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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 | 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 langerem molekularer Methoden zur
Bestimmung taxonomischer Grade. SSU rRNA Sequenzvergleiche', DNA-DNA
Hybridisierungen?, phylogenetische Sonden® und FISH* gehéren mittlerweile zu den
gangigen Werkzeugen der phylogenetischen Systematk. Viele der heute erstellten
Stammbaume basieren auf einem SSU rRNA Sequenzvergleich. Es existieren bereits
gewaltige Datenmengen sequenzierter SSU rRNA’s, mit denen neu entschlisselte
Sequenzen sofort zur Erdrterung der phylogenetischen Beziehung abgeglichen
werden kénnen. Die zurzeit wohl bekannteste Sammlung ribosomaler RNA
Sequenzen ist dabei online unter der Adresse: http://rdp.cme.msu.edu flr
jedermann zugéanglich [1].

Obschon sich die SSU rRNA’s als evolutiondre Zeitmesser durchgesetzt haben,
finden sich durchaus noch weitere geeignete Verwandtschaftsindikatoren. Zu den
vor allem in der Mikrobiologie géngigen phylogenetischen Vergleichsmolekilen
gehdren beispielsweise auch die im Energiemetabolismus bedeutsamen ATPasen
oder RecA, ein Enzym, das die genetische Rekombination ermdglicht, sowie
bestimmte Translationsproteine.

Grundsatzlich hat ein geeigneter molekularer Zeitmesser eine Reihe von Kriterien zu
erfillen, um als phylogenetisches Werkzeug anerkannt zu werden. Folgende drei
Charakteristika sind dabei zentral flr die Eignung eines molekularen Chronometers:
Erstens sollte das Biomolekul Uber die fur die Untersuchung ausgewahlten
Organismen universell verteilt sein, um einen Vergleich Gberhaupt erst méglich zu
machen. Zweitens, sollte das gewahlte Vergleichsmolekil in den ausgewéhlten
Organismen funktionell homolog sein und drittens, sollte es Regionen von
Sequenzkonservierung aufweisen, damit die Sequenzen richtig angeordnet werden

kénnen [1].

! Methode, bei der definierte Sequenzen der kleinen ribosomalen Untereinheit aliniert werden.

2 Nachweisverfahren struktureller Verwandtschaft zwischen DNA, basierend auf dem
Komplementaritatsprinzip.

> Chemisch oder radiaktiv markiertes Oligonucleotid, mit welchem, aufgrund Hybridisierung,
spezifische Nucleinsduresequenzen identifiziert werden kdnnen

* Fluoreszenz in situ Hybridisierung: Vorgang bei dem eine Zelle mit einer spezifischen
Nukleinséduresonde fluoreszenzmarkiert wird
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Molekile, die, aufgrund ihrer engen funktionellen Verwandtschaft, als Verwandt-
schaftsindikatoren in Betracht gezogen werden kdnnen, 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
gehdren sie zu den A-B Toxinen und gelten als die starksten bekannten Neurotoxine
biologischer Herkunft Gberhaupt. Sowohl TetX als auch die sieben Botulinum
Serotypen &dhneln 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, fihrt [1].
Diese auffallige funktionelle Homologie verleitete mich dazu, die Neurotoxine weiter
auf molekularer Ebene zu vergleichen, um zu ergriinden, wie weit sie voneinander
evolutiondr distanziert sind und ob sie sich gegebenenfalls als evolutiondre
Zeitmesser eignen.

Ziel dieser Arbeit ist es nun, mit Hilfe eines selbst durchgeflihrten Sequenz-
alignment’s die Neurotoxine beider Arten auf Sequenzidentitat zu prifen 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 Aminoséduresequenzen der jeweiligen Neurotoxine herangezogen
werden, die alle von bereits sequenzierten Clostridium Stdmmen 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 Uberprift 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
evolutiondre Zeitmesser diskutiert.

Alle verwendeten Sequenzdaten stammen, wie bereits in der Einleitung erwahnt, aus
der molekularen Sequenzdatenbank NCBI. Die Beschaffung der Daten erfolgte Gber
die Suchfunktion des im Juni 2006 neu erschienenen und kostenlos erhéltlichen
Sequenzalignmentprogramms Geneious, das ich, aufgrund seiner einfachen

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

3.1 Sequenzidentitidten
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Die héchste Aminosauresequenzhomologie 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 Aminoséaureidentitat

von 41%. Zwischen BoNT G und TetX trat eine Sequenzidentitdt 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

gewahlt:

Cost matrix

Pairwise alignment

Identity (1.0/0.0)

Abb. 1: Zeigt die gewéhlten
Alignment Einstellungen. Es sei da-

Cap open penalty 11.0

rauf hingewiesen, dass ich aufgrund
meiner Unerfahrenheit im Erstellen

Gap extension penalty 1.0

™ Free gaps at end

von Sequenzalignment (dies war
mein erstes) mdglicherweise nicht

( Abbrechen ) ( OK

die optimale Einstellung getroffen

habe.

