Ergebnisse

3. Ergebnisse

3.1 Klonierung und Sequenzierung der Region um thpAB und opaA

Die Region zwischen dem tbpAB-Operon und dem opaA-Gen wurde ausgewahlt, um die
Variation von Virulenzgenen mithouse keeping"-Genen vergleichen zu kénnen. Um
diesen ca. 30 kb lange Sequenzabschnitt zu analysieren, wurden zundchst Lambda-
Genbanke erstellt. Dazu wurde chromosomale DNA des Serogruppe A, Subgruppe V-1
Stammes Z2491 mit dem Restriktionsenz§m3Al partiell verdaut und Fragmente mit
GroRRen zwischen 12 bis 23 kb nach Vorschrift in das Lambda-Phagen-System DASH I
(Stratagene) kloniert. Die erhaltenen rekombinanten Phagen wurden zusammen mit
E. coli-Wirtsbakterien ausplattiert und nach der Phagenplaguebildung tber Nacht in 96-
Well-Mikrotiterplatten einzeln gepickt. Bei einer durchschnittlichen Insert-GréRe der
Lambda-Phagen von 18 kb ergibt sich bei der GenomgroReMeteningitidis mit

2,2 Mb rechnerisch eine Mindestanzahl von 122 Phagen, um das Genom theoretisch
einmal abzudecken. Um eine ca. 10fache Redundanz der klonierten Fragmente zu
erhalten, wurden je 12 96er Mikrotiterplatten (entspricht 1152 einzelnen Phagen pro
Bank) isoliert. Es wurden vier verschiedene Lambda-Banke mit Insertgréf3en von 12-
18 kb, 18-23 kb, 12-15 kb und 15-23 kb erstellt. Diese Phagenbanke wurden mit Hilfe
eines 96-Pin-Replikators (Genomed) in je 12 viereckige Petrischalen (20 x 20 cm)
ausplattiert, in denen die Wirtsbakterien vorgelegt waren. Die nach der Inkubation tber
Nacht entstandenen Phagenplaques im 96er Raster wurden durch einen Kontaktabzug auf
Nylonmembranen Ubertragen, um dann mit Digoxigenin-markierten Sonden gegen die an
den Membranen haftende Phagen-DNA hybridisieren zu kénnen. Es wurden hierzu das
kompletterbpB-Gen mit den Primern 3'Met2/P1 und 5'interl/P2, gasi-Gen mit den
Primern O80 und O87b (Tabelle 2.7) und dgs4-Gen mit den Primern tbpl_1 und
topl A (Tabelle 2.8) als DIG-markiertete PCR-Produkte amplifiziert und als Sonden
verwendet. Mehrere mit den Sonden reagierende Phagen wurden identifiziert und drei
Phagen (C7E1, C12E3 und B10F3) fur die Sequenzierung ausgewahlt (Siehe Abbildung
3.1).

thpA tbfrB opaA

Phage C7E1 Phage C12E3 Phage B10F3

Abbildung 3.1: Uberblick iiber die fiir die Sequenzierung ausgewihlten Lambdaphagen.
Die Gene, aus denen die fur die Identifizierung der Phagen verwendeten Sonden amplifiziert wurden, sind
als gelbe Blocke eingezeichnet. Die ermittelte Lange der Phageninserts ist angegeben.
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Die zweimal gereinigten und Uberpruften Einzelplague-Lysaten dienten nun zur
Herstellung von Lysaten mit hohen Titern (¥1@fu/ml). Aus diesen Phagenkulturen
wurden nun die klonierten Abschnitte mittels dewg-range-PCR (rPCR) unter
Verwendung der Primer DASH Il T3long und DASH Il T7long (siehe Tabelle 2.2)
amplifiziert. Die so erhaltenen PCR-Produkte mit einer LAnge von 15-18 kb waren nach
der Aufreinigung tber MICROCON-100 Filter dann Ausgangspunkt flir eine sogenannte
"shot gun"-Klonierung. Dies bedeutet, dal} viele kleine DNA-Fragmente eines grof3en
Ausgangsproduktes rein zufallig in einen Vektor kloniert werden und diese Fragmente
nach der Sequenzierung von hier ca. 200 Insert&POR-Fragment wieder mittels des
Computers i silico) zu der Sequenz des Ausgangsprodukt zusammengesetzt werden.
Dazu wurden die in Puffer gelostérPCR-Fragmente mechanisch durch das Einleiten
von Stickstoff in die Lésung geschert. Uber die Variation von Druck und Zeit kann man
die GroRRe der Fragment regulieren, hier wurden Langen von 0,5 bis 1 kb verwendet. Bel
dieser sog. Nebulisation"” entstehen Uberwiegend gerade Strangabbriche,
sicherheitshalber wurde aber noch zuséatzlich eine Auffillreaktion der evtl. vorhandenen
einzelstrangigen Enden mittels Tag-Polymerase durchgefiihrt. Die so erhaltenen kurzen
Fragmente wurden dann in pUC19 oder in den Vektor pCR2.1TdeaSoning-Kits

kloniert. Aus den gewonnenen 200 Klonen @grEéCR-Produkt wurde direkt mittels
Kolonie-PCR das klonierte Fragment mit den Primern pUC/M13Forward und
pUC/M13Reverse (siehe Tabelle 2.3) amplifiziert, das PCR-Produkt mit dem
automatischen Rosys-Sytems aufgereinigt und eine Sequenzierung der so erhaltenen
PCR-Fragmente mit dem fur beide Vektoren spezifischen Primer M13Rev (siehe Tabelle
2.3) durchgefuhrt. Nach der Bearbeitung der so erhaltenen Sequenzlaufe jedes
Phageninserts mit Hilfe des ASP-Programms wurden diese in das im STADEN-Packet
enthaltene Programm GAP4 eingelesen und dort zu einer Gesamtsequenz des Inserts
zusammengesetzt. Nach dem Bereinigen von Unklarheiten und Fehlstellen in den
einzelnen Laufen durch manuelle Editierung konnten die Konsensus-Sequenzen der
verschiedenen Inserts der Uberlappenden Phagen vereinigt werden. Es wurde ein ca. 35 kb
langer Sequenzabschnitt erhalten, wobei fur die folgende Analyse eine Beschrankung auf
einen ca. 24,5 kb langen Bereich (5 kb abwartsspd und bis arvpad heran) erfolgte.

Die Einschréankung auf den kurzen Bereich neligid muldte erfolgen, da der Phage
C7E1 eine “Chiméare” war, d.h. im Genom nicht benachbarte Sequenzen beinhaltete. Es
stellte sich bei einem Vergleich der erhaltenen Sequenzen mit dem Sanger-Genom heraus,
dal3 ein ca. 5 kb langes, den N-terminaler Abschnitttites Gens enthaltendes DNA-

Stuck zusammen mit einem genomisch vollig anders lokalisiertem DNA-Abschnitt in dem
Phagen vereinigt waren. Dieser DNA-Abschnitt wurde dann verworfen. Der Bereich um
dasopad-Gen wurde zeitgleich von G. Morelli untersucht und die Ergebnisse fur die
nachfolgenden Analysen mit der Genehmigung von G. Morelli auszugsweise verwendet.
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Bei der hier verwendeten Klonierungs- und Sequenzierungsstrategien konnte es zu einer

Reihe von Fehlern und diversen unerwinschten Effekten kommen, wie z.B. der bereit
erwahnten Chimarenbildung (dem Zusammenfinden zweier nicht benachbarter DNA-
Fragmente bei einer Ligationsreaktion) oder einem Einbau falscher Nukleotide durch
Tag-Polymerasefehler bei den aufeinanderfolgenden PCR-Reaktionen der Insert-
Amplifikation. Darum sollte die aus den Phagen erhaltene Sequenz durch eine
Sequenzierung direkt aus dem Genom amplifizierter DNA-Fragmente Uberprift und
bestatigt werden. Dazu wurden nun mit Hilfe der aus den Phagen gewonnenen Sequenz
PCR-Primer fir die Amplifikation von vier ca. 5-7 kb langen DNA-Fragmenten
ausgewabhlt (siehe Tabelle 2.4, Seite 34).

{ tbpB |
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|

|

|

|

|

|

|

|

|

|
IrPCR-Produkt A IrPCR-Produkt B IrPCR-Produkt C IrPCR-Produkt D
5285 bp 7762 bp 7122 bp 7770 bp

Abbildung 3.2: Darstellung der /rPCR-Produkte fiir die Nachsequenzierung aus dem Genom.

Das tbpAB-Operon ist nur als Orientierungshilfe eingezei chnet, das Produkt A wurde mit den Primern

potF_Ir_forw und Ir_rev3, das Produkt B mit den Primern forw4 und rev4, das Produkt C mit den Primern

Ir_forw5 und Ir_rev5 und das Produkt D mit den Primern forw6 und rev6.2 amplifiziert. (sSiehe Error!

Reference source not found.)

