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1. Einleitung

1.1. Plastizitat des bakteriellen Genoms

Seit mehreren Millionen Jahren gibt es Bakterien auf der Erde. Sie haben sich
ubiquitar verbreitet, und selbst lebenswidrige Nischen kolonisiert, wie beispielsweise
heille Quellen, hochkonzentrierte Salzlaken, schwefelsaure Schlammldcher oder das
arktische Eis.

Auch der menschliche Korper wird von mehreren Billionen Mikroorganismen
kolonisiert. Sie besiedeln die Haut und Schleimhaute, wo sie als Symbiont oder

85 Gleichsam sind Bakterien als

Kommensale dem Kérper nitzlich sind %
Infektionserreger bekannt. Sie konnen mittels verschiedener Virulenzfaktoren in den
Korper eindringen, den humoralen und zellularen Abwehrmechanismen entgehen,
sich vermehren und den Kérper durch eine Infektion schadigen 3" 4 52 185 Diese
bakterielle Anpassungsfahigkeit mit Adaptation an neue Lebensraume spiegelt ein

sehr wandlungsfahiges bakterielles Genom wieder.

Durch verbesserte und vereinfachte Sequenzierungsmethoden konnten seit 1995
Genome von mehr als 330 verschiedenen Organismen sequenziert werden, darunter
hauptsachlich bakterielle Genome. Hieraus ergab sich eine ganz neue Einsicht in die
genetischen Strukturen apathogener und pathogener Mikroorganismen. Die erste
Erkenntnis war, dass das bakterielle Erbgut eine mosaikartige Struktur aufweist ">,
Betrachtet man verschiedene Bakterien, so lasst sich zudem beobachten, dass die
Grolle der Genome sehr stark variiert. Der GroRenumfang reicht von einem der
kleinsten Genomen, von Mycoplasma genitalium mit 580 Kilobasenpaaren (kb), bis

16

zu dem 10-fach groReren Genom von Pseudomonas aeruginosa '°'. Die Genome

konnen jedoch hinsichtlich ihrer GroRe nicht nur zwischen den Spezies, sondern

auch innerhalb einer Spezies variieren '

. Pathogene Escherichia coli-Stamme
haben ein groReres Genom als kommensale E. coli, wobei der Grélenunterschied

bis 1000 kb betragen kann ' 2, Was also macht den Unterschied aus?



1. Einleitung 7

Alle Bakterien besitzen eine Erbgut-Mindestausstattung, den so genannten 'Kern-
Genpool' (‘core genepool'). Dieser umfasst einen relativ umschriebenen und
konstanten Anteil an Genen, deren Produkte in lebenswichtige Stoffwechselprozesse
des Bakteriums involviert sind, wie DNA-, Glukose- und Protein-Stoffwechsel ''% "%,
Der so genannte flexible Genpool ('flexible genepool’) umfasst Gene, die nicht
unmittelbar zum Uberleben nétig sind, beispielsweise Antibiotikaresistenzen oder
Virulenzfaktoren, die das Uberleben der Bakterien im Wirt ermdglichen % ©'. Der
flexible Genpool entsteht durch die Modifikation des bestehenden Genoms und die
Aufnahme fremder DNA %192 |m Gegensatz zum kommensalen, apathogenen E.
coli verursachen beispielsweise Escherichia-Stamme vom Serotyp 0O157:H7
Ausbriiche von hamorrhagischer Kolitis und hamolytisch-uramischem Syndrom %. E.
coli O157:H7 erhalt durch die Infektion mit einem Bakteriophagen Gene zur

Produktion von Shiga-Toxin, einem Toxin von Shigellen 2" ™

. Das Shiga-Toxin
stoppt nach rezeptorvermittelter Aufnahme in menschliche Enterozyten die

Proteinbiosynthese und fuhrt zu blutigen Durchfallen mit hoher Mortalitat.

Zu den Mechanismen, die das bakterielle Genom verandern und formen, gehdren
Punktmutationen, Umschichtungen (‘rearrangements') Gber homologe Rekombination
und site-spezifische Rekombinationen % 4.

Punktmutationen beschreiben den Austausch oder die Deletion einzelner Basen
innerhalb einer Gensequenz. Daruber kdnnen Gene ganz ausgeschaltet werden oder
bei Punktmutationen im Promotorbereich eine Anderung der Genexpression erzielt

werden .

Besonders bei der Entwicklung von Antibiotikaresistenzen spielen
Punktmutationen eine wichtige Rolle. Mutationen im Gyrase- und Topoisomerase-
Gen von E. coli fihren beispielsweise zur Resistenz gegenuber Fluorchinolon-

Antibiotika "°.

Homologe Rekombinationen kdnnen im Bereich von Regionen mit hoher Homologie
der Nukleotidsequenz stattfinden. Vereinfacht dargestellt kommt es bei dem Prozess,
an dem verschiedene Proteine beteiligt sind, nach einer Crossover-Uberlagerung
gleichartiger DNA-Sequenzen zu einer Umordnung im Genom (‘rearrangement’) '>°.
Es konnen Inversionen, Duplikationen und Deletionen resultieren. Die homologe
Rekombination ist bei der Antigenvariation essentiell, kann aber auch ganz neue

Phanotypen erzeugen '%%. Neisseria gonorrhoeae kann die Primarstruktur des Pilins
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der Haftpili mit groRer Haufigkeit (iber homologe Rekombination modifizieren .

Interessanterweise fuhrt nicht immer nur ein Zugewinn von DNA zu vermehrter
Virulenz. Bei der Spezies Shigella, die eng verwandt ist mit E. coli, bewirkte die
Deletion eines Genom-Abschnittes mit Verlust der Lysin-Dekarboxylase-(LDC)-
Aktivitat eine deutliche Steigerung der Virulenz %,

Vergleichsuntersuchungen zwischen E. coli K12 und hochpathogenen E. coli-
Stammen zeigen in den pathogenen Stammen eine hohere Rate an Rekombinations-
Ereignissen, was vermutlich an Mutationen in den Mismatch-Reparatur-Genen

liegt '%°.

Wahrend Punktmutationen lediglich eine Modifikation der vorhandenen DNA
vornehmen, kénnen die homologe Rekombination und vor allem die site-spezifische
Rekombination die Aufnahme fremder DNA in das Genom vermitteln. Bei der site-
spezifischen = Rekombination  fungieren  bestimmte = DNA-Sequenzen als
Erkennungssequenz (‘attachment site') fur die Integration von fremder DNA, wie
beispielsweise des Bakteriophagen Lambda 2.

Bakterien profitieren vom Zugewinn fremder DNA und diese macht einen
wesentlichen Teil des flexiblen Genpools aus ''°. DNA-Transfer ist auch unter weit
entfernt verwandten Stammen moglich und bietet die Gelegenheit, in einem Schritt
komplexe neue Stoffwechsel-Eigenschaften zu inkorporieren, die zur Entstehung

bakterieller Vielfalt und neuer Arten beitragen .

Nach erfolgreichem DNA-Transfer kann der Rezipient von der fremden oder
artverwandten DNA nur profitieren, wenn es zur Integration der DNA in das Genom
des Rezipienten kommt oder die DNA in einem Plasmid dauerhaft beherbergt wird.
Zudem missen die erhaltenen Gene adaquat exprimiert werden kénnen '*°. Stellt die
erworbene DNA einen Selektionsvorteil fur den Rezipienten dar, wird die Region
einem Adaptationsprozess unterzogen, dem Wirtsgenom in der
Aminosaurekodierung angeglichen und Uber Ausschaltung oder Mutationen der

"5 Einem nicht unerheblichen Anteil der

Mobilisierungsgene stabilisiert %% %%
erworbenen Gene wird sich das Bakterium gleichsam aber wieder entledigen, denn
jedes Genom unterliegt einem Selektionsdruck, um eine gewisse Grofde nicht zu

Uberschreiten % 3,
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1.2. Horizontaler Gentransfer

Eine Ubertragung von Genen auferhalb des vertikalen Transfers (ber Zellteilung
wird als horizontaler oder lateraler Gentransfer bezeichnet. Dieser ist auch Uber
Artgrenzen hinweg moglich und erfolgt Ublicherweise Uber Transformation,
Transduktion und Konjugation, siehe Unterpunkt 1.2.1. bis 1.2.3. Bekannte Vehikel
horizontalen Gentransfers sind Phagen, Plasmide und andere translozierbare
Elemente, wie Integrons, Transposons und Insertions-Elemente (1S) ¢ °" 82 Uber die
Ergebnisse der Genomsequenzierungen und biomathematischen Methoden kann
diese akquirierte DNA aufgespiirt werden °. Trotz des universellen DNA-Codes
unterscheiden sich die verschiedenen Bakterien-Gattungen u.a. durch den Anteil der
Basen Guanin und Cytosin (G+C-Gehalt) auf Grund der Praferenz unterschiedlicher
Tripletts zur Darstellung der Aminosauren 8" ''*. Weitere Indizien fiir neu erworbene
DNA sind in das Genom integrierte rudimentare Vehikel des horizontalen
Gentransfers, wie Transferorigins fremder Plasmide, die Erkennungssequenzen
(‘attachment sites') flr Bakteriophagen oder translozierbare Elemente, wie
Transposons und Insertionselemente **. Man schatzt, dass zwischen 8 bis 18% des

Genoms von Escherichia coli iber horizontalen Gentransfer erworben wurde % 5.

Die Bedeutung, die horizontalem Gentransfer zukommt, wachst mit der Moglichkeit
des Rezipienten die neuen Gene zu nutzen, um beispielsweise eine neue
Stoffwechseleigenschaft zu erwerben und somit eine (neue) dkologische Nische zu
erschlieBen '?°. Bakterien kdnnen bereits 'etablierte’ Eigenschaften von anderen
Stammen entlehnen und damit das eigene Genom fur spezielle Anforderungen
praparieren.

Die klinische Bedeutung des horizontalen Gentransfers steigt besonders mit dem
Erwerb von Funktionen, die mit einer erhdhten Pathogenitat einhergehen und die es
Stammen ermdglichen im menschlichen Koérper zu wachsen, ihn zu schadigen und
Abwehrmechanismen des Korpers zu entgehen ® *. Der Erreger der Diphtherie,
Corynebacterium diphtheriae, ist beispielsweise erst nach Infektion mit einem
Bakteriophagen in der Lage das schadigende Diphtherie-Toxin zu bilden. Dieser
Phage Ubertragt die Gene, die zur Synthese des Translations-hemmenden Toxins

noétig sind *° (siehe Unterpunkt 1.2.2.). So fiihrt die Diphtherie zu einer Lokalinfektion
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an den Tonsillen und zu einer systemischen Infektion, mit Parenchymdegeneration

vor allem im Herzmuskel, in der Leber, in den Nieren und den Nebennieren 82

1.2.1. Gentransfer durch Transformation

Unter Transformation wird die Aufnahme freier DNA durch Bakterien verstanden.

Die Transformation war der erste Gen-Transfer-Prozess, der fur Bakterien
beschrieben wurde. Bereits 1928 fand Frederick Griffith heraus, dass die Fahigkeit
der Kapselbildung zwischen verschiedenen Pneumokokken-Stammen Ubertragen
werden kann. Dass dabei die DNA transferiert wird konnte spater von O. Avery

6, 174

beschrieben werden . Neben Streptokokken zahlen Neisseria gonorrhoeae,

Bacillus subtilis, Haemophilus influenzae und Helicobacter pylori zu den Bakterien,

die standig 'kompetent' sind fremde DNA aufzunehmen *'.

Durch spezielle
Erkennungssequenzen kann diese Uber Rekombination in das Genom aufgenommen
werden *’. Der Gentransfer durch Transformation bleibt jedoch meist auf kleine DNA-
Fragmente begrenzt und eignet sich damit beispielsweise zur Antigenvariation, aber

weniger zum Zugewinn ganzer Gencluster.

1.2.2. Gentransfer durch Transduktion

Die Schlusselvehikel der Transduktion sind Bakteriophagen, die Uber unspezifische
und spezifische Transduktion eine Ubertragung von Genen zwischen Bakterien
ermoglichen, ohne dass diese dazu in direkten Kontakt zueinander treten. Die
Transduktion durch Bakteriophagen ist ein wesentlicher Faktor beim Gentransfer,
zumal Bakteriophagen viele Jahre auch in zellfreiem Milieu Uberleben kénnen und
die DNA im Phagenkopf gut geschutzt ist vor Nukleasen und organischen
Lésungsmittel '°. Die Infektion mit einem Bakteriophagen kann fiir das Bakterium den
Zugewinn wichtiger Virulenzdeterminanten bedeuten. So sind unter anderem
folgende Toxine auf Bakteriophagen kodiert: Diphtherie-Toxin (C. diphtheriae), das
Exotoxin A (Streptococcus pyogenes), Cholera-Toxin (Vibrio cholerae) und

Botulinum-Toxin (Clostridium botulinum).
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Die unspezifische Transduktion wird durch virulente Bakteriophagen vermittelt. Bei
der Phagenvermehrung in der Bakterienzelle (lytischer Zyklus) kann versehentlich
bakterielle DNA des Wirtes statt Bakteriophagen-DNA in den Phagenkopf verpackt
werden. Bei der Infektion eines neuen Bakteriums durch diese Phagen kann die DNA
in das neue Bakteriengenom Uber Rekombination eingebaut werden. Sofern es sich
um ein Transposon handelt, kann sich dieses selbst integrieren '°. Beispiele sind die
E. coli-Phagen P1, T1 und T4, sowie der Phage P22 von Salmonella 19,182

Temperente Phagen wie der Bakteriophage A, der typischerweise E. coli infiziert,
ermoglichen die spezifische Transduktion. Diese Phagen durchlaufen einen
lysogenen Zyklus. Die Phagen-DNA wird an bestimmten Anhaftungs-Stellen
(‘attachment-sites') in das Chromosom des Wirtes integriert und als Prophage Uber
die Wirtszelle vermehrt '*'. Die Wirtszelle ist dadurch meist gegen eine weitere
Superinfektion durch einen Bakteriophagen der gleichen Art geschutzt. Vor dem
Absterben der Wirtszelle wird die Replikation des Phagen induziert. Erfolgt das
Ausschneiden der Phagen-DNA aus dem bakteriellen Genom unprazise, kann ein
Teil der Wirts-DNA mit ausgeschnitten werden. Diese wird bei einer erneuten

Infektion auf einen anderen Bakterien-Stamm iibertragen °.

1.2.3. Gentransfer durch Konjugation

Bei der Konjugation ist im Gegensatz zur Transformation und zur Transduktion ein
Zellkontakt zwischen Donor und Rezipient notwendig. Typische Vehikel sind selbst-
Ubertragbare (konjugative) Plasmide oder mobilisierbare Plasmide und konjugative

Transposons "%

. Das bendtigte Paarungssystem, wie z.B. der F-Faktor fir die
Ausbildung von Sexpili von E. coli, kann sowohl im Genom, als auch auf Plasmiden
kodiert sein.

Die  Konjugation kommt insbesondere bei gramnegativen  Stabchen
(Enterobacteriaceae), bei Staphylokokken und Enterokokken vor '°. Beispiele fiir gut
charakterisierte Virulenzplasmide, die in der Medizin eine gro3e Bedeutung haben,
sind das EAF-Plasmid beim enteropathogenen E. coli (EPEC) '®, das Plasmid
pO157 des enterohdmorrhagischen E. coli 0157:H7 ?* und die Virulenzplasmide von

Yersinia pestis (pPCP1, pCD1, pMT1) °” '®2. Die erwahnten Plasmide sind nicht-
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konjugativ und werden mit Hilfe konjugativer Plasmide mobilisiert. Konjugativer
Gentransfer wurde vor allem auch bei Plasmiden untersucht, die
Antibiotikaresistenzen kodieren **.

Generell ist der Austausch von Plasmiden eine wichtige Quelle fir Genom-

Variationen.
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1.3. Genomische Inseln (Gl) / Pathogenitatsinseln (PAl)

Im Genom vieler Bakterien wurden groRe horizontal transferierte Regionen
identifiziert, die charakteristische strukturelle Gemeinsamkeiten aufweisen. Diese
Genomischen Inseln (genomic island = GI) werden je nach Ausstattung, Vorkommen
und Nutzen flr den Rezipienten als Fitness-Inseln, Symbiose-Inseln, Metabolische
Inseln und Pathogenitatsinseln (pathogenicity island = PAI) beschrieben und sind

durch die folgenden Charakteristika gekennzeichnet %’ 4+ %8

1. Die durchschnittliche GroRe der Gils liegt zwischen 10 und 200 kb.

2. Gls weisen den G+C-Gehalt und die Aminosaurecodon-Bevorzugung des
Ursprungstammes auf und lassen sich dadurch identifizieren.

3. Gls werden oft von 'direct repeats' (DR) begrenzt. Dies sind identische DNA-
Sequenzen, deren GroRe zwischen 9 und 135 bp liegt.

4. Gls sind haufig neben tRNA-Genen lokalisiert. Die tRNA Gene derselben
Aminosaure  sind bei  den unterschiedlichen Bakterien-Spezies
hochkonserviert und eignen sich als Integrationsstellen von Fremd-DNA. Eine
Reihe von Phagen, wie P4 von E. coli, P22 von Salmonella enterica und HP1
von Haemophilus influenzae inserieren in oder neben tRNA-Genen.

5. Gls enthalten oft funktionelle Gene, die beispielsweise flr Mobilitatsfaktoren
kodieren, wie Insertions-Elemente (IS), Integrasen und Transposasen. So sind
viele Inseln nicht nur transferier- und mobilisierbar, sondern unterliegen auch
einer Instabilitdt. Uber homologe Rekombination kann es zu dem Verlust der
gesamten Insel oder von Teilbereichen derselben kommen.

6. Es wird vermutet, dass es sich um zu unterschiedlichen Zeitpunkten, von
verschiedenen Stammen erworbene DNA handelt, die sich an bestimmten
Regionen im Chromosom sammelt (‘hotspots') und die weiteren
Umstrukturierungen Uber I1S-Elemente unterliegt. 1S-Elemente fungieren als
neuer Integrationspunkt fir DNA und als Werkzeuge der Rekombination mit
anderen IS-Elementen im Genom. Daraus entsteht die mosaikartige Struktur
der Gls.
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Von besonderem Interesse flr die medizinische Mikrobiologie sind die
Pathogenitatsinseln (‘pathogenicity Island', PAIl), die neben den typischen
Charakteristika einer Genomischen Insel, auch virulenzassoziierte Determinanten
beinhalten, darunter Toxine, Adhasine, Sekretionssysteme und
Eisenaufnahmesysteme ° "%, PAIs kommen im Genom pathogener Stdmme vor
und nicht, oder nur selten, bei apathogenen Stammen derselben oder nahe

verwandter Spezies .

Trotzdem sie weit verbreitet sind, weil3 man bislang wenig Uber die genauen
Mechanismen des Transfers Genomischer Inseln.

Pathogenitatsinseln wurden sowohl bei grampositiven als auch bei gramnegativen
Stammen beschrieben und mittlerweile bei nahezu allen humanpathogenen
Bakterien nachgewiesen °* ' PAls verleihen pathogenen Bakterien die Fahigkeit,
die angeborenen Abwehrmechanismen des Korpers zu umgehen '8
Eisenaufnahmesysteme unterschiedlicher Art sind unter den Virulenzfaktoren, die auf
Pathogenitatsinseln gefunden wurden, von groRer Bedeutung. So besitzt Shigella
flexneri das Eisen (lll)-Dicitrat — Aufnahmesystem (Fec), das auf der ~66 kb grof3en
SRL PAI liegt °. Der Pit-Eisenaufnahmetransporter bei Pneumokokken ist auf der
Pathogenitatsinsel PPI-1 kodiert und ein Beispiel bei grampositiven Erregern 18,

Bei verschiedenen klinischen Infektionen spielen Eisen-lonen als Kofaktoren
metabolischer Schliisselenzyme eine wichtige und kritische Rolle "%, Bei einigen
Erregern konnte gezeigt werden, dass deren Pathogenitat direkt mit der

87 Die chemische Ldslichkeit von Eisen ist bei

Eisenaufnahme korreliert '
neutralem pH-Wert und unter aeroben Bedingungen sehr gering 2°. Durch
korpereigene Chelatoren wird sie in den extrazelluldren FlUssigkeiten des
menschlichen Korpers weiter vermindert, so dass dort bakterielles Leben nahezu
unmdglich wird '%". Insbesondere pathogene Bakterien haben daher verschiedene
Eisenaufnahme-Transportsysteme entwickelt, um freies, aber auch an Wirtproteine
wie Ferritin, Transferrin, Lactoferrin, Hamoglobin und Myoglobin gebundenes Eisen
aufzunehmen "2, Unter anderem wird Eisen tber niedermolekulare Eisenchelatoren,
so genannte Siderophore, komplexiert und anschlieBend in die Bakterienzelle

aufgenommen " 1%
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1.4. Yersinia-HPI, Bedeutung und Struktur

Ein typisches Beispiel fur ein siderophorvermitteltes Eisenaufnahmesystem ist das
Yersiniabactin-System, das durch die erstmals bei humanpathogenen Yersinien
entdeckte Pathogenitatsinsel Yersinia High-Pathogenicity Island kodiert wird
(Yersinia-HP1) ®°. Unter eisendepletierten Bedingungen fiihrt das Vorhandensein der
Yersinia-HPl zur Aufnahme von Eisenionen uUber das synthetisierte Siderophor
Yersiniabactin %°. Die Inaktivierung der HPI-Gene fiihrt im Mausversuch zu einer
verminderten Virulenz und bestatigt ein Einfluss der HPI mit dem Siderophor-System
fur die Expression eines hochpathogenen Phanotyps 3137 Gleichsam konnte durch
Ubertragung der Yersinia-HPl-Gene auf einen gering-pathogenen Stamm eine

erhdhte Virulenz beim Rezipienten-Stamm erzielt werden '?°.

Die Yersinia-HPI ist ein mobiles genetisches Element. Das 30-45 kb grof3e Segment
enthalt eine Kernregion (‘core'), die 11 Gene zur Synthese (irp1-5, irp9), flir den
Transport (irp6, irp7) und die Aufnahme (fyuA) des Yersiniabactin-Siderophors (Ybt)

umfasst, sowie ein Regulator-Gen (ybtA) 722 27. 128,129

Yersinia pestis - HPI

DR intB ip9 irp8 irp7 irp6 ybtA irp2 irp1 irp3 irp4 irp5  fyuA 1S100 DR
asn
E. coli- HPI
DR intB irp9 irp8 irp7 irp6 ybtA ip2 irp1 irp3 irp4 irp5  fyuA Deletion
asnT ——————————
— 7
—

B Yersiniabactin Synthese
konservierte Kern-Region (core)

I Yersiniabactin Transport
~35 kb

[ Regulator-Gen
Bl Integrase-Gen
[J Unbekannte Funktion

Abbildung 1: Struktur der HPI in Yersinia pestis und E. coli mit Kern-Region (‘core') und variablem,
wirtsspezifischem Bereich. Die Funktion der farblich dargestellten Gene ist beschrieben. Mit DR
(‘direct repeat') sind die Wiederholungssequenzen beschrieben, die typischerweise eine Genomische
Insel umranden. Bei E. coli fehlt der Abschnitt stromabwarts von fyuA, inklusive dem 1S-Element und
dem zweiten DR.
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Neben diesem etwa 30 kb groRen konservierten und funktionellen Anteil der HPI gibt
es noch einen wirtsspezifischen Bereich, der variieren kann *° (Abbildung 1).

Die Yersinia-HPI erfullt die Kriterien einer Genomischen Insel, mit unterschiedlichem
G+C-Gehalt und der Insertion in einem tRNA-Gen (asn-tRNA = Asparaginsaure-
tRNA). Sie tragt ein Integrase-Gen, ahnlich dem Bakteriophagen P4 und wird zum
umgebenden Chromosom durch kleine Wiederholungssequenzen (DR = 'direct
repeats'), die eine Duplikation des 3'-Endes des asn-tRNA Gens darstellen,

abgegrenzt *°.

Die mobile Form der HPI ist ein zirkulares DNA-Molekdl, eine nicht-replikative
Funktionseinheit, die Uber einen sequenzspezifischen Integrations-Mechanismus zur
Interaktion mit konservierten Zielsequenzen in der Lage ist "*® (Abbildung 2). Es
konnte an verschiedenen Beispielen gezeigt werden, dass Genomische Inseln aus
dem Chromosom desintegrieren und wieder reintegrieren, sowie auf andere Stdmme
libertragen werden kénnen ** 4. Vermittelt wird die Rekombination durch die HPI-
Integrase, eine 'site'-spezifische Rekombinase, aus der Gruppe der Thyrosin-
Kinasen. Die HPI integriert ins Wirtsgenom, indem die Integrase mit zwei DNA-
Sequenzpaaren interagiert, attB und attP, in Analogie zu den gut untersuchten
‘attachment sites' bei der Rekombination von lambdoiden Phagen ®% ®°. Erstere (attB)
ist die chromosomale Erkennungssequenz (BOB'), im Fall der HPI aus dem Bereich
von asn-tRNA-Genen. Die zweite Sequenz (attP) ist auf der Pathogenitatsinsel selbst
lokalisiert (POP") (Abbildung 2).

Neben einer chromosomalen Insertion ist prinzipiell auch das Einfugen in ein Plasmid
mdglich, da tRNA-Gene bei Salmonella beispielsweise auch auf Plasmiden
vorkommen "',

Der horizontale Gentransfer der HPI gelang der Arbeitsgruppe um Lesic und Carniel

bei verschiedenen Y. pestis- und Y. pseudotuberculosis-Serotypen o
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zirkulére HPI
\
I_ HPI —'
attL attR
B-O-P* int P-0-B*
X
— — DR DR
att B-0-B’ j
chromosomale ins Chromosom integrierte HPI

Erkennungssequenz

Abbildung 2: Vereinfachtes Modell der site-spezifischen Rekombination am Beispiel der HPI. B-O-B"
reprasentiert die chromosomale Erkennungssequenz flir die zirkuldre Form der HPI. Dabei stellt die
Region O das 3‘-Ende der tRNA und einen Teil des 'direct repeat' dar. Die entsprechende 'attachment
site' att auf der HPI ist P-O-P‘. Nach der Rekombination ist die HPI zwischen zwei neu rekombinierten
attachments attL und attR integriert.

1.5. Die Verbreitung der HPI und Struktur bei E. coli

Die HPI konnte bei pathogenen, vereinzelt aber auch bei nicht-pathogenen
Vertretern der Familie der Enterobacteriaceae nachgewiesen werden. Sie ist
insbesondere bei pathogenen Isolaten von Citrobacter sp., Klebsiella sp.,
Enterobacter sp., Salmonella enterica non-lI Serotyp, Serratia liquefaciens und bei E.

coli verbreitet 7+ 88 146

Interessanterweise wird die HPI unter den Pathovaren von E. coli vor allem bei
enteroaggregativen (EAEC) und extraintestinal-pathogenen E. coli (ExXPEC)
angetroffen "+ " 12 Dje HPI ist in E. coli hochkonserviert, mit einer
Sequenzidentitat zwischen 98% und 100% zur Kernregion der HPI von Y. pestis '*°.
Bei einem Groldteil der Isolate wurde zudem Ybt nachgewiesen, was fur die
erhaltene Funktionalitat der Insel spricht ™. Im Gegensatz zu der HPI der Yersinien
fehlt in E. coli typischerweise das 3'-Ende der Pathogenitatsinsel, jenseits des
Genabschnitts fyuA "° (Abbildung 1).
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Die Yersinia-HPI spielt eine gro3e Rolle bei der Ausbreitung extraintestinaler
Infektionen. Ihr Vorhandensein erwies sich als hochster Pradiktor fur extraintestinale
Virulenz im Vergleich zu sonstigen Virulenzfaktoren wie Fimbrien, Invasine und

andere siderophorvermittelte Eisenaufnahmesysteme .

ExPEC-Stamme sind in etwa 90% der Falle die Erreger bei urogenitalen Infektionen
der Frau, der weltweit haufigsten bakteriellen Entziindung °*. Aber auch die
Cholezystitis, Appendizitis, Peritonitis, postoperative Wundinfekte und Sepsis zahlen
zu E. coli-bedingten Infektionen '*°, die meist tGber die normale Darmflora durch
Kontamination, Schmierinfektionen, oder Durchwanderungsinfektion bei
Schrankenstérungen entstehen. EXPEC Stamme stellen etwa 20% der fakalen E. coli
Isolaten dar. Sie besiedeln den Darm ohne durch gastrointestinale Symptome
aufzufallen " und besitzen ein weites Spektrum an Virulenzfaktoren, wie Adhasine,
Toxine und Eisenaufnahmesysteme, die zu extraintestinaler Pathogenitat

fihren ' 75,

Um die Verbreitung und die Struktur der HPI analysieren zu kénnen, arbeitet unsere
Arbeitsgruppe mit einer phylogenetischen Stamm-Sammlung von E. coli, die ECOR-
Sammlung (E. coli Reference Collection). Howard Ochmann und K. Selander
erstellten diese 1983 aus unterschiedlichsten Isolaten, nach Auswahl mittels
'multilocus enzyme electrophoresis’, um eine mdglichst breite Genomvariation einer
Spezies darstellen zu kénnen '. Die 72 Stamme aus einer Auswahl von 2600
E. coli, von Menschen und Tieren aus unterschiedlichen Kontinenten, weisen
untereinander die groRtmaogliche Diversitat an 11 Enzym-loci auf und unterscheiden
sich ebenso hinsichtlich ihrer Pathogenitat.

Die Yersinia-HPI lasst sich vorwiegend bei den Stdammen nachweisen, die neben
einer Akkumulation weiterer Virulenzfaktoren und Pathogenitatsinseln, sowohl die
E. coli-Stamme mit den grof3ten Genomen als auch der héchsten Pathogenitat sind

und haufig extraintestinale Infektionen verursachen ™.
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1.6. Zielsetzung der Arbeit

Der horizontale Gentransfer ist fur den groten Anteil am flexiblen Genpool
verantwortlich. Die Ubertragenen Gene koénnen neue Stoffwechsel-Eigenschaften
oder Virulenzfaktoren vermitteln und die Lebensweise und die Pathogenitat eines

Stammes verandern.

Mit  strukturellen und biomathematischen Untersuchungen kann horizontal
transferierte DNA aufgespurt werden. Bei der Integration fremder DNA werden
bestimmte Lokalisationen im Genom besonders bevorzugt und daher als Insertions-
'hotspots' bezeichnet. Hierzu gehdren beispielsweise tRNA-Gene, die als
Integrationsort fiir viele bekannte Genomische Inseln dienen ''.

Die Annahme liegt nahe, dass in der Umgebung von tRNA-Genen horizontal
transferierte DNA gefunden werden kann. Um diese Hypothese zu Uberprufen, wurde
in Vorarbeiten bei einer groRen Auswahl verschiedener E. coli-Stamme der
Insertionsort der horizontal Ubertragenen Yersinia-Pathogenitatsinsel (HPI)
untersucht. Die HPI, ein Prototyp Genomischer Inseln, ist im Normalfall in ein tRNA-
Gen inseriert. Das auf der Insel kodierte Siderophor-Eisenaufnahmesystem ist ein

wichtiger Virulenzfaktor "2 37,

Bei allen untersuchten Stammen, bis auf eine Ausnahme, ist die HPI in das Genom
integriert, ohne Nachweis horizontal transferierter DNA in der Umgebung des tRNA-
Gens. Lediglich beim E. coli-Stamm ECOR31 fehlt das tRNA-Gen als typischer
Insertionsort. Es stellt sich die Frage, inwieweit die HPl unabhangig von tRNA-Genen
auch in andere Strukturen inserieren kann?

Die Region, die der Yersinia-HPI in E. coli ECOR31 angrenzt, wird RegX genannt
und soll strukturell, inhaltlich (Annotationen) sowie bezuglich ihrer Verbreitung unter

gramnegativen Bakterien untersucht werden.
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Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist

1. die Untersuchung des atypischen Insertionsortes der Yersinia-HPI im E. coli-
Stamm ECOR31.

2. die strukturelle Charakterisierung der angrenzenden, moglicherweise horizontal
transferierten DNA-Region (RegX) in ECOR31 und die Beschreibung der aktuellen

Annotationen in den Datenbanken zu RegX.

3. die Untersuchung der Pravalenz der Region, sowie der vorliegenden atypischen

Insertion der HPI, bei gramnegativen Bakterien.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Gerate

Brutschrank

Elektrophoresezubehor

Hybridisierungsofen
Klhlzentrifuge

PCR-Thermocycler

Photometer
Rontgenfilm-Exponierkassetten
Roéntgenfilm-Entwicklungsgerat

Schuttelinkubator grof}

Schuttelinkubator klein
Tischinkubator
Tischzentrifuge
Tischzentrifuge, gekuhlt
Vakuumblot-Gerat
Vakuum-Zentrifuge
Elektroporationsgerat
UV-Crosslinker
pH-Meter
Sterilwerkbank (Flow)
Transiluminator
Videophotoanlage

Sequenzierer

WTC Binder

Horizontal-Plexiglaskammern: aus eigener
Werkstatt des Max von Pettenkofer-Instituts
Spannungsquelle: Bio-Rad®, Power Pac 200/300
Stratagene Personal Hyb

Sorvall: Rotor SL-50

Eppendorf: Mastercycler Gradient®

Applied Biosystems: GeneAmp® PCR System
9700

Pharmacia: Ultraspec® Plus

CawoX-omatic, Kodak

Fujifilm FPM 100A

Certomat® H, B.Braun Biotech International
New Brunswick Scientific Rolodrum

Eppendorf Thermomixer Komfort

Unitec HB-130

Eppendorf centrifuge 5417 C

Eppendorf centrifuge 5417 R

Pharmacia LKB 2016 VacuGene

Speedvac DNA 110/Savant

Gene Pulser® Transfection Apparatus BIO RAD
Bachhofer

Mettler, Toledo 320 pH-Meter

Hereaus, Herasafe HS12

Herolab, UVT-20M/W

Herolab, E.A.S.Y. (Enhanced Analysis System)
ABI Prism; Perkin Elmer, Model 373A und 377
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2.1.2. Chemikalien und Kleinmaterialien

Firma Material
Amersham Hybond N+ positively charged Nylon Membrane
Schleicher & Schuell PROTRAN BA 85 Cellulosenitrat-Transfer-

Invitrogen life technologies
GIBCO BRL

MBI Fermentas

Boehringer Mannheim GmbH
TAKARA SHUZO CO., LTD
PAN Biotech GmbH

Carl Roth GmbH + Co

INC Biomedicals, Inc.

ABI Applied Biosystems
Promega GmbH

Membranen, Porengrdéfie 0.45 um, 132 mm
Whatman Paper

BamHI, EcoRl, , Xbal (10 U/ul), Notl (15 U/pul)
Clal, Bglll, Smal, Hindlll, Pstl (10 U/ul)

AccB51 (10 U/pl), Psul =Xholl (5 U/ul)
GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder Plus, 0,5 mg
DNA/m

GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder, 0,5 mg DNA/m

Sau3A | (4 U/ul)

LA Taq (5 U/ul)

Panscript Polymerase, dNTP Solutions
Agarose NEEO

Glycerol

Big Dye-Sequenzierreagenz

RNA-free DNAse (1 U/ul)

Antibiotika
Antibiotikum Endkonz. [ug/ml] Firma
Kanamycin 50 Serva Electrophoresis GmbH
Ampicillin 100 SIGMA CHEMICAL CO.
Trimethoprim 75 SIGMA CHEMICAL CO.
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2.1.3. Nahrmedien

LB (Luria Bertani)-Flussig-Medium 10 g/l Bacto Trypton
5 g/l Bacto Hefeextrakt
10 g/l NaCl

— 11 Aqua demin., pH 7,5

LB-Agar LB-Medium
15 g/l Bacto Agar, pH 7.5

NB-Medium 8 g/l Nutrient Broth
5 g/l NaCl

NBD-Medium (Dipyridyl-Medium) NB Medium
+ 200 uM o-o’-Dipyridyl

SOC-Medium 0,5 g NaCl
5 g Bacto Hefeextrakt
20 g Bacto Trypton
2,5 mM KCI
20 mM Glukose
— 11 Aqua demin., pH 7,0

Columbia Blutagar und Mauller Hinton-Agar wurden als Fertigndhrbéden von der

Firma Becton Dickinson bezogen.

