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1 EINLEITUNG

1.1 Clostridium difficile und Grol3e Clostridiale Zytotoxine (LCTS)

1.1.1 Aligemeine Charakteristika der Spezie€. difficile und ihrer Toxine

C. difficile ist ein Gram-positives, obligat anaerobes, sporenbildendes Bakterisim, da
der Familie der Bacillaceae zuzuordnen ist. Das humanpathogenerilBaktist von
klinischer Relevanz, es wurde als Ausldser einer DarmerkrankungAmdithiotikatherapie
identifiziert. FUr die Pseudomembrandse Kolitis (PMC) sowie diaiger schwerwiegende
Verlaufsform der Krankheit, die Antibiotika-assoziierte Diarrh@AD), ist C. difficile
verantwortlich [1]. Als Hauptvirulenzfaktoren sind hier d@. difficile Toxine TcdA
(Enterotoxin) und TcdB (Zytotoxin) anzufiuihren, die zu der Gruppe der GroRestridiblen
Zytotoxine (LCT) zahlen [2]. Derzeit werden noch drei weitere if®xdieser Gruppe
zugeordnet. Dazu gehoren Tcron C. novyisowie dieC. sordellii Toxine TcsL und TesH
(Tab. 1.1). Es handelt sich hierbei um die gro3ten bislang bekannten garkétdikteriellen
Toxine. Neben der strukturellen Zweiteilung der LCTs in einen @ieien repetitiven
Anteil und einen N-terminalen nicht repetitiven Anteil, ist auch &nterteilung der Toxine
in funktionelle Doméanen mdglich. Ein Drei-Doménen-Modell, bestehend aug eine
katalytischen Doméne, einer Translokationsdomane und einer Ligandendomdiie dis
LCTs etabliert (Abb.1.1) [2]. Gemeinsamkeiten in den biochemischen und
molekularbiologischen Eigenschaften untermauern die Einteilung derfi@ufge Toxine in
die gemeinsame Gruppe der LCTs [2].

Katalyse Bindung

Translokation

Abb. 1.1: Schematische Darstellung des Drei-Doménen-ModelisGrofl3en Clostridialen Zytotoxine (hach [2]).
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Spezies | Toxin | Molekilmasse (kDa Krankheitsbild
C. difficile | TcdA 308 Pseudomembranése Kolitjs
C. difficile | TcdB 276 Pseudomembranése Kolitjs
C. sordellii | TcsH 300! Gasgangran
C. sordellii | TesL 270 Gasgangran
C. novyi Tena 250°! Gasgangran

Tab. 1.1 Die Gruppe der GroR3en Clostridialen Zytotoxine.

1.1.2 Kilassifizierung der LCTs und Darstellung der enzymatischen Aktitat

Die enzymatische Aktivitat der Mitglieder der Familie deCTls besteht aus einer
kovalenten Modifikation verschiedener kleiner G-Proteine der Ras- und &tifanSlie, mit
dem Ergebnis der funktionellen Blockade dieser Signalproteine [2, 6-9]s la@ieren bei
dieser Reaktion als Glykosyltransferasen (Tab. 1.2). Fur jedenekéeraer Familie sind
hierbei charakteristische Substrate und Co-Substrate beschriebekleDem G-Proteinen
wird eine zentrale Funktion bei der Regulation des Aktin-Zytosketikaryonter Zellen
zugeschrieben [10, 11]. lhre Inaktivierung durch die LCTs verursacht bairkellen eine
morphologisch deutlich sichtbare Veranderung, die als zytopathischekt E(CPE)
bezeichnet wird [2, 12]. Der CPE tritt, abhangig davon, welches LCVatursacht, in zwei
klar differenzierbaren Formen auf. Der D-Typ CPE wird von @edifficile Toxinen TcdA
und TcdB [12-15], vorC. novyiTcna [16, 17] und vorC. sordellii TcsH hervorgerufen [4],
der S-Typ CPE voi€. sordellii TcsL [12, 18] und den varianté&n difficile Toxinen TcdB-
1470 und TcdB-8864 [19, 20]. Der von LCTs hervorgerufene CPE grindet sich auf
Veranderungen in der Organisation von Komponenten des Zytoskelettes. Davoarster
Linie das dynamische Gleichgewicht des Polymerisations- und Depo$ationsprozess von
Aktin betroffen sowie die fokalen Adhasionskomplexe, die den Ansatzpunkt kiam- A
Stressfasern darstellen [2, 21, 22]. Die morphologischen VerdnderungerDbeym CPE
zeigen sich in einem sternférmigen Aussehen der Zellen, wobenefii@se Auslaufer
erhalten bleiben. Im Gegensatz hierzu ist beim S-Typ CPE en@éntferung hin zu einem
spindelférmigen Erscheinungsbild der Zelle zu beobachten. Diese zarevdheinander
unterscheidbaren morphologischen Erscheinungsbilder werden mit der uetdisicbin
Wirkung der Toxine auf die fokalen Adhasionskomplexe begriindet [14]. Bei-dgp SPE
induzierenden Toxinen wird der gesamte fokale Adhésionskomplex abgebautihduwtzh
die zugehdorigen Integrine, die fur die Adhasion an die extrazellMatex notwendig sind
[14]. Bei Toxinen, die den D-Typ CPE verursachen ist nur ein partidbbeau der fokalen
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Adhéasionskomplexe zu beobachten. Die Integrine verbleiben an Ort und[Btglleber den
CPE lasst sich zum Einen die zytotoxische Aktivitdt der LOdIstesten und zum Anderen
eine auf dem morphologischen Erscheinungsbild der Zellen basierende Gmgpie
vornehmen.

Spezies Toxin Zielproteine® Zytopathischer Effekt”

C. difficile | TcdA Rho, Rac, Cdc42, D-Typ[12'15]
Rar{13]

C. difficile | TcdB | Rho, Rac, Cdc&2™ D-Typl'215!

C. sordellii | TcsH n.b. D-Typ™!

C. sordellii | TesL | Rac, Ras, R&hRaf* S-Tyg'> 8l

R-Ras"

C.novyi | Tcna | Rho, Rac, Cdcd?, D-Typt6 17

Radzll]

% Die Zielproteine gehdren zu den kleinen G-Proteider Rho- und Ras-Superfamilie
® Der Zytopathische Effekt wurde an Zellen in Kulgatestet

n.b. nicht bestimmt

Tab. 1.2 Enzymatische Aktivitat und zytopathischer Effektschiedener LCTs.

1.2 Eigenschaften von mitC. difficile assoziierten mobilen genetischen
Elementen

1.2.1 Insertionselemente, Transposons und Introns als mobile genetisétlemente

Insertionselemente wurden erstmals 1972 von Starlinger und Saedlendisse [25].
Bei der Untersuchung voRE. coli Mutanten wurden Insertionssequenzen (IS Elemente) im
Galaktose Operon charakterisiert [25], die sich nachfolgend alschgpiBestandteile des
Bakteriengenoms herausstellten. IS Elemente bestehen i.d.R. aus 800-2680paBeen. An
ihren Enden tragen IS Elemente kurze gegenlaufige Sequenzwiederinoldiegals Inverted
Repeats bezeichnet werden. IS Elemente sind genetisch kompakntiedereBereich der 1S
Elemente werden ausschliesslich Proteine kodiert, die fur ihre itdhierantwortlich sind.
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Diese als Transposasen bezeichneten Proteine werden zumeist vonveirsenzelt auch von
zweien, offenen Leseraster kodiert. @. difficile konnten bislang keine IS Elemente
identfiziert werden.

Transposons sind bedeutend groRRer als IS Elemente. Neben den fir digaMobili
verantwortlichen Genen besitzen Transposons Gene, die zusatzliche Fumkeomdteln.
Oftmals ermdglichen es diese Gene Bakterien in einer funadbteilhaften Umwelt zu
Uberleben, indem sie beispielsweise Resistenzen gegeniuber Antibetk&ken. Die Mitte
der 60er Jahre noch als R Faktoren bezeichneten Antibiotikaresistemmrgrn schliesslich
10 Jahre spater mit den Transposons in Zusammenhang gebracht werd@nafgjosons
werden in zwei Klassen unterteilt. Klasse | Transposons sind vétefSenten eingerahmt,
die Uber Transposasen die Mobilitdt des genetischen Elements tekrmiKlasse |
Transposons weisen an ihren Enden Inverted Repeats auf, die Transpostiéimspyverden
bei diesen Elementen im zentralen Teil kodiert. Eldifficile sind bislang mit T816
Tn5397 Tn5398und TM453vier Transposons in der Fachliteratur beschrieben [27-30].

Introns sind mobile genetische Elemente, die sich grundlegend von den oben
beschriebenen IS Elementen und Transposons unterscheiden. Fuhrt dieidntegnat IS
Elements oder eines Transposons in ein Gen mit gro3er Wahrscheiblizhkdessen
Inaktivierung, so ist die Integration eines Introns mit weitaus geznidrastischen
Konsequenzen verbunden. Der DNA-Abschnitt mit dem Intron wird zwar tibreskr das
Intron wird jedoch nachfolgend durch einen als Spleil3en bezeichneten Rraoggsschnitten
und fehlt damit in der funktionellen mRNA [31, 32]. Auf diese WeisdliistTranslation zu
einem funktionellen Protein trotz Integration eines Introns in dapreatsende Gen maoglich.
Der SpleiRvorgang findet immer auf Ebene der RNA statt, manch&-NMdekile mit
definierten Sekundarstrukturfaltungen splei3eniteiitro Versuchen ohne Beteiligung von
Proteinen. Dieses autokatalytische Splei3en wird auch als Setifdtspbezeichnet und ist
charakteristisch fur Gruppe | und Gruppe Il Introns [31-33]. In Anlehnung akathétische
Aktivitat von Enzymen werden Gruppe | und Gruppe Il Introns auch als Rilzym
klassifiziert [34].

1.2.2 | Infektidse Introns” und C. difficile

Der Begriff ,infektiése Introns” wurde 1989 von Lambowitz gepragt undesatiicht,
dass die so bezeichneten Gruppe | und Gruppe Il Introns phylogenetisategelerbreitet
und mit einer groBen Verteilungsvielfalt im Genom versehen sind [31D8%§. zeigt auf,
dass Gruppe | und Gruppe Il Introns verschiedene sehr effiziente Matleanizu ihrer
Verbreitung entwickelt haben missen. Die Mobilitat von Gruppe | Intromsd w
beispielsweise mit der Aktivitat intronkodierter Endonukleasen, sog. mtpEmdonukleasen,
korreliert [31, 32, 36, 37]. Fur Gruppe Il Introns sind Reverse Transkriptadeshe Proteine
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beschrieben worden, die ebenfalls intronkodiert sind und die Mobilitat diesems
entsprechend vermitteln [31, 32, 36]. Eine charakteristische Eigenscdmaféruppe | und
Gruppe Il Introns ist, wie bei 1.2.1 beschrieben, ihre autokatalytischeitAkt Beide
Introngruppen sind zur Durchfiihrung eimervitro Selbstspleil3reaktion befahigt, bei der sich
das Intron aus der Vorlaufer-mRNA ausschneidet. Damit verbunden isilal@nzeitige
Verknupfung der Exonsequenzen. Das Resultat des Splei3prozesses gereifte mMRNA
[31-34].

Die Arbeitsgruppe um P. Mullany wies 1996 erstmals ein Gruppentibn in
C. difficile nach [29]. Das Intron wurde bei Studien mit dem konjugativen Transposon
Tn5397 entdeckt, in dessen Genfl4* es inseriert ist. In Folgeexperimenten konnte gezeigt
werden, dass das Gruppe Il Intron weder fir die Konjugation vé89otwendig ist noch
die Transferhaufigkeit beeinflusst [38].

In eubakteriellen Gen konnten bis zu diesem Zeitpunkt keine Gruppe | Introns
nachgewiesen werden. Sehr haufig wurden Gruppe | Introns in mitochondkervon
Pilzen und Pflanzen, in rRNA Genen von niederen Eukaryonten Teieahymena,in
Chloroplasten-DNA und in Bakteriophagen nachgewiesen [39-51]. In Eubaktefigrdgne
Gruppe | Introns waren ausschliesslich in der Antikodonschleife von t&Bi#en lokalisiert
[40-44].

1.2.3 Charakteristika von Gruppe | und Gruppe Il Introns

1.2.3.1  SpleiBmechanismus und Aufbau von Gruppe | Introns

Die Pionierarbeiten zur Aufklarung des SpleiBmechanismus erfolgtetem rRNA
Intron von Tetrahymeng52]. Der Umstand, dass dieser Mechanismus auch flir zahlreiche
weitere Gruppe | Introns nachvollzogen werden konnte, untermauert dessen
Allgemeingultigkeit [53]. Der SpleiRmechanismus vollzieht sichEgne der RNA in zwei
aufeinanderfolgenden  Transesterifizierungsreaktionen von  Phosphodiester-Bimdung
(Abb. 1.2A) [31-33]. Fir den SpleiRvorgang sind lediglich®Mgationen und ein externes
Guanosin notwendig. Die Spleil3reaktion wird von einem nukleophilen Angrifcdagosins
auf die Phosphatgruppe der 5'-SpleiRRstelle initiiert. Uber zwei irmufderfolgende
Transesterifizierungen erfolgt dann die Exzision des Introns undigig¢idn des 5’- und 3'-
Exons (Abb. 1.2A). Da das Loésen und VerknUpfen der Bindungen miteinander gekoppelt
sind, wird keine zusatzliche Energie fir die Reaktion bendtigt, dieenksprechend auch
vollstandig reversibel ist. Gruppe | Introns kénnen Uber eine zusatdliemsesterifizierung
nach ihrer Exzision zyklisieren [31-33]. Mit dieser Reaktion wird kcbgrweise das
Gleichgewicht der Splei3reaktion hin zu den gespleil3ten Produkten verlagert [32].
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Gruppe I Introns Gruppe II Introns
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1. Transesterifizierung 1. Transesterifizierung
[5=Exon TIOH [5%Exon TIOH

G Guppe lawon | 3Exon

2. Transesterifizierung

’ /
e

‘ 2. Transesterifizierung

_

G Guppe Liaron

7
A

Abb. 1.2 Schaubild zu den SpleiBmechanismen von Gruppel IGruppe Il Introns (modifiziert nach [31H.:
Teilabbildung A zeigt den Ablauf der Spleil3reaktibei Gruppe | Introns Uber zwei aufeinanderfolgende
Transesterifizierungen. Nicht dargestellt ist einégliche Zyklisierung des ausgespleildten IntrdisBei der
SpleiBreaktion von Gruppe Il Introns wird die chaesistische Struktur des Intron-Lariats, einer das
ahnlichen Zwischenform, ausgebildet. Analog zu @aup Introns vollzieht sich die SpleiRreaktion audbr

Uber zwei Transesterifizierungen.
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Die Fahigkeit zum autokatalytischen Spleil3en liegt in der hoch koegernviRNA-
Sekundar- und Tertiarstruktur der Gruppe | Introns begrindet (Abb. 1.3A). \é&xtenbi
Gruppe | Introns weisen Uber ihre Gesamtsequenz betrachtet keine legenZhomologien
zueinander auf, jedoch ist eine Serie von kurzen Sequenzfolgen hoch kondesvienhdelt
sich dabei um die P, Q, R und S Sequenzen. Dabei bilden Teilbereichaimdn@Psowie R
und S Basenpaarungen aus, von denen sich eine konservierte Struktur aisett¢Bilt33,
53]. Die Introngrenzen sind streng von jeweils einem Nukleotid definiert5’-Bereich
handelt es sich dabei um ein Uracil, im 3’-Bereich um ein GuanognSekundarstruktur
leitet sich von gepaarten Sequenzbereichen ab, die mit P1-P10 bezeietdest [31-33, 53].
Das 5 gelegene P1 Pairing beinhaltet Paarungen mit der 5-Eymrse Dieser Bereich
wird als Internal Guide Sequence (IGS) bezeichnet. Die PairP@4°8 bilden das
katalytische Zentrum von Gruppe | Introns aus. Die von den Pairings PleRrj€gebene
Sekundarstruktur ermdglichte eine Klassifizierung der Gruppe | Intionsier grol3e
Untergruppen, bezeichnet mit IA-ID [53, 54].

1.2.3.2  Spleilmechanismus und Aufbau von Gruppe Il Introns

Auch bei Gruppe Il Introns wird die Spleil3reaktion durch zwei aufeinawiderfde
Transesterifizierungen vollzogen [31, 32]. Fiur den SpleiRvorgang werdéhiKdtonen
bendtigt, weitere externe Faktoren, wie etwa Guanosin bei den Grdppens, sind hier
nicht erforderlich. Beim ersten Schritt kommt es zur Ausbildungr el@sso-ahnlichen
Zwischenform, der Intron-Lariat Struktur, bei der das Nukleotid am rideEdes Introns
kovalent mit einem Nukleotid nahe des 3’ Endes, i.d.R. ein Adenosin, verknUplft wir
(Abb. 1.2B). Darauffolgend vollzieht sich, gekoppelt an das Schneiden des Exdes 3-
Spleil3stelle, die Ligation der Exons und die Freisetzung des Intron-Lariats (Abh. 1.2B)

Wie bei Gruppe | Introns der Fall, so ist auch bei Gruppe Il Intran&dsamtsequenz
betreffend keine grol3e Sequenzhomologie zueinander vorhanden [31, 32]. Allereisgis w
sie ebenfalls eine konservierte RNA-Sekundarstruktur auf, die ihedytisthe Aktivitat
bedingt (Abb. 1.3B) [31, 32]. Von einer zentralen radahnlichen Struktur ausgehdrsshs
helikale Domanen (I-VI) bei Gruppe Il Introns ausgebildet, anhand dererzwei grol3e
Hauptgruppen, bezeichnet als IIA und IIB, definieren lassen. Die Ingongn sind durch
konservierte Sequenzen vorgegeben. Im 5’-Bereich ist dies die Seqger@fdGYG, im 3'-
Bereich AY. Die am starksten konservierte Domane V bildet roin@ne | das katalytische
Zentrum von Gruppe Il Introns. Die 5-Splei3stelle ist durch eineuPgarwischen einer
kurzen Intronsequenz der Domaéne |, der Exon Binding Site 1 (EBS1) undSeipaenz des
5’-Exons, der Intron Binding Site 1 (IBS1), definiert.
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4+“—
Abb. 1.3 Skizze der RNA-Sekundarstruktur von Gruppe | @wippe Il Introns (modifiziert nach [31]A:

Beispielskizze eines Gruppe | Introns. 5- und 86E sind grin eingezeichnet, die Internal Guideudege
(IGS) blau. Die P, Q, R und S Sequenzen sind kiayestellt, die 5’- und 3’-Spleil3stellen sind miteam Pfeil
gekennzeichnet. Das mit dem 3’-Exon gebildete P4idirigy ist nicht abgebildet; der Aufbau ist im Texher
erlautert. B: Darstellung eines Gruppe Il Introns. Die dem %bE zugehorigen Sequenzabschnitte Intron
Binding Site 1 (IBS1) und Intron Binding Site 2 @B) sind in der gleichen Farbe wie ihr jeweiliger
Bindungspartner im Intron, die Exon Binding SitdEIBS1) und die Exon Binding Site 2 (EBS2), abgeddild
Das 3’-Exon ist grin eingezeichnet, die Spleil3steBind mit einem Pfeil markiert. Die Domane | ofimals

komplexer ausgebildet, als hier gezeigt; die Stnues Introns ist im Text beschrieben.

Neben der EBS1-IBS1 Paarung tragt die EBS2-IBS2 Paarung zufoRiesitng der 5'-

Splei3stelle bei. Die Definition der 3’-Spleil3stelle obliegt komeie Interaktionen. Dabei
interagiert die Domane VI mit dem katalytischen Zentrum unih idie Formation des Intron-
Lariats involviert. Das terminale Nukleotid des Introns bildet siitem zwischen der
Domaéne Il und Il sitzenden Nukleotid eine Basenpaarung aus und es kommeiteren zu

einer Basenpaarung zwischen dem ersten Nukleotid des 3’-Exons und\eikkzotid direkt

vor der EBS1 Sequenz.

1.3 Die Bedeutung von Introns in der Evolution

1.3.1 Die Diskrepanz zwischen der ,Introns early” und ,Introns late* Theorie

Die Rolle von Introns und Exons in der Evolution von Genen und Proteinen ist
Gegenstand einer Diskussion mit sehr unterschiedlichen Standpunkteetevetér ,Introns
early* Theorie stehen auf dem Standpunkt, dass Introns von jeher in (Gseeert waren
und Uber die Kombination der sie flankierenden Exons die ersten komplerere@standen
sind [55-57]. Ganz im Gegensatz dazu postulieren die Vertretetndiems late” Sichtweise,
dass Introns erst im Laufe der Evolution in vorhandene Gene inseraf68-60]. Die Rolle
der Introns ist damit Gegenstand einer sich seit Jahrzehnten hieinden, extrem
kontroversen Debatte. So veroffentlichten beispielsweise J.D. Pahdel.M. Logsdon 1991
in Current Opinion in Genetics and Developement einen Artikel mit Tiésh ,The recent
origin of introns” [59]. In der gleichen Ausgabe des Journals, direkt desem Paper ist
dann eine Publikation von D.A. Shub zu finden, die den Titel ,The antiquity afpgt
introns*” tragt [57].
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1.3.2 Sichtweise gemass der ,Introns early” Theorie

Die ,Introns early* Theorie grindet sich auf der im Jahr 1978 von Wbhe@i
formulierten Hypothese, dass Introns die Evolution von Proteinen beschleundgm, neue
Rekombinationstellen durch sie zur Verfligung gestellt werden. Auk diésise héatten
neukombinierte Exons, sofern sie funktionell und vorteilhaft sind, die Mégiichdieh zu
etablieren [61]. Der Vorgang wurde spéater unter dem Begriff ,,Edouffling” popular und
Introns wurden als Hot Spots fir die Rekombination beschrieben [56, 62]. Fur die
Beobachtung, dass Introns in Eukaryonten sehr haufig vorzufinden sind, im eebakter
Genom jedoch fehlen, lieferte W.F. Doolittle ebenfalls im Jahr 19%8 @ausible Erklarung
[63]. Er beschrieb einen hohen Selektionsdruck bei Eubakterien hin zu direntfn
Genomstruktur, da die Generationszeit hier so kurz sein kann wie dier bar DNA-
Replikation. Der Preis fir dieses rationalisierte, effiziamd ,stromlinienformige* Genom
sei der Verlust an Evolutionspotential [63].

Die ,Introns early* Theorie geht davon aus, dass Introns schon im Gelesm
Progenoten vorzufinden waren und entscheidenden Einflu3 auf die Proteinevoluti@nnahm
[55-57]. Dieser Sichtweise folgend ergeben sich eine Reihe von Konsequ&azu gehort
der o.a. Verlust von Introns bei Eubakterien und ein Verlust von Introns bei dgenol
Genen, sofern die betreffenden Introns nicht in allen homologen Genen vorawdinde In
homologen Genen sind zudem die Positionen von Introns nicht immer exagh, glei
insbesondere wenn homologe Gene mit gréRerer evolutiondrer Distanzhtettreerden.
Dieser Umstand wird mit ,Intron sliding” oder dem Synonym ,Introrfterklart, was ein
Rutschen des Introns in die neue Position bedeutet [57]. Ein weiterer, Rlenkies zu
beachten gilt, ist mit der Hypothese verbunden, dass Introns die Ausbittungrsten
komplexen Gene ermdglichten und Uber Neukombinationen die Proteinevolution
beschleunigten. Fur die Funktionalitdt dieser Prozesse ist es w@iabdingbare
Voraussetzung, dass die Integrationsphase (die Position des Intrafsdon) der Introns
korreliert ist. Darunter ist zu verstehen, dass die Introns anleiehgn Position innerhalb
eines kodierenden Tripletts inseriert sind. Ist ein Intron vor det@rekukleotid des Tripletts
inseriert, liegt die Integrationsphase O vor. Bei einer Insertiah wgi@m ersten Nukleotid
eines Tripletts liegt die Integrationsphase 1 vor. Dementsprecherdiclieet die
Integrationsphase 2 die Insertion eines Introns nach dem zweiten Niildews Tripletts.
Nur durch die Korrelation der Integrationsphasen ist gewahrleistess bei einer
Neukombination ein offenes Leseraster ohne Frameshift-Mutation aldegelerden kann.
Aufgrund der Phasenkorrelation und des urspringlichen Aufbaus der Gene ausmEgons
zudem die dreidimensionale Struktur der Proteine in Relation zu degrdtibnsort von
Introns gesetzt.
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1.3.3 Sichtweise gemass der ,Introns late* Theorie

Die ,Introns late" Theorie vertritt einen sehr kontraren Standpunler Wird davon
ausgegangen, dass Introns erst spater in der Evolution in schon bestebeadeseriert sind
[58-60]. Demnach spielten Introns auch nie eine Rolle bei der Entstehunkprgsiexen
Genen im Progenoten und die Proteinevolution durch ,Exon Shuffling“, soferdesie
stattfindet, ist ebenfalls nur von untergeordneter Bedeutung. Der Grumdiufehlen von
Introns in Eubakterien ist nach der ,Introns late” Theorie nichtneraimassenhaften Verlust
von Introns, wie von der ,Introns early* Theorie postuliert, zu finden, sorelefach in dem
Umstand, dass Introns nie in deren offenen Leserastern vorhanden warder. Beegration
von Introns handelt es sich um voneinander unabhangige Insertionsereignisskeandene
Gene. Eine Korrelation der Integrationsphasen von Introns kann daher nictgeloeg sein.
Sollten bei homologen Genen Introns inseriert sein, wird hier von ein&itigen Ereignis
ausgegangen, da es nur wenige Beispiele hierfur gibt. Die ,Intade’s Theorie schliesst
»Intron sliding” nach der Insertion von Introns in homologen Genen grunds$agalis, weil
wie o0.a. voneinander unabhéngige Insertionsereignisse vorliegen. Ein Zeshamy
zwischen dem Integrationsort von Introns und der dreidimensionalen Strukt&rateine
wird aus dem gleichen Grund negiert.

1.3.4 Ein neuer Blickwinkel in der ,Introns early” und ,Introns late* Debatt e

In Anbetracht der Tatsache, dass sowohl die Vertreter der ,Intanhg’ Theorie als
auch die Vertreter der ,Introns late* Theorie eine Vielzahl Aagumenten und Fakten
anfuhren konnen, um ihre Hypothese zu untermauern, verwundert es, dass erstr1998 de
Versuch unternommen wurde, einen gemeinsamen Nenner fir beide Thedimeteay64].
Die Arbeitsgruppe um De Souza und W. Gilbert versuchte beiden Theoreaiigeu werden
und liefert damit Erklarungsansatze fir viele Streitpunkte. Alsn@age diente bei dieser
Betrachtungsweise eine Intron Datenbank, die auf der Datenbank ,GenB#ds& 101“
basierte. Dabei wurde ein Datensatz von 5772 Genen mit Introns audgemeialisatzlich
ein reduzierter Datensatz von 1997 Genen mit Introns gebildet. Betdadatze waren bei
den spateren Ergebnissen fast deckungsgleich. Neu ist hier derzpAmdat zwischen
ursprunglichen Proteinen (,ancient proteins®) und Proteinen evolutiondr neuesprungs
zu unterscheiden. Fir die ursprunglichen Proteine konnte eine Phasenkoredatintrons
belegt werden und auch eine Korrelation der Intronposition zur dreidimelesioBauktur
der Proteine. Diese Beobachtungen waren nicht auf die Gruppe von neueteineRr
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Ubertragbar. Hier galten die Regeln der ,Introns late* TheomeSBuzaet al folgerten, dass
zwei Drittel aller Introns neueren Ursprungs sind und spéater ufieL@er Evolution in die
Gene inserierten. Demnach wurden diese Introns der ,Introns late* Kiomvesntsprechen.
Ein Drittel aller Introns waren damit potentielle Kandidatenuii@pringliche Introns, die der

»Introns early” Konvention folgen.
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1.4  Fragestellung

Die Experimente zur vorliegenden Arbeit wurden begonnen, um in €ingifficile
Stammsammlung nach varianten Toxinen zu suchen. Anhand von Variantionerdaslite
Verstdndnis der molekularen Charakteristika der LCTs erweitenden. In initialen
Experimenten wurde bei PCR-Analysen mit dem aus Kanada stammdedk
C. difficile C34 eine VergroRerung desdA-Gen um ca. 2000 Basenpaare gefunden. Zu
unserer Uberraschung handelt es sich dabei nicht um den Nachweis vaitasten
Toxingens, sondern um die Entdeckung eines Gruppe | Introns, das bisher sithichene
Eigenschaften aufweisen sollte. Dieser Zufall fihrte zu einerdiegenden Umorientierung
der Zielsetzung der Promotionsarbeit.

Die Ziele der Arbeit wurden auf die Beschreibung des neuartigeatigehen Elements
fokussiert und waren im Einzelnen:

. Klonierung, Sequenzierung und Charakterisierung der InsertiohStiCdim
IntegrationsortcdA-C34.
. Identifikation homologer Sequenzen in Datenbanken und Suche nach hypothetischen

funktionellen Eigenschaften desiSd Elements.

. Nachweis der Ribozym-Eigenschaften vorl&tinin vitro Spleil3reaktionen.

. Suche nach homologen [&dl-Sequenzen im Genom va@. difficile C34 und
Charakterisierung von Intronvarianten.

. Suche nach G8tl-Varianten in anderen Clostridien.

. Untersuchung alternativer SpleiRreaktionen und Etablierung eines Msthsits fir
C. difficile, um deren Bedeutung fur die Evolution von Proteinen zu analysieren.

Die ausschliessliche Integration vonISd in offenen Leserastern wirft wichtige Fragen auf,
die sich insbesondere auf eine mdgliche Bedeutung dieses neuartigéisalpen Elements
fur die Evolution bakterieller Proteine beziehen, so dass sich figighaen Daten der Bezug
zur ,Introns early” und ,Introns late" Theorie ergab.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien, Biochemika und Medienzusatze wurden von den
Firmen Amersham Pharmacia (Freiburg), Oxoid (Wesel), Bectakiidion (Heidelberg),
New England Biolabs (Schwalbach), Bio-Rad (Minchen), Difco (Augsbur@g)zyi
(Hameln), GIBCO-BRL (Eggenstein), Merck (Darmstadt), Millo(Eschborn), NEN
DuPont (Bad Homburg), Schleicher & Schill (Dassel), Serva (Heidp|beSigma
(Deisenhof), Qiagen (Hilden) und Whatman (Maidstone, England) bezogen.

2.1.2 Enzyme

Die im Verlauf der experimentellen Arbeiten zur Anwendung gekommé&mzyme
wurden von den Firmen Amersham Pharmacia (Freiburg), Biolabs (Sxukl Boehringer
(Mannheim), Clontech (Heidelberg), GIBCO-BRL (Eggenstein), MBinfentas (St. Leon-
Rot) und Sigma (Deisenhof) bezogen. Im Einzelnen wurden hierbei verwélikigische
Phosphatase (Boehringer, MBI-Fermentas), DNase, RNase-frei@&tia), Klenow-Enzym
(MBI-Fermentas), Lysozym (Sigma), Lysostaphin (Sigma), Pmass K (Sigma),
Restriktionsendonukleasen (Boehringer, MBI-Fermentas, New Englando8iolBNase A
(Boehringer), Tag-DNA-Polymerase (MBI-Fermentas, New EnglamalaBs), T4-DNA-
Polymerase (Clontech), T4-DNA-Ligase (Clontech, MBI-Fermentas).