Um diese damit erhaltenen Fragmente nun sequenzieren zu kénnen, wurden spezifische
Sequenzierungs-Primer in einem Abstand von ca. 400 bp (bei aufeinanderfolgenden
Primern) und von ca. 100 bp (bei gegenlaufigen Primern) ausgewahlt (Tabelle 2.5, Seite
35). Besonderes kritisch muf3te die Auswahl dieser Primer in den Bereichen mit
repetitiven DNA-ElementenRepeats) erfolgen, da selbst speziell fur die Aufgabe der
Primerauswahl entwickelte Programme wie PRIMERPREMIER4 hier versagten. Hier
wurden Primer “per Hand” ausgewahlt und nur kleinere interne AbschnittRededs
amplifiziert und sequenziert, um Mehrfachbindungen der Primer an anderen Stellen zu
vermeiden. Zusatzlich wurde mit Hilfe langerer Sequenzierungslaufe (bis ca. 800 bp,
sonst nur 500 bis 550 bp) die Konsistenz der erhaltenene Sequenzabschnitte in den

Repeats Uberprift und bestatigt.

Mit diesen Sequenzierungs-Primern wurde nun nach Amplifikation und Aufreinigung der
4 [rPCR-Fragmente (A, B, C und D) die gesamte Region unmbgd®-Operon bis hin zu

dem Beginn deRepeats vor opad 132 direkt vom Chromosom bestétigt. Die Sequenz und
Struktur derRepeats um das in Z2491 vorhandemgaAd-Gen wird an anderer Stelle
veroffentlicht (Morellier al., 1998), so dafd auf diesen Abschnitt hier verzichtet wurde. In
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der Abbildung 3.3 auf Seite 66 ist die gesamte ermittelte Sequenz mit der auf ihr
gefundenen offenen Leserahmen (open reading frames, kurz ORFs) dargestelt.

Die erhaltene Nukleotidsequenz wurde mit dem Programm CODONUSE 3.5.5
(Macintosh) unter Verwendung der fbir meningitidis typischen Verwendungshaufigkeit

von Kodons ¢odon usage bias) und des alternativen Startcodons GTG (gewohnlich
ATG) Ubersetzt. Die dabei erhaltenen Proteinsequenzen der offenen Leserahmen wurden
mittels der Internet-Suchprogramme BLAST (Altscllal,, 1990) und PSI-BLAST
(Altschul er al., 1997) gegen bereits bekannte Proteinsequenzen in den Internet-
Datenbanken (alle nicht-redundanten GenBank CDS Ubersetzungen, PDB, SwissProt,
PIR und PRF) gepruft.

3.2 Analyse der kodierenden Bereiche

Der untersuchte Bereich wird von demaA4-Gen und dem ca. 3 kb abwarts vépA
liegenden partiellen offenen Leserahmen mit einer Homologie zu demd@€hegrenzt.

Das tbpAB-Operon und daspaAd-Gen sind von ca. 2 kb langen Sequenzbereichen mit
repetitiven DNA-Elementen, die in kurzen Abstédnden aufeinander folBewedfs),
umgeben. Bei allen anderen Genen in diesem Abschnitt sind keine dieser flankierenden
Repeats gefunden worden.

Es wurden folgende ORFs identifiziert und deren Protein-Ubersetzungen analysiert (siehe
auch Tabelle 3.1):

potF:
Offener Leserahmen mit einer eine ldentitat von 60% und einer Homologie von 90% zu

dem 370 AA langen periplasmatischen Putrescin-Transportprotein PotE: eais mit

der Zugriffsnummer A45313. Der ORF ist nur der C-Terminus des reifen Proteins, das
Gen ist bei der Analyse nicht vollstandig sequenziert worden. Das Protein ist fur die
Bindung und den Transport von Putrescin (einem Polyamin) im Periplasma
verantwortlich. InE. coli ist potF’ mit den GenemotG, potH undpotJ zu einem Operon
zusammengefalit.

thpA:
Das unprozessierte TbpA-Protein (mit 24 AS langem SignalpeptidV.ausningitidis

72491

thpB:
Das unprozessierte TbpB-Protein (mit 20 AS langem Signalpeptidy.ausningitidis

72491
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Stamm H Correia-Element
(Eezr:,g!pe A Repeat
Subgruppe IV-1) |:| ORF
tod dp  toy3 recO opaA132
pOtF  Reveat thpA thpB Revest ] amiC toyl toy5 mudT toy2 pdxJ pheA ber ftoy6 Rt Repeat
DR ¢ { TR (o I O I ¢
CE _to1 CE to2 : | : |
\ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \
5kb 10kb 15kb 20kb 25kb

Abbildung 3.3: Darstellung der gefundenen offenen Leserrahmen und Repeats im Stamm Z2491.

Alle gefundenen offenen Leserahmen (open reading frames, ORF) werden als grauer Kasten mit einem Pfeil in der vermuteten Transkriptionsrichtung dargestellt. Die
Genbezeichnungen sind Uiber den ORFs angegeben. Repetitive DNA-Elemente sind als schwarzweil3 gestreifter Kasten diiegestéitheit nicht analysierte Bereiche
um das in Z2491 vorhandenga4132-Allel sind durch Abbruchkanten angedeutet. CorrééanEnte derlip-gpaA-Region (CE_toX) sind durchnummeriert und als
hellgrine Blocke dargestellt.



Tabelle 3.1: Gefundene ORFs in dem thpAB-opaA Genabschnitt in Z2491.

Ergebnisse

Name des ORFs potF thpA thpB murl
‘Lange der ORFs in 249 910 698 270
Aminosauren
Wabhrscheinlichkeit
(P) eines zufalligen 1e3® 0 0 1€
Treffers
Name des potF thpA tbpB murl
Genbankeintrags
Organismus E. coli N. men N. men B. subt
Lange der 370 910 698 272
Genbankeintrage
Zugriffsnummer M93239 AF058689  AF058689 P94556
Name des ORFs dpj toy2 toy3  pdxJ recO
Lange der ORFsin 125 255 259 242 264
Aminosauren
Wahrscheinlichkeit
(P) eines zufélliger: 2e’l6 - - 1 1e17
Treffers
Name des dpj - - pdxJ recO
Genbankeintrags
Organismus E. coli - - E. coli N. gon
Lange der 126 - - 243 247
Genbankeintrage
Zugriffsnummer P24224 - - P24223 AF047375

N. men: N. meningitidis, B. subt: B. subtilis; H .inf:- H. influenzae; N. gon: N. gonorrhoeae

amiC toyl toy5 toyd  mutT
458 272 380 140 269
1e'® - 2¢'% - 5e'®
amiC - YCBY - mutT
E. coli - E. coli - H .inf
417 - 702 - 234
Q46929 - P75864 - 164101
pheA bcr t0y6 opaA
355 40 255 265
0 4 2e¥’ 0
pheA ber HI0976 opal32
N. gon H. inf H. inf N. men
375 398 170 240
AF047375 P45123 u32778 AF001180
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murl:

Offener Leserahmen mit einer Identitat von 41% und einer Homologie von 58% zu einer
Glutamat-Racemase aBacillus subtilis. In E. coli ist Murl als Glutamat-Racemase an
der Umwandlung von L-Glutamin in D-Glutamin und umgekehrt beteiligt und ist in der
Murein-Synthese involviert.

amiC:

ORF mit einer ldentitat von 55% und einer Homologie von 75% zu dem N-
Acetylmuramoyl-L-Alanin Amidase-Vorlaufer AmiC aus coli. Dieses periplasmatische
Protein ist fur die Hydrolyse der Bindungen zwischen N-Acetylmuroamyl und L-Alanin
aus Glykopeptiden verantwortlich und wahrscheinlich an der Zellwand-Hydrolyse,
Septierung der Zellen und beim Wiederverwenden von Zellwandbestandteilen beteiligt.

toyl:
offener Leserahmen ohne signifikante Homologie zu bekannten Proteinen in den

Datenbankentoy steht fur {bpAB-opad-Region,y: unbekanntes Protein). Die hochste
Homologie zuroy!l zeigt ein cDNA EST au€aenorhabditis elegans (EMBL:C11278)
mit P= 1™,

toy5:
ORF mit einer Identitat von 38% und einer Homologie von 55% mit einem

hypothetischen 78.9 KDa grof3en Protein in getD-pgid intergenischen Region in
E. coli mit der Bezeichnung YCBY.

toy4:
ORF ohne signifikante Homologie zu bekannten Proteinen in den Datenbanken.

mutT:

ORF mit einer Identitat von 35% und einer Homologie von 55% mit dem Mutator-Protein
MutT ausH. influenzae. Das Protein MutT verhindert AT-GC Transversionen. Bei einer
Mutante erhoht sich die Rate der T:& G:C Transversionen, da MutT 8-Oxo-7,8-
Dihydroguanintriphosphat (8-oxoGTP) abbaut und somit eine Inkorporation dieser
mutagenen Base verhindert. Ist 8-oxoGTP (ein Produkt einer Sauerstoffradikal-Reaktion
von Guanin mit oxidierenden Agenzien) in einem DNA-Strang vorhanden, wird
bevorzugt Adenin in den komplementaren Strang eingebaut, was zu der Transversion
fuhrt.
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ORF mit einer Identitat von 28% und einer Homologie von 46% zu dem Dpj-Protein aus
E. coli. Dieses magnesiumabhangige Enzym liegt als Dimer vor und transferiert im
Zytoplasma die 4'-Phosphopantethein-Gruppe des Coenzyms A auf das Serin 36 des
Acyl-Transporter-Proteins. I&. coli bildet dpj ein Operon mipdx./, das hier 2 ORFs
weiter vorliegt.

toy2:
ORF ohne signifikante Homologie zu bekannten Proteinen in den Datenbanken.

toy3:
ORF ohne signifikante Homologie zu bekannten Proteinen in den Datenbanken.