Die folgende statistische Ubersicht zeigt den kompletten Datenertrag des

durchgefiihrten Sequenzvergleichs:

v Statistics (1338, 41%)

Length: 1338 Length: 1343

Pairwise % Similarity: 41%
Identical Sites: 548 (41%)

Residue Frequencies:

A: 95 (03,6%) (03,6%) A: 106
C: 20 (00,7%) (00,8%) c: 21
D: 174 (06,5%) (06,7%) D: 182
E: 163 (06,1%) (06,3%) E: 131
F: 132 (04,9%) (05,1%) F: 134
G: 121 (04,5%) (04,6%) G: 124
H: 21 (00,8%) (00,8%) H: 25
I: 288 (10,8%) (11,1%) I: 270
K: 224 (08,4%) (08,6%) K: 201
L: 207 (07,7%) (07,9%) L: 211
M: 47 (01,8%) (01,8%) M: 51
N: 252 (09,4%) (09,7%) N: 260
P: 91 (03,4%) (03,5%) P: 96
Q: 77 (02,9%) (03,0%) Q: 88
R: 77 (02,9%) (03,0%) R: 73
S: 187 (07,0%) (07,2%) S: 193
T: 125 (04,7%) (04,8%) T: 144
V: 117 (04,4%) (04,5%) v: 121
W: 27 (01,0%) (01,0%) W: 28
Y: 160 (06,0%) (06,1%) Yy: 151
*: 1 (00,0%) -: 75
-: 70 (02,6%) X: 1

Residue Frequencies:

(03,9%)
(00,8%)
(06,8%)
(04,9%)
(05,0%)
(04,6%)
(00,9%)
(10,1%)
(07,5%)
(07,9%)
(01,9%)
(09,7%)
(03,6%)
(03,3%)
(02,7%)
(07,2%)
(05,4%)
(04,5%)
(01,0%)
(05,6%)
(02,8%)
(00,0%)

v Statistics (1343, 40%)

Pairwise % Similarity: 40%
Identical Sites: 536 (40%)

v Statistics (1361, 33%)
Length: 1361
Pairwise % Similarity: 33%
Identical Sites: 444 (33%)

Residue Frequencies:

(04,1%) A: 97 (03,6%) (03,7%)
(00,8%) C: 16 (00,6%) (00,6%)
(07,0%) D: 169 (06,2%) (06,5%)
(05,0%) E: 141 (05,2%) (05,4%)
(05,1%) F: 128 (04,7%) (04,9%)
(04,8%) G: 123 (04,5%) (04,7%)
:gé'g:; H: 24 (00,9%) (00,9%)
(07.7%) I: 262 (09,6%) (10,1%)
(08 1%) K: 191 (07,0%) (07,3%)
(02.0%) L: 208 (07,6%) (08,0%)
(10.0%) M: 47 (01,7%) (01,8%)
(03.7%) N: 271 (10,0%) (10,4%)
(03, 4%) P: 98 (03,6%) (03,8%)
(05,5%) S: 197 (07,2%) (07,6%)
(04,6%) T: 152 (05,6%) (05,8%)
(01,1%) V: 133 (04,9%) (05,1%)
(05,8%) W: 27 (01,0%) (01,0%)
Y: 154 (05,7%) (05,9%)
-: 118 (04,3%)

Abb. 2: Sequenzidentitat
zwischen TetX und BoNT B

Abb. 3: Sequenzidentitat
zwischen TetX und BoNT G

Abb. 4: Sequenzidentitat
zwischen TetX und BoNT C1
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v Statistics (1322, 10%) v Statistics (1326, 10%)
Length: 1322 Length: 1326
Pairwise % Similarity: 10% Pairwise % Similarity: 10%
Identical Sites: 135 (10%) Identical Sites: 136 (10%)
Residue Frequencies: Residue Frequencies:

A: 63 (02,4%) (03,7%) A: 63 (02,4%) (03,7%)
C: 11 (00,4%) (00,7%) C: 12 (00,5%) (00,7%)
D: 107 (04,0%) (06,4%) D: 102 (03,8%) (06,1%)
E: 93 (03,5%) (05,5%) E: 101 (03,8%) (06,0%)
F: 71 (02,7%) (04,2%) F: 69 (02,6%) (04,1%)
G: 76 (02,9%) (04,5%) G: 75 (02,8%) (04,5%)
H: 16 (00,6%) (01,0%) H: 18 (00,7%) (01,1%)
I: 173 (06,5%) (10,3%) I: 177 (06,7%) (10,5%)
K: 144 (05,4%) (08,6%) K: 137 (05,2%) (08,1%)
L: 144 (05,4%) (08,6%) L: 145 (05,5%) (08,6%)
M: 31 (01,2%) (01,8%) M: 31 (01,2%) (01,8%)
N: 173 (06,5%) (10,3%) N: 167 (06,3%) (09,9%)
P: 58 (02,2%) (03,5%) P: 58 (02,2%) (03,4%)
Q: 58 (02,2%) (03,5%) Q: 53 (02,0%) (03,1%)
R: 46 (01,7%) (02,7%) R: 55 (02,1%) (03,3%)
S: 128 (04,8%) (07,6%) S: 132 (05,0%) (07,8%)
T: 89 (03,4%) (05,3%) T: 89 (03,4%) (05,3%)
V: B0 (03,0%) (04,8%) v: 77 (02,9%) (04,6%)
W: 18 (00,7%) (01,1%) W: 19 (00,7%) (01,1%)
Y: 102 (03,9%) (06,1%) Y: 103 (03,9%) (06,1%)

