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1 Einleitung und Zielsetzung

1.1 Einleitung

Die Streptokokken gehéren zur Gruppe der grampositiven Bakterien, und sind Erreger
verschiedener Krankheiten bei Mensch und Tier. Biochemisch sind sie als Katalase-
negative, chemoorganotrophe, nicht sporenbildende Keime mit einem Temperaturoptimum
von 37°C charakterisiert. Sie wurden von Lancefield mit Hilfe von Antiseren gegen
Zellwandpolysaccharide in verschiedene serologische Gruppen untergliedert. Eine grofde
humanpathogene Bedeutung unter den Streptokokken besitzen die Streptokokken der Art
Streptococcus pyogenes (Gruppe-A-Streptokokken), welche unter anderem als Erreger der
Streptokokkenangina, des Scharlachs, weiterer eitriger und nicht-eitriger Entziindungen
sowie als ausldosendes Agens der "Poststreptokokkenerkrankungen" (Rheumatisches
Fieber, Poststreptokokken-glomerulonephritis) beim Menschen bekannt sind. Die Strep-
tokokken der anderen serologischen Gruppen sind z.t. tierpathogene Keime, teilweise
humanpathogene Opportunisten die haufig erst dann eine Bedeutung als Erreger erlangen,
wenn der Wirtsorganismus Uber eine schwache oder geschwachte Immunabwehr verflgt.
Zu diesen fakultativ humanpathogenen Erregern zahlen auch die Streptokokken der
serologischen Gruppe B (Streptococcus agalactiae), welche erstmals als Erreger einer
Rindermastitis (Gelber Galt) isoliert wurden. Die Erstbeschreibung als humanpathogener
Keim erfolgte 1935 durch Fry als Erreger einer puerperalen Sepsis. In der Folgezeit zeigte
sich die Bedeutung der Gruppe-B-Streptokokken (GBS) vor allem als Erreger von
Neugeboreneninfektionen. Seit dem Beginn der 70er Jahre wurden vermehrt Falle von
Neugeborenensepsis mit GBS als Erreger beschrieben.

Die Haufigkeit dieser Infektionen mit GBS wurde nach einer Untersuchung von Boyer et al.
(1983) fur das Jahr 1981 mit 2 Fallen auf 1000 normalgewichtige Neugeborene und mit 20
Fallen auf 1000 Neugeborene unter 1000 g Geburtsgewicht angegeben. GBS waren damit
die haufigsten Erreger einer neonatalen Sepsis in den USA. Auch im Zeitraum zwischen
den Jahren 1980 und 1990 zeigten die Untersuchungen von Cochi (1983), Pyplinow (1994)
und Regan (1991) eine fast unveranderte hohe Inzidenz. In den verschiedenen
Untersuchungen wurde eine relativ gro3e Streubreite der Kolonisation von Schwangeren
und Neugeborenen abhangig vom Land, der Region, dem sozialen Status sowie dem
Entnahmeort des Abstriches und der Nachweismethode gefunden. Baker et al. (1988)
zeigten eine bis zu 50% niedrigere Detektionsrate bei der ausschlieRlichen Verwendung

von Cervix- im Vergleich zu zusatzlich durchgefiihrten Anorektalabstrichen sowie bei
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Auswahl ungeeigneter Selektivmedien. Die in friheren Untersuchungen stark variierenden
Besiedlungsraten kénnten daher auch methodisch bedingt sein. Gordons et al. und Anthony
et al. (1981) fanden bei schwangeren Frauen im Urogenital- und Gastrointestinaltrakt einen
Besiedlungsgrad von 5 - 40%. Diese Besiedlung wird als die Hauptquelle fir Neugeborene-
ninfektionen angesehen. In Europa wird die Besiedlungsrate von Schwangeren mit 12 -
13,5% angegeben (de Cueto et al., 1996 und Hordnes et al., 1996). In den USA scheint die
Besiedlung mit 21% etwas hoéher zu liegen (Regan et al., 1996), wobei neuere
Untersuchungen von Hickman et al. 1999 einen weiteren Anstieg der Inzidenz auf ca. 30%
bei schwangeren Frauen nachgewiesen haben. Eine Besiedlung mit GBS im zweiten
Schwangerschaftstrimenon wurde von Regan et al. 1996 als Risikofaktor fur
Frihgeburtlichkeit und Untergewichtigkeit der Neugeborenen diskutiert. Eine erhdhte
Sepsisrate beim Neugeborenen (19% bei kolonisierten, 0,6% bei nicht besiedelten Frauen)
war in dieser Untersuchung jedoch ausschlieRlich mit der Kolonisation der Mutter zum
Geburtszeitpunkt korreliert.

Neben diesen Neugeborenen- und Schwangerschaftsinfektionen sind GBS als Erreger
klinisch relevanter Infektionen, insbesondere bei Harnwegsinfektionen, aber auch bei
Pneumonien,Endokarditiden und Hautinfektionen beschrieben worden (Blancas et al. 2003
sowie Farley 2001). Schwere GBS-Infektionen im adulten Alter stehen im Zusammenhang
zu spezifischen Risikofaktoren wie hohes Alter (> 65 Jahre), Diabetes mellitus,
beeintrachtigter Immunabwehr, Multimorbiditat und Bettlagrigkeit (Tyrell et al. 2000) Diese
schweren Verlaufe bei den vorgeschadigten Patienten weisen eine hohe Mortalitatsrate (5 —
30%) auf (Bolands et al. 2001 und Blancas et al. 2003).

Die Ursachen fir die Pathogenitat der GBS sind im Einzelnen ungeklart. Die Bedeutung der
Polysaccharid-Kapsel als Hauptvirulenzfaktor ist anzunehmen. Dabei ist festzustellen, dass
Infektionen von Neonaten mit Kapseltyp Ill GBS in der Regel einen schwereren Verlauf
zeigen als solche mit Kapseltyp-l oder -Il B-Streptokokken. Baker und Kasper fanden 1976
im Nabelschnurblut von an GBS-Sepsis erkrankten Neugeborenen signifikant niedrigere
Spiegel an spezifischen Typ llI-Antikérpern, was sie als Hinweis auf die protektive Funktion
dieser Antikorper werteten. Bei Abwesenheit dieser spezifischen Typ Il Antikdrper im Blut
von Schwangeren ist daher von einem erhohten Risiko fiir eine GBS-Infektion fir Mutter
und Kind auszugehen. Aus tierischen Quellen stammende Isolate haben haufig keine
nachweisbare Kapsel, wahrend schwere Infektionen beim Menschen uberwiegend von
bekapselten GBS verursacht werden. Bei den ZNS-Infektionen von immunsupprimierten
Erwachsenen dagegen sind GBS des Kapseltyps-Il die haufigsten Erreger. Fur die Typ-IlI-

Kapselsubstanzen konnte in verschiedenen Tiermodellen sowie an Zellkulturen mit
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Humanleukozyten gezeigt werden, da® sowohl die Aktivierung des alternativen
Komplementsystems als auch die Phagozytose der Erreger durch eine intakte Typ-Ill-
Kapselstruktur gehemmt wird (Rubens, Wessels et al. 1987, Wessels, Rubens 1986).
Insbesondere der Kieselsdure-Gehalt der Kapsel spielt als Virulenzfaktor eine besondere
Rolle, wobei ein héherer Gehalt an Kieselsdure die Aktivierung des Komplementsystems
hemmt (Edwards et al. 1982). Die Kapsel der aus invasiven Infektionen und Meningitiden
isolierten Stamme enthalt deutlich mehr Kieselsdure als bei klinischen Isolaten aus nicht-
invasiven Infektionen. Bei aus nicht-invasiven Infektionen isolierten Stdmmen ist dagegen
eine hohe Aktivitdt an Cb5a-ase als Komplement-inaktivierender Mechanismus der GBS
beschrieben worden (Briesacher et al. 1995). Takahashi et al. beschrieben 1995 die Cha-
ase-Bildung zur Abschwachung der Immunantwort und 1999 die gegenseitige Hemmung
dieser beiden Mechanismen, wobei die ausbleibende Aktivierung des Komplementsystems
durch hoheren Kieselsdure-Gehalt der Kapsel eine Invasion und Baktrieamie eher
begunstigt als die Inaktivierung des Komplemetsystems durch die C5a-ase.

Auler den Typenantigenen werden bei GBS in erster Linie von den Bakterien in ihre
Umgebung abgegebene Zytotoxine als Pathogenitatsfaktoren diskutiert. Von diesen sind bis
jetzt das Hamolysin sowie der CAMP-Faktor bekannt. Das Hamolysin befahigt GBS zur R-
Hamolyse bei Wachstum auf Schafblutagar. Es gilt als ein verstarkender, aber nicht
essentieller Virulenzfaktor bei der GBS-Sepsis(Ferrieri, 1985; Weisner und Rubens, 1987
sowie Tapsall et al. 1991). Uber die Klonierung und die DNA-Sequenzanalyse des
Hamolysin-Gens wurde von Lutticken (1988) und Conrads et al. (1990) berichtet. Nach
neueren Erkenntnissen handelt es sich bei dem dort charakterisierten Gen nicht um das
eigentliche Hamolysingen, sondern um ein Gen flr ein regulatorisch wirksames Protein,
welches in E. coli-Wirten die Expression latenter Hamolysine aktiviert. Das tatsachliche
Hamolysingen der Gruppe-B-Streptokokken (cylE) wurde 1999 von Spellerberg et al. durch
Transposon-Mutagenese entdeckt und spater durch Pritzlaff (2001) und Glaser (2002)
bestatigt. Inwieweit fur die ,in vivo® Funktion des Hamolysins (Nizet, 2002) neben dem
Strukturgen (cylE) weitere Gene erforderlich sind ist noch Gegenstand der aktuellen
Diskussion (Spellerberg und Nizet 2003).

Im Gegensatz zum Hamolysin, welches Tiererythrozyten ohne jegliche Vorbehandlung zu
zerstéren vermag, handelt es sich beim CAMP-Faktor um ein Ko-Zytolysin. Die
kohamolytische Wirkung der GBS wurde zuerst 1944 von Christie, Atkins und Munch-
Petersen beschrieben. Die Bezeichnung CAMP-Faktor ist ein Akronym aus den Namen der
Erstbeschreiber. Die durch den CAMP-Faktor bewirkte CAMP-Reaktion ist ein Phanomen,

welches z.B. bei Wachstum von GBS auf Schafblutagar innerhalb der Diffusionszone des
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Staphylococcus aureus B-Toxins auftritt. Dabei kommt es durch das Zusammenwirken von
CAMP-Faktor und B-Toxin zu einer Hamolyse. Die CAMP-Reaktion kann auch als CAMP-
Plattentest zur Identifikation von Gruppe B Streptokokken in der Routinediagnostik
eingesetzt werden.

Die Erstbeschreiber erkannten als Ursache flir das kohamolytische Phanomen einen
extrazellularen, hitzestabilen und filtrierbaren Faktor, welcher von den Keimen in den
Kulturiberstand abgegeben wird. Brown et al. beschrieben 1974 die antigenen
Eigenschaften des CAMP-Faktors und die Hemmung des CAMP-Phanomens durch Anti-
seren infizierter Tiere. Bernheimer et al. charakterisierten 1979 den CAMP-Faktor als
Protein mit einem Molekulargewicht von 23.500 Dalton und einem pK-Wert von 8,3. Durch
Experimente an Liposomen erklarten Bernheimer et al. den Wirkungsmechanismus als
nichtenzymatische Bindungsreaktion des CAMP-Faktors an die Spaltprodukie von
Sphingomyelinasen (z.B. Ceramide), durch welche die Phospholipid-Doppelmembran
destabilisiert wird.

Die Arbeitsgruppe um Fehrenbach bestatigte 1984 den nichtenzymatischen
Wirkungsmechanismus des CAMP-Faktors und beschrieb die Abhangigkeit der
Kohamolyse von bestimmten Phospholipid/Cholesterin-Relationen. Anzeichen fiir einen
CAMP-Faktor spezifischen Rezeptor ergaben sich nicht. Nach Fehrenbach et al. (1984)
wird durch die Vorbehandlung mit Sphingomyelinasen der Zwitterionencharakter von
Phospho- und Sphingolipiden an der Membranaufienseite aufgehoben, was zu einer
Anderung der "Fluiditat" der Doppelmembran fiihrt. Die Interaktion von CAMP-Faktor mit
diesen vorgeschadigten Membranstrukturen fuhrt dann zu umschriebenen Defekten in der
Zellmembran und damit zur Zytolyse.

In ihren Untersuchungen mit rekominantem CAMP-Faktor konnten Lang und Palmer 2003
zeigen, dass die CAMP-Kohamolyse durch Zugabe von Polyethylenglykol mit einem
Molekulargewicht > 6000 aufgehoben werden kann. Da dieser Effekt auf eine Bildung von
transmembranaren Poren schliessen lasst, konnten sie anhand des ,osmotischen Radius”
von PEG 6000 auf eine PorengréfRe von 1,6 bis 2,7 nm schliessen. Da diese Poren in der
Elektronenmikroskopie heterogen aussahen vermuten sie eine Bildung von CAMP-Faktor-
Oligomeren als zugrundeliegenden Mechanismus. Weiter beschrieben sie eine deutlich
schlechtere Kohamolyse an Liposomen. Insgesamt beeinflusste der Cholesteringehalt die
CAMP-Hamolyse in Liposomen starker als der Gehalt an Ceramiden.

Jirgens et al. beschrieben 1984 den CAMP-Faktor aus Kulturiiberstand als ein Protein von
25.000 Da. mit einem isoelektrischen Punkt von 9,1, welches sich durch Bromcyan-

Spaltung in zwei unterschiedlich grof3e Fragmente von 10 kDa (N-terminales Ende) und 15
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kDa (C-terminales Ende) spalten lieR. Zusatzlich zu dem 25 kDa Protein beschrieben
Fehrenbach et al. 1988 noch vier weiter Formen des CAMP-Faktors im Kulturiiberstand (22
— 27 kDa), die sich nur in der Lange des N-Terminus unterscheiden und die nach
Bromcyan-Spaltung weitere 2 — 4 kDa grole Fragmente ergeben. Jirgens et al.
beschrieben 1987 eine unspezifische Bindung des CAMP-Faktors an Immunglobuline der
Klassen IgG und IgM verschiedener Saugetiere. Da die spezifische Bindungsfahigkeit der
Antikérper dabei erhalten blieb, folgerten sie daraus auf eine Bindung des CAMP-Faktors
an den Fc-Teil von Immunglobulinen, ahnlich dem Bindungsverhalten von Protein A mit
Antikérpern. Mit dem gereinigten CAMP-Faktor wurden spezifische Antiseren erzeugt die in
der Lage sind die CAMP-Hamolyse zu unterdriicken. Die Inhibition durch Immunglobuline
der Klasse IgM ist dabei ausgepragter als durch solche der Klasse IgG.

Aus diesen Ergebnissen entwickelten die Autoren ein Modell des Pathomechanismus des
CAMP-Faktors. In der experimentellen Prifung dieses Modells an der Maus konnten sie
beobachten, dal® Infektionen mit GBS bei zusatzlicher Gabe von CAMP-Faktor einen
schwereren bis letalen Verlauf nahmen als solche ohne zusatzliche Gabe von CAMP-
Faktor. Die Gabe von CAMP-Faktor ohne zusatzliche Infektion mit GBS provozierte jedoch
keine Krankheitszeichen, so dal} der CAMP-Faktor als alleiniges Pathogen unwirksam war.
Zur Erklarung dieses Effekts fuhrten die Autoren eine Modulation der Immunantwort des
Wirtes durch den CAMP-Faktor an. Im Einzelnen vermuteten sie eine Antikorper
abfangende Funktion des CAMP-Faktors, die durch die verringerte Gesamtmenge an IgG-
Antikérpern zu einer ineffektiveren Immunantwort flhrt. Mit dieser These erklarten sie auch
die erhohte Anfalligkeit der Neugeborenen, da diese Giberwiegend auf die begrenzte Menge
an Ubertragenen mautterlichen IgG-Antikdrpern angewiesen sind und bei Auftreten akuter
bakterieller Infektionen keine ausreichenden Mengen eigener Antikdrper bilden kénnen.
Von derselben Arbeitsgruppe wurde 1988 die Aminosaurensequenz des CAMP-Faktors
ermittelt. Demnach handelt es sich um ein Polypeptid aus 226 Aminosauren, mit einem
Molekulargewicht von 25.263 Da. Es enthalt zwei verschiedene repetitive Sequenzbereiche
in denen je 5 bzw. 11 Aminoséauren dreifach reiteriert werden. Damit unterscheidet sich der
CAMP-Faktor von anderen Fc-bindenden Proteinen (Protein A, Protein G) durch die ver-
gleichsweise geringe Anzahl der repetitiven Bereiche. Die Sequenz des CAMP-Faktors
enthalt keine ausgepragt hydropohoben Bereiche, die als Ankersequenzen in Membranen
dienen koénnten. Untersuchungen von Rihimann et al. 1988 an Spaltprodukten des CAMP-
Faktors erbrachten Hinweise auf die Lokalisation der verschiedenen Proteinfunktionen.
Demnach war der N-terminale Teil fur die kozytolytische Fahigkeit zustandig, wahrend das

13,5 kDa Spaltfragment aus der Proteinmitte die Funktionsdeterminante fur die Fc-
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Bindungsfahigkeiten war. Bei Sequenzvergleichen entdeckten Ruhlmann et al. 1990
Homologien des N-terminalen Teils des CAMP-Faktors (AS 1-120) zu einem vermutlich
lipidbindenden Teil des humanen Apolipoprotein A-IV (32%) sowie eine Homologie des C-
terminalen Teils des CAMP-Faktors (AS 129-217) zu Protein A (36%). Die Homologien zum
Apolipoprotein A-IV kdnnten zu einer dhnlichen Funktion und Sekundarstruktur, namlich der
Bildung ampiphiler Helixes, fuhren. Die Homologie zu Protein A kdnnte ebenfalls zu einer
ahnlichen Funktion, der Fc-Bindung von Antikérpern, fuhren.

1988 berichteten Schneewind et al. Uber die Isolierung des CAMP-Gens (cbf-Gen) aus GBS
und die anschliellende Klonierung in Lambda-Phagen, sowie die Subklonierung in E.coli-
Plasmide. Der aus dieser Arbeit resultierende Klon pCO63 war Ausgangspunkt der

vorliegenden Arbeit.
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1.2 Zielsetzung

Zielsetzung der Arbeit war die Subklonierung des cbf-Gens aus dem Plasmidklon pCOG3,
seine Charakterisierung sowie die DNA-Sequenzanalyse. Die DNA-Sequenzdaten des cbf-
Gens sollten den Vergleich mit den Sequenzen anderer Zytolysine und anderer Fc-
bindender Proteine ermdglichen, sowie die Analyse von Promotor- und Regula-
tionssequenzen ermdglichen. Nach erfolgter molekularer Charakterisierung waren weitere
Untersuchungen, wie z.B. die Klonierung des cbf-Strukturgens in ein Expressionssystem,
geplant, um so genauere Studien Uber die "in-vitro"-Wirkungsweisen des CAMP-Faktors zu
ermdglichen. Mit der bekannten Sequenz sollten weitere Experimente zur gezielten
Mutation des Gens sowie zur Expression von Proteinsubfragmenten ermdglicht werden, um
so die Lokalisation der Funktionen innerhalb der Aminosaurensequenz zu untersuchen. Mit
Hilfe des von Weber et al. 1990 entwickelten monoklonalen Antikérpers gegen CAMP-
Faktor sollten dann auch Untersuchungen Uber die antigenen Eigenschaften der
verschiedenen Bereiche des CAMP-Faktors durchgeflhrt werden.

Das Plasmid pCO63, welches aus der Arbeit von Schneewind (1988) resultiert, tragt ein 3,6
kB groRRes rekombinantes DNA-Fragment. Das Genprodukt dieses Inserts zeigte in der
SDS-PAGE eine Molekilgrofle von 27 - 30 kDa und reagierte im Immunoblot mit
polyklonalem Anti-CAMP-Serum von Kaninchen. Dieser Subklon war Ausgangspunkt der
vorliegenden Arbeit.