2.1.3 Vektoren

Fir die Arbeiten mit rekombinanter DNA i&. coli wurden, entsprechend den
jeweiligen Erfordernissen, drei verschiedene Vektoren eingesetztlelth Vektor pQE11al8
handelt es sich um ein an anderer Stelle im Labor modifizip@#sl1 Derivat [65]. Des
weiteren wurde der Vektor pUC18 eingesetzt sowie der aus dem T@RConing Kit der
Firma Invitrogen stammende Vektor pCR2.1.
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2.2 Bakterienstamme

2.2.1 Escherichia coli Stamme

Die im Rahmen dieser Arbeit zu Klonierungszwecken und fir Plasnpa@@onen
verwendetete. coli Stamme sind nachfolgend mit inrem Genotyp aufgelistet:

« MC1061 FaraD119A(ara-leu)7696AlacX74, galU, galK, hsdR3(m"),
mcrB1, rpsL, (Sf)

* DH5a F (® 80dA(lacZ)M15)recAl, endAl, gyrA96, thil,{my’), SUpE44,
relAl, deoRA(lacZYA-argF)U169

* Topl0 FmcrA, A(mrr-hsdRMS-mcrBC)p80lacZAM15, AlacX74, deoR,

recAl, araD139\(ara-leu)7697, galU, galK, rpsL, (8)rendAl, nupG
e« BMH71-18mutS  thi, supE)(lac-proAB),[mutS::Tn1Q[F'proAB, lacfZAM15]

2.2.2 Clostridium difficile Stamme

Der C. difficile Referenzstamm VPI10463 wurde freundlicherweise von Dr. N.
Sullivan (Virginia Polytechnic Institute, Blacksburg, VA, USA) zWerfigung gestellt.
Stamm C34 lieferte Dr. D. E. Mahony (Institute of Microbiology amehunology, Dalhousie
University, Halifax, NS, Canada), die Stamme 1470 und 42373 stammten vigh Delmée
(Unité de Microbiologie, Université de Louvain, Bruxelles, Belgique) 8tainm 8864 von
Dr. E. Falsen (Culture Collection, University of Goetheburg, Swedenilifficile CD37
wurde von Dr. P. Mullany (Department of Microbiology, Eastman Dentititute, London,
UK) bereitgestellt. Im eigenen Labor wurde gemeinsam mitrHer Frenzel eine 186 Isolate
umfassendeC. difficle Sammlung erstellt (Stamme LPZ1 bis LPZ186), deren Vertreter
urspringlich aus Leipzig stammten.

2.2.3 Vertreter anderer clostridialer Speziesind Bacillus subtilis

Der C. sordellii Stamm P82 wurde von Dr. M. R. Popoff (Institute Pasteur, Paris,
France) zur Verfugung gestellt, die Stam@ebarati RE815 C. barati RE855,C. barati
RE919,C. baratiRE1139,C. baratiRE1779,C. bifermentanfKE681,C. butyricumRE1493
C. histolyticumRE1468 C. innoquaRE1165 C. irregularis RE98Q C. limosumRE1794
C. litusebureusdrE447 C. septicunRE998,C. sordellii RE1522,C. subterminaleRE519,

C. ramosunRE1287 undC. ramosunRE1296 lieferte Dr. H.-P. Schau (Thuringer Medizinal-
Lebensmittel- und Veterindruntersuchungsamt, Erfurt, Deutschland)Staemm C. novyi
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ATCC19402 entstammt der American Type Culture Collection (Ameritgpe Culture
Collection, 10801 University Boulevard, Manassas, VA 20110-2209, USA).

Der B. subtilisStamm BS49 wurde von Dr. P. Mullany (Department of Microbiology,
Eastman Dental Institute, London, UK) zur Verfigung gestellt.

2.3 Arbeiten mit Bakterien

2.3.1 Kulturmedien und Anzucht von Clostridien

Die Anzucht der Clostridien erfolgte auf Schaedler Blutplatten beéecC. difficile
alternativ auf Selektivplatten nach Geomfeal. [66]. Als Flissignahrmedien kamen Brain
Heart Infusion Broth (BHI) und modifiziertes Wilkins-Chalgren Mediaor Anwendung.
Alle Anzuchten erfolgten in einem Anaerobier Brutschrank bei 37°C. FiPdiparation
Grol3er Clostridialer Zytotoxine aus den Kulturiberstdnden von Clostridieden die
Bakterien in einem Dialyseschlauchsystem nach Sullieanal. angezogen [67]. Der
Dialyseschlauch wurde dabei mit 200ml einer 0,9%igen NaCl Losundtgaidl in einen 2
Liter Erlenmeyerkolben, der 1350ml 2fach konzentriertes BHI-Mediumadtyteingebracht.
Der Kolben samt Inhalt wurde autoklaviert und im Anschluss daran mit giswahlten
Clostridienstamm in den Dialyseschlauch beimpft. Es folgte ekgbhtionszeit von 3 Tagen
bei 37°C im Anaerobier Brutschrank.

Material:

Schaedler Blutplatten

C. difficile Selektivagar: 40g Proteosepepton, 5gHNRO,, 1g KH,PO,, 2g NaCl, 100mg MgS§ 6g D-

Fruktose, 20g Bactoagar, 3ml Neutralrot (1%ig i#®&thanol) ad 1000ml mit @ bidest. Nach

Autoklavieren und Abkuhlen auf etwa 50°C werdenr@§@D-Cycloserin, 4mg Cefotaxim und 1mg Na-

taurocholat zugesetzt und anschliessend die Plgégossen.

Brain Heart Infusion Medium (1fach): 37g Brain Helafusion ad 1000ml kD bidest.

Wilkins-Chalgren Medium (1fach, modifiziert): 16,3¢ilkins-Chalgren Medium, 1g Glukose, 0,19

NaHCGQ;, 6,6ml 1M TrisHCI pH 7,3 ad 485ml 8@ bidest. Pyridoxalchlorhydrat (1g/l) und 5ml

Cystein-Chlorhydrat (35g/l) steril zugegeben. Diagerung des Mediums erfolgte unter anaeroben

Bedingungen.
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2.3.2 Kulturmedien und Anzucht vonE. coli und B. subtilis

Die Anzucht vonE. coli und B. subtliserfolgte in LB-Medium oder auf LB-Platten.
Den Medien waren entsprechend den experimentellen Anforderungen zuoBskeiecken
Antibiotika zugesetzt, deren Konzentration sich nach den jeweiligendérnissen richteten.
Beide Spezies wurden, soweit nicht anders angegeben, aerob bei 37°C inkubiert.
Material:
- LB-Medium (5fach): 50g Bactotrypton, 25g Hefextrak®g NaCl ad 1000ml #0. Das Medium wurde
autoklaviert und vor Gebrauch 1:5 mit sterilegOH/erdinnt (1fache Konzentration).
- LB-Agar: LB 1fach Medium wurden 2% Bactoagar zugeisend autoklaviert. Nach Abkuhlung auf
etwa 50°C erfolgte, wenn erforderlich, die Antililkaizugabe und anschliessend das Giel3en der Platten.
Als Antibiotika wurden den experimentellen Anfordegen entsprechend Ampicillin (100pg/ml),

Kanamycin (50pg/ml) und Erythromycin (100pg/ml) gesetzt.

2.3.3 Herstellung kompetenter Bakterien

Klonierungen inE. coli erfolgten u.a. Uber die Technik der Elektroporation, deren
Durchfihrung den Einsatz elektrokompetenter Zellen voraussetzt. Disfdmaation von
rekombinanter DNA inB. subtilis setzt ebenfalls die Verwendung kompetenter Bakterien
voraus.

2.3.3.1 Herstellung von elektrokompetenkercoli Zellen

Mit einer 5ml LB-Vorkultur des zu préaparierenden Stammes wurden 508l
Medium angeimpft. Die Kultur inkubierte bei 37°C unter starkem Sciibesl eine Olgy
von 0,6-0,8 erreicht wurde. Die Zellsuspension wurde im Anschluss aufeEislg und
durch Zentrifugation mit 4000g fur 15min bei 4°C geerntet. Um die Zelian
Elektroporation einsetzen zu kdnnen, ist es notwendig, die lonenstéarke ldeispEnsion
stark zu reduzieren. Dies wird durch mehrere Waschschritteclarréie Zellen wurden
zunéchst in 400ml kalten,B bidest resuspendiert, wie o.a. abzentrifugiert, in 200ml kalten
H,O bidest resuspendiert, erneut wie o.a. abzentrifugiert und dann in 20nget0&iycerin
aufgenommen. In einem letzten Zentrifugationsschritt (s.0) wurdefetlen geerntet und in
Iml 10%igen Glycerin aufgenommen. Aliquots zu 42ul wurden in flissigeoks®ff
schockgefroren und bis zum Gebrauch bei —70°C gelagert.

Material:
- LB-Medium (1fach)
- Glycerin 10%
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2.3.3.2 Herstellung von kompetentgnsubtilisZellen

In einem 200ml Erlenmeyerkolben wurde zunachst eine Vorkultur angeliegtirH
wurden 10ml SPI-Medium in den Kolben gegeben, welches anschliessemihemt von
einer Agarplatte gepickteB. subtilisKlon beimpft wurde. Es folgte eine Inkubation unter
starkem Schutteln Gber Nacht bei 30°C. Die Vorkultur wurde am daraefiddm Tag in
einen mit 100ml SPI-Medium versehenen 1l Kolben Uberfihrt und unter sekensta
Schutteln bei 37°C inkubiert. Die Inkubationszeit dauerte hier so landgsadas Ende der
logarithmischen Wachstumsphase erreicht war. Aufgrund des UmstdadsB, subtilisvon
Praparation zu Praparation im Wachstumsverhalten variieren kann.enalissBOmin die
ODsoo gemessen und ein Graph zur Dokumentation des Wachstumsverhaltdhsversten.
War das Ende der logarithmischen Wachstumsphase erreicht, wurdend&fdmultur
entnommen und in einen 1l Kolben dberfuhrt, der 90ml auf 37°C vorgewarmtels| &hiim
enthielt. Es folgte eine Inkubationszeit von 90min unter sehr starkhiitt€la bei 37°C. Im
Anschluss daran wurden die Zellen fir 10min bei 4000g und Raumtemperatifugient.
9ml des Uberstandes wurden entnommen und mit 1ml Glycerin versetztestiche
Uberstand wurde verworfen. Das Zellpellet wurde anschliessend in 16@sigen
Glycerinldsung resuspendiert und zigig in Aliquots zu 500ul aufgetédtk@mpetenterB.
subtilisZellen lagerten bis zum Gebrauch bei —70°C.

Material:

- LB-Agar

- SP-Medium (4fach): 0,89 (NjSOs, 5,6 KHPO,, 2,49 KHPQO, 0,4g Tri-Natrium-Citrat*2HO,
0,08g MgS@7H,0, 0,08g Casaminosauren, 0,4g Hefeextrakt ad 10@®l bidest. Der pH-Wert
wurde mit NaOH auf pH 7,2 eingestellt und die Lasanschliessend autoklaviert.

- Glukose 20%

- Thymin-L6sung: 80mg Thymin, 22,8ml,8 bidest.

- HTM-Aminoséaure-Losung: 20mg Histidin, 20mg Threqr#0mg Methionin, 20ml kD bidest.

- SPI-Medium: 25ml SP-Medium 4fach, 2,5ml Glukose 20286ml Thymin-L6sung, 5ml HTM-

Aminoséaure-Losung ad 100mbL@ bidest.

- SPII-Medium: 22,5ml SP-Medium 4fach, 2,25ml Gluké&®%, 2,6ml Thymin-Losung ad 90ml,@
bidest.
- Glycerin 10%

2.3.4 Transformation in Bakterien

Transformationen rekombinanter DNA i&. coli wurden Uber die Methode der
Elektroporation nach einem auf einer Vertffentlichung von Dosteal. [68] basierenden
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Protokoll durchgefihrt oder unter Verwendung eines kommerziellen KlonieKitgysler
Firma Invitrogen (Karlsruhe). Mit dem Topo TA Cloning Kit wurden RPRfdukte direkt in
den zu dem Kit gehdrenden Vektor pCR2.1 kloniert und im Folgeschritt in dgelisferten
E. coliTop10 Stamm transformiert. Die Transformationsprozedur richigteegiakt nach den
Herstellerangaben. Daher wird an dieser Stelle auf eine vertiefendelDacsverzichtet.

Die Transformation rekombinanter DNA B subtilisist die Grundvoraussetzung fur
den Transfer dieser DNA Zb. difficile Gber Transkonjugation.

2.3.4.1 Transformation iB. coli tber Elektroporation

E. coli kann in konzentrierter Suspension mit einer kleinen DNA-Menge kugzeit
einem elektischen Feld ausgesetzt und auf diese Weise tramsfonmrden [68]. Hierbei ist
es wichtig, dass die Zellsuspension eine geringe elektrischi@Higkeit (lonenstarke) hat.
Die zu transformierende DNA aus einer Ligationsreaktion wurde, une di
Transformationseffizienz zu erhdhen, fir 10min bei 65°C inkubiert. Es korontus
Inaktivierung der Ligase [69]. Zur Transformation wurden die elektrokaenpst Zellen
langsam auf Eis aufgetaut. 42ul der Zellen wurden im Anschlus8urhibNA-LOsung (1-
3ng DNA) gemischt und sofort in eine auf Eis gekuhlte Transform&iiweste Uberfuhrt.
Nach 60sek wurde die Zellsuspension dem Elektroporationspuls (25uF Kap2aAitd/
Spannung, 20D) ausgesetzt und zigig zu 950ul auf 37°C vorgewarmtes SOC-Medium
Uberfuhrt. Es folgte eine Inkubationszeit von 1h bei 37°C unter leichtem t&loh#ur
Selektionierung der positiven Transformanten wurden die Zellen ansenicesauf LB-
Agarplatten mit dem erforderlichen Antibiotikum ausplattiert und UNecht bei 37°C
inkubiert.

Material:
SOC-Medium: LB-Medium (1fach), 10mM Mg&I100mM MgSQ, 20mM Glukose.
LB-Agar

2.3.4.2 Transformation iB. subtilis

Die fur die Transformation bendtigten kompetenBnsubtilis Zellen wurden zlgig
bei 37°C aufgetaut und mit etwa 10ug der zu transformierenden DNétzterSs folgte eine
Inkubationszeit von 1h bei 37°C unter leichtem Schutteln. Im Anschluss dardernwsml
auf 37°C vorgewarmtes LB-Medium (1fach) zugegeben und der Ansatz fiin ®@m37°C
unter starkem Schutteln inkubiert. Jeweils 500ul dieser Suspension wardehB-
Agarplatten ausgestrichen, die zur Selektion das Antibiotikum Eryfmiomin einer
Konzentration von 100pg/ml enthielten. Der im Rahmen dieser Promotiondembzpierte
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und generierte Vektor pTransferl (vgl. 3.4.1) bietet die Selektionsrhigiticiiber dieses
Antibiotikum. Die Platten inkubierten Gber Nacht bei 37°C.
Material:

LB-Medium (1fach)

LB-Agar (100pg/ml Erythromycin)

2.3.5 Transkonjugation vonB. subtilis zu C. difficile

Bis zum jetzigen Zeitpunkt war es nicht moglich, irdifficile eine der géangigen
Transformationsmethoden, wie z.B. Elektrotransformation oder Hitzeschostdrmation,
zu etablieren. Nur eine einzige, sehr anspruchsvolle Methode, fiihrt ahileist
Transformationen irC. difficile [70]. Hierbei wird das irB. subtilis befindliche konjugative
Transposon Tel6 als Vehikel fur die zu transformierende DNA benutzt. Die zu
transformierende DNA ist Uber homologe Rekombination in tdé&-Gen integriert und
damit zum Bestandteil des Transposon8IBgeworden. Die homologe Rekombination wird
durch zutetM komplementare Sequenzen ermdglicht, welche die zu transformierende DN
beidseitig flankieren. Der Vektor pTransferl tragt diesen Erfarseen gentge (vgl. 3.4.1).
Bei der Transkonjugation kommt es zunachst zur Exzission des Transfjo®dits gefolgt
von einer Zirkularisierung des Elements und schliesslich zum Transfdem Rezipienten
[71, 72]. Nach dem Transfer findet bei dem Rezipieriedifficile eine Integration von
Tn916 in das Bakterienchromosom statt. Diese Integration erfolgt amclginer beliebigen
Stelle, sondern im Bereich AT-reicher Regionen, die eine lirtetitlomologie zu den
Transposonenden aufweisen [71, 72]. Eirdifficile sind bislang zwei dieser Hot Spots
identifiziert, wovon einer naher charakterisiert wurde [73, 74].

Der als Donor fungierendB. subtilis Stamm BS49 hatte zuvor Uber Transformation
(vgl. 2.3.4.2) die irC. difficile zu transferierende DNA erworben. Der Stamm wurde auf LB-
Agar mit 100pg/ml Erythromycin bei 37°C uber Nacht angezogen. Eslavauf zu achten,
dass die Platte komplett von einem Bakterienrasen bedeckt war. Ewende der als
Rezipient dienendeC. difficile Stamm CD37 auf einer Schaedler Blutplatte oder auf
C. difficile Selektivagar tber Nacht bei 37°C im Anaerobier Brutschrank angezogem. H
musste ebenfalls die gesamte Platte bewachsen sein. Die C@8¥wurden am Folgetag in
10ml BHI-Medium dberfiihrt und tGber einen Zeitraum von 5h bis zu einer deutlicibany
bei 37°C anaerob wachsen gelassen. BisubtilisBS49 Klone wurden 2h spater ebenfalls
von der Platte in 10ml BHI-Medium tberfihrt und 3h bei 37°C unter starkéfitt8in aerob
inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden beide Kulturen unter anaeroben &eging
gepoolt, aus dem Anaerobier Brutschrank ausgeschleust und bei Raumtizmpetad000g
fur 10min zentrifugiert. Der Ansatz wurde wiederum in den AnaeroBiertschrank
eingeschleust und der Uberstand dort dekantiert. Das Pellet wurdendbamih BHI-Medium
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resuspendiert. Zum Ausplattieren des Bakteriengemischs wurden zuueAgBHblatten
vorbereitet, in deren Mitte ein Nitrocellulose Rundfilter platzieurde. In Aliquots zu
jeweils 100ul wurde dann das Bakteriengemisch auf die Filter lavaig/g und mit einem
Einwegspatel sorgfaltig ausgebreitet. Die Platten inkubiertenb24t87°C im Anaerobier
Brutschrank. Innerhalb dieses Zeitfensters vollzieht sich der Trangjadi@nsprozess. Am
Ende dieser Inkubationszeit wurde jeweils ein Filter von der Phgtést und in ein
Plastikgefald mit 1ml BHI-Medium Uberfiihrt. Durch vortexen konnten dietelBi@n vom
Filter in das Medium ubertragen werden. Es folgte ein Ausplattiauf Selektivplatten.
Dabei handelte es sich um Brucella-Agar mit 5% Schafsblut, deecks Selektion von
C. difficile Transkonjuganten Rifampicin (25pg/ml) und Erythromycin (75pug/ml) ziges
war. Dabei selektioniert Rifampicin a@. difficile, die Erythromycinresistenz wurde tber
den Vektor pTransferl in das transkonjugierte Transpos@i6laingebracht (vgl. 3.4.1).
Jeweils 6 dieser Platten wurden fir einen Filteransatz verwexdet einer Inkubationszeit
von mindestens 72-96h im Anaerobier-Brutschrank bei 37°C konnten transkonjugierte
C. difficile CD37 Klone identifiziert werden.
Material:

Nitrocellulose Rundfilter

LB-Agar (100 pg/ml Erythromycin)

Schaedler Blutplatten odér. difficile Selektivagar

BHI-Medium

BHI-Agar

Brucella-Blut-Selektivagar: 45g Brucella-Agar ad0&8 H,O. Nach dem Autoklavieren und Abkihlen

auf etwa 45°C werden 50ml Schafsblut zugegebenjesawr Selektion Rifampicin (25ug/ml) und

Erythromycin (75pg/ml).

2.4 Arbeiten mit DNA

2.4.1 Préaparation von DNA

2.4.1.1 Mini-Praparation von Plasmid-DNA

Die Methode der Mini-Praparation wurde eingesetzt, um Plasmid-BIE. coliin
kurzer Zeit fur Restriktionsanalysen, Transformationen, PCR-Arkaliinen, Klonierungen
und Sequenzierungen zur Verfigung zu haben. Die Methode beinhaltet als ggnddle
Schritte die Kultur der Bakterien im Verbund mit der Amplifikatieles Plasmids,
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Zentrifugation und Lyse der Bakterien und schliesslich Reinigung ldemiRl-DNA. Die im
Rahmen dieser Arbeit angewendete Methode basiert auf dem Primziatkakéschen Lyse,
welches im Plasmid Mini Protokoll der Firma Qiagen umgesetztde. Bis auf die
Anderung, dass nach dem ersten Zentrifugationsschritt auf die AnioreresEEiulen
verzichtet und die Plasmid-DNA stattdessen sofort prazipitiartiey entsprachen Vorgehen
und Materialien exakt den Herstellerangaben. Aus diesem Grund wiielne ausfihrliche
Darstellung hier verzichtet.

2.4.1.2 Midi-Praparation von Plasmid-DNA

Zur Préaparation gréfRerer Mengen an Plasmid-DNAEusoli wurde das Qiagen-tip
100 Kit der Firma Qiagen verwendet. Anwendung und Materialien richgth nach den
Herstellerangaben. Es konnten auf diese Weise 50-100ug Plasmid-DNA préapendert.w
Material:

Qiagen-tip 100 Kit

2.4.1.3 Praparation chromosomaler DNA aus Clostridien

Der zu praparierende Clostridienstamm wurde in einer 50ml Kuitumodifiziertem
Wilkins-Chalgren Medium bis in die frihexponentielle Wachstumsphastssa gelassen
(ODegoo von 0,4 bis 0,6). Durch Zentrifugation bei 5000U/min fiir 10min bei 4°C wurden die
Zellen geerntet, anschliessend mit 10ml kaltem Aceton gewaschéyeurd0°C tber Nacht
gelagert. Das Pellet wurde am Folgetag in 200ul 2mM Ess@ggadr4,0) aufgenommen und
im Falle vonC. difficile mit 50 Units Lysostaphin versetzt. Bei anderen clostridialen &pezi
wurden 100ul Lysozym (10pg/ul) zugesetzt. Es folgte eine InkubatioROfiarn bei 37°C.
Nach Zugabe von 500mg Proteinase K inkubierte der Ansatz fur w2@er@& bei 37°C. Die
Zugabe von 40ul SDS 20%, gefolgt von einer Inkubation von 20min bei 60°C
1mg RNase versetzt und fur 30min bei 37°C inkubiert. Die chromosomale RiNAe
anschliessend mit;o Volumen 5M NaCl und %2, Volumen Ethanol 96% auf Eis gefallt.
Nach einem Zentrifugationsschritt von 20min bei 13000U/min wurde die chromtsom
DNA kurz getrocknet und in 400ul TE 10/1 gel6st. Anschliessend erfolgte eiraktodtrmit
dem gleichen Volumen Phenol/Chloroform (25:24). Die praparierte chromasdDii
wurde dann Uber gelektrophoretische Auftrennung auf einem 1% Agarosé@sgradation
hin Gberprift, spektrophotometrisch vermessen und bei 4°C gelagert.

Material:

Wilkins-Chalgren Medium (modifiziert)
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Aceton (-20°C)

Essigsaure 2mM, pH 4,0

Lysostaphin (50Units/50ul): 0,5mg Lysostaphin wurdie 1ml 2mM Essigsaure pH 4,0 aufgenommen
und in Aliquots zu 50ul bei —20°C gelagert.

Lysozym (10pg/pl): 10mg Lysozym wurden in 1ml 12MnCDTA/12,5mM Tris HCI pH 8,0
aufgenommen und in Aliquots zu 100ul bei —20°C gela

Proteinase K (250ug/pl): 10mg Proteinase K wurdedml DEPC behandeltem,@ aufgenommen
und in Aliquots zu 25ul bei —20°C gelagert.

SDS 20%

RNase (10ug/ul)

5M NacCl

Ethanol 96%

TE 10/1: 1mM EDTA, 10mM Tris-HCI pH 7,5

Phenol/Chloroform (25:24)

2.4.2 Modifikation von DNA

2.4.2.1 Verdau von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Restriktionsendonukleasen sind bakterielle Enzyme, die die Phosphodiesterbmdung
an definierten Erkennungsstellen einer doppelstrangigen DNA spalten.biblogische
Funktion ist die Degradation fremder DNA in der Bakterienzellgefi2 DNA wird durch
Methylierung geschiitzt. Fiir die Aktivitat sind Kgonen essentiell. Man unterscheidet drei
Klassen von Restriktionsendonukleasen, von denen allerdings zumeist nurasee, Klie
Typ Il Endonukleasen, gentechnisch genutzt wird. Hier sind Bindungs- und tSietieih
identisch.

Fir den Restriktionsverdau von Plasmid-DNA wurden 0,5-1pg DNA in einem 30ul
Ansatz mit 3-10 Units des ausgewahlten Restriktionsenzyms uewsetzfir 1h bei 37°C
inkubiert. Ein Restriktionsverdau mit chromosomaler DNA, die in Konzeoen von 10-
20pg eingesetzt wurde, erforderte eine entsprechend hdhere Enzymkdiorentiger
wurden 50-100 Units des ausgewahlten Restriktionsenzyms dem Ansasetztigend die
Inkubationszeit auf mindestens 3h bei 37°C erhoht. Fur die Restriktionsvevdeds das
vom jeweiligen Hersteller empfohlene Reaktionspuffersystem eingesetzt
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2.4.2.2 Dephosphorylierung von DNA-Enden

Bei der Dephosphorylierung werden 5’-Phosphatgruppen an den DNA-Enden
abgespalten. Damit wird die durch die Ligase katalysierte ZArisiérung linearer,
doppelstrangiger DNA verhindert, da hierfir endstandige 5’-Phosphatreistendig sind.

Das dazu eingesetzte Enzym ist die alkalische Phosphatase I@stinal Alkaline
Phosphatase, CIP).

Die geschnittene und gefallte DNA wurde in einem mdglichsngen Volumen TE
10/1 gel6st, mit 5ul 10X CIP-Puffer versetzt und mgOHauf ein Volumen von 48ul
aufgefullt. Es folgte der Zusatz von CIP (0,1Units/pmol 5-Enden). Biar
Dephosphorylierung von dberhangenden 5’-Enden wurde 30min bei 37°C inkubiert,
nochmals CIP zupipettiert und wiederum 30min bei 37°C inkubiert. Beegl&hden oder
3-Uberhangen wurde je 15min bei 37°C und nachfolgend 15min bei 56°C inkubiert. Diese
Arbeitschritte wurden nach erneuter CIP Zugabe wiederholt. Anssfidswurden 40ul
H,0O, 10ul 10X STE-Puffer und 5ul SDS 10% zugegeben und die CIP inaktinatn der
Ansatz fur 15min bei 68°C inkubiert wurde. Danach wurde je zweimal mit
Phenol/Chloroform (25:24) und Chloroform extrahiert, die wéssrige Phiaséq/olumen
5M NaCl und 2/, Volumen Ethanol 96% gefallt, zentrifugiert und nach dem Trocknen die
DNA in TE 10/1 aufgenommen.

Material:

CIP (Calf Intestinal Alkaline Phosphatase)

CIP-Puffer: 10mM MgG, 1mM ZnC}, 10mM Spermidin, 0,5M Tris-HCI pH 9,0

STE-Puffer: 1M NaCl, 10mM EDTA, 100mM Tris-HCI pH®

SDS 10%

5M NaCl

Ethanol 96%

TE 10/1

2.4.2.3 Ligation von DNA-Fragmenten

Die in eine Ligationsreaktion eingebrachten DNA-Konzentrationen rwareeiner
GroRRenordung von 50-500ng. Dabei wurde ein Vektor/Insert Verhaltnis von 1:2, 1:34der 1:
eingestellt. Bei sticky-end Ligationen bestand der Reaktionsa@asestzder Vektor/Insert
DNA, 1Unit T4-DNA-Ligase in 1X Ligationspuffer A mit 1mM ATP. sEfolgte eine
Inkubation von 16h bei 4°C. Bei blunt-end Ligationen bestand der Ansatz aus der
Vektor/Insert DNA, 5Units T4-DNA-Ligase in 1X LigationspufferBit 1ImM ATP. Auch
hier wurde 16h bei 4°C inkubiert. Vor der Verwendung fur eine Transformalimoh
Elektroporation wurde die Ligase durch Inkubation bei 65°C fur 10min inaktiviert.
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Material:
T4-DNA-Ligase
Ligationspuffer A (10X): 20mM DDT, 100mM Mggl250mM Tris-HCI pH 7,8
Ligationspuffer B (5X): 5mM DDT, 25mM MgG| 25% (w/v) PEG 6000, 250mM Tris-HCI pH 7,6
100mM ATP

2.4.2.4 Auftrennung von DNA in Agarosegelen

Die Agarose wurde in TAE-Puffer aufgekocht, bis sie vollstandithsgewar.
Anschliessend wurde Ethidiumbromid zugesetzt (Endkonzentration 1pg/ml) wid na
Abkuhlung auf etwa 50°C wurde die Agarose zur Polymerisation in eindra@s mit
Auftragskamm gegossen. Die Agarosekonzentration variierte erfispgec den
experimentellen Anforderungen zwischen 1% und 3%. Die DNA-L6sungen wurden m
einem Farbmarker (z.B. Bromphenolblau) gemischt. Nachdem der @elinégine mit TAE-
Puffer geflllte horizontale Elektrophoresekammer Ubertragen wurde, kodietd®roben in
die Geltaschen pipettiert werden und nachfolgend die Elektrophoresel®/d&n fur 1-3h
durchgefuhrt werden.

Material:
Agarose
TAE-Puffer: 1ImM EDTA, 40mM Tris/Acetat pH 8,3

2.4.2.5 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Diese Methode beruht auf der Bindung von DNA an Glasbeads (Glaskugelchen)
wobei hier das Protokoll des QIAEX Gel Extraction Kits der Bir@iagen zur Verwendung
kam. Das methodische Vorgehen und die verwendeten Materialien mcitekenach den
vom Hersteller gemachten Angaben.

Material:
QIAEX Gel Extraction Kit

2.4.3 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die PCR ist einn vitro Verfahren zur selektiven Anreicherung von Nukleinsdureabschnitten
definierter Lange und definierter Sequenz. Neben der Standard PORddekamen im
Rahmen dieser Arbeit auch die Inverse PCR und RT-PCR zur Anwendumg. Di
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Amplifikationen wurden mit einem Thermocycler der Firma Biorad ldgefihrt. Die
Reaktionsbedingungen aller PCR-Amplifikationen sind im Anhang B aufgefthrt.

2.4.3.1 Standard PCR

Als Template fur eine Standard PCR wurde chromosomale DNA (100gmid
DNA (10ng) oder von Agarplatten gepickte Klone von Bakterien verwendemm De
Reaktionsansatz wurden 15pmol eines jeden Primers zugesetzt,TAQEMNA Polymerase
zupipettiert und mit einem Standard-Reaktions-Mix auf ein 50pl Gesamtvolumesglgebra
Material:

TaqDNA Polymerase

Standard-Reaktions-Mix: 5mM KCI, 3mM Mg£I10,2mg/ml BSA, 0,08% Nonidet P40, 200uM dNTP,

10mM Tris-HCI pH 8,8, HO

2.4.3.2 Inverse PCR

Die Inverse PCR kommt zur Anwendung, wenn unbekannte DNA-Sequenzen
analysiert werden sollen. Ausgehend von einem bekannten DNA-Abschnitt leaSeglienz
flankierender unbekannter Regionen ermittelt werden.

