend beschrieben zum Einsatz kamen.

1. Die IS-Element-enthaltenden Regionen. Ein kombinatorischer Ansatz mit den
wie eben beschrieben abgeleiteten Primern fiihrte bei Contigenden, die Kopien eines
IS-Elementes beinhalteten, nicht weiter: es konnten keine PCR-Produkte gewonnen
werden. Aber folgende Strategie flihrte schlieBlich zum Erfolg: zuerst wurden alle 10
im Gesamtdatensatz gefundenen Kopien des IS-Elements untersucht, welche eine
100%ige DNA-Homologie zueinander aufwiesen. Diese befanden sich nicht nur an
den Contigenden, sondern einige auch im Contiginneren. Nun wurde die Korrektheit
der Assemblierung der IS-Element-enthaltenden Contigbereiche mittels PCR
tiberpriift. Konnte kein PCR-Produkt gewonnen werden, was in mehreren Regionen -
trotz augenscheinlicher Fehlerfreiheit der Assemblierung im Contig-Editor-Modus -
der Fall war, musste der Contig an der entsprechenden Stelle aufgebrochen werden.
Dadurch entstanden neue Contigenden, von denen ,spezifische’ Primersequenzen
abgeleitet wurden. Benutzte man nun diese zusétzlich im kombinatorischen Ansatz,
konnten PCR-Produkte gewonnen, d. h. Contigpaare gebildet und diese verbunden
werden.

2. Die rRNA-Operon-enthaltenden Regionen. Anfinglich bestand hier eine grofle
Problematik: auffillig war, dass von vielen Templates, die aus Regionen stammten,
welche rDNA-Sequenzen enthielten, nur jeweils ein Sequenzlauf im Datensatz
existierte, der dazugehorige Gegenlauf aber fehlte. Schnell stellte sich heraus, dass
dieser Umstand auf das Prozessierungsprotokoll zuriickzufiihren war: die Einstellung
des Programms Pregap4 war so konfiguriert, dass die Rohsequenzen u. a. gegen das
Gesamtgenom von E. coli abgeglichen wurden (2.11.1.1). Alle diejenigen
Einzelsequenzen, die eine 90%ige oder hohere Homologie zur E. coli-DNA zeigten,
wurden nicht in den Gesamtdatensatz geladen, sondern als E. coli-Kontaminationen
bezeichnet und verworfen. Dabei wurde {iibersehen, dass die rRNA-Operone
verschiedener Genome nahezu identisch sind, auch die von E. coli und C. tetani. Zur
Behebung dieses Fehlers wurden alle entsprechend gekennzeichneten verworfenen
Sequenzldufe manuell in den Gesamtdatensatz transferiert. Es zeigte sich tatsdchlich,

dass diese aus rDNA-Sequenzbereichen stammten. Mittels dieser zusdtzlichen
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Sequenzen konnte nun ein vollstindigeres Bild der rRNA-Operone gewonnen
werden, wobei zwischen 6 nahezu identischen Kopien unterschieden werden konnte.
Die Zusammensetzung eines typisches rRNA-Operons ist in Abbildung 18 gezeigt.
Ein Operon besteht dabei aus einem 16S, einem 23S und einem 5S rRNA-Gen,
wobei zwischen den ersten beiden Genen eine variable Spacer-Region existiert, in

der in manchen rRNA-Operonen ein tRNA-Gen liegt.

Spacer
16S 23S 58S

1516 bp ~100bp 2341 bp 100 bp

Abb. 18: Aufbau eines typischen rRNA-Operons in C. tetani.

Mit sequenzspezifischen Primern wurde nun im kombinatorischen PCR-Ansatz
versucht, komplette ribosomale Operone (~ 6 kb) zu amplifizieren. Das war in vielen
Féllen erfolgreich. Eine Sequenzliicke verblieb aber. Der Grund dafiir wurde durch
einen Vergleich mit den rRNA-Operonen aus C. perfringens deutlich: das Genom
dieses Organismus enthélt neben isoliert liegenden rRNA-Operonen auch solche, die
direkt benachbart sind, die somit repetitive Bereiche von iiber 10 kb ergeben.
AnschlieBend durchgefiihrte Versuche zur Amplifikation von PCR-Produkten iiber
10 kb blieben auch mit long-PCR-DNA-Polymerasen erfolglos. Diese schwierige
Situation wurde dann mit anderen Mitteln geldst. Ins Blickfeld gerieten wieder die
rekombinanten Cosmide, welche bei genauerer Analyse der Lokalisation der
Cosmidinserts eine interessante Besonderheit zeigten: es stellte sich heraus, dass die
genomische Herkunft der Cosmidinserts - entgegen der statistischen Erwartung —
nicht dem Zufallsprinzip unterlag. Vielmehr enthielten die meisten Cosmide der
Genbank solche Inserts, welche rRNA-Gene enthaltende Bereiche umfassten.
Moglicherweise hing dieses Phdnomen mit dem in diesen Bereichen im Vergleich
zur Gesamtgenomsequenz fast doppelt so hohen G+C-Gehalt zusammen, welcher zu
einer besseren Klonierbarkeit solcher DNA-Abschnitte beitragen konnte. Denkbar
wire auch, dass diese DNA-Abschnitte leichter klonierbar waren, weil sie
vergleichsweise wenig fiir Proteine kodierende Sequenz beinhalteten. Das konnte
mogliche toxische Effekte durch heterologe Genexpression im Wirtsbakterium E.

coli DH50. vorgebeugt haben. Durch den Vergleich mit den Insertgdfen der



Experimente und Ergebnisse 94

Cosmide, welche die letzte Sequenzliicke liberspannten, konnte vermutet werden,
dass diese letzte Liicke nicht ein rRNA-Operon, sondern zwei direkt hintereinander
liegende rRNA-Operone umfassen miisste. Dieses konnte dann mit PCR-Methoden,
wobei die DNA der entsprechenden Cosmide als Template verwendet wurde, und
anschlieBender Sequenzierung der PCR-Produkte bestitigt werden.

Abschliefend wurde noch einmal die Qualitit des Consensus der Gesamtsequenz
tiberpriift und gegebenenfalls Sequenzldufe wiederholt. Dadurch sollte gewéhrleistet
werden, dass die durchschnittliche Fehlerrate kleiner als 1 in 10000 Basen war, was
allgemein als ausreichend zur Veroffentlichung der Sequenz angesehen wird. Das
Gap4-Programm berechnete anhand des sogenannten Base Confidence Values die

Fehlerrate der Chromosomensequenz auf 1 in 147615 Basen.

Damit war ca. zwei Jahre nach Beginn der Arbeiten die Genomsequenzierungsphase
des Projektes abgeschlossen: im Datensatz assemblierten nun 44455 Sequenzldufe
(aus 24495 rekombinanten Plasmiden) zu zwei Contigs, welche das C. fetani-Genom
bestehend aus einem 74082 bp grofen Plasmid und einem zirkuldren 2799251 bp
groflen Chromosom darstellten. Die letztendlich erhaltene Abdeckung der Sequenz
betrug 9,5fach. Nun folgten die Arbeiten zur Analyse der Sequenz, was vor allem die

Identifizierung aller Gene des Genoms von C. tetani bedeutet.
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34 Sequenzanalyse des Chromosoms von C. fetani E88

34.1 Allgemeine Merkmale der Sequenz des Chromosoms

Im folgenden sollen einige Merkmale der Sequenz des Chromosoms von C. fetani
vorgestellt und mit den zwei bisher einzigen komplett sequenzierten Genomen von
Organismen der Gattung Clostridium, C. perfringens und C. acetobutylicum,
verglichen werden (Tabelle 8; SHIMIZU et al., 2002; NOLLING et al., 2001). Das
Chromosom von C. tetani besteht aus 2799251 bp. Es ist damit etwas kleiner als das
Chromosom von C. perfringens (3,03 Mb) und erheblich kleiner als das von C.
acetobutylicum, welches 3,94 Mb groB3 ist. Alle drei Organismen enthalten neben
dem Chromosom =zusitzlich ein Plasmid, welche aber in der GrofBle und in der
kodierenden Sequenz stark variieren. Der durchschnittliche G+C-Gehalt des C.
tetani-Chromosoms betrigt 28,6%, ist also etwas hoher als der des Plasmids pE88
(24,5%). Der G+C-Gehalt des Genoms von C. tetani gehort zu den niedrigsten
Werten, die bisher von kompletten Genomsequenzen ermittelt wurden. Um erste
Hinweise beziiglich einer mdglichen evolutiven Akquirierung von Genen anderer
Genome mittels lateralem Gentransfer zu erhalten, wurde die G+C-Variation des C.
tetani-Genoms in DNA-Abschnitten von 1000 bp untersucht (s. Abb. 19). Es zeigte
sich genomweit eine geringe Abweichung vom durchschnittlichen G+C-Gehalt.
Lediglich sechs Bereiche fielen durch einen G+C-Gehalt von ca. 50% auf, die
Mehrheit davon in der Nihe des potentiellen Replikationsursprungs (s. 3.4.4). Diese
Bereiche entsprachen DNA-Abschnitten, welche die sechs rRNA-Operone sowie ein
Operon fiir ribosomale Proteine enthielten.

Tabelle 8 gibt weitere Merkmale der Genomsequenz an, die in nachfolgenden
Kapiteln im Detail besprochen werden sollen. Auffillig ist, dass das C. tefani-Genom
im Vergleich zu den anderen Clostridien-Genomen sowohl weniger rRNA-Gene als
auch weniger tRNAs enthilt. Es konnten lediglich 54 tRNAs mit dem tRNAscan-SE-
Programm (LOWE & EDDY, 1997) identifiziert werden: je fiinf fiir Met und Leu; je
vier fiir Arg, Thr, Ser und Gly; je drei fiir Ala, Asn, Ile und Lys; je zwei fiir Glu, Cys,
Phe, GIn, Tyr und Pro sowie je eine fiir Asp, Val, Trp und His.



Experimente und Ergebnisse 96

Tabelle 8: Einige Merkmale der Genomsequenzen von C. tetani, C. perfringens
und C. acetobutylicum

. . C. acetobutylicum
Merkmale C. tetani E88  C. perfringens 13 ATCC $4
GroBe des Chromosoms | 2799251 bp 3031430 bp 3940880 bp
Grofe des Plasmids (bp) | 74082 (pES88) 54310 (pCP13) 192000 (pSOL1)
G+C-Gehalt (%) 28,6 (24,5)* 28,6 (25,5)* 30,9 (30,9)*
kodierende Sequenz 86% 83,1% 88%
Anzahl der
\dentifizierten ORFs 2373 (61) 2660 (63) 3740 (178)
) O
ORFs (%) auf leading 81.1 23 79
Strang
RNA-Gene 72 125 107
rRNA-Operone 6 10 11
tRNAs 54 96 73
(cryptische) Prophagen 3 1 2

In Klammern, G+C-Gehalt der Plasmide.

® n allen drei Genomprojekten wurde eine unterschiedliche Strategie beziiglich der ORF-Vorhersage
gewihlt. In C. perfringens wurden die Programme GAMBLER und GENEHACKER PLUS, in
C. acetobutylicum UNIORF benutzt.

3.4.2 ORF-Vorhersage

Die Identifizierung kodierender Sequenz wurde wie in Kapitel 2.13.1 beschrieben
mit Computerprogrammen durchgefiihrt. Bei der Genomsequenz von C. fetani wurde
das Programm GLIMMER (Gene Locator and Interpolated Markov Modeler;
DELCHER et al., 1999) ausgewéhlt, welches mit interpolierenden Markov-Modellen
arbeitet. Hiermit wurden 2641 ORFs identifiziert. Allerdings waren darunter etliche
(~200), die mit anderen ORFs {iiberlappten. Durch Vergleich mit der Annotation
verwandter Genome konnte auBlerdem festgestellt werden, dass einige ORFs durch
GLIMMER nicht erkannt worden waren. Es wurde daher entschieden, die ORF-
Vorhersage parallel zur Annotation manuell ORF um ORF zu iiberpriifen. Dabei
wurde bei iiberlappenden ORFs die Entscheidung fiir einen der beiden ORFs davon
abhingig gemacht, ob und welche dieser ORFs Homologien zu ORFs aus anderen
Organismen zeigten und ob eine Ribosomen-Bindestelle unmittelbar stromaufwérts
des Startcodons ausgemacht werden konnte. Wesentlich schwieriger als das Loschen
war das Hinzufiigen von ORFs, was aufgrund des in diesem Punkt unflexiblen
Annotationsprogramms ERGO nur auf komplizierte und zeitaufwendige Weise

moglich war. Die manuelle Identifizierung aller fehlenden ORFs war zudem nicht in
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vollstindiger Weise moglich, weil es dazu der Uberpriifung der Genom-Annotation
der verwandten Organismen bedurft hitte, was aber den Zeitrahmen dieser Arbeit
gesprengt hitte.

Der momentane Stand (November 2002) der gefundenen und verifizierten ORFs im

C. tetani-Chromosom belduft sich auf 2373.

343 Ubersicht iiber die Annotation des Chromosoms

Die mit GLIMMER vorhergesagten ORFs wurden dann in das
Annotationsprogramm ERGO (OVERBEEK et al., 2000; Integrated Genomics, Inc.)
eingespeist. Dieses Programm gleicht die Sequenzen aller ORFs mittels des FASTA-
Algorithmus mit der internen ERGO-Datenbank™ ab und weist ihnen gegebenenfalls
eine Funktion zu. Dieser Prozess und die anschlieBende manuelle Uberpriifung der
automatischen Annotation sind in Kapitel 2.13.2 geschildert. Im folgenden werden
die Ergebnisse der Annotation des C. fefani-Chromosoms ausfiihrlich présentiert.

Die aus 2373 ORFs bestehende kodierende Sequenz stellt 86% des Chromosoms dar.
Diese sind - aufgeteilt nach ihrer DNA-Strang-Lokalisation - in Abbildung 19
dargestellt. Etwa 13% aller ORFs zeigten Homologien zu Proteinen aus anderen
Organismen, denen keine Funktionen zugeordnet sind. Diese werden im folgenden
als konservierte Proteine bezeichnet. Zu 11% aller ORFs konnten keine homologen
Proteine gefunden werden. Diese werden nachfolgend hypothetische Proteine
genannt. 76% aller ORFs konnte eine Funktion zugewiesen werden. Zu dieser
Gruppe gehorten solche ORFs, deren Proteinsequenzen signifikante Ahnlichkeiten zu
Proteinen bekannter Funktion zeigten (s. 2.13.2). Zusitzlich wurden auch solche
ORFs zu dieser Kategorie gerechnet, die eine Proteindoméne mit bekannter Funktion
aufwiesen, dabei aber nicht notwendigerweise signifikante Homologien iiber die
ganze Proteinsequenz zeigten. Streng genommen konnte man solche ORFs auch als
konserviert bezeichnen, allerdings hat das ERGO-Programm solchen ORFs i. d. R.
die Funktion der Doméne zugewiesen.

Eine Tabelle der Annotation aller 2373 ORFs soll in dieser Arbeit wegen ihres

Umfangs nicht erscheinen. Es soll aber an dieser Stelle auf die Verdffentlichung der

* Die nicht-redundante interne ERGO-Datenbank umfasst Sequenzen - i. d. R. vollstindige Genome -
aus 394 Organismen: 25 Archaeen, 81 Eukaryoten, 88 Viren und 200 Prokaryoten (Stand: Oktober
2002).
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Sequenz in der GenBank-Datenbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) hingewiesen
werden, wobei sie unter den Zugangsnummern AE015927 (Chromosom) und

AF528097 (pE88) abrufbar ist (BRUGGEMANN et al., 2003).

C. tetani

Chromosom

Abb. 19: Zirkulire ORF-Karte des Chromosoms von C. fetani.

Alle gefundenen ORFs sind in blau bzw. griin eingezeichnet — abhingig
davon, auf welchem DNA-Strang sie kodiert sind. Der duflere Ring ist eine
GroBenskala. Der Nullpunkt entspricht dabei dem potentiellen Replikations-
ursprung (s. 3.4.4). In orange sind die C. fetani-ORFs gekennzeichnet, die
Homologons im Genom von C. perfringens aber nicht in dem von C.
acetobutylicum haben (s. 4.1.3.2). In pink sind solche ORFs von C. tetani
angegeben, die nicht in den beiden anderen Clostridien-Genomen
vorkommen (s. 4.1.3.3). Der innere Kreis gibt die lokalen Abweichungen
vom durchschnittlichen G+C-Gehalt (28,6%) an.
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344 Identifizierung des Replikationsursprungs

Unter Ausnutzung bioinformatischer Methoden lassen sich Hinweise auf die
Lokalisation des Replikationsursprungs eines Chromosoms sammeln. Im folgenden

werden drei Hinweise genannt.

1. Die kumulative GC-Skew-Analyse wurde bereits in Kapitel 3.2.4 vorgestellt
(GRIGORIEV, 1998). Im Fall des Chromosoms wurde die Sequenz als linear
vorliegender Contig in ein entsprechendes GC-Skew-Analyseprogramm eingespeist.
Abbildung 20 zeigt, dass es in der Genomsequenz beziiglich der GC-Verteilung nach
der Formel (C-G/C+QG) einen Vorzeichenwechsel in der Kurvensteigung gibt. Der
Wechsel ist mit der unterschiedlichen GC-Verteilung im leading- und im lagging-
Strang der Replikation zu erkldren (s. 3.2.4; LOBRY, 1996).

500

400

300

200

¥ (C-G/C+G)

100

05 1 15 2 25

Position auf dem Chromosomen in Mb

Abb. 20: Kumulativer GC-Skew des Chromosoms von C. tetani
Berechnet wurde die Summe von (C-G/C+QG) in gleitenden Fenstern von
1000 bp mit einer definierten Schrittzahl. Eingabesequenz war der das
gesamte Chromosom umfassende Contig, welcher an der Stelle der letzten
Liicke (das zweifache rRNA-Operon) linearisiert vorlag.
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Im Bereich des Maximums des Graphen bei etwa 1,4 Mb befindet sich aller
Wahrscheinlichkeit nach der Replikationsterminus; etwa eine halbe Genomlinge
davon entfernt kann der Replikationsursprung vermutet werden (Kurvenminimum),
was durch die Analyse der genetischen Umgebung bestitigt werden konnte (s. u.).
Dabei war es Zufall, dass sich der Replikationsursprung des Chromosoms offenbar
ziemlich genau im Bereich eines der Contigenden befand.

2. Das Ergebnis der GC-Skew-Analyse wurde mit der Verteilung der kodierenden
Sequenz auf den beiden DNA-Stringen verglichen, wie sie in Abbildung 19 zu sehen
ist: dabei fallen zwei starke Inflexionspunkte beziiglich des kodierenden Stranges
auf, die etwa eine halbe Genomlinge voneinander entfernt sind. Die Lokalisation
dieser Punkte stimmt mit den oben erwidhnten Genomregionen iiberein, an denen im
kumulativen GC-Skew ein Minimum bzw. Maximum auftritt. Diese
Inflexionspunkte sind also offensichtlich der Replikationsursprung und der
Replikationsterminus. Mit anderen Worten bedeuten dies, dass Transkription und
Replikation codirektional verlaufen: 81,1% der 2373 ORFs werden in der gleichen
Richtung transkribiert, in der auch die Replikation verlauft (83,4% der 1256 ORFs
des —Stranges und 78,6% der 1117 ORFs des +Stranges). Diese starke Tendenz der
Codirektionalitit von Transkription und Translation lisst sich auch in den Genomen
von C. perfringens (83%) und C. acetobutylicum (79%) sowie einigen wenigen
anderen Gram-positiven Organismen wie Lactococcus lactis (81%), Streptococcus
pvogenes (79,5%), Bacillus subtilis (74,1%) und Staphylococcus aureus (74,6%)
erkennen (SHIMIZU et al., 2002). Im Gegensatz dazu ist diese Tendenz nur sehr
schwach in Genomen vieler Gram-negativer Organismen wie E. coli (55,1%), Vibrio
cholerae (52%), Neisseria meningitidis (53,7%) oder Yersinia pestis sowie bei
archeaellen Organismen wie Methanosarcina mazei ausgepragt (MCLEAN et al.,
1998; DEPPENMEIER et al., 2002). Der bisher einzige bekannte und sequenzierte
Gram-negative Organismus, der ebenfalls diese Codirektionalitit zeigt, ist
Thermoanaerobacter tengcongensis (86,7%; BAO et al., 2002).

3. Als nidchstes wurde das Genom nach Proteinen mit Replikationsfunktionen
durchsucht. Dabei zeigt sich eine Abundanz solcher ORFs im Bereich des mit den
eben vorgestellten Strategien gefundenen potentiellen Replikationsursprungs.
Abbildung 21 =zeigt das genetische Repertoire dieses Bereichs, der einen

Inflexionspunkt beziiglich des kodierenden Stranges beinhaltet.
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Abb. 21: Genetische Umgebung des potentiellen Replikationsursprungs des
C. tetani-Chromosoms
Gezeigt ist der Bereich 8 kb stromabwirts - beginnend mit CTC0090
(gyrA) - bis 9 kb stromaufwirts - endend mit CTC0103 - vom potentiellen
ori. Nicht aufgefiihrt sind die etwas weiter stromaufwirts vom ori
liegenden Replikationsgene dnaC (CTCO0123) und dnaD (CTCO0124).
CTC101 und CTC103 zeigen eine hohe Homologie zueinander.

Dieser DNA-Abschnitt wurde mit der potentiellen ori-Region anderer Genome wie
C. perfringens und C. acetobutylicum verglichen (Abb. 22). Es wird deutlich, dass
diese Genregion in vielen Organismen hoch konserviert ist. Es soll an dieser Stelle
erwiahnt werden, dass die Lokalisation des ori bisher in nur wenigen der in
Abbildung 22 aufgefiihrten Organismen, u. a. in B. subtilis, experimentell bestitigt
werden konnte. Auffillig ist das Vorkommen einiger sporulationsassoziierter Gene
in diesem Bereich. Es gibt experimentelle Hinweise dafiir, dass die Initiation der
Sporen-Bildung in B. subtilis von der Initiation der DNA-Replikation abhéngig ist:
es konnte nachgewiesen werden, dass Mutationen in DnaA und DnaD die

Sporulationsfahigkeit inhibieren (LEMON et al., 2000).
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3.4.5 Toxine und weitere Virulenzfaktoren

3.4.5.1 Bekannte Virulenzfaktoren

Es wurde vermutet, dass C. tetani neben den Virulenzfaktoren, welche auf pE8S8
kodiert sind, weitere, chromosomal-kodierte Virulenz-relevante Proteine besitzt. So
wurde das Chromosom systematisch nach solchen Genen durchsucht. Das Ergebnis
dieser Suche ist in Tabelle 9 zusammengefasst. Viele der gefundenen Proteine, wie
z. B. Hamolysine, Tetanolysin O und Fibronectin-Bindeproteine, zeigen die stirksten

Ahnlichkeiten zu Proteinen aus C. perfiingens.

Tabelle 9: Chromosomal-kodierte Virulenzfaktoren von C. tetani

ORF-Name und homologe
—Grofle (in As) Produkt Sequenz in Kommentar
CTC164 (224) ermoglicht die Anheftung an

Fibronectin- Cp, Cbh, (d,

CTC471 (642) Bindeprotein Ba, Lm, Li

CTC1606 (577)

Wund-Gewebe; COG1293;
GILOT et al., 2000
Cystein-Proteinase

a-Clostripain-

CTC440 (391) Cp, Ch (Clostripain-Familie);
Homologon DARGATZ et al., 1993
COGI1272
CTCS86 (211) Héamolysin 111 Cp, Cb, Ca, (Membranproteine);
B. cereus

BAIDA & KUZMIN, 1995
Phospholipase, inaktiviert den

CTC594 (291), mogilchte fAF_ Sm. Sp. S Thrombocyten-aktivierenden
CTC1503 (317) - gfofa;e 7, O, OpN Faktor (PAF);
Y KARASAWA et al., 1994
" . Cp, Cb, Ca, COG1189 (rRNA-
CTC1574 (272)  Himolysin P e Methylasen)
periplasm. Ba, Omp (outer membrane
CTC1814 (216)  immunogenes Brucella protein);
Protein melitensis LINDLER et al., 1996
: homolog zu MHC (major
Myosin- Cp, Lm, Li,  histocompatibility complex)-
CTC1855(533)  crossreaktives P, L, KL P Y p.
Antigen Sm, Cb Klasse II-Antigenen;
AJDIC et al., 2002
CTCI888 (527)  TetanolysinO P fpé Lm. Thiol-aktiviertes Cytolysin
CTC2255 (518)  Virulenzfaktor Ch, Ca, Cd Membranprotein

CTC2261 (514) MviN

Abkiirzungen: Ca, C. acetobutylicum; Cb, C. botulinum; Cd, C. difficile; Ch, C.
histolyticum; Cp, C. perfringens, Ba, B. anthracis; Lm, Listeria monocytogenes; Li,
Listeria innocua; Sm, Streptococcus mutans; Sp, Streptococcus pyogenes;, Spn,
Streptococcus pneumoniae. COG, Cluster of orthologous Groups of proteins
(http://www .ncbi.nlm.nih.gov/COG/).
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Von den aufgefiihrten Faktoren aus C. fefani ist bisher lediglich das Tetanolysin O
untersucht worden (TWETEN, 1997); der derzeitige Wissensstand wird ausfiihrlich
in Kapitel 4.2.1.3 wiedergegeben. Die in Tabelle 9 angegebenen Funktionen der
ibrigen Virulenzfaktoren leiten sich aus den z. T. vorliegenden Charakterisierungen
der homologen Proteine ab; fiir einige der aufgefiihrten Proteine, wie z. B. Myosin-
crossreaktives Antigen und Virulenzfaktor MviN, wird eine Beteiligung an der
Pathogenitdtsausbildung lediglich vermutet.