Nachdem im Verlauf der Arbeiten die Lokalisation des cbf-Gens auf dem Plasmid pCO63
ausgeschlossen werden konnte, wurde die Aufgabenstellung auf die Isolierung und

Sequenzierung des CAMP-Gens aus chromosomaler GBS-DNA hin geandert.



Oliver Blankenstein

Material und Methoden

2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Bakterien und Plasmide

Name Eigenschaften, Referenz Quelle
Bakterien:
E.coli DH5a Transformations-Rezipient, Klonierungswirt mit | 1
lacZo-Komplementierung (Hanahan et
al.,1983)
E. coli JM103 Wirtsstamm fir pCO62 u.pCO63 (Messing et 1
al.,1985)
E.coli 294 (ATTC 25922) | Referenzstamm zur Antibiotikatestung 2
Staph. aureus ATTC B-Toxin bildender Stamm 2
6538
S. agalactiae R268 CAMP-pos., Haemolysin-neg. Streptococcus 1
der serol. Gruppe B, Serotyp IlI/R
S. agalactiae CAMP-neg., Haemolysin-pos. Streptococcus 1
74-360 der serol. Gruppe B, Serotyp llI
S. agalactiae DSM 2134 | Referenzstamm, CAMP-pos., Haemolysin- 3
pos., serol. Gruppe B, Serotyp llI
Plasmide
pHSG575 pHSG576 low-copy-number Plasmide, lacZo-Kompl., 1
Chloramphenicolresistenz (Takeshita et
al.,1987)
pBGS 18 high-copy-number Plasmide, 4
pBGS 19 lacZa-Kompl., Kanamycinresistenz, (Spratt et
al., 1986)
pUC 18 high-copy-number Plasmid, lacZa-Kompl., 5
puUC 19 Ampicillinresistenz (Yanisch-Peron et al.,1985)
pCO63 pHSG575-Plasmid mit 3,6 kB Insert 1

(Schneewind, 1988)
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Bezugsquellen:

1 = Prof. Ltticken, Institut fir Medizinische Mikrobiologie, RWTH Aachen

2 =ATTC, Rockville (USA)

3 = DSMZ, Braunschweig

4 = Prof. Dr. Dr. Podbielski, Medizinische Mikrobiologie, Universitat Rostock
5 = Merck AG, Darmstadt

2.1.2 Chemikalien, Enzyme, Nahrmedien

2.1.2.1 Chemikalien

Die Chemikalien wurden bezogen von: Amersham, Braunschweig; Beckmann, Duisseldorf;
Behring-Werke, Marburg; C. Roth GmbH, Karlsruhe; Marine Colloids, USA; Merck AG,
Darmstadt; Pharmacia, Freiburg; Sigma Corp., Mlnchen.

Die Quellen fur Antibiotika waren Boehringer Ingelheim (Chloramphenicol) und Grinenthal
GmbH, Stolberg (Ampicillin).

2.1.2.2 Enzyme:

Firma Enzyme

Boehringer Mannheim Alle Restriktionsenzyme, T4-Polynukleotid-

Kinase, Alkalische Phosphatase

Gibco-BRL, Gaithersburg (USA) T4-Ligase, Tag-Polymerase
Cetus Corp., Berkeley (USA) Tag-Polymerase
Pharmacia, Freiburg T7-DNA-Polymerase
Sigma Corp., Miinchen Lysozym, RNase

2.1.2.3 Nahrmedien:

Flissigmedien: Rezept / Hersteller

LB-Medium (Luria-Broth) 15g tryptisches Pepton (2), 5g Hefeextrakt (2) 5g NaCl; ad 11 mit
Aqua dest., ph 7,4.

TPY-Bouillon 309 trypt. Pepton (2), 10g Hefeextrakt (2); ad 11 mit Aqua dest.,
pH 7,2.

Todd-Hewitt-Bouillon Fertigndhrmedium (Oxoid CM 189).

CASO-Bouilon Fertigndhrmedium (Merck 5459)
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Festnahrmedien:

Hersteller / Rezeptur

D.S.T.-Agar Fertignahrmedium (Oxoid CM 261).

H-Weichagar 10g Bacto-Trypton (2), 8g NaCl, 12g Bacto-Agar (2); ad 1l mit

Ag.dest. (Wurde bei Bedarf mit IPTG (0,1M) und x-Gal (2%) versetzt).

Schafblutagar Fertignahrboden (Oxoid CM 55) mit 3g Hefeextrakt (2), 1g Na-

Phosphat, 0,5g Na-Acetat je Ltr. Aq.dest.

Bezugsquellen fiir Nahrmedien:

Oxoid = Oxoid Life Technology, Basingstoke (GB)

2= Difco, Detroit (USA)

Den Nahrmedien wurden zur Selektion auf Antibiotika-resistente Bakterien Ampicillin (50 mg/l)

oder Chloramphenicol (25 mg/l) zugesetzt.

2.1.3 Puffer und Losungen

Soweit nicht anders angegeben, wurden die Puffer und Lésungen nach den Vorschriften von

Sambrook et al. (1989) angesetzt.

Spezielle Puffer und Lésungen

Rezeptur

CAMP-Hamolysepuffer:

10 mM Tris-HCI, 0,9% NaCl

CAMP-Hamolysepuffer mit
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF):

10 mM Tris-HCI, 0,9% NaCl, 40 mg/ml PMSF

TENS:

10 mM Tris pH 7,5, 1 mM EDTA ,0,5 % SDS,
1 N NaOH ad pH 8,0;

TENS-Puffer:

10 mM Tris, pH 7,5, 1 mM EDTA, 0,2 N NaOH, 0,5
% SDS.

Blocking Solution:

30 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI, pH 7,5, 1 mM EDTA,
0.3% Tween 20

mit 0,3 g Magermilchpulver/ml.

Birnboim-Acetat::

29,4 ml Kaliumacetat (29,4 %),
5 ml einer 90%-igen Ameisensaure (5 %),
Aqua bidest ad 100 ml.

TE-Puffer:

10 mM Tris pH 7,5; 1 mM EDTA

10
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Spezielle Puffer und Lésungen

(Fortsetzung)

Rezeptur

Lysozymldsung:

0,3 M Glukose, 25 mM Tris pH 8,0,
25 mM EDTA pH 8,0,
1 kleine Spatelspitze Bromkresolgriin/100 ml,

vor Gebrauch Zugabe von 2-4 mg Lysozym/ml

NaOH/SDS-Losung:

0,2 N NaOH, 1 % SDS

Kirby-Mix:

50 % neutrales Phenol
48 % Chloroform

2 % Isoamylalkohol

Lésung 1 (Colony blotting):

0,5 N NaOH, 1,5 M NaCl

Lésung 2 (Colony blotting):

0,5 M Tris pH 7,5, 1,5 M NaCl

Lésung 3 (Colony blotting):

1xSSC
10mM Magnesiumchlorid

0,5 mg Proteinase K/ ml

20 x SSC:

3 M NaCl
0,3 M Natriumcitrat
pH 7,0 mit HCI einstellen

Prahybridisierungslosung:

6 x SSC
5 x Denhardt-Lésung
0,5% SDS

1 mg frisch denaturierte Salmon Sperm DNA/mI

50 x Denhardts-Lésung:

1% Ficoll
1% Polyvinylpyrrolidon
1% BSA (Fraktion V)

Boehringer Puffer I:

0,1 M Maleinsaure
0,15 M NaCl
ph 7,5 mit NaOH einstellen

Boehringer Puffer Il

Blocking-Vorratslosung 1:10 in Puffer | verdiinnen

Blocking-Vorratslésung:

10 g Blocking Reagenz
100 ml Boehringer Puffer |

[6sen und bei 121°C autoklavieren
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Spezielle Puffer und Lésungen Rezeptur
(Fortsetzung)
Boehringer Puffer IlI: 0,1 M Tris HCI
0,1 M NaCl

0,05 M Magnesiumchlorid
pH 9,5 mit NaOH einstellen

Boehringer Waschpulffer: 3 ml Tween 20

1 1 Boehringer Puffer |

AMPPD-Gebrauchslésung: 1 ml AMPPD
99 ml Boehringer Puffer Il

2.1.4 Gerate und technische Ausstattung

Firma Gerat
Beckmann, Miinchen: Ultrazentrifuge TL-100, DNA-Syntheziser 200 A
Biometra, Géttingen: Hybaid Hybridisierungsofen, PCR Trio-Heizblock
Biorad, Hercules (USA): Stromgeber fir Elektrophorese Modell 3000 XI,

UV-Crosslinker

Gibco BRL, Gaithersburg (USA): Dot Blot Apparatur

cti, Idstein: Consort-Stromgeber fir die Elektrophorese Modelle
E-443 und E-752; Horizontalelektrophoresekammern,

Glasplatten, Haifischzahnkamme

Du Pont, Bad Homburg: Sorvall RC 28S-Zentrifuge, Rotoren

Heidolph, Kehlheim: Reax 2000 Schuttler

Heraeus, Hanau: Biofuge A, Sterilisationsschrank, Varifuge K

Pharmacia-LKB, Freiburg: Photometer Ultrospec 4050, UV-Transilluminator

Bachofer, Reutlingen : Speedvac UVC 150 H mit Christ Kuhlfalle und Brand
Vakuumpumpe

Zeiss, Oberkochen: Abbe Refraktometer

2.1.4.1 Computer und Software
Die Analyse der gewonnenen Sequenzdaten erfolgte mit Hilfe des Programmpaketes

PCGENE der Firma Genofit SA, Genf, auf einem HP-Vectra QS/165 Personal Computer der
Firma Hewlett Packard.
Die Analyse von Nukleinsauren- und Peptidsequenzen sowie die Umsetzung von DNA- in

Peptidsequenzen erfolgte mit Hilfe der Unterprogramme des PCGENE-Pakets. Bei der
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Analyse von DNA-Sequenzen auf Homologien zur bekannten CAMP-Proteinsequenz
wurden auf beiden Einzelstrangen die Peptidsequenzen aus allen drei Leserastern
generiert und alle kodierenden Abschnitte mit einer Lange von 10 Aminosauren oder mehr

mit der bekannten Sequenz verglichen.
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2.2 Methoden

2.2.1 CAMP-Plattentest
Die zu untersuchenden Keime wurden im rechten Winkel zum B-Toxin bildenden S.aureus

(ATCC 6538) auf Schafblutagar ausgestrichen. Die Untersuchung auf CAMP-AKktivitat erfolgt
nach 20 und nach 48 Std. Bebritung bei 37 °C in 5% CO..

2.2.2 Anzucht und Temperaturinduktion von E. coli mit rekombinanten pJLA-
Plasmiden.

Zur Expressionsklonierung des rekombinanten cbf-Gens setzten wir das Expressionssystem
pJLAG02 ein. Dieser Vektor ist mit einer E. coli atpE-Translationsstartregion ausgestattet, die
unter Kontrolle des Bakteriophagen Ai-Promoters-p. , sowie des temperatursensitiven
Repressors ¢, steht. Dieser temperatursensitive Repressor unterdriickt die Translation fast
komplett bei Temperaturen zwischen 28°C und 30°C. Bei Temperaturen oberhalb 38 - 40°C
wird der Promoter freigegeben und die Translation wird maximal induziert. Gemeinsam mit der
eingebauten Polylinker-Sequenz und den darin enthaltenen Stop-Kodons im entsprechenden
Leseraster ermoglicht dieser Aufbau die gezielte Expression von Proteinen, was insbesondere
bei toxischen oder wachstumshemmenden Proteinen von Vorteil ist.

Die Amplifikation der zu untersuchenden Genfragmente, die Ligation der rekombinanten
Fragmente mit dem Vektor sowie die Transformation der DH5a-Wirtsbakterien mit den
rekombinanten Plasmiden erfolgte wie unter Abschnitt 2.2.9. beschrieben. Die Anzucht der
transformierten E. coli-Wirtsbakterien erfolgte in CASO-Bouillon mit 50 mg/l Ampicillin-Zusatz
bei 30°C bis zu einer optischen Dichte bei 550 nm (ODss) von 0,7. Nach Erreichen dieser
Keimdichte wurden die Keime fur weitere 2 - 3 Stunden im Wasserbad bei 40°C inkubiert und
dadurch der Promoter und die Genexpression freigegeben. Je nach rekombinantem Fragment
erreichten die Kulturen eine ODssq zwischen 1,0 und 1,3. Die so gewonnenen Zellen wurden 1
x gewaschen, bei 8.000+g uber 10 min abzentrifugiert und nach dem unten beschriebenen

Sonifikations-Protokoll lysiert.

2.2.3 Untersuchungen zum ko-hamolytischen Verhalten von Protein-
préaparationen

Die im Folgenden beschriebenen Untersuchungen zum CAMP-Phanomen in der
Mikrotiterplatte und zur immunolgischen Testung der gewonnenen E. coli-Klone wurden mit

ungereinigten Bakterien-Sonifikaten sowie mit Kulturiiberstandsproteinen durchgefihrt.
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2.2.3.1 Herstellung von E.coli-Zellysaten
Die Proteinisolierung aus E. coli wurde zum Aktivitdtsnachweis und der immunologischen

Analyse von nicht in den Kulturiberstand sezernierten Proteinen eingesetzt; insbesondere

sollten plasmidkodierte Proteine, welche normalerweise im Zellinneren verbleiben, untersucht

werden. Um eine Proteinkontamination mit Nahrmediumsproteinen weitgehend zu vermeiden,
wurden keine FlUssigkulturen verwendet.

Durchfiihrung:

— Wachstum der Keime 18 bis 24 h auf der Kulturplatte, ggf. mit entsprechendem
Selektionsantibiotikum.

— Abwaschen der Platten mit 5 ml PBS-Puffer, zweimaliges Waschen und zentrifugieren (Vari-
fuge/3500*g/5 min.) der Keime in PBS, zuletzt aufnehmen in PBS-Puffer mit 40 mg PMSF
(Phenylmethylsulfonylfluorid)/ml als Proteaseninhibitor.

— Die Keimsuspension sollte eine Extinktion bei 550 nm von gréRer 0,7 haben. Die
eingestellte Keimsuspension im Glas- oder Metallréhrchen wurde, bei Kihlung im Eisbad, 1
min. bei voller Leistung mit der Ultraschallsonde beschallt. Die Lésung sollte danach
opaleszent erscheinen.

— Abzentrifugieren der nicht zerstorten Keime (Varifuge/3500*g/5 min.)

— Sterilfiltration des Uberstandes durch Millex GS Sterilfilter (Millipore, Porenweite: 0.22 um).
Die sterilfiltrierten Sonikate konnten im Kiihlschrank mehrere Wochen aufbewahrt werden.

— Der Proteingehalt der Sonikate wurde mit dem BCA-Proteinassay (Pierce Chem. Comp.
23225) nach Vorschrift des Herstellers ermittelt. Der Gesamtproteingehalt der Sonikate lag

zwischen 0,5 mg/ml und 4 mg/ml.

2.2.3.2 Proteinisolierung aus Kulturtiberstanden
Proteine, deren Auftreten im Kulturliberstand bereits beschrieben wurde, wurden aus 500 ml

Ubernachtkulturen isoliert. Die Anzucht von S. agalactiae erfolgte in TPY-Bouillon, diejenige

von S. aureus in Caso-Bouillon.

— Abzentrifugieren der Keime (Sorvall RC268/4225*g/25 min.)

— Die Uberstande wurden bis zu einem Séttigungsgrad von 75% mit Ammoniumsulfat versetzt
und Uber Nacht zum Fallen bei 4°C inkubiert.

— Abzentrifugieren des gefallten Proteins (Sorvall RC 268 /13500*g/20 min), das Proteinpellet
wurde in 100 ul 0,2 M Ammoniumhydrogencarbonat aufgenommen.

— Losung in Dialyseschlauche flllen (PorenausschluRgrofie 3500 Da) und Uber 2-3 Tage in

10-20 | Dialysepuffer unter Riihren dialysieren.
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— Das Dialysat wurde anschlieRend lyophilisiert und bei einer Temperatur von -70 °C

aufbewahrt.

2.2.3.3 Blutplatten-Gegendiffusionstest
In Schafblutplatten wurde zentral eine Rinne (3 mm breit) und im Abstand von 0,5 cm davon

jeweils 3 Locher (Durchmesser 8 mm) ausgestanzt. Die zentrale Rinne wurde mit einer
Praparation von R-Toxin gefillt. In die Probenlécher wurden eine Praparation von CAMP-
Faktor als Positivkontrolle sowie Proteinpraparationen vermutlicher CAMP-Klone eingefiillt.

Nach 3 Std. Inkubation bei Raumtemperatur erfolgt die Untersuchung auf Kohamolyse.

2.2.3.4 Untersuchung auf Kohdmolyse im Reagenzglas
Defibrinierte Schafserythrozyten wurden nach dreimaligen Waschen in 0,9% NaCl in CAMP-

Hamolysepuffer aufgenommen und zu einer 1% Schafserythrozytensuspension verdunnt. 0,5
ml des zu testenden Sonikates, respektive 0,5 ml S.agalactiae Kulturiberstand als Positiv-
kontrolle, wurden mit 0,5 ml der eingestellten Schafserythrozytenldsung gemischt und jeweils
50 ul B-Toxinpraparation zugegeben. Nach 1 Std. Inkubation bei 37 °C wurde das Hamolyse-

verhalten qualitativ beurteilt.

2.2.4 DNA-Praparation
Die zur Isolierung von Plasmid-DNA verwendeten Verfahren beruhen alle auf dem Prinzip der

alkalischen Lyse. Der Vorteil dieser Methoden besteht in der frihzeitigen Fallung und damit
Abtrennung der chromosomalen DNA.

Zur Isolierung chromosomaler DNA aus Streptokokken verwendeten wir ein modifiziertes Ver-
fahren nach Huang et al. (1989).

Die Methodik bei der Plasmid-Praparation ist abhangig von der eingesetzten Keimmenge; um
DNA im groReren MafRstab zu gewinnen, wurde ein modifiziertes Verfahren nach Birnboim
(1983) eingesetzt ("Maxipraparation"). Aus kleineren Keimmengen wurde die DNA im Ein-

Schritt-Lyse-Verfahren nach Zhou et al.(1990) gewonnen.

2.2.4.1 Praparation von Plasmid-DNA aus E.coli
Als Ausgangsmaterial bei der Plasmidpraparation dienten Uber Nacht bei 37°C bebrutete

D.S.T. Platten mit Antibiotikazusatz. Die Platten wurden am Abend vorher frisch beimpft.

Minipraparation:
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Ca. eine halbe 10 pl Einmal6se voll Keim-Material wurde von der Platte genommen, in 1 ml
physiologischer Kochsalzlésung suspendiert und 2 min. in der Biofuge A bei 4000 U/min
(1413*q) zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgegossen und das Pellet in der verbleibenden
Restflissigkeit resuspendiert. AnschlieRend wurden 300 ul TENS zugegeben und auf dem
Schittler wahrend 2-5 Sekunden gut durchmischt. Nach Zugabe von 150 pl Birnboim-Acetat
wurde erneut fir 2-5 Sekunden gemischt. Die dann ausgefallene chromosomale DNA, die
denaturierten Proteine und die Zellwandbestandteile wurden anschlie3end in der Biofuge A fur
2 min. bei 13000 U/min (14926*g) abzentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues
Eppendorfgefal Uberfiihrt, die DNA durch Zugabe von 900 pl eiskalten Athanols (96%) gefallt
und durch Zentrifugation in der Biofuge A fiir 2 min. bei 13000 U/min (14962*g) abzentrifugiert.
Der Alkoholiberstand wurde vorsichtig abdekantiert und das Pellet in 20 - 40 ul TE-Puffer

gelost.

Maxipréaparation:

Von mehreren gut bewachsenen Platten wurden die Keime mit 10 - 20 ml physiologischer
Kochsalzlésung abgesplilt und anschlieend in der Varifuge bei 4000 U/min (2500*g) fir 15
min. abzentrifugiert. Das Sediment wurde in 1 ml Lysozymlbsung je eingesetzte Platte
suspendiert und fur 10 min. bei 0°C inkubiert. Anschlieiend erfolgt die alkalische Lyse durch
Zugabe des zweifachen Volumens (der Lysozymlésung) an NaOH/SDS-Lésung und danach
die Neutralisation mit dem 1,5fachen Volumen Birnboim-Acetat. Das Gemisch wurde weitere
10 min. auf Eis inkubiert.