ORF mit einer Identitat von 58% und einer Homologie von 71% zu dem
Pyridoxalphosphat Biosynthese Protein PdxJ (Vitamin B-6 Biosynthesd). auk. Beli

der Biosynthese des Pyridoxal-Phosphats werden die Enzyme aus demp&eneaxB,

pdxJ und serC fur den Aufbau des Pyridoxin-Skeletts aus Grundbausteinen bendtigt,
pdxH wandelt dann Pyridoxol in Pyridoxal um. #ncoli bildet pdxJ ein Operon mitip;.

recO:

ORF mit einer Identitat von 80% und einer Homologie von 85% zu dem DNA-Reparatur-
Protein RecO recombination protein O) ausN. gonorrhoeae. In E. coli ist RecO ein
DNA-Einzelstrang-bindendes Protein, das an der DNA-Reparatur beteiligt ist. Seine
genaue Funktion und seine Partner sind jedoch noch nicht bestimmt.

pheA:
ORF mit einer Identitdt von 98% und einer Homologie von 98% zu der Chorismat

Mutase/ Prephenat Dehydratase PheANuygnorrhoeae. Dieses Enzym ist if. coli an

der Biosynthese der aromatischen Aminosauren beteiligt, im besonderen bei der
Phenylalanin-Erzeugung. Dabei wird erst Chorismat zu Prephenat umgewandelt und dann
unter Abspaltung von CQund HO Phenolpyruvat erzeugt.

bcr:

ORF mit einer Identitat von 29% und einer Homologie von 50% zu dem Bicyclomycin-
Resistenz-Protein Homolog (Bcr) au#l. influenza. In E.coli ist Bcr ein
membranstandiges Protein, das Antibiotika wieder Uber die Zellwand ausschleust, um es
aus der Zelle zu entsorgen. Es ist an der Sulfathiazol/Sulfonamid-Resistenz beteiligt.
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toy6:
ORF mit einer Identitat von 50% bzw. 48% und einer Homologie von 65% bzw. 69% zu

den C- und N-terminalen Eintragen fur das konservierte hypothetische Protein HI0976
ausH. influenzae mit der Zugriffnummer U32778.

opaAl132:
Das unprozessierte OpaAl132-Protein Ausieningitidis Z2491. Die Aminosauren 1-24

entsprechen dem Signalpeptid, das reife Protein kodiert ab Aminosaure 25.

3.3 Analyse der nichtkodierenden Bereiche

3.3.1 Repetitive DNA-Elemente um das zhpAB-Operon (NIMEs)

Die in Abbildung 3.3 mitRepeat bezeichneten Sequenzabschnitte flankieren die Gene
thpAB undopaAl32 und sind je ca. 2 kb lang. Die generelle OrganisatiomReatars um
thpAB ist in Abbildung 3.4 dargestellt. Die Analyse d&peats um thpAB umfaldt die
Bereiche vom Stop-Kodon dgstF-Gens bis zum Stop-Kodon vebpA und vom Start-
Kodon desthpB-Gens bis zum Stop-Kodon desur/-Gens. Diese beiden Bereiche
werden alstbpA-Repeat und als thpB-Repeat bezeichnet. Die hier zum Vergleich
hinzugezogenen Repeats um das opaAdl132-Gen stammen aus einer bisher
unveroffentlichten Analyse von G.Morelli und werden mit Erlaubnis hier teilweise
verwendet.

Die Repeats um dastbpAB-Operon konnten im Gegensatz zu den dasA-Gen
flankierendenRepeats ohne Subklonierungen erfolgreich durchsequenziert werden, da
zwischen den sich wiederholenden Elementen einzelne Abschnitte vorhanden waren, die
fur spezifische Sequenzierungs-Primer genutzt werden konnten (siehe Tabelle 2.5)
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Serogruppe A, tbpA - Repeat
Subgruppe IV-1,
22491: — 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 ——
potF |) 1] B N W tbpA
- CE_to1 -
e
’\
tbpB - Repeat
- 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 3839 40 4142 43 44 45 46 47 R
tbpB murl
dRS3-Elemente: rs-Element-Familien:
dRS3a,b,c: | RS14: 7] RS26: [
b RS15: [ | RS27. =
RS22: [///})] RS28: ==
RS23: M RS29: [ |
RS24::[ ] RS30: [
RS25: ==

Abbildung 3.4: Darstellung der Repeats um das thpAB-Operon.

Alle repetitiven Elemente sind als Kasten dargestellt, nichtrepetitive Sequenzabschnitte als graue Linie. Der Typ der dRS3-Elemente ist unter den schwarzen Balken alsa, b

oder ¢ angegeben (Vergleiche Tabelle 3.2). Die rs-Elemente wurden zu Familien zusammengefalit; ihre Familienzugehorigkeit ist aus der Farbkodierung der Legende
abzulesen. Die Numerierung bezieht sich auf die Abfolge der rs-Elemente in Z2491 (jeweils von /2B Repear und von 21-47 imbpB-Repeat). Zwischen zwei rs-
Elementen aus einer Familie kdnnen bis zu 20% Polymorphismen auf Nukleotidebene auftreten. pieFGémpe B undmurl sind nicht mal3stabsgerecht gezeichnet. Das
Correia-Element CE_tol ist extra bezeichnet.
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Es wurden 3 verschiedene dRS3-Elemente in den Repeats um thpAB und um opaA
gefunden. Die dRS3s wurden nach ihrer 8 bp langen internen Sequenz klassifiziert, um sie
unterscheiden zu kénnen, es kdénnen aber durchaus noch andere Variationen im Genom
vorkommen. (Tabelle 3.2)

dRS3a ATTCCy ACGAAAGY GGGAAT
dRS3b ATTCCs r mGyAGGC GGGAAT
dRS3c ATTCCC GCr AAAGC GGGAAT

Tabelle 3.2: Gefundene dRS3 Elemente.

(nur ein Strang angegeben, kdnnen auch als revers-komplementére Sequenz vorkommen)
y=CIT,s=GIC,r=G/A, m=C/A

In der Tabelle 3.3 sind die dRS3-Elemente nach ihrem Auftreten in den Repeats aufgelistet.

Nur im tbpA-Repeat kommen dRS3c-Elemente vor, diese sind im Vergleich mit den

dRS3a- und dRS3b-Elementen unterreprasentiert. Das haufigste Element ist das dRS3b mit
ingesamt 26 Einheiten in beid®apeats (siehe auch Abbildung 3.4).

| dRs3a  dRS8b  dRS3c
tbpA-Repeat 7 11 2
tbpB-Repeat 12 15 -
Tabelle 3.3: Anzahl der dRS3-Elemente in den Repeats um thpAB.

In der Tabelle 3.4 ist die Anzahl der rs-Elemente in den einzélgemrs aufgelistet. Die
rs-Es mit der Bezeichnung RS28, RS29 und RS30 sind nur jeweil@pisiRepeat
vorhanden, wahrend alle anderen rs-Es in beileweats auftreten. RS14 und RS15
wurden auch in deopaAd-Repeats gefunden.

RS14 RS15 RS22 RS23 RS24 RS25 RS26 RS27 RS28 RS29 RS30

tbpA-Repeat | 4 1 2 1 1 1 5 1 2 1 1

tbpB-Repeat | 6 1 1 3 2 2 10 2 - - -
Tabelle 3.4: Anzahl der RS-Elemente in den Repeats um thpAB.

Die Konsensus-Sequenzen aller in dépAB-Repeats gefundenen rs-Elemente sind in
Abbildung 3.5 gezeigt. Einzelne rs-Elemente zeigen L&ngenvariationen, wahrend die
meisten rs-Es eine definierte Lange besitzen. Es kdnnen aber auch Insertionen einzelner
Nukleotide auftreten (z.B. in RS26). DRepeats sind nun aus diverseWMEs (dRS3-rs-E-

dRS3) zusammengesetzt, wobei auch “hal&V/Es (nur ein dRS3 Element zusammen

mit einem rs-E) moglich sind. Die Abfolge und Kombinationen d@MEs ist
unterschiedlich in deRepeats auf- und abwaérts votbpAB undopaA, so dal3 hier von einer
Orientierung des gesamten AbschniRepear-GenRepeat gesprochen werden kann. Auch

sind die Sequenzen der meisten rs-Es in fepears um dasopad-Gen signifikant
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unterschiedlich zu denen um das thpAB-Operon. Nur zwei der rs-Es (RS14 und RS15, siehe
Abbildung 3.5) treten in beiden Repeat-loci auf.