Die Gene der in Tabelle 9 aufgefiihrten Virulenzfaktoren liegen auf dem Chromosom
nicht benachbart vor, bilden also keine Pathogenititsinseln. Der G+C-Gehalt dieser
Gene weicht nicht signifikant vom durchschnittlichen G+C-Gehalt des Chromosoms
ab. Auch konnten keine mobilen genetischen Elemente in den sie flankierenden
DNA-Regionen  ausgemacht werden, was Dbeziiglich der evolutiven
Pathogenitétsausbildung darauf hinweist, dass diese Gene nicht iiber lateralen
Gentransfer akquiriert wurden, oder zumindest fand diese Akquirierung nicht erst

kirzlich statt.

3452 Zelloberflachenproteine

Weitere Gene konnten im Genom von C. tetani identifiziert werden, deren Proteine
moglicherweise bei der Ausbildung der Pathogenitit des Organismus’ eine Rolle
spielen: so wurden 32 Gene ausgemacht, die Zelloberflichen-Proteine kodieren und
zwar solche, die moglicherweise in der sogenannten S-Layer (Surface-Layer)
angeordnet sind. Der Begriff S-Layer beschreibt eine prokaryotische
Zelloberfldchen-assoziierte Struktur aus Proteinen, die i. d. R. in parakristalliner
einschichtiger Anordnung vorkommt und die Oberflidche der Bakterienzelle umhiillt.
Sie ist leicht unter dem Elektronenmikroskop sichtbar (CALABI et al., 2001).
Tabelle 10 stellt die im Genom identifizierten Gene dieser Zelloberflichen- bzw. S-
Layer- oder S-Layer-assoziierten Proteine zusammen. Sie sind nach ihren stiarksten
Homologien in drei Gruppen eingeteilt, wobei aber eine schwache Homologie
zwischen den meisten der aufgefiihrten Proteine festzustellen ist. Die erste Gruppe
beinhaltet 19 Proteine, die homolog zum Cwp66-Protein aus C. difficile sind. Dieses
ist ein charakterisiertes Zelladhdsionsprotein und wird fiir die Adhdsion von C.
difficile-Zellen an Zellen des Intestinaltraktes verantwortlich gemacht (s. 4.2.1.4;
WALIGORA et al., 2001).
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Die zweite Gruppe von Proteinen zeigt Ahnlichkeiten zu Internalin A aus Listeria
monocytogenes und andern Internalinen aus Listerien. Internaline sind verantwortlich
fiir die Herstellung eines Zellkontaktes zwischen der Listeria-Zelle und bestimmten
Epithelzellen des Sdugetierwirts (CABANES et al., 2002).

Die dritte Gruppe beinhaltet 10 Proteine, die zwar konservierte Zelloberfldchen-
Dominen aufweisen, ansonsten aber keine signifikanten Ahnlichkeiten zu Proteinen
aus Datenbanken zeigen. Auffillig ist die z. T. hohe Ahnlichkeit der Proteine
untereinander sowie ein herausragendes Molekulargewicht von bis zu 220 kDa
einiger dieser Proteine.

Auf interessante Details der Proteine dieser drei Gruppen wird in Kapitel 4.2.1.4

eingegangen.

Tabelle 10: Mogliche S-Layer und Zelloberflichen-assoziierte Proteine von
C. tetani und anderen Clostridien

homolog zum homolog zum weitere
Cwp66/SIpA Internalin A aus Zelloberflachen-
von C. difficile L. monocytogenes proteine

CTC462 (1080), CTC491 (508), gg;‘fg 82?‘6‘;

CTC504 (592), CTC515 (584), CTCT49 (1900)

CTC518 (585), CTC520 (871), CTCT50 (15115,

oot (487), CTC523 (3f4)’ CTC494 (706), CTC767 (528),

C. tetani CTCOO1 (305), CTCO96 (318), CTC495 (695) CTC769 (568)

CTC748 (462), CTCT74 (667), CTCTT0 (603),

CTC775 (353), CTC1202 (492), CTCTT1 (374),

CTC1364 (648), CTC1872 (471), CTCT72 (360),

CTC1980 (722), CTC2092 (508), ’

CTC2093 (708) CTCT76 (355),

CTC777 (1880)
C. difficile 29 (u. a. Cwp66 und SlpA) 0 n. b.
C. botulinum 8 4 n. b.
C. per- 0 0 n. b.

fringens
C. aceto-

butylicum 0 ! n. b.

n. b., nicht bekannt

Alle in Tabelle 10 aufgefiihrten Proteine besitzen eine typische Signalpeptidsequenz,
was den Export dieser Proteine durch die Cytoplasmamembran ermdoglicht.
Interessanterweise zeigt das Genom von C. perfringens keinerlei Homologien zu S-

Layer- oder S-Layer-assoziierten Proteinen, was einen anderen Mechanismus



Experimente und Ergebnisse 106

beziiglich der Zelladhdsion an das Gewebe des Wirts vermuten ldsst - wenn ein
solcher denn iiberhaupt vorhanden sein sollte.

Auffallend viele Gene der besprochenen Oberflichenproteine kommen im Genom
von C. tetani geclustert vor. Es konnen zwei Bereiche ausgemacht werden, die
besonders viele solcher Gene beinhalten: 1. Die Region CTC491 bis CTC523
beinhaltet mindestens 10 ORFs fiir Oberflichenproteine, zusammen mit drei
weiteren hypothetischen ORFs, die eine Signalpeptid-Sequenz aufweisen, sieben
ORFs fiir den Katabolismus von Myo-Inositol und einem ORF fiir eine Zink-
Carboxypeptidase (CTC519). 2. Die Region CTC747 bis CTC778 beinhaltet 13
Oberflachenproteine, vor allem solche aus der dritten Gruppe, zusammen mit vier
weiteren Signalpeptid-tragenden ORFs und einer Reihe von hydrophoben Proteinen

unbekannter Funktion.

3.4.6 Metabolismus 1: Substratverwertung

Die Rekonstruktion metabolischer Wege basierend auf der Genomannotation ist eine
sehr umfangreiche Aufgabe. Es soll an dieser Stelle nicht der Versuch unternommen
werden, alle stoffwechselrelevanten Gene von C. tetani wiederzugeben und daraus
ein vollstandiges Bild seiner metabolischen Fdhigkeiten zu entwerfen. Zum einen
bedeutet die Abwesenheit bestimmter Gene fiir eine metabolische Leistung nicht
zwangsldufig, dass diese Leistung nicht vollzogen werden kann; viele Proteine haben
neben einer Hauptaktivitit hidufig auch eine oder mehrerer Nebenaktivititen, die
durch die Genomannotation nicht erkannt werden konnen. Andererseits sollte
beriicksichtigt werden, dass die genetische Prisenz nicht zwangsldufig bedeutet, dass
die entsprechende Stoffwechselleistung auch tatsidchlich ausgeiibt wird. Damit
zusammenhdngend ist es in einigen Féllen aufgrund von zu schwachen oder
mehrdeutigen Homologien auch nicht eindeutig ersichtlich, ob fiir einen bestimmten
Stoffwechselweg tatsdchlich alle notwendigen Gene vorliegen.

Es soll deshalb im folgenden versucht werden, einen Uberblick iiber die
metabolischen Fahigkeiten von C. tetani zu gewinnen und insbesondere auf bisher

unbekannte Besonderheiten hinzuweisen.
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C. tetani gehort zur Gattung Clostridium, welche Organismen umfasst, die nur
anaerob wachsen konnen und einen ausgeprigten Garungsstoffwechsel aufweisen. Je
nach der Art der Substrate, welche bevorzugt fermentiert werden, unterscheidet man
saccharolytische und peptolytische Clostridien, wobei C. tetani zur zweiten Gruppe
zugehorig eingeordnet wurde (BERGEY et al., 1923). Als Fermentationsprodukte
werden Gase wie NH3, CO; und H,, Sduren wie Butyrat, Acetat, Formiat und Lactat

und Alkohole wie Butanol und Ethanol gebildet.

3.4.6.1 Vergirung von Zuckern: Glykolyse und Pentosephosphat-Weg

Die Genomsequenz ldsst nun ein genaueres Bild der stoffwechselphysiologischen
Leistungen von C. tetani erkennen. Auffillig ist, dass vermutlich lediglich Glucose,
Galactose und Ribose als Zucker-Substrate abgebaut werden konnen. Das
unterscheidet C. tetani deutlich von C. perfringens und C. acetobutylicum, die
zusitzlich Polysacharide wie Fructose, Maltose, Stirke und Glycogen verwerten
konnen. C. fetani besitzt simtliche Gene fiir die Glykolyse (CTC378-382, CTC2404,
CTC2489, CTC2490). Neben den Genen fiir die Glykolyse lassen sich die Gene des
Pentose-Phosphat-Weges finden. Bemerkenswert dabei ist, dass die Enzyme
Glucose-6-Phosphat-1-Dehydrogenase ~ (CTC1864) und  6-Phosphogluconat-
Dehydrogenase (CTC1865) nicht in den Genomen anderer Clostridien kodiert sind.

3.4.6.2 Vergérung von Aminosduren

In der Hauptsache scheint C. tetani Aminosduren zu vergéren: viele Aminosdure-
abbauende Proteine liegen in der Genomsequenz kodiert vor, die nachfolgend
vorgestellt werden. Um diese Aminosduren fiir die Fermentation bereit zu stellen,
gibt es eine ganze Bandbreite von extrazelluldren und intrazelluldren Proteasen, und
viele membranstindige Peptid- und Aminosduretransporter, mehrere davon sind
Natrium-abhédngige Symporter (s. 4.1.4).

In Tabelle 11 sind solche Aminosdure-abbauenden Proteine genannt, die den ersten
Schritt des jeweiligen katabolischen Weges katalysieren. Aus der Genomsequenz
lasst sich ableiten, dass C. fetani wahrscheinlich folgende Aminosiuren fermentieren
kann: Alanin, Arginin, Asparagin, Aspartat, Glutamin, Glutamat, Histidin, Isoleucin,

Leucin, Serin, Threonin, Tryptophan und Tyrosin. Uberraschenderweise fehlt in C.
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tetani - anders als in C. difficile und C. botulinum - die fiir die Stickland-Reaktion
typische Glycin-Reduktase, welche in Clostridien wie C. sticklandii oder C.
sporogenes identifiziert und untersucht wurde (TURNER & STADTMAN, 1973). So
bleibt unklar, ob C. ftetani eine paarweise Vergidrung von Aminosduren
durchzufiihren vermag. Bei Betrachtung der Aminosiure-abbauenden Enzyme aus
Tabelle 11 féllt auf, dass viele dieser Enzyme nicht in C. perfringens und C.
acetobutylicum sowie anderen Clostridien vorkommen. C. tetani scheint also
gegeniiber diesen Clostridien erweiterte Fihigkeiten beziiglich der Vergirung von
Aminosduren zu besitzen. So z. B. lassen sich die Gene (mutE, mutl, mutS;,
CTC2565-2568) des Coenzym Bl12-abhingigen Enzyms Glutamat-Mutase nicht in
den Genomen von C. perfringens, C. botulinum, C. difficile und C. acetobutylicum
finden. Sie existieren aber z. B. in den Genomen von C. cochlearium und
C. tetanomorphum — mit einer 92-94%igen Identitdt der katalytischen Untereinheit
MutE zum Protein aus C. fetani (LEUTBECHER et al., 1992).

Erwihnt werden sollte an dieser Stelle auch, dass C. fetani weit weniger anabolische

Wege der Aminosédure-Biosynthese als C. acetobutylicum zur Verfiigung stehen.

Tabelle 11: In C. tetani identifizierte Enzyme zur Einleitung des Aminoséiure-

abbaus
Ar}llno- Enzym (ORF-Name) Reaktion Kommentar *
sdure
Alanin Alanin-Aminotransferase D-Alanin + 2-Oxoglutarat katalysiert auch die
(CTC1359, CTC1738) = Pyruvat + D-Glutamat Umsetzung der D-Isomere
von Asparagin, Aspartat,
Alanin-Dehydrogenase L-Alanin + H,0 + NAD" = Glutamat, Leucin,
(CTC892) Pyruvat + NH; + Aminobutyrat und Norvalin
NADH+H"
Arginin Arginase L-Arginin + H,O=L- Wichtiges Enzym des
(CTC1763) Ornithin + Harnstoff Harnstoffzyklus; nicht in Cb,
Cdund Cp, aber in Ca
Arginin-Decarboxylase L-Arginin = Agmatin +
(CTC219, CTC2271) CO,
Aspara- Asparaginase L-Asparagin + H,O = L- nicht in Ca, Cbhund Cd,
gin (CTC1877) Aspartat + NH; aber in Cp
Aspartat Aspartase (CTC824) L-Aspartat = Fumarat + nicht in Cp, aber in Ca
NH;
Aspartat-Aminotransferase | L-Aspartat + 2-Oxoglutarat
(CTC825/CTC1294/ = Oxaloacetat + L-
CTC1309) Glutamat
Cystein Cystathionin-B-Lyase Cystathionin + H,O =L-
(CTC2530) Homocystein + NH; +
Pyruvat
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Glutamin Glutaminase L-Glutamin + H,O =L- in Cp, aber nicht in Ca
(CTC566) Glutamat + NHj;
Glutamat Glutamat-Mutase L-Glutamat = Threo-3- B12-abhingig; nicht in Ca,
(CTC2565-2568) Methylaspartat Cb, Cdund Cp
Glutamat-Dehydrogenase | L-Glutamat + H,O + NAD"
(CTC1295) = 2-Oxoglutarat + NH; +
NADH
Histidin Histidin-Decarboxylase L-Histidin = Histamin + | nicht in Ca, Ch, Cd und Cp
(CTC1478) CO,
Histidin-Ammonium-Lyase | L-Histidin = Urocanat + nicht in Ca und Cp
(Histidase) (CTC2318) NH;
Ile, Leu | diverse Aminotransferasen
Lysin L-Lysin-2,3-Aminomutase L-Lysin = 3,6- nicht in Ca und Cp;
(CTC890) Diaminohexanoat ([3- die weiteren Enzyme dieses
Lysin) Abbauweges scheinen zu
fehlen
Lysin-Decarboxylase L-Lysin = Cadaverin +
(CTC219, CTC2271) CO,
Serin Serin-Pyruvat- L-Serin + Pyruvat = 3- katalysiert wahrscheinlich
Aminotransferase Hydroxypyruvat + L- auch: L-Alanin + Glyoxylat
(CTC695) Alanin = Pyruvat + Glycin
Serin/Threonin-Dehydratase | L-Serin + H,O = Pyruvat + nicht in Ca, aber in Cp;
(CTC1981-1982) NH; + H,O deaminiert auch Threonin
Threonin | L-allo-Threonin-Aldolase | L-allo-Threonin = Glycin + nicht in Ca und Cp
(CTC1037) Acetaldehyd
Serin/Threonin-Dehydratase L-Threonin = 2-
(CTC1981-1982, CTCT71, Oxobutanoat + NH;
CTC2624)
Trypto- Trytophanase (=L- L-Tryptophan + H,O = nicht in Ca und Cp
phan Tryptophan:Indol-Lyase) Indol + Pyruvat + NH;
(CTC1509)
Tyrosin Tyrosin:Phenol-Lyase L-Tyrosin + H,O = Phenol nicht in Ca und Cp
(CTC818) + Pyruvat + NH;

* Aufgrund der Homologien einiger dieser Proteine sind multiple Spezifititen moglich. Auch konnen
einige Enzyme im entsprechenden Biosysnthese-Weg eine Rolle spielen. Abkiirzungen: Ca,
C. acetobutylicum; Cb, C. botulinum; Cd, C. difficile; Cp, C. perfringens.

3463 Verwertung von Lipiden

Zusatzlich konnen vermutlich weitere Substrate umgesetzt werden. Der Abbau von
Lipiden und Phospolipiden wird durch (Phospho-)Lipasen eingeleitet; mehrere Gene
fiir solche Enzyme sind im Genom von C. fetani vorhanden: CTC812, CTC947,
CTC990, CTC1503 und CTC1505. Dabei entstehen zum einen Fettsduren. Diese
konnen tber die B-Oxidation abgebaut werden, wobei letztendlich Acetyl-CoA
B-Oxidation wie Acyl-CoA-Dehydrogenase, Enoyl-CoA-
L-3-

entsteht. Enzyme der

Hydratase  (synonym: Crotonase, 3-Hydroxyacyl-CoA-Hydrolyase),
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Hydroxyacyl-CoA-Dehydrogen-ase und [-Ketothiolase sind offensichtlich in C.
tetani vorhanden (s. 3.4.7.2). Zum anderen entsteht ein Alkohol, i. d. R. Glycerol.
Dieses kann iiber die Glycerol-Kinase (CTC1758, CTC2462) und die Glycerol-3-
Phosphat-Dehydrogenase (CTC1034, CTC1139, CTC1808, CTC2436) in
Dihydroxyacetonphosphat umgesetzt werden, welches dann mit Enzymen der
Glykolyse weiterverwertet wird. Das letztere Enzym, die Glycerol-3-Phosphat-
Dehydrogenase, kann auch fiir die Verwertung des beim Abbau bestimmter
Phospholipide anfallenden Glycerol-3-Phosphats eingesetzt werden. Neben Glycerin
sind auch andere Alkohole wie Ethanolamin, Inositol oder Serin in Phospholipiden
vorhanden. Auch diese kann C. fetani offensichtlich als Substrate nutzen. So findet
man einen Cluster aus 17 Genen, deren Proteine den Cobalamin-abhdngigen Abbau
von Ethanolamin katalysieren (CTC2163-CTC2181). Dieses System gibt es z. B.
auch in pathogenen Organismen der Gattung Sa/monella (KOFOID et al., 1999). Des
weiteren gibt es sieben Gene (CTC508-514), die fiir die Aufnahme und den Abbau
des Alkohols (Myo-)Inositol kodieren, einem Bestandteil der Inositolphosphatide,
die sowohl in eukaryotischen Zellmembranen vorkommen als auch als intrazelluldre

Signalmolekiile (Inositoltriphosphat) eine Rolle spielen.

3.4.7 Metabolismus 2: Verstoffwechselung von Pyruvat

34.7.1 Pyruvat:Ferredoxin-Oxidoreduktase

Die Glykolyse wie der Abbau vieler Aminosduren (s. Tabelle 11) fiihrt zur Bildung
von Pyruvat. Dieses kann mit der Pyruvat:Ferredoxin-Oxidoreduktase (CTC2525-
2528) zum  Acetyl-CoA umgesetzt werden. Die dabei entstehenden
Reduktionsdquivalente konnen auf Ferredoxin tlibertragen und anschlieBend mittels
einer Hydrogenase-katalysierten Reaktion (CTC184, CTC2417) als H, freigesetzt
werden. Daneben kann Pyruvat mittels der Pyruvat:Formiat-Lyase (CTC936) zu
Formiat und Acetyl-CoA und mittels der Lactat-Dehydrogenase (CTC1998) zu

Lactat umgesetzt werden.
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3.4.7.2 Der Butyrat-Weg

Acetyl-CoA kann nicht mittels des Tricarbonsdurezyklus (TCC) zu CO, oxidiert
werden; sdmtliche Gene des TCC fehlen in C. tetani. Stattdessen wird Acetyl-CoA
auf mehreren Wegen metabolisiert. Es kann mittels der Phosphotransacetylase
(CTC1239) und der Acetat-Kinase (CTC1240) zu Acetat umgesetzt oder liber die
Enzyme des Butyrat-Weges zu Butyrat oder Butanol reduziert werden. Dazu werden
einleitend mittels einer Thiolase (CTC312) zwei Molekiille Acetyl-CoA zu
Acetoacetyl-CoA kondensiert. AnschlieBend erfolgt die Umsetzung zu Butyryl-CoA
tiber Reaktionen, die von einer B-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydrogenase, einer
Crotonase und einer Butyryl-CoA-Dehydrogenase katalysiert werden. Das letztere
benodtigt die Elektronentransfer-Flavoproteine EtfA und EtfB, welche die zur
Reduktion von Crotonyl-CoA benétigten Elektronen bereitstellen (BOYNTON et al.,
1996). Das Gencluster des Butyrat-Weges ist in Abbildung 23 gezeigt; eine
identische Genordnung kann auch in C. acetobutylicum und C. perfringens gefunden
werden, wobei sich allerdings die Gene unterscheiden, die benachbart zu dem Cluster
liegen. In C. botulinum und C. difficile existiert eine leicht abweichende
Genordnung. Zusitzlich zu dem Cluster des Butyrat-Weges gibt es in C. tetani
offenbar drei partielle Kopien. Wahrscheinlich ist, dass die Gene von einer oder
mehrerer dieser partiellen Kopien in der B-Oxidation von Fettsduren involviert sind
(s. 3.4.6.4). So sind die Enzyme Acyl-CoA-Dehydrogenase, Enoyl-CoA-Hydratase,
L-3-Hydroxyacyl-CoA-Dehydrogenase und [-Ketothiolase homolog zu den
Proteinen des Butyrat-Weges (YOUNGLESON et al., 1989). Benachbart zu diesen
drei Clustern in C. tetani finden sich sowohl Gene, deren Funktionen in einem
stoffwechselphysiologischen Zusammenhang zum Butyrat-Weg bzw. zur J3-
Oxidation von Fettsduren stehen (CTC478, CTC482, CTC708, CTC2085, CTC2086
CTC2422) als auch Gene fiir mdgliche Elektronentransferproteine (CTC2424,
CTC2425, CTC2421, CTC2079). Analog zum Butyrat-Weg sind auch bei der [3-
Oxidation von Fettsduren Elektronentransferproteine involviert: in vielen
Organismen werden die bei der Reduktion der FAD-Gruppe der Acyl-CoA-
Dehydrogenase anfallenden Elektronen iiber Etf-Proteine auf Ubichinon iibertragen
(LEHMAN & THORPE, 1992). Es bleibt zu kldren, welchen Akzeptor C. fetani, der
offensichtlich  nicht iiber = Ubichinon  verfiigt, fir die anfallenden

Reduktionsdquivalente nutzt.
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CTC482: 4-Hydroxybutyrat-Coenzym A-Transferase;

CTC707: Transkriptionsregulator;

CTC708/CTC478: Acetyl-CoA:Acetoacetyl-CoA-Transferase oder Propionat-CoA-Transferase;
CTC709/CTC476: Permease (Butyrat oder Propionat);

CTC2079: hypothetisches Elektronentransferprotein;

CTC2080: N-Acetyltransferase;

CTC2085/CTC2086: Acyl-CoA-Hydrolase;

CTC2421: mogliches Elektronentransfer-Protein;

CTC2422: Butanol-Dehydrogenase (NADPH-abhingig);

CTC2428: DNA-bindendes Protein

Abb. 23: Gencluster des Butyrat-Weges in C. tetani und C. acetobutylicum
Zusétzlich sind dhnliche Cluster in C. tefani und interessante ORFs gezeigt,
die direkt benachbart zu den Genclustern liegen. crt: Crotonase bzw.
Enoyl-CoA- Hydratase (lila); bcd: Butyryl-CoA-Dehydrogenase bzw.
Acyl-CoA-Dehydrogenase  (griin);  hbd: B-Hydroxybutyryl-CoA-
Dehydrogenase bzw. 3-Hydroxyacyl-CoA-Dehydrogenase (blau); etf,
Elektronentransfer-Flavoprotein (gelb/rot); schwarz: diverse Funktionen.