Es wurden 2-5ug chromosomale DNA (ber einen Zeitraum von mindestens 2h
restriktionsverdaut. Der Verdauansatz wurde mit TE 10/1 auf ein Voluvo& 100pl
aufgefiillt. Im Anschluss daran erfolgte eine Extraktion mit eindtn Volumen
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1). Phenolreste wurden Uber eine dégentfe
Chloroformextraktion vollstandig entfernt. Die DNA wurde fitVolumen Isopropanol und
/10 Volumen NaClQ gefallt, mit kaltem Ethanol 70% gewaschen und in 50-100u! TE 10/1
aufgenommen. Es folgte eine Zirkularisierung von 0,1pug der verdauten D&k
Selbstligation, gefolgt von einer Wiederholung der beschriebenen Eetrsdchritte. Die
zirkulare DNA wurde in 50ul TE 10/1 aufgenommen. Bei der jetzt fulga Standard PCR
wurden Primer eingesetzt, die komplementér zum gleichen DNAgwaren und damit bei
linearisierter DNA kein Amplifikat liefern kdnnen. Bei Verwendung \arkularer DNA als
Template erfolgte jedoch die Amplifikation von PCR-Produkten mit flemgkiden,
unbekannten Sequenzabschnitten. Die auf diese Weise gewonnenen PCR-Pradigte w
nach Klonierung der Sequenzierung zugefuhrt.

Material:
TE 10/1
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1)

Chloroform
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Isopropanol

5M NaClo,

TaqDNA Polymerase

Standard-Reaktions-Mix: 5mM KCI, 3mM Mgg£l0,1mg/ml BSA, 0,08% Nonidet P40, 200uM dNTP,
10mM Tris-HCI pH 8,8, HO

2.4.3.3 RT-PCR

Bei der RT-PCR wird anstelle von Plasmid-DNA oder chromosoniziiék cDNA
als Template fur die PCR-Amplifikation verwendet. Die cDNAdvmit Hilfe des Enzyms
Reverse Transkriptase aus RNA synthetisiert. Dabei muss deistdir sein, dass
kontaminierende DNA zuvor vollstandig entfernt wurde.

Bei den im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten RT-PCRs wurde o@lhfesetzt,
deren Synthese eine Reinigung der RNA nach Kedzietski. vorausging (vgl. 2.5.2 und
2.5.3) [75]. Dem Reaktionsansatz wurden 2ul cDNA zugesetzt, ITagtPolymerase,
15pMol eines jeden Primerpaares sowie der Standard-Reaktions-Mixt Batsprach der
Ansatz bis auf das Template dem Standard PCR Ansatz.

Material:

TaqDNA Polymerase

Standard-Reaktions-Mix: 5mM KCI, 3mM Mg£I10,2mg/ml BSA, 0,08% Nonidet P40, 200uM dNTP,

10mM Tris-HCI pH 8,8, HO

2.4.4 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung wurde als Cycle-Sequencing mit Hilfe des DhBaquenase Kits der
Firma Amersham und des Sequenzier-Automaten LI-COR DNA-Sequ&fudezll 4000L
der Firma LI-COR durchgefihrt. Im Wesentlichen wurde unter Verwendengmpfohlenen
Materialien nach den Angaben des Herstellers gearbeitet.

Fur die Sequenzierreaktion war zunéchst die Konzentration der PiBdAd
einzustellen. Die Richtlinie des Herstellers gab 130ng/kb PlaBiil vor. Die DNA wurde
dementsprechend verdinnt, so dass die erforderliche Konzentration in 2bgkldst war.
Bei der Sequenzierreaktion wurden zu 2,5ul Plasmid-DNA, 0,5ul des freomgselabelten
Primers (1pmol) und 1pl des jeweiligen Nukleotid-Mixes (aus denmmmitv&Sequenase-Kit)
gegeben und anschliessend mit Mineral6l Gberschichtet. Der NukleotickiMihalt bereits
alle bendtigten dNTPs sowie das jeweilige ddNTP, den Reaktionspufterdas Enzym
Thermo-Sequenase. Die Cycle-Sequencing Reaktion erfolgte in eihemmdcycler der
Firma Biorad unter den folgenden Bedingungen: 2min bei 94°C zur initiadeatDrierung,
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darauffolgend 30 Zyklen bestehend aus 30sek bei 94°C, 30sek bei einer dem Prime
angepassten Annealingtemperatur und 45sek bei 70°C zur Primerextensionliedssnd
wurde die Reaktion durch Zugabe von 3ul Stop-Mix abgestoppt. Das Sequeinzésiand
aus 7M Harnstoff, TBE (1fach), DMSO 1% sowie aus einer von der Lé#legeGels
abhangigen Menge des Acrylamid-Mixes Rapid-Gel-XL (40%) damd&iAmersham. Die
Polymerisierungsreaktion wurde durch Zugabe Vfgo Volumen APS 10% und/igg
Volumen TEMED gestartet. Nach 1-2h war das Sequenziergel verwelféhigg&Es wurden
dann 1-1,5ul der Sequenzierreaktionen pro Spur auf das SequenziergelagefgeDie
Auftrennung erfolgte bei einer Gellange von 66cm innerhalb von etwa 2Q20@Y, 25mA,
50W und 45°C.
Material:

TBE-Puffer (10fach): 1M Tris-HCI, 0,83M BorsaurdriM EDTA

Harnstoff

Dimethylsulfoxid (DMSO) 1%

APS 10%: Amoniumpersulfat

TEMED: N, N, N", N"-Tetramethylendiamin

Stop-Mix: Formamid 95%, 10mM EDTA (pH 7,6), Xylery&hol 0,1%, Bromphenolblau 0,1%

Thermo-Sequenase-Kit

2.4.5 Ortsspezifische Mutagenese

Zur Einfuhrung von Nukleotid-Austausch Mutationen in DNA-Sequenzen wurde das
Transformer Site-Directed Mutagenesis Kit der Firma Cldnterwendet. Die Durchfuhrung
erfolgte geméss den Herstellerangaben und soll hier nur kurz zusammengefdsat w

Nachdem die doppelstrangige Plasmid-DNA durch kurzzeitiges Koch®vieisserbad
denaturiert war, erfolgte ein Annealing von zwei verschiedenen Rrim®er
Selektionsprimer sollte eine Restriktionsschnittstelle zenst@lie nur einmal in dem Plasmid
vorkommt. Der Mutageneseprimer sollte die gewiinschte Mutation einfiAreschliessend
erfolgte die Zweitstrangsynthese durch eine T4-DNA-Polymerasd die kovalente
Verknupfung der DNA durch die DNA-Ligase. Vor der folgenden Transfoomater DNA
wurde ein Restriktionsverdau mit der Endonuklease durchgefiihrt, deren Sehaidurch
Einfihrung des Selektionsprimers zerstort wurde. Dieser Schrithereder Selektion der
mutierten DNA diente, basiert auf der Feststellung, dass lgiexdei DNA mit einer etwa
100fach geringeren Effizienz transformiert wird als zirkulaNA76]. Die Transformation
der so vorbereiteten DNA erfolgte durch Elektroporation in Hercoli Stamm BMH71-
18mutS der durch eine Defizienz des postreplikativen Mismatch-Reparasiei8y
gekennzeichnet ist. Nach der Praparation der Plasmid-DNA erf@gtewiederholter
Restriktionsverdau zur Selektion der mutierten DNA und eine zwegesiormation in den
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E. coli Stamm BMH71-18mutS oder Dig5Von den gewachsenen Klonen wurden einige zur
Praparation von Plasmid-DNA ausgewéhlt, zur Kontrolle einem Restrsverdau
unterzogen und anschliessend einer Sequenzierung zugefuhrt.

Material:

Transformer Site-Directed Mutagenesis Kit

2.4.6 Southern Hybridisierung

Bei diesem Verfahren werden DNA-Fragmente durch Gelelektrophowese ihrer
GroRRe getrennt und anschliessend aus der Gelmatrix des Trenngedsneufeeignete
Tragermembran (z.B. Nylon) tUbertragen und dort immobilisiert. Dasnfnuster der DNA-
Fragmente bleibt dabei erhalten. Um spezifische DNA-Fragnaritder Membran sichtbar
zu machen, bedient man sich der Nukleinsaure-Hybridisierung mit markiukleinsauren,
die als Sonde eingesetzt werden. Diese Methode erlaubt es niatie PAmwesenheit einer
spezifischen DNA-Sequenz nachzuweisen, es ist auch moglich, Aussaegetie Gro3e der
detektierten DNA-Fragmente zu machen.

Die im Rahmen dieser Arbeit erfolgten Southern Hybridisierungemewualle mit
dem Renaissance Kit der Firma DuPont NEN durchgefuhrt. Als fimégebran wurde die
QIABRANE Nylon Plus Membran der Firma Qiagen verwendet. Die eaném 1%igen
Agarosegel Uber Gelelektrophorese aufgetrennte DNA wurde vor dettingl auf die
Membran in 0,25M HCI geschwenkt. Die auf diese Weise bewirkte Depmng erleichtert
den Transfer von DNA-Fragmenten mit einer Gré3e von mehr als 10kb. Katimd@wurde
ein Vacuumblotter verwendet, als Transferpuffer diente 0,4M NaOHVBieendung von
NaOH als Transferpuffer fihrte zu einer Denaturierung der DNAhrend des
Transferprozesses. Die positive Ladung der verwendeten Membran tribregtere
Arbeitsschritte zur Immobilisierung der DNA. Anschliessend etéoltas Markieren der als
Sonde vorgesehenen DNA mit dem Fluoreszenzfarbstoff Fluorescein.deBDiNA wurden
in die Labeling-Reaktion eingebracht, die den Herstellerangabenestispd mit den im Kit
enthaltenen Materialien durchgefuhrt wurde. Die Labeling-Reaktion wiudd Zugabe von
5ul 0,1M EDTA pH 8,0 abgestoppt. Die Sonde war damit fur die Hybridisgsreaktion
einsatzbereit. Die Membran wurde zunéchst in SSC (5fach) angefeuaddt daraufhin mit
Prehybridisierungspuffer (0,1ml/émMembranflache) luftblasenfrei in Folie eingeschweisst.
Es folgte eine Inkubation bei leichtem Schutteln und 50°C Uber eineawaitvon 1h. Am
Ende der Inkubationszeit wurde der Prehybridisierungspuffer entfernt urddedidran mit
Hybridisierungspuffer (0,05-0,1ml/édmMembranflache) in eine neue Folie luftblasenfrei
eingeschweisst. Dem Hybridisierungspuffer zugesetzt waren dikierte DNA-Sonde
(25ng/ml Hybridisierungspuffer) und denaturierte Heringsspermien-D{8§8-100pg/ml
Hybridisierungspuffer). Es folgte eine Inkubation unter leichtem Salnttiei 50°C lber
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Nacht. Die darauffolgenden Stringenz-Waschschritte dienten zur riintfe der nicht
hybridisierten Anteile der DNA-Sonde von der Membran. Es wurde eifhBraln bei 50°C
mit 6fach SSC, SDS 1% gewaschen. Im Anschluss daran mit 6fachSE30,1%. Bei der
Detektion wurde die dem Kit zugehorige Antifluorescein-HRP-Antikddseng
entsprechend den Herstellerangaben eingesetzt. Die Inkubation der aviemibrdem als
Substrat dienenden Chemolumineszenz-Reagenz ermoglichte letzéicbetiektion von
spezifischen Signalen. Es folgte eine Filmexposition der Membraretvea 20min, wobei
der BIOMAX MR Film der Firma Kodak verwendet wurde.
Material:

QIABRANE Nylon Plus Membran

Renaissance Kit

0,25M HCI

0,4M NaOH

0,1M EDTA pH 8,0

Heringsspermien DNA

Prehybridisierungspuffer: SSC 5fach, SDS 0,1%, Blug Reagenz 0,5%, Dextransulfat 5%.

Hybridisierungspuffer: Prehybridisierungspuffer milA-Sonde

Waschpuffer 1: SSC 6fach, SDS 1%

Waschpuffer 2: SSC 6fach, SDS 0,1%

BIOMAX MR Film

2.5 Arbeiten mit RNA

2.5.1 RNA-Préaparation ausC. difficile

Die RNA-Praparation au€. difficile basiert auf einer von Dr. Veit Braun im Labor
optimierten und etablierten Methode [77]. Eine 5@nldifficile Anzucht in modifiziertem
Wilkins-Chalgren Medium wurde durch Zentrifugation bei 5000U/min fir 10min4b€
geerntet. Anschliessend erfolgte ein Waschschritt mit 10ml rRaltéceton. Das
Bakterienpellet lagerte dann bei —20°C uber Nacht. Das gefroreneriBakellet wurde in
400ul 2mM Essigsaure pH 4,0 aufgenommen und mit 12,5Units Lysostaphin tvebsstz
Ansatz inkubierte 10min bei 37°C und nach der Zugabe von 25ul Proteinase K)(250ug
erneut fir 10min bei 37°C. Die Zelllyse wurde durch Zugabe von 40ul SDS uz@Po
10minutiger Inkubation bei 60°C abgeschlossen. Das Aufschlussgemisch wugideak mit
je 400ul 60°C heissem, saurem Phenol extrahiert und die RNA ansahdiesst 40ul 5M
NaCl und 1ml Ethanol 96% fur 20min in flissigem Stickstoff gefalls. félgte ein
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Zentrifugationsschritt und das Trocknen der RNA, welche dann in 95uleoRia$er gelost
wurde. Dem Ansatz wurden 5ul RNase-freie DNase zupipettiertsufadgte eine Inkubation
bei 37°C fur 1h. Danach wurde die DNase durch Extraktion mit 100ul PhengDpiiis der
RNA-L6sung entfernt. Um RNA-Verluste zu minimieren, wurde die wisgde Phase mit
100ul DNase-Puffer versetzt, der Ansatz gevortext, zentrifugiedt die wassrige Phase
abgehoben. Die wassrigen Phasen beider Extraktionsschritte wurdent,gepoalO0ul
Chloroform/lsoamylalkohol (24:1) extrahiert und die RNA i Volumen 5M NaCl und
2Y, Volumen Ethanol 96% gefallt. Die RNA wurde schliesslich in DNaster
aufgenommen und bei —70°C gelagert.
Material:

Essigsaure 2mM, pH 4,0

SDS 20%

Lysostaphin (50Units/50ul): 0,5mg Lysostaphin wurdie 1ml 2mM Essigsaure pH 4,0 aufgenommen

und in Aliquots zu 50l bei —20°C gelagert.

Proteinase K (250ug/pl): 10mg Proteinase K wurdedml DEPC behandeltem,8 aufgenommen

und in Aliquots zu 25ul bei —20°C gelagert.

Phenol pH 4,0

Phenol pH 7,0

5M NacCl

Ethanol 96%

DNase, RNase-frei

DNase-Puffer: 6mM MgG| 40mM Tris-HCI pH 7,5

2.5.2 Reinigung der RNA-Praparation

Um Reste verunreinigender DNA zu entfernen, war eine ReinigungRO&X-
Préaparation nach Kedziersét al. erforderlich [75]. 5ug RNA wurden in 10ul DNase-Puffer
mit 10Units DNase fir 30min bei 37°C inkubiert. Anschliessend wurden 1ul BBWVA,
20pl 3M Natriumacetat, 170pul TE 10/1 und 300ul Phenol (pH 4,0)/Chloroform (25:24)
zupipettiert. Der Ansatz wurde im Anschluss daran gevortext und 10min bei 4t@uggsTt.
160! des Uberstandes wurden abgehoben und die gereinigte RNA,riiol2amen Ethanol
96% gefallt. Die RNA wurde in 50ul4@ aufgenommen und bei —70°C gelagert.

Material:

DNase-Puffer

DNase

0,5M EDTA

3M Natriumacetat

TE 10/1
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Phenol (pH 4,0)/Chloroform (25:24)
Ethanol 96%

2.5.3 cDNA-Synthese

Es wurden 12ul gereinigte RNA (~1pg) 5min bei 65°C inkubiert und ansséiid
3min auf Eis gekuhlt. Dem Ansatz wurden dann 8ul cDNA-Mix und 1ul Rever
Transkriptase (Negativkontrolle 1pl ,®) zugegeben, gefolgt von einer 60mindtigen
Inkubationszeit bei 37°C. Die Reverse Transkriptase wurde dann durch einétigen
Inkubation bei 95°C inaktiviert, der Ansatz kurz zentrifugiert und auk&meckgekihlt. Bis
zu ihrer Verwendung wurde die cDNA bei —70°C gelagert.

Material:

cDNA-Mix: pro Ansatz 4ul RT-Puffer (5fach), 1ul di¥fMix (10mM), 1,5ul Hexanukleotide

(200pmol/ul), 0,5ul 0,1M DTT und 1pl RNasin (20Uit

Superscript Reverse Transkriptase odgDd KNegativkontrolle)

RT-Puffer (5fach): 375mM KCI, 15mM Mgégl250mM Tris-HCI pH 8,3

2.6 Arbeiten mit Protein

2.6.1 Praparation vonC. difficile Toxinen

Zunachst erfolgte die unter 2.3.1 beschriebene Anzucht der Bakterieainam
Dialyseschlauchsystem. Die in dieser Arbeit verwendeten Toxurden freundlicherweise
von Frau Bettina Kalt an anderer Stelle im Labor prapariert, se der nur ein kurzer,
zusammenfassender Uberblick prasentiert wird.

Der Kulturiberstand der Flissigkultur aus dem Dialyseschlauch wuidte eiaer
Zentrifugation (8000U/min, 20min bei 4°C) von den Bakterien getrennt. Uber eine
Ammoniumsulfatfallung bei 4°C wurden die Toxine aus dem Kulturiberstafédltg®ie
Fallung war in zwei Teilschritte untergliedert. Die 1. Fallungurde mit 45%
Ammoniumsulfat durchgefuhrt, was Bedingungen entspricht, unter denen vardiégdA
ausfallt. Die 2. Fallung wurde mit 65% Ammoniumsulfat durchgefuhrt,baswiegend zum
Ausfallen von TcdB aus dem Kulturiiberstand fuhrte. Der Fallung folgee Zentrifugation
von 30min bei 8000U/min und 4°C. Das Proteinpellet wurde dann in 50mM Tris-HZ)5H
aufgenommen, Uber einen Succrosegradienten vorgereinigt und weiterfalgend-ast-
Flow-Liquid-Chromatography (FPLC) mit einer Mono Q-Saule isoliert.
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2.6.2 Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page) und Gelfarbung

Zur Auftrennung der Proteine in der Modifikationsreaktion und zur Dausgelter
gereinigten Toxine wurden Minigelkammern (70x50x0,8mm) mit Gelen der
Acrylamidkonzentrationen 7,5% benutzt. Zunéachst wurde das 7,5% Trenngehewidie
Glasplatten gegossen, mit Butanol tberschichtet und fur mindestens BOlynmerisieren
gelassen. Anschliessend wurde das Butanol entfernt, das Gel mme&geh Giberschichtet
und der Auftragskamm eingesetzt. Nach der Polymerisierung desyégets erfolgte der
Probenauftrag und die Elektrophorese bei 80-130V im PAGE-Puffer.

Das Farben der Gele erfolgte fur etwa 1h unter Schwenken in CaerRasdselosung.
Die anschliessende Entfarbung der Gele fand Uber Nacht in einer Entfarbeldgung stat
Material:

- APS 10%: Amoniumpersulfat

- TEMED: N, N, N, N"-Tetramethylendiamin

- Acylamidstocklésung 30%: 300g Acrylamid, 8g Bisdaryid in 11 H,O

- Trenngel: 7,5% Acrylamid, 375mM Tris-HCI (pH 8,8DS 0,1% Y100 Volumen APS Y1000

Volumen TEMED, HO
- Sammelgel: 3% Acrylamid, 0,08% Bisacrylamid, Tri€HpH 6,8), SDS 0,1%/,0, Volumen
APS, /1000 Volumen TEMED

- PAGE-Puffer (5fach): 30g Tris, 144g Glycerin, 5gSBd 11 HO bidest.

- Farbeldsung: Coomassie blue 0,05% (w/v), EssigsEQ¥&v/v), Ethanol in Wasser 50%

- Entfarbeldsung: Eisessig 7,5%, Methanol 5%

2.6.3 Proteinbestimmung

Zur Konzentrationsbestimmung der in der Glykosylierungsreaktion vervwandet
Proteine wurde der Standard Assay nach Bradford eingesetzt [78rdtnstandard diente
BSA in den entsprechenden Konzentrationen.

2.6.4 Glykosylierungsreaktion (Modifikation)

Die Glykosylierung der kleinen G-Proteine durch die LCTs wurde nach
veroffentlichten Protokollen durchgefiihrt [65, 79]. Alle eingesetzten rekeanten GTPasen
standen fur die hier beschriebenen Arbeiten zur Verfligung. Zunéchst wgprden
Reaktionsansatz 30uM (entspricht 0,25uCi) der in einem Ethanol-Wass@sch geldsten
[*“C]-UDP-Glukose in Eppendorftubes mit Hilfe einer Speed-Vac eingedaripfder
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Zwischenzeit wurde die rekombinante GTPase (1ug) in einem Gedaméen von 30l in
dem Phosphatpuffer MPBS mit 0,2mM DTT, 5mM GDP, 2mM MgQmM MnChL und
BSA (3mg/ml) zusammen mit dem LCT fur 30min bei Raumtemperaturbiert. Die
Konzentration der Toxine TcdA-C34, TcdB-C34, TcdB-1470, TcdB-8864 und TcsL-1522
betrug hierbei 3pug/ml. Die Referenztoxine TcdA-10463 und TcdB-10463 wurdenumiinl
eingesetzt. Der Reaktionsansatz wurde anschliessend auf die eipéfedf“C]-UDP-
Glukose pipettiert und 1h bei 37°C inkubiert. Die Glykosylierungsreaktion wdteh
Zugabe von Laemmli-Aufschlusspuffer und Erhitzen auf 95°C fur 5min gestépgblgte
die Auftrennung des Modifikationsansatzes auf einem SDS-PAGE (7,5%9. D
vakuumgetrockneten Gele wurden einem BIOMAX MR Film (Kodak) fur 4-&geT
exponiert. Alternativ wurden die radioaktiven Banden mit einem Phosphgein&ystem
(Molecular Dynamics Inc., Sunnyvale, CA, USA) dargestellt.
Material:

- MPBS (1fach): 150mM NaCl, 16mM NdPO,, 4mM NaHlPO, (pH 7)

- Laemmli-Aufschlusspuffer: SDS 2%, 0,5M Tris-HCI (pBl8), 25% Glycerin/bD 50%,

3-Mercaptoethanol 5% und eine Spatelspitze Brongih&u.

2.6.5 CAT Rapid Assay

Dieser Schnelltest ermoglicht den Nachweis des Enzyms Chloramphe
Acetyltransferase (CAT) uber die Enzymaktivitat [80]. Im Rahrdesser Arbeit wurde der
Test eingesetzt, um die CAT-Aktivitat bél. difficile Isolaten nachzuweisen, die das Gen
Uber Transkonjugation (vgl. 2.3.5) erworben hatten. Die antibiotische Wirkung von
Chloramphenicol beruht auf der Bindung an die ribosomale PeptidyltresestegaBakterien.
Dadurch wird die Proteinbiosynthese blockiert. Die Resistenz enthtetit eine kovalente
Modifikation des Antibiotikums: Das Enzym Chloramphenicol-Acetyltrarage Ubertragt
eine Acetyl-Gruppe von Acetyl-Coenzym A auf die primére Hydraxydge an C6 des
Chloramphenicol. Damit ist es dem Antibiotikum nicht mehr moglich @o$®men zu
binden. Entstandenes CoenzymA kann durch die Reaktion mit dem Farbreagenz 5,5
Dithiobis(2-nitrobenzoesaure) (DTNB) nachgewiesen werden [80, 81]. dgranphenicol-
Acetyltransferase Aktivitat bewirkt eine Farbung des Testaesaton blassgelb bis tiefgelb.

Der in der Fachliteratur beschriebene Rapid CAT Assay wurdélagiophilus influenzae
etabliert, daher musste die Methodik zun&ch<t atlifficile angepasst werden.

Von einer Selektivplatte wurdel€. difficile Klone mit einer Impfose in zwei
Eppendorftubes tberfuhrt und dort in jeweils 200ul Suspensionsldosung aufgenommen. Es
folgte die Zugabe von jeweils 50ul Lysozym (10pg/pl) und eine Inkub&iioB80min bei
37°C. In jedes Eppendorftube wurden darauffolgend 200ul Reaktionslosung pip2ttiert.
dem als Testansatz ausgewahlten Eppendorftube wurden dann 200ul 5mM Givoriaoi
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pipettiert, zu dem als Kontrollansatz vorgesehenen Eppendorftube 2g0uEH folgte eine
Inkubation von 15min bei 37°C. Ein einfacher Farbvergleich des Testansaizetem
Kontrollansatz ermdglichte es nun eine Enzymaktivitat zu belegen.
Material:

- Suspensionslésung: 1M NaCl, 0,01M EDTA, SDS 0,05%

- Lysozym (10ug/ul)

- Reaktionslésung: 2 Volumen Tris-HCI pH 8,0, 2 Vokm 5mM Acetyl-CoenzymA,

1 Volumen 10mM 5,5'-Dithiobis(2-nitrobenzoesaure)

- 5mM Chloramphenicol oder @

2.7 PC-Analytik und Software

2.7.1 DNA-Analyse

Die Verarbeitung der vom Sequenziergerat LI-COR DNA-SequenaeleM4000L
gelieferten Daten erfolgte mit Programmen, die der Heestdll-COR mit dem Geréat
gemeinsam auslieferte. Das Tool Data Collection V2.31 steuestéSelquenziergerat und
sammelte die Daten. Mit dem Programm Image Analysis V4.20 wudte Rohdaten in
primare Sequenzdaten umgewandelt. Die weitere Verarbeitung gieer&elaten erfolgte mit
dem Programmpaket LaserGene der Firma DNASTAR. Dabei wurdestemi Tool EditSeq
V3.99 die DNA-Sequenzen finalisiert. Fur weiterfihrende Auswertungen anstdllungen
standen die Tools MapDraw V3.14, MegAlign V3.17 und SegqMan V3.60 zur Verflugung.

2.7.2 RNA-Analyse

Die Aufklarung von RNA-Sekundarstrukturen erfolgte mit Hilfe des Rnmgnes
MFOLD V3.1 von Professor Michael Zuker, welches online ausgefuhrt wicdunter der
Internetadressenttp://bioinfo.math.rpi.edu/~zukerméllgemein zugénglich ist. Alternativ
wurde das Programm RNAstructure 3.6 von David H. Mathews verwendet,iddsn Zuker
Algorithmen basiert und auch offline auf Windows Rechnern einsetzbadies Software
wird unterhttp://rna.chem.rochester.ellastenlos zur Verfiigung gestellt.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Der StammClostridium difficile C34 als Wirt von Cd St1

3.1.1 Der Pathogenitatslokus und die Toxine vo@. difficile C34

Der Pathogenitatslokus (PaLoc) reprasentiert ein distinktes igemet Element
toxinogenerC. difficile Isolate [77, 82]. Eine auf PCR-Reaktionen basierende Analyse des
PalLocs mit seiner Integrationsstelle kann zu einer ersten Kidwasgerung varianter
C. difficile Stamme beitragen [83]. Dabei werden neun uberlappende PCR-Fragmenten
generiert und mit den korrespondierenden Fragmenten des Referenzs@ndiffecile
VPI10463 verglichen. Alle im Verlauf dieser Arbeit eingesetztemé& sind im Anhang A
tabellarisch aufgelistet. Die PCR-Analyse lieferte beeiew der neun PCR-Fragmente von
Stamm C34 ein vom Referenztyp abweichendes GroRRenbild. Das PL2-Rtagdieses
Stammes ist um etwa 150 bp groRer (Abb. 3.1A). Ein PL2-Fragment @edBe ist bei
zahlreichenC. difficile Stammen vorzufinden, unter anderem auch bei den varianten Isolaten
1470 und 8864 [83, 84]. Von grolRer Bedeutung ist die Entdeckung, dass Fragment Al
(toxische Doméne von TcdA) bei Stamm C34 um etwa 2000 bp groRer istasls
entsprechende Al-Fragment des Referenzstammes (Abb. 3.1A). Hiendé erstmals eine
VergroRerung intcdA-Gen nachgewiesen.

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) derirggten Toxine des
Stammes C34 zeigte, dass TcdA-C34 mit einer Molekilmasse von 308rkDacdB-C34
mit einer Molekulmasse von 270 kDa der Molekulmasse der ReferenziedaAe 10463 und
TcdB-10463 entsprechen (Abb. 3.1B).

Es ist bekannt, dass Grol3e Clostridiale Zytotoxine Glykosyltrasser sind, die
einen Glukoserest auf kleine G-Proteine ubertragen und diese sdktitigran [2, 6-9]. Um
nachzuweisen, dass TcdA-C34 und TcdB-C34 funktionelle Glykosyltransfesimskrwurde
deren katalytisches Potential mit einer Auswahl von kleinen GiRenteler Ras- und Rho-
Subfamilie getestet. Dabei konnten die kleinen G-Proteine Rho, Rad2 Gohdl Rap als
Substrate von TcdA-C34 identifiziert werden (Abb. 3.1C). Substrate von T8dBx3ren die
kleinen G-Proteine Rho, Rac, Cdc42, Rap und Ral (Abb. 3.1C). Damit entspriht da
Modifikationsmuster von TcdA-C34 dem des Referenztoxins TcdA-10463 [2, 8, 13],
wohingegen das Modifikationsmuster von TcdB-C34 keinem der bislang bekanottar M
zugeordnet werden konnte. Einzelheiten hierzu wurden separat publiziert [85].



