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Abstract  

Tetanus and botulinum neurotoxin are the most potent toxins known and cause 

tetanus and botulism, respectively. They are both zinc dependent endopeptidases 

acting in the cytosol, where they cleave SNARE proteins of the synaptic vesicles in 

the neuromuscular end-plate. Because of this functional connection I will report on 

the phylogenetical relationship between them, based on a sequence-alignment.  
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1. Einleitung und Fragestellung 

Die moderne Systematik bedient sich seit längerem molekularer Methoden zur 

Bestimmung taxonomischer Grade. SSU rRNA Sequenzvergleiche1, DNA-DNA 

Hybridisierungen2, phylogenetische Sonden3 und FISH4 gehören mittlerweile zu den 

gängigen Werkzeugen der phylogenetischen Systematk. Viele der heute erstellten 

Stammbäume basieren auf einem SSU rRNA Sequenzvergleich. Es existieren bereits 

gewaltige Datenmengen sequenzierter SSU rRNA’s, mit denen neu entschlüsselte 

Sequenzen sofort zur Erörterung der phylogenetischen Beziehung abgeglichen 

werden können.    Die zurzeit wohl bekannteste  Sammlung ribosomaler RNA 

Sequenzen ist dabei online  unter der Adresse: http://rdp.cme.msu.edu für 

jedermann zugänglich [1]. 

 Obschon sich die SSU rRNA’s als evolutionäre Zeitmesser durchgesetzt haben, 

finden sich durchaus noch weitere geeignete Verwandtschaftsindikatoren. Zu den 

vor allem in der Mikrobiologie gängigen phylogenetischen Vergleichsmolekülen 

gehören beispielsweise auch die im Energiemetabolismus bedeutsamen ATPasen 

oder RecA, ein Enzym, das die genetische Rekombination ermöglicht, sowie 

bestimmte Translationsproteine.  

Grundsätzlich hat ein geeigneter molekularer Zeitmesser eine Reihe von Kriterien zu 

erfüllen, um als phylogenetisches Werkzeug anerkannt zu werden. Folgende drei 

Charakteristika sind dabei zentral für die Eignung eines molekularen Chronometers: 

Erstens sollte das Biomolekül über die für die Untersuchung ausgewählten 

Organismen universell verteilt sein, um einen Vergleich überhaupt erst möglich zu 

machen. Zweitens, sollte das gewählte Vergleichsmolekül in den ausgewählten 

Organismen funktionell homolog sein und drittens, sollte es Regionen von 

Sequenzkonservierung aufweisen, damit die Sequenzen richtig angeordnet werden 

können [1].  

                                                
1  Methode, bei der definierte Sequenzen der  kleinen ribosomalen Untereinheit aliniert werden.  
   
2  Nachweisverfahren struktureller Verwandtschaft zwischen DNA, basierend auf dem 

Komplementaritätsprinzip. 
 
3  Chemisch oder radiaktiv markiertes Oligonucleotid, mit welchem, aufgrund Hybridisierung,  

spezifische Nucleinsäuresequenzen identifiziert werden können  
 
4  Fluoreszenz in situ Hybridisierung: Vorgang bei dem eine Zelle mit einer spezifischen 

Nukleinsäuresonde fluoreszenzmarkiert wird 
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Moleküle, die, aufgrund ihrer engen funktionellen Verwandtschaft, als Verwandt-

schaftsindikatoren in Betracht gezogen werden können, sind die von Clostridium 

tetani und Clostridium botulinum gebildeten Neurotoxine. C. tetani produziert nach 

C. botulinum mit dem Neurotoxin TetX die zweitgiftigste Substanz auf Erden. Bei C. 

botulinum sind sieben Neurotoxine verschiedener Antigenstrukturen (BoNT A, B, C1, 