Nach der folgenden Zentrifugation in der Varifuge fur 15 min. bei 6000 U/min (5530*g) wurde
der Uberstand in ein neues GefaR tberfiihrt und durch 2 - 3malige Phenolextraktion mit Kirby-
Mix von noch geldsten Proteinen und Zellwandbestandteilen gereinigt. Um die Phenolreste zu
entfernen, wurde der Uberstand anschlieend mit 1/4 Volumen Chloroform/Isoamylalkohol
(24:1) erneut extrahiert. Die obere, walrige Phase wurde abgehoben und mit 1 Volumen eis-
kaltem Isopropanol versetzt. Es folgt die Prazipitation der DNA fir 30 min. bei -20°C. Die
prazipitierte DNA wurde durch Zentrifugation bei 6000 U/min (5530*g) pelletiert, das Pellet
wurde mit 70% Athanol gewaschen, anschlieRend getrocknet und in 400-500 pl TE-Puffer
aufgenommen. Um RNA zu entfernen wurde der Lésung 20 ul RNase zugegeben und weitere
15 min. bei 37°C inkubiert.

Isolierungen zur DNA-Sequenzierung wurden anschliellend Uber einen CsCl-Dichtegradienten
(Refraktionsindex 1,3905; Zentrifugation bei 360.000*g Uber 3 Stunden) weiter gereinigt und
die intakte Plasmid-DNA (ccc-Form) von den Formen mit Strangbriichen sowie von den Resten

chromosomaler DNA durch gezieltes Abziehen unter UV-Licht getrennt.
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2.2.4.2 Praparation chromosomaler DNA aus Streptokokken
Die Praparation chromosomaler DNA aus Streptokokken erfolgte nach dem Protokoll von

Huang et al. (1989). Die Methode basiert auf einer kombinierten Mutanolysin/Lysozym-Lyse
der Bakterienzellwand, Proteasebehandlung und der Zellzerstérung durch SDS.

Die Keime wurden Uber Nacht in 10 ml THB bei 37°C inkubiert, anschlielfend wurden 20 ml
vorgewarmten Nahrmediums (THB) zugegeben und eine weitere Stunde bei 37°C inkubiert.
Nach Zugabe von Glycin bis zu einer Endkonzentration von 0,5 % wurde erneut fir eine
Stunde bei 37°C inkubiert.

Die Keime wurden in der Varifuge bei 6000 U/min (5530*g) fir 10 min. abzentrifugiert, in 2 ml
Lysis-Losung resuspendiert und fir weitere 2 Stunden bei 37°C auf dem Schwenktisch
inkubiert. Nach Zugabe von Proteinase K bis zu einer Konzentration von 100 mg/ml wurde
erneut fur 30 min. auf dem Schwenktisch bei 37°C inkubiert.

Die Zellen wurden anschlieffend durch Zugabe von 40 ml einer 20 %igen SDS-Loésung zerstort
was sich durch eine Klarung der vorher triiben Lésung anzeigt. Hierfir wurden die Ansatze
erneut fir 15 min. bei 37°C inkubiert.

Nach Zerstérung der Zellwande erfolgte die Entfernung der Nicht-DNA-Bestandteile durch
mehrfaches Phenolisieren und anschlieRende Entfernung der Phenolreste mit
Chloroform/Isoamylalkohol. Die anschlieende Fallung erfolgt mit -20°C kaltem Athanol fiir 20
min. im Eisfach. In der Regel wurde direkt nach Zugabe des Propanols ein DNA-Knauel
sichtbar, welches aus der Lésung herausgefischt, in 70%igem Athanol gewaschen wurde und
in 100 - 200 ul TE-Puffer vorsichtig geldst wurde. Zur Entfernung der RNA schlof3 sich ein
RNAse-Verdau mit 100 mg RNase/ml an. 10-20 pl dieser Losung reichten fur einen Nachweis
mittels Southern-Blot oder zur Auftrennung auf einem Agarosegel aus. Die Aufbewahrung der

DNA-L6sung erfolgte, um kaltebedingte Strangbriiche zu vermeiden bei 4°C im Kihlschrank.

2.2.5 Konzentrationsbestimmung von DNA
Die Konzentration einer walrigen DNA- oder RNA-LOsung kann spektralphotometrisch bei

einer Wellenlange von 260 nm bestimmt werden. Eine OD-Einheit entspricht bei einer
Schichtdicke von 1 cm einer Konzentration von 55 mg/ml bei doppelstrangiger DNA, 45 mg/mli
bei einzelstrangiger DNA und 20 mg/ml bei Oligonukleotiden (Maniatis et al., 1989).

Um den Reinheitsgrad von DNA- und RNA- Lésungen zu bestimmen, wurde der Quotient aus
0OD260nm/OD280nm ermittelt. Fir DNA-LOsungen sollte der Wert 1,8-2,0 betragen. Liegt der
Wert darlber, ist die Losung mit RNA verunreinigt, liegt er darunter, so weist dies auf Phenol-

oder Proteinverunreinigungen hin.
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2.2.6 Restriktionsverdau von DNA
Die vom Hersteller empfohlenen 10fach-Puffer wurden in den empfohlenen Volumina bei

Verdauungsreaktionen mit nur einem Restriktionsenzym verwendet. Bei gleichzeitiger
Verwendung von 2 oder 3 Enzymen wurde der glinstigste gemeinsame Reaktionspuffer aus
dem "Sure-Cut"-Puffersystem der Fa. Boehringer, Mannheim ermittelt und die Reaktion in
diesem durchgefuhrt.

Die Menge an eingesetztem Restriktionsenzym richtete sich nach der Menge an zu
verdauender DNA, sowie nach der Zahl der vorhandenen Schnittstellen. In der Regel wurden
mit 5 Units Enzym/1 ug DNA gute Ergebnisse erzielt. Um Restriktionsenzyme einzusparen,
kamen auch verlangerte Inkubationszeiten (bis 10 h), sowie fraktionierte Zugabe von Enzymen
zum Einsatz.

Bei der Kombination von Enzymen, welche auf Grund der Anforderungen an pH und
Salzkonzentration keine ausreichende Aktivitat im gemeinsamen Ansatz entwickeln wurden,
erfolgte zuerst die Reaktion derjenigen Enzyme, die im Puffer mit der niedrigeren
Salzkonzentration optimal aktiv sind. Salze und Enzym wurden danach durch eine Behandlung
mit Kirby-Mix, Chloroform/Isoamylalkohol und Fallung der DNA mit Isopropanol oder Alkohol
extrahiert.

Die zweite Reaktion, mit den Enzymen deren Reaktionsoptimum hdhere Salzkonzentrationen
erforderte, erfolgte dann nach dem oben beschriebenen Ansatz im Anschlufd an die Resuspen-

sion der DNA in TE-Puffer unter den jeweils optimierten Bedingungen.

2.2.7 Analyse von DNA-Fragmentgréfi3en
Zur Fragmentgrofien-Analyse wurde die DNA in Agarosegelen elektrophoretisch aufgetrennt.

Die Agarosekonzentration richtete sich nach der Groéfe der zu erwartenden DNA-Fragmente.
Hoéherprozentige Gele (1-2%) wurden fir die Auftrennung kleiner Fragmentgréf3en zwischen
150 und 800 bp und niederprozentige Gele (0,5-1%) flir Fragmentgréen zwischen 1.000 und
12.000 bp eingesetzt. Bei der reinen Grolienanalyse wurde zur Gelherstellung Normalagarose
verwendet; sollten bestimmte Fragmente zur weiteren Bearbeitung aus dem Gel
zurickgewonnen werden, kam "low-melting-point"-Agarose zum Einsatz. Die Analyse erfolgte

auf zwei GelgréRen:

1. Minigel: Leiterquerschnitt 3 cm?, Laufstrecke 7 cm
Gesamtspannung ca. 100 V x h
2. Macrogel: Leiterquerschnitt 7,5 cm?, Laufstrecke 20 cm

Gesamtspannung ca. 700 V x h
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Als Laufpuffer wurde 1xTPE verwendet, der weitere Versuchsaufbau sowie die
Riickgewinnung von DNA aus "low-melting-point"-Agarosegelen erfolgt wie bei Sambrook et al.
(1989) beschrieben. Als Langenstandards diente Hindlll verdaute A-DNA sowie Haelll verdaute
®X174-DNA.

2.2.7.1 Elektroelution von DNA aus Agarosegelen
Die zu gewinnenden DNA-Banden wurden im ethidiumbromidgefarbten Gel unter UV-Licht

(254 nm) ausgeschnitten. Die Gelstiicke wurden zusammen mit 0,5 bis 1 ml 0,1x TPE in
Dialyseschlauche (Porengréfie 3500 Da., Fa. Rohm Chemie) eingeknotet und 45 min. bis 1
Std. bei einer Spannung von 100 V in 1xTPE elektroeluiert.

Die Flussigkeit wurde abgezogen und zur weiteren Reinigung Uber eine
affinitdtschromatographische Saule gegeben. Als Saulenmaterial kam NACS-52 der Fa. Gibco-
BRL zum Einsatz. Die so gereinigte DNA wurde zum Restriktionsverdau und zur weiteren

Einklonierung verwendet.

2.2.8 Transfer von DNA auf Nylon-Folien
Zur Identifizierung rekombinanter Plasmid-DNA und zur Detektion spezifischer DNA-

Sequenzen mit Hilfe von DNA-Sonden kdnnen verschiedene Techniken zur Fixierung der Ziel-
DNA an Nylon-Tragermembranen angewandt werden. Man unterscheidet zwischen einem
Blot, bei dem bereits gereinigte und aufgetrennte Nukleinsauren auf eine Membran transferiert
werden (Southern Blot) und der Ubertragung der gesamten DNA einer rekombinanten

Bakterienkolonie durch Kultur, Lyse und Fixierung auf der Membran (Kolonie-Blot).

2.2.8.1 Southern Blot
Der DNA-Transfer aus Agarosegelen auf Nylon Folien (Biodyne B, Fa. Pall, Dreieich) erfolgte

als Diffusionsblot nach der Vorschrift von Sambrook et al. (1989). Des weiteren wurde eine
Vakuumblotapparatur der Firma Biometra, Géttingen mit einer Vakuumpumpe der Fa. Hybaid,
Teddington (UK) eingesetzt. Als Transferpuffer diente 25 mM Natriumhydrogenphosphat pH
6,5.

Nach dem Transfer wurde unter UV-Transillumination Uberprift, ob alle mit Ethidiumbromid
gefarbten Banden aus dem Gel auf die Tragermembran gelangt sind.

Anschliefend wurde die transferierte DNA durch Backen bei 80°C oder durch Bestrahlen unter
UV-Licht fixiert.
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2.2.8.2 Kolonie Blot fiur E. coli
Die erfolgreiche Ubertragung von rekombinanter DNA in E. coli kann auch, insbesondere bei

der Analyse grol3erer Zahlen von vermuteten Rekombinanten, durch die Kolonie-Blot-Technik
erfolgen.

Hierbei wurde eine Nylonmembran (Fa. Pall, Dreieich) auf Petrischalengréf3e zugeschnitten,
sterilisiert und luftblasenfrei auf D.S.T.-Selektivagar (mit Antibiotikazusatz) gelegt. Die Keime
wurden direkt mit sterilen Zahnstochern oder Stichdsen auf die Membran geimpft. Parallel
wurde eine "Masterplatte” mit dem identischen Impfmuster versehen, um die Keime spater
identifizieren und weiterverarbeiten zu kdnnen. Die Platten wurden Uber Nacht bei 37°C aerob
bebrutet.

Die mit Einzelkolonien bewachsene Nylonmembran wurde von der Platte abgenommen und
zur Orientierung markiert.

Die folgenden Arbeitsschritte erfolgten auf 2-3 Lagen feuchten Filterpapiers, um ein
Uberspilen und damit einen mdglichen Keim- und DNA-Transfer auf der mit Kolonien
bewachsenen Blotoberflache zu verhindern. Die Membran sollte dabei nur durch Feuchtigkeit
von unten benetzt werden.

Vorgehen:

Zuerst Inkubation mit Lésung 1 in heillem Wasserdampf fiir 10 min, anschlieRend wurde der
Blot fir 10 min. bei Raumtemperatur auf Lésung 2 und far 5 min. auf 2 x SSC gelegt. Zur
Entfernung der zellularen Proteine schlof sich ein Proteinase K Schritt auf Losung 3 fiir 1 Std.
bei 37°C an. SchlieBlich wurde der Blot zweimal fir 1 min. auf 2 x SSC gewaschen und fir 15

min. bei 120°C gebacken um die DNA auf der Membran zu fixieren.

2.2.9 Ligation und Transformation von DNA

2.2.9.1 Ligation von DNA
Die Ligationsreaktionen fanden in dem von den Herstellern (BRL, Boehringer) empfohlenem

Puffersystem statt. Sie wurden Uber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert (King, Blakesly;
1986). Ein Standard-Ligationsansatz bestand aus:

— 100-500 ng Vektor-DNA

— zwei- bis dreifachmolare Menge Insert-DNA

— 2 Units T4-DNA Ligase

— entsprechendes Volumen 5x (10x) -Ligationspuffer

Das Volumen der Ligationsansatze wurde immer unter 20 pl gehalten. Vor der Transformation

wurde der Ligationsansatz mit dem 5-fachen Volumen Kulturmedium verdunnt; 1/5 des
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verdinnten Ansatzes wurden je 200 yl kompetente Zellen zugesetzt. Bei der Ligation mit nur
einem Restriktionsenzym geschnittener DNA-Fragmente wurde der Vektor vorher mit Hilfe von
alkalischer Phosphatase dephosphoryliert (Seeburg et al. 1977; Ullrich et al., 1977), um die

vektor-interne Religationshaufigkeit zu senken.

2.2.9.2 Transformation von E. coli mit Plasmid-DNA
Die verwendeten kompetenten E. coli DH5a-Zellen wurden nach der RbCl/CaCl-Methode von

Hanahan (1983) hergestellt, in Aliquots von 200 pl abgefillt und bis zu einem Monat
verwendet. Die Transformationsreaktion erfolgte ebenfalls nach dem Protokoll von Hanahan
(1983). Selektiert wurde mit Hilfe entsprechender Antibiotikabeigaben sowie Uber den
blau/weil Selektionsmechanismus der lacZa-Komplementierung (pUC-Plasmide) mit x-Gal
und ITPG.

2.2.10 Synthese von Oligonukleotiden
Die Oligonukleotid-Synthesen erfolgten nach dem Cyanoethyl-Phosphoramidit-Verfahren nach

der Festphasemethodik auf Sdulen mit einem Beckmann DNA-Syntheziser mit entsprechender
Beckmann-Software. Die Chemikalien zur DNA-Synthese wurden von den Firmen Beckmann,
Minchen und Merck, Darmstadt bezogen.

Die Oligonukleotide missen nach der Synthese von der Festphase abgetrennt und von den
Schutzgruppen befreit werden. Dies geschieht durch 3maliges Waschen fiir je 15 min. mit je
0,5 ml 32%-igem Ammoniak. Durch Inkubation des Eluates Gber Nacht bei 55°C erfolgt die
Abspaltung der Schutzgruppen. Die Losung wurde kurz auf 0°C abgekihlt, in mehrere
Eppendorfgefalle portioniert und in der Speedvac eingedampft.

Die Pellets wurden in einem Gesamtvolumen von 100 pl Aqua bidest aufgenommen und durch
eine Passage uber eine Sephadex G50 Saule von Salzen und sonstigen Chemikalienresten
befreit. Das Eluat wurde in Fraktionen zu je 10 Tropfen aufgefangen und in einer Verdiinnung
von 1:200 photometrisch bei 260 nm vermessen. Die Fraktion vor dem Absorptionsmaximum

wurde in der Regel weiter verwendet.

2.2.11 Markierung von Oligonukleotiden

2.2.11.1Markierung mit Digoxigenin dUTP
Die Oligonukleotide ~ wurden an ihrem 3'-Ende durch eine terminale

Desoxynukleotidyltransferase mit Digoxigenin markiert.
Markierungsansatz:

— 1 Jl einer 5mM Oligonukleotidldsung

— 2,5yl Digoxigenin dUTP

— 2,5l 10 x "tailing buffer"

22



Oliver Blankenstein Material und Methoden

— 20 U terminale Transferase

— ad 25 pl Aqua bidest

Der Ansatz wurde fir 4 Stunden bei 37°C inkubiert und kann dann direkt in einem
Hybridisierungsansatz verwendet oder bei -20°C gelagert werden.

Zur Markierung von grof3eren PCR-Produkten als Sonden wurde Digoxigenin dUTP direkt in
die PCR-Reaktion zugegeben und von der Tag-Polymerase in das PCR-Produkt inkorporiert.
Die Digoxigenin dUTP-Konzentration im PCR-Ansatz wurde auf 500 nmol/l eingestellt.

2.2.11.2Markierung mit *P-ATP
Die Markierung der Oligonukleotide mit o-**P-NTP mit T4-Polynucleotidkinase erfolgte nach

dem Protokoll von Sambrook et al. (1989). Zur Entfernung nicht eingebauter Nukleotide wurde
der Ansatz Uber eine Sephadex G50 Saule aufgereinigt, nach Radioaktivitat vermessen. Die

Fraktion vor dem Radioaktivitatspeak wurde zur Hybridisierung verwendet.

2.2.12 Hybridisierung mit Oligonukleotiden
Zur spezifischen Detektion von Nukleinsauresequenzen wurden Hybridisierungen markierter

Oligonukleotide mit an Nylonmembranen gebundener Ziel-DNA durchgefiihrt. Dabei wurden
die Sonden mit den Blots bei Salz- und Temperaturbedingungen inkubiert, die eine Ausbildung
spezifischer Doppelstrange beglnstigen. Eine Erhéhung der Temperatur bedeutete hierbei
eine vermehrte Spezifitit, wobei gegebenenfalls eine verminderte Sensitivitat in Kauf
genommen werden mulfite. Eine Hybridisierungstemperatur von 5-10°C unterhalb der

Schmelztemperatur des jeweiligen Oligonukleotids wurde als optimal angenommen.

2.2.12.1Berechnung der Schmelztemperatur von Oligonukleotiden
Die Schmelztemperatur (T,,) von Oligonukleotiden ist abhangig vom G/C-Gehalt der Probe, der

lonenstarke der Lésung und der Lange der Probe. Die T, wurde nach der Formel von Bolton
und Mc Carthy (1962) berechnet:

Tn=2815-16,6(log[ Na*])+0,41(%G / C)-(600/ L)
L = Lange des Hybrids in Basenpaaren

Bei Na-freien Losungen wurde die Schmelztemperatur nach der Faustformel:

Tn=2(A+T)+4(G+C)

A, T,G,C = Haufigkeit der jeweiligen Basen in der Probe
berechnet.
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Die tatsachliche Hybridisierungstemperatur wurde 5-10 °C unter der errechneten Tm gewahlt.

Der Effekt von "mismatches" wurde mit 5 °C pro falsche Basenpaarung angenommen.

2.2.12.2Berechnung der Hybridisierungszeit
Die Hybridisierungszeit wurde nach der Formel von Meinkoth und Wahl (1984) errechnet,

wobei diese Formel nur die Zeit angibt, nach der die Halfte der Probe hybridisiert ist.

S NIn2
Y2 35x 1 5xC

N = Zahl der Basenpaarungen
L = Lange der Probe
C = Konzentration der Probe in Mol/l

Far die tatsachliche Hybridisierungszeit wurde mindestens der doppelte bis dreifache Wert der

Errechneten Zeit angenommen.

2.2.12.3Hybridisierung mit Digoxigenin dUTP markierten Sonden
Um unspezifische Bindungen der Sonden an die Blotoberflache zu verhindern, wurde der Blot

zuerst fur 1 Stunde bei 55°C in 0,5 ml Prahybridisierungslésung (PHL)/cm? Blotoberflache
inkubiert.