RS14 (139bp):

GACGAATTTCGAGAT TGCGGT GT TGT CGGGAAT GACGRAT CCAT CCRYACGGAAACCT GCAYCMOGT CATTCCYACGAACCACAT CCCGT CAT TCCCWCAARRACAGAAAACCA
AAAVWCAGAAACCTAAAATCCCGTC

RS15 (61bp):
CYRRDYCKKTCVGYRCORGRAACT TAT CGGRWAAAAMGGT TTCTTSAGATTTTRCRTCCTRG
RS22 (54bp) :
CCAGTGOGTTGAGYTTCAGCTATTTAGAATAAAT TTTGAAACT CTAATCGCGTC

RS23 (52bp) :

CYRGYTCGITSGGTTTOGCTTGTTTTAAGT TTCGGGTAACTTCCACTTCGTC

RS24 (55bp):

GACGGGATTTGAGATTGCGGYATTTAT CGEGAGCAACAGAAGCCGCTCTGCCGTC

RS25 (max. 102bp): Position

GACGGCGGAGCGGT TTCTGT TYKYKYCGGT AAATACCCACAAGCTAAAATCCTGT TA CACAAAAACAGAAAACCAAAAACAGCAACCTGAMATTCGTC 3,36
41

RS26 (56-57bp):

T
Y
CYAGTTTTTTGAGI TTCAGTCATTYYCRAKAAATTRCCTTARYATTGAATGYCTRG

RS27 (max. 100bp) :

GACGGGATTTKAGGT TTCTGTVHKYKHBKKYMT GT TTTCGT AGGAAT GACGGT TTAGAGT TACCCGAAACCT CAAAAAAAACCGAAACCGAACGGACT GG 19
45
47

RS28 (120 bp):
GACGEOW TYRAGAT TACRGT KTRTCGEERAKGAT GGGAAACGGT GGGAAT TGT GTAAAAAAT GCCGT CTGAAGCCT TTCAGACGECAT TTGCGGECAT TYGGACRT TTAAAAMYYCMATY

Abbildung 3.5: Konsensus-Sequenzen der rs-Element-Familien.

Y =CIT,R=A/G, K=GIT, S = G/C, die grauen Balken geben mégliche Deletionen in einzelnen rs-

Elementen aus dieser Familie an. Diese sind mit ihren Positionen aus Abbildung 3.4 angegeben. Die Elemente
RS14 und RS15 kommen auch in d&peats umopaA132 vor.

3.3.2 Weitere repetitive DNA-Elemente

In der analysierten Sequenz sind auch 4 Strukturen enthalten, die nach ihrem Entdecker als
Correia-Elemente beschrieben werden (Correia et al., 1988). Sie liegen unmittelbar hinter

dem Stop-Kodon von potF (CE_tol), zwischen foy! und roy5 (CE_to2) und vor und hinter

toy6 (CE_to3 und CE_to4). Die hier vorkommenden Correia-Elemente sind 151 bis 155 bp

lang und liegen als direkte oder invertierte repetitive Elemente zueinander vor (siehe
Tabelle 3.5). Ihre Funktion ist bis jetzt unklar, es besteht aber die Mdglichkeit, dal3 Correia-
Elemente Bindungsstellen fir eine DNA-Gyrase besitzen ( Merelli, 1998).
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Name des Correia

Elements CE_tol CE_to2 CE_to3 CE_to4
Position des 830 13620 22610 23890
Correia-Elements'

Lange in bp 155 151 154 154
Orientierung 0 0 0 0

Tabelle 3.5Correia-Elemente in Z2491.
Y Position relativ zum ersten Nukleotid der Sequenzpef bis opad-Repeats in 22491 (beginnend mit
dem Primer potF_Ir_forwy? Orientierung in Bezug auf CE_tol.

3.4 Vergleich des IV-1 Stammes Z2491 mit dem ET-37 Komplex Stamm Z4400

Um die Sequenzvariabilitat zwischen den genetisch relativ weit auseinander liegenden (vgl.
Abbildung 1.1) Serogruppen A und C untersuchen zu koénnen, wurde der gleiche
Sequenzabschnitt wie bei dem Serogruppe A Subgruppe IV-1 auch aus einem Stamm der
Serogruppe C ET-37 Komplex mit der Bezeichnung 24400 amplifiziert und sequenziert.

Wie in Abbildung 3.6 dargestellt, zeigt die gewonnene Sequenz die gleiche Anordnung der
offenen Leserahmen wie im IV-1 Stamm. Ausgenommen von diesem Vergleich sind die
Repeat-Regionen umbpAB und opad, da schon in den ersten 100 Nukleotiden deutliche
Abweichungen zu den Sequenzen aus dem IV-1 Stamm auftraten. Damit war eine direkte
Sequenzierung dieser ca. 2 kb langen Bereiche mit den aus dem IV-1-Stamm abgeleiteten
Primern nicht moglich. Da es hier in erster Linie um den Vergleich der beiden
Sequenzabschnitte in den kodierenden Bereichen und dem mdglichen Austausch von DNA
zwischen den beiden Subgruppen ging, wurde auf eine detaillierte Analyse dieser
repetitiven Bereiche des ET-37 Komplex Stammes verzichtet. Der Vergleich beschrankt
sich somit auf dagotF-Gen, dagbpAB-Operon, den Bereich zwischemr/ undroy6 und
dasopaAd-Gen. Bekannt war, dal’ im Vergleich zu den IV-1 Stammen jeweils eine andere
Variante destbpAB-Operons und despad-Gens in den ET-37 Komplex Stammen
vorliegen. Es zeigte sich aber, daf3 sich alle ORFs von denen der Subgruppe 1V-1 in der
Nukleotid- und Aminosauresequenz unterschieden. Die Abweichungen auf Proteinebene
und Nukleotidebene sind in der Tabelle 3.6 angegeben.
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Stamm
(Serogruppe A, RepTats Rep\eats toyd apj reco Repeats
Subgruppe IV-1) T
P — oty L (et | [ amie |} copsll{[cors ([[(muer | | [eorz sovs gpns | | (| smeal(| ser ona)
CE_to1 CE_to2 CE_t
St Insertion zweier zusatzlicher
amm . Correia-Elemente
Z4400 ."~..,.. cEtosc ce e .
(Serogruppe C, U | o
ET37-K0mp|eX) e W I T —— I
2 T - N 7 2 s R R e
CE_to1c CE_to2c CE_to3c CE_todc
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
5kb 10kb 15kb 20kb 25kb

Abbildung 3.6: Vergleich der Sequenzen des Subgruppe I'V-1 Stammes mit dem ET-37 Komplex-Stamm.

potF  thpA thpB murl amiC toyl toy5 toy4 muwtT dpj toy2 toy3* pdxJ recO pheA bcr toy6 opaA

Protein-

Ahnlichkeitin %: | 99,2 809 576 993 983 982 984 100 96 968 984 976 983 890 98,7 995 988 855
Protein-
Identitiit in %: 992 771 488 993 980 982 976 100 963 960 980 969 96,7 88,6 98,1 995 98,8 838

DNA-
Identitit in %: 972 756 642 961 97,7 990 962 997 965 944 988 986 953 91,7 988 97,7 99,0 892

Tabelle 3.6: Vergleich der Sequenz der offenen Leserahmen des IV-1-Stamms mit denen des ET-37 Komplex Stammes.

Im ET-37 Komplex Stamm enthétty3 ein integriertes 155 bp langes Correia-Element (CE_to5c) und ein verfriihtes Stop-Kodon. Durch die Integration des Correia-
Elements andern sich die Protein- und DNA-Identitaten und Ahnlichkeitepimicht, da das Element bei der Berechnung nicht beriicksichtigt wird. Das 107 bp lange
Correia-Element (CE_to6c) liegt zwischem3 undpdx.J.



Ergebnisse

In dem Serogruppe C, ET-37 Komplex Stamm Z4400 liegen ausserdem zwei zusatzliche
Correia-Elemente in dem Bereich uoy3. Auffallig ist der geringe Abstand von nur ca.

200 bp zwischen den beiden Elementen. Sie unterscheiden sich auch in ihrer L&nge
voneinander. In Z2491 kommen in dem Abschnitt zwisgheR undopad nur Correia-
Elemente mit einer Lange von 151-155 bp vor, in Z4400 ist jedoch ein Element mit nur
107 bp gefunden worden (siehe Tabelle 3.7). Dieses 107 bp langes Correia-Element mit
der Bezeichnung CE_to6c ist sorin3 inseriert, dald das letzte Nukleotid des Elements
gleichzeitig das erste Nukleotid des putativeys-Startkodons bildet. Das 155 bp lange
CE_to5c-Element liegt innerhalb des/3-ORFs und fuhrt zu einer Verschiebung des
Leserahmens mit mehreren Stop-Kodons. Jedoch befindet sich in dem ET-37 Komplex
Stamm schon ein Stop-Kodon vor der Integrationsstelle des Correia-Elements, so dal eine
Expression vonoy3 in Z4400 unwahrscheinlich ist oder die Expression diese ORFs in
beiden Stammen generell erst weiter stromabwarts beginnt, wo sich ein weiteres
maogliches ATG Start-Kodon in der Sequenz befindet.