3 ERGEBNISSE 37

A
0 5 10 15 20 ko
| 1 1 1 1 | 1 1 1 1 | 1 1 1 1 1 1 1 1 1 | 1 1
B3} i Al i
B2—i A2——
PL2 —780-— PL3—1 PL4 —1
cdul tedD tcedB tcdE tedA tedC cddl
C34 [ ==
kb
50—
25—
B . . C
& g &g N
¥ ¥y & 15 e T a8
& A& & A kD TedA-C34
Wit o i ) oo : = —2

& & Q&’@'@ *

- N
* = —— 48
TedB-C34 S 1 ‘
. — 122

Abb. 3.1 Darstellung des Pathogenitatslokus (PalLoc) @odifficile C34, GroRenvergleich der Toxine mit den
Referenztoxinen und Dokumentation ihrer katalytstligenschafterA: Der PaLoc. Am 5'- und 3’-Ende des
PalLocs befinden sich die flankierenden ORBg1 undcddl Die GenetcdDBEACIiegen im grau schattierten
Paloc, die Pfeilrichtung gibt die Transkriptionstieng der jeweiligen Gene wieder. Uber der Scheinhmang
befinden sich die den PalLoc umspannenden PCR-Awapdfigemass ihrer relativen Position. Unter der
Schemazeichnung befinden sich die Abbildungen aw&¥¢ Agarosegele. Hier wurden die vom Referenztyp
abweichenden PCR-Fragmente aufgetragen. Das liekedigt einen Vergleich der PL2-Fragmente, dabkteec
Gel zeigt den Vergleich der Al-Fragmente. Als Groflarker diente die GeneRuler 1 kb DNA-Leiter (vireo
nach unten): 10, 8, 6, 5, 4, 3.5, 3, 2.5, 2, 1,9.75 kb.B: Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) mit
Uber Fast-Flow-Liquid-Chromatography (FPLC) gergii@n Toxinen vorC. difficile VP110463 (je 2ug) und
C. difficile C34 (je 1ug). Der Auftrag erfolgte auf einem 7,8%I, welches im Anschluss mit Coomassie Blau
gefarbt wurde.C: Darstellung der Glykosyltransferase Aktivitdt deoxine TcdA-C34 und TcdB-C34. Als
Substrate wurden die kleinen G-Proteine Rho, Rdc4€, Ras, Rap und Ral angeboten. Das Labelindggesfo
mit radioaktiver *C] Glukose, die nach kovalenter Modifikation degiken G-Proteine mittels Phospho Imager

Analyse zu detektieren ist.
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Die dargestellten Ergebnisse zeigen, dass TcdA-C34 trotzdfengmg des Gens keinen
GrolRenunterschied zu TcdA-10463 aufweist (Abb. 3.1B) und auch vom katalytischen
Potential her sich dem Referenztoxin konform verhalt (Abb. 3.1C). Deah@rt dieser Stelle
ein Widerspruch auf, den es zu klaren galt. Es erfolgte eine Seqagseades in den
pCR2.1-Vektor des TopoTA Cloning Kits klonierten Al-Fragments von Stai34n idierbei
gelang es, die VergrolRerung zu lokalisieren. Sie befindet sich 498 bp toEammsdes
Startcodons vortcdAC34 und hat eine Gro3e von 1975 bp. Die auf die VergrofR3erung
folgende Sequenz ist wieder hoch homolog 2cdA-Sequenz des Referenzstammes
VPI10463. Die Sequenzierung von drei voneinander unabhangigen Klonen sicherte die
erhaltenen Resultate ab. Die Vergrof3erung konnte an dieser &dihsextion identifiziert
werden, die im weiteren Verlauf als ISdL bezeichnet wird.

3.2 Die Charakterisierung von CdStl

3.2.1 Darstellung des Aufbaus und der Sekundarstruktur von Cidst1

Die Nukleotidsequenz der Insertion ISd. wurde auf ihre strukturellen Merkmale hin
untersucht. Uberraschenderweise konnten der Insertion Merkmale von Grimpoad und
von IS Elementen zugewiesen werden.

Die Fahigkeit von Gruppe | Introns zur Durchfihrung einer autokatalytische
SpleiRreaktion liegt in ihrer stark konservierten RNA-Sekundéar- undtiaisruktur
begrindet [31-33, 53]. Trotz des Umstandes, dass verschiedene Gruppe Inntrgasnge
Sequenzhomologien aufweisen, sind vier distinkte Sequenzabschnitte hoch kan§dese
Sequenzabschnitte werden mit P, Q, R und S bezeichnet [31-33, 53]. Oldajatiini
Gruppe | Introns sind des weiteren die konservierten Nukleotide U unddér gootentiellen
5- bzw. 3'-Spleil3stelle, die somit die Introngrenzen definieren [31-33, %8le
angesprochenen Sequenzmerkmale lassen sich in der Insertitli @aederfinden. Die
Sekundarstruktur von Gruppe | Introns definiert sich tber die Ausbildung/&feige von
Basenpaarungen, die als Pairings P1-P9 bezeichnet werden [31-33, 53]Vémtendung
der von Professor Michael Zuker programmierten Software MFOLD 3.1 &diintCdStl
eine fur Gruppe I Introns charakteristische Sekundarstruktur zugewiesden (Abb. 3.2A).
Die Familie der Gruppe I Introns l&asst sich anhand der Sekundarstnekkmnale in die vier
Untergruppen IA bis ID unterteilen [53]. Auch innerhalb dieser Untergrugqaan Uber
Strukturmerkmale eine weiterfolgende Differenzierung vorgenommen werden [53].
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4+—
Abb. 3.2 Vergleichende Darstellung der RNA-Sekundarstnukion CdStl mit Gruppe | Introns des Subtyps

IA2. A: RNA-Sekundarstruktur des Introns ISd. Die zu dem Intron gehdrenden Nukleotide sind in
GroRRbuchstaben dargestellt, zum Exon gehdrendeeNiitte in Kleinbuchstaben. Fur Gruppe | Introngdsin
stark konservierte Nukleotide beschrieben wordefl.[h dieser Abbildung sind sie in Form von oramge
GrolR3buchstaben aufgefiihrt. Die charakteristischekiédtidpaarungen sind als P1-P9 (grau) bezeicliet'-
Splei3stelle ist im P1 Pairing enthalten. Dabeidedines sich um das stark konservierte Uridin-Gsano
Nukleotidpaar (u-G), welches in orange gekennzeithet. Die Internal Guide Sequence (IGS) ist blau
gekennzeichnet und beinhaltet auch Sequenzen deégob’s. Die Doménen P4-P6 und P3-P7-P8 bilden das
katalytische Zentrum von Gruppe | Introns aus [33&i den P, Q, R und S Sequenzen handelt es sich um
konservierte Regionen des katalytischen Zentrunis.lid Linie parallel zur Nukleotidsequenz kenrcteiet
diese Sequenzen fur (3tl. 3' des P9.2 Pairings befinden sich, im Abstaod ¥92 Nukleotiden, zwei ORFs,
die fUr die potentiellen Transposasen TIpA und Tkaglieren. Die Pfeilrichtung gibt die Transkriptgsithtung
wieder. Das 3’ terminale Nukleotid ist ein starknkerviertes Guanosin (orange). Ein 30 Nukleotide
umfassender Sequenzabschnitt im 5’ Berich vonS@dweist hohe Homologien zu einem entsprechenden
Abschnitt bei dem Insertionselement8801 auf. Anfang und Ende dieses Sequenzabschnittsrsin@inem
grinen Stern verseheB: Schemazeichnung des sunY Introns des Phagen i€&Zdichnung nach Jaeger und

Michel [53] gibt die charakteristische Sekundadstuu flir Gruppe | Introns des Subtyps IA2 wieder.

Ein Vergleich von CtBtL mit diesen Untergruppen ergab, das$Sfddie groRte Ahnlichkeit
mit Introns der Untergruppe I1A2 hat (Abb. 3.2B).

Der Sequenzbereich 3’ der P9 Doméne voiS@adweist zwei offene Leseraster auf.
Das kleinere offene Leseraster erstreckt sich tber 105 bp @Ro881L-738 von A&tl), das
nur durch ein Nukleotid getrennt davon folgende langere offene Lesdrastane Grof3e von
1116 bp (Position 740-1858 von ISdL). Die Leserichtung ist bei beiden offenen Leserastern
gleich orientiert. Das gro3ere offene Leseraster beginnt mitadkernativen Startcodon GTG.
Eine mogliche kleinere Variante dieses offenen Leserasters 3&mp weiter downstream
mit einem ATG Startcodon initiieren. Eine Homologiesuche mit daimAsauresequenz der
offenen Leseraster wies beiden eine hohe Homologie zu Transposasers diesem Grund
wurden die offenen Leseraster alpA und tlpB (transposaseKe protein) benannt.
Transposasen sind zentraler Bestandteil von IS Elementen. Im Zeséwamg mit Introns
sind diese Proteine bis zum jetzigen Zeitpunkt nicht beschrieben watddem besitzen
Gruppe | Introns nicht notwendigerweise immer ein offenes Leser&&ichfolgend wird im
Rahmen der Diskussion unter 4.1.2 die Bedeutung der potentiellen Transposasen erdrtert.
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3.2.2 Funktionelle Analyse von CtSt1

Der bei Punkt 3.1.1 angesprochene Widerspruch bezuglich der GrofRe des Toxins
TcdA-C34 und der GroRe des korrespondierenden Gea®C34 lasst sich Uber eine
mogliche SpleiRaktivitat von C8tL aufklaren. Da Gruppe | Introns zusammen mit
Gruppe Il Introns zu den selbstspleienden Introns z&hlen ist davon auszugelsen, das
Wirtsproteine fur die katalytische Aktivitat nicht essentields Daher ist eine Untersuchung
der Splei3aktivitat von A8tl Gber die Methode der RT-PCR moglich. Da der Spleil3vorgang
auf Ebene der RNA ablauft, wurde die Gesamt-RNA @odifficile C34 zur cDNA-Synthese
verwendet und diese als Template firr die RT-PCR Analysen eingddeer die Primerpaare
ICheckl1/ICheck2 und ICheck3/ICheck4 gelang ein Transkriptionsnachweis dezvk’-3'-
Ubergange descdAC34 Gens und @8t (Abb. 3.3A). Damit ist belegt, dass keine RNA-
Strukturen ausgebildet werden, die zu einer Termination der Transkription fihren kdnnten.

5'-Grenze 3'-Grenze
CdrSt! CdISt!]

Abb. 3.3 RT-PCR Analyse mit A&tl zum Nachweis des SpleiRvorgangs.Der 5-Exon-Intron Ubergang
wurde mit dem Primerpaar ICheckl/ICheck2 amplifizieder 3’ Ubergang mit dem Primerpaar
ICheck3/ICheck4. Als Template diente chromosomalADdes Stammes C34 (Spur 1 und Spur 4), cDNA
(Spur 2 und Spur 5) und deren Kontrollen (Spur 8 @pur 6). Bei den Kontrollen wurde die cDNA
Synthesereaktion ohne Zusatz von Reverser Tramagap durchgefuhrt. Auf diese Weise konnten
Kontaminationen mit chromosomaler DNA ausgeschiosgerden. Den generierten Fragmenten der Spuren 2
und 5 liegt demnach RNA zugrunde und nicht eine Efhtamination. Die Auftrennung erfolgte auf einem
3% Agarosegel. Die Bandengrol3en des Markers siod ¢ben nach unten): 501, 489, 404, 331, 242, 19D,
111 und 110 bp. Die kalkulierte Grof3e der PCR-Pktelin den Spuren 1 und 2 ist 397 bp, in den Spdrend

5 199 bp.B: Das Primerpaar ICheckl/ICheck4 amplifiziert absommosomaler DNA des Stammes C34 das
komplette Intron Ct6tl mit Teilbereichen der angrenzenden Exons (Spdufdch Pfeil gekennzeichnetes 2200
bp Fragment) oder mit cDNA als Template aufgrunsl 8pleiRvorganges nur die ligierten Exonanteileu(Sh
225 bp Fragment). Die zweite Bande kleinerer Giidl&&pur 1 ist ein unspezifisches PCR-Produkt, iorSpist

die Negativkontrolle (cDNA-Synthese ohne Reversanskriptase) aufgetragen. Die Auftrennung erfolyté
einem 3% Agarosegel, der GrolRenmarker ist zu Twilldding A identisch.
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Die Transkription des Gens wird durch die Insertion vonIS@d nicht gestoppt.
Amplifikationen mit dem Primerpaar ICheck1/ICheck4 liefern mitoamosomaler DNA von
C. difficile C34 ein 2200 bp grofRes Produkt, wohingegen bei Einsatz von cDNA als Template
ein 225 bp groRes Fragment generiert wird (Abb. 3.3B). Die Differenz vonli®&btspricht
genau der GrofRe von 3l und zeigt, dass das Intron aus dem primaren Transkript
ausgespleilt ist. Die Sequenzierung der in den Vektor pCR2.1 des Top&mitgCKits
klonierten RT-PCR Produkte belegte die gewonnenen Erkenntnisse eindeutig.

Ausgespleidste Gruppe | Introns konnen Uber eine zusatzliche Trarisstang
zyklisieren [31-33]. Auf diese Weise kdnnte das Gleichgewicht dersilen Spleifdreaktion
hin zum ausgespleilten Produkt verschoben werden [32]. Eine RT-PCR Analyse
diesbeziglich mit dem Primerpaar ICheck2/ICheck3 lieferte B@R-Produkte, die einer
zyklischen Variante von @8tl entsprechen konnten (Abb. 3.4A). Beide Fragmente wurden
in den pCR2.1 Vektor des Topo TA Cloning Kits kloniert und sequenziert. Ajebkis
konnten zwei Zyklisierungsstellen identifiziert werden (Abb. 3.4B). Py&lisierung des
Introns erfolgt Uber eine Transesterifizierung an Position 2 oder LdI&tl Sequenz
(Abb. 3.4B).

B
Zyklisierun .
yCd[Sﬂ = Zyklsierungsstelle |
M'1 2 . . . ..
3’-terminales G Adenosin an Position 2
. . . CUGUGACUUUAGUCAUGGGAGGUUCAGAAAAAAUAGCUACGUACA. ..
th Zyklisierungsstelle 11

3’-terminales G Adenosin an Position 94

. . . CUGUGACUUUAGUCAUGGGAGGUUCAGAACCUAUCCAAUACUACU. . .
RT + -

Abb. 3.4: Zyklisierungsnachweis des IntronsiSd. A: Das Primerpaar ICheck2/ICheck3 wurde mit cDNA von
Stamm C34 als Template dazu verwendet, um eineziblsin Gruppe | Introns stattfindende intramolekela
Zyklisierung des gespleildten Introns nachzuweisspur 1 des 3% Agarosegels zeigt zwei als | und I
gekennzeichnete Fragmente, womit auf zwei versehiedZyklisierungsstellen geschlossen werden kamn. |
Spur 2 ist die Negativkontrolle der PCR-Reaktiorigatragen (cDNA-Synthese ohne Reverse Transkriptase
Die Markergréf3en sind (von oben nach unten): 589, 404, 331, 242, 190, 147, 111 und 110BpDie RT-
PCR-Produkte | und Il wurden Kkloniert und sequeniziddabei bestatigten sich zwei verschiedene
Zyklisierungsstellen. Eine Zyklisierung erfolgt dbr Angriff des terminalen Guanosins (orange) au$ da
Adenosin an Position 2 (grin) von ISdL (Zyklisierungsstelle 1). Die zweite mdgliche Zigiérung erfolgt
durch Angriff des terminalen Guanosins (orange) daf Adenosin an Position 94 (grin) von|&d

(Zyklisierungsstelle II).
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Der Umstand, dass die 3'-Spleil3stelle mehr als 1500 bp weit von demgBd?9.2
entfernt ist (Abb. 3.2A), verhindert nicht das Splei3en voiS@daus Vorlaufer mRNAN
vivo (Abb. 3.3B). An anderer Stelle im Labor wurde mit Hilfe eimessitro Selbstspleil3-
Assays die Effizienz des Spleil3vorganges untersucht. Hierbei korstigendesen werden,
dass die ligierten Exons das Hauptprodukt des Splei3ens ¥8. Gahd [86].

3.3 Cd Stl-verwandte Sequenzen im Genom vo@lostridium difficile

3.3.1 PCR-Screening vor&. difficile Stammen

Ein spannender Aspekt war die Klarung der Frage, inwiewdBtCein spezifisches
Merkmal fur den Stamn€. difficile C34 ist. Um diese Fragestellung anzugehen wurde, ein
Primerpaar konzipiert, dessen Einsatz zur GenerierungtGspezifischer PCR-Produkte
fuhrt. Mit dem Primerpaar TransCheck1/TransCheck2 wird ein 587 bp gréI¥sProdukt
generiert, vorausgesetzt dass dielSTd Sequenz oder eine nur geringfligig variierende
Sequenz im Genom des zu untersuchendem lIsolates vorhanden ist. Es wurden fur
Versuchsreihe mehr als 2@ difficile Stamme in das PCR-Screening eingesetzt sowie eine
Auswahl von weiteren clostridialen Spezies. Uberraschend war, dagsdem getesteten
C. difficile Isolat das entsprechende PCR-Produkt gebildet wurde, wohingegen drei all
anderen uberpruften Angehdrigen der Gattu@igstridium das Ergebnis negativ blieb.
Abb. 3.5 dokumentiert dieses Resultat anhand von ausgewahlten Beispielereigker der
Referenzstamnt. difficile VP110463,C. difficile C34,C. difficile 1470,C. difficile 8864 und
der atoxinogen StamncC. difficile 42373 das spezifische PCR-Fragment, die Isolate
C. bifermentand®RE681,C. sordellii IP82 undC. ramosumRE1296 sind negativ (Abb. 3.5).
Insgesamt wurden Vertreter folgender clostridialen Speziesegativ getestetC. barati,

C. butyricum, C. histolyticum, C. innoqua, C. irregularis, C. limosum, C. lituseiser

C. nowyi, C. septicumndC. subterminal¢Daten nicht dargestellt). Das Ergebnis belegt, dass
CdIStl nicht spezifisch fuc. difficile C34 ist, sondern in dieser, oder einer nah verwandten
Form, in allen getesteteR. difficile Isolaten vorkommt. Da beC. difficile 8864 und

C. difficile 42373 dastcdA-Gen nicht vorhanden ist unttdA-10463 das Intron nicht
beinhaltet, ist der Integrationsort nicht auf tabA-Gen beschrankt.
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Abb. 3.5: PCR zur Detektion einer Csil-spezifischen Sequenz. Das Primerpaar TransCheekisCheck2
wurde eingesetzt, um ein spezifisches, 587 bp groBER-Fragment zu generieren. Die Abbildung zeigt
ausgewahlte Beispiele eines umfassenden PCR-Segserils Template diente chromosomale DNA folgender
C. difficile Stamme: Referenzstamm VPI110463 (Spur 1), Stamm (Sp4r 2), die varianten Stammen 1470
(Spur 3) und 8864 (Spur 4) sowie der atoxinogersm8t42373 (Spur 5). Zusatzlich wurde chromosomale
DNA von Vertretern weiterer clostridialer Speziés Bemplate fir die PCR eingeset@t: bifermentanfRE681
(Spur 6),C. sordelliilP82 (Spur 7) un€. ramosunRE1296 (Spur 8). Wasser diente als Negativkont(&fur

9). Alle C. difficile Isolate zeigen das spezifische Fragment, die and#ostridialen Spezies sind in dieser PCR
negativ. Die Auftrennung erfolgte auf einem 1% Agsmgel, als GroRenmarker diente die GeneRuler 1 kb
DNA-Leiter (von oben nach unten): 10, 8, 6,5, 4,3, 2.5, 2, 1.5, 1, 0.75 kb.

3.3.2 Southern Hybridisierung mit einer Cd St1-Sonde

Das PCR-Screening kann tber die Kopienzahl voistadder von varianten Formen
des Introns im Genom des getesteten Isolats keine Auskunft gebem.PEHR-Screening
wird die Bindung des Primerpaares an die Zielsequenz vorausgésdizivariante Formen
des Introns Ckbtl im Genom einer Spezies vorhanden sein sollten, konnten geringflgige
Sequenzabweichungen dazu fuihren, dass einer oder beide Primer nicht bindemitibeis
der PCR kein Produkt amplifiziert werden kann. Aus diesen Grunden wuneléSeuthern
Hybridisierung durchgefihrt, bei der als Sonde ein 575 bp grol3es FragraesitBEreichs
von CdStl (Nt Position 5-580) verwendet wurde. Chromosomale DNA @Qolifficile
VPI110463,C. difficile C34, C. difficile 42373,C. bifermentans)RE681,C. sordellii IP82 und
C. ramosumRE1296 wurden mit den Restriktionsenzymidmcll und Hindlll verdaut
(Abb. 3.6A). Der Verdau wurde mit zwei verschiedenen Restriktionsenzguomehgefuhrt,
dadurch wird eine Vergleichsmdglichkeit fur die Ermittlung der Kopadl erreicht.
Innerhalb des Introns T8l gibt es Zielsequenzen fir beide Enzyrkén€ll bei Position
776,Hindlll bei Position 1115), die 3’ der eingesetzten DNA-Sonde liegen. Dabss jedes
Hybridisierungssignal einer Kopie des Introns entsprechen und die durcBodibern
Hybridisierung ermittelte Kopienzahl muss bei beiden Restriktionsverdaoh ghin.
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Abb. 3.6: Detektion von CitStl-verwandten Sequenzen Uber eine Southern Hylaidisj.A: Verdauserie mit
den RestriktionsenzymeHincll (Spuren 1-6) undHindlll (Spuren 7-12). In die Restriktionsverdaus wamd
zwischen 10 und 15 pg chromosomale DNA verschiad€ndifficile Isolate und anderer clostridialer Spezies
eingesetzt. Die verdaute DNA wurde wie folgt auimd®% Agarosegel aufgetragen: Spuren 1 ui@ difficile
VPI10463, Spuren 2 und @. difficile C34, Spuren 3 und @. difficile 42373, Spuren 4 und XD. bifermentans
RE681, Spuren 5 und 1C. sordellii IP82, Spuren 6 und 1Z. ramosumRE1296. B: Die Southern
Hybridisierung mit einer A&tl-spezifischen Sonde (Nt Position 5-585 in®t) fihrt ausschliesslich bei den
C. difficile Isolaten zu detektierbaren Banden. Die Bedingungamen derart gewahlt, dass jeweils eine Bande
einer Kopie des Introns bzw. einer varianten Foes bhtrons entsprach. Teilabbildung B zeigt audssdlie
Vergleichbarkeit der zwei verschiedenen Restrildi@ndaus gegeben ist. Die Anzahl der detektiert@ndBn
variiert nur geringfigig. InC. difficile VP110463 lassen sich 4 Banden Uber die Hybridisigrdetektieren
(Spuren 1 und 7). Die gro3te Bande in Spur 7 ikt sehrscheinlich auf einen unvollstandigen Verdau
chromosomalen DNA zurlickzufihren. Die Hybridisiegumit C. difficile C34 ergibt mindestens 11 Banden
(Spuren 2 und 8), im atoxinogenen Star@mdifficile 42373 lassen sich bei der Hybridisierung 6 Kopien

nachweisen (Spuren 3 und 9).

Im Ergebnis entsprach die Southern Hybridisierung diesen Anforderungen
(Abb. 3.6B). Wie schon beim PCR-Screening beobachtet, liefern auch b&odénern
Hybridisierung nur dieC. difficile Stamme Signale;. bifermentan/RE681,C. sordellii IP82
und C. ramosum RE1296 sind eindeutig negativ (Abb. 3.6B). Das Muster der
Hybridisierungssignale bei de@. difficile Stammen war in dieser Form ein unerwartetes
Resultat. Das Vorkommen von zumindest einer Kopie des Introi&t1Gater einer varianten
Form in jedemC. difficile Isolat war durch das PCR-Screening belegt. Die Southern
Hybridisierung zeigt, dass Stamm C34 mindestens 11 Kopien des Intrsitst, bder
atoxinogene Stamm 42373 besitzt 6 Kopien und der Referenzstamm VPI104834wei
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Kopien auf (Abb. 3.6B). Die Vielfalt, was die Kopienzahl als solche f@ngend die
Unterschiede beziglich der Verteilung vonl&dl oder einer varianten Form im Genom
verschiedenec. difficile Isolate war nicht vorhersehbar. Die Analyse weiterer Kopien von
CdIStl bzw. varianter Formen des Introns und die Identifikation weiteregrattensstellen
waren damit als Ziel fur nachfolgende Experimente definiert.

3.3.3 Charakterisierung von CdSt1-Varianten in Stamm C34

Um die Integrationsstellen der [Stl Kopien zu bestimmen, wurden inverse PCRs
(IPCRs) mit dem Primerpaar ICheck2/ICheck3 durchgefiihrt. Die géviangehensweise ist
anhand eines Ablaufschemas dargestellt (Abb. 3.7). Als Template drmaiiteden
Restriktionsenzymeriincll, Hindlll, EcaRV, Pst oder Xba verdaute chromosomale DNA,
die religiert wurde. Die iPCR-Produkte wurden in den pCR2.1-Vektor dpsTA Cloning
Kits kloniert und anschliessend sequenziert. Die an das Intron angremZ&egieenzen des
offenen Leserasters wurden zur Konzeption von Primern herangezogeteremtHilfe das
jeweilige Intron komplett aus chromosomaler DNA amplifizierraem konnte (Abb. 3.8).
Auf diese Weise konnten insgesamt 11 Intronvarianten aus Stamm C3#ziéentverden
(Abb. 3.8). Alle Varianten wurden in den pCR2.1-Vektor kloniert und einer Sequaemgie
zugefuhrt. Daruber hinaus konnten die Integrationsstellen der Intronvaridetimmt
werden. Das spezifische Pentanukleotid TTGAT ist allen Integisgtellen gemeinsam. Von
allen Intronvarianten wurde die Integrationsphase, d.h. die Stelle im Kioddie, das Intron
inseriert ist, bestimmt. Phase O Introns sind vor dem ersten Nukbbegi Tripletts inseriert,
Phase 1 Introns nach dem ersten Nukleotid und Phase 2 Introns nach dien Elkieotid.
Bei neun der zwolf Introns handelt es sich um Phase O Introns, d@drgmd Phase 1
Introns. Phase 2 Introns sind nicht vorhanden. Die Nukleotidsequenzen der In&tievari
wurden mit CdiStl verglichen, ebenso die Aminosauresequenzen der Transposasen. Dies war
bei TIpA nicht durchgehend mdglich, da nicht alle Varianten tGber diegtkeiTransposase
verfugen. In Tabelle 3.1 sind diese Ergebnisse zusammengefasst.

Die Intronvarianten lassen sich in zwei verschiedene Typen grupdigldm 3.9).
Typus |, dem auch das ,ursprungliche* IntronIi&tdl angehdrt, kennzeichnet der Besitz des
potentiellen TransposasegeihgA. Hierzu zahlen die Varianten (3tlb, CdStle, CdStlf,
CdiStlg und CdiStlk. Bei Typus Il ist dadlpA-Gen deletiert. Dieser Gruppe gehoren die
Varianten CdStla, CdStlc, CdStld, CdStlh, CdStli und CdStlj an. Der
Sequenzvergleich zwischen Typus | und Typus Il Introns im BereictDdstion liefert
interessante Details. Beide Typen sind bis zu der Nukleotidfolg&TT®osition 561-564
bezogen auf A&tl) hoch homolog zueinander. Dieser Sequenz folgt eine Deletion von 79 bp
(Cdistic), von 89 bp (Cétrd, CdStLh, CdStli und CdStlj) oder von 91 bp (A&tla).
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Hincll Hincll

<« [Check2 ICheck3 »

Selbstligation

[Check2 ICheck3

Hincll

Amplifikation

Hincll

=P Klonierung des iPCR-Produkts

=P Scquenzanalyse des iPCR-Produkts
=P [dentifikation der Integrationsstelle
=P [dentifikation des ORF

=P Amplifikation des Introns aus dem ORF

=P Klonierung und Sequenzanalyse des Introns
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D —
Abb. 3.7. Ablaufschema der inversen PCR (iPCR). Der hiergelstellten iPCR liegt einHincll
Restriktionsverdau mit chromosomaler DNA zugrundeitere Ansétze fur iPCRs wurden riiindlll, EcoRV,
Pst und Xba Restriktionsverdaus von chromosomaler DNA hergistDie Verwendung der Primer ICheck2
und ICheck3 setzt voraus, dass die DNA-Sequenzirdesnvarianten im 5’- und 3’-Bereich dem bekannten
Intron CdStl gleicht, so dass eine Bindung der Primer moégithDurch die Selbstligation wird erreicht, dass
die urspriinglich entgegengesetzt zueinander oeigeti Primer ICheck2 und ICheck3 jetzt ein funkeites
Primerpaar bilden und eine PCR-Amplifikation moglist. Das PCR-Produkt kann nachfolgend klonied un

einer Sequenzanalyse zugefuhrt werden. Das waltagehen ist stichpunktartig unter dem Schema diifge

P—
—
—
e
e

—

l
l
l
|
|
|
W

Abb. 3.8 Darstellung der irC. difficile C34 identifizierten CtStl-Varianten. Die fir die PCR verwendeten
Primerpaare sind tabellarisch im Anhang A aufgefutie PCR-Bedingungen sind Anhang B zu entnehmen.
Spur 1 zeigt das Intron C8itl, Spur 2 Ctbtla, Spur 3 Cibtlb, Spur 4 CiStlc, Spur 5 Cibtld, Spur 6
Cdistie, Spur 7 Cibtif, Spur 8 CtStlg, Spur 9 CtStlh, Spur 10 Ckbtli, Spur 11 Ci5tlj und Spur 12
Cdistik. Die Auftrennung erfolgte auf einem 1% Agarosegés GroRenmarker diente die GeneRuler 1 kb
DNA-Leiter (von oben nach unten): 10, 8, 6, 5, 4,3, 2.5, 2, 1.5, 1, 0.75 kb.
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Bezeich-| GroRe | Typus? Identitat (in %) Integrations- | Integrations-
nung | (in Nt) stelld Phasé
Gesam? Intron- TIpA¢| TIpB®
Komponente
Cdisti 1975 | 100 100 100 10¢ TTGAT 0
Cdistla 1882 Il 93,6 97,7 A 94,4 TTGAT 0
Cdistib 1975 I 97,9 99,5 97,1 96,p TTGAT 0
CdiStic 1894 Il 93,2 98,6 A 94,6 TTGAT 1
Cdistid 1884 I 93,9 99,1 A 94,6 TTGAT. 0
Cdistie 1975 I 97,9 98,2 97,1 968 TTGAT 0
Cdistif 1976 I 97,7 98,9 914 954 TTGAT 0
Cdistlg 1976 I 97,4 98,9 97,1 94p TTGAT 0
Cdistlh 1884 Il 93,5 98,2 A 95,4 TTGAT 1
Cdistli 1884 Il 93,1 97,5 A 94,6 TTGAT 1
Cdistij 1884 Il 93,8 98,6 A 95,7 TTGAT 0
Cdistik | 1974 I 97,6 98,9 97,1 96,1 TTGAT 0

Die Zuordnung zum Typus | bzw. Typus Il beruht defn Besitz des GetipA (vgl. Abb. 3.9)
® Die Identitat der Nukleotidsequenz im VergleichCulStl

¢ Die Identitat der Nukleotidsequenz der Intron-Kamente (nt 1-440) im Vergleich zu (Sl

9 Die Identitat der Aminoséauresequenz von TIpA imtgleich zu TIpA von Ctstl

° Die Identitat der Aminosauresequenz von TIpB inmg¥eich zu TlpB von Ctstl

" Der Pfeil kennzeichnet die Integrationsstelle @uitStix 3’ zur Sequenz TTGAT

9 Die Integrationsphase gibt die Insertionspositles Introns im Kodon an

A: deletiert

Tab. 3.1 Charakteristika von @8tlL-Varianten.

Die der Deletion folgende Sequenz ist zunachst jedoch nicht wiederdgmober Sequenz
von Typus | Introns. Erst nach der Basenfolge CAG (Position 718-720 bezgig€ul &tl)

sind die Sequenzen von Typus | und Typus Il Introns wieder hoch homolog. Die
Randsequenzen des hoch homologen Bereiches, im 5-Bereich TGAT und iere®iB
CAG, gleichen damit fast vollstandig den die Introngrenzen definieneBdquenzen TTGAT

als 5’ Insertionsstelle und CAG als 3’-Splei3stelle. Der dazweisliegende Sequenzbereich
ist bei den Typus Il Intronvarianten durch eine Deletion und einen nicht bgerol
Sequenzabschnitt gekennzeichnet. Allen Varianten gemeinsam istetSeqtienz TTGAT
ihrer Integrationsstelle, die in allen Fallen ein offenes lasser ist. Dieser Sachverhalt ist
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einmalig. Gruppe | Introns wurden bis zu diesem Zeitpunkt nicht in eulslaeroffenen
Leserastern gefunden. [&dl und seine Varianten scheinen hingegen geradezu auf eine
Integration in offene Leseraster spezialisiert zu sein, odemgast mit starker Praferenz an
diesen Stellen zu integrieren. Im Rahmen der Diskussion werdegrevEinzelheiten zu den
betroffenen offenen Leserastern erdrtert (vgl. 4.1.1).