2.1.4. Stamme
Stamm (E. coli) Eigenschaft Referenz
ECOR31 HPI positiv, Antibiotikaresistenzen: 104, 117
str’, spc’, sul’, ap', kn', tet
DH 5a endA1 hsdR17 (rK-mK+) supE44 THI-1 GIBCO BRL®
recA1 gyrA (NalR) relA1 A(lacZYA-
argF)U169 (¢80lacZdM15)
DH10B F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) GIBCO BRL®
$80AlacZAM15 AlacX74 deoR recA1 endA1
araA139 D(ara, leu)7697 galU galK1- rpsL
nupG
XL1-Blue MR A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 Stratagene®

endA1 supE44 thi-1 recA1 gyrA96 relA1 lac
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Stamme fur das Screening nach der DNA-Region 'RegX’

Stamm CZesamt- Blut- Urin- Sonstige
nzahl Kultur Kultur

Enterobacteriaceae

Escherichia coli 111 50 60 1

Escherichia coli (ECOR)” 72

Klebsiella pneumoniae 59 24 13 22

Enterobacter cloacae 38 6 9 23

Enterobacter species 5

Klebsiella oxytoca 23 14

Proteus mirabilis 17

Yersinia enterocolitica® 15

Yersinia pseudotuberculosis® 10

Yersinia pestis? 10

Citrobacter koseri 14 4

Citrobacter freundii 20 16

Serratia marcescens 24 8 3 13

Serratia species 11 5+ 6%

Morganella morganii 8 6 2
Pseudomonaceae

Pseudomonas aeruginosa 77 1 9 67

Pseudomonas species 16 4 129

alle nicht gekennzeichneten Stamme wurden aus der Diagnostik des Max von Pettenkofer-Institutes
bezogen

"’ ECOR Stammsammlung, von Ochman, H. und Selander, R.K.'"

% chromosomale DNA dieser Stamme wurde freundlicherweise von Dr. A. Rakin, Max von
Pettenkofer-Institut MUnchen, bereitgestellt

% die Stamme wurden freundlicherweise von Dr. G. Berg, Institut fiir molekulare Physiologie und

Biotechnologie, Abteilung Mikrobiologie, der Universitdt Rostock, bereitgestellt
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2.1.5. Vektoren
Vektor Replikon Marker Referenz
pCR®-XL-TOPO® ColE1 Zeo", Kn', lacZa, ccdB, Invitrogen™ life

Plac technologies
SuperCos1 ColE1, SV40 Neo', Ap', cos Stratagene®
pBluescript Il KS+ ColE1, f1+ori  Ap', lacZ Stratagene®
2.1.6. Plasmide und Cosmide
Klon Vektor Insertion Referenz
pBP-LA TOPO 4,1 kb PCR-Fragment, TA-cloning diese Arbeit

Klone aus der Cosmidbank
p17-A7 SuperCos1 ECOR31-DNA-Fragment, BamHI  diese Arbeit
p17-D6 SuperCos1 ECOR31-DNA-Fragment, BamHI  diese Arbeit
p14-F1 SuperCos1 ECOR31-DNA-Fragment, BamHI  diese Arbeit
2.1.7. Synthetische Oligonukleotide
Schmelz-
Name Verwendung Primersequenz Temp.
(°C)
UP HPi comp 1 = S2; LA-PCR 5'ATCAGACAGGGAGATGGCAGGATAGGC-3" | 79°C
UP HPi comp 2 = S1; LA-PCR 5"TACGGATACCTTCACGCTGCTGTCGCGC-3'| 77°C
LA-PCR, C1 LA-PCR ié;TTé\/S/;TATTGTCGTTAGAACGCGTAATACG 93°C
5"CGTTAGAACGCGTAATACGACTCACTATAG o

LA-PCR, C2 LA-PCR GOAGA3- 97°C
RegX-521.for Screening 5-TTGGGCTGACTGGTATTAGTGGC-3' 62,4°C
RegX-358.for Screening 5'-CGAGTTTTTCCACCGCATCAACG-3' 62,4°C
grli(T)e;oif'a”d' Sequenzierung 5-CAGGACATTGGATGCTGAGAATTCG-3 63°C
grli(r_r;i;if'a”d' Sequenzierung 5-CAGGAGCCGTCTATCCTGCTTGC-3' 66°C
T3 Seq SuperCos 5'-ATTAACCCTCACTAAAGGGA-3' 45,5°C
T7 Seq SuperCos 5'-GTAATACGACTCACTATAGGGC-3' 45,5°C
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Schmelz-
Name Verwendung Primersequenz Temp.

(°C)
M13-20 Sequenzierung 5'-GTAAAACGACGGCCAGT-3' 47°C
M13-rev Sequenzierung 5'-GGAAACAGCTATGACCATG-3' 54,5°C
RegX.5781 for gc%r_%eggg K-pneum. | o 1cGCAAGGAAGCATGAAAACAGA-3' 58,9°C
E31-RegX-5.for FSQE:rr-eF?(?IFQg K. pneum. ggéglc;CCCGACCTGGTATTGCTTGATGAACC 73°C
17-A7.13949.for Screening K. pneum. | 5-GCGCTGACGGAACTTATAGAT-3' 57,9°C
17-A7.14884 rev Screening K. pneum. | 5-TGGCGGCGCTTCTTCGTCGTA-3' 63,7°C
17-A7.25773.for Screening K. pneum. | 5-TCACTGAGCTATGTTGGGATA-3' 55,9°C
:Z\;A?Cont23.128. Screening K. pneum. | 5'-GCCATAAATCCGCTGTAGCTG-3' 59,8°C
17-A7.19742.rev Screening K. pneum. | 5-CACTGGGGTATGACCTGATGG-3' 61,8°C
17-A7.Con11.for Screening K. pneum. | 5-ATTGCGCCAGTGTTTACTCAC-3' 57,9°C
17-A7.3094 .for Screening K. pneum. | 5-CCGGAAATGGTGGTGAGAAAG-3' 59,8°C
17-A7.3500.rev Screening K. pneum. | 5'-ACGGCGACTGAAAGAAT-3' 50,4°C
17-A7.3852.for Screening K. pneum. | 5-GGACGGCATCACTGACGAA-3' 58,8°C
17-A7.4416.rev Screening K. pneum. | 5-AACTGGGCTACTGTATTGGCA-3' 57,9°C
RegX-6089.rev RT-PCR 5-CGCAACGCCTTTCCTGTATGG-3 61,8°C
RegX-ORF1-RT.for | RT-PCR 5-GAAGTGACGCCGGATACGCTAA-3' 62,1°C
RegX-ORF1-RT.rev| RT-PCR 5-CCTCAATTATGGCCGTAGGCATC-3' 62,4°C
RegX-ORF4-RT.for | RT-PCR 5'-CATATTCTGAACAACCGGGAAG-3' 58,4°C
RegX-ORF4-RT.rev | RT-PCR 5-GCATCCACCACAGTGACCAT-3' 59,4°C
Membr.prot.rev RT-PCR 5-CGCCCAGTCCGTGAAA-3' 54,3°C
sitA.for RT-PCR 5'-GAACCGCTGCGTAAACAAAT-3' 553°C
sitB.for RT-PCR 5'-GCGTAGAGCGGGTAAAGAAGA-3' 59.8°C
sitB.rev RT-PCR 5" AGGCATCCCGAGAAGTGAAAT-3' 57.9°C
sitC.for RT-PCR 5-TCTGTATTGCGGTGACCATAG-3' 57,9°C
sitC.rev RT-PCR 5'-CCTCCGACCATTGCCGAAATC-3' 61,8°C
sitD.for RT-PCR 5-CTTACTGTTGTCGCCACGCTA-3' 59,8°C
sitD.rev RT-PCR 5-GCCCAACCTTTCAGCACGA-3' 58,8°C
g{f?;(_];oorRFz' RT-PCR 5-GAAATACGGCCTGTTAAGCAC-3' 57,9°C
RegX.ORF3- RT-PCR 5-TTTGCACTGACTTCGGACA-3 54,5°C

9413.rev
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2.2. Methoden

2.2.1. Isolierung chromosomaler DNA

Protokoll: PureGene DNA Purification Kit® der Firma Gentra Systems, Minneapolis,
USA

Durchfiihrung: 1,5 ml einer Ubernachtkultur wurden abzentrifugiert und das Pellet in

600 ul Cell Lysis Solution aufgenommen und 5 min bei 80°C inkubiert. Das Lysat
wurde dann mit 3 yl RNAse (Konz: 1-10 mg/ml) versetzt und nach vorsichtigem
Mischen flir 45 min bei 37°C gelagert.

Die noch enthaltenen Proteine wurden durch Zugabe von 200 ul Protein Precipitation
Solution und starkem Schutteln gefallt und durch Zentrifugieren am Gefal3boden
gesammelt. Der die DNA enthaltende Uberstand konnte mit 100%-igem Isopropanol
gefallt und mit 70%-igem Ethanol gewaschen werden. In einem letzten Schritt wurde
die DNA in 100 pl DNA Hydratation Solution resuspendiert.

2.2.2. Isolierung chromosomaler DNA mit Phenol

Fir die Erstellung der Genbank wurde die chromosomale DNA mit einer Methode
extrahiert, die eine groRere Ausbeute gewahrleistet. Die Bakterienzellen werden mit
Lysozym aufgelost und zum Abbau der Zellproteine mit Proteinase K versetzt. Durch
Phenolextraktion werden die Zellwand- und Zellmembranbestandteile entfernt und
die DNA kann anschlieliend durch einfache Ethanolfallung aus dem Lysat extrahiert
und in Aqua dest. resuspendiert werden. Zur Entfernung der RNA-Reste muss eine

Behandlung mit RNAse durchgefuhrt werden.

Durchfuhrung: Das Bakteriensediment einer 40 ml Bakterienkultur (ODggp 0,8) wurde

in 5 ml TE-Puffer aufgenommen, mit 50 ul RNAse Stammlésung (10 mg/ml) versetzt
und eine Stunde bei —20°C gelagert. Zu der gefrorenen Bakteriensuspension wurde

eine Spatelspitze Lysozym gegeben und 1h bei 37°C inkubiert. Anschliel3end wurden
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1 ml STEP-L6sung und Proteinase K in einer Endkonzentration von 1 mg/mi
hinzugeflgt und die Losung wurde im Wasserbad bei 50°C ca. 12 h inkubiert. Die
Aufreinigung erfolgte nach Zugabe von 6 ml TRIS-gepufferten Phenols und 20 ml
TE-Puffer. Nach vorsichtigem Schatteln und Abzentrifugieren (20 min bei 10000 rpm)
wurde die DNA aus der wassrigen Phase durch Ethanol (2 Volumen absolutes
Ethanol und 0,1 Volumen 3 M NaAcetat pH 5,0) gefallt und liel} sich auf Glasstabe
wickeln. Nach der weiteren Aufreinigung, in Chloroform-Isoamylalkohol (24:1) und

70% Ethanol, wurde die DNA nach Lufttrocknung in sterilem H,O aufgenommen.

Reagenzien:

1x TE-Puffer, pH 8,0: 50 mM TRIS/HCI
50 mM EDTA

STEP-L6sung, pH 8,0: 500 pl 10% SDS

500 pl 1 M TRIS/HCI
8 ml0,5MEDTA

1 ml steriles H,O

2.2.3. Schnellisolierung von Plasmid-DNA

Durch ein alkalisches Milieu werden bakterielle Zellwandproteine und die DNA
denaturiert. Nur der geschlossenen, zirkularen Plasmid-DNA gelingt eine
Renaturierung nach Neutralisation der Lésung. Die chromosomale DNA bleibt
unléslich und kann abzentrifugiert werden. Die im Uberstand verbliebene Plasmid-
DNA wird an eine Glasmilch-Matrix gebunden und mit Ethanol gewaschen. Nach

Lufttrocknung wird die DNA in H,O aus der Matrix gelost.

Protokoll: Miniprep Express™ Protokoll der Firma Qbiogene, Inc, Carlsbad, USA

Durchfiihrung: 1 ml einer Ubernachtkultur der Bakterien wurde abzentrifugiert und

das Sediment in 100 ul Lésung | resuspendiert, mit 200 ul Lésung Il versetzt, und
vorsichtig vermischt. Nach Zugabe von 150 ul Lésung Il und vorsichtigem Schutteln

wurde die Suspension 2 min zentrifugiert und der Uberstand mit 400 pl Miniprep
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Express Matrix™ vermischt. Die Glasmilch mit der daran gebundenen Plasmid-DNA
wurde abzentrifugiert, mit 500 ul 80 % Ethanol gewaschen und nach erneutem

Zentrifugieren und Trocknen schlieBlich in sterilem H,O aufgenommen.

Reagenzien:
Losung I: 50 mM Glukose
10 mM EDTA
25 mM Tris, pH 8,0
Lésung II: 0,2 N NaOH
1% SDS
Lésung lll: 3 M Natriumacetat

3 M Essigsaure

2.2.4. Isolierung von Plasmid und Cosmid DNA

Die Isolierung groRer Mengen reiner Plasmid- oder Cosmid-DNA erfolgte nach der

Anleitung des Nucleobond® AX-Kits (iber Austauscher-Saulen.
Protokoll: Nucleobond® AX-Kit der Firma Macherey & Nagel, Diiren, Deutschland

Durchfuhrung: 100 ml einer Uber Nacht angewachsenen Bakterienkultur wurden

zentrifugiert und in 4 ml Puffer S1 aufgenommen. Nach Zugabe des gleichen
Volumens von Puffer S2 wurden die Losungen vorsichtig vermischt und 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert. 4 ml Puffer S3 wurden zugegeben und die Lésungen
wurden vorsichtig durch Umdrehen des Gefaldes gemischt, bis sich eine homogene
Suspension gebildet hatte. Nach 5-minutiger Lagerung auf Eis wurde die Suspension
fur 25 min bei 4°C und einer Geschwindigkeit von 10000 x g zentrifugiert. Die
zwischenzeitlich mit 2 ml N2 Puffer equilibriete NUCLEOBOND® AX 100 Saule
wurde mit dem Uberstand beladen. Nach zweimaligem Durchlauf, zur Erhéhung der

Ausbeute, wurde die Saule mit 2 x 4 ml N3 Puffer gewaschen und schlieRlich die
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Plasmide durch den Puffer N5 eluiert. Die Plasmid-DNA wurde mit 70 % Isopropanol
gefallt, mit 100%-igem Ethanol gewaschen und in Aqua dest. aufgenommen.

Die Isolierung der Cosmid-DNA erfolgte entsprechend dem obigen Protokoll,
allerdings unter Einsatz des doppelten Volumens der Puffer S1, S2, S3 und 3 x 4 ml
des Waschpuffers N3.

2.2.5. Schneiden von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Restriktionsendonukleasen spalten doppelstrangige DNA an einer fur das jeweilige
Restriktionsenzym spezifischen Basensequenz. Auf diese Weise lasst sich Proben-
DNA fragmentieren und nach Schneiden gro3erer Mengen gleichartiger DNA kdnnen
die Fragmente durch Gel-Elektrophorese dargestellt werden. Ebenfalls kdnnen mit
dieser Methode Plasmide und Cosmide linearisiert werden. Dieser Vorgang ist

Voraussetzung flr eine spatere Ligation.

Durchfuhrung: 1 ng DNA wurde mit 2-5 Units (U) der im Materialienteil aufgefihrten

Restriktionsenzymen und den dazugehorigen Puffern verdaut. Die geschnittene DNA
wurde nach gelelektrophoretischer Auftragung mit Hilfe des Geneclean Il Kits aus

dem Gel aufgereinigt.

Partialverdau chromosomaler DNA

Zur Konstruktion einer Cosmid-Bank wurde chromosomale DNA des E. coli Stammes
ECOR31 einem Partialverdau mit Sau3A | unterzogen. Dieses Enzym spaltet die
Sequenz GATC und produziert einzelstrangige Uberhénge von vier Basen. Sau3A |
schneidet bei einem G/C-Gehalt von 50% statistisch alle 256 Basen. Durch Variation
von Zeit und Menge des eingesetzten Enzyms, erhalt man DNA-Fragmente in einem
bestimmten GroRenintervall. Zur Erstellung der Cosmid-Bank mit dem SuperCos1
Cosmid Vector Kit von Stratagene® sollten die DNA-Fragmente zwischen 35 kb und
42 kb grof3 sein.
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2.2.6. Dephosphorylierung mit alkalischer Phosphatase (CIAP
Behandlung)

Um nach einem Restriktionsverdau eine Selbstligation eines Vektors oder DNA-
Fragmenten zu verhindern, wurden die Phosphatreste am 5’- Ende der Fragmente
mit alkalischer Phosphatase aus Kalberdarm ('calf intestinal alkaline phosphatase =
CIAP) entfernt.

Durchfuhrung: In einem Ansatz entsprechend einem Restriktionsverdau wurde die zu

behandelnde DNA mit 0,01 U alkalischer Phosphatase pro pmol Enden und dem
zugehdrigen 1x Puffer eine Stunde bei 37°C inkubiert und anschliel}end mit 2 pl 0,5
M EDTA 20 min bei 65°C inaktiviert. Die pmol-Angabe wurde nach Anleitung der

Firma Promega auf folgende Weise berechnet:

(ug DNA / kb-Grof3e der DNA) x 3,04 = pmol Enden

Die dephosphorylierte DNA wurde vor der Weiterverwendung, z.B. fur eine Ligation,

durch Phenolextraktion oder Gelextraktion aufgereinigt.

2.2.7. Agarose Gel-Elektrophorese von DNA

Durchfuhrung: Die Agarose wurde in dem fur die Elektrophorese als Laufpuffer
benutzten 1xTAE-Puffer aufgekocht und nach Abkuhlung auf 55°C mit 0,5 pg/ml

Ethidiumbromidldsung versetzt. AnschlieRend wurde die Agarose in horizontale
Gelelektrophoresekammern gegossen. Ein, in diesem Zustand in die noch fllssige
Agarose eingesetzter Gelkamm, bildet nach Erstarren der zwischen 0,4% und
2%-igen Agarose die Taschen fur die DNA-Proben. Die mit 1/10 Volumen 10x
Probenpuffer versetzten DNA-LOsungen wurden bei einer Feldstarke zwischen 0,6 —
3 V/icm aufgetrennt und anschlieBend unter UV-Licht fotografiert. Durch paralleles

Auftragen eines DNA-Markers konnte die GréRe der Fragmente ermittelt werden.
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Reagenzien:
1x TAE-Puffer: 12,1 g/l Tris,
30 ml 96% Essigsaurel/l,
18,6 g/l Na,EDTA
Probenpuffer: 20% Ficoll 400
0,25% Bromphenol-Blau
1% SDS

0,1 M NaEDTA, pH 8

2.2.8. Elution von DNA-Fragmenten aus einem Agarosegel

Die Elution einzelner solitdren Banden nach Auftrennung durch Gel-Elektrophorese
erfolgte entsprechend dem Protokoll des GENECLEAN Il Kit der Firma Qbiogene,
Inc., Carlsbad, USA. Die hierdurch gereinigte DNA konnte fur Ligationsexperimente

eingesetzt werden.

2.2.9. Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Die PCR dient der Amplifikation eines ausgewahlten DNA-Abschnittes und kann
sowohl von einem Gesamtzelllysat von Bakterien als auch von isolierter DNA als

Ausgangsmaterial erfolgen.

Durchfiihrung:

Herstellen des bakteriellen Zelllysats (‘gekochte Zellen'):

Eine Kolonie wurde in 400 ul Aqua dest. eingerieben und bei 100°C fur 10 min
erhitzt.
Isolierte DNA wurde fur die PCR im Falle von chromosomaler DNA 1:100 und im

Falle von Plasmid- bzw. Cosmid-DNA 1:50 verdiunnt.

50 ul eines PCR-Ansatzes enthalten:
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5 ul bakterielles Zelllysat bzw. verdinnte DNA
5 ul enzymspezifischer 10x Puffer

je 0,2 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP

1 wl forward Primer (Konz. 20 pmol/ul)

1 ul reverse Primer (Konz. 20 pmol/ul)

2-2,5 U Tag-Polymerase (Pan-Taq, LA-Taq)
Aqua bidest. ad 50 pl

Nach einer einmaligen Denaturierung der DNA bei 94° fur 4 min erfolgt die
Amplifikation des zwischen den beiden Primern liegenden DNA-Fragments in 35
Zyklen, beginnend mit einem ersten Denaturierungsschritt: 94°C fur 45 sec. Es folgt
fur 45 sec. die Primerbindung (‘annealing'), abhangig von ihrer Schmelztemperatur.
Die DNA-Polymerisation findet flr 0,5 — 2 min bei 72° statt. Die PCR endet nach 35
Zyklen und einem zusatzlichen Polymerisierungsschritt von 10 min. Die
Ergebniskontrolle erfolgte durch Auftragen von ca. 1/10 des Ansatzes auf Agarose-
Gele.

2.2.10. LA-Polymerase-Kettenreaktion

Mit Hilfe des LA-PCR in vitro Cloning Kits von Takara Shuzo Co., Ltd. lassen sich
unbekannte DNA-Bereiche amplifizieren und klonieren, die einer bekannten Region
benachbart sind. Das Prinzip beruht auf der Anwendung von Nukleotidkassetten und
einer speziellen Polymerase (LA Taq), die in der Lage ist, selbst relativ lange
Fragmente zu amplifizieren. Die so genannten Nukleotidkassetten sind
doppelstrangige synthetische Oligonukleotide, die an einem Ende eine
Restriktionsschnittstelle aufweisen und zwei Primerbindungsstellen fur die Primer C1
und C2 beinhalten, letzterer etwas weiter stromabwarts gelegen als C1 (Abbildung
3). Die isolierte chromosomale DNA des Bakteriums wird mit dem entsprechenden
Restriktionsenzym verdaut und die passende Nukleotidkassette wird an die
einzelnen DNA-Fragmente des bakteriellen Genoms ligiert. Aus dem bekannten
DNA-Bereich werden die Primer S1 und S2 fur die PCRs ausgewahlt. Nachdem das
5-Ende der Nukleotidkassette nicht phosphoryliert ist (roter Kreis in Abbildung 3)
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kommt es dort zu einer Unterbrechung des Einzelstranges bei der PCR. Erst nach
der erfolgreichen Synthese des anderen DNA-Stranges, durch Primer aus der

bekannten Region, kommt es zur Amplifikation des gewunschten Fragments.

unbekannte Nukleotid-
5 c1 C2 S2 s1 RSg\IOﬂ Kassette 3’

Nukleotid-
Kassette

bekannter DNA-Bereich

Abbildung 3 Darstellung des Prinzips des LA-PCR-Cloning

Die Spezifitat und Ausbeute dieser Amplifikationen wird mit einer zweiten PCR
(nested PCR = verschachtelte PCR) verbessert. Hierfur werden die Primer C2 und
S2 verwendet. Die GroRe des erhaltenen Fragments ist abhangig von der Entfernung
der Erkennungs-DNA-Sequenz fur das entsprechende Restriktionsenzym.
Nukleotidkassetten werden fur folgende Restriktionsenzyme mitgeliefert: Sau3Al,
EcoRl, Hindlll, Pstl, Sall, und Xbal.

Protokoll: LA-PCR in vitro Cloning Kit Manual, Takara Shuzo Co., Ltd., Kyoto, Japan

Durchfuhrung: Von je 5 ug Gesamt-DNA aus einer Phenolextraktion des E. coli

Stammes ECOR31 wurde ein 50 pl Restriktionsverdau mit ca. 50 U folgender
Enzyme angesetzt: Sau3A |, EcoRlI, Hindlll, Pstl, Sall und Xbal. Die geschnittene
DNA wurde ethanolgefallt und in 10 ul sterilem H,O aufgenommen. Zur Ligation an
die entsprechenden Kassetten wurde 5 pl der vorbereiteten DNA mit 2,5 ul der
jeweiligen, im Kit mitgelieferten Kassette, sowie 15 ul der Ligationslésung | und 7,5 pl
der Ligationslésung Il 30 min bei 16°C inkubiert. Nach erneuter Ethanolfallung wird
die DNA in 5 pl sterilem H,O aufgenommen.

1 ul dieser DNA wurde mit 33,5 pl sterilem H>O 10 min bei 94°C erhitzt und diente als
Ausgangsmaterial fur die 1. PCR mit den Primern S1 und C1:



2. Material und Methoden 35

+ 5 ul Mg**-versetzter 10x LA Puffer

+ 8 ul dNTP-Mix

+ 1 pl Primer C1 (10 pmol)

+ 1 pl Primer S1 (10 pmol)

+ 0,5 ul TaKaRa LA Taq (entspricht 2,5 U)

Programm: 94°C: 30 sec
30 Zyklen : [[55°C: 2 min
72°C: 8 min + 5 sec pro Zyklus

72°C: 20 min
4°C: =

Mit 1 ul des 1:10 verdunnten Produkts dieser 1. PCR erfolgte, mit den Primern C2
und S2, die 2. PCR:

+ 5 ul Mg?*-haltiger 10x LA Puffer

+ 8 ul dNTP-Mix

+ 1 pl Primer C2 (10 pmol)

+ 1 ul Primer S2 (10 pmol)

+ 33.5 ul steriles H,O

+ 0,5 ul TaKaRa LA Taq (entspricht 2,5 U)

Programm: 94°C: 4 min
94°C: 30 sec
30 Zyklen : [|58°C: 2 min

72°C: 8 min + 5 sec pro Zyklus

72°C: 20 min
4°C:



2. Material und Methoden 36

Das Produkt der 2. PCR wurde auf ein Agarosegel aufgetragen. Bei Vorhandensein
des gewulnschten DNA-Fragments wurde die DNA-Bande ausgeschnitten, die DNA
aufgereinigt und das Produkt in den Vektor pCR®-XL-TOPO® kloniert.

2.2.11. Klonierung von DNA-Fragmenten

Durch Restriktionsverdau entstandene DNA-Fragmente lassen sich in spezielle
Plasmide, so genannte Vektoren, einbauen. Wird dieses zirkulare DNA-Konstrukt in
ein geeignetes Bakterium transferiert, kann es dort beliebig vermehrt werden.

Der Vektor wird mit dem Restriktionsenzym linearisiert, durch welches das
einzufugende Fragment geschaffen wurde und mit alkalischer Phosphatase
behandelt. Dies fuhrt zur Abspaltung Uberstehender Phosphatresten an den freien
Enden des Vektors und verhindert so eine Selbstligation. Der nachste Schritt ist die
Ligation, bei der die beiden DNA-Fragmente, Vektor und Probe, miteinander verklebt
werden. Rekombinante Plasmide konnen z.B. mittels Elektroporation in geeignete
Bakterienstamme transformiert werden. Die Uberpriifung einer Klonierung erfolgt

mittels Antibiotika-Selektion und ggf. Sequenzierung der inserierten DNA-Region.

Protokoll: DNA Ligation Kit von Takara Shuzo Co., Ltd, Kyoto, Japan

Durchfuhrung: Die Vektor-DNA wurde mit dem entsprechenden Enzym geschnitten

und mit alkalischer Phosphatase behandelt. Die einzusetzende Menge in ug wurde
nach Anleitung der Firma Promega nach folgender Formel berechnet, wobei das

Verhaltnis zwischen Vektor-DNA und Insert-DNA immer 3:1 betrug:

[(ng Vektor-DNA x kb Grole des Inserts) / kb GroRe des Vektors] x molarer

Vektor
Insert

Quotient

Das zu klonierende DNA Fragment wurde in 5-10 pl H,O oder TE-Puffer
aufgenommen. Nach Zugabe der gleichen Menge Solution | (enthalt die DNA-Ligase)

und vorsichtigem Mischen, wurden Vektor und potentielles Insert flr 30 min bei 16°C
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inkubiert. Die Ligations-Mischung kann danach sofort zur Transformation benutzt

werden.

2.2.12. Klonierung von PCR-Fragmenten

Der TOPO-Vektor bietet als Besonderheit am 3’-Ende einen Thymidiniberhang und
eine kovalent gebundene Topoisomerase, weshalb keine Enzymzugabe zur Ligation
notig ist. Nachdem die mit Taqg-Polymerase amplifizierten PCR Produkte
probenunabhangig am 3’-Ende einen Andenosinrest haben, kdnnen PCR-Produkte

ohne weiteren Aufwand in den TOPO-Vektor ligiert werden.
Protokoll: TOPO® XL PCR Cloning Kit von Invitrogen™, Carlsbad, USA

Durchfihrung: Das PCR-Produkt wurde auf einem 0,8%-igem Agarosegel

elektrophoretisch aufgetrennt und anschlielend nach Anleitung des Geneclean Il
Kits aufgereinigt. 4 pl des gereinigten PCR Produkts wurden mit 1 ul pCR®-XL-TOPO
Vektor vorsichtig vermischt und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Reaktion
wurde mit 1 pl  6x TOPO® Cloning Stop Solution beendet und jeweils 2 pl der

Suspension wurden pro Transformation in elektrokompetente Zellen verwendet.

2.2.13. Transformation elektrokompetenter E. coli

Zirkulare Plasmide wurden mittels Elektroporation zur Vermehrung in E. coli-Stdmme
gebracht. Das Prinzip dieser Methode beruht darauf, dass die DNA in einer
Bakteriensuspension hoher Zelldichte kurzzeitig einem starken elektrischen Feld
ausgesetzt wird. Die Zellwand wird durchlassig und die Plasmid-DNA kann ins
Zellinnere diffundieren. Der Empfangerstamm muss flr diese Prozedur vorbereitet

werden.

Herstellung der kompetenten Zellen: 1 | LB-Medium wurde mit dem entsprechenden

Antibiotikum versetzt und im Volumenverhaltnis 1:50 mit einer Bakterien-Ubernacht-
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Kultur beimpft und bei 37°C bis zu einer OD von 0.7 — 0.9 inkubiert. Nach 15 Minuten
Klhlung auf Eis wurde die Kultur 30 min bei 4300 rpm in der vorgekuhlten Zentrifuge
bei 4°C abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellpellets in 300 ml
4° C-kaltem, sterilem Aqua dest. resuspendiert und erneut 15 min auf Eis gekuhilt.
Nach einer 20-minUtigen Zentrifugation unter den oben beschriebenen Bedingungen
wurden die Sedimente in 150 ml 4° C-kaltem, sterilem Aqua dest. aufgenommen,
erneut 15 min auf Eis gekuhlt und abzentrifugiert. Die Zellsedimente wurden
anschlieBend in 50 ml gekuhltem 10%-igem Glycerol resuspendiert. Wie oben
beschrieben wurden die Zellen auf Eis gekihlt und anschlielend bei 4°C
abzentrifugiert. Zur Lagerung bei — 80°C wurden die Pellets in 1.5-3 ml kaltem 10%-

igem Glycerol resuspendiert und in Eppendorfcups aliquotiert.

Durchfuhrung der Elektroporation: 2-3 ul des Ligationsansatzes wurden mit 50 ul der

elektrokompetenten Bakterien gemischt und in einer auf Eis gekuhlten 1 mm-Kuvette
entsprechend der Anleitung der Firma BIO RAD® elektroporiert (U=1,8 kV, C=25 pF,
R=200 Q). Die Zellen wurden anschlieBend in 1 ml, auf 37°C vorgewarmtes, SOC
Medium aufgenommen und nach Inkubation von einer Stunde bei 37°C auf

antibiotikahaltigen LB-Agar-Platten ausgestrichen.

2.2.14. In vitro Transposon-Mutagenese

Mit dem Primer Island Transposition Kit lassen sich in vitro Transposon-Insertionen
durchfiihren. Die Methode kann verwendet werden um Gene auszuschalten, oder
auch um grofRere Inserts in Plasmiden zu sequenzieren.

Das hier verwendete Transposon AT-2 enthalt ein Gen, das fur die Dihydrofolat-
Reduktase kodiert und somit eine Resistenz gegen das Antibiotikum Trimethoprim
vermittelt. Die in vitro Insertion in das Plasmid erfolgt nach dem Zufallsprinzip durch
eine Exzisions-Ligations-Reaktion.

Die Plasmide wurden durch Elektroporation in einen E. coli Stamm (DH10B)
transformiert und die Insertion des Transposons durch Antibiotikaselektion (Tp")
uberpruft. Nach Isolierung der Plasmid-DNA kann eine Sequenzierung bidirektional

erfolgen. Fur die Sequenzierung verwendet man Primer, die beiden Enden des



2. Material und Methoden 39

Transposons entstammen und Bestandteile des Kits sind (primer island-PI(+).for,

primer island-PI(-).rev).

Protokoll: Primer Island Transposition Kit, PE Applied Biosystems, Darmstadt,

Deutschland

Durchfuhrung: Die Reagenzien des Kits wurden langsam aufgetaut und es wurde ein

20 pl Ansatz vorbereitet aus:

12 ul deionisiertes H,O

4 ul 5x Transposase Puffer

1 ul Plasmid DNA (1 pg)

1 wl AT-2 Transposon (0,2 pg)

2 ul Transposase

Der Ansatz wurde nach vorsichtigem Mischen fur eine Stunde bei 30°C inkubiert und
anschlielend mit 5 ul Stop-Puffer 30 min bei 65°C inaktiviert. Die DNA wurde im
Anschluss daran durch eine Ethanolfallung gereinigt und in 20 pl sterilem,
deionisiertem H;O aufgenommen. 1 ul der DNA wurde in 50 pul des
elektrokompetenten E. coli Stammes DH10B transformiert.

Die DH10B Zellen wurden in verschiedenen Verdiinnungsstufen (107", 102, 10%) auf
vorgewarmten Trimethoprim- und Kanamycin-haltigen Mduller Hinton Agarplatten

ausgestrichen und tber Nacht bei 37°C bebrtet.

Reagenzien:

Stop Puffer ( 10 ul): 2,75 ul deionisiertes H,O
5,0 ul 0,5M EDTA
1,0 ul 10% SDS
1,25 pl Proteinase K (40 mg/ml)
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2.2.15. Herstellung einer Cosmid-Bank

Mit einer Cosmid Bank gelingt es das gesamte Genom eines Bakterienstammes in
Fragmente Uberschaubarer GrolRe reprasentativ zu klonieren. Hierzu wird die
chromosomale DNA des zu untersuchenden Stammes mit dem Enzym Sau3A |
partial verdaut und in DNA-Stlicke zwischen 30 und 42 kb fragmentiert. Diese
werden Uber eine BamHI-Schnittstelle in den Cosmid-Vektor SuperCos1 ligiert. Der
Vektor kann auf Grund seiner speziellen cos-sites in einen Phagen verpackt werden.
Ein E. coli-Stamm, z.B. XL1-Blue MR, wird von den cosmidtragenden
Phagenpartikeln transfiziert. In der Bakterienzelle wird das Cosmid als rezirkulares
DNA-Molekll extrachromosomal repliziert und in dieser Plasmidform auf die
Tochterzellen weitergegeben.