Name des CE_tolc CE_to2c CE_to5c CE_to6c CE_to3c CE_todc
Correia-Elements

Pos. des Correia- 830 13000 18300 18500 22500 23500
Elements'

Lange 155 155 155 107 155 155
Orientierung 0 N O O O O

Tabelle 3.7Correia-Elemente in Z4400.

Y position relativ zum ersten Nukleotid der Sequenzpeh bis opad-Repeats in Z2491 (beginnend mit
dem Primer potF_Ir_forw}’ Orientierung in Bezug auf das Correia-Element CE_tolc. Die im Vergleich
mit Z2491 zusatzlich gefundenen Correia-Elemente sind grau unterlegt.

3.5 Sequenzvariationen in der untersuchten Region

Es war bereits bekannt, dalR um dasiB-Operon haufig Sequenzvariationen auftreten
kénnen. Um nun einen Uberblick (ber die Art und Frequenz dieser Ereignisse innerhalb
mehrerer Jahrzehnte und in verschiedenen Landern zu erhalten, wurden verschiedene
Gruppen von Stammen untersucht. Um gleichzeitig die GroRRe dieser rekombinanten
Bereiche zu untersuchen, wurden aysB selbst, den GeneporF’ und amiC (ca. 5 kb

auf- und abwarts vorbpB) undopaAd (ca. 20 kb aufwarts vorbpB) jeweils ca. 550 bp

grolR3e Bereiche ausgewabhlt, die aus allen Stammen amplifiziert und sequenziert wurden.
Mit diesen Genabschnitten wurde somit ein ca. 28 kb grof3er Bereich abgedeckt, in dem
Rekombinationsereignisse detektierbar waren.
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Untersucht wurden:

- frihe Isolate der Serogruppe A, Subgruppen lil, IV-1 und V-2

- Stamme der Subgruppe V-1 aus Mali im Vergleich zu frihen Isolaten der
Gambia-Epidemie (1982)

- 98 Stamme der Serogruppe A, Subgruppe 1V-1 aus Gambia in Vergleich zu 96 Stammen
der Serogruppe C, ET-37 Komplex

Den bei dieser Analyse gefundenen Allelen der einzelnen Gene wurden willkirliche
Nummern (z.BtbpB5 oderopaA132) zugeordnet, um sie unterscheiden zu kénnen.

3.5.1 Variationen in ilteren Isolaten

Die u.a. durch die MLEE (Wang al., 1992) definierten Subgruppen lll, 1V-1 und V-2

der Serogruppe A zeigen ein stark unterschiedliches epidemiologisches Verhalten. Die
Subgruppe V-1 ist gréf3tenteils auf Afrika beschrankt und verursacht dort seit den 60er
Jahren wiederholt Epidemien (Olyhoekal., 1987). Die Subgruppe V-2 war fir grol3e
Epidemien vor dem 2ten Weltkrieg verantwortlich und ist seither rar geworden. Die
Subgruppe Il verursachte zwei pandemische Wellen. Die erste Welle began in den 60ern
und endete in den 70ern, die zweite Welle began Anfang der 80er Jahre und dauert bis
heute an. Bis auf wenige Ausnahmen waren die altesten Isolaten dieser drei Subgruppen
identisch in vielenoci wie z.B. dervpa-loci und demiga-locus und sind wahrscheinlich

vor ca. 100 Jahren aus einem gemeinsamen Vorfahren entstanden (MaigllL997).

Diese die altesten vorhandenen Isolate der Serogruppe A, Subgruppen Il (1966), 1V-1
(1966) und IV-2 (1917) wurden nun hier untersucht. Bei dem Vergleich fallt auf, dal3 die
Subgruppen 1V-1 und IV-2 in allen hier untersuchten Allelen fast identisch sind (die
thpB-Allele 1 und 5 unterscheiden sich nur in einem Nukleotid) und nur die Subgruppe Il
in denpotF- undamiC-Allelen abweicht (Tabelle 3.8). Dies ist umso mehr erstaunlich, da
die Isolate aus drei verschiedenen Kontinenten stammen (Amerika, Asien und Afrika) und
die IV-1 und IV-2-Isolate zeitlich weit auseinander liegen. Die drei Subgruppen scheinen
von einem gemeinsamen Vorfahren abzustammen und in der ersten Halfte dieses
Jahrhunderts noch nicht besonders viele Rekombinationen oder Mutationen erfahren zu
haben. Bemerkenswert ist die Ubereinstimmungkies-Allele, da ja gerade dieses Gen
sehr variabel ist.
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Subgruppe (Isol.-Jahr) Land | Stamm | potF Allel thpB Allel amiC Allel opaA Allel
IV-2 (1917) U.S.A. 71293 1 5 1 132
1T (1966) China 73906 3 1 2 132
IV-1 (1966) Kamerun 71362 1 1 1 132

Tabelle 3.8: Auftreten der untersuchten Allele in friihen Isolaten.

Identische Allele sind hellgrau unterlegt. Die Allele 1 und 5 unterscheiden sich nur in einem
einzelnen Nukleotid, das keine Aminosaureanderung bewirkt und werden somit als sehr eng
miteinander verwandt angesehen.

3.5.2 Variation der Subgruppe IV-1 in verschiedenen Lindern

Es wurden verschiedene Subgruppe 1V-1 Isolate vom Beginn der Epidemie 1982 in
Gambia mit dem Referenzstamm Z2491 (1983, Gambia) und endemischen Isolaten aus

den 90igern Jahren aus Mali verglichen, um die Entwicklung in der Subgruppe IV-1 zu
untersuchen. Hier zeigte sich, dal3 gad-Allel 1 aus den frihen V-1 und IV-2-Isolaten
auch in den IV-1-Stammen in Mali (1990-1992) wiederzufinden ist (Tabelle 3.9),
wohingegen in den Stdmmen aus Gambia eine neue Variante (hier Allel 2) vorherrscht.
Vier von funf der Isolate aus der Gambia-Epidemie sind identisch, was fiur die
Ausbreitung eines einzelnen Klons spricht. Nur in einem einzelnem Stamm aus Gambia
(G786) ist das ursprunglicheF-Allel 1 noch zu finden, dieser Stamm weicht aber in
drei der vier Allele von diesem Klon ab und wurde nicht noch ein zweites Mal isoliert. Es
scheint mit Beginn der Epidemie in Gambia 1982 zu einer Fixierung diesesgeben
Allels 2 gekommen zu sein.

In den untersuchten Subgruppe IV-1 Stammen aus Mali hingegen finden sich ein Isolat
(Z24421), das noch den frihen Alleltypo¢F1/tbpBllamiCllopaA132) tragt. Somit kann

man davon ausgehen, dafld dieser urspringliche Alleltyp in Mali weiter besteht. Die
anderen untersuchten Isolate zeigen aber eine grof3e Heterogenitat udziBrétielen.

In Mali scheint dagorF1-Allel vorherrschend zu sein, da nur ein Isolat das neuef®-

Allel tragt.
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Subgruppe (Isol.-Jahr) Land Stamm | potF Allel thpB Allel amiC Allel opaA Allel
IV-1 (1982) Gambia Gl1 2 1 1 132
G371 2 1 1 132
G372 2 1 1 132
G378 2 1 1 132
G786 1 4 3 132
IV-1-Standard (1983) Gambia | 72491 2 1 1 132
IV-1 (1990-92) Mali 74409 1 24 4 132
74421 1 1 1 132
74860 2 25 1 132
76132 1 26 1 132
76138 1 26 1 132

Tabelle 3.9: Gefundene Allele in der Subgruppe IV-1 in verschiedenen Lindern.
Identische Allele sind hellgrau bzw. dunkelgrau unterlegt, um Gruppen kenntlich zu machen

3.5.3 Rekombinationshéufigkeiten in klonalen Gruppierungen

Um zu klaren, wie haufig nun Rekombinationsereignisse in der Natur stattfinden, wurden

2 grofRere Gruppen von verschiedenen klonalen Gruppierungen untersucht: Dazu wurden
98 Serogruppe A, Subgruppe IV-1 Stamme aus der Epidemie in Gambia ab 1982 und 96
endemische Serogruppe C, ET-37 Komplex Stamme aus Mali, die zwischen 1990 und
1992 isoliert wurden, ausgewabhilt.

In den 96 endemischen ET-37 Komplex Stammen wurden bis auf eine nichtsynonyme
Punktmutation inopad-Gen keinerlei weitere Varianten in den anderen Genen gefunden.
(siehe Tabelle 3.10).