D, E, F und G = Serotypen) bekannt [2]. Wie das von C. tetani gebildete TetX 

gehören sie zu den A-B Toxinen und gelten als die stärksten bekannten Neurotoxine 

biologischer Herkunft überhaupt. Sowohl TetX als auch die sieben Botulinum 

Serotypen ähneln einander stark in Wirkungsweise und Angriffspunkt [1]. Beide 

wirken als Zink-Endopeptidasen im Zytosol und blockieren die Exozytose von 

synaptischen Vesikeln in den Nervenenden der motorischen Endplatte durch 

proteolytische Spaltung der SNARE Rezeptoren [3], was im Falle von Tetanus zu 

einer spastischen Paralyse durch Hemmung des Neurotransmitters Glycin, bei 

Botulismus zu einer schlaffen Paralyse durch Hemmung von Acetylcholin, führt [1].  

Diese auffällige funktionelle Homologie verleitete mich dazu, die Neurotoxine weiter 

auf molekularer Ebene zu vergleichen, um zu ergründen, wie weit sie voneinander 

evolutionär distanziert sind und ob sie sich gegebenenfalls als evolutionäre 

Zeitmesser eignen.   

Ziel dieser Arbeit ist es nun, mit Hilfe eines selbst durchgeführten Sequenz-

alignment’s die Neurotoxine beider Arten auf Sequenzidentität zu prüfen und weiter 

in einem globalen Vergleich mit Hilfe des Neighbour-joining Verfahrens die 

Verwandtschaftsbeziehung zwischen dem Tetanustoxin TetX und den sieben von C. 

botulinum gebildeten Neurotoxin-Serotypen abzuleiten. Als Vergleichskriterium 

sollen dabei die Aminosäuresequenzen der jeweiligen Neurotoxine herangezogen 

werden, die alle von bereits sequenzierten Clostridium Stämmen aus der NCBI 

(National Center for Biotechnology Information) Datenbank stammen.  

 

2. Vorgehen 

Im ersten Teil dieser Arbeit  werden die sieben verschiedenen Neurotoxinserotypen 

von C. botulinum (BoNT A, B, C1, D, E, F, G) mit Hilfe des Sequenz-

analyseprogramm Geneious mit dem Tetanus Toxin TetX in einem Vergleich auf 

Sequenzhomologie überprüft und anschliessend mit einem Neighbor-joining 

Algorithmus in Beziehung gebracht.  
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Im zweiten Teil wird dann, aufgrund der ermittelten Homologien und den 

abgeleiteten phylogenetischen Beziehungen, die Eignung der Neurotoxine als 

evolutionäre Zeitmesser diskutiert. 

Alle verwendeten Sequenzdaten stammen, wie bereits in der Einleitung erwähnt, aus 

der molekularen Sequenzdatenbank NCBI. Die Beschaffung der Daten erfolgte über 

die Suchfunktion des im Juni 2006 neu erschienenen und kostenlos erhältlichen 

Sequenzalignmentprogramms Geneious, das ich, aufgrund seiner einfachen 

Handhabung und Benutzerfreundlichkeit, wirklich sehr empfehlen kann.  
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3. Ergebnisse 

 

3.1 Sequenzidentitäten 

Die höchste Aminosäuresequenzhomologie wurde zwischen dem von C. botulinum 

Stamm B gebildeten Serotypen BoNT B und dem  von C. tetani produzierten 

Neurotoxin TetX festgestellt. Das Sequenzalignment ergab eine Aminosäureidentität 

von 41%. Zwischen BoNT G und TetX trat eine Sequenzidentität von 40% auf. 

BoNT C1 und Tet X waren zu 33% homolog, BoNT E sowie BoNT zu 10%, BoNT D 

zu 3% und BoNT A zu 2%. Die Alignmentoptionen wurden dabei folgendermassen 

gewählt: 

 

Die folgende statistische Übersicht zeigt den kompletten Datenertrag des 

durchgeführten Sequenzvergleichs: 

  

 

Abb. 1: Zeigt die gewählten 
Alignment Einstellungen. Es sei da-
rauf hingewiesen, dass ich aufgrund 
meiner Unerfahrenheit im Erstellen 
von Sequenzalignment (dies war 
mein erstes) möglicherweise nicht 
die optimale Einstellung getroffen 
habe. 