: 963 (36,4%) 969 (36,5%)

§52006

v Statistics (1325, 3%)
Length: 1325
Pairwise % Similarity: 3%
Identical Sites: 36 (3%)

Resndue Frequencies:

57
£ 13
: 94
: 74
s 63
Rl
$o15

149

I '<S<HUJ”O"UZKt‘9¢HmQ'ﬁFJUO>'
N
~

(02,2%)
(00,5%)
(03,5%)
(02,8%)
(02,4%)
(02,7%)
(00,6%)
(05,6%)
(04,5%)
(04,7%)
(01,0%)
(05,1%)
(02,2%)
(01,8%)
(01,7%)
(04,3%)
(03,1%)
(02,6%)
(00,6%)
(03,4%)

1187 (44,8%)

(03,9%)
(00,9%)
(06,4%)
(05,1%)
(04,3%)
(04,9%)
(01,0%)
(10,2%)
(08,1%)
(08,5%)
(01,8%)
(09,2%)
(04,0%)
(03,2%)
(03,0%)
(07,9%)
(05,7%)
(04,7%)
(01,1%)
(06,2%)

Abb. 5: Sequenzidentitat Abb. 6: Sequenzidentitat
zwischen TetX und BoNT E zwischen TetX und BoNT F

Abb. 7: Sequenzidentitat
zwischen TetX und BoNT D

3.1.1 Erlauterung zu den Statistiken (Abb. 2-8)

Die linke Spalte gibt jeweils die Aminosaurefrequenz im
Ein-Buchstaben-Code wieder. Die mittlere und die
rechte Spalte zeigt die prozentuale Haufigkeit dieser
Base bzw. Aminosaure in TetX und dem jeweiligen
Botulinum Toxin. Die Zeile, welche mit einem Strich
gekennzeichnet ist, gibt die Gapkosten wieder, letzten
Endes also die Anzahl eingeflhrter Licken zur opti-
malen Anordnung der Sequenz.

Alle verwendeten Proteinsequenzen und auch die
Umsetzung der Alignment’s finden sich im Anhang

dieser Arbeit.

v Statistics (1317, 2%)

Length: 1317
Pairwise % Similarity: 2%
Identical Sites: 27 (2%)

Res;due Frequencies:

53
11
: 93
2l
: 58
s 70
14

'<£<H(D500’UZZL"‘XHEC)"JMUO?’
nN
o

(02,0%)
(00,4%)
(03,5%)
(02,7%)
(02,2%)
(02,7%)
(00,5%)
(05,4%)
(04,3%)
(04,5%)
(01,0%)
(04,9%)
(02,1%)
(01,6%)
(01,6%)
(04,0%)
(02,9%)
(02,6%)
(00,5%)
(03,2%)

(03,8%)
(00,8%)
(06,7%)
(05,2%)
(04,2%)
(05,0%)
(01,0%)
(10,1%)
(08,1%)
(08,6%)
(01,9%)
(09,3%)
(04,0%)
(03,1%)
(03,1%)
(07,6%)
(05,5%)
(05,0%)
(00,9%)
(06,1%)

Abb. 8: Sequenzidentitat
zwischen TetX und BoNT A
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3.2 Evolutionare Distanzen der Neurotoxine

Neben den mittels paarweisem Alignment festgestellten Sequenzhomologien konnte
weiter, in einem globalen Vergleich aller untersuchten Proteinsequenzen, die
evolutiondre 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.

BoNT - A

TetX

BoNT - E

BoNT -D

BoNT -C

BoNT - B

BoNT - F

BoNT -C1

0.05

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 Prufung der Neurotoxine auf Aminosdureidentitat sollte Aufschluss Uber den
Grad der Sequenzkonservierung geben. Wie bereits in 3.1 erwéahnt, ergab sich die
hdchste Sequenzhomologie zwischen BoNT B und TetX (41%) sowie zwischen
BoNT G und TetX (40%), was auf eine mogliche Sequenzkonservierung deutet.
Dieser Befund soll mit den beiden unten dargestellten BLAST Dot-Plot’s hier noch

verdeutlicht werden.

0 100 200 300 400 SO0 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300
T e 3 g 9 [ I T .

Rt s Mg TR g e R Abb. 11: BLAST-Abgleich
a \ . F % s von BoNT B und TetX —
= a0 - i '_":_ iy, B S e Die Diagonalen, die aus der

o . BE . g N EITE . Uberlagerung der Punkte ent-

600 My B g " % - s S standen sind, weisen auf eine

ool - . ' IR : _ konservierte Genordnung in
o+ BT e HER R B diesem Bereich. Einzelne Punkte
- stellen homologe Aminos&uren
fm mit einem BLAST-Erwartungs-
2:: ) wert kleiner als 10/-5 dar.