Bei den 98 epidemischen Subgruppe IV-1 Stammen gab es hingegen vielfaltige
Abweichungen vom Referenzstamm Z2491. Es wurden 1 Allelvariantgofiit, 20
Allelvarianten fursbpB, 8 Allelvarianten flmiC und 3 Allelvarianten fur dagpad-Gen
gefunden (siehe Tabelle 3.10). Aus dem Vergleich der beiden klonalen Gruppierungen
kann man ableiten, daf3 hier ein vollig unterschiedlichen Rekombinationsverhalten in den
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Serogruppe A, Subgruppe V-1 und Serogruppe C, ET-37 Komplex vorliegt. Wodurch
dies bedingt ist, ist noch nicht bekannt.

Isolationsort Mali Gambia
Serogruppe C A
Subgruppe ET-37 Komplex V-1
Anzahl der identischen Stamme:
(potF, thpB, amiC und opaA) 95/96 54/98
Anzahl der Varianten: 1/96 44/98
Allelvarianten potF: 0 1
thpB: 0 20
amiC: 0
opaA: 1

Tabelle 3.10: Variationen in den untersuchten Gruppen aus Mali und Gambia.

In der Tabelle 3.11 sind alle Allele der bisher untersuchten Stamme aufgelistet, um einen
Uberblick Giber die gefundenen Varianten zu erméglichen.

potF thpB amiC opaA
72491 (IV-1 std.) 2 1 1 132
friihe Isolate:
21293 (1V-2) 1 5 1 132
271362 (IV-1) 1 1 1 132
Z3906 (I11) 3 1 2 132
Mali (IV-1):
74409 2 24 4 132
24421 1 1 1 132
24860 2 25 1 132
76132 1 26 1 132
76138 1 26 1 132
Gambia (IV-1):
G1* 2 1 1 132
G4** 2 2 1 132
Gl1 2 O 5 132
G126 2 6 1 132
G135 2 1 1 137
G223 2 3 1 132
G361 2 9 1 132
G372 2 4 1 132
G396 2 6 1 132
G765 2 8 1 132
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noch Gambia (IV-1):
G786 1 12 3 132
G849 2 1 1 141
G852 2 16 6 132
G862 2 19 1 132
G867 2 12 1 132
G872 2 18 1 132
G882 2 14 1 132
Go07 2 2 1 136
G1401 2 13 1 132
G1405 2 8 7 132
G1407 2 7 1 132
G1409 2 20 1 132
G1411 2 21 8 132
G1413 2 22 1 132
G1417 2 11 9 132
G1420 2 15 1 132
G1423 2 10 1 132
Mali (ET37-Komplex):
Z4400 (Std.) 100 100 100 5200
24806*** 100 100 100 5203

Tabelle 3.11: Uberblick iiber alle gefundenen Allele.

*: dem V-1 Standardstamm Z2491 entsprechen die 54 Stdmme G1, G7, G29, G43, G136, G137, G139,
G152, G160, G169, G178, G206, G211, G216, G218, G219, G221, G222, G226, G230, G231, G265,
G268, G277, G279, G359, G371, G378, G526, G561, G577, G623, G708, G719, G760, G767, G774,
G790, G804, G806, G842, G857, G889, G892, G902, G912, G1217, G1219, G1221, G1223, G1226,
G1403, G1415 und G1425. Abweichungen von den Standardallelefettinirgestellt.

**: eine Gruppe von 19 V-1 Stammen mit der gleichen Allelkombination (G4, G204, G264, G322, G328,
G333, G768, G776, G789, G793, G805, G881, G1210, G1211, G1212, G1213, G1214, G1215 und
G1216).

***: ginzige Variante der 96 untersuchten ET37-Komplex Stamme.

Std.: Standard;: keine Amplifikation mdglich.

3.6 Analyse der gefundenen Allel-Varianten

Dieinden IV-1 Stammen gefundenp@tF-VariantepotF1 fand sich bereits in den frihen

IV-1 und IV-2-Stdmmen ebenso wie in Stdmmen aus Mali von 1990-1992 wieder und
entspricht damit dem urspringlichgazF-Allel. Es wurden 20 neue unterschiedliche
tbpB-Allele, 8 neueamiC und 4 (3 in der Subgruppe IV-1; 1 im ET-37 Komplex) neue
opaA-Allele isoliert. Im Gegensatz zu teilweise mehrfach gefundenghAllelen traten

die amiC- undopaA-Allelvarianten jeweils nur einmal auf. Alle Varianten unterschieden
sich in mehreren Nukleotiden voneinander. In der Abbildung 3.7 sind alle gefundenen
Allele der GenepotF, amiC und opad als HAPPLOT dargestellt. Dabei wurden
Abweichungen von der Referenzsequenz des Stammes Z2491 als senkrechter Strich
dargestellt, weil3e Blocke zeigen Identitat an.
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potF

Stam m Allel

22491 potF2 (Iv-1 std.) \ ‘
71362 pOtF1 (V-1 alt) \ [ \ \ |
73906 potF3 () \ [ ] [ \ |
z4400 potF100 (ET37 sy [ | | \ [T T T LI |
amiC

Stamm Allel

72491 amiC1 (v-1 s \ |
73906 amiC2 () \ [T [T [ |
74400 amiC100 (737 sw) | [ [ [ TIH [ [ |
G1405 amic? \ [T 1] M1 [T [T [ [ [ |
G786 amicC3 LI T ] [ [ [ ] [ I [ [ [ T 1
G11 amics \ 11 | [ [ ] [ [ T 1
G852 amic6 \ [T T TT [ [ [ [ [ [ T ]
G1417 amicC9 \ [ [ TTIOC IO T IO CI T T [ [ Il
z4409 amic4 M T T T T [ M T T [ [T
G1411 amics CO T T I T T T I T AT T I T
opaA

Stamm Allel

22491 0pal32 (V-1 std.) \ |
G849 opalal \ (I T T T T 7 |
G135 opal37 LT ] ] 1 00 [[1 |
G907 0pal36 \ 111 T 0 00 |
z4400 0pa5200 (137 sty || | [ [ (I 10 1 [T 17T 1 |
74806 0pa5203 (ET37) L[] [ [ [T 100 1 I 1 |

Abbildung 3.7: HAPPLOT-Darstellung aller Allelvarianten von potF, amiC und opaA.

Abweichungen von 22491 sind al's senkrechter Strich dargestellt, die Stamm- und Allelbezeichnungen sind

jeweils links angegeben. (Std.: Standard, ET-37: ET-37 Komplex, 111: Subgruppe I11).

Eine Darstellung der tbpB-Allele als HAPPLOT war nicht moglich, da hier so viele
Polymorphismen auftraten, dal3 aus der Abbildung keinerlei Informationen mehr
entnommen werden konnten. DigB-Allele werden spéter analysiert. Alle IV-1 Allele
unterscheiden sich von denen der ET-37 Komplex Stamme. Um nun die méglichen
evolutiondren Verwandtschaften zwischen allen Allel-Varianten besser darstellen zu
konnen, wurde das Program SPLITSTREE verwendet (Huson, 1998). SPLITSTREE
verwendet die von H.J. Bandelt und A\W.M. Dress entwickelte Methode sgérs "
decomposition™ und stellt im Gegensatz zu demdximum parsimony" und "maximum
likelihood'-Berechnungen die Ergebnisse als ein Netzwerk von mdglichen
verwandtschaftlichen Beziehungen dar (Bandelt and Dress, 1992).
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Bei evolutionar idealen Daten ergibt sich wie bei den anderen Methoden eine klarer
Baum, jedoch wird bei nicht idealen Daten ein Netzwerk als ein Hinweis auf eine unklare
und nicht eindeutige Phylogenie dargestellt. Da SPLITSTREE diese Daten nicht in einen
evolutionaren Baum "zwingt", ist die Darstellung ein guter Indikator fiur die
phylogenetischen Beziehungen der Ausgangsdaten. Bei einer ausgepragten
Netzdarstellung sind Rekombinationsereignisse wesentlich wahrscheinlicher als
sukzessive Mutationen, die einen Baum erzeugen wirden.

In den folgenden Darstellungen sind die Stamme Z2491 und Z4400 jeweils als V-1
Standard und als ET-37 Komplex Standard farbig dargestellt, um die Abweichungen von

ihnen besser kenntlich zu machen.

In der Abbildung 3.8 sind dieotF-Allele dargestellt.

2(1V-1
/( Standard)

1(Z1362)

100

=37 Konpl
e | 001 3(Z3%9)

Abbildung 3.8: SPLITSTREE-Darstellung der potF-Allele.

Die genetische Distanz ist unter der Graphik angegeben. Die Allele sind zusatzlich mit Stammnummern
bezeichnet, um einen Vergleich mit den anderen Abbildungen zu ermdéglichen.

Hier ist die hohe Verwandschaft der Stamme Z2491, G786 und Z3906 zu sehen, wobei
der phylogenetische Entstehungsweg dieser Allele nicht eindeutig ist. Das ET-37
Komplex Allel ist wesentlich weiter von den Subgruppe IV-1 Stammen entfernt als die

IV-1 Varianten voneinander.