Cd/S#1-Varianten Typus I:

5 I
C,h/7 !Qul_( A > fipB

CdIS#1-Varianten Typus II:

5 L

Abb. 3.9 Unterteilung der Ciétl-Varianten in zwei Typen. Typus |, zu dem auch dpringlich entdeckte

Gruppe | Intron CtBtl gehdrt, besitzt neben dem Transposaség&iauch das 5’ davon gelegetipA-Gen.
Cdisti-Varianten vom Typus Il kennzeichnet der VerlusstthA-Gens.
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3.3.4 Funktionelle Analyse der C#St1-Varianten

Die Integration einer A&tl-Variante in ein offenes Leseraster erfordert ein
funktionelles SpleiRen, wenn dem Wirt dadurch kein Nachteil entstehertUbell eine RT-
PCR Analyse wurde dementsprechend wie schon unter Punkt 3.2.2 dargelegt die
Spleil3aktivitat der A&tL-Varianten untersucht. Als Template wurde cDNA @rdifficile
C34 verwendet, als Primer dienten die fir die jeweiligdS@eVariante konzipierten
Oligonukleotide (siehe Anhang A und B). Fur alle untersuchten Variantenekodber die
RT-PCR die gespleil3ten Produkte generiert werden. Abb. 3.10 zeigt di®gebnis
beispielhaft fir die Varianten C8tla, CdStlb und CdiStlc. Zusatzlich durchgefihrte
Sequenzierungen der in pCR2.1 klonierten RT-PCR Produkte bewiesen, daserdienach
dem Splei3vorgang in frame waren.

CdiStla CdiStlb CdiStlc

MI1T 2 3 4115 6 7 8ll9 10 11 12

Abb. 3.10 Nachweis des Splei3ens Uber RT-PCR bei ausgemé@idStl-Varianten. Als Template eingesetzt
wurde chromosomale DNA des Stammes C34 (Spuren aind 9), cDNA (Spuren 2, 6 und 10) und deren
Kontrollen (Spuren 3, 7 und 11) und als Negativkolie Wasser (Spuren 4, 8 und 12). Bei den cDNA-
Kontrollen wurde das Enzym Reverse Transkriptagghtndem Reaktionsansatz zugesetzt. Die fehlenden
Amplifikate in den Spuren 3, 7 und 11 beweisensahs Banden in den Spuren 2, 6, und 10 auf gédpl&NA
zuruckzufuhren sind und nicht auf mdgliche DNA-Kaminationen. Die Abbildung ist beispielhaft fureall
CdiStl-Varianten. Die Auftrennung erfolgte auf einem Z%arosegel. Die Bandengrofien des Markers sind
(von oben nach unten): 501, 489, 404, 331, 242,180, 111 und 110 bp.
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3.4 Evaluation eines mdoglichen Einflusses von C#&1l auf die Evolution
clostridialer Proteine

3.4.1 Generierung eines Vektorsystems fur Transformationen i@. difficile

Eine in vivo Analyse mit rekombinanter DNA irC. difficile setzt eine stabile
Transformation  voraus.  Gangige  Transformationsmethoden, wie etwa die
Elektrotransformation, konnten bis zum jetzigen Zeitpunkt nicht Gudifficile etabliert
werden. Die einzige Moglichkeit, rekombinante DNA @ difficile einzuschleusen, fuhrt
Uber ein konjugatives Transposon Bacillus subtilis[27, 70]. Die DNA wird bei dieser
Methode Uber homologe Rekombination in das Transposon, in diesem Fall harsiett @m
Tn916, integriert und nachfolgend durch Konjugation a@f difficile tbertragen. In
C. difficile integriert das Transposon in das Bakterienchromosom. Bislang sindHowe
Spots fur die Integration beschrieben worden [73, 74]. Allerdings wurdeimer eer Hot
Spots eingehender charakterisiert [74].

Das in Abb. 3.11 dargestellte Schema verdeutlicht den Ablauf der an Gietle
anstehenden Experimente. Fir die Folgeversuche war zunéchst dieefb@gereines
Vektorkonstruktes erforderlich, tUber das rekombinante DNACindifficile eingebracht
werden kann. Als Grundgerist dieses, im weiteren Verlauf als pgé&ranbezeichneten
Vektors, diente das Plasmid pUC18. Der Polylinker von pUC18 wurde Uberaheiing
des tetM-Gens ersetzt. Das Gen ist Bv subtilis die Voraussetzung fir die homologe
Rekombination in das Transposon9lid Als selektierbarer Marker wurde im Folgeschritt
dasermBRGen intetM einkloniert. Durch die Klonierung wurden 503 bp uetM deletiert,
fur eine homologe Rekombination ist die verbleibeted®! Sequenz im 5’-Bereich (884 bp)
und 3'-Bereich (533 bp) ausreichend. Abschliessend wurde als neue MulapledCSite der
Polylinker eines im Rahmen anderer Laborarbeiten modifizierten Ri@émids, pQE11als,
direkt 5 des ermBRGens in pTransferl umkloniert. Dieser Polylinker beinhaltet die
Restriktionsschnittstellen des pUC18-Polylinkers, gefolgt von eineA-Bblquenz, die als
Transkriptionsterminator wirkt. Der Terminator und die entgegerges€@rientierung der
Leserichtung vorermBP sollen polare Effekte auf Trankriptionsebene ausschliessen. Der
5317 bp umfassende Vektor pTransferl ist in Abb. 3.12 dargestellt. Die Ndk&spienz
von pTransferl ist im Anhang C aufgefuhrt.
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Aerobes Milieu E. coli als Ausgangspunkt fiir genetische Manipulationen
== Generierung eines Transfer-Vektors (E. coli-B. subtilis)
A
CQ ==P Klonierung experimenteller Konstrukte in den Transfer-Vektor
L
< =P DNA Priiparation zur Transformation
<A ¥
Transformation

Homologe Rekombination zwischen dem

— > Transfer-Vektor und Tn916 in B. subtilis
S T
e — ==P Selektion der Transformanten

S e
o ==P Anzucht zur Konjugation mit C. difficile
A
Konjugation

Integration des transkonjugierten Transposons Tn976 in das
Bakterienchromosom von C. difficile

> —
1 == Selektion von Transkonjuganten
>
-

e

Abb. 3.11 Ablaufschema zum Transfer von rekombinanter DNIACz difficile Gber Konjugation. Der fiir den
Transfer bendétigte Vektor wird im WiE. coli (griin) generiert. Die zu transferierende DNA winddien Vektor
kloniert und inB. subtilis(blau) transformiert. Dort erfolgt Gber homologek@mbination die Integration der
rekombinanten DNA in das konjugative Transposo®I&B. subtilis(blau) undC. difficile (lila) werden zur

Konjugation zusammengebracht, das konjugierte pa@sen T916 integriert in das Bakterienchromosom von
C. difficile.
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Ncol
BstX1
Aval
Xmal
Smal
BamHI
Xbal
Sall
Pstl
Sphl

e,
@

pTransferl

5317 bp 2

pUC18

Abb. 3.12 Darstellung des Vektors pTransferl. Die Generigrdes Vektors ist im Text beschrieben. Die zu
Klonierungszwecken zur Verfugung stehenden singual&estriktionsschnittstellen sind oberhalb des75i34
grofBen Vektors aufgefiihrt. Als selektierbarer Markérd durch den Vektor eine Erythromycinresistenz

eingefuhrt. Die Nukleotidsequenz ist im Anhang @etiihrt.

3.4.2 Konzeption eines Modellsystems zur Generierung alternativer PrateSpezies

Bei anderen Arbeiten der Gruppe konnte gezeigt werden, dass nicht magulére
3’-Splei3stelle von A&l zum SpleilRen genutzt wird, sondern auch eine Reihe weiterer,
sekundarer Spleil3stellen im Intron und im 3'-Exon vorzufinden sind (unverdigfestl
Daten). Unter Ausnutzung der konventionellen 5’-Splei3stelle entstehendiesem
alternativen SpleiRen neue mMRNA-Spezies, deren Translation zu miadifizierten Protein
fuhren kann. Dieser Mechanismus zur Variation von Proteinen wirde auimgigkche
Beteiligung von Ctbtl an der Evolution der Wirtsproteine hinweisen, weil der Wirt von
veranderten Proteineigenschaften profitieren konnte. Da das konventiopiIB8pgdukt
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jedoch das Hauptprodukt darstellt [86], ist durch alternatives SpleiRengkavierender
Nachteil fir den Wirt gegeben.

Die Aufgabenstellung, durch alternatives Splei3en generierte frateivivo im
originaren WirtC. difficile nachzuweisen, fuhrte zur Konzeption des in Abb. 3.13 gezeigten
Modellsystems. In diesem System wird ein Reportergen 3’ eitemnativen Spleil3stelle
eingefluhrt, so dass bei alternativem Spleif3en ein detektierbaiessfrstein generiert wird.

Als fur dieses Modell ginstige alternative Spleif3stelle zonkkung des Reportergens bietet
sich das CAG-Triplett direkt upstream der Transposase TIpA an (Position 624-62&th) Cd

Reportergen >—{UpA>{ ___ WpB A 3.Exon|

alternatives Spleifien konventionelles Spleifien

RN Reporcergen OIS

Abb. 3.13 Modellsystem zur Detektion von auf alternativepled3en beruhenden Proteinen. Eine sekundéare
und die konventionelle 3'-Spleil3stelle sind alsesoDreieck dargestellt. Bei Klonierung eines Regygens
direkt hinter die sekundére Spleil3stelle erfolgtctudie alternative SpleiRreaktion eine Ligatiom&-Exon
und Reportergen. Konventionelles Splei3en flihrtligation des 5-Exon mit dem 3’-Exon. Die Wirkumigs
auf alternativem SpleiBen beruhenden Fusionspsotekann Uber geeignete Selektionsbedingungen

nachgewiesen werden.

3.4.3 Umsetzung des Modellsystems

3.4.3.1 Generierung des Konstruktes zur Detektion von alternativem Spleil3en

Abb. 3.14A zeigt die Umsetzung des Modellsystems als lineagisi&bnstrukt. Als
Grundgerist wurde der Vektor pQE11al8 gewéahlt, als Reportergen kam die
Chloramphenicol-Acetyltransferasea(P) ausC. perfringenszum Einsatz. Dem durch PCR
generierten Gen wurde das ATG-Startcodon entfernt um zu gewtdmleislass
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ausschliesslich das Fusionsprotein einen detektierbaren Effekt bBarbeiDes weiteren
musste Uber einm vitro Mutagenese in G8tl eine Punktmutation 5’ der Klonierungsstelle
gesetzt werden. Das Triplett TCA (Position 609-611) wurde in TAAndert. Auf diese
Weise wurde ein Stopcodon eingefihrt, um eine mdgliche Initiation @ersKniption des
catP-Gens aufgrund eines internen Startcodons zu verhin@etR.wurde im Folgeschritt in
das mutagenisierte Intron direkt 3’ der ausgewahlten sekundaren gjpleiksniert, so dass
bei alternativem SpleiRen ein Fusionsprotein mit dem 5-Egenildet werden kann. Als
Promotorstruktur fur die Transkription desiAC34 Gens wurde ditedB-Promotorsequenz
ausgewahlt, gemeinsam mit dem potentiellen positiven Regulatd und dessen
Promotorsequenz. Ziel war die Generierung einé€.idifficile aktiven Transkriptionseinheit.
Ein aus diesen Komponenten bestehendes PCR-Fragment wurdet&dA€ens kloniert.
Das konventionelle Splei3en sollte Uber ein TcdA-EGFP-Fusionsprotein dokennent
werden. Hierfur wurde das EGFP-Gen in den Anteiltdds-Gens downstream der priméren
3’-Spleilistelle kloniert. Leider erwies sich im Verlauf spdtgender Experimente das
EGFP-Fusionsprotein als nicht funktionell. Uber negative Erfahrungendemt EGFP-
Fusionsprotein im anaeroben Milieu berichtete die in einer Kooperatiehersle
Arbeitsgruppe um P. Mullany (pers. Mitteilung). Aus diesem Grund wurden
Folgeexperimente mit EGFP nicht mehr durchgefihrt.

3.4.3.2 Generierung der Positivkontrolle

Alternatives Spleif3en findet im Vergleich zu konventionellem SpleiRerinem
deutlich geringeren Umfang statt. Ein auf konventionellem Splei3en leleshe
Chloramphenicol-Acetyltransferase-Fusionsprotein wird daher in @msentlich grol3eren
Menge gebildet als ein auf alternatives Spleil3en zurickzufihrendengprstein. Die
Resistenz gegentber Chloramphenicol, die auf das Fusionsprotein zurtickzustihneuss
daher bei einem auf konventionellem SpleiRen beruhenden Cat-Fusionsproteicheteutl
ausgepragt sein. Uber die Generierung einer Positivkontrolle sdikeBrgebnisse fir das
durch alternatives Spleil3en generierte TcdA-CatP-Fusionsprotein 3AIA) verifiziert
werden. Bei dieser Positivkontrolle muss das TcdA-CatP-Fusionspretgsprechend
aufgrund einer konventionellen Spleil3reaktion gebildet werden. Aus dieserd Gurde das
catP-Gen anstelle des EGFP-Gens in frame in den 3’ AnteiltvdA kloniert (Abb. 3.14B).
Uber dieses Konstrukt ist damit maximal zu erwartende Regigfegen Chloramphenicol
abschatzbar.
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3.4.3.3 Generierung der Negativkontrolle

Neben der maximal zu erwartenden Resistenz gegenuber Chlorampheogste
auch der Minimalwert tber eine Negativkontrolle definierbar gemaehden (Abb. 3.14C).
Da es durch die Konstrukte vorgegeben war, dass die Splei3aktivittittces CdStL die
Grundlage fur die Resistenz darstellt, bot sich hier ein Ansatzpunkt fiir einevkegaoblle.
Dem in Abb. 3.14A dargestellten Konstrukt wurde die Intron-Komponente durch einen
Restriktionsverdau entfernt. Das religierte Konstrukt konnte in dere&gbgrimenten als
Negativkontrolle genutzt werden, da eine Spleil3reaktion bei diesemrikananmaoglich
stattfinden kann (Abb. 3.14C). Infolgedessen muss bei dem Empfangerstaenmiedem
Wildtyp vergleichbare Sensivitat gegentber Chloramphenicol vorliegen.



58

3 ERGEBNISSE

REEE
o/ —
ydp ]

BT m—

ppor uoxy-.¢ pun -.C I
uduauodwoyI0l0wWol] I

8

1e119Od J0PpA [
:opuadajqie,|

e O >~ a2 \ B 7 s o somesd 1300

yds

|srerraod

>

yds

o504 [T >—{ %P7 oV

yds

N> v > 4% V-5V

oyuouodwoxuonuy y

> SRS < wyoids Sipuonu Aoy

TS ———— ugo[ds so[PuonuIAUCY
[ dmo S e wogio]dg sOANEUINE

109N
J

81°11304|

STeTTE0



3 ERGEBNISSE 59
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Abb. 3.14 Darstellung der experimentellen Konstrukte ziuwr vivo Analyse von alternativem und
konventionellem SpleiRen. Aus Griinden der Ubersittkeit sind die Konstrukte in linearisierter Form
abgebildet. Die fur die Umklonierung in den VekmFransferl entscheidenden singularen Schnittstéltzoh
und SpH sind in den Konstrukten eingezeichnet. Die Fagbtele ist flr jedes der drei Konstrukte guléig.Als
Grundgerist fur die Generierung des Konstruktes Analyse von alternativem SpleiRen wurde der Vektor
pQE11al8 (grau) verwendet. Das als Reportergen emadddte catP-Gen (gelb) wurde direkt 3’ der
ausgewahlten sekundare Splei3stelle kloniert. Diandkription wird von einem Promotorelement (lila)
gesteuert, dass sich aus dedB-Promotorsequenz zuziglich des potentiellen pe@sitiRegulatorgcdD und
dessen Promotorsequenz zusammensetzt. Um konveigm®pleilRen dokumentieren zu kénnen, befinadét si
das EGFP-Gen (grun) in frame kloniert zumt&AExon (blau).B: Positivkontrolle zur Ermittlung der
maximal zu erwartenden Chloramphenicol-Resistener I8t dascatP-Gen (gelb) anstelle von EGFP in frame
in das 3'-ExontcdA (blau) kloniert, so dass bei konventionellem Sdei ein resistenzvermittelndes
Fusionsprotein entstehen muss. Da konventionellgleil®n weitaus haufiger stattfindet als alterrestiv
Splei3en, ist Uber dieses Konstrukt die maximaémuartende Chloramphenicol-Resistenz ermittel@arDie
hier gezeigte Negativkontrolle entspricht bis aukg dehlende Intron-Komponente dem Konstrukt in
Teilabbildung A. Der Uber einen Restriktionsverdstfernte Intron-Anteil ist essentiell fur den Spiergang,
der durch das Fehlen dieses Anteils entsprecherupllett unterbunden wird. Als Folge muss eine

Chloramphenicol-Sensitivitat bestehen.

3.4.3.4 Verifizierung der Konstrukte

Um die Funktionalitat der Konstrukte sicherzustellen, wurden tUber Seaadysen
die Klonierungsschritte verifiziert. Abb. 3.15 zeigt bei jedem der idogistrukte ein PCR-
Fragment, welches sich vom Promotoranteil bis natP-Gen erstreckt. Das PCR-Produkt
wurde mit dem Primerpaar tcdDBProml.1l/catRT-PCR2 generiert undbdiadem in
Abb. 3.14A dargestellten Konstrukt eine Fragmentgrof3e von 2140 bp (Abb. 3.15A Spur 2 und
Abb. 3.15C). Das Amplifikat der Positivkontrolle (Abb. 3.14B) hat eine Gr63e von 4905 bp
(Abb. 3.15A Spur 3 und Abb. 3.15D), das der Negativkontrolle (Abb. 3.14C) ist 1442 bp grof3
(Abb. 3.15A Spur 1 und Abb. 3.15B). Sequenzfehler konnten uber die durchgefiihrten
Sequenzierungen ausgeschlossen werden, insbesondere was die Ubergégigeehhen
klonierten Komponenten der Konstrukte angeht (Abb. 3.15B-D).
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A Intronkomponente

B— / CAG

5’-..CCCCTCAATATC..-3’ 5’-.CAGTATTTT..-3’
C
CAG[_ catP_|
5’-..CCCCTCAATATC..-3’ 5’-.CAGTATTTT..-3’
D

CAGdpAH " dpB |—CAG SN caP |

5’-..CCCCTCAATATC..-3’ 5’-.GCTGCAGTATTT..-3’

Abb. 3.15 Kontroll-PCRs und Sequenzierungen zur Verifizigruder experimentellen Konstrukte. Die
Farbgebung der Schemazeichnungen entspricht dbteGande von Abb. 3.14A: Der Primer tcdDBProm1.1
bindet im Promotoranteil der Konstrukte, der PringatRT-PCR2 bindet intatP-Gen. Da das Gen an
unterschiedlichen Positionen in den Konstruktennidd ist, fuhrt eine PCR mit diesem Primerpaar zur
Generierung unterschiedlich gro3er Fragmente. Spmeigt das Resultat mit DNA der Negativkontrolls a
Template. Das Template fur den PCR-Ansatz in SpwalDNA des Konstrukts zur Analyse des alternative
SpleiRens. In Spur 3 ist die Positivkontrolle atfggen. Die Auftrennung erfolgte auf einem 1% Agagel, als
GroRenmarker diente die GeneRuler 1 kb DNA-Leien(oben nach unten): 10, 8, 6, 5, 4, 3.5, 3,2.3,5, 1,
0.75 kb.B: Schematische Darstellungen des Amplifikats degatigkontrolle (vgl. Abb. 3.15A Spur 1). Die
unterhalb der Zeichnungen dargestellten Nukleoijéio zeigen die sequenzierten Ubergéange zwischan de
klonierten Einzelkomponente@: Schemazeichnung des Konstruktes zur Detektionalmmnativem Spleil3en
(vgl. Abb. 3.15A Spur 2). Die Sequenzibergadnge dmdrekt und entsprechen den Vorgabd&n. Das
Amplifikat der Positivkontrolle (vgl. Abb. 3.15A $ip 3) und dessen Sequenzen sind ebenfalls vertfizie
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3.4.4 Transfer der Konstrukte in den RezipientC. difficile CD37

3.4.4.1 Transformation der KonstrukteBnsubtilisBS49

Die in Abb. 3.14 dargestellten Konstrukte wurden zunachst Uber &ndhiSpHh-
Doppelverdau mobilisiert und in den entsprechend vorbereiteten pTransferbr Vekt
(Abb. 3.12) umkloniert. Uber die im Vektor enthaltenen 5'- und 3'-SequenzetetiésSens
kann inB. subtiliseine homologe Rekombination ntétM des Transposons 36 erfolgen.

Die homologe Rekombination stellt eine unabdingbare Voraussetzung flrraesfer zu

C. difficile dar. Transformanten konnen tber die durch den Vektor pTransferl zur Verfigung
gestellte Erythromycin-Resistenz durch entsprechende Selektionsloeging identfiziert
werden.

Der in dieser Methodik vielfach bewahrte Staniin subtilis BS49 wurde fir die
folgenden Versuche ausgewahlt. Der Stamm enthélt zwei Kopienrdaspbsons 916,
womit sich die Wahrscheinlichkeit fur eine erfolgreiche Trans&tiom entsprechend
verdoppelt. Die Transformationsbedingungen fur Stamm BS49 mussten an Siele
angepasst werden. Bei bislang in der Literatur beschriebenen drraasbnsexperimenten
kam Mini- oder Midi-Prep DNA in einer Konzentration von 0,5-1 pg zum&mg§70, 73].

Bei Transformationsversuchen mit der entsprechenden DNA-Menge konnéelerinolt
keine BS49 Transformanten identifiziert werden. Erst der EinsatA®pg Mini-Prep DNA
in die Transformation flhrte zu positiven Resultaten. Fur alle dvestKukte konnten unter
diesen Bedingungen zahlreiche BS49 Transformanten durch Erythromykiiosele
identifiziert werden. Die Komplexitdt der vorliegenden Konstrukte ringert hier
maoglicherweise die Transformationseffizienz.

3.4.4.2 Kontrolle deB. subtilisBS49 Transformanten

Mittels einer Kontroll-PCR mit Klonen potentieller Transformanteiurde die
korrekte Integration der Konstrukte in das Transposd¥il®nerifiziert (Abb. 3.16A-C). Der
5-Bereich der Integration wurde mittels einer PCR mit demimé&paar
TransfoCheckl/TransfoCheck2 Uberprift. Primer TransfoCheckl bindet 90673 von
tetM, Primer TransfoCheck2 bindet im jeweiligen Konstrukt 3’ wetM. Die Generierung
eines PCR-Produkts von 885 bp Grof3e belegt die Integration im 5’-Béfdath 3.16B).
Analog hierzu wurde der 3’-Bereich mit dem Primerpaar Transfd@i€ansfoCheck4
Uberpruft. TransfoCheck3 bindet im Bereich des jeweiligen KonstruktessfbCheck4 in
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Tn916, so dass das amplifizierte 630 bp Fragment die Integration iner@idh bestatigt
(Abb. 3.16C).

A
| Tn9i6 |5 tetM | Konstrukt ermBP |3 tetM | Tn916
TransfoCheckl » <« TransfoCheck2 TransfoCheck3 » <« TransfoCheck4
B C

Abb. 3.16 PCR-Nachweis der Integration der Konstrukte ia kianjugative Transposon 3h6. Die Integration

in Tn916 ist die Grundvoraussetzung fur eine nachfolgendandkonjugation mitC. difficile. A: Die
Schemazeichnung steht stellvertretend fur alle Hi@istrukte. Unter der Zeichnung sind die fiur dieR3
verwendeten Primer gemass ihrer relativen Posg@ingezeichnet3: Die Integration im 5-Bereich wurde durch
eine PCR mit dem Primerpaar TransfoCheckl/Transckh Gberprift. Die Primer sind derart konzipiddss
ein Amplifikat nur bei erfolgreicher Integration mdh homologe Rekombination generiert werden kann.
Teilabbildung B zeigt diesbeziiglich ein positivagébnis fiur die Negativkontrolle (Spurl), das Koukt zur
Analyse alternativen SpleiRens (Spur 2) und fur Bsitivkontrolle (Spur 3). Die gelelektrophorekisc
Auftrennung der PCR-Anséatze erfolgte auf einem 1@arAsegel, der GrolRenmarker ist die GeneRuler 1 kb
DNA-Leiter (von oben nach unten): 10, 8, 6, 5, 4,3, 2.5, 2, 1.5, 1, 0.75, 0.5 kB: Die Integration der
Konstrukte in T®16 im 3-Bereich wird mit Hilfe des Primerpaares Ts&Check3/TransfoCheck4
nachgewiesen. Teilabbildung C zeigt das positiveuRat flr alle drei Konstrukte, die Reihenfolgd deam Gel
entspricht dem in Teilabbildung B beschriebenenaGitlag. Die gelelektrophoretische Auftrennung lgito

ebenfalls auf einem 1% Agarosegel, als GroRenmaviiedte die GeneRuler 1 kb DNA-Leiter verwendet.

3.4.4.3 Transkonjugation vdd subtilisBS49 undC. difficile CD37

Als Empfangerstamm bei der Transkonjugation zwisdBesubtilisund C. difficile
eignet sich der atoxinogene Stan@ndifficile CD37. Das Isolat hat sich bei vergleichbaren
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Anwendungen an anderer Stelle schon vielfach bewéhrt [70, 73]. Auch bei den
Transkonjugationsexperimenten waren Optimierungsarbeiten erfordedleehmutmasslich

auf die Komplexitat der Konstrukte zurtickzufihren sind. Davon war inrekgtee die
Auswahl des Nahrmediums betroffen. Bislang kam bei TranskonjugationdrAdzir
versehen mit den als Selektionskomponenten verwendeten Antibiotika zurte Eittsar3].

In diesem Fall fuhrte die Verwendung von BHI-Agar, mit Rifampi¢@® pg/ml) und
Erythromycin (75pg/ml) versehen, allerdings zu keinem Resultat.kdgsten keine

C. difficile CD37 Transkonjuganten identifiziert werden. Erst der Umstieg vonAgjdl auf
Brucella-Blut-Agar mit den Selektionskomponenten in der o.a. Konzentratiobglichte
potentiellenC. difficile Transkonjuganten das Wachstum. Damit bestatigten sich Erfahrungen
bei anderen Arbeiten im Labor, wo Brucella-Blut-Agar sich alzekanter Nahrboden fur

C. difficile herausstellte. Fur jedes der drei Konstrukte konnten zwischen viereghd s
potentielle Transkonjuganten auf diese Weise gewonnen werden.

3.4.4.4 Kontrolle de€. difficile CD37 Transkonjuganten Uber PCR

Zur weiteren Untersuchung wurde die chromosomale DNA von Klonen der
Transkonjuganten prapariert und PCR-Analysen zugefiuhrt. Zielsetzungsvhrerbei zu
zeigen, dass a) die Transkonjuganten vom atoxinogenen EmpfangerStadifiicile CD37
stammen und nicht ein anderer im Laborgebrauch befindlicher toxinoGed#ficile Stamm
als Kontamination vorliegt, b) rekombinante DNA in den Empfangersta®87 durch
Transkonjugation eingebracht wurde und c) daksS@dBestandteil der rekombinanten DNA
ist.

Mit Hilfe des Primerpaares Lok3/Lok1l konnte nachgewiesen werdengdassh bei
den Transkonjuganten um Klone des atoxinogenen Star@meificile CD37 handelt und
keine Kontamination mit den im Labor gebréuchlichen toxinogenen Sta@ndfiicile C34
oder C. difficile VP110463 vorliegt. Die Primer flankieren den Pathogenitatslokus von
C. difficile (vgl. Abb. 3.1A). Atoxinogenen Stammen fehlt dieses 19,6 kb grof3e genetische
Element, so dass bei dieser PCR ein Amplifikat von 700 bp Grof3e gemezrden kann
(Abb. 3.17A).

Da CD37 als atoxinogener Stamm keine Sequenzencd@sGens besitzt, Uber die
Transkonjugation jedoch eben solche Sequenzen mit eingefihrt wurden, botesi@inhi
Ansatzpunkt, das Transkonjugationsereignis tber PCR zu verifiziererdeltitPrimerpaar
C34A1Sondel/C34A1Sonde2 wird der 5’ des Introns gelegeieAnteil der Konstrukte
amplifiziert, wobei im Falle der Negativkontrolle der PrimeB4B81Sonde2 wegen der
fehlenden Bindungsstelle ersetzt werden musste.
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M1 2345

M1 2 3 4

Abb. 3.17 PCR-Analysen zum Transkonjugationsnachweis dei #onstrukte in den Empféangerstamm
C. difficile CD37. Als Template fur die PCR-Reaktionen wurde oofwsomale DNA verwendet. Die
Auftrennung erfolgte auf 1% Agarosegelen, als Gnofiarker diente die GeneRuler 1 kb DNA-Leiter (vareo
nach unten): 10, 8, 6, 5, 4, 3.5, 3, 2.5, 2, 1,975, 0.5 kbA: Der Empfangerstamm CD37 ist ein atoxinogener
Stamm. Die PCR stellt hier sicher, dass keine Kmirtation mit einem im Laborgebrauch befindlichen
toxinogenenC. difficile Isolat vorliegt. Die Auftragsreihenfolge der PCRs#itee ist wie folgt: CD37 Wildtyp
(Spur 1), CD37 Konstrukt Negativkontrolle (Spur 2)D37 Konstrukt alternatives SpleiRen (Spur 3), €D3
Konstrukt Positivkontrolle (Spur 4) und die PCR-ldggkontrolle ohne Template (Spur 5). Alle Tempate
liefern bei der Amplifikation mit dem Primerpaar K3/Lokl die erwartete BandeB: Durch die
Transkonjugation ist dem atoxinogenen Empfangerstad37 ein Anteil descdA-Gens Ubertragen worden.
Dadurch ergibt sich eine Moglichkeit, die Transkaygnten mittels eindcdA-spezifischen PCR zu Uberprifen.
Fur die PCR der CD37 Negativkontrolle (Spur 1) veudhs Primerpaar C34A1Sondel/ICheck8 verwendet, das
Primerpaar C34A1Sondel/C34A1Sonde2 wurde bei CD&Tstukt alternatives SpleiRen (Spur 2) und CD37
Konstrukt Positivkontrolle (Spur 3) verwendet. Alegativkontrolle fir die PCR wurde in Spur 4 einARRC
Ansatz ohne Template aufgetragen. Die in den Spure@ und 3 detektierten Fragmente zeigen die zu
erwartenden BandengroRed: Mit dem Primerpaar ICheck3/ICheck4 wird der Ulzerg des Introns G8tl
zum 3tcdAExon amplifiziert. Die PCR wurde hier eingesetatn diesen Anteil des transkonjugierten
Konstruktes zu udberprifen. Die Reihenfolge auf démarosegel entspricht der in Teilabbildung B

beschriebenen. Bei allen Transkonjuganten wurdesplesifische PCR-Produkt generiert.

Hier kam die Primerkombination C34A1Sondel/ICheck8 zur Anwendung um den 5’ des
Introns gelegenericdA-Anteil zu amplifizieren. Abb. 3.17B zeigt fur alle Konstrukte ein
positives Resultat und bestatigt damit das Transkonjugationsereignis.