Die rekombinanten Cosmid-tragenden E. coli konnten auf Antibiotika-haltigen
Agarplatten selektioniert werden. Die so erhaltene Cosmid-Bibliothek kann durch
Colony-Hybridisierung mit spezifischen Sonden durchsucht werden, um grof3e DNA-

Regionen zu isolieren, die den betreffenden Bereich (Sonde) umschliel3en.
Protokoll: SuperCos1 Cosmid Vector Kit von Stratagene®, La Jolla, USA

Durchfihrung:

a) Vorbereitung der Vektor DNA: 25 ug SuperCos1 DNA wurde nach Protokoll mit
Xbal geschnitten und somit linearisiert, dephosphoryliert und mit BamH| in 2
Fragmente von 1,1 kb und 6,5 kb GroRRe gespalten. Nach jedem Verdau, sowie nach
der Dephosphorylierung mit alkalischer Phosphatase, wurde eine Phenol-
Aufreinigung und Ethanolfallung durchgefuhrt und die DNA in sterilem H,O

aufgenommen.

b) Vorbereitung der chromosomalen DNA: Die mittels Phenol-Extraktion isolierte
chromosomale DNA des E. coli Stammes ECOR31 wurde mit Sau3A | partial
verdaut. Um Fragmente von 30-42 kb zu erhalten wurde die genaue Restriktions-Zeit
und Enzym-Menge in einer Testreihe ermittelt, (siehe Unterpunkt 2.2.5.).

100 pg DNA wurden in einem Endvolumen von 1 ml mit 1 U Sau3A | 12 min bei 37°C
angedaut und anschlieBend mit 15 pyl 0,5 M EDTA 10 min bei 70°C inaktiviert. Vor
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und nach Dephosphorylierung mit 45 U alkalischer Phosphatase wurde die DNA
Phenol-gereinigt und Ethanol-gefalit.

Ligation: 2,5 ug der partial verdauten und dephosphorylierten chromosomalen DNA
wurden in 1 ug vorbereiteten Vektor ligiert, unter Zugabe von 1-2 Weiss U der T4

DNA-Ligase und dem entsprechenden Puffer.

c) Verpackung in den Phagen
Protokoll: Gigapack® Ill Gold Packaging Extract von Stratagene®

Durchfiuhrung: 4 ul der Ligation wurden mit dem Packaging Extract aus dem

Packaging Kit vorsichtig vermischt und 2 h bei Raumtemperatur gelagert.
Anschlie®end wurden 500 pl SM-Puffer und 20 ul Chloroform zugegeben. Der

Uberstand mit dem Phagen wurde dann titriert.

d) Infektion mit dem Phagen: Der E. coli Stamm XL1-Blue MR wurde gemal® dem
Protokoll fur die Infektion mit dem Phagen vorbereitet. Angezlchtet in 50 ml LB-
Medium mit 10 mM MgSO4 und 0,2% Maltose (ODgoo < 1,0), wurde das Sediment in
10 mM MgSO, auf eine ODggp von 0,5 verdunnt und mit Verdlinnungsreihen von 1:10
und 1:50 mit der Mischung aus dem verpackten Phagen (packaging reaction) eine
Stunde bei 37°C inkubiert. Die danach nochmals in frischem LB-Medium
aufgenommenen Bakterien wurden auf Ampicillin-LB-Agarplatten ausplattiert und
uber Nacht bei 37°C inkubiert.

e) Amplifizierung der Cosmid-Bank: Die verpackte Cosmid-DNA wurde in einer
Konzentration von ca. 50 000 KBE/Rdhrchen mit der gleichen Menge des E. coli
Stammes XL1-Blue MR (wie bei der Titration auf eine ODgyo von 0,5 vorbereitet) mit
4 Volumen LB-Medium eine Stunde bei 37°C inkubiert. Die Sedimente wurden in 500
gl LB-Medium aufgenommen und auf 150-ml Ampicillin- und Kanamycin-haltigen LB-
Agarplatten bei 37°C Uber Nacht inkubiert. Auf die Platten wurden nacheinander 2 x
3 ml LB-Medium pipettiert und die Kolonien mit einem sterilen Drigalski-Spatel
abgelost. Die Abschwemmung aller Platten wurde in einem 50-ml Falcontube
gesammelt und mit sterilem Glycerol auf eine Endkonzentration von 20% gebracht,
und nachfolgend bei —80°C aufbewabhrt.
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2.2.16. Screening der Cosmid Bank, Herstellung der Colony-Blot-Filter

Es empfiehlt sich ca. 20 Platten mit insgesamt 50 000 KBE zu screenen.
150-ml-LB-Agar-Platten mit Ampicillin und Kanamycin wurden mit Nitrocellulose-
Transfer-Membranen ausgelegt und 500 pl der 1:10° verdiinnten Cosmid-Bank
wurden auf den Filtern ausplattiert und bei 37°C Uber Nacht angezlichtet. Auf die mit
Kolonien bewachsenen Filtern wurde durch Auflage neuer Filter ein spiegelverkehrter
Abdruck gemacht. Beide Filter wurden auf LB-Agarplatten 6 h bei 37°C inkubiert und
der erste Filter wurde als Originalplatte (Masterplate) aufbewahrt. Der 2. Filter,
Replica-Filter, wurde zunachst auf 3 MM Whatman Papier 30 sec mit 0,5 M NaOH
denaturiert, anschlieRend fur weitere 30 sec auf in 1 M Tris-HCI-Lésung (pH 7,6)
getranktes Whatman Papier gelegt. Nach weiteren 30 sec mit einer Mischung aus
1 M Tris-HCI-Lésung (pH 7,6) und 1,5 M NaCl wurden die Kolonien von dem Filter
entfernt und die Membran mit der gleichen Losung noch mal gereinigt. Der Blot
wurde getrocknet und zur Fixierung der DNA mit UV-Licht einer Energie von 120 mJ
bestrahlt.

Reagenzien:

SM-Pfuffer (1 1): 5,8 g NaCl
2,0 g MgSOq4 - 7TH,0O
50 ml 1 M Tris-HCI (pH 7,5)
5,0 ml 2% Gelatine

deionisiertes H,O ad 1 |, autoklaviert

2.2.17. Markierung von Gensonden

Einzelstrangige DNA-Fragmente werden mit einem Nonanukleotidgemisch einer
vielfaltigen Anzahl an Basensequenzkombinationen (random primer) versetzt. Diese
Primer binden an die DNA-Einzelstrange und wirken als Startmoleklle fur die
Neusynthese des Stranges durch das Klenow-Enzym. Dieses Enzym baut neben
den hinzugegebenen vier unmarkierten Nukleotiden dATP, dCTP, dGTP, dTTP auch

das Fluorescein-markierte dUTP an Stelle von dTTP ein. Die Fluorescein-markierte
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DNA kann durch ein Antikdrperkonjugat und nachfolgender Chemilumineszenz-
Reaktion nachgewiesen werden.

tTM

Protokoll: Gene Images Random Prime Labelling Module-Kit'™”, Amersham,

Piscataway, USA

Durchfuhrung: 1 upg des aufgereinigten PCR-Produkts wurde in 34 ul HyO

aufgenommen und durch Erhitzen im Wasserbad denaturiert. Nach Abkuhlen auf Eis
wurden 10 ul Nukleotid-Mix, 5 pl Primer und 1 pl Klenow-Enzym (5 U/ul) dazu
pipettiert und eine Stunde bei 37°C inkubiert. Die Sonde wurde entweder gleich

verwendet oder bei —20°C gelagert.

2.2.18. Colony Blot-Hybridisierung

Der Nachweis bestimmter DNA-Sequenzen beruht auf der Anlagerung
einzelstrangiger, Fluoreszein-markierter DNA (Gensonde) an die komplementare
Sequenz der zu untersuchenden, an eine Tragermembran fixierten einzelstrangigen
DNA. Unspezifische Bindungen werden durch eine Blockierlosung minimiert. Ein
Fluoreszein-Antikdrper (Peroxidase-Konjugat) bindet an die markierte DNA und
durch Zusatz von Detektionsldsung wird die enzymatische Reduktion von Peroxid mit
der Oxidation von Luminol gekoppelt. Das Luminol gelangt voribergehend in einen
angeregten Zwischenzustand, wobei es im Ubergang zum Grundzustand Licht
emittiert. Die Emission kann autoradiographisch durch Schwarzung eines

Roéntgenfilms festgehalten werden.

Durchfihrung: Die Membran wurde nach Fixieren der DNA durch UV-Belichtung,

zunachst mit 0,125 ml/cm? vorgewarmter Hybridisierungslésung bei 60°C unter
konstantem Drehen prahybridisiert. Die markierte Gensonde wurde inzwischen durch
5-minltiges Erhitzen in einem Wasserbad denaturiert, auf Eis gestellt und nach 30
bis 60 min Prahybridisierung in eine Glasrohre pipettiert. Im Hybridisierungsofen
erfolgte so bei standigem Drehen und 60°C die Hybridisierung tUber Nacht. Nach

zweimaligem Waschen mit 2-5 ml/cm?® der Waschlésungen 1 und 2 bei 60°C,
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erfolgten alle weiteren Schritte bei Raumtemperatur. Die Membran wurde kurz mit
Puffer A gespult und danach, fur mindestens 30 min, mit einer 20-fachen
Verdunnung von Blockierungsreagenz (Kit-Bestandteil) in Puffer A, inkubiert (0,5
mlicm? PufferA). Nach der Blockierung der Membran erfolgte die zweistiindige
Inkubation mit dem Antikérper-Konjugat (Anti-Fluorescein-HRP-Konjugat 1000-fach
verdiinnt in Puffer A (0,25 ml/cm?) mit 0,5% BSA). Das (iberschiissige Konjugat
wurde in 3 Waschschritten a 10 min mit einer 0,3%-igen Tween-20-Puffer A-L6sung
entfernt. Die Membran wurde daraufhin mit einem Gemisch, aus den im Kit
enthaltenen detection solution 1 und 2, bedeckt (0,125 mI/cmz) und von beiden
Seiten in eine Folie geschlossen. Die Lichtemission der in der Rontgenkassette

befestigten Membran wird auf dem aufgelegten Rontgenfilm dokumentiert.

Reagenzien:
Hybridisierungslésung: 5x SSC ('standard saline citrate")
0,1% SDS ('sodium dodecyl! sulfate')
5% Dextransulfat
1/20 Vol. Blockierungsreagenz (mitgeliefert)
Waschlosung 1: 1x SSC
0,1% SDS
Waschlosung 2: 0,5x SSC
0,1% SDS
Puffer A, pH 7,5: 100 mM Tris-HCI
600 mM NaCl

2.2.19. RNA-Isolation

Um die Gentranskription zu analysieren bendtigt man als Ausgangsmaterial RNA.
Bakterienzellen des E. coli Stammes ECOR31 wurden zu diesem Zwecke mit
Lysozym und einem mitgelieferten Lysepuffer behandelt. Die freiwerdenden

Nukleinsauren werden an die Silica-Matrix der Filter gebunden, woraufhin die DNA
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durch Inkubation mit einem DNAse-Puffer-Gemisch eliminiert wird. Die RNA wird in
mehreren Waschschritten gesaubert und kann schlieRlich durch Zugabe von
Elutionspuffer aus dem Filter gel6st werden.

Protokoll: High Pure RNA Isolation Kit der Firma Boehringer Mannheim, Deutschland

Durchfuhrung: 1 ml Bakterienkultur mit einer ODggo = 0,8 - 0,9 wird 5 min bei 5000

rom abzentrifugiert und das Sediment in 200 pul 10 mM Tris pH 8,0 resuspendiert.
Nach Zugabe von 4 pl Lysozym (Stammldsung 50 mg/ml) wurde die Losung 10 min
bei 37°C inkubiert und danach mit 400 ul Lysepuffer versetzt. Die Nukleinsauren
binden an die Silica-Matrix der Filter (15 sec bei 10000 rpm zentrifugieren) und
wurden mit einem Gemisch aus 10 ul DNAse (1 U/ul) und 90 ul des dazugehérigen
Puffers eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde nacheinander eine
Waschung mit je 500 pl der beiden Waschpuffer | und Il aus dem Kit durchgefuhrt.
Nach nochmaliger Sauberung mit 200 ul Waschpuffer 11 (10 min abzentrifugieren bei
14000 rpm) erfolgte die Elution in 75 ul Elutionspuffer (zentrifugieren: 1 min bei
10000 rpm).

2.2.20. Reverse Transkriptase Polymerasekettenreaktion (RT-PCR)

Die RT-PCR ist eine sensitive Methode, um die Transkription eines Gens
(messenger RNA) zu untersuchen. Die zuvor isolierte, DNA-freie RNA wird mit einer
reversen Transkriptase in cDNA umgeschrieben und das Produkt mit Hilfe einer Tag-

Polymerase in einer ,normalen’ PCR amplifiziert.

Protokoll: Access RT-PCR Introductory System, Promega, Heidelberg, Deutschland
Durchfihrung: Vor der PCR wird eine zusatzliche DNAse Behandlung durchgefihrt,

um eventuell noch vorhandene DNA abzubauen. Die RNA, zwischen 1 pg und 1 ug,
wurde dazu in einem Volumen von 40 ul mit 10 ul AMV/Tfl 5x-Puffer aus dem Kit, 2
ul DNAse (1 U/ul) und sterilem Aqua dest. eine Stunde bei 37°C inkubiert und
danach 7 min bei 75°C inaktiviert. AnschlieRend wurde der RT-PCR Ansatz wie folgt
pipettiert:



2. Material und Methoden 46

1 ul dNTPs (je 10 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP), Endkonz. 0,2 mM
1 ul forward Primer (20 pmol)

1 ul reverse Primer (20 pmol)

2 ul 25 mM MgSO4

1 ul AMV Reverse Transkriptase (5 U/ul)

1 u Panscript Tag-Polymerase (5 U/pul)

Aqua bidest. ad 50 pl

Um zu kontrollieren, dass die RNA-Proben DNA-frei sind und positive PCR-
Ergebnisse ausschliel3lich auf spezifische RNA zurtickzufihren sind, wurden analoge
RT-PCR-Reaktionen ohne initialen reversen Transkriptase-Zusatz durchgefihrt
(Negativkontrolle).

Die Proben wurden zunachst 45 min bei 55°C inkubiert und anschlieRend wurde
folgende PCR durchgefuhrt:

94°C 2 min

94°C 30 sec

57°C bzw. 56°C 1 min 30 Zyklen
68°C 2 min

68°C 7 min

4°C o0

2.2.21. Sequenzierung

Direkte Sequenzierungen wurden mit der Methode nach Sanger ' durchgefiihrt.
Dabei wird in einer Sequenzier-PCR mittels eines Primers aus dem bekannten DNA-
Bereich einer der beiden komplementaren DNA-Strange verlangert. Zusatzlich zu
den gewodhnlichen Desoxyribonukleosidtriphosphaten (dNTPs) werden in einem
bestimmten  Verhaltnis auch  Didesoxyribonukleosidtriphosphate  (ddNTP)
beigemischt (ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP). Diese sind mit unterschiedlichen
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Farbstoffen fluoreszinmarkiert und besitzen keine 3'-Hydroxygruppe. Daher kommt
es nach deren Einbau in den neu synthetisierten DNA-Strang zu einem Abbruch, da
eine Verknupfung mit der Phosphatgruppe des nachsten Nukleotids nicht mehr
maglich ist. Es entstehen damit eine Reihe unterschiedlich langer DNA-Fragmente.

In einem automatischen Sequenziergerat (ABlI Prism; Model 373A und 377 von
Perkin Elmer) werden die erhaltenen DNA-Fragmente mittels Kapillarelektrophorese
aufgetrennt und die ddNTPs am Ende jedes DNA-Fragmentes werden mit Hilfe eines
Lasers zur Fluoreszenz angeregt. Das Fluoreszenzlicht wird von einer Kamera
registriert und Uber eine spezielle Software in vierfarbige Chromatogramme
umgewandelt. Jedem Didesoxynukleotid ist hierbei eine andere Farbe zugeordnet (A

= grun, T =rot, C = blau, G = schwarz).

Protokoll fir die Sequenzierungs-PCR:
4 ul BD-Mix
+ 1 ul Primer (5 pmol/pl)
+ DNA (1,5 ug Plasmid DNA oder 0,3 pg aufgereinigtes PCR-Produkt)
ad 20 pl Aqua dest.

PCR-Programm:

96°C 10 sec

x°C 5 sec 25 Zyklen
60°C 4 min

4°C o0

wobei x = Annealing-Temperatur, Berechnung: x=(G+C) x4+ (A+T)x2-2)

Anschlieend wird das PCR-Produkt mittels Ethanol-Fallung aufgereinigt, getrocknet

und nach Anleitung des Sequenziergerates fur die Detektion aufbereitet.
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2.3. Software

Die Analyse der Nukleotidsequenzen wurde mit dem Programmpaket DNASTAR
(Firma Lasergene, Version 5.02) mit den Programmen SeqgMan, GeneQuest,
MapDraw, MegAlign und EditSeq durchgeflhrt.

Der G+C-Gehalt der Sequenzen wurde mit dem Programm EditSeq bestimmt. Zur
Ermittlung offener Leseraster (ORF = Open-Reading-Frame) wurde ein Start- und
Stopp-Codon, sowie eine Mindestgrofde von 50 Aminosauren (150 Basenpaare)

vorausgesetzt.

Homologienvergleiche und die Bestimmung konservierter Motive erfolgten Uber die
veroffentlichten Sequenzen der Sequenzdatenbank EMBL/GenBank mit der BLAST-

Software (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). Eine ausfuhrliche Tabelle, inklusive

der Beschreibung der Zugangsdaten (Accesion-Nr), befindet sich im Anhang (Tabelle

1),
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3. Ergebnisse

3.1. Untersuchung des Insertionsortes der Yersinia-HPIl im
E. coli Stamm ECOR31

Die Pathogenitatsinsel Yersinia-HPI ist bei Escherichia coli wie bei Yersinien in der
Genregion der Asparaginsaure-tRNA (asn-tRNA) integriert 2" *°. E. coli beherbergt
in seinem Genom vier asn-tRNA-Gen-Kopien, asnV, ansU, asnW und asnT
(Abbildung 4). In Vorarbeiten wurde gezeigt, dass die HPI ausschliellich in die asnT-
tRNA-Kopie integriert ist '*°. Die 17 Basenpaare (bp) am 3'-Ende des asn-tRNA-
Gens sind die Erkennungssequenz einer site-spezifischen Integration der HPI in das
bakterielle Genom (in Abbildung 4 schwarz dargestellt). Diese Sequenz wird bei der
Eingliederung der Insel dupliziert und begrenzt als 'direct repeat' (DR) ein Ende der
HPI, siehe auch Unterpunkt 1.4. Das asn-tRNA-Gen wird bei dem Prozess nicht

zerstort und flankiert die HPI als intaktes Gen am Integrase-Ende (int) der HPI.

E. coliK12
asnV asnU asnW asnT
A - - m) — 4=
asnV asnU asnW YersiniaHPI int asnT
B = = m) o .
17 bp direct repeat (DR) 3’-asn-tRNA
= 3'-asn-tRNA

Abbildung 4: E. coli K12 mit 4 Kopien des asn-tRNA-Gens (A). Die Yersinia-HPI ist Ublicherweise in
die asnT-tRNA-Kopie integriert (B). Das intakte asnT-tRNA-Gen flankiert die HPI am Integrase-Ende
(int).
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Bei Untersuchungen des Integrationsortes der Yersinia-HPI bei E. coli wurde nur ein
einziger Stamm isoliert, bei dem die HPI nicht in das asnT-tRNA-Gen integriert ist:
ECOR31 aus der E. coli Referenzsammlung "7 lm Genom von ECOR31 finden sich
zwei HPI-Kopien, wobei eine in das asnV-tRNA-Gen inseriert hat '*’. Eine zweite

Kopie konnte in einem unbekannten DNA-Bereich lokalisiert werden.

Zur DNA-Charakterisierung des unbekannten Insertionsortes der Yersinia-HPI in
ECOR31 wurde der LA PCR in vitro cloning Kit benutzt. Mit dieser Technik gelingen,
ausgehend von einer bekannten Region, PCR-Amplifikationsprodukte die in einen
komplett unbekannten DNA-Bereich hineinreichen. Nach Aufreinigung des PCR-
Produktes kann dieses in einen Vektor kloniert werden wund steht flr
Sequenzierungen und fur weitere Versuche zu Verfigung.

Wie im Methoden-Abschnitt beschrieben, wurde dabei die jeweilige
enzymspezifische Nukleotidkassette an die mit dem Restriktionsenzym EcoRI
geschnittene chromosomale DNA des E. coli Stammes ECORS31 ligiert. Nach der
Ligation folgte eine verschachtelte PCR (‘nested PCR’) mit jeweils zwei Primern von
der Nukleotidkassette (C1 und C2) und dem intB-Bereich der Yersinia-HPI (Primer:
UP HPlcomp1 und UP HPIcomp2) (Abbildung 3 und Abbildung 5).

Das Ergebnis ist ein ca. 4.1 kb langes PCR Produkt (Abbildung 5), das nach
Aufreinigung aus dem Agarosegel in den TOPO® XL PCR-Vektor gebracht wurde.
Das so entstandene Plasmid pBP-LA wurde zur Kontrolle zunachst vom
flankierenden Vektor aus ansequenziert (Primer: M13 und T7) und anschlieRend
nach Transposon-Mutagenese mit dem Primer Island Transposition Kit komplett

sequenziert.

E. coli ECOR 31

Genkassette
YersiniaHPl ~_intB Pl P2 a2
N
¢ T T T T T T T T I
P1= UP HPI comp1 17 bp DR 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000
P2= UP HPI comp2 (TGGCTCCTCTGACTGG)

EcoRlI

Abbildung 5: Integrationsort der HPI in E. coli ECOR31: 4,1 kb LA-PCR-Produkt (rot dargestellt) mit
EcoRI Schnittstelle, Genkassette, PCR-Primern (P1, P2, C1, C2) und angrenzender HPI.
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Die so erhaltene 4162 bp lange DNA-Sequenz wurde mit Nukleotid-
Datenbankeintragen verglichen. Die hochsten Homologien ergaben sich zur DNA
von Mesorhizobium loti (55% identische Nukleotide) (Stand 2002). Der G+C-Gehalt
der Region weicht mit 47,07% von dem G+C-Gehalt von E. coli mit 50,8% ab *°. Die
in diesem Bereich enthaltenen offenen Leseraster wiesen konservierte Motive von
ABC-Transportern fur divalente Metallionen auf. Die genauere Beschreibung der
einzelnen ORFs folgt im Abschnitt 3.2.1. Auf Grund der fehlenden Homologien zu E.
coli-DNA wird der gesamte unbekannte DNA-Bereich ab dem 17 bp direct repeat im

Folgenden Region X (RegX) genannt.

Der Insertionsort der HPI im E. coli Stamm ECOR31 ist ungewohnlich, da es sich
nicht um ein tRNA-Gen handelt. Um der Frage nachzugehen, ob die Yersinia-HPI in
eine Sequenz mit hoher Homologie zu einem tRNA-Gen 'fehlinseriert' ist, wurde die
angrenzende DNA auf hohe Homologien untersucht. Bis auf die 17 Basenpaare
‘direct repeat' ergaben sich keine hoheren Homologien zum asn-tRNA-Gen, dem

gewohnlichen Insertionsbereich der Yersinia-HPI (Abbildung 6).

\ 4

HPI B, e RegX

17 bp DR
E. coli ECOR 31

Abbildung 6: DNA-Sequenz-Vergleich der Insertionsstelle der HPI in E. coli ECOR31 = RegX,
inklusive 17 bp DR (rot) mit dem sonst Ublichen Insertionsort der HPI, dem Gen flir asn-tRNA aus
E. coli (blau).
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Zusammenfassend betrachtet weist der E. coli-Stamm ECOR31 einen bislang
unbekannten, atypischen Insertionsort der Yersinia-HPI auf. Die Sequenz der Region
im Insertionsbereich (RegX) hat keine Homologien zur bislang veroffentlichten
E. coli-DNA. Vielmehr weist der G+C-Gehalt darauf hin, dass die Region von einem
anderen Bakterium stammt und mittels horizontalen Gentransfers tbertragen wurde.

Im Rahmen der vorliegenden Dissertationsarbeit soll daher der gesamte Insertions-

Bereich der HPI in E. coli ECOR31 sequenziert und genauer charakterisiert werden.
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3.2. Untersuchung der unbekannten Region X mit einer
Cosmid-Bank von ECOR31

Der ungewohnliche Insertionsort RegX der Yersinia-HPIl in ECOR31 ist eine bislang
unbekannte DNA-Region. Die ersten Sequenzierungen ergaben Hinweise auf ABC-
Transporter-Proteine von nicht verwandten Mikroorganismen. Dies deutet darauf hin,
dass die Region horizontal transferiert ist und Gen-Cluster kodiert, die den Stamm
modglicherweise mit Virulenz- oder Stoffwechsel-Eigenschaften ausstatten.

Um einen groReren Bereich der Region charakterisieren zu konnen und um mit
Original-DNA statt PCR-generierter DNA zu arbeiten, wurde eine Genom- bzw.
Cosmid-Bank des E. coli Stammes ECOR31 mit Hilfe des SuperCos1 Cosmid Vector
Kit und des Gigapack® Ill Gold Packaging Extract angelegt (siche Methoden,
Abschnitt 2.2.15 f). Hierzu wurde die mit dem Restriktionsenzym Sau3A | auf DNA-
Fragmente um 40 kb partial verdaute ECOR31-DNA in das linearisierte und mit
BamHI| geschnittene SuperCos1-Cosmid ligiert. Das Ligationsgemisch wurde dann
mit Phagenpartikeln aus dem Gigapack® Ill Gold Packaging Extract inkubiert und in
Phagenkopfe verpackt. So konnte anschlieBend der E. coli-Stamm XL1-Blue MR
durch die Cosmid-tragenden Phagen transfiziert werden (Abbildung 7).

Es wurde eine Cosmid-Bibliothek von insgesamt 50 000 Cosmid-tragenden E. coli-
Klonen uber Colony-Blot-Filter mit RegX-spezifischen Gensonden gescreent. Dazu
wurde die Cosmid-Bank auf Nitrocellulose Filtern ausgestrichen, die auf Ampicillin-
Kanamycin-LB-Agar-Platten aufgebracht waren. Von dem Original-Filter mit den
angewachsenen Kolonien konnte ein Replica-Filter angefertigt werden, der nach der
Denaturierung der DNA mittels Hybridisierung, von einer markierten Gensonde
ausgewertet wurde. Diese Gensonde wurde aus dem bisher bekannten RegX-
Abschnitt hergestellt. Hierzu wurde das 4.1 kb groRe RegX-Fragment aus dem
Plasmid pBP-LA mit EcoRI herausgeschnitten und die Gensonde nach Aufreinigung
markiert und fertig gestellt (Gene Images Random Prime Labeling Module-Kit™). Die
den schwarzen Signalen auf dem Rontgenfilm entsprechenden Kolonien konnten von
der Originalplatte enthommen und angezichtet werden. Nach Isolierung der Cosmid-

DNA wurden die positiven Klone nochmals durch eine PCR bestatigt.
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genomische DNA
ECOR 31
Ampr ,

¢ Sau3A | Partialverdau

SuperCos1
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—_——~—— 30-42 kb
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—_—
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~
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) ) S verschiedenen DNA-
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Verpackung in den
Phagen

Infektion E. coli XL1-
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00
|

Abbildung 7: Herstellung einer Cosmid-Bank, schematische Darstellung.

Das Screening brachte insgesamt drei verschiedene RegX-positive Klone (p17-A7,
p17-D6, p14-F1) hervor, die von den Originalplatten isoliert werden konnten. Mit den
Primern T3 und T7 wurde der Randbereich der in die Cosmide eingeschlossenen
DNA von ECOR31 bestimmt. Alle Cosmide schlielen neben einem unbekannten
Bereich auch einen Teil der HPI mit ein.

Das HPI-Ende des Cosmids p17-A7 liegt im Bereich des irp2-Genes (Abbildung 8).
Die beiden anderen Klone enthalten auch Teile des irp1-Genes. Erste
Untersuchungen lielken vermuten, dass p17-A7 den grof3ten Anteil unbekannter DNA
tragt. Die Cosmid-DNA des Klons p17-A7 wurde daher in groRer Menge isoliert,
aufgereinigt und fur die Primer-Walking-Sequenzierung in Zusammenarbeit mit der
Firma Agowa GmbH, Berlin, vorbereitet. Nach Abschluss externer
Sequenzierarbeiten wurden die Licken in der DNA-Sequenz Uber PCR-

Amplifikationen und eigene Sequenzierungen geschlossen.



3. Ergebnisse 55

HPI core’ RegX
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Cosmid p17-A7

Abbildung 8: Ubersicht DNA-Inhalt des RegX-positiven Cosmids p17-A7.

Die Sequenzdaten ergaben eine DNA-Region von 24196 Basenpaaren vom Beginn
des 'direct repeat' (DR) bis zum Ende des ECOR31-DNA-Fragments im Cosmid
p17-A7. Das erhaltene Fragment, RegX, umfasst 22 offene Leseraster (ORF)
(Abbildung 9) und wird bei der genaueren Charakterisierung aus Grinden der
Ubersichtlichkeit in mehrere DNA-Abschnitte unterteilt: DNA-Bereich A bis E. Die
Festlegung der einzelnen Bereiche erfolgte in Orientierung an potentiellen Gen-
Clustern (Operons), die sich durch Homologienvergleiche mit den Datenbanken
ergaben.

Die Auswertung der DNA-Sequenz erfolgte mit dem Programm-Paket Lasergene
(DNASTAR) und mittels Homologienvergleichen zu den bisher veroffentlichten
Sequenzen mit dem online verfugbaren NCBI Blast search Algorithmus

(http://www.ncbi.nlm.nih.qov/BLAST), siehe auch Material und Methoden.

| «——— DNA-Bereich A > DNA-Bereich B > | < DNA-Bereich C
;DR 1000 2000 30é0 4000 5000 6000 7000 8000 9000 10000 1 OO(E 12000
i | | [ ] ] | | ] | ] L |
D> ) ammmn) @Gl ) < I (B ¢m ) ) )
ORF0  ORF1 ORF2 ORF3 ORF4 ORF5 ORF6 ORF7 ORF8 ORF9 ORF10 ORF11
DNA-BereichC—>§ <4— DNA-BereichD > < DNA-BereichE ——»
13000 14000% 15000 16000 17000 18000 19000 20000 21000 22000 23000 24000
1 | i 1 ] 1 1 | ] 1 1 1 L | ou196
) ) (mn amn amn ann N | EEEEEEEEESTEEE) EEEEEE) )
ORF12  ORF13 ORF14 ORF15 ORF16  ORF17  ORF18 ORF19 ORF20 ORF21 ORF22

Abbildung 9: Ubersicht der gesamten Region X ab dem 'direct repeat' DR, mit den ORFs 0 bis 22.
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3.2.1. DNA-Bereich A

3.2.1.1. Sequenzanalyse DNA-Bereich A

DNA-Bereich A

.. intB ORF0 ORF1 ORF2 ORF3 ORF4
S ]i>| > - :
......
T ORFI*! T T T T T T
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

17bp DR

Abbildung 10: DNA-Bereich A mit den ORFs 0-3; Position bp 1 - bp 3042.

Im ersten Abschnitt, dem DNA-Bereich A, wird der an die HPI angrenzende Teil von
RegX beschrieben. Die Einteilung erfolgte auf Grund eines potentiellen Gen-
Clusters. Der Abschnitt umfasst den 17 bp grol3en 'direct repeat' (DR) als Teil der
Insertion der HPI. Anschliel3end lassen sich 4 offene Leseraster ORFO0-3 (ORF =
open reading frame) charakterisieren.

ORFO (318 bp) beginnt Uberlappend zu den letzten 4 bp des DR und hat weder ein
Startcodon, noch einen Promotorbereich oder eine Shine-Dalgarno-Sequenz.
Genauso wie ORF1 und 2 ist es stromabwarts der HPI gerichtet. Das offene
Leseraster 1 folgt nach 164 Nukleotiden und hat eine Grélke von 813 bp. Da auch
hier die Shine-Dalgarno-Sequenz fehlt, wurde die Sequenz genauer analysiert.
Insbesondere durch Homologienvergleiche (siehe Abschnitt 3.2.1.2.) fiel dabei auf,
dass es im Bereich einer poly-Adenosin-Wiederholungssequenz (poly adenosine
stretch) zwischen Position bp 356 und bp 360 offenbar zu einer Deletion gekommen
ist. Durch das Fehlen einer Adenosin-Base ist der vermutlich urspringliche ORF1*
(Position bp 353 — bp 1309), der nur 18 bp nach ORFO folgt, verklrzt (Abbildung 10).
ORF1* wurde sowohl ein Startcodon (ATG) als auch eine Shine-Dalgarno-Sequenz
besitzen.

Unmittelbar an ORF1 schliet ORF2 (1020 bp) an. ORF3 dagegen ist den
vorangegangenen offenen Leserastern entgegengerichtet und folgt im Abstand von
205 bp mit einer Grole von 504 bp. ORF3 hat das Startcodon 'TTG'. Eine Shine-
Dalgarno-Sequenz ist im Promotorbereich von ORF2 und 3 nachweisbar.
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3.2.1.2. Homologienvergleiche DNA-Bereich A auf DNA- und Proteinebene

Wie bereits im Abschnitt 3.1. angedeutet ergab ein initialer Vergleich der ersten
4000 bp der Region X mit veroffentlichten Sequenzen der NCBI-Daten-Bank (BLAST
Algorithmus) keine Homologien zu bekannter E. coli-DNA (Stand 2002). Die
héchsten Homologien (~ 55% ldentitat) konnten der DNA von Mesorhizobium loti
zugeordnet werden.

Im Rahmen der schriftichen Abfassung der Arbeit wurde die Homologiesuche
aktualisiert (Stand Juli 2007).

Auf der Basis dieser neuen Homologienvergleiche bestehen auf DNA-Ebene fur die
ORFs 0-2 zwischen 94% und 96% Identitat zu entsprechenden ORFs des Plasmids
pLVPK von Klebsiella pneumoniae CG43 30 (Accessionnr AY378100.1, Tabelle 1 im
Anhang), sowie zu ORFs des Plasmids pK2044 von Klebsiella pneumoniae NTUH-
K2044 '8 Auf Grund der Sequenzgleichheit der beiden Plasmide im RegX-
orthologen Bereich wird im Folgenden nur auf das Plasmid pLVPK Bezug
genommen.

ORF3 hat ebenfalls kurzstreckige Homologien zu K. pneumoniae. Fur die 205 bp

groRe DNA-Region zwischen ORF2 und 3 gibt es keine Homologien.

Die potentiellen Translationsprodukte der einzelnen ORFs werden im Folgenden Orf
in Fettdruck und mit der entsprechenden Nummerierung bezeichnet.

Orf0 ist ein Polypeptid mit 105 groflitenteils hydrophoben Aminosauren und einem
Molekulargewicht von 11,6 kDa. Orf0 weist 96% Identitat und 98% Ahnlichkeit der
Aminosauren zu dem ATP-bindenden Protein eines ABC-Eisentransporters von
Klebsiella pneumoniae auf. Deutlich geringere Homologien, zwischen 60-70%
Annlichkeit, zeigen sich z.B. zu der ATP-bindenden Komponente eines Eisen(lll)-
ABC-Transporters in Erwinia carotovora subsp. atroseptica SCRI1043 und Vibrio
splendidus 12B01.

ABC-Transporter sind ubiquitar verbreitet und bei Prokaryonten wie Eukaryonten an
diversen physiologischen Prozessen beteiligt. Sie sorgen vorwiegend flr den
Transport verschiedener Substanzen entlang biologischer Membranen und kénnen

dabei als Exporter, Importer, Rezeptoren oder Kanale fungieren .
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Sie sind aus mindestens vier Domanen aufgebaut, die als separate Polypeptide, aber
auch in Form einer einzigen Polypeptidkette vorkommen kdnnen. Zwei Domanen
durchspannen als alpha-Helix mehrfach die innere Membran bei gramnegativen
Erregern und ebnen so den Weg fur das zu transportierende Substrat (Permease,
Transmembranproteine). Die zwei nukleotidbindenden Domanen sind Uber ATP-
Hydrolyse fur die Energiebereitstellung des transmembrandsen Transportes
verantwortlich. Zusatzlich zu diesen vier Hauptdomanen gibt es bei Prokaryonten oft
ein periplasmatisches Bindungsprotein, welches eine hohe Affinitat zum Substrat hat

und mit den membrandurchspannenden Proteinen interagiert 2 (Abbildung 11).