In der Abbildung 3.9 sind die Beziehungen der 10 gefundenga-Allele dargestellt.

Die amiC-Allele der IV-1 und ET-37 Komplex Stdmme mit den Varianten Z3906 und
G1405 konnen durch Rekombinationen untereinander entstanden sein, wahrend die Allele
G1411 und G1417 von einem gemeinsamen Vorganger abstammen.

83



Ergebnisse

8 (G1411)
100 (ET-37 Komplex) 9 (G1417)
2 (Z3906)
7 (G1405)
Vd
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(IV-1 Standard)
5(G11)

6 (G852) 3 (G786)
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Abbildung 3.9: SPLITSTREE-Darstellung der gefundenen amiC-Allele.

Die genetische Distanz ist unter der Graphik angegeben. Die Allele sind zusétzlich mit Stammnummern
bezeichnet, um einen Vergleich mit den anderen Abbildungen zu erméglichen.

Nach einer Analyse von Hobbs ez al. wurden in der Subgruppe 1V-1 drei verschiedene

opa Loci identifiziert, die as opad, opaB und opaD bezeichnet wurden. (Hobbs et al.,
1994). Ein vierter Locus (opaJ) wurde in der Subgruppe |1l entdeckt (Morélli et al.,
1997). Bei den hier untersuchten opaA4-Allelen war in 2 Stdmmen eine Translokation von
an anderer Stelle im Genom der Subgruppe V-1 auftretepdeBene (in G90bpal36

aus denvpaD-Locus und in G13pal37 aus denapaB-Locus) in derpad-Locus zu
beobachten. Bei dem Stamm G849 hat die HV1-Region eipek37-Gens die HV1-
Region desopal32-Allels bei einer Rekombination ersetzt und so ein nepesillel
(opaldl) gebildet. Die Variante des ET-37 KomplgxA-Allels (Z4806) unterscheidet
sich nur in einer Punktmutation von dem ursprunglichen Allel. Aus der Abbildung 3.10
ist eindeutig abzulesen, dall? dieopad-Varianten aus  verschiedenen
Rekombinationsereignissen entstanden sind, da auch hier keinerlei Baumstruktur auftritt.
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137 (G135)
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(G907)

141
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Abbildung 3.10: SPLITSTREE-Darstellung der opaA-Allele.

Die genetische Distanz ist unter der Graphik angegeben. Die Allele sind zuséatzlich mit Stammnummern
bezeichnet, um einen Vergleich mit den anderen Abbildungen zu ermdglichen.

Aufgrund ihrer hohen Sequenz-Diversitdt konnten db@B-Allele nur in einer
SPLITSTREE-Graphik (Abbildung 3.11) dargestellt werden. Bei der Analyse der 98
Subgruppe 1V-1 Stamme waren 20 verschiedene Allele isoliert worden. Eine Gruppe von
20 Stammen zeigte eine gemeinsabpd-Allelvariante, die nur mit einem Nukleotid von

der Referenzsequenz abwich (vgl. Tabelle 3.11). Der Stamm G4 dient als Referenzstamm
fur diese Gruppe. Zwei weitere Stamme, G223 und G372, unterschieden sich ebenfalls
nur um ein Nukleotid an jeweils verschiedenen Positionen von dem Standardstamm
Z2491. Die ubrigen neuen Allele besalRen mehrere Polymorphismen innerhalb des
untersuchten Bereiches.
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14 (G882)
20 (G1409)
21 (G1411)
22 (G1413)
26 (26132)

25 (24860)

\, 24 (Z4409)
15 (G1420)

+13 (G1401)

- 100
(ET37-Komplex)

/1 6(G396)
11 7(G1407)
(G1417)

- 16
(G852)

2 (G4) I 1 0.1
: 1 (IV-1 Standard)
18 (G872) 3(G223) 5(z1293)

4 (G372)

Abbildung 3.11: SPLITSTREE-Darstellung aller gefundenen zbpB-Allele.
Die Allele sind zusatzlich mit den Stammnummern angegeberjnen Bezug mit den anderen Abbildungen zu ermdéglichen. Die Skala fiir die genetische Distanz ist unter

dem Baumdiagramm dargestellt, wobei der MaRRstab um den Faktor 10 gréf3er als bei den anderen Graphiken ist.
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In dem ermittelten Baum sind klar drei Gruppen von thpB-Allelen auszumachen, die alle

einen relativ grol3en genetischen Abstand voneinander aufweisen. Dies sind einmal die
Isolate 21293, G4, G223, G372 und G872, die hdochstwahrscheinlich durch Mutationen
des Ursprungsallels Z2491 entstanden sind, da sie nur mit wenigen Nukleotiden von
dieser Sequenz abweichen. Die zweite Gruppe bilden der IV-1 Stamm G852 und der ET-
37-Komplex Standard. Jedoch ist der genetische Abstand der beiden Stamme zu grof3, um
durch einen Import eines ET37-KomplehB-Allels in den V-1 Stamm G852 erklart
werden zu kdnnen. Diese beiden Stamme liegen genetisch weiter auseinander als die erste
und dritte Gruppe der restlichen Stamme zueinander. Diese dritte Gruppe scheint aus
unverwandten Bakterien in di€ meningitidis importiert worden zu sein und zeigt eine
hohen Sequenzvariabilitat. Die Phylogenie dieser driieB-Allelgruppe ist separat in

einem weiteren SPLITSTREE-Diagramm dargestellt.

26 (24860)
19 (G862)

25 (26132
7 (G1407) 20 (G1409)

6 (G396 15

( ) (G1420) 21 (G1411)

14 (G882)

22 (G1413)

24 (24409)
1
(G1417)
(G786)
| o0.01
9 (G361)
8 (G765) 10 (G1423) 13 (G1401)

Abbildung 3.12: SPLITSTREE-Darstellung der dritten Gruppe von thpB-Allelen.

Die Allele sind zusatzlich mit den Stammnummern angegeberjnen Bezug mit den anderen

Abbildungen zu erméglichen. Die Skala fiir die genetische Distanz ist unter dem Baumdiagramm
dargestellt.

In der Abbildung 3.12 zeigen sich komplexe Verbindungen zwischen den einzelnen
Allelen. Auch hier ist keine Baumstruktur zu erkennen, was nur durch vielfaltige
Rekombinationen der Allele miteinander erklarbar ist. Ob alle gefundenen Allelvarianten
einzeln aus fremden Bakterien importiert wurden oder erdt imeningitidis entstanden

sind, ist ungeklart.
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3.7 Restriktionsanalyse der gefundenen thpB-Varianten in der Subgruppe IV-1

Es wurden 20 der gefundenen Allelvarianten ausgewahlt, um die Grof3en der importierten
Fragmente zu bestimmen. Bei der Sequenzanalyse wurdembp/BAllel-Paare
(G126/G396, G786/G867 und G765/G1405) gefunden; 2 Paare besallen aber ein
unterschiedlichesamiC-Allel (G786/G867 und G765/G1405). Um die gefundenen
Varianten zu analysieren, wurden von den Stammen sowie von der Referenz 22491 vier
IrPCR-Produkte (wie fur die Sequenzierung) amplifiziert und aufgereinigt (siehe
Abbildung 3.1, Seite 62). Der Stamm G11 wurde zusatzlich fur die Restriktionsanalyse
ausgewabhlt, da aus ihm zuvor kebpB amplifiziert werden konnte. Es folgte ein Verdau

mit je drei geeigneten Restriktionsenzymen pf®CR-Fragment, die es ermdglichten,
einen Grol3envergleich mit Restriktionsfragmenten aus dem Referenzstamm Z2491
durchzufihren (Abbildung 3.13). Die Enzyme wurden mit Hilfe des Programmes
DNAMANA4.0 ausgewahlt, Dieses Programm bietet die Moglichkeitsilico Test-
Restriktionen auf symbolisierten Gelen darzustellen. Damit kbnnen geeignete Enzyme
ausgewahlt werden, um gut voneinander getrennt laufende Banden zu erhalten.

F IYY TATE peel w
I [ I K1
X x e X i Tk

* * * Miu | x

IrP CR-Produkt B
7762 bp

t Ak I R e

T 1 < J 2
* ege o oo ¢ o o Q
3 3 T < T < o B

IrP CR-Produkt D
7770 bp

1kb 2 kb 3 kb 4 kb 5 kb 6 kb 7 kb 8 kb

Abbildung 3.13: Enzymschnittstellen auf den /rPCR-Fragmenten fiir die Restriktionsanalyse.
Angezeigt sind die Enzym-Schnittstellen in der Sequenz des Referenzstammes Z2491.

Nach dem Verdau dérPCR-Produkte und der Auftrennung auf 1,2%-Agarose-Gelen
wurden die Fragmente mit abweichenden Grol3en zum Standardstamm bestimmt
(Abbildung 3.14).
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Abbildung 3.14: Verdau der [rPCR-Fragmente (je ein Enzym pro Fragment als Beispiel).