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200
oK — T v ENECED . FFED i

wol. Moo e e owlw sm ol w omem s ua h T ooo -
200 . " G SR S . sz R -
3001,

400" .- N psE SR PV i =

00, .+ e 5, 2 B M U -
700 . R RO W T s 3 =
800

A =200
900"

2= oo

Abb. 12: BLAST-Abgleich von Abb. 13: BLAST-Abgleich
BoNT G und TetX von BoNT D und TetX
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4.2 Evoutionéare Distanzen im Gesamtkontext

Nachfolgend sollen die mit dem Neighbour-doining Algorithmus erdrterten
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]

C. vososporam
!~ C.oonnolorum
" C purmwooum
C. "calprosponar
" C_boverincky
! C acooburycum
C butyricum
C "Rananitos
:'ro E' C.bottnum
ype £ NON-EroteohyBic ‘—
"x - r
C awantoutyroum
wor C.Chamatatvorm
C Jongesporum®
C paraputniicum

L cams

.

C.ourm
L Oaiuam
C peviningens
™ C.baraty
C absonum
Saroma venirou
C.oelulovovans
C falay
C aigiicamys
C.cadiiver
L niesimans
C collagenovorans
C. sardirsonse
C.h0mopopsonicum
100 ) C tharmopaimanam
C_thermobutyricum

wor-type 0 | o peubnum ‘—
e C

C.novy
C astovthanbcum
C sudtermrmale
L typo G C.botuknum <_
C ocsancum
A tvbe A |\ C.botdnum ‘_
o |\ typo F proteciysc
C putrificom
~ C sporogenes
C etanomovphum
o C.mavencommatum

‘o C.coohlmarkam
C letan ‘—
C pasteunanum
C.magnum

C.scatologenes

l.:ll‘;”ltl' "

C.Aluyven
C yrobutyricum
- C jungdahi
CLUSTERN 1| your - C. sl teum
G mosum
C protecdySicum
C plannigi
C.lfervdus

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 evolutiondres Chronometer verwendet, so ergeben sich die

folgenden unmittelbaren Verwandtschaftsbeziehungen:

Phylogenie anhand 16S rRNA Sequenzen. Die evolutionare 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

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

aufgefiuhrte Phylogenie:

Phylogenie anhand der Neurotoxinsequenzen. Die evolutionadre Distanz nimmt

von links nach rechts zu.

C. letani < 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)

4.3 Eignung als evolutionarer Zeitmesser

Obschon die Verwendung unterschiedlicher Stdmme beim oben durchgeflhrten
Vergleich (4.2) nicht berlicksichtigt wurde, zeigt sich bei der Gegenliberstellung ein
recht kongruentes Verwandtschaftsbild. In diesem Sinne ist die Eignung von
Neurotoxinen als phylogenetisches Vergleichsmolekll durchaus als Mdéglichkeit zu
betrachten. Auch die in der Einleitung erwéhnte und als Kriterium fir ein
Chronometer geltende funktionelle Homologie wie auch die teilweise beobachtete
Sequenzkonservierung spricht flr eine Verwendung neurotoxinaler Vergleichs-
molekdle in der Taxonomie prokaryotischer Exotoxinbildner.

Gegen eine Eignung spricht vor allem, dass Neurotoxine keineswegs ubiquitar Gber
alle Organismen verteilt sind. Dieser gewichtige Punkt schliesst wohl eine
gesamtheitliche Verwendung von Neurotoxinen als taxonomisches Mittel aus.
Dennoch kénnte das Erstellen von phylogenetischen Stammb&umen basierend auf

Neurotoxinsequenzvergleichen von grossem Interesse sein, vor allem in
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medizinischer Hinsicht. Denkbar wére, dass mittels phylogenetischer Stammbaume,
die auf Virulenzfaktoren basieren, der Ursprung der Pathogenitat verschiedener

Organismen ergriindet werden und somit besser bekdmpft werden kénnte.
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6. Anhang

6.1 Verwendete Sequenzen - http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Name A Summary

/ BONT - A AAQl.6533. botulinum neurotoxin type A [Clostridium botulinum]
kgrscisssminifdpnkyv...(Length: 77)

l BONT - B neurqtoxin type B C.DS translated from DQ417354. Clostridium
botulinum neurotoxin type B (bontb) gene, complete cds

i BONT - C Extra;tipn from Bptulinum ngurotoxin type Fl precursor -
Clostridium botulinum. Botulinum neurotoxin type C1 precursor -

l BONT - D BAES.3S79. botulinum neurotoxin type D precursor [Clostridium
botulinum D phage]

l BONT - E CAAS50146. botulinum neurotoxin type E [Clostridium botulinum]
agkgnfkdalellgagille...(Length: 367)

j BONT - F CAAS0147. botu]inum neurotoxin type F [Clostridium botulinum])
aekgnfeeafellgvgille...(Length: 369)

l BONT - G CAAS?Z?S. BoNT/G _[F:lostridium botulinum]
mpvnikxfnyndpinnddii...(Length: 1.297)

tetanus toxin tetX CDS reverse complemented from tetX unreversed.

eIk protseq Clostridium tetani E88 plasmid pE88, complete sequence 30 Jun 2006 9:07 PM