Anschlielend wurde der Blot in einen Plastikbeutel Gberfiihrt, 75 ml PHL/cm? dazugegeben
und mit 30 ng markierter Sonde/ml PHL versetzt. Der Beutel wurde maoglichst luftblasenfrei
zugeschweildt und fir 1 - 24 Stunden bei der errechneten Hybridisierungstemperatur inkubiert.
Es folgen mehrere Waschschritte:

— 5 min. bei RT in 2 x SSC, 0,5% SDS

— 10 min. bei RT in 2 x SSC, 0,1% SDS

— 20 min. bei stringenter Temperatur in 0,1 x SSC, 0,1% SDS

— 2 min. in Boehringer Waschpuffer abspilen

Der Blot wurde nun fir 30 min. in 1 ml Boehringer Puffer Il/cm? Blotflache bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach Zugabe des Antikdrperkonjugates in einer Verdiinnung von 1: 10000 wurde der
Blot fir weitere 30 min. auf dem Schwenktisch bei Raumtemperatur inkubiert. Der nicht
gebundene Antikérper wurde danach durch 2 x 15 minltiges Waschen in Boehringer
Waschpuffer entfernt.

Die Sichtbarmachung erfolgte durch Chemolumineszenznachweis. Hierzu wurde der Blot fiir 2
- 5 min. in Boehringer Puffer Il aquilibriert und 5 min. in AMPPD-Gebrauchslésung inkubiert.

Der Blot wurde fiir einige Sekunden auf Filterpapier getrocknet, in einen Beutel eingeschweil3t
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und 15 min. bei 37°C inkubiert. Die resultierenden Lichtsignale konnten durch Auflegen eines

Roéntgenfilms fir 2 - 30 min. detektiert werden.

2.2.12.4Hybridisierung mit **P markierten Sonden
Die Hybridisierungen erfolgten in Ldsungen ohne Formamid. Die Wasch- und

Hybridisierungsschritte erfolgten analog zu denen in der nicht-radioaktiven Hybridisierung. Es
wurde 1 pmol radioaktiver Probe pro cm? Blotflache zugegeben. Nach dem Waschen bei strin-
genten Temperaturen wurden die Blots auf Filterpapier getrocknet, in Plastikfolie verpackt und

die Signale durch 1-3tagige Exponierung auf Réntgenfilmen (Du Pont Chronex 4) detektiert.

2.2.13 Ermittlung von DNA-Sequenzen

2.2.13.1 "Klassische Sequenzierung" mit *S-ATP
Die Ermittlung von DNA-Sequenzen erfolgte nach der Dideoxy-Methode von Sanger et al.

(1977) unter Verwendung von T7-DNA Polymerase. Hierbei wurde durch die T7-Polymerase,
von einer einzelstrangigen Matritzen-DNA sowie einem spezifischen, mit *S markierten
Oligonukleotid-Primer ausgehend, die Synthese des komplementaren Stranges in 3' - &'
Richtung gestartet. Diese Reaktion erfolgte in vier parallelen Ansatzen. Durch Zugabe eines
Dideoxynukleotides in jeden Reaktionsansatz erfolgte ein basenspezifischer Kettenabbruch
und es resultierte eine statistische Mischung aller Kettenlangen, die am 3' Ende mit dem
jeweils zugesetzten Dideoxynukleotid enden.

Durch paralleles Auftragen der 4 Proben auf ein Polyacrylamidgel konnte durch einen
Vergleich der Laufstrecken der einzelnen Fragmente in den vier Laufspuren auf die
Basensequenz des neusynthetisierten Stranges geschlossen werden.

Bei den Sequenzierungsreaktionen wurde der "T7-Sequencing Kit" der Firma Pharmacia
eingesetzt und entsprechend den Vorschriften des Herstellers verwendet.

Bei der Sequenzierung von Plasmid-DNA wurde die Template-DNA vorher durch CsClI-
Dichtegradientenzentrifugation gereinigt.

Die Auftrennung erfolgte durch Elektrophorese auf 6%igen Polyacrylamid-Gelen (mit 7 M Harn-
stoff) fir das Lesen gréflRerer Fragmente (200-600 bp), und auf 8% Polyacrylamid-Gelen (mit 7
M Harnstoff) fiir das Lesen kleinerer Fragmente (50- 400 bp).

Die Proben wurden bei 1,5 kV/90 mA flir 2 Stunden aufgetrennt, dann erneut auf das Gel
aufgetragen und fir weitere 1,5 Stunden aufgetrennt. AnschlieRend wurden die Gele zur
Entfernung des Harnstoffes fur 10 - 15 min. in 10%iger Essigsaure fixiert und 30 min. gewas-
sert. Nach dem Trocknen bei 37°C Uber Nacht wurde ein Rontgenfilm direkt auf das trockene

Gel aufgelegt und flir mindestens 3 Tage exponiert.
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2.2.13.2 Direktsequenzierung von PCR-Produkten
Die Direktsequenzierung von PCR-Produkten umgeht den bislang Ublichen Arbeitsschritt der

Klonierung vor der Sequenzierung. Die PCR-Reaktionen zur Direktsequenzierung wurden mit
einer verringerten Menge an PCR-Primern (5 pmol pro 100 pl-Ansatz) durchgefiihrt, da
Uberschissige PCR-Primer bei der Sequenzierreaktion stéren. Wir verwendeten zur
Sequenzierung einzelstrangige Ausgangs-DNA. Der Einzelstrang wurde mittels jeweils einem
biotinylietem PCR-Primer unter Verwendung von paramagnetischen Partikeln (Dynabeads,
Fa. Dynal, Hamburg) isoliert. Die Sequenzierungsreaktion erfolgte anschlieRend wie oben
beschrieben mit Hilfe des T7-Sequenzierungskits der Fa. Pharmacia (Freiburg). Zur
Markierung kam a-**S-dCTP (Fa. Amersham, Braunschweig) zum Einsatz.

Ein Teil der Sequenzierungen wurde mit Hilfe des Prism-Kits der Fa. Applied Biosystems
(Weiterstadt) durchgefuhrt und anschlieBend auf einem automatischen Sequenziergerat der
Fa. Applied Biosystems (Weiterstadt), Typ 373A analysiert. Die einzelnen Reaktionen wurden
nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Bei der automatisierten Sequenzierung erfolgte
die Markierung durch fluoreszierende Farbstoffe, die automatisch erkannt und ausgewertet
wurden.

Zur Sequenzierung wurde die "Genome-walking-Strategie" eingesetzt. Dabei wurden aus den
ermittelten Sequenzen direkt die Primer fir die weitere Sequenzierung des gelesenen
Stranges, sowie fur den Gegenstrang festgelegt und synthetisiert. Die ermittelten Sequenzen
wurden mit Hilfe des Programmpaketes PCGENE verarbeitet, auf Uberlappende Bereiche

untersucht und so zur Gesamtsequenz aufgebaut.

2214 Amplifikation von DNA mit der Polymerasekettenreaktion
Die Amplifikation von DNA erfolgte mit Hilfe der "polymerase-chain reaction" (PCR). Bei dieser

Methode (Saiki et al., 1985; Mullis et al., 1986 u. 1987) kann ein Bereich doppelstrangiger
DNA, welcher zwischen zwei jeweils strangspezifischen Primern liegt, mit Hilfe von DNA-
Polymerase in vitro amplifiziert werden. Davon ausgehend, dal® die Menge an Template-DNA
der begrenzende Faktor der Reaktion ist, kann nach Aufschmelzen des Reaktionsproduktes in
Einzelstrange hierbei das Reaktionsprodukt wieder als Template wirksam werden. Es kommt
zu einer logarithmischen Vermehrung des zwischen den Primern liegenden, doppelstrangigen
DNA-Bereichs. Unter Verwendung von hitzestabiler Tag-DNA Polymerase a3t sich dieser
Prozel® automatisiert durchfihren.

Bei den Versuchen den CAMP-Genbereich zu amplifizieren, konnte zur Festlegung der
Primerpaare nicht auf bekannte DNA-Sequenzen zurlickgegriffen werden. Es kamen deshalb
degenerierte Primer zur Verwendung, deren DNA-Sequenz aus der Aminosaure-Sequenz des
CAMP-Proteins (Ruhlmann et al., 1988) anhand des universellen genetischen Codes ermittelt

wurden.
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Es wurden verschiedene Primer, die sich in der Lange und dem Grad der Degeneration
unterschieden synthetisiert. Die besten Ergebnisse wurden mit 17mer Primern bei einer
Degeneration von 16 - 48 Sequenzmdglichkeiten je Primer erzielt. Die Primer wurden, um eine
spatere Einklonierung zu ermdglichen, mit Restriktionsschnittstellen (EcoRI, BamHI, HindlIl)
und einer vorgeschalteten "clamp" von 3-6 Nukleotiden ausgestattet. Das hatte zudem den
Vorteil, dald in den spateren Zyklen die Annealtemperatur héher gewahlt werden konnte.
Das Reaktionsvolumen eines PCR-Ansatzes betrug 100 pl und bestand aus:

1 ug template-DNA

200 pmol Forward-Primer

200 pmol Reverse-Primer

10 yl 10X PCR Puffer

200 mmol jedes dNTP

2U Tag-Polymerase

ad 100 pl Aqua Bidest.
Nach Zusammenfiihren der Reaktionskomponenten mit Ausnahme der Tag-Polymerase wurde
der Ansatz mit 100 pl Mineraldl Uberschichtet, um das Verdampfen der wassrigen
Komponenten zu verhindern und anschlieRend 5 min. im kochenden Wasserbad denaturiert.
Nach langsamem Abkihlen auf die gewinschte "Anneal-Temperatur® wurde die Tag-

Polymerase zugegeben und die ersten 3 - 5 Amplifikationszyklen im Heizblock durchgefiihrt:

1. Denaturierung: 1,5 min. bei 95°C
2. Primer-Annealing: 1 min. bei 40°C
3. Extension: 1 min. bei 68°C

Danach wurde, um die Spezifitat der Reaktion zu erhdhen, mit folgenden, stringenteren

Bedingungen weitergearbeitet:

27 Zyklen, bestehend aus:

Denaturierung: 1 min. 94°C
Primer-Annealing: 1 min. 50°C
Extension: 2 min. 72°C.

Zum Schlu® wurde die Reaktion noch 7,7 min. bei 72°C inkubiert (Endsegment), damit ggf.
vorliegende Einzelstrang-DNA noch zur doppelstrangigen Form ausgebaut werden konnte.
Nach Abschluf® des Endsegmentes wurde das Mineral®l mit 100 pl Chloroform extrahiert. 10 pl

der walrigen Phase wurden zur Analyse auf Agarosegelen aufgetrennt.
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2.2.14.1 "Nested-PCR"
Zur Erhéhung der Spezifitdt und zur Elimination von "falschen Anneals" wurde eine geringe

Menge eines PCR-Produktes als Template in einer weiteren PCR-Reaktion eingesetzt. Von
den Primern der zweiten (=nested) PCR-Reaktion ist dabei mindestens einer komplementar
zu einem Bereich innerhalb des in der vorausgegangenen PCR-Reaktion amplifizierten
Bereiches. Diese Reaktion kann nur dann ordnungsgemaf ablaufen, wenn auch tatsachlich
der gesuchte Bereich in der ersten Reaktion vermehrt wurde, denn nur dann finden die Pri-
mer der zweiten Paarung ihre Zielsequenz. Um Stérungen der zweiten PCR-Reaktion durch
Uberschissige, nicht verbrauchte Primer aus dem vorherigen Ansatz zu vermeiden wurde

die eingesetzte Primermenge in der ersten Reaktion auf je 20 pmol reduziert.

2.2.14.2 Amplifikation von DNA-Bereichen aul3erhalb bekannter Sequenzen
Zur Amplifikation von DNA-Bereichen aulierhalb bekannter Sektoren wurde die Methode der

"Inverted-PCR" (iPCR) nach Trigilia et al. (1988) mit einigen Modifikationen verwendet. Diese
Methode dient zur Amplifizierung von Genbereichen, welche direkt an Gebiete mit bekannter
Nukleinsauresequenz angrenzen. Bei der hier eingesetzten Methode sollten sowohl Abschnitte
in 3'-, als auch in 5-Richtung amplifiziert werden (Siehe Abb. 2-2). Hierbei wurden durch
selektives Schneiden aulRerhalb des gesuchten Genbereiches (mittels einer ausgesuchten
Restriktionsendonuklease) und anschlieRender Religation der entstandenen Fragmente
ringformige DNA-Fragmente hergestellt.

Auf diesen Ringfragmenten als Template wurde dann mit Hilfe von beidseitig aus dem
bekannten Genbereich weisenden Primern eine Amplifikation mit der PCR durchgefihrt. Bei
einer geeigneten GrofRe der Ringfragmente kommt es zur Amplifikation von linearer,
doppelstrangiger DNA, deren jeweiliges Ende dem bekannten Genabschnitt entspricht. Von
dem bekannten Bereich aus |8Rt sich durch die entsprechenden Primer dann die
Sequenzierungsreaktion starten.

Aufgrund von Vorexperimenten wurde eine Restriktionsendonuklease ausgewahlt, die nicht in-
nerhalb des Strukturgens schneidet, bei der aber das Gen tragende Fragment moglichst klein
sein sollte.

Chromosomale DNA wurde mit der entsprechenden Restriktionsendonuklease verdaut und in
einem Standard-Ligaseansatz wurden die entstandenen Fragmente in sich religiert. Das fiihrte
im gunstigsten Fall zur Bildung von zirkuldaren DNA-Fragmenten, die nur aus einem
Restriktionsfragment bestanden. Theoretisch konnten aber auch Fragmente aus mehreren

Restriktionsstlicken gebildet werden.
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Aus den dufieren Bereichen des bekannten Genstlicks wurden jetzt die Primer so ausgewahlt,
daf ihr 3'-Ende in Richtung des unbekannten Genbereichs weist. Wurde dieses Primerpaar in
eine PCR mit einem entsprechenden zirkularen DNA-Fragment als Template eingesetzt, fiihrte
dies zu einer Amplifikation des zirkularen Fragments mit Ausnahme des bekannten Bereiches.
Die bekannten Bereiche liegen dann an den Enden des entstehenden linearen PCR-
Produktes.

Ringchromosom
Restrlktlonsverdggi o R4 —Restriktionsschnittstelle
y — =+ auBerhalb des Gens
Gesuchtes Gen
Ligaseansatz Bekannter Genabschnitt
R1
-
PCR-Reaktion \“/

R 1 R 1

— —

- _—

Amplifizierter Genbereich
(bekannte Abschnitte an den Enden)

Abbildung 2-1: Prinzip der "inverted-PCR"

Protokoll:

1 pug chromosomaler DNA wurde mit der entsprechenden Restriktionsendonuklease komplett
verdaut und in einem Standard-Ligaseansatz (20 ul Volumen, 2 Units T4-Ligase, entspr. Puffer)
religiert.

Die Enzyme wurden mit einem Phenolisierungsschritt entfernt, die DNA mit Athanol geféllt und

in 10 pl TE-Puffer aufgenommen.
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1/10 dieses Ansatzes (=1 pl) wurde in einen Standard PCR-Ansatz als Template eingesetzt.

Die Anneal-Temperatur wurde dabei moglichst hoch gewahlt, um die Spezifitat zu erhéhen
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3 Ergebnisse

3.1 Restriktionsanalyse von pC0O63

Zur Subklonierung des rekombinanten Fragments und damit zur naheren Eingrenzung des
postulierten CAMP-Faktor-Genbereichs wurde das klonierte Fragment des Plasmids pCO63
mit verschiedenen Kombinationen von Restriktionsendonukleasen behandelt und die Lage
der Schnittstellen durch GroéRenanalyse der entstehenden Fragmente bestimmt. Fur
folgende Enzyme fanden sich Schnittstellen im rekombinanten Fragment: Die Lage der
Schnittstellen ist in Abb. 3-1 dargestellt.

Hpa | Clal Nru | Pvul Pst | EcoR V

b b | | l
1\ ’T 1‘1‘ \\ Rekombinantes

| Bal | Fragment des
Bel | Bl Plasmids pCO63;
Grole ca. 3,5 kb.

Abbildung 3-1: Schnittstellen ausgewanhlter Restriktionsenzyme im Insert von pCO63, Enzyme
mit mehr als drei Schnittstellen im kloniertem Fragment wurden nicht dargestellt. Keine
Schnittstellen fanden sich fur folgende Enzyme: Ball, BamHI, EcoRI, Kpnl, Notl, Sacl, Scal,
Smal, Xbal, Xhol.
Zur weiteren Subklonierung wurden die mit Pstl erzeugten Fragmente des Gesamtinserts
verwendet, welche das Ausgangssegment in ein ca. 1400 bp sowie ein 2200 bp grofles

Fragment spalten.

3.2 Subklonierung in Plasmiden

Die Subklonierung erfolgte,

i) um das Insert aus dem urspriinglichen pHSG 575 Vektor von Takeshita et al. (1987) in
einen high-copy-number Vektor der pUC-Gruppe zu verbringen,

i) um durch die Aufteilung in zwei Subfragmente die Sequenzierung zu vereinfachen und
ggf. die Lokalisation funktionswichtiger Bereiche zu ermdglichen.

Die Einklonierung der beiden mit Pstl erzeugten Fragmente erfolgte in pUC18/19 Plasmide.

Zur Klonierung des 2,2 kb grofden Stlicks wurde die EcoR | und die Pst I-Schnittstelle des

pUC19-Polylinkers verwendet. Das 1,4 kb grof3e Stlick wurde in die Pst | und die Hind IllI-

Schnittstelle des Polylinkers einkloniert.
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3.3 Funktionstestung der Subklone

Zur Testung der CAMP-Aktivitat der Subklone und damit auch zur Lokalisation funktioneller
Genbereiche erfolgt eine Testung der Klone in verschiedenen Kohamolyseassays. Die

Subklone sowie der Ausgangsklon wurden auf CAMP-Aktivitat untersucht. Sowohl in der

Fock I Pst I Hind 111
| - ' pC063
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Abbildung 3-2: Strategie zur Sequenzierung von pCO63

Zahlen = Individuell synthtisierte Primer

FOR = Universal-Forward-Primer

REV = Universal-Reverse-Primer
Testung auf Schafblutagarplatten (CAMP-Plattentest) als auch im Flissigtest von durch
Sonifikation hergestellten Proteinpaparationen lield sich keine eindeutige kohamolytische

Aktivitat nachweisen.

3.4 Sequenzierung der Subklone

Die Sequenzierung wurde nach der "genome-walking"-Strategie vorgenommen (siehe Abb.

3-2), bei der aus der jeweils gelesenen Sequenz der nachste Primer festgelegt wird. Die
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verwendeten Primersequenzen sind in Tabelle 3-1 dargestellt. Es wurden beide Strange
sequenziert. Ausgehend von den beiden 1,4 kB und 2,2 kB gro3en Subklonen wurde
jeweils zuerst mit den Standard-Forward- und -Reverse-Primern sequenziert und
anschlielfen nach der "genome-walking-Strategie" weiter fortgeschritten (Abb. 3-2). Die

folgenden, selbstsynthetisierten Primer wurden chronologisch durchnumeriert.

Name Position (bp.) Sequenz (5°-3") Tm (°C)
pCO63-1 2266-2285 AGT CTG ATC AGC TAC TAA T 61 1
pCO63-2 2039-2058 TCA GGA TCA TCA GIG TGA GA 61,2
pCO63-3 402-421 CAG TCA CAC GGT GGC TCA GG 66,0
pCO63-4 2564-2545 CGA ATC CAT GTC AAC ATT AG 64,2
pCO063-5 919-938 AGT CTA TCC TCG CAG AGC CA 70,3
pCO63-6 2446-2465 TAA TGT TGA CAT GGA TTC GG 64,2
pCO63-7 1753-1734 CGA ATA CAA GAG ATA TGA AT 60.0
pCO63-8 2593-2611 TGC TGA TCC ATT TGC ATC TGT 67,3
pCO63-9 744-763 GCA CAG GAT TTG TTC GGG CA 70,0
pCO63-10 1737-1756 CAT ATC TCT CTT GTA TTC GTC 65,0
pCO63-11 763-744 TGC CCG AAC AAA TCC TGT GC 70,3
pCO63-12 1486-1467 ACT TCC GCA CAT GGC GAA GGA 70.8
pCO63-13 411-392 CGT GTG ACT GAC GAA TCA CC 70.3
pCO63--14 2814-2833 ACA CAT GCA GTA GGC GTC CA 70,3
pCO63-15 3108-3127 GTA TTA TAC TGC TAT ATC C 58,9
pCO63-16 1354-1373 TCG CCG TTG TGG CTG CCG GT 74,6
pCO63-17 3491-3473 TCA TCA TTT TAA CTG AGC ATC 63,0
pCO63-18 3054-3035 CAA CGA ATA TCG CTG TTG CC 70,3
pCO63-19 2256-2227 GAA AAC AAT GCA ACT CCT GTC 70,8
pCO63-20 1069-1050 AGC GTC GCG CGG ACG GTA GA 70,3

Tabelle 3-1: Zur Sequenzierung von pCO63 verwendete Oligonukleotide. Zusatzlich wurden an
den Randern der jeweiligen Subklone die M13-Universalprimer (Forward und Reverse) eingesetzt.
Die angegebenen Positionen beziehen sich auf die abgedruckte Sequenz (Abb. 3-3). Die T,,-Werte
wurden mit Hilfe des OLIGO-Programms nach der "nearest-neighbor-Methode" errechnet.