348 Bioenergetik 1: Substratkettenphosphorylierung

Zur Energiegewinnung nutzt C. tetani die Substratkettenphosphorylierung. Das
geschieht zum einen in zwei glykolytischen Reaktionen, die durch die Enzyme
Phosphoglycerat-Kinase und Pyruvat-Kinase katalysiert werden (Tabelle 12). Des
weiteren wird ATP bei der Umsetzung des aus der Glykolyse oder aus der
Verstoffwechselung von Aminosduren entstehenden Pyruvats zum Acetat oder
Butyrat mittels der Acetat-Kinase- bzw. der Butyrat-Kinase-Reaktion gebildet. Die in
Tabelle 12 erwédhnte Pyruvat-Phosphat-Dikinase - ein hoch konserviertes Protein, das
sogar zu homologen Proteinen aus Eukaryonten wie Zea mays eine Identitit von 56%
zeigt - ist in C. symbiosum gut untersucht (MCGUIRE et al., 1998). Es stellte sich
heraus, dass das Enzym unter normalen Bedingungen in Richtung der ATP-Synthese

arbeitet.
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Tabelle 12: Enzyme der Substratkettenphosphorylierung in C. tetani

g;{nl:; Enzym Reaktion
CTCO0379 | Phosphoglycerat-Kinase 1,3-Bisphosphoglycerat > 3-
Phosphoglycerat

CTC2489 Pyruvat-Kinase Phosphoenolpyruvat = Pyruvat

CTC1240 Acetat-Kinase Acetylphosphat = Acetat

CTC2545 Butyrat-Kinase Butyrylphosphat = Butyrat

CTC1761, | Dihydroxyaceton-Kinase Dihydroxyacetonphosphat -

CTC1762 Dihydroxyaceton

CTC2524 Carbamat-Kinase Carbamoyl-Phosphat = CO,+NHj3

CTC2014 Pyruvat-Phosphat- Phosphoenolpyruvat+Diphosphat =
Dikinase Pyruvat+Phosphat

3.4.9 Bioenergetik 2: Membrangebundene Prozesse

Energiekonservierende membrangebundene Elektronentransportsysteme sind in
C. tetani und anderen Clostridien bisher kaum untersucht. Da der Organismus nur
anaerob wichst, ist die Verwendung einer typischen aeroben Atmungskette und die
damit gekoppelte ATP-Synthese mittels oxidativer Phosphorylierung nicht moglich.
Entsprechende Gene sind nicht vorhanden. Auch gibt die Genomsequenz wenig
Hinweise auf das Vorhandensein von Cytochromen oder Chinonen. Es konnten
lediglich eine periplasmatische Flavocytochrom-haltige Fumarat-Reduktase und eine
Cytochrom-haltige Him-Oxygenase ausgemacht werden (s. 3.4.10). Es wurde auch
nach charakteristischen Motiven fiir Elektronentransportproteine gesucht, vor allem
nach Eisen-Schwefel-Clustern (FeS-Cluster) sowie nach FMN- und FAD-
Bindemotiven. So konnten 21 Proteine identifiziert werden, die das charakteristische
Motiv fiir das [4Fe4S]-Cluster tragen (CXXCXXCXXXC). Zusitzlich konnten durch
einen BLAST-Abgleich mit einer typischen Flavodoxin-Doméne (PFAMO00258)
mindestens 26 Flavoproteine identifiziert werden. Nachfolgend werden solche in
C. tetani  gefundenen  Systeme  vorgestellt, die  iiber  diese  fiir
Elektronentransportprozesse typischen Motive verfligen. Insbesondere soll dabei auf

eine mogliche bioenergetische Involvierung dieser Systeme eingegangen werden.
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3.49.1 Das Nqr/Rnf-System

Bei ndherer Betrachtung fiel die Abundanz von FeS-Zentren und Flavodoxin-
Doménen in den Proteinen CTC1019 und CTC1024 auf. Die entsprechenden Gene
scheinen einem mdoglichen Operon aus sechs Genen anzugehoren (Abb. 24), deren
Proteine nicht nur FeS-Cluster und FMN-Bindestellen beinhalten, sondern auch
multiple transmembrane Helices ausbilden, was auf ihre Lokalisation in der
Cytoplasmamembran hinweist. Das System zeigt zudem starke Ahnlichkeiten zu Nqr
(NADH:ubiquinone oxidoreductase)-Systemen aus aeroben pathogenen Bakterien
wie V. cholerae, S. typhimurium, Y. pestis und Haemophilus influenzae (HAY ASHI
et al., 1996; HASE et al., 2001). Es konnte auch in den Genomsequenzen von C.
perfringens, C. botulinum und C. difficile, nicht aber in der von C. acetobutylicum
identifiziert werden. In einigen der genannten aeroben Organismen konnte gezeigt
werden, dass das System als Natriumionen (Na')-translozierende NADH-
Dehydrogenase fungiert, welche also die membranintegrale Ubertragung der
Elektronen vom NADH+H" auf Ubichinon mit der Ausschleusung von Na'-Ionen
koppelt (STEUBER, 2001; BARQUERA et al.,, 2002). Zusitzlich liegt eine
Homologie zum Rnf (Rhodobacter specific nitrogen fixation)-System aus
Rhodobacter capsulatus vor. In diesem Organismus ist das System an der
Ubertragung der Elektronen von einen unbekannten Donor iiber Ferredoxin I auf die
Nitrogenase beteiligt (SCHMEHL et al., 1993; JOUANNEAU et al., 1998).

Wie kann nun diese System im Metabolismus von C. tetani eingebunden sein — unter
Berticksichtigung, dass in C. fetani weder Ubichinon noch Nitrogenase-Gene
vorkommen ? In Kapitel 4.1.4.1 soll ein Modell entwickelt werden, das dem
Umstand Rechnung trigt, dass C. fetani seine Energie vor allem durch die Vergidrung

von Aminosduren gewinnt.
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CTC1019 CTC1020 CTC1021 CTC1022 CTC1023 CTC1024
NqrF/ NqrB/ NqrC/ NqrD/ NqrE/
RnfC RnfD RnfG RnfE RnfA nfB
16 T™M/ 2 TM/ 10 T™/ 12 T™M/ 2 T™M/
cytosolisch membran- membran- membran- membran- membran-
integral assoziiert integral integral assoziiert
NAD'- und FMN- FMN- FMN-
Bindestellen; Bindestelle Bindestelle 4[4FedS]
- - Polyferre-
2Fe2S + (zusammen (zusammen doxin
2[4Fe4S] mit NqrC) mit NqrB)
- - + - - +

Abb. 24: Charakteristika der Untereinheiten des membrangebundenen
Elektronentransportsystems Nqr/Rnf aus C. tetani
Die erste Zeile der Tabelle gibt die Proteinnamen an, die zweite Zeile gibt
Informationen iiber die Hydrophobizitit bzw. die mogliche Lokalisation
der Proteine, die dritte Zeile listet prosthetische Gruppen der Proteine auf
und die vierte Zeile gibt Auskunft dariiber, ob die Proteine N-terminal ein
Signalpeptid tragen. Abkiirzung: TM, transmembrane Helices.

3.49.2 V-Typ-ATPasen

Neben dem Nqr/Rnf-System, dass die Moglichkeit erdffnet, einen eingeschrinkten
membrangebundenen Elektronentransport durchzufiihren, der mit der Ausbildung
eines Na'-Gradienten iiber der Cytoplasmamembran gekoppelt ist, gibt es weitere
Systeme in C. fetani, die an der Errichtung eines Ionen-Gradienten iiber der
Membran beteiligt sind. Das Genom beinhaltet die Gene einer V(vakuolér)-Typ
ATPase, die neun Proteine umfasst (CTC0993-CTC1001; Abb. 25). Diese ATPase
zeigt starke Ahnlichkeiten zu gut untersuchten Systemen aus C. fervidus und
Enterococcus hirae, welche primire Na'-Pumpen darstellen: unter ATP-Hydrolyse
werden Na'-Ionen ins Periplasma befordert (HONER ZU BENTRUP et al., 1997,
MURATA et al., 1997). Da dieser Prozess sehr energieaufwendig ist, wird das
System in E. hirae stark reguliert. Die Expression des entsprechenden Operons findet
nur bei extremen Bedingungen wie hoher pH-Wert oder hohe intrazellulire Na'-
Konzentration statt (IKEGAMI et al., 1999). Interessanterweise fehlen im C. tetani-
Genom im Gegensatz zu den Genomen von C. perfringens und C. acetobutylicum die

Gene fiir eine FoF,-Typ-ATPase. C. perfringens hat beide ATPase-Systeme, wahrend
C. acetobutylicum nur die FoF,-Typ-ATPase besitzt.
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Im Gegensatz zu allen anderen bisher sequenzierten Clostridien (C. acetobutylicum,
C. perfringens, C. difficile und C. botulinum) besitzt C. tetani noch ein zusétzliches
Gencluster (CTC2326-2332), das Ahnlichkeiten zum V-Typ-ATPase-Gencluster
zeigt. Dieses Cluster ist allerdings anders zusammengesetzt, wie aus Abbildung 25
ersichtlich wird. Auch zeigt es andere Homologien: die hochsten Treffer wurden zu
Proteinen aus Petrotoga miotherma und aus Archaeen wie Pyrococcus furiosus und
Methanobacterium thermoautotrophicum erhalten. Die in diesen Organismen
vorhandenen &hnlichen Systemen stimmen auch in der Genordnung mit dem
unbekannten System aus C. tetani iiberein. Es bleibt zu ermitteln, welche Funktion

diese alternative V-Typ-ATPase in C. fetani ausiibt.

ntp ntpl ntpK ntpE ntpC _ ntpG ntpA ntpB,_ ntpD
Enterococcus hirae J- ) oy ) )
C. tetani [
993 994 995 996 997 998 999 1000 1001
2333 2332 2331 2330 2329 2328 2327 2326

Abb. 25: Die Gencluster der V-Typ-ATPasen aus C. tetani im Vergleich zum
Cluster aus Enterococcus hirae
Zwischen CTC2329 und CTC2330 ist ,manuell’ ein weiterer ORF
identifiziert worden, der Homologien sowohl zur F- als auch zur G-
Untereinheit der V-Typ-ATPase aus Enterococcus hirae zeigt.

3493 Das NatAB-System

Es gibt noch ein weiteres Na'-lonen-translozierendes System in C. tetani: das
NatAB-System (CTC1485/1486), welches einen ABC-Transporter darstellt (CHENG
et al., 1997). Dieses System hat wahrscheinlich vorwiegend - oder sogar
ausschlieBlich - die Funktion, eine zu hohe intrazellulire Na'-Konzentration, die

toxisch wirken konnte, zu verhindern.
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3.49.4 V-Typ-H'-Pyrophosphatase

C. tetani besitzt auch die Moglichkeit der Errichtung eines Protonengradienten iiber
der Cytoplasmamembran: das Genom enthdlt das Gen (CTC383) einer stark
hydrophoben  V(vakuolir)-Typ-H'-Pyrophosphatase, ein membrangebundenes
Protein, welches die Spaltung von anorganischem Diphosphat zu Monophosphat mit
der Translokation von Protonen koppelt. Ahnlichkeiten - eine ca. 45%ige Identitit -
bestehen in erster Linie zu Systemen aus Archaeen der Gattung Methanosarcina.
Andere Clostridien-Genome besitzen dieses Gen nicht. Zusétzlich existiert auch eine

16sliche anorganische Pyrophosphatase (CTC1649), die Mangan-abhingig ist.

3495 H'/Na'-Antiporter

Da es also sowohl primdre Natriumionen- wie Protonen-Pumpen gibt, ist das
Vorkommen von H'/Na'-Antiportern in C. fetani nicht verwunderlich: mindestens
acht aus einer Untereinheit bestehende Antiporter konnten identifiziert werden, die
Ahnlichkeiten zur Nha-Antiporter-Familie aus E. coli zeigten, welche einen
sekundidren Antiport durchfithren, also einer, der durch einen elektrochemischen
Protonengradienten energetisiert wird (CTC567, CTC901, CTC1183, CTC1423,
CTC1853, CTC2161, CTC2520, CTC2529).

3.4.9.6 Das Mrp-dhnliche System

Zusitzlich kann ein 7,2 kb groBes Gencluster aus 10 Genen identifiziert werden
(CTC1337-1342), das nicht in anderen Clostridien auftritt. Einige daraus abgeleitete
Proteine zeigen Homologien zu H'/Na'-Antiportern. Bei niherer Betrachtung fillt
die deutliche Ahnlichkeit - sowohl der einzelnen Proteine als auch der Genordnung
des Clusters - zu bisher nicht charakterisierten Systemen aus Archaeen wie
Halobaceterium sp. und Pyrococcus abyssii auf (Abb. 26). Eine gewisse Ahnlichkeit
- trotz unterschiedlicher Genordnung - besteht auch zum Mrp (multiple Resistenz
und pH-Adaption)-System aus B. subtilis sowie zu #hnlichen Systemen in den
Organismen Sinorhizobium meliloti und Staphylococcus aureus (ITO et al., 2001;
HIRAMATSU et al, 1998). Dieses besteht aus sieben stark hydrophoben

Untereinheiten, welche fiir die Resistenzausbildung gegeniiber hohen Na'- und K-
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Konzentrationen sowie fiir eine pH-Regulation verantwortlich sein sollen (ITO et al.,
1999). Es konnte gezeigt werden, dass der Mrp-Komplex als H'/Na'-Antiporter
arbeitet, der aber moglicherweise nicht nur einen sekunddren Antiport katalysieren
sondern auch als primire Na'-Pumpe fungieren kann, wobei die Hypothese
aufgestellt wurde, dass womdglich ein durch den Komplex katalysierter
Elektronentransport mit der Na'-Translokation gekoppelt ist (ITO et al., 2001). Die
10 Proteine von C. tetani zeigen alle eine starke Hydrophobizitit (Abb. 26). Auffillig
ist die Homologie mehrerer Untereinheiten des potentiellen H'/Na'-Antiporters zu
den hydrophoben Komponenten NuoL und NuoN des Komplex I der Atmungskette
aus E. coli. Diese konnten bei der Na'-Translokation oder beim H'-Einstrom eine
Rolle spielen. Ob sie dariiber hinaus auch in membrangebundene Transportprozesse
involviert sind, bleibt zu ermitteln, ist aber aufgrund des Fehlens von FeS-Clustern

eher unwahrscheinlich.

B. subtilis
mrpA mrpB  mrpC mrpD mrpE  mrpF mrpG

Halobacterium sp.

—>- ) () )

C. tetanz
1342 / \ \1‘1340\\\ 1337
MrpG pA MrpD’
2 T™ 3T™™ 3T™™ 2T™ 2 T™ 3T™™ 3T™M 12 T™ 13 ™™ 16 T™M
162 As, 107 As, 141 As, 121 As, 490 As, 486 As, 654 As,
Archaeen 90 As Archaeen 72 As 92 As Archaeen | Archaeen | NuoL+N NuoL FHL 3

Abb. 26: Das Mrp-Operon aus B. subtilis und verwandte Gencluster in

Halobacterium sp. und C. tetani

Die untere Tabelle gibt die Homologons der Genprodukte aus C. tetani
zum Mrp-System an (erste Zeile), listet die Anzahl der transmembranen
Helices (TM) der C. tetani-Proteine auf (zweite Zeile) und gibt iiber
Proteingr6Be und weitere auffiallige Homologien Auskunft (dritte Zeile).
Einige Gene in C. tetani wurden durch GLIMMER nicht identifiziert und
sind ,manuell” zugefiigt worden. Abkiirzungen: Nuo, NADH:Ubichinon-
Oxidoreduktase; FHL3, Formiat-Hydrogenlyase-Untereinheit 3.
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3.4.9.7 Zwischenfazit

Das Genom von C. fetani kodiert sicherlich noch weitere (membrangebundene)
Systeme, die von metabolischem und bioenergetischem Interesse sind. Leider ist
wenig iiber Gérungsbilanzen bestimmter Substrate und daraus resultierende
Energieausbeuten bekannt. Sicher scheint, dass C. tetani einen ausgeprigten
Giarungsstoffwechsel betreibt. Allerdings schlieBt das nicht - wie in den
vorangegangenen Abschnitten gezeigt - das Vorkommen membrangebundener
Prozesse mit bioenergetischer Relevanz aus. Im nachfolgenden Kapitel sollen
abschlieend zwei weitere Systeme vorgestellt werden, die in anderen sequenzierten

Clostridien nicht vorhanden sind.

3.4.10 Weitere membranassoziierte Komplexe
3.4.10.1 Fumarat-Reduktasen

Bei der Suche nach membrangebundenen Systemen, die eventuell einen
Elektronentransport katalysieren konnen, wurde auch nach solchen Enzymen in C.
tetani Ausschau gehalten, die im Rahmen der von vielen Anaerobiern ausgeiibten
»anaeroben Atmung“ eine Rolle spielen, was die Verwendung von terminalen
Elektronenakzeptoren wie z. B. Nitrat, Sulfat oder Fumarat im Zuge eines
membrangebundenen Elektronentransports meint. Erwartungsgemill war diese Suche
im Genom von C. fetani wenig erfolgreich. Stattdessen konnten einige Enzyme des
assimilatorischen Metabolismus’ gefunden werden wie eine Nitrit-Reduktase
(CTC2521) oder eine aus drei Proteinen bestehende anaerobe Sulfit-Reduktase
(CTC2484-2486). Interessant ist aber das Auftreten einer Fumarat-Reduktase in vier
unterschiedlichen Kopien (CTC811, CTC1488, CTC1522 und CTC1847), wobei die
Kopien untereinander eine 45%ige (CTC1522 mit CTC1847 {iiber 468 As) bis
58%ige (CTC811 mit CTC1488 iiber 578 As) Proteinidentitit aufweisen. In allen
anderen bisher sequenzierten Clostridien und Bakterien der Gattung Bacillus sind
Gene fiir solch eine Fumarat-Reduktase nicht vorhanden. Alle vier Genprodukte aus
C. tetani zeigen schwache Homologien zur katalytischen Untereinheit der
membrangebundenen Fumarat-Reduktase aus E. coli und anderen Organismen.

Demgegeniiber weisen die vier C. fetani-Proteine aber starke Ahnlichkeiten (42-47%
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Proteinidentitét tiber ~ 510 As) zu einem 16slichen Cytochrom c-haltigen Protein auf,
welches in Organismen der Gattung Shewanella vorkommt. Es konnte in Shewanella
putrefaciens gezeigt werden, dass es sich dabei um ein periplasmatisch lokalisiertes
Flavocytochrom-Protein handelt, das eine Fumarat-Reduktase-Aktivitit aufweist und
deshalb auch Flavocytochrom c-Fumarat-Reduktase gennant wird (PEALING et al.,
1992). Das Protein ist in Shewanella putrefaciens unerldBlich fiir die Verwendung
von Fumarat als terminalen Elektronenakzeptor (GORDON et al., 1998; LEYS et al.,
1999). Wie das Protein aus Shewanella tragen auch alle vier C. fetani-Proteine eine
Signalpetidsequenz, wohingegen die Proteine nur eine kleine schwach hydrophobe
Region enthalten. Deshalb kann man davon ausgehen, dass auch C. tetani tiber eine
bzw. mehrere periplasmatische Fumarat-Reduktasen verfiigt, wodurch Fumarat als
terminaler Elektronenakzeptor genutzt werden kann. In C. formicoaceticum wurde
zudem eine hohe Fumarat-Reduktase-Aktivitit nachgewiesen, die auf ein
membranperipheres Enzym zuriickzufiihren sein soll (DORN et al, 1978).
Unbekannt bleibt die Natur des direkten Elektronendonors sowie der Weg, iiber den
die Elektronen an die Aullenseite der Cytoplasmamembran gelangen. In Shewanella
oneidensis wurde CymA, ein membranassozziertes c-Typ-Cytochrom, als
Elektronendonor der Fumarat-Redukatse identifiziert (SCHWALB et al., 2002). Ein
CymA-Homologon ist im Genom von C. tetani nicht auffindbar, so dass es hier einen
anderen Elektronendonor geben muss. Die mdgliche Einbindung der Fumarat-

Reduktasen in den Stoffwechsel von C. fetani wird in Kapitel 4.2.2 diskutiert.

3.4.10.2 CO-Dehydrogenase-System und Him-Oxygenase

Als letztes soll ein weiteres System beschrieben werden, das lediglich in C. fetani
und C. botulinum nicht aber in anderen sequenzierten Clostridien identifiziert werden
konnte. Es handelt sich dabei um ein Gencluster aus drei ORFs (CTC2474-
CTC2477), deren Proteine zwei [2Fe2S]-Cluster, ein FAD, sowie eine Molybdén-
Bindestelle beinhalten. Diese Proteine zeigen hohe Homologien zu Untereinheiten
einer Molybddn-abhingigen CO-Dehydrogenase. Dieser membranassoziierte
Enzymkomplex, in Oligotropha carboxidovorans ein Selenocystein-haltiges
Molybdo-Eisen-Schwefel-Flavoproteinkomplex, katalysiert die Oxidation von CO zu
CO,, wobei ein Elektronenakzeptor reduziert wird (SCHUBEL et al, 1995;
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DOBBEK et al., 1999). Die Proteinsequenz der drei ORFs in C. tetani zeigt aber
auch hohe Homologien zu anderen Molybdidn-abhingigen Hydroxylasen wie zur 4-
Hydroxybenzoyl-CoA-Reduktase, welche ebenfalls aus drei Untereinheiten besteht
und die irreversible Dehydroxylierung von 4-Hydroxybenzoyl-CoA zu Benzoyl-CoA
durchfithrt, ein wichtiger Schritt in der anaeroben Degradation von 4-
Hydroxybenzoat. Um erste Hinweise beziiglich der Funktion dieses Komplexes in C.
tetani zu gewinnen, wurde die genetische Umgebung betrachtet. Direkt
stromaufwérts zu dem Gencluster befindet sich ein ORF, der fiir eine Cytochrom-
haltige Hadm-Oxygenase kodiert. Solch ein Enzym kommt in einigen aeroben
pathogenen Organismen wie Neisseria meningitidis, Pseudomonas aeruginosa oder
Corynebacterium diphtheriae vor und katalysiert den ersten Schritt des Abbaus der
Ham-Gruppe nach folgender Gleichung (RATLIFF et al., 2001; CHU et al., 1999):
Hém + O, + NADPH - Biliverdin + CO + Fe’* + H,O + NADP".

In dieser Reaktion entsteht also neben dem fiir die C. fetani-Zelle wichtigen Fe’*
auch Kohlenmonoxid. Dieses konnte nun direkt anschlieBend durch die CO-
Dehydrogenase zu CO; oxidiert werden, wobei die anfallenden Elektronen auf einen
Akzeptor iibertragen werden. Ob die Him-Oxygenase-Reaktion nach obiger Formel
in C. tetani ablaufen kann, ist allerdings fraglich. SchlieBlich wird dazu Sauerstoff
benoétigt, was sich mit dem anaeroben Metabolismus von C. fetani nicht vereinbaren
lasst. Vorstellbar wire aber, dass die Ham-Oxygenase-Reaktion als eine Art
Sauerstoff-Fanger dient. Zu bedenken ist, dass C. fetani zur erfolgreichen
Kolonisierung der Wunde eines Sdugetieres wahrscheinlich geringe Sauerstoff-
Konzentrationen tolerieren muss.

Die genauere Betrachtung des Ergebnisses des BLAST-Abgleichs der Him-
Oxygenase-Sequenz aus C. fefani lisst aber noch eine andere Vermutung zu. Neben
der hochsten Ahnlichkeit zu einer mdglichen Him-Oxygenase aus C. perfringens - in
C. botulinum, C. difficile und C. acetobutylicum kommt sie nicht vor - zeigt die
Sequenz vorwiegend Ahnlichkeiten zu Him-Oxygenasen aus Eukaryoten, vor allem
aus Algen wie Porphyra purpurea oder Rhodella violacea. Dort ist das Enzym im
Chloroplasten-Genom kodiert und katalysiert eine Reaktion nach obiger Formel
(RICHAUD & ZABULON, 1997). Es stellt ein Schliissel-Enzym in der Synthese der
Antennenpigmente des Photosynthese-Apparates dar, welche aus Biliverdin gebildet
werden. Interessant ist nun das Vorkommen von blauen Gallenpigmenten

(Bactobilinen) in C. tetanomorphum (BRUMM et al., 1983). Diese Bactobiline sind
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Chromophore des Biliverdin-Typs, welche unter anaeroben Bedingungen produziert
werden, wenn dem Medium die Tetrapyrrol-Vorstufe 6-Aminolevulinat oder
Uroporphyrin I bzw. III zugesetzt wurde (CHEN & FRIEDMANN, 1993). Es wurde
in C. tetanomorphum weiter beobachtet, dass das (damals unbekannte) Enzym,
welches an der Bildung solcher Bactobiline beteiligt ist, obligat anaerobe
Bedingungen bendétigt - im Gegensatz zu den eukaryotischen Hdm-Oxygenasen,
welche zur Produktion von Gallenpigmenten Sauerstoff bendtigen (CHEN &
FRIEDMANN, 1993). Der Reaktionsmechanismus einer ,anaeroben’ Ham-
Oxygenase kann durch die Verfiigbarkeit seiner Sequenz in C. tetani nun im Detail
untersucht werden. Unklar bleibt, welchen Nutzen C. tefani aus der Bildung solcher
Pigmente ziehen konnte. Moglicherweise stellen diese lediglich ein Abfallprodukt
bei der Verwertung von Hdm dar. Es soll aber erwihnt werden, dass &dhnliche
Pigmente wie z. B. Bilirubin, welches aus Biliverdin gebildet wird, in Eukaryoten als
Antioxidanzien wirken konnen. In der Abwehr schddigender Sauerstoffverbindungen
(Peroxide, Radikale) hiétte C. fetani sicherlich einen Nutzen, zumal solche
Sauerstoffverbindungen auch als Teil der Immunantwort des Sdugetierwirtes in

entziindeten Regionen gebildet werden.