Ein zusatzlicher Nachweis flr den Transfer rekombinanter DNA dgoefiugation
lieferte die PCR mit dem Primerpaar ICheck3/ICheck4 (vgl. 3.2.2). Mener ICheck3
bindet im 3’-Bereich des Introns @1, ICheck4 bindet im 5’-Bereich vottdA Unter
diesen Bedingungen kann nur bei Transkonjuganten ein Amplifikat generezdenv
Abb. 3.17C weist fur jedes der Konstrukte die entsprechende Bande nach.
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3.4.4.5 Verifizierung der Integritdt der transkonjugierten Konstrukte Uber Southern
Hybridisierung

Neben den PCR-Analysen zur Absicherung der Transkonjugationsereignisse
auch eine Southern Hybridisierung vorgenommen. Hier war das Ziehtaigritdt der drei
Konstrukte sicherzustellen und nachzuweisen, dass keine homologe Rekombmétion
CdiStl-Varianten des Empfangerstammes CD37 stattgefunden hat. Als Sorde ein mit
dem Primerpaar C34A1Sondel/C34A1Sonde2 generiertes 5@@Afragment eingesetzt.
Die chromosomale DNA der drei Transkonjuganten und des CD37 Wildtyps als
Negativkontrolle wurde mit den Restriktionsenzymeitincll und Hindlll verdaut
(Abb. 3.18A). Da die Schnittstellen der Restriktionsenzyme in den Konsirbkdeannt ist,
muss eine Hybridisierung Banden definierter Grol3e ergeben, wenn dasuKboaversehrt
ist und auch keine homologe Rekombinationen mitS@dVarianten stattgefunden haben.
Das Ergebnis der Hybridisierungincll-verdauter chromosomaler DNA zeigt Abb. 3.18B.
Die detektierten Banden entsprechen hier der erwarteten Grofderd8snmarker wurde ein
Uber QIAEX gereingtes 509 bp DNA-Fragment aufgetragen, das deemneeten Sonde
entsprach. RuUckstande der QIAEX-Matrix fuhrten zu einem komplettdiwaszen
verschmieren dieser Spur. Das Ergebnis Hiacll-verdauten chromosomalen DNA in der
benachbarten Spur (Negativkontrolle CD37 Wildtyp) wurde dadurch ebenfalls i
Mitleidenschaft gezogen (Abb. 3.18B). Eine distinkte Bande war trotz erdies
Beeintrachtigung nicht auszumachen. Das Resultat wurde zuséatzlichdigbe&outhern
Hybridisierung mitHindlll verdauter chromosomaler DNA bestatigt (Abb. 3.18C). Auch hier
waren nur die kalkulierten Banden detektierbar. Die Negativkontrotleebgnfalls der
Erwartung entsprechend.

Die Experimente stellten sicher, dass die in Abb. 3.14A-C dardestédlonstrukte
unversehrt und als Einheit i€. difficile CD37 ubertragen wurden. Damit waren die
Grundlagen fur funktionelle Analysen geschaffen.
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Abb. 3.18 Southern Hybridisierung mit eintcdA-Sonde A: Restriktionsverdaus chromosomaler DNA (jeweils
10 pg) mit den EnzymeHlincll und Hindlll. Zur Gelelektrophorese wurde ein 1% Agarosegsivendet. In
Spur 1 und Spur 5 wurde der Verdauansatz des CDidtyps aufgetragen, in den Spuren 2 und 6 CD37
Konstrukt Negativkontrolle, in Spur 3 und Spur 7 3¥DKonstrukt alternatives Spleil3en und in den Spudre
und 8 CD37 Konstrukt Positivkontrolle. Als Markeumsle QIAEX gereinigte DNA deicdA-Sonde aufgetragen.
B: Die Hybridisierung dertcdA-Sonde mitHincll-verdauter chromosomaler DNA fuhrt im Fall vorD&7
Konstrukt Negativkontrolle zur Detektion einer 7di grof3en Bande, bei CD37 Konstrukt alternativesi®en

ist eine 1445 bp grol3e Bande zu sehen und CD37tkih& ositivkontrolle weist ein 1506 bp groResdgment
auf. Die als GroRenmarker vorgesehene Spur mit DiéAtcdA-Sonde ist aufgrund von Rickstadnden der
QIAEX-Matrix komplett geschwérzt. Davon betroffest auch die direkt benachbarte Spur des CD37 Wikdty
Da der CD37-Wildtyp als atoxinogener Stamm kdouwA-Sequenzen besitzt, darf hier keine Bande detéktier
sein. Hier muss auf Teilabbildung C verwiesen werd& Die Hybridisierung detcdA-Sonde mitHindllI-
verdauter chromosomaler DNA flhrt durchweg zur Ri@ von Banden der zu erwartenden GrofR3e. Der CD37
Wildtyp erweist sich als negativ. Die detektiertBanden mit einer GréRe von 2973 bp (CD37 Konstrukt
Negativkontrolle), 3672 bp (CD37 Konstrukt alteimes Spleilen) und 3052 bp (CD37 Konstrukt
Positivkontrolle) sind der Vorgabe entsprechend.
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3.4.5 Ermittlung der minimalen Hemmstoff-Konzentration

3.4.5.1 Wachstumskontrolle auf Selektivplatten

Die als Reportergen verwendete Chloramphenicol-Acetytransferagiglichte Uber
eine Chloramphenicol-Selektion eine erste funktionelle Uberpriifung dertriftes Der
Wirkmechanismus von Chloramphenicol beruht auf der Diffusion durch die Iedleteri
Plasmamembran und Bindung an die ribosomale 50S-Untereinheit. Es komBloakade
der Aminoacyl-tRNA Akzeptorstelle und damit zur Blockade der Ribiesynthese. Das
Antibiotikum kann sowohl bakteriostatisch als auch bakterizid wirken.C=ifficile sind
bislang diesbezuglich keine Daten veré6ffentlicht, wohl abelCiuperfringens Einer Studie
zu Folge wirkt beC. perfringensATCC 13124 Chloramphenicol ab einer Konzentration von
1,5 pg/ml bakteriostatisch und ab einer Konzentration von 3,1 pg/ml bakt¢siz].

C. difficile Stamme betreffend belegen Literaturdaten fir Chloramphenicotigensi
Stammen eine minimale Hemmstoff-Konzentration (MHK), d.h. die Konagom, bei der
gerade kein Wachstum erfolgt, von 4 pg/ml Chloramphenicol [88]. Bei &hfanenicol-
resistenten Stammen reicht das Spektrum der MHK-Werte von 24-48 @gforamphenicol
[88]. Die MHK-Werte wurden durch Inkubation von Ubernachtkulturen der Keinfe a
Selektivplatten ermittelt. Die Versuchsbedingungen zur Ermittlumgviiék-Werte fir die

C. difficile Transkonjuganten richteten sich nach diesen Vorgaben. Die MHK-Vilede
Wildtyps von C. difficle CD37 und der CD37 Negativkontrolle sollten in einem
Konzentrationsbereich von 4 pg/ml liegen. Fur die beiden anderen Konststikésn
Wachstum des Empfangerstammes bei hohren Chloramphenicol-Konzentrazonen
erwarten. Aus einer in der stationaren Wachstumsphase befindlichéwmltuMorwurden
jeweils 10 Zellen in einer Verdiinnungsreihe auf Brain Heart Infusion-Chlorampietacten
ausgebracht. Tabelle 3.2 zeigt das Ergebnis nach 96 Stunden WachsturereLang
Inkubationszeiten fihrten zu keinem von diesem Resultat abweichenden ErgabriviHK
liegt demnach fur den Wildtyp und die Negativkontrolle bei 5 pg/ml.s®i&Verte
entsprechen somit den in der Literatur vertffentlichten Werten llor&@nmphenicol-sensitive
C. difficile Isolate [88]. Die ermittelten Werte fir das Konstrukt zum a#égven Spleil3en
und fur die Positivkontrolle liegen hoher. Bei ersterem ist erstiaér Konzentration von
8 pa/ml kein Wachstum mehr erkennbar, bei der Positivkontrolle liegtveéetr bei 9 pg/mil.
Hierbei ist noch zu erwdhnen, dass Uber den gesamten BeobachtungszKibtanien der
Positivkontrolle am schnellsten und zahlreichsten auf den Selektivplatten gemvsicitse
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Chloramphenicol- | CD37 Wildtyp | CD37 Konstrukt CD37 Konstrukt CD37 Konstrukt
Konz. (ug/ml) Negativkontrolle | alternatives Splei3en| Positivkontrolle
2 ++ ++ ++ ++
3 ++ ++ ++ ++
4 ++ ++ ++ ++
5 - - ++ ++
6 - - ++ ++
7 - - + ++
8 - - - +
9 - - - -

10 - - - -
15 - - - -

-: kein sichtbares Wachstum
+: bis zu 25 Klone

++: mehr als 25 Klone

Tab. 3.2 Wachstumskontrolle nach 96 h zur Ermittlung dé@rimalen Hemmstoff-Konzentration.

3.4.5.2 Interpretation der MHK-Werte in Bezug zu den Literaturdaten

Die hier durchgefihrten Versuche zur Ermittlung des MHK-Wertggen, dass die
Konstrukte im Rahmen ihrer Vorgaben funktionell sind. Wildtyp und Negativtdtsiiegen
in einem Bereich &hnlich der bekannten Literaturwerte [88]. Damrnative Spleil3en
ermdglicht dem Empfangerstamm ein  Wachstum bei hoéheren Chloramphenicol
Konzentrationen, die Positivkontrolle liefert hier den MaximalwereéidB Werte liegen
deutlich unter den fur resistent difficile Stamme beschriebenen MHK-Werten. Da es sich
bei diesen Isolaten jedoch um Wildtyp Stamme handelt, dsaeGen unter Kontrolle des
eigenen Promotors steht, ist die Differenz der MHK-Werte dy&lta Erstaunlich ist der
Umstand, dass die Differenz zwischen der Positivkontrolle, gleichtergutit dem
konventionellen SpleiRen, und dem alternativen Spleil3en nicht deutlicherdtak&gitr
kann in der Fachliteratur eine Erklarungsmoglichkeit gefunden werderBagédlus subtilis
ist die Sekretion einer vok. coli stammenden Chloramphenicol-Acetyltransferase in den
Kulturiberstand beschrieben worden [89]. Eine Sekretion des TcdA-CAT-Fusties ins
Medium ist beiC. difficile ebenfalls denkbar. Die ins Medium abgegebene Chloramphenicol-
Acetyltransferase kann dort Chloramphenicol inaktivieren und fir einefaingin der MHK-
Werte sorgen.
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An dieser Stelle ergab sich die Notwendigkeit zur DurchfihrungeregitAnalysen,
um sicherzustellen, dass die Chloramphenicolresistenz wirklich eigdeuif die
SpleiRreaktionen zurlckzuftihren ist.

3.4.6 Detektion konventioneller und alternativer mRNA-Spezies

3.4.6.1 Auswahlkriterien fur die Anzuchtsbedingungen zur RNA-Praparation

Die Grundlage fiur die Chloramphenicol-Resistenz deér difficile CD37
Empfangerstamme liefert die Transkription der Gene fur die Ghjamenicol-
Acetyltransferase Fusionsproteine. Als methodischer Zugang furTeamskriptionsanalyse
zum mRNA-Nachweis wurde die RT-PCR gewahlt. Die Anzucht des37CD
Empfangerstammes mit dem Konstrukt zur Analyse von alternativel@38n und der
Positivkontrolle fur die erforderliche RNA-Praparation erfolgteBidl-Flussigkulturen mit
zwei  verschiedenen Chloramphenicol-Konzentrationen.  Ausgewahlt wurde eine
Konzentration von 1 pg/ml und 6 pg/ml Chloramphenicol, wobei auf moglicherddhiede
in der spateren RT-PCR-Analyse spekuliert wurde. Dem lag die immaugrunde, dass
eine Anzucht bei einer hoheren Chloramphenicol-Konzentration zu einemérkerst
alternativen Spleifl3en fuhren kann, da damit ein Selektionsvorteil verbundBrei&Sesamt-
RNA wurde prapariert und zur cDNA-Synthese eingesetzt. Ansobifiddsind die cDNA als
Template in der RT-PCR Verwendung. Untersucht wurde jeweils konvelg®nend
alternatives Spleil3en, Abb. 3.19A-B zeigt das Ergebnis.

3.4.6.2 Primerpaare zum Nachweis von alternativem und konventionellem Splei3en

Das Primerpaar zum Nachweis des durch alternatives Spleil3erriegene
Fusionsproteins war ICheckl/catRT-PCR2 beim Konstrukt zur Detektion ltemadivem
SpleiRen. Der ICheckl-Primer bindettocdA 5’ des Intron-Anteils, catRT-PCR2 bindet im
kloniertencatP-Gen. Die alternative Spleif3stelle ohne das klonieat®-Gen wurde in der
Positivkontrolle mit dem Primerpaar ICheck1/ICheck5 untersucht. D@ePiCheck5 bindet
entsprechend 3’ dieser Spleil3stelle. Zum Nachweis flr durch konventsorgleil3en
generierte mRNA wurden die Primerpaare ICheckl/ICheck4 (Konstritetnatives
SpleiRen) und ICheckl/cat-RT-PCR2 (Konstrukt Positivkontrolle) eingedeiz relative
Position der Primer ist in Abb. 3.19A-B dargestellt.
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3.4.6.3 Ergebnis der RT-PCRs

Die Spuren 1-8 in Abb. 3.19A zeigen die Resultate der RT-PCR fur dadritdns
zum Nachweis von alternativem Spleil3en. Die PCR Produkte in Spur 1 un® Simar auf
alternatives SpleiRen zurtickzufuihren, die weil3en Pfeile deuten aufadjménte, die der
kalkulierten Bandengrof3e entsprechen. Spur 3 und Spur 7 dokumentieren die auf
konventionellem Splei3en basierenden Amplifikate. Zunachst ist hiaufedten, dass es
zwischen der 1 pg/ml Chloramphenicol Anzuchtvariante (Spur 1) und der /i@l pg
Chloramphenicol Anzuchtvariante (Spur 5) keine deutlichen UnterschiedeZgiéit ist das
gewunschte Amplifikat in Spur 5 deutlicher zu erkennen, da die Ubrigempleloleikte dort
jedoch ebenfalls starker amplifiziert wurden, liegt der Grund Unenii einer qualitativ
besseren RNA-Praparation und/oder cDNA-Synthese. Das auf konventioBelei&en
zurlickzufihrende Amplifikat ist in den Spuren 3 und 7 dargestellt. DiealSigrken dieser
Banden belegen eindeutig, dass konventionelles Spleil3en im Vergleichalimmmativen
Spleil3en stark bevorzugt ablauft.

Die RT-PCRs der Positivkontrolle sind in Abb. 3.19B Spur 1 bis Spur 8 daltgest
Die Spuren 1 und 5 zeigen Amplifikate, die auf konventionelles Spleil3enkzufiibren
sind, den RT-PCR Produkten der Spuren 3 und 7 liegt alternatives Splegiende. Da hier
ebenfalls Nebenprodukte amplifiziert wurden, sind auch hier die korrektglifkate mit
einem weil3en Pfeil markiert. Anhand der Signalstarke ist dakosawientionellem Spleif3en
basierende Amplifikat eindeutig als Hauptprodukt zu identifizieren.
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Abb. 3.19 RT-PCRs zum Vergleich von alternativem und kotieerellem Spleil3en. Die relative Position der
verwendeten Primer ist den Schemazeichnungen netemen. Die Farbgebung der Schemazeichnungentrichte
sich nach der Farblegende aus Abb. 3.A4.Teilabbildung A zeigt die RT-PCRs mit cDNA von GD
Konstrukt alternatives Spleilen. Zur RNA-Préparatiourden zwei verschiedene Anzuchtsbedingungen
gewahlt, den RT-PCRs der Spuren 1-4 liegt eine Ahnizder Bakterien mit 1 pg/ml Chloramphenicol zugte,

die Spuren 5-8 betreffend erfolgte die Anzucht@®egig/ml Chloramphenicol. Alternatives SpleiRen veuttber
das Primerpaar ICheckl/catRT-PCR2 abgefragt (Spumd Spur 5), konventionelles Spleien Uber das
Primerpaar ICheckl/ICheck4 (Spur 3 und Spur 7).Mégativkontrollen fur die RT-PCRs wurde bei def\d
Synthese keine Reverse Transkriptase zugesetzte Diemplates wurden in den Spuren 2, 4, 6, und 8
eingesetzt. In den Spuren 9 (Primerpaar IChecl®1c&CR2 ) und 10 (Primerpaar ICheckl1/ICheck4) ist d
Negativkontrolle fur die jeweilige PCR aufgetrageej der kein Template eingesetzt wurde. Die weiBfgile
deuten auf die fur alternatives Spleil3en relevaB@mden hin (Spur 1 und Spur 5), die Ubrigen Arkalte sind
NebenprodukteB: Die RT-PCRs der Teilabbildung B wurden mit cDNAnvCD37 Konstrukt Positivkontrolle
durchgefuhrt. Die Praparation der fur die cDNA-$w#e eingesetzte RNA wurde ebenfalls aus zwei
unterschiedlichen Anzuchten vorgenommen. Der alsiplate eingesetzten cDNA der Spuren 1-4 liegt eine
Anzucht bei 1 pg/ml Chloramphenicol zugrunde. DBN#, die in den Spuren 5-8 als Template dientegtlie
eine Anzucht bei 6 pg/ml Chloramphenicol zugrunden Nachweis von konventionellem Speif3en wurde das
Primerpaar ICheckl/catRT-PCR2 eingesetzt (Spur d 8pur 5). Alternatives SpleiRen konnte mit dem
Primerpaar ICheck1/ICheck5 nachgewiesen werden r(Spwnd Spur 7). Zur Unterscheidung von den
Nebenprodukten deuten hier ebenfalls weiRe Pfailedie korrekten Banden. Die Negativkontrollen sind

entsprechend der Teilabbildung A.

3.4.6.4 Absicherung der Ergebnisse der RT-PCR durch Sequenzanalysen

Ein funktionelles Fusionsprotein setzt voraus, dass Uber den Spleil3vorgahy das
Exon (hier dastcdA-Gen) und das 3-Exon (hier der resistenzvermittelnde Anteilgrligi
werden, ohne das Punktmutationen oder eine Frameshift-Mutation stattfitutan.
sicherzustellen, dass die Splei3reaktionen im Kontext derart komp{exestrukte korrekt
ablaufen, war es erforderlich die RT-PCR Produkte tber eine Sequegzimi Uberprifen.
Zunéchst wurden die Amplifikate in den pCR2.1 Vektor des TopoTA Cloningkiatsert
und anschliessend der Sequenzanalyse zugefuhrt. Im Ergebnis wurde d#ie Tineorie
vorgegebene Sequenz der Fusionsproteine, sowohl des auf alternativéerSpé&uhendem
als auch des auf konventionellem SpleiRen beruhenden Fusionsproteins, bd3iétigt
Nebenprodukte erwiesen sich als unspezifische PCR Produkte oder giisnduénderer
sekundarer Spleil3stellen generierte Fragmente.
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Die Ergebnisse der RT-PCRs und der Sequenzanalyse liefern demsBeéass durch
das Intron Ctbtl alternative RNA-Spezies gebildet werden koénnen. Damit ist die
Voraussetzung fur die Generierung modifizierter Proteine geschabieser Sachverhalt
konnte hier erstmals vivo, im natirlichen Wirt des Introns, gezeigt werden.

3.4.7 Direkter Nachweis der Chloramphenicol-Acetyltransferase Aktivat

Einen Beleg dafir, dass die Voraussetzungen fur die Expression eines
resistenzvermittelnden Fusionsproteins vorhanden sind, lieferten die difotee RT-
PCRs und Sequenzanalysen. Einen indirekten Beweis fur die Aktivit&hderamphenicol-
Acetyltransferase erbrachten die Untersuchungen zur Ermittlungidenalen Hemmstoff-
Konzentration gegenuber Chloramphenicol. Ein einfacher und schneller Nadinwelie
enzymatische Aktivitdt des Proteins ist in der Fachliteratur dektiert. Es handelt sich
hierbei um einen Schnelltest, der als Rapid CAT Assay bezeialmk[80]. Dem Test liegt
der Wirkmechanismus der Chloramphenicol-Acetyltransferase zugrunds. Ehzym
Ubertragt eine Acetyl-Gruppe von Acetyl-Coenzym A auf die prirkBdroxylgruppe an C6
des Chloramphenicol. Das kovalent modifizierte Antibiotikum bindet nichtirmen
Ribosomen, die Proteinbiosynthese ist damit nicht mehr blockiert. Bt¢stas CoenzymA
kann durch die Reaktion mit dem Farbreagenz 5,5'-Dithiobis(2-nitrobenzgegatifdB)
nachgewiesen werden [80, 81]. Die Chloramphenicol-Acetyltransfeilkisetét bewirkt eine
sichtbare Intensivierung der Gelbfarbung im Vergleich zur Kontrolle.

Da der Rapid CAT Assay miaemophilus influenzaetabliert wurde, mussten die
Bedingungen anC. difficile angepasst werden. Zunachst wurden die zu Uberprifenden
C. difficile CD37 Isolate, die Negativkontrolle, die Positivkontrolle und der das Konstankt
Analyse von alternativem Spleil3en enthaltende Stamm auf BHI{Algiéeen angezogen und
nachfolgend in den Test eingesetzt. Von jedem Isolat wurden zwei nProagir
herangezogen, eine fur die Testreaktion, die andere als Kontrolle elieer Vergleich der
Gelbfarbung zwischen der Testreaktion und der Kontrolle war ein Nachader
Chloramphenicol-Acetyltransferase Aktivitdat moglich. Das Ergeleis Rapid CAT Assays
ist in Abb. 3.20A-D dargestellt. Die Negativkontrolle zeigte keimefarbunterschied
zwischen der Testreaktion und der Kontrolle (Abb. 3.20B). In Abwesenheit megnE
Chloramphenicol-Acetyltransferase war dieses Ergebnis auch warten. Bei dem auf
alternativem Spleilen beruhenden Chloramphenicol-Acetyltransferasendfustein ist
zwischen der Testreaktion und der Kontrolle ein Farbunterschied erkef#iiiar3.20C).
Am starksten ist dieser Unterschied allerdings bei der Positindlent ausgepragt
(Abb. 3.20D). In beiden Fallen ist damit die Chloramphenicol-Acetyltreasde Aktivitat
nachgewiesen und damit letztlich auch das Enzym selbst.
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Konstrukt Konstrukt Konstrukt
- Kontrolle alt. Spleifien + Kontrolle

CA

Abb. 3.20 Rapid CAT Assay nach Azemut al [80]. A: Teilabbildung A bietet einen Gesamtiberblick tiber
das Testergebnis bei allen drei Konstrukt8n.Der Ansatz CD37 Konstrukt Negativkontrolle zelginerlei
Farbunterschied zwischen Testreaktion und Konwaktion. C: Die Probe CD37 Konstrukt alternatives
Spleil3en zeigt in der Testreaktion eine starkegepsigte Gelbfarbung als in der Kontrollreaktiorantit ist
eine Aktivitdt der Enzyms Chloramphenicol-Acetyitséerase nachgewiesed: Der Test mit CD37 Konstrukt
Positivkontrolle liefert ein sehr deutliches ReaulDie Gelbfarbung der Testreaktion ist hier wéggmstarker
ausgepragt als bei der Kontrollreaktion. Hier it Aktivitat der Chloramphenicol-Acetyltransferasimdeutig

nachgewiesen.
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4  DISKUSSION

4.1 CdStl als Prototyp fir ein auf eubakterielle Gene adapeértes
Gruppe | Intron

4.1.1 Die Fundorte des Gruppe | Introns CdiSt1

Eine Reihe von ungewohnlichen Eigenschaften kennzeichnen den &tadifficile
C34 als exponiertes Isolat der SpeZieslifficile. So fuhrte die Applikation von TcdB-C34 zu
Kulturzellen nicht zu einem fU€. difficile Toxine typischen D-Typ zytopathischen Effekt
(CPE), sondern zu einem fur d@s sordellii Toxin TcsL typischen S-Typ CPE [85]. Mit
dieser Beobachtung im Einklang steht die aussergewothnliche enzaafdtivitat des
Toxins [85]. Eine weitere bedeutende Entdeckung war die Feststeilueg\@riation im
PaLoc vonC. difficile C34. Hier ist eine Insertion von 1975 bp tcd A-Gen vorzufinden, die
als Gruppe | Intron identifiziert werden konnte (Abb. 3.1A und Abb. 3.2A). Damit liasle
sich um das erste in einem eubakteriellen Gen vorgefundene Grupmn! Int Stamm C34
konnten 11 weitere Varianten des Introns identifiziert werden, diecldiesslich in
eubakterielle Gene inseriert sind (Abb. 3.8). Ein ausgedehntes PCEn8gremit
intronspezifischen Primern (vgl. 3.3.1) und eine Southern Hybridisierunginat CdStl-
Sonde (vgl. 3.3.2) fuhrte bei allen getesteterdifficile Isolaten zum Nachweis des Introns
bzw. seiner Varianten. Einigen dieser offenen Leseraster konntennkeiDatenbanksuche
Homologien zu bekannten bakteriellen Proteinen nachgewiesen werdemt§eeehenden
Daten sind Tabelle 4.1 zu entnehmen. Die Resultate bei Vertraetderea clostridialer
Spezies waren sowohl beim PCR-Screening als auch bei der Southlendigdierung
durchweg negativ, so dass das Gruppe | Intron als spezifisches Mdiknta. difficile
angesehen werden kann.

CdI St1- Homologer ORF - Spezies Acc. No
Variante
Cdistla Alkohol Dehydrogenase Fhermogota maritima AAD35205
CdiStlc Virulenzfaktor -Escherichia coli P75932
Cdistid potentieller AraC-Typ RegulatorRuminococcus flavefaci CAB51935
Cdistle Aspartat Racemaseirchaeoglobus fulgidus 2649148
Cdistf potentieller TranskriptionsregulatoMycobacterium leprae CAA18564
Cdistlg Potentielles integrales Membranproteitreptomyces coelicolor | CAB52363
Cdisti 16S Pseudouridylat Synthas&kermotoga maritima AAD35352
Cdistlj Pyruvat-Format Lyase-aktivierendes Enzy@lestridium pasteurianum CAA63749

Tab. 4.1 Integrationsstellen von ausgesuchtehSEldVarianten.
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4.1.2 Die zwei Komponenten von Qdbtl

Aus der RNA-Sekundarstruktur von ISdl ist erkennbar, dass dieses Gruppe | Intron
sich in einer Reihe von Merkmalen von bislang beschriebenen Gruppe | lnti@nscheidet
(Abb. 3.2A). Die groRte Ahnlichkeit besteht zu Gruppe | Introns des IA2 Syldgpssich
durch die Ausbildung der Pairings P7.1 und P7.2 kennzeichnet und zudem I@te dubr
die Pairings P9, P9.1 und P9.2 verfiigt [53]. Die ausgedehnte P5 Domane I&ih i€d
allerdings nicht in Gruppe IA2 Introns vorzufinden, in diesem Bereich &ubtl eher
Introns des Subtyps IC [53]. Den Subgruppen-spezifischen Strukturen wirddeime
katalytischen Kern des Ribozyms stabilisierende Funktion zugew|88er90]. Es ist des
weiteren anzumerken, dassISt kein P10 Pairing zugeordnet werden kann. Dieses Pairing
beinhaltet Sequenzen des 3-Exons und wird als funktionell nicht unbedingt ndagwe
erachtet [33, 91].