. Substrat

Aulenmembran

periplasmatisches

Periplasma Bindungsprotein

Innenmembran

Abbildung 11: Modell eines ABC-Transporters in gramnegativen Bakterien

Das ATP-bindende Protein weist insgesamt funf verschiedene stark konservierte
Regionen auf, die auch in Transportern unterschiedlicher Klassen konserviert sind.
Darunter das Walker A- und Walker B-Motiv, die bei dem groften Teil ATP-
bindender Proteine vorkommen und direkt in die Bindung und die Hydrolyse von ATP

involviert sind. Daneben existieren die spezifischeren Motive, das Signature-Motiv,
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Histidin- und Glutamin-Loop, die die nukleotidbindende Domane eines ABC-
Transporters definieren *°.

Da ORFO unvollstandig ist, weist das potentielle Protein Orf0 nur die C-terminal
gelegenen Walker B- und Histidin-Motive auf (Abbildung 12). Das Walker B Motiv ist
gekennzeichnet durch die, nach vier hydrophoben Aminosauren (bei Orf0: Leucin,
Valin, Leucin, Leucin) folgenden, Aminosauren Asparaginsaure (D), Glutaminsaure
(E), Prolin (P) und Tryptophan (T), in genannter Reihenfolge. Etwa 30 Aminosauren
C-terminal dieser Asparaginsaure erkennt man die zweite konservierte Struktur bei
Orf0, den Histidin-Loop. Dieser ist gekennzeichnet durch 4 hydrophobe Aminosauren
(bei Orf0: Valin (V), Alanin (A), Valin (V), Leucin (L)) gefolgt von der Aminosaure
Histidin und einer geladenen Aminosaure (bei Orf0: Asparaginsaure D). Orf0 stellt
den C-terminalen Anteil eines ATP-bindenden Proteins dar, ist aber ohne den N-
terminalen Anteil nicht vollstandig. Die anderen, oben genannten Motive Walker A (G
XX GXGKST), das Signature Motiv (L S G G) und der Glutamin-Loop, sind daher

nicht nachweisbar.

Signature Walker B His-Loop
Oorf0 1 = LAQT PTNHL. .KGITWAVLHP-LTLTESFADRVLLLSQG 59
MalK 82 ODRVALGRAIVRK PLSNL. .1gVTTIYVTHAqvEAMTm-gDRIAVMNRG 216
PotG 119 PRVALARSLAKR PMGAL. .vgVTQVMVTH{geEAMTm-aGRIAIMNRG 253
OpuBA 77 PRIGVLRALAAE PFGAL. .l1hKTIVFVTHAMJEATIK1-aDRIVILKAG 212
CysA 77 PRVALARALAVE PFGAL. .1kFTYVFVTH{AqeEATEV-aDRVVVMSQG 213
FecE 79 ODRAFLAMVLAQN PTTYL. .qgKTWAVLHA1NnQASRy-cDQLVVMANG 214
FepC 84 PRAWIAMVLAQE PTTWL. . kgYTAAVLHA1nQACRy-aSHLIALREG 220
Rv2564 86 PRVAVARATIALD PTAHL. .gdRVYVVATH{-sRMLP1-aDRVLELMPA 218
AbcX 74 QLLLIARSLMED ATSGL. .haPTILYVTHhaeEITDk-mSHILLLRRG 219

MalK (Thermococcus litoralis); PotG (E. coli), OpuBA (Bacillus subtilis), CysA (E. coli), FecE (E. coli), FepC (E. coli),
Rv2564 (Mycobacterium tuberculosis), AbcX (Streptococcus mutans).

Abbildung 12: Orf0 mit den konservierten Motiven eines ATP-bindenden Proteins, Walker B-Motiv
und Histidin-Loop.

Entsprechend zeigen die Polypeptide der ORFs 1 und 2 auf Proteinebene
Homologien zu analogen Komponenten eines Eisentransporters, ebenfalls mit sehr
hohen Homologien zu dem Plasmid pLVPK von Klebsiella pneumoniae 30,

94% der Aminosauren von Orf1 sind identisch zu einem Polypeptid (LV126), das als
mdgliches periplasmatisches Protein eines Fe**-ABC Transporters beschrieben ist
(Abbildung 11).
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Hier ergeben sich bei der Suche nach konservierten Domanen Ahnlichkeiten zu den
periplasmatischen Komponenten BtuF, FepB, FhuD, FecB entsprechender
Eisentransport-Systeme und dem Rezeptor TroA.

Metall-bindende Proteine der Superfamilie TroA beispielsweise fungieren als initiale
Rezeptoren in ABC-Transportern von Metallionen in Eubakterien. Ein typisches TroA
Protein setzt sich aus zwei, uUber eine Einzelhelix verbundene, globulare
Unterbereiche zusammen und bindet die Metallionen zwischen diesen Domanen.
FepB gehort als periplasmatische Komponente zu dem Fe3+-Hydroxamat-Transport-
System. BtuF ist ein Cobalamin-bindendes Protein und gehdért zur oben erwahnten
TroA Superfamilie. Zusatzlich zu den bereits erwahnten Strukturmerkmalen besitzen

diese Proteine eine repetitive HDH-Sequenz, d.h. ein histidinreiches Motiv.

Orf2 ist ein hydrophobes Polypeptid und stellt mit 329 von 333 identischen
Aminosauren zum Polypeptid LV125 von Klebsiella pneumoniae die Permease eines
potentiellen Transporters, ahnlich FecCD, FepD oder BtuC (Abbildung 11). Die
Permease ist das Transmembranprotein, die das Substrat entlang der Membran
transportiert.

Vor der Veroffentlichung der Genom-Sequenz von pLVPK von K. pneumoniae lagen
die hochsten Homologien auch von Orf0, 1 und 2 mit identischen Aminosauren

zwischen 44-63%, zu Mesorhizobium loti und Pseudomonas aeruginosa PAO1.

Die Homologien zu Komponenten eines ABC-Transporters und die Ausrichtung der
ORFs 0, 1 und 2 deuten auf ein Gencluster hin. ORF3 ist diesem Cluster
entgegengerichtet. Das Protein Orf3 mit 167 Aminosauren zeigt deutlich niedrigere
Homologien zu Klebsiella pneumoniae. Auf Proteinebene sind 90 von 165
Aminosauren identisch zu dem putativen Protein LV197 auf pLVPK von Klebsiella
pneumoniae mit einer Lange von 174 aa. Daruber hinaus ergeben sich nur geringe
Homologien mit ca. 53% Ahnlichkeit und 32% Identitdt der Aminosduren zu
Regulatorproteinen in Sodalis glossinidius.

Interessanterweise finden sich in Orf3 konservierte Strukturen aus der FUR Familie
(= ferric uptake regulator). Dies sind Metallionen-abhangige Regulatorproteine
(Repressor) deren Produkte bei der Aufnahme von Metallionen beteiligt sind, wie
etwa Fur oder Zur (zinc uptake regulator). Eine typische Bindungsstelle fiir den Fe?*-

Fur-Komplex, die SO genannte Fur-Box mit der Sequenz
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'GATAATGAT(A/T)ATCATTATC' ist im Promotorbereich von ORF3 nicht

nachweisbar.

Zusammengefasst enthalt der vorliegende DNA-Abschnitt A ein potentielles Gen-
Cluster mit hohen Homologien zum Plasmid pLVPK von Klebsiella pneumoniae und
mit konservierten Domanen eines putativen ABC-Eisentransporters. Anteile des
ATP-bindenden Proteins finden sich im unvollstdandigen ORFO0. ORF1 kodiert
offenbar flr das periplasmatische Bindungsprotein/ den Rezeptor und ORF2 fir die
Permease. ORF3 hingegen gehort nicht zu diesem Cluster, kodiert jedoch vermutlich
fir ein putatives Regulatorprotein mit Ahnlichkeiten zu den Regulatoren Fur, Zur und
Mur.
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3.2.1.3. Homologienvergleiche DNA-Abschnitt A mit pLVPK von Klebsiella
pneumoniae (AY378100) und mit Mesorhizobium loti MAFF303099 (AP003013)

Auf dem Plasmid pLVPK von Klebsiella pneumoniae CG43 gibt es ein den ORFs 0-2
entsprechendes Gen-Cluster LV127-LV125 (Homologien zwischen 94%-96%),
dessen Translationsprodukte als Proteine eines moglichen ABC-Transporters
beschrieben sind. Ein genauer Vergleich der beiden Regionen ist in der Abbildung 13
dargestellt.

Bemerkenswerterweise ist ORFO (318 bp) weniger als halb so grol}, wie das
entsprechende offene Leseraster LV127 von Klebsiella pneumoniae (828 bp). Die
hohen Ubereinstimmungen auf Proteinebene beginnen erst ab Aminosaure-Position
171. Zusammen mit der Grole des offenen Leserasters legt dies die Vermutung
nahe, dass ORFO nicht vollstandig ist.

Die Homologien zwischen LV126 und ORF1 beginnen unmittelbar nach ORFO,
jedoch ist ORF1 auf Grund einer frameshift-Mutation im Bereich eines 6-Adenosin-
Polymers kurzer als LV126 (schwarz gestrichelte Linie in Abbildung 13).

Nach ORF2, mit ahnlicher Grolze wie LV125 (1035 bp), kommt es zu einem Abbruch
der Homologie zu Klebsiella pneumoniae. Erst im Bereich von ORF3 bestehen
Homologien Uber kurze DNA-Sequenzen von 39 bp und 97 bp, wie in Abbildung 13
dargestellt. Die Homologien betreffen das Gen LV197, das dem ABC-Transporter-
Operon auf dem Plasmid pLVPK nicht benachbart ist.

Auch im Bereich des ABC-Transporters von Mesorhizobium loti (mir8227- mir8229),
zu dem RegX vor Veroffentlichung der Plasmidsequenz von pLVPK die héchsten
Homologien hatte, gibt es kein orthologes Gen fur ORF3 (Abbildung 13). mir8230
kodiert zwar fUr einen putativen Transkriptionsregulator aus der Familie der Mar-
Proteine (multiple antibiotic resistance), weist jedoch eine entgegengesetzte

Leserichtung zu ORF3 auf und zeigt auch sonst keine Homologien zu ORF3.

Interessanterweise grenzt weder bei K. pneumoniae noch bei M. loti das ABC-

Transporter-Operon an die Yersinia-HPI, wie es bei ECOR31 der Fall ist.
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Klebsiella pneumoniae
90bp S2bp 408bp
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pLVPK 249bp 237bp —525bp
Lv134 LV128 Lv127 LV126 LV125 Lv124 LV123 LV197 LV196
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E. coli
ECOR 31 i1bpt —813bp 1020bp
HPI intB ORF0:  ORF1 ORF 2
ABC-Transporter Modul
Mesorhizobium loti
___odghp
__ 1050bp
MAFF303099 483 bp —[89bp AT4 bo
mir 8225 mir 8227 mir 8228 mir 8229 mir 8230

Abbildung 13: Homologienvergleiche des DNA-Bereiches A mit dem Plasmid pLVPK von Klebsiella
pneumoniae CG43 (AY378100) und Mesorhizobium loti MAFF303099 (AP003013). Das Cluster mit

den ORFs 0-2 entspricht der ABC-Transporter-Region von pLVPK (LV127-LV125) und der von M. loti
(mIr8227-mir8229). Fir ORF3 finden sich nur kleinere Homologiesequenzen aus dem Bereich LV197.
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3.2.1.4. Transkriptionsuntersuchungen ABC-Transporter (RT-PCR)

Die strukturellen Untersuchungen des DNA-Bereichs A zeigen ein Cluster ORFO, 1
und 2 mit groRer Ahnlichkeit zu einem ABC Transporter. Da ORFO aber unvollstéandig

ist und keinen Promotor hat, ist eine Expression fraglich.

Um die Transkription der ersten drei offenen Leseraster zu Uberprifen, wurde eine
Reverse-Transkriptase Polymerasekettenreaktion (RT-PCR) mit Primern aus diesem
Bereich durchgefuhrt. Sofern die Gene exprimiert werden, ist der erste Schritt die
Umschreibung der DNA in RNA (messenger RNA). Uber
Transkriptionsuntersuchungen mittels RT-PCR lassen sich daher erste Hinweise auf

eine mogliche Genexpression erhalten.

Das Ausgangsmaterial der Untersuchung ist die RNA von ECOR31, die mit einer
reversen Transkriptase in cDNA umgeschrieben wird. In einer PCR wird
anschlieend die cDNA mit Hilfe einer Tag-Polymerase und speziell ausgewahlten
Primern amplifiziert. Um DNA-Kontaminationen auszuschlie®en und sicherzustellen,
dass positive PCR-Ergebnisse auf spezifische RNA zuruckzufuhren sind, wird zum
einen vor der PCR eine zusatzliche DNAse Behandlung durchgefuhrt, die eventuell
noch vorhandene DNA abbaut. Zum anderen gibt es von jeder Probe eine

Negativkontrolle ohne Reverse-Transkriptase-Zusatz.

Interessanterweise werden alle Gene des potentiellen ABC-Transporters transkribiert
(Abbildung 14). Die Gel-Elektrophorese der Primerprodukte 2 und 3 zeigt die zu
erwartenden Banden von 282 bp bzw. 311 bp in den Bereichen von ORFO und ORF1
(Primerpaar 2: E31-RegX-5.for und RegX-6089.rev; Primerpaar 3: RegX-ORF1-
RT.for/rev). Das bedeutet, dass auch die beiden unvollstandigen Gene exprimiert
werden. Da vor dem unvollstandigen ORFO kein eigener Promotor existiert, muss es
im Bereich der angrenzenden HPI einen bidirektionalen Promotor geben. Mit dem
Primerpaar 1 (RegX.5781.for und RegX-6089.rev), das den Ubergang HPI - ORFO
amplifiziert, konnte diese Vermutung durch ein positives PCR-Ergebnis bestatigt
werden (Abbildung 14).
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A DR
HP intB RFO  ORF1 ORF2 ORF3 ORF4
—————— S — 1 > =
Primerprodukte Zﬁp Slibp 1314 bp 347 bp
L2 3 4 5
305 bp
1
B 1 0 2 O 3 0O 4 O 50

(®  Negativkontrolle

Abbildung 14: RT-PCR des ABC-Transporter-Clusters ORF0-2 (Gelelektrophorese).
A: Lokalisation der Primerpaare 1 — 5 auf RegX. B: positives RT-PCR-Ergebnis flr die Primerpaare 1,
2,3und 5.

Mit dem Primerpaar 5 (RegX-ORF4-RT .for/rev) wurde eine Transkription von ORF4
mit Hilfe der RT-PCR Uberprift und durch eine Bande von 347 bp bestatigt. ORF4
wird im Abschnitt DNA-Bereich B besprochen (siehe Unterpunkt 3.2.2.).

Es handelt sich um zwei verschiedene Transkriptionseinheiten (MRNAs), wie durch
das negative Ergebnis des Primerpaares 4 (RegX.ORF2-8117.for, RegX.ORF4-
9413.rev) gezeigt wird.
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3.2.2. DNA-Bereich B

3.2.2.1. Sequenzanalyse DNA-Bereich B

DNA-Bereich B

9RF3 ORF4 ORF5 ORF6 ORF7 ORF8 ORF9 ORF1 0_\
B g M > <, < 1< FF--- A = T

T T T T T T T T T T T T T T T T
3000 3500 4000 4500 5000 5500 6000 6500 7000 7500 8000 8500 9000 9500 10000 10500 11000

Abbildung 15: Ubersicht DNA-Bereich B mit den ORFs 4 - 9; Position bp 3043 — bp 11169.

Der DNA-Bereich B ist zwischen der Position bp 3043 und bp 11169 lokalisiert und
umfasst die ORFs 4-9. Alle offenen Leseraster besitzen ein Startcodon ('ATG'). Eine
Shine-Dalgarno Sequenz fehlt lediglich bei ORF9. 562 bp nach ORF3 beginnt der
ORF4 mit einer Grolde von 1224 bp. Nach 266 bp folgen in entgegengesetzter
Orientierung die ORFs 5, 6, 7 und 8. ORF5 ist mit 1650 bp das grolte offene
Leseraster. Sowohl zwischen ORF6 (1131 bp) und ORF7 (1383 bp), als auch
zwischen ORF7 und ORF8 (453 bp) liegt ein nicht-kodierender Bereich von 70
respektive 81 bp. Das offene Leseraster 9 (801 bp) folgt erst nach 495 bp und ist
ausgerichtet wie ORF4.
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3.2.2.2. Homologienvergleiche DNA-Bereich B auf DNA- und Proteinebene

Auf DNA-Ebene ergeben sich fir den gesamten DNA-Bereich B hohe Homologien

zum Plasmid pLVPK von Klebsiella pneumoniae.

94% der Aminosauren des putativen Polypeptides Orf4 sind identisch zu einem als
CobW bezeichneten Protein von K. pneumoniae. Dieses wird von dem Gen LV195
auf dem Plasmid pLVPK kodiert. Geringere Homologien finden sich ebenfalls zu
einem Cobalamin-Synthese-Protein, von Burkholderia sp. (73% ldentitat, Genregion
cobW-C).

Beide besitzen, wie auch Orf4, als konservierte Struktur eine nukleotidbindende
Domane, den Glycin-reichen Loop (P-Loop, phosphatbindender-Loop), oder auch
Walker A-Motiv genannt (Abbildung 16).

P-Loop, Walker A

GXXXXGK
Orf4 15 PVTVLSGFLGAGKITLLNHILNNREGRRVAVIVNDMSEVNIDAALV. .
YjiA 5 AVTLLTGFLGAGKITLLRHILNEQHGYKIAVIENEFGEVSVDDQLI. .
SAV0450 5 PVIVLSGYLGSGKITLLNHILQONREGRRIAVIVNDMSEVNIDKDLV. .
YcicC 5 PVIVLSGYLGAGKITLLNSILONREGLKIAVIVNDMSEVNIDAGLV. .
BH1790 7 PVTIVLSGYLGAGK[TVLNHVLANKEGMKVAVIVNDMSEVNIDATLV. .
P47K 11 PVTVLSGFLGAGKITLLNAILRNRQGLRVAVIVNDMSEVNLDAESV. .
PA5535 6 PVTVLSGFLGAGKSTLLNHVLKNRENRRVAVIVNDMSEINIDGSEV. .
Orfl1188 7 PVIVLSGFLGAGK[TLLNEILRNREGRRVAVIVNDMSEINIDSAEV. .
XF 1830 13 PVTVFSGFLGAGK['TLLNRLLNNRDGLRVAVIVNDMSEVNIDAQLV. .
C0G0523 6 PVTVLSGFLGAGKITLLNHILANRAGMKVAVIVNDLAAANVDATEV. .
HypB/E.coli 1 [18].LYGFLGAGKITLLNHILNN.[1].EG.[1].RVAVIVNDMSEVN. .
MK1546 14 .[23].VLGSIGSGKISLIEWIVKE. [2].DE.[1].SFAVIAGDVVSEY..
HypB/Sin 1 .[11].IGGPVGSGKTALTDKLCKA. [2].EK.[1].SVAVVINDIYTKE..

YjiA Protein (E. coli); SAV0450 (Staphylococcus aureus subsp. aureus Mu50); YciC Protein (Bacillus subtilis);
BH1790 Protein (Bacillus halodurans); PA7K Protein (Pseudomonas chlororaphis);

PA5535 Protein (Pseudomonas aeruginosa); Orf1188 (Rhodococcus sp), XF_1830 (Xylella fastidiosa),
COG0523 (Burkholderia pseudomallei)

HypB (Sinorhizobium meliloti 1021), MK1546 (Methanopyrus kandleri AV19)

Abbildung 16: N-terminale Region von Orf4 mit dem konservierten P-Loop- respektive Walker A-
Motiv (Consensus 'GXXXGK').
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Diese konservierten Doméanen werden auch bei anderen Proteinen gefunden, wie
z.B. HypB und UreG. Bei diesen Proteinen handelt es sich um Nickel-bindende
GTPasen, die an der Regulation und Reifung von Urease und Hydrogenase beteiligt
sind '%. Diese Enzyme sind maRgeblich fiir die Virulenz von Helicobacter pylori
verantwortlich 48, dem Verursacher von Gastritis und Ulcera des Magens und
Duodenums.

Das CobW Protein, zu dem Orf4 die groRte Ahnlichkeit besitzt, ist in die
Cobalaminbiosynthese involviert. Die Synthese von Cobalamin, oder Vitamin B12, ist
auf Grund der GroRe und Komplexitdt sehr aufwendig und beteiligt etwa 25

Enzyme "%,

Am besten untersucht ist die Synthese des Corrinoid-Ringes in
Pseudomonas denitrificans. In dieser Spezies, in dem die Vitamin B12 Synthese nur
in Anwesenheit von Sauerstoff stattfindet, wurde auch CobW beschrieben. Es ist ein
Bestandteil des cob-Operons und ist in die Reduktion von Kobalt involviert *2. Neben
dem aeroben Stoffwechselweg konnen Bakterien auch unter anaeroben
Bedingungen Vitamin B12 herstellen. Man geht davon aus, dass die Synthese von
Vitamin B12 entstanden ist, um die Fermentation kleinerer Molekule in Abwesenheit

eines externen Elektronenakzeptors zu ermdglichen ',

Bei Orf5 handelt es sich um ein mogliches Fe?*-Transporter-Protein. Diese
Einschatzung beruht auf vorhandenen Ahnlichkeiten zu Eisen-Transporter-Proteinen,
z.B. bei Klebsiella pneumoniae (488 von 549 Aminosauren identisch) und bei
Cyanobakterien. Zudem findet man auch charakteristische konservierte Bereiche mit
Homologien zu FeoB, dem Fe?*-Eisentransporter Protein von Escherichia coli. Das
700-800 Aminosauren lange integrale Membranprotein FeoB ist zwar grol3er als
Orf5, das nur 549 Aminosduren umfasst. Ahnliche Proteine nach BLAST weisen
teilweise sogar noch geringere Grofien auf (z.B. Protein SA2369 von Staphylococcus
aureus, NP_375695). FeoB besteht aus zwei Haupt-Regionen, einer hydrophilen N-
terminalen Region mit GTPase-Aktivitat und einer hoch-konservierten Guanin
Nukleotid-bindenden Sequenz, die fir die Eisenaufnahme bendtigt wird. Der zweite
Bereich umfasst eine  hydrophobe  C-terminale  Region, mit 7-12
membrandurchspannenden a-helikalen Proteindomanen, von denen sieben
konserviert sind '°". Der hochkonservierte Guanin Nukleotid-bindende Bereich
befindet sich in den ersten 160 aa und wird durch finf Loop-Regionen, die GTPase-

Motive enthalten, charakterisiert '°'. Bei Orf5 sind davon das G1-Motiv
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(GXXXXGK(S/T)), das G3-Motiv (DXXG) und teilweise das G4-Motiv (NXXD)
vorhanden (Abbildung 17). Vom G5-Motiv ((T/G)(C/S)A)) ist nur die Aminosaure
Alanin konserviert. Im mittleren Teil des Proteins findet sich eine so genannte gate-
Struktur, die eine Membran-Pore darstellt. Der C-terminale, hydrophobe Teil ist
insgesamt weniger gut konserviert, dennoch gibt es Homologien zu den FeoB-

Vergleichsproteinen.

Gl (GXXXXGKs/t) G3 (DXXG) G4 (NXXD) G5 (T/G) (C/S)Aa
Orf5 6 LMGLESAGKSTLENILT..ICLVDTPG[I . .PQAKHVVILI KIRKGLLEV. .PVLAVNARE.
Ther 16 LIGSPNSGKTITLFNRLT..YHITDLPGY. .HMGLPVVVVL KLENHHLEL. .PVIPISAYY.
Strmut 6 LIGNPNSGKT|SLENLLT..ISVQDLPGI . .ETGIPVTIAL VLKNQGKSI..PVVATSALK.
Geobkau 6 LEGNPNTGKT|SLFNCLT..VPVVDLPGV. .EFGRPLVIAL VAEKRGVKV. .PVIPVIART.
Archfulg 1 MVGNPNVGKT|SLLNALT..VTFVDLPG[ . .EFGIPMIVVL EAEKEGIRI..PVVK[TSAVR.
Baccer 8 LAGNPNTGKSTLFNTLT..YTLIDLPG[..EMTSNVVICI EAEKKGIVI..PVVKISARN.
Porging 39 LAGNPNTGKSITVENALT..YKIVDLPG[..EITDRAVLCANLMDEAERNGVEI. .PVVGASARS.
Solibus 28 LV[GPPNSGKTITLENRLT..VTIVDLPGI . .ALGLPTLIILNMADPLRNRGGKL. . PVAL{TSARA.
Methcaps 6 LVGMPNTGKS[TFENRLT. .AQVVDLPG[ . .RLGLPTVLLLNMADEARHLGISI. .PVILLSAKY.

Thiomicrospira crunogena XCL-2, Streptococcus mutans UA159, Geobacillus kaustophilus HTA426,
Archaeoglobus fulgidus DSM 4304, Bacillus cereus G9241, Porphyromonas gingivalis W83,
Solibacter usitatus Ellin6076, Methylococcus capsulatus str. Bath

Abbildung 17: Konservierte Motive des FeoB orthologen Polypeptides Orf5. Dargestellt sind FeoB-
Proteine unterschiedlicher Spezies mit den Motiven G1 (GXXXXGKs/t), G3 (DXXG), G4 (NXXD) und
G5 [(T/G)(C/S)A)].

Orf6 ist ein 41,6 kDa grofRes Polypeptid und zu 98% identisch mit einem putativen
Protein, das vom Gen LV193 auf dem Plasmid pLVPK von Klebsiella pneumoniae
kodiert wird. Wesentlich geringere Homologien (44% identische Aminosauren)
ergeben sich zu mdglichen Monooxygenasen von Cyanobakterien (Crocosphaera
watsonii) und NAD-bindenden DNA-Abschnitten von Bacillus licheniformis (40%
Identitat).

Kleinere konservierte Bereiche finden sich zu verschiedenen Reduktasen wie der
Pyridin-Nukleotid-Disulfit Oxidoreduktase (Pyr_redox 2) von Bacillus cereus und
Bacillus thuringiensis, der Thioredoxin-Reduktase (TrxB) von Bacillus halodurans
und B. clausii sowie der Alkylhydroperoxid-Reduktase (AhpF) von Bacillus subtilis
und Salmonella Typhimurium. Homologien gibt es ebenso zu TrkA, einem
Flavoprotein das bei verschiedenen Bakterien, unter anderem bei E. coli, am Kalium-

Transport beteiligt ist.
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ORF7 kodiert ein Polypeptid (Orf7) mit Homologien ausschliel3lich zu Cysteinyl-tRNA
Synthetasen verschiedener Spezies. Die hdchsten Ubereinstimmungen von 60%
Identitdt und 74% Ahnlichkeit ergaben sich zur Cys-tRNA-Synthetase von Erwinia
carotovora und Shewanella sp.

Aminoacyl-tRNA-Synthetasen sind fiir die sorgfaltige Ubersetzung der genetischen
Information in Proteine essentiell. Sie sorgen fur die Verknipfung der t-RNA mit der
daflr vorgesehenen Aminosaure. Letztere wird am Ribosom mit dem entstehenden
Polypeptid verknupft (Translation). Aminoacyl-tRNA Synthetasen missen daher eine
extrem hohe Substrat-Spezifitat gewahrleisten.

Die monomere Cysteinyl-tRNA-Synthetase gehort zur Familie der tRNA-Synthetasen

der Klasse | %°,

Abbildung 18: Konservierte Motive der Cysteinyl-tRNA-Synthetasen am Beispiel der Cys-tRNA-
Synthetase von E. coli '"®. Rot: katalytische ‘Core-Domane mit den Motiven 'HIGH' und 'KMSK'. Griin:
'DALR'-Motiv.

Cysteinyl-tRNA-Synthetasen haben mehrere konservierte Motive gemeinsam
(Abbildung 18), die sich auch bei Orf7 nachweisen lassen (Abbildung 19). Darunter
ist das katalytische Zentrum, auch Core-Domane genannt, das fur die ATP-
abhangige Bildung des enzymgebundenen Aminoacyladenylates verantwortlich ist.
Es weist die charakteristischen Motive der Klasse | Synthetasen auf, mit dem so
genannten HIGH- und dem KMSK-Motiv *°. Im C-terminalen Bereich findet man die

DALR-Domane, eine Region mit a-Helix-Struktur, die den Anticodon-Bereich

50, 178

darstellt :

1 5 150 225 F0n r-) 4En

| 1 1 1 1 | 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

CysR5_core CysRS_core DALR_2
cys3
HIGH KMSKS

Orf7 (34) DLUHLGHRRTFVAFDM......... HTGMVTVNKE LNNF (274)
CysRS E.coli (34) DLUHIGHGRTEFVAFDV......... HSGMVMVDRE LGNF (274)

Abbildung 19: Konservierte Motive der putativen Cysteinyl-tRNA-Synthetase Orf7. Hervorgehoben
sind die Motive der katalytischen Core-Domane HIGH und KMSK.
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Wie ORF3 kodiert auch ORF8 fir ein Protein (Orf8) aus der Familie der Eisen- und
Zink-Aufnahmeregulatoren (siehe Unterpunkt 3.2.1.2., DNA-Bereich A). Dabei
handelt es sich um Transkriptionsregulatoren solcher Gene, die fur Proteine
kodieren, die an der Aufnahme von divalenten Metallionen beteiligt sind. Die im
Vorfeld erwahnte Fur-Box-Sequenz (5 -GATAATGATAATCATTATC-3') dient als
Zielsequenz fur die Bindung des Fur-Proteins. Im Promotorbereich von ORF8 ist
keine Fur-Box nachweisbar.

Orf8 weist eine Lange von 150 Aminosauren auf. Interessanterweise bestehen
Homologien zu zwei putativen Proteinen, die an zwei entfernten Stellen auf dem
Plasmid pLVPK von Klebsiella pneumoniae kodiert werden. 98% der Aminosauren
von Orf8 sind identisch zu dem putativen Protein des Genes LV192 und 65% der

Aminosauren sind identisch zu dem von LV119 kodierten Polypeptid.

Orf9 hat eine Lange von nur 266 Aminosauren und zeigt wie das deutlich groRere
Orf4 (407 aa) ebenfalls Homologien zum CobW-Protein (C-terminaler Bereich).

Wie bereits bei Orf8 gibt es auch bei Orf9 hohe Homologien zu zwei verschiedenen
putativen Proteinen von Kilebsiella pneumoniae, die an voneinander entfernten
Stellen im Plasmid pLVPK kodiert sind. Homologien von 98%, respektive 96%-
Aminosaure-ldentitat bestehen zu den Polypeptiden der Gene LV120 und LV191.
Geringere Ahnlichkeiten (173 von 265 identischen Aminoséuren) gibt es zu einem
putativen Protein aus E. coli Nissle, einem in der Medizin als Probiotikum

eingesetzten E. coli-Stamm.

Zusammenfassend beinhaltet der DNA Bereich B zwei Gene, die in die Biosynthese
von Cobalamin involviert sein kénnen (ORF4 und ORF9), sowie ein mdgliches Fe**-
Transporter-Protein ahnlich FeoB (Orf5). Die putative Reduktase Orfé konnte bei der
Reduktion von Fe®* zu Fe?* beteiligt sein. Ahnlich wie Orf3 zeigt auch Orf8
Homologien zu eisenabhangigen Transkriptionsregulatoren wie Fur. Orf7 hingegen

hat ausschlieRlich Homologien zu Cysteinyl-tRNA-Synthetasen.
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3.2.2.3. Homologienvergleiche DNA-Abschnitt B mit dem Plasmid pLVPK von

Klebsiella pneumoniae

Die hochsten Homologien des DNA-Bereiches B wurden im Abschnitt 3.2.2.2.
beschrieben. Bei genauerem Vergleich mit dem Plasmid pLVPK von Klebsiella
pneumoniae werden mehrere strukturelle Auffalligkeiten deutlich (Abbildung 20).

Der DNA-Abschnitt B ist ab RegX-Position bp 3111 bis bp 11162 zu 93% identisch
zu dem Bereich bp 127818 — bp 136364 von Klebsiella pneumoniae mit den Genen
LV196, CobW, LV194, LV248, LV193, LV245, LV192 und LV191. Interessanterweise
ergeben sich auch hohe Homologien zu einem anderen Abschnitt des Plasmids
pLVPK. Wie in der Abbildung 20 dargestellt sind einzelne Sequenzabschnitte aus
dem Bereich ORF3 und 4, sowie ORF8 und 9 zu 95%-identisch. Im Bereich ORF8
und 9 handelt es sich um eine Inversion der Gene. Die Sequenzen von LV191 und
LV120, von Klebsiella pneumoniae weisen trotz der Lokalisation an verschiedenen
Stellen im Plasmid eine Sequenzidentitdt von 97% auf. Kleinere, mosaikartige
Homologiesequenzen finden sich im Bereich zwischen ORF3 und 4.

Zudem sind mit LV196 und LV194 auf pLVPK zwei Gene beschrieben, fur die kein
orthologes offenes Leseraster auf RegX ermittelt wurde. Bei fast identischer DNA-
Sequenz wurde die RegX-Sequenz genau betrachtet. Fur beide Gene gibt es auch
auf RegX ein mdgliches orthologes Gen. Ein zusatzliches Nukleotid (Cytosin) an
Position bp 3328 fuhrt zu einer Rasterverschiebung (frameshift) und verhindert die
korrekte Translation des LV196-orthologen Genes. Im Bereich des LV194-orthologen
Genes bestehen im 3'- und 5'-Bereich hohe Sequenzidentitat. Diese Homologie fehlt
im zentralen Bereich des Genes und gibt so Hinweise auf ein stattgefundenes
Rekombinationsereignis. Eine Shine-Dalgarno-Sequenz, als Zeichen einer
Ribosomenbindungsstelle transkribierter mRNA, lasst sich vor dem LV194-

orthologen Gen nachweisen.

Das cobW-orthologe Gen ORF9 (801 bp) weist eine deutlich geringere GroRe auf als
die Gene mit der hochsten Homologie auf pLVPK, LV191 und LV120 (1239 bp).
ORF9 unterscheidet sich auch von ORF4 (1224 bp), welches ebenfalls Ahnlichkeiten

zum cobW-Gen zeigt. Bei genauer Betrachtung sind jedoch DNA-Homologien
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stromaufwarts von ORF9 nachweisbar. Eine Punktmutation nach Position bp 10167

fuhrte offenbar zu einem frameshift, der einen verkirzten ORF9 entstehen liel3.

Klebsiella pneumoniae, pLVPK

LV197 LV196 CobW LVv194 Lv248

Lv193

Lv245 Lv192 Lv191 LV190

<>

T T T T T T Region T T
128000 130000 132000

T T T T T

T
134000 136000

DNA-Bereich B
E.coli ECOR31 l l
ORF2 ORF3 ORF4 ORF5 ORF6 ORF7 ORF8 ORF9 ORF10
—r L — — <= E—
T T T T T T T T T T T T T T T
3000 5000 7000

.,1,.-"' .AJ-I”

LV125 LV124LV123 LV122 LV121 . LV120

e S— b e

............ repeats
Region ¥ ! ’ )

T
78000 76000

Klebsiella pneumoniae, pLVPK

Abbildung 20: Homologien-Vergleiche DNA-Bereich B mit pLVPK von Klebsiella pneumoniae. Die
rosa unterlegten Bereiche stellen die hohen Homologien von RegX zum Plasmid pLVPK von K
pneumoniae dar. Rot dargestellt sind die Gene LV196 und LV194 und die moglichen orthologen Gene
auf RegX. ORF9 ist auf Grund eines frameshifts verkirzt. Der schwarz-schraffierte Teil stellt die

Homologie zu den orthologen Genen dar.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass trotz sehr hoher Sequenzhomologie von

RegX zu dem Plasmid pLVPK von Klebsiella pneumoniae, die beiden Sequenzen

nicht identisch sind. Beim Vergleich von RegX und pLVPK sind Punktmutationen

nachzuweisen. Sie sorgen neben Inversionen und partiellen Duplikationen flir die

Plastizitat dieser speziellen Genom-Regionen.