C. tetani scheint im iibrigen alle Enzyme zu besitzen, welche die Umsetzung von o-
Aminolevulinat in Uroporphyrinogen III katalysieren konnen, einem Vorldufer-
Molekiil des Hims und Schliissel-Molekiil bei der Synthese des Cofaktors B12,
dessen Synthese C. ftetani offensichtlich betreiben kann (CTC726-CTC746): die d-
Aminolevulinat-Dehydrase (CTC729) kondensiert zwei Molekiile 8-Aminolevulinat
zu Porphobilinogen, die Porphobilinogen-Deaminase kondensiert vier Molekiile
Porphobilinogen zu einen linearen Tetrapyrrol-Molekiil und die Uroporphyrinogen
[II-Synthase katalysiert die Cyclisierung des linearen Tetrapyrrol-Molekiils zum
Uroporphyrinogen I oder III (CTC728).

34.11 Transportsysteme

Die Annotation ergab, dass auf dem Chromosom von C. tetani mindestens 167 Gene

liegen, die fiir Transportproteine kodieren.
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34.11.1 ABC-Transporter

Zuerst sollten daraus solche selektiert und analysiert werden, die zur ABC (ATP-
bindende Cassette)-Transporter-Familie zu rechnen sind. Diese Familie und deren
Eigenschaften sind bereits in Kapitel 3.2.7 vorgestellt worden. Um den Anteil von
ABC-Transportern zu ermitteln, wurde ein BLAST-Abgleich mit der Consensus-
Sequenz der ABC-Transporter-Domédne PFAMO00005 sowie der ATPase-Doméne
SMARTO00382 unternommen, welche Doménen eines typischen ABC-Transporters
sind: 64 Proteine des Genoms zeigten signifikante Homologien zu der ABC-
Transporter-Doméne und 77 Proteine beinhalteten eine ATPase-Doméne. Es zeigte
sich bei fast allen der 64 potentiellen ABC-Transporter, dass das entsprechende Gen
direkt benachbart zu einem oder mehreren Genen liegt, welche fiir stark hydrophobe
Proteine kodieren; diese stellen ABC-Transporter-assoziierte Permeasen dar. Auch
konnten in vielen Féllen unmittelbar benachbarte Gene fiir DNA-bindende Proteine
entdeckt werden, die wahrscheinlich die Transkription der ABC-Transporter-Gene
regulieren (vgl. 3.4.13). Nur in einigen Fillen war eine Charakterisierung der
Substratspezifitit auf der Grundlage der gefundenen Homologien moglich. So
konnten ABC-Transporter fiir Eisen (CTC276-274, CTC1702-1701), Siderophore
(CTC783-785, CTC962-960, CTC1197-1195, CTC1370-1372), Natrium (NatA),
Kobalt (CTC751-754, CTC2574-2576), Zink (CTC2360-2362), Phosphat
(CTC1132-1134), Glycin/Betain (CTC374-373, CTC2342-2340), Glutamin
(CTC560-557), Ribose (CTC905-907, CTC2351-2347), Di- und Oligopeptide
(CTC1400-1404, CTC1374-1380, CTC1900-1904) und fiir diverse Antibiotika
(CTC625-627 fir Subtiliny, CTC1357-1358 und CTC1803-1802 fiir Bacitracin)
identifiziert werden. Zuséatzlich befanden sich unter den ABC-Transportern mehrere
sogenannte Multidrug-Efflux-Systeme (CTC162, CTC425/426, CTC1199/1201,
CTC1408/1410, CTC1811), die mehrere Antibiotika aus der Zelle transportieren
konnen. Zur Analyse der restlichen Systeme mit unbekannter Substratspezifitit
wurden die entsprechenden Proteinsequenzen mit der Transporter-Datenbank von
SAIER (http://www-biology.ucsd.edu/~msaier/transport/) abgeglichen (vgl. 3.2.7;
SAIER, 1999). Es stellte sich dabei heraus, dass eine erstaunliche Anzahl der
unbekannten Systeme aller Wahrscheinlichkeit nach Peptid- oder Protein-Transporter
sind: mindestens zehn Transporter-Systeme (CTC394-397, CTC803-800, CTC920-
918, CTC1419-1418, CTC1493-1492, CTC1821-1820, CTC1985-1986, CTC1987-
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1988, CTC1916-1915 und CTC2098-2097) zeigten hohe Homologien zu
Peptidtransportern wie dem Bacitracin-Exportsystem aus Streptococcus mutans oder
dem Subtilin-Exportsystem aus B. subtilis (KLEIN & ENTIAN, 1994; TSUDA et al.,
2002). Bestimmte Peptidtransporter konnen aber auch in Quorum-Sensing-Prozessen
involviert sein. Posttranslational produzierte Peptid-Pheromone werden dabei durch
solche ABC-Transporter exportiert. Die Peptide fungieren dann als Inputsignale fiir
spezifische Sensor-Elemente von Zwei-Komponentensystemen (KLEEREBEZEM et
al., 1997).

Mindestens sechs weitere Transporter (CTC240-241, CTC580, CTC588, CTC633-
635, CTC1163, CTC2429-2430) wiesen Ahnlichkeiten zu Streptogramin-Exportern
auf, welche Macrolide wie Erythromycin oder Pristinamycin aus der Zelle schleusen.
Die Analyse der Transporter ohne ABC-Domine ergab, dass viele dieser Proteine,
wie oben erwihnt, hydrophobe ABC-Transporter-assoziierte Permeasen darstellen,
die in direkter genetischer Nachbarschaft zu den entsprechenden ABC-Transportern

lokalisiert sind.

34112 Membranpotential-abhingige Transporter

Zusitzlich konnten eine Vielzahl Membranpotential-abhéngiger Transporter erkannt
werden, die meisten davon mit hohen Homologien zu Na'-abhiingigen Aminosiure-
Symportern: so kann C. tetani mindestens die folgenden Aminosduren in die Zelle
aufnehmen: Alanin, Glutamin, Glutamat, Histidin, Prolin, Threonin, Tryptophan,
Tyrosin und Serin. Auch wurden Na'-abhingige Symporter zur Aufnahme von
Glucose und/oder Galactose (CTC1237) sowie zur Aufnahme von Myo-Inositol
(CTC514) und Pantothenat (CTC928) gefunden. Zusitzlich lieBen sich mindestens
sechs Na'-abhingige Multidrug-Efflux-Pumpen (CTC419, CTC443, CTC603,
CTC1362, CTC1799, CTC2405) identifizieren. Diese Vielzahl an Na'-abhingigen
Systemen ist sehr auffdllig und soll in Kapitel 4.1.4 diskutiert werden.
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3.4.12 Systeme des Proteinexports und exportierte Proteine

Nur wenig ist iiber die Mechanismen der Proteinsekretion in Clostridien bekannt. Da
die Proteinsekretion ein wichtiger Teil des pathogenen Phinotyps ist - schlieBlich
sind viele Virulenzfaktoren Exoenzyme - soll an dieser Stelle der Versuch
unternommen werden, die Genomsequenz und -annotation dahingehend zu
durchsuchen, welche sekretorischen Systeme C. tetani benutzen kann. Hintergrund
dieser Suche ist unter anderem, dass bisher nicht verstanden ist, ob und wie das
Tetanus-Toxin in den extrazelluliren Raum exportiert wird (MUKHERIJEE et al.,
2002).

Zuvor aber soll eine Identifikation und Klassifikation solcher C. fetani-Proteine
unternommen werden, die iiber das Sec-System sekretiert werden, das unter den
Prokaryoten am weitesten verbreitete System des Proteinexports (DRIESSEN et al.,
1998). Proteine, die diesen sekretorischen Weg gehen, werden entweder in die
Cytoplasmamembran inseriert oder aber ins Periplasma abgegeben. Zur
Identifikation solcher Sec-abhingig exportierten Proteine wurde ausgenutzt, dass sie
eine N-terminale Erkennungssequenz besitzen, das sogenannte Signalpeptid. Alle
ORFs wurden auf das Vorhandensein einer typischen Signalpeptidsequenz mit einem
Signalpeptid-Vorhersageprogramm  iiberpriift ~ (http://www.cbs.dtu.dk/services/
SignalP/). So konnten 419 Signalpeptid-tragende Proteine gefunden werden”. Unter
den 419 Proteinen befinden sich mindestens 91 Transporter, darunter auch
periplasmatische Substratbindeproteine. Weitere 107 sind entweder konservierte (64)
oder hypothetische (52) Proteine unbekannter Funktion - die meisten davon
ausgesprochen hydrophober Natur, was auf ihre Membranstindigkeit hinweist.
Dieser Befund verdeutlicht, dass allgemein viel weniger iiber membranstindige als
iber cytoplasmatische Proteine bekannt ist. Des weiteren finden sich unter den 419
Proteinen tliber 28 S-Layer-Proteine, eine ganze Reihe von Virulenzfaktoren wie die
Collagenase, Tetanolysin O oder die Fibronectin-Bindeproteine, 19 Zellzyklus- bzw.
sporulationsrelevante Proteine, 17 extrazelluldre Peptidasen, 15 Chemotaxis-Proteine
und mindestens 18 Sensor-Histidin-Kinasen. Auch einige metabolische Enzyme

besitzen offenbar eine Signalpeptidsequenz, wie z. B. Fumarat-Reduktase, [-

* Vermutlich sind mehr Proteine mit typischer Signalpeptidsequenz vorhanden. Oftmals war der
exakte Startpunkt eines Gens nicht eindeutig vorherzusagen, was Auswirkungen auf die
Ahnlichkeitsberechnung zur Identifikation von Signalpeptiden in N-Termini von Proteinen hatte.
Andererseits sind auch Falschpositive denkbar.
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Hydroxybutyryl-CoA-Dehydrogenase, L-Lactat-Dehydrogenase und L-Serin-
Dehydratase.

Aufgrund der erstaunlichen Anzahl gefundener Proteine mit Signalpeptiden scheint
das Sec-System offensichtlich unter den sekretorischen Systemen in C. tetani eine
dominante Rolle zu spielen. Es kommt in Gram-negativen wie in Gram-positiven-
Baktereien vor und ist hochkonserviert (DRIESSEN et al., 1998). In E. coli besteht
es aus den Proteinen SecABDEFGY (Abb. 27).

Signal-

Periplasma Peptidase

e
N b,

Cytoplasma

Abb. 27: Das Sec-abhingige Protein-Sekretionssystem Gram-negativer
Bakterien (Abbildung produziert von Fern Ness)
(http://byron.biochem.ubc.ca/research2.sec2.htm)

Auch im Genom von C. fetani lassen sich einige der bekannten Sec-Komponenten
ausmachen: SecA (CTC327), ein hochkonserviertes Protein mit ATPase-Aktivitét
(75% Proteinidentitit tiber 830 As zu SecA aus C. acetobutylicum und C.
perfringens), SecD (CTC2205), SecE (CTC2615), SecF (CTC2203) und SecY
(CTC2584) konnten identifiziert werden. Das Chaperon SecB und SecG, welches
normalerweise Teil des membranintegralen Komplexes SecYEG ist, scheinen aber in
C. tetani sowie den anderen Clostridien zu fehlen. Auch in anderen Gram-positiven
Bakterien wie B. subtilis wurde diese Beobachtung gemacht und iiber die Existenz
eines modifizierten Sec-Systems spekuliert (KUNST et al., 1997). Vermutlich
konnen andere Proteine die Funktionen von SecBG tibernehmen. Ein Homologon zu
YajC (CTC2208) konnte gefunden werden, welches einen membranintegralen

Komplex zusammen mit SecD und SecF bilden kann (NOUWEN & DRIESSEN,
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2002). Das entsprechende Gen liegt mit den Genen von SecD und SecF in einem
Cluster. Ein Protein (CTC0096), dessen Gen in unmittelbarer Ndhe zum
Replikationsursprung liegt, zeigt Homologie zu YidC aus E. coli, welches einen
Komplex mit SecDF+YajC eingehen kann (NOUWEN & DRIESSEN, 2002). Des
weiteren konnten zwei Proteine (CTC166 und CTC458) identifiziert werden, die
ausschlieBlich in Clostridien vorkommen und Ahnlichkeiten zum C-Terminus von
SecA zeigen.

Mindestens zwei Signal-Peptidasen konnten in der Genomsequenz gefunden werden
(CTC1253, CTC1615). Eine der beiden ist in einem Gencluster kodiert, welches
Gene fiir einen SRP(Signal Recognition Particle)-dhnlichen Weg der
Proteinsekretion enthilt, einem Proteintranslokationssystem, das vor allem in
hoheren Lebewesen vorkommt (LUTCKE, 1995; ZWIEB & SAMUELSSON, 2000).
Ob das SRP-System in C. tetani unabhéngig arbeitet oder aber mit dem Sec-System
zusammenarbeitet, wie fiir Gram-positive-Bakterien vermutet wird, bleibt offen
(VAN WELY et al, 2001). Das SRP-System besteht in C. fetani - sowie allen
anderen bisher sequenzierten Organismen der Bacillus/Clostridium-Gruppe - aus
dem SRP54-Homologon Fth (CTC1249) und einer kleinen cytoplasmatischen RNA
(7SL RNA, stromaufwirts von CTC75), die wahrscheinlich zusammen den SRP-
Komplex bilden, welcher an die im Zuge der Translation am Ribosomen
erscheinende Signalpeptidsequenz bindet. Der SRP-Rezeptor besteht u. a. aus der
GTPase FtsY (CTC1246). Moglicherweise sind auch das Protein CTC1247 (,SRP-
assoziiertes Protein’) und die GTPase CTC1254 beteiligt. Eine GTPase spielt auch
im eukaryotischen Pendant eine entscheidende Rolle. Der SRP-Rezeptor ibernimmt
die Annahme des Komplexes aus sekretorischem Protein plus SRP an der
Cytoplasmamembran und katalysiert unter GTP-Hydrolyse die Abspaltung des SRP
vom Komplex. Im Genom von C. tetani sind die Gene des SRP-Systems mit Genen
geclustert, die moglicheweise am SRP-System beteiligt sind: neben der bereits
erwahnten Signal-Peptidase (CTC1253) lassen sich eine Ribonuklease (CTC1255),
ein GTP-bindendes Protein (CTC1254), ein 16S rRNA prozessierendes Protein
(CTC1250), zwei ribosomale Proteine (L19P und S16P), eine tRNA(Guanin-N1)-
Methyltransferase (CTC1251) und ein RNA-bindendes Protein ausmachen.
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Im folgenden wurde nach weiteren Proteintranslokationssystemen gesucht. Es zeigte
sich, dass die Gene des Sec-unabhingigen TAT (Twin Arginine Translocation)-
Systems nicht in den betrachteten Clostridien-Genomen vorkommen.

Es konnten aber zwei Proteine (CTC1603, CTC1604 mit ATPase-Doméne)
identifiziert werden, die sowohl Homologien zu den Gsp (General secretion
pathway)-Proteinen E und F (synonym: EpsE und F), welche Teil eines bakteriellen
Typ II-Sekretionssystems sind, als auch zu den Pilus-Assembly-Proteinen PilB und
PilC zeigten. Das Typ II-Sekretionssystem kommt in vielen Gram-negativen
Bakterien vor, wie in E. coli oder in V. cholerae (SANDKVIST, 2001). Interessant in
diesem Zusammenhang ist, dass einige bakterielle Toxine, wie z. B. das Cholera-
Toxin, mittels des Typ II-Sekretionssystems exportiert werden, das in V. cholerae
aus 12 Untereinheiten besteht, deren Gene geclustert vorkommen (Abb. 28;
SANDKVIST et al, 1997). Deshalb wurde die genetischen Umgebung von
CTC1603 und CTC1604 genauer analysiert. Erst durch einen Psi-BLAST, der auch
schwache Homologien aufdeckt, konnten weitere Komponenten des Typ II-
Sekretionssystems in C. fefani identifiziert werden, welche zuvor als hypothetisch
annotiert wurden (Abb. 28). Ein ORF (CTC1600) zeigte dabei Homologien zu einer
Prepilin-Peptidase. Nun konnte in Legionella pneumophila gezeigt werden, dass die
Prepilin-Peptidase fiir die Protein-Sekretion mittels des Typ II-Systems bendtigt wird
(LILES et al., 1998). Eine Inaktivierung des entsprechenden Gens in diesem
Organismus hatte nicht nur zur Folge, dass weniger Proteine sekretiert wurden;
dariiber hinaus ging das Ausschalten dieses Gens mit der Reduktion seiner
Pathogenitdt einher. Insbesondere wurde festgestellt, dass eine bestimmte Zink-
Metalloprotease nicht mehr sekretiert werden konnte (LILES et al., 1999). Inwieweit
solch ein Typ II-dhnliches Sekretionssystem in C. fetani funktionsfahig ist, konnte
auch im Hinblick auf die Erforschung des Exports des Tetanus-Toxins von Interesse

sein.
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Abb. 28: Vergleich des Genclusters fiir das Typ II-Sekretionssystem in
V. cholerae mit einem dhnlichen Gencluster in C. tetani
Die Farben spiegeln die Homologien zwischen C. fetani und V. cholerae
wider. In grau: Proteine mit unbekannter Funktion, die nur in C. fetani, C.
acetobutylicum und C. botulinum gefunden wurden.

3.4.13 Regulatorische Funktionen

C. tetani kommt normalerweise als harmloses Bakterium im Boden vor. Der Eintritt
des Organismus iiber Wundinfektionen in den Séugetierwirt kann mit der
Ausprigung eines pathogenen Phinotyps einhergehen. Solche Anderungen des
Phénotyps werden 1. d. R. auf genetischer Ebene reguliert. Daher sollen in diesem
Abschnitt mogliche, aus der Genomsequenz abgeleitete Elemente des regulatorischen

Netzwerks vorgestellt werden.

3.4.13.1 Transkriptionsregulatoren

Im Genom von C. fetani konnen mindestens 127 Proteine identifiziert werden, die zu
Transkriptionsregulatoren homolog sind und iiber eine DNA-bindende Doméne
verfiigen. Viele der Gene dieser Transkriptionsregulatoren lassen sich in
unmittelbarer genetischer Ndhe zu Transport-Systemen ausmachen (CTCI163,
CTC277, CTCA483, CTC527, CTC533, CTCI913, CTC1361, CTC1391, CTC1411,
etc.). Andere Gene filir Transkriptionsregulatoren befinden sich in unmittelbarer Nihe
von Operonen, die z. B. fiir den Fettsdure-Abbau (CTC126), die Glykolyse
(CTC377), den Butyrat-Weg (CTC707), einige S-Layer Proteine (CTC762), die
Flagellum-Synthese (CTC1655), den Ethanolamin-Katabolismus (CTC2163), die
Sec-System-Synthese (CTC2206), eine Citrat-Lyase (CTC2468), eine Sulfit-
Reduktase (CTC2488) oder fiir eine Glutamat-Mutase (CTC2569) kodieren.
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3.4.13.2 Zwei-Komponenten-Systeme

29 der DNA-bindenden Proteine sind als Response-Regulatoren Teil von Zwei-
Komponenten-Systemen, wobei die zwei Komponenten i. d. R. direkt benachbart
kodiert sind. Ein typisches Zwei-Komponenten-System besteht neben dem
Transkriptionsregulator noch aus einer Sensor-Histidin-Kinase, die meistens
membranstindig ist und i. d. R. ein Signal im Periplasma empfingt, was dann {iber
eine Konformationsidnderung zur Autophosphorylierung des Sensors fiihrt. Oft ist
noch ein periplasmatisches Bindeprotein zwischengeschaltet, das mit dem Signal
interagiert und anschlieend die Sensor-Histidin-Kinase aktiviert. In einem nachsten
Schritt wird eine Phosphoryl-Gruppe des Sensors auf den Response-Regulator
tibertragen, der dadurch aktiviert wird und z. B. eine Bindung an bestimmte
sequenzspezifische Bereiche der DNA eingehen kann. Diese liegen meistens in der
Néhe von Promotoren, so dass eine Proteinbindung direkt die Aktivitdt der RNA-
Polymerase und damit den Expressionsspiegel des Gens oder des Operons
beinflussen kann. Mit solchen Zwei-Komponentensystemen fithren Bakterien eine
adaptive Antwort auf Umweltsignale herbei. Als Beispiele sollen bakterielle Systeme
wie Arc (aerobe/anaerobe Umschaltung), EnvZ/OmpR (Osmoregulation), Spo
(Sporulation), Lyt (N-Acetylmuramoyl-L-Alanin-Amidase-Biosynthese), Nar
(Nitrat-/Nitrit-Metabolismus), Pho (Phosphat-Regulation) und Vir (Virulenz-
Ausbildnung) genannt werden.

Um erste Informationen dariiber zu gewinnen, welche Gene oder Operone in C.
tetani jeweils von diesen 29 Zwei-Komponenten-Systemen reguliert werden, wurden
die gefundenen Homologien zu bereits untersuchten Systemen und die direkte
genetische Nachbarschaft dieser Systeme betrachtet (Tabelle 13). Die zuletzt
genannte Herangehensweise beruhte auf der empirischen Beobachtung, dass einige
Zwei-Komponentensysteme direkt benachbarte Gene regulieren. Neben diesen
Systemen gibt es aber auch solche, die mehrere im Genom verstreut liegende Gene

regulieren, z. B. das VirR/VirS-System aus C. perfringens (BA-THEIN et al., 1996).
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Tabelle 13: Die in der Genomsequenz von C. tetani identifizierten Zwei-Kompo-
nentensysteme, ihre Homologien und ihre genetische Nachbarschaft
(RR, Response-Regulator; SHK, Sensor-Histidin-Kinase)

System Homologie benachbart-liegende Gene
CTC189/191 RR: ResD (respiratorische Kontrolle) periplasmatische Endopeptidase
CTC392/393 RR/SHK: BacR/BacS (Peptid-Antibiotika | ABC-Transporter-System (Peptid-

(z. B. Bacitracin)-Synthese und -Resistenz) oder Protein-Transporter)
CTC411/412 RR/SHK: Virl/Vir] (Regulation der Toxin- i
Synthese)
CTC455/456 RR ist RNA-Methylase -
CTC597/598 RR: BacR (Peptid-Antibiotika (z. B. konserviertes Protein; Glycerin-
Bacitracin)-Synthese und -Resistenz) Dehydrogenase
CTC628/629 RR/SHK: SpaR/SpaK (Subtilin- ABC-Transporter-System SpaEFG
Biosynthese und —Resistenz) (Subtilin-Export)
CTC805/806 RR/SHK: VanR/VapS (Glycopeptld (z.B. Transport-Protein
Vancomycin)-Resistenz)
CTC848/349 RR/SHK: GtcR/GtcS (Peptid-Antibiotika- periplasmatische Protease
Biosynthese und Resistenz) (Hitzeschock-Protein)
CTC872/873 SHK: Arc (Regulation des Switches Efflux-ATPase fiir Kupfer
zwischen aerober/anaerober Respiration)
RR: Regulation des Katabolismus von . . .
CTC924/1925 Purinen; SHK ist Chemotaxis-Protein Zink-abhingige Peptidase
) . Pyruvat-Formiat-Lyase; Parathion-
CTC934/935 | SHK: LytS (Regulation der Zell-Autolyse) Hydrolase
RR/SHK: VirR/VirS (Regulation von Chemotaxis-Protein;
CTC949/950 Virulenzfaktoren) Transkriptionsaktivator
RR/SHK: PhoR/PhoP (Regulation des .
CTC1130/1131 Phosphat-Haushalts) ABC-Transportsystem flir Phosphat
RR: LytR (Regulation der Zell-Autolyse);
CTCI1211/1212 SHK ist Chemotaxis-Protein anaerobe Sulfit-Reduktase
CTC1420/1421 RR/SHK: chF/ny:G (Regulation der ABC-Transporter (Peptid-
Zellteilung) Transporter)
] . konserviertes Protein mit [4Fe4S]-
CTC1481/1482 RR/SHK: FguP/FeuQ (Regulation der Cluster mit 4 transmembranen
Eisen-Aufnahme) .
Helices
Hitzeschock-Protein HtpG
CTC1490/1491 i (Chaperon); Membranprotein
RR/SHK: DcuR/DcuS (C4-Dicarboxylat- o 1
CTC1523/1524 stimulierte Regulation der Gene fiir [6sliche Flavocytochrom c-Fumarat-

anaerobe Fumarat-Respiration)

Reduktase
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CTC1804/1805 RR/SHK: BacR/BacS (Peptid-Antibiotika ABC-Transporter (Peptid-
(z. B. Bacitracin)-Synthese und -Resistenz) Transporter)
CTC1818/1819 i ABC-Tranqurter; RNA
Polymerase-Sigmafaktor
CTC1848/1849 i 16sliche Flavocytochrom c-Fumarat-
Reduktase
RR : SinR (Regulation des Eintritts in die
stationdre Phase; Antwort auf
CTCI857/1858 Nahrstoffmangel; Repressor des Spo0OA- i
Gens); SHK ist Chemotaxis-Protein
CTC1905/1906 RR: BacR; VanR (Pepnd'-Antlblotlka- ABC-Transporter (Peptid-
Synthese und -Resistenz) Transporter)
RR: BacR; VanR (Peptid-Antibiotika- ABC-Transporter (Peptid-
CTCIO18/1919 Synthese und -Resistenz) Transporter)
RR/SHK: PhoR/PhoP (Regulation des
CTCI951/1953 Phosphat-Haushalts) i
CTC1978/1979 RR/SHK: LytR/LytS (Regulation der Zell- Carbon-Starvation Protein CstA
Autolyse)
CTC2155/2156 RR/SHK: VanR/VapS (GIYCOP eptid (z. B. DNA-Reparaturprotein HexA
Vancomycin)-Resistenz)
RR/SHK: EutR/EutS (Regulation des Ethanolamin-Katabolismus-Proteine
CTC2178/2179 Abbaus von Ethanolamin) EutA/EutP
RR/SHK: AtoC/AtoS (Regulation des Na'/Glutamat-Symporter; V-Typ-
CTC2322/2323 Acetoacetat-Metabolismus) ATPase-Proteine

Die in Tabelle 13 aufgelisteten Befunde fiir die Zwei-Komponentensysteme in C.
tetani offenbarten einige interessante Aspekte. So konnten zwei Systeme,
CTC411/412 und CTC949/950, gefunden werden, die Homologien zu Systemen aus
C. perfringens zeigten, welche die Synthese von Virulenzfaktoren regulieren.
VirR/VirS stellt dabei das am besten untersuchte System dar: es reguliert u. a. die
Expression von Virulenzfaktoren wie Phospholipase C, Perfringolysin O,
Collagenase und eine Sialidase (CHEUNG & ROOD, 2000). Dabei wird die
Expression von Perfringolysin O direkt durch Bindung von VirR am entsprechenden
Promotor reguliert, wihrend die anderen Toxin-Gene wahrscheinlich durch eine
VirR-regulierte RNA reguliert werden (SHIMIZU et al., 2002b). Das VirR/VirS-
dhnliche System in C. tetani wird derzeit im Gottinger Institut fiir Mikrobiologie und
Genetik durch Elke Raade untersucht. Uber das Virl/VirJ-System liegen keine
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veroffentlichten Daten vor. Es wird allerdings als negativer Regulator von
extrazelluldren Toxinen angesehen (OHTANI et al., 1999).