Die so bestimmten Teilsequenzen wurden mit Hilfe des PCGENE-Programmpaketes auf
Uberlappungen untersucht und zur Gesamtsequenz aufgebaut.
Gegenuber anderen kodierenden Genbereichen aus Prokaryonten fallt der hohe Anteil an

Adenin und Thymidin in der Basensequenz auf. Dieser hohe A/T-Anteil ist ein bereits
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mehrfach beschriebenes Merkmal von Gensequenzen aus der Gattung Streptococcus. Die
Sequenz (s. Abb.3-3) besteht aus 3505 Basenpaaren und enthalt ein offenes Leseraster
(Basen 1314 - 2066). Dieses kodiert flr ein putatives Protein von 251 Aminosauren.
"Upstream” dieses Leserasters findet sich eine Ribosomenbindungsstelle (Shine-Dalgarno-
Box) und entsprechend an typischer Stelle gelegene Promotorsequenzen (-35 bp.-Box:
Pos.: 1259-1265, -10 bp.-Box: Pos. 1278-1284), die in einigen Positionen von den
klassischen o-70-Konsensussequenzen (Hawley, McClure, 1983 und Harley, Reynolds,
1987) abweichen. Ein mdgliches Transkriptions-Terminationssignal fand sich in Form einer
potentiellen "stem loop"-Struktur ca. 30 bp. unterhalb des Stop-Codons (Pos. 2092-2114).
Weitere moglicherweise funktionell aktive offene Leseraster wurden nicht gefunden.

Die abgeleitete Proteinsequenz des offenen Leserasters zeigte in der Sequenz keine
Ahnlichkeiten mit der bekannten Aminosaurensequenz des CAMP-Faktors (Rihlmann et
al., 1988). Sie wurde deshalb mit Hilfe des PCGENE-Programms einem Sequenzvergleich
mit den in der SWISSPROT-Datenbank gespeicherten Proteinsequenzen unterzogen. Hier-
bei stellte sich eine 100%ige Ubereinstimmung mit einer CDP-Diglycerid-Hydrolase aus
E.coli (Icho et al., 1985) heraus. Auch der Abgleich der Nukleinsduresequenzen Uber den
veroffentlichten  Genbereich  der CDP-Diglycerid-Hydrolase ergab eine 100%ige
Ubereinstimmung.

Bei radioaktiver Markierung des Gesamtfragmentes aus pCO63 zeigte sich in
Hybridisierungsexperimenten keine Hybridisierung mit chromosomaler DNA aus Gruppe B
Streptokokken, jedoch eine eindeutige Hybridisierung mit der E. coli Kontroll-DNA.
Zusatzlich ware ein so hoher Konservierungsgrad von DNA-Basensequenzen zwischen
nicht sehr nah verwandten Spezies extrem unwahrscheinlich, es handelt sich bei dem in
pCO63 einklonierten DNA-Fragment daher vermutlich um ein Fragment eines E. coli

Genoms.

Abbildung 3-3 (folgende Seite): Basensequenz des klonierten Fragments von pCO63.
Die —35 Bp. Sequenz und die —10 Bp. Sequenz des vermuteten Promotors sind fett gedruckt und
die Promotorelemente sind entsprechend beschriftet. Die Shine-Dalgano-Sequenz (RBS) ist fett
und kursiv gedruckt. Der nach Icho et al. bestimmte Transkriptionsstartpunkt ist fett gedruckt und
doppelt unterstrichen. Start- und Stopcodon des offenen Leserasters sind fett und unterstrichen
dargestellt.
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CTGCAATTTATTGAATTTGCAAACTTTTGTAGGCCGGATAAGGCGTTCGCGCCGCATCCGGCATGGACAAAGCGCACTTTGTCAGCAATATGAGGCGGATTTCTTCCGCCTTTTTAATCC
CTCAACATATACCCGCAAGTTATAGCCAATCTTTTTTTATTCTTTAATGTTTGGTTAACCTTCTGGCACGCTTTGCTCATCACAACACAACATAAGAGAGTCGGGCGATGAACAAGTGGG
GCGTAGGGTTAACATTTTTGCTGGCGGCAACCAGCGTTATGGCAAAGGATATTCAGCTTCTTAACGTTTCATATGATCCAACGCGCGAATTGTACGAACAGTACAACAAGGCATTCAGCG
CCCACTGGAAACAGCAAACTGGTGATAACGTGGTGATTCGTCAGTCACACGGTGGCTCAGGTAAACAAGCGACGTCGGTAATCAACGGTATTGAAGCTGATGTTGTCACGCTGGCTCTGG
CCTATGACGTGGACGCAATTGCGGAACCGGGCGGATTGATAAAGAGTGGATCAAACGTCTGCCGGATAACTCCGCACCGTACACTTCCACCATTGTTTTCCTGGTACGTAAGGGAAATCC
GAAGCAGATCCATGACTGGAACGATCTGATTAAACCGGGTGTTTCGGTGATCACGCCTAATCCGAAAGCTCTGGTGGCGCGCGCTGGAACTACCTGGCAGCCTGGGCTACGCGCTGCATC
ACAACAACAACGATCAGGCAAAAGCACAGGATTTGTTCGGGCACTGTATAAAAACGTCGAAGTTCTGGCGCGCGTGGCTCCACTAACACTTTTGTCGAGCGCGGAATTGGACGATGTACT
GATTGCCTGGGAAAACGAAGCTCTGCTGGCAGCGAATGAACTGGGGAAAGATAAATTCGAAATCGATCACGCCGAGTGAGTCTATCCTCGCAGAGCCAACCGTGTCGGTGGTCGATAAAG
TGGTCGAGAAAAAAGGTACTAAAGAGGTGGCGGAAGCCTACCTGAAATATCTCTACTCGCCAGAAGGTCAGGAAATTGCCGCGAAAAACTACTACCGTCCGCGCGACGCTGAGGTGGCGA
AAAAGTACGAAAATGCGTTTCCAAAGCTGAAGTTATTCACCATTGATGAAGAGTTCGGCGGCTGGACGAAAGCGCAAAAAGAGCATTTTGCTAACGGCGGTACGTTCGATCAGATCAGCA
FFOQOHQFHHHOOOOFQO@H@PHHPHOﬁb@ﬂOOQ@HQ@HHHOHOQOQ@OOQ@QHHHHHH@HHHQHMWWQFHHHHQOQHHWOQ%% QOFHOHMHHHOPOOHFO&QQQMWWPFFFOWH@»@F
AAAGCGGGTCTTCTTTTTTTGGTGATGATAGTTATCGCCGTTGTGGCTGCCGGTATTGGTTACTGGAAATTAACCGGTGAAGAGTCGGATACATTACGTAAGATTGTCCTTGAGGAATGT
TTGCCCAATCAGCAGCAAAATCAAAATCCTTCGCCATGTGCGGAAGTCAAACCCAATGCCGGATACGTGGTTTTAAAAGATCTTAATGGCCCACTGCAATATCTGTTGATGCCAACGTAT
CGTATTAACGGTACTGAAAGTCCTTTGTTGACCGATCCTTCAACGCCGAACTTCTTTTGGTTGGCTTGGCAGGCGCGTGATTTTATGAGCAAAAAATACGGCCAGCCGGTTCCCGATCGC
GCGGTTTCTTTGGCGATCAACTCCCGCACCGGGCGTACGCAAAACCATTTTCATATTCATATCTCTTGTATTCGTCCTGATGTGCGCAAACAGCTGGATAACAATCTGGCGAACATCAGC
AGCCGCTGGTTGCCACTGCCAGGTGGTTTGCGCGGGCATGAATACCTGGCGCGTCGGGTAACGGAAAGCGAACTGGTACAACGCAGCCCATTTATGATGCTGGCAGAAGAAGTACCTGAG
GCGCGGGAACATATGGGACGCTACGGGCTGGCGATGGTACGGCAGAGTGATAACTCATTTGTATTGCTGGCGACACAACGAAATCTACTGACGCTTAACCGTGCTTCAGCCGAGGAAATT
CAGGATCATCAGTGTGAGATTTTGCGTTAAGGCGAAGAGTTAAGGAAAGTAAGTGCCGGATATGAAATCCGGCACCTGTCAGACTTAAGCCTGTTTAGCCGCTTCTGCAGTATATTAAGT
TATTTTGATTTAGGAGGGAAAAACCATGGCAAAGAAACAAGTAGTCTATTTTTCCATAGCTATTTTGACAGGAGTTGCATTGTTTTCTCCAGCGATTTTGGAAGTTCATGCTGATCAGCT
ACTAATCATGTCGTAGTTAGTCAAGTTAATAATCAACAACAAATAAAACAAAAACTTGATCAAGATAGTGTTCAATTGAATACTATTAAAAATCAAGTTCAAGGCACAGATTATGAAAAA
CCTGTAGATACTGCTATAAATGCTGTTGATAAGATGAAGTCTTCTTTAGGTGGTAATCCAGCGACAATCTACGACTGTCTATGTCACGTTAGAGCTTCCAGTGTATGAGCATATTTCACA
CATAACTTGACTACAAGTAGTCAAGCTAATGTTGACATGGATTCGGAATAACTAAATTAGTTATTCGTATTGCTGATCCATTTGCATCTGTTGATTCTATAAAAGCACAGTAGCAGAAGT
GAAGCAATTAGAACAAAAAGTAATGACTATCCAGATTTGAAGCCAACAGATAAAGCAACTATTTATACTAAGTCAAAACTGGACAAAGCAATTTGGGATATTCGTGTACAAAGAGACCAA
AAAGTTTTAAACAAGAAAAGTTTTGATGTTTATAATGCTTTAAATAAAGCTATCACACATGCAGTAGGCGTCCAATTAAATCCTAATGTAACCGTTCAAGAAGTGGATCAAGAGATTGTG
AACCTACAAATGGCACTTCAAACTGCTTTTGAAATGAGTTGATACTAACCAGAACGCGATTACTACTAATCTCCGGTCCGTTCCTATCARAATTAAATAATAAATATGGCCTATTTATTAA
ATAAAAAGAATGATAGTTTTATTGTTCTTTTGAAAGGCAACAGCGATATTCGTTGTTGCCTTTTTAGATATCTGATTATAAATAGACTAAAAATAAATTTCGATATATGTATTATACTGC
TATATCCAAATTTATAAGATATAAAAGTAATAAACAGCTTAGGTTCAAAATAGTTTTTAGTGTAAGTCATTTATAAATATTTTTATAGAGTAAAACGTATGTATATTTTTATAAATTAGG
TTTATACAAAGGAAAATATAGAAATTAACGTTTATAGCATCACAAAAGTATTAATAAGTATATGAGAAGTGACATTATGTCTAATGTTGTTGTGAGGGTTGATGACAAGTAAAAAAAGAA
CTGTTGAGATATGCTTTGTAGTTTACTATTTGTTGTGTATGAATAATAGTGATACAATAGTGATACAAATATAAGTTGAGGTGATATTATGTCAACAGTAGCAGTAAGAGTTGATGCTCA
GTTAAAAGATGAAGCAACAAAGCTT. Gesamtzahl der Nukleotide: 3505 bp, davon: A: 1077; C: 664; G: 797; T:967
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3.5 Nachweis des CAMP-Faktor-Gens mittels degenerierter Oligonukleotiden
Da in dem Plasmidklon pCO63 das CAMP-Faktor-Gen offenbar nicht enthalten war, muf}te

eine Neuklonierung aus chromosomaler Gruppe B Streptokokken-DNA versucht werden.

Um diesen Klonierungsprozeld unabhangig vom Nachweis der CAMP-Faktor Aktivitat und
ohne Anwendung eines Anti-CAMP-Serums durchfihren zu kdénnen wurden zunachst

degenerierte, gegen das cbf-Gen gerichtete Oligonukleotidsonden entwickelt.

3.5.1 Festlegung von DNA-Sonden auf Grund einer bekannten
Aminosauresequenz (Pools degenerierter Primer)

Bei der Entwicklung von DNA-Sonden aus Aminosauresequenzen war zu beachten, daly
wegen der Degeneration des genetischen Codes aus einer bestimmten Aminosaurensequenz
keine eindeutige DNA-Sequenz bestimmt werden kann. Sollen in einem solchen Fall DNA-
Sonden hergestellt werden, besteht daher nur die Moglichkeit Pools von Oligonukleotiden zu
verwenden, in denen jeweils alle in Frage kommenden Kombinationen der Nukleotidsequenz
vertreten sind.

Es gibt nur zwei Aminosauren, die durch genau ein Basentriplet kodiert werden (Methionin,
Tryptophan) sowie neun Aminosauren, die durch zwei verschiedene Basentriplets kodiert wer-
den und neun Aminosauren, die durch 3 - 6 Basentriplets kodiert werden. Deshalb ist die Zahl
der in einem Pool von Oligonukleotiden enthaltenen Sequenzmdglichkeiten entscheidend von
den "zurlickiibersetzten" Aminosauren abhangig. Es galt hier die glinstigste Aminosaurenfolge
in der zu detektierenden Sequenz ausfindig zu machen und einen geeigneten Kompromif}
zwischen Lange der Sonde und der Zahl der Variationsmoglichkeiten der Sequenz zu finden.
Dies wurde mit Unterstitzung eines Rechnerprogrammes aus dem PCGENE-Programmpaket
(PROBE) ausgefihrt. Die Méglichkeit, die Variationen der Sequenzen mit Hilfe einer "Codon-
Usage-Tabelle" (Lathe, 1985) anhand der in einer Spezies haufiger flr eine bestimmte
Aminosaure benutzten Basentriplets weiter einzugrenzen bestand nicht, da noch nicht
genugend Sequenzen aus GBS verdffentlicht waren, um eine derartige Tabelle zu erstellen.
Die Sondenlange wurde mit 20 bp festgelegt, darauthin wurden Sonden aus den Bereichen um
die Aminosaure Methionin (Pos.21) sowie um die Aminosaure Tryptophan (Pos.167) generiert.
Die Sonde aus der Sequenz der Aminosauren 163 - 169 (= CAMP |) ist ein Pool aus 48
verschiedenen Oligonukleotiden, die Sonde aus der Sequenz der Aminosauren 16 - 22

(=CAMP II) ist ein Pool aus 64 verschiedenen Oligonukleotiden.
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CAMP I
3"-CTR TTY CTY TAD ACC TTR TG- 5°¢
Asp Lys Glu lle Trp Asn Thr
CAMP I
3"-TTR GTY GCN GTY GTY TAC GT- 5°¢
Asn GIn Ala GIn GIn Met GIn

Probe

Sonde

Protein

Protein

Eine weitere Schwierigkeit beim Arbeiten mit degenerierten Primerpools war die Feststellung

der optimalen Hybridisierungstemperatur. Da immer von dem héchsten méglichen A/T-Gehalt

auszugehen war, mufdte die niedrigste mogliche T, als Hybridisierungstemperatur an-

genommen werden. Bei den beiden vorliegenden degenerierten Sondenpools wurde zunachst

mit einer Hybridisierungstemperatur von 37 °C hybridisiert.

Mit den degenerierten Oligonukleotidsonden CAMP | und CAMP Il wurden Southern Blots
der DNA des Plasmids pCO63 und der mit EcoRIl, BamHI und Hindlll geschnittenen
chromosomalen DNA aus Gruppe B Streptokokken (Stamm DSM 2134) hybridisiert.
Wahrend im Fall der Plasmid-DNA aus pCOG63 kein Signal sichtbar wurde, war im Fall der

genomischen DNA jeweils ein eindeutiges Signal zu erkennen (Abbildung 3-3).

Abbildung 3-4 (a — ¢): a: Agarosegel, Ethidiumbromidfarbung. b: Southern-Blot des
Gels (a), Hybridisierung mit *2p_markierter CAMP 1-Sonde. ¢: Southern-Blot von Gel (a),

Hybridisierung mit **P-markierter CAMP 11-Sonde.

Auftrag der Proben:

1 =pCO63 Plasmid-DNA, EcoRI + Hindlll Verdau
2 = )\-Dna, Hindlll-Verdau (GroBenmarker)

3 = R268 chromosomale DNA, BamHI-Verdau

4 = R268 chromosomale DNA, HindlllI-Verdau

5 = R268 chromosomale DNA, EcoRI-Verdau
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Dieses Resultat belegte, dal} die verwendeten Sonden trotz der degenerierten Sequenz zu
eindeutigen Hybridisierungsprodukten mit genomischer GBS-DNA flihrten. Die fehlende
Bindung an pCO63-DNA war ebenfalls ein Indiz flr die Spezifitdt dieser Sonden. Die aus
der genomischen DNA resultierenden Hybridisierungsbanden wiesen in Abhangigkeit von
den verwendeten Restriktionsenzymen eine unterschiedliche GroRe auf. Im Fall des
Verdaus mit Hindlll konnten mit der CAMPI- und der CAMPII-Sonde verschieden grolde
Banden detektiert werden. Dieses Ergebnis wurde als Hinweis auf eine Hindlll-Schnittstelle
im CAMP-Faktor-Gen gewertet (Abbildung 3-4).

3.6 Versuche zum Aufbau einer CAMP-Faktor-Gen (cbf-Gen) gewichteten
Genombank in E. coli

Da die Resultate der Hybridisierungsexperimente andeuteten, daf} das Restriktionsenzym
EcoRI keine Schnittstelle im CAMP-Faktor-Gen aufwies und die CAMP-spezifischen
Fragmente beim Verdau mit diesem Enzym mit eine GroRRe von ca. 4,0 kb (+/-0,5 kB) eine
potentiell gut klonierbare Grofie aufwiesen, sollte zunachst die Klonierung von mit EcoR |
geschnittener chromosomaler Gruppe B Streptokokken-DNA versucht werden. Um das
gesuchte Fragment gegeniber den restlichen Genomfragmenten anzureichern wurde die
mit EcoRI verdaute genomische DNA in einem Low-meltig-point-Agarosegel aufgetrennt,
Fragmente in einem Grélenbereiche von 3,0 - 6,0 kB ausgeschnitten und aus der Agarose
zurickgewonnen. Diese DNA-Fragmente wurden im folgenden als Insert-DNA zur
Klonierung verwendet.

Als Klonierungsvektor diente das pUC19 Plasmid. Dieses wurde vor der Ligasereaktion mit
alkalischer Phosphatase vorbehandelt, um die Gefahr der Religation bei Klonierungen in
eine singulare Schnittstelle zu verringern.

Trotz 4facher Wiederholung des Versuchs konnten nie mehr als 17 rekombinante Klone
erreicht werden.

Dies lieR® sich in Kontrollexperimenten durch die mangelhafte Ligation mit den dephos-
phorylierten Vektoren und durch nicht vollstdndig zu entfernende Verunreinigungen der
genomische DNA-Fragmente mit Agarose-Resten erklaren. Die erzielten rekombinanten E.
coli-Kolonien wurden zur Uberpriifung in Kolonie-Blot Hybridisierungen mit den
degenerierten CAMP-Sonden Uberprift. In keinem Klon liel sich ein cbf-Genfragment

nachweisen.