Abb. 2: Sequenzidentität 
zwischen TetX und BoNT B 

Abb. 3: Sequenzidentität 
zwischen TetX und BoNT G 

Abb. 4: Sequenzidentität 
zwischen TetX und BoNT C1 
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3.1.1 Erläuterung zu den Statistiken (Abb. 2-8)  

Die linke Spalte gibt jeweils die Aminosäurefrequenz im 

Ein-Buchstaben-Code wieder. Die mittlere und die 

rechte Spalte zeigt die prozentuale Häufigkeit dieser 

Base bzw. Aminosäure in TetX und dem jeweiligen 

Botulinum Toxin. Die Zeile, welche mit einem Strich 

gekennzeichnet ist, gibt die Gapkosten wieder, letzten 

Endes also die Anzahl eingeführter Lücken zur opti-

malen Anordnung der Sequenz.  

Alle verwendeten Proteinsequenzen und auch die 

Umsetzung der Alignment’s finden sich im Anhang 

dieser Arbeit. 

 
 
 

 

 

 

Abb. 5: Sequenzidentität 
zwischen TetX und BoNT E 
 

Abb. 6: Sequenzidentität 
zwischen TetX und BoNT F 
 

Abb. 7: Sequenzidentität 
zwischen TetX und BoNT D 
 
 

Abb. 8: Sequenzidentität 
zwischen TetX und BoNT A 
 
 



UniZH Fallstudie – Mikrobiologie (BIO126) SS2006 
 

 
Patrick Redli, Blumenrain 18, 8702 Zollikon, p.r@access.unizh.ch, 05-704-150 

8 

3.2 Evolutionäre Distanzen der Neurotoxine 

Neben den mittels paarweisem Alignment festgestellten Sequenzhomologien konnte 

weiter, in einem globalen Vergleich aller untersuchten Proteinsequenzen, die 

evolutionäre Entfernung der Neurotoxine durch Anwendung eines Neighbour-joining 

Algorithmus’ ermittelt werden. Die unten dargestellten Baumdiagramme spiegeln 

dabei die direkten Verwandtschaftsbeziehungen der verglichenen Neurotoxine, 

sowohl als Dendogramm, als auch in Form eines Neighbor-joining Tree’s, wider. 

 

 
 
 
Abb. 9: Phylogenetische Beziehung zwischen den von C. tetani und C. botulinum 

gebildeten Neurotoxine, in Form eines Dendogramm’s 
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Abb. 10: Phylogenetische Beziehung der von C. tetani und C. boulinum gebildeten 

Neurotoxine anhand eines Neighbour-joining Tree’s 
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4. Diskussion 

 

4.1 Paarweises Sequenzalignment 

Die Prüfung der Neurotoxine auf Aminosäureidentität sollte Aufschluss über den 

Grad der Sequenzkonservierung geben. Wie bereits in 3.1 erwähnt, ergab sich die 

höchste Sequenzhomologie zwischen BoNT B und TetX (41%) sowie zwischen 

BoNT G und TetX (40%), was auf eine mögliche Sequenzkonservierung deutet.  

Dieser Befund soll mit den beiden unten dargestellten BLAST Dot-Plot’s hier noch 

verdeutlicht werden.  

  

   

 

 

Abb. 11: BLAST-Abgleich 

von BoNT B und TetX – 

Die Diagonalen, die aus der 

Überlagerung der Punkte ent-

standen sind, weisen auf eine 

konservierte Genordnung in 

diesem Bereich. Einzelne Punkte 

stellen homologe Aminosäuren 

mit einem BLAST-Erwartungs-

wert kleiner als 10^-5 dar. 