3. Ergebnisse 74

3.2.3. DNA-Bereich C

3.2.3.1. Sequenzanalyse DNA-Bereich C

DNA-Bereich C

ORF9 ORF10 ORF11 ~ ORF12 ORF13 ORF14
gt S>> P

1P

| I 1 | T T I T T
10500 11000 11500 12000 12500 13000 13500 14000 14500

Abbildung 21: Ubersicht DNA-Bereich C mit den ORFs 10-13; Position bp 11170 — bp 14207.

Der DNA-Bereich C besteht aus den vier ORFs 10, 11, 12 und 13 (Abbildung 21).
Der Abschnitt beginnt unmittelbar nach dem Stoppcodon von ORF9, an Position bp
11170 und erstreckt sich bis Position bp 14207, nach dem Stoppcodon von ORF13.

ORF10 folgt dem in DNA-Abschnitt B beschriebenen ORF9 nach 70 Nukleotiden und
weist eine Grélke von nur 423 bp auf. Nach weiteren 63 bp folgt ORF11 mit 936 bp
und Uberlappend ORF12 an Position bp 12519 mit einer GroRe von 693 bp. Nach
66 bp beginnt ORF13 mit 930 bp. Bis auf ORF13 weisen alle ORFs eine typische

Shine-Dalgarno-Sequenz auf.

3.2.3.2. Homologienvergleiche DNA-Bereich C auf DNA- und Proteinebene

Auf DNA-Ebene ergeben sich fur den gesamten DNA-Abschnitt C, von Position
bp 11170 bis Position bp 14207 (3038 bp), hohe Homologien von bis zu 96%

Identitat zu dem Plasmid pLVPK von Klebsiella pneumoniae.

93% der Aminosauren von Orf10 sind identisch mit dem Polypeptid kodiert von
LV190 von Kilebsiella pneumoniae. Weitere Homologien bestehen zu
Transkriptionsregulatoren verschiedener Spezies, z.B. von Serratia proteamaculans.

Die groBte Ahnlichkeit besteht zu DksA, einem DnaK Transkriptionsregulator (DnaK
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Suppressor Protein). DnaK ist das am besten charakterisierte HSP-70 (heat shock
protein, 70 kDa) Hitzeschockprotein und ein negativer Modulator der
Hitzeschockantwort. Hitzeschockproteine dienen z.B. der Stabilisierung zellularer
Proteine unter Extrembedingungen, wie Hitze, Nahrungsmangel, UV-Bestrahlung
etc., indem sie andere Proteine u.a. bei der Faltung oder dem Erhalt der
Sekundarstruktur unterstutzen. Sie sind ubiquitar und Uber Artgrenzen hinweg
konserviert. DnaK ist das einzige HSP-70-ahnliche Hitzeschockprotein in E. coli und
wurde entdeckt, da es fur das Phagenwachstum essentiell ist. Es bildet mit Dnad ein

Operon ™.

Orf11 kodiert ein Polypeptid mit einer Lange von 311 Aminosauren. Dieses ist bis auf
3 Aminosauren praktisch identisch mit LV189 von Klebsiella pneumoniae. Beide
gehoren zu einer grofleren Gruppe strukturgleicher Proteine, deren Funktion
unbekannt ist (DUF198 und COG1469). Proteine aus dieser Gruppe wurden v.a. bei

Pseudomonaden beschrieben.

Fir ORF12 gibt es auf Proteinebene (0Orf12) 196 von 198 Aminosauren
Ubereinstimmung mit dem als potentielle Carboanhydratase beschriebenen
Translationsprodukt von LV188 von Klebsiella pneumoniae. Hohe Ahnlichkeiten
finden sich auch zu der Carboanhydratase von Serratia proteamaculans (82% 1d.)
und der verschiedener Pseudomonaden (~66% Id.).

Die Carboanhydratase gehort zu der Familie der Metalloproteine und war eines der
ersten Enzyme, flir das Metalle als Kofaktor beschrieben wurden. Die Enzymklasse
ist ubiquitar in allen bekannten Organismen und besitzt eine groRe Strukturvielfalt.
Die Carboanhydratase enthilt als Kofaktor ein Zink-lon (Zn?**), das im aktiven
Zentrum an drei Imidazolreste gebunden ist, die je von einer im Protein enthaltenen
Aminosaure Histidin stammen. Die Carboanhydratase katalysiert die Reaktion: CO, +
H,O < HCO* + H*, eine der schnellsten enzymatischen Reaktionen (iberhaupt.
Diese spielt im menschlichen Korper, bei Tieren, Pflanzen und Mikroorganismen eine
grol3e Rolle. Helicobacter pylori beispielsweise benutzt die Pufferfunktion bei der
Besiedelung des Magens, angesichts des dort vorherrschenden niedrigen pH-
Wertes '%.
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Fir Orf13 finden sich Homologien zu dem Polypeptid LV187 von Klebsiella
pneumoniae (97% ldentitdt, 98% Ahnlichkeit). Eine genaue Funktion ist weder fir
das Polypeptid von Klebsiella noch fir andere Proteine mit Ahnlichkeiten zu Orf13
bekannt, wie z.B. Ping 2266 von Psychromonas ingrahamii (sieche Tabelle 1 im
Anhang). Orf13 besteht vorwiegend aus hydrophoben Aminosauren (118 aa

hydrophob, 76 polar), was auf eine transmembrane Struktur deutet.

Zusammenfassend lasst sich zeigen, dass die RegX-Sequenz im Bereich des DNA-
Abschnitts C nahezu identisch mit der Position 135872 - 138909 des Plasmids
pLVPK von Klebsiella pneumoniae ist. Auch die Translationsprodukte der Gene
LV187, LV188, LV189 und LV190 sind bis auf eine potentielle Carboanhydratase
(LV188) nicht genauer beschrieben. Orf10 enthalt konservierte Doméanen von

Transkriptionsregulatoren der Hitzeschockproteine.
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3.2.4. DNA-Bereich D

3.2.4.1. Sequenzanalyse DNA-Bereich D

DNA-Bereich D

ORF13 ORF14 ORF15 ORF16 ORF17 ORF18 ORF19 Froe.,

A A A e —
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Abbildung 22: Ubersicht DNA-Bereich D mit den ORFs 14-18; Position bp 14208 — bp18718.

Auf Grund der ORF-Ausrichtung, sowie der potentiellen Anordnung in einem
Gencluster wurde die Region zwischen Position bp 14208 - bp 18718 als DNA-
Bereich D definiert. Der Bereich besteht aus den funf gleichgerichteten offenen
Leserastern ORF14 - ORF18. Die ORFs sind in Richtung HPI angeordnet und
Uberlappen einander grotenteils. Lediglich ORF14 und ORF15 sind 15 Nukleotide
voneinander entfernt. Die GrélRe der einzelnen ORFs ist sehr ahnlich und liegt
zwischen 810 - 915 bp (ORF14: 810 bp; ORF15: 828 bp; ORF16: 861 bp; ORF17:
822 bp; ORF18: 915 bp). Alle ORFs besitzen ein Startcodon ('ATG') und jeweils

upstream davon eine Shine-Dalgarno Sequenz.

3.2.4.2. Homologienvergleiche DNA-Bereich D auf DNA- und Proteinebene

Die hohen Homologien aus den Abschnitten des DNA-Bereichs A bis C zwischen
RegX und pLVPK reillen im DNA-Bereich D ab. Lediglich die ersten 738 bp vom
DNA-Abschnitt D bis zur Position bp 14945, sind auf DNA-Ebene zu 93% mit dem
Plasmid pLVPK von Kilebsiella pneumoniae identisch. Die Homologie zu pLVPK
besteht erst wieder am Ende des Bereichs D. Hier zeigen die letzten 78 bp 92%
Identitat. FUr die 3695 Basenpaare (Position bp 14946 — bp 18640) in der Mitte des
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Abschnittes gibt es auf DNA-Ebene Homologien von 70% Sequenzidentitat zu
Shigella sonnei und Shigella flexneri, sowie zu verschiedenen Serovaren von

Salmonella enterica, ebenso zu Enterobacter sp. und E. coli.

Das von ORF14 kodierte Polypeptid Orf14 hat 87% Aminosauren-ldentitat mit einem
Protein von Klebsiella pneumoniae (Genlocus LV186). Deutlich niedrigere
Homologien (knapp 50% identische Aminosauren) finden sich zu Salmonellen
(Salmonella enterica subsp. enterica Serovar Paratyphi A und Typhimurium LT2).
Diese beiden orthologen Proteine zu Orf14 werden als 'putatives Protein der inneren
Membran' angegeben. Konservierte Domanen finden sich analog der so genannten
Protein-Familie DUF1460, einer Protein-Gruppe mit weiter Verbreitung unter

verschiedenen Mikroorganismen, jedoch ohne bekannte Funktion.

Das Polypeptid Orf15 hat eine Masse von 29,9 kDa und weist Homologien zu einer
Gruppe von Transporterproteinen fir divalente Metallionen auf, darunter Zink-,
Eisen- und Mangan-lonen. Die groften strukturellen Ahnlichkeiten (konservierte
Bereiche) ergeben sich zu ZnuB, der transmembranen Domane oder so genannten
Permease eines ABC-Transporters fur Mangan- und Zink-lonen. Zweiwertige
Metallionen sind bekannte und wichtige Kofaktoren in zentralen zellularen
Stoffwechselprozessen und werden Uber strukturahnliche Transportsysteme
beférdert.

Die hochsten Homologien zu Orf15 mit 192 von 267 identischen Aminosauren
ergeben sich zu einem SitD-orthologen Protein von Enterobacter sp. 638 kodiert von
dem Gen Ent638 1114. SitD ist eines der beiden Membranproteine des SitABCD-
Transporters fir Mangan- und Eisen-lonen (Mn?* /Fe®*), der bei unterschiedlichen
Spezies verbreitet ist und strukturelle Gemeinsamkeiten mit ZnuB, der Permease des
ZnuABC-Transporter-Systems besitzt 3> 8 8% Die in ABC-Transportern meist
doppelt vorkommenden Permeasen bestehen jeweils aus a-Helices, die die
Membran mehrfach durchqueren und so sechs bis elf Membran-durchspannende
Bereiche bilden °® %. Diese bewahren die Substrat-Spezifitat, sind aber dennoch
weniger gut konserviert als die Nukleotid-bindende Domane der ABC-Transporter.
Der Anteil von Uber 50% hydrophoben Aminosauren (149 aa) bei Orf15 spricht fur

die Funktion als Membranprotein.
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Orf16 ist ebenfalls ein hydrophobes Polypeptid. 229 der 280 Aminosauren sind
identisch mit einem transmembranen ABC-Transporter-Protein, SitC, in Enterobacter
sp. und Shigella flexneri 2a. Ahnlich hohe Homologien bestehen zu Anteilen eines
ABC-Transporters fur Mangan- und Zink-lonen bei Shigellen, zum SitC Protein aus
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Agrobacterium tumefaciens, Sinorhizobium
meliloti und anderen, sowie zu nicht weiter klassifizierten Eisentransportproteinen
und ABC-Transporterproteinen bei verschiedenen Mikroorganismen.

Wie bereits bei Orf15 handelt es sich auch bei Orf16 um ein Protein der inneren
Membran. Die konservierten Bereiche von Orf16 stimmen wie bei Orf15 am meisten
mit ZnuB Uberein, der Permease des ABC-Transporters, welcher vorwiegend

Mangan- und Zink-lonen befordert.

Wahrend Orf15 und Orf16 hohe Homologien zu den Permeasen eines ABC-
Transporters haben, entspricht Orf17 der ATP-bindenden Komponente, dem
Energielieferanten des Transporters. Das Protein besteht aus gut konservierten
Bereichen, mit den typischen Motiven einer ATP-bindende Domane von ABC-
Transportern % % (Abbildung 23). Im Gegensatz zu dem N-terminal nicht
vollstandigen Polypeptid Orf0 ist hier das Walker A-Motiv erkennbar (siehe auch
Abschnitt 3.2.1.2.).

Die héchsten Homologien von Orf17 auf Proteinebene bestehen zu SitB, der ATP-
bindenden Komponente des SitABCD-Transporters bei Shigellen und bei Escherichia

coli (jeweils 73% ldentitat).

Der letzte ORF im DNA-Bereich D kodiert das Protein Orf18, das mit knapp tber 300
Aminosauren etwas groler ist als die anderen Polypeptide. Es bestehen deutliche
Ahnlichkeiten zu dem periplasmatischen Protein von ABC-Transportern. Die meiste
Ubereinstimmung, 235 identische Aminosauren (79%), ergibt sich zum SitA-
orthologen Protein von Enterobacter sp., Genlocus Ent638 1111. Der konservierte
Anteil von Orf18 ist ebenfalls in dem Metall-bindenden Protein PsaA nachweisbar.
Dieses Protein fungiert als initialer Rezeptor beim Transport von Mangan-lonen via
ABC-Transporter, aber auch als Oberflachen-Adhasin in einigen Eubakterien. PsaA
gehort zu der TroA-Superfamilie. Diese bestehen typischerweise aus zwei
kugelférmigen Subdomanen, die Uber eine Einzel-Helix verbunden sind und

dazwischen das Metall-lon binden konnen. Die Proteine dieser Familie zeigen
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Uberdies als Gemeinsamkeit eine 'low complexity region' mit einem metall-bindenden
Histidin-reichen Motiv, die so genannte repetitive HDH-Sequenz ®. Auch ZnuA, der
Aufnahmerezeptor fur Zink-lonen, gehort zu dieser Protein-Familie und zeigt daher
ebenso Ahnlichkeiten zu Orf18.

Walker A Gin-Loop
Oorfl7 8 .[1].VAGLTVV. [7].LONASFSVPKG. [LFRAMMGF. [5] .GTISL. [13].IAY[VPQ| 85
HIO361 9 .[1].VNDVTVR. [7].IHNMTFSLNSG. FLFKSIMGL. [5] .GEIKL. [13].VAY[VPQ| 86
SitB 8 .[1].VNDVTVT. [7].LRDASFTVPGG. [LEKAIMGF. [5] .GKISV. [13] .VAYVPQ| 85
MntA 11 .[1].VDGVSVT. [7].LYNATCTIVEPG. FTLFKSIMGF. [5] .GRVRI. [13] .MAY[VPQ| 88
TW686 8 .[1].VSDLSVV. [6] .MRDATFEVASG. BLFNSIVGN. [5] .GSISI.[13].VAYRPQ| 84
Chut02000344 11 .[1].IHDLTVS.[6].LWNIDLTIPKG. [LIKTAMGL. [5] .GYVKL. [11] .VSYVPQ| 85
Rrub02000534 16 .[1].VTGASVT.[7].LRDASFEIPTG. [LFKAIMGF. [5] .GSIAI. [13].VAYVPQ| 93
MntA/ZnuC 32 .[1].VDDLTVA. [6] .IWNDVELEIPAG. [LLKAAMDL. [5] .GRVEV. [11] .VGYVPQ| 106
TroB 12 .[1].VDDLTLA. [6] .LWDVDVRIPEG. [LLKAIMGL. [5] .GEVRV. [11] .VAY] 86

Signature Walker B

Orfl7 86 .[7].FPVLVEDVVMMGR. [14] .RRIVNDALERVDMLPYRHRQIGELSGGQKKRVFLARSIAQRG@KVILLDEPFTGVDV 175
HIO361 87 .[7].FPVSVYDVVMMGR. [14] .KQKVQEAMQRVNIEHLAHRQIGELSGGQKKRVFLARALAQQ FTGVDV 176

SitB 86 .[7].FPVLVEDVVMMGR. [14] .RQIVTDALERVDMVDFRHRQIGHELSGGQKKRVFLARATIAQQ
MntA 89 .[7].FPVSVFDVVMMGR. [14] .RRLVMESLERVGMVKYRDRQIGELSGGOQKKRAFLARALAQEGKVILLDEPFTGVDV 178
TW686 85 .[7].FPISVREVVMMGR. [14] .RDKVTQALEMTELVELADRQIGQLSGGQKKRAFVARAIAQGAKLLLLDEPFAGVDK 174
Chut02000344 86 .[7].FPASALDVVLMGR. [14] .KEVATECLRKVGMEAFADRQISQLSGGQODRVFLARALAQDADLYFMDEPFAGVDA 175
Rrub02000534 94 .[7].FPVLVEDVVMMGR. [14] .KSAVDQALERVGMGALRKRQIGHLSGGQKKRVFLARALAQDGRVILLDEPFTGVDV 183
MntA/ZnuC 107 .[7].FPVDALDVVTMGL.[14].RDLAREALARVGIADLAHRQISQLSGGQQQRTFLARALVQNADLYLMDEELAAVDA 196
TroB 87 .[7].FPTTVFEDVVLMGS. [14] .KARAREAIEEVGMGAFLDRQISE[LSGGQOPDRVFLARALVQDA FQGVDA 176

PFTGVDV 175

Orfl7 176 NTEKKIITLLGEL. [3]. . [1] .DYTVLVKGTVLASG 223
HIO361 177 KTENAIVDLLQQL. [3]. . [1] .DQVVMINRTVIAAG 224
SitB 176 KTEAKIISLLREL. [3]. . [1] .DYTVMVKGTVLASG 223
MntA 179 KTEKGMIDLLMEL. [3]. . [1] .DHTILLNRTILAQG 226
TW686 175 KSEGMIVQLIRQL. [3]. . [1] .NEAILVKNRILMHN 222

Chut02000344176 STEKTIIALLKEM. [3].
Rrub02000534184 TTESEIITLLRAL. [3].
MntA/ZnuC 197 ATEAAIIDLLRQM. [3].
TroB 177 ATEQAIVTLLKTL. [3].

. [1] .DWILLLNTRLIASG 223
. [1] .DRAVLLNRTVLASG 231
. [1] .DYVVLLNMRVVASG 244
. [1] .DRVLLLNVRVIAEG 224

HI0361 (Haemophilus influenzae), SitB (E. coli), MntA (Synechocystis sp. PCC 6803), TW686 (Tropheryma whipplei TW08/27),
Chut02000344=2nuC (Cytophaga hutchinsonii), Rrub02000534=ZnuC (Rhodospirillum rubrum),
MntA/ZnuC (Rhodopirellula baltica SH 1), TroB (Treponema pallidum)

Abbildung 23: Konservierte Motive von Orf17, der ATP-bindenden Komponente eines ABC-
Transporters. Walker A- und Walker B- Motiv, Histidin-Loop, Gin-Loop und Signature-Motiv sind
eingezeichnet.

Zusammenfassend kodiert der DNA-Bereich D einen weiteren ABC-Transporter flr
Metallionen. Er besteht aus den putativen Proteinen Orf15, Orf16, Orf17 und Orf18
und hat die hdochsten Homologien zu ABC-Transportern fur Zink, Mangan und Eisen
unterschiedlicher Mikroorganismen (Homologien zwischen 73% bis 81% identische
Aminosauren). Lediglich Orf14 hat hohe Homologien zu einem als Membran-Protein

klassifizierten Protein von Klebsiella pneumoniae.
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3.2.4.3. Homologienvergleich DNA-Abschnitt D mit dem Plasmid pLVPK von

Klebsiella pneumoniae

Im Gegensatz zu den DNA-Abschnitten A, B und C, die hohe Homologien zu pLVPK
von Klebsiella pneumoniae auf DNA- und Proteinebene zeigen, ist zwischen der
Position bp 14946 und bp 18640 ein kompletter Abbruch der Sequenzahnlichkeiten
nachweisbar. Dies betrifft das Gen-Cluster mit hohen Homologien zu ABC-
Transportern, z.B. zum Znu-ABC- und zum SitABCD-Transporter.

Genaue Sequenzvergleiche mit dem Plasmid pLVPK zeigen die Homologien bis kurz
vor den Beginn des ORFs14, respektive des ORFs LV186 auf dem Plasmid pLVPK
(Abbildung 24). Im Bereich der ORFs 15, 16, 17 und 18 befindet sich auf dem
Plasmid von K. pneumoniae nur der kleine ORF LV185. Auch die Sequenzvergleiche
um ORF19, der dem DNA-Bereich E zugeordnet wird, zeigen einen Abschnitt auf,
der bei Klebsiella fehlt.

E. coli ECOR 31

DNA-Bereich D
ORF13 ORF14 ORF15 ORF16 ORF17 ORF18 ORF19
e e e e —-
[} I I 1 T I T | I T T 1 1 I
13500 14000 14500 15000 15500 16000 16500 17000 17500 18000 18500 19000 19500 20000
ABC-Transporter

Klebsiella pneumoniae
LV186 LV185 LVv184 LV183

pLVPK LVv187 : ] | > >

T T T T T
138000 138500 139000 139500 140000 140500 141000 141500 142000

Abbildung 24: Sequenzvergleiche auf DNA-Ebene zwischen dem DNA-Bereich D von RegX und der
Position bp 138000 - bp 142000 auf dem Plasmid pLVPK von Klebsiella pneumoniae. Rosa markiert
sind DNA-Abschnitte hoher Homologien (>86% Sequenzidentitdt). Der Genbereich der fur den
SitABCD-ahnlichen ABC-Transporter kodiert, fehlt bei Klebsiella pneumoniae. Ebenso ergeben sich
Homologie-Liicken im Bereich ORF19.
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3.2.4.4. Transkriptionsuntersuchungen ABC-Transporter (RT-PCR)

Die Ergebnisse aus dem DNA-Bereich D lassen vermuten, dass das Gencluster
ORF15-18 fur einen ABC-Transporter kodiert. Um die Expression zu Uberprufen,
wurde analog zum Gencluster ORF0-2 eine RT-PCR durchgefuhrt (siehe auch
Unterpunkt 3.2.1.4.).

Als Ausgangsmaterial der Untersuchung diente erneut die RNA von ECOR31, die mit
einer reversen Transkriptase in cDNA umgeschrieben wird. Uber ausgewahlte Primer
aus dem Bereich des Genclusters kann das Vorhandensein von RNA als erster
Schritt fur die Expression Uberprift werden. Wie im Abschnitt 3.2.1.4., sowie im
Material- und Methoden-Abschnitt beschrieben, wurden auch hier Negativkontrollen
ohne Reverse-Transkriptase-Zusatz durchgefuhrt.

Bei der RT-PCR aus dem Bereich der ORFs 14 bis 18 wurden die Primerpaare so
ausgewahlt, dass das Produkt zwei ORFs uberlappt (Abbildung 25). Auf diese Weise
lasst sich eine polycistronische mRNA darstellen und eine Operonstruktur des

Genclusters nachweisen.

Die RT-PCR mit den Primerpaaren 1 bis 4 (Abbildung 25) zeigt eine Transkription
des gesamten ABC-Transporter-Clusters mit den einzelnen ORFs 18, 17, 16 und 15.
Verwendet wurden die Primer sitA.for, sitB.for, sitB.rev, sitC.for, sitC.rev, sitD.for,
sitD.rev, Membr.Prot.rev. Allerdings findet sich kein positives Signal mit einem
Primerpaar aus dem Bereich ORF14/ORF15. Dies spricht fir einen Abbruch bei der
MRNA-Synthese nach ORF15. ORF14 zahlt nicht zu dem gleichen mRNA-Transkript
wie das restliche Cluster.

Wie bereits die Vergleiche mit der Genbank ergeben haben, ist ORF14 damit
wahrscheinlich kein Teil des putativen ABC-Transporter-Operons, das aus den ORFs
18, 17, 16 und 15 besteht.
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ORF18 ORF17 ORF16 ORF15 ORF14
| >t P P > >
Primer-Produkte; emSliim am22lllen 30 e 0200
1 2 3 4
100 bp Marker

700 bp 700 bp
600 bp 600 bp
500 bp 500 bp
400 bp 400 bp

Abbildung 25: Reverse-Transkriptase-PCR (Gelelektrophorese). Die positiven PCR-Ergebnisse mit
den Primerpaaren aus den Bereichen ORF18/17 (1), ORF17/16 (2) und ORF16/15 (3) bestatigen eine
Operonstruktur des putativen ABC-Transporters ORF15-18.
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3.2.5. DNA-Bereich E

3.2.5.1. Sequenzanalyse DNA-Bereich E

DNA-Bereich E

.. ORF18 ORF19 ORF20 ORF21 ORF22

= P - E— S

T ) T I ) I I I 1 1 T T 24196
18500 19000 19500 20000 20500 21000 21500 22000 22500 23000 23500 24000

Abbildung 26: Ubersicht DNA-Bereich E mit den ORFs 19 — 22; Position bp 18719 — bp 24196.

Der DNA-Bereich beschreibt die restlichen 5478 Basenpaare bis zum Ende der von
uns definierten Region X (Position bp 18719 bis bp 24196). Alle ORFs sind dem
vorherigen ABC-Transporter-Cluster (ORF15-18) entgegengerichtet und besitzen ein
Startcodon ('ATG'). Eine Shine-Dalgarno-Sequenz lasst sich vor allen ORFs, aulder
vor ORF20 nachweisen.

252 bp vor ORF18 beginnt das offene Leseraster 19 mit einer Lange von 1959 bp.
Es folgen ORF20 (975 bp), ORF21 (1347 bp) und nach 225 bp nicht-kodierender
Region beginnt ORF22 an Position bp 23090 (858 bp). Die Position 24196 definiert
das Ende von RegX im Cosmid p17-A7, die folgenden Sequenzen entsprechen dem

Klonierungs-Vektor SuperCos1 (Stratagene).
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3.2.5.2. Homologienvergleiche DNA-Bereich E auf DNA- und Proteinebene

Die Homologien auf DNA-Ebene fir den DNA-Bereich E sind nicht durchgangig zu
Klebsiella pneumoniae Plasmid pLVPK. Von Position bp 18719 bis bp 23964 sind die
beiden Sequenzen zu 85% identisch. Eine Homologie-Licke von etwa 1000
Basenpaaren besteht jedoch im Bereich von ORF19 und am Ende von RegX
(Abbildung 29). In diesem Bereich gibt es lediglich kleinere homologe Abschnitte zu
E. coli-DNA. Der direkte Ubergang in den Klonierungs-Vektor definiert das Ende des
Cosmids p17-A7 nach 24196 Basenpaaren.

Das Protein Orf19 hat ausschlieRlich Ahnlichkeiten zu Threonyl-tRNA-Synthetasen
anderer Mikroorganismen, vorwiegend von Proteobakterien, wobei sich mit 61%
Aminosauren-ldentitat die hochsten Homologien zu einem Burkholderia pseudomallei
Isolat ergeben. Interessanterweise kodiert bereits ORF7 eine tRNA-Synthetase.

Die Threonyl-tRNA-Synthetase ist ein Homodimer und verantwortlich fur die
Anheftung der Aminosaure Threonin an die 3'-OH-Gruppe der Ribose der
entsprechenden tRNA (Aminoacyl-tRNA-Synthetase der Klasse Il). Die in der Mitte
des Proteins liegende, konservierte katalytische Domane (Core), sorgt fur die ATP-
abhangige Bildung des enzymgebundenen Aminoacyladenylats. An weiteren
konservierten Motiven finden sich das N-terminale TGS-Motiv, das auller bei der Thr-
tRNA-Synthetase auch bei GTPasen und beim Ribosom-assoziierten Stress-Antwort-
Protein SpoT vorkommt '"®. Die genaue Funktion der ca. 50 Aminosauren groRen
Domane ist nicht bekannt, man geht jedoch von einer regulatorischen Funktion bei
der Bindung des Liganden aus . Am C-terminalen Ende von Orf19 befindet sich
die Doméane des Anticodon-Bindungsbereichs. Dieser macht die Spezifitat aus und
sorgt fur den Transfer des aktivierten Aminoacyl-Restes an die spezifische tRNA.
Erstaunlicherweise fehlt das N-terminale HxxxH-Motiv bei Orf19 (Abbildung 27), das

vermutlich hydrolytische Aktivitat vermittelt.
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Abbildung 27: Domanen der Threonyl-tRNA-Synthetase verschiedener Spezies, nach Wolf Y.I.
mit TGS- (A), HxxxH- (B), Core- (C) und Anticodon Motiv (D). Im unteren Bereich des Bildes sind die
konservierten Bereiche von Orf19 dargestellt. Hier fehlt das HxxxH-Motiv.

(Eco: E. coli, Ssp: Synechocystis sp, Sce: S. cerevisiae)

Die héchsten Ubereinstimmungen fir Orf20 ergeben sich zum hypothetischen
Protein LV183 von Klebsiella pneumoniae, wobei 245 von 291 Aminosauren
identisch sind. Die Homologien 2zu verschiedenen putativen Proteinen
unterschiedlicher Spezies der, marine Bakterien umfassenden, Gattung Shewanella
sind nur halb so hoch. Fur die entsprechenden orthologen Proteine sind keine
Funktionen beschrieben. Uber einen kurzen Peptid-Abschnitt finden sich 60-70
konservierte Aminosduren mit Ahnlichkeiten zu Zink-Carboxypeptidasen. Die
Homologien, respektive der konservierte Bereich, erstrecken sich jedoch nicht Uber

das gesamte Protein.

Far Orf21 ergeben sich die hochsten Homologien ebenfalls zu Klebsiella
pneumoniae. 94% der 448 Aminosauren sind identisch zu einem als PyrC
beschriebenen Protein. PyrC ist eine Dihydroorotase, die in den Nukleotid-Transport
und -Metabolismus involviert ist. Sie gehort, wie die Hydantoinase,
Dihydropyrimidinase und die Allantoinase, mit denen Orf21 konservierte Domanen

gemeinsam hat, zu den zyklischen Amidohydrolasen #’. Diese sind am Metabolismus
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von Pyrimidinen und Purinen beteiligt. Die Dihydroorotase beispielsweise katalysiert
die reversible Umwandlung von Carbamoylaspartat zu Dihydroorotat, eine
Schlusselreaktion in der Pyrimidin-Biosynthese. Hingegen ist die Allantoinase beim
Abbau der Purine beteiligt und die Dihydropyrimidinase und Hydantoinase spielen

eine wichtige Rolle beim Abbau der Pyrimidine.

Orf22 ist weitgehend identisch mit dem Protein auf dem Plasmid pLVPK von
Klebsiella pneumoniae, das als mdgliche Porphobilinogen-Synthase gilt (266 von 285
Aminosauren identisch). Orf22 gehoért zu den konservierten Proteinen flr die man
62-70% Aminosaurenidentitat zu Porphobilinogen-Synthasen oder auch Delta-
Aminolavulinsdure-Dehydratasen verschiedener Bakterien erhalt.

Die Porphobilinogen-Synthase (PBGS) oder auch Delta-Aminolavulinsaure-
Dehydratase (ALAD) katalysiert die erste gemeinsame Reaktion in der Biosynthese
der Tetrapyrrol-Pigmente wie Ham, Chlorophyll und Cobalamin 3 Der gemeinsame
Vorlaufer Porphobilinogen wird dabei mit Hilfe der ALAD aus zwei Molekullen
Aminolavulinsaure synthetisiert. Die Porphobilinogen-Synthase oder ALAD ist hoch
konserviert, zeigt jedoch eine phylogenetische Variation bei der Metall-Auswahl des
katalytischen Zentrums. Etwa die Halfte der bisher sequenzierten PBGS-Gene

besitzt Bindungsstellen fiir Zink .

COCH
COOH
HOoOC ALAD
2% -2H0 g
NH
NH
NH, :
Porphobilinogen 5-Aminolavulinséure

Abbildung 28: Synthese von Porphobilinogen als Vorlaufer der Tetrapyrrole durch das Enzym Delta-
Aminolavulinsaure-Dehydratase (ALAD).

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die offenen Leseraster des DNA-
Bereichs E fur eine putative Threonyl-tRNA-Synthetase, Dihydroorotase und Delta-
Aminolavulinsdure-Dehydrogenase oder Porphobilinogen-Synthase kodieren. Fir die

orthologen Proteine von Orf20 sind keine Funktionen beschrieben.
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3.2.5.3. Homologienvergleiche DNA-Abschnitt E mit dem Plasmid pLVPK von

Klebsiella pneumoniae

Zu dem Plasmid pLVPK von Klebsiella pneumoniae bricht die Homologie direkt nach
ORF22 ab. Die letzten Basenpaare bis zum Ende von RegX im Cosmid p17-A7
haben keine Homologien zum Plasmid pLVPK von Klebsiella pneumoniae (Abbildung
29).

BamH|
ORF18 ORF19 ORF20 ORF21 ORF22 | SuperCos1
< -] > > > -- |:>- -
T ) T I T T T T T T T T
18500 19000 19500 20000 20500 21000 21500 22000 22500 23000 23500 24000

1 24196

LV185 LV184 LVv183 pyrC LV181 Lv18Q LV179 V178 , LV177
- {:s -1 s = > > -

T T T T T 1 1 I T T [ T
140000 140500 141000 141500 142000 142500 143000 143500 144000 144500 145000 145500

Abbildung 29: Vergleich DNA-Abschnitt E mit dem Plasmid pLVPK von Klebsiella pneumoniae.

Ab der Position bp 24196 ist die Sequenz 100% identisch zu dem Klonierungs-Vektor
SuperCos1. Die letzten Nukleotide von RegX, respektive von ORF24 sind die
Schnittstelle des Restriktionsenzyms BamHI ('GGATC").
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3.3. Untersuchung verschiedener Stamme auf das
Vorhandensein von RegX

Um der Frage nach der Herkunft und der Verbreitung dieser unbekannten Region
nach zu gehen, wurden verschiedene Stamme mittels PCR nach dem Vorkommen
von RegX untersucht. Die verwendeten Bakterienstamme wurden zum
uberwiegenden Teil aus der Routine-Diagnostik des Max von Pettenkofer-Instituts
bezogen. Aus einer Einzelkolonie wurden entsprechend der Anleitung im Methoden-
Teil Zelllysate (gekochte Zellen) angefertigt. Mit Hilfe einer Polymerasekettenreaktion
(PCR) mit den Primern RegX-521.for und RegX-358.rev aus dem DNA-Bereich A
wurden die Bakterien gescreent.

Zur Untersuchung der Spezies Yersinia wurde chromosomale DNA verwendet.

3.3.1. Anzahl und Art der untersuchten Bakterien-Stamme

Insgesamt wurden 530 Bakterien-Stamme auf das Vorhandensein der Region X
untersucht, davon 437 Mitglieder der Familie Enterobacteriaceae (Abbildung 30) und
93 Mitglieder der Familie Pseudomonaceae (siehe Abschnitt 2.1.4.).

Auf Grund der erstmaligen Charakterisierung von RegX in einem E. coli Stamm
(ECOR31) wurde das Vorkommen dieser Region zunachst innerhalb dieser Spezies
untersucht. Unter 111 E. coli-Isolaten, vorwiegend aus Blut- und Urin-Kulturen, sowie
der ECOR-Stammsammlung mit 72 Stammen, fanden sich bis auf ECOR31 keine
RegX-positiven Stamme.

Die Suche wurde auf weitere Mitglieder der Familie Enterobacteriaceae (254
Stamme) ausgeweitet und nach fritheren Homologien-Ergebnissen der ORFs 0 - 4
auch auf die Familie der Pseudomonaceae, von denen zusammen 93 Stamme
untersucht wurden. Die DNA-Proben der Spezies Yersinia wurden freundlicherweise
von Dr. A. Rakin (Max von Pettenkofer-Institut) in Form chromosomaler DNA zur
Verfligung gestellt. Sechs pflanzenpathogene Serratia- und 12 Pseudomonas-

Stamme wurden freundlicherweise von Dr. G. Berg (Institut far molekulare
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Physiologie und Biotechnologie, Abteilung Mikrobiologie, der Universitat Rostock), fur
die Untersuchung bereitgestellt.