Ein weiterer interessanter Aspekt ist, dass in einigen Féllen ein Zusammenhang
zwischen den Funktionen der homologen Systeme und den Funktionen der
benachbart-liegenden Gene hergestellt werden konnte. So konnten sechs Systeme
(CTC392/393, CTC628/629, CTC805/806, CTC1804/1805, CTC1905/1906,
CTC1918/1919) erkannt werden, die zur BacR/BacS- bzw. VanR/VanS-Familie zu
rechnen sind, welche Gene zur Ausbildung einer Resistenz gegen Peptid-Antibiotika
regulieren. Stromabwirts der Gene dieser Systeme befinden sich in C. tetani Gene
fiir Peptid-ABC-Transporter, die moglicherweise als Peptid-Efflux-Systeme arbeiten
konnen. Ein weiteres Beispiel ist das System CTC1523/1524, dessen Homologon
DcuR/DcusS aus E. coli Gene fiir die anaerobe Fumarat-Atmung als adaptive Antwort
auf das Vorhandensein von C4-Dicarbonsduren im Medium reguliert (JANAUSCH,
et al., 2002). In Bezug dazu findet man stromabwirts in C. tetani das Gen fiir die
Flavocytochrom c-Fumarat-Reduktase. Weitere Beispiele sind das mogliche
Phosphat-Regulationssystem CTC1130/1131 sowie das System CTC1481/1482,

welches Gene fiir die Aufnahme von Eisen regulieren konnte.

3.4.133 RNA-Polymerase-Sigmafaktoren

Als nichstes wurde nach RNA-Polymerase-Sigmafaktoren gesucht, um zu ermitteln,
welche alternativen Sigmafaktoren neben dem Standard-Sigmafaktor (RpoD, Sigma-
70) zur Verfligung stehen. Die Verwendung von alternativen Sigmafaktoren
ermdglicht die einheitliche Regulation der Expression ganzer Gengruppen
(Regulons). Es konnten im Genom von C. tetani 19 Sigmafaktoren identifiziert
werden. Tabelle 14 zeigt die Ahnlichkeitsvergleiche dieser Faktoren zu
Sigmafaktoren aus B. subtilis und anderen Organismen. Dadurch konnten erste
Hinweise auf die Art der Regulons erhalten werden, welche von den verschiedenen

Sigmafaktoren reguliert werden.
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Tabelle 14: Die Sigmafaktoren in C. tetani, deren Homologien und mogliche
regulatorische Bedeutungen

ORF-Name

Homologie zu B. subtilis u. a. /
vorhandene Doménen

mogliche regulatorische
Bedeutung

CTC376

RpoN (Sigma-54)

primdérer alternativer Faktor
(Fermentationsmetabolismus,
N-Metabolismus)

CTC553, CTC665

SigW, ECF"-Familie (Sigma-70-
Faktor-Domaine)

unbekannt

CTC608, CTC618,
CTC688, CTC1790

SigV, ECF-Familie (Sigma-70-
Faktor-Doméine)

unbekannt

CTC867, CTC2010

RpoD (Sigma-70)

Standard-Sigmafaktor
(Housekeeping-Gene)

CTC1066 Sigma-28 Sporulation (Stadium IV)
CTCl1126 Sigma-E Sporulation (Stadium IT)
CTC1128 Sigma-G Sporulation (Stadium III)
CTC1433, CTC1786, ECF-Familie (Sigma-70-Faktor-
CTC1788, CTC1817 Domine) unbekannt
CTC1653 FLA Flagellum-Synthese / Motilitét /
Chemotaxis
CTC2246 Sigma-F Sporulation (Stadium IT)
CTC2617 Sigma-H Einleitung in stationdre Phase /

Sporulation

* ECF: extracytoplasmatische Funktion

Die Anzahl der in C. tetani gefundenen Sigmafaktoren stimmt in etwa mit der in den
Genomen von B. subtilis (18) und C. acetobutylicum (17) gefundenen Anzahl
tiberein (KUNST et al., 1997; NOLLING et al., 2001). Allgemein kann festgestellt
werden, dass die Zahl der Sigmafaktoren in Genomen von Sporenbildnern weitaus
grofer ist als in anderen Genomen wie z. B. in dem von Staphylococcus aureus, in
dem lediglich 2 Sigmafaktoren identifiziert werden konnen. Es ist bekannt, dass die
Sporulation mittels einer Kaskade von alternativen Sigmafaktoren reguliert wird. An
dieser Stelle sollte die Besonderheit erwdhnt werden, dass der hier verwendete C.
tetani Stamm E88 eine nicht-sporulierende Variante des Stammes Massachusetts ist.
Anhand der Genomsequenz kann nicht geklart werden, warum der Stamm ES88 die
Fahigkeit zur Sporulation eingebiif3t hat, da auf genetischer Ebene ein dhnlicher Satz
an Sporulationsfaktoren vorhanden ist wie in den sequenzierten Sporenbildnern C.
acetobutylicum und C. perfringens. Kurz erwdhnt sei hier auch die Beobachtung,

dass sich der Satz an Sporulationsgenen zwischen B. subtilis und den drei
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sequenzierten Clostridien stark unterscheidet: die Clostridien besitzen viel weniger
Sporulationsgene (NOLLING et al., 2001). Es fehlen u. a. die SpoV-Gene sowie
regulatorische Elemente wie das Zwei-Komponenten-System SpoOB/OF, die
Histidin-Kinasen KinABCDE und sporulationsrelevante Phosphatasen der Rap-
Familie. Die genannten Elemente regulieren in B. subtilis erwiesenermaflen den

Eintritt in die stationdre Phase und den Beginn der Sporulation.

Die Identifizierung weiterer von C. fetani verwendeter Regulationsmechanismen wie
Antisense-RNAs oder posttranslationale Mechanismen ist nahezu unmdoglich, wenn
lediglich die Genomsequenz betrachtet wird. Andere Techniken wie etwa die
Microarray-Technik oder Proteomanalysen mittels der 2D-Gelelektrophorese miissen
hinzugezogen werden. Dass C. tetani auch andere Regulationsmechanismen benutzt,
ist bei den Untersuchungen zum Tetanus-Toxin entdeckt worden: zur Aktivierung
des Toxins muss es posttranslational modifiziert werden, was durch eine
proteolytische Spaltung des 150 kDa groen Toxins in zwei Proteinketten geschieht
(s.4.2.1.1).

3.4.14 Mobile Elemente und Prophagen

Im Genom von C. tetani lassen sich im Vergleich zu Genomen von Enterobakterien
sehr wenig mobile DNA-Elemente ausmachen. So konnten 19 Genregionen
identifiziert werden, die Transposase-dhnliche Proteine kodieren. 9 davon sind
100%ige Kopien desselben Elements. Jede Kopie besteht dabei aus zwei ORFs: ORF
A kodiert ein Protein mit der Integrase-Domine RVE, wihrend ORF B ein
Transposase-Fragment zu sein scheint. Ahnliche Systeme gibt es auch in E. coli
(IS150) und V. cholerae. Die hochsten Homologien treten allerdings zu Systemen
aus Marinococcus halophilus und Oceanobacillus iheyensis auf (ERGO, interne
Datenbank). Die Mehrzahl dieser Transposasegene ist wahrscheinlich nicht mehr
funktionell, da der ORF durch eine Leserasterverschiebung, die von Insertionen,

Deletionen und Punktmutationen herrithren konnte, unterbrochen ist.

Des weiteren fallen im Genom drei Bereiche auf, die auffallend viele Phagen-

relevante  Proteine kodieren, und wahrscheinlich cryptische Prophagen
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reprasentieren. Der erste Bereich umfasst etwa 47 kb und enthdlt 49 ORFs
(CTC1067-CTC1116). Dieser potentielle Prophage existiert nicht in den Genomen
von C. acetobuylicum und C. perfringens. Stattdessen zeigen die meisten Proteine
Homologien zu hypothetischen oder Phagen-relevanten Proteinen aus C. botulinum.
Die anderen zwei Bereiche von etwa 39 und 41 kb umfassen 35 (CTC1532-
CTC1567) bzw. 47 ORFs (CTC2105-CTC2152). Wiederum kodieren diese ORFs
lediglich hypothetische oder Phagen-relevante Proteine. Die Inserierung dieser
Phagen ins Genom von C. fetani konnte auch die in Abbildung 19 ersichtliche
Beobachtung erkldren, dass Replikationsursprung und -terminus nicht genau eine

halbe Genomlinge voneinander entfernt sind.
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4 Diskussion

Im vorangegangenen Ergebnis-Teil dieser Arbeit wurde ein Einstieg in die
Sequenzanalyse des Genoms von C. fetani versucht. Es wurden das genetische
Potential des Organismus in Bereichen wie Virulenz, Stoffwechsel, Bioenergetik,
Transport, Regulation und Proteinsekretion vorgestellt und bemerkenswerte
Einzelheiten und Besonderheiten erldutert. Dabei ist oft auch der Versuch
unternommen worden, einen Vergleich zwischen den in C. tetani gefundenen Daten
und den Genomdaten anderer Clostridien herzustellen. So z. B. wurden das
Vorkommen und die Zusammensetzung verschiedener Gencluster unter den
Clostridien verglichen.

Hier soll nun ein genereller, genomweiter Vergleich zwischen verschiedenen Arten
der Gattung Clostridium durchgefiihrt und die erhaltenen Ergebnisse diskutiert
werden. Im letzten Teil der Diskussion wird dann das genetische Potential von C.

tetani zusammengefasst.

4.1 Vergleichende Sequenzanalyse der Genome von
pathogenen und nicht-pathogenen Clostridien

4.1.1 Stand der Genomforschung von Organismen der Gattung
Clostridium

Zu Beginn der Arbeiten zur Sequenzierung des Genoms von C. fefani lag noch keine
komplette Genomsequenz von einem Organismus der Gattung Clostridium vor. Erst
im August 2001 wurde die Genomsequenz von C. acetobutylicum ATCC824
verdffentlich, einem nicht-pathogenen Organismus, der Losungsmittel wie Aceton,
Butanol und Ethanol produzieren kann (Genome Therapeutics Corporation (GTC)-
Sequencing Center; NOLLING et al., 2001). Es folgte im Januar 2002 die
Veroffentlichung der Genomsequenz von C. perfringens 13, einem pathogenen
Organismus, der im Menschen Gasgangrin (clostridielle Myonekrose) und
nekrotische Enteritis und Diarrh6 verursachen kann (Institute of Basic Medical

Sciences, University of Tsukuba, Japan; SHIMIZU et al., 2002).
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Als nichstes und bisher letztes konnte das Genom von C. fetani im Rahmen dieser
Arbeit geschlossen werden, die entsprechende Sequenz ist in der NCBI-Datenbank
abgelegt (BRUGGEMANN et al., 2003). Daten iiber diese drei Genome sind in
Tabelle 8 zusammengefasst (s. 3.4.1).

Zur Zeit werden noch weitere Genome clostridieller Organismen sequenziert. Das
Sanger-Zentrum in Cambridge, England, sequenziert die Genome der pathogenen
Organismen C. difficile Stamm 630 und C. botulinum A (ATCC3502).

C. difficile 630 ist einer der am weitesten verbreiteten nosocomialen Erreger, also
solcher, die in erste Linie in Krankenhdusern auftreten. Der Organismus kann
verschiedene Krankheiten wie Antibiotika-assoziierte Diarrhoe bis hin zu
lebensbedrohlicher pseudomembrandser Kolitis verursachen. Das Genomprojekt
befindet sich zur Zeit im letzten Stadium (2 verbliebende Sequenzliicken, Stand:
08.11.2002). Die vorldufige Gesamtgenomlidnge betragt 4,298 Mb.

C. botulinum Stamm A (ATCC3502) produziert das Botulinus-Toxin A, das mit dem
Tetanus-Toxin in Sequenz, Struktur und Wirkungsweise eng verwandt ist. Das
Botulinus-Toxin verursacht die folgenschwerste Lebensmittelvergiftung, den
Botulismus, welcher zu einer tddlichen Atemlihmung fiihren kann. Das
Genomprojekt befindet sich derzeit ebenfalls in der letzten Phase: 63114
Einzelsequenzen assemblieren zu 20 Contigs mit einer vorldufigen
Gesamtgenomgrofle von 3,951 Mb (Stand:08.11.2002). Der aktuelle Stand der
Genomsequenzierung ist auf den Web-Seiten (http://www.sager.ac.uk) des Sanger-
Zentrums einsehbar. Zusitzlich hat die Offentlichkeit unter ftp://ftp.sanger.ac.uk
/pub/pathogens/cb/ freien Zugang zu vorlaufigen C. botulinum-Sequenzdaten.

Ein weiterer pathogener C. perfringens-Stamm wird derzeit von TIGR (The Institute
of Genomic Research, Rockville, USA) sequenziert. Dabei handelt es sich um C.
perfringens ATCC13124. Es sind derzeit noch 9 Contigs vorhanden, die zusammen
3,266 Mb ergeben (Stand: 16.05.2002).

Der Vollstindigkeit halber sei erwdhnt, dass auch die Rohsequenzierung des Genoms
von C. thermocellum ATCC27405 durchgefiihrt wurde, einem thermophilen,
Cellulose-abbauenden Organismus (Joint Genome Institute (JGI), California, USA).
Der Datensatz besteht aus 469 Contigs, die zusammen eine vorldufige Genomgrofie

von 3,654 Mb ergeben (Stand: 17.09.2002).
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4.1.2 Verwandtschaft clostridieller Genome

4.1.2.1 Phylogenetische Betrachtungen anhand von 16S rRNA-Sequenzen

Die Organismen der Gattung Clostridium sind als Gram-positive, anaerobe und
Endosporen-bildende Bakterien charakterisiert, die nicht zur dissimilatorischen
Sulfat-Reduktion befahigt sind (GOTTSCHALK et al., 1981). Die Auflistung der
Genomprojekte im letzten Abschnitt deutete es aber bereits an: die Gattung
Clostridium ist sehr heterogen. Die Genomgrofen unterscheiden sich z. T. erheblich.
Wihrend das Chromosom in C. tetani nur 2,799 Mb groB3 ist, besteht z. B. das
Genom von C. difficile aus 4,298 Mb. Phylogenetische Studien mit 16S rRNA-
Sequenzen  revidierten das bis dahin  diffuse  Wissen iiber die
Verwandtschaftsbeziehungen der Clostridien (COLLINS et al., 1994). Es wurde eine
extreme Heterogenitét der Gattung festgestellt. So konnten 19 verschiedenen Cluster
definiert werden. Viele Clostridien sind phylogenetisch gesehen mit Sporen-
bildenden und Nicht-Sporen-bildenden Organismen aus anderen Gattungen
verwandt. Trotzdem geht man davon aus, dass die Arten der Gattung Clostridium
von einem gemeinsamen Vorfahren abstammen, welcher sehr frith in der Evolution
Gram-positiver Bakterien auftrat (STACKEBRANDT & RAINEY, 1997). Die
meisten pathogenen Arten, darunter C. fetani, C. perfringens und C. botulinum, aber
auch der nicht-pathogene Organismus C. acetobutylicum sind im Cluster I

eingeordnet, das in Abbildung 29 wiedergegeben ist.



Diskussion 140

C."favososporum”
"C.corinoforum"
C.puniceum
C."caliptrosporum"
C.beijerinckii

C.botulinum
tyggE } non-proteolytic

C.aurantibutyricum
1001 C. "chartatabidum"
"C.longisporum"
C.paraputrificum
C.carnis

"C.quinii"
C.celatum

C.baratii

C.absonum
Sarcina ventriculi
C.cellulovorans

C.fallax
C.algidicarnis

C.cadaveris

C.intestinalis
C.collagenovorans

C.sardiniense

—— C.homopropionicum
100 100— C.thermopalmarium
L—— C.thermobutyricum

| 100—type D ;
,j type C } C.botulinum
C.novyi
CLUSTER I C.estertheticum
&5" r C.subterminale
type G C.botulinum

———  C.oceanicum
——“0" C.botulinum
100[-type F ) p"Ote&%g
C.putrificum
C.sporogenes

C.tetanomorphum

100 C.malenominatum
100 C.cochlearium

C.pasteurianum

C.magnum
C.scatologenes
% C.kluyveri
C.tyrobutyricum
C.ljungdahlii

CLUSTERII yoo—— C.histolyticum

L Cilimosum
C.proteolyticum

C.fervidus

Abb. 29: Dendogramm der Verwandtschaftsbeziehungen innerhalb der
Organismen des Clostridien-Clusters I
(Abbildung aus COLLINS et al., 1994)

4122 Phylogenetische Betrachtungen anhand von Triosephosphat-

Isomerase- und Elongationsfaktor EF-Tu-Sequenzen

Nachfolgend sollen nun speziell die sequenzierten Clostridien und verwandte
sequenzierte Organismen phylogenetisch anhand anderer Vergleichsmolekiile als der
16S rRNA in Beziehung gesetzt werden. Als Vergleichskriterien wurden die
Proteinsequenzen der  Triosephosphat-Isomerase  (Abb. 30) und des
Elongationsfaktors EF-Tu (Abb. 31) gewéhlt, da diese Proteine sehr konserviert sind

und in letzter Zeit des dfteren als Vergleichsmolekiile in phylogenetischen Studien
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benutzt wurden (CANBACK et al., 2002; DHALLUIN et al., 2002; JENKINS &

FUERST,

TTE

Abb. 30:

2001).
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Phylogenetische Beziehung zwischen C. tetani und verwandten Orga-

nismen anhand der Proteinsequenzen der Triosephosphat-Isomerase
Ausgewidhlt wurden diejenigen 10 Organismen, die beziiglich der
Triosephosphat-Isomerase die hochsten Sequenzdhnlichkeiten zur
Proteinsequenz aus C. tetani zeigten. Der Neighbour-joining (NJ)-Tree
wurde wie in der Legende zur Abb. 9 (s. 3.2.6.2) erkldrt berechnet. Die
Nummern an den Gabelungen bedeuten in % die Haufigkeit, mit der eine
solche Gabelung unter 1000 berechneten NJ-Trees erhalten wurde.
Abkiirzungen: BLI, B. licheniformis; BME, B. megaterium; BST, B.
stearothermophilus; BSU, B. subtilis; CAC, C. acetobutylicum; CBO, C.
botulinum A; CDI, C. difficile; CPE, C. perfringens; CTC, C. tetani; TTE,
Thermoanaerobacter tengcongensis.
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Abb. 31: Phylogenetische Beziechung zwischen C. tetani und verwandten Orga-
nismen anhand der Proteinsequenzen des Elongationsfaktors EF-Tu
Ausgewidhlt wurden diejenigen 12 Organismen, die beziiglich des
Elongationsfaktors EF-Tu die hdchsten Sequenzdhnlichkeiten zur
Proteinsequenz aus C. fetani zeigten. Der Neighbour-joining-Tree wurde
wie in der Legende zur Abb. 9 (s. 3.2.6.2) erkldrt berechnet. Abkiirzungen:
siche Legende Abb. 30; weitere Organismen: CTH, C. thermocellum;
DHA, Desulfitobacterium halfniense; FNU, Fusobacterium nucleatum;
NME, Neisseria meningitidis; TMA, Thermotoga maritima.

Ein interessanter Aspekt dieser phylogenetischen Studien ist, dass die Gruppe
bestehend aus C. acetobutylicum, C. botulinum A, C. perfringens und C. tetani einen
relativ grofen Abstand vom Rest der Sequenzen zeigt (bei 1000 Replicons 99%ige
bzw. 100%ige Separation). Innerhalb dieser Gruppe sind C. botulinum A und C.
acetobutylicum am engsten verwandt, was der von COLLINS et al. (1994)
festgelegten Verwandtschaft widerspricht (Abb. 29). Auffallend ist der relativ grof3e
phylogenetische Abstand von C. difficile zu den anderen betrachteten Clostridien.

Bei der relativen Nihe von C. tetani zu C. botulinum A ist die Frage interessant,
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welche zuséitzlichen Funktionen C. botulinum A auszeichnet, der ein um mehr als
1000 kb groBeres Genom als C. tetani besitzt. Die Ergebnisse der phylogenetischen
Betrachtungen basierend auf multiplen Sequenzalignments der Triosephosphat-
Isomerase und des Elongationsfaktors EF-Tu sind kohérent mit den im Laufe der
Annotation des C. tetani-Genoms beobachteten Ahnlichkeiten. Es wurde dabei
deutlich, dass die meisten Proteine die hochste Ahnlichkeit zu Proteinen aus
folgenden Organismen hatten - und zwar hiufig gemall der genannten Reihenfolge:
C. botulinum - C. perfringens - C. acetobutylicum, Thermoanaerobacter
tengcongensis, C. difficile, B. anthracis, B. cereus, Fusobacterium nucleatum, B.
licheniformis, B. halodurans, B. subtilis, Xyella fastidosa, L. monocytogenes,
Enterococcus faecium und andere.

Uberraschend ist die nahe Verwandtschaft zum Gram-negativen und thermophilen
Organismus Thermoanaerobacter tengcongensis, die auch schon von COLLINS et
al. (1994) beobachtet wurde. Der Organismus ist vor kurzem vollstindig sequenziert
worden (BAO et al., 2002). Thermoanaerobacter tengcongensis ist obligat anaerob
und bildet keine Sporen. Die optimale Wachstumstemperatur dieses primér

saccharolytisch lebenden Bakteriums liegt bei 75 °C.

4.1.3 Genomweiter Vergleich von C. acetobutylicum und C. perfringens
mit C. tetani

4.13.1 Vergleich der Genome auf Proteinebene

Die zur Verfiigung stehenden ver6ffentlichten Genomsequenzen von C.
acetobutylicum, C. perfringens und C. tetani sollen nun genomweit verglichen
werden. Die noch nicht geschlossenen Genome von C. difficile und C. botulinum
wurden aufgrund der noch vorhandenen Sequenzliicken und der nicht gesicherten
Sequenzqualitit an dieser Stelle nicht betrachtet. Der Vergleich wurde auf
Proteinebene vollzogen, in dem alle Proteinsequenzen aus C. fefani mit denjenigen
aus C. acetobutylicum und C. perfringens abgeglichen wurden. Abbildung 32 gibt
nun genomweit die Homologien unter den ORFs der drei Clostridien wieder. Es

lassen sich sieben Gruppen von ORFs differenzieren.
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C. tetani
2,87 Mb

)

Abb. 32: Auftreten homologer ORFs in C. tetani, C. perfringens und

C. acetobutylicum

Farbkodierung der vier C. tetani-ORF-Gruppen: orange: C. fetani-ORFs,
die Homologons im Genom von C. perfringens, aber nicht in dem von C.
acetobutylicum haben; pink: C. tetani-ORFs, die nicht in den beiden
anderen Clostridien-Genomen vorkommen; rot: ORFs, die C. tefani und C.
acetobutylicum gemein haben; weil: ORFs, die in allen drei Clostridien
vorkommen (clostridieller “backbone”). Die GroBe der drei Kreise ist
proportional zur Anzahl der ORFs der Genome. Als signifikante
Homologie zwischen zwei Proteinen wurde ein BLAST-Erwartungswert
(e-Wert) von kleiner als 10~ angesehen.