CdiStl grenzt sich in einem weiteren Punkt sehr deutlich von anderen Gruppe |
Introns ab. Als Hauptunterschied zu den bislang beschriebenen Gruppe | musssder
Sequenzbereich 3 der P9 Doméane vonlStd angefihrt werden. Innerhalb dieses
Sequenzbereiches sind zwei offene Leseraster lokalisiert,ctiigilser 105 bp (Position 631-
788 von CdiStl) bzw. 1116 bp (Position 740-1858 vonlI€d) erstrecken und die gleiche
Orientierung der Leserichtung besitzen (Abb. 3.2A). Das grol3ere ofieserdster beginnt
mit dem alternativen Startcodon GTG. Eine maogliche kleinere Marialieses offenen
Leserasters kann 33 bp weiter downstream mit einem ATG Startdodoeren. Die
Lokalisation der offenen Leseraster ist atypisch fur bislanghbebene Gruppe | Introns. In
der Regel sind ORFs in peripheren Loops verschiedener PairingsPX.B?2 oder P9)
vorzufinden [31]. Im Falle von G8tl befinden sich die zwei offenen Leseraster allerdings
abseits der eigentlichen Intronstruktur 3’ der P9 Pairings (Abb. 3.2 .béfeits unter 3.2.1
angefuhrt, wies eine Homologiesuche mit der Aminosauresequenz deeroffeseraster
Beiden eine hohe Homologie zu Transposasen zu. Aus diesem Grund wurdeferti@ of
LeserastettlpA und tlpB benannt ftansposasdke protein). Transposasen sind Bestandteil
von IS Elementen [92]. Im Zusammenhang mit Introns sind diese Prbisizeim jetzigen
Zeitpunkt nicht beschrieben worden. Gruppe | Introns missen nicht notwendsge®rRFs
enthalten. Die bislang in der Literatur erwahnten offenen Leserashnten Maturasen oder
Endonukleasen zugeordnet werden, die sich anhand charakteristischer Sequenanaier
Familien unterteilen lassen (H-N-H-, GIY-YIG-, LAGLIDADG-div und His-Cys-Box)
[36]. Einen Uberblick tiber die zu TIpA und TIpB homologen Transposasen bieteteT4lzell
Hier wird dokumentiert, dass TIpA Homologien zu Transposasen @60 Kamilie besitzt.
Diese Homologie bezieht sich auf das C-terminale Ende @&&0I$ransposasen, die alle
wesentlich grol3er sind als das nur 35 Aminosauren grof3e TIpA. Aus dizserm liegt die
Vermutung nahe, dass TIpA das Uberbleibsel einer urspriinglich gro@2@hhiomologen
Transposase ist. TIpB besitzt Homologien zu Transposasen ti84ll%amilie und ist
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offensichtlich als komplette potentielle Transposase erhalten.b&ieCdStl vorliegende
aufeinanderfolgende  Organisation zweier Transposasen ist kennzeichnénd f
Insertionselemente der 885 Familie. Zumeist ist bei dieser Familie allerdings die
Transkriptionsrichtung der Transposasegene entgegengesetzt zueif@BHerDie in
Tabelle 4.2 dargestellten Daten belegen die Homologie der Transpases€dStl zu den
Transposasen TnpB und TnpA der Insertionselemer@85I8nd 1506 von Helicobacter
pylori. Anhand der Tabelle 4.2 und Abb. 4.1A ist zu ersehen, dass TIpA und TIpB die grofi3ten
Homologien zu den Transposasen TnpB und TnpCD&inococcus radiodurangufweisen.
Diese Transposasen sind Bestandteil des Insertionselemé&801I6Accession Number
AB016803), welches ebenfalls in die 6I%& Familie gruppierbar ist. Wie bei den
Transposasegenen von ISH ist beitnpB und tnpC die Leserichtung beider Gene gleich.
Daruiber hinaus ist bei den Transposasen TIpBISCy und TnpC (18301 ein DDE-
Sequenzmotiv vorhanden (Abb. 4.1B). Bei dieser Triade ist die Reihenfojgeaynsaure-
Asparaginsaure-Glutaminsaure (in Kurzform DDE) so angeordnet,dizssm Motiv eine
direkte Beteiligung an der katalytischen Aktivitat von Transposasgeszhrieben werden
kann [94]. Die Aminoséuren des DDE-Motivs koordinieren vermutlich divaldetallionen,
insbesondere Mg [94]. Eine weitere auffillige Gemeinsamkeit von|&itl und 18301
lieferte der Vergleich beider Gesamtsequenzen miteinanderichBiilser 30 bp erstreckender
hochkonservierter DNA-Abschnitt, der bei den beiden Elementen zu 93% athendis
befindet sich in &hnlicher Lage am 5’-Ende voriSIH bzw. 18301 (Abb. 4.2). Der Anfang
und das Ende dieses Sequenzabschnitts sind in Abb. 3.2A jeweils mit eiiveen Gtern
gekennzeichnet. Fur den Transpositionsvorgang ist es erforderlich, dasspdsasen
Sequenzfolgen im endstandigen Bereich erkennen und binden [94]. Die hohe Horde$ogie
30 bp Abschnitts in A&t zu einer entsprechenden Sequenzfolge B30% legt die
Schlussfolgerung nahe, dass dieser Sequenzabschnitt fur die Mobitt&letaents von
Bedeutung ist. Die Zielsequenzen fir die Integration von IS Elemantepotentielle
Insertionsstellen und die Genauigkeit mit der diese Sequenzen erkam@nyvvariieren je
nach Element betrachtlich [92]. Beiden Elementen ist gemeinsam,iltasS’-Ende direkt
nach einer konservierten TTGAT Nukleotidfolge inseriert ist (Abb. 4.2)ndérvierte
Pentanukleotide sind als Zielsequenzen fir die Integration von Insel¢ioreseen der 1605
(TTTAA) und 1606 Familie (TTTAT) bekannt [93]. Insertionselemente dieser Familie
haben des weiteren die charakteristische Eigenschaft, dass Gegensatz zur Mehrheit der
Insertionselemente, bei der Integration ihre Zielsequenz nicht cerplizoder deletieren [92].
Die tcdA-Sequenz vorC. difficile C34 als Integrationsort von €3tl weist ebenfalls keine
Sequenzduplikation auf, so dass in Anbetracht aller Gemeinsamkeiten \ath 2d1SB301,

der 1305 und der 1806 Familie auf &hnliche Mechanismen zur Mobilitdt geschlossen
werden kann.
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A v
TTGAT 1 [ >—G—| >—ChG
630nt TlpA 35aa TlpB 372aa 117at
£ 79% : 63%
TTGAT H——"—] > >
93nt Tnt
TnpB 140aa TnpC 408aa
B
TipB
GLDLGIKEFCI- (52) —NQRNDFLQKLST— (27) —SISDVSWSEFIRQLEYKANWYGR
|*|*|||*|* [ * | |||||*| [ ] ] |||||||||||||||
GVDVGIKDFAI- (55) —NKRQDFLHKLTT— (27) —SISDAGWGEFIRQLEYKAAWYGR
TnpC

Abb. 4.1 Homologievergleich der Transposasen vornStidund 18301 und das DDE-Sequenzmotii.: Die
durch punktierte Linien eingegrenzten Bereiche emiglie relevanten Abschnitte der Transposasen. Die
Aminoséauresequenz von TIpA (311) weist in diesem Abschnitt zu 79% &hnliche Am@wen auf wie TnpB
(1S8301). Die Ahnlichkeit zwischen TIpB (A8tl) und TnpC (I8301) betragt 63%. Das Pentanukleotid 5’
beider Elemente ist von identischer Sequ&Zowohl TIpB (Cdistl), als auch TnpC (E801) besitzen das flr
Transposasen charakteristische DDE-Motiv. Die Afdtdzwischen den namensgebenden Aminosauren des
Motivs sind in Klammern angegeben, identische Amsénwen sind Uber einen vertikalen Strich verbunden,

konservativ substituierte mit einem Stern gekervimest.
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5’-Exon CdIst

TTGAT-13nt-CGCACACTTGTGACTTTAGTCATGAGTTAG

L] LETET L e L
TTGAT-10nt-CGCACACTCGTGACTTCAGTCATGAGTTAG

5’-Insertions- 1S8301
stelle

Abb. 4.2 Sequenzvergleich zwischen ISl und I8301. Sequenzvergleich des konservierten 30 Nukleotide
Abschnitts im 5’-Bereich der beiden Elemente und Selntegrationsstelle. Der 30 Nukleotide umfasen
Abschnitt ist bis auf zwei Ausnahmen absolut idmiti Gleiches gilt auch fur das Pentanukleotid Sler

Integrationsstelle.

Der hier dargestellte chimére Aufbau vonl&idl, bestehend aus einem Intron-Anteil
und einem IS Element-Anteil, muss als das charakteristisch&nMérdieses genetischen
Elements definiert werden.

4.1.3 Hypothese zur Entstehung von A&tl

Der als charakteristisches Merkmal definierte chimare Auflmu CdStl legt die
Vermutung nahe, dass das Ribozym sich aus zwei Vorlauferkomponenteckelitlat.
Zum einen aus einem Gruppe | Intron Vorlaufer und zum anderen aus &n&henhent
Vorlaufer (Abb. 4.3). Der Gruppe | Intron Vorfahre konnte in dp8-Gen des IS Element
Vorlaufers inseriert sein und Uber die Ausbildung einer stabilen P@uuriRp(Abb. 3.2A)
konnte sich dann das chimére Gruppe | IntroiS@idmanifestiert haben. Vorstellbar ist auch
eine homologe Rekombination zwischen beiden Vorfahren, welche das chiibéz/m
zum Ergebnis hat. Da i@. difficile bislang weder die Vorlauferelemente noch rudimentare
Fragmente von ihnen detektiert werden konnten, ist davon auszugehen, dag®l&xdStL
Uber horizontalen Gentransfer zu dem heutigen Wirt gelangt istv&such den moglichen
Ursprungs-Wirt Uber eine Datenbanksuche milSEidSequenzen zu identifizieren, fuhrte zu
keinem Ergebnis, so dass dessen Identitat bis auf weiteres nicht aufgeldéri emn.

Unter den der Hypothese zugrundeliegenden Gesichtspunkten kann nicht davon
ausgegangen werden, dass bei dem Entstehungsvorgang vdBStl Cteide
Vorlauferkomponenten gleichberechtigt beteiligt waren. Im ErgebsigheCdStl aus einer
vollstandigen Intron-Komponente und einer unvollstdndigen IS Element-Komponesrte. D
ursprungliche Aufbau des IS Elements ist bei der Entstehung desehiRifozyms zerstort
worden.
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Gruppe I Intron Vorfahre

IS8301 analoger Vorfahre

R [ A ¥ B —

j? . m Cdisn

TN T R —

Abb. 4.3 Modellvorstellung zur Entstehung von IGtL. Die chiméare Struktur des Gruppe | Introns ist
moglicherweise auf eine Integration des Intron ¥brén in das Gen der potentiellen Transposase s\
IS Element Vorfahren zurtickzufiihren. Vorstellbar dasich eine homologe Rekombination zwischen gleiche
Sequenzabschnitten, die hier mit grinen bzw. r&temnen gekennzeichnet sind. Im 5’-Bereich (gritezns)
sind Sequenzhomologien zwischen der Intron-Komptengon CdStl und 18301 belegt (vgl. Abb. 4.2), flr
den mit roten Sternen markierten, weiter 3' gelegetsequenzbereich sind allerdings keine signifikant
Sequenzhomologien nachweisbar. Trotz dieses Sdditekonnten die Vorlauferelemente vonl&idl in dem
betreffenden 3’ gelegenen Bereich die fur eine Hoge Rekombination erforderlichen Homologien besess

haben.
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4.1.4 Der atypische strukturelle Aufbau des Introns CtSt1 beeintrachtigt nicht dessen
Funktionalitat

Aufgrund der Lage der offenen Leserasti@A und tlpB von CdStl ist das P9.0
Pairing Uber eine sehr groRe Distanz hin ausgebildet (Abb. 3.2A). Kderedislang
beschriebenen Gruppe I Introns kann eine vergleichbar ausgedehnte P9.0 Paavarsgn.
Dem P9.0 und dem P10 Pairing wird eine zentrale Rolle bei der Koootindér 3'-
Splei3stelle zugeschrieben [31, 33, 53]. Die Tatsache, dass f8tlGcein P10 Pairing
nachweisbar ist, unterstreicht die Bedeutung des P9.0 Pairings $&s dirtron. Die in 3.2.2
dargestellten Analysen zur Spleil3aktivitat voriSitl belegen eindeutig die Funktionalitat des
Introns. Darliber hinaus konnte gezeigt werden, dass dasc@&«&34 als Integrationsort
von CdStl ebenfalls funktionell translatiert wird (Abb. 3.1B und 3.1C). Voraussetzung
hierfur ist effizientes Spleil3en von &l aus der Vorlaufer-mRNA. Fiur C3tl konnte des
weiteren eine fur viele Gruppe | Introns typische Zyklisierung ndem Spleil3vorgang
nachgewiesen werden (Abb. 3.4). Die Splei3aktivitat wurde auch bei all&tl&/arianten
belegt (Abb. 3.10), womit nachhaltig die Funktionalitat dieses speziBjjens von Gruppe |
Introns bewiesen ist.

4.1.5 Vorteile der chiméaren Struktur von Cd St1

Bei der Betrachtung von €8l wird deutlich, dass der Intron-Anteil vollstandig
vorhanden ist. Der IS Element-Anteil beschrankt sich auf die potenti€tansposasegene
tlpA und tipB, wobei dertlpA-Anteil lediglich ein Uberbleibsel des urspriinglichen Gens ist
(Abb. 3.2A). Zieht man in Betracht, dass bei denlS@ld Typus Il Varianten C&tla,
CdiStlc, CdStid, CdStlh, CdStli und CdStlj dertlpA-Anteil vollstandig fehlt, so kann auf
dessen Verzichtbarkeit geschlossen werden. Fur die FunktionalitdEldesents sind
demnach die Intron-Komponente und das potentielle TransposateBevon essentieller
Bedeutung.

Transposasen sind fur die Mobilitat von IS Elementen verantwortlichmirgle an
ihre spezifische Zielsequenz binden und die DNA an der Integratibasstieneiden [92, 94].

Die gleiche Funktion erfullen die fir Gruppe | Introns typischen Endonwddeadlerdings

mit einem entscheidenden Unterschied. Die Erkennungssequenzen fir Endonuklease
umfassen i.d.R. 12-40 Basenpaare [37, 95]. Die von Endonukleasen vermittelteakadml
Gruppe | Introns wird als Intron Homing bezeichnet [31, 32, 36, 37, 95]. Benuideggang
integriert das Intron in ein Intron-freies Allel. Die ausgedeltiteennungssequenz und die
damit verbundene hohe Spezifitat der Endonuklease stellen dabei kein &fsioiidernis

dar. Grundlegend unterschiedlich stellt sich die Situation im balkeri©€enom dar. Solche
ausgedehnten und hochspezifischen Erkennungssequenzen sind fir die Mobilitat ein
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betrachtlicher Nachteil, da potentielle Integrationsorte marigéisn-freier Allele faktisch
nicht vorhanden sind. Daher kann die potentielle Transposase TIpB ViStl Gidnen
entscheidenden Vorteil gegentiber den Endonukleasen offerieren. Daslsdsju@nz fur die
Transposase definierte Pentanukleotid TTGAT liefert eine absmdcgroRe Zahl moglicher
Integrationsstellen fur das Intron im bakteriellen Genom. Daruberusinat das
Pentanukleotid auch an der Ausbildung des P1 Pairings beteiligt. \fidgtrdeNukleotide
bilden Basenpaarungen zur Internal Guide Sequence (IGS) aus (Abb. 4.4)egaiMdeise
ist die Formation des P1 Pairings immer gewahrleistet, welihredie Koordination der 5'-
Splei3stelle essentiell ist. Das an der IntegrationsstelleCdifBtl keine Sequenzduplikation
erfolgte, wie es bei der Integration von IS Elementen der Reigelf, ist wahrscheinlich auf
die potentielle Transposase TIpB zurlckzufiuhren. TIpB weist eine hohelbigis zu den
Transposasen der 885 Familie auf (Tab. 4.2), deren charakteristische Eigenschaft eine
Integration ohne Sequenzduplikation ist [92]. Sequenzduplikationen wirden bei der
Integration von CIBtl in bakterielle Gene mit grol3er Wahrscheinlichkeit zu Frameshift
Mutationen fuhren, die das Gen ausschalten konnten. Eine tber TIpB véenhttdilitat
des Introns wuirde, unter der Annahme gleicher Mobilitats-Mechanisnmenbev 1505
Transposasen, diese Gefahr ausschliessen. Aber auch die Transposa&seau{dtert anderen
Seite entscheidend von der Intron-Komponente profitieren, da im Fall vé&tiCdie
Integration in ein bakterielles Gen nicht gleichbedeutend mit ddssertionsinaktivierung
ist. Uber die SpleiRaktivitat wird das Gruppe | Intron auf RNA Emreedem Gen entfernt,
womit das betreffende Gen funktionell weiterhin aktiv bleibt. Das Mben des
Wirtsbakteriums ist daher durch die Integration des Introns nichb&iieer Integration von
IS Elementen gefahrdet.

A_

A_
1\ A
U_

—» -
a-U

g-C
5'-ucaauuu-AUGAGUUAGUAGCU. ..

Abb. 4.4: Das P1 Pairing von C8tl. Die Zielsequenz der potentiellen TransposasB,TIF GAT (UUGAU als
RNA Sequenz, grin), ist bei €31 Bestandteil des P1 Pairings und bildet Basenpgaru mit der Internal

Guide Sequence (IGS, blau) des Gruppe | Introns aus
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4.1.6 Charakterisierung der wechselseitigen Beziehung zwischeder Intron-
Komponente und der Transposase

Fur klassische Gruppe | Introns wird ein symbiontisches Verhalmisczen dem
Intron-Anteil und dem Endonuklease-Gen beschrieben [96]. Hier wird die Endoseildisa
egoistische DNA angesehen, die dem Wirt (dem Intron) die Mob#itétert und als
Gegenleistung ein phenotypisch unauffalliges Versteck erhalt [96].

Es stellt sich die Frage, ob diese Situation auch im Fall voStCautrifft. In
Anbetracht des speziellen ,Lebensraums® dieses Gruppe | Intronsubdakieriellen Genen,
sollte diese Beziehung aber differenzierter betrachtet werderFumktionalitat von Cibtl
im bakteriellen Genom erfordert das Zusammenwirken der beiden Kompondigedamit
unabdingbar aufeinander angewiesen sind. Klassische Gruppe | Introns drendtbt
notwendigerweise einen ORF und werden nicht in eubakteriellen Generfuvoige Der
potentielle Nutzen der Transposase TIpB furlSTd unter den im bakteriellen Genom
vorliegenden Bedingungen wurde unter 4.1.5 ausfuhrlich dargelegt. Die Tresespasm
daher auch als egoistische DNA betrachtet werden, deren Ausbreitucly die Intron-
Komponente vorangetrieben bzw. in dieser Form erst ermoglicht wirdlien-Anteil aber
lediglich als Wirts-Vehikel zu sehen, wird der Beziehung im vgereen Fall nicht gerecht.
Zutreffender ist eine Betrachtungsweise, dielSTd als mobiles genetisches Element
beschreibt, das aus einer Symbiose von egoistischer RNA (Introrl)Ameli egoistischer
DNA (Transposase) hervorgeht. Keine der Komponenten konnte den neuen Lebeansraum
dieser Form fur sich alleine erschliessen, worauf auch das Feldenpotentiellen
Vorlauferelemente in€. difficile Genom hindeutet.

Das ubiquitare Vorkommen von @31l in der Spezie€. difficile beweist, dass diese
Symbiose sehr erfolgreich ist. Wie in 3.3.1 und 3.3.2 beschrieben, ist dppeGr Intron
bzw. dessen hochhomologe variante Formen in allen untersuChtifficile Isolaten in
variabler Kopienzahl vertreten. Als Schlussfolgerung aus allendaieyestellten Aspekten
kann die Aussage getroffen werden, daskS@dlie perfekte Adaption eines fur eubakterielle
Gene spezifischen Gruppe | Introns darstellt.
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4.1.7 Zusammenfassung der kennzeichnenden Merkmale des neudiypus von
Gruppe | Introns

Das Gruppe | Intron @8t1und seine varianten Formen definieren einen neuen Typus
von Gruppe | Introns, der sich klar von bislang beschriebenen Vertreterenabgeinen
Uberblick hierzu liefert die folgende Auflistung der Merkmale dieses neuen Typus:

. Der chiméare Aufbau, bestehend aus einem Intron-Anteil gefolgt vonI&irtdement-
Komponente, ist kennzeichnend fiir diese Gruppe von Ribozymen.

. Die Intron-Komponente ist vollstdndig. Sie ahnelt Gruppe IA2 Intronsalletings
im Gegensatz zu ihnen eine ausgedehnte P5 Doméane. Die 3’ folgedeni&nt-
Komponente ist nur unvollstandig vorhanden. Das zentrale Element ist diabei
potentielle Transposase TIpB.

. Als Integrationsort fir das mobile genetische Element dienen hegtorz
(moglicherweise auch ausschliesslich) eubakterielle Gene. Radarfeikleotid
TTGAT kann als Zielsequenz der potentiellen Transposase angenommen werden.

. Aufgrund der Insertion in verschiedene Gene ist die Ausbildung eineBdwligs bei
diesem Typus von Gruppe | Introns nicht moglich. Das P9.0 Pairing aktsiieh
hier, aufgrund der atypischen Lokalisation der Geipd und tlpB, Uber eine
wesentlich grof3ere Distanz im Vergleich zu anderen Gruppe | Introns.

. Der Typus des chiméaren Gruppe | Introns ist bislang auf den @idifficile
beschrankt.

4.2 Die Relation des Gruppe | Introns CdiSt1 zu seinem WirtC. difficile

4.2.1 CdStl — ein Symbiont oder ein Parasit?

Eine Antwort auf diese Frage ist abhangig vom potentiellen NutzendeteWirt aus
dem Vorhandensein des Introns fur sich ziehen kann. Die Vorstellung, rdesss | als
Parasiten im Genom ihrer Wirte existieren und prinzipiell damoit Ballast fur diese
darstellen, ist wenig plausibel. So ist beispielsweise bekannt,irdassckstofffixierenden
BakteriumAzoarcussp BH72 die Anwesenheit eines Gruppe | Introns in einem tRNA-Gen
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notwendig fur die Ausbildung funktionsfahiger tRNA ist [97]. In eubaktemneGenen konnte
bislang mit CdiStl ausschliesslich bé&. difficile ein Gruppe | Intron identifiziert werden. Es
ist davon auszugehen, dass es bei Eubakterien einen hohen Selektionsdrilickirziering
von Introns gab und mdglicherweise noch gibt [63]. KonntéS@dseinem Wirt keinen
Vorteil offerieren, wére seine Existenz@ difficile auf lange Sicht geféahrdet. Bei einem auf
symbiontischer Natur basierenden Verhéltnis des Introns zu seinenisi\gine dauerhafte
Etablierung im eubakteriellen Genom vorstellbar.

4.2.2 Die Variation von clostridialen Proteinen durch alternatives Spleifse

Das Gruppe | Intron a8tl konnte durch alternatives Splei3en eine Rolle in der
Evolution clostridialer Proteine spielen und auf diese Weise seWll@tmvon Nutzen sein.
Alternatives Spleif3en ist ein unkonventioneller Splei3prozess, bei damdrecregulare 3'-
Splei3stelle beim Spleilvorgang genutzt wird, sondern eine im Intlegege sekundare
Splei3stelle. Dadurch wird das 5-Exon an andere Sequenzabschniéd, ligas zur
Transkription einer varianten mRNA Spezies fuhren kann. Da altersaBpéeilen im
Vergleich zu konventionellem Spleil3en deutlich seltener stattfinstetlie Expression des
ursprunglichen Proteins nicht nachhaltig beeinflusst. Sollte dasatiter Genprodukt dem
Wirt einen Vorteil bieten, kann es sich mdglicherweise im Lad#e Evolution durch
Selektionsdruck etablieren.

Mit der Generierung des Vektors pTransferl (Abb. 3.12) wurde im Rahmser die
Arbeit die Voraussetzung daflr geschaffen, alternatives Splei3erC. iifficile zu
untersuchen. Es wurde ein Modellsystem mit dem Reportergen Chloragsgdheni
Acetyltransferasecg@tP) konzipiert und umgesetzt, mit dessen Hitfevivo Untersuchungen
zum alternativen Spleil3en durchgefuihrt werden konnten (Abb. 3.14). Die Zielvavgabler
Nachweis eines auf alternativem Spleil3en beruhenden Fusionsproteindenia¥¥irt eine
Resistenz gegeniber Chloramphenicol vermittelt. Damit ware nawsgm, dass die
Generierung alternativer Proteinspezies durch alternatives Spleiieht nur eine
hypothetische Modellvorstellung ist, sondern tatsachiichvivo ablauft. Uber alternative
Spleilvorgange kann das Gruppe | IntronlSTd dem Wirt C. difficile ein zusatzliches
Evolutionspotential fir seine Proteine bieten.

Die in dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse demonstrieres attasnatives Spleif3en
in C. difficile tatsachlichin vivo stattfindet. Eine Voraussetzung fur die Generierung des
Fusionsproteins ist die Transkription der alternativen mRNA. Diese &@mtModellsystem
mittels RT-PCR eindeutig nachgewiesen werden (Abb.3.19) und eine nacidelg
Sequenzierung der RT-PCR Produkte bestétigte die korrekte SequeRasttmssproteins.
Die Translation zu einem funktionsfahigen Fusionsprotein konnte ebenfiélst beerden.
Die minimale Hemmstoff-Konzentration (MHK) bei der Anzucht a@fieRtivplatten von



4 DISKUSSION 87

C. difficile Transkonjuganten, deren Resistenz auf der Generierung eines durchtiater
SpleiRen gebildeten Chloramphenicol-Acetyltransferase Fusionsprdienuht, liegt mit
7 pg/ml Chloramphenicol tber dem Wert des Wildtyps (4 pg/ml) bzwNdgativkontrolle
(4 png/ml) und unter dem Wert der Positivkontrolle (8 pg/ml) (Tab. Au2fallig ist bei den
vorliegenden Daten das nahe Beieinanderliegen der MHK-Werte, diealtarhatives
SpleiRen zurtckzufuhren sind mit den MHK-Werten, die auf konventionellenif38ple
beruhen. Moglicherweise ist dieser Sachverhalt auf eine Sekresdfud®nsproteins in das
Medium zurlickzufihren, was zu einem Angleichen der Werte fuhrt. Dievitdkt des
Enzyms wurde zusatzlich Gber einen @ufdifficile angepassten Schnelltest, den Rapid CAT
Assay, nachgewiesen (Abb. 3.20). Der Test konnte belegen, dass die paideigen
eingesetzte Chloramphenicol-Acetyltransferase als ein aufgiterdativer Spleil3vorgange
gebildetes Fusionsprotein aktiv ist.

Die Versuche zeigen, dass uber die Anwesenheit des Gruppe | Intdddd @
C. difficile die Generierung modifizierter Proteinspezies durch alternatipkesi3dn erfolgen
kann. Auf diese Weise konnte sich der Wirtdifficile ein zusatzliches Evolutionspotential
erschliessen.

4.2.3 Die mdgliche Variation von clostridialen Proteinen tber Exon Shuffling

Die Idee, dass Uber eine homologe Rekombination von Introns die Mdoglichkeit
geschaffen wird, verschiedene Exons zu einer neuen Transkriptionseinheit
zusammenzufihren, hatte W. Gilbert schon im Jahr 1978 [61]. Diese, spgit&xon
Shuffling bezeichnete Hypothese, konnte 1989 von der Arbeitsgruppe um D.A. Shub konkret
bewiesen werden [62]. Im Bakteriophagen T4 befinden sich zwei engndiev&ruppe |
Introns in den nah benachbarten Gengrund nrdB. Beide Gene werden in die gleiche
Richtung transkribiert und zwischen ihnen liegen nur nicht-essenBelte. Es konnte eine
Mutante identifiziert werden, welche im zwischen den Genen befiraliSequenzbereich
eine Deletion aufwies und dessen Gruppe | Intron ein Hybrid aus den beideerwandten
Introns darstellt. Dem Gruppe | Intron Hybrid konmevivo und in vitro die Fahigkeit zu
einer effizienten Spleil3reaktion nachgewiesen werden. Die homologemRmation der
Introns fuhrt im Resultat damit zur Transkription von Exons verschiedeaae, was ein
direkter Beweis fur Exon Shuffling ist.

Da das Gruppe | Intron C8tl und seine Varianten hoch homolog zueinander sind
(vgl. Tab. 3.1), ist Exon Shuffling auch fir clostridiale Proteine denkia.(4.5). Dabei ist
allerdings auch hier zu bedenken, dass durch Exon Shuffling keine etse@@iehe deletiert
werden durfen. Bei einer Genomgrdle von 4,4 MB ist die Wahrscheinlicldess
Intronvarianten eng benachbart in die eubakteriellen Gene integn@ringcht allzu grof3, da
die Zahl der Varianten zwischen nur 4 beim Referenzstamm VPI 1046RurelC. difficile
C34 variieren.
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Abb. 4.5 Modellvorstellung zum Exon Shuffling durch ISdl. Uber die Rekombination zweier hoch
homologer Varianten (blau und griin) entsteht enkfioneller Intron Hybrid. Die zwischen den beidetrons
gelegenen Gene A und B wurden aufgrund des Rekatibiisereignisses deletiert, die Spleil3reaktiomt fzitr

Ligation von ehemals entfernt voneinander liegerieons.
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Es kann allerdings nicht ausgeschlossen werden, dass difficile Isolate mit weitaus
hoheren Kopienzahlen gibt. Je groRer die Anzahl der Introns ist, destoisibhach die
Wabhrscheinlichkeit fur Exon Shuffling. Zudem kann an dieser Stellefi@mgeverden, dass
die Ausbreitung von A&tl und seinen Varianten im Genom v@n difficile noch nicht
abgeschlossen ist. Mdoglicherweise stehen wir am Anfang von eixgan&on dieser
chiméaren Gruppe | Introns in das Genom \onrdifficile. Ein weiterer Punkt, den es beim
Exon Shuffling zu beachten gilt, ist die Integrationsphase der Intthasdntegrationsphase
beschreibt die Stelle im Kodon, in die das Intron inseriert ist. dureiner korrelierten
Integrationsphase kénnen durch Exon Shuffling neu entstandene ORFs auch funktionel
translatiert werden. Ist die Integrationsphase der Introns vedgchieso ist mit grofRer
Sicherheit eine Frameshift-Mutation die Folge. Interessanteewsnd inC. difficile C34 9
der 12 Gruppe | Introns in der Integrationsphase O inseriert (vgl. Tab.Ir8M@weit diese
Integrationsphase tatséchlich praferiert wird, ist nach dem keuggand der Dinge noch
nicht abzuklaren, da flr eine statistisch gesicherte Aussagebediggich die
Integrationsphasen von weitaus mehr Gruppe | Introns dieses Typus nbestierden
mussen. Zumindest deutet sich hier aber eine Tendenz zur Phase 0 ancEsmEcoklation
zur Phase 0 wéare aus den o.a. Grinden fir Exon ShufflinG. thfficile von grol3er
Bedeutung.

43 CdStl markiert einen Wendepunkt fir die Historie von
Gruppe | Introns und eubakteriellen Genen

4.3.1 Cd&Stl als evolutionsgeschichtlich neues Gruppe | Intron

Gruppe | Introns gelten als die ursprunglichsten Introns, da ein Intraleraexakt
gleichen Stelle in der Leucin tRNA von allen untersuchten Cyanobaktend Chloroplasten
sowie auch in der tRNA" verschiedener Eubakterien vorgefunden wurde [40, 42, 44, 57].
Damit gilt als gesichert, dass Gruppe | Introns zumindest sei@ltie Cyanobakterien sind
und moglicherweise schon im Progenoten vorhanden waren [57].

Das Intron CtBtl und seine Varianten verkorpern allerdings nicht diese
Ursprunglichkeit der Gruppe | Introns. Wie vorhergehend beschrieben, [StlCsehr
wahrscheinlich aus der Fusion zweier Vorlaufer-Komponenten entstandbn4A8). Da es
nicht grundsatzlich im GenuSlostridium,sondern ausschliesslich @ difficile vorzufinden
ist, erscheint ein Vorkommen des Introns im gemeinsamen Vorfahréaigridien als sehr
unwahrscheinlich. Vielmehr kann davon ausgegangen werden, dass das Intron Uber
horizontalen Gentransfer in ded. difficile Vorlaufer gelangt ist und sich dort etablieren
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konnte. Einen weiteren Hinweis darauf, das$Stlderst in der jingeren Evolutionsgeschichte
entstanden ist, liefern die bislang vorgefundenen 11 Variantégtl@dbis CéStLk. Sechs
dieser Varianten entsprechen deml&ittVarianten Typus I, bei dem die rudimentare
Transposase TIpA fehlt. Es ist sehr wahrscheinlich, dass fir doditdt von CdStlL nur die
potentielle Transposase TIpB notwendig ist. Mit der Deletion von TiAkden daher
Uberflissige DNA-Sequenzen eliminiert. Das héatte zur Folge, dies$ir die Koordination
der 3'-Splei3stelle notwendige P9.0 Pairing Uber eine weniger grsanD erfolgt, womit
die Stabilitat der Intronstruktur erhéht wére. Diese nachhaltigénderung deutet darauf hin,
dass Cibtl ein evolutionsgeschichtlich neues genetisches Element ist. Wdre e
ursprunglicher Natur, so hatten sich die optimierten Varianten Wiebesttirker durchgesetzt
und Unterschiede wéren auf Punktmutationen beschrankt.

4.3.2 Die Rolle von CtStl in der ,Introns early” und ,Introns late* Kontroverse

Nachdem De Souza und W. Gilbert vor kurzem einen plausiblen Erklarungsensa
der Debatte um die ,Introns early“ und ,Introns late” Theorien vorlermnkpnnten [64], stellt
sich die Frage, wie sich das Gruppe | IntroriSEdin dieses Konzept einordnen lasst. Nach
De Souza und W. Gilbert sind ungefahr ein Drittel aller Introns ainggich und folgen daher
Konventionen, wie sie in der ,Introns early* Theorie vorgegeben wer88r5T]. Die
verbleibenden zwei Drittel der Introns sind erst spater im Wewdier Evolution in Gene
inseriert und sind damit konform zur ,Introns late* Theorie [58-60].