Mit Hilfe der Screening-PCR konnte nur bei einem Stamm die Region X
nachgewiesen werden. Dabei handelt es sich um die Spezies Klebsiella

pneumoniae, dem Isolat 2495.

@ 1| Escherichia coli
W 2| Klebsiella sp.
03| Enterobacter sp.
4| Proteus mirabilis
W 5| VYersiniasp.

@ 6| Citrobacter sp.

W 7| Serratia sp.

[ 8| Morganella morganii

Abbildung 30: Untersuchte Enterobacteriaceae (gesamt 437).

3.3.2. RegX-positiver Stamm: Klebsiella pneumoniae Isolat 2495

Der RegX-positive Stamm Klebsiella pneumoniae, |solat 2495, aus der Routine-
Diagnostik des Max von Pettenkofer-Instituts flr Mikrobiologie und Hygiene in
Minchen, ist ein Blut-Kultur-lsolat eines Sepsis-Patienten. Die Zuordnung zur
Spezies Klebsiella pneumoniae wurde durch einen biochemischen Differenzierungs-
Test (API, Firma bioMérieux) bestatigt.

Mittels PCR-Ergebnissen konnte der gesamte RegX-Bereich auf K. pneumoniae
lokalisiert werden. Verwendet wurden Primerpaare aus den DNA-Bereichen A, B, C,
D und E, sowie aus dem Bereich des 17 bp direct repeat (DR) und der
Pathogenitatsinsel Yersinia-HPI (Abbildung 31). Sowohl die Yersinia-HPI, als auch
die atypische Insertionsstelle, siehe Unterpunkt 3.1., sind bei Klebsiella pneumoniae

2495 nachweisbar. Interessanterweise ist der RegX-Bereich von Klebsiella
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pneumoniae 2495 dem Abschnitt auf ECOR31 ahnlicher als dem Bereich auf dem
Plasmid pLVPK von Klebsiella pneumoniae CG43 *°.

Im Gegensatz zur der Region auf dem Kilebsiella-Plasmid pLVPK wurden bei
Klebsiella pneumoniae 2495 mit den PCR-Untersuchungen sowohl die Yersinia-HPI,
als auch die atypische Insertionsstelle der HPlI mit dem direct repeat (DR) und
beispielsweise der ABC-Transporter im Bereich DNA-Bereich D bestatigt. Diese
fehlen auf dem Plasmid pLVPK.

HPI DNA-Bereich A DNA-Bereich B
. \ 10I00 ZOIOO 30I00 40|00 50,00 60,00 70|00 80'00 9000 10000 11000
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Abbildung 31: Ergebnisse der Gel-Elektrophorese aus den PCRs des isolierten RegX-positiven
Stammes Klebsiella pneumoniae 2495. Der Stamm enthalt die gesamte Region X, sowie die Yersinia-
HPI mit der atypischen Insertionsstelle, wie in ECOR31.

Die Region RegX des E. coli Stammes ECORS31 ist auch bei anderen Spezies
verbreitet. In der vorliegenden Arbeit gelang der Nachweis dieser Region bei einem

von 59 untersuchten Klebsiella pneumoniae Stammen. Das Vorliegen der gesamten
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Region wurde mit PCR-Untersuchungen verschiedener Abschnitte innerhalb der
Region X gezeigt. Hierbei gelang auch der Nachweis von Bereichen, die auf dem
RegX-ahnlichen Abschnitt des vollstandig sequenzierten Plasmids pLVPK von
Klebsiella pneumoniae CG43 nicht vorhanden sind, wie z.B. die Yersinia-HPI und der
Sit- oder Znu-ahnliche ABC-Transporter (ORF15-18). Die Verbreitung von RegX
unter verschiedenen Spezies wie Escherichia coli und Klebsiella pneumoniae, die
mosaikartige Struktur und die Variabilitat bei verschiedenen Isolaten sind deutliche
Indizien fUr einen horizontalen Gentransfer. Die Sequenzen der einzelnen PCR-
Produkte weisen dabei auf eine hohe Sequenzhomologie zwischen Kilebsiella
pneumoniae 2495 und ECOR31 und sprechen somit fur ein zeitlich kurz

zuruckliegendes Gentransfer-Ereignis.
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4. Diskussion

Bakterielle Vielfalt

Der menschliche Kérper wird von etwa einer Billiarde (10'°) Mikroorganismen
kolonisiert, mehr als die Zahl menschlicher Zellen eines Korpers (10 - 10™%) °,

Ein Groldteil dieser Mikroorganismen sind Bakterien, die als Teil der Haut- und
Schleimhaut-Flora fiir den Kérper niitzlich sind °°. Die Darmflora beispielsweise ist
unter anderem an den metabolischen Prozessen bei der Nahrstoffverwertung
beteiligt, schitzt den Wirt vor dem Ausbreiten anderer Mikroorganismen und spielt

eine Rolle bei der Entwicklung des Immun-Systems ' 8% 175177,

Ist ein Bakterium mit Eigenschaften ausgestattet, die ihm die Fahigkeit verleihen eine
Krankheit hervorzurufen, spricht man in der medizinischen Mikrobiologie und
Infektiologie von pathogenen Bakterien. Diese stellen jedoch nur einen kleinen Teil
der gesamten Mikroorganismen dar. Pathogenitdt kann aber auch als
Selektionsvorteil angesehen werden ", denn pathogene Keime unterscheiden sich
von den nicht-pathogenen Vertretern der gleichen Spezies durch Mechanismen den
menschlichen Korper zu kolonisieren und sich dort zu vermehren, sowie den

Abwehrmechanismen des Immunsystems zu entkommen °* ™€

So verfugen
beispielsweise Pathovare von Escherichia coli wie EXPEC (extraintestinale
pathogene E. coli) oder EHEC (enterohamorrhagische E. coli) im Gegensatz zum
kommensalen E. coli Uber Virulenzfaktoren wie Entero- und Zytotoxine, Adhasions-

73, 105, 119. Diese

und Invasionsfaktoren, Siderophore und Polysaccharid-Kapseln
Faktoren sind nicht fiir das unmittelbare Uberleben der Bakterien ndétig, doch
Stamme mit diesen zusatzlichen Genen sind in der Lage eine neue Nische zu
erobern, wie beispielsweise bei EXPEC den menschlichen Urogenitaltrakt * 3. Damit
hat sich E. coli, zusatzlich zu seiner Bedeutung als Indikatorkeim fur fakale
Verunreinigung von Wasser, in der Medizin einen Namen gemacht: E. coli ist einer

der haufigsten Erreger bakterieller Infektionen des Menschen 7% "¢ 176,
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Bakterielle Vielfalt entsteht durch das sehr wandlungsfahige bakterielle Genom, das
einem steten Umwandlungsprozess unterzogen ist **. Dabei erhdlt der einzelne
Stamm die Moglichkeit, zusammen mit dem Genotypen in der Regel auch den
Phanotypen zu andern. Beispiele flr diese Mechanismen sind die Variation der
Oberflachenantigene durch Punktmutationen, wie bei den Typ 1-Fimbrien von

157 oder den Pili von Neisserien " %. Durch Punktmutationen oder Deletionen

E. coli
entstehen feine Veranderungen bereits bestehender Strukturen, jedoch kommt es
dadurch nur selten zum Erwerb ganz neuer Eigenschaften. Eine groRere evolutive
Bedeutung kommt dem horizontalen Gentransfer zu. Hier werden gro3e DNA-
Bereiche mit mehreren Genen oder Gengruppen (Cluster) gleichzeitig Ubertragen

und kdnnen zu einer kompletten Anderung des Phanotyps flhren.

Bedeutung des horizontalen Gentransfers

Horizontaler Gentransfer durch Transformation, sowie durch Bakteriophagen und
Plasmide ist bereits seit langerem bekannt & ° 1% 163182 "v/jrlenzplasmide und
Plasmide mit Genen flir Antibiotikaresistenzen spielen eine groRe Rolle bei
Infektionserkrankungen und deren Therapie. Die Sequenzierung mehrerer
bakterieller Genome flhrte zur Entdeckung gro3er chromosomaler DNA-Abschnitte,
die auf Grund bestimmter Charakteristika als Genomische Inseln bezeichnet werden
und zwischen Bakterien horizontal transferiert werden ®° (siehe Abschnitt 1.3.).

Horizontaler Gentransfer Genomischer Inseln ermdglicht Bakterien eine schnelle

4 Durch Ubertragung groRerer

Anpassung an wechselnde Umweltbedingungen
DNA-Pakete mit ganzen Gen-Clustern gibt er dem einzelnen Bakterien-Stamm die
Gelegenheit eine 'Evolution in Quantenspriingen' zu vollziehen °°. Entsprechend der
Bedeutung, die die Genomischen Inseln fur das Bakterium darstellen, unterscheidet
man Fitness-Inseln, Symbiose-Inseln, Metabolische Inseln und Pathogenitats-Inseln.
Untersuchungen verschiedener Genomischer Inseln haben Dbereits einige
Aufschlisse uber ihren Aufbau und die Verbreitung, sowie den dadurch
entstandenen Phanotypen gegeben.

Die genauen Transfermechanismen bleiben weitgehend ungeklart, ein
wiederkehrendes Motiv ist jedoch die Insertion in bestimmte DNA-Sequenzen,

vorwiegend Gene fur Transfer-Ribonukleinsaure (tRNA). tRNA-Gene werden durch
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ihre konservierte Struktur und das ubiquitare Vorkommen als Insertions-hotspots
gesehen . Die Symbiose-Insel von Mesorhizobium loti beispielsweise inseriert in
das Gen fir PhenylalanintRNA (phe-tRNA) '°? und die SHI-2 Insel von Shigella
flexneri, die das Siderophor-Eisenaufnahmesystem Aerobactin kodiert, in die
Selenocystein-tRNA (se/CtRNA) " ' |m uropathogenen E. coli Stamm 536
(UPEC) sind alle vier Pathogenitatsinseln in tRNA-Gene integriert: PAI Is36 in das
selC-tRNA Gen (Selenocystein-tRNA), PAI lls3s in leuX (Leucin-tRNA), PAI llls3s in
thrW  (Threonin-tRNA) und schlieldlich PAI [Vs3s in das asnT-tRNA-Gen
(Asparaginsaure-tRNA) *2.

Die in verschiedenen Spezies strukturell und funktionell gut untersuchte
Pathogenitatsinsel Yersinia-HPI ist in Gene fur Asparaginsaure tRNA (asn-tRNA)
inseriert 2" % *°_ Sje kodiert die Biosynthese und den Transport des Siderophors
Yersiniabactin und ist ein typisches Beispiel fiir eine Genomische Insel 2> 28 37 150,
Die Insertion erfolgt Uber site-spezifische Rekombination. Im Genom einer Spezies
existieren meist mehrere asn-tRNA-Gene. In E. coli beispielsweise gibt es vier
genetisch nahezu identische Asparaginsaure-tRNA-Kopien, asnT, asnW, asnU und
asnV. Wahrend die HPI bei Yersinia pseudotuberculosis in allen asn-tRNA-Kopien
angetroffen wird, ist bei E. coli nur eine von vier Asparaginsaure-tRNA-Genkopien

bevorzugt, die asnT-tRNA 2" 149,

Von besonderer Bedeutung fir das Verstandnis des horizontalen Gentransfers und
der Evolution ist daher die Untersuchung der Insertionsorte der HPIl im Genom
anderer Bakterien und vor allem die Bestimmung alternativer Insertionsorte der HPI.
Im Vorfeld dieser Arbeit konnte ein E. coli-Stamm mit zwei atypischen
Insertionsstellen der HPI isoliert werden. Der HPI-positive Stamm ECOR31 aus der
E. coli-Referenzsammlung ECOR zeigte zusatzlich zu multiplen Antibiotika-

15, 130

resistenzen und dem Nachweis diverser Virulenzfaktoren auch hinsichtlich der

HPI Besonderheiten auf. Neben einer ungewdhnlichen Insertion in die ansV-tRNA-

Kopie einer selbst-mobilisierbaren HPI-Kopie '*

existiert eine HPI-Kopie, deren
Insertion kein tRNA-Gen ist. Der alternative Insertionsort ist vielmehr eine bislang

unbekannte DNA-Region (RegX) (Abbildung 32).
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In dieser Arbeit wurde der atypische Insertionsort der HPIl in ECOR31 beschrieben,
der erstmals keine asn-tRNA darstellt. Die angrenzende, bisher vollig unbekannte
Region (RegX) wurde bezuglich ihrer Struktur und der Homologien auf DNA- und
Protein-Ebene (Annotationen) charakterisiert. Uber ein Screening vorwiegend
anderer Enterobacteriaceae auf das Vorhandensein der neuen Region erhielten wir

Aufschluss Uber das Vorkommen von RegX und der atypischen HPI-Insertion.

A A B E. coli
HPI E. coli- DNA
— T~ —
> ) int
— i -
V4
X -/ \ J
— attL mit DR attR: asn tRNA incl. DR
asn tRNA Y,
C ECOR31
HPI _ RegX
int <'|"
il // -—a
— <
attL mit DR attR: nur DR ohne asn tRNA-Gen

Abbildung 32: Homologe Rekombination bei der Integration der HPI iber Erkennungssequenzen im
Bereich des asn-tRNA-Gens (A). Bei der Integration in das Genom wird die HPl am 3'-Ende von einer
partiellen asn-tRNA-Duplikation (DR = direct repeat) und am 5'-Ende vom gesamten asn-tRNA-Gen
flankiert (B). Im E. coli -Stamm ECOR31 fehlt das asn-tRNA-Gen als typischer Insertionsort der HPI.
Am 5'-Ende ist lediglich der typische DR nachweisbar (C). aft = Erkennungs-Sequenz (‘attachment
site"); hellblau: bidirektionaler Promotor.
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4.1. Die Region X (RegX), eine Clusterregion fiir den
Metallionenstoffwechsel

Zur naheren Untersuchung des Insertionsortes der HPI im E. coli Stamm ECOR31
wurde zunachst mittels LA-PCR ein Fragment aus dem unbekannten Bereich
amplifiziert und mittels Transposon-Mutagenese sequenziert (siehe Unterpunkt 3.1.).
Nachdem deutlich wurde, dass das gesamte LA-PCR-Fragment unbekannte DNA
darstellt, wurde zur Sequenzierung eines gro3eren Bereiches eine Cosmid-Bank
angefertigt. Neben der Isolation grolRer DNA-Fragmente besteht ein weiterer Vorteil
der Cosmid-Bank darin, dass mit Original-DNA anstatt mit PCR-generierter DNA
gearbeitet werden kann. Fehlerquellen wie Punktmutationen auf Grund verkehrten
Nukleotid-Einbaus durch die Polymerase entfallen so. Zur Herstellung der Cosmid-
Bank wurde die partial verdaute chromosomale DNA des Stammes ECOR31 in
Cosmide kloniert. Ubertragen in Phagenkdpfen konnten die Cosmide in einen Labor-
E. coli-Stamm eingebracht werden.

Nach dem Screening von insgesamt 20 Platten mit ca. 50 000 Klonen Cosmid-
tragender E. coli, konnte das Cosmid p17A7 isoliert werden, das neben Teilen der
Yersinia-HP| die DNA-Sequenz der angrenzenden Region X enthalt. Das isolierte
RegX Fragment besteht aus 24196 Basenpaaren, die fur 22 offene Leseraster
kodieren (ORF0-22). Zur besseren Beschreibung wurde die Region an Hand der
Gen-Anordnung in 5 Abschnitte eingeteilt, die DNA-Bereiche A - E.

Durch strukturelle Analysen und DNA-Vergleiche konnten auf RegX mehrere Gene
und Gen-Cluster identifiziert werden. Hierbei handelt es sich vorwiegend um Gene,
die im Metabolismus eines Stammes von Bedeutung sind, aber auch Cluster, die als

Virulenzfaktoren eine Rolle spielen kdnnen.
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4.1.1. ABC-Transporter zur Aufnahme von Metallionen

Im DNA-Abschnitt A und D von RegX sind zwei ABC-Transporter kodiert, die
offenbar in den Transport von Metallionen involviert sind.

Neben der bereits erwahnten wichtigen Funktion von Eisen sind auch andere
divalente Metallionen, wie Zink oder Mangan wichtig flr den bakteriellen
Metabolismus % 8 Zink ist fiir Bakterien ein essentielles Spurenelement und wird
im aktiven Zentrum oder an einer Schlusselposition von Enzymen bendtigt. Sowohl
im Intermediarstoffwechsel, wie beispielsweise bei der RNA-Polymerase '*8, als auch
bei Proteasen und Toxinen wird Zink im katalytischen Zentrum gefunden. Das
Enterotoxin von Bacteroides fragilis und das Clostridium botulinum — Neurotoxin, das

starkste bekannte Toxin, sind Zink-Proteasen %8 193,

Der durch die ORFs 0-2 kodierte Transporter weist konservierte Motive zu anderen
ABC-Transportern auf. Innerhalb der einzelnen Proteine, ATP-bindendes Protein,
periplasmatisches Bindungsprotein und Permease gibt es Homologien zu dem
Cobalamin-Aufnahme-Transporter ~ Btu, = dem  unspezifischen = Metallionen-
Aufnahmetransporter Tro (fur Eisen, Zink und Mangan) oder den Hamin-
Aufnahmetransporter Hut und Chu. Die héchsten Homologien ergeben sich zu Fe*'-
Eisenaufnahme-ABC-Transportern und anderen Eisen-Aufnahme-Systemen wie der
Fe**-Siderophor-Komplex-Transporter Fhu.

Im E. coli Stamm ECOR31 grenzt die HPI unmittelbar an das Gen das fur das ATP-
bindende Protein des Transporters kodiert (ORFO0). Obgleich ORFO somit offenbar
deletiert ist und keinen funktionellen Promotor besitzt, kann eine Transkription des
Clusters ORF0-3 nachgewiesen werden. Dies ist am ehesten durch die Prasenz
eines bidirektionalen Promotors vor dem intB-Gen der HPI erklarbar (Abbildung 32).

Dennoch ist der ABC-Transporter auf Grund der Deletion vermutlich nicht funktionell.

Neben dem rudimentaren ABC-Transporter (Orf0-2) findet man auf RegX aber auch
einen ABC-Transporter mit vollstandiger Gen-Zusammensetzung, ORF15-18. Dieser
hat die groRte strukturelle Ahnlichkeit zu zwei Transportsystemen fiir divalente
Metallionen, dem Znu- und dem SitABC-Transporter.

Das Znu-Transport System wurde erstmals in E. coli beschrieben und ist in den

Transport von Zink-lonen (Zn**) involviert (znu: zinc uptake) '®*. ZnuA ist das
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periplasmatische Protein, das die Zink-lonen nach Passage der aulieren Membran
und Eintritt in das Periplasma bindet. Der weitere Transport verlauft durch die innere
cytoplasmatische Membran Uber das Integralprotein ZnuB, wahrend die Energie
durch Hydrolyse von ATP am cytoplasmatischen ATP-bindenden Protein ZnuC
bereitgestellt wird (Abbildung 11). Die Gene werden von Zur reguliert, einem Protein
ahnlich Fur bei Eisenaufnahmesystemen. Eine Inaktivierung von znuA und
orthologen Genen fuhrte zu einer Minderung der Wachstumsrate und Virulenz
verschiedener pathogener Bakterien 2% %.

Der sit-Locus besteht wie ORF15-18 aus vier Genen. Er kodiert einen ABC-

8. 180 Janakiraman und Mitarbeiter haben

Transporter fur Eisen und Mangan
gezeigt, dass bei Salmonella Typhimurium die Transkription des sit-Operons unter
Eisenmangelbedingungen und bei Invasion des intestinalen Epithels induziert wird .
Zudem konnte im Mausversuch demonstriert werden, dass die Virulenz von sit-
Mutanten deutlich abgeschwacht ist '® 7.

Das in dieser Arbeit untersuchte Gencluster ORF15-18 weist nicht nur hohe
Homologien zu den erwahnten ABC-Transportern Sit und Znu auf. Mit einer RT-PCR
konnte zudem eine Operon-Anordnung der Gene ORF15-18 und eine Transkription
bestatigt werden, was auch auf eine intakte Funktion hindeutet.

Trotz der deutlichen Homologien zu dem Sit- und Znu- Transporter kann Uber die
genaue Funktion des RegX-kodierten ABC-Transporters Orf15-18 zunachst nur
spekuliert werden, da keine Funktionsuntersuchungen durchgefthrt wurden. Es ist
bekannt, dass viele divalente ABC-Transporter Spezifitdt flr verschiedene
Metallionen besitzen '® %% 8. Allerdings ist auffallig, dass in der Umgebung des ABC-
Transporters auf RegX mehrere Zink-abhangige Enzyme kodiert sind, was auf eine

Funktion als Zink-Transporter hindeutet.

Die Abbildung 33 gibt eine Ubersicht von RegX, mit den potentiellen zinkabhangigen
Enzymen, die auf dieser Region kodiert sind. Orf12, mit Homologien zur
Carboanhydratase und Orf21 mit Ahnlichkeiten zu PyrC, der Dihydroorotase, die in
die De-novo-Synthese von Pyrimidinen involviert ist, bendtigen beide Zink als
Kofaktor '®. Zink ist auch fiir die enzymatische Aktivitit der Porphobilinogen-
Synthase (PBGS) oder auch Delta-Aminolavulinsaure-Dehydratase (ALAD), Orf22,

essentiell. Diese spielt in der Biosynthese der Tetrapyrrol-Pigmente eine
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entscheidende Rolle. Die Funktion von Orf20-ahnlichen Proteinen bleibt unklar, es

ergeben sich jedoch konservierte Motive von Zink-Carboxypeptidasen.

Ob sich durch die Zink-abhangigen Proteine und Zink-Aufnahme-Systeme flr den
Stamm ECOR31 ein Selektions-Vorteil ergibt, z.B. wahrend der Kolonisierung des

Wirtes, mussen zukunftige Untersuchungen belegen.
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Abbildung 33: Ubersicht der Region X mit den Metallionen-Aufnahme-Systemen und die dazu in
Beziehung stehenden Gene.

4.1.2. Aufnahmesystem fiir Fe(ll) und Transkriptionsregulatoren der Fur-
Familie

Neben dem Fe**-ABC-Eisentransporter wird auf RegX auch ein Protein mit groRer
Ahnlichkeit zum FeoB kodiert (Orf5). In Abwesenheit von Sauerstoff liegen
Eisenionen in der gut wasserldslichen reduzierten Form vor (Fe®*). Diese kdnnen
beispielsweise Uber den Feo-Eisentransporter hocheffizient aufgenommen werden 4
' Die Feo-Eisentransporter stellen fiir viele Bakterien unter anaeroben
Bedingungen eine wichtige Eisenaufnahmequelle der Zellen dar "®. Analoge Gene zu
den zuerst bei E. coli "® beschriebenen, anaerob induzierten Genen feoA und feoB,
wurden bei verschiedenen Spezies nachgewiesen. In E. coli und Salmonella

Typhimurium sind feoB-Mutanten in ihrer Fahigkeit den anaeroben Mausedarm zu



4. Diskussion 101

kolonisieren eingeschrankt '®* ', Die Virulenz von Salmonella zeigt sich jedoch
nicht beeinflusst, was darauf hinweist, dass es dort kein essentielles
Transportsystem wahrend der Infektion ist. Aber auch in weiter entfernt verwandten
Spezies zu E. coli, wie etwa bei Helicobacter pylori, findet man den Feo-
Eisentransporter '’°. Im Fall der Region X von ECOR31 liegt, wie bei Helicobacter
pylori, das feoB-Gen ohne das kleinere, feoA-Gen vor. Das entsprechende FeoB-
Protein hat in Helicobacter pylori eine entscheidende Rolle bei der Kolonisation und
Infektion der gastralen Schleimhaut der Mause, sowie fur das Wachstum und die
Eisen-Aufnahme unter Eisenmangel-Zustinden '°. Dies ist ein weiteres Beispiel
dafur, wie wichtig Eisen und damit Eisenaufnahmesysteme fur die Pathogenitat von

Bakterien sind.

Neben Genen, die bei der Eisenaufnahme eine wichtige Rolle spielen, sind auf RegX
auch Gene kodiert, die in die Eisenregulation eingreifen. ORF3 und ORF8 sind Gene
mit Ahnlichkeiten zu Transkriptionsregulatoren aus der Fur-Familie. Fur ist ein aus
17-kDa Untereinheiten bestehendes Homodimer, das als Repressor in der
Anwesenheit seines Co-Repressors Fe?* die Transkription bestimmter Gene, z.B.
Eisen-Aufnahme Systeme, Proteasen, Fumarase C, SodA, verschiedene
Oxidoreduktasen und Dehydrogenasen unterdriickt * '"® und die Expression Eisen-
haltiger Proteine induziert *.

Bakterien regulieren ihren Eisen-Haushalt anhand der Verfugbarkeit von Eisen. In E.
coli und in vielen anderen Bakterien geschieht dies durch das Fur-Protein (= ferric-
uptake regulator), das die Eisen-abhangige Expression von mehr als 90 Genen in
E. coli kontrolliert ?°. Fur spielt zunehmend eine Rolle als globaler Regulator,
nachdem zusatzlich zum Eisenhaushalt von Fur auch Gene kontrolliert werden,
deren Funktion nicht mit dem Eisenhaushalt verknipft sind, z.B. Atmung, Flagella
Chemotaxis, Glykolyse, Phagen-DNA-Verpackung und DNA-Synthese "*° '°_ Fur hat
moglicherweise ebenso eine Fe?**-Puffer-Funktion, da es in der Zelle in groRer Zahl
vorkommt, z.B. 5000 Kopien in der exponentiellen Phase bei E. coli und bis 10000
Kopien in der stationaren Phase '"°.

Die Eisenverfugbarkeit hat grof3en Einfluss auf die Gen-Expression von Bakterien. Im
Genom von Pseudomonas aeruginosa gibt es 205 Eisen-regulierte Gene, wovon 118
durch Eisen-Mangel induziert und 87 reprimiert werden ''®. Viele von ihnen, die

immerhin ein Anteil von 4% aller Pseudomonas-Gene ausmachen, sind Fur-
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abhangig. Der Fe?*-Fur-Komplex bindet normalerweise zwischen der -35 und -10 site
der DNA in der Promotorregion von Fur-reprimierten Genen, bekannt als die Eisen-
Box oder Fur-Box, mit der Sequenz: GATAATGAT(A/T)ATCATTATC °'. Auf RegX
sind vor den ORFs 3 und 8 keine klassischen Fur-Bindungsstellen nachweisbar. Die
beiden potentiellen fur-Gene sind jedoch in der Umgebung von Fe*- und Fe?*-
Aufnahmetransportern (Orf0-2, Orf5), sowie einer moglichen Oxidoreduktase (Orf6)
lokalisiert.

Fir Fur gibt es homologe Proteine in vielen grampositiven und gramnegativen

Bakterien 3% ©

, von denen manche, wie z.B. Zur und PerR, nicht als Eisen-
abhangiger Repressor fungieren. Das Zur-Protein von E. coli ist ein Zink-abhangiger
Repressor, PerR von B. subtilis hingegen reguliert die Genexpression in
Abhangigkeit von Peroxid- und Mangan-lonen 2% "2, Zur (zinc-uptake regulator) ist

123

ein Repressor mit ca. 30% Ahnlichkeiten zu Fur . Wie auch Fur ist Zur

weitverbreitet und manche als Fur annotierten Proteine sind moglicherweise

Transkriptionsregulatoren fur Zink 64

. Im Promotorbereich des ABC-Transporters
ORF15-18 findet sich allerdings keine Zur-Bindungssequenz, wie von Shinh
beschrieben (TGaaAatgatTttCA) '**. Diese Zur-Box hat keine Ahnlichkeiten zur Fur-

Box.

Die auf RegX kodierten Proteine Orf4 und Orf9 haben konservierte Motive mit dem
CobW Protein gemeinsam, das bei der Cobalaminbiosynthese bei Pseudomonas
denitrificans beteiligt ist. Nachdem sonst mehrere Gene zur Synthese von Cobalamin
nétig sind und diese typischerweise in einem Operon geclustert sind >, ist hier eher
davon auszugehen, dass die erwahnte Ahnlichkeit nicht mit einer intakten Funktion
der Proteine einhergeht.

Die Datenbank-Vergleiche haben flur die weiteren offenen Leseraster auf RegX zwei
Gene ermittelt, die fur zwei putative tRNA-Synthetasen (Orf19: Threonyl-tRNA-
Synthetase, Orf7: Cysteinyl-tRNA-Synthetase) kodieren. Mehrere ORFs kodieren fur
Proteine mit teils konservierten Motiven aber unklarer Funktion, wie ORF11, 13
und 14.

Auffallig ist, dass auf RegX mehrere Gene gehauft sind, die mit dem Transport von
Metallionen und dessen Regulation verknupft sind, oder Metallionen-abhangige

Proteine kodieren.
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Eine Ubertragung der gesamten Region kdnnte dem Rezipienten somit eine
metabolische Schlusselstellung verleihen. Weitere Untersuchungen mussen zeigen,
ob beispielsweise die auffallige Konzentration an Eisenaufnahme-Systemen mit dem
ABC-Transporter Orf0-2, Feo-Transporter und der benachbarten HPI mit dem
Siderophor-Eisenaufnahme-System lediglich den natlrlichen Lebensraum des
Stammes unter eisendepletierten Bedingungen widerspiegeln, oder sogar aktive

Virulenzfaktoren darstellen.



4. Diskussion 104

4.2. Strukturelle Besonderheiten der Region X und deren
Verbreitung

4.2.1. Ameliorationsmechanismen bakterieller Genome

Bei Vergleichen der aktuellen Datenbankeintrage (Stand 08/2007) besitzt die DNA-
Region 'RegX' die hochsten Homologien zu Nukleotidsequenzen des Plasmids
pLVPK des Klebsiella pneumoniae-Stammes CG43 *. Es handelt sich um ein
Virulenzplasmid eines bakteriamischen Isolats von Klebsiella pneumoniae. Die
Homologien von RegX zu pLVPK sind sowohl auf DNA- als auch auf Proteinebene
sehr hoch (DNA: max. 97% Identitat, Protein: 84% - 89% Identitat), allerdings
erstrecken sich diese Homologien nur Uber 77% der Gesamtsequenz. Die
Sequenzen sind demnach nicht identisch.

Beim Vergleich der beiden DNA-Regionen fallt auf, welchen Wandlungen bakterielle
Genome unterliegen. Die unterschiedlichen Mechanismen, die bei strukturellen
Vergleichen der beiden DNA-Sequenzen deutlich werden, betreffen einerseits feine
Veranderungen im bestehenden Genom, wie Punktmutationen und Basendeletionen
und andererseits rekombinative Ereignisse. Ob eine Mutation das Genprodukt
komplett unterbricht oder nur partiell beeintrachtigt (leaky mutation) hangt davon ab,
an welcher Position des Aminosaurecodons die Mutation stattfindet, ob es eine
missense Mutation ist oder eine nonsense Mutation und ob sich die Mutation im
kodierenden Bereich, Promotor-Bereich oder im nicht-kodierenden Abschnitt
befindet. Die meisten Basenpaarveranderungen fuhren dazu, dass in einem Protein
eine Aminosaure durch eine andere ausgetauscht wird (‘missense' Mutation oder
nicht-synonyme Mutation). Die meisten Aminosauren konnen jedoch durch
verschiedene Codons verschlusselt werden, wobei sich die synonymen Tripletts
meist nur an der 3. Stelle unterscheiden. So entstehen stille oder synonyme
Mutationen (silent mutation) durch Punktmutationen an Position 3 des genetischen
Codes, ohne dass sich die in das Polypeptid eingebaute Aminosaure andert.
Nonsense Mutationen erzeugen Stoppcodons (UAA, UAG, UGA).

Die Verteilung der Punktmutationen eines Gens zeigt dabei den Grad des
Selektionsdrucks der auf das Genprodukt, respektive den damit verbundenen

Phanotyp, einwirkt. Bespielsweise wurden im Gen ORF2, das fur die Permease
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eines ABC-Transporters kodiert, im Vergleich zu dem orthologen Gen LV125 auf
pLVPK von Klebsiella pneumoniae insgesamt 39 Punktmutationen festgestellt.
Davon filhren 82% zu keiner Anderung der Aminosdure (synonyme
Punktmutationen). Im Bereich ORF21 (orthologes Gen pyrC auf pLVPK) gibt es
insgesamt 70 Punktmutationen, wovon 62% synonym sind. Fur ORF5, dessen
mogliches Translationsprodukt Ahnlichkeit zu FeoB besitzt, sind weniger als die
Halfte der Punktmutationen im Vergleich zu LV248 synonym.

Deletionen einzelner Basenpaare, wie beispielsweise im Bereich der poly-Adenosin-
Wiederholungssequenz (poly adenosine stretch) zwischen Position bp 356 und
bp 360 von ORF1 oder zwischen Position bp 10167 und bp 10168 vor ORF 9 fuhrte
zu einer Verkurzung beider Gene und damit zur Ausbildung von Pseudogenen.
Darunter versteht man funktionslose Duplikate intakter Gene, die durch Mutationen
entstanden sind. Pseudogene sind in den Annotationen oft unterreprasentiert und
deren mogliches Translationsprodukt wird haufig oft als 'hypothetical protein'

annotiert %.

Rekombinative Ereignisse kénnen zu grélReren Umorganisationen im bakteriellen
Genom fluhren: etwa zu Deletionen, Inversionen und Insertionen von DNA. Sie
spielen eine herausragende Rolle beim horizontalen Gentransfer. Die Arbeitsgruppe
um Dobrindt konnte eine hohe Genom-Heterogenitat und genetische Diversitat an
verschiedenen E. coli Isolaten aufzeigen “°.

Auch in der Region X ergeben sich Hinweise fur Rekombinationsereignisse, wie im
Bereich des orthologen Genes zu LV194, siehe DNA-Abschnitt B. Am auffalligsten
jedoch ist der mosaikartige Aufbau mit zusatzlichen Genclustern, wie der Sit und
Znu-ahnliche ABC-Transporter Orf15-18 auf RegX, mit ca. 4 kb neuer DNA, oder die
angrenzende Yersinia-HPI. Diese Veranderungen machen deutlich, wie sich die
Sequenzen mit gleicher Abstammung in den beiden Stammen weiterentwickelt

haben.
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4.2.2. Ko-Lokalisation der Yersinia-HPl und der Region X

Die Lokalisation der in dieser Arbeit beschriebenen Region X (RegX) neben der
Yersinia-HPI ist bislang noch nicht beschrieben. Uberhaupt wurde erstmals ein
Bakterien-Stamm isoliert und charakterisiert, bei dem eine atypische Insertion der
HPI vorliegt: die Insertion auRerhalb eines tRNA-Gens. Legen wir die eingangs
beschriebenen evolutiven Mechanismen bakterieller Genome zu Grunde, so ergeben
sich mehrere potentielle Moglichkeiten, die eine derartige Konstellation erklaren

konnen.

Im Rahmen eines umfangreichen 'rearrangement’, also einer Umstrukturierung des
bestehenden Genoms, kann es durch homologe Rekombination zu der Deletion
eines groReren DNA-Abschnittes gekommen sein, der zu der Ko-Lokalisation der
beiden Regionen gefuhrt hat. Durch diese Deletion lasst sich der unmittelbare
Ubergang der Yersinia-HPI in ein Gen-Cluster eines ABC-Transporters auf RegX
erklaren, wobei damit sowohl der ABC-Transporter unvollstandig ist, als auch die
typische Insertionsstelle der HPI fehlt. Das nicht-vorhandene asn-tRNA-Gen
zwischen HPI und RegX konnte eine Trennung der beiden Regionen oder eine
Rezirkulation der HPI verhindern. Eine Deletion in der Erkennungssequenz fur die
Rekombination (attachment site) im Bereich der HPI kann zu einer Stabilisierung der
Insel gefiihrt haben. Ahnliche Stabilisierungsmechanismen sind auch durch
Deletionen im Bereich des Integrase-Genes oder durch den Ersatz des /Int-Promotors
bekannt % *®. Bei E. coli ist die HPI auch Uber eine Deletion stromabwarts von fyuA
stabilisiert "*° (Abbildung 1). Diese Option erscheint allerdings unwahrscheinlich, da
die Deletion die komplette Pathogenitatsinsel, inklusive dem hoch-konservierten
Randbereich direct repeat (DR), intakt lasst.