Die aus dem Verdau von Z2491 erwarteten Fragmentgrof3en sind zusammen mit dem verwendeten Enzym
jeweils links vom Gelbild angegeben (siehe Abbildung 3.13), auf der rechten Seite ist die 1 kb-Leiter als
Grolenstandard dargestellt. Bei deCR-Produkt B haben die Stamme G1420 und G1401
Sequenzvariationen in den Primerbindungsstellen, so daf3 hier keine PCR-Produkte amplifiziert werden
konnten. Die Grof3e der Rekombinationsereignisse in diesen Stammen wurde Uber die benadP®Rrten
Produkte A und C bestimmt.
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Bei dieser Art der Analyse sind nur

a) Sequenzvariationen in den Schnittstellenbereichen der drei Enzyme und/oder

b) Langenvariationen zwischen zwei gleichen Schnittstellen detektierbar.

Diese Analyse wurde fir alle Varianten mit den i®@CR-Fragmenten durchgefihrt. Da

die Positionen der Enzym-Schnittstellen im Referenzstamm bekannt waren, konnte nun
nach der Zuordnung der Fragmente zu der bekannten Sequenz die Grof3e der
Rekombinationsereignisse in den Varianten abgeschatzt werden. In der Abbildung 3.15
wurde das Ende des letzten abweichenden Fragments (Enzymschnittstelle) als Grenze der
Rekombination angenommen.

b
22491 (2/111/1132) | \ g
G396 (2/6/1/132) |  —— | gaé(
G765 (2/8/1/132) | R —T — \ o}?
G372 (2/14/11/132) | [ |
G223 (2/3/1/132 | [ |
G4 (2/2/1/1132) | [ |
G872 (2/18/1/132) | S — |
G786 (1/12/3/132) [ %510 > \
G361 (2/9/1/132) | <206 \
G862 (2/19/1/132) | — L — \
G882 (2/14/1/132) |  S— — \
G1417 (2/11/9/132) | | \
G1420 (2/15/1/132) | ———aw——— l Q:'S'
G1423 (2/10/1/132) | Kmmﬂ: éb
G1401 (2/13/1/132) | R =
G1407 (2/7/111132) | <1a0] \
G1409 (2/20/1/132) | R T l
G1411 (2/21/8/132) | e s | l
G1413 (2/22/1/132) | S —] C— l
G852 (2/16/6/132) | L — |
G11 (2/-15/132)] 1 —— \
T T T EL T T mL T T EL T T ZQL T T ﬂ\b

Abbildung 3.15: Grifie der importierten Fragmente.

Die Langen der Rekombinationsereignisse sind angegeben. Einzelne Nukleotid-Abweichungen sind als
senkrechte Striche dargestellt, die Stamme mit ihren AllelkombinatipngntbpB/amiC/opaAd) sind links
bezeichnet. Die komplett sequenzierte Stamme (siehe Kapitel 3.8) sind von denen durch die
Restriktionsanalyse untersuchten Stamme getrennt dargestellt.
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Die importierten DNA-Fragmente besitzen bei einer gefundenen minimalen Lange von
ca. 1,5 kb (z.B. G1407) bis maximal 14,5 kb (z.B. G786) eine mittlere Gréf3e von 6,5 kb.
Es ist eine starke Haufung der Rekombinationsereignisse unbgaB-Operon zu
beobachten. Auffallig ist, das kaum DNA-Import/Mutationen aufwarts tadesORFs
gefunden wurden. Entweder ist die Sequenzvariabilitat in diesem Genomabschnitt so
gering, dal3 Rekombinationen aufgrund fehlender informativer Nukleotide nicht sichtbar
sind oder es gibt fir den Bereich u#pAB einen Mechanismus, der eine erhohte
Rekombinationsrate unterstitzt. Somit scheint die Haufung der Rekombinationen im
tbpAB-Operon auf ein funktionelles Prinzip hinzuweisen (siehe Diskussion).

3.8 Vergleichende Sequenzierung des Bereichs potF-toy6 von 2 Varianten

Es wurden aus den gefundenen Allelvarianten 2 Stdmme ausgewahlt, die einer
vergleichenden Sequenzierung in dem kompletten Bereiclpobibis opad unterzogen
wurden, um die genaue Rekombinationsendpunkte der importierten DNA-Fragmente
bestimmen zu kdnnen (siehe Abbildung 3.15). Es handelte sich um die Serogruppen A,
Subgruppe 1IV-1 Stamme G396 und G765. Es zeigte sich, dal3 diese beiden Varianten fast
identisch mit dem Standardstamm waren und nur im BereichhpdB Abweichungen
zeigten. Die Endpunkte dieser Rekombinationsereignisse wurden auf das letzte von dem
Referenzstamm abweichende Nukleotid gelegt. Wie aus der Abbildung 3.15 hervorgeht,
sind die Rekombinationsgrenzen der sequenziebetB-Varianten an unterschiedlichen
Stellen zu finden. So ist bei dem Stamm G765 ein nur 3,7 kb grol3er DNA-Block
innerhalb destbpAB-Operons ausgetauscht, wahrend die Rekombinationendpunkte im
Stamm G396 in den angrenzend@peats liegen. Hier wurde ein 6,1 kb grof3er Block

mit den Rekombinationsenden in beid&peats integriert. Es wurde eine vergleichende
Analyse der Repeat-Regionen umtbpAB durchgefiihrt, um Variationen in diesen
Elementen aufzuzeigen und mégliche Funktionen bei Rekombinationen zu verstehen.. Bei
dem direkten Vergleich der vollstandig®apeats der Stamme 22491, G396 und G765
wurden alle Abweichungen bertcksichtigt, nur 100% identische Bereiche zu 22491 sind
in den Rekombinaten als weil3e Blocke dargestellt (siehe Abbildung 3.16). Bei der
Rekombination der neuetpA4B-Allele in den Stamm G396 wurde auch ein Abschnitt
einestbpB-Repeats mit Ubertragen, was zu einem Austausch der sE&h&s Nr. 21-26

mit acht neue/MEs und somit einer Verlangerung d@égB-Repeats um 200 bp flhrte.

Im tbpA-Repeat sind von der Rekombination nur die beiden unmittelbar nebe
liegenden NIMEs Nr. 19 und 20 betroffen worden, ohne das es zu gravierenden
Insertionen gekommen ist.
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tbpA - Repeat tbpB - Repeat
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Abbildung 3.16: Aufbau der Repeats um thpAB in den rekombinanten Stimmen G765 und G396.

Alle repetitiven Elemente sind als Kasten dargestellt, nichtrepetitive Sequenzabschnitte als graue Linie. Die abweichemdernersikd als farbige Blocke eingezeichnet, die
Numerierung bezieht sich auf die Abfolge der rs-Elemente in Z2491 (jeweils von 1#8@4mMepear und von 21-47 imbpB-Repeat), um Bezugspunkte fir einen Vergleich zu haben.
Die Familienzugehdrigkeit der rs-Elemente ist aus der Farbkodierung der Legende abzulesen. Zwischen rs-Elementen gleichermgBeraien Polymorphismen von bis zu 20% auf
Nukleotidebene auftreten. Die Gep&F, thpAB undmurl sind nicht maRstabsgerecht gezeichnet. Das Correia-Element ist extra bezeichnet.

Alle Abweichungen zu der Z2491-Sequenz sind als farbige (rs-Elemente) oder dunkelgraue (Gene) Blécke dargestellt. Identisetr B2491 sind als farblose Blocke gezeichnet.
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In den beiden NIMEs sind diverse Sequenzpolymorphismen gefunden worden, jedoch
sind die beiden Elemente noch den RS27 und RS28 Familien zuzuordnen. Die
Rekombinationsendpunkte des Stammes G396 wurden somit in das RS-Element mit
der Nr. 19 auf der tbpA-Seite und in das RS-Element mit der Nr.26 auf der rbpB-Seite

gelegt.

3.9 Suche nach potentiellen Donoren der neuen Allele in der Subgruppe IV-1

Nachdem in den 100 Stammen aus Gambia 20 verschiedeneripdiidllele
gefunden wurden, stellte sich die Frage, woher diese Allele kommen kénnten. Es
wurden 11N. meningitidis Stamme der Serogruppen B, C, W-135, X, und Y, 9 nicht
gruppierbare N. meningitidis Stamme, 8N. lactamica und ein N. sicca Stamm
ausgewabhlt, die alle in Gambia wahrend der Epidemie isoliert wurden. Aus allen
Stamme wurden dieotF, thpB, amiC undopaA Allele bestimmt (siehe Tabelle 2.13).

In diesen 29 untersuchten Stammen zeigten alle Allele starke Abweichungen zu den
bisher gefundenen Sequenzen, so dal keiner dieser zusatzlich untersuchten Stamme
als Donor fur die gefundenen neuen Allele in der Subgruppe IV-1 in Frage kam
(Daten nicht gezeigt).

93