R

Description Sequence Length Size
botulinum neurotoxin type F [Clostridium botulinum] 369 6 KB
botulinum neurotoxin type E [Clostridium botulinum] 367 6 KB
botulinum neurotoxin type A [Clostridium botulinum) 77 5 KB
botulinum neurotoxin type D precursor [Clostridium botulinum D... 149 6 KB
BoNT/G [Clostridium botulinum] 1297 7 KB
Clostridium botulinum neurotoxin type B (bontb) gene, complete... 1292 4 KB
Botulinum neurotoxin type C1 precursor - Clostridium botulinum 1290 4 KB

Size Accession Organism cib
6 KB CAAS50147 Clostridium botulinum 407789

6 KB CAAS50146 Clostridium botulinum 407787

5 KB AAQL16533 Clostridium botulinum 33356573
6 KB BAES53579 Clostridium botulinum D p...83281004
7 KB CAAS52275 Clostridium botulinum 441276

4 KB - - -

4 KB - - =
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6.2 Durchgefiihrte Sequenzalignment’s

BoNT - A
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BoNT - A
TerX
Similarity
BoNT - A
TerX
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Terx
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TerX
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BoNT - A
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BoNT - A
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Similarity
BoNT - A
Terx
Similarity
BoNT - A
TerX
Similarity
BoNT - A
TerX

Similarity

NSINYGFTEI BEEGKKFNIKT RESYFSHNHD PV¥KIPNENDD TEYNDTEGFN IESKDEKSEY KGONNRVNNTN

TEDEESDMST INPYRGPADN DNKOGYEGNF ICADETTCGNM LEEEYIPEDT LPFMIAANBSIA ESSTORKEKTD

ADEBINNEKNK DEEKANKANEI NENIFNRESS RSFENMNONIN BAKKOQEEEFD TOSKNIENMOY EKANSKEIGE

AQEVPGCENGK ATHEURNESS ENINHKAMNMDE EYNDNFENEFT NSFWERNPKW SASHEEQOYGT NEHYSIEISSHK
Tetanus toxin heavy chain

KHSESEGSEW SVSHEKGENEE WIEBKDSACGCEW RONTFRDEPD KENAYHANRKW NFETETNDRE SSANINYEINGW
Tetanus toxin heavy chain

ENGCSABITCEH GANREDNNET HEEKEDRCNNEN OYMSEDKFRE FCKAENPKED BEKEYTSYHSE TFERDEFWEN?
Tetanus toxin hea’

GRSCESSSHE EEFDPNKYMD UENEGERGYM YI-KGPRGSW NTTNEYENST HYEGTKFIDK KYASGNE- DN
[Bent/ATDS ]
YD > 4

Tetanus toxin heavy chain

DDEKNASHGCEWY GCTHNCOIGND PNRDIEEIASN WYFNHEKDKE BCCDWYFWPT DEGCWINKPD
Tetanus toxin heavy chain
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MCUTENNENY NDCIDNENEDE MNECCFARGT GRYYKAFKET DREWENCERY TEGYKPEDEN KSSGEFNRDW
N S N A I e e S e R |

Neur otoxin tvpe B CDS
TDOTRG. e

OENKGASEFN RRGYFSDPAN HCNYCIKVDD OSPIWPNEKKF FHOSTDAIOA EENYTFCGOD
neut otoxin BCDS
N N - i A A A NN ——— .~

lrxmr—sx -i\nxlni CKS-RAP——— ———————————————— GECE WE“ ADKIBFSII“

Ineurolox EE DS I
SCONSKEEGEH CEKINPPTHE RENEYNRTAS ETDEGGEECE KEKNEDITFI ANKNSFSEED
Tetanus toxin heavy chain

SKNEREEYDT OSSEYIENRSS INESISDTND ESKIEECSHN TESETDENED WONYEKCOSA- - EXKKEFTDER

lnemolo in “ﬁ BLDS I

tx-xr-mn[ ETKRDEKWID HYGEINAOWE S”"TQF!E* EEGHYKAENY OACANEEITK YKYNIYSHKE

Ineurolox m BCDS I

EXIEKTEDNE OWDAZKEIID YEYKEYSGPD

KSNENIDFND INSKENEGEIN OAIDNINDFE NECSVUSYDMK KMICHAVEKD NDFDNTOKKN LENYIDENKH
neurotoxin tvpe B CDS

4 i f A ™ \
GYGA'_Ylh EVKE- - - -ND KNQFKETSST -s-n.'ro'no"- NEXIFNSHFED FSUSFWERE?P KYK‘WY’
Deur o1oXiIn B CDS

| Doy
H’FHSS-‘YP DAQEVFGIRG K-A SSEVEIVHERKAM DIEYNDEENN FTMSFWER KMSA

heawy chain

= [ | ML I | o [ ] ]
EHNEYTODDNC DKNNS----- GWKESIRGNE IDWTHTDING KTKSWFFEYS IREDESDYI- NRWEFFMTETH
ewretidnteBLDs———— —— > > ——————— = —1]