C. perfringens
3,08 Mb

C. acetobutylicum
4,13 Mb

Beziiglich C. tetani konnen vier Gruppen von ORFs unterschieden werden; zwei
davon sollen in den nichsten Abschnitten genauer betrachtet und diskutiert werden.
Die 516 ORFs, welche nur in C. tetani vorkommen, stellen womdglich Gene dar,
deren Proteine an der Auspriagung des C. tetani-spezifischen Phinotyps beteiligt sind
(s. 4.1.3.3). Darunter konnten also auch solche sein, die bei der Ausbildung der
Tetanus-Krankheit von Bedeutung sind. Die zweite hier ndher betrachtete Gruppe
umfasst die 199 ORFs, die nur in den pathogenen Bakterien C. fetani und C.
perfringens vorkommen und fiir die Ausbildung einer pathogenen Lebensweise der
Clostridien eine Rolle spielen konnten (s. 4.1.3.2).

Die hohe Anzahl homologer ORFs unter den Clostridien, vor allem bei C.

perfringens und C. tetani, veranlasste eine weitere Untersuchung mit dem Ziel,
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Informationen iiber den Konservierungsgrad der Genordnung zwischen den

verschiedenen Genomen zu erlangen. Zuerst wurde genomweit die DNA-Sequenz

von C. tetani und C. perfringens verglichen. Es konnte aber auf DNA-Basis keine

Konservierung zwischen diesen Genomen festgestellt werden (Daten nicht gezeigt).

AnschlieBend wurden die Proteinsequenzen aller ORFs beider Organismen abhingig

von der Position der entsprechenden Gene auf den Genomen gegeneinander

abgeglichen. Das Ergebnis ist in Abbildung 33 wiedergegeben; es zeigt, dass zwar

einzelne homologe Operone und Gencluster zwischen C. fefani und C. perfringens

existieren, eine genomweite Konservierung der Genordnung aber nicht festgestellt

werden kann.

C. perfringens (3031430 bp)
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Abb. 33: Abgleich der Genome von C. fetani gegen C. perfringens
Gezeigt ist der BLAST-Abgleich (dargestellt als Dot-Blot) der
Proteinsequenzen aller ORFs beider Organismen abhéngig von der Position
der entsprechenden Gene auf den Genomen. Ein rotes Kreuz bedeutet, dass
die homologen Proteine der beiden Organismen einen BLAST-
Erwartungswert kleiner als 10 aufwiesen. Rote Diagonalen, die aus der
Uberlagerung vieler roten Kreuze entstanden sind, weisen auf eine

konservierte Genordnung in diesem Genombereich hin.

3e+06
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Im Gegensatz dazu zeigen Enterobakterien z. B. der Gattungen Salmonella oder
Escherichia aber auch Vertreter der Gattung Bacillus wie B. subtilis und B.
licheniformis eine deutlich hohere Konservierung der Genordnung (PARKHILL et
al., 2001).

4.1.3.2 Kandidaten-Gene fiir eine pathogene Lebensweise -clostridieller

Organismen

Zunichst sollen die 199 ORFs betrachtet werden, die in den pathogenen Bakterien C.
tetani und C. perfringens vorkommen, nicht aber in dem nicht-pathogenen
Organismus C. acetobutylicum. Diese konnten bei der Etablierung oder der
Aufrechterhaltung einer pathogenen Lebensweise in virulenten Clostridien eine Rolle

spielen. Tabelle 15 klassifiziert diese ORFs nach ihrer Funktion.

Taballe 15: ORFs von C. tetani mit Homologons in C. perfringens, aber nicht in
C. acetobutylicum

Funktionelle An-

Kategorie zahl Produkt

Collagenase, Tetanolysin O, 2 Fibronectin-Bindeproteine,

Virulenz 6 Myosin-crossreaktives Antigen, Clostripain-Homologon

Kreatininase, Cyanophycinase, Di- und Oligopeptidasen
Peptidasen 11 mit unbekannter Spezifitit, mehrere N-Acetylmuramoyl-
L-Alanin-Amidasen

periplasmatische Eisen(IIl)-Bindeproteine, lonen-
Aufnahme-Systeme fiir Zink, Kalium und Chrom,
Aminosiure/Na'-Symporter fiir Alanin, Glutamat, Glycin,
Transport 48 Prolin, Serin, Threonin, Tryptophan und Tyrosin;
Na'/Myo-Inositol-Symporter, Na'/Pantothenat-Symporter,
Na'/H -Antiporter, Transporter (Permeasen) fiir Ribose,
Ethanolamin, Galactosid, Nucleosid, Him, u. a.

Ethanolamin- 71 homolog zu den eut-Genen der pathogenen Bakterien der
Katabolismus Gattungen Salmonella und Listeria
Regulation 9 in erster Linie DNA-bindende Transkriptionsregulatoren
Elektronen- 6 Proteine des Na'-translozierenden Nqr/Rnf-Systems
transport

ATPase 12 V-Typ-ATPase (Na'-translozierend)
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Threonin-Dehydratase, Glutaminase, Aspartat-

Ammosgure- 5 Ammonium Ligase, Histidin-Decarboxylase, Glutamin-
Metabolismus
Synthetase
DNA- oder Desoxyguanosintriphosphat-Triphosphohydrolase,
Nukleotid- 5 Inosin/Uridin-Nucleosid-Hydrolase, Purin-Nucleosid-
modifizierende Phosphorylase, Endonuclease, Uridin-Kinase, Cytosin-
Enzyme Deaminase
konservierte
oder 62 18 davon mit Signalpeptid-Sequenz, 13 sind homolog zu
hypothetische Membranproteinen aus L. monocytogens
Proteine
Myo-Inositol-Katabolismus, Lipase, Polyglutamat-
sonstige 20 Synthase, Citrat-Lyase-Komplex (6), Him-Oxygenase,

etc.

Auffillig ist die hohe Anzahl an Transport-Proteinen. Hierbei ist bemerkenswert,
dass darunter viele Na'-abhingige Symporter - vor allem fiir Aminosduren - zu
finden sind. Auch andere Na'-abhiingige Systeme sind in Tabelle 15 aufgefiihrt, wie
die V-Typ-ATPase und das Nqr/Rnf-System. Eine detaillierte Wiedergabe Na'-
abhingiger Prozesse in C. fetani ist in Kapitel 4.1.4 zu finden.

Des weiteren gibt es in C. fetani und C. perfringens mehrere homologe Eisen(II])-
Aufnahmesysteme sowie ein ABC-Transportersystem (CTC959-CTC962), das
wahrscheinlich Him transportieren kann. Die Akquirierung von Eisen ist fir die
erfolgreiche Kolonisierung und Proliferation des Bakteriums im infizierten Wirt von
besonderer Bedeutung, da Eisen im Wirt i. d. R. nur in gebundener und damit schwer
zuginglicher Form vorliegt (Ferritin, Himosiderin, Eisentransferrin). So muss das
Bakterium Aufnahmesysteme (Siderophore) mit einer sehr hohen Eisen-Affinitét
bilden (CLARKE et al., 2001). In diesem Zusammenhang ist auch die Anwesenheit
einer Him-Oxygenase in C. tetani und C. perfringens interessant, welche die
Offnung des Him-Ringes katalysieren kann, was zur Freisetzung des Eisen-lons
fiihrt (s. 3.4.10.2). Unter den Transportproteinen, die in C. fetani und C. perfringens
vorkommen, befindet sich auch ein Zink-Aufnahmesystem. Das ist deshalb von
Interesse, weil Zink das Schliissel-Ion in der Funktionalitit von Zink-abhingigen
Toxinen wie das Tetanus-Toxin und die Collagenase darstellt. Daneben gibt es im
Genom 11 weitere Peptidasen, die das Zink-Bindemotiv HEXXH tragen, und somit
wahrscheinlich auch Zink-abhangig sind.

Tabelle 15 listet ebenfalls Peptidasen auf, darunter sowohl cytoplasmatische wie

auch periplasmatische Proteine. Lediglich zwei davon zeigen Homologien zu
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bekannten Peptidasen: die aufgefiihrte Kreatininase katalysiert die Hydrolyse von
Kreatinin zu Kreatin und die Cyanophycinase, eine Exopeptidase, katalysiert die
hydrolytische ~ Spaltung  von  Cyanophycin, einem  Wasser-unldslichen
Speicherpolymer (OBST et al., 2002).

Des weiteren sind die 21 Gene aufgefiihrt, die fir den Cobalamin-abhéngigen
Katabolismus von Ethanolamin kodieren (KOFOID et al., 1999). Ethanolamin fillt z.
B. beim Abbau bestimmter Phospholipide an, welcher durch Lipasen katalysiert

wird, von denen 5 verschiedene im Genom von C. tetani vorkommen (s. 3.4.6.4).

4.133 Kandidaten-Gene fiir Tetanus-spezifische Funktionen

Nun sollen die 516 ORFs betrachtet werden, die in C. fetani nicht aber in den
anderen beiden Clostridien-Genomen vorkommen. Diese ORFs kodieren also
Funktionen, die fiir C. fetani spezifisch sind. Somit konnten sie moglicherweise in
einem Zusammenhang mit der Ausbildung der Tetanus-Krankheit stehen. Allerdings
ist aufgrund der kleinen Vergleichsmenge von lediglich drei Genomen das
Vergleichsresultat mit Vorsicht zu genielen. Tabelle 16 fasst die Funktionen der

ORFs zusammen.

Tabelle 16: ORFs von C. tetani ohne Homologons in C. perfringens und
C. acetobutylicum

(Funktionelle) An-

Kategorie zahl Produkt

25 hypothetische, 6 konservierte Proteine; 2
Replikationsproteine; Tetanus-Toxin

3 Prophagen der GroBen 47 kb, 39 kb und 41 kb;

Plasmid pE88 31

Phagen ?g hypothetische oder Phagen-speziﬁsghe Funktionen, N-
27 Acetylmuramoyl-L-Alanin-Amidasen, Stress-
Protein 20U, RecT
Mrp-System (Na'/H'-Antiporter-Komplex), 2 weitere
Natrium- Na'/H"-Antiporter, Na'/Glucose/Galactose-
abhingige 17 Cotransporter, Na'/Glutamat-Symporter, Na'/Histidin-
Prozesse Symporter, einige Untereinheiten der alternativen V-
Typ-ATPase
11 S-Layer-Proteine, mogliche Thrombocyten-
Virulenz 14 aktivierender Faktor (PAF)-Acetylhydrolase,

periplasmatisches immunogenes Protein
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Peptidasen/
Amidasen

16

4 Zink-abhdngige Enzyme: CTC401, CTC445,
CTC519, CTC612; Cystein-Protease, Protease HtpX
(Hitzeschock-Protein); einige N-Acetylmuramoyl-L-

Alanin-Amidasen

Transporter

15

Subtilin-Transportsystem SpaEFG; Cobalt-Transporter;
Small-Multidrug-Exportproteine;
Homoserin/Homoserinlacton-Effluxprotein; Eisen-
Transportsystem

Genereller
Metabolismus

Glucose-6-Phosphat-1-Dehydrogenase, 6-
Phosphogluconat-Dehydrogenase (Pentose-Phosphat-
Weg); 4-Hydroxybutyrat-CoA-Transferase (4-
Aminobutyrat- oder Succinat-Abbau);
Phosphoenolpyruvat-Phosphomutase,
Phosphonopyruvat-Decarboxylase (Phosphonat-
Biosynthese); mogliche Molybdian-abhingige CO-
Dehydrogenase

Aminosdure-
Metabolismus

19

Glutamat-Mutase, Tryptophanase, Urocanat-Hydratase,
Histidin-Ammonium-Lyase (Histidase), Tyrosin-
Phenol-Lyase, L-Lysin-2,3-Aminomutase, L-allo-

Threonin-Aldolase, Glutamat- und Aspartat-Racemasen,
Ornithin-Synthase, Chorismat-Mutase, Glutamat-

Formiminotransferase, N-Carbamoyl-L-Aminoséure-
Amidohydrolase

Fett-Abbau

(Phospho-)Lipasen, Phosphatidylinositol-4-phosphat-5-
Kinase, Lipoat-Protein-Ligase A, Cholin/Ethanolamin-
Kinase, Dihydrolipoamidacyl-Transferase

sonstige

61

V-Typ H'-Pyrophosphatase, Fumarat-Reduktasen (4),
Pyrazinamidase, Thymidylat-Kinase, Metallo-beta-
Lactamase, Ferredoxin, mogliche Acyl-CoA:6-
Aminopenicillanic-Acid-Acyltransferase, ATP-
abhingige RNA-Helicase, S-Adenosylmethionin-
Decarboxylase, L-2,4-Diaminobutyrat-Decarboxylase
(Diaminobutyrat—> 1,3-Diaminopropan), u. a.

konservierte/
hypothetische
ORFs

242

111 ORFs ausschlieBlich in C. tetani vorkommend,;
94 ORFs auch in C. botulinum oder/und C. difficile
vorkommend

Mehrere Aspekte sollen hier hervorgehoben werden:

1. Viele der ORFs des Plasmids und der drei im Chromosom integrierten Prophagen

sind nicht in C. perfringens und C. acetobutylicum vorhanden. Den meisten konnte

keine Funktion zugeordnet werden.

2. Wie schon im letzten Kapitel festgestellt, scheint C. fetani eine ausgeprigte Na'-

Bioenergetik zu betreiben. Das Bakterium besitzt dabei erheblich mehr Na'-

abhéngige Systeme als C. perfringens (s. 4.1.4).
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3. FEinige Proteine des Pentosephosphat-Weges  sowie  interessante
membrangebundene oder -assoziierte Systeme wie das Mrp-System, vier Fumarat-
Reduktasen, eine V-Typ-H'-Pyrophosphatase, eine alternative V-Typ-ATPase und
eine CO-Dehydrogenase konnten in C. tetani aber nicht in anderen Vertretern der
Gattung Clostridium identifiziert werden (s. auch 3.4.9).

4. C. tetani besitzt eine 4-Hydroxybutyrat-CoA-Transferase, ein Enzym, welches fiir
die Umsetzung von 4-Hydroxybutyrat zu Butyrat benotigt wird (s. auch 4.2.2). 4-
Hydroxybutyrat fillt als Abbauprodukt von 4-Aminobutyrat, das z. B. durch C.
aminobutyricum fermentiert werden kann (GERHARDT et al., 2000), oder von
Succinat an, welches z. B. durch C. kluyveri verwertet wird (SOHLING &
GOTTSCHALK, 1996). Succinat kann mittels der in C. tetani vorhandenen Fumarat-
Reduktase gebildet werden. 4-Aminobutyrat entsteht bei der Decarboxylierung von
Glutamat”. Es liegt aber auch in Vertebraten als Neurotransmitter GABA (y-
Aminobutyrat) vor, dessen Freisetzung von den Synapsen durch das Tetanus-Toxin
verhindert wird (s. 4.2.1.1).

5. C. tetani besitzt weit mehr Enzyme zur Vergdrung von Aminosduren als C.
perfingens (s. auch 3.4.6.3 und Abb. 34). Auch gibt es offensichtlich ein Repertoire
an Enzymen zum Abbau von Lipiden (s. 3.4.6.4). Diese beiden Feststellungen
machen hinsichtlich des Infektionsortes Sinn: C. fefani kolonisiert anaerobe Zonen in
Wunden des Siugetier-Wirts. Als Nahrungsquelle stehen somit verschiedenste
Peptide und Fette zur Verfiigung.

6. In C. tetani wurden 111 ORFs gefunden, die bisher in keinem anderen Genom
identifiziert werden konnten. Interessant hinsichtlich ihrer moglichen Virulenz-
unterstiitzenden Funktionen sind auch die 94 ORFs, die auller in C. tefani nur noch in

C. botulinum und/oder C. difficile vorkommen.

4.1.4 Natrium-abhingige Prozesse in C. tetani

In vorangegangenen Kapiteln wurde mehrmals iiber die Existenz von Na'-
abhingigen Systemen in C. tetani berichtet. Auch wurde in der vorliegenden Arbeit
an mehreren Stellen die erhebliche Anzahl an Enzymen erwéhnt, die an der

Vergiarung von Aminosduren beteiligt sind. Hier sollen nun diese Daten gebiindelt

“In C. tetani konnte allerdings keine Glutamat-Decarboxylase identifiziert werden.
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und in einen Zusammenhang gestellt werden. Abbildung 34 zeigt, dass die Na'-
Abhingigkeit von C. fetani offenbar in direktem oder indirektem Zusammenhang mit
seiner Fihigkeit steht, eine erhebliche Anzahl von Aminosduren vergéiren zu konnen.
Eine Vielzahl von Exoenzymen katalysiert den Abbau von wirtsspezifischem
Gewebe. Peptide und Aminosduren sowie andere Degradationsprodukte konnen dann
iiber Transportsysteme aufgenommen werden. Dabei geschieht die Aufnahme von
Aminosduren aus dem extrazelluliren Raum mittels einer Vielzahl
Membranpotential-getriebener Symporter, die groBtenteils Na'-abhiingig sind. Die
Frage ist nun, wie die nachfolgend ablaufende Fermentation von Aminosduren zur

Entstehung eines Na'-Membranpotentials genutzt werden kann.

4.14.1 Mogliche Beteiligung des Nqr/Rnf-Systems an der Na'-Bioenergetik

Ein Abbauprodukt bei der Vergidrung der meisten Aminosduren ist Pyruvat. Dieses
kann unter ATP-Synthese zu Acetat oder Butyrat umgesetzt werden (s. 3.4.7). Nun
konnte das entstandene ATP mittels der V-Typ-ATPase zur Na'-Ionen-Translokation
eingesetzt werden. Das wire allerdings fiir die Zelle ein sehr kostspieliger Prozess.
Es wird angenommen, dass Na -abhiingige ATPasen nur in extremen Situationen zur
Na'-Translokation benutzt werden (IKEGAMI et al., 1999; HASE et al., 2001). Das
ATP wird dringend auch fiir andere zellulire Prozesse wie z. B. flir die
Fortbewegung gebraucht.

Die Genomsequenz offenbarte nun eine energetisch gesehen sinnvollere Alternative,
die es C. tetani erlaubt, einen membrangebundenen Elektronentransportprozess
durchzufiihren, der mit einer Na'-Ionen-Translokation gekoppelt ist. Gemeint ist das
in Kapitel 3.4.9.1 vorgestellte Nqr/Rnf-System. Wie kann nun dieses System in den
Aminosdure-fermentierenden Metabolismus von C. tetani eingebunden sein, und
zwar unter Beriicksichtigung der Feststellung, dass das System eine NAD'-
Bindestelle sowie eine Polyferredoxin-Untereinheit besitzt ? Es ist anzunehmen, dass
das im Laufe der Fermentation von Aminoséuren anfallende Pyruvat mittels der
Pyruvat:Ferredoxin-Oxidoreduktase zu Acetyl-CoA umgesetzt wird. Damit einher
geht die Reduktion von Ferredoxin. Dieses wird gewdhnlich durch eine Hydrogenase
reoxidiert, wobei molekularer Wasserstoff gebildet wird; die Reduktionsidquivalente

gehen hierbei also verloren. Das reduzierte Ferredoxin (E¢'=-420 mV) kdnnte aber
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alternativ zur Reduktion von NAD" (E('=-320 mV) genutzt werden. Diese Reduktion
wire energetisch machbar und koénnte durch das Na'-Ionen-translozierende Nqr/Rnf-
System katalysiert werden (Abb. 34). Ein weiterer Hinweis zur Unterstiitzung diese
Hypothese ist die Beobachtung, dass eine hohe NADH-Dehydrogenase-Aktivitét in
gewaschenen Membranen von C. tetanomorphum, einem zu C. tetani sehr nah
verwandten Organismus, detektiert werden konnte (BUCKEL, personliche
Mitteilung). Die ndchste daraus resultierende Frage adressiert den Nutzen des
reduzierten NAD" fiir C. tetani. Bei der Vergirung vieler Aminosiuren entsteht im
Gegensatz zur Vergirung von Glucose kein NADH+H". Dieses wird aber fiir die
Reduktion von Acetyl-CoA zu Butyrat in den Reaktionen bendtigt, welche durch die
Butyryl-CoA-Dehydrogenase und die [B-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydrogenase
katalysiert werden. In diesem Zusammenhang sind die Gencluster dieser Enzyme
interessant (s. 3.4.7.2). Sie enthalten die Elektronentransfer-Flavoproteine EtfA und
B. Bisher ist bekannt, dass EtfA und EtfB die fiir die Reduktion von Crotonyl-CoA
benoétigten Elektronen bereitstellen (BOYNTON et al.,, 1996). Somit wire es auch
denkbar, dass das Nqr/Rnf-System nicht NAD" sondern eines der Elektronentransfer-
Flavoproteine reduziert. Zur genaueren Analyse dieser Hypothese wurde die
mogliche NADH-Bindestelle in NqrF betrachtet. Aus NADH-bindenden Proteinen,
wie z. B. NuoF im Komplex 1 oder NAD"-reduzierende Hydrogenasen, wurde von
WEIDNER et al. (1993) eine Consensus-Sequenz fiir ein mogliches Bindemotiv
postuliert: NADE™/GEPGT. An der entsprechenden Stelle im multiplen
Sequenzalignment zeigt NqrF aus C. tetani folgende Sequenz: NAAECEPYL. Das
Bindemotiv entspricht also nur zu etwa 55% dem Consensus. Letztendlich kénnen
nur experimentelle Versuche die Spezifititen des Nqr/Rnf-Komplexes in C. fetani

klaren.
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4.14.2 Na'-Bioenergetik und Virulenz

Die meisten Bakterien generieren mittels primirer Pumpen ein Protonenpotential
tiber der Membran und nutzen diesen zur ATP-Synthese und fiir zelluldre Prozesse
wie z. B. die Substrataufnahme oder die Fortbewegung. Nun ist aber seit lingerem
auch bekannt, dass einige extremophile, vor allem alkalophile und thermophile
Bakterien Na'-lonen zur Generierung eines transmembranen elektrochemischen
Gradienten nutzen (DIMROTH, 1994; SKULACHEV, 1989). Auch in marinen
Bakterien wurde solch eine Na'-Abhingigkeit beobachtet (KOGURE, 1998). Analog
zu Bakterien, die einen H'-Zyklus betreiben, gibt es eine Vielzahl Na'-abhingiger
Prozesse in solchen Zellen. Dieser Na'-Zyklus kann den H'-Zyklus sowohl ersetzen
aber auch erginzen. Es wurden mehrere primire Na'-Pumpen in solchen Bakterien
gefunden wie z. B. Na'-translozierende Decarboxylasen (u. a. Oxalacetat-Decar-
boxlyase und Methylmalonyl-CoA-Decarboxlyase in Propionigenium modestum,
Glutaconyl-CoA-Decarboxylase in Acidaminococcus fermentans), Na'-translo-
zierende ATPasen (z. B. in Enterococcus hirae, C. fervidus), Na'-translozierende
Methyltransferasen (z. B. Methyltetrahydromethanopterin:CoM-Methyltransferase in
methanogenen Archaeen) und das oben erwihnte Na'-translozierende Ngqr/Rnf-
System, das in aeroben Bakterien als NADH-Dehydrogenase fungiert (BOTT et al.,
1997; BRAUNE et al., 1999; DEPPENMEIER et al.,, 1999; STEUBER, 2001;
DIMROTH, 1997). Der durch solche primiren Na'-Pumpen generierte Na'-Gradient
kann fiir viele zelluldre Prozesse genutzt werden, wie z. B. zur ATP-Synthese (FoF;-
Typ-ATPase von Propionigenium modestum und V. alginolyticus), zum
Substratimport (sekundéire Symporter), zum Antibiotika- und Schwermetall-Export
(Multidrug-Efflux-Pumpen) oder zur Na'-abhingigen Fortbewegung durch einen
Na'-abhingigen Flagellenmotor z. B. in V. parahaemolyticus und V. alginolyticus
(ASAI et al., 1999; HEYNE et al, 1991; DIMROTH, 1994). Es gibt auch
Vermutungen dariiber, dass der Export bestimmter Toxine (z. B. Phospholipase
YplA in Y. enterocolitica) mittels des Flagellen-Exportapparates Ay,+-getriecben
ablaufen konnte (YOUNG et al., 1999).

Ein genereller Genomvergleich der meisten der bisher vollstindig sequenzierten
Bakteriengenome offenbarte, dass viele der genannten Na'-abhingigen Prozesse vor
allem in pathogenen Bakterien wie Chlamydia pneumoniae, Haemophilus influenzae,

N. gonorrhoeae, N. meningitidis, Sa. enterica, V. cholerae oder Y. pestis zu finden
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sind (HASE et al, 2001). Diese Beobachtung konnte nun auch durch die
Sequenzierung des Genoms von C. tetani bestitigt werden. C. acetobutylicum
dagegen - obwohl nahe verwandt - besitzt kaum Na'-abhingige Systeme; nur die
Gene fiir Na'-abhiingige Multi-Drug-Effluxpumpen konnten in diesem Genom
ausgemacht werden.

Damit kann also festgestellt werden, das viele pathogene Organismen eine Na'-
abhingige Bioenergetik betreiben, wobei die meisten davon auch H'-abhingige
Systeme besitzen. Diese Koexistenz beider Systeme konnte auch in C. fefani
gefunden werden. Eine Reihe von H'/Na'-Antiportern garantiert die
Austauschbarkeit dieser beiden Membranpotentiale.