Fur CdStl und seine Varianten kann es als gesichert angesehen werden, sleks es
nicht um ein urspringliches Intron gemass der ,Introns early* Théaneelt. Wie bereits
ausfuhrlich erortert, stellt @8tL einen neuen Typus von Gruppe | Introns dar, der aus einer
Intron-Komponente und einer IS Element-Komponente besteht (vgl. 4.1.2). Diesewast
davon auszugehen, dass eine fortschreitende strukturelle Optimierues) @reppe | Introns
stattfindet (vgl. 4.3.1). Einen zusatzlichen deutlichen Hinweis daraid,@&Stl zu Introns,
die der ,Introns late” Theorie folgen, gehort, liefert die Véutey des Introns in den Genen
des WirtsC. difficile. Von mehreren Hundert untersuchten Isolaten hat nur Stamm C34 das
Intron CdStl in dastcdA-Gen inseriert. Moglicherweise ist kurzlich n@t difficile R10870
ein weiteres Isolat bei einer Typisierung entdeckt worden, dasadlisedds Intron imcdA-

Gen integriert haben konnte [84]. Letztlich ist aber gesichert,diaggolle Masse das Intron
nicht an dieser Stelle vorzuweisen hat. Unter Annahme der ,Introlys €aeorie wirde das
bedeuten, dass fast alle difficile Stdmme das Intron genau an dieser Stelle verloren hatten.
Das gleiche musste fur alle weiteren solitaren Integratitmsarch angenommen werden,
was insgesamt als wenig realistisch erscheint. Im Fall wli®tC trifft die ,Introns late*
Theorie zu, die von einer Insertion in bestehende Gene ausgeht. NebeKlssisiézierung

als evolutionsgeschichtlich neues mobiles genetisches Element und/odemander
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unabhangigen Verteilung in verschiedene Gene, ist der Wirt an siokbeiefalls anzufihren.
CdiStl ist bislang das einzige in eubakteriellen Genen gefundene Introtre Hét die
.introns early“ Theorie bestand, so wirde das bedeuten, dass alle Egpallteses Intron
im Laufe der Evolution eliminiert hatten, nGr difficile nicht. Das erscheint wenig plausibel,
womit von der Gultigkeit der ,Introns late* Theorie fir Introns dedISE1l-Gruppe
auszugehen ist. Allerdings sollte ein kontroverser Punkt an diedkr &tgemerkt werden.
Gemass der ,Introns late* Theorie ist eine Phasenkorrelation vams$nhicht vorgegeben,
die Verteilung muss statistisch zu gleichen Teilen in die PhaAsd und 2 fallen. Das ist
zumindest bei Stamm C34 nicht der Fall. Aus Tab. 3.1 geht hervor, dasd® ki¢rons in
der Integrationsphase 0 integriert sind, 3 in Phase 1 und keines ihader 2 Die Anzahl an
untersuchten Integrationsstellen ist allerdings viel zu gering,varbindliche Aussagen
ableiten zu konnen. In der Tendenz wird die Phase 0 aber offenbar bevonmzungt. dafur
konnte die Zielsequenz TTGAT der Transposase TIpB sein, die mogleiker eine
Pradisposition fur die Integrationsphase O liefert. Wie o.a. wéare dire optimale
Voraussetzung fur Exon Shuffling (vgl. 4.2.3.).

4.3.3 Die Rickkehr zu eubakteriellen Genen

Es ist eine gangige Vorstellung, dass Introns an der Entwicklurgysten komplexen
Gene im Progenoten entscheidenden Anteil hatten [56, 61]. lhre AbwedantieitGruppe
der Eubakterien heutzutage wird durch eine Selektion hin zu einem |jsiemformigen”
Genom im Laufe der Evolution erklart [63]. Die Entdeckung eines Gruppieohs in der
Leucin tRNA von Cyanobakterien widerlegt eindeutig die Theorie, datssns generell
spatevolutiondren Ursprungs sind und daher nicht in Bakterien vorkommen [59]. Das
Gruppe I Intron CtStl ist allerdings aus den zuvor erdrterten Grinden spatevolutionéren
Ursprungs und hat aufgrund seiner Fille an Novitaten die Moglichkeit, esibakterielle
Gene als ,Lebensraum® zu erschliessen. Unter der Annahme, dassslmmn Laufe der
Evolution in Bakterien eliminiert wurden, stehen I8 und seine Varianten fir eine
Ruckkehr von Introns zu eubakteriellen Genen. Trotz der Mdoglichkeit, dass
Eliminationsmechanismen seitens der Bakterien, in diesem F&peaniellen vorC. difficile,
entwickelt werden konnten, scheint hier ein Wendepunkt in der Evolution markiesein.
Auch wenn der experimentelle Nachweis, dass die Mobilitat von dentpdien Transposase
TIpB vermittelt wird noch ansteht, kann schon zum jetzigen Zeitpunktidasire Gruppe |
Intron CdStl bzw. seine Varianten als ein invasives, mobiles genetischegiilamgesehen
werden. Alle erforderlichen Voraussetzungen, um sich in der neuen Winekeupten zu
konnen werden mitgebracht. Damit erscheint der Fortbestand des chiRidd@zyms in
C. difficile gesichert und eine Ausbreitung zu anderen clostridialen Spezies ist vorstellbar.
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Die  Krankheitsbilder der  Antibiotika-assoziierten  Diarrhde und  der
Pseudomembranésen Kolitis beim Menschen sind auf den humanpathogendn idéfroile
zurtckzufihren [1]. Als Hauptvirulenzfaktoren sind die der Gruppe der GroRstri@iblen
Zytotoxinen (LCTs) zugehorigen Toxine TcdA und TcdB identifiziert deor [2].
Ausgangspunkt dieser Arbeit waren PCR-Analysen mit verschiedenéifficile Stammen,
die zum Ziel hatten, variante Toxingene zu identifizieren. Das Karsada stammende
klinische IsolatC. difficile C34 wies in seinenicdA-Gen eine Besonderheit auf. In diesem
Stamm konnte erstmals eine deutliche VergréRerungodé¥Gens nachgewiesen werden.
Die Identifikation der VergréRerung als eine Insertion, die strukéurglerkmale eines
Gruppe | Introns und eines IS Elementes aufwies, bestimmte derafgdgr Experimente
der vorliegenden Arbeit und flhrte zur umfassenden Charakterisierung m@urtigen
genetischen Elements.

Gruppe | Introns sind RNA-Molekiile, die zu einer autokatalytischen (Spksition
befahigt sind [31-33]. Diese Eigenschaft beruht auf ihrer definidRtdA-Sekundar- und
Tertiarstruktur. In Anlehnung an die katalytische Aktivitdt von Enzymwenden sie auch
Ribozyme genannt. In dem als IS bezeichneten genetischen Element@udifficile C34
wurde im 5’-Bereich die fur Gruppe | Introns obligatorischen, konseevielturzen
Sequenzfolgen P, Q, R und S gefunden. Am 5’- und am 3’-Ende vi8tlGumefanden sich
die fur die Definition der Splei3stellen notwendigen konservierten Nudtéedt) (5'-
Splei3stelle) und G (3'-Spleil3stelle). Die Darstellung der Rd¢kundarstruktur von T8l
durch die Ausbildung einer Abfolge von Basenpaarungen, die als PairiFig8 Pdzeichnet
werden, wies Ci&tl Ahnlichkeiten mit Gruppe | Introns der Untergruppe 1A2 zu. Auffallig
war, dass der 3’ der P9 Pairings gelegene Anteil volStCdich grundlegend von allen
bislang bekannten Gruppe | Introns unterschied. Hier wurden zwei offeserakeer
identifiziert, welche bei Homologiesuchen mit den AminosauresequenzenHuohelogien
zu Transposasen aufwiesen. Die offenen Leseraster wurden dahdpAalsind tipB
(transposaséakle protein) bezeichnet. Gruppe | Introns wurden bis zu diesem Zeitpunkt nicht
mit Transposasen in Zusammenhang gebracht. Der chimare Aufbau 18t, Gestehend
aus einem vollstandigen Intron-Anteil und einem partiellen IS Elevetdil, konnte als das
wesentliche Charakteristikum dieses neuen Typus von Gruppe | Introns definiert werden.

Die aussergewoOhnliche Struktur von 16 machte es erforderlich, funktionelle
Analysen zur Splei3aktivitat des Gruppe | Introns durchzufihren. Die duisterng dein
vivo Splei3aktivitdt von Cibtl im Stamm C34 war Uber die Methode der RT-PCR mdglich.
Es konnte gezeigt werden, dasd®&t aus dem priméaren Transkript ausgespleil3t wurde und
eine Sequenzierung des Splei3produktes bestatigte, dass das 5’- und Bi-Eaore ligiert
waren.
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Die Suche nach Q8tl-verwandten Sequenzen im Genom Uber ein PCR-Screening
ergab, dass jeder untersucl@edifficle Stamm entsprechende Sequenzen aufwies, andere
clostridiale Spezies waren bei der Analyse durchweg negativiK@enzahl des Introns im
Genom von ausgewahltéh difficile Stammen wurde Uber eine Southern Hybridisierung mit
einer CdStl-spezifischen Sonde bestimmt. Es konnte gezeigt werden, dass dasobhr
eine Intronvariante in einer von Stamm zu Stamm variablen KopienzahVerdilung
vorlag. Mit Hilfe der inversen PCR konnten zwolf Integrationsstelien CdStl bzw. dessen
Varianten in Stamm C34 identifiziert werden. Alle Gruppe | Intraiasen in einem offenen
Leseraster nach dem Pentanukleotid TTGAT integriert. Waren slignbi in der Literatur
beschriebenen Gruppe | Introns bei Bakterien ausschliesslich in (RM&n integriert, so
scheinen CIBtl und seine Varianten im Gegensatz dazu auf eine Integration ime offe
Leseraster spezialisiert zu sein. Ein Vergleich unter denfzZmtébnvarianten untereinander
ermoglichte eine Einteilung in zwei Gruppen.|&d-Varianten des Typus | zeichneten sich
durch den Besitz beider potentiellen TransposasetipAeund tlpB aus, CdiStl-Varianten
des Typus Il besassen nur digiB-Gen. Eine funktionelle Analyse aller (&fl-Varianten aus
Stamm C34 uUber RT-PCR-Assays konnte deren Spleil3aktivitat bestatigen.

Die nachfolgenden Experimente hatten das Ziel, einen mdglichen Nigzeimtrons
fur seinen Wirt zu evaluieren. Alternative SpleiRvorgange konnten zoer@eung neuer
Proteinspezies fuhren, die moglicherweise dem Wirt einen Vdititn. Zur Untersuchung
des alternativen SpleiRems vivo in C. difficile, dem originaren Wirt des Introns, wurde ein
Konstrukt  konzipiert, welches aufgrund von  alternativem  Spleiien eine
Chloramphenicolresistenz des Wirts herbeifiihrt. Die rekombinante DRNAde von
B. subtilis Uber Konjugation inC. difficile Gbertragen. Dabei kam der flr diesen Zweck
entwickelte Transfer-Vektor pTransferl zum Einsatz. Der Nachweass alternatives
SpleiBen in vivo stattfand, wurde durch das Wachstum v@ndifficile Klonen auf
Chloramphenicol-Selektivplatten belegt. RT-PCR Analysen und der Gudifficile
angepasste Rapid CAT Assay zum Nachweis der Chloramphenicgltfaretferase
Aktivitat sicherten dieses Ergebnis ab. Damit war nachgewietass das Intron an der
Evolution clostridialer Proteine beteiligt sein kann.

Das in der vorliegenden Arbeit beschriebene chiméare Gruppe | Intrt®tlCand
seine Varianten demonstrieren eindrucksvoll, wie invasive genetidehgelie sich einen
neuen Lebensraum erschliessen. Aus den bislang vorliegenden Ergebnissegefkdgert
werden, dass das Zusammenwirken zwischen dem Intron-Anteil mit Sgileg3aktivitat und
dem potentiell mobilitatsvermittelnden IS Element-Anteil urs&bhfiir diesen Erfolg sind.
Der experimentelle Nachweis, dass die Mobilitat auf die potentiEransposase TIpB
zuruckzufiihren ist, kann als Perspektive fur nachfolgende Arbeiten vorgegeben werden.
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Anhang A: Primer

Primer Sequenz (5’ - 3))
Lokl AAAATATACTGCACATCTGTATAC
Lok3 TTTACCAGAAAAAGTAGCTTTAA
PrimexB ACATATTCATCTTCTTGAGTACGA
ACD1C GGAGGTTTTTATGAGCTCAATATCTAAAGA
ACD2N CCCTCTGTTATTGTAGGTACCACATTTA
ICheckl CTGTGGTATGATAGTGAAGC
ICheck2 CGGAGCTTACCTGCTGATTG
ICheck3 CGGGGTGGCCTGTGGAGAA
ICheck4 ATCTATTGTAGGTACTGTAGG
ICheck5 CGAAATAACTAGGATTCCAAAGA
ICheck6 GTAACTTCCATTTTTCATCACCTA
ICheck8 ATTTGTCAGGTTCCTTAAGCCA
ISCD1Up AAATAGCTACGCACACTT
TransCheckl CCTAAACTTGGTATGGTTAAG
TransCheck2 CCCACATTTATTGCATATTTG
C34-ADH2 AATGTTTGTTAGTTACTACTCCAA
C34-ADH3 GCTAATACTTTTGCAGTATCTATAC
C34-Inv2-2 GCAGTTAGTGGCCCCATCCCC
C34-Inv2-3 CCATTAAGTCTCCAAATGTGCCAT
Virulencel GTTTTAAATATAATAGTTGG
Virulence2 TATGTATGGTCCAAATATGG
XylRegl ATGAAGAGAAATAATTTTTC
XylReg2 AGCAATTTTTAAAATCAGGG
AspaRacel ATTCCAAATGAAGAAGACCG
AspaRace?2 TAAATTGAACTTAGTGCGGC
TransRegl ATTATCAAAAAGAGATAAAG
TransReg?2 TTCTATTTTAACATTATCCC
IntegMem1 ATCACTAAAAAATATAATGC
IntegMem?2 ATTGAACTAACTAACATACC
Nacreinl CCAATAGAAGGAATGGATGC
Nacrein2 TGAAAAAAGTTATACTACCC
PseudoSynl CTTTCAAATTTAGGTTATGG
PseudoSyn2 AACCTTCCAACAGGAAATGG
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Primer Sequenz (5’ - 3))

PFLAL TGAAAGATAAATGTGTATCCTGTA
PFLA2 ATTTGATTCTCCACATAAATCACA
HyProl GCAACATGTTTATATACAGG

HyPro2 AACTTTAACTTCATTGCTTC

TetMPrim1 ATGGAGGAGAATTCCATGAAAATT
TetMPrim2 AAATACAGCTAGCTATTTTATTGA
pQEPoITerml1 GATCTCACGTATACCATCACCATG
pQEPoITerm2 GAATAATAGTATACTAAATGATAG
tcdDBProm1.1 CCGATTACCATGGTATAATTACTG
tcdDBProm?2 CTAACTGTCCCGGGTTAACTAAAC
EGFPPrim1 GGTCTGCAGTGGTGAGCAAGGGCGAGGA
EGFPPrim2 CGAAGCTTGAGCATGCGATCTGAGTCC

catPBstX Downstream

CAAACCAGAATATTGGTATTTATCAATTCC

catPBstX Upstream

GGAACTTACCAGTATTTTGGAAAAATTGAT

catRT-PCR1 GTGAAATATTGTATAGCTTGG
catRT-PCR2 CTGTTCCAACTATTTTTATCAA
TransfoCheckl TTTGGGCTTTTGAATGGAGG
TransfoCheck?2 AATTGATCCCATGGTGATGG
TransfoCheck3 CCATAACTTCTTTTACGTTTCC
TransfoCheck4 CCTCCTTTACACTTTAATTC

C34A1-Sondel

ATGAGCTCAATATCTAAAAAAGAGTTAA

C34A1-Sonde2

ATCAAATTGAGGATTTTGAATCTCTTCC
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Anhang B: PCR-Bedingungen
Primerpaar?® PCR® | Temp* Anwendung
Lok3/PrimexB I 47°C PL2-Fragment
ACD1C/ACD2N I 56°C Al-Fragment
ICheckl/ICheck2 Il 52°C 5'-GrenzedArIntron
ICheck3/ICheck4 Il 52°C 3’-GrenzedArIntron
ICheckl/ICheck4 I 52°C ast
ICheck2/ICheck3 1 52°C Zyklisierungsnachweis voul &1
bei der RT-PCR und inverse PCR
TransCheck1/TransCheck2 I 52°Q Nachweis eindS@espezifischen
Sequenz
ISCD1Up/ICheck6 I 51°C Sonde fur Hybridisierung
C34-ADH2/C34-ADH3 I 52°C Ctbtla
C34-Inv2-2/C34-Inv2-3 Il 52°C asub
Virulencel/Virulence2 Il 52°C detic
XylReg1/XylReg2 I 52°C Ctbtid
AspaRacel/AspaRace?2 I 52°Q ISde
TransRegl/TransReg2 Il 52°C ISiL f
IntegMem1/IntegMem?2 I 52°C dstig
Nacreinl/Nacrein2 I 52°C astih
PseudoSynl/PseudoSyn2 Il 52°C | Sxdli
PFLA1/PFLA2 Il 52°C Cestj
HyProl/HyPro2 | 49°C Aasuk
TetMPrim1/TetMPrim2 I 48°C tetM-Gen
pQEPoITerm1l/pQEPoITerm2 Il 50°C Polylinker und Tarator aus Vekto
pQE11a18
tcdDBProm1.1/tcdDBProm2 Il 50°C Promotor- und Regaielement
EGFPPrim1/EGFPPrim2 Il 68°C EGFP-Gen
catPBstX Upstream/catPBstx Downstream I 52°C catP-Gen
tcdDBProm1.1/catRT-PCR2 I 48°C Verifizierung Komnstie
TransfoCheckl/TransfoCheck2 I 50°Q 5'-Grenze Korige-TrH16
TransfoCheck3/TransfoCheck4 I 50°Q 3’-Grenze Korige-Tro16
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Primerpaar?® PCR®| Temp?® Anwendung
Lok3/Lok1 1 52°C PalLoc-Integrationsstelle
C34A1-Sondel/C34A1-Sonde2 Il 52°Q tcdA-Fragment 5’ von Cibtl
ICheckl/catRT-PCR2 1] 52°C RT-PCR zur Transkripsanalyse
ICheckl/ICheck5 Il 52°C RT-PCR zur Transkriptionsigse

® Die Primersequenzen sind in Anhang A aufgefhrt.

® Die PCR wurde entweder mit einem 2-Schrittprograthininnealing und Extension x°C, 8min, 30 Zyklen;
Denaturierung 95°C, 4sek, 30 Zyklen) oder einencBr8programm (ll: Annealing x°C, 1min, Extension
72°C 1min, Denaturierung 95°C, 1min, 30 Zyklen)ahgefuhrt.

¢ Die Temperaturangabe bezieht sich auf Annealind Ertension bei 2-Schrittprogrammen (1) bzw. auf

Annealing bei 3-Schrittprogrammen (11).
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Anhang C: Nukleotidsequenzen
Bezeichnung Acc. No?
cdistl AJ131844
CdStla AJ269486
CdiStib AJ269487
CdiStic AJ269488
Cdistid AJ269489
CdiStle AJ269490
cdistif AJ269491
Cdistlg AJ269492
CdiStLh AJ269493
Cdistli AJ269494
Cdistl] AJ269495
Cdistik AJ430194

& Accession Number der Sequenz in der Datenbank

Nukleotidsequenz des Vektors pTransferl:

5" ~GCGCCCAATACGCAAACCGCCT CTCCCCGCGCGT TGECCGAT TCAT TAATGCAGCTGGCACGACAGGTTTCC
CGACT GGAAAGCGGEGECAGT GAGCGCAACGCAATTAATGT GAGT TAGCT CACT CAT TAGGCACCCCAGGCTTTACA
CTTTATGCTTCCGGCTCGTATGI TGTGT GGAAT TGT GAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCA
TGATTACGAATTCCATGAAAATTATTAATATTGGAGI TTTAGCTCATGI TGATGCAGGAAAAACTACCTTAACAG
AAAGCTTATTATATAACAGT GGAGCGATTACAGAAT TAGGAAGCGT GGACAAAGGT ACAACGAGGACGGATAATA
CCCTTTTAGAACGT CAGAGAGGAATTACAAT TCAGACAGGAATAACCT CTTTTCAGI GGGAAAATACGAAGGT GA
ACATCATAGACACGCCAGGACATATGGATTTCTTAGCAGAAGTATATCGT TCATTATCAGI TTTAGATGGGGCAA
TTCTACTGATTTCTGCAAAAGAT GGCGTACAAGCACAAACT CGTATATTATTTCATGCACT TAGGAAAATGGGGA
TTCCCACAATCTTTTTTATCAATAAGATTGACCAAAATGGAATTGATTTATCAACGGT TTATCAGGATATTAAAG
AGAAACTTTCTGCCGAAAT TGTAAT CAAACAGAAGGT AGAACT GTATCCTAATGT GTGTGTGACGAACTTTACCG
AATCTGAACAAT GCGATACGGT AATAGAGCGAAACGATGACCT TTTAGAGAAATATATGT CCGGTAAATCATTAG
AAGCAT TGGAACT CGAACAAGAGGAAAGCATAAGATTTCAGAATTGTTCTCTGT TCCCTCTTTATCATGGAAGT G
CAAAAAGT AATATAGCGATTGATAACCT TATAGAAGT TATTACTAATAAATTTTATTCATCAACACATCGAGGTC
CGITCTGAACTTTGCGGAAATGT TTTCAAAATTGAATATACAAAAAAAAGACAACGT CTTGCATATATACGCCTTT
ATAGT GGAGTACTACATTTACGAGATTCGGT TAGAGT ATCAGAAAAAGAAAAAATAAAAGT TACAGAAATGTATA
CCATCACCATGGGATCAAT TCGAGCT CGGTACCCGGEGEGAT CCTCTAGAGT CGACCT GCAGGCATGCAAGCT TCGA
CTGGTGGACTTTTCGAGATTGATGGTGI TATATATTTCTTTGGT GT TGATGGAGT AAAAGCCCCTGGGATATATG
GCTAAAATATATGTTTGATAAAAAATTATTCCTGT GCTACTAAGAAATTATTTTTATATAATAAATATTGAGATT
TAATTAAAAGTCATGTGT TATTGTAATACATGACTTTTAGT TAAAATTTTTCTATCATTTAGTATACCTAATAAT
TTATCTACATTCCCTTTAGTAACGT GTAACTTTCCAAATTTACAAAAGCGACT CATAGAATTATTTCCTCCCGT T
AAATAATAGATAACTATTAAAAATAGACAATACT TGCTCATAAGTAACGGTACTTAAATTGT TTACTTTGGECGT G
TTTCATTGCTTGATGAAACTGATTTTTAGTAAACAGT TGACGATATTCTCGATTGACCCATTTTGAAACAAAGTA
CGTATATAGCTTCCAATATTTATCTGGAACATCTGTGGTATGCCGGGTAAGT TTTATTAAGACACTGITTACTTT



ANHANG C 105

TGGTTTAGGAT GAAAGCAT TCCGCT GGCAGCT TAAGCAATTGCT GAATCGAGACT TGAGT GTGCAAGAGCAACCC
TAGTGITCGGT GAATATCCAAGGTACGCT TGTAGAATCCTTCTTCAACAATCAGATAGAT GT CAGACGCATGCCT
TTCAAAAACCACTTTTTTAATAATTTGT GTGCTTAAATGGTAAGGAATACTCCCAACAATTTTATACCTCTGITT
GITAGGGAATTGAAACTGTAGAATATCTTGGT GAATTAAAGT GACACGAGTATTCAGT TTTAATTTTTCTGACGA
TAAGTTGAATAGATGACTGTCTAATTCAATAGACGT TACCTGI TTACTTATTTTAGCCAGI TTCGTCGT TAAATG
CCCTTTACCTGITCCAATTTCGTAAACGGTATCGGTTTCTTTTAAATTCAATTGITTTATTATTTGGT TGAGTAC
TTTTTCACTCGTTAAAAAGT TTTGAGAATATTTTATATTTTTGI TCATGTAATCACTCCTTCTTAATTACAAATT
TTTAGCATCTAATTTAACTTCAATTCCTATTATACAAAATTTTAAGATACTGCACTATCAACACACTCTTAAGTT
TGCTTCTAAGICTTATTTCCATAACTTCTTTTACGT TTCCGEGTACCGAGCTCGAATTCTCGGT TTCTCTTGGAT
ACTTAAATCAATCATTTCAAAAT GCAGT TATGGAAGGGATACGCTATGGT TGT GAACAAGGATTGTATGGT TGGA
ATGTGACGGACTGTAAAATCTGT TTTAAGTATGGCTTATACTATAGCCCTGT TAGTACCCCAGCAGATTTTCGGA
TGCTTGCTCCTATTGTATTGGAACAAGT CTTAAAAAAAGCT GGAACAGAATTGT TAGAGCCATATCTTAGT TTTA
AAATTTATGCGCCACAGGAATAT CTTTCACGAGCATACAACGATGCTCCTAAATAT TGT GCGAACATCGTAGACA
CTCAATTGAAAAATAATGAGGT CATTCTTAGT GGAGAAAT CCCTGCTCGGTGTATTCAAGAATATCGTAGTGATT
TAACTTTCTTTACAAATGGACGTAGT GT TTGI TTAACAGAGT TAAAAGGGTACCATGT TACTACCGGTGAACCT G
TTTGCCAGCCCCGT CGT CCAAATAGT CGGATAGATAAAGT ACGATATATGT TCAATAAAATAGCTAGCTTGGCAC
TGGCCGT CGT TTTACAACGT CGT GACT GGGAAAACCCT GGCGT TACCCAACT TAATCGCCT TGCAGCACATCCCC
CTTTCGCCAGCT GGCGTAAT AGCGAAGAGGCCCGCACCGAT CGCCCT TCCCAACAGT TGCGCAGCCT GAAT GGCG
AATGGCGECCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTATTTCACACCGCATATGGTGCACTCTCAGTA
CAATCTGCTCTGATGCCGCATAGT TAAGCCAGCCCCGACACCCGCCAACACCCGCT GACGCGCCCTGACGEECTT
GTCTGCTCCCGGCATCCGCT TACAGACAAGCT GTGACCGT CTCCGGGAGCT GCATGT GTCAGAGGT TTTCACCGT
CATCACCGAAACGCGCGAGACGAAAGGGCCTCGTGATACGCCTATTTTTATAGGT TAATGT CATGATAATAAT GG
TTTCTTAGACGT CAGGT GGCACT TTTCGEGEGAAAT GT GCGCCGAACCCCTATTTGT TTATTTTTCTAAATACATT
CAAATATGTATCCGCT CATGAGACAATAACCCTGATAAAT GCTTCAATAATAT TGAAAAAGGAAGAGTATGAGTA
TTCAACATTTCCGTGICGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGI TTTTGCTCACCCAGAAACGC
TGGTGAAAGTAAAAGAT GCTGAAGAT CAGT TGGGT GCACGAGT GGGT TACATCGAACT GGATCTCAACAGCGGTA
AGATCCTTGAGAGT TTTCGCCCCGAAGAACGT TTTCCAATGATGAGCACT TTTAAAGT TCTGCTATGT GGCGCGG
TATTATCCCGT ATTGACGCCGGEGECAAGAGCAACT CGGT CGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACT TGGTTGAGT
ACTCACCAGT CACAGAAAAGCAT CTTACGGAT GGCATGACAGT AAGAGAAT TATGCAGT GCTGCCATAACCATGA
GIGATAACACT GCGGCCAACT TACTTCTGACAACGAT CCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCCGCTTTTTTGCACAACA
TGGGGGATCATGTAACT CGCCTTGATCGT TGGGAACCGGAGCT GAAT GAAGCCATACCAAACGACGAGCGT GACA
CCACGATGCCTGTAGCAAT GGCAACAACGT TGCGCAAACTATTAACT GGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGC
AACAATTAATAGACT GGAT GGAGGCGGATAAAGT TGCAGGACCACT TCTGCGCT CGGCCCT TCCGECTGECTGGT
TTATTGCTGATAAAT CTGGAGCCGGT GAGCGT GGGT CTCGCGGT AT CAT TGCAGCACT GGGGCCAGATGGTAAGC
CCTCCCGTATCGTAGT TATCTACACGACGGGEGAGT CAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCTGAGA
TAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACT GTCAGACCAAGT TTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAAC
TTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGT GAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGT GAGT
TTTCGITCCACT GAGCGT CAGACCCCGTAGAAAAGAT CAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAA
TCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCCTACCAGCGGTGGT TTGT TTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTT
TTCCGAAGGTAACT GECTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACT GTCCTTCTAGT GTAGCCGT AGT TAGGCCACC
ACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGT TACCAGT GGCTGCTGCCAGT GGCG
ATAAGT CGT GT CTTACCGGGT TGGACT CAAGACGATAGT TACCGGAT AAGGCGCAGCGGT CGGGECT GAACGGEEEG
GI'TCGT GCACACAGCCCAGCT TGGAGCGAACGACCT ACACCGAACT GAGATACCTACAGCGT GAGCTATGAGAAA
GCGCCACGCT TCCCGAAGGGAGAAAGGECGGACAGGT AT CCGGT AAGCGECAGEGET CCGGAACAGGAGAGCGCACGA
GGGAGCT TCCAGGGEEGAAACGCCTGGTATCTTTATAGT CCTGT CGGGT TTCGCCACCT CTGACT TGAGCGT CGAT
TTTTGIGATGCTCGT CAGGGEGEECCGAGCCTAT GGAAAAACGCCAGCAACGCGECCTTTTTACGGT TCCTGGECCT
TTTGCTGECCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGT TATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTG

AGTGAGCTGATACCGCT CGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGT CAGT GAGCGAGGAAGCGGAAGA-3’
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ABSTRACT

Im tcdA-Gen desClostridium difficile Stammes C34 wurde eine Insertion mit einer
GroBRe von 1975 bp lokalisiert. Der als 16 bezeichneten Insertion konnten
charakteristische Merkmale von Gruppe | Introns und von Insertionselemamewiesen
werden. Dem im 5 Bereich gelegenen Anteil lieBen sich die Irdpazifischen
Eigenschaften zuordnen, im 3’ Anteil wurden zwei offene Leseraggtiemden, die hohe
Homologien zu Transposasen de60S Familie hatten. Funktionelle Analysen belegten die
SpleiRaktivitat des chimaren Ribozymes. I8t konnte in mehren Kopien in allen
untersuchtenC. difficile Stammen nachgewiesen werden. In anderen clostridialen Spezies
konnte das Gruppe | Intron bislang nicht vorgefunden werden. Der Integrationsor
C. difficile war in allen untersuchten Fallen immer ein offenes LeseraBtglang waren
Gruppe | Introns noch nie in bakteriellen offenen Leserastern beschmaleden. Es kann
angenommen werden, dass der chimare Aufbau des Ribozymes die ibmeigréakterielle
offene Leseraster ermdglicht. Dabei ware fir die SpleiRaktig#a Gruppe | Intron Anteil
malf3geblich, die Mobilitdt wirde Uber den IS Element Anteil verhnitten Rahmen der
Dissertationsarbeit konnten erste experimentelle Hinweisechtbraerden, dass das chimare
Ribozym an der evolution clostridialer Proteine beteiligt sein karoyow seinen Wirt
C. difficile entsprechend profitieren wirde.

An insertion of 1975 bp is situated in tleed A-gene ofClostridium difficilestrain C34.
The insertion was designated asl®&tl and it had characteristics of group | introns and
insertion elements. The group | characteristcs could be found in the®’of the genetic
element, in the 3’ area two open reading frames were locatdéd high homologies to
transposases of thed@5 family. Functional studies could proof the splicing activity of the
ribozyme. CdiStl could be found in several copies in@lldifficile strains examined so far. It
was absent in other examined clostridial species. In all dagestegration site ic. difficile
was an open reading frame. Up to now, group | introns never were distondoacterial
open reading frames. It can be assumed that the chimeric chat@steof the ribozyme
permit an integration in bacterial open reading frames. The gronmjpoh part would be
responsible of the splicing activity, the IS element part could ateedhe mobility of the
genetic element. First experimental evidences point to a possiblgement of the chimeric
ribozyme in the evolution of clostridial proteins, so the l@dtifficile could benefit from its
presence.