SYSEYEKDF% GNPENYNKEY YHFNAGHNKNS YIKEKKDSSH GEEISTRSKYN ONSNYINYRN HYECEKEDER

Ioemo!o in BE B DS I

ESETFERDEW GHNPERYDTHY YEIPUASSSK DUONKNETDY HYETNAPSYT NCKENEYYRR EYNGEHKFDEK
Tetanus toxin hea chain
— . . oy W W

Neur Stoxin 8CDS
S

pe— T = = — = o ——_ _— -~ ————— . —— ]
RYTPNEEE- D SFMKSGDFEK LYWSYNNNEH EVCYSKDGNA ENNEGDRINRY GYNAPGECHY KKMEAWKGRD
Tetanus toxin hea chain
| H___E N NN = |- N i
QPTYSCONES KEDEESTDEY GEECTHREYESl SCINEKD- YK NYFCESKWYEH KEVKRKPYNS® NEGCNWOFES
D S A T D e e st |

NCOXGNDPNR DEEDASNWYF NHEKDK-- - - EIEGCDWYEW®
) || | |
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PETENNFNYS DPUDNENINY EDTHENTEAN EPEKAFRETG NEWWEPDRFS RNSNP-NENK ppmr'spxsd
[Bowulinum seyrotoxin C3 lightchain

PETENNFRYS DPNNNDIIEEN MECPYCKGED EYYKAFKETD REWENPERYE FGTKPEDFN? pss_sas-

ITetanus Loxin Iihl chain

¥¥YDONYEDSTD SDKDPIEKEY IKLFKRINSE EIGEELIYRE STDISFPGNN NTPINTEDED VWDENSWDVET
[Borutinum neyrotoxin O3 ightrchain ]
YYDPNYBRTD SDKDRFEOTH VKLFRREKNN VWAGEALEDKE ENATCYHGNS YSHEDKEDTN SNSWSERGGE

Tetanus toxin light chain ]
_i | UImam  § UIEpEn SIS W SRS S S

ROGENWNKTGE SENPSVIETE PRENEEDPET STFKE---TH NTFAAQEGFS ANSIDSESPR FEETYSNATE
[Borulinum neyrotoxin C3 lightchain 1
ODPSGATTKS AMNTNEDIFG PCPWENKNEW RCEIVERVDNE NYFPCRDGFG SEMOMAFCPEl YWOTEFDNNIE

Tetanus toxin light chain
L . 1 — WL = |

DMGEGRFSKS EFCHDPINTIY NEEUNHANHN HYGEAZPNDO TESSWISNIF YSOYNMKEEY AEIYAFGGPT
[Borudioum regrotloxin G2 lightohain ]
NETSETEGKS KYFQDPALLD MEELIHVEHG LYGMOVWSSHE DI°S--KOBD YMOHTYPESA BEEFTEGGOD

Tetanus toxin light chain
= TR TR T T T LT — BLEL

- . T -
EDBTPKSARK YFEEKABDYY RSTAKRENSE TTANPSSFNK YEGEYKOKES RKYRFUMESS GEVIUNRNKE

[Botulinum neurotoxin CT light chain ]
ANEISEDEKN DEYEKTENDY KADANKESQOWM TSCNDPNED- -EDSYKQIEYQ CKYQFDEDSN GOYEMNEDKE
= 1o light chai

— NN N _ N E N N . RN NN

¥ESYNELTOD FTEFNYAKEY NMONRKIYES NMYTPW-TAN INDDNMYDIQO NGFNDPKSNII NMEFMGONES
Botulinum neuroloxin C1 lightchain ]
OIEYNSIMYC FTEIBLCGKKF NEKTRESYFS MNEDPWKEPN LEDD-EYNDT BGFNEESKDE xslyxeoun

[Te1anus 1oxin Tight chain

— NN _ NN __h____ SN _L
RNP-AERKYN PENMEYEFTE FCHEKAND. —- -GRSEYNKTH DCREE ---- - BWKNTDEPE IGDESDENKTD
[Botulinum neurotoxin CI light chain [Botuiinum neurotoxin C1 heavy chain 1

MNTNAFRNVD GSGENSKEIG ECKEKIZPPTN IRENEYNRTA SHTDEGGCENC IKIKNEDETF EFAEKNSFSEE

%zwmm—_l
E BN H ¥ OSSee  § — I T 5§ —"

IFERKDINES TEWIYYSDNY® SYDOVINSKN TSHNECONDEN ¥OSIDSESED HEG--———— - mmymm*

[Botulinum neurotoxin C1 heavy chain
PFODEINSYN TKNKPENFNY SEDKEINMDYN E----O0SKET EHPN-DRTTPW TKGIPYAPHY KSKNAASTEEE
1

i chain
-l i H_EEN =B _N_=R ___ _§N =B —

ONMDYENSYY YEESOKESDN WEDFTFTRSE EEANDNSAKM YTYFPTHANK UNAGUOGGHE INWANDUMED
[Botulinum neurotoxin C1 heavy chain ]
HNTDDNTIYQ YBYAQKSPTT BORITETNSWV DDADINSTKE YSYFPSVESK VNOCGAQGIEF BOWVRDIEIDD
|Tetanus toxin heavy chain _4
ELE O O S AL B N SR A B m