Welche Griinde konnten die pathogenen Bakterien fiir die Ausbildung zweier
bioenergetischer Zyklen haben ? Zum einen ist denkbar, dass dadurch zusitzliche
Fahigkeiten gewonnen werden, z. B. beziiglich der Substrataufnahme oder des
Exports. Eine gesteigerte ATP-Synthese konnte beim Eintritt in den Wirt den
entscheidenden ~ Ausschlag ~ zum  Uberleben gegen  wirtsspezifische
AbwehrmaBBnahmen und zur erfolgreichen Kolonisierung geben. Eine weitere
Erkldrung hingt mit der im Vergleich zur H-Konzentration 10°-fach hoheren Na'-
Konzentration in den meisten natiirlichen Standorten zusammen. Damit konnte die
Generierung einer Natriumionen-motorischen Kraft stabiler und verlédsslicher
durchzufiihren sein als die einer Protonen-motorischen Kraft. Auch ist denkbar, das
aufgrund des dhnlichen Salzgehaltes des Meerwassers und des Blutes ein
evolutiondrer Druck zugunsten der Entwicklung dhnlicher bioenergetischer Systeme
in marinen wie in humanpathogenen Bakterien herrschte; oder aber die
entsprechenden Gene wurden tiber horizontalen Gentransfer ausgetauscht.

Zum Abschluss dieses Abschnitts soll erwdhnt werden, dass man sich die Existenz
Na'-abhiingiger Systeme in vielen pathogenen Bakterien zur Herstellung von
Breitbandspektrum-Impfstoffen zunutze machen koénnte. So wiére z. B. NqrA als
Impfstoff-Kandidat denkbar, da dieses eine immunogene Antwort in infizierten
Schweinen hervorruft (CRUZ et al., 1996). Somit konnte eine Immunisierung gegen

einer ganzen Reihe humanpathogener Organismen auf einen Schlag erfolgen.
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4.2 Aspekte des genetischen Potentials von C. tetani

4.2.1 Pathogenititsfaktoren

Aufgrund der dominierenden Bedeutung der Toxine und anderer Virulenzfaktoren
fiir die Pathogenitit eines Organismus sollen hier einige Pathogenitétsfaktoren von
C. tetani detailliert vorgestellt werden. Neben dem sehr gut untersuchten Tetanus-
Toxin sollen clostridielle Collagenasen und Cytolysine charakterisiert und im
Zusammenhang mit den in C. tetani gefundenen homologen Toxinen diskutiert
werden. AbschlieBend sollen Zelloberflichenproteine von C. fefani als weitere

mogliche Virulenzfaktoren vorgestellt werden.

42.1.1 Tetanus-Toxin

Die Tetanus-Krankheit manifestiert sich bei betroffenen Menschen meistens als eine
spastische Paralyse, d. h. eine krampthafte Starre bzw. Lihmung der Muskeln,
beginnend i. d. R. im Kieferbereich und schlieBlich den gesamten Kdrper erfassend.
Diese Muskelstarre wird durch das neurotoxisch wirkende Tetanus-Toxin verursacht,
welches durch C. tetani-Zellen produziert wird, die sich in anaeroben Zonen von
Wunden ansiedeln konnten (BIZZINI, 1979; ARNON, 1997). Das Toxin bindet
zuerst an Nervenzellen der neuromuskuldren Verbindungen (motorische Endplatten)
und wird anschlieBend internalisiert. Dann gelangt es durch einen retrograden
Transport innerhalb der Axone zum eigentlichen Wirkungsort, den Synapsen von
inhibitorischen Interneuronen des Knochenmarks und des Stammbhirns (SCHIAVO &
MONTECUCCO, 1997). Dort blockiert es die Freisetzung der Neurotransmitter
Glycin und y-Aminobutyrat (GABA) von der prasynaptischen Membran, wodurch
die Entspannung der mit den Neuronen vernetzten Muskeln nicht mehr moglich ist.

Der molekulare Mechanismus dieses Prozesses besteht darin, dass das Toxin die
Hydrolyse des synaptischen Vesikelproteins Synaptobrevin-II katalysiert, welches
auch als VAMP, Vesikel-assoziiertes Membranprotein, bezeichnet wird (Abb. 35;
SCHIAVO et al., 1992). Synaptobrevin-II ist mit zwei weiteren Proteinen im
sogenannten SNARE-Komplex vereinigt, welcher die Fusion der Neurotransmitter-
enthaltenden Vesikeln mit der prasynaptischen Membran vermittelt (SUTTON et al.,
1998). Durch die Spaltung von Synaptobrevin-II wird eine Fusion unmdglich
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gemacht; die Neurotransmitter verbleiben in den Vesikeln und kénnen nicht in den
synaptischen Spalt abgegeben werden, wodurch das Signal (Aktionspotential) nicht

zum benachbarten Axon weitergetragen werden kann.

Neurotransmitter-
enthaltende Vesikel

44— Tetanus-
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Abb. 35: Wirkort und Spezifititen des Tetanus-Toxins und der

Botulinus-Toxine

Die Proteine Synaptobrevin-II (VAMP), Syntaxin und SNAP-25 bilden
den sogenannten SNARE-Komplex. Wéhrend das Tetanus-Toxin
Synaptobrevin-II ~ spaltet, haben die sieben Botulinus-Toxine
unterschiedliche Spezifititen. Zu bemerken ist, dass die Botulinus-Toxine
an anderen Neuronen als das Tetanus-Toxin angreifen, und zwar an
solchen der motorischen Endplatten, was die Freisetzung des
Neurotransmitters Acetylcholin blockiert; dadurch sind Muskelkontrak-
tionen nicht mehr moglich.

Genauere funktionelle und strukturelle Analysen des Tetanus-Toxins und der sieben
homologen Botulinus-Toxine (BoNTs) zeigten, dass die Aktivierung der ca. 150 kDa
groBen Toxine posttranslational durch proteolytische Spaltung in zwei
Polypeptidketten stattfindet (SCHIAVO & MONTECUCCO, 1997). Es entstehen
eine schwere (H-Kette, 100 kDa) und eine leichte Kette (L-Kette, 50 kDa), welche
tiber eine Disulfid-Briicke verbunden bleiben. Eine schematische Darstellung des
Dominen-Aufbaus ist in Abbildung 36 gezeigt. Die N-terminale L-Kette stellt die
katalytische Domidne dar, eine Zink-abhidngige Endopeptidase. Die schwere Kette
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besteht aus einer Domine (Hc), die die Bindung an Gangliosiden (z. B. GT1b)
vermittelt, welche in neuronalen Membranen zu finden sind, und einer Doméne (Hy),
die in der Translokation des Toxins iiber die neuronale Membran und eventuell auch

im retrograden axonalen Transport involviert ist (EMSLEY et al., 2000).

S-S |
HN Hc
katalytische Translokations- Gangliosid-
Domiine domiine Bindedomiine

Abb. 36: Schematischer Dominenaufbau des Tetanus-Toxins bzw. der

Botulinus-Toxine sowie die Strukturen dieser Domiinen

Gezeigt ist die Proteinstruktur des Botulinus-Toxins B (SWAMINATHAN
& ESWARAMOORTHY, 2000), welches das zum Tetanus-Toxin
dhnlichste Protein ist. In Griin sind a-helikale Regionen, in orange B-
Faltblitter gekennzeichnet. In der katalytischen Doméne befindet sich ein
Zink-Ton (Zn*"), welches iiber die zwei Histidin-Reste des Zink-
Bindemotivs HELIH sowie iiber ein Glutamat-Rest koordiniert wird.
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Neurotoxine mit Spezifititen fiir synaptische Proteine werden ausschlielich durch
C. tetani und C. botulinum sowie durch toxigene Stimme von C. barati, C.
argentinense und C. butyricum gebildet. Das 1315 Aminosduren umfassende
Tetanus-Toxin des im Rahmen dieser Arbeit sequenzierten C. tetani-Stammes E88
zeigt die hochsten Ahnlichkeiten zu BoNT B und G (beide 40 % Proteinidentitit iiber
1315 As). Dabei besitzt unter den Botulinus-Toxinen lediglich das BoONT B eine mit
dem Tetanus-Toxin identische Substratspezifitit: die Spaltung der Glutamin-
Phenylalanin-Bindung an Position 67 im Synaptobrevin-II (SCHIAVO et al., 1992).

Die meisten clostridiellen Neurotoxine sind auf extrachromosomalen Elementen
kodiert. Neben dem Tetanus-Toxin ist auch das BoNT G plasmid-kodiert. Es
befindet sich auf einem etwa 114 kb groBlen Plasmid, das bisher nicht sequenziert
wurde (ZHOU et al., 1995). Die Toxine BoNT C und BoNT D sind auf den
Genomen von lysogenen Bakteriophagen lokalisiert, die nicht ins
Bakterienchromosom integrieren (EKLUND et al, 1972). Auch diese
Bakteriophagen-Genome sind bisher nicht sequenziert. Fir BoNT E wird
angenommen, dass es sich auf einem ins Chromosom integrierten Prophagen
befindet. Die restlichen Botulinus-Toxine scheinen chromosomal-kodiert
vorzuliegen, wobei allerdings dariiber spekuliert wird, ob die Gene der Toxine in

einer Transposon-dhnlichen Sequenzumgebung liegen (HENDERSON et al., 1996).

42.1.2 Collagenase

Die Sequenzanalyse des Plasmids pE88 ergab, dass neben dem Tetanus-Toxin ein
weiteres Toxin, eine Collagenase - hier ColT genannt - kodiert vorlag.

Bakterielle Collagenasen wurden bisher in einer Reihe von pathogenen Organismen
identifiziert und charakterisiert, u. a. auch in den Clostridien C. perfringens (ColA;
MATSUSHITA et al., 1994) und C. histolyticum (ColG und ColH; MATSUSHITA
et al., 1999). Collagenasen katalysieren die Spaltung des Proteins Collagen, welches
ubiquitdr im Sdugetierreich vorkommt; im Menschen z. B. macht das Collagen 4 des
Gesamtproteins aus. Collagen besteht aus einer vernetzten dreifachen Helix, welche
durch drei Proteinketten gebildet wird, wobei jede Kette aus der wiederholten
Abfolge dreier Aminosduren aufgebaut ist. Es wird angenommen, dass Collagenasen

eine wichtigen Beitrag zur Pathogenitidt invasiver Organismen leisten, da die
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Spaltung des Collagens - im Bereich der helikalen Region - zum Verlust der
Integritdt des Gewebes im infizierten Wirt beitragen konnte (HARRINGTON, 1996).
Bisher charakterisierte bakterielle Collagenasen bestehen aus drei unterschiedlichen
Segmenten (s. Abb. 37). Das Segment 1 ist die katalytische Domine, wie beim
Tetanus-Toxin eine Metalloprotease, welche in ihrer Aminosdurensequenz das
Consensus-Motiv fiir Zink-Proteasen, HEXXH, trigt. Die Funktion des Segments 2
ist bisher nicht verstanden. Es trigt die sogenannte PKD-Doméne. Der Name bezieht
sich auf das im Menschen gefundene PKD(Polycystic Kidney Disease)l-Protein,
welches die Domine in mehreren Kopien trigt (THE INTERNATIONAL
POLYCYSTIC KIDNEY DISEASE CONSORTIUM, 1995). Fiir Segment 3,
welches oftmals dupliziert vorliegt, wird angenommen, dass es die Collagen-
bindende Doméne darstellt (MATSUSHITA et al., 2001).

Beim Abgleich der ColT-Sequenz aus pE88 mit allen verfiigbaren Datenbanken
wurde eine weitere, bisher unerkannte Collagenase gefunden: das vom Sanger-
Institut (Cambridge, England) sequenzierte Genom von C. botulinum A kodiert
ebenfalls fiir eine Collagenase, welche hier nachfolgend ColB genannt werden soll.
Zusatzlich wurde eine Collagenase in B. anthracis gefunden, hier ColBA genannt
(READ et al., 2002). Mit den Aminosduresequenzen der aus den Clostridien und aus
B. anthracis stammenden Collagenasen wurde nun ein multiples Sequenzalignment
(MSA) gemacht. Eine schematische Reprédsentation dieses Alignments ist in
Abbildung 37 wiedergegeben. Dadurch konnte gezeigt werden, dass sich ColT von
allen bisher identifizierten Collagenasen unterscheidet: das Segment 2, welches die
PKD-Domine enthilt, fehlt in ColT. Dies hat wahrscheinlich keine Auswirkungen
auf die katalytische Aktivitdt der Collagenase: MATSUSHITA et al. (2001) haben
zeigen konnen, dass die katalytische Aktivitdt lediglich von Segment 1 abhéngt. Des
weiteren vermuteten sie, dass das Segment 2 nicht fiir die Bindung des Collagens
benétigt wird. Vielmehr kann aufgrund der Ahnlichkeit zur PKD-Domine aus PKD1
- ein integrales Membranprotein, das in Zell-Matrix-Interaktionen involviert ist —
angenommen werden, dass mittels Segment 2 weitere Substrate gebunden werden

konnen.
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ColG (1118 As) 1 B ;- 3p

C. histolyticum

ColH (1021 As) 1 ---

C. perfringens ColA (1104 As) 1 B . 3
C. botulinum  ColB (1209 As) 1 B 3c 32 3b

C. tetani ColT (991 As) 1 3 3p
B. anthracis ~ ColBA (965 As) 1 -

Abb. 37: Schematische Darstellung und Vergleich der Struktur von
Collagenasen aus Clostridien und B. anthracis
Erkliarungen zu den einzelnen Segmenten sind im Text gegeben.

ColT ist als bisher einzige Collagenase Plasmid-kodiert. Darum lohnt sich ein Blick
in ihre phylogenetische Abstammung. Um diese zu untersuchen, wurde der
Neighbour-joining-Algorithmus auf das MSA der Proteinsequenzen der in
Abbildung 37 aufgefiihrten Collagenasen angewandt. Die so berechnete
phylogenetische Distanz der Collagenasen zeigt Abbildung 38. Hier wird die enge
Verwandtschaft der Enzyme aus C. tetani und C. botulinum deutlich. Uber das
Segment 1 weisen diese Collagenasen eine Proteinidentitit von 79% auf. Im

Gegensatz dazu zeigen die anderen clostridiellen Collagenasen keine klare

Clusterung.
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ColT
ColB
ColG
100
72,6
48.6 ColA
ColH
ColBA
0.1

Abb. 38: Phylogenetische Beziehung der Collagenasen einiger pathogener
Clostridien und B. anthracis
Gezeigt ist ein die Collagenasen verbindender Neighbour-joining(NJ)-Tree.
Der NJ-Algorithmus wurde auf genetische Distanzen zwischen Paaren von
CollagenaseProteinsequenzen angewandt (1000 bootstrap-Iterationen;
SAITOU & NEI, 1987). Die Herkunft der aufgefiihrten Collagenasen wird
aus Abbildung 37 deutlich.

42.1.3 Tetanolysin O

Das Chromosom von C. fetani kodiert fiir ein Cytolysin, das Tetanolysin O, das eine
starke Ahnlichkeit zum gut charakterisierten Perfringolysin O, dem sogenannten 6-
Toxin aus C. perfringens zeigt (ROOD, 1998). Tabelle 17 gibt den
Ahnlichkeitsvergleich des Tetanolysin O aus C. fetani E88 zu homologen Proteinen
wieder, welche alle aus pathogenen Gram-positiven Organismen stammen. Diese
Klasse von Toxinen wurde bislang als Thiol (Sulthydryl)-aktivierte Cytolysin-

Familie bezeichnet, was auf die reversible Inaktivierung durch Sauerstoff anspielt.
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Diese Sauerstoff-Labilitdt ist aber nur bei wenigen Cytolysinen dieses Typs
feststellbar, so dass die alternative Klassen-Bezeichnung Cholesterol-abhéingige

Cytolysine (CDC) vorgeschlagen wurde (TWETEN, 1997).

Tabelle 17: Ahnlichkeit des Tetanolysin O aus C. tetani E88 zu Cholesterol-
abhingigen Cytolysinen Gram-positiver Bakterien

Cviolvsin Proteinidentitit (Ahnlichkeit) zu
ytoly Tetanolysin O (E88) in %

Tetanolysin O (C. tetani ..
Stamm Spanien)* 67 (78) liber 471 As
Perfringolysin O (C. 55 (72) iiber 465 As

perfringens)
Alveolysin O (B. alvei) 54 (70) liber 484 As
NC_003995 (B. anthracis) 53 (72) iiber 464 As
Novyilysin (C. novyi) 54 (71) liber 465 As
Septicolysin (C. septicum) 53 (69) tliber 465 As
Streptolysin O (S. pyogenes) 50 (68) tiber 477 As
Listeriolysin O 44 (66) iiber 475 As
(L. monocytogenes)

* Der C. tetani-Stamm ist nicht niher charakterisiert worden (CERRATO et al., 2000).

CDCs sind in der Lage, Locher in eukaryotischen Cholesterol-haltigen
Zellmembranen entstehen zu lassen. Das geschieht durch die Oligomerisierung von
bis zu 50 Cytolysin-Momomeren, welche eine transmembrane [3-Barrel-Pore bilden,
die einen Durchmesser von bis zu 30 nm haben kann, wodurch nicht nur Ionen
sondern auch Makromolekiile hindurchgelangen konnen, was i. d. R. die Integritét
der Wirtszelle zerstort (SHATURSKY et al., 1999). Das in vielen eukaryotischen
Zellmembranen enthaltene Cholesterol (z. B. in Erythrocyten-Membranen) fungiert
dabei sowohl als Cytolysin-Rezeptor als auch als Initiationspunkt der
Oligomerisierung der Cytolysin-Monomere sowie als Stabilisator der Pore (HOTZE
etal., 2002).

Strukturelle und funktionelle Studien sind in erster Linie mit Perfringolysin O aus C.
perfringens gemacht worden (ROSSJOHN et al., 1997, RAMACHANDRAN et al.,
2002). Man fand, dass der bei allen bisher bekannten Cholesterol-abhingigen
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Cytolysinen konservierte C-terminale Sequenzabschnitt ,ECTGLAWEWWR’ eine
essentielle Funktion hat. Vor allem der Cystein-Rest (sowie die drei Tryptophan-
Reste) wurden intensiv untersucht. Eine Modifikation des Cysteins mit Sulthydryl-
spezifischen Agenzien eliminierte die Aktivitidt des Toxins. Erstaunlicherweise hatte
aber eine Substitution des Cysteins durch ein Alanin keine Auswirkungen auf die
cytolytische Aktivitit (PINKNEY et al., 1989). Durch die Analyse der Struktur des
Perfringolysin O konnte festgestellt werden, dass sich der erwidhnte C-terminale
Sequenzabschnitt in einer [-Faltblatt-reichen Doméne (D4) befindet, welche
wahrscheinlich in der Bindung des Cholesterols involviert ist (ROSSJOHN et al.,
1997). Die Struktur des Perfringolysin O ist in Abbildung 39 gezeigt.

Abb. 39: Struktur des Perfringolysin O aus C. perfringens, einem Homologon
von Tetanolysin O aus C. tetani (ROSSJOHN et al., 1997)
Die [B-Faltblatt-reiche Region stellt den C-Terminus dar. Der fir die
Proteinaktivitit essentielle konservierte Sequenzabschnitt ,ECTGLAW
EWWR’ ist gelb markiert.

Der Vergleich der Cytolysine aus Tabelle 17 in einem multiplen Sequenzalignment
zeigt eine im C-Terminus der Proteine sehr stark ausgeprigte Konservierung.
Allerdings unterscheiden sich die bisher kaum untersuchten N-Termini; wéihrend sich
die von Perfringolysin O, Septicolysin O und Novyilysin O nahezu gleichen, zeigte
der N-Terminus von Tetanolysin O des Stammes E88 eine erhebliche Abweichung;

die ersten 60 Aminosdurereste wiesen kaum Ahnlichkeit zu den N-Termini der
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andern Cytolysine auf, einschlieBlich des Tetanolysin O eines nicht ndher
charakterisierten C. tefani-Stammes (CERRATO et al.,, 2000). Zur besseren
Visualisierung der Verwandtschaftsverhéltnisse unter den CDCs wurden die
phylogenetischen Distanzen mit der Neighbour-Joining-Methode berechnet
(Abb. 40).

TET Spain
NOV SEP
PER
TET E88 100
100
93
89 STR
100
BAN ALV
BCE

0.1

Abb. 40: Phylogenetische Beziechungen homologer Cholesterol-abhangiger

Cytolysine pathogener Gram-positiver Organismen

Die Heterogenitit der N-Termini hatte keine Auswirkungen auf die
Struktur des Baumes. Abkiirzungen: TET, Tetanolysin O aus C. fetani;
NOV, Novyilysin O aus C. novyi; SEP, Septicolysin O aus C. septicum;
PER, Perfringolysin O aus C. perfringens; STR, Streptolysin O aus S.
pyogenes; ALV, Alveolysin O aus B. alvei; BAN, Cytolysin aus B.
anthracis; BCE, Himolysin aus B. cereus.

Es sind drei Cluster erkennbar: das erste Cluster besteht aus den nahezu identischen
Cytolysinen von C. novyi, C. septicum und C. perfringens. Das zweite Cluster
umfasst Cytolysine aus Organismen der Gattung Bacillus (B. cereus, B. anthracis, B.
alvei). Uberraschend ist die relativ groBe Distanz der Tetanolysine aus den zwei
verschiedenen C. tetani-Stimmen, die ebenfalls ein Cluster bilden, obwohl sich die
N-Termini dieser beiden Proteine erheblich voneinander unterscheiden. Es bleibt zu
kldren, warum solche divergierenden N-Termini bestehen und ob diese Divergenz

Spezifititen fiir unterschiedliche Membrantypen zu Folge hat.
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4214 S-Layer-Proteine als mdglicher Virulenzfaktoren

S (Surface)-Layer-Proteine, auch SLPs genannt, bilden eine einschichtige Hiille um
die Bakterienzelle. Diese wurde mit Hilfe der Elektronenmikroskopie bei
verschiedenen Organismen entdeckt (SARA & SLEYTR, 2000). Die Genomsequenz
von C. tetani offenbarte nun mindestens 32 verschiedene Zelloberflichenproteine (s.
Tabelle 10 in 3.4.5.2). Es ist anzunehmen, dass einige dieser Proteine an der
Ausbildung einer S-Layer-Schicht in C. fefani beteiligt sind; andere wiederum
konnten Zelloberflachen-assoziiert vorliegen und ganz bestimmte Funktionen
ausiiben, die fiir die Pathogenitit des Organismus von Bedeutung sind. Es wird seit
langerem vermutet, dass Zelloberflichenproteine, die Teil der S-Layer oder mit ihr
assoziiert sind, als Pathogenititsfaktoren fungieren, da sie in der Lage sind, die
Anheftung der Bakterienzelle an das Gewebe des infizierten Wirts zu vermitteln,
welche der Kolonisierung und der Proliferation vorausgeht (BEVERIDGE et al.,
1997). Alternativ oder zusitzlich wird ihnen auch die Fihigkeit der Interaktion mit
dem Immunsystem des infizierten Wirts zugesprochen.

Daher sollen die 32 in C. tetani gefundenen Zelloberflichenproteine genauer
analysiert und mit bereits charakterisierten Proteinen verglichen werden. Erst
kiirzlich wurde die S-Layer des virulenten Stammes C253 sowie anderer Stamme
von C. difficile analysiert (KARJALAINEN et al., 2001; CALABI et al., 2001). Man
identifizierte zwei Protein-Komponenten der S-Layer: das sogenannte low-MW-SLP
(S-Layer-Protein mit niedrigem Molekulargewicht) und das high-MW-SLP (S-Layer-
Protein mit hoherem Molekulargewicht). Das low-MW-SLP ist das am héufigsten
gefundene Antigen in Patienten mit einer C. difficile-Infektion (CERQUETTI et al.,
1992). Des weiteren wurde entdeckt, dass sich das low-MW-SLP bei verschiedenen
C. difficile-Stammen erheblich unterscheidet (CALABI & FAIRWEATHER, 2002).
Beide Komponenten, low-MW-SLP und high-MW-SLP, werden in C. difficile C253
von demselben Gen kodiert, slpA. Das SlpA-Protein wird also posttranslational
prozessiert. SIpA weist Ahnlichkeiten zu den charakterisierten Zellwand-gebundenen
Proteinen N-Acetylmuramoyl-L-Alanin-Amidase (= Autolysin CwIB/LytC) und
seinem Verstirker (CwbA/LytB) aus B. subtilis auf. Nun konnten im Genom von C.
difficile 28 weitere ORFs gefunden werden, die eine hohe Homologie zum SlpA
zeigten (CALABI & FAIRWEATHER, 2002). Bisher ist lediglich eines der 28
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paralogen SlpA-Proteine aus C. difficile niher untersucht worden: das Zellwand- und
Adhisionsprotein Cwp66 (WALIGORA et al., 2001).

In C. tetani konnten nun 19 zum SIpA bzw. zum Cwp66 homologe Proteine
gefunden werden, die alle iiber eine typische Signalpeptidsequenz verfiigen. Eine
Analyse der Doménen-Struktur der Proteine aus C. tetani und der homologen

Proteine SIpA und Cwp66 aus C. difficile ist in Abbildung 41 gezeigt.