Das lasst eine zweite Hypothese plausibler erscheinen: eine Fehlinsertion der
Yersinia-HPI im Bereich der Region X (ORFO0), statt in ein asn-tRNA-Gen, wie sonst
bei der site-spezifischen Rekombination der HPI {blich "*%. Im Bereich ORFO gibt es
jedoch keine starkeren Homologien zu tRNA-Genen. Eine tRNA-Gen ahnliche
attO-site fehlt auch in der orthologen Region auf dem Plasmid pLVPK im
Vergleichsstamm Klebsiella pneumoniae CG43, zu der sich hohe Homologien der
restlichen Sequenz ergeben haben. Doch auch die RegX-analoge Region dieses

Stammes ist vermutlich nicht die Ursprungs-Sequenz und konnte in diesem Bereich
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verandert worden sein. Ob es sich bei RegX um eine eigenstandige Genomische
Insel handelt ist nicht abschliel3end zu klaren, wobei typische Gene fur Genomische
Inseln, wie Integrase- und tRNA-Gene, IS-Elemente und Wiederholungssequenzen
wie DR, fehlen.

4.2.3. Ubertragung der DNA-Region RegX mittels horizontalem
Gentransfer

Der starkste Hinweis, dass RegX mittels horizontalem Gentransfer in den E. coli
Stamm ECOR31 gelangt ist, ist die fehlende Ubereinstimmung mit anderer E. coli-
DNA, wobei mittlerweile mehrere E. coli-Genome vollstandig sequenziert sind und
zahlreiche DNA-Fragmente anderer E. coli-Stamme in den Datenbanken annotiert
sind. Auch der G+C-Gehalt der Region von 47,9% entspricht nicht dem des Kern-
Genoms von E. coli *® und spricht dafiir, dass RegX von einem anderen Bakterium
stammt. Die hochsten Homologien ergeben sich zu Vertretern einer anderen
Spezies, zu Klebsiella pneumoniae.

Die Lokalisation einer RegX-homologen Region auf einem Plasmid bei Klebsiella

pneumoniae 3% 1%

unterstreicht die Moglichkeit einer Mobilisierung von Gattung zu
Gattung, z.B. mit konjugativem Gentransfer. RegX ist in ECOR31, sowie in Klebsiella
pneumoniae 2495, zudem vergesellschaftet mit der Yersinia-HPI, die horizontal
(ibertragen wird .

Die Frage, wie der horizontale Gentransfer jeweiliger Genomischer Inseln im
Einzelfall von statten geht, bleibt bisher meist ungeklart. Neben der 105 kb clc Insel

von Pseudomonas aeruginosa '*° 162

und Symbiosis-Insel von Mesorhizobium loti
konnte experimentell auch der horizontale Gentransfer der Yersinia-HP| gezeigt
werden. Lesic et al. demonstrierten die Notwendigkeit des Integrase Genes, sowie
eines HPIl-assoziierten Faktors Hef (HPI excision factor) fir die Rekombination bei
der Exzision der HPI von Y. pseudotuberculosis 1P32637 % und konnten unter
bestimmten Bedingungen den horizontalen HPI-Transfer mit einer Frequenz von 10®
von Y. pseudotuberculosis in Stamme von Y. pestis und Y. pseudotuberculosis
Serotyp | demonstrieren *. Ein Transfer zu Y. pseudotuberculosis Serotyp Il und 1V,

sowie zu Y. enterocolitica gelang nicht.
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Antonenka und Rakin gelang der horizontale Gen-Transfer Uber ein konjugatives
Shuttle-Plasmid °. Die HPI von Yersinia pseudotuberculosis konnte aus dem
Chromosom mobilisiert werden und in den Shuttle-Vektor, dem konjugativen Plasmid
RP4, Uber site-spezifische Rekombination (attO-site) integrieren (Abbildung 2). Die
so fixierte HPI konnte in einem zweiten Schritt konjugativ auf Rezipientenstdmme
ubertragen werden. Im Rezipientenstamm konnte die HPIl aus dem Shuttle-Vektor
desintegrieren und in die attachment sites des Chromosoms (asn-tRNA-Genlocus)
inserieren.

Von unserer Arbeitsgruppe wurde im E. coli ECOR31 eine weitere, besonders
interessante Kopie der Yersinia-HPI entdeckt '’. Im Gegensatz zu den bisher
isolierten HPIs bei E. coli und bei Yersinia sp. enthalt diese Kopie ein zusatzliches
Fragment (Grolke 35 kb). Diese Region kodiert fur ein konjugatives Pilus- (mating
pair system) und DNA-Prozessierungssystem ahnlich dem des Plasmids CloDF13
von Enterobacter cloacae. Die HPlI von ECOR31 ist damit in der Lage, sich
selbstandig aus dem Chromosom herauszuschneiden (phagenartige Mobilisierung)
und dann als zirkulares, nicht replikatives Element auf konjugativem Weg in einen
Rezipientenstamm zu Ubertragen. Daher ist die HPI von ECOR31 ein Vertreter der
Familie der ICE Elemente (ICE = integrative and conjugative element). Offenbar stellt
diese HPI-Form eine Art Urinsel oder Vorlaufer-Insel samtlicher E. coli HPIs dar.

Die Gemeinsamkeit all dieser Ergebnisse ist eine Mobilisierung der Insel aus dem
Genom mit Integrase und Excisionase und anschlieRendem Transfer in ein anderes
Genom. Im Falle der in dieser Arbeit diskutierten Yersinia-HPI-Kopie in E. coli
ECOR31 gehen wir davon aus, dass es sich um eine Insel handelt, die in ein
naturliches Klebsiellen-Plasmid ahnlich pLVPK inseriert ist und fortan zusammen mit
der nun benachbarten Region X Ubertragen werden kann. Daflir sprechen die hohen
Homologien von RegX zu einer Region auf dem Klebsiella-Plasmid pLVPK, ohne
benachbarte Yersinia-HP| und der in dieser Arbeit isolierte Klebsiella pneumonie
Stamm 2495, der strukturell identisch zu der HPI-RegX-Verschmelzungs-Region von
ECOR31 ist (siehe Unterpunkt 4.2.4.).

In neueren, bisher unveroffentlichten Daten konnte unsere Arbeitsgruppe zeigen
(Schubert, Benedit, personliche Mitteilung), dass die Region Yersinia-HPI-RegX auch
bei weiteren Klebsiella-lsolaten vorkommt und plasmidvermittelt, also durch

konjugativen Gentransfer, Ubertragen wird.
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Die Bedeutung des Gentransfers Uber Plasmide, Uber Art- respektive
Speziesgrenzen hinweg, hangt von den kodierten Genen ab. Nur drei Jahre nach
dem EinfGhren der Cephalosporine der dritten Generation wurden bereits die ersten
Resistenzen beschrieben. Diese so genannte ESBL-Gene (extended spectrum -
lactamase) werden Uber Plasmide verbreitet und sind oft zusammen mit anderen
Resistenzgenen gruppiert. In den USA sprechen etwa 20% der Infektionen mit
Klebsiella pneumoniae und ca. 30% der Infektionen mit Enterobacter spp. auf
Intensivstationen nicht mehr auf Drittgenerations-Cephalosporine an 122

Denkt man sich den Transfer derartiger Regionen mit multipler Antibiotikaresistenz
auf ein relevantes Virulenzplasmid, kann diese Kombination aggressive und zugleich
schwer therapierbare Infektionserkrankungen hervorbringen. Welcher
Selektionsvorteil sich jedoch aus dem Transfer der HPI - RegX-

Verschmelzungsregion flr Enterobacteriaceae ergibt, bleibt zu untersuchen.
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4.2.4. Verbreitung der DNA-Region RegX bei der Familie der
Enterobacteriaceae

Nach genauer Charakterisierung der Region X wurde auf Grund der Hinweise auf
horizontalen Gentransfer, die Verbreitung auch bei anderen Bakterien untersucht. Da
die Region aus einem E. coli-Stamm kommt, wurden Bakterien aus der Familie der
Enterobacteriaceae und Pseudomonaceae ausgewahlt. Dabei wurde in Kklinisch
relevanten Isolaten aus Blut-, Urin- und Stuhlkulturen exemplarisch der Nachweis
von RegX-Genen mittels PCR durchgefuhrt. Ziel des Screenings von insgesamt 437
Enterobacteriaceae (Abbildung 30) und 93 Pseudomonaden war es zu ermitteln, ob
das Vorkommen von RegX ein haufiges Ereignis ist, oder ob diese Region nur
sporadisch gefunden wird.

Die PCR-Ergebnisse waren bei 530 der untersuchten Stamme negativ und nur bei
einem einzigen Stamm konnten Gene von RegX nachgewiesen werden. Besonders
interessant dabei ist, dass dieser RegX-positive Stamm ein Klebsiella pneumoniae-
Isolat aus der Blutkultur eines Patienten mit Sepsis ist, ahnlich also, wie der Stamm
zu dem RegX die hochsten Homologien hat, Klebsiella pneumoniae CG43. Mit PCRs
aus mehreren Abschnitten der Region und der HPI konnte gezeigt werden, dass die
Region X und die orthologe Region auf Klebsiella pneumoniae 2495 strukturell gleich
sind. Samtliche Gene von RegX, d.h. auch Bereiche die bei der Region auf dem
Plasmid pLVPK von Klebsiella pneumoniae CG43 fehlen, inklusive der Yersinia-HPI,

sind in dem Isolat aus dem PCR-Screening nachweisbar.

In Zusammenfassung dieser Untersuchung und der Ergebnisse der Datenbanken
kann man abschlielend feststellen, dass die in dieser Arbeit neu beschriebene
Region 'RegX' offenbar bei Klebsiellen beheimatet ist und Uber konjugativen
Gentransfer verbreitet wird. Einschrankend muss angemerkt werden, dass es sich
bei den untersuchten Isolaten um eine Sammlung aus einem Institut handelt, die sich
damit auf einen bestimmten Einzugskreis belaufen. Das Ergebnis lasst sich daher
nicht zwangslaufig auf andere Regionen ubertragen. Ein fehlender Nachweis bei den

beschriebenen Spezies spricht lediglich gegen ein sehr haufiges Vorkommen.
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Zusammenfassung der Arbeit

Im Escherichia coli Stamm ECOR31 konnte erstmals eine atypische Insertionsstelle
der weit verbreiteten Pathogenitatsinsel Yersinia-HPI beschrieben werden. Statt dem
asnT-tRNA-Gen findet sich am Integrase-Ende der HPI eine weitere, offenbar
horizontal transferierte Region, die RegX genannt wurde. Diese besitzt eine Grolie
von 24196 Basenpaaren und unterscheidet sich mit einem G+C-Gehalt von 47,9%
vom E. coli-Kerngenom. Weder auf DNA noch auf Protein-Ebene existieren héhere
Homologien zu E. coli-DNA.

Nach Anfertigung einer Cosmid-Bank wurde die gesamte Region sequenziert und
annotiert. RegX weist eine mosaikartige Struktur auf, mit Punktmutationen,
Deletionen und Insertionen. Sie besteht aus 22 offenen Leserastern und alle
potentiellen Gene und deren Translationsprodukte wurden durch Vergleiche mit der
NCBI-Datenbank charakterisiert. Die Transkription verschiedener Gen-Cluster und
deren Operonstruktur wurde mittels RT-PCR nachgewiesen. Die DNA-Region enthalt
eine interessante Anhaufung von putativen Aufnahme-Systemen fur divalente
Metallionen, wie Eisen, Zink, Mangan. Zudem beheimatet die Region X
Regulatorgene ahnlich zu Fur und Zur und Zink-abhangige Enzyme.

Im Gesamtvergleich der Region X ergeben sich die hochsten Homologien zu Teilen
des Plasmids pLVPK von Klebsiella pneumoniae CG43 *°. Anhand der strukturellen
Unterschiede der Sequenzen mit Punktmutationen und Rekombinations-Ereignissen
kann der anhaltende Wandel bakterieller Genome nachvollzogen werden.

Des Weiteren wurde die Verbreitung dieser Region unter klinisch relevanten
Enterobacteriaceae und Pseudomonaceae untersucht. Von 530 gescreenten
Bakterien konnte ein Klebsiella pneumoniae Stamm isoliert werden, der in der
groben Struktur identisch zu der untersuchten Region von ECOR31 ist. In diesem
Isolat, das aus der Blutkultur eines Patienten mit Sepsis stammt, konnte sowohl die
gesamte Region X, als auch die benachbarte Yersinia-HPl und die atypische
Insertionsstelle der HPIl nachgewiesen werden. Es ist davon auszugehen, dass die
untersuchte Region auf einem konjugativen Klebsiella-Plasmid lokalisiert ist und so
zusammen mit der HPI horizontal zwischen verschiedenen Spezies ubertragen

werden kann.
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Tabelle 1: Offene Leseraster von RegX mit Positionsangabe, sowie GrélRe und Homologien der
Translationsprodukte nach online Vergleichen mit der Dantenbank (NCBI Blast search Algorithmus,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST).

ORF Orf . % |dentitat/ | ident. GenBank

ORF  |position | Groge | Homologien (BLAST) Quele Ahnlichkeit | aa Accession-Nr

ORFO 1-331 105aa | iron ABC transporter ATP-binding prot ein Klebsiella pneumoniae 96%/ 98% 99/103 | AAR07733.1
putative iron(lIl) ABC transporter, ATP- Erwinia carotovora 55%/ 69% 57/102 | YP_052341.1
binding protein

ORF1 496-1308 271aa |iron (Ill) ABC transporter periplasmic binding | Klebsiella pneumoniae 94%/ 97% 256/270 | AAR07732.1
putative iron(l1l) ABC transporter, Erwinia carotovora subsp. 70%/ 80% 1921273 | YP_052342.1
periplasmic-binding protein atroseptica SCRI1043

ORF2 1308-2327 339aa | ABC transporter permease protein Klebsiella pneumoniae 98%/ 99% 329/333 | AAR07731.1
putative iron(l1l) ABC transporter, permease | Erwinia carotovora 65%/ 80% 217/329 | YP_052343.1
protein

ORF3 3036-2533 167 aa | hypothetical protein LV197 Klebsiella pneumoniae 54%] 72% 90/165 | AAR07788.1
putative regulator Sodalis glossinidius 32%/ 53% 44/137 | YP_455819.1

ORF4 3605-4828  |407 aa | CobW Klebsiella pneumoniae 94%/ 98% 383/406 | AARO7790.1
Cobalamin synthesis protein/P47K Burkholderia sp. 383 73%] 86% 290/392 | YP_371076.1

ORF5 6744-5095 549 aa | ferrus ion transporter protein Klebsiella pneumoniae 88%/ 93% 488/549 | AAR07792.1
transporter 43 (probable ferrous iron Cyanothece sp. CCY0110 39%/ 58% 214/547 | ZP_01729856.1
transport protein)

ORF6 7886-6756 376 aa | hypothetical protein LV193 Klebsiella pneumoniae 98%/99% 360/366 | AAR07793.1
probable monooxygenase Crocosphaera watsonii WH 8501 | 44%/59% 159/359 [ ZP_00514781.1

ORF7 9339-7957 460 aa | cysteinyl-RNA Erwinia carotovora 60%/ 74% 277/460 | YP_051241.1
cysteinyltRNA synthetase, class la Shewanella sp. PV-4 60%/ 74% 278/459 | YP_001094636

ORF8 9873-9421 150 aa | hypothetical protein LV192 Klebsiella pneumoniae 98%/ 99% 147/150 | AAR07794.1
hypothetical protein LV119 Klebsiella pneumoniae 65%/ 67% 92/141 AAR07725.1
transcriptional regulator, Fur family Myxococcus xanthus DK 1622 [ 31%/ 48% 451145 | YP_635082.1

ORF9 10369-11169 | 266 aa | hypothetical protein LV120 Klebsiella pneumoniae 98%/ 98% 262/266 | AAR07726.1
hypothetical protein LV191 Klebsiella pneumoniae 96%/ 97% 257/266 | AAR07795.1
hypothetical. protein E. coli Nissle 1917 65%/ 78% 173/265 [ CAE55732.1

ORF10 | 11240-11662 | 140 aa | hypothetical protein LV190 Klebsiella pneumoniae 93%/ 97% 131/140 | NP_943446.1
transcriptional regulators, TraR/DksA family | Serratia proteamaculans 568 57%/73% 80/140 ZP_01537690.1

ORF11 | 11726-12661 | 311 aa | hypothetical protein LV189 Klebsiella pneumoniae 99%/ 99% 308/311 | NP_943447.1
protein of unknown function DUF198 Serratia proteamaculans 568 58%/ 1% 173/296 | ZP_01534574.1

ORF12 | 12519-13211 | 230 aa | putative carbonic anhydrase-related protein | Klebsiella pneumoniae 98%/ 99% 196/198 | NP_943448.1
carbonic anhydrase-related protein Serratia proteamaculans 568 82%/ 90% 153/186 | ZP_01534575.1

ORF13 | 13278-14207 | 309 aa | hypothetical protein LV187 [Klebsiella Klebsiella pneumoniae 97%/ 98% 300/3091 | NP_943449.1
hypothetical protein Ping_2266 Psychromonas ingrahamii 37 42%] 65% 123/289 | YP_943606.1

ORF14 |15033-14224 | 269 aa | putative inner membrane protein Klebsiella pneumoniae 87%/ 92% 227259 | NP_943450.1
putative inner membrane protein Salmonella typhimurium LT2 48%/ 69% 120/246 | NP_461953.1

ORF15 |15876-15049 [275aa | ABC-3 protein Enterobacter sp. 638 71%/ 89% 192/267 | YP_001175846
ABC-type Mn2+/Zn2+ transport systems, Escherichia coli F11 69%/ 86% 190/273 | ZP_00725758.1
permease components

ORF16 | 16730-15870 286 aa | ABC-3 protein Enterobacter sp. 638 81%/ 92% 229/280 | YP_001175845
Iron transport protein Shigella flexneri 2a str. 301 81%/ 91% 229/280 | NP_707260.1

ORF17 | 17548-16727 | 273 aa | Iron transport prot., ATP-binding component | Shigella sonnei Ss046 73%l 86% 176/240 | YP_310673.1
Iron transport prot., ATP-binding component | Shigella flexneri 2a str. 301 73%l 86% 176/240 | NP_707261.1

ORF18 | 18466-17552 304 aa | periplasmic solute binding protein Enterobacter sp. 638 79%l 87% 235/297 | YP_001175843
Iron transport protein Shigella sonnei Ss046 75% 86% 231/304 | YP_310672.1

ORF19 | 18719-20677 652 aa | threonyl-tRNA synthetase Burkholderia pseudomallei 305 | 61%/ 75% 390/639 | ZP_01768717.1
threonyl-tRNA synthetase Pseudomonas fluorescens Pf-5 | 56%/ 73% 355/623 | YP_263242.1

ORF20 |20547-21521 [ 324 aa | hypothetical protein LV183 Klebsiella pneumoniae 84%/ 87% 245291 | NP_943453.1
hypothetical protein Sden_2526 Shewanella denitrificans 0S217 | 45%/ 64% 118/258 | YP_563529.1

ORF21 |21518-22864 | 448 aa |PyrC Klebsiella pneumoniae 94%/ 96% 423/448 | NP_943454.1
dihydroorotase Aeromonas hydrophila subsp. 58%/ 72% 262/449 | YP_857112.1

hydrophila ATCC 7966

ORF22 |23090-23947 | 285aa | putative porphobilinogen synthase Klebsiella pneumoniae 93%/ 98% 266/285 | NP_943455.1

delta-aminolevulinic acid dehydratase Erwinia carotovora subsp. 67% 82% 191/282 | YP_048330.1
atroseptica SCRI1043
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Tabelle 2: Annotierte DNA-Sequenz der Region X (RegX_24196_bp.seq EU681267)

LOCUS RegX 24196 bp.seq 24196 bp DNA linear 13-FEB-2008
DEFINITION Escherichia coli.
ACCESSION RegX 24196 bp.seq EU681267

SOURCE Escherichia coli
ORGANISM Escherichia coli
Unclassified.

REFERENCE 1 (bases 1 to 24196)
AUTHORS Schubert,S. and Preisach,B.
TITLE Characterization of a novel DNA region in E. coli acquired by
horizontal gene transfer
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 24196)
AUTHORS Schubert,S. and Preisach,B.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (13-FEB-2008) Bacteriology, Max von Pettenkofer-
Institut,
Marchioninistr. 17, Munich 81377, Germany
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..24196
/organism="Escherichia coli"
/mol type="genomic DNA"
gene <1..331
/locus_tag="ORFO"
/note="putative iron(III) ABC transporter, ATP-binding
protein"
gene 496..1308
/locus_tag="ORF1"
/note="putative iron(III) ABC transporter,
periplasmic-binding protein"
gene 1308..2327
/locus tag="ORF2"
/note="putative iron(III) ABC transporter, permease
protein"
gene complement (2533..3036)
/locus_tag="ORF3"
/note="putative regulator"
gene 3605..4828
/locus_tag="ORF4"
/note="putative cobalamin synthesis protein/P47K"
gene complement (5095..6744)
/locus_tag="ORF5"
/note="putative ferrous ion transport protein"

gene complement (6756..7886)
/locus_tag="ORF6"
gene complement (7957..9339)

/locus_tag="ORF7"

/note="putative cysteinyl-tRNA synthetase, class Ia"
gene complement (9421..9873)

/locus_tag="ORF8"

/note="putative transcriptional regulator, Fur family"

gene 10369..11169
/locus_tag="ORF9"
gene 11240..11662

/locus_tag="ORF10"
/note="putative transcriptional regulators, TraR/DksA
family"
gene 11726..12661
/locus_tag="ORF11"
gene 12519..13211
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gene

gene

gene

gene

gene

gene

gene

gene

gene

gene

BASE COUNT
ORIGIN

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621

6299 a

ttggctcctce
tctcgatccet
cgtggcggta
gtcgcagggg
ttatcccatc
gcgtattttt
ttgtttatat
gttactattg
atcaacgacc
gggctgactg
tcgatcccag
gatttctttt
acgctaagca
gcgcacaaaa
atttttggca
gaactgccga
gaggataaac
ggtggtaaaa
gtggccgcta
gatgcactgc
catcatcgat
gcggtggaaa
accgttatca
gtattaccag
tggatgagcc
tgttgctctc
ccacccgtaa

gggcggtgcet

/locus_tag="ORF12"
/note="putative carbonic anhydrase-related protein"
13278..14207

/locus_tag=

"ORF13"

complement (14224..15033)
/locus tag="ORF14"
/note="putative inner membrane protein"
complement (15049..15876)

/locus_tag=

"ORF15"

/note="putative ABC-type Mn2+/Zn2+ transport systems,
permease components"
complement (15870..16730)

/locus_tag=

"ORF16"

/note="putative ABC-3 protein"
complement (16727..17548)

/locus tag="ORF17"
/note="putative iron transport protein, ATP-binding

component"

complement (17552..18446)
/locus_tag="ORF18"
/note="putative periplasmic solute binding protein"
18719..20677

/locus_tag=

"ORF19"

/note="putative threonyl-tRNA synthetase"
20547..21521
/locus_tag="ORF20"
21518..22864

/locus_tag=

"ORF21"

/note="putative dihydroorotase"
23090..23947

/locus_tag="ORF22"
/note="putative porphobilinogen synthase"

5549 c

tgactggcac
cccgggcgeg
ttgcacgatc
caatcagtga
tttggcttga
gaagttccgce
ccctgcectgge
aaagttgtgg
ttaatatgtc
gtattagtgg
aactggcacc
tcgctggctg
aatatggcat
ataaagccac
agcgcaatga
agccagcggce
cgtttaccag
atgtaatgga
ctgagccgga
gtcattttct
acctgaaatt
aactcgcgcg
ctgggcgatg
agggacagtt
ggtatctgcc
tgtgctgaca
cgatctggcec
ggtgatcacc

6048 g

agacgcccga
aggaactact
tgacactgac
tctgtgacac
ccagttttac
attgtgcata
ggtactgtct
gactcctgtc
agaaatggcg
ctggtacaaa
caaatatccc
gaactatggg
caagactttt
catggatctg
cgcacagtcc
aggtacccgt
tggtaaatat
ggcggtggat
cttcattatt
tgagaatcat
acaatatgct
ggcgatgtac
tggggagcca
tcactgtcgce
atggtcagca
ggggcgggac
gatccttttt
cgttttggtg

6300 t

cctggtattg
ttccettgta
agaatcattt
accggagagyg
cgtaccgcat
aattactttc
gcctcagtag
acattcgccg
tttgcactgc
atgacgccgg
actctggaaa
atgaaggtgg
gttctgagtg
ctgtataacg
ctggtcagcg
cctttaaagg
gcgatgccta
accagttggg
ttgttggatt
ccgttaatga
gaactgacac
ccgtcaacgg
tggtagtgct
taatgcaggt
gaattgtgac
tggcaatggt
tgttcgggcet
atcgacttgg

cttgatgaac
aaaaccaagg
gctgaccgtg
gtattggtat
ccccatacag
tgagagtcag
ccagtgctgc
gtccgccgaa
atttacagga
aatttaaaaa
cattgctggc
gtggcgaagt
aaagctgtgt
atgtcctcac
gctggaaaaa
tgttcgtcta
cggccataat
gaacgacttc
accagacggg
aactgactcc
cggggcctgce
cgaagtgatg
gattgggttyg
gctgggagca
ggatttacgc
aggggcgttyg
atcctccgge
tgtattaacg

ccaccaatca
gaattaccgt
ttctcctett
cagaatacct
gaaaggcgtt
tgatgaaaaa
tgattttcct
aagggctgtt
tcgtattgtt
ggcgatgggc
agccgaacct
gacgccggat
gttcaccact
gctgggtaag
gaggttgaat
cgactcaggc
tgaggcggcet
ctgggaaagc
cagcggtgcg
ggctgttcag
caacgttgat
ctcatgtcgt
atgttattca
ctgaagctgg
gtaccgagga
ttacaaacta
gcgtcagcgg
ctccccegtat
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1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281
5341

cggcgtttgt
agcaacgcgg
cgctgaccag
ggtcactggg
tggtgttgcet
gagaacagac
tttgttgcgce
gcttaatggt
ctttgtgtgg
tactggcacc
ttatcatgtt
agaaaaataa
tatgaaagca
gtgatggctt
cgtattggtg
ttttttttgt
gtggtcagta
atcagaggat
ccctgcectgt
atatttcttc
gacgaaatta
ctctcteccge
tgggctatta
aaacgatgga
ttttattgtt
gaaaaagccc
gattcccatg
cttgcctgga
ctggtcgcga
agtacatgat
aggtggagcc
gctaaccgtg
ggtaatgtcc
ttcgggattt
aggccgtcecgt
tgtgagggaa
cggttgcatt
agaagggcgt
tgctgaaaca
tgacaccatg
cagcattcag
gctgatcgat
tgaagcgcaa
cgttgtttca
tttcgagcag
ggagacagaa
gacccgtttc
cttctggctg
gcgccagggyg
tgctgagtca
ggaactcgtt
cgccctgtta
tcctgttgag
gtatgaaagc
gtacaacact
gatcttggga
cacattcttc
ctcatgaata
tccecgecact
aaggcaggcc
agactgtatt
tgaaaaaatg

tggtggtgtg
agctgagcat
ttatttcatt
tggtctggga
gtttgctttt
agcgttgtcg
actggcaaca
gcctcatctg
cgtctggggt
gcaggaacta
actcgcacga
ggctctgatg
accgacaatc
ttagatattt
atttaaccct
acagcacaac
tgttggatta
aaattatttt
tgcaaataat
attaattcca
taaactctct
ccggaacaat
ctcaccgggc
aatctactga
acgttataac
atgcaggtgce
gattgatcgc
tgaatcaaca
tcccgatcat
atccgtctgg
tgccacacag
ctcaacgatc
gaagtcagtg
ttgggagcag
gttgctgtca
ggtggtgcag
tgctgcacat
tttgatcagc
tttacctttg
gtcactgtgg
tcacgcggag
cagattgaat
aaagaaaaac
cagtttggac
gccgctcagg
gaatatggga
tggcaggtga
gccagccgtce
ctggggggca
ctgaagttca
tttattggaa
acggatgcag
ccctggttcg
gaaaaggggg
attcagatgt
ctcaaggact
tgtgatgcac
aataactggg
gctgctgcaa
atcaacgtag
aagctgccgce
atcccgggca

tgttccgcceca
ctaattctct
ttttcgggcyg
ttagccacct
gtcctgttac
ctggggatta
tcgttgatgg
tgtcggcatt
gcaatattac
ccaattggca
aattcgtcca
tcttttattc
cttgttgacg
taaaatttat
ttcctcecgaca
cataatctat
ttgttccgca
ttttgataaa
ccagagaacg
gtatctggta
cccggagcgg
ccgtagacga
ctcctgtaat
tgttttgatc
ataacacatg
agtttttaaa
tgcgattgca
ggctcttcga
gcctttggcg
attgtgacgg
gtcggcggag
ctggttaatc
caaattttca
ggaaaacgac
ttgttaatga
aactctcccg
tgcgcgaaga
ttgtcattga
cgggcgatga
tggatgcgta
aatcgttagg
tctgtgatgt
tgatggcgat
aggttccgcet
cacccggctg
tcaccagctt
tggaaaatga
cggaattcgc
tgtggtgggc
tcatgtctaa
tggatatgaa
aaatggcaga
aagaatgaat
cagatttaca
ggttgcccat
gccagacggg
cggtaccatt
atatcaccag
accgccagtt
aggcgagcca
catcctgatt
tcagttctgce

tagcagtaat
gcggtcttgce
atcagcgagc
ggaataattt
ggtggcgctce
acgtgagtcg
tggcattaac
ttgcaggagt
tgtgtggcgg
ttattacggc
gaaatacggc
attctgaagg
gttatatcta
ttatcgcctg
atcagggcaa
tgcttttttc
gtttgagcaa
tttgctacag
ataaaccgta
tgcgctaatg
tgtgattcgt
taatgcagtg
tttcaagcga
gtgccatgta
ataagtgagg
cttgaagata
cagcaatatg
tgaaatctta
aaaaggtgag
agatgcggta
ttgtttttac
cgaacacaac
tggcgataaa
actgcttaac
tatgtctgag
gactgatgaa
tcttcttcecte
gtccaccggt
cggtgaaagc
caattttctg
tgaaggtgat
gctggtcctt
tttacgttcg
gggcaacata
gcttaaagaa
tgtctttcge
gctggatgga
aggttcatgg
tagtgtgccg
ctggatagat
tgaatcagaa
agggcctcaa
cgaaggcacc
acaattcttc
atagcgagac
atgcaataaa
gctggtaagt
agccaccacc
tatttcccgg
tacaagtagc
gagcaccatc
tggcagttta

gctgttgttt
catctctttt
tgccagctct
gcctttcgceca
tctggatggt
tctgcgecatc
cggcgtgatt
taagcatctg
cgatatagtc
gggcattgga
ctgttaagca
ttgaggttgt
ttatagagtc
actcgatttc
attactttaa
tcaatgtaag
ataaaaaaaa
cattctattt
gccggttttg
cctttttett
attttcttac
tccecttgtac
tgttatcttt
aggaaagaag
tgccaatgtt
tcctggeatc
acactggaga
ttgactggca
acctccggcet
ctactgcttg
aacgccatta
gaatatctga
cgcctgccgg
catattctga
gtgaatattg
aaactggtag
gaagttaatc
atatctgagc
ctttcgacgg
aaagactacg
gaaaggagcg
aataaagttg
cttaatccac
cttaataccg
ctccggggceg
gcccgcecggce
gtcgtcagat
tcgcaggcag
aaaggacgtt
ggcattggtg
ctgcgcaaca
aagtggcggc
cgcatttgtc
cccagctttt
aaaacgtctg
tgcctgegtce
cttggggatc
agagaactta
gcgatggtaa
agtaactgag
aaaccatctt
aaaagatgaa

cattttaaaa
ttgttcgggg
gtgctgttct
gtgttcagcc
gtgctggcag
gagatttttc
ggatttgttg
ttgttgttac
agccggacga
gggttgttta
catataagac
tgacgccaat
aggtaatagt
aatgattatt
cttcaatatc
tatgaatgag
tagtcacaac
ttacgataat
cattcggatt
tagcatgact
tctcaatcag
ttagagaata
tcttgtcctg
aactggcaaa
tctcttactg
aataccctgg
ggtgttgatg
gagcctgtta
gcgttcagca
tggatcaaaa
aaggcgatga
ggagatgtaa
ttaccgtact
acaaccggga
atgctgccct
aaatgagcaa
gtctggcaaa
ctctgcctgt
tggcccgect
gttcggaaga
ttgttgactt
accttatcag
gggccagaat
ggctgtttga
aacatacgcc
cttttcatcc
caaaaggtta
gtggcattgc
ggccagagga
atgcccgtca
gactggattc
attattccga
gggtgccttc
ttgaaccact
gtttcctgat
aagggaattc
atacttatgc
atacctgttt
ataccgtgac
atgtgctgag
tccttagcag
gtaaaggtgc
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5401
5461
5521
5581
5641
5701
5761
5821
5881
5941
6001
6061
6121
6181
6241
6301
6361
6421
6481
6541
6601
6661
6721
6781
6841
6901
6961
7021
7081
7141
7201
7261
7321
7381
7441
7501
7561
7621
7681
7741
7801
7861
7921
7981
8041
8101
8161
8221
8281
8341
8401
8461
8521
8581
8641
8701
8761
8821
8881
8941
9001
9061

cgtcgtttca
gataatcagg
ccatgtcaca
ttggccaggc
cagactgaga
cgccceccecegtce
ggtgcatcgc
taatacagga
cgctgtaatt
taccaccaca
gccgacaaat
aataaccgca
cggaacggca
ttcaaatatc
gggtaaagag
gcgaacattg
actcaggtat
tataacaacg
agcgtgcgtg
gagttttgtg
ccctgcatca
atcactggca
tcccattaaa
cagcagtcag
agatgacgcg
caataaatat
gttgagcagt
gccagttgcce
gtagcccagg
ctgattactt
ctgttcaaac
gttgaccagg
acagcggcat
tccttccage
cggtctggga
cctgcttctg
gcgggagcca
gttttccccce
gagttcaggt
tcttcecggece
tgtatggcac
ataacgactt
attgatattg
ttcgccgaca
cttgtcccat
ttgcagttct
aagcaaaccc
atcattcgtt
ctggggtgta
ctgttcagat
gcgcgcgagyg
caggaagaag
gttattcagc
gtaatttacg
gggaaatatc
gttcattgcg
gacgggctcg
ctcattcact
tccatagcct
aaattgtcga
acgaggttcg
caccatccgc

ctcagccagc
aataacggca
tttcgccage
ttcaacgacc
taggggataa
tgatagctgc
gaacacgaac
ataaggtcct
ctttccttaa
ggaaatgccc
agtgtcttca
ttgtcaatga
aacagcagga
gtttgttgag
acagcggagg
ctgccagctt
tcagtcactt
tgttttgcct
gcccgcagaa
gtttcactgt
ttaatgagac
gcactttccg
acgaatgatt
gctctgaagg
tgatactttc
taccggcatg
cttcgtccgt
ttgctccccce
cgcgtccegtt
cacagacatc
gctcacgggt
gggctgagceg
ccaccgcgcect
tggtcacatc
actggaattc
ttgtcagtat
tgacgggtat
caggatgttc
ctggttgtcc
agcgcataaa
tacgacgaag
cgcgtggttg
aaatttttta
tcttcaagat
ttgcccatac
gcaggatgaa
agcacattcc
ccgcaaagcc
ttgaaatcat
cgagacccgt
tgaatattct
cgcacactct
gatttcgaca
taagggccat
aggtcagaac
gaacattcaa
ccgggttttg
tcgatgcggg
tttgccgatg
tgcagaagtc
atgtttggcg
tctgtcaggce

gagtgatccc
tggcttgcgt
gtggccattg
cgttccagag
agagccatgg
aagcggaccc
ggctctgaaa
gaccgctgag
gtccactgtc
atacaaacga
gaacgtcggg
caggctgaat
aaaggcatac
gaaattcagc
gtgcaggttt
cccgggceatt
ccagaaggcc
gtggcggtat
ccaccagaat
cgctctgaaa
cttcccgaca
tcaggatatt
gcataaacac
cagaacccac
tgccacgacg
ccgcacatga
taagaccgga
gccacactgg
tgtggtatgg
cgcatcttca
ataaggggaa
ggttaacatt
ttcatagccg
accgtaatgg
gcctgtagcece
aaaattaccg
ctgatactca
ttcaccgcag
aaacggattg
ggaggcacct
aagcgccgcec
gttcataaaa
catccagagg
caatgccttg
gtcgtgcctce
gatcactgcg
ccaggtcttt
tgttaatctc
catccattgc
cagcgaactg
cctcgctata
gggcatcgaa
tcttctettt
cattggcgga
caccgccatg
tatgccagcecc
cccgcttcececa
tcccggcacg
cagtggagaa
gttcgatcat
gcaggatgcc
tgcgccagtc

tgcgtaatca
aatgaactga
tagccaggtg
gcgcgtatgt
ttgatgggcg
aaagctaatc
aaccgccacg
gccgagtttt
gtcagtcagc
ataaagtccc
ccagctcgtce
aaaatctgac
tattgcagca
cagcagatta
atcctgcaac
gactgccagt
ctttctgatc
gaggtgacag
gccatcatgc
acgtatgcct
tacaacggtc
aaacagggta
ggacctcagc
cagtcccgta
ggaaagcgct
gggccgacaa
tagccatcat
aagccggtag
actttgtacg
taaatttcga
agcgatagac
tttaccgatg
cctataacaa
caacaaatat
catattaaag
gaactgagca
tccagtacga
aaaagcgcca
gaaaaaaaag
acttcgtgac
atacccaccc
ttaccctttg
gacaacttat
ctccgctaat
actgcgttgg
gtttttcaaa
cagcgtggtg
tcttgtcagt
ctcacagaat
gcatgcggtyg
attcagcggce
ccgattcaga
attcaccgtc
ggtggattgg
aatgtcgaaa
aggtctccct
gagaacaaaa
aagcatggta
catgacgtca
actgatgatt
taactttgca
ctctccegta

agcatccccg
cggaggatat
agctctgtca
attgcgcctg
gcattaaaaa
atacttatac
acattacagc
ctcaaccagg
gaaagagaca
agactaaaaa
gttatattct
agcagccatg
acttttccac
attaccggta
agcaactgca
accggcgcac
ttatcagcaa
agcgtttgcecce
tgatttagcg
ggcgtatcaa
gatcccctga
gattttcctg
acgcacagtc
ctccttcaga
gacggaactt
ggtacaaacc
cattccattc
caagcacagg
aacttcccgg
aaagacggtg
tgggatcgcet
agccattttc
tgtattcacc
ctgctccagg
agcgtgtttc
acgcaacctt
ccttaaggta
atgaactgtc
aaggagtaat
tgtcaacgac
cggccggacce
cattacgtta
cggatacgcc
tcatttctta
tgaattaact
aaggcatccg
gcaagtgctg
tcaaataaaa
ctggcccgcece
tagagccgtg
ttacgataat
atatcgcgca
accatgccgg
gcaatctcat
tgggtaccaa
tcaccccagg
tccagcggat
atatcctgtc
ccattctctg
tgtgggatgt
aaatcaatgt
tcacgggcgce

caacaatgca
ttttcagcat
gacgctggtt
tgaaaaacag
gagaaagcgt
aagcatgccg
cgaaaccgct
gatccagcgt
accctatcag
gaccgtaatt
taagcggctg
ccccccatac
accaacgatg
tcttttgacyg
ctattccctg
ctgatgtttc
aggtcaggag
actcctgctg
catcaagggc
ccaggcagat
aattacgctc
cactttctaa
ctcatcggca
ggacaggccc
atagataaag
aggaaaaagg
aaaaaaagca
cacctcgtca
gccgggcecatt
attcatcact
gatgtggtta
cagcaggttt
tttcctgaaa
aaaaatctgc
cagcttctct
tgcaatcctg
actggcataa
aggggtcaca
aaaacgggtt
caggatatcc
cgcaccgaca
taacataaca
atgaggtatt
aacgatcggc
tttcaataag
ctgattgttc
cggcttcatc
tggcaagcgc
atgcatcgtg
tcagcgaggce
gtgcgcttag
gggtaaaaaa
tgtgaagcca
tttcatgatg
ggtaatggca
gtgatggcca
cgcgtttata
ccgaaagctt
caatgtaagc
gctctgtggg
gcatttcatg
gctgaataat