FTTNENRKDT EDKESDWSAT EPYICPANNE SNSURRGNFT EAFAMTGMTE -BFP.FT* PAEGAFMEYS

[Botulinum neurotoxin CI heavy chain ]
FTNESSQOKTT IDKESDMSTE NPYEGPARND VKOGYECGNFE GANETTGNVE EERYEPEITH PVEAANSEAR
[Teranus toxin heavy chain |
BN N . . N A W

KNOERNEDEFK TIDNCEEORE KRWEKDSYEWE MGTWESREET OFNNESYQOHNY DSENYQAGAT KAKIDEEYKK
[Botulingm reyrotoxin C1 bagvy chain |
SSTORKEKEIK TIDNFEOEKRY BKWIBVYKDW KAKWDGTWNT OFOKRSYOMY RSLEYOVDATL KKIIDYEYKE

!Telarms toxin heﬁ chain |

YSGSDKENTK SOVENEKNSH DVKESEANNN ENKFERECSY TYNFKNMECK VEIDESNEFDR NTKAKEINDE

ISonsiniet MNEOCONIN CISARVY CggPer = = e e o e oy )
YSGPDKEOTA DEINNEKNKE EEKANKANIN ENEFHRESSR SFEVNONINE AKKOEDEFDT OSKNIDMOYX

DSHEN- IIDVG EVDKEEKAKYN NSFONTEPF- - - -NEFSYTN NSHEKDEIINE YFNNENDSKE HSEONRKNTH
[Borulingm oxin T3 hagyy chain ]
KANSKFIGET BEKKOESKIN KMEFSTPEPFS YSKNEDCWND NEEDEDWE - - - - -BEKSTE DNEDENNDIE
Tetanus toxin he chain

¥DTSGYNABW SEEGDVONT IFPFDFKEGS SGE------- DRGKVIVNTON ENIVYNSHYS SESISEWIRE
[Borutinum neyrotoxin I hegvy Chain 1
SDESGFNSSM ETYPDAOBMP ———————— GIl NCKAIHDVNN ESSEVEIVHKA MDIEYNDMEN NETWSEWLRW
Tetanus toxin he chain

NEW-WMSKEPE ¥————— TEED SUKNN----- SCWSIGIESN FEVFTEKONEl DSEOSENFSY DESNNAPGY-

[Borulinum neurotoxin CI heavy chain 1
PEKNSASHEEQ YGTHNEYSIEES SMEKKHSEHSES SGWSNSEHKGN NEIWISKDSA GEMROITFR- DEPDKFRAYN
—

[Tetanys toxin hegve chain
- EE NN Em . H_N N N .
-NEWFFNTNT NNMMCEMEKDY ENGKLEDTEK MEKEETGENFS KTETF.“.K# Pl)‘?ﬂl‘?Sl!Sl mnnt“
[Botulinum neurotoxin C1 heavy chain ]

ANKWNFETET NDRESSANEY INGEENGCSAN ITCGEHCGATRED NNETEKEDR- - ------— CHNN NNOYWSEDKF
[Tetacus 1oxin hegvw chain
1

YEFAKEEDGK DENEEFNSEG YTHNVKDYWS NDERYNKEYY HUNE —-—--- ——————— DYH - - -NRYBYAN
[Botilinum neurotoxin C1 heavy chain ]
REFCKAENPK EIEKEYTSYN SETFERDFWE NPERYDTEHYY HBEPNASSSKD VWOEKNETDYM YHETNAPSYTN
[Tetacus toxin heave chain e —— |
- NN N PN N BN e o8 i . B BN
SROIWENTRE NNNDFNEGYK ITTIKRIRGNZ N-DTRURGCD INYFDMTINN KAYNIL FHKN ETHYADNEST
[Botulinum neurotoxin CI heavy chain ]

GRKENTZYYRRE ¥YN----- GEK FENKRYTPNN EEDSFNKSGD FEKEYNMSYNN NEHINGYPKD GNAF---NNH
[[etanus 1oxin heavy chain 1
H_ _W LN N NN ] B

EDIYAIGHREl OTKDINDNIT FOIQPMNNTY YYASQOIFKSH FNGENISGIC SIGTYRCREG GDWYRHNYIN
[Botulinum neusrotoxin CI heavy chain ]
DRINRVGYNA PCIPHYKKM- _BAVKEDRDEK TYSVOD- -KIl YDDKNAS-DC DVGTHNGOIG KDPNR-DELE
[Tetanus toxin heavy chain
A —

PTMKOGNYAS NEESTSTHWG FMCMSE- - -—- -
[Botulinum neurotoxin C1 heavy chain :
ASNWYFNHEK D-KERGCDWY FNPT N D

ITMUS toxin hea_v! chain >
-

N
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YYDPNYERTD SDKDRFEQTN MEKEFNRIKEN FAGHADEDKI INAERPYEGNS YSEHEDKFDTN SNSWSFNDNE

TEDEKESDMST ENPYEGPARDN DNKOGYEGNF ICADETTGNM IEEEYIPERT EPUMIAABSEA ESSTOKEKDE
Tetanus toxin heavy chain