Abb. 12: BLAST-Abgleich von 

BoNT G und TetX  

 

Abb. 13: BLAST-Abgleich 

von BoNT D und TetX  
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4.2 Evoutionäre Distanzen im Gesamtkontext 

Nachfolgend sollen die mit dem Neighbour-Joining Algorithmus erörterten 

verwandtschaftlichen Beziehungen der von C. tetani und C. botulinum gebildeten 

Neurotoxine in einem Vergleich mit dem zurzeit geltenden, auf 16S rRNA 

basierenden, phylogenetischen Stammbaum der Clostridien in einen Gesamtkontext 

gebracht werden. 

Phylogenetisch gesehen ist die Gattung Clostridium sehr divers. Insgesamt sind 19 

verschiedene verwandtschaftliche Cluster definiert. Die meisten pathogenen Arten, 

darunter auch C. tetani und C. botulinum befindet sich in Cluster 1, wie folgendem 

Dendogramm zu entnehmen ist [4] 

 

 Abb. 14: Dendogramm der Verwandtschaftsbeziehungen von C. tetani und C. 
botulinum innerhalb des Clostridien-Clusters 1 [5] 
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Wird nun 16S rRNA als evolutionäres Chronometer verwendet, so ergeben sich die 

folgenden unmittelbaren Verwandtschaftsbeziehungen: 

 

 

 

 

 

 

 

Werden die Neurotoxine als Vergleichsmolekül verwendet, so zeigt sich die unten 

aufgeführte Phylogenie: 

 

 

 
 

 

 
 
 

 
 

4.3 Eignung als evolutionärer Zeitmesser 

Obschon die Verwendung unterschiedlicher Stämme beim oben durchgeführten 

Vergleich (4.2) nicht berücksichtigt wurde, zeigt sich bei der Gegenüberstellung ein 

recht kongruentes Verwandtschaftsbild. In diesem Sinne ist die Eignung von 

Neurotoxinen als phylogenetisches Vergleichsmolekül durchaus als Möglichkeit zu 

betrachten. Auch die in der Einleitung erwähnte und als Kriterium für ein 

Chronometer geltende funktionelle Homologie wie auch die teilweise beobachtete 

Sequenzkonservierung spricht für eine Verwendung neurotoxinaler Vergleichs-

moleküle in der Taxonomie prokaryotischer Exotoxinbildner.  

Gegen eine Eignung spricht vor allem, dass Neurotoxine keineswegs ubiquitär über 

alle Organismen verteilt sind. Dieser gewichtige Punkt schliesst wohl eine 

gesamtheitliche Verwendung von Neurotoxinen als taxonomisches Mittel aus. 

Dennoch könnte das Erstellen von phylogenetischen Stammbäumen basierend auf 

Neurotoxinsequenzvergleichen von grossem Interesse sein, vor allem in 

Phylogenie anhand 16S rRNA Sequenzen. Die evolutionäre Distanz nimmt von 

links nach rechts zu. 

 
C. tetani < C. botulinum Stamm A  << C. botulinum Stamm G <<< C. botulinum 
Stamm C <<<< C. botulinum Stamm D <<<<<  C. botulinum Stamm F 
(nonproteolytic) <<<<<< C. botulinum Stamm E <<<<<<< C. botulinum Stamm B 
 

Phylogenie anhand der Neurotoxinsequenzen. Die evolutionäre Distanz nimmt 

von links nach rechts zu. 

 

C. tetani < C. botulinum Stamm A  << C. botulinum Stamm E <<<  C. botulinum 
Stamm D <<<< C. botulinum Stamm G <<<<<  C. botulinum Stamm B <<<<<< C. 
botulinum Stamm E <<<<<<< C. botulinum F (nonproteolytic) 
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medizinischer Hinsicht. Denkbar wäre, dass mittels phylogenetischer Stammbäume, 

die auf Virulenzfaktoren basieren, der Ursprung der Pathogenität verschiedener 

Organismen ergründet werden und somit besser bekämpft werden könnte.  
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6. Anhang 

 

6.1 Verwendete Sequenzen – http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 
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6.2 Durchgeführte Sequenzalignment’s 
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