CwIB: N-Acetylmuramoyl-L-Alanin-Amidase

Cwp66, CwbA, CTC504, CTC515, CTC518, CTCS521, CTCS523, CTC691,
CTC696, CTC748, CTC774, CTC775, CTC1202, CTC1872, CTC1980

S N '
CTC462, CTC491
CTC1364 (+ B-Lactamase-Doméne)

CTC2092 (+ Amidase-Doméne)

CTC520 (+ LRR-Dominen)

I

CTC2093 (+ BIG-Doméne)

Abb. 41: Domanenaufbau von 19 Zelloberflichenproteinen aus C. fetani sowie

homologen Proteinen aus C. difficile und B. subtilis

SIpA und Cwp66 stammen aus C. difficile; CwIB und CwbA stammen aus
B. subtilis. In Griin sind jeweils die Zellwand-Bindedominen (PF04122),
gekennzeichnet. In rot, Amidase-Doméne PF01520; in blau, Metallo-3-
Lactamase-Domédne PF00753; in orange, LRR (Leucin-reiche
Wiederholungen)-Doméine PF00560; in violett, BIG (bakterielle
Immunglobulin-dhnliche)-Doméne PF02368. Die GroBenverhiltnisse der
Proteine (zwischen 353 und 1080 As) wurden nicht beriicksichtigt.
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Die Homologie der aufgefiihrten Proteine basiert auf dem Vorhandensein einer
putativen Zellwand-bindenden Doméne (PF04122), die i. d. R. im N-Terminus in
mehreren Kopien vorkommt. Die C-Termini der C. tefani-Proteine unterscheiden
sich z. T. erheblich, was in Zusammenhang mit dem Befund von Interesse ist, dass
die C-terminale Domidne von Cwp66 auf der Zelloberfliche exponiert ist
(WALIGORA et al.,, 2001). Es wird angenommen, dass sie fiir die eigentliche
Adhision an Gewebezellen des Wirts verantwortlich ist (CALABI et al., 2002).
Beziiglich des C-Terminus lieBen sich lediglich in drei Proteinen bekannte Doménen
identifizieren: CTC1364 besitzt C-terminal eine Zink-abhingige [-Lactamase-
Doméne, die wahrscheinlich in den extrazelluldren Raum ragt. Diese Doméne wurde
z.B. in der Zink-abhingigen B-Lactamase von B. cereus gefunden, welche die
Hydrolyse von fast allen bekannten B-Lactamen katalysiert (CARFI et al., 1995).
CTC2092 enthdlt C-terminal eine Amidase-Domédne und &hnelt damit im
Doménenaufbau dem Autolysin CwIB aus B. subtilis, die dominante Zellwand-
Hydrolase dieses Organismus (KURODA & SEKIGUCHI, 1991). Interessant ist
auch CTC520, welches C-terminal 9 Kopien einer LRR (Leucin-reiche
Wiederholungen)-Domine enthélt. Diese kommt auch in Internalinen aus L.
monocytogenes und in zwei weiteren C. tetani-Proteinen vor und wird im folgenden

Abschnitt im Detail besprochen.

Zwei Proteine aus C. tetani, CTC494 und CTC495, die eine N-terminale
Signalpeptidsequenz haben, zeigen Ahnlichkeiten zu Internalin A und anderen
Internalinen des invasiven Organismus Listeria monocytogenes. Die C. tetani-
Proteine enthalten wie die Internaline multiple Leucin-reiche
Sequenzwiederholungen (LRR-Domine). Diese sind in den Internalinen in Protein-
Protein-Interaktionen involviert. Internaline sind verantwortlich fiir die Herstellung
des Zellkontaktes zu bestimmten Epithelzellen des Sdugetierwirts (MENGAUD et
al., 1996). Internalin A z. B. bindet an das Epithelzelloberflachenprotein E-Cadherin.
Nach Herstellung eines solchen Kontaktes kann die Listeria-Zelle ins Epithel
eindringen (CABANES et al., 2002).

Die zwei C. tetani-Proteine enthalten im Vergleich zum Internalin A mehr Kopien

der LRR-Doméne, die iiber die ganze Proteinsequenz verteilt auftreten (Abb. 42).
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Internalin A und B

Immunglobulin-  B-Wieder- Zellwand-Anker
Cap 15 LRR-Dominen dhnliche Domédne  holung (LPXTG-Motiv)

v v Y v v

Abb. 42: Vergleich der Domiinenstruktur von Internalin A aus L. mono-
cytogenes mit den C. tetani-Proteinen CTC494, CTC495
Zwischen CTC494 und CTC495 besteht beziiglich der Doménenstruktur
kein Unterschied. Beide Proteine enthalten eine 79 As grofle Region (in
gelb), die keine Leucin-reichen Sequenzwiederholungen (LRR-Doméne)
beinhaltet.

Im Gegensatz zu den Internalinen, die liber eine Zellwand-Anker-Doméne verfligen,
ist keine bekannte Zellwand-bindende Domine in den Proteinen CTC494 und
CTC495 auszumachen. Im {tbrigen konnte das in L. monocytogenes und anderen
Gram-positiven Bakterien wie Staphylococcus aureus vorkommende Zellwand-
Anker-Motiv ,LPXTG’, woriiber die Oberflichenproteine kovalent mit der Zellwand
verbunden werden (NOVICK, 2000), im Genom von C. tetani nicht gefunden

werden.

Zur nédheren Betrachtung der 23 LRR-Doménen in CTC494 und CTC495 wurden sie
untereinander ausgerichtet (Abb. 43). Jede Domine besteht aus exakt 22
Aminosduren. Fiir das Motiv kann der Consensus XXNX'/yXXLXXLXXLXXLXX
LXL gebildet werden. Er unterscheidet sich nicht von der Consensus-Sequenz der

LRR-Domainen des Internalins A.
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Abb. 43: Die 23 LRR-Domiinen des Proteins CTC495
Die Dominen schlieen - bis auf eine 79 As grofle Liicke - unmittelbar
aneinander an. In rot sind alle Leucin-Reste hervorgehoben. Gekistelt sind
alle Leucin-reichen Positionen dieser Doméne. Leucin wird des 6fteren von
den dhnlichen Aminosduren Isoleucin und Valin ersetzt.

Mittlerweile sind die ersten Strukturdaten von Proteinen mit Leucin-reichen
Wiederholungen ermittelt worden. Abbildung 44 zeigt die Struktur des N-Terminus
von Internalin B, welches dem Internalin A sehr dhnlich ist. Der N-Terminus mit den
multiplen LRR-Doménen stellt die funktionelle Region dieses Proteins dar und stellt
den Kontakt zu Epithelzelloberflichenproteinen her (MARINO et al., 1999). Auch
andere LRR-enthaltende Proteine sind kristallographisch analysiert worden wie das
YopM-Effector-Protein aus Y. pestis (Abb. 44; EVDOKIMOV et al., 2001), ein
essentieller Virulenzfaktor des Pest-Erregers, welcher den Blutgerinnungsfaktor

Thrombin binden kann.
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Abb. 44: Strukturen des N-Terminus von Internalin B aus L. monocytogenes
und des YopM-Effektorproteins aus Y. pestis (MARINO et al., 1999;
EVDOKIMOV et al., 2001)

Deutlich zu erkennen sind die in beiden Proteinen vorhandenen multiplen
LRR-Dominen, die jeweils ein B-Faltblatt und ein Loop umfassen.

Die dritte Gruppe von Zelloberflachenproteine in C. fefani beinhaltet 10 Proteine mit
typischer N-terminaler Signalpeptidsequenz, die einige Zelloberflichen-Doménen
aufweisen, ansonsten aber keine signifikanten Ahnlichkeiten zu Proteinen aus
Datenbanken zeigen. Die Proteine CTC747, CTC749, CTC750, CTC770, CTC771,
CTC772 und CTC777 besitzen 1-4 Kopien der BIG (bakterielle Immunglobulin-
dhnliche)-Doménen PF02368 und PF02369, welche auch in Hiillproteinen von
Phagen und bakteriellen Oberfldchenproteinen wie Intimin und Invasine vorkommen.
Intimine sind Adhisionsproteine, die vor allem in pathogenen E. coli-Stimmen gut
charakterisiert sind. Sie bewirken die Anheftung der E. coli-Zelle an Zellen des
Intestinaltrakts (FRANKEL et al., 2001). Zusitzlich lassen sich in einigen Proteinen
noch weitere bekannte Doménen identifizieren: In CTC767, CTC769 und CTC776
findet man 1-3 Kopien der Prenyltransferase- und Squalen-Oxidase-Doméne
PF00432. Diese kommt z. B in Farnesyltransferasen vor und ist in diesem Enzym
wahrscheinlich an der Bindung von Peptiden beteiligt. In CTC777 lassen sich neben
drei Kopien der BIG-Domine 5 Kelch-Motive entdecken. Das Kelch-Motiv bildet
ein B-Faltblatt; mehrere dieser Motive bilden eine 3-Superbarrel-Struktur. Das Motiv

findet sich - stets in multiplen Kopien - vor allem in eukaryotischen und viralen
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Proteinen wie z. B. in Scruinen, welche Aktin quervernetzen konnen, oder in

Neuraminidasen, die Sialinsdurereste von Glykoproteinen abspalten konnen.

Der Fiille verschiedener Zelloberflichenproteine in C. fetani ist erstaunlich. Neben
solchen, die auch in anderen Organismen gefunden wurden, gibt es eine ganze Reihe
neuartiger Proteine unbekannter Funktion. Die Analyse der Domédnenstruktur zeigte,
dass die meisten Zelloberflichenproteine aus C. tetani wahrscheinlich an der
Herstellung des Kontaktes zu Faktoren der Auflenwelt iiber adhdsive Mechanismen
beteiligt sind. Die C. fetani-Zelle scheint also in der Lage zu sein, mit Faktoren des
Wirts wie z. B. Gewebeoberflachen zu interagieren. Die Analyse der Genomsequenz
hat also neue Erkenntnisse iiber die Interaktion von C. tetani mit seinem Wirt

ergeben.

4.2.2 Ubersicht iiber die metabolischen Fihigkeiten sowie andere

zelluliare Funktionen

AbschlieBend sollen die aus der Genomsequenz abgeleiteten wichtigsten
metabolischen Wege und weitere zelluldre Funktionen von C. fefani in einem
Schema zusammengefasst werden (Abb. 45). Das Hauptaugenmerk wird dabei auf
metabolische Merkmale des Bakteriums gelegt. So sind alle in Kapitel 3.4 erwdhnten
Systeme enthalten. Weitere Systeme wurden hinzugefiigt, wie etwa der offensichtlich
nicht vollstindig vorhandene Harnstoffzyklus; es konnten zwar die ORFs fiir
Argininosuccinat-Synthetase (CTC561), Argininosuccinat-Lyase (CTC562) und
Arginase (CTC1763), aber keine Ornithin-Transcarbamoylase gefunden werden - in
C. perfringens fehlt dagegen die Arginase. Die Nutzung eines Harnstoffzyklus wiirde
hinsichtlich der metabolischen Préiferenzen von C. tetani - die Vergidrung von
Aminosduren - Sinn machen. Damit konnte sich C. fetani der beim Abbau von
Aminosduren anfallenden Mengen von Ammonium in Form von Harnstoff
entledigen. Zusétzlich konnte der Harnstoffzyklus fiir C. tetani moglicherweise noch
eine zweite vielleicht wichtigere Funktion haben: die Produktion von Fumarat. Das
konnte das Vorhandensein der vier verschiedenen Kopien der Fumarat-Reduktase
erkldaren. Das durch die Vergidrung von Aminosduren im Harnstoffzyklus anfallende

Fumarat koénnte im Rahmen einer Fumarat-Atmung als terminaler
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Elektronenakzeptor genutzt werden, was mdglicherweise mit einem Energiegewinn
einhergehen wiirde. Zudem konnte das in der Fumarat-Reduktase-Reaktion
gewonnene Succinat zu Butyrat umgesetzt werden. Dazu sind die Gene der Enzyme
Succinat-CoA-Transferae, Succinat-Semialdehyd-Dehydrogenase und 4-
Hydroxybutyrat-CoA-Transferase vorhanden. Eine typische 4-Hydroxybutyrat-
Dehydrogenase wie z. B. aus C. kluyveri konnte nicht ausgemacht werden. Deren
Funktion kann aber mdglicherweise von vorhandenen Enoyl-CoA-Hydratasen
iibernommen werden (HENNE et al, 1999). Es bleibt zu kliren, ob diese
beschriebenen metabolischen Wege in vivo begangen werden.

Weitere zellulire Funktionen wie die Flagellensynthese oder Chemotaxis sind in
Abbildung 45 eingefiigt. Auch sind die 65 gefundenen sporulationsrelevanten
Proteine vermerkt, obwohl der sequenzierte C. fetani-Stamm E88 eine nicht
sporulierende Variante darstellt. Womoglich ist der Verlust der Sporulationsfahigkeit
auf den Defekt eines Gens zuriickzufiihren, dessen Protein regulatorische Funktion
hinsichtlich der Weichenstellung zur Sporulation besitzt.

Abschlieflend sei bemerkt, dass das Genom fiir viele weitere Funktionen kodiert, die
hier nicht niher erldutert werden konnten, wie z. B. Systeme der Proteinbiosynthese,
der DNA-Replikation und -Modifikation; diese sagen wenig iiber die Besonderheiten
von C. fetani aus, da sie im wesentlichen in allen bakteriellen Organismen

vorkommen.

(néchste Seite)

Abb. 45: Ubersicht iiber wichtige zelluliire Funktionen von C. tetani

Gezeigt sind in erster Linie metabolische Wege, Transportfunktionen und
membranstidndige Systeme mit moglicher bioenergetischer Relevanz. In rot
sind die ORF-Nummern der involvierten Proteine aufgefiihrt.
Durchgezogene Pfeile deuten eine direkte Umsetzungsreaktion an,
gestrichelte Linien weisen auf eine Umsetzung in mehreren Schritten oder
auf sonstige Interaktionen hin. Abkiirzungen: SLP, S-Layer-Protein; ABC,
ATP-bindende Kassette; PTS, Phosphotransferasesystem; MDR, Multi-
Drug-Resistenz; SRP, Signal recognition particle; V-Typ, Vacuoldrer-Typ;
ZKS, Zwei-Komponenten-Systeme.
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4.3 Ausblick

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit ermittelte Genomsequenz stellt das
Fundament zur Erforschung des Potentials von C. fetani dar. Zum ersten Mal ist es
nun mdoglich, die gesamten stoffwechselphysiologischen und bioenergetischen
Moglichkeiten des Organismus zu studieren. Dariiber hinaus bildet die
Genomsequenz die Grundlage zur Erforschung des pathogenen Potentials von C.
tetani. Neben der Identifizierung sdmtlicher Virulenzfaktoren kdnnen nun auch die
regulatorischen Netzwerke analysiert werden, welche die Pathogenitdtsausprigung
kontrollieren. Ein nichster Schritt wére eine detaillierte Transkriptionsanalyse z. B.
mittels der Mircorarray-Technik, die dariiber Auskunft geben konnte, welche Gene
des Genoms unter welchen Bedingungen tatsdchlich transkribiert werden. Zur
Analyse des Expressionsprofils - also aller unter den gewihlten Bedingungen
tatsdchlich gebildeten Proteinen - boten sich Techniken wie die 2D-
Gelelektrophorese an.

Die Ermittlung der Genomsequenz bietet aber auch mogliche praktische
Anwendungsbeziige von - zumindest potentiell - industrieller Bedeutung. Trotz der
Verfligbarkeit eines guten Impfstoffes gegen eine Tetanus-Erkrankung, des Tetanus-
Toxoids, ist dessen Herstellung ein kostspieliger und aufwendiger Prozess, der
gewisse Risiken mit sich bringt, da mit Wildtyp-Stimmen von C. fetani gearbeitet
wird. Die Genomsequenz von C. tetani und ihr Vergleich mit den Genomen anderer
pathogener Organismen bietet nun die Moglichkeit, neue Impfstoftkandidaten zu
finden, die billiger herzustellen und leichter handhabbar sind. Denkbar ist auch die
Entwicklung eines Impfstoffes mit erweitertem Wirkungsspektrum - auf der
Grundlage eines Proteins, das nicht nur in C. tetani sondern dariiber hinaus in eine
Reihe weiterer (clostridieller) Erreger vorkommt. Die Entwicklung solcher
Impfstoffe kann in Zukunft angesichts der Erkenntnis, dass sich Antibiotika-
Resistenzen unter pathogenen Bakterien rasch verbreiten konnen, eine wichtige

Strategie zur Abwehr humanpathogener Erreger sein.
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5. Zusammenfassung

1. Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Genom des Tetanus-Erregers Clostridi-
um tetani E88 vollstindig sequenziert. Es besteht aus einem 74.082 bp (Basenpaa-
re) groBen Plasmid, genannt pE88, und einem 2.799.251 bp groBen Chromosom.
Die Consensus-Sequenz des Genoms lag nach Abschluss der Arbeiten in durch-

schnittlich 9,5facher Abdeckung vor.

2. Die Sequenz des Plasmids pE88 enthilt 61 offene Leserahmen (ORFs) darunter
das Gen des Tetanus-Toxins, fetX. Die kodierende Sequenz auf pE88 betrdgt ins-
gesamt 67,1% der Gesamtsequenz. Auffillig war der niedrige G+C-Gehalt
(24,5%) der pE88-Sequenz, wobei der durchschnittliche G+C-Gehalt der dritten

Base eines Codons innerhalb der kodierenden Sequenz bei lediglich 15% lag.

3. Das Plasmid kodiert fiir ein weiteres Toxin, eine Collagenase, genannt ColT, wel-
che die Spaltung des Bindegewebeproteins Collagen katalysiert. Der Vergleich
der Proteinsequenz von ColT mit allen bisher bekannten clostridiellen Colla-
genasen offenbarte, dass nur in ColT die PKD-Domine fehlt. Uber die Funktion

dieser Proteindomaéne ist bisher nichts bekannt.

4. Zusiétzlich zum bereits charakterisierten Transkriptionsregulator des Tetanus-
Toxins, TetR, kodiert das Plasmid filir weitere regulatorische Proteine mit unbe-
kannten Spezifitidten. So liefen sich die Gene fiir ein Zwei-Komponentensystem,
fiir zwei Sigmafaktor-dhnliche Proteine sowie flir zwei weitere regulatorische Pro-
teine ausfindig machen. Einige dieser moglichen Regulatoren zeigten signifikante
Ahnlichkeiten zu den Toxin-Synthese-Regulatoren TxeR aus C. difficile, BotR

aus C. botulinum und dem UviA/B-System aus C. perfringens.

5. Das Plasmid kodiert des weiteren fiir fiinf verschiedene ABC-Transporter, wobei
diese Systeme jeweils aus einer ATP-hydrolysierenden Untereinheit und einer o-
der mehrerer transmembraner Untereinheiten bestehen. Ein Datenbank-Abgleich
ergab Ahnlichkeiten einiger dieser Systeme zu Peptid-transportierenden ABC-

Transportern.
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6. Das Chromosom von C. tetani enthilt mindestens 2373 ORFs; die kodierende
Sequenz macht dabei 86% der Gesamtsequenz aus. Es zeigte sich, dass das Chro-
mosom beziiglich des kodierenden Stranges eine starke Codirektionalitit von
Replikation und Transkription aufweist: so werden 81,1% der 2373 ORFs in der
gleichen Richtung transkribiert, in der auch die Replikation verlauft. Dadurch und
mittels der GC-Skew-Analyse konnte der Replikationsursprung des Chromosoms
lokalisiert werden. Die Region des ori umfasst die Gene einer Vielzahl hoch kon-

servierter Replikationsproteine.

7. Das Genom von C. tetani enthidlt im Gegensatz zu den Genomen vieler Entero-
bakterien verhéltnismadfig wenig mobile Elemente wie z. B. Transposasen. Dar-
iiber hinaus lassen sich genomweit signifikante Abweichungen vom durchschnitt-
lichen G+C- Gehalt (28,6%) lediglich in rDNA-Sequenzregionen feststellen. So-
mit scheint eine Akquirierung von Genen anderer Organismen durch lateralen
Gentransfer kaum stattgefunden zu haben, oder aber solche Insertionsereignisse

ereigneten sich schon vor langer Zeit.

8. Neben dem bereits bekannten Tetanolysin O konnte eine Reihe weiterer auf dem
Chromosom  kodierte  Virulenzfaktoren ~wie Héamolysine, Fibronectin-
Bindeproteine und eine wahrscheinlich fiir den Thrombocyten-aktivierenden Fak-
tor spezifische Acetyl-Hydrolase identifiziert werden. Des weiteren konnten viele
Exoenzyme wie Lipasen und verschiedenste Peptidasen gefunden werden, die

z. T. das Zink-Bindemotiv tragen.

9. Zusitzlich konnten 32 ORFs ausgemacht werden, die moglicherweise an der Vi-
rulenzausbildung beteiligt sind. Es handelt sich dabei um Zelloberfldchenproteine,
die N-terminal ein Signalpeptid tragen. Drei Proteinklassen konnten unterschieden
werden: 19 dieser Proteine zeigen Homologien zu charakterisierten Adhésions-
und S-Layer-Proteinen aus C. difficile; zwei Proteine besitzen wie die Internaline
aus Listeria monocytogenes multiple Leucin-reiche Sequenzwiederholungen
(LRR-Dominen), die wahrscheinlich an Protein-Protein-Interaktionen beteiligt
sind. 11 weitere ORFs weisen keine signifikanten Homologien zu bekannten Pro-

teinen auf; sie besitzen allerdings charakterisierte Zelloberflichen-doméanen.
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10.

11.

12.

13.

14.

Der Vergleich des Genoms von C. fefani mit den Genomen von C. perfringens
und C. acetobutylicum zeigte, dass die Organismen 1506 ORFs gemein haben. Ei-
ne genomweite Konservierung der Genanordnung konnte allerdings nur in einigen
Genclustern festgestellt werden. C. tetani besitzt 516 ORFs, die keine Homolo-
gons in C. perfringens und C. acetobutylicum haben. Zusitzlich liefen sich 199
ORFs identifizieren, die nur in den pathogenen Clostridien C. tetani und C.

perfringens, nicht aber in C. acetobutylicum zu finden waren.

Viele der Gene von C. fetani, die in C. acetobutylicum nicht vorhanden sind,
kodieren fiir Aminosdure-abbauende Proteine. Offenbar hat sich C. tetani auf die
Degradation von Proteinen bzw. Aminosduren spezialisiert. Im Gegensatz dazu
finden sich wenige Zucker-abbauende Systeme in C. fetani; diese sind aber zahl-

reich in C. acetobutylicum und C. perfringens vorhanden.

Ein weiterer groBBer Unterschied zu C. acetobutylicum ist die offensichtliche Ent-
wicklung einer ausgeprigten Natriumionen (Na')-Bioenergetik in C. tetani. Es
konnte eine Vielzahl Na'-abhingiger Substrat-Symporter detektiert werden. C. te-
tani besitzt zudem eine Na -abhingige V-Typ-ATPase, aber keine FoF;-Typ-
ATPase, welche in C. acetobutylicum und C. perfringens vorliegt. Zusitzlich exis-
tiert in C. fetani ein membrangebundenes Elektronentransportsystem, das

Ngr/Rnf-System, welches wahrscheinlich als primire Na'-Pumpe dient.

Es konnte eine Reihe weiterer membrangebundener oder -assoziierter Systeme in
C. tetani identifiziert werden, die nicht in den beiden anderen Clostridien zu fin-
den waren, wie z. B. vier Kopien einer Fumarat-Reduktase, die die anaerobe At-
mung mit Fumarat erlauben, einen Na'/H'-Antiporterkomplex, eine V-Typ-H -

Pyrophosphatase und ein CO-Dehydrogenase-System.

C. tetani besitzt 419 Proteine, die ein Signalpeptid tragen und somit tiber das Sec-
System exportiert werden; dazu gehoren die meisten der 167 im Genom kodierten
Transportproteine. Neben dem Sec-Proteinsekretionssystem lassen sich das SRP
(Signal Recognition Particle)-System sowie ein Typ II-dhnliches Sekretionssys-
tem finden, das spezifisch fiir einige Arten der Gattung Clostridium zu sein

scheint.
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15. Durch die Sequenzierung des Genoms von C. fefani und die eingehende Analyse
der erhaltenen Daten erscheint dieses Bakterium in einem neuen Licht. So wird
der Umfang der vorhandenen Virulenzfaktoren ebenso deutlich wie die Bedeu-
tung von Natriumionengradienten fiir die Bioenergetik. Zusitzlich konnte eine
Reihe von Genen fiir regulatorische Proteine wie z. B. 29 Zwei-Komponenten-
Systeme und 98 DNA-bindende Proteine identifiziert werden. Die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit bilden die Grundlage fiir Untersuchungen, durch die so wich-
tige Fragen beantworten werden konnen, wie die nach dem regulatorischen Netz-
werk, welches die Bildung des Tetanus-Toxins kontrolliert, und nach den Um-

weltsignalen, die diese Kontrolle beeinflussen.
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