KTEDNFEEKR YEKXWIEEBVYKIE VKAKWEHGTNN TOFQOKRSYQON YRSEEYOVNDA IKKIXDYEYK IYSGPDEKEOD

TEEKKEESKE NEMFSTPEPF SYSKNEDCWW DNEEDIDWIN EKSTIENEDE ENDEESDESG FNSSWMETYPD
Tetanus toxin heavy chain

AQEVPGENGK ATHEVNRNESS ENINHKANDE BEYNDEFENEFT VNSFWERNPKYN SASHEEQOYGT NEYSEXSSHK
Tetanus toxin heavy chain

KHSESEGSGW SVSHKGENEE WIESKDSAGEW RONTFRDEPD KFNFAYHANKW NFETIETNDRIE SSANNYEINGW
Tetanus toxin heavy chain

ENCSABITCE GCANREDNNET HXKEDRCNNEN OYNMSEDKFRE FCKAENPKED EKEYTSYHSE TFERDEFWEN?D
Tet anus toxdin heavy chain

A 2 [ BN SN T R ) N SR NS s LR DA SN L SR NS KEYT GNPEITEKSHS DEKNPY-SREM
[BoNT/D TDS ]
g

IRYDT YEY PUASSSEDNO EENETDYMYI TNAPSYTNGKE ENZIYYRR FEEKRYT PNNEEDSENE
Tetanus toxin heavy chain

Wy I T —
NCDRIENHME YNSRKYMITR DTDTEYATOS GECSONCHYA DKEOSKNEGHY GIGEFSIKNE MSK---NKYC

[BeNT/D O ]
SGDFIKEYYS YNN HEWGY PKD——————— R 7 YRA I LY KK GRDIKTYS
¥ W -y — [ i Bl L Bl [E=0 =2 B

SOEFSSFREN THE HADEYK PWRFSFENAY TPMAMTNY - --BTKEESTS SFWKFESRDP® GWNE-
>

[BoNT/D CDS
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BTD ECCEHNCIKEK NEDELTFIAEK NSFSEECFQOD

———————————————————— - ---AQOKGHF KDADEGEGACG IDDEFEC-ENN IPTEGMFTEK SFHGSSDEKN

[EoNTiECDS .
TEDKESDMST ENPYDGPADN DVKOGYBGNF ICALBIIGVM LULBYDPEL: LCVWIAALSEA B - - SSTOKE
[ N N IpE BN W U N TS .

K¥IKAINNAN KERDEKWKEW YSFINSNWNT KINTOFNKRK BEOMYOANOND VUNAIKTIIES KYNSYTIEEK
[BaeNT/ECDS ]
KIZKTIDNFE BEKRYBEKWIEW YKOWKAKWEG TWNTOFOKRS YOMYRSDEYO WDAIKKIEDY BYKIYSGPDK
Tetanus toxin heavy chain
oW EE u | E— [ | == s - [ | B
NEONTNKYDIK OIENENNOKY SIAMNNIDRF ETESSISYIN -KEINEVKIN KEDREYDENVE TYRENYIIOH
[BoeNT/ECDS ]
EOIAD- -BIN NDKNKDEEKA NKANMINEINEIF MRESSRSFEW NONMINBAK-K ODDErDTOSK NIDMOYIKAN

Tetanus toxin heavy chain
L | [ B ) ol [ ] W ||

GSINGESQO-0 BENSMWTIDTH NNSEPFKESS YTDDKINESY FNKFFKRIKS SSYENMRYKN DKYMDTSGYD
[BONT/ECDS ]
SKFEGETHNK KIESKINKMEF STPEIPFSYSK NED--CWWNDN BEDIDWIEKK STILNEDINN DELSDESGEN

Tetanus toxin heavy chain
L . L - .

sunmcnﬁ K¥P-TNENQF G!YNDRIS“{ HSQNDYEIYI DNKYKNFSES FWEREPNYDN KIMNW- -NNEI
[BENT/ECDS ]
SSNETYPDAQ ENCCENCGKAY HENRNESSEW INHKANDIEY NDNFNNFTMS FWEHRMPKUSA SHEEQYGTNE

YTEENCHRDN N----SGWKY SENENBDDWT BODNAGENQOK BAF----—-—-- NYGNANG--—- —————————--
[BeNT/ECDS >

YSEESSMKKH SHSIGSCGWSY SHKGNNLIW: LEDSACEWRO I FRDEPDKF NAYEANKWMEF DTETNDRESS
[ N Ul EEpE—— ] o e i B

ANEYINCGVNEM CSAEITCECGA IREDENITEK HDRCNNREQY NSEDKFREFC KANNPKEENEK EYTSYHNSETFE

¥YDTEYYHESE ASSSK T APS G YYRREYNG KR b33

IDSEFW¥I

QEKEYDDKNA SECODVCTHNG OECGNDPNRDE EIASNWYFNH EXKDKIBGCDW YFUPTDEGEWT ND
Tetanus toxin heavy chain
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ETD DBCG CIKTI NEDLTE TS K _NSFE PEQD
Tetanus toxin heavy chain
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