3.7 Klonierung des chf-Gens mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion

Eine weitere Moglichkeit zur Klonierung des CAMP-Faktor-Gens (cbf-Gen) bot die

Amplifikation des Gens mit Hilfe der polymerase-chain-reaction (PCR) und den schon als
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Sonden gebrauchten degenerierten Oligonukleotid-Pools CAMP | und CAMP Il. Die beson-

dere Schwierigkeit dieser Methode lag in der Verwendung von degenerierten Primern, also

Primer-Pools an Stelle von eindeutigen Primern. Dadurch bestand die Gefahr der

Primerbindung an anderen als den beabsichtigten Stellen im Genom und damit der

Amplifikation einer anderen als der gesuchten Sequenz.

Zur Verwendung als PCR-Primer wurden die urspriinglichen Sondensequenzen wie folgt

modifiziert::

— Um die Zahl der Wobble-Positionen zu reduzieren, wurde die Lange der Primer auf
14mere, bzw. 17mere verkirzt.

— Um ein funktionsfahiges PCR-Primerpaar zu erhalten, mufdte von einer Sonde die
komplementare Sequenz in die Reaktion eingesetzt werden.

— Die eigentlichen Primersequenzen wurden zur spateren Klonierung mit
Restriktionsschnittstellen versehen.

Durch die Degeneration der Primer und die "mismatch"-Positionen der

Restriktionsschnittstellen  wiesen die Primer eine relativ  niedrige  optimale

Bindungstemperatur (T,,) auf. Diese Eigenschaft erhohte die Gefahr unspezifischer

Bindungen im Rahmen der PCR.

Um die Nachteile der niedrigen Bindungstemperaturen zu begrenzen, wurde die PCR mit

diesen Primern im Modus der "shift-PCR" durchgefuhrt. Dazu wurde die

Bindungstemperatur anfanglich Uber einige Zyklen niedrig gehalten. Wenn genligend

spezifische cbf-Kopien aus den vorherigen Zyklen als neue Zielsequenzen vorlagen, wurde

anschliefend die Bindungstemperatur erhéht um dann nur noch die gesuchte Sequenz

spezifisch zu vermehren.

Bei Verwendung der 14-mer Primer kam es durch die niedrige T, zur unspezifischen

Amplifikation verschiedener Fragmente. Da aus diesen mit den unten beschriebenen

Methoden kein CAMP-Faktor-spezifisches Fragment isoliert werden konnte, wurden im

folgenden 17-mer Primer mit héherer Spezifitat entwickelt und eingesetzt.
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I. 14-mer Primer: Il. 17-mer Primer:
CAMP-14FOR (mit Extension 3): CAMP-17FOR: (mit Extension 3):
5-CARCARATGCARAA-3' 5-CARGCNCARCARATGCA-3'
CAMP-14REV: (mit Extension 2) DEGEN 2: (mit Extension 2):
5-TTCCADATYTCYTT-3' 5-GTRAANYGNGTRTTCCA-3'
CAMP-III-Sonde: DEGEN 1: (mit Extension 1):
5-CCCATRTCDATRTT-3' 5-GCNAAYATHGAYATGGG-3'
Tabelle 3-2: Degenerierte Oligonukleotide zur Klonierung
Name Sequenz (5 — 37) Restriktionsenzym Verwendet mit Primer:
EXT 1 CCC CCC CTG CAG Pstl DEGEN 1
EXT 2 CCCCCCGGATCC BamHI DEGEN 2, CAMP14REV,
CLON1
EXT 3 CCC CCCGAATTC EcoRI CAMP14FOR, CAMP17FOR,
CLON 2, CLON 4

Tabelle 3-3: Verwendete Extensionen zur Klonierung von PCR-Fragmenten.

Auch bei Verwendung der

17mer Primer (CAMP17FOR / DEGEN 2, CAMP17FOR /
DEGEN 1; DEGEN 1/ DEGEN 2) kam es zur Amplifikation mehrerer PCR-Produkte. Diese

wiesen Groflen von 195 bp, 300 bp, 450 bp, 800 bp, 1500 bp und 1800 bp auf.

Die Primerpaarung CAMP-17FOR und DEGEN 2 ergab eine starke Bande von ca. 450 bp

Grolle sowie mehrere schwachere, meist kleinere Fragmente.

Abbildung 3-5:

Agarosegel,  Ethidiumbromidgefarbt. = PCR-Produkte  der
Paarungen degenerierter Primer mit chromosomaler DNA des
Stammes R268 als Template-DNA.

1 = Primerpaar: DEGEN 1/ DEGEN 2

2 = Primerpaar:. CAMP17-FOR / CAMP llI-Sonde

3 = Primerpaar: CAMP17-FOR / CAMP 14-REV

4 = Hind Ill geschnittene A-DNA

Die GroRRe des spezifischen Fragmentes wurde durch Vergleich
mit Haell geschnittener ®X174-DNA mit ca. 1,95 Kb bestimmt.
Dieses Produkt wurde in pUC19 einkloniert (= pKLN019).
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Die Paarung DEGEN 1 mit DEGEN 2 ergab nur eine deutliche Bande von ca. 195 bp.
Grofle und war damit das spezifischste Primerpaar (Abbildung 3-5).

Die PCR-Produkte wurden im low-melting-point-Agarosegel aufgetrennt. Die 450 und 195
bp.-Fragmente wurden nach der Extraktion aus "low-melting-point"-Agarosegelen mit Hilfe
von NACS-Affinitdtschromatgraphiesaulen (Fa. Gibco BRL) aufgereinigt. SchlielRlich wurden
die so praparierten Fragmente mit Hilfe der am 5'-Ende der Primer angefligten
Restriktionsschnittstellen (EXT 1-3) in einen pUC-Vektor einkloniert.

Da die theoretisch zu erwartende GréRe der PCR-Produkte aus der Paarung CAMP17FOR
und DEGEN 2 ca. 480 bp. betragt und dieses Fragment einen grol3en Teil des CAMP-
Faktor-Strukturgens enthalt, konzentrierten wir unsere Bemiihungen zuerst auf die Frag-
mente mit der GréRRe von ca. 450 bp, welche zum Vergleich aus verschiedenen Gruppe B

Streptokokken-Stammen einkloniert wurden.

3.8 Analyse der rekombinanten Plasmide

3.8.1 Hybridisierung mit einer degenerierten Oligonukleotid Sonde
Die praparierte Plasmid-DNA wurde mittels Southern Blot- Hybridisierung mit der CAMP I1I-

Sonde hybridisiert.
Keines der rekombinanten Plasmide =zeigte in diesem Ansatz ein eindeutiges

Hybridisierungssignal mit der CAMP |lI-Sonde.

3.8.2 Analyse durch Bestimmung der Basensequenz
Um die Aussagekraft der unspezifischen Ergebnisse der Hybridisierungen zu Uberprifen

wurden einige ausgewahlte rekombinante Plasmide nach der Dideoxy-Methode (Sanger et
al.,1975) ansequenziert.

Die ermittelten Sequenzen zeigten zwar eine flir GBS  beschriebene A/T reiche
Basenzusammensetzung, die meisten der Sequenzen lieen sich jedoch nicht in eine der
CAMP-Proteinsequenz homologe Proteinsequenz Ubersetzen.

Bei der Analyse eines 195 bp.-Fragmentes aus dem Klon KLN0O19 ergab sich eine lesbare
Sequenz von 163 bp. Lange, deren Peptidsequenz im Leseraster 1 zu 83% mit der von
Fehrenbach et al. ermittelten CAMP-Proteinsequenz Ubereinstimmt. Insbesondere zu den
Aminosauren 121 bis 164 des C-terminalen Endes der CAMP-Faktor-Sequenz fand sich

eine 100% Homologie.

3.9 Klonierung und Sequenzierung des cbf-Gens mit Hilfe der "inverted PCR"

Aufbauend auf der aus dem Klon KLNO19 ermittelten Teilsequenz wurde die weitere

Klonierung und Sequenzierung des cbf-Gens mit Hilfe der "inverted-PCR" durchgefihrt.
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Diese Methode dient zur Amplifikation von Genbereichen die direkt an bekannte DNA-
Sequenzen angrenzen (Kapitel 2.2.14.2).

Die Anwendung dieser Methode war notwendig, da keine Genombank eines Gruppe B
Streptokokken-Stammes (R 268) existierte, aus der heraus mit Hilfe der bekannten
Teilsequenz die vollstandige cbf-Sequenz hatte ermittelt werden kénnen.

Als Primer fir die inverted-PCR dienten die aus dem bekannten Fragment abgeleiteten
spezifischen Primer CAMP 1 und CAMP 2 (siehe Tabelle 3-4). Zur Detektion wurde die
degenerierte CAMP 1lI-Sonde verwendet.

Nach den Ergebnissen der Vorexperimente (Kapitel 3.5) mit degenerierten Sonden war die
Anwesenheit einer Hindlll-Schnittstelle innerhalb des CAMP-Gens zu vermuten. Es kamen
von den untersuchten Restriktionsendonukleasen nur EcoRI und Xbal zur Verwendung in
der "inverted PCR" in Frage. Bei diesen Enzymen ist das CAMP tragende Fragment ca. 2,5
kB (bei EcoRlI) resp. ca. 2,0 kB (bei Xbal) gro® und lag damit in einem Bereich, der durch
die "inverted-PCR" theoretisch gut amplifizierbar sein sollte. Die Unsicherheit der Fragment-
grolRenbestimmnung liegt hier allerdings im Bereich von +/- 0,5 kB.

Sowohl bei den religierten EcoRI-Fragmenten als auch bei den religierten Xbal-Fragmenten
fanden sich nach der PCR-Reaktion mehrere amplifizierte Fragmente. Von diesen

hybridisierten jeweils ein Fragment aus der EcoRI-PCR (0,6 kB) und ein Fragment aus der

Abbildung 3-6:

Linke Seite:

Agarosegel, EtBR-Farbung von Fragmenten der

inverted-PCR.

Auftrag:

1 = Hindlll geschnittene A-DNA (Marker)

2 = Inverted-PCR an mit EcoRI.
geschnittenem und religiertem Template.

3 = Inverted PCR-Produkt an mit EcoRI
geschnittenem und religiertem Template.

4 = Inverted PCR-Produkt an mit Xbal
geschnittenem und religiertem Template

Rechte Seite:

Southern Blot des links abgebildeten Gels,

Hybridisierung mit CAMP [lI-Sonde, Detektion durch

Chemolumineszenz, Auftrag wie linke Seite.

Xbal-PCR (1,8 kB) mit der CAMPIII-Sonde (Abb. 3-6).
Diese Fragmente wurden nach elektrophoretischer Auftrennung aus Agarosegelen isoliert

und nach Aufreinigung Uber lonenaustausch-chromatographische Saulen (NACS-Saulen,
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Fa. Gibco BRL) zur Subklonierung in pUC19 gebracht. Die Sequenzierung mit den
Standard-Sequenzierprimern zeigte das Vorhandensein einer EcoRI-Schnittstelle innerhalb
des CAMP-Gens: die cbf-homologe Sequenz des 0,6 kB-Fragment war unvollstandig und
durch eine erneute EcoRI-Schnittstelle begrenzt. Die Sequenzierung des CAMP-Gens
wurde deshalb ausschlief3lich in dem mit Xbal geschnittenen Fragment weitergefuhrt. Die
"inverted-PCR" und die darauffolgenden Sequenzierungsarbeiten wurden an der

genomischen DNA des Ausgangstammes R268 durchgefihrt.

3.9.1 Sequenzierung des cbf-Gens
Bei der Sequenzierung des cbf-Gens wurden wieder aus den jeweils neu gelesenen

Sequenzen die folgenden Sequenzierprimer festgelegt. Licken zwischen den neu
ermittelten Sequenzen sowie interessante Genbereiche wurden durch spezifische PCR-
Reaktionen an genomischer DNA und anschliellender Direktisequenzierung der PCR-
Produkte aufgefiillt. Die als PCR-Primer und zur Sequenzierung verwendeten

Oligonukleotide sind in Tabelle 3-4 dargestellt.

Name Sequenz (5" - 37) Position (bp) Tm (°C)
CAMP 1 TTG TTC TAA TGC CTT TAC ATC G 943 -922 49,9
CAMP 2 AAA ACC AAC TGA TAG AGC TAC CAT 967 - 990 50,4
CAMP 3 TGA TTC AAT TAA AGC TCA AG 898 - 917 42,4
CAMP 4 TTG AGT TGA AAA AGT GAT TGC 805 - 785 47,3
CAMP 5 TCG TGT AGA AGC CTT AAC AGA 754 - 774 47 1
CAMP 6 TGT TAA GGC TTC TAC ACG ACT AC 772 -749 48,0
CAMP 7 AAT CTG GAA TAC ACG CTT TAC TA 1018 - 1040 47,7
CAMP 8 CAA CTC CAC AAG TGG TAA ATC 534 - 554 46,3
CAMP 9 TGC TGG GCT TGA TTA TTA ATC 582 - 564 47 4
CAMP 10 CAT TAC AAG CAG CAC TTC A 1170 - 1188 46,7
CAMP 11 ATG CTG TTT GAA GTG CTG C 1196 - 1178 48,5
CAMP 12 GGC CCA TGT TGG TAT CTT AC 379 - 360 48,6
CAMP 13 ATC GTT ATG GTT TTT ACA TGA 183 - 203 44.4
CLON 1 AGG AGG AAA TTT ATT ATG AAC G 422 - 443 471
CLON 2 TTA TTT TAA TGC TGT TTG AAG TG 1204 - 1182 46,9
CLON 3 TCT ATT GGT AGT CGT GTA GAA G 743 - 764 43,5
CLON 4 CTT AGT TAT CCC AAA ATC AGG A 919 - 958 47,7

Tabelle 3-4: Zur Sequenzierung verwendete Primer. Die angegebenen Positionen beziehen sich
auf die dargestellte Sequenz. Die angegebene T,, wurde mit Hilfe des OLIGO-Programms errechnet.
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Um mogliche Sequenzierungsfehler zu eliminieren wurde nach Abschlul® der
Sequenzierung der inverted-PCR Produkte der gesamte Genbereich mit den Primern
CAMP 13 und CLON 2 in einem Stiick aus genomischer DNA amplifiziert und erneut mit
den vorhandenen Primern sequenziert. Es ergaben sich keine Sequenzunterschiede
zwischen der vom Xbal-Fragment ermittelten Sequenz und der von der genomischen DNA
gelesenen Sequenz. Die ermittelte Basensequenz ist in Abbildung 3-7, gemeinsam mit der
abgeleiteten Proteinsequenz dargestellit.

Der sequenzierte Bereich von 1,6 kB zeigte in der Basenzusammensetzung die fir
Streptokokken typische Haufung von Adenin und Thymin. Er enthalt zwei offene Leseraster,
von denen das grofRere (bp. 437-1201) flr ein Protein von 255 Aminosauren kodiert,
welches bis auf 29 zusatzliche N-terminale Aminosauren und zwei weitere Aminosauren mit
der von Rihlmann et al. veroffentlichten Sequenz identisch ist und daher dem cbf-Genlokus

entspricht.

3.9.2 Analyse der cbf-Aminosauren-Sequenz
Die 29 N-terminalen Aminosauren, welche von der bereits verdffentlichten Proteinsequenz

abweichen, entsprechen in ihrer  Struktur und Zusammensetzung einer
Signalpeptidsequenz, wie sie bei vielen von Streptokokken in den Kulturiiberstand
sezernierten Proteinen gefunden wird. Diese Signalpeptide werden normalerweise vor der
Ausscheidung der Proteine abgespalten. Eine solche potentielle Spaltungsstelle findet sich
hinter einer typischen Aminosaurensequenz Glu-Val-His-Alal- (EVHA-), entsprechend dem
N-Terminus der im Kulturiiberstand gefundenen Proteinform. Ohne diese Signalsequenz
zeigt das CAMP-Protein von R268 eine 99%ige Ubereinstimmung mit der bereits
veroffentlichten  Sequenz.  Die  verbleibenden  Sequenzunterschiede in  der
Aminosaurensequenz sind der Einbau eines Prolin-Rests an Position 95 an Stelle von Serin
(Iminogruppe an Stelle einer neutralen Seitengruppe) sowie der Einbau von Threonin an
Stelle von Alanin (neutrale AS an Stelle einer aliphatischen AS) an Position 126. Diese
Sequenzunterschiede sind nicht zwangslaufig die Folge von Mutationen gegeniber
anderen Stammen, es kann sich auch um Fehler bei der Sequenzbestimmung oder um

allgemein variable Positionen innerhalb des Proteins handeln.

3.9.2.1 Analyse der cbf- Nukleinsauresequenz
Upstream vom cbf-Gen finden sich Sequenzbereiche, die Sequenzhomologien zu typischen

Konsensus-Sequenzen zur Transkriptionsinitiation bei Prokaryonten (-10 bp-. und -35 bp-
Boxen) aufweisen. Die Sequenzen der -35 Boxen bei Streptokokken-Promotoren vom c-70-

Typ weichen haufig von den bekannten E.coli-Sequenzen ab. So weisen die ersten drei
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Positionen der Streptokokken -35-Box TTT an Stelle von TTG bei der Konsensus -35-Box
auf. Auch in den Positionen 3-6 der -35-Box unterscheidet sich die Basenabfolge bei
Streptokokken von der entsprechenden E. coli-Sequenz. Daher ist die hier gefundene
Sequenz (Pos. 163-168) TTTATA typisch flir eine -35-Box von Streptokokken und weniger
fur die von E. coli. Auch die Sequenz der vermuteten TATA-Box in -10 bp.-Position (Pos.
188-193) zum Transkriptionsstartpunkt weicht von der typischen E. coli Konsensus-
Sequenz ab (TATGGT an Stelle von TATAAT). Der Startpunkt der Transkription, die +1-
Position, wirde damit auf das Adenin an Position 200 fallen.

Die vermutete Ribosomenbindungsstelle fur die Translation, die Shine-Dalgrano-Box
(Pos.482-487), entspricht in Lage (12 bp. oberhalb des Startcodons) und
Basenzusammensetzung (AGGAGG) weitgehend den aus E. coli bekannten Konsensus-
Sequenzen (Abbildung 3-7). Im Bereich zwischen dem 3’-Ende des cbf-Gens und dem
folgenden offenen Leseraster gibt es zwei Sequenzabschnitte mit einer "Inverted-Repeat"-
Struktur und dadurch potentielle Bereiche zur Schleifenbildung (Pos.1195 bis 1212 und
Pos. 1331 bis 1346) als Sekundarstruktur ("stem loops"), gefolgt von mehreren
Thyminresten. Diese beiden Sequenzabschnitte konnten die Funktion von Transkriptions-
Terminationssequenzen haben und das Ende des mRNA-Transkripts festlegen. Der
vordere dieser beiden Bereiche (Pos. 1195-1212) dient durch die relativ grof’e Anzahl von
Thymin-Residuen in Folge (5 in direkter Folge) mit etwas groRerer Wahrscheinlichkeit als
Faktor-Rho-unabhangiger Endpunkt der Transkription.