Anhang

131

9121

9181

9241

9301

9361

9421

9481

9541

9601

9661

9721

9781

9841

9901

9961
10021
10081
10141
10201
10261
10321
10381
10441
10501
10561
10621
10681
10741
10801
10861
10921
10981
11041
11101
11161
11221
11281
11341
11401
11461
11521
11581
11641
11701
11761
11821
11881
11941
12001
12061
12121
12181
12241
12301
12361
12421
12481
12541
12601
12661
12721
12781

tttatcatct
atagcggaca
ataaaccgtc
ctccttttgce
agatagcagc
ttatttggtg
ccgttcggtce
ggctggatcc
ggcagcccgt
aatactgacc
ctcgcccagt
ctgcagtgta
ccagtcatac
aattttggca
gctggatgct
aactactctg
catcgttaat
cgttgatgca
gggatccaga
attttactgg
catacccagg
gactacgacg
cggggagtgg
aaaaacgacc
aatccccagg
tccatgccgg
attgacgcag
gaggatgacc
gcaggcgttt
ttgtggaacc
gtcctgactc
ctggcaaaaa
agcggcgaaa
attctctggt
ctggcttaac
aattttatcg
gatgctgcca
ccacgaaagg
tccagaaacg
cagacagata
tgaaaaagga
gctactcagg
gattcagtac
taaatatcag
aatgctaccg
tggcatggaa
caatgctggc
tctttatctt
tgtgttgaaa
ttcaggggat
ttatcctctg
tatcccttat
gcagtttagc
ctggcttgtt
gagtatccgt
tgaagttgct
tgcggtggct
cgtttttcgt
cctgcatcct
aaaacccatc
taatttgtgg

gggctgacga

atatcagtaa
atcatatcaa
acgccgcata
ataccaagcg
acacgaacac
atagtacgat
ataccatgtc
tgctcaatag
tgggtcagag
tgcattagcecc
tgctgagtta
gcaagggtgg
gttttggcta
ggaagccggt
atgaaaagaa
ctaaaaaacc
gacatgagtg
gccagtaaca
agctggattc
aaacctcagg
taagtctcaa
gtggaaagaa
aaagcctgcet
ggttaccctt
ttgcaattat
attacgattt
ttttgccgga
gtccatttca
accgcagcaa
aggcagcagg
acactgataa
tgcctggcag
ttgacgattt
ggcagcaggyg
aggttatttt
gtacaggaca
gaagattaca
caggaggtgc
ggtgacgaag
gacagagaaa
gaatatggct
cccaccgcag
cgaaagaaat
atcaggcagg
gatattcagt
caaattgacc
ataaaccttc
cttctggacg
gcatttctgg
ttgttactgt
actctgagcg
tcgtccacct
aaagactttg
gagaaaggaa
cttaatcctg
ctcgggacag
aacggtcaga
tgtgcaccct
cataatgccg
aggtcatacc
acgtgtcatt
gctaaatgca

tgttacgcac
aagctacaaa
catacatgcc
tgtttgttag
gcctggcgcet
tacagtccgg
cagtgagatg
gaataacatg
cgaaacgctg
gttccagtat
aatcgtcatg
atggcgttgce
ctggtgttgt
attattgcaa
caccgctcat
ttcttacaca
aacttgatgt
attttgtagt
cgcgctgaaa
tagcagccat
agcatttttg
gcttattccg
ggcagaacag
ctatgtggtt
ggccgtgcecce
tcatcgggtg
tgaaaccgat
tccgcagcgg
ggggtttttc
gagcatcaat
ttcattgaca
atttggtgac
tgccctcecgcea
ggggattttc
gcagcggcag
tgactaaacc
tgaatcctgt
ttgatcatat
gtgacatcgc
gccgcctgtt
tctgccggga
aattaagtat
aaagcggtgg
tatatatgag
ccactaaggg
tgccgataga
tcagttcacc
aactgacaca
tatctcatca
cgcgtaagtce
ccgaactcag
gcccggcectte
gtaacaggat
tgccggcaac
aagcaaaatc
ccgtgcaaac
atctgatgtt
tttgtgaagc
ttgcccgtat
ccagtggtgt
attcatgatt
gacggggata

gaaagtcaca
ggttctggeg
gattttgctc
tttaatcatt
aattaacagt
acagatacca
tgattttacc
atggcagtta
agttcttgcce
tcggtaaagg
gctcatggcc
ccgcaaacca
catatttccc
cttgattgca
tatccttaat
ggcacacaaa
ggatggcgtc
atttcagcag
aacctgctcg
cctctteccecce
tctcttgttg
gttttccagg
attatgttct
actgaggtag
tggggaaatt
gcgttactta
aaaaaatacg
ctgtgggata
tggctaccgg
ctcgaattca
aaggaagaac
cggcgctgcec
ttgcgccagt
cacgatccct
ttaatgttat
tacccgeget
gcaacaggac
agaccagatg
cattcgtgaa
gccgaaatat
tacaggcgaa
tgaagccaaa
ctcaggcagg
tattgcagcc
tgacggtgag
catcgcaggc
tgaagctgaa
aggggaaatc
gggacgtagt
gttaaattct
gcaatctttt
cgctgcactt
cgacaggctc
cccgcacagce
actgcctgtg
ggttgtcaag
ttgcgaagat
atttgatatc
tcactggaaa
caacaaaggc
atgtttacgt
tggatcctat

tcgtatccgce
tgcccaagat
tctttaaccg
acgtttacct
cgtccggaat
tgactggaaa
aattcaatgg
tcgcattcaa
gagtcggtat
gtcacacgat
tggctggcat
tgtgtgcgca
cctccgagtce
ttaacgttta
ggttttctgg
cggcgaatga
ctgatagcaa
acagtatcag
aaaaacggtc
tggtccgcta
atacggtcat
agcacctcaa
gtaataagct
ccagagccat
tacagctgga
tcgatgagcet
atatttcgtg
cctgccattg
gaagggatga
taagctactg
gcgcagctat
gcctgactgt
gtttactcac
ggcccacgaa
gttataacgt
gaacgagaaa
tacttccggce
aagcaacaac
gagcagttac
gatgcagcgc
cctatcggtce
acaaaggagg
gggcagggta
aaacaaacct
ggcgagtcat
aggccggtat
aaggggatcc
acaccggcat
gatgaagcca
aatcactccg
acggttaccc
agccgccacg
ccggcagcag
cagcgaagct
attgaactga
cggagcgacg
gctgcccgtce
agggttgagc
ggaagtaaaa
ctatatcgat
cggaccttat
cattatccat

gaaaacgcag
ggcaaaggtc
gaactaatag
cattattttt
aagaaaaaaa
gggtaatttc
ccgcttccag
aaagtcctac
aacgctggac
cgggagcctg
gttcaaggca
acgtttgcett
atgtcatttg
gcggcataag
gggcagggaa
ctgtatccgt
acacagaaat
cagcagaagc
tgcggatttt
tctgcgagaa
gcttaatgat
taaaggaacc
cttattaacc
acatcccctt
tgaattgctt
tcaggatgcc
gagggtcatt
cttcatgggc
cctggcatta
gaaagccggg
ccgtcagcaa
tattggcgag
tgaagaggaa
agtggcccgg
ttcattacgc
aaatcctggce
ggcttatccg
tgcaggataa
gtctgctgtt
ttatgcggcet
tgcaacgcct
aaaaagttga
gggatgagag
tatgccccgg
tatcctgggt
cagcaaaggt
atatgtctcg
tattgcaaca
gtattgagat
gctggaaagc
tcaaagtggg
tcgcgggttt
aaatagccga
gggcatgggt
ttgattatgc
aacaggcttt
ggctcaataa
atcaggaaag
atgttacgta
cccaccgcgg
gcggttatcc
tcccactcta



Anhang

132

12841
12901
12961
13021
13081
13141
13201
13261
13321
13381
13441
13501
13561
13621
13681
13741
13801
13861
13921
13981
14041
14101
14161
14221
14281
14341
14401
14461
14521
14581
14641
14701
14761
14821
14881
14941
15001
15061
15121
15181
15241
15301
15361
15421
15481
15541
15601
15661
15721
15781
15841
15901
15961
16021
16081
16141
16201
16261
16321
16381
16441
16501

atattcagga
gaacgtctat
ttattggatt
ataatgcagt
gcgtggggcece
tttcagaaga
atgaattctg
gttattaatg
gttttattaa
gtttccttga
agggagatct
aacatgaaat
ttattgttag
cccagtgttt
attcccgttg
taaaagacat
cgcatggact
cgatcagaat
gatggaataa
cgcgtgecgt
gatactttga
ttgagtcact
tagaagtcca
ttttcagggg
gtatctaata
gaaccagatg
ttttgttgaa
tattgcagaa
ttcttgtttt
gtcctgagta
ttttctgcca
ataagtttgc
atccacggta
atgcgcctgg
gctgaggcca
ttcttcaata
aaatgaaagg
ctcattatat
aacaaccgtt
taccagagcc
aactgcaata
tagcgtggcg
ccgtagtcca
tttaattccg
ggcgtttata
tgagacatac
atcctgcecttt
agccacaaaa
aaacacggca
agacagcagg
gtcaaagcgg
accgatcggc
atgagggtct
cacgcaccca
aagcgatcag
aacgcgccta
atcttaagcc
agtaataaat
agctgaagaa
tttaccgaaa
atcaaaccaa
cctgctgccea

cggggtggtt
tgcccaccgt

caacagcgtg
tgtggatggc
tgattccgat
agtggccagt
agtatggctc
tagcaaaatg
agaggtagcg
tgcggaatcc
gaatgctgag
tgataaactg
tcatgcaggc
tatttccggg
ccttgaatcc
aacgataacg
gaaaaaacac
ttttgtggat
cgcttatcta
tgcatactgg
aatcatgctt
ggctttattt
tgcctttgag
tattgatctg
aaaggtgagt
ttattgtggt
taaataccca
gccggtatgt
ttattctttt
acatcttgtg
gtaaaatcaa
cagctactgg
ctgggattag
taaggcgttc
tttctgtaca
gaatagtcgc
agaaagataa
ttaaagcttg
ggcgcaggcg
gataaagcca
gcaccgggcg
acaacagtaa
ctgaccctgg
gtaatcagca
ccaagcatgt
aaaatcagtc
atgcggctgt
gctccggtgce
tggctcatgg
gcgcagggaa
aaaggttcaa
ggttcgccag
gagcgaccac
gaaagctggt
taagcagcca
cggtctgtaa
tttccggatg
ctctccattt
tatcttctgg
caggattcag
tgatgacatc
gcccgccaga

attcactcaa
gcaatagtgc
ttgtttaact
gttaccttgc
cttaaaagtt
accaacgtta
ggctagtgcc
atacttgcct
gtgaaacttt
gggttgattg
tcaatggtaa
gccgatcatg
actacgacgg
ccgcaggaga
caaatagaaa
ttacggccgg
cgcggaaatt
ggtgagcgaa
ttaagccggg
cataaggggc
tgttctgagg
atcaggcagt
ggagtgggga
ttttgtctcg
caactacctt
ctttgataat
cataatcacc
aacttatccg
ggtttagctg
catttcgcgg
tcattcecgtt
cgtgcgccat
tgaccagcct
cgaggaaacg
acgaagtggt
ttcgtgecctg
ttgctttttt
agtatataaa
cactatcaat
cagcgatgaa
cgataagcaa
gcgaaatcat
cctgctgaat
gtataaataa
cgccaaagag
cggaggcgaa
tatctttaat
ctaatggcaa
catcccccat
cagagaccag
tgagcatatt
taagccatgt
gataatgcca
gacactgcct
ggccgttgeg
tgccgaaacg
taatcctacc
taataacaac
cggaaccgcc
cgagatgata
ttcttttaga
aacaaacgca

aaagcggcgce
atggcccctg
gtcatattca
ctgagaatac
attcgagggt
aactggtcga
gttaacgtaa
cttctttcct
ttattaatga
gcgatagcct
tggatttctc
tcctgattgt
aagtcgccat
gtttctggct
aacatttact
aaagtattaa
gccagagaat
gccatatgtg
aagatgtcgt
tgacatgttc
tagtagatat
caattgagca
aaggcgctat
taaaactaca
tctatttttc
gatcccaaca
tgtttgcagt
tcgtgagata
tttgttgaca
agatatgacc
tgtataacga
ggagcgaaca
ctcttgcatc
ggaggatatc
atgaaggatt
ctgaggctca
cataaaatat
aataactata
gaaataagag
taatgcgttg
agagacggat
gctcagtaat
atcaaaacag
ggcaatggtg
gatatgttca
catacccgaa
atatccggta
ccctacaatc
cagagcccaa
cagcgcgatt
cagcatttac
accggggega
cccgttacgce
atggtcaccg
ccaggcgtta
gtggagaggg
gcccgcecgceat
gtaataaccg
aggatatttc
aataatccaa
cgggtacgtt
cccaccgaga

gccagtgaca
tcaggttgac
gactggttgt
ctatattcca
agaccccgct
aggttatcag
caccgtatta
tttgcggaag
tctgacggtc
tattgttgat
acatgctaaa
gccggaacaa
gctgcgtaag
ggtccaaaca
ggcgtgtttg
tggggacagt
agcgcatggg
ggaacagaag
tacagtgaca
ttcctggcgg
tctgcecgtgt
cggtttaccc
tgcctgacac
atacccggtt
gctaatgacg
tgtgaaacat
ttatttatta
atgccgagac
gtaatagtat
gcccagtccg
gtcttaacaa
taatcaagaa
gaagatgatc
tcagcaacgc
ttgttaactt
gcgaatccca
caacatcctc
aatatcaggg
aggtaaacgc
ctaaatcgtt
aaaataatcc
ccgtaataga
taaagcagga
cccgtcectgga
agcggaacat
aaaatgatac
agtaaagcac
caggccagta
cctttcagca
atcagggcat
gcggtccttt
aaatgaacac
catcaaggta
caatacagac
ccacaaggca
ttaacagaag
gattttcatc
aaataatgcc
ccagaatgat
gcgcgaaaaa
gattaagaag
agggcagtcc

ataggaagcg
gagcgggtat
gttattcgct
tcaacggaac
tctttacaat
aagttacgca
ttaacgattt
aggcttttct
atggatttta
attattcttg
aaaagtatca
aatagtcata
aatggggaga
gataatatta
ccgcaaggag
tatcactatt
catcgctctg
tgggcaacgc
acactttcac
agttctcagg
gataccacgg
gcagcgaaaa
actattctac
ttgtagccat
atgcatttct
ccagacctct
cctctttatc
ccttaacata
acggactgat
tgaaaaaatg
gttcagatac
aagtaaaaca
caatcagtgt
gttcattata
tcgcctgact
cgcagctata
agagatattt
caaaaagcaa
cggtcgttga
gcgtcaaaag
ccacggactt
gccatccecgt
aatcacgcca
gtatgtcggt
ccggacggac
ccagcagcgt
aggataatcc
caaccccggg
cgagaaaaac
aattgatgaa
tgactgagaa
cagcaagaaa
ataacttgcc
caggcggggg
gatcaccatg
gaaaaataat
gaaaaaggtc
aatgacggta
tgattgtata
ggatgaaaag
gaacatgctg
cagcataaaa



Anhang

133

16561
16621
16681
16741
16801
16861
16921
16981
17041
17101
17161
17221
17281
17341
17401
17461
17521
17581
17641
17701
17761
17821
17881
17941
18001
18061
18121
18181
18241
18301
18361
18421
18481
18541
18601
18661
18721
18781
18841
18901
18961
19021
19081
19141
19201
19261
19321
19381
19441
19501
19561
19621
19681
19741
19801
19861
19921
19981
20041
20101
20161
20221

gcgccagcta
ttcaacatca
atggcattga
ctttatcttc
gcaatatatc
taaatgtcgt
cacaatattc
ctttcagttc
aaggctcatc
gcttcttttg
cacgctcaag
ccatatggcc
caatttcctc
gcatcccgag
atagtgtgga
cgctgaatga
ctactgtgat
gtaccactgt
ctgcgctcag
cctgacgggce
gccggacttt
tcggccatag
cgctcgatac
caagcgtctg
ttccectgatce
caggcgacat
ttggagtgat
tttgaaacca
gctttatatc
aactgacttc
tcgtgatgac
taaaggtgct
gaaatcactg
cacaggctat
tttcatggcet
cgttaaaatg
gaaaatgtca
ctctctgaag
ttccgtctecg
gaaagcaaag
cccgattcgce
ggccaggatg
taaacctttt
tgaaaacccg
gcagcggggce
gacactatgc
tcgttttcta
caacaatgta
tggctggctt
gctggatttg
gtggacaatc
cgttgaggtc
ggataattat
caagccgatg
cgatttaccc
gctgcatggc
gctgcaacag
gcaatttgga
aagcgacgca
attacaatgg
gttacgcgac
gcctgagcga

ctccgggtac
gataacagga
gcatgtattg
atattcagcg
tgactcactc
ggcgacagga
ggatacggag
gccaagcagc
aagaaggatt
ccctecggat
cgcatcatta
ataccggccc
ggactgaggt
aagtgaaatc
ttttccggaa
tgcattctgt
gcctgccgcece
ccgggtagtyg
ggaatccaca
tggtttattg
atcgattacg
atagagttct
cagccagcgce
acggatcttt
gtatttcacc
ccaggcatga
acctgtagtg
gagttcgagg
tccggttgta
ggcggcgtcce
cttaaacttt
taacaggatt
tttgttaata
atttaaatga
tatgcaagcg
tgcattaatg
gaagcgccta
cacgtcagaa
aaaagcgctg
aacagtggaa
cgaggttgtc
gttgaagggc
actcgcgatg
ccgattatta
gagaaattca
catctcaggc
aaaaatatga
cagctacagc
gagaaaacgg
tttcattttc
tttcagtcgc
aatacgcctg
cgtgatcata
aactgtcctg
gttcgcctgt
ttattacggg
gtcgaggggg
tttgaagagg
gactgggata
tcggtaaatc
gcgattggtc
tttgatattg

gatagaatgg
taaaaaagca
ataaccaaaa
gaaggttgat
tcaatgtttg
ccgcttgccea
gtaaggttat
gtgatgattt
actttgcccc
aattcaccaa
acgatcctgce
atcatgacga
acataggcaa
gttccgcatg
ccatttaccc
aatgccttat
tggctcatct
acgttcagca
taaagtacgc
gaaacggtac
ttacgaacct
ttcagtccca
tgttcggcag
tgtttatagg
agcgcatcac
ggatttggtt
accaccacat
ttgaagccat
ggctgatatt
cctgccacgt
tcagcagcat
atctttaccg
attagtaatg
gaaaaattat
ctgatatctc
caacatagtt
taacagagtc
aaggggcaac
tgtacgcgga
agctcaatat
ttctccttet
aactgactaa
acctggggat
aagagcaggt
aatcaacgga
agttcacgga
agttgcttaa
ggatttatgg
cagaagcgga
aggacaatgc
ttattgccta
atgtcatgga
tgtttacgac
gggcggtatc
ctgaatttgg
tccgeccattt
aatgtaaaag
tcgcaatcaa
ggctggaaaa
ccggtgaagg
gtgactggca
gctatattgc

gacagcgcat
catattcctc
ggctccagaa
aatttggctg
cactaaacgt
gcacggtgcc
gcgttgaaac
tcttttcggt
gttgtgcaat
tctgccggtg
gatcttcttt
catcttccac
taatattgcg
aaggggatac
ccagcagggc
ggccgttacg
tttactcctt
gatcaaggta
ccccataatg
tttcgctaaa
gttgcggggt
gatcgcgtgce
ggagggtttc
cgtccgcatt
gaatattatc
ttccatcata
ccggtacgtt
ttgaaaggat
catggatttc
tctgtgccat
aagcgccatg
tctttagttg
ttataacata
ctttatcatt
agacatgcca
gctgttaatc
agaacctctc
tttgcagaac
aattgatggt
cattacagtt
cgcagcgtcet
ggaagggttt
gattgagcag
cacgcgggca
gttgatggaa
cggctttaat
cgtatccggt
cacggcatgg
gaaacgtgat
gccaggcgeg
tatgcgtagc
ccgcagcctg
acaaaccgag
gctgtttaaa
taaagtccat
tactcaggat
tatccttcag
gttatccact
cgcgctctca
tgccttcectat
gtgcggaacg
cgaggatggc

cgccaattag
cgaccattgc
gccagctcat
tgttgatcct
cttttttata
tttcaccaga
caccagggtg
attgacatcc
agaacgcgcg
gcggtaagga
acccgctcta
caataccggg
gcgaagcgcc
gaatcccatc
cgcgttcgaa
ataaacaaca
cattccgctg
ggtgggaacc
tgcacctgtt
taccgccgga
tccectgttga
cagataagaa
tatttgttta
ggctttgtaa
tacataaatc
cggaccctcg
tttcaatcgt
tagctgtgcc
tgcgccaggce
gtcagcaatt
aatagctgtc
aagcatggtt
gcttatacta
taagagctga
cttttaatgc
actgagctat
acttttactc
gttgcagaaa
aaatgtgtgg
tttgatgaag
gtaaaacagc
tattacgatt
cacatgacaa
caggctattg
atactggcag
ggcccattgg
gcttactggc
gccagcaaaa
catcgcaagc
gttttctggce
cgccatgagg
tgggaaattt
gatggccgga
tacgggatca
cgttatgaac
gacgcgcata
ttggtgcttg
cgtcctgaaa
gcctctctgg
ggccctaaac
ctacaggtgg
tcgacaaaac

tgaccaaccc
cgaaatccac
gatgacctgc
ccctgaactg
ttttccggeg
acggtataat
ctgccttctt
acaccggtaa
aggaacaccc
agcatatcta
cgcagcatac
aacgaccagt
tgtgcaggag
attgccctga
cctttaggga
gttaagcccg
tgcaaaccct
gggccatttg
tcgcgtgcga
attttattct
tcggcattaa
aatgcgcctt
cgcagcggtt
gtttcagcat
agtgcattat
gtaatgctta
tgataaaatt
ccctgagcecac
cgggtaatcg
accgtgaatg
agtcctgtga
atctcctgat
tgcaacatag
tggcacagta
aacatggttg
gttgggatat
ttcctgatgg
gcatcggttc
atctgcttga
aagcgttggg
tgtttcecctce
tcgcggtaga
gtctgatcgc
actgttttga
ataagtcggt
ttccggatcet
gtggtgaagc
aacagcttga
tgggtcggga
atcccagggg
tggcgggtta
ccggtcactg
atttcgctct
agagttaccg
cctctggatc
tcttttgcac
atatttataa
agcggatggg
aagcgcaggyg
tggagtttgt
atatgaatct
gcccggtgat
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20281
20341
20401
20461
20521
20581
20641
20701
20761
20821
20881
20941
21001
21061
21121
21181
21241
21301
21361
21421
21481
21541
21601
21661
21721
21781
21841
21901
21961
22021
22081
22141
22201
22261
22321
22381
22441
22501
22561
22621
22681
22741
22801
22861
22921
22981
23041
23101
23161
23221
23281
23341
23401
23461
23521
23581
23641
23701
23761
23821
23881
23941

gttgcacagg
cgtcggtaaa
caagcagcat
tgaggccgac
cattccttac
cgatcgtacc
aatatgttgc
gacgcgagag
tcgattttta
ttcttagtaa
atgttcctca
ggatgctgga
ttttaccgcet
agaatccaaa
tactgctcaa
atgaagatat
gtcatttcag
agcgagttga
ttgaatcatg
tgcaaccctt
cgatactgga
tgcattaata
gatccagaaa
agggaaatgg
gacgcataag
ttttatggaa
atttcaacgt
cgataatctt
tatgggagct
cgccaacgca
tgaggagaca
tcgttctgtg
tcgtacccga
tgctcccacg
cctgtttttt
cgtaaaatcc
cgttatcgcg
tgcgccttcece
cagggggatt
cttccagctc
cgatccgttt
cccctttgaa
cgttatctgg
ctagccacgt
tcttgtgagt
ccattctttc
accggtattc
atttcgtctg
acctgctatt
ttcgtgggat
tgaactcggg
catcactgac
ggcgcttacc
ccgcatcggt
ggcgtattca
tgctgtatca
ggaagctatg
gccgggcatg
ctttgcctat
gctggacgaa
tggaatactg
atattgattc

gcgctcttcg
ctgcccgcect
cactatgcgg
ctccgcaatg
ctgctgatcg
gggaggtgca
cagccaccgg
cggtcgtcac
taaaacggcg
tactggtgat
cgtactgatt
ttttttgcgce
tgtaaacctc
ccgaggcttt
ctatgaaacg
tcttcgtcat
cgtggcatta
tggttgtgaa
gttgttttct
tgcaaaacga
gcgcaacagc
atcaatgaag
attgcctcge
gtgatccccg
ggaaccattg
atgcctaacg
gcctcgcecatt
gacgaactga
tctaccggaa
ccctgectgg
tggcgggcte
gacgcctgcc
ttacatgtcc
ctggaggcgce
aattatgacg
tcttttcatc
actgaccatg
ggcttaccgc
tttaccccgg
aaagatcgtg
agtcatcaac
ggccggattt
aatgggcgca
atttattttg
attattattc
agtcgccgtce
attattgagg
tcggttgata
gcactatttc
ccatccggtt
gtgataactg
gaaaatggat
cacgccgaag
catatcagac
gcaaaatacg
ctgggtaaac
catgaaattg
ccttacctgg
caggtttcag
gaaaaaacgg
acttattttg
cctgttgaca

gctcccttga
ggctgtcgcc
agcaggtttt
aaaaaattgg
ttggcgatgc
tggggacgct
aggttcacct
gtctggccgg
ttcagagaac
ggagaaatat
gcggcagggt
gagggctccc
tctggtctgce
accaaaggtg
cttctgaaaa
aaggcgtatc
cgtgatgaac
tgtgaggatg
tcctgttccg
gcagaagcaa
atcgggagcg
acttgcgcta
ttattccctc
gtatgattga
ccagtgaatc
ttacgccacc
cttcgctggce
aagcgcttac
atatgctggt
tagcaacaca
gtttggggga
tgacatcttc
tgcatatcac
tgcgccagaa
attatgaaat
aggaagccct
cgccgcattt
tggtgcagca
aaatggtggt
gctatatcag
agataatccg
tgtcaggcgg
ccatacagca
ctcaggcata
ctggttcttt
tggtcgctga
ggcaaaacct
tgttgcttca
cgtgtataga
tagtaccgcg
acgttgctct
atgtacttaa
caggcgcaga
aagcgtttga
cgtcgaacta
gggacaaaaa
cccaggattt
atattatcag
gggaatatac
tgcttgaatc
ccaatacagt
aaattcctta

gcggttcacc
ggttcaggcc
gaaggcgctt
atttaaaatc
ggaggagaat
gttactcaat
tgattaagca
tgaaggagga
agtccaggcg
cactctatca
ttcatggaga
ctgaattgtt
gcactggtag
cagaagtcga
acgcagcaag
tctacacttt
ttgaacgctt
gcattatttt
acgtcgcagc
accgttattt
ggatgtcatg
tccggceccgac
ccgaacggaa
cgatcaggtt
agctgccgct
aacaacgacc
gaactacagt
ggcttcgcaa
ggacgatgaa
ttgcgagcat
cgctattcct
ccaccaggcc
caccgcagat
aaccattaca
gctggggcat
ccggagaggce
gctggaggaa
tgctcttecct
gagaaagacc
agaaggctat
ggaggatgtg
ggcggttgat
gaagtacggc
acttctcccc
cccggcacga
aaatcagctg
gcgacaggaa
tgatgccgcg
cagttctgct
agctgtaagg
tgacgcctat
tgagccgaca
tattgtcgcet
aacgaatgga
ttatggtcct
aagctatcag
gcaggaaggyg

ggaagccagg
gatgcatatg

acttatgtgce
agcccagttg
gtcgctaagce

ggtatccttc
gtggtcatga
cgcaagaaag
cgtgaacaga
gcggcgcegtyg
gaggcggceag
aagcagaagc
tgatacccaa
atgggggctt
gtctgttaat
agaacccgcg
tgataacgta
ccgccttaat
gccttctatt
tcatggtgtg
cgaacatgct
tttcccggtce
taaccatttc
gtgcactgaa
aatcggcgcg
aagcctttat
atcctcattg
tggcaggtta
catttccgcg
gtaatgggag
cttcaggcgc
ttttacttcg
gcctgtgggg
cagatcctgg
accccgacaa
gctggcgaac
gtctctctgg
gaactcgctc
gctgaagcct
aagctcaaat
gttaatgaag
aagcagaatg
gcactgctgg
agccatgctg
tgggcggacc
gcatacaaat
atgacgctgg
ctgccactgg
gagaattcag
cgactgcgcec
accgtagatg
gtgccgtcga
caatttgttc
aaatcgctga
gcgctgaaaa
acgacacatg
aaagaaattc
ccaagcgaca
ctgcttaata
tttcgcgagg
atggatccgg
gcagacatgg
aaaacttttg
gccgctttece
ttcaaacgcg
cttaatcaac
aggagcaccg

ttgaacatta
cgattaccga
ggctgcgttg
ctctggcccg
tcacggtgcg
acgctatcaa
gatatccccc
agcaacgata
tccgagatca
cagggggcag
ggatgttggg
gccgtgagtt
agtcttggac
gaaggaaaag
ctctgttgcec
actcgcttgg
atggaaaaag
gattcgtcat
acgccgggat
tttatctcat
tactgaccaa
ataaaggacg
ttgatgtgcg
aacccggtct
gcattaccag
tgcgtgagaa
gcgcgacgaa
tgaaggtgtt
aaagtatttt
taaagcataa
atgccgctat
cgaaaaaaca
tctttgatgc
gcgttcatca
gtaatccatc
gcattattga
actattttgc
atatgagcag
tagccgagcg
tggtggttat
gcgggtggtce
taaatggcca
aattctgtcg
aagaggcaaa
gttctcgcac
acctgatttt
tgccgggegt
aggcaggtat
tggcagacgc
aggcttttcc
gtcaggacgg
tcaccagaca
tgatggatgg
tccagataat
cgacgaaatc
cgaatgcaat
tgatggttaa
cagtacccgt
gaaatggttg
ccggggcgga
ataaacggga
ctgagagtaa
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//

24001
24061
24121
24181

acgtcataat
aatcgtttgt
gaccgtatgc
ggtcatgtca

cagcgagaat ttctatactt taattcttat ctttattgcg aattctgacg
atcagcccaa taatctggag gaagcagtta tggtcgaaac cagtaaacag
cttatctact tttcctgtgt gaaaaccgca ttcttgcaca gaatatcgat
ttgatc
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