Sequenzhomologien und damit eine mogliche  Funktion fur das zweite in dem
Genomabschnitt gefundene offene Leseraster (bp. 1337-1586) lielken sich nicht
nachweisen. Anhand von Sequenzhomologien mit der E.coli-Konsensus-Seuenz laf3t sich
eine mogliche Shine-Dalgano-Sequenz (Pos. 1362-1366) identifizieren. Ob dieses

Leseraster in vivo aktiv ist, konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht beantwortet werden.
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10

|
AAACAGCGAG
TAAAATAGTA
GATAAAAATA
TTATCGTTAT
TGGCGCAAGT
TTGTAATAAT
TAAGATACCA
AAGGAGGAAA

TGGTGCATTG
G A L

ACAAGTGGTA
Q V V

TCAAGATAGC
Q D S

ACCGGTTAAT
P V. N

TGAGACAGTT
E T V

TGAAGCAATC
E A 1 T

TATGGGATTT
M G G

TTCAATTAAA
S 1 K

TGATTTAAAA
D L K

CTGGAATACA
W N T

CAATACTTTA
N T L

GGTACAACAA
V. Q Q
ATAATATTTG
TTATGATTAA
AATAAAGTGA
CTAAAAAGAT
TGATAGACGT
TTCCTTTGAG
TGTTGGCAAC

20
|
TGGAATAATG
CGCTTCTTAT
GTGATAAGTA
GGTTTTTACA
ATATTATAGC
GTTAAATATA
ACATGGGCCC
TTTATTATGA
M
TTATTTTCAC
L F S

AATCATGTAA
N H V

ATTCAGTTGA
1 0 L
GAGGCTATTA
E A1 T

TATGATTTGA
Y D L N

ACTTTTTCAA
F S T

GGGATAACTA
G 1 T

GCTCAAGTTA
A Q V
CCAACTGATA
P T D

CGCTTTACTA
R F T

AATAAAGCAA
N K A

GTTGATCAAG
V D Q

TATTTTTCGT
AAGATTTACG
TTAGTCATTT
AACTGTTGTA
TCGTGAAGAG
TCACTCAGTC
GAGGGGGAAG

30

|
ATTTTTAGTA
TAAATTTATT
GAAATTTTCT
TGAAAATCTA
AAAATGATAA
GGGGAAAAGA
TGTAAATTAA

ACGTTACACA
N V. T H

CAGCTGTATT
P A V L

ATAGTAATAA
N § N N

GAAATATCAA
R N I K

CTAGCGTGGA
S V E

ATTCTATTGG
S 1 G

CTCAACATTT
Q H L

AGCTAGTTAT
K L V 1

ACGATGTAAA
N D V K

GAGCTACCAT
R A T 1

GAGATAAAAA
R D K K

TCACACATGC
I T H A

AGATTGTAAC
E 1 V. T

GTGATGCTGT
ACAATAGTCA
GACTAAATTT
GCATTAGAAA
CATGAGTATC
ATAAGTTTGA
ATCTATTAGA
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TGTTTTTGGG
TTTTAAGGGC
AAAATATTTA
AATTAAATTA
TATTAGTTTT
AAGCGCTTTG
AAATACTGCA

TATGATGTAT
M MY

AGAAGTACAT
E V H
TCAAGCCCAG
Q A Q
AGATAATGTT
D N V

AAAATTAAAG
K L K

TAGTCGTGTA
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|
CATAATCGGA
AACATTAGGC
GATTTATATA
TCAGAAATTA
ATGAAAAAAA
ACGACCTTTT
GTAGAAGTGA

CTATCTGGAA
L S G

GCTGATCAAG
AXD Q

CAAATGGCTC
Q M A

CAGGGAACAG
Q G T

ACTTCATTGC
T S L R

GAAGCCTTAA

S RV E A L T

AACAAATAAG
T N K V

TCGCATTTTA
R 1 L

GGCATTAGAA
A L E

CTATACAAAA
Y T K

AGTACTTAAC
V. L N

TGTTGGAGTT
vV G V

ATTACAAGCA
L Q A
CGACTTCGTG
TAATAGTAGA
GCCAAGTATC
CATTGATTGC
GTGGAGGGCA
ACAGTTTAGA

GCAT

Gesamtsequenz: 1594 BP; 591 A; 210C; 291 G;

Abbildung 3-7: DNA-Basensequenz der cbf-Genregion.

GTTAGTCAAG
S Q A

GATCCATTTG
D P F

CAAAAAGTTT
Q K V

TCAAAACTTG
S K L

GTCAAAGAAT
V K E

CAGTTGAATC
Q L N

GCACTTCAAA
A L Q

ATTTTGTACT
ACGATGTCAC
AAAGGAAATA
CCAGCATAAT
TATTCCAGGT
TAAAATAAGG

502 T;

60

|
CGATTTTATC
TAATCTATTT
AGGTGGTAAA
ACAAAAAGGA
TGCAGTTTAT
GGACAAGTAG
TTTTAGTTTA
CTCTAGTGGC

T L V A

TGACAACTCC

v T T P

AAAAGCTTGA
Q K L D

ATTATGAAAA
D Y E K

GTGCCAACCC
A N P

CAGATGTGAT
D V 1

CAAATATTGA
N I D D

CTTCAGTTGA
A S V D

TAACTTATCC
L T Y P

ATAAGGAAAT
D K E 1

TTAAAGTTTA
F K VY

CAAATGTTAC
P N V. T

CAGCATTAAA
T A L K
ACCATGATTG
CATTTTAAAT
AAGATTATGA
AATATCCATT
GCGATAAATC
AATATTATCT
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Abbildung 3-7 (Seite 47)

Die vermuteten -35 und -10 Sequenzen sind fett gedruckt; die Ribosomenbindungsstelle ist
unterstrichen, das Start- und das Stopcodon sind fett und unterstrichen dargestellt. Gleiches gilt auch
fur die_-10 bp.-Sequenz sowie das Start- und Stopcodon des anschliefenden Leserahmens. Die
entsprechenden Aminosauren sind unter die Sequenz gesetzt. Die vermutete Abspaltungsstelle des
Signalpeptids ist durch 3< gekennzeichnet. Von der verdffentlichten Sequenz abweichende
Aminosauren sind fett gedruck

3.10 Untersuchungen zum Auftreten bei anderen Gruppe B Streptokokken

Da im klinischen Alltag Stdmme gefunden werden, die keine Kohamolyse mit dem B-Toxin
der Staphylokokken zeigen oder bei denen diese in unterschiedlich ausgepragter Form
auftritt, sollte die Verbreitung des cbf-Gens in GBS sowie mogliche Genvariationen durch
Hybridisierungsexperimente untersucht werden. Hierzu wurde von 19 klinischen Isolaten die
chromosomale DNA prapariert und anschlieRend das gesamte cbf-Strukturgen durch PCR
mit dem Primern CLON1 und CLON2 amplifiziert. Nach elektrophoretischer Auftrennung der
PCR-Produkte in Agarosegelen wurde die DNA geblottet und hybridisiert (Abbildung 3-8).
Als Sonde diente ein unter Verwendung von chromosomaler DNA des Stammes R268 aus
den Primern CAMP 8 und CAMP 11 generiertes PCR-Fragment. Dieses 664 bp.-Fragment
wurde durch Einbau von Digoxigenin-dUTP in der PCR-Reaktion direkt markiert. Es
umfaldte bis auf den fir das Signalpeptid kodierenden Bereich praktisch das gesamte cbf-
Strukturgen. Die Hybridisierung wurde bei einer stringenten Hybridisierungstemperatur von
68 °C durchgeflhrt.

Bei allen von uns untersuchten Stammen lie} sich das gesuchte Genfragment nachweisen.
Es hybridisierte bei der mit Xbal geschnittenen DNA mit einem 2,4 kB grof3en Fragment, bei
der mit EcoRI geschnittenen DNA zeigten sich zwei Fragmente von 1,4 bzw. 1,7 kB Grol3e
die jeweils mit der Sonde hybridisierten. Unter den gewahlten Bedingungen mul} von einer
mindestens 95%igen Sequenzhomologie fur den getesteten Bereich ausgegangen werden.
Groflere Mutationen oder Deletionen des cbf-Strukturgens lieRen sich damit bei keinem
untersuchten Stamm nachweisen, auch der phanotypisch CAMP-negativen Stamm 74-360

scheint ein regulares cbf-Strukturgen zu besitzen.
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3.11 Sequenzvergleich mit CAMP-negativen Gruppe B Streptokokken

Da auch phanotypisch CAMP-negative Stamme ein offenbar reguldres cbf-Strukturgen
besallen, sollte stellvertretend fiir die entdeckten, in der CAMP-Reaktion varianten Stamme
die cbf-Genregion des CAMP-Reaktions-negativen Stammes 74-360 vollstandig
sequenziert werden. In dieser Sequenz sollte nach umschriebenen, geringflgigen
Mutationen gefahndet werden. Hierzu wurden die fliir die Sequenzierung der R268-cbf-
Genregion verwendeten Primer (Siehe Tabelle 3-4) genutzt. Es wurden PCR-Produkte aus

"Inverted-PCR" Ansatzen sowie von PCR-Reaktionen aus chromosomaler DNA zur

12 345 6 789 10 11 12 34 56 789 10 11

- i A L . “ =
“cHwEBEREN- .-*-- @
12 13 14 1516 171819 20 2122 12 13 1415 16 171819 20 21 22

Abbildung 3-8:
Nachweis des cbf-Struturgens bei klinischen GBS-Isolaten.
Linke Seite: _ Agarosegel mit PCR-Produkten der Primerpaarung CLON1/CLON2

Rechte Seite:_ Southern Blot des Agarosegels, Hybridisierung mit 664 bp-cbf-Fragment,
Markierung mit Dig-dUTP, Detektion durch Chemolumineszenz.

Auftrag: 11 + 22 = Hindlll verdaute A-DNA (GréRenmarker)
1_=AC873 12 = AC471
2_=AC872 13 = R268
3 = AC665 14 = 74-360
4 = AC650 15 = 1056
5_=AC621 16 = 1055
6_=AC616 17 = 1054
7 = AC607 18 = 1053
8 = AC532 19 = 1052
9 =AC515 20 = 1051
10 = AC475 21 =1050

Direktsequenzierung verwendet.
Die ermittelte Sequenz war zu 89,5% homolog zu der bei R268 bestimmten Sequenz. So
waren die Shine-Dalgarno-Box, das Start-Kodon und die ersten 19 Kodons des cbf-Gens

des Stammes 74-360 mit denen des Stammes R268 identisch oder wiesen unbedeutende
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R 268

74-360
R 268

74-360
R 268

74-360
R 268

74-360
R 268

74-360
R 268

74-360
R 268

74-360
R 268

74-360
R 268

74-360
R 268

74-360
R 268

74-360
R 268

74-360

Ubereinstimmende Basen sind durch

AAACAGCGAGTGGAATAATGATTTTTAGTATGTTTTTGGGCATAATCGGA -50
EEELRRE R el

AAACAGCGAGTGGAATAATGATTTTTAGTATGTTTTTGGGCATAATCGGA -50
CGATTTTATCTAAAATAGTACGCTTCTTATTAAATTTATTTTTTAAGGGC -100
PEEREERE R e e e e et

CGATTTTATCTAAAATAGTACGCTTCTTATTAAATTTATTTTTTAAGGGC -100
AACATTAGGCTAATCTATTTGATAAAAATAGTGATAAGTAGAAATTTTCT -150

FELERRRLRE R e e e et
AACATTAGGCTAATCTATTTGATAAAAATAGTGATAAGTAGAAATTTTCT -150

AAAATATTTAGATTTATATAAGGTGGTAAATTATCGTTATGG| TTTTTAC -199
FELERERER e e e e e ey it
AAAATATTTAGATTTATATAAGGTGGTAAATTATCGTTATGGCTTTTTAC -200
ATGAAAATCTAAATTAAATTATCAGAAATTAACAAAAGGATAGGCGCAAG -249
EELEEEEER R e e e e e e e el
TTGAAAATCTAAATTAAATTATCAGAAATTAACAAAAGGATTGGCGCAAG -250
TATATTATAGCAAAATGATAATATTAGTTTTATGAAAAAAATGCAGTTTA -299
EERLRREER R e e e e e el
TATATTATAGCAAAATGATAATATTAGTTTTATGAAAAAAATGCAGTTTA -300
TTTGTAATAATGTTAAATATAGGGGAAAAGAAAGCGCTTTGACGACCTTT -349
EELREEER e e e ey il
TTTGTAATAATGTTAAATATAGGGGAAAAGAAAGCGCTC | GACGACCTTT -349
TGGACAAGTAGTAAGATACCAACATGGGCCCTGTAAATTAAAAATACTGC -399
EELRRERRR et PR el
TGGACAAGTAGTAAGATACAAACATGGGCCCTGTAAATTAAAAATACTGC -399
AGTAGAAGTGATTTTAGTTTAAAGGAGGAAATTTATTATGAACGTTACAC -449
FEEE TELRREER R e e e e 1 1l
AGTAAAAGTGATTTTAGTTTAAAGGAGGAAATTCATTATGAACGTTAAAC -449
ATATGATGTATCTATCTGGAACTCTAGTGGCTGGTGCATTGTTATTTTCA -499
IELERE R R e e e e e e et 1l
ATATGATGTATCTATCTGGAACTCTAGTGGCTGGTGCATTGTTATTTCCA -499
CCAGCTGTATTAGAAGTACATGCTGATCAAGTGACAACTCCACAAGTGGT -549
EELLRREEE e e e e nnttl
CCAGCTGTATTAGAAGTACATGCTGATCAAGTGACAACTCCACAAGTGGT -549
AAATCATGTAAATAGTAATAATCAAGCCCAGCAAATGGCTCAAAAGCTTG -599

FEERLEREEEEE PR e e e el
AAATCATGTAAACAGTAATAATCAAGCCCAGCAAATGGCTCAAAAGCTTG -599

Abbildung 3-9: Sequenzvergleich der Promotorregionen von Stamm R268 und 74-360.
verbunden, funktionswichtige Bereiche des Promotors
sind fett gedruckt. Das Startcodon des Strukturgens ist fett und unterstrichen dargestellt.

Abweichungen auf. Dagegen fanden sich in der postulierten Promotorregion des cbf-Gens

des Stammes 74-360 einige womdglich entscheidende Veranderungen: die -10 Box wich

durch eine Insertion deutlich von der des Stammes R268 ab, zudem war die +1-Position

durch einen Basenaustausch (Adenin zu Thymin) betroffen. Die Ubrigen nachgewiesenen

Punktmutationen und die

Insertion einer weiteren Base betrafen keine nachweisbar

funktionswichtigen Bereiche mehr. Da in einer weiteren Arbeit (Podbielski et al. 1994),
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gezeigt werden konnte, dal® bei dem Stamm 74-360 kein cbf-mRNA-Transkript auftritt, 1at
sich das CAMP-Reaktion negative Verhalten des Stammes 74-360 mit den hier gezeigten

Mutationen im cbf-Genpromotor erklaren.

3.12 Klonierung des cbf-Gens und einzelner cbf-Genfragmente in einen
Expressionsvektor

Bei den bisherigen Experimenten zur Klonierung des cbf-Gens oder seiner Subfragmente
liessen sich keine stabilen Klone etablieren. Eine mdgliche Erklarung fir die nicht
erfolgreiche Klonierung des vollstandigen cbf-Gens in den pUC-Vektoren war die etwaige
Instabilitdt der rekombinanten Plasmide durch die Expression des CAMP-Faktors mit
moglicherweise negativer Wirkung auf die Zellmembran des E. coli-Wirtes. Um diese
Moglichkeit auszuschlieRen, wurde fur weitere Klonierungen zur cbf-Genexpression ein
temperaturinduzierbarer Expressionsvektor verwandt. Zur Klonierung in das pJLA-
Expressionssystem wurde das komplette cbf-Gen ohne eigenen Promotor bzw. ein N-
terminales (Aminosauren 30 - 151) und ein C-terminales (Aminosauren 111 - 255) cbf-

Genfragment mit Hilfe von PCR amplifiziert.

Klone
|+ Gesamtes cbf mRNA-Transkriot
29 AS . .
— "reifes" CAMP-Protein, 226 AS
255 AS, gesamtes cbf-Protein
! ! A
101 AS
B
144 AS
t 1 1.1
142 AS
! J D
181 AS
1.1

Abbildung 3-10: cbf-Genregion, in vivo-Genprodukte und klonierte cbf-Genfragmente.

Oberste Zeile: cbf-Gen, darunter das reife CAMP-Protein mit der abgespaltenen Signalsequenz.
3.—7.Zeile: Darstellung der verschiedenen, zur Expessionsklonierung verwendeten Fragmente
und ihrer Genprodukte: A: gesamter cbf-Klon (CLON1 / CLON2); B: N-terminales Fragment des
EcoRI-Verdau von Fragment A; C: C-terminales Fragment des EcoRI-Verdau von Fragment A;
D: N-terminales Fragment (CLON4 /CLON2); E: N-terminales Fragment (CLON2 / CAMPS8). Die
GroRRe der exprimierten Polypeptide in Aminosauren (AS) ist Uber den jeweiligen Fragmenten
angegeben.
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Verwendete Primer:

Gesamtes cbf-Gen: CLON1/CLON2

N-terminales Fragment: CLON4/CLON2

C-terminales Fragment: Gesamtes cbf-Fragment, EcoRI-Verdau mit Schnittstelle an
Pos. 742.

Zur Ligation in den Vektor wurden die PCR-Primer an ihren 5’-Enden mit BamHI, Sall oder

EcoRI-Schnittstellen versehen.

Nach Etablierung der rekombinanten Plasmide in einem E. coli-Dh5a-Wirt wurde die
Identitat und Vollstandigkeit der klonierten Fragmente durch Southern-Blot Hybridisierungen

sowie durch PCR-Experimente mit den urspriinglichen Primern bestatigt.

3.13 Aktivitatstestung des rekombinanten cbf-Proteins und der cbf-
Proteinfragmente im Ko-Hamolyse-Test

Die rekombinanten E. coli-Klone wurden in Koh@molyse-Tests auf die Expression des
rekombinanten CAMP-Faktors und dessen Funktion untersucht. Da nicht gesichert war, ob
der rekombinante komplette CAMP-Faktor vom E. coli Wirtsbakterium sezerniert wurde
und andererseits aufgrund der Klonierungsstrategie der CAMP-Faktorfragmente eine
Sekretion durch den E. coli unmobglich war, wurden alle Wirtsklone nach
Temperaturinduktion durch Ultraschallbehandlung aufgeschlossen. 0,5 ml Aliquote der
Bakterienlysate wurden wie in Kapitel 2.2.3.3. und 2.2.3.4. beschrieben auf ihre
kohamolytische Aktivitdt gemessen. Dabei wies nur der vollstdndige rekombinante CAMP-

Faktor eine nachweisbare kohamolytische Aktivitat auf (Abbildung 3-11).

Klon | PeptidgréRRe (AS) Fragmentlange Kohamolyse
A 255 Komplettes cbf-Gen Pos.
B 101 N-terminal Neg.
C 144 C-terminal Neg.
D 142 N-terminal Neg.
E 181 N-terminal Neg.

Tabelle 3-5: Hamolytische Aktivitat der cbf-Subklone
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Abbildung 3-11:
Kohamolytische Aktivitat der Subklone im Diffusionstest.

In der Mitte wurde S. aureus ATCC10832 in einer Linie
aufgeimpft und Uber Nacht bebritet. In die ausgestanzten
Locher wurden aliquotierte Sonikate der einzelnen Subklone A
— E (siehe Abb. 3-10 und Tab. 3-5) eingefilllt.

Die Hamolyse wurde nach einer erneuten Inkubation von 6 Std.
durch Nachweis des charakteristischen hellen Hofes in der
Diffusionszone des S.aureus R-Toxins nachgewiesen.
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4 Diskussion

Untersuchungen zu Virulenzfaktoren der GBS konzentrierten sich lange Zeit auf die
Kapselstruktur und -synthese, da schon seit ldngerem Hinweise auf eine entsprechende
Funktion der Kapsel vorlagen (Marques et al., 1992, Rubens et al., 1987 und Wessels et al.,
1989). Die Kenntnisse Uber weitere Virulenzfaktoren und ihre Rolle im Krankheitsprozess
sind im Gegensatz zum bisher erlangten Wissen Gber die Funktion der Kapsel noch gering.
Bisher sind als Virulenzfaktoren das Ca-Protein (Michel et al., 1992), das Rib-Protein
(Stalhammar-Carlemalm et al., 1993), die Komplement inaktivierende (Cleary et al., 1992,
Bohnsack et al., 1993, Takahashi et al., 1995 und 1999) und Fibronektin bindende
(Beckmann et al., 2002 und Chend et al. ,2002) C5a-Peptidase, der an der Fibronektin-
Bindung beteiligte Glutamin-Transporter ginQ (Tamura et al., 2002), das Hamolysin
(Spellerberg et al., 1999, Pritzlaff et al., 2001, Nizet, 2002), ein weiteres IgA-bindendes
Protein (Heden et al., 1991) sowie die Fibrinogen bindende Adhasine FbsA uns FbsB
(Schubert et al., 2002 und Gutekunst et al., 2004) molekulargenetisch charakterisiert und
diskutiert worden.

Weitere potentielle Virulenzfaktoren sind bekannt, ihre Charakterisierung auf molekularer
Ebene steht jedoch noch aus. Zu diesen gehort das R-Protein (Wibawan et al., 1990), die
GBS-Hyaluronidase (Pritchard et al., 1993), verschiedene Opazitatsfaktoren (Pincus et al.,
1993) sowie ein pyrogenes Toxin (Schlievert et al., 1993).

Unter den potentiellen Virulenzfaktoren ist der CAMP-Faktor (Christie et al., 1944) am
langsten bekannt und beschrieben. Seine starke kohamolytische Eigenschaft in
Anwesenheit vom B-Toxin der Staphylokokken oder anderer Sphingomyelinasen und
Phospholipasen ist seit ca. 20 Jahren bekannt und wird auch als diagnostisches Kriterium
in der mikrobiologischen Diagnostik genutzt.

Bernheimer konnte 1979 die Proteinnatur des CAMP-Faktors belegen und stellte ein Modell
fur den biochemischen Mechanismus der von ihm vermittelten Kohamolyse vor. Danach
handelt es sich bei dem CAMP-Phanomen um eine nicht-enzymatische Lyse, die durch
Bindung des CAMP-Faktors an ceramidhaltige Doppelmembranen hervorgerufen wird. Um
jedoch tatsachlich eine Zerstdrung der Membran hervorzurufen, missen vorher in der
Membran enthaltende Sphingomyeline zu Ceramiden umgewandelt werden. Dies kann z.B.
durch das B-Toxin von S. aureus oder durch andere Spingomyelinasen und Phospholipasen

geschehen, wie sich in entsprechenden in vitro Testsystemen zeigen liel3.

53



Oliver Blankenstein Diskussion

Mit der vorliegenden Arbeit sollten die Erkenntnisse zur Funktion und Regulation dieses am
langsten bekannten Virulenzfaktors aus GBS erweitert und auf molekularer Ebene vertieft
werden. Durch Untersuchungen zum weiteren Verstandnis der molekularen und
genetischen Funktion des CAMP-Faktors sollten ggf. Hinweise auf dessen Rolle in der

GBS-Infektion gefunden werden.

4.1 Analyse des Plasmids pCO63
Das im Rahmen dieser Arbeit untersuchte Plasmid pCO63 sollte laut Voruntersuchungen
ein den CAMP-Faktor kodierendes DNA-Fragment enthalten (Schneewind et al., 1988). In

allen Kohamolysemessungen konnte weder bei Wirtsstdmmem mit dem pCO63 Plasmid

noch bei Stammen mit subklonierten Fragmenten des Gesamtinserts eine Kohamolyse mit
dem pB-Toxin von S. aureus nachgewiesen werden. Eine schwache, unspezifische
Hamolyse, unabhangig von der Anwesenheit von B-Toxin und der Zusammensetzung des
Lysats war bei der Verwendung gréRerer Lysatmengen und -konzentrationen nachweisbar.
Die Sequenzierung des gesamten rekombinanten Fragments aus pCOG63 erbrachte keinen
Hinweis auf die Anwesenheit des cbf-Gens. Vielmehr zeigte der Sequenzvergleich, dafl}
dieses Fragment die Sequenz des CDP-Diglyzeridhydrolase-Gens aus E. coli enthielt.
Daraus war zu folgern, dal3 das rekombinante Fragment aus pCOG63 ein Segment der
genomischen E.coli DNA darstellte.

Schneewind et al. wiesen 1988 die Anwesenheit des CAMP-Faktor-Gens innerhalb der
rekombinanten pCO-Fragmente nach, indem sie eine schwache pB-Hamolyse der
rekombinanten Klone fanden und in einer Western-Blot Analyse aus Lysaten der E.coli-
Wirte mit polyklonalem Kaninchen-Anti-CAMP-Serum eine Bande in der erwarteten GroRRe
nachweisen konnten.

Die Untersuchungen von Schneewind et al. wurden jedoch groRtenteils nicht mit dem
Plasmid pCO63, sondern mit dessen Vorlaufern, den Plasmiden pCO61 und pCO62
durchgeflihrt. Es besteht also die Mdglichkeit, da® das urspriingliche, cbf-Gen enthaltende
Fragment im Rahmen der Subklonierung verloren ging und durch ein Fragment
genomischer E. coli-DNA von gleicher GréRe und in identischem Abstand zu den zur
Klonierung benutzten Schnittstellen ersetzt wurde.

Das im rekombinanten pCO63-Fragment enthaltene CDP-Diglyzerid-Hydrolase-Gen kodiert
fur ein Enzym, welches in den Abbau von Phospholipid-Doppelmembranen involviert ist.
Dieses Enzym kann unter bestimmten Bedingungen (Vorbehandlung und Alter der
Erythrozyten, Kalte, etc.) eine hamolytische Wirkung auf die Erythrozytenmembran

aufweisen und damit zu schwachen hamolytischen oder kohamolytischen Effekten fuhren.
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Dies kann die in der Arbeit von Schneewind 1988 beschriebene und auch in dieser Arbeit
beobachtete hamolytische Aktivitat von E. coli-Wirten, die rekombinante Fragmente der
pCO-Reihe tragen, erklaren. Eine solche Eigenschaft kann auch zu einer Verwechslung mit
dem CAMP-Phanomen fihren.

Der GroRenunterschied zwischen den beiden Proteinen ist nicht ausgepragt (CAMP-Faktor:
ca. 26 kDa; CDP-Hydrolase: 28 kDa), so dal} eine Verwechslung in einem Western-
Immunoblot denkbar ware. Da die CDP-Hydrolase als membranstandiges E. coli-Protein in
Lysaten mit groRer Wahrscheinlichkeit vorhanden ist, muf3 auch eine Sensibilisierung von
Versuchskaninchen gegenuber diesem Protein als wahrscheinlich angenommen werden.
Dies konnte die Detektion des vermeintlichen rekombinanten CAMP-Faktors aus dem
pCO63-Plasmid im Western-Blot erklaren.

Ein zwingender Beweis, dal} es sich bei dem in pCOG63 klonierten Gen um das cbf-Gen und
in der Folge um dessen Genprodukt handelt, ist daher in der Arbeit von Schneewind nicht
enthalten. Unglicklicherweise unterblieb in den urspriinglichen Arbeiten von Schneewind
auch die Hybridisierung von pCO63 mit genomischer DNA des Gruppe B-Streptokokken-
Ausgangsstammes. Spatestens so ware aufgefallen, dald das in pCOG63 einklonierte
Genfragment keine Gruppe B-Streptokokken-DNA enthalt.

Zusammenfassend lalt sich zum jetzigen Zeitpunkt nur noch feststellen, dal das Plasmid
pCO63 das cbf-Gen aus GBS nicht enthielt. Wie es zu dieser Situation kam, ist im

nachhinein nicht mehr zu klaren.

4.2 Struktur des cbf-Gens und Eigenschaften des rekombinanten CAMP-
Faktors

Die von Schneewind et al. beschriebenen Schwierigkeiten bei der Klonierung des CAMP-
Faktors in "High-copy-number" Plasmiden zeigte sich auch im Verlauf unserer
Untersuchungen. Zwar gelang die Klonierung von cbf-Genfragmenten in pUC-Plasmide, bei
keinem der etablierten pUC-Klone wurden jedoch Genfragmente kloniert, die zu einer
Expression von funktionell aktivem CAMP-Faktor oder CAMP-Faktor-Fagmenten flhrten.
Ebenfalls war in unseren Versuchen zur Etablierung einer cbf-gewichteten Genbank in
pUC-Plasmiden die Klonierungseffizienz unzureichend; ob das an den klonierten
Genfragmenten oder an methodischen Schwierigkeiten lag ist unklar.

Diese Resultate fihrten gemeinsam mit den Beobachtungen von Schneewind (1988) zur
Verwendung eines temperaturabhangigen Expressionsvektors bei der Klonierung von

funktionell wesentlichen Genabschnitten (pJILA).
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Bei der Klonierung des gesamten cbf-Gens im pJILA-Plasmid und der nachfolgenden
Expression des rekombinanten CAMP-Faktors nach thermischer Induktion zeigte sich ein
Wachstumsstillstand der E. coli-Wirtsbakterien, sobald die Expression des cbf-Gens
aktiviert wurde.

Derartige Effekte waren fur keines der von uns klonierten Subfragmente des cbf-Gens zu
beobachten. Die Beobachtungen zur Wirkung auf den gram-negativen Wirt deuten an, dal}
nur der vollstandige CAMP-Faktor eine membran-aktive und damit ko-zytolytische Funktion
aufweist. Offenbar wirkt der intakte CAMP-Faktor in hdheren Konzentrationen inhibierend
oder toxisch auf im Wachstum befindliche E. coli-Kulturen. Die hier vermutete toxische
Wirkung des CAMP-Faktors auf Bakterienkulturen wird auch von Lang und Palmert (2003)
in E. coli-Kulturen bestatigt, ihre Experimente zur CAMP-Faktor Expression in einem
grampositiven  Wirtsbakterium (Bazillus subtilis) fuhrten ebenfalls zur Lyse der
Wirtsbakterien nach Induktion der Expression. Damit ist von einer direkten Schadigung von
grampositiven und gramnegativen Wirtsbakterien durch zytosolisch exprimierten CAMP-
Faktor auszugehen.

Das koénnte dadurch begrindet sein, dal® dieses potentiell Membran-destabilisierende
Protein in GBS aktiv in den Kulturiiberstand sezerniert wird. In E. coli- und B. subtilis-Zellen
verbleibt es jedoch intrazellular und/oder gelangt in den periplasmatischen Raum, da
vermutlich der notwendige Transportmechanismus fir die vollstandige Sekretion fehilt.
Inwieweit dieses Phanomen Hinweise auf moégliche Funktionen des CAMP-Faktors zur
Beeinflussung konkurrierender Erreger geben kann, muss weiteren Untersuchungen
Uberlassen bleiben.

Das beschriebene Phanomen kann als Hinweis auf eine komplexe Funktionsweise des
CAMP-Faktors gewertet werden, wobei nach unseren Experimenten die Anwesenheit
sowohl des C-terminalen als auch des N-terminalen Abschnittes flr die vollstandige
biologische Funktion erforderlich ist. Daraus lieBe sich auf eine aktive
Membranbindungsstelle schlieRen, die durch sterische Faltung des Proteins aus N-
terminalen und C-terminalen Anteilen der Sequenz zusammengesetzt wird. Weiter ware
eine komplizierte Tertiarstruktur denkbar, bei der ein Verlust einzelner Proteinabschnitte zu
relevanten strukturellen Veranderungen und damit zum Verlust von Funktionen flihrt.

Die Erkenntnis, dal nur der vollstandige CAMP-Faktor zur Ko-Hamolyse im Testsystem
fuhrte, widersprach der genauen Lokalisation der Proteinfunktionen (Fc-Bindung,
Kohamolyse) innerhalb des CAMP-Faktors, wie sie Jurgens et al. 1987 beschrieben hatten.
Die Diskrepanz zwischen den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit und den

Untersuchungen von Jirgens et al. (1987) und Rihlmann et al. (1988) kdnnte darauf
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zurickzufuhren sein, da® die vorgenannten Arbeiten den naturlichen CAMP-Faktor und
dessen Spaltprodukte untersuchten, hier aber rekombinanter CAMP-Faktor und
entsprechende Fragmente flr die Experimente verwendet wurden. Im E. coli-Wirt kdnnte es
zur Ausbildung einer andersartigen Sekundar- und Tertiarstruktur des Proteins kommen, die
solche Funktionsunterschiede erklaren kénnte. Ahnliches wurde bereits fir andere Proteine
aus Streptokokken berichtet (Reda-Stevens et al., 1996).

Die Analyse der hier ermittelten Nukleinsduresequenz ergab ein zur CAMP-Faktor
Aminosauresequenz (Rihlmann et al.,, 1988) hochhomologes Leseraster, welches ein um
29 N-terminale Aminosauren groReres Protein kodiert. Diese Teilsequenz von 29
zusatzlichen Aminosauren entspricht in ihrer Lange und Struktur einem typischen
bakteriellen Signalpeptid (von Heijne, 1989). Insbesondere stimmte die durch das Modell
vorhergesagte Spaltungsstelle mit dem N-Terminus des sequenzierten, reifen Proteins
Uberein. Die aus der Nukleinsdurensequenz abgeleitete Aminosaurensequenz des reifen
CAMP-Faktors stimmt zu 98% mit der von Rihimann et al. verdffentlichten Sequenz
Uberein.

Uber die Bedeutung der beiden Abweichungen zu der von Rihimann et al. verdffentlichen
Aminosdurensequenz lassen sich nur sehr eingeschrankte Aussagen machen, da die
betroffenen Genbereiche nicht bei einer ausreichenden Anzahl von klinischen Isolaten
sequenziert wurden.

Der Sequenzunterschied an Position 126 wird, da es sich in beiden Fallen um nicht
ausgepragt polare Aminosauren handelt wahrscheinlich keine funktionellen Auswirkungen
haben. Die Einfiigung von Prolin an Stelle von Serin an Position 95 kdnnte dagegen
Auswirkungen auf die Sekundar- und Tertiarstruktur haben, da Prolinreste haufig zu einer
Abknickung in der Sekundarstruktur von Proteinen fuhren. Diese moglichen sterischen
Unterschiede konnten z.B. fur die etwas ausgepragtere CAMP-Aktivitdt von R268 in
semiquantitativen Tests verantwortlich sein. Auf diesen Ergebnissen aufbauende Arbeiten
(Lang und Palmer, 2003) konnten in anderen Stdmmen die hier beobachteten
Sequenzunterschiede bislang nicht bestatigen, so dass es sich mdglicherweise tatsachlich
um eine Besonderheit des Stammes R268 handelt. Lang und Palmer konnten 2003 an
rekombinantem CAMP-Faktor keine funktionelle Auswirkung der Verlangerung des N-
Terminus durch Fusionsprotein-Reste nachweisen und schliessen daraus, dass dieser Teil
des Molekuls fur die Kohdmolyse ohne Bedeutung ist. Die im Rahmen dieser Arbeit
entstandenen Klone ohne den N-Terminus zeigten jedoch keine kohamolytische Aktivitat,

was moglicherweise durch die GroRe des fehlenden Proteinfragments erklarbar ist.
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4.3 cbf-Gene in klinischen GBS-Isolaten

Die Untersuchungen von 20 klinischen Gruppe B-Streptokokken-Isolaten mit Hilfe von PCR

und Southern Blot-Hybridisierungen belegten das Vorkommen des cbf-Genlokus in allen
gepriften GBS-Stdmmen, also auch in solchen, die phanotypisch eine negative CAMP-
Reaktion aufweisen.

Magliche Begriindungen fiir diese Diskrepanz zwischen phanotypischen und genotypischen
Befunden in diesen Stammen waren, daf® das cbf-Gen Punktmutationen im Sinne von Non-
Sense-Kodons, Stop-Kodons, kleinere Deletionen oder Insertionen aufwies bzw. nur
ungenigend exprimiert wurde.

Um diese Mdglichkeiten ndher zu untersuchen, wurde exemplarisch das cbf-Gen des GBS-
Stammes 74-360 vollstandig sequenziert und in spateren Arbeiten die Expression des
CAMP-Faktors auf mRNA-Ebene Uberprift (Podbielski et al. 1994). Die Sequenz des
Strukturgens wies dabei gegeniber der cbf-Sequenz des Ausgangstammes R268 nur
unbedeutende Veranderungen auf, so dald die beiden erstgenannten Mdoglichkeiten als
Erklarung fur die negative CAMP-Reaktion des Stammes 74-360 ausschieden. Dagegen
fanden sich Punktmutationen und kleinere Insertionen und Deletionen im potentiellen
Promotorbereich des cbf-Gens des Stammes 74-360, die unter anderem auch die -10 Box
betrafen. Damit wich die Sequenz dieser -10 Box deutlich von der Konsensusequenz flr
bakterielle -10 Boxen ab. Prinzipiell gilt, dal je groRer solche Sequenzabweichungen
insbesondere der -10 Box sind, desto geringer aktiv ist ein solcher Promotor (Horwitz und
Loeb, 1990).

Offenbar beeintrachtigen im Stamm 74-360 die Mutationen des cbf-Promotors dessen
Funktion ausgiebig, da bei diesem Isolat zumindest durch Northern-Blot Hybridisierungen
keine cbf-spezifische mRNA nachweisbar war (Podbielski et al. 1994). Daher ist zumindest
in diesem Fall davon auszugehen, dal® die negative CAMP-Reaktion auf die fehlende
Expression eines an sich vorhandenen cbf-Gens zurickzufihren ist. Ob zur gestorten
Promotorfunktion noch eine veranderte Expressions-Regulation durch einen Virulenz-
Regulator kommt, oder letzterer Mechanismus sogar der ausschlaggebende ist, 1Rt sich
mit den in dieser Arbeit erhobenen Daten nicht entscheiden.

Das in GBS weit verbreitete Vorkommen des cbf-Gens spricht in Zusammenhang mit der
Ko-zytolytischen Funktion des CAMP-Faktors flir eine Funktion als Virulenzfaktor. Da aber
auch der CAMP-Reaktions-negative Stamm 74-360 und die anderen untersuchten Stamme
klinische lIsolate von symptomatischen Patienten sind, scheint der CAMP-Faktor kein

obligater Virulenzfaktor zu sein.
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Durch die in der vorliegenden Arbeit ermittelte Nukleinsauresequenz des cbf-Gens ist eine
wichtige Grundlage zur weiteren Untersuchung der Rolle des CAMP-Faktors innerhalb des
Infektionsgeschehen und damit der Pathogenese der GBS-Infektionen geschaffen worden.
Weitere Untersuchungen mit rekombinanten Deletionsmutanten sollten Hinweise Uber die
Lokalisation der kohamolytischen Aktivitat im CAMP-Faktor und tber das Vorliegen der von
Jurgens et al. (1987) vermuteten Immunglobulin- oder Fc-Bindung sowie Uber die antigenen
Eigenschaften der verschiedenen Bereiche des Proteins ermdglichen.

Damit sind die maRgeblichen Ziele dieser Arbeit, namlich die Klonierung und
Sequenzierung des den CAMP-Faktor kodierenden Gens, nach den anfanglichen
Schwierigkeiten und frustranen Bemiihungen mit einem nicht das cbf-Gen enthaltenden

Plasmid letzlich doch erfiillt worden.
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5 Zusammenfassung

Das CAMP-Phanomen der Kohamolyse von Schafserythrozyten in Anwesenheit von (-
Toxin aus Staphylococcus aureus ist eine seit langem bekannte Eigenschaft der Gruppe-B-
Streptokokken (Streptococcus agalactiae). Dieses Phanomen wird durch den "CAMP-
Faktor" verursacht. Die Charakterisierung, Klonierung und Sequenzierung des fir den
CAMP-Faktor codierenden cbf-Gens aus Streptococcus agalactiae ist Bestandteil dieser
Arbeit. Ausgehend von den von Schneewind et al. klonierten Plasmid pCO63 erfolgte
zunachst eine Charakterisierung und Sequenzierung des 3,6 kB grofen klonierten
Fragments. Es zeigte sich, dal das klonierte Fragment eine CDP-Diglyzerid-Hydrolase aus
E. coli beinhaltete, eine eindeutige kohamolytische Aktivitdt oder ein Ursprung aus
chromosomaler Gruppe-B-Streptokokken-DNA konnte nicht nachgewiesen werden. Auf
Basis der bekannten Aminosaurensequenz des CAMP-Faktors wurden degenerierte Primer
entwickelt, mit deren Hilfe ein Fragment aus dem cbf-Gen kloniert werden konnte. Mit Hilfe
der "inverted-PCR" wurden die fehlenden Fragmente amplifiziert, isoliert und kloniert; mit
dieser Strategie konnte die gesamte cbf-Gensequenz ermittelt werden. Durch
Klonierungsexperimente in temperatursensitiven Expressionssystemen konnte eine
eindeutige Kohamolyse des Genprodukts nachgewiesen werden, die sich jedoch nur bei
dem gesamten Protein zeigte. Die von uns untersuchten C- und N-terminalen
Subfragmente zeigten keine kohamolytische Aktivitat. Die Anwesenheit des cbf-Gens wurde
in 19 klinischen Isolaten von Streptococcus agalactiae mittels Hybridisierungsexperimenten
nachgewiesen. Ein Sequenzvergleich mit dem CAMP-negativem Stamm 47-360 zeigte

einige, mdglicherweise relevante Mutationen im Promotorbereich.
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